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x | Patente de Invenclén. Patente de Modelo de Utilidad.
f Capitulo 1. _ X | Capitulo I1.
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) - c.c.| x | nIT
| Direccldn: World Trade Center Torre A,
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencla y representacién legal cuando el sollcitante sea persona
juridica.

Poderes, sl fuere el casa. Ver expedlente No. Adjunto copia simple
Documento de cesién del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraclones.

Copla de la solicitud intemacional, (Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos).

Traducclén de la solicitud Internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindlcaciones,
dibujos).

Copla del examen preliminar internaclonal efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar Internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conocimlientos
tradicionales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12,

De ser el caso, informacldn sobre otras sollcitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular 0 su causante, relaclonadas parcial o totalmente con la Invencién de esta
sollcitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Internacional.

Otros. Busqueda Internacional

rd

®

FIGURA CARACTERISTICA:

s p

N /

®

NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE FIRMA:

7 .

Solicito {a conceslon de la patente,

C.C. 79.782.747 Bt T.P._74.295

Instrucclones para el diligenciamlento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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TRADUCCION OFICIAL No. 04-383

Efectuada el dia 24 de noviembre de 2004, de un documento
escrito en 1Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Sergio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e
Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 del 11 de febrero
de 2002 expedida por el Ministerio de Justicia de 1la
Repuiblica de Colombia.

Traducclén Oficlal de las autenticaciones notariales vy
subsiguientes correspondientes a un Poder otorgado por
Pharmacia & Upjohn Company LLC a Carlos R. Olarte, y/o J. Ian
Raisbeck y/0 Ana Maria Frieri, documento este que viene en

espafiol y se explica por si solo.

(Fdo.) Grover F., Fuller Jr, Secretario Aslistente, 8 de

noviembre de 2004.

En inglés y en espafiol viene certificacién notarial del B8 de
noviembre de 2004 mediante el cual se confirma el nombre y

cargo de Grover F. Fuller Jr, asil como la existencia legal de

la compafiia. Dicha certificacién notarial fue firmad

~Jane E. Callahan, Notario Piblico de Nueva York, cuyo

sello,notarialt

Estado de Nueva York - Condado de Nueva York

SERGIO M"‘".E‘.'m RLLD?!: IGLESIAS

TRADIICTOI |: u ik, REME OFII‘I%I.L
ESPANOL. - 1M5L.C W i3 - ESPAROD

-
RESOLUCION Ma. 0|‘i1 "l-.FFBm- N‘)‘I 1. :9::
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Suscrito y jurado ante mi a los 8 dias del mes de noviembre

de 2004.

{Fdo.) Jane FE. Callahan

No. 405290
ESTADO DE NUEVA YORK - CONDADO DE NUEVA YORK
El suscrito, Norman Goodman, Escribano del Condado y del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provisto de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Jane E. Callahan, cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracién jurada o certificado de reconocimiento anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario Publico, en y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
que conforme a la ley en mi despacho obra un certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario Piblico o he comparado la

firma que aparece en el instrumento anexoc con la gue reposa

en los archivos de mi oficina, y creo en conclenci
Torag He'orio Vet e da s

- hago cansiar ge Sk Folacapia ¢
misma es auténtica. 1an su origingl 4ut ha Tenide ol

23010 TS

SNaefS Vi Rimisiere 16).

SERUAIDD RUJAS SaminEnTa
oficial, el dia 15 de noviembre de 2004. BOWOTA 1 & Lot i~ |

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi pufioc y letra y estam

SERGIO AND-.ZZ (HGDA 1GLESIAS
cc 173

TRADUCTOR I Ao ETE OFICIAL
ESPANOL. - INGLES / G ES - ESPANDOL
AESOLUFIA"I o € 123 'E.‘EBH!ERQH.‘.’QM 2
WIHSTRAEY o duay T T DEL LLswLGin



(Fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Estado de Nueva York.

i0.

Sergio Andrés Rueda Yglesias mmuﬁF :1. I
C.C.80.424.773 de Bogot4 Thapuch - R -?%ﬁ%}'f-'m?mﬁ!?'
RESOLICION Mo 13.a3 D FEpIEE i

APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
Pais: Estados Unidos de América
El presente documento plblico
Fue firmado por Nocrman Goodman
Que actud en su calidad de Escribano del Condado
Lleva el sello del Condado de Nueva York

Se certificéd:

En Nueva York, Nueva York

El 15 de noviembre de 2004

Por parte del Secretario Encargado del Estado de Nueva

York

Bajo el Nimero NYC-10317312A

Aparece Sello del Distrito de Columbia

Firmado por James Bizarri, Secretario de Estado Encargado
traduccién fiel y completa efectuada por: (uro Hotano veirnssty de

hego mongar que st Fotor
’1 ton su original qoe hz 1enid
neio Lo Bat s IGLES R
\// . SERGIO (.. ko $ mmc L

" UJHY JAN: 1
MINISTERIO DE SUSTICIA YLDELAANEOUS € - Cu.. .1 I




Aposgtille

{Convention de La Haye du 5 Oclobre 1961)

Country: United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk

bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

At New York, New York 8. the 15th day of November 2004
by Special Deputy Secretary of State, State of New York
No. NYC-10317312A |

Seal/Stamp 10. Signature
bw‘b@”—_ y
James Bizzami e Howtic Yorauginig dg gug /

Special Deputy Secretary of 5ri ”"?g".-';&":uf?ffi.”.-‘af :
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISRECK & FRIER, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER—TORREC
CaLLE 100ONO.8AESPiIs0 10
BOGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 63886200
Fax: +57-1 6386201

www.olarisralsback.com
Power of Attorney Poder
The undersigned, Bl suscrito,
Pharmacia & Upjohn Company LLC
domiciled in domicilisdo en

301 Henrietta Street, Kalamazoo, MI 49001 U.S.A.

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana
Maria Frier] full and sufficient Power of
Attornsy to file, progecute, obiain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utllity Models and Industrial Designa in the
Republic of Colombia, to which end it empowen
them to take all stepa necessary before any
administrative or judicinl suthority of any class for
the objects statod, to filo petitions, appeals, replies
and oppositiona, pay taxes and annuities, request
testimonies, receive documents and securifies,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who sre to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving themn
likewise power ta substitute these presents and
revoke much substitutions,

Signature/Firma: Grover F, Fuller Jr., Assistant Secretary
Date/Fecha: WoveauJ s &, 3604
City,Country/Ciudad,Pafs: New York, NY U.S.A.

par medio del presente otorga a Carlos R.

Olnrte, J. Ian Raisheck y Ana Maria
Frierl poder especial, amplio y suficients para
presentar, framitar, obtener, defender y hacer
respotar todas y cualquicra de Patentes, Modelos
de Utllidad y Disefice Indupirislegdec 1
compafiia en la Repiblica de Colombia, & cuyo
efecto loa faculiz para dar todos Ios pascs
necesarios ante cuslquier autoridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquia pama cumplir con
1o encomendado, elevar solicitudea, apelacionsa,
respuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades, solicitar teatimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compafiia, otorgar poderes a
quicnes vayan a representar & Ia compaftia judiciat
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dindoles
ssimismo facultad pam sustituir €] presente y
revocar dichas sustituciones.

. {era Pisicte de dste Geeulo
30 2 a dstu Folocopio coincide
fan W @J ' ﬁhﬂﬂld&u Iuvmu
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Counzy of New York,
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Now You! lin lnd lor the County of New 'fl'.:ti. a C:nm of Record, ha by’lr:: x el
CERTI.I-!Y pursuant to the Execud w of the of NewA

]MQ_&/

whooe oame {» subscribed to the annexed affida famon ur-t-lacl .dno' clpg
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OLARTERAISBECK B

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & SERVICES

WORLD TRADE CENTER —TORREC
CALLE 100 No. BA-S5Piso 10
Bocora, CoLOMBIA
TELEPHONE:. +57-1 6388200
Fax: +57-1 63868201

wvaw . olarteralabeck.com
- Notarial Certification Certificacién Notarial
On this date, Nov. §, 2004 En esta fecha,
The undersigned Notary Public certifies: el Notario Piblico muscrito certifica:
1. That 1. Que
Grover F. Fuller Jr., Assistant Secretary

of legal ape and domiciled in mayor de edsd y domiciliado

150 East 42™ Street, New York, NY 10017 U.S.A.
signed the foregoing document. suscribié el documento que antecede.
2. That the grantor las executed the forogoing 2. Que ¢l otergante ha suscrito el referido
document as Assistant Secretary documento en su caricter de
of Pharmacia & Upjohn Company LLC de
3, That Pharmacia & Upjohn Company LLC, 4. Que
haviig its principal place of business located in con sede principal ubicada en

301 Henrietta Street, Kalamazoo, MI 49001 _

is ‘duly incorporuted, is currently in exigtence, and  esth legalments constitnide, que tiene existencia
that the purposes for which the Power of Atiomsey is  legal vigenie ¥ que los propdsitos para 1oa cuales
grunted arc . within the scope of i se oforga ol poder se encuenira denfro de los que
" purpases. comprenden s objeto social.

. Qua el otorgants tiene Ia representacidn para
ir ¢l poder, y que éstn es legitima.

4, That the grantor has the a
Power of Attomey and that hi
legal.

5., The foundation for my certifications containedin 5.  El fundamento de mis certificaciones
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following  contenidas en los pumtos 2, 3 y 4 fus la exhibicidn
authentic document(s): ) do los (del) signienie({s) documento{s) auténtico(s):

X
{

@  NOTARY PUBLIC (Signature):
State of Mew b
pwnf-,.fWM:i JANE E. CALLAHAN
Notary Public, State Of New

. Sueyn fabefart me uai S, 07CA4es0877
o & ﬂ“ﬁ oS Mot 2Ry Commiesion gﬁmﬁ"zﬂfz
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Sépase que Yo, STEPHEN DAVID FINN, de 31 Amersham Hill Drive Hight
Wycombe Buckinghamshire Reino Unido un Notario Piblico debidamente
autorizado.

CERTIFICO UNICAMENTE QUE EL DOCUMENTO ANEXADO AL PRESENTE
LLAMADO:

CESION, firmada por LUIS A. PARODI

Ha sido presentado ante mi por los Servicios Consulares de Blair en nombre de

Pfizer con base en un documento original con firmas debidamente autenticas.

Firmado y sellado en 31 Amersham Hill Drive segiin lo dicho anteriormente, el
dia de hoy 20 de noviembre de 2006.

[Firmado y sellado]

STEPHEN FINN
Notario Pablico



Apostilla
(Convencion de La Haya del'S de octubre de 1961)

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pais: Reino Unido de Gran Bretaiia e Irlanda del Norte
2. Este documento publico ha sido firmado por: Stephen David Finn
3. obrando en su condicién de Notario Pablico
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Pdblico
Certificado
5. en Londres 6. €l 22 de noviembre de 2006
7. por: Secretario Principal de Estado de su Majestad para Asuntos
Extranjeros
8. No. H207445
9. Sello / Estampilla 10. Firma: Jack Milligan

[Sellado] [Firmado]



PC32455A
CO-1
CESION

A cambio de una contraprestacion de valor, la cual me (nos) pag6 PHARMACIA
& UPJOHN COMPANY LLC, una sociedad de responsabilidad limitada
constituida y existente bajo las leyes del Estado de Delaware, Estados Unidos,
con direccion de correos en el # 301 de Henrietta Street, Kalamazoo, Michigan
49001, Estados Unidos, por el presente le vendo y le cedo (le vendemos y le
cedemos) a la citada PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC la totalidad de
mis (nuestros) derechos, el titulo y el interés que tengo (tenemos) en mi
(nuestro) invento de una cierta mejora, nueva y iitil, del PROCEDIMIENTOS
PARA PREDECIR LA RESPUESTA TERAPEUTICA FRENTE A AGENTES QUE
FUNCIONAN SOBRE EL RECEPTOR DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO en
la medida en que esta cesion concierna a la Republica de Colombia, tal y como
se describe plenamente el mismo en las especificaciones, y yo (nosotros)
autorizo (autorizamos) y le solicito (solicitamos) por el presente a la Oficina de
Patentes de Colombia que le expida dicha patente a la citada PHARMACIA &
UPJOHN COMPANY LLC de conformidad con la presente cesién.

En fe de lo cual firmamos el presente el dia de hoy.

New York, USA, 09 noviembre de 2006 (Fdo) Luis A. PARODI
Lugar, fecha y firma — Luis A. PARODI

\Y
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BE IT KNOWN that I, STEPHEN DAVID FINN of 31 Amersham Hill Drive
High Wycombe Buckinghamshire United Kingdom a duly authorised Notary
Public

CERTIFY only that the document annexed hereto, namely:

ASSIGNMENT, signed by Luis A. Parodi

has been presented before me by Blair Consular Services on behalf of Pfizer
on the basis that it is an authentic duly signed original document

SIGNED and sealed at 31 Amersham Hill Drive aforesaid on 20t November
2006 '

Stephen Finn
Notary Public

S% ¥
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APOSTILLE \
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 ociobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
l. Country: United Kingdom of Gresat Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord
This public docurment / Le présent acte public

2. Has been signed by Stephea David Fian
3 ¢4 signé par

3. Acting in the capacityof Notary Pubile
agissant en qualité de

4. Beanthesaalsmmpof  The Sald Notary Publie
est revitu du scesuftimbre de

Centified/Attesté
5. st London/i Londres 6. the/le 12 November 2006

7. by Her Majesty's Principal Secretary of Stte for Foreign and Commonwealth Affaire /
per le Secrétaire d"Biat Principal de Sa Majesté qux Affhires Etrangdres et du Commonwesith.

B. Numberfsous No H207445

9. Swamp: 10. Signature: Jack Miligan
timbre:

For the Sacvasry of Siwtc / Powr la Smxvisaive d"Eret

If this decument ks to be used In a country which Is not party to the Hagne Coavention of 5 October
1961, It should be presented to the coasular section of the misslen represeuting that country. An
apostille or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp an the document is
genuine. 1t does not mean (it the contents of the document ure corvect or that the Foreign &
Commonwealth Office approves of the contents.



PC32455A
. CO-1

ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC a limited liability
company organized and existing under the laws of the State of Delaware, United States of America whose
full post office address is 7000 Portage Road, Kalamazoo, Michigan 49001-0199, United States of America,
I (we) do hereby sell and assign to the said PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC, all my (our) right,
title and interest in and to my (our) invention for a new and useful Improvement m METHODS FOR
PREDICTING THERAPEUTIC RESPONSE TO AGENTS ACTING ON THE GROWTH HORMONE
RECEPTOR so far as the Republic of Colombia is concemed, as fully set forth and described in the
specification, and 1 (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said

patent to the !liti PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC in accordance with this assignment.

In witness whereof I (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

M%rf/ Nwewh 7, 2006 A, @
ac DI 7 / N

c, daté and slg'nnlu.re uis
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization {/

Intemnational Burean

(43) Internntional Puhblication Date
19 January 2006 (19.01.2006)

"Li | aliva

PCT

(10) International Publication Number

WO 2006/006072 Al

(51) International Patent Classlfication s
GOIN 33/74

C12Q 1/68,

(21) Internatlonal Applienfion Number:
PCTAB2005/002086

(22) 1nternational Flling Date: 27 June 2005 (27.06.2005)

(25) Flling Langunge: English
(26) Publcation Language: Bnglish
(30) Priority Data:

60/586,380 8 July 2004 (08.07.2004) US

(71) Applicant (for all designaied Siates except US): PHAR-
MACIA & UPJOHN COMPANY LLC [US/US]; 301
Henrietta Street, Kalamazoo, MI 49001 (US).

(72) Inventor; and

(75) Inventor/Applicant (for US only): PARODI, Luls, A.
|USAUS]; 301 Henrieita Strect, Kalamazoo, MI 49001
(US).

{74) Agents: FULLER, Grover, F, Jr. et al.; Pfizer Inc., PO.
Box 1027, St Louls, MO 63006 (US).

(81) Designated States (unlexr gtherwise indicaied, for every
kind of national protection avallable): AR, AG, AL, AM,
U,AZ, BA, BB, BG, BR,BW,BY, BZ, CA,CH, CN,
CR, CU, CZ, DE, DX, DM, DZ, BC, BE, HG, BS, FI,
, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, I, IN, 1S, JP, KR,
KG, KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA,
MD, M3, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PG, PH, P1, PT, RO, RU, SC, SD, SE, 8G, SK, SL,
SM, 8Y, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,

VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Designuted States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection avallable): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM,
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KQ, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Baoropean (AT, BB, BG, CH, CY, CZ, DB, DK, ER, BS, F1,
FR,GB,GR, HU, 1B, 1S, IT, LT, LU, MC, NL_ PL, PT, RO,
SE, §], 8K, TR), OAPI (BF, B), CF, CG, CI,CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NB, SN, TD, TG).

Published:
—  with internatlonal search report

For two-letter codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
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METHODS FOR PREDICTING THERAPEUTIC RESPONSE TO AGENTS ACTING ON THE
GROWTH HORMONE RECEPTOR

FIELD OF THE INVENTION

[o01] This Invention ralates to methode for predicting the magnitude of a subject's therapeutic
response 1o agenis that act on the growth hormone receptor. Preferred aspecte Include methods for
Increasing the height of human subjects having short stature, and for treating obesity and acromegaly.

BACKGROUND

[002} Most children with significant short stature do not have growth hormone deficlency (GHD)
as classically defined by the GH response to provocative stimull, Once known causes of short stature
have been excluded, these subjects are classifled with various terms, Including famlilal short steture,
constltutional delay of growth, ‘very low birth weight' (VLBW), "idiopathic” short stature {ISS). The case
of chlidren bom short to parents of normal slze are called ‘intra uterine growth retardation’ (IUGR).
Children bomn short for thelr term are called 'small for gesiational age’ (SGA). Some, and presumebly a
large number of, of these children may not reach thelr genetic potential for height, although resulis
from large-scale longltudinal studies have not been reported. Since there are so many factors thet
contribute to normal growth and development, 1t is likely that subjects with 1SS, IUGR, SGA as defined,
are heterogeneous with regard to their eticlogy of short siature. Desplte not being classically GH
deficient, most chlidren with 1SS respond to treaiment with GH, although not alt equally well.

[003] Many investigators have searched for disturbances In spontaneous GH sacretion In thie
set of subjects. One hypothesls suggests that same of these subjects have Inadequate secretion of
endogenous GH under physiologic condttions, but are able to demonstraie a rise In GH In response to
pharmacologic stimull, as In tradhional GH stimuletion tests. This disorder has been termed "GH
naeurosecretory dysfunction,” and the dlagnosis reets on the demonstration of an abnormal circulating
GH patiern on prolonged serum sampling. Numerous investigators have reported results of such
siudies, and have found this abnormallty to be only occasionally present. Other Investigetors have
postuleted that these subjecte have "bloinaciive GH;" however, this has not yet been demonstrated
conclueively. '

[oD4) When the GH receptor (GHR) was cloned, It was shown that the mejor GH binding activity
In blood was due to a protein which derives from the same gene as the GHR and comesponds to the
axiracellular domain of the full-length GHR. Almost all subjects with growth hormone insensitivity (or
Laron) syndrome (GHIS) lack growth hormane receptor binding activity and have absent or very low
GH-binding protein (GHBP) activity in blood. Such subjects have a mean height elandard deviation
score {SDS) of about -5 to -6, are resistant to GH treatment, and have increased serum concentrations
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of GH and low serum concentrations of Insulin-like growth factor (IGF-I). They respond to treatment
with IGF-L. In subjects with defects in the exiraceliular domalin of the GHR, the lack of functional GHBP
in the circulation can eerve as a marker for the GH insensltivity.

[005] Subjects with ISS who are treated with exogenous GH have shown differing rates of
response 1o treatment.  In particular, many children respond somewhat, but not completely, to GH
treatment. These subjects have an increase of thelr growth rates that is only about half thet of children
that respond fully. The childrens’ iotal height gain following the course of treeiment is thereiore
reduced versus that of children that respond fully, depending on treatment duration, One way of
improving the treaiment of subjects that do not respond fully has been to increase the GH dosage,
which has resulied in somewhat Improved growth rates and total height gain. However, Increased GH
dosage Is not desirablae for all subjects due to potentlal slde effects. Increased GH dosage aleo eniaile
increesed cost. Unforlunately there Is &t present no method to Identity subjects likely to be less
responsive prior to a lengthy treaiment and observation peried.

[008] There is therefore a need In the art for methads thet can be used to identify a subsat of
subjects who exhibit diminished response rates to treatment with GH. There Is aiso &-need for
methods that allow the development of improved medicaments 1or the freatment of subjects who have
diminiehed response 1o exogenous GH. There is aleo a need In the ast for methoda that can be used
to identify a subsat of eubjects who exhiblt Increased responase rates to GH and a need for methods
that allow the development of Improved medicaments for the treaiment of subjects who have Increased
responss 1o GH. :

SUMMARY OF THE INVENTION

[007] The present Invention relates to the Identification of a GHR ellele and lsoform as an
important tactor cohributing to differences In positive response to exogenous GH. The Invention thus
provides & method to predict the degree of & positive response to traatment with compounds thet act
via the GHR pathway, or preferably compounds that bind the GHR, such as GH composltions. The
methods allow the classification of patlents a priorl as e.g. elther high or low responders. Allowing &
treatment to be adapted for a particular subject resuite in economic beneflte and/or reduced eide
effects (e.g. from use of the appropriate dosage of GH compositions or from the use of a compound to
which subjects to not show diminished GHR responae).

[odl] The Invention demonstrates that subjects homozygous for the GHR1l allele show growth
rates and helght changes In response to treatment with GH thet are greater than subjecis
hetsrozypous or homozygous for the GHRd3 allele. The invention further demonstraies that subjects
heterozygous for the GHRd3 allele show growth rates and height 'changos in response to treatment

" with GH thet are greater than subjects homazygous for the GHRd3 alleie.
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[o08] The present invention thus provides methods for determining or predicting GHR-medlated
activity, including methods of predicting GHR responee to treatment, and methods of identifying a
subject at risk for or diagnosing a condition related to diminished GHR activity, Preferably the invention
providea methods of predicting a subject's response to an agent capable of Interacting with (e.g.

binding to) a GHR polypeptide.

[001p]_ Accordingly, In one aspect, the present inventlon provides a method of predicling a
subject’'s response 10 an agent capable of binding to a GHR protein, comprising determining in the
subject the presence or absence of an allele of the GHR gene, wherein the allele Is correlated with a
likellhood of having an increased or decreased positive response to sald agent, theraby identitying the
subject as having en increased or decreased likeltlhood of responding to treatment with sald agent.
Preferably, the method comprises determining in the subject the presence or absence of a GHRd3
allele and/or 8 GHRM1 allele of the GHR gene, wherein the GHRd3 allele Is correlated with a likellhood
of having a decreased positive response to saki agent and the GHRf1 allele is comrelated with a
likelihood of having an increased positive response to sald agemt. Preferably, sald agent Is used for
Increasing the height or growth rale of a subject.

[o011) The present Invention also provides a method of predicting a subject's response to an
agent for Increasing the helght or growth rate of e subject, comprising determining In the eubject the

presence or absence of an allele of the GHR gene, wherein the allele Is correlated with a lkelthood of

having en Increased ot decreased positive response 1o seid agent, thereby Identitying the subject as

having an increased or decreased likellhood of responding io treatment with sald agent. Preferably, the-

method compriees determining In the subject the presence or absence of a GHRd3 allele and/or a
GHRI1 allele of the GHR gene, wherein the GHRd3 allele Is comelated with a likellhood of having &
decreased positive response to sald agent and the GHRf1 allele is correlated with a likellhood of
having an Increased positive reeponse to sald agent.

[0012] The invention also provides a method of predicting a subject's responee to an agent for the
treatment of a disease or a disorder invoiving GHR, seld method coimprising: determining In the subject
the presence or absence of an allele of the GHR gene, wherein the allele is correlated with a !ikelhood
of having an increased or decreased poslilive response to said agent, thereby Identifying the subject as
having an Increased or decreased likelihood of responding to treatment with sald agent.

[o013] Preferably, the methods of the invention comprise determining In the subject the pmsenée
or absence of a GHR allele having a deletion, Insertion or subsltution of one or more nucleic acids In

_~exon 3, or most preferably having a deletion of substantially the entire exon 3. in a preferred _

embodiment of the above methods, eald allele of the GHR gene ls GHRdA3 and/or GHRI1 allele.

{0014] Preferably, sald subject has a short steture. More preferably, said subject having short a
stature la idiopathic short tature (ISS), very low birth weight (VLEW), intra uterine growth retardation’

10
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(WUGR), or small for gestational age (SGA). Stil more preferably, sald subject is SGA. Allamaﬂvely.

said subject sufiers of any disease or disorder Involving GHR.

[0015] In & preferrad embodiment, sald GHRd3 allele Is correlated with a ilkellhood of having a-

decreased posiiive response o said agent (in comparison with a subject having a GHRf1 allele). In
another preferred embodiment, sald GHRf1 allele I8 comrelated with a likelhood of having an Increased
positive response to sald agent (in comparson with a subject having a GHRd3 allele). In one
embodiment, sald agent Is a GHR antagonist such as pegvisomant. In ancther embodiment, sald
apent Is a GHR agonsit. Preferably, sald agent is 8 GH. composition, more preferably somatropin.

[001_6] The methods of the Invention can be used particularly advantagecusly in methods of.

treatment comprislné denotyplng an allele of & GHR gene, more preferably a GHRd3 and/or GHR{4
allele. Sald genotyping Is indicative of the efficacy or therapeutic benefite of said therapy. In one
example, the methode of the Inventlon are used to determine the amount of & medicament o be
administered 10 a subjecl. In another example, the methods are used to assess the therapeutic
response of subjects Iin a clinical trial or to select subjects for inclusion in a ciinical trial. For Instance,
the methods of the Invention may comprise determining the genotype of a subject at exon 3 of the
GHR gene, whereln said genotype places saki subject into a subgroup In a clinlcal trial or in a
subgroup for Inclueion in a clinical trial. '

[0017] The invention alao provides a method for treating a subject euffering of a diseass or a
disorder invoiving GHFI the method comprising: .

(a) determlnlng in the subject the presence or absence oi an allele of the GHR gene,
wherein the allels is comrelated with a llkellhood of having an increased or decreased
positive response to an agent capable of binding to a GHR protein or acting via the
GHR pathway; and

(b) selecting or determining an effective amount of sald agent lo administer 1o seld
subject.

[0018]) Preferably, the method comprises determining the presence or absence of a GHRdS3 allele
and/or @ GHRI1 ellele of the GHR gene, whereln the GHRA3 allels is corelated with a likelihood of
having a decreased posttive response fo an agent capable of binding to a GHR protein or acting via
the GHR pathway and the GHRI1 allele is correlated with a Ikellhood of having an increased positive
reeponse 1o sald egent. Prejerably, sald agent Is used for Increasing the height or growth rate of &
subject.

[0018] In particularly prelerred embodiments, the invention discloses a method for increasing the
growth of a subject, the method comprising:
(a) determining In the suhject the presence or absence of an alleis of the GHR gene,
wherein the allele ls cotrelaied with a kelihood of having an increased or decrsased
positive response to an agent capable of increasing the growth of a subject; and
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(b) selecting or determining an effective amount of sald agent to administer to saki
subject.

[0020) In a prefered aspect, the invention discises &8 method for increasing the growth rate of a
human subject, saki method comprising:
{a) detecting whether the subject has a helght legs than about 1 stendard devietion, or
more preferably less than about 2 standard deviations below normal for age and sex,
(b) detecting whether the DNA of the subject encodes a GHRd3 end/or GHRI
polypeptide; and, .
(c) administering to the subject an effectiva amount of GH that Increases the growth rale
of the subject.

[0021] An agent capable of binding to a GHR proteln or scting via the GHR pathway according 1o
any of the methods of the Invention Is preferably an agent effective In the treatment of a disorder or a
disease involving GHR. in one embodiment, aaid agent or medicament is a GHR antagonsist. In
ancther embodiment, eald agenl or medicament Is a GHR agonist. Saki agent or medicament s
preferably a GH composttion. in a preferred embodiment, sald agent or medicament Is somatropin. In
another preferred embodiment, said agent or medicament Is pegvisomant. .

[o022] Preferably, sald subject-has a short stature. More preferably, sald subject having short a
stature Is idiopathic short stature (ISS), very low birth welght (VLBW), Intra uterine growth retardation’
{(IJUGR), or small for gastational age (SGA). Stil more preferably, sald subject e SGA. Alternatively,
sakd eubject suffers of any disease or disorder Involving GHR.

[0023] In a preferred embodiment, sald GHRd3 allele ls correlated with a decreased poshive
response to sald medicament (In comparison with a subject having a GHRf1 aliele). in another
preferred embodiment, sald GHRI1 allele Is correlated with an increased posiiive response to eald
medicament (in comparison with a subject having a GHRd3 allele).

[oa24) Preferably, sald methods of treating a human subject comprise administering to a subject
homozygous or heterozygous for the GHRd3 allele an efiective dose of an agent or medicament which
ls greater than the effeclive dose that woulkl be adminietered to an otherwise identical subject
homazygous for the GHRI1 allele. Altematively, said methods of treating & human subject comprise
administering to a subject homozygous for the GHRdA3 allele an effective dose of an agent or
medicament which ls greater than the effective dose thet would be adminlstered to an otherwise
Identical subject homozygous or heterozygous for the GHRI1 allele.

[0025]) In preferred aspects, sald agent is a GH molecule. Preferably, the effective amount of GH
administered to a subject I= between about 0.001 mgkg/day and about 0.2 mg/kg/day: more

pr_aflembly. the effective amount of GH Is between about 0.01 mg/kg/dey and about 0.1 mg/kg/day. In,

other aspects, the effective amount of GH administered to a subject is at least about 0.2 mg/kg/week.
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In another aspeci, the effective amount of GH is at least about 0.25 mg/kg/week. In ancther aspect, the
sffective amount of GH Is at least about 0.3 mg/kg/week. Preferably, the GH ks adminisiered once per
day. Preferably the GH Is administered by subcutaneous injections. Most preferably, the growth
hormone Is formulated at a pH of about 7.4 10 7.8.

J0026) Ancther aspect of the invention concerns a method of using @ medicament comprising:
obtaining a DNA sample from a subject, determining whether the DNA sample contains a GHRI1 allele
assoclated with an increased poshtive response to the medicament and/or whether the DNA sample
containe a GHRd3 allsle associaled with & diminished posltive response to the medicament, and
adminisiering an effective amount of the medicament to the subject § the DNA sample contalns a
GHRM allele assoclated wih a increased positive response-to the medicament and/or if the DNA
sample lacks a8 GHRdS allele assoclated with & diminished positive responsee to the medicament.

[0027] As discussed, the methods comprise determining In the subject the presence or absence
of a GHR allele having a deletion, Insertion or subsitution of one or more nucleic ackis In exon 3, or
most prelerebly having a deletion of substantlally the entire exon 3. An allele of the GHR gene
assoclaied whh a decreased positive response to the medicament ls a GHR allele lacking exon 3,
preferably a GHRdS allele. An allele of the GHR gene assoclated with an Increased posltive response
to the medicament Is preferably a GHR allele (GHR1l) contalning exon 3.

[c028] The Invention also concems a method for the clinical testing of a medicament, the method
comprising:

a) administering a medicament o a population of individuals; end
b) from eald population, identifying a firet subpopulation of individuals whose DNA

encodes a GHRdS polypeplide Isolorm and ‘a second . subpopulation of hdeuals'

whose DNA does not encode a GHRd3 polypeptkie Iaoform.

[0028] Anemaﬂvaly. the Inverrtlon concems a method for the clinical testlng of a medicament, the
method comprising: .
a) administering a medicament to a population of individuals; and
b) from sald population, identilying a first subpopulation of individuals whose DNA
encodes & GHRI1 polypeptide Isoform and a second subpopulation of individuals
whose DNA does not encode a GHRI1 polypeptide isciorm.

[0030] Sald method may furﬂ1|;r comprise: (a) assessing the response to eakd medicament In eald
first subpopulation of individuals; and/or (b) assessing the response to sald medicament in sald second

1%

subpopulation of individuals. Preferably, the response to saki medicament 's assessed both In sald

first and sakd second subpopulation of ndividuals. Preferably sald response le assessed separately In
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said first and second subpopulation of individuais. Assessing the responee to saki medicament
preferably compriees determining the change in height of a subject.

[0031] The Invention also concems a method for the clinical testing of a medicament, the method
comprising:

a) Identlfying a first population of individuale whose DNA encodes a GHRd3 polypeptide.

and a second population of individuale whose DNA does not encode a GHRd3
polypeptide; and
b) administering a medicament.to Individuals of said first and/or sald second population

of Individuals.
[o032) In one embodiment, the medicament Is administered to individuals of sald firat population but
not to individuais of sald second populetion. In one embodiment, the medicament is adminietered to
Individuals of saki second population but not o Individuals of saki first population. in another
embodiment, the medicament is administered to the individuals of both sald first and sald second
populations.

[0033] Alemnatively, the invention concerne a method for the clinical testing of a medicament, the
method comprising: )
a) Mdentlying a first population of individuals whose DNA encodes a GHR!1 polypeptide
and a second population of individuale whose DNA does not encode a GHRH
polypepiide; and
b) administering a medicement to Individuala of aald first and/or sald second population
of individuals.

[0034]) In one embodiment, the medicament Is administered to individuals of sald firet population
but not to Individuals of sald second population, In one embodiment, the medicament Is administered
to individuels ot said second population but not to individuels of sald first populetion. In another
embodiment, the medicamant Is adminlstered to the individuals of both eald first and sald second
populations. '

oA
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[0035] The medicament according to the preceding methods le preferably a medicament for the

treatment of =hort slature, obeslty, Infection, or diabetes; acromegely or gigantiem conditiona which
could be associated with laclogenic, diabstoganic, lipolytic and protein anabolic eflects; conditions
associated with sodlum and water retention; metabolic syndromes; mood and sleep disorders, cancer,
cardlac disease and hyperiension.

[0038] A préferred aspect of the invention relates to a method for the clinical testing of a
"medicament, preferably a‘medlcament capable of Increasing the growth rate of 8 human subject,
comprising:
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a) administering a medicament, preferably & madicament capable increasing the growth-
rate of a human subject, 1o a populetion of Individuels; and

b) from saki popuiation, Kentlfying & firet subpopulation of individuals whose DNA
encodes a GHRd3 polypeptide lsoform and a second subpopulation of Individuals
whose DNA does not encode a GHRd3 polypeptide isoform.

[0037] Another preferred aspect of the inventlon relates to a methed for the clinical testing of a
medicament, preferably a mediceament capable of increasing the growth rete of a human subject,
comprising:
8) administering a medicament, preferably & medicament capable increasing the growth
rate of & human subject, to a population of individuals; and
b) 1from eald population, identifying a first subpopulation of Individuale whose DNA
encodes 8 GHRI1 polypeptide isoform and & second subpopulation of individuale
whose DNA does not encode a GHRI1 polypeptide Isoform.

[0038) -  Preferably, sald subject has a short siature. More preferably, sald subject having short a
stature Is Idiopathic short stature (ISS), very low birth weight (VL.BW), intra uterine growth retardetion’
(IUGR), or small for gesiational age (SGA). Still more preferably, said subject is SGA. Altenatively,
sald subject sutfers of any disease or disorder Invoiving GHR. In one embodiment, the medicament la
administered to individuals of sald first population but not 1o Individuale of sald second populetion. In
one embodiment, the medicament ks administered to individuals of said second popuiation but not to
individueals of said first population. In another embodiment, the medicament ls administered 1o the
Individuale of both sald first and sakl second populations.

[00386]) Assessing the response {0 a medicament capable of Increasing the growth rate of a
human subject or capable of ameliorating 1SS, VLBW, IUGR or SGA comprises assessing the change
in height of an Individual. Increasing the growth rate of a human subject includes not only the situetion
where the subject atlains at least the same ultimate height as GH-deficlent subjecte treated with GH
(Le., subjects diagnosed with GHD), but also refers to a sttuetion where the subject cetches p In
height at the same growth rate as GH-deficlent subjects treated with GH, or achleves adult height that
s within the target height range, Le., an ultimate height consistent with thelr genetic potentlnl as
determined by the mid-parental target height.

[0040] In one aspect of any of the methods of the Invention, the step of determining whether the
DNA of subject encodas & particular GHR polypeptide leclorm can be performed using & nuclelc acld
molecule that specifically binds @ GHR nuclelc acld molecuis. In another aspect, the step of
determining whether the DNA of subject encodes a GHR polypeptide lsoform Is performed using a
. nuclelc acld molecula that speciically binds a GHR nucleic acld molecule. Preferably, the methads of
the Invention compriee determining whether the DNA of an Individual encodes a GHRd3 protein or
polypeptide. Altematively, the methada of the invention comprise determining whether the DNA of an
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individual encodes a GHRI1 protein or polypeptide. However, the methods of the invention can
comprise determining whether the DNA of an Indlvidual encodes GHRdA3 and GHRf1 proteing or
polypeptides. This maey thus comprise determining whether the genomic DNA of an individual
comprises @ GHRd3 or GHR{1 allele, whether mRNA obtained from an Individual encodes a GHRdS or
GHRI1 polypeptide, or whether the subject expresses a GHRd3 or GHRI1 polypeptide. -

[0041] For example, in any of the above embodiments, determining whether the DNA of an
Individual encodes a GHRd3 or GHR{1 polypeptide may comprise:
a) providing a blological sample;
b) contacting said biclogical sample with:
m a polynucleotide that hybridizes under stringent conditions to a GHR
allele, preferably a GHRd3 or GHR1 nuclelc acid; or
i) a deleciable polypeptide that selectively binds 1o 2 GHR allele, prelarably
a GHRAd3 or GHR{1 polypeptide; and
¢) detecting the presence or absence of hybridization between sald polynuciectide and

24
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an RNA specles within said sampie, or the presence or absence of binding of sald

detectable polypeptide to a polypeptide within sald sample.

[0042]  Preferably the biclogical sample ls contacted with a polynucleotide that hybridizes under
" stringent conditions o a GHRd3 or GHRf1 nuclelc acid or a detectable polypeptide that selectively
binde to a GHRd3 or GHRI1 polypeptide, wherein a detection of sald hybridization or.d sald binding
indicates thet sald GHRA3 or GHFI_ﬁ Is expressed within said sample. .

[0043) Preferably, sald polynucleotide le a primer, and whereln sald hybridization ia detected by
detecting the presence of an ampilfication produet comprising sald primer sequence. Preferably, sald
genotyping step comprises a separate run In polyacrylamide electrophoresis and siiver steining.
Preferably, seld detectable polypeptide ls an antibody. Detecting the GHRd3 and GHRI polypeptides

.or nucleic acids can be camled out by any eultable method. For axample a serum level of the
extraceilular domein of GHR3 or GHRN iay be assessed (e.g. the high-aflinity GH binding protein)
can be assessed. Oligonuclectide probes or primers hybridizing specifically with a GHRd3 genomic or
cDNA sequsnce are also part of the present Invention, as well as DNA ampilfication and deteclion
methods using sald primers and probes.

DETAILED DESCRIPTION

[0044]  GH activity Is mediated by the GH receptor (GHR), discussed above. It has been shown -

that two malecules of GHR Interact with & eingle molecule ol GH {Cunningham et el., (1881) Sclence

254: 821-825; de Vos et al., (1992) Science 255: 306-312; Sundstrom et al., (1986) J. Blol. Chem. 271:,

82197-32203; and Clackson et al., (1988) J. Mol. Blol. 277; 1111-1128. The binding happena at fwo
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unique GHR binding slies on GH and a common binding pocket on the extraceliular domaln of two
receptors. Ste 1 on the GH molecule has a higher afiinity than She 2, and receptor dimerization Is
thought to occur sequentially, with one receptor binding to site 1 on GH followed by recrultment of a
second recepior 10 site 2. Cunningham et al (1991, supra) have proposed that receptor dimetization is
the key event leading to signal activation and that dimerization I8 driven by GH binding (Ross et al, J.
Ciin. Endocrinol. & Metabolism (2001) 86(4): 1716-171723. Upon figand binding, GHRe are
Intenalized rapidly (Maamra et al, (1899) J. Blol. Chem 274: 14791-14798; and Harding et al,, (1960)
J. Biol. Chem. 271: 6708-6712), with a proportion recycled to the cell surface (Roupas et al., (19887)
Endoctinol. 121: 1521-1630). ’

[0045%] More recgntly a GHR isoform relerred to as GHRd3 was discovered that conteins a
deletion of exon 3. (Urbanek M et al., Mol Endocrinol 1882 Feb;6(2):279-87; Godowskl et al (1988)
PNAS USA 86 : 8083-8087). The deletion was thought to be the result of an alternative splicing event
leading to either the retention of the exclusion of exon 3, coresponding efther 1o the full length GHRl
isoform or the exon 3-deleted GHRdS Isoform. Several contradictory results followed the identification
of the GHRd3 Isoform. Reports proposed that the GHRd3 lsoform was subject fo tissue-specific
splicing, that the expression pattern was developmentally regulated, while other reporte proposed that
the GHRd3 Isoforn was epecific to ari individual. Another report suggested that splicing resulted from
a genetic polymorphism that is fransmitted a8 a Mendslian tralt and alters splicing (Stallings-Mann et
al, (1996) P.N.AS U.S.A. 94: 12394-12398). Finelly, Pantel et al ((2000), J. Blol. Chem. 275 (26):
. 18684-18660), demonsirated upon analysis of the GHR locus that In humans the GHRdS3 Iscform I8
transcribed from a GHR allele thet carried a 2.7kb genomic deletion spanning exon 3. Pantel further
identifled two flanking retroelements In the genomic DNA samples from individuale who express only
GHRHI, but only a single & retroalement In the DNA of Indviduals expression GHRd3, suggesting that
the axon 3 deletlon Is the result of a homologous recombination event between the two retroelements
loceted on the same GHRYI allsle.

[0048]  The hGHRd3 protein differs from the full length hGHR (GHR) by a deletion of 22 amino

<3
1%

acids within the extracellular domain of the receptor. The GHRd3 lsoform encodes & etable and

functional GHR protein (Urbanek et al., (1993) J. Blol. Chem. 268 (25): 19025-18032). While Urbanek
et al. (1993) reported that the GHRd3 Isoform I etably integraled into the cell membrane and binds
and Intemallzes figand as efficiently es hGHR, no functional differences from the GHRIi lsoform were
identified.

[0047] The present invention Is based on the discovery thet human subjects carrying a growth
hormone receptor (GHR) allele having an exon 3 deletion (GHRd3) have a lower positive response 1o
treaiment with an agent acting via the GHR pathway then subjects not carrying the GHFId§ gllele, In
particular, subjects carnying the GHRdAS allele demonstrated a lower poslitive response. to treatment
whh recombinant growth hormone (GH) than subjecis not carrying sald GHRd3 allele. Over the course
of ireatment with recombinant GH, subjects having 1SS, IUGR, VLBW or SGA and carmylhg the GHRd3
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had a loes In growth rates than subjects having ISS, JUGR, VLLBW or SGA and not carying the GHRd3
allele. More particularly, SGA subjects showed a loss In growth raie of about 40 % .

[0048] Indeed, 71 Children with SGA who had been enrolled In trials for treatment with

W
19

recombinant GH were examined for associatlon of the common GHR exon 3 varlant and the response

of growth veloclty to treatment with GH. The GHRd3 sllele was present in 36 patients, of which 9 were
GHRda/d3 homozygotes and 27 were GHRA3M heterozyotes. After adjusiment for age, sex, dose of
rGH, it was found that chiidren who carrled the GHR{1 allele grew at a superior rate when treated with
rGH. Growth veloclty was 10,13 +/- 0.38 cm/yr after one yeer of therapy in children with GHRI1M
genotype and 8.58 +- 0.27 cm/yr in children with GHRI1/d3 genotype, compared with 9.12 +/- 0.50
cm/yr In children with GHRdS/d3 genotypes. The genotypic groups were compaemable with respect to
* other medical and therapeutic cheracteristics. The genomic variation of the GHR saquence s
therefore assocleled with a marked difference in rGH efficlency.

[o048) As diacussed above, the present invention pertains to the fleld of phasrmacogenomics and
predictive medicine In which diagnostic essays, prognostic assays, and monlitoring.clinical trials are
used for prognostic (predictive) purposes 1o thereby ‘treat an individual. Accordingly, one aspect of the
present Invention relaies to diagnostic assays for determining GHR protein and/or nucleic acld
expression, In the context of a biological sample (e.g., blood, serum, cells, tissue) to thereby determine
the nature of an Individual's GHR response, particularly to treatment with an exogenous GH
composition., This may be useful also to detect whether an Individual I8 efflicied with a disease or
disorder, or Is at risk of developing a disorder, assoclated with diminished GHR response or activity,
Dieorders or conditions Involving GHR activity include ehort stature, obesity, infection, or disbetes;
acromegaly or gigantiam conditions. which couki be associated with lactogenic, diabetogenic, Hipolytic
and proiein anabolic effects; conditions assoclated with sodium and water retention; metabolic
syndromes; mood and sleep disorders, cancer, cardlac disease and hypertension. The invention aiso
pr'ovldes for prognostic (or predictive) assays for determining whether an Individual is at risk of
developing & disorder assoclated with GHR proteln activity. For example, the GHRA3 and GHRfI
isoforms can be assayed in & biological sample. Such assaye can be used for prognostic or predictive
purpose-to thereby prophylactically treat an Indlvidual prior to'the onset of a disorder characterized by
or associated with diminished GHR response, for example by administration of an effective amount of
GH so that a subject attains an uitimete height consistent with their genetic potential. in other aspects,
the invention provides methods of detecting agents that modulate GHRd3/GHRI heterodimer activity.
Such agentis may be useful In the treatment of the aforementioned conditions or disorders involving

GHR activity.

Definitions .
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[0050] The term "sgent" Is used hereln 1o denote a chemical compound, & mbdure of chemical

compounds, a biclogical macromolecule, preferably a peptide or protein, or an exiract made fram' .

biological materlale such as bacterla, plants, fungl, or animal (particularty mammailan) celis or tissues.

[0061] In the context of the present invention, a "posiive response” or “positive therapeutic

response” to a medicament or agent can be deflned as comprising a reduction of the symptoma related

o a disease or condition. For example, & positive response may be an Increase in height or growth
rate upon administration of an agent. In the context of the present invention, a “negative response” to

a medicament can be defined as camprising elther a lack of positive response to the medicament, or

which leads to a side-effect observed following adminletration of a medicament.

[0062) The term “polypeptide” re_fera o a polymer of amino aclds without regard to the length of

the polymer; thus, peptides, oligcpeptides, and proteine are Included within the definition of
polypeptide. This term also does not speclly or exclude post-expression modifications of polypeptides,
for exampie, polypeptides which inciude the covalent attachment of giycosyl groups, acetyl groups,
phosphate groups, lipld groupe and the like are expressly encompassed by the term polypeptide. Also

included within the definition are polypeptides which contaln one or more analogs of an amino acid -

{Including, for exampie, non-naturally occurring amino acids, amino aclds which only occur naturally-in
an unrelated blological system,.-madified amino ackie from mammallan systems eic.), polypeptides with
substiuted linkages, as well as other modHications known In the eri, both naturally occurrlng and non-
naturally occurting. ' -

[0063]  The term “recombinant polypeptide” Is used hereln to refer 1o palypeptides that have been
artificially designed and which comprise at least two polypeptide sequences thal are not found as
contiguous polypeptide séquenoea In ther Initial natural environment, or to refer to polypeptides which
have been expressed from a recombinan polynuclectide.

[0054] The term “primer” denotes a specific cligonuclectide sequence which |s complementary to
a target nucieotide sequence and used to hybridize 1o the target nucleotide sequence. A primer serves
as an Initiation point for nucleotide polymerization catalyzed by elther DNA polymerase, RNA
polymeraae or reverse transcriptase.

[0058] - The term "probe” denotes a defined nucleic acld segment (or nucleotide analog segment,

e.g., polynuclectide as defined heremn) which can. be used to Idemlly a specific polynucleotide -

sequence present in samples, sald nucleic acid segment comprieing a nuclectide sequence
complementary of the specific polynucleotide sequence 1o be identified.

[o0BE] As used herein, a "test sample" refers to a blologlcal sample obtalned from a subjeci of
Interest. For example, a test sample can be a blological fluld (e.g., s8erum), cell sample, or tissue,
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[0057] The terme “trat” and “phenotype” are used Interchangeably herein and refer to any
clinically distingulshable, detectable or ctherwise measurable property of an organlem such as
symptoms of, or susceptibility to a disease for example. Typlcally the terms “trait” or “phenotype” are
used hereln io refer to an individual's response to an agent acting on GHR.

|00ES] The term "genotype” as used hereln refers the identily of the allglea present In an
individual or @ sample. In the context of the present invention a genotype preferably refers to the
description of the alleles present In an Individual or a sample. The term “genctyping” & sample or an
individual for an allele invoives determining the specliic allele carried by an individual.

