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ELJARAS A LEPTIN FIZIOLOGIAI HATASAT UTANOZO, FOKOZO VAGY GATLO
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VEGYULETEK DETEKTALASARA
KIVONAT

A talalmany a leptin fizioldégids hatasat utanoz6, fokozd
vagy gatld vegyliletek azonositédsara alkalmas eljarasra vonatko-
zik, amelynek soran
(a) a leptin fizioldgids hatésat utanozd vegyliletek esetén

megallapitjak a vegyuletnek azt a hatasat, amit a vegyllet

egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivalt transzkrip-
ciés szigndl transzduktor és aktivator (STAT) DNS valasz-
elemre gyakorol; vagy

(b) a leptin fizioldégiads hatéasat fokozd vagy gatld vegylletek

esetén megallapitjak a vegylletnek azt a hatéasat, amit a

vegylilet arra a valaszreakcidra gyakorol, amit a leptinnek

egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivalt STAT DNS va-
laszelemre gyakorolt hatédsa valt ki;
ahol
a valaszelem és a riporter a CACO-2 human Caucasian vastagbél
epithelialis sejtvonalban expresszalt, vagy
a valaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszalt, amely
sejtvonal (a rekombindns sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is
transzfektalt, amely polipeptid képes medidlni vagy fokozni egy
leptin aktivalt STAT DNS valaszelem leptin altali stimulacidjat

és tartalmazza a megfeleld STAT proteineket.
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ELJARAS A LEPTIN FIZIOLOGIAI HATASAT UTANOZO, FOKOZO VAGY GATLO

VEGYULETEK DETEKTALASARA

A talalmany targya Gj eljaras, kozelebbrél eljaras a lep-
tin fizioldgiai hatésait uténozé, fokozd vagy gatléd vegyliletek
detektalasara. Az eljaras felhasznalhaté a leptin készitmények
és a leptin mimetikumok, potencidtorok vagy inhibitorok funkci-
onalis aktivitdsdnak a mérésére is.

Az obesitas (elhizas) az energiafelvétel és az energiafel-
hasznalas k&zotti egyensilyhidnynak az eredménye. Ez az dllapot
egyre gyakrabban jar egyiitt kiilonféle patoldégias kondiciékkal,
egyebek mellett példaul nem-inzulinfiiggé diabetesszel (NIDDM)I,
cardiovascularis betegséggel, hipertenziéval és inzulinrezisz-
tenciaval, amely &llapotok ko6zds jellemzdje az inzulinnak, a
glikéznak, a triglicerideknek és a lipoproteineknek a normalis-
toél eltérben magas plazmakoncentraciéja. Az emlitett allapotban
a taplalék osszetev6ibdl szarmazdéd energia tarolésat és felhasz-
ndlasat o6sszehangolé homeosztatikus mechanizmus a normalistél
eltérSen mikodik, és tulzott zsirszévetlerakddast eredményez.
Ezzel aranyos ndvekszik a zsirszéveti leptin hormon szintézise
€s szekrécidéja. A leptin egy koézelmiltban felismert faktor,
amely hatasat a hipotalamuszra kifejtve gatolija a taplalékfel-
vételt és noveli az energiafelhaszndlast (1). Azt, hogy a
leptin milyen jelentds szerepet jatszik az energia-egyensuly
szabalyozaséaban, egyértelmiien igazolja az ugynevezett kovér
(obese) (ob/ob) egerek &ltal mutatott korai rohamos elhizas,

hyperinsulinaemia és inzulinrezisztencia (a k&vér egerek egy



olyan torzsbe tartoznak, amelynak tagjaibdél hidnyzik a funkcio-
nalis leptin) (1). Azt koévetden, hogy az allatoknak beadtak a
rekombindns hormont, az egerek testtdmege jelentdsen csdkkent,
valamint mérsékldédott az inzulin és a gliikéz plazmakoncentraci-
6ja 1is (2-3). Egy fenotipusosan hasonlé térzs, a diabetikus
(db/db) egerek esetén olyan hiba van a leptin receptorban,
amelynek eredményeként az ilyen egerek — szamos in vivo és in
vitro kisérlet szerint — nem vagy alig reagalnak a leptinre
(4-8). Bar latszélag ritkadn fordul eld, az emberek esetén ész-
lelt leptinhiany példai azt bizonyitjak, hogy a hormon emberek-
ben hasonldé szerepet jatszik, mint a ragcsdlékban (9). Ezenki-
viil megallapitottédk, hogy a leptin szerepet jatszik a haemato-
poeticus és reprodukcidés mikdédésben is (10).

Azok a protein molekuldk, amelyek egy fel-fel-le-le topo-
16gidja koteget képezé négy oa-helixbdl 4116 magot tartalmaz-
nak, egy citokineket és novekedési faktorokat magdban foglalé
csaladot alkotnak. Az ebbe a csaladba tartozdé proteinek kivalt-
jak a membran receptoroknak a homo- és hetero-oligomerizacié-
jét, amelyrdl ismert, hogy a gén transzkripciét eredményezd ki-
naz kaszkadokat aktivalja. A csalddnak az oligomerizacié altal
aktivalt receptorai két nagy osztdlyba sorolhaték: az egyik
osztalyba az olyan receptorok tartoznak, példaul az epidermalis
novekedési faktor receptor, amelyek az intracellularis doménje-
ikben integralis tirozin-kindz aktivitassal rendelkeznek (11),
mig a masik osztalyt az olyan receptorok alkotjak, példaul az
I1L4 és az erythropeietin receptor, amelyekb&l hianyzik ez az

aktivitas, és amelyek a valaszreakcidéjukat egy asszocidlt pro-



tein tirozin-kindz uUtjan medidljak (12). A citokinek mindkét
receptor altipust aktivaljadk, a négyhélixes kotegli proteinek
viszont csak a nem-integralis tirozin-kindz altipust aktival-
jak. A nem-integralis protein tirozin-kindz receptorok &altala-
ban — 1legaldbb részben — egy Janus-kinazt (JAK), valamint
asszocialt transzkripcidés szigndl transzduktor és aktivator
(STAT) proteinjeiket magaban foglalé folyamaton keresztil fej-
tik ki a hatasukat. Az aktivacidé sordn a STAT proteinek hozza-
kapcsolédnak a DNS valaszelemekhez (response elements), és ez-
altal kontrolldljdk a gén transzkripcidét. DNS valaszelemekként
a TT(N)nAA altalanos szekvencia DNS regulator elemeit tartalma-
z6 oligonukleotid szekvencidkat azonositottdk (13). Ezek az
elemek ko&tik meg a STAT proteineket a szignalizdld molekulakra,
példaul a citokinekre adott valaszreakciéban.