[0068] The term "allele” I8 used herein to refer to a variant of a nucleotide sequence. For
example, alleles of the GHR nucleotide.sequence include GHRd3 and GHRII.

[0080] As used hereln, “Isoform™ and "GHR Isoform” refer to a polypeptide that Is encoded by et .

least one exon of the GHR gene. Examples of a GHR Isoform Include GHRd3 and GHRfI
polypeptldes.

[00681) ° The term 'polymorphlsm as used herein refers to the occurrence of two or more
altemative genomic aequdncos or alleles between or among different genomes or individuals,
"Polyniorphic® refers to the condition in which two or more varlants of a specific genomic sequence cari
be found in a population. A "polymorphic site® s the locus at which the variation occurs. A
polymorphlsm may comprise a substitulion, delation or insertion of one or more nuclectides. A single
nucleotide polymorphism [s a single base pair change.

[o082) As used herein, “"exon" refers to any segment of an Interrupted gene thet Is represented In
the mature RNA product. '

[0083] As used hereln, "intron” refers to a segment of an Inlerrupted gene that Is not represented
in the mature ANA product. Introns are pert of the primary nucleer transcript but are spliced out 1o
produce mRNA, which is then transporied 1o the cytopiasm.

[ooe4] As used hereln, "growth hormone” or "GH" refers to growth hormone in native-sequence or
in variant form, and from any source, whether naturai, synthetic, or recombinant. Examples include but
are not limited o human growth hormone (hGH), which Is natural or recombinant GH with the human

native sequence (for example, GENOTROPIN™, aomatah'oiiln_ or somatropin), and recombinant _

growth hormone (tGH), which refers 10 any GH or GH variant produced by means of recombinant DNA
technology, Including somatrem, samaiotropin, somatropin and pegvisomant. A GH molecule may be
an agonist or aniagonist at the GHR. in a particular embodiment, GH molecule or a varlant thereof Is
madified, preferably is pegylated.

[0085) As used hereln, "growth hormone receptor® or *GHR" refers to the growth hormone
receptor in native-sequence or In variant form, and from any source, whether natural, synthetic, or

L]
20
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recombiant. The term "GHR" encompasses the GHRIl as well as the GHRd3 Isoforms. Examples
include human growth hormone recepior (hGHR), which Is natural or recomblnent GHR with the
human natlve sequence. As used hereln “GHRdJ3" refers to an excn 3-deleted lsoform of GHR. The
term “GHRIT" refers to an exon 3-conteining GHA isoform. The term GHRAS includes but is not imited
to the polypeptide described In Urbanek M et al, Mol Endocrinol 1882 Feb;6(2):278-87, Incorporated
herein by reference. The terms GHRAl Includas but le not limited to the polypeptlde described In Leung
ot al., Nature, 330: 537-543 (1887), Incorporated hereln by reference.

[aD66] The term “GHR gene", when used herein, encompasses genomic, mMANA and cDNA
sequencas encoding any GHR proteln, including the untransiated reguletory reglons of the genomic
DNA. The term “GHR gene” also encompasses alleles of the GHR gene, such as the GHRd3 allele
and the GHRI! allele.

{0067)] The term “under stringent conditions™ is Intended conditions under which a probe will
hybridize io its target sequence to a detectably greater degree than io other sequences (e.g., at least
wo-fold over background). Siringemt conditions are seguence-dependent and will be differant In
different circumstances. By conirolliing the stringency of the hybridization and/or washing condltions,
target sequences that are 100% complementary to the probe can be identified (homologous probing).
Altematively, stringency condlitions can be ad|usted to allow some mismatching in sequences so that
lower degrees of similarity are detected (heterologous probing). Generally, a probe is lesa than about
1000 nuclectidas In length, preferably less than 500 nucleotides in length.

[0088] Typically, stringent condlitions will be those In which the salt concentration Is less than
about 1.5 M Na lon, typically about 0.01 to 1.0 M Na lon conceniration (or other salts) at pH 7.0 to 8.3
and the temperature is at least about 30° C for shorl probes (e.g., 10 to 50 nuclectides) and at least
about 60° C for long probes (e.g., greater than 50 nuclectides). Stringent condiions may also be
achleved with the addition of destabiltzing sgents such as formamide. Exemplary low stringsncy

conditions Include hybridization with & buffer solution of 30 to 35% formamide, 1 M NaCl, 1% SDS - -

(sodium dodecyl sulpheate) at 37°C, and a wash In 1x to 2xSSC (20xS8C=3.0 M NeCl/0.3 M trisodium
cltrate) at 50 to 556° C. Exemplary moderate stringency conditions Include hybridization in 40 to 45%
formamkie, 1 M NaCl, 1% SDS at 37* C, and a wash in 0.5x to 1xSSC at 65 to 80°* C. Exemplary high
stringency conditions Include hybridization In 50% formamide, 1 M NeCl, 1% SDS at 37.degree. C.,
and a wash in 0,1xSSC at 60 to 65° C. The duration of hybridization la generally less than about 24
hours, usually about 4 {0 about 12 hours. - '

[0068] The term “specific® or "spectiically” and “selective” or “seleciively” 10 a GHRH or GHRd3
aliele, refers to an antibody or & nucleic ackd which is capable to discriminate between the two alleles.
For example, an antibody or a nuclelc acid specific to the GHR11 allele will not significantly bound the
GHRA3 allele. Preferably, the binding ratio of the antibody or nudeic acide is 1000:1 for GHRI1 :
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GHRd3. By “not significantly” is preferably means that the binding Is undetectable by cumrently used
detection means.

[0070] The term “disease or disorder involving GHR® preferably refere to a disease and/or
disorder salected from the group consisting of: growth hormane deficlency (GHD); adutt growth
homeone deficiency (aGHD); Tumer's syndrome; short stature [among each short for gestational age
(SGA), Idiopathic short stature (ISS), Very low birth weight (VLBW), and Intra uterine growth
relardation’ (IlUGR)]; Prader-WIilll syndrome (PWS); chronic renal Insufficlancy (CRI); Alds wasting;
Aging; end-stage Renal Fallure; Cystic Fibrosls; Erectlie dysfunciion; HiV lipodysirophy; Flbror'nyalgh;
Osteoporosis, Memory disorders; Depression; Crohn's disease; Skeleial dysplaslas; Traumatic brain
Injury; Subarachnold haemorthage; Noonan's syndrome; Down's syridrome; End stage renal disease
(ESRD); Bone marrow stemn cell rescue; Metabollc syndrome; Glucocorticold myopathy; Short stature
due to glucocorticold treatment In chlldren; Fallure of growth catching for short premature chlldrén:
obasiy; Infection; diabeles; acromegaly or gigantism conditions which could be associaied with
lactogenic, diabstogenic, lipolytic and protein anabolic effects; condiions assoclated with sodium and
water retention; mood and sleep disorders; cancer; cardiac disease and hyperiension. Diseases and
disorders involving GHR preferably include GHD, aGHD, SGA, 1SS, VLBW, traeumatic brain Injury,
metabolic syndrome and Noonan's syndrome.

The human GHR gene and protein

[0071] The human GHR gene i a &ingie copy gene that spans 80kb of the 5p13-12 chromosomal
region. } contains nine coding exons (numbered 2-10) and several untransiated exons: exon 2 codes
for the signal peplide, exons 3 to 7 encode the exiraceliular domain, exon 8 encodes the
transmembrane domain and exons 9 and 10 encode the cyloplasmic domain. As discussed above,
the hGHRd3 proteln differs from the hepatic hGHR by a deletion of 22 amino acids within the
extraceliular domain of the receptor Godowskl et al (1888). -Genbank accession number AF156912,
the disciosuré of which sequence le incorporaded herein by reference, provides the nucleotide
sequence of the genomic DNA region surrounding exon 3 of the GHR gene (e.g. GHRII ellels). This
8.8 bp fragment comprising exon 3 and a portion of introns 2 and 3 also comprises two 251 bp repest
elements. Theae repeat eilements fiank exon 3, with the §' and 3' repeated elements iocated 577 bp
upstream and 1821 bp downstream ol the exon. The elements are composed of a 171 bp long
terminal repeat (LTR) fragment from & human endogenous retrovirué which belongs 1o the HERV-P
family (Boeke, J. D., and Stoye, J. P. (1887) in Retroviruses (Coffin, J. M. , Hughes, S. H. , and
Varmus, H. E., eds) , pp. 343-435, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). The LTR
Is followed by a 80bp from & medium relteration frequency MER4-type sequence {Smit, A. F. (1986)

Curr. Opin. Genet. Dev. 6, 743-748). The seqence of the two 251 bp-long coples referred to as 5'and *

3' rapeat are 88% Identical, differing in only three nucleotides at position 14, 245 and 246 of the repeat.
In pariicular, as reported by Pentsl et al (2000), the element located upstream from exon 3 caries a
cytosine et poshion 14 end a thymine at positions 245 and 245, whereas the element located



WO 2006/006072 PCT/IB2005/002086

16

downstream of exon 3 carries a guanine, a cylosine and an adenine at these positions. Futhermore,
other sequences of viral origin are found flanking exon 3.

[0072) The GHRAJ3 allele comprises a deletion of exon 3 and surrounding portions of introna 2
and 8. Unlike the GHRII allele, the GHRJ3 alleie contains a single 251 bp LTR which is identical in

)
»

sequence fo the LTR element io te 3’ copy Identidied on GHRI| alleles. The genomic DNA sequence of -

the GHRd3 aliele In the reglon of the deleted exon 3 Is shown in Genbank accession number
AF210633, the disciosure of which sequence is incorporated herein by reference. Based on the
GHRd3 and GHRIl sequence, known methods for detecting GHR nucleic acids or polypeptides can be
used to determine whether an Individual carries a GHRdS ailele.

[0073) "The GHRd3 protein containing a deletion of exon 3 differs from the full length hGHR
(GHR) by a deletion of 22 amino aclds within the extracellular domain of the receptor. Any known
method can thus be used 1o detect the presence of a GHRd3 or GHRI protein, GHRd3 and GHRI
may also be detected in thelr untruncated form, or in truncated iorm, as a "high-effinity growth hormone
binding protein®, “high-atfintty GHBP" or "GHBP", referring io the extracellular domalin of the GHR that
circulates In biood and functione as a GHBP In several specles (Ymer and Herington, (1985) Mol. Cell.
Endocrinol. 41: 153; Smith and Talamantes, (1988) Endocrinology, 123: 1488-1484; Emtner and Roos,
Acia Endocrinologica (Copenh.), 122: 2968-302 (1980), including man. Baumann et al., J. Cin.
Endocrinol. Meteb., 62: 134-141 (1886); EP 366,710; Heringion et al., J. Clin. Invest., 77: 1817-1823
(1986); Leung et al., Nature, 330: 537-543 (1687). Various methods exist for measuring funciional

GHBP In serum are available, with the preferred method being a ligand-mediated immunofunctional

assay (LIFA) described In U.S. Pai. No. 5,210,017 and further herein.
GHRd3 and/or GHR1 In Diagnostics, Therapy and Pharmacogenetics

[0074] The Invention thus provides methpds of .detecting and diagnosing diminished GHR
responee or GHR ectivity In an individual who ls homozygous or heterozygous for the GHRd3 allels.
Diminished GHR activity can be the result for example of diminished GHR levels, expression or protein
ectivity. Also provided. are methods of detecling and diagnosing Increased GHR response or GHR
_activity In an Individual who Is homozygous or heterozygous for the GHRf1 allele. Detecting Increased

or diminished GHR aclivity Is predicted to be useful in the treatment of a variety of disorders ireatable

using therapeutic agents that act via the GHR pathway. Preferably, said disorder Is a disease or a
disorder Involving GHR. Examples Include treaiment of short stature (e.g. preferably 1SS, IUGR,
VLBW, or SGA), obeslty, infection, or diabeles; acromegaly or glgantism conditions which could be
assoclated with lactogenic, diabetogenic, iipolytic and prolein anabolic effects; conditione associated
with sodium and weter retention; metabolic syndromea; mood and sleep disorders, cancer, cardiac
disesse and hyperiension. Preferred examples Include agenis that bind the GHR proteln auch ae
recombinant GH composltions acting as GHR agonists or antagonists,
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[0076] In preferred ambodiments, the invention Involves determining whether a subject expresses
a GHR allele associated with an increased or decreased response to treatment or with an increased or
decreased GHR activity. Determining whether a subject expresses a GHR allele can be carried out by
detecting a GHR proteln or nuclelc acid.

[o078] Preferably, the methods of treeting, diagnoeling or assessing & aubject comprise assessing

7
M

or determnining whether a subject expresses a GHRd3 and/or GHR1l allele, e.g. determining whether a

sublect la a homozygote for the GHRfl allele (GHRIM), a homozypaote for the GHRd3 allele
(GHRAY/d3), or & heterozygote (GHRJ3AN. The invention thus preferably Involves determining whether
GHRd3 and/or GHRI1 s expressed within a bicloglcal sample comprising:!
a) contacting sald biological sample with:
i) a polynucleotide that hybridizes under stringent conditions speciiically 10 a
GHRd3 nucleic acld and/or a polynucleotide that hybridizes under stringent
conditions specifically to a GHR{1 nucieic acid; or
i} a detsctable polypeptide that sslectively binde to a GHRd3 polypeptide and/or
a detectable polypeptide that selectively binds to a GHR{1 polypeptide; and
b) detecling the presaence or absence of hybridization between sald polynuclectide and
an RNA specles within sald sample, or the presence or absence of binding of seid
deteciabie polypeptide to a polypeptide within said sampie.

[0077]1 A defection of eald hybridization with the polynucieotide specific to a GHRAS nudleic ackd
or of sald binding of the GHRd3-selective polypeptide Indicetes that sald GHRd3 allele or iscform s
expressed within sald sample. Similarly, a detection of salkd hybridization with the polynuclectide
specific to a GHRI1 nuclelc acid or of said binding of the GHRi1-selective polypeptide indicates that
sald GHR11 allele or Isoform la expreased within sald sample. Preferebly, the polynuclectide ls a
primer, and whereln said hybridizetion le detected by detecting the presence of an amplification
product comprising sald primer sequence, or the detecteble polypeptide Is an antibody. Preferebly,
sald ampilfication product le detected by & polyacrylamlde electrophoresie followed by ethidium
bromide and/or sliver stalnlng In a more praferrod embodiment, sald amplification product s analyzed
by two separsted po!yacrylamlde electrophoresis, wherein a first electropharesie |e stained by ethidium
bromide and a aecond one by sliver staining.

[0078) An exemplary method for detecting the presence or absence of the GHRd3 protein or
nucleic acid in a biological sample Involves obtaining a biological sample from a test subject and
contacting the blofogical sample with a compound or an agent capable of detecting GHRA3 protein or
nuclelc acid (6.g., MANA, genomic DNA) that encodes GHRd3 protéln such that the presence of
GHRd3 proteln or nuclelc acld Is detecled in the biological sample. A preferred agent for detecting
GHRd3 mRANA or genomic DNA Is e labeled nucleic acid probe capible of hybridizing to GHRd3
mRNA or genomic DNA. The nucleic acid probe can be, for example, a humen nucleic acld, or a
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portion thereof, such as an oligonucleotide of at least 15, 30, 50, 100, 260 or 500 nucleotides in length
and sufficlent o specffically hybridize under etringent condlitions to GHRd3 mRNA or genomic DNA.
Other sultable probes for use in the dlagnostic assays of the inventlon are described herein.

[0078] Similarly, an exemplary method for detecting the presence or absence of the GHRf1
protein or nuclelc acld in a blological sample involves obtalning a blological sample from a test subject
and contacting the biological sample with a compound or en agent capable of detecting GHRf1 protelin
or nucleic acid (e.g.. mRANA, genomic DNA) that encodes GHRI1 proteln such that the presence of
GHRH protein or nucleic acid is detected In the blological sample. A preferred agent for detecting
GHRH1 mANA or genomic DNA Is & labeled nuclelc acid probe capable of hybridlzing to GHR{1 mRNA
or genomlé DNA. The nuclelc acid probe can be, for example, a human nucleic acid, or a portion
thereol, such as an oligonuclectide of at least 15, 30, 50, 100, 250 or 500 nuclectides In length and
sufficient to specifically hybridize under stringent conditions to GHR{1 mRNA or genomic DNA. Other
sultable probes for use In the diagnostic assays of the nventlon are described herein.

[o080] A preferred agent for detecting the GHRd3 protein is an antbody capable of specilically
binding to the GHRA3 protein. A preferred agent for detecting the GHR{1 prolein I8 an antibody
capable of specifically binding to the GHRI1 protein. .Preferably the anilbody has a detectable label.
Antibodles can be polyclonal, or more preferably, monocional. An Intact antibody, or a fragment thereof
(e.g., Fab or F(ab")s) can be used. The lerm "labeled”, with regard to the probe or antibody, Js intended
to encompass direct labeling of the probe or antlbody by coupling (I.e.: physically linking) a detectable
" substance fo the probe or antibody, as well as Indirect labeling of the probe or antibody by reactivity
with ancther reagent that Is directly labeled. Examples of indirect labeling Include detection of a

primary antibody using a fluorescently labsled secondary antlbody and end-labeling of a DNA probe .

with blotin such that It can be detected with fluoreacently labeled streptavidin,
]

[o081] The term “blological sample® Is Intended to Include tiesues, celle and bivlogical flulds
Isolated from a sublect, as well as tissues, cells and fluids present within a subject. That Is, the
detection method of the invention can be used to detect candidate mRANA, protein, or genomic DNA In
@ blological sample in vitro as well as in vivo. For example, in vitro techniquee-for detection of
candidate mRNA Include Northem hybridizations and i sifu hybridizations. in vitro techniques for
detection of the candidate protein Inciude enzyme linked Immunosorbent assays (ELISAs), Weeten
biots, Immunoprecipitations and immunoflucrescence. in vitro techniques for detection of candidate
genomic DNA include Southem hybridizations. Furthermore, in vivo techniques for detection of the
GHRd3 or GHRM protein Include introducing Into a subject & labaled anti- antlvody. For exampie, the
aniibody can be labeled with a radioactive marker whose presence and iocation In a subject can be
detected by standard imaging techniques.

[0082] in one embodimet, the biological sample contains pratein molecules from the test subject.
Altematively, the blological sample can contain mRNA molecules from the test subject or genomic
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DNA molecules from the test subject. A prelerred blological sample is & serum sample isolated by
conventional means from a subject. .

[o083] The Invention alsc encompasses kits for detecting the presence of the GHRd3 and/or
GHRf1 protein,'mANA, or ganomic DNA In a blvlogical sample. For example, the kit can comprise a
lebeled compound or agent capable of detecting GHRd3 protein or mRNA In a blological sample
and/or a labeled compound or agent capable of defecting GHRf1 protein or mRNA In a blological
sample; meane for determining the amount of GHRd3 and/or GHRf1 protein or mRNA In the sample;
and meane jor comparing the amount of GHRd3 and/or GHR{1 protein, MRNA, or genomic DNA in the
sample wih a standard. The compound or agent can be packaged In a sultabie contalner. The kit can
further comprise Instructions for using the kit to detect GHRd3 and/or GHRf1 protein or nuclelc acld.

[0084) Most preferably, the assays described hereln, such as the preceding diagnostic assays or
the following assays, can be utiized to identily & subject having or at riek of developing diminished
GHR response. In particular, a GHRd3 homozygous or heterozygous subject is identifled as having or
at risk of developing a diminished GHR response. In other espects, the diagnestic methods described
herein may be utiiized to identify subjects having or at risk of developing a disease, disorder or tralt
assoclaied with abermant or more particularly decreesed GHR levels, expression or activity. For
example, the assays described herein, such as the preceding diagnostic assays or the following
assays, can be utillzed fo identify a subject having or at risk of developing a tralt assoclated with
decreased GHR levels, expression or activity. In another example, the assays described hereln can
be utilized to kientify a subjact having or at risk of developing a tralt assoclaled with decreased GHR
levels, expression or activity. As discussed, a GHRf1/Ml homozygote and a GHRIM/d3 heterozygote are
expected 1o have Increased GHR response or GHR activity compared to a GHRd3d3 homozygote.
Similarly, a GHR{1/l homozygote Is expected to have Increased GHR response or GHR activity
compared to a GHRI1/d3 heterozygote.

[o08E] The prognostic assays described herein can be uesed to determine whether and/or
according to which administration regimen a sublect Is to be administered an agent which acts through

the GHR pathway to treat a disease or disorder. .Thus, the present Invention provides methods for-

determining whether a subject can be effectively treated with an agent which acte through the GHR
pathway In which a teet sample I8 obtained and GHRd3 and/or GHR{1 protein or nucielc acid
expression or activity Is detected. Optionally, only GHRI1 protein of nuclelc acld expression or activity
Is detected. Alfematively, only GHRd3 protein or nuclelc acld expression or activity le detected. Both
GHRd3 and GHRI1 protein or nuclelc acid expression or activity can also be detected. As discussed,
a subject displaying the GHRd3 proteln or nuclelc acki ls expected o have a decreaded posltive
responee to sald agent relative to & subject not displaying the GHRd3 protein or nucleic acld.

[0086] . In large part because the administretion of agents that act through GHR-medlated

pathways can be adapted to sublects having higher or lower responsiveness to the agent, the -
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detection of susceptibilty to diminished GHR activity in individuals is very impertant. Sald agents need
not necessarlly act directly on the GHR protein, but may act upstream of the GHR proteln, for example
acting on another molecule which ultimetely interacts with the GHR protein. In a preferred
embodiment, the agent is an agent thet acts directly on the GHR proteln. Most preferably, the agent le
an agent thel binds the GHR proteln and acts either as an agonist or an antagonist. Mést preferably
the egent Is a GH proteln or & variant thereof capable of activation the GHR protein such as
somatropin. In other embodiments, the agent Is a GH protein capable of binding but not activating the
GHR protein, such as pegvisomant. S )

1[0087] A DNA sample Is obtained from the individual to be tested to determine whether'the DNA
encodes & GHRd3 protein and/or a GHRi1 protein. The DNA sample is analyzed to determine
whether it comprises the GHRdA3 sequence and/or the GHR11 sequence. DNA encoding a GHRd3
protein wiil be associated with a diminished positive response to treatment with the medicament, and
lack of DNA encoding GHRd3 alleles Is assoclated with a greater positive response when compared to
(GHRd3 Individuale. :

[0088] The methods of the Invention can will also be useful In assessing and conducting clinical
iriale of medicaments. The methods accordingly comprise identifying a firet population of individuals
who respond positively to sald medicament and a second populetion df individuals who respond
negatively to sald mediceament or whose poslilve response to sald medicament Is diminished In
comparison to sald finst population of Individuals. In one embodiments, the medicament’ mey be
administered to the subject In a ciinical triaf if tha DNA sample contains alleles of one or more alleles
assoclated with a posltive response 1o treatment with the medicament and/or if the DNA sample lacks
alleles of one or more alleles associated with a negative or decreased positive response to treatment
with the medicament. In another aspect, the medicament may be administered to the subject in a
clinical trial if the DNA sampie contains alleles of one or more alleles associated with a negative or
decreased positive response to treatment with the medicament and/or if the DNA sample lacks alleles
ol ane or more alleles essociated with a positive or increased poslitive response 1o treatment with the
medicament.

[0088] Thus, using the method of the present Invention, drug efficacy can be assessed by taking
account of differences In GHR response among drug trial subjects. ¥ desired, a trial for evaluation of
drug efficacy may be conducted In a population comprised substantially of individuals likely to respond
favorably to the medicament, or In a population comprised substantially of Individuale Iikely io respond
lees favorgble 1o the medicament that ancther population.. For example, a GH proiein-contalning
-composition may be evaluated in elther a population of GHRd3 Individusie or in & population of GHRIl
individuale. In another aspect, @ medicament designed to treet Individuais suffering from- diminished
GH response may be eveluated advantageously In a population of GHRd3 individuals. .
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Detscling GHRd3 and GHRIl

[0090] it Is contemplated that other mutations in the GHR gene may be identified In accordance
with the present invention by detecting a nuciectide change In particular nuclelc acida (U.S. Pat. No,
4,988,617, Incorporated herein by reference). A varlety of differem assaye are contemplated In this
regard, including but not limhied o, fluorescent in situ hybridization (FISH; U.S..Pat. No. 5,633,365 and’
U.S. Pat. No. 5,665,549, each Incorporated herein by reference), direct DNA sequencing, PFGE
analysis, Southem or Northem blaiting, single-stranded conformation analysie (SSCA), RNAse
protection assay, allele-specific oligonuclectide (ASO e.g., U.S. Pal. No. 5,639,611), dot blot analysls
denaturing gradient gel elactrophoresis (e.g., U.S. Pat: No. 5,190,858 incorporated herein by
reference). AFLP (e.g., U.S. Pat. No. 5,324,631 incorporated hereln by reference) and PCR-SSCP.
Methods for detecting and quantitating gene sequences In for exampie blological flulds are described
in U.S. Pal. No. 5,496,699, incorporated hereln by referance.

Primers and Probes

[o001] The term primer, as defined herein, I8 meant to encompass any nucleic acid thet Is
capable of priming the synthesis of a nascent nuclelc acld in a template-dependent procesa. Typically,
primars are cligonucleotides from ten to twenty base palrs In length, but fonger sequences can be
employed. Primers may be provided In double-stranded or single-etranded form, afthough the single-
etranded form le preferred. Probes are defined differently, although they may act as primers. Probes,
while perhaps capable of priming, are designed 1o binding to the target DNA or RNA and need not be
used In an amplificetion process.

[0082] SEQ ID NCe 3 and 4 provlde-iha genomic DNA sequences surrounding exon 3 or the slte
of the exon 3 deletion In the GHR gene, respectively. A GHRIl cDNA sequence Is shown In SEQ 1D
NO 1. Any difference In nucleotide sequenchk between the GHRd3 and GHRl alieles may be used In
the methods of the invention in order to detect and distinuguish the particular GHR allele In an
Individual. To identily & GHRIl genomic DNA or cDNA molecule, & primer may be designed which
hybridizes 1o an exon 3 nucleic acid. To ideniify a GHRd3 genomic DNA, a primer or probe may be
designed such that i spans the ]unctlpn of introns 2 and 3 of the GHR gene as found In the genomic
DNA sequence of the GHRd3 allele, thereby dislinguishing between the GHR!| aliele which contains
exon 3 and the GHRd3 allele which does not contain exon 3. In another example, a GHRd3 cDNA
molecule may be identifled by designing a primer or probe thet spans the Junction u! exons 2 and 4,
thereby distinguishing between an GHR{l cDNA molecule which containg exon 3 and a GHRd3 cDNA
molecule which doss not contaln exon 3. Other exampies of sulteble primers for dotectlon GHRd3 are
listed In Pantel et al. (supra) and In Example 1.below.

[0093] The presant Invention ancompasses polynucleotides for use as primers and proﬁea In the
methods of the Invention. These polynucleotides may conslet of, consist essentlally of, or comprise a
contiguous spaen of nuclectkles of a seéquence from any sequence provided herein as well as
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sequences which are complementary thereto ("complements thereaf'). The "contiguous span™ may be
at least 25, 35, 40, 50, 70, 80, 100, 250, 500 or 1000 nucleotides in length, to the extent that a
contiguous span of these lengths Is consistent with the lengths of the particular Sequence ID, it should
be noted that the polynuclectidee of the present invention are not limited to having the exact flanking
sequences surmounding a target sequence of Interest, which are enumerated In the Sequence Listing.
*Rather, It will be appreciated that the flanking sequences surrounding ihe polymorphisme, or any of the
primers of probes of the Invention which, are more distam from the markere, may be lengthened or
shorlened to any extent compatibie with thelr intended use and the present Invention specifically
contemplates such sequences. it will be appreciated that the polynucleotides referred to herein may be
of any length compatible with thelr Intended use. Also the flanking regions outside of the contiguous
span need not be homologous {o native flanking sequences which actually occur In humean th]m.
The addition of any nuclectide sequence, which Is competible with the nucleotides intended use Is
specifically contempleted. Preferred polynuclectides may consist of, consist essentially of, or comprise
a contiguous span of nucleciides of a sequence from SEQ ID No 1, 3 or 4 as well as sequences which
are complementary thereto. The "contiguous span" may be at least 8, 10, 12, 15, 50, 70, 80, 100, 250,
500 cr 1000 nucleotides In length.

[00B4] The probes of the present Invention may be designed from the disclosed sequences for .

any method known In the art, particularly methods which allow for testing if & parlicular sequence or
marker disclosed herein is present. A preferred eet of probes may be designed for use in the
hybridization assays of the invention In any manner known in the art such thet they selectively bind to
one allale of & polymorphism, but nat the other under any particular set of assay conditions.

[0086] Any of the polynuclectides of the present invention can be labeled, ¥ dssired, by
incorporating & Iabel detectable by speciroscopic, photochemical, blochemical, immunochemical, or
chemical means. For example, useful labels Iinclude radioactive substances, fluorescent dyes or
bictin. Preferably, polynuclectides are labeled at their 3' and'§' ends. A label can also be used o
capture the primer, so as 1o facliiiate the immabliization of elther the primer or a primer exiension
product, such as ampliifled DNA, on a solid supporl. A caepture iabel I8 etiached to the primers or
probee and can be a speclfic binding member which forms a binding pair with the solid phase reagent's
specific binding member (a. g. biotin and streptavidin). Theretore depending upon the type of label
camiad by a polynucleotide or a probe, R may be employed to capture or to detect the target DNA.
Further, it will be understood thet the polynuclectides, primers or probes provided herein, may,
themselves, serve as the capiure Iabel. For example, In the case where a solld phase reagent's
binding member is & nuclelc ackd sequence, ik may be selacted such thet it binds & complementary
portion of a primer or probe o thereby immobliize the primer or probe to the solld phase. In cases
where a polynucieotide probe hteelf serves as the binding member, thoee skiled In the art wil
recognize that the probe will contaln a sequence or Mall* that is not complementary to the target. In the
case where a polynuclectide primer ltself serves as the capture label, &t least a portion of the primer
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will be free io hybridize with a nucieic acld on a solld phase. DNA Labeling techniques are well known
to the skllled techniclan.

[o088] Any of the polynuclectides, primers and probes of the present .Invantlon can be
conveniently inmobllized on a solid support. Solid supports are known to those skilled in the art and
include the walls of wells of a reaclion tray, test tubes, polystyrene beads, magnelic beads,
nitrocellulose strips, membranea, microparticles such as Iatex particles, sheep (or other animal) red
biood cells, duracyles) and others. The solid eupport Is not critical and can be selected by one ekilled
In the art. Thus, latex particles, microparticles, magnetic or non-magnetic beads, membranes, plastic
tubes, walls of microiiter wells, glass or sllicon chips, sheep (or other sultable animalfs) red blood cells
and duracytes are all sultable examplee. Sultable methods for immobiliizing nucleic acide on eolid
phases Include lonic, hydrophobie, covalent interactions and the like. A solid support, as used herein,
refers 1o any meterial which is Insoluble, or can be made Insoluble by a subsequent reaction. The solid
support can be choeen for fis Intrinsic abilty to atiract and Immobilze the capture reagent.
Alernatively, the solid phase can retain an additional receptor which has the abilly to aitract and
immobliize the capture reagent. The eddttional receptor can include a charged substance thet le
opposltely charged v:flth respect to the capture reagent ltseslf or 10 a charged subsiance conjugated to

g

o

the capiure reagent. As yet another altemative, the receptor molecule can be any specific binding .

member which Is Immobllized upon (eftached to} the solid support and which has the ablillly to
immabiiize the capture reagent through & specific binding reaction. The receptor molecule enables the
indirect binding of the capture reagent to a solid support material before the performance of the assay
or during the performance of the assay. The solld phage thus can be a plasiic, derivatized plastic,
magnetic or non-magnetic metal, glass or sllicon surface of a test tube, microtiter well, sheet, bead,
microparticle, chip, sheep (or other sultable animals) red blood cells, duracytes and other
configurations known to those of ordinary ekill in the art. The polynucieotides of the invention can be
attached to or Inmobillized on a salld support individualty or In groups of at least 2, 5, 8, 10, 12, 15, 20,
or 25 distinct polynucleotides of the Inventions to a single solld support. In addition, polynuciectides
other than those of the lnvention may be attached to the same solid support as one or more
polynucieotides of the invention. '

[0087] Any polynucleotide provided herein may be aitached In overlapping areas or et random

locatlons on the solld support. Altematively the polynuclectides of the invention may be aitached in an -

ordered array wherein each polynucleotide Is attached {o a distinct reglon of the solid support which
does not overlap with the attachment site of any other polynuclectide. Preferably, such an ordered
amay of polynuclectides Is designed to be "addressable” where the distinct locations are recorded and
can be accessed as pari of an assay procedure. Addressable polynuclectide amrays typically comprise
a plurality of different oligonuclectide probes that are coupled to a surlace of a substrate in different
known locstions. The knowledge ot the precise location of each polynuclectides locatlon makes these
*addressable” amaye particularly useful In hybridization aseays. Any addressable array technology
known In the art can be employed with the polynucieotides of the Invention. One particular embodiment
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of these polynuclectide arrays s known as the Genechips, and has been generally described In US
Patent 5, 143, 854; PCT publications WO 80/15070 and 82/10082. These arrays may generally be
produced using mechanical synthesis methods or light directed synthesis methods, which Incormporate
- a combination of photolithographic methods and sofid phase oligonuciectide synthesls (Fodor et al.,
Sclence, 251: 767-777, 1891). The immobllization of arrays of oligonuclectides on solld supports haa
been rendered possibie by the davelopment of a technology generaily Identified as"Very Large Scale
immobllized Polymer Synthesls™ (VLSIPS ) in which, typlcally, probes are Immoblitzed in a high density

2
ul

array on 8 solid surface of a chip. Examples of VLSIPS technologles are provided in US Patents 5,

143, 854 and 5, 412, 087 and In PCT Publicationa WO 90/15070, WO 92/10082 and WO 95/11865,
which descibe msthods for forming oligonuciectide arrays through techniques such as light directed
synthasls techniques. In designing stretegles almed st providing arrays of nucleotides immobilized on
salid supporis, further presentation strategies were develaped to order and display the cligonuciectide
arrays on the chips In an attempt to maximize hybridization patiemns and sequence information.
Examples of such presentation stretegles are disclosed in PCT Publicetions WO 94/12305, WO
84/11530, WO £7/28212 and WO 97/31258.

Tempiate Dependent Ampiification Methods

[0098] = A number of iemplate dependent processes are avallable to amplify the marker sequences

present In & given template sample. One of the best known amplification methods Ie the polymerase .
chain reactlon (referred to as PCR) which is described In detall In U.S. Pat. No. Nos. 4,683,186,

4,683,202 and 4,800,159, and In Innis et al., PCR Protocols, Academic Press, Inc. San Diego Call.,
1980., each of which Is Incorporated hersin by refarence In lis entiraty.

[0089] Briefly, in PCR, two primer sequences are prepared that are complementary o regions on
- opposite complementary strands of the marker sequence. An excess of deoxynuclecside iriphosphates
ere added to a reaction mixture along with @ DNA polymerase, e.g., Taq polymerase. if the ‘marker
sequence Is present in a sampie, the primers will bind to the marker and the polymerase will cause the
primers to be extended along the marker sequence by adding on nuclectides. By raising and lowering
the temperature of the reaction mixture, the extended primers wiil dissociate from the marker to form
reaction products, excess primers will bind to the marker and to the reaction products and the process
Is repeated.

[00100] | A reverse transcriptase PCR amplification procedure may be performed In order 1o
quantify the amount of mRNA amplified. Methods of reverse tranacribing RNA Into cDNA are well
known and described In Sambrook et al., In: Molecular Cioning. A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988. Altamative methods for reverse

" transcription utlilze thermosiable, RNA-dependent DNA polymerases. These methods are doscrlped in

WO 90/07641. Polymerase chaln reaction methodologles are welt known in the art.
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[00101)  Another method for amplification is the iigase chain reaction ("LCR" U.S. Pat. Nos.
5,464,810, 5,484,608, EPO No. 320 308, each Incorporated herein by reference). In LCR, two
complementary probe pairs are prepared, and in the presence of the target sequence, each pair will
bind to opposite complementary strands of the target such that they abut. In the presence of & ligase,
the two probe paire will link to form a single unit.

[00102] By temperature cycling, as In PCR, bound ligated units dissoclate from the target and then
serve as "target sequences” for figation of excess probe pairs. U.S. Pat. No. 4,883,750 describes a
method similar to LCR for binding probe pairs to a target sequence.

[00103] Qbeta Replicase, an RNA-direcied RNA polymerase, can be used as yet encther
amplification method-In the present invention. In this method, a replicative sequence of RNA that has a
region complementary to that of a target Is added to a sample In the presence of an ANA polymerue.'
The polymerase will copy the replicative sequence that can then be detected. Simllar methods alao are
described In U.S. Pat. No. 4,788,600, incorporated hereln by reference, which concems recombinant
RNA molecules capable of serving as a template for the synthesls of complementary single-stranded
molecules by ANA-directed RNA polymerase. The product molecules so formed also are capable of
serving as a template for the synthesls of addiional coples of the original recombinant RNA molecule.

[00104]  An isothermal amplification method, In which restriction endonucleases and ligases are
used to achleve the ampliliication of target molecules that contaln nuclectide 5'-{alpha-thic}-
iriphosphataes in one strand of a restriction she also may be useful In the amplification of nucleic acids
in the present invention (Walker et al, (1962), Proc. Nat'l Acad Scl. USA, 89:392-386; U.S. Pat. No.
5,270,184 Incorporated herein by reference). U.S. Pst. No. 5,747,255 (incorporeted herein by
reference) deacribes an Iscthermal amplification using cleavable oligonuclectides for polynuclectide
deteclion. in the method described thersin, separaied populations of oligonuciectides are provided that
contain complemeniary sequences ta one ancther and ﬂ'mt contain at least one scisslle linkage which
Is cleaved whenever a perfeclly matched duplex ls formed contalning the linkage. When a targeét
polynucleotide contacts a first oligonuclectide cleavage oceurs and a first fragment Is produced which
can hybridize with a second oligonucieotide. Upon such hybridization, the second ocligonuclectide Is
cleaved reiaulng a second fragment that can. in tum, hybridize with a first oligonuciectide in a manner
simliiar to that of the target polynucleotide.

[00106] Sirand Dispiacement Ampiification (SDA) ls another method of camying out isothemal
ampiification of nucieic acids which involves multipie rounds of strand dispidcement and synthesis, l.e.,
nick translation (e.g., U.S. Pat Nos. 5,744,311; 5,733,752; 5,733,733; 5,712,124). A similar methaod,
calied Repair Chain Reaction (RCR), involves annealing aeveral prabes throughout a region targeted
for ampilification, followed by a repalr reaction In which only two of the four bases are present. The
.ather two bases can be added as biotinylated derivativee for easy detection. A eimilar approach is
used in SDA. Target specific sequences can also be detected using a cyclic probe reaction (CPR). In
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CPR, a probe having 3' and 5' sequences of non-epeciiic DNA and a middie sequence of specific RNA
Is hybridized to DNA that Is present In a sample. Upon hybridization. the reaction is treated with RNase
H, and the products of the probe ideniifled as distinctive products that are released after digestion. The
original iemplate is annealed to another cycllnﬁ probe and the reaction Is repeated.

[001068]  Stili another ampilfication methods described in GB Application No. 2 202 328, and in PCT
Application No. PCT/US89/X1025, each of which I8 incorporated herein by reference In its entirety,
may be used in eccordance with the present invention. in the former application, *“modified" primers are
used In a PCR-llke, template-and enzyme-dependent eynthesis. The primers may be modified by
labeling with a captur¢ moiety (e.g., biotin) and/er a detector molety (e.g., enzyme). In the latier
application, an excess of labeled probes are added to a sample. In the presence of the -target
sequence, the probe binds and ls cleaved cetalylically. After cleavage, the target sequence s released
Intact to be bound by excess probe. Cleavage of the labeled probe eigrials the presence of the target
sequence.

[00107])  Other nuclelc acld ampilfication procedures Include iranscription-besed ampilfication
systems (TAS), Including nucleic acld sequence based amplification (NASBA) and 3SR (Kwok et al,,
(1988) Proc. Nat'| Acad. Scl. USA, 868: 1173; and WO 8810316, incorporated hereln by reference In
thelr entlirety). In NASBA, the nucleic acids can be prepared for ampiification by standard
phenolchiorcform extraction, heet denafuration of a ciinical sample, trestment with lysis buffer and
minispin columns for fsolation of DNA and RNA or guankiinium chioride extraction of RNA. These
ampliification techniques involve annealing a primer which has target specific sequences. Following
polymerization, DNA/RNA hybrids are digested with RNase H while double stranded DNA moleculés
are heat denatured again. In elther case the single stranded DNA Is made fully double stranded by
addition of second target specilic primer, followed by polymerization. The double-stranded DNA

ub

molecules are then multiply transcribed by an RNA polymerase such es T7 or SP8. In an isothermal '.

cyclic reaction, the RNA's are reverse transcribed into gingle strandéd DNA, which ls then converted to
double strandaed DNA, and then tranecribed once again with an ANA polymsme such as T7 or SPe.
The resulting products whether truncated or complete, indlicate target spaclllc sequences.

[00108] Davey et al., EPO No. 329 822 (Incorporaied herein by reference In its entirsty) disciose a
nuclelc acld amplification process involving cyclically synthesizing single-stranded RNA -("ssRNA"),
8sDNA; and double-stranded DNA (dsDNA), which may be used In accordance with the present
invention. The ssRNA Is a template for a first primer oligonucleotide, which Is olgngaled by reverse

transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase). The RNA le then removed from the resutting

DNA:RNA duplex by the action of ribonuclease H (RNase H, an RNase specliic for RNA In duplex with

elther DNA or RNA). The resultant ssDNA la a template for a second primer, which aleo Includes the

sequences of an RNA polymerase promotar (sxemplified by T7 RNA polymerase) 5* to its homology to

the template. This primer is then extended by DNA polymerase (exempiffied by the large "Kienow” )

fragment of E. coll DNA polymerase |), resulting in a double-stranded DNA ("deDNA") molecule, having



o
ud

WO 2006/006072 PCT/IB2005/002086

27

a sequence Identical io that of the original RNA between the primers and having additionally, at one
end, & promoter sequence. This promoter sequence can be used by the appropriate ANA polymerase
to make many RNA copies of the DNA. These coples can then re-enter the cycle leading to very swift -
amplification. With proper cholce of enzymes. this amplification can be done lsothermally without
addition of enzymes at each cycle. Because of the cyclical nature of this process, the starting
gsquence can be chosen to be In the form of elther DNA or RNA.

{00109] PCT Application WO 88/06700 (Incorporated hereln by referencs In its entirety) disclose a
nucleic acid sequence ampiification scheme based on the hybridization of & promoter/primer sequence
to a target single-stranded DNA ("ssDNA") followed by transcription of many ANA coples of the
sequence. This scheme is not cyclic, i.e., new templates are not produced from the resultant'RNA
transcripts.. Other amplification methods Include "RACE" and "one-sided PCR" (Frohman,, In: PCR
Protocols. A Gulde To Methods And Applications, Academic Press, N.Y., 1980.; and O'hara et al.,
(1989) Proc. Nat'l Acad. Scl. USA, 86: 5673-5677; each herein Incorporated by reference In thelr
entireties).

[00110] Methods based on ligation of two {or more) oligonuciectides In the presence of nuclelc
ackd having the sequence of the resuiting "“di-oligonuciectide®, thereby amplfying the di-
oligonucleotide, also may be used in the amplification step of the present, invention. (Wu et al., {1888)
.Genomics, 4:580, Incorporated hereln by reference).

Southerr/Northemn Blotting

[00111]  Bloting technkjues are well known to those of eklll in the arl. Southem bletting involves the
use of DNA as a target, whereas Northem blotting involves the use of ANA es a target. Each pravide
different types of information, although cDNA blotting Is analogous, in many aspects, io blctting or RNA
species.

[00112]  Briefly, a probe la used to target @ DNA or RNA specles that has been Immobllized on a
sultable matrix, ofien a filter of niiroceliulose. The different apecies should be spatlally separated to
{aclitate analysle. Thie often: Is accomplished by gel electrophoresis of nuclelc acid specles followed by
"blotting® on 10 the fiter. '

. 1
[00113] Subsequently, the blotied target Is Incubsled with a probe (usually labeled) under
conditions thet promote ‘denaturation and rehybridization. Because the probe is designéd io base palr
with the target, the proho wiil binding a portion of the target sequence under renaturing condttions.
Unbound probe 1s than removed, and detection Is aneomplhhed as dsacrlbed above, )

s«:pamﬂanupmm

[00114] ki nomally Is deslrable, &t one stage or anather, to separate the ampllllcutlon producl from
the tempiate and the excesa primer for the purpose of determining whether lpeclﬂc umpllﬂcailon has
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occurred. In one embodiment, ampiffication products are separeted by agarose, agarose-acrylamide or
polyacrylamide gel electrophoresis using standard methods. See Sambrook et al., 1988. y

by
¥

[00116] Altematively, chrometographic technigues may be employed to effect separation. There

are many kinde of chromatography which may be used In the present invention: adeorption, partition,
lon-exchange end molecular sleve, and many specialized techniques for using them Including column,
paper, thin-layer and ges chrometography (Frelfelder. Physical Blochemistry Applications to
Blochemistry and Molecular Blology, 2nd ed. Wm. Freeaman and Co., New York, N.Y,, 1862,

Detection Methods

[00116]  Products may be visualized In order to confirn ampilfication of the marker sequences. Orie
typlcal visualization method Involves slaining of a gel with ethidium bromide and visualization under UV
light Atematively, if the amplification producis are integrally labeled with radlo- or fluorometrically-
labeled nuclectides, the ampilfication products can then be exposed to x-ray fiim or visualized under
the approprigte stimuleting spectra, following separation.

[00117] In one embodiment, visualization 8 achleved Indlr'ectly. Following separation of
ampliffication products, & labeled nuclelc acid probe Is brought into contact with the amplified marker
sequence. The probe preferably s conjugated 1o a chromophore but may be radiolabeled. In ancther
embodiment, the probe Is conjugated to a binding pariner, such as an antibody or biotin, and the other
member of the binding pair carrles a deteciable molety. .

[00118] In one embodiment, detection Is by a labeled probe. The iechniques involved are well
known 1o those of akili In the art and can be found In many standard books 6n molecular protocols. See
Sambrook et al, 1988. For example, chromophore or radlolabel probes or primers ldentify the target
during or following ampiification.

[00118] One example of the foregolng is described in U.S. Pat. No. 5,279,721, Incorporated herein
by reference, which discioses an apparatus and method for the aulomated electrophoresis and transfer
of nuclelc acids. The apparatus permits slectrophoresis ana blotting without axtemal manipulation of
the gel and Is Ideally sulted to camrying out methods according to the present invention.

[00120] In sddition, the amplification products described above may be subjected to sequence
analysis to identify speciiic kinds of variations using standard sequence analysls tachniques. Within

certain methods, exhaustive analyals of genes Is carried out by sequence analysis using primer sets ..

‘designed for optimel sequancing (Pignon et al, (1884) Hum. Mutat., 3:126-132, 1864). The present
invention provides methods by which any or all of theae types of analyses may be used. Using the
sequences disclosed hereln, oligonuclectide primers may be designed to permit the amplification of
sequences throughout the GHR gene that may then be analyzed by direct sequencing.
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[00121]  Any of a varlely of sequencing reactions known In the art can be used to directly sequence
the GHR gene by comparing the sequence of the sampie with the coresponding wild-type (control) -
sequence. Examples of sequencing reactlons Include thoee based on techniques developed by
Mexam and Glibert ((1977) Proc. Natl. Acad, Scl. USA 74:660) or Sanger ((1877) Proc. Natl. Acad. Scl.
USA 74:5463). !t Is aleo contemplated that any of a varlety of automated sequencing procedures can
be utliized when performing the diagnoetic assays. h

Kit Components

[00122] Al the essential materlals and reagents required for detecting and sequencing GHR and
varlants thereof may be assembled together In a kit. This generally will comprise preselected primers
and probes. Aleo included may be enzymes suliable for amplitying nuclelc acids inchuding various
polymerases (RT, Taq, Sequenase™ etc.), deoxynucleotides and buffers to provide the néeaéury
reaction mixture for ampiification. Such kits also generally will comprise, in sultable means, distinct
coniainera for each Individual reagent and enzyme as well as for each primer or probe.