A leptin receptor (OB-R) (14) a citokin receptorok I. osz-
talyaba tartozik, amely receptorok magukban foglaljak a gpl30-
at, az IL6-tal kapcsolatos citokinek k&6zds szignal transzdukci-
O0s komponensét; ismert, hogy ezek a citokinek aktivaljak a la-
tens citoszol STAT proteineket (15). Tébb OB-R izoforma léte-
zik, amelyek k&zil legaladbb kettd, az OB-Ra és az OB-Rb alter-
nativ illeszkedéssel alakul ki (4, 5, 7). A rovid izoformak,
azaz az OB-Ra, az OB-Rc és az OB-Rd, az eldébbi sorrendnek meqg-
feleléen 34, 32 és 40 aminosavbdl &llé citoszol C-terminalist
tartalmaznak. Egyetlen oldhaté izoforma 1létezik, az OB-Re,
amelybd&l hidnyzik a transzmembran domén. Az OB-Rb izoforma tar-
talmaz egy olyan, 302 aminosavbél 4116 teljes hosszusagu

citoszol domént, amely magdban foglalja a JAK/STAT (Janus
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Kinase/Signal Transduktion and Activator of Transcription)
szignalizalé folyamat aktivacidéjdhoz szikséges kotd ismétlédé-
seket. Egy, az egér diabetes (db) génben 1évé pontmutacid egy
uj illesztési donor helyet és egy korai transzlacidés végzddést
eredményez (4, 5).

A csonkolt OB-R(db) esetén hianyzanak a JAK és a STAT ko-
z6tti kolcsotnhatdshoz sziikséges szekvenciaismétlddések, és a
db/db egér modellbél nyert adatok arra utalnak, hogy az OB-Rb
az egyetlen olyan receptor, amely medidlni képes a JAK/STAT ak-
tivaciét, valamint a taplalékfelvételre és a sejtproliferaciodra
gyakorolt leptin-medialt hatéasokat (4, 5, 16).

A WO 96/34885. szamon kézzétett nemzetkdzi szabadalmi be-
jelentésben leirjak, hogy a leptint egy négy hélix kdteqi ter-
cier struktura jellemzi. Elézetes megfigyeléseinkkel 6sszhang-
ban kimutattak, hogy a leptin kolcsdnhatasba l1lép a membran-k&-
tott receptorokkal, amelyek egyike (QB-Rp) egy JAK-STAT kinaz
kaszkédot aktival (17). Ez a kolcsdnhatads képezi az alapjat
egy, a leptin fizoldégiai hatésait uténozd, fokozdé vagy gatléd
vegyliletek detektdlasara szolgald vizsgdlati rendszernek. Az
ilyen vizsgalatot felhaszndlhatjuk példdul a leptin altal modu-
lalt testtémeg-, energiaegyensiuly-, haematopoeticus, termékeny-
ségi és egyéb rendellenességek kezelésére alkalmas vegyililetek
kivalogatasara. A vizsgdlat kilonosen jél hasznalhatdé az olyan
vegyliletek kividlogatasara, amelyek az obesitasszal, anorexia-
val, cachexiaval és diabetesszel kapcsolatos rendellenességek
kezelésére alkalmazhatdk.

A WO 96/38386. szamon k&zzétett nemzetkdzi szabadalmi be-
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jelentés egy JAK-STAT technikat alkalmazé uj detektalasi elja-
rasra vonatkozik. Hasonlé mdédszerre vonatkozik a PCT/GB97/-
02988. szamu figgd nemzetkdzi szabadalmi bejelentés is.

Azonositottunk egy olyan sejtvonalat, amely kiilénésen eldé-
nydésen alkalmazhaté a leptin mimetikumok, potenciatorok vagy
antagonistak, koztik a leptin receptorral és szignadl transzduk-
ci6é folyamataval koélcstnhatasba 1ép& vegyliletek azonositasara
szolgadlé JAK-STAT technikédban. Felismertiik, hogy OB-Rb expresz-
szalédik a tapanyagfelszivddassal és a lipidfelvétellel kapcso-
latos egér bél diszkrét régidiban, valamint a vékonybél epithe-
lium egyik human modelljében, a CACO-2 sejtekben. A leptin be-
adasa gyorsan sejtmag STAT5 DNS kotési aktivitast indukal +/+
és ob/ob jejunumban, az OB-Rb hidnyos db/db egérben viszont a
leptin beadasa teljesen hatastalan. A leptin beadasa 90 perccel
a zsir beadasa utan felére csokkenti az apolipoprotein AIV
(APO-AIV) transzkript szinteket. Tehdt a leptin egy OB-Rb és
egy STATS mechanizmuson keresztiil egy negativ-visszacsatolasi
szignalt kozvetit a lipidfeldolgozas elsddleges helyéhez. Az
ezen a helyen eléforduld leptinhidny vagy a kézvetlen leptinha-
tassal szembeni rezisztencia hozzajarulhat az obesitas és az
ezzel kapcsolatos tinetek esetén megfigyelt fokozott triglice-
rid- és lipoproteinszintekhez.

Ennek megfelelden a talalmény tdrgyat képezi egy eljarés a
leptin fiziolégias hatdasat uténozéd, fokozd vagy gatlsd vegyi-
letek azonositasara, amelynek soran
(a) a leptin fizioldgias hatdsat utdnozd vegyiiletek esetén

megallapitjuk a vegyiiletnek azt a hatadsat, amit a vegyllet
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egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivalt transzkrip-

cidés szignal transzduktor és aktivator (STAT) DNS valasz-

elemre gyakorol; vagy
(b) a leptin fizioldégids hatasat fokozd vagy gatld vegyiiletek
esetén megdllapitjuk a vegyliletnek azt a hatasat, amit a
vegyllet arra a valaszreakcidéra gyakorol, amit a leptinnek
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivalt STAT DNS va-
laszelemre gyakorolt hatéasa valt ki;
ahol
a valaszelem és a riporter a CACO-2 human Caucasian vastagbél
epithelialis sejtvonalban expresszalt, vagy
a valaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszalt, amely
sejtvonal (a rekombindns sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is
transzfektalt, amely polipeptid képes medialni vagy fokozni egy
leptin aktivalt STAT DNS valaszelem leptin &ltali stimuléaciéjat
és tartalmazza a megfeleld STAT proteineket.