Dasign and Theoretical Considerations for Relative Quantifative RT-PCAR™.,

[00123] Reverse iranscription (RT) of RNA to cDNA foliowed by relative quantitative PCR (RT-
PCR) can be used to determine the relative concentrations of specific mRNA epecies ieolated -from
subjects. By determining that the concentration of a speciiic mANA species varies, it Is shown that the
gene encoding the specific mRANA speélea le differentially expreseed. Quantitative PCR may be useful
for example In axamining relative levels of GHRdI and GHRIl mMRNA In subjecis to be treated with an
agent acting via the GHR pathway, In a subject suspected of suffering from diminished GHR activity, or
preferably euffering from short staturs, obeslty, Infection, or diabates; acromegaly or giganiism
condltions which could be associated with lactogenic, diabetogenic, fipolylic and protein anabolic
effects; conditions assoclated with sodium and water retention; metabolic syndromes; mood and sleep
disorders, cancer, cardlac disease or hypertension.

[00124] in PCR, the number of molecules of the ampllfied target DNA Increase by a factor
approaching two with every cycle of the reaction untll some reagent becomes limiting. Thereafter, the
rate of amplification becomes Increasingly diminished until there Is no increase in the ampilified target
between cycles. If a graph Is plotied In which the cycle number Is on the X axis and the log of the
concentration of the ampiified target DNA is on the Y axis, a curved line of characteristic shape Is
formed by omnécﬂnd the piotied points. Beginning with the first cycle, the slope of the Iine Is positive
and consiant. Thie is said to be the linear portion of the curve. Afler a reagent bacomes limiting, the
slope of the line begine to decrease and eventually becomes 2ero. At this point the concentration of the
ampltiied target DNA becomes asymptotic to some fixed value. This Is seid to be the plateau portion of
the curve.
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[00126] The concentretion of the arget DNA In the linear porilon of the PCR amplification: Is

directly proportional to the starting concentration of the target before the reaction began. By -

determining the conceniration of the amplified products of the target DNA in PCR reactions that have
completed the same number of cycles and are In thelr linear ranges, It s possibie to determine the
relative concentrations of the specific target sequence In the original DNA mixture. i the DNA mixtures
are cDNAs synthesized from RNAs isbleted from different tiesues ar cells, the felative abundances of
the specific mANA from which the terget sequence was derived can be determined for the respective
tissues or cells. This direct proportionality between the concentration of the PCR products and the
relative mANA abundances I8 only true In the Ineer range of the PCR reaction.

The final concentration of the target DNA n the plateau portion of the curve Is determined by the

availabliity of reagents In the reaction mix and ls independent of the original concentration of target
DNA. Therefore, the first condition that must be met before the relative abundancea of a mRNA
species can be determined by RT-PCR for a collection of RNA populstions Is that the concentrations of
the amplified PCR producia must ba sampled when the PCR reactions are In the Iinear portion of their
curves.

[00128] The second condition thaet must be met for an RT-PCR experiment to successfully
determine the relative abundarices of a perticular mRNA specles s that relative concentrations of the
amplifiable cDNAs must be nomalized to some Independent standard. The goal of an RT-PCR
experiment Is to determine the abundance of a paricular mRNA specles relative to the average
abundance of all mMRNA species in the sample. in the experiments described below, mRNAs for GHRfl
can be used a3 standards to which the relative abundance of GHRAd3 mRNAs are compared. -

[00127]  Most protocols for competitive PCR utiitze inlemnal PCR standarda that are approximately
as abundant as the target. These strategles are effactive Y the producis of the PCR ampliliications are
eampled during thelr linear phases. It the products are sampled when the reactions are approaching
the plateau phase, then the less abundant product becomes relatively over represented. Compariaons
of relative abundances made for many different RNA samples, such as Is the case when examining
RNA samples for differential expreasion, become disloried n such a way as to make’ differences In
relativea abundances of RNAs appear less than they actually are. This Is not a significant problem i the
internal siandard is much more abundant than the targel. i the Intemal standard is more abundant
than the target, then direct linear comparlsons can be made between RNA samples.

[00128]  The -above discussion describes theoretical considerations for an RT-PCR assay for
clinically derived materials. The problems inherent in clinical samplee are that they are of variable
quantity (making normalization problematic), and that they are of variable quallty (neceasitating the co-

ampllfication of a refiable Internal control, preferably of larger size than the target). Both of these

problems are overcome if the RT-PCR I8 performed as a relative quantitative RT-PCR with an intemal
standard In which the Intemal standard is an amplifiable cDNA fragment that Is larger than the target
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¢DNA fragmertt and m which the abundance of the mRNA encoding the intemal stendard is roughly 5-
100 foki higher than the mRNA encoding the target This assay measures relative abundance, not
absolute abundance. of the respective mRNA specles.

[00128] Other studies may be parlormed using 8 more conventional relative quantitetive RT-PCR
mssay with an extemal standard protocol. These assays sampie the PCR producta In the lineer portion
of thelr ampilfication curves. The number of PCR cycles that are optimal for sampling muet be
empircelly determined for each target cDNA fragment. In addition, the reveree tranecriptase products
of each RNA population lsolated from the various tissue samples muet be carefully normalized for
equal concentrations of ampiifiable cDNAs. This consideration ie very important since the assay
measures absolute mRNA abundance. Absolute mRNA abundance can be used as a measure of
differential gene expression only in normalized samples. While empirical determineation of the linear
range of the amplification curve and nommalization of cDNA preparations are iedious and time

b

ud

consuming processes, the resulling RT-PCR assaya can be supserior to those derived from the reiative .

quantitative RT-PCR assay with an intemal standard.

[00130) One reason for this advantage Is that withoul the intemal siandard/competltor, all of the
reagents can be converted Into a single PCR product in the linear range of the ampilfication curve, thus
Increasing the sensltivity of the asegy. Another reason |s that with only one PCR product, display of the
product on an electrophoretic gel or ancther display method becomes less complex, has less
background and Is easler to interpret.

Chip Technologles

[00131]  Specifically conlempieted by the present inveniors ere chip-based DNA technalogies such

as those described by Hecla et al., ((1996) Nature Genetics, 14:441-447) and Shoemaker et al.,

((1998) Nalure Genetics 14:450-456. Briefly, these techniquee involive quantitative methode for
analyzing large numbers of genes rapidly and accurately. By tagging genes with oligonucleotides or
using fixed probe amrays, one can empioy chip technology to segregate target molecuies as high
density amays and screen these molecules on the basls of hybridization. See also Pease ét al, ((1984)
Proc. Nat1 Acad Sci. USA, 81 :5022-5028); Fodor et ai., ((1991) Sclence, 251:767-773).

Methods of detecting GHRdA3 or GHRYI protein

[00132] Antibodies can be used In characterizing the GHRdA3 and/or GHRIl content of tissues,
through techniques such es ELISAs and Western blotting. Methods for obtaining GHRd3 and GHRft
polypeptides can be carried out using known methods. Likewise, methods of preparing antibodies
capable of selectively binding GHRd3 and GHRII Isoforms are further described hereln.

[00133] In one example, GHR antbodles, inciuding GHRd3, GHRII and GHR antibodles that do not
distinguish between GHRd3 and GHRHl, can be used in en ELISA assay Is contemplated. For example;
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ant-GHR antlbodles are immobllized onto a selecled surface, preferably a surlace sxhiblting a protein -
affinity such as the wells of a polystyrene microtiter plate. After washing to remove incompletely -

adsorbed material, it I8 deslrable to bind or coat the assay plate wells with a non-specific protein that Is
known to be antigenically neutral with regard to the tast antleera such as bovine serum albumin (BSA),
casein or solutions of powdered milk. Thie aliows for blocking of non-specific adsorption sites on the

immobllizing surface and thue reduces the background caused by non-apeciic binding of antigen onto B

the surface.

[00134]  After binding of antlbody io the well, coating with a non-reactive materla! o reduce
background, and washing to remove unbound material, the immoblilzing surfece is contacted with the
aample to be tested in a manner conducive to immune complex (antigen/antibody) formation.

[00136] Following formation of specific Inmunocomplexes between the test sample and the bound
antibody, and subseguent washing, the occurrence and even amount of immunocomplex formation
may be determined by subjecting same to a second antlbody having specificity for GHR that differs the
first antibody. Appropriete conditions preferably include diluting the sample with diluents such as BSA,
bovine gamma globulin (BGG) and phosphate buffered saline (PBS)/Tween. These added agents also
tend io assisi In the reduction of nonspecific background. The layéred aniisera Is then aflowed to
incubate for from about 2 to about 4 br, at iemperatures prefarably on the order of about 25 *C to about
27 °C. Following incubation, the antisera-coniacted suriace is washed so as to remove non-
immunacomplexed meterial. A preferred washing procedure Includes washing with a solution such as
PBS/Tween or borate bufier.

[00136) To provide a detecting means, the second antlbody will preferably have an assoclated
enzyme that will generate a color de;falopmem upon Incubaling with an appropriate chromogenic
* gubstrate. Thus, for example, one will deslre to contact and incubate the second antlbody-bound
suriace with a ureese or peroxidase-conjugated anti-human IgG for a period of tlme and under
conditions which favor the developmant of immunocomplex formation (e.g., incubation for 2 hr &t room
temperaiure in @ PBS-containing solution such as PBS/Tween).

[00157]I After incubation with the second enzyme-tagged antlbody, and subsequent to washing to .

remove unbound material, the amount of label Is quantified by incubation with a chromogenic substrate
such as urea and bromocresol purple or 2,.2-azino-di-(3-ethyt-benzthiazoline)-8-sulfonic acid (ABTS)
and HoOpy, in the case of peraxidase aa the enzyme label. Quantiiation is then achieved by measuring

the degree of color generation, e.g., using a visble spectrum spectrophotometer.

[00138]  The preceding format may be altered by first binding the sample to the assay plate. Then,
primary antibody Is incubated with the assay piate, followed by detecting of bound primary amlbody
using a labeled second antibody with specificlty for the primary antibody.
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[00138] The steps of various cther useful Inmunodetection methods have been described In the
scientific terature, such as, eg., Nekamura et al., In: Handbook of Experimental Immunology (4th Ed.),
Welk, E., Herzenberg, L. A, Blackwell, C., Herzenberg, L. (eds). Vol. 1. Chapter 27, Blackwell Scientific
Publ., Oxford, 1887; Incorporated herein by referance). Inmunocassays, In their most simple and direct
sense, are binding assays. Cerialn preferred Immuncassays are the various types of
redioinmunoassays (RIA) and Immunobead capture assay. Immunohistochemical detection using
lssuve-sections also Is particularly useiul. However, it will be readlly appreciated that detection Is not
limited 1o such lechniques, and Westemn biotiing, dot blotiing, FACS analyses, and the like aleo may be
used In connection with the present invention.

[00140] In a preferred example, GHRdJ3 levels can be detected using a GHRd3-specific ‘antibody .
using the methods described above. In other methods, the iotal amount of GHR Is determined without
differentlating between GHRd3 and GHRIl, and the amount of GHRIl Is determined. The difference In
amount of undifferentiated GHR and GHRII indicatea the asnount of GHRA3 present. )

[00141] In an altemative example, GHRI1 levels can be detected using a GHRf1-specific aniibody
using the methods described above. In other methods, the total amount of GHR ls determined without
differentiating between GHRf1 and GHRd3, and the amount of GHRdS3 ld determined. The difference
in amount of undiiferentlated GHR and GHAA3 Indicates the amount of GHR1 present.

[00142] In an other example, GHRAA levels can be detected.using a GHRd3-specific antibocy and
GHRI1 levels can be detecled using a GHR{1-speclfic antibody.

[00143)  Preferably such methods detect GHBP {e.p. the extracsliular portion of GHRd3 or GHRI)
in clrculation. Preferred examples of procedures allow delection of undifferentiated GHR (e.g. for
deducing GHRd3 from total undiferentialed GHR compared to GHRIl), detection of GHRd3 and/or
detectlon of GHRIl. Such procedures include the ELISA aseay, the ligand-mediated immunofunctional
assay (LIFA) anﬁ the radiolmmunoasesay (RIA). '

[00144]) LIFA for the deteclion of undifierentiated (e.g. GHRd3 or GHR) GHR can be carmled out
according to the methods of Pflaum et al. ((1993) Exp. Clin. Endocrinol. 101. (Suppl. 1): 44) and
Kratzech et al ({(2001) Clin. Endocrinol. 54: 61-68. Briefly, In cne example, undifferentiated GHR Is
detected using & monocional antl rGHBP anifbody for coating microtiter plates. Serum sample or
glycosylated rGHBP standards are incubated fogether with 10ng/well hGH and a monoclonal antibody
directed against hGH as blotinylated tracer. The signal is empiiied by the europlum-labeled
strepta\nilm ayalom and measured using a fluorometer. In ancther example, a competitive
radloimmunoassay (RIA) la carled out to detect undifferentiated GHBP, using an ant-rhGHBP:
antibody, hGHBP standards and 125!-thGHBP as labeled antigen as described In Kratsch et al.

... ((1995) Eur. J. Endocrinol, 132: 306-312).
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[00145] In another example described in Kratzech et al. ((2001) Clin, Endocrinol. 54: 61-88), °

undiffereniiated GHBP g detected by coating a microtlier plate Is coated with 100 ul of the monocional
antbody 10B8 which binds GHBP outside of the hGH binding site (Rowlinson et ai. (1988), In
50mmoVA sodlum phosphate buffer, pH 9.6 After a washing step, 25 p sample or standard and 50 ng
biotin-labeled ant-GHGBP mAb 5C6 (which binds GHBP within the hGH binding site (Rowlinson et al

(1889)) in 756 pl assay bulfer (50mM Trie-(hydroxymethyl)-aminomethane, 150, mM NaCl , 0:05% -

NaN3, 0.01% Tween 40, 0.6% BSA 0.05% bovine gamma-globulln, 20 pmolA diethylenetriaminepenta
acsetic acid) are added and Incubated ovemight. The amount of GHRYI Is then determined using an
antibody specific for the exon 3-containing fl form of GHBP). Brefly, mAb 10B8 le Immabilized on
microtiter plaies as In the case of undiifereniialed GHBP. Afler a washing step, 26 ul sample or
standard and 76 pl of a rabblt polyclonal antbody against GHRd3 peptide described in Kratzech et al.
(2001) {diluted 1:10000) are added and incubated ovemnight. 20 ng blotinylated murine antirabbit IgG Is

added to each well and incubated for 2h foliowed by repeeted rineing. The signals are ampliified by the .

" europlum-labeled streptavidin system end measured using a fluorometer.  Recombinant
nonglycosylaied hGHBP, diluted In sheep serum, 8 used as a standard.

[00148) Antibodies speciic for GHRd3 for use according to the present invention can be abtained
using known methods. An Isolated GHRdS protein, or a portion or fragment therecf, can be used as an

immunogen to generaie antbbodies that bind GHRd3 using siandard techniques for polycional and ,
monociongl antbody preparation. A GHRd3 protein can be used or, altemnatively, the Invention -

provides antigenic peptide fragments of GHRd3 for use as Immunogens.

[00147) GHRd3 polypeptides can be prepared using known means, either by purification from a
bilologlcal sample obtained from an individual or more preferably as recombinant polypeptides. The
GHRf amino acid sequence Is shown In SEQ ID NO=2, from which GHRd3 differs by a deletion of 22
amino aclds encoded by exon 3. The antigenic peptide of GHRd3 preferably comprises at least 8
amino acid residues of the amino acid sequence shown in SEQ ID NO: 2, whereln at least one amino

acdd Is outside of sald exon 3-encoded amino acid reskiues. Sald antigenic pepiide encompasses an -

epitope of GHRd3 such thal an antbody ralsed against the peptide forms a speciiic inmune complex
with GHRd3. Preferably the antibody binds selectively or preferentlally io GHRd3 and does not
substantlally bind fo GHRfl. Preferably, the antigenic peptide comprises at least 10 amino acld
residues, more preferably at least 15 amino acid residues, even more preferably at least 20 amino acid
resldues, and moet preferably at least 30 amino acki residues.

[00148] Prefered epliopes encompassed by the antigenic peptide are regions of GHRdS3 that are
located on the surlace of the protein, e.g., hydrophilic reglons.

[00148] A GHRd3 immunogen typically le used to prepare amtibodies by immunizing & sultable

subject, (e.g.. rabblt, goat, mouse or other mammal) with the Immunogen. An appropriate
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immunogenic preparation can contain, for example, recombinantly expressed GHRdS protein or a
chemically syntheslzed GHRd3 polypeptide. The preparation can further include anh adjuvant, such as
Freund's complete or incomplete adjuvant, or simllar iImmunostimulatory agent. Immunization of a

sullable subject with an Immunogenic GHRAS preparation Induces a polycional antF-GHRdS ‘antibody

reaponee.

[00160] Accordingly, another aspect of the invention pertains to enti-GHRdJS antibodles. The termn
"antibody® as used herein refers to Immunoglobulin molecules and immunologlcally active portions of
immunoglobulin molecules, I.e., molecules that contain an antigen binding site which specifically binds
(Irnfnunoreacts wih) an antigen, such as GHRd3. Examples of immunologically aclive portions of
immunogiobulln molecules Include F(ab) and F(ab'), fragments which can be generated by treating the

antibody with an enzyme such as pepsin. The invention provides polycional and monocional antibodles
thet bind GHRdS. The term "monoclonal antibody" or "monaclonal antlbody composition®, es used
herein, refera to a population of antlbody molecules that contain only one species of an antigen binding
slie capeble of Immunoreacting with a particular epitope of GHRd3, A monocional antibody
composition thus typically displays a single binding affinity for a particular GHRA3 protein with which it
immunoreacts.

[00181]  The inventlon concems antibody compositions, elther polycional or monoclonal, capable of

selectively binding, or selectively bind to an epltope-containing a polypeptide comprieing a contiguous
span of et least 8 amino aclds, preferably &t least 8 to 10 amino acids, more preferably at least 12, 15,
20, 25, 30, 40, 50, or 100 amino acide of SEQ ID No 2, sald contiguous span preferably including at
least cne amino acid outskie of sald 22 amino acld span encoded by exon 3 of the GHR gene.

[00162] Polycional anti-GHRdS antibodies can be prepered as described above by immunizing a
sultable subject with a GHRd3 immunogen. The antk-GHRd3 antibody titer in the iImmunized subject
can be montiored over time by standard techniques, such as with an enzyme linked Immunosorbent
assay (ELISA) using Immobllized GHRd3. I desired, the antlbody molecules directed against GHRd3
can be Isolated from the mammal (e.g., from the blood) and further purifled by well known techniques,
such as protein A chromeiography to obtain the IgG fraclion. At an appropriaie time after
immunization, .g., when the anti-GHRd3 antibody titers are highest, antbody-producing cells can be
obtained from the subject and used 1o prepare monocional antibodies by standard techniques, such as
the hybridoma technique originally described by Kohler and Milstein (1975) Nature 256:486-487) (see
also, Brown et al. (1881) J. Immunol. 127:530-46; Brown et al. (1980) J. Blol. Chem. 255:4880-83 ;
-Yeh et al. (19768) PNAS 76:2027-31; and Yeh et al. (1882) Int. J. Cancer 29:269-75), the more recent
humen B cel! hybridoma technique (Kozbor st ). (1983) Immuncl Today 4:72), the EBV-hybridoma
technique (Cole et al. (1885), Manocional Antibodies and Cancer Therapy, Alen R. Liss, Inc., pp. 77-
86) or trioma techniques. The technology for producing monacional antibody hybridomes Is well known
(see generally R. H. Kenneth, In Monoclonal Antibodies: A New Dimension in Biological Analyses,
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Plenum Publishing Corp., New Yark, N.Y. (1880); E. A. Lener (1881) Yele J. Blol. Med., 54:387-402;
M. L. Gelter et al. (1 §77) Somatic Cell Genetl. 3:231-38). Briefly, an immortal cell line (typically a
myeloma) Is fused to lymphocytes (typically splenocytes) irom a mammal 'mmunlz;ad with a GHRd3
immunogen as described above, and the culture supematanis of the resulting hybridoma celle are
screened 1o Identify & hybridoma producing & monocional antibody that binds GHRd3.

[00163] Any of the many well known protocols used for fusing lymphocytes and immortalized cell
lines can be applied for the purpose of generating an ant-GHRd3 monocional antibody {see, 8.9., G.
Galire et al. (1977). Nature 266:55052; Gefter et al. Somatic Cell Genet,, clied supra; Lomer, Yale J
_ Biol. Med, cited supra; Kenneth, Monoclonal Antibodles, cited supra). Moreover, the ordinarlly skilied
worker will appreciate that there are many varlations of such methods which also would be useful.
Typically, the Inmontal cell line (e.g., a myeloma cell line) s derived from the same mammallan specles
as the lymphocytea. For example, murine hybridomas can be made by fusing lymphocyles from a
mouse immunized with an iImmunogenic preparation of the present invention with an Immortalized
mouse céll line. Preferred immortal cell lines are mouse myeloma cell lines that are sensitive to culiure
medium contalning hypoxanthine, aminopterin and thymidine ("HAT medlum®). Any of a number of
myeloma cell linee can be used as a fusion pariner ‘according 10 standard techniques, e.g., the P3-
NS1/1-Ag4-1, P3-x83-Ag8.653 or Sp2/0-Ag14 myeloma lines. These myeioma iines are avallable from
ATCC. Typlcally, HAT-senslive mouse myeioma cells are fused 1o mouse splenocytes using
polyethylens giycol ("PEG"), Hybridome cells resulting from the fusion are then sele;t'ed using HAT
medium, which kills unfused and unproductively fused myeloma cells (unfused aplenocytes die after
several days because they are not transformed). Hybridoma cells producing a monoclonal antibody of
the invention are detecled by screening the hybridoma culiure supematants for antbodies that bind
GHRd3, e.g., uaing a standard ELISA assay.

[00154]° Alemative to preparing monocional antibody-secreting hybridomas, a monocional ant-
GHRd3 antlbody can be Identfied and Isolated by screening a raoomblnant combinatorial
immunogiobuiin library (e.g., an antibody phage display ibrary) with GHFId3 to thereby Isoisle
immunogicbulin Ibrary members that bind GHRd3. Kits for generating and screening ph'aga display
fibraries are commerclally mllable (e.g., the Pharmacla Recombinant Phage Antbody Sysiem,
Catalog No. 27-0400-01 and the Stratagena SuriZAP.TM. Phage Display Kit, Catalog No. 240812).

Addluo_nally. examples of methads and reagents particularly amenable for use in generating .and .

screening anilbody display lbrary can be found in, for example, Ladner et al. U.S. Pat. No. 5,223,408;
Kang et al. PCT Infernetional Publication No. WO 82/18619; Dower et al. PCT Intemational Publication
No. WO §1/17271; Winter et al. PCT Intemational Publication WO 92/20791; Markiand et al. PCT

internetional Publication No. WO 92/15679; Breftiing et al. PCT Intemational Publication WO 83/01288;.

McCatferty et al. PCT Interationsl Publication No. WO 82/01047; Garrard et al. PCT Intemational
Publication No. WO 92/08680; Ladner et al. PCT Intemational Publication No. WO £0/0280; Fuche et

214
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al. (1991) Blo/Technology 9;1370-1 372; Hay et al. (1882) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; Huse et
al. (1989) Science 2486:1275-1281; Giriffiths et al. (1883) EMBO J 12:725-734; Hawkine et al. (1982) J.
Mol. Biol. 226:889-896; Clarkson et al. (1981) Nature 352:624-628; Gram et al. (1882) PNAS 89:35!87
3580; Garrad et al. (1891) Blo/Technology 8:1373-1377: Hoogenboom et al. (1881) Nuc. Ackd Res.
19:4133-4137; Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7882; and McCaflerty et al. Neture (1990) 348:5562-
554,

[00165] An ant-GHRd3 antibody (e.g., monocional antlbody) can be used io isolate GHRd3 by
standard techniques, such as affinity chromatography or immunoprecipitation. An ant-GHRd3 antibody
can faciitate the purification of natural GHRA3 from celis and of recombinantly produced GHRd3
expressed In host cells. Moreover, an ant-GHRd3 antlbody can be used to detect GHRdS3 protein (e.g.,
in a cellular lysate or cell supematant) in order to evaluate the abundance and pattem of expression of
the GHRd3 protein. Ant-GHRd3 antibodles can be used dlagnostically to monktor protein levels in
tissue as part of & clinical testing procedure, e.g., 10, for example, determine the efficacy of a given
treatment regimen. Detection can be facliiiated by coupling (L.e., physically linking) the antlbody 10 a
detectable substance. Examples of detectable substances include various enzymes, prosthetic groupes,
fluorescent materials, luminescent materials, bicluminescent materlals, and radioactive materials,
Examples of sultable enzymes Include horeeradish peroxidase, alkaline phosphatase, -galactosidase,
or acetyicholinesterase; examples of sultable prosihetic group complexes Include streptavidin/biotin
and avidinblotin; examples of sultable fluorescent materiale Include umbeliiferone, flucrescsin,
fluorescein Isothlocyanate, rhodamine, dichlorotriazinylamine fluorescein, daneyl chiloride or
phycoerythrin; an example of & lurinescent material includes luminol; examples of bloluminescent
materials inciude luclferass, luciierin, and aequorin, and examples of sutable radioactive material

include 126,131 3550or IH.

[00156] In a prefemred example, substantially pure GHRd3 protein or polypeptide 1s obtalned. The
concentratlon of protein in the final preparailon Is adjusted, for exampls, by concentration on an
Amicon flller device, to the level of a few micrograms per ml. Monoclonal or polycional antibbdies to
the protein can then be prepared as follows: Monoclonal Anilbody Production by Hybridoma Fusion
Monoclonal antibody to epiiopes In the GHRd3 or a portlon thereof can be prepared from murine
hybridomas according to the classical method of Kohler. and Miletein (Nature, 258: 495, 1975) or
derivative methods thereof (see Harlow and Lane, Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring .
Harbor Laboratory, pp. 53-242, 1688). .

[00167]  Briefly, a mouse ls repetitively Inoculated with a few micrograms of the GHRd3 or a portion
thereof over a perlod of a few weeks. The mouse s then sacrificed, and the antibody producing cells of
the spleen Isoleted. The spieen cells are fused by means of polysthylene glycol with mouse myeloma
celis, and the excess unfused cells destroyed by growth of the system on selective media compriging
aminopterin (HAT media). The succesefully fused cells are dlluted and aliquots of the dilution placed in - .
wells of a microtiter plate where growth of the culiure Is continued. Antibody-producing clones are
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Identified by detaction of antlbody in the supematant fluid of the wells by inmunoassay procedures,
such as ELISA, as ariginal described by Engvall, E., Meth. Enzymol. 70: 419 (16880). Selected paeltive
clongs can be expanded and their monoclonal antbody product harvested for use. Detafled
procedures for monocional antibody production are described In Davis, L. et al, Basic Methode In
Molecular Blology Eleevier, New York. Section 21-2,

[00168] The antbody compositions of the present invention will find greet use In Immunoblot or

64

Westemn blot analysis. The antlbodles may be used as high-affinity primary reagents for the .

Identification of proteins immobilized onto & solld support matrix, such as nitrocellulose, nylon or
combinations theredf. In conjunction with Immunoprecipitation, followed by gel electrophoresle, these
may be used as a single step reagent for use in detecting antigens against which secondary reagents
usad In the detection of the antigen cause an adverse background. Immunologically-based detection
methods for use In conjunction with Wasiem blotling Include enzymatically-, radiolabel, or

fiuorescently-lagged secondary antibodies against the toxin molety are considered to be of particular

use.In this regard. U.S. Patents concemning the uee of such labels include U.S. Pat. Nos. 3,817,837;

3,850,752; 3,939,350; 3,996,345, 4,277,437, 4,275,149 and 4,366,241, each incorporated hersin by.

reference. Of course, one may find additional advantages through the use of & secondary binding
ligand such as a sacond antibody or a biotin/avidin ligand binding arrangement, ae is known In the art.

Administration of GH compositions

[00189] The GH to be used In accordence with the invention may be In native-sequence or In
variant foom, and from any so&im. whether natural, synthetic, or recombinamt. Examples Include
human growth hormone (hGH), which Is natural or recombinant GH with the human native sequence
(GENOTROPIN™, gomatotropin or somatropin), and recombinant growth hormone (rGH), which refers
to any GH or GH varlant producad by means of recombinant DNA technology, Including somatrem,
somatotropin, and somatropin. Preferred herein for human use i recombinamt humen native-
sequence, mature GH with or without a methionine at ks N-terminus. Most prefeired -Is
GENOTROPIN™ (Pharmacia, U.5.A.) which Is a recombinant human GH polypeplide. Aleo preferred
ls methionyt human growth hormone (met-hGH) produced In E. coll, e.g., by the process described In
U.S. Pat. No. 4,755,465 lsaued Jul, 5, 1988 and Goeddsl et al., Neture, 282: 544 (1976). Met-hGH,
sold as PROTROPIN™ (Genentech, inc. U.S.A.), is ideniical io the natural polypeptide, with the
exception of the presence of an N-terminal methionine residue. Another example is recombinart hGH
sold as NUTROPIN™ (Genentech, Inc., U.S.A.). This latter hGH lacks this methlonine residue and hes
an amino acld sequénce identical to that of the natural hormone. See Gray et al., Blotechnology 2: 161
(1884). Another GH example I8 an hGH variant that Is a placental form of GH with pure somaiogenic
and no lactogenic activity as desczibed In U.S, Pat. No. 4,670,383, Also Included are GH varlants, for
example such as those described.in WO 90/04788 and WO 82/08690. Other examples Include GH
composltions.thet act as GHR antagonists, such as pegvisomant (SOMAVERT™, Pharmacia, U.S.A.)
which can be used for the treaiment of ecromegaly.
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[00i80] GH can be directly edministered to & subject by any sultabie technique, including
parenterally, iniranasally, Intrapuimonary, orally, or by absorption through the ekin. They can be
administered locally or sysiemically. Examples of parenteral administration include subcutaneous,
intramuscular, iniravenous, Iniraarterial, and Intraperiioneal administration. Preferably, they ave
administered by dally subcutaneous injection.

[00161]  The GH io be used In the therapy will be formutated and dosed In & fashion consistent with
good medical prectice, taking Into account the clinical condition of the Individual subject (especially the
side effects of freatment with GH alone), the slte of delivery of the GH composHtian(s), the method of
administration, the scheduling of administretion, and other faciors known to practitioners. The "stfective

amounts" of each component for purposes hereln are thus determined by such considerations and are -

amounts that increase the growth rates of the subjects.

[00182]) For GH, a dose of greater than about 0.2 mg/kg/week is preierably employed, more
preferably greeter than about 0.25 mg/kg/week, and even more preferably greater than or aquel to
about 0.3 mg/kg/week. In one embodiment, the dose of GH ranges from about 0.3 to 1.0 mg/kg/week,
and In another embodiment, 0.35 to 1.0 mg/kg/week.

[00163]  Preferably, the GH i8 adminisiered once per day subcutaneously. In preferred aspects,
the dose of GH Is between about 0.001 and 0.2 mg/kg/day. Yet more preferably, the dose of GH Is
between about 0.010 and 0.10 mg/kg/day.

[00164]  As discuesed, subjects homozygous or heterozygous for the GHRf1 allele are expected to
heve a grester poshtive response to GH treatment than subjecis homozygous for the GHRd3 allele. In
preferred aspects, a dose adminietered to subjects homozygous for the GHRd3 allele will be greater
than the dose administered to a subject that le heterozygous for the GHRd3 allele and the dose
administered to subjects heterozygous for the GHRd3 allele will be greater than the dose edminietered
to & subject that is homozygoue for the GHRI1 allele.

[00185]  The GH I3 sultebly administered continuously or non-continuously, such as et particular
timea (s8.g., once dally) in the form of an injection of & particular dose, where there will be a'rise In
plasma GH concentration at the time of the Injection, and then a drop In plasma GH concentration until
the time of the next Injection. Ancther non-continuous edministration method results from the ube of
PLGA microspheres and meany Implant devices avalilable that provide a discontinuous release of active
ingredient, such as an initlal buret, and then a lag before release of the active ingredient. See, e.g.,
U.S. Pat. No. 4,767,628. )

[00166] The GH may also be administered 8o as 10 have a continual presence In the blood that Is
maintained for the duration of the admhnistration of the GH. Thie Is most preferably accompfished by
meane of continuous infusion via, e.g., minkpump such as an osmotic mini-pump. Altematively, it ls
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properly accomplished by use of frequent injections of GH (l.e., more than once dally. for example,
twice or three times dally).

[00167] In yet ancther embodiment, GH may be administered using long-acting GH formulations
" that elther delay the clearance of GH from the blood or cause a slow release of GH from, e.g., an
Injection site. The long-acting formulation that prolongs GH plasma clearance may be In the form of
GH complexed, or covalently conjugaied (by reversible or Irreversible bonding) to a macromolecule
such /as one or more of iis binding proteins (WO 92/08885) or a water-soluble polymer selected from
PEG and polypropylene glycol homopolymers and polyoxyethylene polyols, Le., those that are soluble
in water at room iemperaiure, Allematively, the GH may be complexed or bound to a polymer to
increase lts circulatory half-fe. Examples of polysthylene polyols and polyaxyethyléne polyols useful
for this purpose include polyoxyethylene glycerol, polysthylene glycol, polyoxyethylene sorbitoi,
polyoxyethylene giucoss, or the like. The glycerol backbone of polyoxyethylene glycerol is the same
backbone occurring In, for example, animals and humans In mono-, di-, and triglycerides.

~

{00168] The polymer need not have any particular molecular weight, but It le preferred that the
molecular weight be between about 3600 and 100,000, more preferably between 5000 and 40,000,
Preferably the PEG homopalymer is unsubstituted, but & may alec be substituted st one end with an
alkyl group. Preferably, the alkyl group is & C1-C4 alkyl group, and most preferably a methyl group.
Most preferably, the polymer I8 an unsubstiiuied homopolymer of PEG, a monomethyl-substituled
homopolymer of PEG (mPEG), or palyoxyethylene glycerol (POG) and has a molecular weight of
.about 5000 to 40,000,

[00169] The GH I8 covalently bonded via one or more of the amino acid residues of the GHto a
terminal reactive group on the polymer, depending mainly on the reaction conditions, the molecular
welght of the polymer, etc. The polymer with the reactive group(a) !¢ designated herein as activated
‘polymer. The reactive group selectively reacts with free amino or other reactive groups on the GH. It
will be understood, howsver, that the type and amount of the reactive group chosen, as well as the
type of polymer employed, to obtain optimum results, will depend on the pariicular GH employed 1o
avold having the reaciive group reect with too many particularly active groups on the GH. As this may
net be possible to avald completely, it la recommended that generally from about 0.1 to 1000 moles,
preferably 2 to 200 moles, of activated polymer per mole of protein, depending. on prolein
concentration, la employed. The final amount of activated polymer per mole of protein Is a balance to
malntain optimum activity, while at the same iime optimlzing, It poesible, the circulatory half-lite of the
protein,

[00170]  While the resikdues may be any reactive amino’ aclds on the protein, such as one or two
cysteines or the N-terminal amino acid group, preferably the reactive amino acid Is fysing, which is
Tinked to the reactive’group of the aclivated polymer through [ts free epslion-amino group, or glutamic
or aspariic acld, which Is linked to the polymer through an amide bond. ’

5‘)'
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[00171] The covalent modification reaction may iake place. by any appropriate method generally

used for reacting blologically active meierials with Inert polymers, preferably et about pH 5-8, more
preferably 7-9 if the reactive groups on the GH are lysine groupe. Generally, the process Involves

3
48

preparing an activated polymer (with at least one terminal hydroxyl group), preparng an active °

subsirate from this polymer, and thereafter reacting the GH with the active substrate 10 produce the
GH sultable for formulation. The above maodification reaction can be performed by several methode,
which may Involve one or more steps. Exampies of modifying agents thet can be used to produce the
aclivated polymer In a one-siep reaction Include cyanuric acid chloride (2,4,6-trichloro-S8-triazine) and
cyanuric acid fluoride,

[00172]  In one embodiment the modification reaction takes place In two stepe wherein the polymer

ls reacted first with an acld anhydride such as succinic or glutaric anhydride to form a carboxylic acld, .

and the carboxylic acid Is then reacted with a compound capable of reacting with the carbaxylic acld to
form an activated polymer with a reactive ester group that ls capable of reacling with the GH.
Examples of such compounds Include N-hydroxysuccinimide, 4-hydroxy-3-nitrobenzene sulfonic ackd,
and the llke, and preferably N-hydroxysuccinimide or 4-hydroxy-3-nitrobenzene sulfonic acid le used.
For example, monomethyl substituted PEG may be reacted at elevated temperatures, preferably about
100-110 C for four hours, with glutaric anhydride. The monomethyl PEG-glutaric acid thus produced le
then reacted with N-hydroxysuccinimide In the presence of a carbodimide reagemt such as
dicyclohexyl or lsopropyl carbodiimide to produce the activated polymer, methéorypolyaethylene glycolyl-
N-succinimidy! glutarate, which can then be redcted with the GH. This method ls described in defall In
Abuchowskl et al., Cancer Blochem. Blophys., 7: 176-186 (1984). In ancther.example, the monomethyi
substitied PEG may be reacted with gluiaric anhydride followed by reaction with 4-hydroxy-3-
nitrobenzene sulfonic aclid (HNSA) In the presence of dicyclohexyl carbodiimide to produce the
activated polymer. HNSA I8 described by Bhainagar et al., Peptides: Synthesls-Structure-Function,
Proceedings of the Seventh American Peptide Symposium, Rich et al. (eds.) (Plerce Chemical Co.,
Rockford, lll., 1881), p. §7-100, and In Nieckl et al., High-Technology Route to Virue Vaccinee
(American Soclety for Microblology: 1886) entitied "Novel Agent for Coupling Synthetic Peptides to
Carmieme and lts Applicatione."

[00173]  Specific methods of producing GH conjugsated to PEG Include the methods described In

U.S. Pal. No. 4,179,337 on PEG-GH and U.S. Pat. No. 4,835,485, which discloses PEG reversibly but

covalertly linked to GH.

[00174] The GH can also be sultably adminietered by sustained-release systems. Examplag of
sustalnad-release compositions useful herein include semkpermeable polymer matrices In the form of

shaped articles, 6.9., flims, or microcapsules. Sustained-release matrices include polylactides (U.5. -

Pat. No. 3,773,919, EP 58,481), copolymers of L-glutamic acld and gamma-ethyl-L-giutamate (Sidman

ot al., Blopolymers, 22, 547-556 (1963), poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (Langer et al., J. Blomed.
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Mater. Rea., 15: 167-277 (1881); Langer, Chem. Tach., 12: 68-105 (1982), ethylehe vinyl acetate
(Langer ot al., supra) or poly-D-(-)-3-hydroxybutyric acikl (EP 133,988), or PLGA microspheres.

[001756) Sustained-release GH compositions also include liposomally entrapped GH. Liposomes
contalning GH are prepared by methods known per se: DE 3,218,121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad.
Scl. USA, 82: 3686-3682 (1986); H'wang et al., Proc. Natl. Acad. Scl. USA, 77: 4030-4034 (1880); EP
52,322, EP 38,676; EP 88,046; EP 143,948; EP 142,641; Japanese Pat. Appin. 83-118008; U.S. Pat.
Nos. 4,485,045 and 4,544,545; and EP 102,324. ordinarly, the liposomes are of the small (about 200-
800 Angstroms) unllamellar type In which the lipid content e greater than about 30 mol. percent
cholesierol, the selected proportion being adjusted for the optimal therapy. In addition, a biologically
active sustained-release formulation can be made from an adduct of the GH-covalently bonded to an
activated polysaccharide as described in U.S. Pat. No. 4,857,505, In addition, U.S. Pat. No. 4,837,381
dascribes a microsphere composition of fat or wax or a mixture thereof and GH for slow release.

Jo0176]  In another embodiment, the subljects identifled above are also ireated with an effective
amount of IGF-l. As & general proposition, the total pharmaceutically eftective amount of IGF-I
administered parenterally per dose will be in the range of about 50 to 240 ug/kg/day, preferably 100 1o
200 pg/kg/day, of aubject body waight, aithough, as noted abowe, this will be subject to a great deal of -
therapeutic discretion. Also, preferably the IGF- ls administered once or twice per day by
subcutaneous Injection. In a further embodiment, both IGF-I and GH can be administered to the
subject, each in efiective amounts, or each In amounts that are sub-optimal but when combined are
efiective. Preferably about 0.001 to 0.2 mg/kg/day or more preferably about 0.01 to 0.1 mg/kg/day GH
le adminisiered. Preterably, the administration of both IGF-l and GH '8 by Infection using, e.g.,
Intravenous or subcutaneous means. More preferably, the adminleiration ls by subcutaneous Injection
for both IGF-] and GH, most preferably dally Injectlons.

[00177] it is noted that practitioners devising doses of both IGF-1 and GH should take Into account
the known side effects of treatment with these hormories. For GH, the side effects include sodium
retantion and expansion of extracellular volume (Ikkos et al., Acta Endocrinol. (Coﬁanhagen). 32: 341-
361 (1058); Biglier et al., J. Ciin. Endocrinol. Metab., 21: 381-370 (1661), as well as hyperinsulinemia
and hyperglycernia. The major apparent side effect of IGF-I Is hypoglycemia. Guler et al., Proc. Natl.
Acad. Scl. USA, 86: 2888-2872 (1888). Indeed, the combination of IGF-1 and GH may lead to a
reduction In the unwanted side effacts of both agents (e.g., hypogiycemia for IGF-1 and hyperinsulinism
for GH) and to a restoration of blood levels of GH, the secretion of which Is suppressed by IGF-l.

[00178) For parenteral administration, In one embodiment, GH Is formuleted generally by mixing
the GH at te desired degree of purlly, in a unit dosage injeciable form (solution, suspenslon, or
emulsion), with a phammaceutically acceptabla carrier, Le., one thal is non-toxic 1o reciplents at the -
dosages and concentrations employed and Is compatible with other Ingredlents of the formulation. For
example, the formulation preferably does not include oxidizing agents and other compounds that are
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known to be deleterious to polypeptides. Generally, the formulations are prepared by contacting the

GH with liquid carriers or finely divided solid carriers or both. Then, il necesgary, the product is shaped
into the desired formulation. Preferably the carrier is a parenteral carrier, more preferably a solution

that Is isotonic with the blood of the recipient. Examples of such carrier vehicles Include water, saline, )
Ringer's solution, and dextrose solution. Non-aqueous vehicles such as fixed oils and ethyl oleate are

aleo useful herein, as well as liposomes,

[00179] The carrler suliably contains minor amounte of additivee such as substances that enhance
isotoniclty and chemical stability. Such materlals are non-toxic to recipients at the dosages and

concentrations employed, and Include buffers such as phosphate, citrate, succinate, acetic ackd, and ..

other organic ackds or their salis; antloxidants such as ascorbic acid; low molecular weight (less than
about ten residues) polypeptides, e.g., polyarginine or tripeptides; proteine, such as serum albumin,
gelatin, or Immunoglobulins; hydrophllic polymers such as polyvinyipyrrolidone; amino ackds, such as
glycine, glutamic acki, aspartic acid, or arginine; monosaccharides, disaccharides, and other
carbohydrates Iincluding cellulose or lis derivatives, glucose, mannosge, or dextrins; chelating agenh

such as EDTA; sugar aicohols such as mannito! or sorbitol; counterions such as sodium; and/or non- -

lonic suriactants such as polysorbates, poloxamers, or PEG.

[o0180] GH Is typically formulated individually In such vehicles at a concentration of about 0.1 -

mg/mL to 100 mg/mL, preferably 1-10 mg/mL, &t a pH of about 4.5 to 8. GH Is preferably et a pH of
7.4-7.8. 1t will be undersiood that use of certaln of the foregoing exciplents, carriers, or stabliizers wil
result In the formation of GH salts.

[00181] While GH can be formulated by any sultable method, the preferred formulations for GH are
as follows: for a preferred hGH {(GENOTROPIN™), a single-dose syringe contains 0.2 mg, 0.4 mg, 0.8
mg, 0.8 mg, 1.0 mg, 1.2 mg, 1.4 my, 1.6 mg, 1.8 mg or 2.0 mg recombinant somatropin. Sald
GENOTHOPIN™ sgyringe also contains 0.21 mg glycine, 126 mg manniol, 0.045 mg
monoatriumphosphate, 0.025 mg disodium phosphate and water 10 0.25 ml. .

[00182] For met-GH (PROTROPIN™), the pre-lyophliized bulk eolution containe 2.0 mg/mL met-

GH, 16.0 mg/mL mannitol, 0.14 mgp/mL sodium- phosphate, and 1.6 mg/mL sodium phoephate
(monobaslc monohydrate), pH 7.8. The 6-mg vial of met-GH comtains 6 mg met-GH, 40 mg mennhol,
and 1.7 mg total sodium phosphate (dly welight) (dibasic anhydrous), pH 7.8. The 10-mg vial contains
10 mg met-GH, 80 mg mannitol, and 3.4 mg tolal soc_llum phosphate (dry weight) (dbasic anhydrous),
pH.7.8.

[00183]) Far metlm-GH (NUTROPIN™), the pro-lyophlllzad bulk soluﬂon contains 2.0 mg/mL GH,

18.0 mgImL mannltol 0.68 mgImL glyclne. 0.45 mg/mL sodium phosphate, and 1.3 mg/mL sodium

phosphate (monobasic monohydmte) pH 7.4. The 5-mg vial containe 5 mg GH, 45 mg mannltol 1.7

mg glycine, and 1.7 mg total sodium phosphates (dry weight) (dibasic anhydrous), pH 7.4. The 10-mg
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vial contains 10 mg GH, 80 mg mannltol, 3.4 mg glycine, and 3.4 mg total sodiurm phosphates (dry
welight) (dibasic anhydrous).

[00184] Alematively, a liquid formulation for NUTROPIN™ hGH can be used, for exampie: §.0.+
.05 mg/mL rhGH; 8.8.+-.0.8 mg/mL sodium chloride; 2.0.+-.0.2 mg/mL Polysorbate 20; 2.5.4-.0.8
mg/mL phenol; 2.68.+-.0.3 mg/mL sodium chrate dhydrate; and 0.17.+-.0.02 mg/mL citric acid
anhydrous (total anhydrous sodium citrate/citric acld Is 2.5 mg/mL, or 10 mM); pH 6.0.+-.0.3. This
formulation is sultably put In a 10-mg vial, which Is a 2.0-mL fill of the above formulation In a 3-cc glass
vial. Alematively, 8 10-mg (2.0 mL) cariridge containing the above formulation can be placed In an
injection pen for injection of liquid GH to the subject.

[00185] GH composttione to be used for th.erapeutlc administration are preferably sterile. Sterllity is
readily accomplished by filtratlon through sterile fitration membranes (e.g., 0.2 micron membranes).

ol

Therapeutic GH compositions generally are placed Into a contalner having a sterflle access port, for .

example, an Infravenous solution bag or vial having a stopper plerceable by a hypodermic injection
needls.

[00186] The GH ordinarlly will be stored In unh or multi-dose comalners, for example, sealed
ampoules or vials, as an aqueous solution, or as a fyophilized jormulation for reconsiltution. Ae an
example ofa lyophilized formulation, viais are filled with sterile-ilitered it (w/v) aqueous GH solutions,
and the resuling mixture Is Iyophilized. The infusion solution is prepared by reconetituting the
lyophliized GH using bacteriosiatic Water-for-injection.

[00187])  The Invention will be more fully understood by reference to the following examples. They
should not, however, be construed as limiting the scope of the Invention. All literature and patent
cliations are expressly incorporated herein by reference.

EXAMPLES
Example 1
Genotyping for GHRd3 and GHRfl . '

[00188) Genomic DNA froni patients was obtained from peripheral blood following the method
described by Lehir and Numberger (Nucl Ac Res 1991; 18: 5444). Amplification of a 3248 bp segment
cortaining the GHRI-GHRdA polymorphisms reporied by Stalling-Mann et al {Proc Nat Acad Scl USA
1896; 93: 12364-12398) for the exon 3 surrounding region of the GHR gene was camried out to

investigate the possible GHR-dependent growth hormone response in SGA patients. DNA was .

amplified by polymerase chaln reaction (PCR) using a multiplex sirategy described by Pantel el al (J
Biol Chem 2000; 25: 18664-18668) with madiications. Briefly, 200 ng of genomic DNA were added to
a 50 pI reaction mixure ‘of 1.5 mM MgCl, 0.5 mM each dNTP, 0.2 M of each primer, and 0.5 U
Phusion High-Fidellty DNA polymerase (Finnzymes, Espoo, Finland), The G1, G2 and G3 primers are
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described in GenBankTM accssslon number AF 155812, Cycling condltions were as follows: infiial
step of denaiuration of 30 secs at 98°C, followed by 40 cycles consisting of 98°C, 10secs; 80°C,
30secs; 72°C, 1min 30 secs, loliowed by & 7 min of final extenslon atep.

[00186] Ampiffication products were analyzed by electrophoresis (80 v, 15 min &t room

temperature of 25°C) on pre-made 48-well 1.2% agarcse gel contalning ethidium bromide (Ready-to- -

run Agarose Gel, Amersham Blosclences, San Francleco, CA).

[00180] When homozygous GHRdA3/GHRd3 genotype was detected, a new PCR ampilfication

using only G1 and G3 was carmied out from DNA, In the same condltions, 1o reveal the 936 bp product .

i miidly ampiified in the multiplex reaction.