A leptin aktivalt STAT DNS valaszelem leptin &ltali stimu-
laciéjat medidlni képes alkalmas polipeptid lehet az ob-gén re-
ceptor egyik funkciondlis izoformaja, példaul az, amelynek az
azonositasat a kovetkezd ismertették: Tartaglia et al., CEeLL,
83, 1263 (1995). A leptin aktivalt STAT DNS valaszelem leptin
dltali stimulacidjat fokozni képes alkalmas polipeptid lehet
egy JAK kinaz, kilonésen a JAK-2, vagy eqgy STAT, kiiléndsen a
STAT 3 vagy a STAT 5.

Alkalmasan a valaszelem egy promoter génhez, elénydsen egy
minimadl promoterhez van kapcsolva.

Az egyik alkalmas valaszelem egy olyan TT(N),AA &ltalanos



képletd nukleotid, amelyben N tetszdleges nukleotidot jelent,
és n értéke 4, 5 vagy 6.

Az eldényds valaszelemeket a receptoraval koélcsénhatéasba
1épS leptin altal medidlt intracelluldris események szelektiven
aktivaljék. Az ilyen szelektiv vAlaszelemeket Ugy hatarozhatjuk
meg, hogy megvizsgaljuk szamos, a leptin versus mas citokinek
altal egy ob-reszponziv sejtvonalba transzfektdlt valaszelem/-
riporter gén konstrukcié relativ aktivacidéjat.

Az egyik eldényds valaszelem egy olyan TT(N),AA Aaltalanos
képletd nukleotid, amelyben N tetszéleges nukleotidot jelent,
és n értéke 4 vagy 5.

Egy tovabbi alkalmas valaszelem a TTCCCGGAA oligonukleotid
lehet.

Tovabbi alkalmas valaszelem 1lehet egy, a leptin altal
reguldlt gén promoterjének a STAT kolcso6nhatdshoz sziikséges ré-
gidéja. A gén a vizgalattal kivalasztandd vegyiilet konkrét tera-
pids felhasznalasatdél fugg.

Alkalmas riporter gén a szentjanosbogar luciferaz vagy a
kloramfenikol acetil-~transzferaz enzim.

Alkalmas promoter egy olyan minimdl promoter, amilyen pél-
daul a herpes simplex virus timidin-kindz vagy az SV40 promo-
ter.

Az alébbiakban réviden ismertejiik az abrakat.

1. ABRA: A leptin receptor (OB-R) mRNS izoformak expresz-
szidéja a gastrointestinalis tractusbdél szarmazd szdvetekben és
human CACO-2 sejtekben.

A. A sovany (+/+) és kovér (ob/ob) egerek tractusanak
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diszkrét régidiban 1évé tébbszdrds OB-R izoformak RT-PCR detek-
taldsa (a kisérleti eljarasokban ismertetetteknek megfelelden) ;
OB-Re (1), OB-Rd (2), OB-Rc (3), OB-Rb (4), OB-Ra (5) és véqgil
egy 100 bp DNS létra.

B. A bal oldali panelben leptin specifikus primereket al-
kalmaztunk a zsibdél szarmazdé szennyezd8dés kizardsdra és a rend-
ellenes transzkripcié detektalasara. Pozitiv kontrollként egy,
az extracelluldris OB-R doménbdl szadrmazd kozds szekvenciat
amplifikadltunk ugyanazon mintédkbél. A jobb oldali panel a OB-Rb
funkcionalis leptin receptornak az RT-PCR detektalasat mutatija
a human CACO-2 sejtvonalban.

2. ABRA: A gastrointestinalis tractusban és a CACO-2 sej-
tekben 1évé OB-R receptor Western blot analizise.

A. Egy, a rovid izoforma karboxi-termindlisaval szemben
képz&dott antitest alkalmazasdval OB-Ra-t detektdltunk a +/+ és
az ob/ob egerek tractusanak kilénbdzé szekcidiban.

B. Egy, az amino-termindlissal szemben képzdddétt antitest
alkalmazasédval OB-R-t detektdltunk a humdn CACO-2 sejtekben
(valamennyi OB-R izoformaban ko6zo6s). A nyilak egy 120 kDa hoz-
zavetbleges méretli sdvra mutatnak.

3. ABRA: A teljes OB-R transzkript relativ expresszids
szintjei a gastrointestinalis tractus kiilénb6z46 szekcidiban. A
felsd panel a +/+ egér gastrointestinalis tractusdnak kiildénbo-
z6 szekcidiban 1évé k6zds OB-R extracellularis domén PCR ampli-
fikdcidéjanak a reprezentativ géljeit abrézolja, ahol a korabbi-
akban ismertetetteknek (18) megfeleléen a cDNSt kilénb6zd meny-

nyiségekben alkalmaztuk. Az egyes mintdkban a cDNS mennyiségét



a P-aktin mennyiségére vonatkoztattuk és ennek beallitasat a
higitas eldétt végeztiik el. Az alsd panel az OB-R mRNS-nek a B-
-aktin mRNS-re normalizalt, a PCR optimalizdlt linedris régié-
jabdél nyert mennyiségi értékeit mutatja be +/+ és ob/ob egerek
esetén.

4. ABRA: Leptin reszponziv STAT proteinek expresszidja
egér bélben és human CACO-2 sejtekben.

A. STAT1, 3 és 5 Western blot analizise +/+ és ob/ob ege-
rekbdl szarmazé jejunum 25 ug protein lizadtumaiban. Mindharom
STAT kdénnyen detektalhatd a nyers protein extraktumokban. A +/+
és ob/ob egerek diszkrét szekcidiban térténéd STATS expresszid
6sszehasonlitéasa.

B. STAT1, 3 és 5 Western blot analizise CACO-2 sejtekben.
A STAT1, 3 és 5 esetén a pozitiv kontrollok — az eldbbi sor-
rendnek megfelelden — a kovetkezdk voltak: human fibroblaszt,
A 431 és human endothelialis sejt lizatum. STAT2-t és 6-ot is
detektdltunk (az adatok nincsenek feltiintetve).

5. ABRA: STAT DNS kodtés gélmobilitds-eltoldédasi analizise
leptinre adott in vivo reakcidéban. A STATS5 DNS kotési aktivita-
sdnak az indukdldsa a P-kazein promoter STAT5 konszenzus elem-
hez. Sejtmagextraktumokat preparaltunk, majd az extraktumokat
32P—végjelzett prébaval inkubdltuk és 4 %-os nativ PAGE gélen
frakcionaltuk. A leptin beaddsa (5 mg/kg) utén 30 perccel in-
dukcidét észleltink a +/+ és ob/ob jejunalis sejtmagextraktumok-
ban. Az anti-STATS5 antitestekkel végzett el&zetes inkubdlas ki-
mutatta, hogy a f& komplex STATS5a-bdél 4ll. A db/db egerekbdl

vagy a kontroll +/+ és ob/ob egerekbd8l szarmazé jejunum



sejtmagextraktumokban nem észleltiink indukcidt.

6. ABRA: STAT DNS k&tés gélmobilitds-eltolddasi analizise
leptinre adott reakcidéban CACO-2 sejtekben. Az &bran a leptinre
adott valaszreakcidban (20-200 nM, 15 perc) fellépd STAT3 és
STATS DNS kotési aktivitds indukcié lathatbd. A STAT3 aktivacid-
ban a letines kezelés utadn a CACO-2 sejtmagextraktumokban dé-
zis/valasz Osszefiliggést figyelhetd meg, amit a c-fos promoter-
b6l szarmazd STAT1/3 szelektiv nagy affinitasd mé67-SIE konszen-
zus elem igazol. A komplexet anti-STAT3 és anti—-STAT1 antitest-
tel végzett pre-inkubalassal azonositjuk. A leptines kezelés
utdan a CACO-2 sejtek sejtmagextraktumaiban is megfigyelhetd a
B-kazein prébdhoz térténd STATS5 DNS kdtés. A f6 protein komple-
xet anti-STATS5b specifikus antitesttel végzett preinkubdldassal
azonositottuk.

7. ABRA: A gyors (azonnali korai; immediate-early) gén
transzkripcié leptin indukciéja egér jejunumban és a human
CACO-2 sejtekben.

A. A Tris kontrollal és intravénds leptinnel (5 mg/kg) ke-
zelt allatok ob/ob jejunumdbdél szirmazé teljes RNS Northern
blot analizise. A leptin beadasa utan 30 perccel a c-fos mRNS
szintekben 6tszérds indukcid figyelhetd meg.

B. A leptinnel (200 nM) 30 percen keresztiil kezelt CACO-2
sejt monorétegekbdl szarmazé teljes RNS-en ismert médon (18)
kvantitativ PCR-t hajtottunk végre. A PCR optimalizalt lineéaris
régidjanak a megallapitdsdhoz a kontrollal és a leptinnel ke-
zelt sejtbdl szarmazé cDNS sorozathigitasat alkalmaztuk.

8. ABRA: Nagy zsirterhelés utan a leptin beadédsa csokkenti
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az APO-AIV mRNS szintet. A leptinnel (5 mg/kg) végzett kezelés
ob/ob egerek jejunuméban szignifikans mértékben, minteqgy felére
csbkkenti az APO-AIV mRNS szintet. Az egereket 5 érdn keresztiil
koplaltattuk, majd a zsirterhelés (0,75 ml noévényi olaj) beada-
sa eldétt 15 perccel intravénadsan adtuk be az 4&llatoknak a
leptint. Kilencven perccel késdbb az allatokat ledltiik, majd az
RNS extrakcidhoz eltavolitottuk a jejunumot. Az APO-AIV mRNS
expressziéjat a 28S rRNS-re normalizdltuk, és az eredményeket
atlag * SEM (n = 3 és *p < 0,05) formdban fejeztiik ki.

Az alabbiakban azt a metodolégiat ismertetjiik, amelynek
segitségével a CACO-2 sejtvonalat mint egy leptin reszponziv
sejtvonalat azonositottuk. A leptin reszponziv sejtvonalak azo-
nositasanak az 4ltalanos metodoldégiaja ismert, amely példaul a
kdvetkezéket foglalja magéaban:

1. Mikrofiziométer. Az eljirds a sejtben térténd biokémiai
valtozasok eredményeként fellépd kis pH-valtozasokat detektal-
ja. Stimulalds utédn az ob-reszponziv sejtek olyan biokémiai
valtozasokon mehetnek at, amelyek kismértékben megvaltoztathat-
jak az extracelluldris savasodadsi sebességet; az utdbbi valto-
zas eqgy szilicium mikrofiziométerrel detektdlhaté. A mikrofizi-
ométer bioszenzor médszer attekintd ismertetése megtalalhatd —
egyebek mellett — példaul a kovetkezd szakirodalmi helyen:
McConnel, Science, 257, 1906 (1992).

2. Elektroforetikus mobilitaseltolédasi vizsgalat (EMSA).
Ob-proteinnel kezelt sejtekbdl nyert sejtmagextraktumokat ve-
gyes vagy specifikus STAT valaszelem DNS szekvenciat tartalma-

z6, radioizotdppal jelzett oligonukleotidokkal keveriink ®ossze.
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Az azokbdél a sejtekbél szarmazd extraktumok, amelyek reagaltak
az ob-proteinre, a STAT valaszelem esetén az oligonukleotid
géleltolddasat okozhatjak.

Szakirodalom: "Recombinant DNA", 2nd Edition, Watson et
al., p. 158 (1992); Lamb et al., Broop, 83, 2063 (1994).

3. A protein foszforilacié mérésével végzett vizsgdlat. A
receptor aktivacidé és a végsé valasz kozotti, az intracelluléa-
ris proteinek tirozin foszforildcidéjan keresztiil megvaldsuld
kapcsolatot a foszforilalt tirozinokat felismerd antitestek al-
kalmazasaval értékelhetjik. Részletesebben: mivel a leptin re-
ceptor stimuldlhatja a JAK/STAT folyamat tirozin foszforilacidé-
jat, az eljaras lehetdséget nyujt a leptin reszponz sejtvonalak
azonositésara. A leptin reszponziv sejtvonalakban térténd lep-
tin aktivacié detektalasara a tirozin foszforildcid antitestjei
mellett specifikus JAK/STAT antitesteket alkalmazhatunk. A pro-
tein foszforilacidé gatldsa vagy stimulacidja fordulhat eld. In-
zulin receptorokat tulexpresszdlé patkany-1 fibroblasztokban
kimutattdk az inzulin receptor és az inzulin receptor szub-
sztrat-1 inzulin stimuldlt foszforildcidéjénak az ob-protein &al-
tali gatlasat [Kroder et al., Exp. CLIN. ENDOCRINOL. DIABETES, 104
(2), 66 (1996)].