_ Primers (53 PCR product
. [G1:TGTGCTGGTCTGTTGGTCTG . |ivii: 835 bp

SEQ ID NOS

G2:AGTCGTTCCTGGGACAGAGA f/d3 : 935, and 632 bp

SEQ ID NO:6

G3:CCTGGATTAACACTTTGCAGACTC da/a3 : 532 bp

SEQ ID NO:7
Comments; B ’
[oD181] We verifled by automatic sequencing the Identity of the two PCR producta selected

from homozygous DNA for each variant.

[00192] The Phuslon High-Fidellty DNA polymerase (Finnxymes, Espoo, Finland) used in this
assay allows a robust ampiiiicetion at shorter time and higher denatuation temperature (88°C).

[o0183] in the firsi serie@ we carrled out a second electrophoresis on PAGE foliowed by siiver
stalning to better visualize the 835 bp miki band In some doubtful heterozygous samples. We further
verifled thet a second PCR ampilification with G1 and G3 primers allowed a definlie result for doubtful
samples, and accordingly recommend to perform this second PCR 1o establish the GHRJ3/AGHRJ3
genctype. This verification Is more accurate, faster and cheaper.

Example 2
Detection of GHRd3 allele sssoclated with GH response

[00184) 71 SGA patients who had been enrclled In a trial for treatment with recombinant GH
were examined for assoclation of the common GHR exon 3 varlant and the response of growth velocity
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to ireatment with GH. The patients enrolled In this study were selected according to the following
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inciusion and exclusion criteria:

inclusion criterla '

1.

Boys or girls with a history of IGR assessed as body welght and/or stature at birth <P10
{Deigado et al. Anal Esp Ped. Medicina Fetal y Neonatoldgica 1996; . 44: 50-68).

A gestational age of over 35 weeks as determined by echography or the dete of the last period
(DLP), and clinical evaluation of the newbom Infant,

A chronological age of over 3 years.

Current stature equel to or under percentlle 3 or -1.88 SDS (Heméndez, . Madrid. Editorial
Garsl,1988).

Current growth rate equal to or under percentile 50, in relation to chronological age
(Heméndez, . Madrid. Editorlal Garsl,1988).

A normmal karyotype In girs.

7. Obtainment of Informed Consent In writing from the patientlegal representative.
Exclusion criteria

nrps

Post-ischemic neonatal encephalopathy. )

Assoclated endocrine pathology, except hypothyrokdism with substiution therapy.

Chronic sterold treatment.

Serlous chronic lliness (blood pathology, pulmonary disease, liver pathology, malabsorption,
neurclogical alterations, eto.).

Neoplasms.

7. A history of intracranlal radiation.

7.
8.

[00105)

Syndromes (bone dysplasla, fetal alcoholic syndrome, Tumer, Seckel and other dysmorphic
syndromes) except Syiver-Russell, '

Chromosomal alterations.

Patients previously treated with growth hormone.

Using the method described In Exemple 1, the genotypee for the GHRd3 were

determined for the group 71 patients. The results are shown In Table 1 and Table 2.

Table 1: GHRd3 genotype distribution in SGA patienta

SGA patients N=71
K 35
da 27
da/d3 _ 9

oF
b>
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Table 2: GHRd3 genotype distribution in SGA patients by gender

GHR genoctype 7] ivd3 da/da

N 35 27 9
l_Malo 21 12 5

Fernale 14 156 4

[00198) Patlents were treated with rhGH at a dose of 1.4 (U.kg.week). Growth rates were

followed for a 1-year perlod during treatment with thGH (Table 3). Patlents who carried the GHRd3
variant grew at a slower rate when treated with rtGH. The genomic varlation of the GHR sequence Is
therefore assoclated with a marked difference In the Increment of growth veloclly after rGH treatment.

Table 3: Growth rates In the three genotypic groups

fm . /d3 da/d3
35 27 )
| Growth velocily at onset (cmAr): | 4.49 + 0.38 4951035  |5.6710.50
Year1 | 10,131 0.38 0.56 + 0.27 .12+ 0.50

Correcied Y1-0 (cmiy): 5.6310.49 4.611039 3.44 1 0.85
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CLAIMS

1. A method of predicting a subject's response to an agent capable of binding to a GHR protein,
comprising determining In the subject the presence or absence of a GHRd3 allele and/or a GHRf1
allele of the GHR gene, whereln the GHRAJA allele Is correlated with a ITkelhood of having a decreased
posiive responee to sald agent and the GHR1 allele Is comelated with a likellhood of having an
increased positive response to sald agent, thereby Identifying the subject as having a decreased of an
increased lkelhood of responding to treatment with sald agent.

2. The method according to claim 1, wherein gald subject is idiopathic short stature (ISS), very low
birth welght (VLBW), intra uterine growth retardation’ (1JUGR), or small for gestational age (SGA).

3. The method according o claim 2, wherein sald subject Is SGA..

4. The method according 1o any one of claime 1 to 3, wherein sald agent Is a GHR agonist
5. The .method according to claim 4, whereln said GI-;FI agonist ls GH, preferably somatropin.
6. The method according to claim 1, wherein aald agent ls a GHR antagonist

7. The method according to claim 6, wherein said GHR antagonist is Eeg\!lsomant. .

8. A method for treating a subject suffering of a disease or a disorder involving GHR, the method
_ comprising: .

(a) determining in the subject the presence or absence of a GHRJ3 allele and/or a GHRI1 allele of
the GHR gene, wherein the GHRAdJ3 allele ls comrelated with a likellhood of having a decreased positive
response to an agent capable of binding to @ GHR protein or acting via the GHR pathway and the
- GHRI1 aliele Is correlated with a likellhood of having an Increased positive response to sald agent; and
(b) selecting of determining an effective amount of sald agent 1o administer to eald subject.

9. The method according to claim 8, wherein sald subject having short a siatire is idiopathic short
stature (ISS), very low birth weight (VLBW), Intra uterine growth reterdation’ (IUGR), or small for
gestational age (SGA).

10. The methed according to claim 9, wherein sald subject s SGA.

11. The method according to any one of claims 8 to 10, whereln sald agent ls a GHR agonlst.
12. The method according.to claim 11, wherein said GHR agonist ie GH, preferebly somatropin.
13. The method according to claim 8, wherein sald agent is 2 GHR antagonist.

14. The method according to claim 13, whereln sald GHR antagoniet s pegvisomant.
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15. The method according to any one of claims 8 to 14, further comprising (¢) administering sald
effective amount of sald agent to sald subject.
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310 315 320
atc tta gce att cat gat age tat aaa ccc gaa ttc cac agt gat gac 1063
Ile Leu Ala Ile His Asp Ser Tyr Lys Pro Glu Phe His Ser Asp Asp
325 330 335 340
tct tgg gtt gaa ttt att gag cta gat att gat gag cca gat gaa aag 1111
Ser Trp Val Glu Fhe Ile Glu Leu Asp Ile Asp Glu Pro Asp Glu Lys
345 350 355
act gag gaa tca gac aca gac aga ctt cta age agt gac cat gag aaa 1159
Thr Glu Glu Ser Asp Thr Asp Arg Leu Leu Ser Ser Asp His Glu Lys
360 365 370
tca cat agt aac cta ggg gtg asg gat ggc gac tct gga cgt acc agce 12b7
Ser His Ser Asn Lau Gly Vel Lys Asp Gly Asp Ber Gly Arg Thr Ser
375 ago k}:1]
tgt tgt gaa cct gac att ctg gag act gat ttc aat gcc aat gac ata 1255
Cys Cys Glu Pro Asp Ile Leu Glu Thr hsp FPhe Asn Ala Asn Asp lle
aso 395 400
cat gag ggt acc tca gag gtt get cag cca cag agy tta aaa ggg gaa 1303
His Glu Gly Thr Ser Glu Val Ala Gln Pro Gln Arg lLeu Lys Gly Glu
405 410 ) 415 420
gca gat ctc tta tge.ctt gac cag aag aat caa aat aac tca cct tat 1351
Ala Asp Leu Leu Cys Leu Asp Gln Lys Asn Glh Asn Asn Ser Pro Tyr
425 430 435
cat gat get tge cect get act cag cag ccec agt gtt atc caa gca gag 1399
His Asp Ala Cys Pro Ala Thr Gln Gln Pro Ser Val Ile Gln Ala Qlu
440 445 450
aaa aac aaa cca caa cca ctt cct act gaa gga gct gag tca act cac 1447
Lys Asp Lys Pro Gln Pro Leu Pro Thr Glu Gly Ala Glu Ser Thr His
455 460 465
caa gct gee cat att cag cta age aat cca agt tea ctg tca aac atce 1495
Gln Ala Ala His Ile Gln Leu Eer Asn Pro Ser Ser Leu Ber Asn Ila
470 475 480
gac ttt tat goc cag gty age gac att aca cca gea ggt agt gtg gte 1543
Agp Phe Tyx Ala Gln Val Ber Asp Ile Thx Pro Ala Gly Ber Val Val
485 490 495 500
ctt toc cog gge caa aag aat aag gca ggg atg tce caa tgt gac atg 1591
Ieu Ser Pro Gly Gln Lys Asn Lys Ala Gly Mat Sexr Gln Cys Asp Mat
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‘cac ccg gaa atyg gtc tca ctec tge caa gam aac tte ctt atg gac aat 1639
His Pro Glu Met Val Ber Leu Cys Gln Glu Asn Phe Leu Net Asp Asn
540 525 530
gce tac tte tgt gag gea gat goc asa aag tge atc cct gtg get cct 1687
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taasatgatt gtagteaatet geattattgg aatatmattg ttttatctgn_ntttttanac 2760

aagtatttgt taatttagaa aactttaaag cgtttgcaca gatcaactta ccaggcacca 2820
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aactgtgeet
agggggnagy
tttcaaggea
tatgccagag
tgagaaccca
gataaassat
attcttcagt
cctatctacc
gtccececact
agctgtnaan
ttacatgtac
ggtaaggtat
atgtgttcag
cctigagtec
atcaactctt
gcatcagtca
taggaactgt
gtttcactgg
gaataactta
caagcccaga
aatacttcaa
ccatctacta
atctcacacce

cecctacttec

taagaaatac
tataggtaaa
attaatggaa
gagctcttagt
qnattct?ta
tggcaaggaa
tcatattgaa
tggtttgtag
cggaacttag
gggacaccaa
tggaaatage
tcagatgcca
tggtgtteec
cagcttatta
gtgggttgga
ctatccagaa
ctcteecectt
ggtctttcet
acteattage
gtcaagaaac
gaggtaaaac
gaggtaacgt
caagagatge
gutagagtga
ctaatgtcaa
atasagttct

aggatcatte

gttgatttgy
tttaaacatt
aggactattc
tgattactge
tagaatgtgy
atatactttg
aagcaagtca
ggcatgacte
tceteggegg
ctgggtggtt
atcagataac
actgcaagta
acaacctcee
gaaaggatat
gttgeagagt
tetectcggat
cctgaggttg
gtgaccatgce
atacgaaagna
ggagacaagg
tcagtgttta
gatcagatgt
atacttttct
cactacattc
tcaaattacg
gtttetctea

acatgtttat

ttcagaaagg
ttctggttga
aggttaagat
ctggatctgg
attttteccca
gggctaatat
caatatacaa
cccagaaccec
gaatctctee
ctcaaattca
cacaggttta
ataggttgtt
cetecggttt
tacaaaggac
ttccatgacc
taagacattg
gagagtgggg
cccatcctga
cacttatcac
tcaaatatgt
ctgtgggect
guggaattct
agctgggatg
atcatttttce
actgtgttta
tgttgagett

ttctanaaat

1o

caggacaact
caattagttg
atgtttctta
gaaggaagga
taagagactt
tttncettgt
ggtcaaataa
ttaggtagga
ccacacaaat
attcaattct
cggctcatte
acctatactt
gataattcga
acagatgaag
tectetgagty
gccnctgg?g
ctgeagtgte
ggctctcecag
tacagagatt
atttcacaat
gagccatget
ggagasacac
cttacaaagc
attttttect
tagtggatga
ttcacctecce

aaactttttt

PCT/IB2005/002086
caaatgggga 780
agtttgtetg 840
ttggacctaa 900
aggaaaacaa 960
tgtagggcaa 1020
ctcataatgt 1080
aaccatctga 1140
atttgggcaa 1200
tctccaacag 1260
gaccaatcta 1320
caacaatact 1380
ctagccagte 1440‘
gacagettge 1500
agatggatag 1560
cagcatctte 1620
atcasattaa 1680
tcaacctcta 1740
gagccceccag 1800
cgaaggattt 1860
atcaccagta 1930
gaccctctaa 1560
ctttcaccac 2040
aacccactet 2100
gttttttatg 4160
attatggace 43220
ttcattcecet 32280
tactgaactt 2340
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tttttcatac
tttaanactca
cgtgagaccc
‘tttagaggtt
tactttakeca
tattttaaag
agttccctga
ccaccgctca
gcecttggecc
ccagtgttac
caatggacce
amgctcttge
aggttttatc
atggagtogg
anccteocee
ccgeatcatt
tctgectggte
gttttgggee
gctgcaggte
gtgtttceet
gtgtgececaa
aggcaaagac
tgtcttgaag
ggttaaagga
gataaggatg
ataggtgtga
tattgcccaa

cacttgtgee

tgtttaaaaa
aataatgtag
aaaagtaatt
aggtgcaatt
tttgaaaatyg
agatttatte

tececcteteac

aacccctagg

cttggccect
aaagttcttt
tetgecttat
ccagtgtect
gagtagtgga
asggtgaact
aggcaagcte
teaccatctg

tgcttetgga

.aaaaggtage

ttcaggettg
gtctecetgte
ggccgtcaga
ataaatcagt
tggggactty
acaaaactgt
ctatgtcaga
cttaaccctt
agagtctatt

taaactccaa

gaatttatat
gaaatctttt
aagaccaggt
ttaattttta
atgccataac
tgagccaata
agagcttgeg
gagagaatac
tagccccgag
cagctttgea
agcaaaggca
agapaaaaca
ggtggetete
tcctectgaag
ctctecagegt
tctgectggte
acctcaggtt
tttttggaca
aggotgggge
catatcacca
tteagtttgg
acatgguagg
caggtcatag
acagaagctt
gtcageccaca
geettgeatg
tagtcagtct

aggggaggta

ttctcttcat
tttaaaaaat
tttcatttge
asaggugggat
aggtgttage
taagtgactg
acagggatgt
agacggtcag
gtagtgtcta
gtccacggac
gagggccagt
gatcatacag
agcaagatgg
tcgggocageo
ccagatgtte
agctggettg
cagagtttat
tgaaaacgga
ctttgcecag
gtattcacag
ttotgtatgt
tatacattgg
tttggticag
cgagttagca
aaatgacctg
gocctaaggte
tatgatctct

tatccaacct
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tettacagat
tgttccctac
tgtgatttgt
tattatgaga
agaasaatca
tggcceccatt
ggctcacctg
gtgcaasaggc
ggggtgggat
agcttgagtg
gtgacagcett
gggctcgaag
atggggagtg
cagtggetgg
ctetteccte
ctggtgtget
atgagtgcac
aatgocetgtt
gaactaccct
tctcaaggag
ttecagggagg
ttcactctga
agattcttta
aaaagaaata
tttagcaaga
ttgtttataa
actttaacat

gecttececat
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aagattcaag
tgtgtctagg
gtgagttctt
ggagaaatca
aactgtaaaa
gaaatgagcg
ttecagttgee
tggggcaagt
gcctgcaace
ttaatcaget
tctgtatcce
gatgagtgea
gogaagtggoa
actcttctcc
toctcteotetg
ggtctgttgg
gataggaagt
cccatttagg
cttctaccca
tcttgagaaa
caggaattac
aaaggcagga
atctgcoagtt
tttaaattaa
ttaatggcect
tttagtatct
taastgctgyt

tgtggccagy

2400
2460
2530
2580
2640
2700
2760
2830
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

4020

P
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aacctttctce
aggattttgt
ggttttette
tgcanagtgt
atgatatttt
tggtagtaac
ggattpnttt
tccccaatgt
atgaatggtt
tetggttgtt
tqtgagacac,
agatgctaat
ccagectcag
tgettttttt
aggasaaaag
gectettttt
aggtttacac
attatgcectt
tcctttgaca
gcgtctccaa
gtcctttaca
tatagaactc
caaagcctaa
atagtagtag
atatgctaga
agatattget

ttctagagte

tggagtcecc
ttttagttta
tetttetgtt
taatccagge
ccatgtttta
tggaatagtg
tttaacttct
tggaagtgga
tagcacccte
taaaagtgtg
ctgecteeget
acagcectgea
gtacttttitt
tetatttttt
aggaaatgat
ataaattctt
tggtagaaag
attgtaaget
atctectcett
attctctagt
acatgatagc
accagattgt
actttatget
gtacttgttt
gtccatatta
attettgttg

acgaaatcat

ttggccaaga
cacagggtca
tcagccacag
ctaaagacaa
gtgtaattaa
actgagttga
gatatagttt
gactgagagy
ctetttgtge
tggeacctcece
tcaccatgat
gaactgtgag
atagcaatga
gcttgtgett
acatcatgga
tttaanatta
ttasacttgt
ctttcttaac
caaccacaag
cctgaacaac
gtttgecetee
gtggtctgea
tcttetaaat
aattasattt
tgcaataagg
ttattctaaa

aatttgaatt

aggggtccat
tatcagattyg
cagctatcet
gtasgaattt
gctactatcc
aattttatag
ggatgtttgt
agatgtttgg
tgtcctecace
cccttcaatc
tataggcttc
ccatttaaat
aagcaaacta
gaaggttaag
tcaacaatta
ttttcattat
ctetccaace
cttaanatga
acagaaceee
atgctgeett
tgacatttta
tgaatgaatt
cccttacate
tagggatgga
gaagggaaga
teagttaaga

ttatgactaa
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teggttggtt
ttttgatggg
tagcagagea
cagtcctttt
tttctctatt
gcaagcaaaa
cccttccaaa
gtcatgtgggy
atgagtgagt
tcttgetecce
ctgaggcttt
catttttett
atacaacttc
taaggccaaa
tttattgaat
tatcttgaag
aaattgcectt
ctttacacat
accatcaact
ctectgettec
gtgtgtgtgt
aattctattyg
tectaaaaan
tattttteat
cagtgtacct
tattgetatt

attgcagaat
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tgggaagctg
gatgactaat
ccctggagte
tcttecttca
ttatttggge
cattttttaa
tctcatgtaa
cagattccte
tctecatgaga
actetegecee
caccagaagc
tataaatcac
tgtgcaagge
ttaatgaagg
ttaggasact
tatttatcta
aagcttcaaa
tceccgetgg
ctgtggggaa
atggaacttt
tagcecetgea
aactttaagy
attctgatce
cagtggaagt
aaatcagtta
ctigttgtta

taatttccaa

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5320
5280
5340
5400
5460
5520
5580

5640
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tgtgagattt

aacaactgtc

taagaagcat

getgtttggt
agatgagtta
tactaatggt
cttcactgte
gtgcaggata
cctgtteccea
taccctectte
aaggagtctt
gggtctaaga
tgttgaacaa
aagacgacta
tetttccage
agtaacctat
atcattgecet
tcacctcact
tgtactcagt
aaggagectcc
<3210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4
aatctttttt

gaccaggttt
aatttttaaa

gccataacagy

taacattatt
attcaattgt
ctgacatgtt
tetgtetgog
tgtgctttat
acatgcttca
ccccaaagty
gggggtgtet
tttaggacta
tacccagtgt
gagaaagtgt
agcgtaaaca
cttectacca
gctaattatc
tttttcttat
atcagtgtct
tttatcatca
ctgtcactgt
ctttagctgt

atagtgcaca

1474
DNA
Homo sapilens

taaasaattg
tecatttgetyg
agggggatta
gtgttagcag

tecttggagg
cagttgtgee
aagctgetec
ttteccagec
attctgtaag
cattgaaacc
g;agtnggat
tgggccaaaa
caggtcttca
ttcecetgtet
gocccaaggec
ttgtgecttyg
gtcatttgge
attcatatgt
caaaagtcac
gtaacagtgyg
cgagectcac
atacattgtt
gtgecectgag

tgettgaaca

ttcectactyg
tgatttgtgt
ttatgagagg

aagaatcaaa

tgaccaaaaa
agaccaceaa
ctaattaaca
agtatattce
gaaatgagaa
atcctcctga
ttctectaagt
ggtagctttt
ggcttgaggy
cctgtcecata
gtcagattca
ttgaaataca
atatgttgat
gutaagtcac
ctgetetetg
gcacctatca
atccagatgt
accgtgtcac
ggagacagag

tatcattgee

tgtctaggeg
gagttctttt
agasatcata

ctgtannata

13

ggagagetgg
tcetttatag
cagaggttgt
aaagectttt
gtaatcagtt
cacaaacata
aattttettt
tggacatgaa
tggggoccttt
tcaccagtat
gtttggttct
gecctctaggt
ttcetgtcectt
atagatactyg
tcecocaggaac
tagtgcacat
gacagactca
anacatttaa
taagatactg

ttt

tgagacccaa
tagaggttag
ctttatcatt

ttttaaagag
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tactgttttt
cccteetgtt
aaasagaagtg
ttcactcaac
gaaaatgtgt
atactttgece

acttatatga

aacggaaatg -

gccocaggaac
tcacagtcte
gtatgtcaca
atggaggatg
catgatacgt
acttcceccta
gactggctaa
gcttgaacat
agtgctcaca
cagtctgectg

ccttgacate

angtaattaa
gtgcaatttt
tgaaaatgat

atttattctyg

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780

6823

60
120
180

240
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agccaatata
agcttgegac
gagaatacag
goceccgaggt
gctttgeagt
caaaggcaga
aspaaacaga
tggectectcag
ctctgaagtc
ctcagegtec
tgctggtcecag
ctcaggttca
tttggacatg
ggtggggect
tatcaccagt
cagtttggtt
cagcctctag
atttcectgtce
acatagatac
tgtcccagga
catagtgeae
<210> S
<211> 20
<3212> DRA
<213>
<400> 5
tgtgctoggte

<210> 6
«<311> 20
<212> DNA

agtgactgtg
agggatgtgy
acggtcaggt
agtgtctagg
ccacggacag
gggccagtgt
tcatacagog
caagatggat
gggcagccca
agatgttcct
ctggettget
gagtttatat
aaaacggaaa
ttgecccagga
attcacagtc
ctgtatgtca
gtatggagga
ttcatgatac
tgacttcece
acgactgget

atgcttgaac

Homo saplens

tgttggtcty

gccceattga
ctcacctgtt
gcaaaggctg
ggtggugtge
cttgagtgtt
gacagettte
gctecgaagga
goggegtagg
gtggctggac
cttecctete
ggtgtgetgg
gagtgcagga
tgeetgtteo
actaccctct
tcaaggagtc
caggytctaa
tgtgttgaac
gtaagacgac
tatcttteca
aaagtaacct

atatecattge

aatgagcgag
cagttgcecee
gggcaagtge
ctgcaacccce
aatcagctca
tgtatcccaa
tgagtgcaag
asagtgggyat
tcttctccaa
tctectetgee
tetgttggte
tagggggtgt
catttaggge
tctaccecagt
ttgagaaagt
gangcgtaaa
aacttcctac
tagctaatta
gottttteet

atatcagtgt

cttt

14

ttecectgate
accgctcana
cttggeccect
agtgttacaa
atggacccte
gctettgece
gttttattga
guagtgaggea
ccteccecag
gcatcatttc
tgctggtcectg

tttgggcceaa

tgcaggtctt’

gttteccetgt
gtgcccaagg
cattgtgect
cagtcatttg
. tcattcatat
atcaaangtc

ctgtaacagt

PCT/m 20057002086 9(%
@

cctetcacag
cccctagggg
tggcccotta
agttcttteca
tgccttatag
agtgtcctag
gtagtggagg
ggtgaactte
gocaagctect
accatctgtc
cttctggaac
aaggtagett
caggettgag
ctcctgteca
ccgtcagatt
tgttgaaata
gcatatgttg
gtggtaagte
acctgetcte

gggcacctat

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
13200
i250~
1320
1380
1440

1474
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<113> Homo saplens

<400> 6
agtegttcect gggacagaga

<210> 7

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
cctggattaa cactttgcag actc

15
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PC-32435A 1

PROCEDIMIENTOS PARA PREDECIR LA RESPUESTA TERAPEUTICA
FRENTE A AGENTES QUE FUNCIONAN SOBRE EL RECEPTOR DE LA
HORMONA DEL CRECIMIENTO

CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencién se refiere a procedimientos para predecir la magnitud de
la respuesta terapéutica de un sujeto frente a agentes que funcionan sobre el
receptor de la homona del crecimiento. Los aspecios preferidos incluyen
procedimientos para aumentar la altura de sujetos humanos que tienen baja
estatura, y para tratar la obesidad y acromegalia.
ANTECEDENTES
La mayoria de los nifios con baja estatura significativa no tienen
deficiencia de hormona del crecimiento (GHD) como se define clasicamente por
la respuesta de GH frente a estimulos desencadenantes. Una vez se han
excluido las causas conocidas de baja estatura, estos sujetos se clasifican con
diversos términos, incluyendo baja estatura familiar, retraso constitucional del
crecimiento, “muy bajo peso al nacer" (VLBW), baja estatura “idiopética® (ISS).
El caso de nifios que han nacido bajos de padres de tamafio normal se llama
“retardo del crecimiento intrauterino” (IUGR). Los nifios que han nacido bajos
para su edad se llaman “pequeiios para la edad gestacional” (SGA). Algunos, y
presumiblemente una gran cantidad de estos nifios puede no alcanzar su

potencial genético para la altura, aunque no se ha infoomado de los resultados



10

15

de estudios de longitud a gran escala. Como hay muchos factores que
contribuyen al crecimiento y desarrollo normales, es probable que sujetos con
ISS, IUGR, SGA como se han definido, sean heterogéneos con respecto a su
etiologla de baja estatura. A pesar de no ser clasicamente deficientes en GH, la
mayoria de los nifios con ISS responden al tratamiento con GH, aunque no
todos igualmente bien.

Muchos investigadores han buscado los trastornos en la secracién de
GH espontanea en este conjunto de sujetos. Una hipdtesis sugiere que algunos
de estos sujetos tienen una secrecién inadecuada de GH enddgena en
condiciones fisiolégicas, pero son capaces de demostrar un aumento de GH en
respuesta a estimulos farmacolégicos, como en ensayos de estimulacién de
GH tradicionales. Este trastomo se ha llamado “disfuncién neurosecretora de
GH”, y el diagnéstico se basa en la demostracién de un patrén de GH en
circulacion anormal en una toma de muestras de suero prolongada. Varios
investigadores han informado de resultados de dichos estudios, y han
descubierto que esta anomalidad estd sdlo presente ocasionalmenta. Otros
investigadores han postulado que estos sujetos tienen “GH bicinactiva®; sin
ambargo, esto aun no se ha demostrado de manera concluyente.

Cuando se cloné el receptor de GH (GHR), se demostré que la actividad
de unién de GH principal en sangre se debia a una proieina que se obtiene del
mismo gen que el GHR y comesponde al domino extracelular del GHR de

longitud completa. Casl todos los sujetos con sindrome de insensibilidad a la
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hormona del crecimiento (o0 de Laron) (GHIS) carecen de actividad de unién al
receptor de la hormona del crecimiento y tienen actividad de proteina de unién
de GH (GHBP) ausente o muy baja. Dichos sujetos tienen un valor de
desviacién tipica de allura medio (SDS) de aproximadamente -5 a -6, son
resistentes a tratamiento con GH, y tienen concentraciones en suero
aumentadas de GH y bajas concentraciones en suero de factor de crecimiento
tipo insulina (IGF-I). Responden al tratamiento con IGF-l. En sujetos con
defectos en el domino extracelular del GHR, la carencia de GHBP funcional en
la circulacién puede servir como marcador para la insensibilidad a GH.

Los sujetos con ISS que son tratados con GH exdgena han mostradg
diferentes proporciones de respuesta al tratamiento. En particular, muchos
nifios responden en cierta medida, pero no completaments, al tratamiento con
GH. Estos sujetos tienen un aumento en sus velocidades de crecimiento que es
sOlo aproximadamente la mitad que la de los nifios que responden
completamente. El aumento de aftura total de los nifios después del curso del
tratamiento se reduce, por lo tanto, frente al de los nifos que responden
completamente, dependiendo de la duracién del tratamiento. Un modo de
mejorar el tratamiento de sujetos que no responden completamente ha sido
aumentar la dosificacién de GH, que ha dado como resultado velocidades de
crecimiento mejoradas en cierta medida y una ganancia de altura total. Sin
embargo, la dosificacién de GH aumentada no es deseable para todos los

sujetos debido a los efectos secundarios potenciales. La dosificacion de GH
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aumentada también implica un coste aumentado. Desafortunadamente no hay
actuaimente ninguin procedimiento para identificar sujetos con probabilidad de
ser menos sensibles antes de un tratamiento y un periodo de observacién
prolongados.

Hay, por lo tanto, una necesidad en la técnica de procedimientos que
puedan usarse para identificar un subconjunto de sujetos que muestren
proporciones de respuesta disminuida frente al tratamiento con GH. También
hay una necesidad de procedimientos que permitan el desarrollo de
medicamentos mejorados para el fratamiento de sujetos que tienen respuesta
disminuida frente a GH exdgena. También hay una necesidad en la técnica de
procedimientos que puedan usarse para identificar un subconjunto de sujetos
que muestren proporciones de respuesta aumentadas frente a GH y una
necesidad de procedimientos que pemitan el desarrolio de medicamentos
mejorados para el tratamiento de sujetos que tengan una respuesta aumentada
frente a GH.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a la identificacion de un aleio e isoforma
de GHR como un factor importante que contribuye a diferencias en la respuesta
positiva frente a GH exégena. La invencién por tanto proporciona un
procedimiento para predecir el grado de una respuesta positiva frente al
tratamiento con compuestos que funcionan mediante la via GHR, o

preferiblemente compuestos que se unen al GHR, tal como compasiciones de

2
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GH. Los procedimientos permiten la clasificacién de pacientes a priori como,
por ejemplo, de alta o baja respuesta. Permitir que un tratamiento se adapte a
un sujeto particular da como resultado beneficios econdmicos y/o efectos
secundarios reducidos (por ejemplo, del uso de una dosificacién apropiada de
composiciones de GH o del uso de un compuesto al que los sujetos no
muestran respuesta GHR diminuida).

La invencion demuestra que sujetos homocigéticos para el alelo GHRf1
muestran velocidades de crecimiento y cambios de altura en repuesta al
tratamiento con GH que son mayores que en sujetos heterocigéticos u
homocigéticos para el alelo GHRd3. La invencién también demuestra que
sujetos heterocigéticos para el alelo GHRA3 muestran velocidades de
crecimiento y cambios de altura en respuesta al tratamiento con GH que son
superiores que en sujetos homocigéticos para el alelo GHRd3.

La presenie invencién por tanto proporciona procedimientos para
determinar o predecir la actividad mediada por GHR, incluyendo
procedimientos para predecir la respuesta GHR al tratamiento, y
procedimientos para identificar un sujeto en riesgo de o diagnosticar una
afeccion relacionada con la actividad de GHR disminuida. Preferiblemente la
invencién proporciona procedimientos para predecir la respuesta de un sujeto
frente a un agente capaz de interaccionar con (por ejemplo, unirse a) un
polipéptido GHR.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencién proporciona un
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procedimiento para predecir la respuesta de un sujeto frente a un agente capaz
de unirse a una proteina GHR, que comprende determinar en el sujeto Ia
presencia o ausencia de un alelo del gen de GHR, donde el alelo esta
correlacionado con la probabilidad de tener una respuesta positiva aumentada
o disminuida frente a dicho agente, identificando de este modo el sujeto que
tiene una probabilidad aumentada o disminuida de responder frente al
tratamiento con dicho agente. Preferiblemente, el procedimiento comprende
determinar en un sujeto la presencia o ausencia de un alelo GHRd3 y/o un
alelo GHRf1 del gen de GHR, donde el alelo GHRd3 estéd correlacionado con
una probabilidad de tener una respuesta positiva disminuida frente a dicho
agente y el alelo GHRf1 esta correlacionado con una probabilidad de tener una
respuesta positiva aumentada frente a dicho agente. Preferiblemente, dicho
agente se usa para aumentar la altura o velocidad de crecimiento de un sujeto.

La presente invencién también proporciona un procedimiento para
predecir la respuestia de un sujeto frente a un agente para aumentar la attura o
velocidad de crecimiento de un sujeto, que comprende determinar en un sujeto
la presencia 0 ausencia de un aleio del gen de GHR, donde el alelo estd
correlaclonado con una probabilidad de tener una respuesta positiva
aumentada o disminuida frente a dicho agente, identificando de este modo el
sujeto que tiene una probabilidad aumentada o disminuida de responder frente
al tratamiento con dicho agente. Preferiblemente, el procedimiento comprende

determinar en un sujeto la presencia 0 ausencia de un alelo GHRd3 y/o un

00
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alelo GHRf1 del gen de GHR, donde el alelo GHRd3 est4 correlacionado con
una probabilidad de tener una respuesta positiva disminuida frante a dicho
agente y el alelo GHRf1 esta correlacionado con una probabilidad de tener una
respuesta positiva aumentada frente a dicho agente.

La invencién también proporciona un procedimiento para predecir la
respuasta de un sujeto frente a un agente para el tratamiento de una
enfermedad o un ftrastorno que implica GHR, comprendiendo dicho
procedimiento: determinar en el sujeto la presencia o ausencia de un alelo del
gen de GHR, donde el alelo esta correlacionade con una probabilidad de tener
una respuesta positiva disminuida o aumentada frente a dicho agente,
identificando de este modo el sujeto que tiene una probabilidad aumentada o
disminuida de responder frente al tratamiento con dicho agente.

Preferiblemente, los procedimientos de la Invencién comprenden
determinar en un sujeto la presencia o ausencia de un alelo de GHR que tiene
una delecioén, insercidon o sustitucién de uno o mas acidos nucleicos en el exén
3, 0 més preferiblemente que tienen una delecién de sustancialmente el exén 3
completo. En una realizacion preferida de los procedimientos anteriores, dicho
alelo del gen de GHR es el alelo GHRd3 y/o GHRf1.

Preferiblemente, dicho sujeto tiene una baja estatura. Més
preferiblemente, dicho sujeto que tiene una baja estatura tiene baja estatura
idiopédtica (ISS), muy bajo peso al nacer (VLBW), retardo del crecimiento

intrauterino (JUGR), 0 es pequefio para la edad gestacional (SGA). Ain mas
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preferiblemente, dicho sujeto es SGA. Como altemativa, dicho sujeto padece
de cuaiquier enfermedad o trastomo que implica GHR.

En una realizacién preferida, dicho alelo GHRd3 esté correlacionado con
una probabilidad de tener una respuesta positiva disminuida frente a dicho
agente (en cé:mparaclén con un sujeto que tiene un alelo GHRf1). En otra
realizacion preferida, dicho alelo GHRf1 esta correlacionado con una
probabilidad de tener una respuesta positiva aumentada frente a dicho agente
(en comparacién con un sujeto que tiene un alelo GHRd3). En una realizacién,
dicho agente es un antagonista de GHR tal como pegvisomant. En otra
realizacién, dicho agente es un agonista de GHR. Preferiblemente, dicho
agente es una composicién de GH, més preferiblemente somatropina.

Los procedimientos de la invencidn pueden usarse de manera
particulaninente ventajosa en procedimienios de tratamiento que comprenden
genotipificar un alelo de un gen de GHR, mas preferiblemente un alelo GHRd3
y/o GHRf1. Dicha genotipificacién es indicativa de la eficacia o beneficlos
terapéuticos de dicha terapia. En un ejemplo, los procedimientos de la
invencidn se usan para determinar la cantidad de un medicamento a
administrar a un sujeto. En otro ejemplo, los procedimientos se usan para
evaluar la respuesta terapéutica de sujetos en ensayo clinico o para
seleccionar sujetos para la inclusién en un ensayo clinico. Por ejemplo, los
procedimientos de la invencion pueden comprender determinar el genotipo de

un sujeto en el exén 3 del gen de GHR, donde dicho genotipo sitia a dicho

Q'ﬂ/
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sujeto en un subgrupo en un ensayo clinico 0 en un subgrupo para inclusién en
un ensayo clinico.

La invencién también proporciona un procedimiento para tratar a un
sujeto que padece de una enfemedad o un trastomo que implica GHR,
comprendiendo el procedimiento:

(a) determinar en el sujeto la presencla o ausencia de un alelo del gen
de GHR, donde el alelo esta correlacionado con una probabilidad de tener una
respuesta positiva aumentada o disminuida frente a un agente capaz de unirse
a una protelna GHR o funclonar mediante la via GHR; y

(b) seleccionar o determinar una cantidad eficaz de dicho agente para
administrar a dicho sujeto.

Preferiblemente, el procedimiento comprende determinar la presencia o
ausencia de un alelo GHRd3 y/o un alelo GHRf1 del gen de GHR, donde el
alelo GHRd3 esta correlacionado con una probabilidad de tener una respuesta
positiva disminuida frente a un agente capaz de unirse & una proteina GHR o
funcionar mediante la via GHR y el alelo GHRft esta correlacionado con una
probabilidad de tener una respuesta positiva aumentada frente a dicho agenta.
Preferiblemente, dicho agente se usa para aumentar la altura o velocidad de
crecimiento de un sujeto.

En realizaciones particularmente preferidas, la invencion describe un
procedimiento para aumentar el crecimiento de un sujeto, comprendiendo el

procedimiento:

oo
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(a) determinar en un sujeto la presencia o ausencia de un alelo del gen
de GHR, donde el alelo estd corrglacionado con la probabilidad de tener una
respuesta positiva aumentada o disminuida frente a un agente capaz de
aumentar el crecimiento de un sujeto; y

(b) seleccionar o determinar una cantidad eficaz de dicho agente para
administrar a dicho sujeto.

En un aspecto preferido, la invencién describe un procedimiento para
aumentar la velocidad de crecimiento de un sujeto humano, comprendiendo
dicho procedimiento:

(a) detectar si el sujeto tiene una altura menor de aproximadamente 1
desviacién tipica, 0 mds preferiblemente menos de aproximadamente 2
desviaciones tipicas por debajo de la normal para la edad y sexo,

(b) detectar si el ADN del sujeto codifica un polipéptido GHRd3 y/o
GHRf1; vy,

(c) administrar al sujeto una cantidad eficaz de GH que aumente la
velocidad de crecimiento del sujeto.

Un agente capaz de unirse a una proteina GHR o funcionar mediante ia
via GHR de acuerdo con cualquiera de los procedimientos de la invenclén es
preferiblemente un agente eficaz en el tratamiento de un trastorno o una
enfermedad que implica GHR. En una realizacién, dicho agente o medicamento
es un antagonista de GHR. En otra realizacion, dicho agente 0 medicamento es

un agonista de GHR. Dicho agente 0 medicamento es preferiblemente una

M
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composicion de GH. En una realizacidn preferida, dicho agente o medicamento
es somatropina. En otra realizacion preferida, dicho agente 0 medicamento es
pegvisomant.

Preferiblemente, dicho sujeto tiene baja estatura. Mas preferiblemente,
dicho sujeto que tiene baja estatura tiene baja estatura idiopdtica (1SS), muy
bajo peso al nacer (VLBW), retardo del crecimiento intrauterino (IUGR), o es
pequefio para la edad gestacional (SGA). Ain méas preferiblemente, dicho
sujeto es SGA. Como altemativa, dicho sujeto padece de cualquier enfermedad
o trastomo gue implica GHR.

En una realizacion preferida, dicho alelo GHRd3 estd comrelacionado con
una respuesta positiva disminuida frente a dicho medicamento (en comparacién
con un sujeto que tiene un alelo GHRf1). En otra realizacién preferida, dicho
alelo GHRI1 esté correlacionado con una respuesta positiva aumentada frente
a dicho medicamento {(en comparacién con un sujeto que tiene un alelo
GHRd3).

Preferiblemente, dichos procedimientos para tratar un sujeto humano
comprenden administrar a un sujeto homocigético o heterocigético para el alelo
GHRd3 una dosis eficaz de un agente 0 medicamento que es mayor que la
dosis eficaz que se administrarfa a un sujeto homocigético idéntico por lo
deméds para el alelo GHRf1, Como altemativa, dichos procedimientos para
tratar un sujeto humano comprenden administrar a un sujeto homocigético para

el alelo GHRd3 una dosis eficaz de un agente 0 medicamento que es mayor
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que la dosis- eficaz que se administraria a un sujeto homocigético o
heterocigético idéntico por lo demés para el alelo GHR{1.

En aspectos preferidos, dicho agente es una molécula GH.
Preferiblemente, la cantidad eficaz de GH administrada a un sujeto esta entre
aproximadamente 0,001 mg/kg/dia y aproximadamente 0,2 mgkg/dia; més
preferiblemente, la cantidad eficaz de GH estd entre aproximadamente 0,01
mg/kg/dia y aproximadamente 0,1 mg/kg/dia. En otros aspectos, la cantidad
eficaz de GH administrada a un sujeto es al menos aproximadamente 0,2
mg/kg/semana. En otro aspecto, la cantidad eficaz de GH es al menos
aproximadamente 0,25 mg/kg/semana. En otro aspecto, la cantidad eficaz de
GH es al menos aproximadamente 0,3 mg/kg/semana. Preferiblemente, la GH
se administra una vez al dia. Preferiblemente la GH se adminisira por
inyecciones subcutaneas. Mas preferiblemente, la hormona del crecimiento se
formula a un pH de aproximadamente 7,4 a 7,8.

Otro aspecto de la invencién concieme a un procedimiento para usar un
medicamento que comprende: obtener una muestra de ADN de un sujeto,
determinar si la muestra de ADN contiene un alelo GHRf1 asociado con una
respuesta positiva aumentada frente al medicamento y/o sl la muestra de ADN
contiene un alelo GHRd3 asociado con una respuesta positiva disminuida
frente al medicamento, y administrar una cantidad eficaz del medicamento al
sujeto si la muestra de ADN contiene un alelo GHRf1 asociado con una

respuesta positiva aumentada frente al medicamento y/o si la muestra de ADN
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carece de un alelo GHRd3 asociado con una respuestia positiva disminuida
frente al medicamento.

Como se analiza, los procedimientos comprenden determinar en el
sujeto la presencia o ausencia de un alelo GHR que tiene una delecién,
insercién o sustitucién de uno o mas acidos nucleicos en el exén 3, 0 mas
preferiblemente tiene una delecidn de sustancialmente el exén 3 completo. Un
alelo del gen de GHR asociado con una respuesta positiva disminuida frente al
medicamento es un alelo GHR que carece del exon 3, preferiblemente un alelo
GHRd3. Un alelo del gen de GHR asociado con una respuesta positiva
aumentada frente al medicamento es preferiblemente un alelo GHR (GHRf1)
que contiene el exén 3.

La invencién también concieme a un procedimiento para el ensayo
clinico de un medicamento, comprendiendo el procedimiento:

(a) administrar un medicamento & una poblacioén de individuos, y

(b) a partir de dicha poblacién, identificar una primera subpoblacién de
individuos cuyo ADN codifique una isoforma del polipéptido GHRd3 y una
segunda subpoblacién de individuos cuyo ADN no codifique una isoforma del
polipéptido GHRd3.

Como altemativa, la invencién concierne a un procedimiento para el
ensayo clinico de un medicamento, comprendiendo el procedimiento:

(a) administrar un medicamento a una poblacién de individuos; y

(b) a partir de dicha poblacién, identificar una primera subpoblacién de

%
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individuos cuyo ADN codifique una isoforma del polipéptido GHRf1 y una
segunda subpoblacién de individuos cuyo ADN no codifique una isoforma del
polipéptido GHRf{1.

Dicho procedimiento también puede comprender. (a) evaluar la
respuesta frente a dicho medicamento en dicha primera subpoblacién de
individuos; y/o (b) evaluar la respuesta frente a dicho medicamento en dicha
segunda subpoblacién de individuos. Preferiblemente, la respuesta frente a
dicho medicamento se evallia tanto en dicha primera como en dicha segunda
subpoblacién de individuos. Preferiblemente, dicha respuesta se evalia por
separado en dicha primera y segunda subpoblaciéon de individuos. Evaluar la
respuesta frente a dicho medicamento preferiblemente comprende determinar
el cambio en la altura de un sujeto.

La invencién también concierne un procedimiento para el ensayo clinico
de un medicamento, comprendiendo el procedimiento:

(a) identificar una primera poblacién de individuos cuyo ADN codifique
un polipéptido GHRd3 y una segunda poblacién de individuos cuyo ADN no
codifique un polipéptido GHRJ3J; y

(b) administrar un medicamento a individuos de dicha primera y/o dicha
segunda poblacién de individuos.

En una realizacién, el medicamento se administra a individuos de dicha
primera poblacién pero no a individuos de dicha segunda poblacién. En una

realizacién, el medicamento se adminisira a individuos de dicha segunda
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poblacién pero no a individuos de dicha primera poblacién. En otra realizacion,
el medicamento se administra a os individuos tanto de dicha primera como de
dicha segunda poblacidn.

Como altemnativa, la invencién concieme a un procedimiento para el
ensayo clinico de un medicamento, comprendiendo el procedimiento:

(a) identificar una primera poblacién de individuos cuyo ADN caodifique
un polipéptido GHRf1 y una segunda poblacién de individuos cuyo ADN no
codifique un polipéptido GHRI1; y

(b) administrar un medicamento a individuos de dicha primera y/o dicha
segunda poblacién de individuos.

En una realizacién, el medicamento se administra a individuos de dicha
primera poblacién pero no a individuos de dicha segunda poblacién. En una
realizacién, el medicamento se administra a individuos de dicha segunda
poblacién pero no a individuos de dicha primera poblacidn. En otra realizacién,
el medicamento se administra a los individuos tanto de dicha primera como de
dicha segunda poblacion.

£l medicamento de acuerdo con los procedimientos precedentes es
preferiblemente un medicamento para el tratamiento de baja estatura,
obésidad. infeccién, o diabetes; acromegalia o afecciones de gigantismo que
podrian estar asociadas con efectos lactogénicos, diabetogénicos, lipoliticos y
anabdlicos de proteinas; afecciones asociadas con retenciéon de sodio y agua;

sindromes metabdlicos; trastomos del estado de &nimo y el suefio, cancer,
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enfermedad cardiaca @ hipertension.

Un aspecto preferido de la invencién se refiere a un procedimiento para
el ensayo clinico de un medicamento, preferiblemente un medicamento capaz
de aumentar la velocidad de crecimiento de un sujeto humano, que comprende:

(a) administrar un medicamento, preferiblemente un medicamento capaz
de aumentar la velocidad de crecimiento de un sujeto humano, a una poblacién
de individuos; y

(b) a partir de dicha poblacion, identificar una primera subpoblacién de
individuos cuyo ADN codifique una isoforma del polipéptido GHRdJ3 y una
segunda subpoblacién de individuos cuyo ADN no codifique una isoforma del
polipéptido GHRd3.

Otro aspecto preferido de la invencién se refiere a un procedimiento para
el ensayo clinico de un medicamento, preferiblemente un medicamento capaz
de aumentar la velocidad de crecimiento de un sujeto humano, que comprende:

(a) administrar un medicamento, preferiblemente un medicamento capaz
de aumentar la velocidad de crecimiento de un sujeto humano, a una poblacion
de individuos; y

(b) a partir de dicha poblacién, identificar una primera subpoblacién de
individuos cuyo ADN codifique una isoforma del polipéptido GHRf1 y una
segunda subpoblacién de individuos cuyo ADN no codifique una isoforma del
polipéptido GHRfA.

Preferiblemente, dicho sujeto tiene baja estatura. Mas preferiblementse,
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dicho sujeto que tiene baja estatura tiene baja estatura idiopética (ISS), muy
bajo peso al nacer (VLBW), retardo del crecimiento intrauterino (IUGR), o es
pequefic para la edad gestacional (SGA). Aun mas preferiblemente, dicho
sujeto es SGA. Como alternativa, dicho sujeto padece de cualquier enfermedad
o trastorno que implica GHR. En una realizacién, el medicamento se administra
a individuos de dicha primera poblacién pero no a individuos de dicha segunda
poblacién. En una realizacién, el medicamento se administra a individuos de
dicha segunda poblacién pero no a individuos de dicha primera poblacién. En
otra realizacién, el medicamento se administra a los individuos tanto de dicha
primera como de dicha segunda poblacién.

Evaluar la respuesta frente a un medicamento capaz de aumentar la
velocidad de crecimiento de un sujeto humano o capaz de mejorar ISS, VLBW,
IUGR o SGA comprende evaluar el cambio en la altura de un individuo.
Aumentar la velocidad de crecimiento de un sujeto humano incluye no sélo la
situacion en la que el sujeto alcanza al menos la misma altura méaxima que
sujetos deficientes en GH tratados con GH (es decir, sujetos diagnosticados
con GHD), sino que también se refiere a una situacién en la que el sujeto
alcanza la altura a la misma velocidad de crecimiento que sujetos deficientes
en GH tratados con GH, o consigue la altura adulta que esta en el intervalo de
altura diana, es decir, una altura final consistente con su potencial genético
como se determina por la altura diana parental media.

En un aspecto de cualquiera de los procedimientos de la invencidn, la
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etapa de determinar si el ADN del sujeto codifica una isoforma del polipéptido
GHR particular puede realizarse usando una molécuia de 4cido nucleico que se
une especlficamente a una molécula de acido nucleico de GHR. En otro
aspecto, la etapa de determinar si el ADN del sujeto codifica una isoforma del
pollpépti&o GHR se realiza usando una molécula de dcido nucleico que se une
especificamente a una molécula de acido nucleico de GHR. Preferiblemente,
los procedimientos de la invencién comprenden determinar si el ADN de un
individuo codifica una proteina o polipéptido GHRd3. Como altermativa, los
procedimientos de la invenciéon comprenden determinar si el ADN de un

individuo codifica una proteina o polipéptido GHRf1. Sin embargo, los

procedimientos de la Invencién pueden comprender determinar si el ADN de un-

individuo codifica proteinas o polipéptidos GHRd3 y GHRf1. Por tanto, esto
puede comprender determinar si el ADN genémico de un individuo comprende
un alelo GHRd3 o GHRf1, si el ARNm obtenido de un individuo codifica un
polipéptido GHRd3 o GHRf1, o si el sujeto expresa un polipéptido GHRd3 o

GHRf1.

Por ejemplo, en cualquiera de las realizaciones anteriores, determinar si
el ADN de un individuo codifica un- polipéptido GHRd3 o GHRf1 puede
comprender:

(a) proporcionar una muestra biolégica;

(b) poner en contacto dicha muestra biolégica con:

I) un polinucleétido que hibrida en condiciones rigurosas con un

©
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alelo GHR, preferiblemente un acido nucleico de GHRd3 o GHRI1; o
i) un polipéptido detectable que se une selectivamente a un alelo

GHR, preferiblemente un polipéptido GHRd3 o GHRf1; y

(c) detectar la presencia o ausencia de hibridacién entre dicho
polinucledtido y una especie de ARN en dicha muestra, o la presencla o
ausencia de unién de dicho polipéptido detectable con un polipéptido en dicha
muestra.

Preferiblemente, la muestra biolégica se pone en contacto con un
polinucleétido que hibrida en condiciones rigurosas con un dcido nucleico de
GHRd3 o GHRf1 o un polipéptido detectable que se une selectivamente a un
polipéptido GHRd3 o GHRf1, donde una deteccién de dicha hibridacién o de
dicha uni6n indica que dicho GHRd3 o GHRf1 se expresa en dicha muestra.

Preferiblemente, dicho polinucledtido es un cebador, y dicha hibridacién
se detecta por deteccion de la presencia de un producto de amplificacién que
comprende dicha secuencia cebadora. Preferiblemente, dicha etapa de
genotipificacién comprende una realizacién por separado en electroforesis de
poliacrilamida y tincién con piata. Preferiblemente, dicho polipéptido detectable
6s un anticuerpo. Detectar los polipéptidos o acidos nucleicos de GHRd3 y
GHRf1 puede realizarse por cuaiquier procedimientoc apropiado. Por ejemplo,
puede evaluarse un nivel en suero del dominio extracelular de GHRd3 o GHRf1
(por ejemplo, la protelna de unién a GH de alta afinidad). Las sondas o

cebadores oligonucleotidicos que hibridan especificamente con una secuencia
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ADNc o gendémica de GHRd3 también son parte de la presente invencién, asi
como procedimientos de ampilificacion y deteccion de ADN usando dichos
cebadores y sondas.
DESCRIPCION DETALLADA

La actividad GH estd mediada por el receptor de GH (GHR), analizado
anteriormente. Se ha demostrado que dos moléculas de GHR interaccionan
con una unica molécula de GH (Cunningham y col., (1991) Science 254: 821-
825; de Vos y col., (1992) Sciance 255: 306-312; Sundstrom y col., (1996) J.
Biol. Chem. 271: 32197-32203; y Clackson y col., (1998) J. Mol. Biol. 277:
1111-1128. La unién sucede en dos sitios de unién a GHR unicos en GH y un
bolsillo de uniébn comun en el dominio extracelular de dos receptores. El sitio 1
en la molécula GH tiene afinidad més alta que el sitio 2, y la dimerizacion del
receptor se cree que sucede secuenciaiments, con la unién de un receptor al
sitio 1 en GH seguido por el reclutamiento de un segundo receptor en el sitio 2.
Cunningham y col (1991, supra) han propuesto que la dimerizacién del receptor
es el suceso clave que conduce a la activacién de senal y que la dimerizacién
estd dirigida mediante la unién de GH (Ross y col, J. Clin. Endocrinol. &
Metabolism (2001) 86(4): 1716-171723. Tras la union del ligando, los GHR se
internalizan rdpidamente (Maamra y col, {(1999) J. Biol. Chem 274: 14791-
14798; y Harding y col., (1996) J. Biol. Chem. 271: 6708-6712), con una
proporcion reciclada a la superficie celular (Roupas y col., (1987) Endocrinol.

121: 1521-1530).
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Més recientemente se ha descubierto una isoforma de GHR mencionada
como GHRd3 que contiene una delecién del exdn 3. (Urbanek M y col., Mol
Endocrinol Feb 1992; 6(2): 279-87; Godowski y col (1989) PNAS USA 86:
8083-8087). La delecién se cree que es el resultado de un suceso de corte y
empalme altemativo que conduce a la retencioén o la exclusion del exdn 3, que
corresponde a la isoforma GHRf1 de longitud completa o la isoforma GHRd3
con el exédn 3 delecionado. Varios resultados contradictorios siguieron a Ia
identificacion de la isoforma GHRd3. Los informes propusieron que la isoforma
GHRd3 se somete a corte y empalme especifico de tejido, que el patrén de
expresién estd regulado de forma desarrollada, mientras que otros informes
propusieron que la isoforma GHRd3 es especifica de un individuo. Otro informe
sugirié que el corte y empalme es el resultado de un polimorfismo genético que
se trasmite como un rasgo mendeliano y altera el corte y empalme (Stallings-
Mann y col., (1996) P.N.A.S U.S.A. 94: 12394-12399). Finaimente, Pantel y col
((2000), J. Biol. Chem. 275 (25): 18664-18669), demostrd tras un analisis del
locus GHR que en humanos la isoforma GHRd3 se transcribe a partir de un
alelo GHR que lleva una delecion genémica de 2,7kb que abarca el exén 3.
Pantel también identificé dos retroelementos flanqueantes en las muestras de
ADN gendmico de individuos que expresan sélo GHRf1, pero s6lo un Unico
retroelemento en el ADN de individuos que expresan GHRd3, sugiriendo que la
delecién del exdn 3 es el resultado de un suceso de recombinacién homdloga

entre los dos retroelementos localizados en el mismo alelo GHRf1.
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La proteina hGHRd3 difiere de hGHR de longitud completa (GHRf1) por
una delecidn de 22 amino4cidos en el dominio extracelular del receptor. La
isoforma GHRd3 codifica una proteina GHR estable y funcional (Urbanek y col.,
(1993) J. Biol. Chem. 268 (25). 19025-18032). Como Urbanek y col. (1993)
informaron de que la isoforma GHRd3 se integra de manera estable en la
membrana celular y une e intemaliza el ligando tan eficazmente como hGHR,
no se identificaron diferencias funcionales a partir de la isoforma GHRf1.

La presente invencién est4 basada en el descubrimiento de que sujetos
humanos que llevan un alelo del receptor de la hormona del crecimiento (GHR)
que tiene una delecién en el exén 3 (GHRA3) tienen una respuesta positiva
inferior frente al tratamiento con un agente que funciona mediante la via GHR
que sujetos que no llevan el alelo GHRd3. En particular, los sujetos que llevan
el alelo GHRd3 mostraron una respuesta positiva inferior frente al tratamiento
con hormona del crecimlento recombinante (GH) que sujetos que no llevan
dicho alelo GHRd3. Durante el curso del tratamiento con GH recombinante, los
sujetos que tenian ISS, IUGR, VLBW o SGA y lievaban el GHRd3 tuvieron una
pérdida en las velocidades de crecimiento con respecto a los sujetos que
tenian 1SS, IUGR, VLBW o SGA y no llevaban el alelo GHRd3. Maés
particularmente, los sujetos SGA mostraron una pérdida en la velocidad de
crecimiento de aproximadamente un 40%.

De hecho, 71 nifios con SGA que se habian incluido en ensayos para el

tratamiento con GH recombinante se examinaron respecto a la asociaciéon de la
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variante del exén 3 de GHR comun y la respuesta de velocidad de crecimiento
frente al tratamiento con GH. El aleio GHRd3 estuvo presente en 36 pacientes,
de los cuales 9 fueron homocigotos GHRd3/d3 y 27 fueron heterocigotos
GHRd3/f1. Después del ajuste para la edad, sexo, dosis de rGH, se descubrié
que nifios que llevaban el alelo GHRf1 crecleron a una velocidad superior
cuando se trataron con rGH. La velocidad de crecimiento fue 10,13 +/- 0,38
cm/afio después de un aiio de terapia en nifios con genotipo GHRf1/1 y 9,56
+/- 0,27 cm/afio en nifios con genotipo GHRI1/d3, en comparacion con 9,12 +/-
0,50 cm/afio en nifios con genotipo GHRA3/d3. Los grupos genotipicos fueron
comparables con respecto a otras caracteristicas médicas y terapéuticas. La
variacién gendmica de la secuencia de GHR estd, por lo tanto, asociada con
una diferencia marcada en la eficacia de rGH.

Como se ha analizado anteriormente, la presente invencién pertenece al
campo de la farmacogendémica y la medicina de prediccion en las que se usa
ensayos de diagndstico, ensayos de prondstico, y ensayos clinicos de control
para propdsitos de prondstico (de prediccién) para tratar de este modo a un
individuo. Por consiguiente, un aspecto de ia presente invencién se refiere a
ensayos de diagndstico para determinar la expresién de la proteina y/o acido
nucleico de GHR, en el contexto de una muestra biolégica (por ejempilo,
sangre, suero, células, tejido) para detarminar de este modo la naturaleza de la
respuesta GHR de un individuo, particularmente respecto al tratamiento con

una composicion de GH exdgena. Esto puede ser util también para detectar si
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un individuo esta afectado con una enfermedad o trastorno, o esté en riesgo de
desarrollar un trastorno, asociado con la respuesta 0 actividad disminuida de
GHR. Los trastomos o afecciones que implican la actividad de GHR incluyen
baja estatura, obesidad, infeccion, o diabetes; acromegalla o afecciones de
gigantismo que podrian estar asociadas con efectos lactogénicos,
diabetogénicos, lipoliticos y anabdlicos de proteinas; afecciones asociadas con
la retencién de sodio y agua; sindromes metabdlicos; trastornos del estado de
animo y el suefio, cancer, enfermedad cardiaca e hipertensién. La invencion
también proporciona ensayos de pronéstico (0 de prediccién) para determinar
si un individuo esta en riesgo de desarrollar un trastomo asociado con la
actividad de la proteina GHR. Por ejemplo, las isoformas GHRd3 y GHR
pueden ensayarse en una muestra bioldgica. Dichos ensayos pueden usarse
para el proposito de pronéstico o de prediccion para tratar de este modo de
manera profildctica a un individuo antes de la aparicibn de un trastomo
caracterizado o asociado con una respuesta GHR disminuida, por ejemplo, por
administraciéon de una cantidad eficaz de GH de modo que un sujeto consiga
una altura final consistente con su potencial genético. En otros aspectos, la
invencién proporciona procedimientos para detectar agentes que modulen la
actividad del heterodimero GHRd3/GHRf1. Dichos agentes pueden ser Uutiles
en el tratamiento de las afecciones o trastornos que implican actividad GHR
mencionados anteriormente.

Definiciones

109
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El término “agente” -se usa en este documento para indicar un
compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula
biolégica, preferiblemente un péptido o proteina, o un extracto hecho a partir de
materiales biolégicos tales como bacterias, plantas, hongos, o células o tejidos
animales (particularmente mamiferos).

En el contexio de la presente invencién, una °respuesta positiva® o
“respuesta terapéutica positiva® frente a un medicamento o agente puede
definirse como que comprende una reduccién de los sintomas relacionados con
una enfermedad o afeccién. Por ejemplo, una respuesta positiva puede ser un
aumento de la altura o velocidad de crecimiento después de la administracién
de un agente. En el coniexto de la presente invencién, una “respuesta
negativa” frente a un medicamento puede definirse como que comprende una
falta de respuesta positiva frente al medicamento, o que conduce a un efecto
secundario observado después de la administracidn de un medicamento.

El témino “polipéptido™ se refiere a un polimero de aminodcidos
independientemente de la longitud dei polimero; por tanto, se Iincluyen
péptidos, oligopéptidos, y proteinas en ia definicién de polipéptido. Este término
tampoco especifica o excluye las modificaciones de polipéptidos después de su
expresion, por ejemplo, los polipéptidos que incluyen la unién covalente de
grupos glucosilo, grupos acetilo, grupos fosfato, grupos lipidicos y similares se
abarcan expresamente por el término polipéptido. También se incluyen en la

definicion polipéptidos que contienen uno 0 mas andlogos de aminoacidos
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(incluyendo, por ejemplo, aminoécidos que no son de origen natural,
aminodcidos que sdio se encuentran en ia naturaieza en un sistema bioldgico
no relacionado, aminoécidos modificados a partir de sistemas de mamifero
efc.), polipéptidos con enlaces sustituidos, asi como otras modificaciones
conocidas en la técnica, tanto de origen natural como de origen no natural.

E! término “polipéptido recombinante” se usa en este documento para
referirse a polipéptidos que se han disefiado artificialmente y que comprenden
al menos dos secuencias polipeptidicas que no se encuentran como
sacuencias polipeptidicas contiguas en su medio natural inicial, o para referirse
a polipéptidos que se han expresado a partir de un polinucledtido
recombinante.

El término “cebador” indica una secuencia oligonucleotidica especifica
que es complementaria a una secuencia de nucleétidos diana y se usa para
hibridar con una secuencia de nucleétidos diana. Un cebador sirve como punto
de iniciacién para la polimerizacién de nucleétidos catalizada por la ADN
polimerasa, ARN polimerasa o transcriptasa inversa.

El término “sonda” indica un segmento de 4cidos nucleicos definido (o
segmento de anélogo de nucledtido, por ejemplo, polinucleétido como se define
en este documento) que puede usarse para identificar una secuencia
polinucleotidica especifica presente en muestras, comprendiendo dicho
segmento de dcido nucleico una secuencia de nucledtidos complementaria a la

secuencia polinucleotidica especffica a identificar.

\\°



10

15

20

27

Como se usa en este documento, una “muestra de ensayo” se refiere a
una muestra bioldgica obtenida de un sujeto de interés. Por ejemplo, una
muestra de ensayo puede ser un fluido biolégico (por ejemplo, suero), muestra
celular, o tejido.

Los términos “rasgo” y “fenotipo” se usan de manera intercambiable en
este documento y se refieren a cualquier propiedad clinicamente distinguible,
detectable 0 medible de otro modo de un organismo tal como, por ejemplo,
sintomas de, o susceptibilidad a una enfermedad. Tipicamente los términos
“rasgo” o “fenotipo” se usan en este documento para referirse a la respuesta de
un individuo frente a un agente que funciona sobre GHR.

El término “genotipo”™ como se usa en este documento se refiere a la
identidad de los alelos presentes en un individuo 0 una muestra. En el contexto-
de la presente invencién un genotipo preferiblemente se refiere a la descripcion
de los alelos presentes en un individuo o una muestra. El término “genctipificar”
una muestra o un individuo para un alelo implica determinar el alelo especifico
que lleva un individuo.

Ei término "alelo” se usa en @ste documento para referirse a una variante
de una secuencia de nucledtidos. Por ejemplo, los alelos de la secuencia de
nucleétidos de GHR incluyen GHRd3 y GHRf1.

Como se usa en este documento, “isoforma” e “isoforma de GHR" se
refieren a un polipéptido que estd codificado por al menos un exén del gen de

GHR. Los ejemplos de una isoforma de GHR incluyen polipéptidos GHRd3 y

1\\



10

15

20

28

GHRf1.

El término “polimorfismo® como se usa en este documento se refiere a a
presencia de dos 0 mas secuencias genémicas o alelos altemativos entre o en
medio de diferentes genomas o individuos. “Polimérfico”™ se refiere a la
condicién en la que dos o mas variantes de una secuencia genémica especifica
pueden encontrarse en una poblacion. Un “sitio polimérfico” es el locus en el
que sucede la variacién. Un polimorfismo puede comprender una sustitucion,
delecién o insercién de uno o mas nucledtidos. Un polimorfismo de un Unico
nucleétido es un cambio en un Gnico par de bases.

Como se usa en este documento, “exén” se refiere a cualquier segmento
de un gen interrumpido que esta representado en el producto de ARN maduro.

Como se usa en este documento, “intrdn” se refiere a un segmento de
un gen interrumpido que no esta representado en el producto de ARN maduro.
Los intrones son parte del trascrito nuclear primario pero se eliminan por corte y
empalme para producir el ARNm, que después se transporta al citoplasma.

Como se usa en este documento, “hormona del crecimiento” o *GH" se
refiere a fa hormona del crecimiento en forma de secuencia nativa o en forma
variante, y de cualquier fuente, natural, sintética, o recombinante. Los ejemplos
incluyen, aunque sin limitacion, la hormona del crecimiento humana (hGH), que
es GH natural o recombinante con la secuencia nativa humana {por ejemplo,
GENOTROPIN™, somatotropina 0 somatropina), y la hormona dal crecimiento

recombinante (rGH), que se refiere a cualquier GH o variante de GH producida
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por medio de tecnologia de ADN recombinante, incluyendo somatrem,
somatotropina, somatropina y pegvisomant. Una molécula GH puede ser
agonista o antagonista de GHR. En una realizacién particular, una molécula GH
o variante de la misma esta modifica, preferiblemente esta pegilada.

Como se usa en este documento “receptor de la hormona del
cracimiento” 0 "GHR" se refiere al receptor de la hormona del crecimiento en su
forma de secuencia nativa o en forma variante, y de cualquier fuente, natural,
sintética, o recombinante. El término “GHR" abarca la isoforma GHRf1 asf
como GHRd3. Los ejemplos incluyen el receptor de la hormona de crecimiento
humana (hGHR), que es GHR natural o recombinante con la secuencia nativa
humana. Como se usa en este documento “GHRd3" se refiere a una Isoforma
de GHR con el exén 3 delecionado. El término “GHRI1" se refiere a una
isoforma de GHR que contiene el exén 3. El término GHRd3 incluye, aunque
sin limitacién, el polipéptido descrito en Urbanek M y col, Mol Endocrinol Feb
1992; 6(2): 279-87, incorporado en este documento como referencia. E! término
GHRf1 incluye, aunque sin limitacién, el polipéptido descrito en Leung y col.,
Nature, 330: 537-543 (1987), incorporado en este documento como referencia.

E! témino “gen de GHR", cuando se usa en este documento, abarca
secuencias genémicas, de ARNm y ADNc que codifican cualquier proteina
GHR, incluyendo ias regiones reguladoras no traducidas del ADN genémico. El
término “gen de GHR" también abarca alelos del gen de GHR, tales como el
alelo GHRd3 y el alelo GHRf1.
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El término "en condiciones rigurosas® se refiere a condiciones en las que
una sonda hibridard con su secuencia diana a un grado detectablemente
superior que a otras secuencias (por ejemplo, al menos dos veces sobre la de
fondo). Las condiciones rigurosas son dependientes de secuencia y se
diferenciardn en diferentes circunstancias. Controlando la rigurosidad de la
hibridacién y/o condiciones de lavado, pueden identificarse secuencias diana
que son 100% complementarias a la sonda (sondeo homélogo). Como
alternativa, las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para permitir algin
desapareamiento en las secuencias de modo que se detectan grados inferiores
de similitud (sondeo heterélogo). Generaimente, una sonda es menor de
aproximadamente 1000 nucledtidos de longitud, preferiblemente menos de 500
nucleétidos de longitud.

Tipicamente, las condiciones rigurosas serdn aquellas en las que la
concentracion salina es menor de aproximadamente una concentracion 1,5 M
de idn Na, tipicamente una concentracién aproximadamente 0,01 a 1,0 M de
ibn Na (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 v la temperatura es al menos
aproximadamente 30°C para sondas cortas (por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos)
y al menos aproximadamente 60°C para sondas largas (por ejemplo, més de
50 nucledtidos). Las condiciones rigurosas también pueden conseguirse por la
adicién de agentes desestabilizantes tales como formamida. Las condiciones
de rigurosidad baja ejemplares incluyen hibridacién con una solucidn tampén

de formamida del 30 al 35%, NaCl 1 M, SDS (dodecilsulfato sédico) al 1% a

W
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37°C, y un lavado en 1x a 2xSSC (20xSSC = NaCl 3,0 M/cltrato trisédico 0,3 M)
de 50 a 559C. Las condiciones de rigurosidad moderada ejemplares incluyen
hibridacién en formamida del 40 al 45%, NaCl 1M, SDS al 1% a 37°C, y un
lavado en 0,5x a 1xSSC de 55 a 60°C. Las condiciones de rigurosidad alta
ejemplares incluyen hibridacién en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS al 1% a
37 grados C, y un lavado en 0,1xSSC de 60 a 65°C. La duracién de la
hibridaciéon generalmente es de menos de aproximadamente 24 horas,
habituailmente aproximadamente de 4 a aproximadamente 12 horas.

El término ‘“especifico® o “especificamente® y “selective® o

“selectivamente” a un alelo GHRf1 o GHRd3 se refiere a un anticuerpo o écido

nucleico que es capaz de discriminar entre los dos alelos. Por ejemplo, un -

anticuerpo o un écido nucleico especifico para el alelo GHRf1 no se unird de
manera significativa al alelo GHRd3. Preferiblemente, la proporcién de unién
del anticuerpo 0 el 4cido nucleico es 1000:1 para GHRf1:GHRd3. Por “de
manera no significativa” significa preferiblemente que la unién no es detectable
por medios de deteccidn usados actualmente.

El término “enfermedad ¢ trastomo que implica GHR" se refiere
preferiblemente a una enfermedad y/o trastomo seleccionado entre el grupo
constituido por: deficiencia de la hormona del crecimiento (GHD); deficiencia de
la hormona del crecimiento en adultos (aGHD); sindrome de Turer; baja
estatura [entre las cuales se encuentran bajo para la edad gestacional (SGA),

estatura baja idiopética (1SS), muy bajo peso al nacer (VLBW), y retardo del
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crecimiento intrauterino (JUGR)]; sindrome de Prader-Willi (PWS); insuficiencia
renal crénica (CRI); sida debilitante; envejecimiento; insuficiencia renal en
etapa final; fibrosis cistica; disfuncién eréctil; lipodistrofia por VIH; fibromlalgia;
osteoporosis; trastomos de la memoria; depresiéon; enfermedad de Crohn;
displasias esqueléticas; lesién cerebral traumatica; hemorragia subaracnoidea,;
sindrome de Noonan; sindrome de Down; enfermedad renal en etapa final
(ESRD); rescate de células madre de médula ésea; sindrome metabdlico;
miopatia por glucocorticoides; baja estatura debido al tratamiento con
glucocorticoides en nifios; insuficiencia de crecimiento que conduce a nifios
prematuros pequenos; obesidad; infeccion, diabetes; acromegalia o afecciones
de gigantismo que podrian estar asociadas con efeclos lactogénicos,
diabetogénicos, lipoliticos y anabdlicos de proteinas; afecciones asociadas con
la retencién de sodio y agua; trastomos del estado de animo y el suefo;
cdncer; enfermedad cardiaca e hipertension. Las enfermedades y trastornos
que implican GHR preferiblemente incluyen GHD, aGHD, SGA, ISS, VLBW,
lesién cerebral traumética, sindrome metabdlico y sindrome de Noonan.
El gen y la proteina de GHR humano

El gen de GHR humano es un gen de unica copia que abarca 90 kb de la
region cromosdmica 5p13-12. Contiene nueve exones codificantes (numerados
2-10) y varios exones no traducidos: el exén 2 codifica el péptido seiial, los
exones 3 a 7 codifican el dominio extracelular, el exdn 8 codifica el dominio

transmembrana y los exones 9 y 10 codifican el dominio citoplasmico. Como se
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ha analizado anteriorments, la protefna hGHRd3 difiere del hGHR hepético por
una delecidn de 22 aminodcidos en el dominio extraceiular del receptor,
Godowskl y col (1989). El nimero de acceso a Genbank AF-155912, la
descripcién de cuya secuencia se Iincorpora en este documento como
referencia, proporciona la secuencia de nucledtidos de la regién de ADN
gendmica alrededor del exén 3 del gen de GHR (por ejemplo, alelo GHRf1).
Este fragmento de 6,8 pb que comprende el exdn 3 y una porcidn de los
intrones 2 y 3 también comprende dos elementos repetidos de 251 pb. Estos
elementos repetidos flanquean el exén 3, con los elementos repetidos 6" y 3°
localizados 577 pb cadena arriba y 1821 pb cadena abajo del exén. Los
elementos estdn compuestos de un fragmenio de repeticién terminal largo
(LTR) de 171 pb de un retrovirus endégeno humano que pertenece a la famliia
HERV-P (Boeke, J. D., y Stoye, J. P. (1997) en Retroviruses (Coffin, J. M.,
Hughes, S. H., and Vamus, H. E., eds), paginas 343-435, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). El LTR est4d seguido por 80 pb de una
secuencia tipo MER4 de frecuencia de relteracion media (Smit, A. F. (1996)
Curr. Opin. Genet. Dev. 6, 743-748). La secuencia de las dos copias largas de
251 pb mencionadas como repeticidn 5 y 3 son un 99% idénticas,
diferencidndose sélo en tres nucledtidos en la posicidn 14, 245 y 246 de la
repeficién. En particular, como infooma Pantel y col (2000), el elemento
localizado cadena arriba del exén 3 lleva una citosina en la posicién 14 y una

timina en las posiciones 245 y 246, mientras que el elemento localizado cadena

g
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abajo del ex6n 3 lleva una guanina, una citosina y una adenina en esas
posiciones. Ademds, otras secuencias de origen virall se encuentran
flanqueando el exén 3.

El alelo GHRd3 comprende una delecién del ex6n 3 y porciones
circundantes de los intrones 2 y 3. A diferencia del alelo GHRf1, el alelo GHRd3
contiene un LTR de 251 pb unico que es idéntico en secuencia al elemento
LTR de la copia 3 identificado en los alelos GHRf1. La secuencia de ADN
genémico del alelo GHRd3 en la regién del exén 3 delecionado se muestra en
el nimero de acceso a Genbank AF210633, la descripcién de cuya secuencia
se incorpora en este documanto como referencia. En base a la secuencia de
GHRd3 y GHR{1, pueden usarse procedimientos conocidos para detectar los
écidos nucieicos o polipéptidos de GHR para determinar si un individuo lleva un
alelo GHRd3.

La proteina GHRd3 que contiene una delecién del ex6n 3 difiere del
hGHR de longitud completa (GHRf1) por una delecién de 22 aminoécidos en el
dominio extracelular del ‘receptor. Por tanic puede usarse cualquier
procedimiento conocido para detectar la presencia de una protefna GHRd3 o
GHRf1. También pueden detactarse GHRd3 y GHRf1 en su forma no truncada,
o en su forma truncada, como una “protelna de unién a la hormona de
crecimiento de alta afinidad®, “GHBP de alta afinidad® o “GHBP”, con referencia
al dominio extracelular del GHR que circula en sangre y funciona como una

GHBP en varias especies (Ymer y Herington, (1985) Mol. Cell. Endocrinol. 41:
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153; Smith y Talamantes, (1988) Endocrinology, 123: 1489-14894; Emtner y
Roos, Acta Endocrinologica (Copenh.), 122: 296-302 (1990) incluyendo el
hombre. Baumann y col., J. Clin. Endocrinol. Metab., 62: 134-141 (1986);
documento EP 366.710; Herington y col., J. Clin. Invest., 77: 1817-1823 (1986);
Leung y col., Nature, 330: 537-543 (1987). Estadn disponibles diversos
procedimientos que existen para medir GHBP funcional en suero, siendo el
procedimiento preferido un ensayo inmunofuncional mediado por ligando (LIFA)
descrito en la Patente de Estados Unidos N2 5.210.017 y adicionaimente en
este documento.
GHRd3 y/o GHRf1 en Diagndstico, Terapla y Farmacogenética

Por tanto la invencidn proporciona procedimientos para detectar y
diagnosticar la respuesta GHR o actividad de GHR disminuida en un individuo
que es homocigbtico o heterocigbtico para el alelo GHRd3. La actividad de
GHR disminuida puede ser el resultado, por ejemplo, de niveles, expresién o
actividad proteica de GHR disminuidos. También se proporcionan
procedimientos para detectar y diagnosticar una respuesta GHR o actividad de
GHR aumentada en un individuo que es homocigdtico o heterocigético para el
alelo GHRf1. Detectar la actividad de GHR aumentada o disminuida .se cree

que es util en el tratamiento de una diversidad de trastomnos tratables usando

agentes terapéuticos que funcionan mediante la via GHR. Preferiblements, -

dicho trastomo es una enfermedad o un trastorno que implica GHR. Los

ejemplos incluyen tratamiento de baja estatura (por ejemplo, preferiblemente
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ISS, IUGR, VLBW, o SGA), obesidad, infeccién, o diabetes; acromegalia o
afecciones de gigantismo que podrian estar asociadas con efectos
lactogénicos, diabetogénicos, lipoliticos y anabdlicos de proteinas; afecciones
asociadas con retencién de sodio y agua; sindromes metabdlicos; trastomos
del estado &nimo y el sueiio, cancer, enfermedad cardiaca e hipertensién. Los
ejemplos preferidos incluyen agentes que se unen a la proteina GHR tal como
composiciones de GH recombinante que funcionan como agonistas o
antagonistas de GHR.

En realizaciones preferidas, la invencién implica determinar si un sujeto
expresa un alelo GHR asociado con una raspuesta aumentada o disminuida
frente al tratamiento o con una actividad de GHR aumentada o disminuida.
Determinar si un sujeto expresa un alelo GHR puede realizarse detectando una
protelna o écido nucleico de GHR.

Preteriblemente, los procedimientos para tratar, diagnosticar o evaluar a
un sujeto comprenden evaluar o determinar sl un sujeto expresa un alelo
GHRd3 y/o GHRI1, por ejemplo, determinando si un sujeto es un homocigoto
para el aleio GHRft (GHRf1A1), un homocigoto para el alelo GHRd3
(GHRd3/d3), o un heterocigoto (GHRd3/1). Por tanto la invencién implica
preferiblemente determinar si GHRd3 y/o GHRf1 se expresan en una muestra
biolégica que comprende:

(a) poner en contacto dicha muestra biolégica con:

i) un polinucledtido que hibrida en condiciones rigurosas
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especificamente con un &cido nucleico de GHRdA3 y/o polinucleétido que

hibrida en condiciones rigurosas especificamente con un acido nucieico

de GHRf1; 0

li) un polipéptido detectable que se une selectivamente a un
polipéptido GHRd3 y/o un polipéptido detectable que se une

selectivamente a un polipéptido GHRf1; y

(b) detectar la presencia o ausencia de hibridacién entre - dicho
polinucledtido y una especie de ARN en dicha muestra, o la presencia o
ausencia de unién de dicho polipéptido detectable a un polipéptido en dicha
muestra.

Una deteccién de dicha hibridacién con el polinucleétido especifico a un
acido nucleico de GHRd3 o de dicha unién del polipéptido selective de GHRd3
indica que dicho alelo o isoforma GHRd3 se expresa en dicha muestra. De
manera similar, una deteccién de dicha hibridacién con el polinucleétido
especifico al 4cido nucleico de GHRf1 o de dicha unién del polipéptido selectivo
de GHRf1 indica que dicho alelo o isoforma GHRf1 se expresa en dicha
muestra. Preferiblemente, el polinucledtido es un cebador, y dicha hibridacién
se detecta detectando la presencia de un producio de amplificacién que
comprende dicha secuencia cebadora, o el polipéptido detectable es un
anticuerpo. Preferiblemente, dicho producto de amplificacidn se detecta por una
electroforesis en poliacrilamida seguida de tincién con bromuro de etidio y/o

plata. En una realizacién mds preferida, dicho producto- de amplificaciéon se
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analiza por dos electroforesis en poliacriilamida por separado, donde una
primera elactroforesis se tine con bromura de etidio y la segunda con tincidn
con plata.

Un procedimiento ejemplar para detectar la presencia 0 ausencia de la
proteina o acido nucleico de GHRd3 en una muestra biolégica implica obtener
una muestra biolégica de un sujeto de ensayo y poner en contacto la muestra
biolégica con un compuesto o un agente capaz de detectar la proteina GHRd3
o 4cido nucleico (por ejemplo, ARNm, ADN genémico) que codifica la proteina
GHRd3 de modo que se detecta la presencia de la proteina o dcido nucleico de
GHRd3 en la muestra biolégica. Un agente preferido para detectar ot ARNm o
ADN gendmico de GHRd3 es un sonda de écidos nucleicos marcada capaz de
hibridar con el-ARNm o ADN genémico de GHRd3. La sonda de écidos
nucleicos puede, por ejemplo, ser un écido nucleico humano, o una porcién del
mismo, tal como un oligonucleétido de al maenos 15, 30, 50, 100, 250 6 500
nucledtidos de longitud y suficiente para hibridar especificamente en
condiciones rigurosas con el ARNm o ADN genémico de GHRd3. Se describen
en este documento otras sondas apropiadas para usar en los ensayos de
diagnéstico de la invencién.

De manera similar, un procedimiento ejemplar para detectar la presencia
0 ausencia de la proteina o Acido nucleico de GHRf1 en una muestra biolégica
implica obtener una muestra bioldgica de un sujeto de ensayo y poner en

contacto la muestra biolégica con un compuesto 0 un agente capaz de detectar
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la proteina o &cido nucleico GHRf1 (por ejemplo, ARNm, ADN genémico) que
codifica la proteina GHR{1 de modo que se detecta ia presencia de la proteina
o &cido nucleico GHRf1 en la muestra biolégica. Un agente preferido para
detectar el ARNm o ADN genémico de GHRf1 es una sonda de é&cidos
nucleicos marcada capaz de hibridar con el ARNm o ADN genémico de GHRf1.
La sonda de acidos nucleicos puede, por ejemplo, ser un acido nucleico
humano, una porcién del mismo, tal como un oligonucleétido de al menos 15,
30, 50, 100, 250 6 500 nucledtidos de longitud y suficiente para hibridar
especificamente en condiciones rigurosas con el ARNm o ADN genémico de
GHRf1. Se describen en este documento otras sondas apropiadas para usar en
los ensayos de diagnéstico de la invencién.

Un agente preferido para detectar la proteina GHRd3 es un anticuerpo
capaz de unirse especificamente a la proteina GHRd3. Un agente preferido
para detectar la proteilna GHRf1 es un anticuerpo capaz de unirse
especificamente a la proteina GHRf1. Preferiblemente, el anticuerpo tiene un
marcador deteciable. Los anticuerpos pueden ser policlonales, o mas
preferiblemente, monocionales. Puede usarse un anticuerpo intacto, o un
fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o F(ab’);). El término “marcado®, con
respecio a la sonda o anticuerpo, pretende abarcar el marcaje directo de la
sonda o anticuerpo acoplando (es decir, unién fisica) una sustancia detectable
a la sonda o anticuerpo, -asi como marcaje indirecto de la sonda o anticuerpo

por reactividad con otro reactivo que estd marcado directamente. Los ejemplos
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de marcaje indirecto incluyen deteccion de un anticuerpo primario usando un
anticuerpo secundario marcado por fluorescencia y marcaje del extremo de una
sonda de ADN con biotina de modo que puede detectarse con estreptavidina
marcada por fluorescencia.

El témino “muestra bioldgica® pretende incluir tejidos, células y fluidos
biolégicos aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes
en .un sujeto. Por tanto, el procedimiento de deteccién de la invencién puede
usarse para detectar ARNm, proteina, 0 ADN gendémico candidato en una
muestra biolégica in vitro asl como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro
para la deteccion de ARNm candidato incluyen hibridaciones de Northem e
hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para la deteccidn de la proteina
candidata incluyen enzimoensayo inmunosorbente (ELISA), transferencias de

Waestern, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro

para deteccibn de ADN gendémico candidato incluyen hibridaciones de .

Southem. Ademas, las técnicas in vivo para la deteccion de la protefna GHRd3
o GHRf1 incluyen introducir en un sujeto un anticuerpo marcado. Por ejemplo,
el anticuerpo puede marcarse con un marcador radiactivo cuya presencia y
localizacién en un sujeto puede detectarse por técnicas de creacion de
imégenes convencionales.

En una realizacién, la muestra biolégica contiene moléculas proteicas del

sujeto de ensayo. Como altemnativa, la muaestra biolégica puede contener

moléculas de ARNm del sujeto de ensayo o moléculas de ADN gendmico del- -

L)
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sujeto de ensayo. Una muestra blolGgica preferida es una muestra de suero
aislada por medios convencionales de un sujeto.

La invencién también abarca kits para detectar la presencia de una
proteina, ARNm o ADN gendémico de GHRd3 y/o GHRf1 en una muestra
biolégica. Por ejemplo, el kit puede comprender un compuesto marcado o un
agente capaz de deiectar la proteina 0 ARNm de GHRd3 en una muestra
blolégica y/o un compuesto marcado o agente capaz de detectar la proteina o
ARNm de GHRI1 en una muestra biolégica; medios para la determinacién de la
cantidad de proteina 0 ARNm de GHRd3 y/o GHRf1 en la muestra; o medios
para la comparacion de la cantidad de proteina, ARNm, o ADN gendmico de
GHRd3 y/o GHRf1 en la muestra con un patrén. El compuesto o agente puede
envasarse en un recipiente apropiado. El kit tamblén puede comprender
instrucciones de uso del kit para detectar proteina o dcido nucleico de GHRd3
y/o GHRf1.

Més preferiblemente, los ansayos descritos en este documento, tales
como los ensayos de diagndstico precedentes o los siguientes ensayos,
pueden utilizarse para identificar un sujeto que tiene o esta en riesgo de
desarrollar una respuesta GHR disminuida. En particular, se identifica un sujeto
homocigético o heterocigético para GHRd3 como el que tiene o estd en riesgo
de desamollar una respuesta GHR disminuida. En otros aspectos, los
procedimientos de diagnéstico descritos en este documento pueden utilizarse

para identificar sujetos que tienen o0 estan en riesgo de desarmollar una

A
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enfermedad, trastomo o rasgo asociado con niveles, expresién o actividad
aberrantes 0 mas particularmente disminuidos de GHR. Por ejemplo, los
ensayos descritos en este documento, tales como los ensayos de diagndstico
precedentes o los siguientes ensayos, pueden ulilizarse para identificar un
sujeto que tiene o esti en riesgo de desarrollar un rasgo asociado con niveles,
expresién o actividad disminuidos de GHR. En otro ejemplo, los ensayos
descritos en este documento pueden utilizarse para Identificar un sujeto que
tiene o esta en riesgo de desarrollar un rasgo asociado con niveles, expresién o
actividad disminuidos de GHR. Como se analiza, se espera que un homocigoto
GHRf1/1 y un heterocigotc GHRf1/d3 tengan una respuesta GHR o actividad
de GHR aumentadas en comparacién con un homocigoto GHRd3/d3. De
manera similar, se espera que un homocigoto GHRf1/f1 tenga una respuesta
GHR o actividad de GHR aumentadas en comparacion con un heterocigoto
GHRf1/d3.

Los ensayos de prondstico descritos en este documento pueden usarse
para determinar si y/o de acuerdo con qué régimen de administracién debe
administrarse un agente que funciona a través de la vla GHR a un sujeto para
tratar una enfermedad o trastorno. Por tanto, la presente invencién proporciona
procedimientos para determinar si un sujeto puede tratarse eficazmente con un
agente que funciona a través de la via GHR en la que se obtiene una muestra
de ensayo y se detecta actividad o expresién de acido nucleico o protelna de

GHRd3 y/o GHRf1. Opcionalmente, sélo se detecta la expresion o actividad de



10

15

20

43

la proteina o acido nucleico de GHRf1. Como altemativa, sélo se detecta la
expreslon o actividad de la proteina o &cido nucleico de GHRd3. También
puede detectarse la expresién o actividad de la proteina o &cido nucleico de
GHRd3 y GHRf1. Como se ha analizado, un sujeto que presenta la proteina o
acido nucleico de GHRd3 se espera que tenga una respuesta positiva
disminuida frente a dicho agente en relacién con un sujeto que no presenta la
protelna o acido nucleico de GHRd3.

La deteccidn de susceptibilidad a actividad de GHR disminuida en
individuos es muy importante debido en gran medida a que la administracién de
agentes que funcionan a través de vias mediadas por GHR pueden adaptarse
a sujetos que tienen sensibilidades superiores o inferiores frente al agente.
Dichos agentes no necesitan necesariamente funcionar directamente sobre la
proteina GHR, pero pueden funcionar cadena arriba de la proteina GHR, por
ejemplo, funcionando sobre otra molécula que interacciona finaimente con la
protelna GHR. En una realizacién preferida, el agente es un agente que
funciona directamente sobre la proteina GHR. Méas preferiblemente, el agente
€s un agente que se une a la proteina GHR y funciona como agonista o
antagonista. Mds preferiblemente, el agente es una proteina GH o una variante
de la misma capaz de la activacién de la proteina GHR tal como somatropina.
En otras realizaciones, el agente es una proteina GH capaz de unirse pero no
de activar la proteina GHR, tal como pegvisomant.

Una muestra de ADN se obtiene de! individuo a ensayar para determinar
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si al ADN codifica una proteina GHRd3 y/o una proteina GHRf1. La muestra de
ADN se analiza para determinar si comprende ia secuencia de GHRd3 y/o Ia
secuencia de GHRH. El ADN que codifica una proteina GHRdJ3 se asociard
con una respuesta positiva disminuida frente al tratamiento con el
medicamento, y una ausencia de ADN que codifica alelos GHRd3 se asocia
con una respuesta positiva méas alta en comparacion con individuos GHRd3.
Los procedimientos de la invencidén también serén (tiles para evaluar y
realizar ensayos clinicos de medicamenios. Los procedimientos, por
consiguiente, comprenden identificar una primera poblacion de individuos que
responden de manera positiva a dicho medicamento y una segunda poblacién
de individuos que responden de manera negativa a dicho medicamento o cuyas
respuestas positivas frente a dicho medicamentio estin disminuidas en
comparacién con dicha primera poblacién de individuos. En una realizacién, el

medicamento puede administrarse al sujeto en un ensayo clinico si la muestra

de ADN contiene alelos de uno o0 méas alelos asociados con una respuesta-

positiva frente al tratamiento con el medicamento y/o si la muestra de ADN
carece de alelos de uno 0 mas alelos asociados con una respuesta negativa o
positiva disminuida frente al tratamiento con el medicamento. En otro aspecto,
el medicamento puede administrarse al sujeto en un ensayo clinico si la
muestra de ADN contiene alelos de uno o méas alelos asociados con una
respuesta negativa o positiva disminuida frente al tratamiento con el

medicamento y/o si la muestra de ADN carece de alelos de uno o mas alelos
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asociados con una respuesta positiva--0 positiva aumentada frente al
tratamiento con el medicamento.

Por tanto, usando el procedimiento de la presente invencidn, puede
evaluarse la eficacia del farmaco teniendo en cuenta las diferencias de la
respuesta GHR entre sujetos del ensayo de farmaco. Si se desea, puede
realizarse un ensayo para la evaluacién de la eficacia de fArmaco en una
poblacién comprendida susianciaimente de individuos que probablemente
responden de manera favorable al medicamento, 0 en una poblacién
comprendida sustancialmente de individuos que probablemente responden de
manera menos favorable al medicamento que otra poblacién. Por ejemplo, una
composicién que contiene proteina GH puede evaluarse en una poblacién de
individuos GHRd3 o en una poblacién de individuos GHRf1. En otro aspecto;,
puede evaluarse un medicamento disefado para tratar individuos que padecen
de una respuesta GH disminuida de manera ventajosa en una poblacién de
Individuos GHRd3.

Deteccion de GHRA3 y GHRf1

Se contempla que pueden identificarse otras mutaciones del gen de
GHR de acuerdo con la presente invencién detectando un cambio de
nucledtido en &cidos nucleicos particulares (Patente de Estados Unidos N®

4.988.617, incorporada en este documento como referencia). Se contemplan

una diversidad de diferentes ensayos a este respecto, incluyendo, aunque sin-

limitacién, hibridacion in situ fluorescente (FISH; Patente de Estados Unidos N2

1

A
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5.633.635 y Patente de Estados Unidos N° 5.665.549, incorporadas cada una
en este documento como referencia), secuenciacién directa de ADN, andlisis
PFGE, transferencia de Southern o Northem, anélisis conformacional de hélice
unica (SSCA), ensayo de proteccion de ARNasa, oligonucleétido especifico de
alelo (ASO por ejemplo, Patente de Estados Unidos N® 5.639.611), andlisis de
transferancia por puntos electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
(por ejemplo, Patente de Estados Unidos N2 5.190.856 incorporada en aste
documento como referencia). RFLP {por ejemplo, Patente de Estados Unidos
N® 5.324.631 incorporada en este documento como referencia) y PCR-SSCP.
Los procedimientos para detectar y cuantificar secuencias génicas en, por
ejemplo, fluidos biolégicos se describen en la Patente de Estados Unidos N¢
5.496.699, incorporada en este documento como referencia.
Cebadores y Sondas

El término cebador, como se define en aste documento, se pretende que
abarque cualquier acido nucleico que sea capaz de cebar la sintesls de un
acido nucleico naciente en un procedimiento dependiente de molde.
Tipicamente, los cebadores son oligonuciedtidos de diez a veinte pares de
bases de longitud, pero pueden emplearse secuencias mas largas. Los
cebadores pueden proporcionarse en forma de doble hélice o hélice Unica,
aunque se prefiere la forma de hélice unica. Las sondas se definen de manera
diferente, aunque pueden funcionar como cebadores. Las sondas, aunque tal

vez son capaces de cebar, se diseiian para unirse al ADN o ARN diana y no
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necesitan usarse en un procedimiento de amplificacion.

SEC ID N? 3 y 4 proporcionan las secuencias de ADN gendémico
alrededor del exdén 3 o el sitio de la delecién del ex6n 3 en el gen GHR,
respectivamente. Una secuencia de ADNc de GHRf1 se muestra en SEC ID N®
1. Puede usarse cualquier diferencia en la secuencia de nucleétidos entre los
alelos GHRd3 y GHRf1 en los procedimientos de la invencién para detectar y
distinguir el alelo GHR particular en un individuo. Para identificar una molécula
de ADN genémico o ADNc de GHRf1, puede disefiarse un cebador que hibride
con un acido nucleico del exén 3. Para identificar un ADN gendmico de GHRd3,
puede disefiarse un cebador o sonda de modo que abarque la unién de los
intrones 2 y 3 del gen de GHR como se encuentra en la secuencia de ADN
genémico del alelo GHRd3, distinguiendo de este modo entre el alelo GHRf1
que contiene el exén 3 y el alelo GHRA3 que no contiene el exén 3. En otro
ejemplo, puede identificarse una molécula de ADNc de GHRd3 disefiando un
cebador o sonda que abarque la unién de los exones 2 y 4, distinguiendo de
este modo entre una molécula de ADNc de GHRf1 que contiene el ex6n 3 y
una molécula de ADNc de GHRd3 que no contiene el exén 3. Se enumeran
otros ejemplos de cebadores apropiados para la deteccidon de GHRd3 en
Pantel y col. (supra) y en el Ejemplo 1 a continuacién.