4. Helyettesitéses kotés. A sejtvonalak radioizotéppal
jelzett leptinnel, példaul [1251]—leptinnel végzett inkubaléasa
utan jelzetlen leptin hozzaadasaval tanulmanyozhatjuk a nem-
-specifikus kdtés versus specifikus kotés viszonyt. A nagy spe-
cifikus/nem-specifikus aranyd kétés arra utal, hogy a sejtvonal

tartalmazhatja a leptin receptort.
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5. A protein detektalasa az ob-receptornak egy funkciona-
1lis formajara, elénydsen egy funkcionalis hosszu formajara néz-
ve szelektiv antitestek alkalmazasaval.

6. A mRNS detektalasa az ob-receptornak egy funkcionalis
formajara, eldénybsen egy funkcionalis hosszt formajara nézve
Northern, RT-PCR vagy "slot blot" analizis alkalmazasaval.

7. A leptinnel végzett kezelés utani megnovekedett c-fos
MRNS detektalasa. A c-fos mRNS Northern, RT-PCR vagy "slot
blot" analizissel detektalhaté.

A valaszelem, a riporter és eldénydsen a promoter alkalma-
san egy, az ob-reszponziv sejtvonalat transzfektalni képes vek-
torba épil be.

Alkalmas vektorok lehetnek az olyan, kereskedelmi forga-
lomban kaphaté vektorok, amilyen példaul a pGL2-basic luciferaz
vektor (Promega) .

A vektornak egy alkalmas konfiguraciéjdban a STAT DNS va-
laszelem egy promoter és egy riperter gén elétt (upstream) he-
lyezkedik el. A vektornak egy még alkalmasabb konfiguracidéjaban
a STAT-DNS valaszelem egy timidin-kindz promoter és egy lucife-
raz riporter gén eldtt (upstream) tobbszdrds tandemben ismétlsé-
dik (2-10).

A vektorokat ugy 4llitjuk Ossze, hogy azok egy minimal
promoterhez, példaul herpes simplex virus timidin-kinazhoz wvagy
SV40 promoterhez kapcsolt riporter gént, példédul szentjanos-
bogar luciferadzt vagy a kloramfenikol acetil-transzferdz enzi-
met tartalmaznak. A STAT valaszelem esetében a DNS fragmentumot

a minimal promoter elétti (upstream) megfeleld restrikcidés en-
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zim helyek alkalmazasaval inszertdljuk a vektorba.

A valaszelemet, a riportert és a promotert szokasos
expressziés mdbdszerek alkalmazasaval épitjik be a vektorba,
példaul a valaszelem esetén a DNS fragmentumokat a minimal
promoter eldétti (upstream) megfeleld restrikcidés enzim helyek
alkalmazasaval inszertalhatjuk a vektorba.

STAT valaszelem-luciferdz enzim riporter rendszereket is-
mert médszerekkel allithatunk &ssze [lasd példdul: Lamb et al.,
Broop, 8, 2063 (1994); és Seidel et al., Proc. NAT. ACAD. ScCI.
UsaA, 92, 3041 (1995)].

Leptin-reszponziv sejteket standard médszerek, példaul a
kalcium-foszfatos médszer [Graham and Van Der Eb, VIROLOGY, 52,
456 (1973)] alkalmazasaval transzfektdlhatunk a STAT valasz-
elem-minimadl promoter-luciferiaz riporter konstrukcidkkal. A
transzfekciés hatékonysagbeli eltérések korrekcidéjahoz a sejte-
ket egy P-galaktozidas aktivitast expresszalé referencia plaz-
middal ko-transzfektalhatjuk. A transzfekciés idé (12-24 6ra)
utan a sejteket egy vegyiilet kiilénféle koncentraciéival reagal-
tatjuk, majd kinyerjik és 1lizadljuk a sejteket. A lizatumokat a
luciferaz és — ha lehet — a P-galaktoziddz aktivitasra nézve
vizsgaljuk. A hatasfokozé vagy az antagonista aktivitast ugy
értékelhetjik, hogy az értékelés el6tt vagy azzal egyidejiileg
megfeleld koncentracidéban leptint adunk a vegyiilethez, majd az
énmagaban alkalmazott leptinhez viszonytva mérjiik a liciferéaz
valasz fokozédasat vagy csokkenését. A luciferédz enzimaktivitds
mérésére standard médszereket alkalmazhatunk, amilyenek példaul

a kovetkezd szakirodalmi helyeken ismertetett eljarasok, illet-



ve az aktivitas mérésére alkalmazhatunk kereskedelmi forgalom-
ban kaphatdé készleteket (kit) is: Ow et al., SCIENCE, 234, 856
(1986); és de Wet et al., Mor. CeLL BroL., 7, 725 (1987)].

Alkalmas sejtvonalakat ugy &allithatunk eld, hogy egy letin
reszponziv sejtvonalat a riporter konstrukciéval és egy szelek-
tdlhaté markerrel transzfektdlunk. A szelektdlhatdé markerek a
stabil sejtvonalak kialakitdsara szokdsosan alkalmazott szelek-
talhatdé markerek lehetnek [ladsd példaul: Recombinant DNA, 2nd
edition, J. D. Watson et al., p. 216 (1992)]. Ezekkel a stabi-
lan transzfektalt sejtvonalakkal a leptin fizioldgiai hatésait
utanozd, fokozd vagy blokkold vegyliletek értékelésére alkalmas
nagyteljesitményld vizsgalatokat végezhetiink.

A taldlmany targyat képezik azok a leptin fiziolégiai ha-
tasait utanozd6, fokozd vagy gatld vegytiletek is, amelyeket a
taldalmany szerinti eljarassal azonositottunk.

A talalmany tovabba targyat képezi egy olyan készlet (kit)
is, amely a taldlmany szerinti eljarasban térténéd felhasznalas-
ra adaptalt.