La presente invencion abarca polinucledtidos para usar como cebadores
y sondas en los procedimientos de la invencién. Estos polinucledtidos pueden

constar de, o constar esencialmente de, © comprender un tramo contiguo de

18
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nucleétidos de una secuencia a partir de cualquier secuencia proporcionada en
este documento asi como sacuencias que son complementarias a las mismas
("complementos de las mismas"). El “tramo contiguo” puede tener al menos 25,
35, 40, 50, 70, 80, 100, 250, 500 6 1000 nucledtidos de longitud, hasta el punto
en que un tramo configuo de estas longitudes sea consistents con las
longitudes de la secuencia |D particular. Debe observarse que los
polinucledtidos de la presente invencion no estan limitados para que tengan
secuencias flanqueantes exactas alrededor de una secuencia diana de interés,
que se enumeran en la Lista de Secuencias. Ademds, se apreciara que las
secuencias flanqueantes alrededor de los polimorfismos, 0 cualquiera de los
cebadores o sondas de la invencién, que estin mas distantes de los
marcadores, pueden alargarse o acortarse a cualquier longitud compatible con
su uso pretendido y la presente invencidn contempla especificamente dichas
secuencias. Se apreciard que los polinucledtidos mencionados en este
documento pueden tener cuaiquier longitud compatible con su uso pretendido.
Ademas las regiones flanqueantes fuera del tramo contiguo no necesitan ser
homdiogas a las secuencias flanqueantes nativas que reaimente se encuentran
en sujetos humanos. Se contempla especificamente la adicién de cuaiguier
secuencia de nucledtidos, que sea compatible con los nucleédtidos que se
pretenden usar. Los polinucledtidos preferidos pueden constar de, constar
esenciaimente de, o comprender un tramo contiguo de nucleétidos de una

secuencia de SEC ID N? 1, 3 6 4 asi como secuencias que son
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complementarias a las mismas. El “iramo contiguo® puede tener al menos 8,
10, 12, 15, 50, 70, 80, 100, 250, 5§00 é 1000 nucledtidos de longitud.

Las sondas de la presente invencién pueden disefarse a partir de
secuencias descritas para cualquier procedimiento conocido en la técnica,
particularmente procedimientos que permiten ensayar si una secuencia
particular o marcador descrito en este documento estd presente. Puede
disefiarse un conjunto preferido de sondas para usar en los ensayos de
hibridacién de la presente invencién de cuaiquier modo conocido en la técnica
de modo que se unan selectivamente a un alelo de un polimorfismo, pero no a
otro en cualquier conjunto particular de condiciones de ensayo.

Cualquiera de los polinucleétidos de la presente invencién puede
marcarse, Si se desea, incorporando un marcador detectable por
espectroscopia, fotoquimica, bioquimica, inmunoquimica, 0 medio quimico. Por
ejemplo, los marcadores utiles incluyen sustancias radlactivas, colorantes
fluorescentes o biotina. Preferiblemente, los polinucleétidos se marcan en sus
extremos 3' y 5'. Un marcador también puede usarse para capturar 6] cebador,
de forma que se facilite la inmovilizacién del cebador o un producto de
extension del cebador,.tal como ADN amplificado, sobre un soporte sdlido. Un
marcador de captura se une a los cebadores o sondas y puede ser un miembro
de unién especifica que forma un par de unién con el miembro de unién
espacifico del reactivo en fase sélida (por ejemplo, biotina y estreptavidina). Por

lo tanto, dependiendo del tipo de marcador que lleva un polinucleétido o una
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sonda, puede emplearse para capturar o detectar el ADN diana. Ademas, se
entenderd que los polinucleétidos, cebadores o sondas proporcionados en este
documento, pueden, por si mismos, servir como marcador de captura. Por
ejemplo, en el caso en el que el miembro de unién de reactivo en fase sdlida
sea una secuencia de acidos nucleicos, puede seleccionarse de modo que se
una a una porcién complementaria de un cebador o sonda para inmovilizar de
ese modo el cebador 0 sonda en la fase solida. En casos en los que la sonda
polinucleotidica sirva por si misma como el miembro de unién, los especialistas
en la técnica reconoceran que la sonda contendrd una secuencia o “tramo final”
que no es complementario a la diana. En el caso en el que un cebador
polinucleotidico sirva por si mismo como marcador de captura, al menos una
porcién del cebador estara libre de hibridar con un 4cido 'nucleico en una fase
sOlida. Las técnicas de marcaje de ADN son bien conocidas por los
especialistas en la técnica.

Cualquiera de los polinuciedtidos, cebadores y sondas de la prasente
invencién puede inmovilizarse de manera adecuada sobre un soporte sélido.
Los soportes solidos son bien conocidos por los especialistas en la técnica e
incluyen las pareces de pocillos de una bandeja de reaccién, tubos de ensayo,
perlas de poliestireno, perlas magnéticas, tiras de nitrocelulosa, membranas,
microparticulas tales como particulas de latex, células sanguineas rojas de
oveja (u otro animal), duracitos, y otros. El soporte sélido no es critico y lo

puede seleccionar un especialista en la técnica. Por tanto, particulas de latex,
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microparticulas, perlas magnéticas o no magnéticas, membranas, tubos de
pldstico, paredes de pocillos de microtitulacién, chips de vidrio o silicona,
células sanguineas rojas de oveja (u otro animal apropiado) y duracitos son
todos ejemplos apropiados. Los procedimientos apropiados para inmovilizar
Acidos nucleicos en fases sélidas incluyen interacciones idnicas, hidréfobas,
covalentes y similares. Un soporte sélido, como se usa en este documento, se
refiere a cualguier material que es insoluble, 0 que puede hacerse insoluble por
una reaccién posterior. El soporte sélido puede elegirse por su capacidad
intrinseca de atraer e inmovilizar el reactivo de captura. Como altemativa, la
tase sélida puede retener un receptor adicional que tiene la capacidad de atraer
e inmovilizar el reactivo de captura. El receptor adicional puede incluir una
sustancia cargada que esta cargada de manera opuesia con respecto al
reactivo de captura en s{ mismo 0 a una sustancia cargada conjugada con el
reactivo de captura. Como otra alternativa més, la molécula receptora puede
ser cualquier miembro de unién especifica que se inmoviliza sobre (se une a) el
soporte sdlido y que tiene la capacidad de inmovillzar el reactivo de captura.a
través de una reaccion de unién especifica. La molécula receptora posibilita la
unién indirecta del reactivo de captura con un material de soporte sélido antes
de la realizacién del ensayo o durante la realizacién del ensayo. La fase sélida,
por tanto, puede ser un plastico, plastico derivatizado, metal magnético o no
magnético, vidrio o superficie de silicona de un tubo de ensayo, pocllio de

microtitulacién, ldmina, peria, microparticula, chip, células sanguineas rojas de
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oveja (u otro animal apropiado), duracitos y otras configuraciones conocidas

por los especialistas en ia técnica. Los polinucledtidos de Ia invencién pueden

. unirse a o inmovilizarse sobre un soporte sdlido de manera individual o en

grupos de al menos 2, 5, 8, 10, 12,15, 20, 6 25 polinucledtidos distintos de la
invencién a un Gnico soporte sblido. Ademas, los polinucledtidos distintos de
ios de la invencién pueden unirse al mismo soporte sélido como uno o mas
polinucledtidos de la invencién.

Cualquiler polinucleétido proporcionado en este documento puede unirse
en dreas solapantes 0 en posiciones aleatorias sobre el soporte sélido. Como
altemativa, los polinucleétidos de la invencién pueden unirse en una serie
ordenada donde cada polinucledtido se une a una regién distinta del soporte
sélido que no solapa con el sitio de unidn de cualquier otro polinucledétido.
Preferiblemente, dicha serie ordenada de polinucledtidos se disefa para que
sea “localizable®, donde se registran las distintas posiciones y se puede
acceder como parte de un procedimienio de ensayo. Las series de
polinucleétidos localizables tipicamente comprenden una pluralidad de sondas
oligonuciectidicas diferentes que estdn acopladas a una superficie de un
sustrato an diferentes posiciones conocidas. El conocimiento de la posicién
precisa de cada posicién de polinucleétido hace a estas series “localizables”
particularmente utiles en ensayos de hibridacién. Puede emplearse cualquier
tecnologla de serie localizable conocida en la técnica con los polinucleétidos de

la invencién. Una realizacién particular de estas series de polinucledtidos se
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conoce como el Genechips, y se ha descrito en lineas generales en la Patente
de Estados Unidos N® 5.143.854; Publicaciones PCT WO 90/15070 y
92/10092. . Estas series pueden producirse generalmente usando
procedimientos de sintesis mecénica o procedimientos de sintesis dirigida con
luz, que incorporan una combinacién de procedimientos fotolitograficos y
sintesis de oligonucleétidos en fase sélida (Fodor y col., Science, 251: 767-777,
1891). La inmovilizacidon de series de oligonucledtidos en soportes sélidos se
ha hecho posible por el desarrolio de una tecnologia identificada generaimente
como “Sintesis de Polimeros Inmovilizados a Muy Grande Escala” (VLSIPS) en
la que, tipicamente, se inmovilizan sondas en una serle de aita densidad en
una superficie sélida de un chip. Los ejemplos de tecnologia VLSIPS se
proporcionan en las Patentes de Estados Unidos N® 5.143.854 y 5.412.087 y
las Publicaciones PCT WO 90/15070, WO 92/10092 y WO 95/11995, que
describen procedimientos para formar series de oligonucledtidos a través de
técnicas tales como técnicas de sintesis dirigidas con luz. En el disefo de
estrategias dirigidas para proporcionar series de nucleétidos inmovilizados en
soportes sdlidos, se desarrollaron estrategias de presentacién adicionales para
ordenar y presentar las series de oligonucledtidos en los chips en un intento de
maximizar los patrones de hibridacién e informacion de secuencia. Ejemplos de
dichas estrategias de presentacion se describen en las Publicaciones PCT WO
94/12305, WO 94/11530, WO 97/28212 y WO 97/31256.

Procedimientos de Ampiificacidn Dependiente de Molde

X
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Estan disponibles varios procedimientos dependientes de molde para
ampilificar las secuencias marcadoras presentes en una muestra moide dada.
Uno de los procedimientos de amplificacién mejor conocidos es la reaccién en
cadena de la polimerasa {(mencionada como PCR) que se describe con detalle
en las Patentes de Estados Unidos N 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159, y en
Innis y col., PCR Protocols, Academic Press, Inc. San Diego Calif., 1990, cada
una de las cuales se incorpora en este documento como referencia en su
totalidad.

Brevemente, en PCR, se preparan dos secuencias cebadoras que son
complementarias a regiones en cadenas de complementariedad opuestas en la
secuencia marcadora. Se afiade un exceso de desoxinucledsido trifostatos a
una mezcla de reaccién junto con una ADN polimerasa, por ejemplo, Taq
polimerasa. Si la secuencia marcadora esta presente en una muestra, los
cebadores se uniran al marcador y la polimerasa provocard que los cebadores
se extiendan a lo largo de la secuencia marcadora afnadiendo nucleétidos.
Subiendo y bajando la temperatura de la mezcla de reaccion, los cebadores
ampliados se disociardn del marcador para formar productos de reaccidn, los
cebadores en exceso se unirdn al marcador y a los productos de reaccion y el
procedimiento se repite.

Puede realizarse un procedimiento de amplificacién por PCR con
transcriptasa Inversa para cuantificar la cantidad de ARNm amplificado. Los

procedimientos para transcribir de manera inversa ARN a ADNc son bien
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conacidos y se describen en Sambrook y col.,, En: Molecular Cloning. A
Laboratory Manual. 2*. Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989. Procedimientos altemativos para la trascripcion inversa
utilizan ADN polimerasas termoestables dependientes de ARN. Estos
procedimientos se describen en el documento WO 80/07641. Las metodologias
de reaccién en cadena de la polimerasa son bien conocidas en la técnica.

Otro procedimiento para amplificacion es la reaccién en cadena de la
ligasa ("LCR" Patentes de Estados Unidos N® 5.494.810, 5.484.699, documento
EPO N 320 308, incorporados cada uno en este documento como referencia).
En LCR, se preparan dos pares de sondas complementarias, y en presencia de
la secuencia diana, cada par se unira a las cadenas complementarias opuestas
de la diana de modo que quedaran contiguas. En presencia de una ligasa, los
dos pares de sondas se unirdn para formar una unica unidad.

Ciclando la temperatura, como en PCR, las unidades ligadas unidas se
disocian de la diana y después sirven como “secuencias diana® para el
ligamiento de pares de sondas en exceso. La Patente de Estados Unidos N®
4.883.750 describe un procedimiento similar a LCR para unir pares de sondas
a una secuencia diana.

Puede usarse la Qbeta Replicasa, una ARN polimerasa dirigida por
ARN, como otro procedimiento méas de amplificacion en la presente invencion.
En este procedimiento, se afiade a una muestra una secuencia replicativa de

ARN que tiene una regién complementaria a la de una diana, en presencia de
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una ARN polimerasa. La polimerasa copiard la secuencia replicativa que
después puede detectarse. También se describen procedimientos similares en
la Patente de Estados Unidos N? 4.786.600, incorporada en este documento
como referencia, que concieme a moléculas de ARN recombinante capaces de
servir como molde para la sintesis de moléculas de hélice Unica
complementarias por ARN polimerasa dirigida por ABRN. Las moléculas
producto formadas de este modo también son capaces de servir como molde
para la sintesis de copias adicionales de la molécula de ARN recombinante
original.

También puede ser (til un procedimiento de amplificacién isoterma, en el
que se usan ligasas endonucleasas de restriccion para conseguir la
amplificacion de moléculas diana que contienen nuclebtidos 5'-[alpha-tio]-
trifosfatos en una cadena de un sitio de restriccién en la amplificacién de acidos
nucleicos en la presente invencién (Walker y col, (1992) Proc. Nat'l Acad Sci.
USA, 89: 392-396; Patente de Estados Unidos N? 5.270.184 incorporados en
este documento como referencia). La Patente de Estados Unidos Nf 5.747.255
(incorporada en este documento como referencia) describe una ampilificaciéon
isoterma usando oligonucleétidos que se pueden escindir para deteccién de
polinucleétidos. En el procedimiento descrito en la misma, se proporcionan
poblaciones separadas de oligonucledtidos que contienen secuencias
complementarias entre si y que contienen al menos una unién que se puede

cortar que se escinde cuando se forma un daplex que coincide perfectamente
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que contiene la unién. Cuando un polinucledtido diana contacta con un primer
oligonucledtido sucede la escision y se produc'e un primer fragmento que puede
hibridar con un segundo oligonucledtido. Tras dicha hibridacion, el segundo
oligonucledtido se escinde liberando un segundo fragmento que puede, a su
vez, hibridar con un primer oligonucledtido de un modo similar al del
polinucledtido diana.

La Amplificacion por Desplazamiento de Cadena (SDA) es otro
procedimiento de realizar amplificacién isoterma de &acidos nucleicos que
implica miiltiples rondas de desplazamiento y sintesis de cadena, es decir,
desplazamiento de mella (por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N®
5.744.311; 5.733.752; 5.733.733; 5.712.124). Un procedimiento similar, lamado
Reaccién en Cadena de Reparacién (RCR), implica hibridar varias sondas por
foda una regidbn marcada para amplificacién, seguido por una reaccién de
reparacion en la que séio dos de las cuatro bases estdn presentes. Las otras
dos bases puede afadirse como derivados biotinilados para una deteccién
facil. Un enfoque similar se usa en SDA. La secuencias especificas diana
también pueden detectarse usando una reaccion de sonda ciclica (CPR). En
CPR, se hibrida una sonda que tiene secuencias 3’ y 5° de ADN no especifico y
una secuencia central de ARN especifico con ADN que esta presente en una
muestra. Tras la hibridacién, la reaccion se trata con ARNasa H, y los
productos de la sonda se identifican como productos distintos que se liberan

después de la digestién. El molde original se hibrida con otra sonda de ciclado
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y se repite la reaccion.

Otras procedimientos més de amplificacién descritos en ia Solicitud GB
N® 2 202 328, y en la Solicitud PCT N® PCT/US89/01025, cada una de las
cuales se incorpora en este documento como referencia en su totalidad,
pueden usarse de acuerdo con la presente invencion. En la solicitud anterior,
se usan cebadores “modificados™ en una sintesis dependiente de molde y
enzima tipo PCR. Los cebadores pueden modificarse marcando con un resto
de captura (por ejemplo, biotina) y/o un resto detector (por ejemplo, enzima).
En la Gltima solicitud, se afiade un exceso de sondas marcadas a una muestra.
En presencia de una secuencia diana, la sonda se une y se escinde
cataliticamente. Después de la escisidn, la secuencia diana se libera intacta
para unirse por exceso de sonda. La escision de la sonda marcada sefiala la
presencia de la secuencia diana.

Otros procedimientos de amplificacion de décidos nucleicos incluyen
sistemas de amplificacién basados en la transcripcién (TAS), incluyendo
amplificacién basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA) y 3SR
(Kwok y col., (1989) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 86: 1173; y el documento WO
88/10315, incorporados en este documento como referencia en su totalidad).
En NASBA, los 4cidos nucleicos pueden prepararse para ampilificacién por
extraccién convencional con fenol/cloroformo, desnaturalizacién por calor de
una muestra clinica, tratamiento con tampén de lisis y minicolumnas de

centrifugacién para asilamiento de ADN y ARN o extraccibn de ARN con
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cloruro de guanidinio. Estas técnicas de amplificacion implican hibridar un
cebador que tiene secuencias especificas diana. Despuds de [a polimerizacion,
sa digieren los hibridos ADN/ARN con ARNasa H mientras que las moléculas
de ADN de doble hélice se desnaturalizan con calor otra vez. En cada caso el
ADN de hélice unica se hace completamente de doble hélice por adicién de un
segundo cebador especifico de diana, seguido por polimerizacién. Las
moléculas de ADN de doble hélice después se transcriben de manera multiple
por una ARN polimerasa tal como T7 o SP6. En una reaccién ciclica isoterma,
los ARN se transcriben de manera inversa en ADN de hélice Gnica, que
después se convierte en ADN de doble hélice, y después se trascribe otra vez
con una ARN polimerasa tal como T7 o SP6. Los productos resultantes,
truncados o completos, indican las secuencias especificas diana.

Davey y col, documento EPO N® 329 822 (incorporado en este
documento como referencia en su totalidad) describen un procedimiento de
amplificaciéon de acidos nucleicos que implica sintetizar de manera ciclica ARN
de hélice unica (“ARNss"), ADNss; y ADN de doble hélice (ADNds) que puede
usarse de acuerdo con la presente invencidn. El ARNss es un moide para un
primer oligonucleétido cebador, que se elonga por transcriptasa inversa (ADN
polimerasa dependiente de ARN). El ARN después se retira del duiplex
ADN:ARN resultante por la accién de ribonucleasa H (ARNasa H, una ARNasa
especifica para ARN en diplex con ADN o ARN). El ADNss resultante es un

molde para un segundo cebador, que también incluye las secuencias de un
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promotor de ARN polimerasa (ejemplificada por ARN polimerasa T7) 5" a su
homologia al moide. Este cebador después se alarga por ADN polimerasa
(ejemplificada por el fragmento grande “Klenow” de ADN polimerasa | de E.
coli), dando como resultado una molécula de ADN de doble hélice ("ADNds"),
que tiene una secuencia idéntica a la del ARN original entre los cebadores y
que tiene adicionaimente, en un extremo, una secuencia promotora. Esta
secuencia promotora puede usarse por la ARN polimerasa apropiada para
hacer muchas copias ARN.del ADN. Estas copias después pueden re-entrar en

el ciclo que conduce a amplificacién muy veloz. Con la eleccién apropiada de

enzimas, esta amplificacién puede hacerse de manera isoterma sin adicién de .

enzimas en cada ciclo. A causa de la naturaleza ciclica de este procedimiento,
la secuencia de partida puede elegirse para que esté en forma de ADN o ARN.
La Solicitud PCT WO 89/06700 (incorporada en este documento como
referencia en su totalidad) describe un esquema de amplificacion de secuencia
de dcidos nucleicos basado en la hibridacibn de una secuencia
promotora/cebadora con un ADN de hélice tnica diana (“ADNss") seguido por
la transcripcién de muchas copias de ARN de [a secuencia. Este esquema no
es ciclico, es decir, no se producen nuevos moldes a partir de los transcritos de
ARN resultantes. Otros procedimientos de amplificacién incluyen “RACE" y
“PCR unilateral” (Frohman., En: PCR Protocols. A Guide To Methods And
Aplications, Academic Press, N. Y., 1990; y O'hara y col., (1989) Proc. Nat'l

Acad. Sci. USA, 86: 5673-5677; cada uno de los cuales se incorpora en este
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documento como referencia en sus totalidades).

Los procedimientos basados en ligamiento de dos (0 mads)
oligonucledtidos en presencia de é4cido nucleico que tiene la secuencia del
"dioligonucledtido® resultante, amplificando de este modo el dioligonucledtido,
también puede usarse en la etapa de amplificacion de la presente invencién
(Wu y col., (1989) Genomics, 4: 560, incorporado en este documento como
referencia).

Transferencia de Southerm/Northem

Las técnicas de transferencia son bien conocidas por los especialistas
en la técnica. La transferancia de Southem implica el uso de ADN como diana,
mientras que la transferencia de Northern implica el uso de ARN como diana.
Cada uno proporciona diferentes tipos de informacién, aunque la transferencia
de ADNc es andlogo, en muchos aspecios, a la transferencia de especles de
ARN.

Brevemente, se usa una sonda para marcar una especie de ADN o ARN
que se ha inmovilizado en una matriz apropiada, a menudo un filtro de
nitrocelulosa. Las diferantes especies deben separarse espaciaimente para
facilitar el gnalisis. Esto a menudo se consigue por electroforesis en gel de
especies de 4cidos nucleicos seguido por “transterencia” al filtro.

Posteriormente, la diana transferida se incuba con una sonda
(habituaimente marcada) en condiciones que promueven la desnaturalizacion y

rehibridaciéon. Como la sonda se disefna para que forme pares de bases con la
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diana, la sonda se unird a una porcion de la secuencia diana en condiciones
renaturalizantes. La sonda no unida después se retira, y la deteccién se
consigue como se ha descrito anteriormente.

Procedimientos de Separacion

Normalmente es deseable, en una etapa u otra, separar el producto de
amplificacién del molde y el cebador en exceso para el propdsito da determinar
si ha sucedido la amplificacién especifica. En una realizacién, los productos de
amplificacion se separan por electroforesis en gel de agarosa, agarosa-
acrilamida o poliacrilamida usando procedimienios convencionales. Véase,
Sambrook y col., 1989.

Como altemnativa, pueden emplearse técnicas cromatogrificas para
efectuar la separaciéon. Hay muchos tipos de cromatografia que pueden usarse
en la presente invencién: adsorcién, reparto, intercambio iénico y tamiz
molecular, y muchas iécnicas especializadas para usarlas incluyendo columna,
papel, capa fina y cromatografia de gases (Freifelder. Physica! Biochemistry
Applications to Biochemistry and Molecular Biology, 2® ed. Wm. Freeman y Co.,
Nueva York, N.Y., 1982).

Procedimientos de Deteccién

Los productos pueden visualizarse para confirmar la amplificacion de las
secuencias marcadoras. Un procedimiento de visualizacién tipico implica
tincién de un gel con bromuro de etidio y visualizacién ‘en luz UV. Como

alternativa, si los productos de amplificacién estdn marcados de manera
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integral con nucleétidos radio o fluorométricamente marcados, los productos de
amplificacién pueden después exponerse a una pelicuia de rayos-x o0
visualizarse en el aspectro de estimulacion apropiado, después de la
separacion.

En una realizacidn, la visualizacién se consigue de manera indirecta.
Después de la separacidn de los productos de amplificacién, se pone en
contacto una sonda de acidos nucleicos marcada con la secuencia marcadora
amplificada. La sonda preferiblemente se conjuga a un croméforo pero puede
radiomarcarse. En otra realizacion, la sonda se conjuga con una pareja de
unién, tal como un anticuerpo o biotina, y el otro miembro del par de unién lleva
un resto detectable.

En una realizacion, la deteccién es por una sonda marcada. Las técnicas
implicadas son bien conocidas por los especialistas en la técnica y pueden
encontrarse en muchos libros convencionales de protocolos moleculares.
Véase, Sambrook y col., 1989. Por ejemplo, croméforos o sondas o cebadores
radiomarcados identifican la diana durante o después de la amplificacion.

Un ejemplo de ko anterior se describe en la Patente de Estados Unidos
N® 5.279.721, incorporada en este documento como referencia, que describe
un aparato y procedimiento para la electroforesis automaética y transferencia de
acidos nucleicos. El aparato permite la electroforesis y la transterencia sin la
manipulacién externa del gel y estd equipado de manera ideal para que realice

procedimientos de acuerdo con la presente invencion.
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Ademads, los productos de amplificacion descritos anteriormente pueden
someterse a andlisis de secuencia para identificar tipos especificos de
variaciones usando técnicas de andlisis de secuencia convencionales. En
ciertos procedimientos, se realiza un analisis exhaustivo de genes por andlisis
de secuencia usando lotes de cebadores disefiados para secuenciacién 6ptima
(Pignon y col, (1994) Hum. Mutat., 3: 126-132, 1994). La presante invencién
proporciona procedimientos por los que pueden usarse cualquiera o todos
estos tipos de andlisis. Usando las secuencias descritas en este documento,
los cebadores oligonucleotidicos pueden disenarse para pemnitir la
amplificacién de secuencias en todo el gan de GHR que puede después
analizarse por secuenciacién directa.

Cualquiera de una diversidad de reacciones de secuenciacién conocidas
en la técnica puede usarse para secuenciar de manera directa el gen de GHR
comparando la secuencia de la muestra con la secuencia tipo silvestre
correspondiente (control). Los ejemplos de reacciones de secuenciacion
incluyen las basadas en técnicas desamrolladas por Maxam y Gilbert {(1977)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 560) o Sanger ((1977) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 74: 5463). También se contempla que cualquiera de una diversidad de
procedimientos de secuenciacién automética puede utilizarse cuando se
realizan los ensayos de diagnéstico.

Componentes de Kit

Todos los materiales esenciales y reactivos requeridos para la deteccion
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y secuenciacion de GHR y variantes del mismo pueden ensamblarse Juntos en
un kit. Esto generalmente comprendera cebadores y sondas preseleccionados.
También pueden incluirse enzimas apropiadas para amplificar acidos nucleicos
incluyendo diversas polimerasas (RT, Taq, Sequenase™ eic.),
desoxinucledtidos y tampones para proporcionar la mezcla de reaccién
necesaria para amplificaciéon. Dichos kits también comprenderan generalmente,
en un medio apropiado, recipientes distintos para cada reactivo y enzima
individual asi como para cada cebador o sonda.
Diserio y Consideraciones Tedricas para RT-PCAR™ Cuantitativa Relativa

La trascripcion inversa (RT) de ARN o ADNc seguida por PCR
cuantitativa relativa (RT-PCR) puede usarse para determinar Ilas
concentraciones relativas de especies de ABRNm especificas aisladas de
sujetos. Determinando que la concentracibn de una especie de - ARNm
especifica varfa, se demuestra que el gen que codifica la especie de ARNm
especifica se expresa de manera diferenclal. La PCR cuantitativa puede ser
ytil, por ejemplo, para examinar niveles relativos de ARNm de GHRd3 y GHRf1
en sujetos a tratar con un agente que funciona mediante la via GHR, en un
sujeto que se sospecha que padece de actividad GHR disminuida, o
preferiblemente que padece de baja estatura, obesidad, infeccion, o diabetes;
acromegalia o afecciones de gigantismo que podrian estar asociadas con
efectos lactogénicos, diabetogénicos, lipoliticos y anabdlicos de proteinas;

afecciones asociadas con retancién de sodio y agua; sindromes metabdlicos;
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trastomos del estado de &nimo y el suefio, cédncer, enfermedad cardiaca o
hipertensién.

En PCR, la cantidad de moléculas del ADN diana amplificado aumenta
por un factor que se aproxima a dos con cada ciclo de la reaccién hasta que
algin reactivo llega a ser limitante. Por lo tanto, la velocidad de amplificacién
llega a disminuir cada vez méds hasta que no hay aumento en la diana
amplificada entre ciclos. Si se dibuja una grafica en la que el nimero de ciclos
esta en el eje X y el logaritmo de la concentracidon del ADN diana amplificado
estd en el gje Y, se forma una linea curva de forma caracteristica coneciando
los puntos dibujados. Comenzando con el primer ciclo, la pendiente de la linea
es positiva y constante. Se dice que es la porcién lineal de la curva. Después
de que un reactivo llega a ser limitante, la pendiente de la linea comienza a
disminuir y llega finaimente a ser cero. En este punto la concentracién del ADN
diana amplificado se vuelve asintética a algun valor fijado. Se dice que es la
porcién estacionaria de la curva.

La concentracion del ADN diana en la porcién lineal de la amplificacién
de PCR es directamente proporcional a la concentracidn de partida de ia diana
antes de que comience la reaccidon. Determinando la concentracién de los
productos amplificados del ADN diana en reacciones de PCR que han
completado el mismo numero de ciclos y estdn en sus intervalos lineales, es
posible determinar las concentraciones relativas de la secuencia diana

especifica en la mezcla original de ADN. Si las mezclas de ADN son ADNc
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sintetizados a partir de ARN aisiados de diferentes tejidos o células, pueden

determinarse las abundancias relativas del ARNm especifico a partir de! que se

‘ha obtenido la secuencia diana para los tejidos o células respectivos. Esta

proporcionalidad directa entre la concentracidn de los productos de PCR y las
abundancias relativas de ARNm es sélo cierta en el intervalo lineal de la
reaccién de PCR.

La concentracién final del ADN diana en la porcién estacionaria de la
curva se determina por la disponibilidad de reactivos en la mezcla de reaccién y
es independiente de la concentracién original de ADN diana. Por lo tanto, la
primera condicin que debe cumplirse antes de poder determinar las
abundancias relativas de una especie de ARNm por RT-PCR para una
coleccion de poblaciones de ARN es que las concentraciones de los productos
de PCR amplificados deben muestrearse cuando las reacciones de PCR estan
en la porcién lineal de sus curvas.

La segunda condicién que debe cumplirse para determinar de manera
exitosa las abundancias relativas de una especie de ARNm particular en un
experimento de RT-PCR es que las concentraciones relativas de los ADNc
amplificables deben normalizarse a algin patrén independiente. El objetivo de
un experimento de RT-PCR es determinar la abundancia de una especie
particular de ARNm en relacién con la abundancia media de todas las especies
de ARNm en la muestra. En los experimentos descritos a continuacién, pueden

usarsg ARNm para GHRf1 como patrones con los cuales se compara la

o\
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abundancia relativa de ARNm de GHRd3.

La mayoria de ios protocoios para PCR competitiva utilizan patrones de
PCR internos que son aproximadamente tan abundantes como la diana. Estas
estrategias son eficaces si los productos de las amplificaciones de PCR se
muestrean durante sus fases lineales. Si los productos se muestrean cuando
las reacciones se estdn acercando a la fase estacionaria, entonces el producto
menos abundanie llega a sobre representarse relativamente. Las
comparaciones de abundancias relativas hechas para muchas muestras de
ARN diferentes, tal como es el caso cuando se examinan muestras de ARN
para la expresién diferencial, llegan a estar deformadas de tal modo como para
hacer que las diferencias en las abundancias relativas de ARN parezcan
menos de las que hay en realidad. Esto no es un problema significativo sl el
patrén intemo es mucho mas abundante que la diana. Si el patrén intemo es
mas abundante que la diana, entonces pueden hacerse comparacionas lineales
directas entre muestras de ARN.

El anterior andlisis describe consideraciones tedricas para un ensayo de
RT-PCR para materiales obtenidos de manera clinica. Los problemas
inherentes en las muestras clinicas son que son de cantidad variable (haciendo
problemética la normalizacién), y que son de calidad variable (necesitando ia
co-amplificacién de un control interno fiable, preferiblemente de tamanio mas
grande que la diana). Ambos problemas se superan si la RT-PCR se realiza

como una RT-PCR cuantitativa relativa con un patrén interno en la que el

e
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patrén interno es un fragmento de ADNc amplificable que es més grande que el
fragmento de ADNc diana y en la que ia abundancia del ARNm que codifica el
patrén interno es aproximadamente 5-100 veces superior que el ARNm que
codifica la diana. Este ensayo mide la abundancia relativa, no abundancia
absoluta, de la especie de ARNm respectiva.

Pueden realizarse otros estudios usando un ensayo de RT-PCR
cuantitativo relativo mas convencional con un protocolo de patrén externo.
Estos ensayos muestrean los productos de PCR en la porcion lineal de sus
curvas de amplificacién. La cantidad de ciclos de PCR que son éptimos para
muestrear debe determinarse de manera empirica para cada fragmento de
ADNc diana. Ademas, los productos de transcriptasa inversa de cada poblacion
de ARN aislada de las diversas muestras tisulares deben normalizarse
cuidadosamente para obtener concentraciones iguales de ADNc amplificables.
Esta comparacién es muy importante ya que el ensayo mide la abundancia
absoluta de ARNm. La abundancia absoluta de ARNm puede usarse como
medicién de la expresién génica diferencial sdlo en muestras normalizadas.
Aunque Ia determinacién empirica del intervalo lineal de la curva de
amplificacién y nomalizacién de preparaciones de ADNc son procedimientos
tediosos y que llevan mucho tiempo, los ensayos de RT-PCR resultantes
pueden ser superiores a los obtenidos del ensayo de RT-PCR cuantitativo
relativo con un patrén interno.

Una razén para esta ventaja es que sin el patrén/competidor intemo,

&
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todos los reactivos pueden cdnvertirse en un producto de PCR dnico en el
intervalo lineal de la curva de amplificacién, aumentando de este modo la
sensibilidad del ensayo. Otra razén es que con un unico producto de PCR, la
presentacién del producto en un gel de electroforesis u otro procedimiento de
presentacion llega a ser menos complejo, tiene menos ruido de fondo y es més
facil de interpretar.
Tecnologias de Chip

Los presentes inventores contemplan especlificamente tecnologias de
ADN basadas en chip tales como las descritas por Hacia y col., ({1996) Nature
Genetics, 14: 441-447) y Shoemaker y col., ((1996) Nature Genetics 14: 450-
456). Brevemente, estas técnicas implican procedimientos cuantitativos para
analizar grandes cantidades de genes faciimente y de manera precisa.
Marcando genes con oligonucleétidos o usando series de sondas fljadas, se
puede emplear la tecnologia de chip para segregar moléculas diana como
series de alta densidad y seleccionar estas moléculas respecto a la hibridaclén.,
Véase también Pease y col, ((1994) Proc. Nat'| Acad Sci. USA, 91: 5022-5026);
Fodor y col., ((1991) Science, 251: 767-773).
Procedimienios para deteclar proteina GHRdA3 o GHRf1

Pueden usarse anticuerpos en la caracterizacién del contenido de
GHRd3 y/o GHRf1 en tejidos, a través de técnicas tales como ELISA y
transferencia de Westem. Los procedimientos para obtener polipéptidos

GHRd3 y GHRf1 pueden realizarse usando procedimientos conocidos. Asi
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mismo, se describen adicionalmente en este documento procedimientos para
preparar anticuerpos capaces de unirse selectivamente a las isoformas GHRd3
y GHRf1.

En un ejemplo, se contempla que pueden usarse anticuerpos GHR,
incluyendo anticuerpos GHRd3, GHRf1 y GHR que no distinguen entre GHRd3
y GHRf1, en un ensayo ELISA. Por ejemplo, se inmovilizan anticuerpos anti-
GHR en una superficie seleccionada, preferiblemente una superficle que
muestra una afinidad por proteina tal como los pocillos de una placa de
microtitulacién de poliestireno. Después del lavado para retirar el material
incompletamente adsorbido, es deseable unir o revestir los pocillos de la placa
de ensayo con una proteina no especifica que se sabe que es antigénicamente
neutra con respecto al antisuero de ensayo tal como albimina de suero bovino
(BSA), caseina o soluciones de leche en polvo.. Esto permite bloquear los sitios
de adsorcién no especfficos en la superficie de inmovilizacién y reducir de este
modo el ruido de fondo causado por la unién no especifica de! antigeno sobre
la superficie.

Después de la unién del anticuerpo al pocillo, el revestimiento con un
material no reactivo para reducir el ruido de fondo, y el lavado para retirar el
material no unido, la superficie de movilizaciébn se pone en contacto con la
muestra a ensayar de un modo que conduce a la formacién de compilejo
inmune (antigeno/anticuerpo).

Después de la formacién de inmunocomplejos especificos entre ia

\o9
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muestra de ensayo y el anticuerpo unido, y el posterior lavado, puede
determinarse ia aparicion y fa cantidad uniforme de formacion de
inmunocomplejo sometiendo la misma a un segundo anticuerpo que tiene
especificidad para GHR que difiere del primer anticuerpo. Las condiciones
apropiadas preferiblemente incluyen diluir la muestra con dlluyentes tales como
BSA, gama globulina bovina (BGG) y solucion salina tamponada con fosfato
(PBS)/Tween. Estos agentes afadidos también tienden a ayudar en la
reduccién de ruido de fondo no especifico. El antisuero colocado en capas
despuéds se deja incubar durante aproximadamente 2 a aproximadamente 4
horas, a temperaturas praeferiblemente del orden de aproximadamente 25C a
aproximadamente 27°C. Después de la incubacién, la superficie en contacto
con antisuero se lava para retirar ol material no inmunocomplejado. Un
procedimiento de lavado preferido incluye lavar con una solucién tal como
PBS/Tweaen o tampdn borato.

Para proporcionar un medio de deteccién, el segundo anticuerpo
preferiblements tendra una enzima asociada que generard un desarrolio de
color despuds de ia incubacidn con un sustrato cromogénico apropiado. Por
tanto, por ejemplo, se deseara poner en contacto e incubar la superficie unida
al segundo anticuerpo con una IgG anti-humana conjugada con ureasa o
peroxidasa durante un periodo de tiempo y en condiciones que favorezcan el
desarrollo de formacién de inmunocomplejo (por ejemplo, incubacién durante 2

horas a temperatura ambiente en una solucidén que contiene PBS tal como
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PBS-Tween).

Después de la incubacién con el segundo anticuerpo marcado con
enzima, y después de lavar para retirar el material no unido, la cantidad de
marcador se cuantifica por incubacién con un sustrato cromogénico tal como
urea y purpura de bromocresol o Acido 2,2'-azino-di-(3-etil-benzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS) y Hz20,, en el caso de peroxidasa como marcador enzimético.
La cuantificacién después se consigue midiendo el grado de generacién de
color, por ejemplo, usando un espectrofotémetro de espectro visible.

El formato precedente puede alterarse uniendo primero la muestra a la
placa de ensayo. Daspués, se incuba el anticuerpo primario con la placa de
ensayo, seguido de deteccidn del anticuerpo primario unido usando un
segundo anticuerpo marcado con especificidad por el anticuerpo primario.

Las etapas de otros diversos procedimientos de inmunodeteccion Utiles
se han descrito en la bibliografia cientifica, tal como, por ejemplo, Nakamura y

col., En: Handbook of Experimental Immunology (4% Ed), Waeir. E., Herzenberg,

B

L. A. Blackwell, C., Herzenberg, L. (eds). Vol. 1. Capitulo 27, Blackwell

Scientific Publ., Oxford, 1987; incorporados en este documento como
referencia). Los inmunoensayos, en su sentido mas simple y directo, son
ensayos de unién. Ciertos inmunoensayos preferidos son los diversos tipos de
radicinmunoensayos (RIA) y ensayo de captura de inmunoperias. La deteccién
inmunohistoquimica que usa secciones de tejido también es particularmente

util. Sin embargo, se apreciard facilmente que la deteccién no esté limitada a
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dichas técnicas, y que también se pueden usar transferencia de Western,
transferencia por puntos, andlisis FACS, y similares con respecto a ia presente
invencion.

En un ejemplo preferido, los niveles de GHRd3 pueden detectarse
usando un anticuerpo especifico de GHRd3 usando los procedimientos
descritos anteriormente. En otros procedimientos, la cantidad total de GHR se
determina sin diferenciar entre GHRd3 y GHRf1, y se determina la cantidad de
GHRf1. La diferencia en la cantidad de GHR no diferenciado y GHRf1 indica la
cantidad de GHRd3 presents.

En un ejemplo altemativo, los niveles de GHRf1 pueden detectarse
usando un anticuerpo especifico de GHRf1 usando los procedimientos
descritos anteriormente. En otros procedimientos, se determina la cantidad total
de GHR sin diferenciar entre GHRf1 y GHRdS3, y se determina la cantidad de
GHRd3. La diferencia en la cantidad de GHR no diferenciado y GHRd3 indica
la cantidad de GHR{1 presente.

En otro ejemplo, pueden detectarse los niveles de GHRA3 usando un
anticuerpo especifico de GHRdJ3 y pueden detectarse los niveles de GHRf1
usando un anticuerpo especifico de GHRIf1.

Preferiblemente, dichos procedimientos detectan GHBP (por ejemplo, la
porcién extracelular de GHRd3 o GHRf1) en circulacién. Los ejemplos
preferidos de procedimientos permmiten la deteccién de GRH no diferenciado

(por ejemplo, para decidir GHRd3 a partir de GHR total no diferenciado en
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comparaciéon con GHRf1), la deteccion de GHRdA3 y/o deteccién de GHRIf1.
Dichos procedimientos inciuyen el ensayo ELISA, el ensayo inmunofuncional
mediado por ligando (LIFA) y el radioinmunoensayo (RIA).

LIFA para la deteccién de GHR no diferenciado (por ejemplo, GHRd3 o
GHRf1) puede realizarse de acuerdo con los procedimientos de Pflaum y col.
((1993) Exp. Clin. Endocrinol. 101. (Supl. 1): 44) y Kratzsh y col ((2001) Clin.
Endocrinol. 54: 61-68). Brevemente, en un ejemplo, se detecta el GHR no
diferenciado usando un anticuerpo anti-rGHBP monoclonal para revestir las
placas de microtitulacién. La muestra sérica o patrones de rGHBP glicosilada
se incuban junto con 10 ng/pocillo de hGH y un anticuerpo monoclonal dirigido

frente a hGH como indicador biotinilado. La sefial se amplifica por el sistema de

estreptavidina marcada con europio y se mide usando un fluorimetro. En otro-:

ejemplo, se realiza un radioinmunoensayo competitivo (RIA) para detectar
GHPB no diferenciada, usando un anticuerpo anti-rhGHBP, patrones rhGHBP y
125l-rhGHBP como antigeno marcado como se describe en Kratsh y col.
((1995) Eur. J. Endocrinol. 132; 308-312).

En otro ejemplo descrito en Kratzsch y col. ((2001) Clin. Endocrinol. 54:
61-68), se detecta GHBP no diferenciada revistiendo una placa de
microtitulacién que se reviste con 100 pl del anticuerpo monoclonal 10B8 que
se une a GHBP fuera del sitio de unién a hGH (Rowlinson y col. {1999)), en
50mmol/litro de tampdn-fosfato sédico, pH 9,6. Después de la etapa de lavado,

se afaden 25 pl de muestra o patrén y 50 ng de mAb 5C6 anti-GHGBP
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marcado con biotina (que se une a GHBP en el sitio de unién a hGH)
(Rowlinson y col (1999)) en 75 ul de tampdn de ensayo (Tris-(hidroximetil)-
aminometano 50 mM, NaCl 150 mM, NaN3 al 0,05%, Tween 40 al 0,01%, BSA
al 0,5%, gamma-globulina bovina al 0,05%, 20 pmollitro de é&cido
dietilenotriaminopentacético) y se incuba durante una noche. La cantidad de
GHRf1 después se determina usando un anticuerpo especifico para la forma f1
que contiene el exén 3 de GHBP). Brevemente, se inmoviliza mAb 10B8 en las
placas de microtitulacion como en el caso de GHBP no diferenciado. Después
de la etapa de lavado, se afaden 25 ul de muestra o0 patréon y 75l de un
anticuerpo policlonal de conejo frente a péptido GHRd3 descrito en Kratzsch y
col. (2001) (diluido 1:10000) y se incuba durante una noche. Se afiaden 20 ng
de IgG murina biotinilada anti-conejo a cada pocillo y se incuban durante 2
horas seguido de un aclarado repetido. Las senales se amplifican por el
sistema de estreptavidina marcada con europio y se mide usando un
fluorimetro. Se usa hGHBP no glicosilada recombinante, diluida en suero de
oveja, como un patrén.

Los anticuerpos especificos para GHRd3 para usar de acuerdo con la
presente invencién pueden obtenerse usando procedimientos conocidos.
Puede usarse una proteina GHRd3 aislada, 0 una porcién o fragmento de la
misma, como inmunégeno para generar anticuerpos que se unan a GHRd3
usando técnicas convencionales para la preparacion de anticuerpos

policlonales y monoclonales. Puede usarse una proteina GHRd3 o,
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alterativamente, la invencién proporciona fragmentos de péptidos antigénicos
de GHRd3 para usar como inmundgenos.

Los polipéptidos GHRA3 pueden prepararse usando medios conocidos,
por purificacién a partir de una muestra bioldgica obtenida de un individuo o
més preferiblemente como polipéptidos recombinantes. La secuencia de
aminodcidos de GHRf1 se muestra en SEC ID N® 2, a partir de 1a cual GHRd3
difiere por una delecion de 22 aminoacidos codificada por el exén 3. El péptido
antigénico de GHRd3 comprende preferiblemente al menos 8 restos de
aminoécidos de la secuencia de aminoécidos mostrada en SEC ID N® 2, donde
al menos un aminodcido estd fuera de dichos restos de aminoédcidos
codificados por el exén 3. Dichos péptido antigénico abarca un epitope de
GHRd3 de modo que un anticuerpo generado frente al péptido forma un
complejo inmune especifico con GHRd3. Preferiblemente, el anticuerpo se une
de manera selectiva o preferencial a GHRd3 y no se une sustancialmente a
GHRf1. Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al menos 10 restos
de aminodcidos, més preferiblemente al menos 15 restos de amino4cidos,
incluso mas preferiblemente al menos 20 rastos de aminodcidos, y mds
preferiblemente al menos 30 restos de aminoacidos.

Los epltopes preferidos abarcados por el péptido antigénico son
regiones de GHRd3 que estén localizadas en la superficie de la proteina, por
ejemplo, regiones hidrdfilas.

Un inmunégeno de GHRA3 se usa tipicamente para preparar
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anticuerpos por inmunizacién de un sujeio apropiado (por ejemplo, conejo,
cabra, ratbn u otro mamifero) con el inmundgeno. Una preparacién
inmunogénica apropiada puede contener, por ejemplo, proteina GHRd3
expresada de manera recombinante o un polipéptido GHRd3 sintetizado
quimicamente. La preparacién también puede incluir un adyuvante, tal como el
adyuvante completo o incompleto de Freund, o un agente inmunoestimulador
similar. La inmunizacién de un sujeto apropiado con una preparaciéon de
GHRd3 inmunogénica induce una respuesta de anticuerpo anti-GHRd3
policlonal.

Por consiguiente, otro aspecto de la invencibn se refiere a los
anfticuerpos anti-GHRd3. El término “anticuerpo” como se usa en este
documento se refiere a moléculas de inmunogiobulina y porciones
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir,
moléculas que contienen un sitio de unibn a antigeno que se une
especificamente (inmunorreacciona con) un antigeno, tal como GHRd3. Los
ejemplos de porciones inmunoldgicamente activas de moléculas de
inmunogiobulina incluyen fragmentos F(ab) y F(ab')z que pueden generarse
tratando el anticuerpo con una enzima tal como pepsina. La invencion
proporciona anticuerpos policlonales y monoclonales que se unen a GHRd3. El
término “anticuerpo monoclonal” o "composicibn de anticuerpo monoclonal®,
como se usa en este documento, se refiere a una poblacién de moléculas de

anticuerpo que contienen sélo una especie de un sitio de unién a antigeno
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capaz de inmunorreaccionar con un epitope particular de GHRd3. Una
composicion de anticuerpo monocional presenta, de este modo, tipicamente
una unica afinidad de unién para una proteina GHRd3 particular con la que
inmunorreacciona.

La invencién concieme a las composiciones de anticuerpo, policlonales o
monoclonales, capaces de la unibn de manera selectiva, 0 unirse
selectivamente a un polipéptido que contiene un epftope que comprende un
tramo contiguo de al menos 6 aminoécidos, preferiblemente al menos 8 a 10
aminodcidos, mas preferiblemente al menos 12, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 6 100

aminodcidos de SEC ID N2 2, incluyendo preferiblemente dicho tramo contiguo

al menos un aminoécido fuera de dicho tramo de 22 aminoécidos codificado”

por el exén 3 del gen de GHR.