A talalmany targyat képezi ezenkiviil a nativ vagy rekombi-
nans CACO-2 sejtek alkalmazadsa a leptin fizioldgiai hatéasait
utanoz6, fokozdé vagy gatld vegyiletek detektalasara, amelynek
sordn a leptin &altal az ilyen sejtekben kivaltottaktdl eltéré
valaszokat mérjik.

A talalmany t&rgyat képezi az eldbbieken kiviil a nativ
vagy rekombindns CACO-2 sejtek alkalmazasa leptin mimetikumok,
potencidtorok vagy inhibitorok funkciondlis aktivitdsanak a mé-

résére.



A jelen leirasban alkalmazott "olyan vegyilet, amely utéa-
nozza a leptin fizioldégiai hatésait” kifejezés olyan vegyiile-
tekre vonatkozik, amelyek a leptin hidnydban képesek olyan ha-
tast kifejteni, amely vagy stimuldlja a leptin receptort, és
igy lényegében ugyanolyan élettani hatast biztosit, mint az ob
protein, vagy pedig egy, az emlitett receptor utéani (down-
stream) valaszt (post-receptor) aktival.

A Jjelen leirasban alkalmazott "olyan vegyiilet, amely fo-
kozza a leptin fizioldgiai hatéasait" kifejezés olyan vegyiile-
tekre vonatkozik, amelyek ndvelik a leptin hatékonysagat és/-
vagy maximalis fizioldégiai hatésat.

A Jjelen leirasban alkalmazott "olyan vegyiilet, amely géa-
toljak a leptin fizioldgiai hatasait” kifejezés olyan vegyiile-
tekre vonatkozik, amelyek csdékkentik vagy lényegében blokkoljak
a leptin fizioldégiai hatésat.

Az agonistak, illetve az antagonistdk azonositasahoz a po-
lipeptid expresszidéjénak az optimalizalasa érdekében a polipep-
tid funkcionalis formajat kédoldé cDNS-t egy konstitutiv promo-
ter (példaul egy viralis promoter) vagy egy reguldlhatd promo-
ter kontrollja alatt transzfektadlhatjuk. Alternativ médon a va-
laszelemet és a riportert egy olyan sejtvonalban expresszaljuk,
amelyben a homoldég rekombinadns médszerrel elSzetesen egy kons-
titutiv vagy reguldlhatdé promotert épitettiink be a leptin re-
ceptor kromoszomalisan kédolt génjének egy felsS (upstream)
helyzetébe. Ilyen médszert ismertetnek — egyebek mellett —
példaul a koévetkezd szakirodalmi helyeken: Waldman, CRITICAL

REVIEWS IN ONCOLOGY/HEMATOLOGY, 12, 49 (1992); és kilondsen Riele et



al., PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 89, 5128 (1992).
Az alabbi példak a taldlmany illusztraldsara szolgalnak. A
példak a talalmany oltalmi koérét, illetve terjedelmét nem kor-

latozzak.

Példa

Altaldnos eljaras

A CaCo-2 sejteket standard mddszerek, példaul a kalcium-
~-foszfatos médszer [Graham and Van Der Eb, VrIroLoGY, 52, 456
(1973)] alkalmazasaval, egy minimdl promoter, példaul herpes
simplex timidin-kindz és egy luciferdz gén riporter konstrukcié
elétt (upstream) tobbszérts tandem masolatokban egy STAT va-
laszelemet tartalmazdé riporter plazmiddal transzfekt&ljuk. A
transzfekcidés hatékonysagbeli eltérések korrekcidéjdhoz a sejte-
ket egy P-galaktozidds aktivitdst expresszaldé referencia plaz-
middal ko-transzfektdlhatjuk. A transzfekcidés idd (12-24 obra)
utdn a sejteket egy vegyililet kiildnféle koncentracidival reagal-
tatjuk, majd kinyerjik és 1izadljuk a sejteket. A lizatumokat a
luciferdz és — ha lehet — a P-galaktozidiz aktivitdsra nézve
vizsgaljuk. Az antagonista aktivitast ugy értékelhetjiik, hogy
az értékelés eldtt vagy azzal egyidejlileg megfelelé koncentra-
cidéban leptint adunk a vegylilethez, majd az onmagdban alkalma-
zott leptinhez viszonytva mérjik a liciferaz valasz fokozdédasat
vagy csokkenését. A luciferaz enzimaktivitds mérésére standard
mbédszereket alkalmazhatunk, amilyenek példaul a kdvetkezé sza-
kirodalmi helyeken ismertetett eljarasok, illetve az aktivitéas

mérésére alkalmazhatunk kereskedelmi forgalomban kaphatd kész-
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leteket (kit) is: Ow et al., Science, 234, 856 (1986); és de Wet

et al., MoL. CeLL Bron., 7, 725 (1987)1].

KiSERLETI RESZ
OSSZEFOGLALAS

Az adipocita hormon leptin a hipotalamuszban aktivalja a
STAT3-at, és igy fokozott jéllakottsdgot és fokozott energia-
felhasznalast valt ki. A STAT folyamat leptin medidlt in vivo
aktivaciéjat a hipotalamuszon kiviil mas szdvetekben mindeddig
nem igazoltak. Az aldbbiakban leirjuk az egér bél diszkrét re-
giéiban a lipid kezeléssel kapcsolatos leptin receptor
expressziét és in vivo szignalizaciét. A funkcionalis izoforma,
az OB-Rb expresszidéja a jejunumra korlatozddik. A leptin intra-
vénas injekciéja gyorsan sejtmag STATS5 DNS kotési aktivitast
indukal a +/+ és ob/ob egerek jejunumdban, az OB-Rb izoformat
nem tartalmazé diabetikus (db/db) egérben viszont a leptin be-
adasa teljesen hatastalan. Ezenkivil a gyors (azonnali korai;
immediate-early) gén c-fos indukcidéjat észleljik in vivo. Ezt a
hatast szamos gyors gén leptin-medidlt indukciéja és a vekony-
bél epithelium CACO-2 sejteken alapuld hum&n modellben torténd
STAT3 és STATS5 aktivacidé is alatamasztja. Ezenkiviil a leptin
intravénas beadasa a zsirterhelés utdn 90 perccel a jejunumban
szignifikans mértékben, mintegy felére csodkkentette az APO-AIV
transzkript szintet. Az eredményeink arra utalnak, hogy a
jejunum a leptin hatésénak kdzvetlen targetje, és ez az aktivi-
tas az OB-Rb jelenlététdl figg. Lptin hidnyaban vagy leptin ha-

tasaval szembeni rezisztencia esetén ez a hely a lipidkezelés
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kozvetlen befolyasolasaval hozzajarulhat az elhizashoz és az
elhizassal kapcsolatos tlinetekhez.