Los anticuerpos policlonales anti-GHRd3 pueden prepararse como se ha
descrito anteriormente inmunizando un sujeto apropiado con inmunégeno
GHRd3. El titulo del anticuerpo anti-GHRd3 en el sujeto inmunizado puede
controlarse durante un tiempo por técnicas convencionales, tales como con un
enzimoensayo inmunosorbente (ELISA) usando GHRdJ3 inmovilizado. Si se
desea, las moléculas de anticuerpo dirigidas frente a GHRd3 pueden asilarse
del mamifero (por ejemplo, de la sangre) y purificarse adicionalmente por
técnicas bien conocidas, tales como cromatografia de proteina A para obtener
la fraccién IgG. En un momento apropiado después de la inmunizacién, por

ejemplo, cuando los titulos de anticuerpo anti-GHRd3 estan més altos, pueden
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obtenerse células productoras de anticuerpo a partir del sujeto y usarse para
preparar anticuerpos monocionales por técnicas convencionaies, tales como ia
técnica de hibridoma descrita en un principio por Kohler y Milstein ((1975)

Nature 256: 495-497) (véase también, Brown y col (1981) J. immunol. 127:

539-46; Brown y col. (1980} J. Biol. Chem. 255: 4980-83; Yeh y col (1976)

PNAS 76; 2927-31; y Yeh y col (1982) Int. J. Cancer 29: 269-75), la técnica
mas reciente de hibridoma de células B humanas (Kozbor y col. (1983)
Immunol Today 4: 72), la técnica de EBV-hibridoma (Cole y col. (1985),
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, inc., pdginas 77-96)
o técnicas de trioma. La tecnologia de produccion de hibridomas de
anticuerpos monoclonales es bien conocida (véase, en lineas generales, R. H.
Kenneth, en Monoclonal Antibodies: A New Dimension in Biological Analyses,
Plenum Publishing Corp., Nueva York, N. Y. (1980); E. A. Lerner (1981) Yale J.
Biol. Med., 54: 387-402; M. L. Gefter y col. (1977) Somatic Cell Genet. 3: 231-
36). Brevemente, se fusiona una linea celular inmortal (tipicamente un
mieloma) a linfocitos (tipicamente esplenocitos) de un mamifero inmunizado
con un inmundégeno GHRA3 como sa ha descrito anteriomente, y los
sobrenadantes del cultivo de las células de hibridoma resuitantes se exploran
para identificar un hibridoma que produzca un anticuerpo monoclonal que se
una a GHRd3.

Cualquiera de los muchos protocolos bien conocidos usados para

fusionar linfocitos y lineas celulares inmortalizadas puede aplichrse para el

X
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propdsito de generar un anticuerpo monoclonal anti-GHRd3 (véase, por
ejemplo, G. Galfre y col. (1977) Nature 266: 55052; Gefter y col. Somatic Cell
Genet., citado supra; Lerner, Yale J Biol. Med, cltado supra; Kenneth,
Monoclonal Antibodies, citado supra). Ademds, un especialista en la técnica
apreciard que hay muchas variaciones de dichos procedimientos que también
serian utiles. Tipicamente, la linea celular inmortal (por ejemplo, una linea
celular de mieloma) se obtiene de la misma especie de mamifero que los
linfocitos. Por ejemplo, los hibridomas murinos pueden hacerse por fusién de
linfocitos de un ratdn inmunizado con una preparacién inmunogénica de la
presente invenciéon con una linea celular de ratén inmortalizada. Las |ineas
celulares inmortales preferidas son lineas celulares de mieloma de ratén que
son sensibles a medio de cultivo que contiene. hipoxantina, aminopterina y
timidina (“medio HAT"). Cualquiera de varias lineas celulares de mieloma
pueden usarse como pareja de fusién de acuerdo con técnicas convencionales,
por ejemplo, las lineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 0 Sp2/O-
Ag14. Estas lineas de mieloma estan disponibles por la ATCC. Tipicamente,
las células de misloma de ratén sensibles a HAT se fusionan a esplenocitos de
ratén usando polietilenglicol ("PEG"). Las células de hibridoma resultantes de la
fusion se seleccionan después usando medio HAT, que elimina células de
mieloma fusionadas de manera no productiva y no fusionadas (los esplenocitos
no fusionados mueren después de varios dias porque no se han transformado).

Las células de hibridoma que producen un anticuerpo monocional de la
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invencién se detectan por exploracién de los sobrenadantes de cultivo de
hibridoma respecto a anticuerpos que se unen a GHRd3, por ejempio, usando
un ensayo ELISA convencional.

De manera alternativa a la preparacion de hibridomas que secretan
anticuerpos monocionales, puede identificarse un anticuerpo anti-GHRd3
monoclonal y asilarse por exploracién de una biblioteca de inmunoglobulinas
combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca que presente fagos de
anticuerpo) con GHRd3 para aislar de este modo miembros de la biblioteca de
inmunoglobulinas que se unen a GHRd3. Los kits para generar y explorar las
bibliotecas que muestran fagos-estan disponibles en el mercado {por ejemplo,
el Sistema de Anticuerpo de Fago Recombinante Pharmacia, N? de catdlogo
27-9400-01; y el Kit de Presentacién de Fago Stratagene SurfZAP.TM., N2 de
catdlogo 240612). Adicionaimente, pueden encontrarse ejemplos de
procedimientos y reactivos particularmente flexibles para usar en la generacion
y exploracién de una biblioteca que presente anticuerpos en, por ejemplo,
Ladner y col. Patente de Estados Unidos N2 5.223.409; Kang y col. Publicacién
intemacional PCT Nf WO 92/18619; Dower y col. Publicacion intermnacional
PCT N? WO 91/17271; Winter y col. Publicacion intemacional PCT N¢ WO
92/20791; Markland y col. Publicacién Intemacional PCT N® WO 92/15679;
Breitling y col. Publicacién Internacional PCT N® WO 93/01288; McCafferty y
col. Publicacion Intemacional PCT N2 WO 92/01047; Garrard y col. Publicacién

Intemacional PCT N® WO 92/09690; Ladner y col. Publicacién Intemacional
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PCT N® WO 90/02809; Fuchs y col. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay y
col (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-85; Huse y col. (1989) Science 246:
1275-1281; Griffiths y col (1893) EMBO J 12: 725-734; Hawkins y col. (1992) J.
Mol. Biol. 226: 889-896; Clarkson y col. (1991) Nature 352: 624-628; Gram y
col. (1992) PNAS 89: 3576-3580; Gamrad y col. (1991) Bio/Technology 9: 1373-
1377; Hoogenboom y col. (1991) Nuc. Acid Res. 19: 4133-4137; Barbas y col.
(1991) PNAS 88: 7978-7982; y McCafferty y col. Nature (1990) 348: 5562-554.
Puede usarse un anticuerpo anti-GHRd3 (por ejemplo, anticuerpo
monoclonal) para aislar GHRd3 por técnicas convencionales, iales como
cromatografia de afinidad 0 inmunoprecipitacién. Un anticuerpo anti-GHRd3
puede facilitar la purificacion de GHRd3 natural a partir de células y de GHRd3
producida de manera recombinante expresada en células huésped. Ademas,
un anticuerpo anti-GHRd3 puede usarse para detectar proteina GHRd3 (por
ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante celular) para evaluar la
abundancia y patrén de expresién de la protefna GHRd3. Los anticuerpos anti-
GHRd3 pueden usarse a manera de diagndstico para controlar los niveles
proteicos en tejido como parte del procedimiento de ensayo clinico, por
ejemplo, para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. La
deteccién puede facilitarse por ef acoplamiento (es decir, unién fisica) del
anticuerpo a una sustancia detectable. Los ejemplos de sustancias detectables
incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,

materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, y materiales radiactivos.

\

%
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Los ejemplos de enzimas apropiadas incluyen peroxidasa de rdbano, fosfatasa
aicalina, galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos
prostéticos apropiados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina;
ejemplos de materiales fluorescentes apropiados incluyen umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material
luminiscente incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen
luciferasa, luciferina, y aequorin, y ejemplos de materiales radiactivos

apropiados incluyen %), '3, 355 o 3H.

En un ejemplo preferido, se obtiene la proteina o polipéptido GHRd3

sustancialmente puro. La concentracién de proteina en la preparacidn final se
ajusta, por ejemplo, por concentracién en un dispositivo de filtro Amicon, al
nivel de unos pocos microgramos por ml. Los anticuerpos monoclonales o
policlonales frente a la proteina después pueden prepararse del siguiente
modo: Produccién de Anticuerpos Monoclonales por Fusién de Hibridoma. Los
anticuerpos monoclonales frente a epitopes en el GHRd3 o una porcién del
mismo pueden prepararse a partir de hibridomas murinos de acuerdo con el
procedimiento clasico de Kohler y Milstein (Nature, 256: 495, 1975) o
procedimientos derivados del mismo (véase, Harlow y Lane, Antibodies A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, péginas 53-242, 1988).
Brevemente, un ratén se inocula de manera repetida con unos pocos

microgramos del GHRd3 o una porcién del mismo durante un periodo de una
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pocas semanas. El ratdn después se sacrifica, y las células productoras de
anticuerpos del bazo de aislan. Las células del bazo se fusionan por medio de
polistilenglicol con células de mieloma de ratén, y el exceso de células no
fusionadas se destruye por crecimiento del sistema en medio selectivo que
comprende aminopterina (medio HAT). Las células fuslonadas exitosamente se
diluyen y se colocan alicuotas de la dilucién en pocillos de una placa de
microtitulacion donde continda el crecimiento del cultivo. Los clones
productores de anticuerpos se identifican por deteccion de anticuerpos en el
fluido sobrenadante de los pocillos por procedimientos de inmunoensayo, tales
como ELISA, como se describe en un principio por Engvall, E., Meth. Enzymol.
70: 419 (1980). Los clones positivos seleccionados pueden expandirse y su
producto de anticuerpo monocional se recoge para el uso. Los procedimientos
detallados para la produccién de anticuerpos monoclonales se describen en
Davis, L. y col. Basic Methods in Molecular Biology Elservier, Nueva York.
Seccion 21-2.

Las composiciones de anticuerpo de la presente invencién encontrardn
gran uso en andlisis de inmunotransferencia o transferencia de Westem. Los
anticuerpos pueden usarse como reactivos primarios de alta afinidad para la
identificacion de proteinas inmovilizadas en una matriz de soporte sdlido, tal
como nitrocelulosa, nylon o combinaciones de los mismos. Junto con
inmunoprecipitacion, seguido por electroforesis en gel, estos pueden usarse

como un reactivo de etapa Unica para usar en la deteccién de antigenos frente
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a los cuales los reactivos secundarios usados en la deteccion del antigeno
provacan un ruido de fondo adverso. Los procedimientos de deteccién de base
inmunolégica para usar junto con la transferencia de Western que incluyen
anticuerpos secundarios frente al resto de toxina marcados de manera
enzimética, radiomarcados, o marcados de manera fluorescente se consideran
de particular uso a este raspecto. Las Patentes de Estados Unidos con
respecto al uso de dichos marcadores incluyen las Patentes de Estados Unidos
N2 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437;, 4.275.149; y
4.366.241, incorporada cada una en este documento como referencia. Por
supuesto, pueden encontrarse ventajas adicionales a través del uso de un
ligando de unién secundario tal como un anticuerpo secundario o un
ordenamiento de unién de ligando bictina/avidina, como se conoce en la -
técnica.
Administracién de composiciones de GH

La GH a usar de acuerdo con la invenciébn puede estar en forma de
secuencia nativa 0 en forma variante, y a pariir de cualquier fuente, natural,
sintética, o recombinante. Los ejemplos incluyen hormona del crecimiento
humana (hGH) que es GH natural o recombinante con la secuencia nativa
humana (GENOTROPIN™, somatotropina o somatropina), y hormona del
crecimiento recombinante (rGH), que se refiere a cualquier GH o variante de
GH producida por medio de tecnologia de ADN recombinante, incluyendo

somatrem, somatotropina, y somatropina. Para el uso humano se prefiere en
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este documento una GH madura de secuencia nativa humana recombinante
con o0 sin una metionina en su extremo N-terminal. Es mas preferido
GENOTROPIN™ (Pharmacia, U.S.A.) que es un polipéptidc GH humano
recombinante. También se prefiere metionil-hormona del crecimiento humano
(met-hGH) producida en E. coli, por ejemplo, por el procesc descrito en la

Patente de Estados Unidos N 4.755.465 expedida el 5 de julio de 1988 y

\a\

Goeddel y col. Nature, 282: 544 (1979). Met-hGH, vendida como -

PROTROPIN™ (Genentach, Inc. U.S.A.), es idéntica al polipéptido natural, con
la excepcién de la presencia de un resto de metipnina N-terminal. Otro ejemplo

es hGH recombinante vendida como NUTROPIN™ (Genentech. inc. U.S.A.).

- Esta udltima hGH carece del resto de metionina y tiene una secuencia de

aminodcidos idéntica a la de la hormona natural. Véase Gray y col.,
Biotechnology 2: 181 (1984). Otro ejemplo de GH es una variante de hGH que
es una forma placentaria de GH con actividad somatogénica pura y no

lactogénica, como se describe en la Patente de Estados Unidos N® 4.670.393.

. También se incluyen variantes de GH, por ejemplo, las ‘descritas en los

documentos WO 90/04788 y WO 82/08690. Otros aejemplos incluyen
composiciones de GH que funcionan como antagonistas de GHR, tales como
pegvisomant (SOMAVERT™, Pharmacia, U.S.A.) que puede usarse para el
tratamiento de acromegalia.

GH puede administrase directamentie a un sujeto por cualquier técnica

aproplada, incluyendo por via parenteral, intranasal, intrapulmonar, oral, o por
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absorcion a través de la piel. Pueden administrarse de manera local o
sistémica. Los ejemplos de administracién parenteral incluyen administracion
subcutidnea, intramuscular, intravenosa, intraarterial, e intraperitoneal.
Preferiblemente, se administran por inyeccién subcutdnea diaria.

La GH a usar en la terapia se fomulard y dosificard de un modo
consistente con la buena practica médica, teniendo en cuenta la condicion
clinica del sujeto individuo (especialmente los efectos secundarios del
tratamiento con GH sola), el sitio de suministro de la composicién ©
composiciones de GH, el procedimiento de administracién, la programacién de
administracion, y oiros factores conocidos por los meédicos. Las “cantidades
eficaces” de cada componente para ‘propésitos de este documento se
determinan, por tanto, por dichas consideraciones y son cantidades que
aumentan las velocidades de crecimiento de los sujetos.

Para GH, se emplea preferiblemente una dosis de mas de
aproximadamente 0,2 mg/kg/semana, més preferiblemente méas de
aproximadamente 0,25 mg/kg/semana, e incluso més preferiblemente mas de o

igual a aproximadamente 0,3 mg/kg/semana. En una realizacion, la dosis de

GH varia de aproximadamente 0,3 a 1,0 mg/kg/semana, y en otra realizacién,-

0,35 a 1,0 mg/kg/semana.
Preferiblements, la GH se administra una vez por dia por via
subcutdnea. ‘En aspectos preferidos, la dosis de GH estd entre

aproximadamente 0,001 y 0,2 mg/kg/dia. Adn mas preferiblemente, la dosis de
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GH esté entre aproximadamente 0,010 y 0,10 mg/kg/dia.

Como se ha analizado, los sujetos homocigéticos o heterocigéticos para
el alelo GHRI1 se espera que tengan una respuesta positiva superior frente al
tratamiento con GH que sujetos homocigéticos para el alelo GHRd3. En
aspectos preferidos, una dosis administrada a sujetos homocigéticos para el
alelo GHRd3 serd mayor que la dosis administrada a un sujeto que es
heterocigético para el alelo GHRd3 y la dosis administrada a sujetos
heterocigéticos para el alelo GHRd3 serd mayor que la dosis administrada a un
sujeto que es homocigético para el alelo GHRf1.

La GH se administra apropiadamente de manera continua o no continua,
tal como a tiempos particulares (por ejemplo, una vez al dfa) en forma de una
inyeccién o una dosis particular, donde habrd un aumento en la concentracién
de GH en plasma en el momento de la inyeccion, y después una bajada en la
concentracién de GH en plasma hasta el momento de la siguiente inyeccion.
Otro procedimiento de administracién no continuo es el resultado del uso de
microesferas PLGA y muchos dispositivos de implante disponibles que
proporcionan una liberacién discontinua de ingrediente activo, tal como una
explosién inicial, y después un retardo antes de la liberacién del ingrediente
activo. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N® 4.767.628.

La GH también puede administrarse para que tenga una presencia
continua en la sangre que se mantiene durante la duracién de la administracién

de la GH. Esto se consigue més preferiblemente por medio de infusién continua
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mediante, por ejemplo, minibombas tales como una minibomba osmética.

Como aiternativa, se consigue apropiadamente por el uso de inyecciones

W
T

frecuentes de GH (es decir, mas de una vez al dia, por ejemplo, dos o tres -

veces al dia)

En otra realizacién més, puede administrarse GH usando formulaciones
de GH de larga duracién que retardan la eliminacion de GH de la sangre o
provocan una liberaciéon lenta de GH a partir de, por ejemplo, un sitio de
inyeccién. La formulacién de larga duracién que prolonga la eliminacion de GH
en plasma puede estar en forma de GH complejada, o conjugada de manera
covalente (por unién reversible o irreversible) a una macromolécula tal como
una o0 mas de sus protelnas de unién (documento WO 92/08985) 0 un polimero
soluble en agua seleccionado entre PEG y homopolimeros de polipropilenglicol
y polioles de polioxietileno, es decir, los que son solubles en agua a
temperatura ambiente. Como altemativa, la GH puede complejarsa o unirse a
un polimero para aumentar su semivida en circulacion. Los ejemplos de
polioles de polietileno y policles de polioxietileno utiles para este propésito
incluyen polioxietilengliceroli, polietilenglicol, polioxietilensorbitol,
polioxietilenglucosa, o similares. La estructura glicerol de polioxietilenglicerol es
la misma estructura que se encuentra en, por ejemplo, animales y seres
humanos en mono-, di-, y triglicéridos.

El polimero no necesita tener ningun peso molecular particular, pero se

prefiere que el pesc molecular esté entre aproximadamente 3500 y 100.000,
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mas preferiblemente entre 5000 y 40.000. Preferiblemente el homopolimero
PEG asta sin sustituir, paro también puede estar sustituido en un extremo con
un grupo alquilo. Preferiblemente, el grupo alquilo es un grupo alquilo C1-C4, y
més preferiblemente un grupo metilo. Mas preferiblemente, el polimero es un
homopolimero no sustituido de PEG, un homopolimero monometil-sustituido de
PEG (mPEG), o polioxietilenglicerol (POG) y tiene un peso molecular de
aproximadamente 5000 a 40.000.

La GH se une de manera covalente mediante uno 0 més de los restos de
aminoécidos de la GH a un grupo reactivo terminal del polfimero, dependiendo
principaimente de las condiciones de reacclén, el peso molecular del pollmero,
etc. El polimero con el grupo o grupos reactivos se denomina en este
documento como polimero activado. El grupo reactivo reacciona de manera
selectiva con grupos amino libres u otros grupos reactivos en la GH. Se
entendera, sin embargo, que el tipo y cantidad del grupo reactivo elegido, asi
como el tipo de polimero empleado, para obtener resultados &ptimos,
dependera de la GH particular empleada para evitar que el grupo reactivo
reaccione con demasiados grupos particularmente activos en la GH. Como no
puede ser posible evitarlo completamente, se recomienda que se emplee
generalmente de aproximadamente 0,1 a 1000 moles, preferiblemente 2 a 200
moles, de polimero activado por mol' de proteina, dependiendo de la
concentracién de proteina. La cantidad final de polimero activado por mol de

proteina es un equilibrio que mantiene la actividad 6ptima aunque optimizando
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al mismo tiempo, si 6s posible, la semivida en circulacién de la proteina.

Aunque los restos pueden ser cuaiquier aminoécido reactivo de la
proteina, tal como una o dos cisteinas 0 el grupo aminoécido N-terminal,
preferiblemente el aminoacido reactivo es lisina, que se une al grupo reactivo
del polimero activado a través de su grupo epsilon-amino libre, o Acido
glutdmico o aspértico, que se une al polimero a través de un enlace amida.

La reaccion de modificacién covalente puede tener lugar por cualquier
procedimiento apropiado usado generalmente para hacer reaccionar materiales
biolégicamente activos con  polimeros - inertes, preferiblemente
aproximadamente a pH 5-9, mas preferiblemente 7-9 si los grupos reactivos de
la GH son grupos lisina. En lineas generales, el procedimiento implica preparar
un polimero activado {con al menos un grupo hidroxilo terminal), preparar un
sustrato activo a partir de este polimero, y hacer reaccionar después la GH con
el sustrato activo para producir la GH apropiada para formulacién. La reaccién
de modificacion anterior puede realizarse por varios procedimientos, que
pueden implicar una o rﬁas etapas. Los ejemplos de agentes modificadores que
pueden usarse mﬁ producir el polimero activado en una reaccién de una
etapa incluyen cloruro de 4cido ciandrico (2, 4, 6-tricloro-S-triazina) y fluoruro
de éclido ciandrico.

En una realizacién la reaccion de modificacion tiene lugar en dos etapas
donda el polimero primero se hace reaccionar con un anhidrido 4cido tal como

anhidrido succinico o glutarico para formar un &cido carboxilico, y el acido
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carboxilico después se hace reaccionar con un compuesto capaz de reaccionar
con el acido carboxilico para formar un pollmero activado con un grupo éster
reactivo que es capaz de reaccionar con la GH. Los ejemplos de dichos
compuestos incluyen N-hidroxisuccinimida, acido- 4-hidroxi-3-
nitrobencenosulfénico, y similares, y preferiblemente se usan N-
hidroxisuccinimida o dcido 4-hidroxi-3-nitrobencenosulfénico. Por - ejemplo,
puede hacerse reaccionar PEG monometil-sustituido a elevadas temperaturas,
preferiblemente aproximadamente 100-110°C durante cuatro horas, con
anhidrido glutérico. EI monometil PEG-acido glutdrico producido de este modo

después se hace reaccionar con A-hidroxisuccinimida en presencia de un

. reactivo carbodiimida tal como diciclohexil o isopropil carbodiimida para

producir el polimero activado, metoxipolietilenglicolil-N-succinimidil glutarato,

que después. puede hacerse reaccionar con la GH. Este procedimiento se
describe con detalle en Abuchowski y col., Cancer Biochem. Biophys., 7: 175-
186 (1984). En otro ejemplo, el PEG sustituido con monometilo puede hacerse
reaccionar con anhidrido glutdrico seguido de reaccién con éacido 4-hidroxi-3-
nitrobencenosuliénico (HNSA) en presencia de diciciohexilcarbodiimida para
producir el polimero activado. HNSA se dascribe por Bhatnagar y col.,
Peptides: Synthesis-Structure-Function, Proceedings of the Seventh American
Peptide Symposium, Rich y col., (eds.) (Pierce Chemical Co., Rockford, Il.,
1981), paginas 97-100, y en Nitecki y col., High-Technology Route to Virus

Vaccines (American Society for Microbiology: 1986) titulado “Novel Agent for



15

20

Xh

Coupling Synthetic Peptides to Carriers y Its Applications.”

Los procedimientos especlificos para producir GH conjugada con PEG
incluyen los procedimientos descritos en la Patente de Estados Unidos N®
4.179.337 sobre PEG-GH y la Patente de Estados Unidos N®° 4.935.465, que
describe PEG unido de manera reversible pero covalente a GH.

La GH también puede administrarse de manera apropiada por sistemas
de liberacion sostenida. Los ejemplos de composiciones de liberacién
sostenida Uliles sn este documento incluyen matrices de polimeros
semipermeables en forma de articulos con forma, por ejemplo, peliculas, 0
microcdpsulas. Las matrices de liberacién sostenida incluyen polllactidas

(Patente de Estados Unidos N2 3.773.919, documento EP 58.481), copolimeros

de acidos L-glutdmico y gamma-etil-L-glutamato (Sidman y col., Biopolymers,-

22, 547-556 (1983), poli(2-hidroxietimetacrilato) (Langer y col., J. Biomed.
Mater. Res., 15: 167-277 (1981); Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982),
etilenvinilacetato (Langer y col., supra) o &cido poli-D~(-)-3-hidroxibutirico
(documento EP 133.988), o microesferas PLGA.

Las composiciones de GH de liberacidn sostenida también incluyen GH
atrapada en liposomas. Los liposomas que contienen GH se preparan por
procedimientos conocidos per se: documento DE 3.218.121; Epstein y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82: 3688-3692 (1985);, Hwang y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77: 4030-4034 (1980); documentos EP 52.322; EP 36.676; EP
88.046; EP 143.949; EP 142.641; Solicitud de Patente japonesa 83-118008;
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Patente de Estados Unidos N? 4.485.045 y 4.544.545; y documento EP
102.324. Generaimente, los liposomas son de tipo unilameiar pequefios
(aproximadamente 200-800 Angstroms) en los que el contenido lipidico es
mayor de aproximadamente el 30% en moles de colesterol, estando la

proporcién seleccionada ajustada para la terapia Optima. Ademés, una

formulacién de liberacién sostenida biolégicamente activa puede hacerse a . -

pariir de un aducto de la GH unida de manera covalente a un polisacérido
activado como se describe en la patente de Estados Unidos N® 4.857.505.
Ademas, la patente de Estados Unidos N2 4.837.381 describe una composicién
de microesfera de grasa o cera 0 una mezcla de-las mismas y GH para
liberacion lenta.

En otra reallzacion, los sujetos identificados anteriormente también se
tratan con una cantidad eficaz de IGF-l. Como proposicion general, la cantidad
farmacéuticamente eficaz total de IGF-l1 administrada por via parenteral por
dosis estard en el intervalo de aproximadamente 50 a 240 pg/kg/dia,
preferiblemente 100 a 200 pg/kg/dia, de peso corporal del sujeto, aunque,
como se ha observado anteriormente, esto estaré sometido al criterio de la
discrecién terapéutica. Ademas, preferiblemente el IGF-1 se administra una vez
o dos veces por dia por inyeccién subcutdnea. En otra realizacién, tanto IGF-1
como GH pueden administrarse al sujeto, cada uno en cantidades eficaces, 0
cada uno en cantidades que astan por debajo de la dptima pero que cuando se

combinan son eficaces. Preferiblemente se administra GH aproximadamente
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0,001 a 0,2 mg/kg/dia o mas preferiblemente aproximadamente 0,01 a 0,1
mg/kg/dia de GH. Preferiblemente, [a administracion tanto de IGF-I como GH
es por inyeccion usando, por ejemplo, un medio intravenoso o subcutineo. Mas
preferiblemente, la administracién es por inyeccién subcutédnea tanto para IGF-|
como para GH, mas preferiblemente inyecciones diarias.

Se observa que los médicos que elaboran dosis tanto de IGF-| como de
GH deben tener en cuenta los efectos secundarios conocidos del tratamiento
con estas hormonas. Para GH, los efectos secundarios incluyen retencion de
sodio y expansién del volumen exiracelular (lkkos y col., Acta Endocrinol.
(Copenhagen); 32: 341-361 (1959); Biglieri y col., J. Clin. Endocrinol. Metab.,
21: 361-370 (1961), asl como hiperinsulinemia e hiperglucemia. El efecto
secundario aparente principal de IGF-1 es hipoglucemia. Guler y col., Proc. Nati.
Acad. Sci. USA, 86: 2868-2872 (1989). De hecho, la combinacion de IGF-l y
GH puede conducir a una reduccién de los efectos secundarios no deseados
de ambos agentes (por ejemplo, hipoglucemia para IGF-l @ hiperinsulinismo
para GH) y a una restauracién de los niveles sanguineos de GH, la secrecién
de [a cual se suprime por IGF-I.

Para administracién parenteral, en una realizacién, GH se formula
generaimente mezclando la GH en el grado de pureza deseado, en una forma
inyectable de dosificacién unitaria (solucién, suspensién, o emulsién), con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, es decir, uno que es no téxico para los

raeceptoras a las dosificaciones y concentraciones empleadas y es compatible
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con otros ingredientes de la formulacién. Por ejemplo, la . formulacién
preferiblemente no incluye agentes oxidantes y otros compuestos que se sabe
que son nocivos para los polipéptidos. Generalmente, las formulaciones se
preparan poniendo en contacto la GH con vehiculos liquidos o vehiculos
sélidos divididos en trozos muy pequenos o ambos. Después, si es necesario,
al producto se da forma en la formulacién deseada. Preferiblemente, el
vehliculo es un vehiculo parenteral, mas preferiblemente una solucién que es
isotonica con la sangre del receptor. Los ejemplos de dichos vehiculos incluyen
agua, solucion salina, solucién de Ringer, y solucién de dextrosa. Los vehiculos
no acuosos tales como aceites fijados y oleato de etilo también son dutiles en
este documento, asi como liposomas.

El vehiculo contiene apropiadamente cantidades-minoritarias de aditivos
tales como sustancias que potencian la isotonicidad y estabilidad quimica.
Dichos materiales son no toxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, incluyen tampones tales como fosfato, clirato,
succinato, dcido acético, y otros acidos orgdnicos © sus sales; antioxidantes
tales como 4cido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos de
aproximadamente diez restos), por ejemplo, poliarginina o tripéptidos;
proteinas, tales como albimina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como
glicina, &cidos glutdmico, é&cido aspartico, o arginina; monosacéaridos,

disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo celulosa o sus derivados,

o

L
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glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes
de aztcar tales como manitol o sorbitol; contraiones tales como sodio; y/o
tensioactivos no idnicos tales como polisorbatos, poloxameros, o PEG.

GH se formula tipicamente de manera individual en dichos vehlculos a
una concentracion de aproximadamente 0,1 mg/mli a 100 mg/mi,
preferiblemente 1-10 mg/ml, a un pH de aproximadamente 4,5 a 8. GH
preferiblemente est4 a pH de 7,4-7,8. Se entendera que el uso de ciertos de los
excipientes, vehiculos, o estabilizadores anteriores daran como resultado la
formacién de sales de GH.

Aunque GH puede formularse por cualquier procedimiento apropiado, las
formulaciones preferidas para GH son las siguientes: para un hGH preferido
(GENOTROPIN™), una jeringa de dosis unica contiene 0,2 mg, 0,4 mg, 0,6
mg, 0,8 mg, 1,0 mg, 1,2 mg, 1,4 mg, 1,6 mg, 1,8 mg 6 2,0 mg de somatropina
recombinante. Dicha jeringa de GENOTROPIN™ también contiene 0,21 mg de
glicina, 12,5 mg de manitol, 0,045 mg de monoatriofosfato, 0,025 mg de fosfato
disédico y agua hasta 0,25 ml.

Para met-GH (PROTROPIN™), la solucibn a granel pre-liofilizada
contiene 0,2 mg/ml de met-GH, 16,0 mg/ml de manitol, 0,14 mg/ml de fosfato
sédico, y 1,6 mg/ml de fosfato sddico (monobésico monohidrato), pH 7,8. El vial
de 5 mg de met-GH contiene 5 mg de met-GH, 40 mg de manitol, y 1,7 mg de
fosfato sédico total (peso seco) (dibdsico anhidro), pH 7,8. El vial de 10 mg
contiene 10 mg de met-GH, 80 mg de manitol, y 3,4 mg de fosfato sédico total
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(peso seco) (dibasico anhidro), pH 7,8.

Para GH sin met (NUTROPIN™), {a solucién a granel pre-liofilizada
contiene 2,0 mg/ml de GH, 18,0 mg/mi de manitol, 0,68 mg/ml de glicina, 0,45
mg/ml de fosfato sddico, y 1,3 mg/ml de fosfato sédico (monobésico
monohidrato), pH 7,4. El vial de 5 mg contiene 5 mg de GH, 45 mg de manitol,
1,7 mg de glicina, y 1,7 mg de fosfato sédico total (peso seco) (dibésico
anhidro) pH 7.4. El vial de 10 mg contiene 10 mg de GH, 80 mg de manitol, 3,4
mg de glicina, y 3,4 mg de fosfato sédico total (peso seco) (dibasico anhidro).

Como altemativa, puede usarse una formulacién liquida para hGH
NUTROPIN™, por ejemplo: 5,0 +- 0,56 mg/ml de rhGH; 8,8+ 0,9 mg/ml de
cloruro sédico; 2,0 +- 0,2 mg/ml de Polisorbato 20; 2,5 +- 0,3 mg/ml de fenol,
2,68 + 0,3 mg/ml de citrato sédico dihidrato, y 0,17 + 0,02 mg/ml de é&cido
cftrico anhidro (citrato sddico anhidro total/dcido citrico es 2,5 mg/ml, o 10 mM);
pH 6,0 + 0,3. Esta formulacién se pone apropiadamente en un vial de 10 mg,
que se carga con 2,0 ml de la formulacion anterior en un vial de vidrio 3-cc.
Como alternativa, un cartucho de 10 mg (2,0 ml) que contiene la formulacién
anterior puede colocarse en una pluma de inyeccién para inyeccion de GH
liquida al sujeto.

Las composiciones de GH a usar para administraciéon terapéutica son
preferiblemente estériles. La esterilidad se consigue facilmente por filtracion a
través de membranas de filtracién estériles (por ejemplo, membranas de 0,2

micrémetros). Las composiciones de GH terapéuticas generalmente se colocan
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en un recipiente que tiene una via de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o
vial de solucién intravenosa que tiene un tapén perforable por una aguja de
inyeccién hipodémmica.

La GH habitualmente se almacenard en reciplentes de una dosis o
multidosis, por ejemplo, ampollas o viales sellados, como solucién acuosa, o
como una formulacion liofilizada para reconstitucién. Como ejemplo de una
formulacién liofilizada, los viales se cargan con soluciones de GH acuosas
filtradas estériles (p/v), y la mezcla resultante se liofiliza. La solucién de infusién
se prepara por reconstitucién de la GH liofilizada usando agua para inyeccién
bacteriostatica.

La invenciéon se entendera mas completamente como referencia a los
siguientes ejemplos. No deben entenderse, sin embargo, como limitantes del
alcance de la invencién. Toda la bibliografia y citaciones de patentes se
incorporan expresamente en este documento como referencia.

EJEMPLOS

- Ejemplo 1

Genotipificaclén para GHRd3 y GHRf1

El ADN genémico de pacientes se obtuvo de sangre periférica siguiendo
el procedimiento descrito por Lahiri y Numberger (Nucl Ac Res 1991; 19: 5444),
La amplificacién de un segmento de 3248 pb que contiene los polimorfismos
GHRf1-GHRd3 informados por Stalling-Mann y col (Proc Nat Acad Sei USA
1996; 93: 12394-12399) para el exén 3 alrededor de la regién del gen de GHR
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se realizd para investigar la posible respuesta de hormona del crecimiento
dependiente de GHR en pacientes SGA. El ADN se amplificé por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) usando una estrategia multiplex descrita por
Pantel y col {(J. Biol Chem 2000; 25. 18664-18669) con modificaciones.

Brevemente, se afiadieron 200 ng de ADN genémico a una mezcla de reaccién

- -de 50 yl de MgCl: 1,56 mM, 0,5 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada cebador, y

0,5 U de ADN polimerasa Phusion High-Fidelity {Finnzymes, Espoo, Finlandia):
Los cebadores G1, G2 y G3 se dascriben en el nimero de acceso a
GenBankTM AF 155912. Las condiciones de ciclacién fueron las siguientes.
etapa Inicial de desnaturalizacién de 30 segundos a 98°C, seguido por 40 ciclos
constituidos por 98°C, 10 segundos; 60°C, 30 segundos; 722C, 1 minuto y 30
segundos, seguido por una etapa de extensién final de 7 minutos.

Los productos de amplificacién se analizaron por electroforesis (90 v, 15
minutos a temperatura ambiente de 25°C) en un gel de agarosa al 1,2% de 48
pocillos prefabricado que contenia bromuro de etidio (ge! de agarosa Ready-io-
Run, Amersham Blosciences, San Francisco, CA).

Cuando se detectd un genotipo homocigético GHRA3/GHRdAS3, se realizé
una nueva amplificaciébn por PCR usando sblo G1 y G3 del ADN, en las
mismas condiciones, para revelar un producto de 935 pb si se amplifica

ligeramente en a reaccion de multiplex.

Cebadores (5°-3') Producto de PCR

G1: TGTGCTGGTCTGTTGGTCTG f1/41: 935 pb
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SECIDN®5
G2: AGTCGTTCCTGGGACAGAGA f1/d3: 935, y 532 pb
SECIDN®26
G3: CCTGGATTAACACTTTGCAGACTC dd/d3: 532 pb
SECIDN®7

Comentariog

Se verificd por secuenciacidbn automética la Identidad de los dos
productos de PCR seleccionados de ADN homocigético para cada variante.

La ADN polimerasa Phusion High-Fidelity (Finnzymes, Espoo, Finlandia)
usada en este ensayo permite una fuerte amplificacion a un tiempo més corto y
temperatura de desnaturalizacién més alta (98°C).

En la primera serie se realizé una segunda electroforesis en PAGE
seguida por tincion con plata para visualizar mejor la banda suave de 935 pb en
algunas muestras heterocigéticas dudosas. También se verificdé que una
sagunda amplificacién por PCR con cebadores G1 y G3 permitié un resultado
definido para las muestras dudosas y, por consiguiente, se recomend) realizar
esta segunda PCR para establecer el genotipp GHRAd3/GHRd3. Esta
verificaciéon es mucho mas precisa, rapida y barata.

Elemplo 2
Deteccién del alelo GHRA3 asoclado con respuesta GH
Se examinaron 71 pacientes SGA que se habian incluido en un ensayo

para el tratamiento con GH recombinante para la asociacién de la variante del
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ex6n 3 de GHR habltual y la respuesta de velocidad de crecimiento frente al
tratamiento con GH. Los pacientes inciuidos en este estudio se selaccionaron
de acuerdo con los siguiantes criterios de inclusién y exclusion:

Criterlos de Inclusién

1. Nifos o nifias con una historia de IGR evaluada como peso corporal y/o
estatura al nacimiento <P10 (Delgado y col. Anal Esp Ped. Medicina Fetal y
Neonatoldgica 1996; 44: 50-59).

2. Una edad gastacional de aproximadamente 35 semanas determinada
por ecografia o la fecha del ultimo periodo (DLP), y evaluacién clinica del recién
nacido.

3. Una edad cronoldgica de més de 3 anos.

4, Estatura actual igual o por debajo del percentl 3 o -1,88 SDS
(Hemandez,. Madrid Editorial Garsi, 1988).

5. Velocidad de crecimiento actual igual o por debajo del percentil 50, en
relacién con la edad cronoldgica (Heméndez., Madrid. Editorial Garsi, 1988).

6. Un cariotipo normal en nifias.

7. Obtencidn. de consentimiento informado por escrito del
paciente/representante legal.

Criterios de exclusién

1. Encefalopatia del neonato después de isquemia

2. Patologia endocrina asociada, excepto hipotiroidismo con terapia de

sustitucién.



10

15

104

3. Tratamiento con esteroides crénico.
4, Enfermedad crénica grave (patologia sanguinea, enfermedad puimonar,
patologia de higado, mala absorcién, alteraciones neurolégicas, etc.).
5. Neoplasmas.
6. Una historia de radiacién intracraneal.
7. Sindromes (displasia ¢sea, sindrome alcohdlico fetal, sindromes de
Turner, Sackel y otros sindromas dismdérficos) excepto Sylver-Russaell.
8.  Alteraciones cromosdmicas.
9. Pacientes tratados previamente con hormona del crecimiento.

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, los genotipos para el
GHRd3 se determinaron para el grupo de 71 pacientes. Los resultados se
muestran en la Tabla 1 y en la Tabla 2.

Tabla 1: Distribucién del genotipo GHRd3 en paclentes SGA

Pacientes SGA N=71

f1/#1 35
dam 27
d3/d3 9

Tabla 2: Distribucién de genotipo GHRd3 en paclentes SGA por género

Genotipo GHR

141

f1/d3

d3/d3

N

35

27
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Masculino 21 12 5
Femenino 14 15 4

Los pacientes se trataron con rhGH a una dosis de 1,4 (U.kg.semana).

Las velocidades de crecimiento se siguieron durante un periodo de 1 afio

durante el tratamiento con rhGH (Tabla 3). Los pacientes que llevaban la

variante GHRd3 crecieron a una velocidad mas lenta cuando se trataron con

5 rGH. La variacién gendémica de la secuencia GHR estd por tanto asociada con

una diferencia marcada en el incremento de la velocidad de crecimiento

después de tratamiento con rGH.

Tabla 3: Velocidades de crecimiento en los tres grupos genotipicos

f1/f1 f1/d3 da/d3

35 27 9
Velocidad de crecimiento al|4.49+0.38 [4.95+035 |5.67+0.50
comienzo (cm/afno):
Afio 1 10.13+0.38 [9.56+0.27 [9.12x0.50
Ao 1-0 corregido (cm/afio): 563049 |4.61x039 |3.44:0.85

N

&
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como propiedad lo
contenido en las siguientes.

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para predecir la respuesta de un sujeto frente a un
agente capaz de unirse a una proteina GHR, comprendiendo determinar en el
sujeto la presencia o ausencia de un alelo GHRd3 y/o un alelo GHRf1 del gen
de GHR, donde el alelo GHRA3 estd correlacionado con una probabilidad de
tener una respuesta positiva disminuida frente a dicho agente y el alelo GHRf1
estd comelacionado con una probabilidad de tener una respuesta positiva
aumentada frente a dicho agente, identificando de este modo el sujeto que
tiene una probabilidad disminuida 0 aumentada de responder frente al

tratamiento con dicho agente.
2. E! procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho sujeto
tiene baja estatura idiopética (ISS), muy bajo peso al nacer (VLBW), retardo del

crecimiento intrauterino (IUGR), o es pequefio para la edad gestacional (SGA).

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que dicho

sujeto es SGA.

4, El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones 1
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a 3, en el que dicho agents es una agonista de GHR.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que dicho

agonista de GHR es GH, preferiblemente somatropina.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho

agente es un antagonista de GHR.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicho

antagonista de GHR es pegvisomant.

8. Un procedimiento para tratar un sujeto que padece de una enfermedad o
un trastomo que implica GHR, comprendiendo el procedimiento:

(a) determinar en el sujeto la presencia o ausencia de un alelo GHRd3 y/o
un alelo- GHR{1 del gen de GHR, donde el alelo GHRd3 esta correlacionado
con la probabilidad de tener una respuesta positiva disminuida frente a un
agente capaz de unirse a una proteina GHR o funcionar mediante la via GHR y
el alelo GHR{f1 esta correlacionado con la probabilidad de tener una respuesta
positiva aumentada frente de dicho agente; y

(b) seleccionar o determinar una cantidad eficaz de dicho agente para

administrar a dicho sujeto.
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9, El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicho
sujeto que tiene baja estatura tiene baja estatura idiopdtica (ISS), muy bajo
peso al nacer (VLBW), retardo del crecimiento intrauterino (IUGR), o es

pequeiio para la edad gestacional (SGA).

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que dicho

sujeto es SGA.

11. E! procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

8 a 10, en el que dicho agente es un agonista de GHR.

12. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que dicho

agonista de GHR es GH, preferiblemente somatropina.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que dicho

agente es un antagonista de GHR.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho

antagonista de GHR es pegvisomant.

15. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

8 a 14, que tamblén comprende (c) administrar dicha cantidad eficaz de dicho



agente a dicho sujeto.
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PROCEDIMIENTOS PARA PREDECIR LA RESPUESTA TERAPEUTICA
FRENTE A AGENTES QUE FUNCIONAN SOBRE EL RECEPTOR DE LA
HORMONA DEL CRECIMIENTO

5 RESUMEN
Esta invencién se refiere a procedimientos para predecir la magnitud de
la respuesta terapéutica de un sujeto frente a agentes que funcionan sobre el
receptor de la hormona del crecimiento. Los aspectos preferidos incluyen
procedimientos para aumentar la estatura de sujetos humanos que tienen baja

10 estatura, y para tratar la obesidad y acromegalia.

1%
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ctyg

pat
Asp

105
ate
Ile

gat
Asp

att
1le

gea
Ala

aaa
Lyw
185
gaa
Glu

gty
Val

gta
Val

tet
265
atg
Het

att
Ile

ckc
Leu

gaa
alu

gee
Ala

gat
170

oge
cly

aca
250
cca
Pro

cta

ctg

ctc

[

Ly»

tea
flex

cga
235

ctt

tgg

ttt

Pro

atg
Mat

o
Trp

ttg
Leu
229

cet

cte
Leu

gta
Val
cca
300

Leu Lys Glu

gtt
val

Lys
205

tct
Ser

cag
Gln

tta
Leu

ttec
Phe
285

gtt
val

113

oty
Val

oga
Qay

atg
Met

att
Ile
270

tta
Leu

cca
Pro

atc
Ila

gtt
val

tta

tog
17%

gag
GQlu

atg
Hat

gat
Asp

aat
Asn

Sex
a55

att
Ile

ttt
Fhe

gtt
val

tta

gat
Asp
ctg
160
gea

Glu

tat

gac
Amp

Lya

tat
Tyx

a40
caa
Gln

atc
Ile

tct
Ber

cca
Pro

tac

cta

gaa
Glu
148

Ala

gaa
Glu

cet

gaa
Qlu
225

Gly

ttt

ttt
Pha

alaa
Lys

Lys
308

oag

Gly Lys Leu @lu Glu

tte

act

110

ata
Ile

gtc .

val

cca
Pro

ctt

ata
Ila
a10

tat

gag
Glu

aca
Thr

oga
Gly

cag
250

aat
115

gt
Val

Arg

caa
Gln
198

ttg
Leu

gan
Qlu

tte
FPha

tot
Cys

ata
Ila
273

aat

caa
Gln

tta
Leu

aat
Asn
180

tac
Tyx

aca
Thr

ot9
Val

agt
ser

gea
Glu
260

tte
Fhe

caa agy
Gin Gln Arg

att saa gga
Ile Lye Gly

gtg sac aca
Val Asn Thr

sl

439

487

535

583

631

678

727

775

871

919

967

1015



310

atc tta geo
Ile Leu Ala
328

tct tgg gtt
Ser Trp Val

act gag
Thr Glu

gaa
Glu

tca cat
Sar His

agt
Ser
3715

tgt tgt
Cys Cys
390

gaa
Glu

cat
Hia
405

geg got
Glu Qly

gat
Asp

ctc
Lau

gca
Ala

cat
His

gct
Ala

Lys
455

caa
Gln

gee
Ala

ttt tat
Fhe Tyr

gac
Asp
485
ctt tecc
Serxr

ceg
Pro

cac
His

ceg
Pro

gna
Glu

tac ttc

att
Ile

Glu

tca
360

aac

cct

ace

tta

Cys
440

cca

cat
His

gec
Ala

ggc
Gly

atg
Mat
520

tgt

cat
His

tet
345

gac
ABp

tca

tgc

cct
Pro

att
Ile

gat
330

att
Ile

aly

att
Ile

qsg
Glu
410

ctt

get
Ala

cca

cag
Gin

gt

Gin Val

caa
Gln
505

gtc
Val

490

aag
Lys

tca
Sex

114

315

age tat aaa
Her Tyx Ly®

gag cta
Glu Leu

gat
Asp

ctt
Leu
365

gac aga
ABp Arg

gty sag
val Lys
380

gat

ctg gag
Ley Giu
95

gtt
Val

get
Ala

gac cag
Asp Gln

act
Thr

cag
Gln
445

ctt
Leu

cct
Pro
460

act

cta
Leu
475

aat
Amn

age
Bear

agc gac att
Gaxr Asp lle

aat aag gcoa
ABn Lys Ala

ctc tge caa
Leu Cys Gln
525

gat gco asa

ccc
Pro

att
Ile
aso

cta

Gly

gat
AsDp

cca
Pro

aat

430

cae
Pro

gaa
Qlu

009
Gly
510

gaa
Glu
335

gat
Asp

gac
Asp

tte

cag
Gln
415

agt
Berx

gga
Gly

agt

cca
Pro
495

atg
Met

tte

gag
Qlu

agt
Sex

tct
Ser

aat
ASn
400

aat

gtt
Val

get
Ala

tca

480
Ala

tce
Sex

ttc

Glu Asn Fhe

tge

ate

goa
qQly
385

gcc
Ala

tta

atc
Ile

gag
Glu
465

ctg

ogt
Gly

Gln

ctt

cct

agt
Ber

gat
Asp

cat
His
370

Arg

aat
Asn

tca
Bex

caa
Gln
450

tca

tca

agt
Sax

tat

atg
Met
530

gtg

gat

gaa
Glu
355

gay
Glu

Gly

cct

435

Ala

act

gtg
val

Asp
515

gac
Asp

gct

ata
Ile

gaa
Glu
420

tat
Tyr

gag
Glu

cac
Hie

atec
Ile

gte
Val
500

atg
Met

aat
Asn

cct

1063

1111

1159

1207

1355

1303

1351

1399

1447

1495

1543

T 1891

1639

1687



Ala Tyr Phe Cys Glu Ala Asp Ala

cac
His

att
Ile
565

Thr

gee
Ala

age
Ber

atec
Ile
550

tac
Tyr

gga
Gly

att
Ile

ttg
Leu

aca
Thr

aag
Lys

ate
Ile
guaa
Qlu

cat
His

cee
Pro
615

gac
Asp

ott
val

cat
His

ata
Ile
600

ttg
Leu

caa
Gln

tca
fax

gaa
Glu

CacQ
Ris
555
aca gaa
Glu
570

agc
Ber

cca
Pro

gtt
Val
585

got
Qly

tcc
far

gta
Val

cag
Gln

cct gac asa
Fro Asp Lys

CtQ aac aaa
Leu Asn Lys

540
ata
Ile

ctt
Leu

tet
Ber

gag
Glu
620

ate
Ile

630
agctacgtat ttaatagcaa
ttaaaccttt tttgggogag
aatgttgasa tatgatgtta
tgtgcaatgt aaatatttta
atattgtggg tgttaatttt
saatcacget ttttgassas
atgcaaacca tagcacaggc
sanaaactaa saactagagg
ggatatgtaa sacatttact
tcaageatgg ctattttata
. taaggagtgt agcaactaca
aaasacasac tcgtttttta
taaaatgatt gtagtaatct

aagtatttgt taatttagaa

635
ageattgact
tgacaggatg
asaasatasg
aagaattgtg
tgatactaag
gcgaaaaast
taattttttyg
tgagaaattt
ttgacataas
ttacactaca
gtctasagcet
caaagecctt

gcattattgy

aactttaaag

115

Lys Lys Cye

cag
Gln

oca
Pro

agc
Bar

acce act get
Thr Ala

575
gag atg cct
Glu

gge cte
Gly Leu

cag
Gln
605

ttt
Phe

ctec
Leu

tca
Ber

atg cct
Mat Pro

tag

goggcaataa
gggtatggat
aagaatgett
tcagactgtt
cattgaatgg
caggtggett
ttgtttctta
aaactataag
gttoataaag
cactgtgtac
ggtttaatgt
ttatacctee

aatataattg

cgtttgcaca

Ile Pro vVal Ala Pro

tta aac caa gag gac
Leu Asu Glao Glu Asp
560

gct
Ala

ggo agy cct ggg
Gly Arg Pro Gly

gtc
Val

ata
Ile

tca
Ber

cctttetttyg nt:tcpcnlc

cgtttaagee
tctaaaatge
aatcagatag
tagtagcagt
ctatgttttt
ttgeggttca
aataagaaac

actttttaat

tgcagtegot
tttggeccaat

ccagactect

ttttltctﬂl_

gatcaactta

aaaacastgt
cttttecona
atattectat

gattgtctta

satgtatagt

ggaasattga

ttttttattt
aaaatagttt
aatttagact
atgacccotc
gcacctaaag
tcnnéilttc

atttttanac

ccaggeacca

1735

1783

ia31

1879

1927

1980

2040
2100
2160
22120
2280
2340
2400
2460
2520
ase0
2640
2700
2760
2820

A%



anagaagtaa
anatacatgce
gectgoaattg
taguetotge
agggaataagy
taatgasaca
cteattttte
sgatasctga
aggatttatt
gactggecte
ttttgeaate
acagagtcte
ctccneétcc
caggcacgea
catgttggec
asagtgctgg
cattgggata
ettcténttt
ccatttateg
ctettgecagg
gtaatagatg
ataatttagt
gtttggaaga
gotaaatace
ttattcacta
ggatttttte

gttatcaaac

<210> 2

aagcaaasaa
taagagaagt
cacgeggagt
agcggaatct
gtacaagaag
aagagttcaa
atgataatga
aaattattta
tasaatagca
asagcaagca
ccttaatate
getetgtege
cacaggttea
ccaccatgee
aggatggtet
gattacaggt
tetcotgaaa
tttannanag
cnﬂlcetttt
asggactatg
tttgatagat
ttcatatasa
ctatettact
tcaatcagte
gtatgactag
cttcaaagtt

accaacataa

gaaaaccttt
agaaatcata
gagtttttta
gttcacacce
cattttgtas
ganataagtt
acagaacata
aaccgctasa
aaagasgaag
ttcagaagas
ctaaancatca
caggctagag
ggcgaticec
aggctaattt
cgagtetcet
gtaagccace
aggtttatga
cttaaaactt
ttaggeagea
aasagctaga
ttrctgetac
gtatcatecag
atttcacaac
tcagaatgte
ttgtgtetgyg
tantaaattt

asatgatcta

116

cttecaccaan
gctggttcac
gtocgtgeag
aacttggttt
gttgasgean
tttgttteae
gacagaagaa
agaaacttte
ttteatcatt
aaagaagcas
ttoemtttttg
tocggtgecy
gtgecctcageo
tttegtattt
gacctegtga
gtgcccagee
naiaguuglu
tgaagttage
agcttaatgy
attgagtgtt
tttgetgeta
tgtagaacct
agcectgacaa
attttggtac
cagtttatat
attteettog

aacc

tcttggtetga
actgaccaagy
atggtgagag
tgctacataa
atcgaatgaa
agcctataac
acaaggtttt
tttctecacta
ttttacttce
ccteagtaat
tegttgtegt
cgatctigac
ctcctgagta
tagcagagac
tcocaccegac
ctaaacatca
tctc;tctCI
ttcancttaa
ctgataattt
taaagttcaa
tggttttecte
aattcaattc
catttctata
tttgptggec
ttaactctet

attecctgata

tgccasmana
atacttaagt
ataagatcta
ttatccagga

attasctgyy

cagacacata

cagtacccac
satcttttat
tctctgagtg
ttagaaatca
tgttgttgag
tcactgcaat
gctgpgacta
ggggtttcac
tcggecteee
ttcttgagag
gtgaagaata

atagtatttc

tasattetet

catgttattt
caagagetac
anagctgtgt
gccasaaata
acatalgéea
ttatgtotgt
atgtgettet

2880
2540
3000
3060
3120
3180
3a40
3300
3160
3420
3480

3540

3600
3660
3720
3780

3960
4020
4080
4140
0290
4260
4320
4380

4414
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<211> 638
<212> PRT

<213> Homo saplens

5 «<400>2.



Met Asp Leu
1

Asp Ala Phs

Pro Trp Ber
35

Lys Glu Pro
50

Ser Cys His
65

Pro lle Gln

Glu Trp Lys

TYr Fhe Asn
115

Leu Thx Ser
130

Glu Ile Val
145

Asn Val Ser

Ala Pro Arg

Trp Gln
B

Ser Gly
20

Leu Gln

Lys

alu
100

Cys
Sexr

Asn Gly

Gln Pro

Thx
165

Asn
180

Bex

Pro

Gly

Asp
150

Gly

118

Glu Ala Thr
a5

Val Asn Pro
40

Lys Cys Arg
5%

Glu Val His

Thr Arg Arg

Asp Tyr Val
105

Thr Ser Ile
120

Thr Val Asp
135

Pro Pro Ile

Ile His Ala

Ala Asp Ile Gln Lys

1685

Leu Ala
10

Ala Ala Ile

Gly Leu Lys

Ber Pro
60

His Gly Thr

75

Aan Thr
90

Gln

Ser Ala Gly

TIp Ile

Cys

Glu Lys
; 140

Ala Leu
155

Asp Ile Gln

170

CGly Trp Met

Ala Gly Ber Ber
15

Leu Ser Arg Ala
30

Thr Asn Ber Ber
45

Glu Arg Glu Thr Phe

Lys Asn Leu Gly
80

Glu Trp Thr Gln
95 .

Glu Asn Ber Cys
110

Tyr Cys lle Lys
125

Phe Ser Val Asp

Trp Thr Leu Leu
160

Val Arg Trp Glu
175

Val Leu Glu Tyr
190



Glu
225

Ay

Lys
305

His

Asp

Gly
3as

Leu Gln Tyr Lys

Ile
210

Glu

aly

Gln

Ile

val

Ber

Asp

His

370

Arg

195

Leu Thr

Glu Val

Cys Glu
160

Ile Pha
275

Gin Arg

Lys Gly

ASp ABpD
340

Glu Lys
355

Glu Lys

Asp Ile

Arg
Glu
248
Glu
Gly
Ile
Ila
Ile
325

Ber

Ser

Cys

His
405

119

Glu Val Asn Glu Thr Lys Trxrp Lys

Ser
Val
230

Val

Leu

Lys

Asp
310

Glu

@Qlu

200

val Pro
215

Arg Sex

Leu Tyr

Fhe Tyr

Thr Val,
280

Met Leu
295

Pro Asp

Ala Ile

val Glu

Glu Ser
360

Ser Asn
375

Glu Pro

Gly Thx

405

Val Tyr Ser Leu Lys

420

Lys Gln Arg Asn

Val

Nat

Ila

s

345

Asp

Asp

Thr
250

Asp
330

Ile

Gly

Ile

235

Leu Pro

Phs Val

300

Lys Glu
315

Glu Leu

Amp A:'_g

Val Lys

Gln

285

Val

Gly

365

380 .

Leu Glu

- 395

Thr

Val

Gly

Met

Ile

270

Leu

Pro

Lys

Ile
350

Gly

Asp

Glu val Ala Gln Pro

410

Mat Asp
Asp Lys

Asn Tyr
240

Ser Qln
a55

Ile Ile
Pha Sl.r
val Pro

Leu GQlu
320

Glu Phe
335

Asp Glu

Phe- Asn
400

Gln Axrg
415

0>



Leu Lys

Asn Ser

Ile Gin
450

Glu Ser
465

Leu Ser

Gly Ser

Gln Cyw

Leu Met

530

Pro Val
545

Asn Gln

Qly Arg

Pro Asp

Leu Asn
610

aly

435

Ala

val

515

Asp

Ala

Glu

Pro

Ala

@lu
420

Tyr

Glu

Hie

Ile

val

Met

Asn

Pro

aly

Thr

Cys Gly Tyr Val

Ala

Hia

Lys

Gln

His

Ala

Hins

Ila
565

Ala

120

Asp Leu Leu

Asp Ala Cys
440

Asn Lys Pro
455

Ala Ala His
470

Ser Pro Gly

Pro Glu Met
520

Tyr Phe Cys
535

Ile Lys Val
550

Tyr Ile Thr

Gly Glu His

Ile His Ile
600

Leu Pro Leu
615

Thr Asp Gin
630

Cys

425

Gln

Ile

Gln

GQln

Vval

Glu

Glu

val

Val

Pro

Leu

Ala

Pro

aln

Val
490

Sar

Ala

Glu
570

Gln

Asp

Thx

Leu

475

Asp

Hinm

Gly

Lys

Lys
635

Gln Lys Asn
430

Gln Gln Pro
445

Pro Thr alu
460

B8ar Asn Pro

Asp lle Thr

Lys Ala Gly
510

Cys Gln Glu
525

Ala lys Lys
540

Ila Gln Pxo

Ber Glu Met
590

Pro Gln Gly
605

Glu Fhe Leu
620

Ile Met Pro

Gln

Gly

Pro
495

Nat

Asn

Ala
575

BSer

Val

Ala

Ala

Ile

Ala

Val

Ile

,bo\\
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15

<210> 3
<211> 6823
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (7)..(7)
<223>n=agtéc

<220>

<221> misc_feature
<222> (1064)..(1064)
<223>n=agtéc

<220>

<221> misc_feature
<222> (1447)..(1447)
<223>n=agtéce

<220>

<221> misc_feature

121



<222> (1450)..(1450)

<223>n=agtéc

<400> 3

aacttanagt
tececgecact
tgtcataatt
tttagagaga
sectoogagy
ctcaccagge
ttattttatt
ggtttctatt
attttcteet
ptgtgtgoty
gceaaatgtyg

ccaaggtggt

atcaaagcag
ttaaaatcaa
ccttattgea
gaatasaaaa
agttactgaa
tctgacattc
tcteotttett
aaggactgaa
actatactct
tcaascgaaaa
agtgaacatg

cagugtacag

caagtagatt
gatgtagtac
tatgsgagta
gaaacacttt
aaagtacatt
agagagatgy
gttttatatc
coasagtatt
cataacacag
gagtcaaact
gcetgtgaca

cteggttttt

122

tgaaggaatt
tttatttact
aatgatctat
cacagctgaa
gaaaagcogoc
gaatgagtca
agaaatagat
aataatctga
aatattttgg
ctctaaaata
tagccctcag

atatatttta

gttacaatge
ttaggasaat
agatgaagat
aggctgette
tcaggggcag
gctcactgte
ttettggeat
gagtatgtaa
tgaccagaga
tttgaagaga
gaggtcctga

gugaggcata

aattttgert
gtttgettet
astaatasas
ccagttagct
gtgaattgga
cagcacatet

tgttactgtg

asaaaaattce

tcaccaaaat
ttttetctga

gaacatgtge

agacatcaat

60
120
180
240
300
360
430
480
540
600
660
720



caaatacatt
gottecagge
aagacctggy
aactgtgeet
agUgagARgg
tttcaaggea
tatgccagag
tgagaaccca
gataaaaaat
attctteagt
cctatctace
gtcccecact
agctgtnaan
ttacatgtac
ggtaaggtat
atgtgttcag
ccttgagtec
atcaactett
gcatcagtea
taggaactgt
gtttcactgy
gaataactta
caagcccaga
satacttcaa
ccatctacta
atctcacace

ccctacttce

taagaaatac
tataggtasa
attaatggaa
ggctcttagt
qglttct?tn
togcaaggaa
tcatattgaa
togtttgtag
cggaacttag
gggacaccas
tggaaatage
tcagatgeca
togtgttccec
cagcttatta
gtggettages
ctatccagaa
ctectoeoctt
ggtctitect
actcattage
gtcaagaaac
gaggtaaaac
gaggtaacgt

caagagatgce

gugtagagtga

ctaatgtcaa
ataaagttct

aggatcatte

123

gttgatttgy ttcagaaagg caggacaact

tttasacatct
aggactattc
tgattactge
tagaatgtgy
atatacttty
aagcaagtca
ggcatgacte
tcctoggeey
ctgggtggtt
atcagataac
actgcaagta
acaacctcee
gunaggatat
gttgcagagt
tctctcggat
cctgaggttyg
gtgaccatge
atacgaaaga
ggegacaagg
tecagtgttta
gatcagatgt
atactttter
cactacattc
tcaasttacy
gtttctctea

acatgtttat

ttctggttga
aggttaagat
ctgpatctgg
atttttccea
gggctaatat
caatatacaa
cceagaacee
gaatctctee
ctcaaattca
cacaggttta
ataggttgtt
cctecoggttt
tacaaaggac
ttecatgace
taagacattg
gageqgtooQy
cccatcctga
cacttatcac
tcaaatatgt
ctgtgggeet
goggaattct
agctgggetg
atcattLttc
sctgtgttta
tgttgagett

ttctaaaaat

caattagttg
atgtttctta
gaaggaagga
taagagactt
tttncettgt
gotcasataa
ttaggtagga
ccacacaaat
attcaattet
cggeteatte
acctatactt
gataatttga
acagatgaag
tctetgagtg
gccactggto
ctgaagtgte

ggetctecag

tacegagatt

atttcacaat
gagccatget
ggagaaacac
cttacaaagc
atttetttect
tagtoggatga
ttcaccteee

aaacttttte

caastggyga
agtttgtety
ttggacctaa
aggasaacaa

tgtagogcan

ctcataatgt

aaccatctga
atttgggcaa
tctecaacag
gaccaatcta
caacaatact
ctagccagte
gacagcttge
agatggatag
cagcatette
atcaaattaa
tcaacctcta

Jagcccccag

egnngqlttt_

atcaccagta
gaccctctaa
cttteaccac
aacccactet
gttttttatg
attatggacc
ttcattccet

tactgaactt

760
840
200
960
1020
los0
1140
1200
1360
133g

1380

1440

1500
1560
1620

-1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280



tetetcatac
tttaaactea
cgtgagacee
tttagaggtt
tactttatca
tattttaaag
agttcecetga
ccacegetea
geetiggecee
ccagtgttac
caatggacce
aagctcttge
aggtettatt
atggagtogy
aaceteeecece
ccgeateatt
tctgetggee
gttttoguce
gctgecaggte
gtgtttecet
gtgtgcccaa
aggcaaagac
tgtcttgang
ggttaaagga
gataaggatyg
ataggtgtgs
tattgcccaa

cacttgtgee

tgtttaaasnm
aataatgtag
aaaagtaatt
aggtgceaatt
tttganaatg
agatttatte
tecectctcac
aacccctagg
cttggeccet
aaagttettt
tctgecettat
ccagtgtcot
gagtagtgga
aaggtgaact
aggcaagctc
tcaccatctg

tgettoctgga

.aaaaggtagc

ttcaggettg
gtctectgtc
ggccgteaga
atasatcagt
tggggacttg
acaaaactgt
ctatgtcaga
cttaaccctt
agagtctatt

taaactccaa

gaatttatat
ganatctttt
aagaccaggt
Ctaattttta
atgecataac
tgagccaata
agagcttgeg
gggagaatac
tagccecgag
cagctttgqa
agcaaaggcea
ageassaaaca
ggtggctecte
tectetgaag
ctetcagegt
tetgetggte
acctcaggtt
tttttggaca
agoutyoggc
catatcacca
ttcagtctgg
acatggaagy
caggtcatag
acagaagctt
gteagecaca
geettgeatg
tagtcagtct

aggggaggta

124

ttctottcat
tttaaaaaat
tttcatttge
anagggguat
aggtgttage
taagtgactg
acagggatgt
agacggtcag
gtagtgteta
gtccacggac
gagggccagt
gatcatacag
agcaagatgg

tcgggcagec

‘ccdgatgttc

agectggettyg
cagagtttat
tgaaaacgga
ctttgcoaag
gtattcacag
ttctgtatgt
tatacattgy

tttggttcag

cgagttageca’

aaatgacetg
gcctasggte
tatgatctet

tatccaacct

tcttacagat
tgttccctac
tgtgatttgt
tattatgaga
agaaaaatca
tgyccccatt

ggctcacctg

gtgcaaaggc,

99ggtogoagt
agcttgagtg
gtgacagett
gggctcgang
atggggagtyg
cagtggctoy
ctcttoocte
ctggtgtget
atgagtgcac
aatgectgtt
gaactaccct
tctcaaggag
ttcagggegy
ttcactctga
agattcttta
aaaagaaata
tttagcaaga
ttgtttataa
actttaacat

gectteoecat

aagattcaag
tgtgtctagg
gtgagttett
goagaaatca
Ilcéﬂtllll
ghaatgageg
tteagttgee
togggcaagt
gectgcaace
itantcagch
tctgtatecec
gatgagtgca
gyaagtoouy
ectettetee
tecteotetety
ggtctgtigy
gatagguggt

cccatttagy

cttctaccca

tcttgagaas -

caggaattac
aaaggcagga
atctgecagtt
tttaaattaa
ttaatggeet
tttagtatect
taatgetggt

tgtggccagy

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

4020



aacctttcte
aggattttgt
ggttttetee
tﬂtﬂllﬂtﬂf
atgatatttt
tggtagtaac
ggatttattt
tcccoaatgt
atgaatggtt
tctggttgtt
tgtgagecac
agatgctaat
ccageecteag
tgottttttt
agganaaaag
goctettttt
aggtttacac
attntg&ctt
tcctttgaca
gegtetecaa
gtcctttaca
tatageaactc
casagcctaa
atagtagtag
atatgctaga
agatattget

ttctagagte

tggagtocac
ttttagttta
tctttctgtt
taatccagge
ccatgtitta
tggaatagtg
ttraacttct
tggaagtgga
tagcaccctc
teanagtgtg
ctgecteeget
acagectgea
gtacttettt
tctatttttt
aggaaatgat
atasattctt
tggtagaaag
attgtaaget
atctectcett
attctectagt
acatgatagc
accagattgt
actttatget
gtacttgttt
gtccatatta
attetrgteg

acgaaatcat

ttggccaaga
cacagggtca
tcagccacag
ctaaagacaa
gtgtaattaa
actgagttga
gatatagttt
gactgggagg
ctectttgtge
tggcacctce
tcaccatgat
gaactgtgag
atagcaatga
gettgegekt
acatcatgga
tttaaaatta
ttasacttgt
ctttcttaac
caaccacaag
cctgascaac
gtttgectec
gtggtetgea
tcttctaaat
aattaaattt
tgcaataagg
ttattctaaa

aatttgaatt

125

aggggtecat
tatcagattg
cagctatect
gtaagaattt
gctactatce
aattttatag
ggatgtectgt
agatgtttoy
tgtectcace
cccticaate
tataggettc
ccatttasaat
aagcasacta
gaaggttaag
tcaacaatta
ttttcattat
ctctocaace
cttaaaatga
acagaaccce
atgectgeett
tgacatttta
tgaatgaatt
cccttacate
tagggatgga
gaagggaaga
tcagttaaga

ttatgactaa

teggttggtt
ttttgatggy
tagcagagea
cagtoctitt
tttctectatt
gcaagcasaa
cccttocana
gtcatgtopy
atgagtgagt
tcttgoteee
ctgaggettt
catttttctt
atacascttc
tasggccaaa
tttactgaat
tatcttgaag
n;lttqcctt
ctttacacat
accatcaact
ctetgettee
gtgtgtgtgt
aattetatty
tcctaasaan
tatttttecat
cagtgtacct
tattgctatt

attgeagaat

tggqlaactg
gatgactaat
cecctggegte
tcttecttea
ttatttgoggm
cattttttan
tctcatgtaa
cagattecte
tctcatgaga
actctegoee
caccagaage
tatasatcac
tgtgcaaggc
ttaatgaagg
ttaggaaact
tatttatcta
aagcttcaaa

tececegutgg

ctgtguggas

atgﬁnlcttt
tageeetgoa
aictttalgu
attctgatcc
cagtggaagt
naatc;gttl
cttgttgtta

taatttccaa

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4740

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
52080
5340
5400

' 5460



tgtgagattt
aacaactgtc
taagaagcat
getgtitggt
agatgagtta
tactaatggt
cttcactgte
gtgcaggata
cctgttcceca
taccctctte
aaggagtett
gggtctaaga
tgttgaacan
aagacgacta
tctttecage
agtsacctat
atcattgcct
tcacctcact
tgtactcagt

aaggagcetce

taacattatt
attcaattgt
ctgacatgtt
tetgtttggn
tgtgetttat
acatgcttea
cecc;nlgtg
goggutgtit
tttagggetg
tacccagtgt
gagasagtgt
agcgtaaaca
cttcctacca
gctaattatc
tttttettat
atcagtgtct
tttatcatca
ctgtcactgt
ctttagctgt

atagtgcaca

<210> 4
<211> 1474
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

tecttggagyg
cagttgtgee
aagectgetee
tttcccagee
attctgtaag
cattgeaaacc
gcagtaggat
tgggccaaaa
caggtcttca
ttecctgtet
gcccaaggee
ttgtgeettg
gtoatttgge
attcatatgt
caaaagtcac
gtaacagtgg
cgagccteac
atacattgtt
gtgeccigag

tgcttguaca
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tgaccaaaaa
agaccacaaa
ctaattaaca
agtatattec
gaaatgagaa
atcctcctga
ttctctaagt
ggtagctttt
gucttgaggg
cctgtccata
gtcagattca
ttgaaataca
atatgttgat
ggtaagtcac
ctgetetoty
gcacctatca
atccagatgt
accgtgteac
ggegacagag

tatcattgec

gyagagctgy
tcetttatag
cagaggttgt
aaagcectttt
gtaatcagtt
cacaaacata
aattttcttt
tggacatgaa
tggggectit
tcaccagtat
gtttggttct
gectctaggt
ttectgtott
atagatactyg
tcccaggaac
tagtgcacat
gacagactca
aaatatttaa
taagatactg

tee

tactgttret
cccteectgtt
asnagaagtg
tteactcaac
gaaaatgtgt
atactttgec
actFltlbgl
aacggaaatg
gcccaggaac
tcacagtcte
gtatgtcaca
atggaggatyg
catgatacgt
acttecccta
gactggctaa
gcttgaacat
agtgetcaca
cagtctgetg

ccttgacatce

5700
5760
5820
58080
5940
6000
6060
6120
6180
6240

€300

6420
6480
6540
6600
6650
6720
6780

6823

é%‘(ée‘
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_aatctttttt tmasasattg ttcectactg tgtctaggeg tgagacccaa

gaccaggttt tcatttgctg tgatttgtgt gagttctttt tagaggttag

aatttttaaa agggggatta ttatgagagy agaaatcata ctttatcact

gccataacag gtgttagcag aaaaatcasa ctgtassata ttttaaagag

agccaatata
agcttgegac
gagaatacag
gecccgaggt
gecttitgeagt
caaaggcaga
aaasaacaga
tggctctcag
ctctgasgtc
ctcagcgtce
tgctggtcag
ctcaggttea
tttggacatg
ggtogggcct
tatcaccagt
cagtttggtt
cagectetag
atttcctgte
acatagatac
tgtcccagga

catagtgeac

<210> 5
<211> 20

agtgactgtg
agggatgtgg
acggtcaggt
agtgtctagg
ccacggacag
gggccagtgt
tcatacaggg
caagatggat
gggcageccca
agatgttect
ctggettget
gagtttatat
aaaacggaaa
ttgeccagga
attcacagtc
ctgtatgtca
gtatggagga
ttcatgatac
tgacttecce
acgactggct

atgecttganc

gecocecattga
ctcacctgtt
gcaaaggctyg
ggtogugtoc
cttgagtgtt
gacagcttgc
gectegaagga
guogagtggy
gtggctggac
ctteoeetete
gotgtgctoy
gegtgcagga
tgeotgttec
actaccctet
tcaaggagtc
cagggtctaa
tgtgttgaac
gtaagacgac
tatctttcca
asagtaacct

atatcattge

aatgagegagy
cagttgececee
gggcaagtge
ctgcaaccee
aatcagctca
tgtatcccaa
tgagtgcaag
sagtggggat
tettctccaa
tetctctgee
tctgttggte
taggoggtgt
catttaggge
tctacccagt
ttgaganagt
gaagcgtasa

aacttcctac

tagctaatta.

getttttctt
atatcagtgt

cttt

tteccctgate
accgctcaaa
cttggeeccct
agtgttacaa
atggacccte
getettgeee

gttttattga

ggagtgggaa.

cctoccccag
gcatcatttc
tgctggtetg

tttgggcecaa

tgcaggtctt

gtttcectgt
gtgcccangy
éattgtgcct
cagtecatttg
tcattcatat
atcasaagtc

ctgtaacagt

aagtaattaa
gtgcaatttt
tgnaaatgat

atttattctyg

cctctcacag

ccectagggg

tggcccotta

agttctttea
tgccttatag

agtgtcectag

gtagtogagy -

ggtgaactte
gcaagecteet
accatctgte
uttﬁtgunnc
aaggtagett
caggcttgag
ctectgtcea
ccgtcagatt
tgttgaaata
gcatatgttg
gtggtaagte
acctgctete

gggcacctat

60
120
180

240

360

420
480
540
600
660
720
780
B840
900

960..
10320°

1o80
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1474



10

15

20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

tgtgetggte tgttggtetg

<210> 6
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
agtcgttcet gggacagaga
<210> 7
<211> 24
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

cctgogattaa cactttgeag actc
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL DE PATENTABILIDAD
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover, F,, Jr.
Pfizer Inc.

201 Tabor Road

Morris Plains, NJ 07950
Estados Unidos de America

Sello de Recibido 12 de Junio de 2005, Departamento de patentes
Plizer

Fecha de expedicién: 08.06.2006

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC32455
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/002086

Fecha de presentaciin internacional: 27.06.2005

Fecha de prioridad: 08.07.2004

Solicitante: PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC et al.

1. Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del

Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompaiiado, ai procede, de sus anexos.

. Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacion a todas las
Oficinas elegidas.

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizaré
una traducci6n en inglés del informe (con exclusién de sus anexos) y
la transmitira a las Oficinas interesadas.

. RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentacién de la traduccién y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad {0 més tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) (Articulo
39 (1)) (véase también el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Cuando deba entregarse una traduccion de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluira la traduccién de cualguier anexo de

/b\‘b



20

informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al \\&
solicitante preparar la traduccion en cuestion y entregaria Vv
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para més amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencion del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacién
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) s6lo serviran a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacion, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 Munich

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx:523656 epmu d
Fax: +49 89 2399 - 4465

Funcionario Autorizado: Moreno, R
Tel: +49 89 2399-2658



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacion en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC32455
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/002086

Fecha de presentacién internacional: 27.06.2005

Fecha de prioridad: 08.07.2004

Clasificacién Internacional de Patentes {IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC: INV. C12Q1/68 GO1N33/74

Solicitante: PHARMACIA UPJOHN COMPANY LLC et al.

1. El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado
por esta Autoridad de Revisién Preliminar Internacional bajo el
Articulo 35 y es transmitido al solicitante segun el Articulo 36.

2. Este REPORTE consta de un total de 7 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [ (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de _7 hojas, descritas a continuacién:

[ hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizades por esta Administracion
(véase la Regla 70.16 y la Instruccion Administrativa
607 del PCT).

[] hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden mas alld de la
divulgacion de la invencion tal como fue
originalmente presentada, segin se indica en el punto
4 del Reglamento [ y en el Recuadro Suplementario.

b. [ (remitido dnicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electrénico(s)) ,
gque contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccién
Administrativa 802).



4. El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:
X Recuadrol Base de este informe
[ ] Recuadroll Prioridad
X Recuadrolll  Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacion industrial
[0 RecuadroIV  Falta de unidad de Invencién
B RecuadroV Declaracién motivada segin el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacion industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracién
X Recuadro VI Ciertos documentos citados
[] RecuadroVIl Defectos en la Solicitud Internacional
[[] Recuadro VIII Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicacion de la demanda: 20.02.2006

Fecha de elaboraciéon de este reporte: 08.06.2006

Nombre y direccion postal de la Administracién encargada del Examen

Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 Munich

Tel. +49 89 2399 - o Tx:523656 epmu d

Fax: +49 89 2399 - 4465

Funcionario Autorizado: Knudsen, H

Tel: +49 89 2399-8696

»*
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Recuadro 1. Base de este informe

1. Por la respuesta al idioma, este informe se ha establecido sobre
la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
deposit6, salvo indicacién en contra sefialada a continuacion.

[0 Este informe estd basado en una traduccién del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccién
proporcionada a los fines de:

biisqueda internacional (segin Reglas 12.3 y 23.1 (b))
[C] publicacién de la solicitud internacional (segin Regla
12.4)
[[] examen preliminar internacional (segin Reglas 55.2
y/0 55.3)

2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,
esta opinién se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
‘inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcidn, Piginas

1-47 tal como se presentaron inicialmente
Reivindicaciones, Nimeros

1-15 tal como se presentaron inicialmente
Numero de Hojas

1-15 Tal como se presentaron inicialmente

X una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) - ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3.

O

Las modificaciones ha ocasionado la cancelacién de:

[(] la descripci6n, paginas

[0 las reivindicaciones, Nos.

[1 los dibujos, hojas/fig.

[ lalista de secuencias (especificar):

{1 tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):
m

El presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a



este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban
méas alla de la divulgacion de la invencion tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla -

0.2(c)).
[[] la descripcién, paginas

{1 1las reivindicaciones, Nos.

[l los dibujos, hojas/fig.

[1 lalista de secuencias (especificar):

[0 tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

* 81 se utiliza el punto 4, algunas o todas estas pédginas pueden llevar el
sello de “sustituida”.

Recuadro No. III. Ninguna formulacién de opinién sobre Ia
novedad, la actividad inventiva y Ia aplicacién industrial

1. Las preguntas con respecto a si el invento reivindicado parece ser
novedoso, implica una actividad inventiva (no ser evidente), o ser
susceptible de aplicacién industrial, por lo que respecta.

[l al conjunto de la solicitud internacional,
a las reivindicaciones Nos. 8-15 parcialmente

debido a gue:

Bd la solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. 8-15
con respecto la aplicacion indutrial, en cuestién se refieren
al objeto, respecto del cual no requiere examen preliminar
internacional (especifique):

Ver hoja sep/rada

[0 a descripcién, reivindicaciones, o los dibujos (indiquese
cuales a continuacién) o tales reivindicaciones Nos. en
cuestién no son claras, de manera que no es posible
formular una opinién significativa (especifique):

] las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestién
no son claras, de manera que no es posible formular una
opinién significativa.

X no se ha emitido informe de blisqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos. 8-15 parcialmente

[0 1alista de secuencias nuclestidas y/o de aminoacidos no
cumplen la norma estindar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:



La lista en papel (0 no se present6 ’]/\
[0 no cumple con la norma estédndar
La lista en formato legible por ordenador
[0 no se presents
[0 nocumple con la norma estandar
[[J las tablas relativas a las listas de secuencias de nucledtidos
y/o de aminoacidos, si se han presentado tinicamente en
formato electrénico, no cumplen con los requisitos técnicos
previstos en el Anexo C-bis de las Instrucciones

Administrativas.

[C] ver Recuadro Suplementario para més detalles.

Recuadro No. V Declaracién razonada segin el Articulo 35
(2) con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacidn
industrial: anterioridades y explicaciones que soportan tal
declaracién

1. Declaracién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-15
No: Reivindicaciones

Nivel Inventivo (IS) " 8i: Reivindicaciones -
No: Reivindicaciones 1-15

Aplicacion Industrial (1A) 8i: Reivindicaciones 1-7
No: Reivindicaciones

Ver hoja separada
2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.

Recuadro No. VI. Clertos documentos citados

1. Ciertos documentos publicados (Regla 70.10)

y/o



2. Divulgaciones no eacritas (Regla 70.9)

ver hoja separada.

Recuadro luﬁmntl.rlo relative a listas de secuencias

Continuaeibébn del Recuadro 1, punto 2:
1. En lo que se refiere a las secuencias de nucleétidos y/o de
aminodcidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para
:;: :invendén reivindicada, esta opini6én se ha establecido sobre la base
a. tipo de material
] una lista de secuencias
[0 tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias
b. formato del material
X por escrito
B en soporte legible por ordenador
c. fecha de presentacién/eqtrega

Bd contenido en la solicitud internacional tal y como se
presentd

D4 presentado junto con la solicitud internacional en
formato legible por ordenador

[0 presentado posteriormente a esta Administracién a
los fines de busqueda y/o examen

[0 recibido como madificacién, por esta Administracién
en fecha

2. [J Ademais, en caso de que se haya presentado mas de una
version o copia de una lista de secuencias y/o tabla(s) relacionada(s)
con ella, se ha entregado la declaracién requerida de que la informacién
contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de
la solicitud tal y como se presentd o no va mas alld de lo presentado
inicialmente.

3. Comentarios adicionales



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/1B2005/002086

ftem 111
No formulacién de concepto con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial

Las reivindicaciones 8-15 se relacionan con un método el cual comprende dos pasos
irreconciliables, a saber, un paso de genotipificacién y seleccion de una cantidad con
base en la genotipificacién y un paso de tratamiento de un sujeto. No existe relacién
técnica entre ¢l paso de genotipificacidn y el paso de tratamiento (es decir, el paso de
tratamiento no puede definirse mediante una genotipificacién) y las reivindicaciones 8-
15 han sido por lo tanto sometidas a blisqueda y evaluadas con respecto a novedad y
nivel inventivo solamente con respecto a los pasos a) y b) de las reivindicaciones 8-14,
mientras que el paso de tratamiento (es decir la reivindicacién 15) no ha sido tomado en
cuenta.

Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 8-15 sobre si son industrialmente
aplicables, no existen criterios unificados entre los paises miembros del PCT.

ltem V
Declaracién razonada con respecto a Ia novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial; citas y explicaclones sustentando dicha declaracién

Se hace referencia a los siguientes documentos:

DI: DOS SANTOS CHRISTINE ET AL: “Un polimorfismo comiin del receptor de
1a hormona de crecimiento estd asociado con una aumentada capacidad de respuesta a la
hormona de crecimiento.” NATURE GENETICS. JUL 2004, vol. 36, no. 7, julio de
2004 (2004-07), pdginas 720-724, XP002346194 ISSN: 1061-4036

1. El antecedente D1 (publicado electrénicamente el 20.06.2004) es considerado el
antecedente més cercano a la materia de la reivindicacién 1, y muestra (las referencias
en paréntesis aplican a este documento) que la isoforma d3 del polipéptido hGHR estd
asociada a una respuesta mayor al tratamiento con hormona de crecimiento (GH) (ver
las Tablas 2-3). Los hallazgos en D1 aplican tanto para una poblacién de corta edad
gestacional {SGA) como para una de baja estatura idiomdtica (ISS).

La materia de la reivindicacién 1 difiere de D1 en que la presencia del alelo d3 estd
asociada con la posibilidad de tener una disminuida respuesta a la hormona de
crecimiento.

La reivindicacién 1 por lo tanto es novedosa.

2. Sin embargo, los hallazgos de D1 y la presente solicitud son completamente
opuestos con respecto a la respuesta vista en pacientes tratados con hormona de
crecimiento (es decir, segiin D1, la respuesta es la mayor en pacientes que lleven en
alelo d3, mientras que es mayor en pacientes que lleven un alelo GHRf1 en la presente
solicitud). Lo anterior aplica inclusive para el mismo tipo de paciente (es decir SGG) y
medicamento (es decir rGH). Por lo tanto, no es claro si el problema técnico de predecir



una respuesta a un agente de hormona de crecimiento es resuelto por la materia de la
reivindicacion, y por consiguiente la reivindicacién 1 no es considerada inventiva.

Tal como se explica anteriormente, la reivindicacién 8 es evaluada como se si
relacionara con un método de seleccionar una cantidad para administrar de agente de
hormona de crecimiento. Por lo tanto, la reivindicacién 8 difiere de la reivindicacién 1
en que contiene la caracteristica de seleccionar/determinar una cantidad de dosificacion.
Sin embargo, esto se sugiere en D1 (ver ¢l pendltimo pérmafo en la columna izquierda en
la pdgina 723) el cual sugiere que el hallazgo en el mismo es usado en
farmacogendmicos. Adicionalmente, la reivindicacién 8 no parece resolver el problema
técnico por las mismas razones que la reivindicacién 1. Por lo tanto, la reivindicacién 8
no es inventiva.

Las reivindicaciones 2-7 y 9-14 no contienen caracteristicas que aseguren que el
problema técnico sea resuelto y por lo tanto no son consideradas inventivas.

3 Las reivindicaciones 8-15 se relacionan con materia considerada cubierta por
esta Autoridad por las provisiones establecidas en la Regla 67.1(iv) del PCT. De
manera que ningfin concepto se formulard con respecto a la aplicacién industrial de la
materia de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(l) del PCT).
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
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FULLER, Grover, F., Jr. N
Pfizer Inc. '
201 Tabor Road NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Morris Plains, NJ 07850 ' THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
ETATS-UNIS D'AMERIQUE . REPORT lON PATENTABILITY
(PCT Rule 71.1)

Date of malling .
Appll::nnl‘l or agent's file reference :
PCa2455 ) IMPORTANT NOTIFICATION
interational application No. international filing date (dayinonthiear) Priorily date (dayéinonitviear)
PCTAB2005/002086 27.08.2005 08.07.2004
Applicant

PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC et al.

1. The applicant is hereby notified that this international Preliminary Examining Authority transmits herewith the
ime:national preliminary report on pateniability and its annexes, if any, establishéd on the intemational
application. .

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices. .

3. Where required by any of the elected Offices, the Intemational Bureau will prepare an English translation of
the report {but not of any annexas) and will transmit such translation to those Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elected Office by perlorming certain acts (flling
transiations and paying national fees) within 30 monthe from the priority date (or later in some Offices)
(Article 39(1)) (see also the reminder sent by the Internationa! Bureau with Form PCTABS01).

Where a translation of the international application must be fumished to an elected Office, that translation
must contain a tran_sl_a_tion of eny annexes to the intemational preliminary report on patentabllity. It is the
applicant's responsibility to prapare and fumish such translation directly to each elected Office concemed.

For further details on the applicable time limits and requirements of the elecied Offices, see Volume Il of the
PCT Applicant's Guide.

The applicant's attention is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventive step
and industrial applicability described in Article 33(2) o (4) merely serve the purposes of international
preliminary examination and that "any Contracting State may apply additional or different criteria for the

rposes of deciding whether, in that State, the claimed inventions is patentable or not” {see also Article
27(5)). Such additional criteria may relate, for example, to exemptions from patentability, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claims.

Name and mafing addrass of the international Authorized Officer

preliminary examining authority: fn-..,,,
Europsan Patent Office Moreno, R : \
D-80208 Munich {
Tel. +49 B9 2388 - 0 Tx: 523856 epmu d Tel. +49 85 2308-2658 f
Faux: +49 80 2389 - 4465 _,J'

Form PCTAPEA/416 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
{Chapter Il of the Patent Cooperation Treaty)

{PCT Article 36 and Rule 70)
AppRcarty or sgents e reference FOR FURTHER ACTION S5 Fomm PCTAPEANTS
Intemational application No. “inemational fiing deate (depmonthy/ear) Priorhy dae (dayinonthirear}
PCTAB2005002086 27.06.2005 08.07.2004 '

INV. C12Q1468 GO1N33/74

'l Intemational Patent Classification (JPC) or national classification and IPC

Appiicant
PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC et al.

Adminisirative instructions).

Supplemental Box.

1.  This report Is the intemational preliminary examination report, established by this Imemational Preliminary Examining
Authority under Article 35 and transmitted to the applicant according to Article 36. )

2. This REPORT conslsts of a tolal of 7 sheets, including this cover sheet.
3. This report is also accompanied by ANNEXES, comprising:
a. O sent to the spplicant and 1o the infemnational Bureau) a total ol sheets, as follows:

O seheets of the description, claims andbr drawings which have been amended and are the basis of this report
andbr sheets containing rectifications authorized by this Authority {¢é8e Rule 70.16 and Section 607 of the

O sheets which supersede earlier sheets, but which this Authority considers contain an amendment that goes
beyond the disclosure In tha intemational appiication as flled, as indicated in item 4 of Box No. | and the

b. 0 (sent to the intemational Bureau only) & total of (indicate type and number of slectronic carmier(s)) , containing a
sequenca listing andbr tables related thereto, in celectronic form only, as Indicated in the Supplemental Box
Relating to Sequence Listing (see Section 802 of the Administrative Instructions).

——

- [ BoxNo.| Basis of the report
.0 BoxNo.ll  Priority

O Box No.IV  Lack of unity of invention

B BoxNo.Vl Certain documents cled

4. This report contains indicetions relating to the foliowing tema:

@ BoxNo.il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial applicabiity

Bd BoxNo.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive siep or Industrial
applicabliiity; cliations and explanations supporting such staternent

O Box No. VIl Certain defects in the International appiication
O Box No. Vill Cerialn observations on the international application

Date of submission of the demand Daile of completion of this report

20.02.2006 0B.06.2006

Name and malling address of the international Authorized officer

preliminary examining authority: f"‘\-
European Patent Office s \
D-80208 Munich Knudsen, H i
Tel. +40 89 2389 - O Tx: 523656 epmu d X I

—==__  Fax +40 88 2390 - 4465 Telephone No. +49 88 2399- $694 —’

Form PCTAPEA/408 {Cover Sheet) (April 2005)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REBORT intemational application No.
ON PATENTABILITY . PCTAB2005/002086

Box No.| Basls of the report

1. With regard to the language, this report is based on the international application in the language in which it was
filed, unless otherwise indicated under this item. )

O This report is based on translations from the original language into the follbwing language ,
which Is the language of a transiation fumnished for the purposes of:

O intemational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4) .
» O international preliminary examination (under Rules §5.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elements” of the intemational application, this report is based on {raplaéemem sheels which
have been fumished to the recalving Office in response 10 an invitation under Article 14 are referrad 1o in this
report as “originally filed" and are not annexed to this repori). .

Description, Pages
147 . as originally filed

Sequence listings part of the description, Pages
1-15 as originally filad

Clalms, Numbers
1-15 as originally filed

B asequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 0 The amendments have resulted in the canceilation of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetafigs _ -
B the sequences listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing {(specify):

4. 0 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

[0 the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify).

0 any table{s) related to sequence listing (specily):

# IF item 4 applies, some or all of these sheets may be marked *superseded.”

Form PCTAPEA/ 400 (Jenuary 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application No.
N PATENTABILITY ' PCTAB2005002086

Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrisl
applicabliity

1. The questions whether the claimed invention appeers to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire intemational applicétion.
B . claims Nos. 8-15 (partially) .
because: '

& the sald intemational application, or the said claims Nos. 8-15 relate to the following subject matter which
does not require an intemational preliminary examination (specify):

see separaie sheet

0 the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos, are o unclear
" that no meaningful opinion could be formed (specily):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion .
coukd be formed. - '

B no intemational search report has been established for the said claims Nos. 8-15 (partially)

O the nucleotide andr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that: A

the written form O has not been fumished
[0 does not comply with the standard
the computer readable form 0 has not been fumished
[J does not comply with the standard .
O the tables related to the nuclectide andir amino acid sequence listing, it in computer readabie form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

0 See separate sheet for further details

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Imemational application No.
ON PATENTABILITY . PCTAB2005002088

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or Industriai
applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Noveity (N) Yes: Claims 1-15
No: Claime
Inventive step (IS) Yes: Claims
N No: Claims 1-18
Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-7

No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see scparate shest

Box No. VIl Certain documents cited

1. Certain published documents (Rule 70.10)

and /or
2. Non-written digclosures (Rule 70.9)
see sepearaie sheet

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCTAB2005/002086

Supplemental Box relsting to Sequencs Listing

Continuation of Box I, item 2:
1. With regard to any nucleotide andior amino acld sequence disclosed in the interational application and

necessary to the claimed invention, thie report has been established on the basis of:
a. type of material: ' -
B asequence listing
O table(s) related io the sequencae listing
b. format of material: '
¥ In written format
B in computer readable form
c. time of filingflumishing:
@ contained in the international application as filed
B filed logether with the international application in computer readable form
O fumished subsequently to this Authority for the purposes of search andbor examination

O received by this Authority as an amendment on

2. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbor table(s) relating

thereto has been filed or fumished, the required statements that the information in the subsequent or
additional copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,
as appropriate, were fumished.

3. Additional observations, i necessary:

Form PCTAPEA/ 400 {Jaruary 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY _ Intemational application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) : PCT/IB2005/002086
Re ltem Il '
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventjve step and Industrial
applicabllity

Claims 8-15 relate to a method which comprise two irreconcilable steps namely a

. step of genotyping and selecting an amount based on the genotyping and a step of
treating the subject. There is no technical link between the genotyping step and the
treatment step (ie the treatment step cannot be defined via the genotypirig) and
claims 8-15 have therefore been searched and examined with respect to novelty and
inventive step only insofar as steps a) and b) of claims 8-14 are concemed, whereas
the treatment step (ie claim 15) has been disregarded. '

For the assessment of the present claims 8-15 on the question whether they are
. industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States.

ReltemV

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citati ns and explanations supporting such statement

Reference is made to the foliowing document/s/:

D1: DOS SANTOS CHRISTINE ET AL: “A common polymorphism of the growth
hormone receptor is associated with increased responsiveness to growth
homone." NATURE GENETICS. JUL 2004, vol. 36, no. 7, July 2004 (2004-07),
pages 720-724, XP002346194 ISSN: 1061-4036

1. The document D1 (published online on 20.06.2004) is regarded as being the closest
prior art to the subject-matter of claim 1, and shows (the references in parentheses
applying 1o this document) that the d3 isoform of the hGHR polypeptide is associated
with a higher response to treatment with GH (see Tables 2-3). The findings in D1
applied to both a small for gestational age (SGA) and an idiopathic short stature (ISS)
population.

The subject-matter of claim 1 differs from D1 in that the presence of the d3 allele is
associated with a likelihood of having a decreased response to GH.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY - Intemational application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/IB2005/002086

Ciaim 1 is therefore new.

_ 2. However, the findings of D1 and the present application are completely opposite with
respect to the responsé seen in patients treated with GH {ie according to D1 the
response is highest in patients carrying the d3 allele, whereas it is higher in patients
having a GHRf1 allele in the present application). This aﬁplies even for the same
patient type (ie SGG) and medicament (ie rGH). Thus, it is not clear whether the
technical problem of predicting a response to an growth hormone agent is solved by
the subject-matter of claim 1 and claim 1 is therefore not considered inventive.

As explained above, claim 8 is examined as if related to a method of selecting an
amount of growth hormone agent to administer. Thus, claim 8 differs from claim 1 in
that it contains the feature of selecting/determining a dosage amount. However, this

.i"; is suggested in D1 (see penultimate paragraph in left column on p.723) which

suggests that the finding therein is used in pharmacogenomics. Moreover, claim 8
does nol appear to solve the technical problem for the same reasons as claim 1.
Thus, claim 8 is not inventive.

Claims 2-7 and 9-14 do not contain any features which ensure that the technical
problem is soilved and are theréfore not considered inventive.

3. Claims 8-15 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with -
respect to the industrial applicability of the subject-matier of these claims (Article

34(4)(a)() PCT).

Form PCT/Separate Sheal/408 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apodersdo(a) y/o Representante de
PHARMACIA & UPJOHN COMPANY LLC
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Solicitud internacicnal PCT/IB2005/002086
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Trimite 11
Evento 379
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Teniendo cuenta que la sclicitud de privilegioc de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Decigifn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de CooperaciSn en
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