A jelen leirasban alkalmazott roviditések az alabbi jelen-
tésekkel rendelkeznek: NIDDM, nem-inzulinfiiggé diabetes; OB-R,
leptin receptor; RT-PCR, reverz transzkripcidés polimeraz lanc-
reakci6; JAK, Janus-kinaz; STAT, transzkripcidés szignal transz-
duktorok és aktivatorok; CACO-2, humédn vastagbél epithelialis
sejtvonal; APO-AIV, apolipoprotein AIV; EMEM, Earles minimal

essential medium.

KiSERLETI ELJARASOK

Allatok és sejtek

Az Aston tdrzs hathetes néstény vad tipusu és ob/ob egere-
it szokasos viz és standard laboratériumi tap (Beekay patkany
és egér toxikolégiai étrend, Bantin and Kingman, Hull, Nagy-
-Britannia) elérési lehet8ség biztositasa mellett 12-12 O&ras
nappal/éjszaka ciklusban tartottunk. A leptin (5 mg/kg) in vivo
hatasait 10 mM Tris-ben oldott és a farokvénaba injekciédval be-
adott rekombinans leptin (Peprotech, Rockyville, Amerikai Egye-
stilt Allamok), illetve kontrollként 10 mM Tris vivéanyag alkal-
mazasaval értékeltiik. A jelzett iddé utén az egereket cervicalis
dislocatiéval ledltiik, majd a megfeleld szodveteket kimetszet-
tik, tisztitottuk és jéghideg fizioldégiads natrium-klorid-oldat-
ban mostuk. A sejtmagproteinek extrakciéjdhoz az alébbiaknak
megfelel8en friss szoveteket preparadltunk, illetve a szdveteket

cseppfolydés nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk, majd -80 °C-
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on taroltuk. A human Caucasien vastagbél epithelialis sejteket,
azaz a CACO-2 sejteket (European animal cell culture, Porton
Down, Nagy-Britannia) a konfluencia &llapotédban kaptuk, és a
kisérletek elétt 3-4 napon keresztiil 37 °C-on, parasitott 5
térfogat% szén-dioxid-tartalmi levegdét tartalmazé helyiségben
olyan EMEM-ben tenyésztettiik, amely 1 % nem-esszencialis amino-
savakat, 2 mM L-glutamint, 10 % magzati borjuszérumot, 100
pg/ml penicillint és 100 pg/ml sztreptomicint (valamennyi be-
szerzési helye: Gibco/BRL, Nagy-Britannia) tartalmazott. A sej-
teket 24 6ran keresztiil 0,1 % bovin-szérumalbuminnal (BSA) ki-
egészitett szérummentes EMEM-ben preinkubaltuk. Ezt kévetden a
sejteket 1leptin nélkil vagy a megadott koncentraciéja lep-
tinnel, illetve a Tris vivéanyaqg kontrollal 0,1 % bovin-szérum-

albumint tartalmazé alap EMEM-ben inkubaltuk.

Leptin receptor mRNS expresszio

RNais plus kit (BIO 101, Inc., Amerikai Egyesiilt Allamok)
alkalmazasaval szovetekbdl és sejtekbdl teljes RNS-t izolal-
tunk, majd az izol4lt teljes RNS-t azonnal DNase I-gyel
(Gibco/BRL, Nagy-Britannia) kezeltiik. Koérilbeliil 4 pg RNS-t al-
kalmaztunk a cDNS elsé-szalas cDNS gyongyokkel (Pharmacia,
Biotech) és oligo (dT)ji2-1g—cal toérténd eldallitasahoz. Az in-
tegritast és az RNS terhelést az agardéz gélben 1lévé riboszoma-
lis rRNS savok (28S és 18S) detekcids szkennelésével vizsgal-
tuk. A zsirbdél szarmazd potencidlis szennyezést egy RT-PCR amp-
lifikacidéban, leptin specifikus primerek (I. tdblazat) alkalma-

zdsaval vizsgaltuk. Az egér Dbélben 1évS tobbszordés OB-R
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transzkript izoformdk, valamint a CACO-2 sejtekben 1évé OB-Rb
transzkript RT-PCR detektdalasat az I. tablazatban felsorolt
oligonukleotid primerek alkalmazasaval hajtottuk végre. Vala-
mennyi PCR amplifikaciét egy Prégene termikus ciklizatorban
(cycler) (Techne/Cambridge) kétszer hajtottuk végre, amelynek
sordn a koévetkezd korilményeket alkalmaztuk: AmpliTaq (Perkin-
Elmer 95 °Cm 45 mdsodperc denaturacié, 57 °C, 45 masodperc tem-
peralas, 72 °C, 45 mésodperc meghosszabbitéas (kivéve, hogy a
hosszi OB-Rb izoforma meghosszabitédsa esetén 1 perces id&étarta-
mot alkalmaztunk). A PCR termékeket ezt kovetden kodzvetlenil
egy PCR-TRAP klénozé rendszerbe (GeneHunter Corp., Amerikai
Egyesilt Allamok) klénoztuk, és a PCR termékek azonositasat
ThermoSequenase termindtor ciklus szekventaldé kit (Amersham
Life Sciences, Nagy-Britannia) alkalmazasaval végzett szekven-
tadlassal igazoltuk. A kvantitativ PCR-hez a +/+ és ob/ob ege-
rekb6l szarmazdé cDNS mintdkbdél sorozathigitdasokat készitettiink,
majd ismert médon (18) rogzitett szdmu ciklussal (OB-R esetén

37, illetve P-aktin esetén 30) PCR-t végeztiink.

Szévetek és sejtek immunoblot analizise
Friss szovetelet protedz inhibitor koktélt (Boehringer
Mannheim, Német Szovetségi Koztarsasag) tartalmazdé jéghideg
RIPA pufferben (1X PBS, 1 % IGEPAL, 0,5 % natrium-dezoxikolat)
homogenizaltunk, majd egy protein vizsgalatban (Sigma Diagnos-
tics, Nagy-Britannia) és standard Western analizisben hasznal-
tuk fel a protein lizatumokat. Korilbeliil 20 ug proteint ossze-

kevertiink a gélfeltoltd pufferrel (4 % SDS, 100 mM Tris, pH



6,8, 100 mM P-merkapto-etanocl), majd az oldatot 10 % SDS-PAGE-
re vittiik. CACO-2 sejtek monorétegei esetén a proteint ugy ext-
rahadltuk, hogy gélfeltsltd puffert adtunk a lombikokba. A pro-
teineket elektotranszferrel vittik at PVDF-re (Millipore, Nagy-
-Britannia), ezt kovetden 2 % bovin-szérumalbumin, 10 mM Tris,
pH 7,4, 100 mM NaCl, 0,1 % Tween 20 keverékben végzett blokko-
lassal immunoblotokat hajtottunk végre, majd az OB-R-t M-18
vagy N-20 antitestekkel (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Ameri-
kai Egyesiilt Allamok) detektaltuk, a STAT proteineket STAT5
(C-17) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Amerikai Egyesilt Alla-
mok) és STAT1, STAT2, STAT3, STAT6 (Transduction Laboratories,
Amerikai Egyesilt Allamok) antitestekkel detektaltuk. A savokat
egy ECL kit alkalmazasaval, a gyartdé (Amersham, Nagy-Britannia)

utasitasainak megfelelden tettik lathatédva.

Sejtmag extraktumok

A kezelés utian a CACO-2 sejteket azonnal jégre helyeztik,
majd eltavolitottuk a médiumot. A sejteket elébb jéghideg PBS-
sel, majd 5 mM NaF-ot, 10 mM NaMoOg-ot és 1 mM aktivalt NaVvO3-
-ot tartalmazé PBS-sel gyorsan mostuk. A sejteket eqgy 10 mM
HEPES-t, pH 7,9, 10 mM NaMoOg-et, 1 mM NaVO3-ot, 1 mM EDTA-t, 1
mM EGTA-t, 1 mM NaF-ot, 0,125 puM okadainsavat (Ocadaic Acid), 1
mM DTT-t, 2 pg/ml leupeptint, 2 pg/ml aprotinint, 50 pg/ml
AEBSF-et és 0,2 % IGEPAL CA-630 detergenst (Sigma, Nagy-Bri-
tannia) tartalmazdé hipoténias pufferrel (400 pl/25 cm2), sejt-
kaparas és Ovatos trituraléds kozben 1lizaltuk. A lizatumot 5

percen keresztiil jégen inkubdltuk, majd a sejtmagokat 20 mp-en
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keresztiil 14 00 fordulat/perc sebességgel végzett mikrocentri-
fugalassal kitlilepitettik. A feliiluszo6t félretettiik, a sejtmago-
kat pedig 100 ul nagy sétartalmia pufferben (200 mM NaCl-ot és
20 % glicerint tartalmazé hipoténias puffer) 6vatosan szuszpen-
daltuk. A sejtmag proteint ugy extrahaltuk, hogy a csoveket 30
percen keresztil 4 °c-on forgattuk, majd téredékeket 20 percen
keresztil 14 00 fordulat/perc sebességgel végzett mikrocentri-
fugalassal kiiilepitettiik. A sejtmag extraktumokat részekre osz-
tottuk, majd a gélmobolitas-eltolédasi vizsgalat (lasd lentebb)
elétt cseppfolyés nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk. A
széveketek kimetszettiik, jéghideg fizioldégiads natrium-klorid-
—oldattal mostuk, felapritottuk, ezt kévetden 1:10 tomeg/térfo-
gat aranyd hipoténias lizis pufferrel homogenizaltuk, majd lé-
nyegében a CACO-2 sejteknél ismertetett médzsernek megfelelden

eldallitottuk a sejtmag extraktumokat.

Gélmobilitds-eltoldddsi analizis

5 pl sejtmag extraktumot alkalmaztunk a DNS kotési vizsga-
latokhoz, amelyek soran a nem-specifikus k&étés blokkolasahoz
DNS kotési pufferben [Tris 10 mM, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT
és 1 pg/ml polidezoxi Inozin/Citidin (Pharmacia, Svédorszag)]
100 ng/reakcid 3ZPV—ATP végjelzett prébat alkalmaztunk. A koté-
si reakcidkeveréket 20 percen keresztiil szobahémérsékleten in-
kubaltuk, majd 4 %-os nativ PAGE gélre vittuk. A szupereltolé-
dasi (supershift) kisérletek egy tovadbbi, a megfeleld anti-
testtel 15 percen keresztiil végzett inkubalast is magukban fog-

laltak. Az oligonukleotid proébak a kovetkezdk voltak: a mutalt
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nagy affinitdsti human szérum indukalhaté elem (m67 SIE), 5'-cat
ttc ccg taa atc at -3' a c-fos promoterbdl, és egy patkany B-
-kazein promoter elem szekvencia, 5'-gga ctt ctt gga att aag
gga-3'. A komplementer oligonukleotid szalakat (Research Genet-
ics, Amerikai Egyesiilt Allamok) 200 ng/pl végkoncentracidban
Tris 10 mM, pH 8,0, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl keverékben ugy tempe-
raltuk, hogy a keveréket 10 percen keresztiil 90 °C-on melegi-
tettiik, majd hagytuk lassan szobahdémérsékletre hilni. A proébak
radioizotépos jelzését 3E/pul T4 Polynucleotide Kinase-zal
32

(Amersham, USB, Nagy-Britannia) 37 °C-on egy 6ran at 1 ul Py-

-ATP-vel (6000 Ci/mmol, Amersham, Nagy-Britannia) végeztiik.

Az APO-AIV és a gyors (immediate-early) gén mRNS speciesek
expresszidja

Leptinnel nem kezelt vagy leptinnal 30 percen keresztil
kezelt szdveteket és CACO-2 sejteket cseppfolyds nitrogénben
hirtelen lefagyasztottunk, majd az RNS-t a fentieknek megfele-
l8en extrahdltuk. Az in vivo c-fos és APO-AIV mRNS szintek meg-
hatdrozasdhoz digoxigenin-jelzett cDNS prébadk alkalmazasaval
végzett standard Northern blot hibridizaciét hajtottunk végre.
A kotott proébdkat az anti-digoxigenin detektdlasi rendszerrel
detektaltuk, amelynek sordn a CDP-Star kemilumineszcens
szubsztrattal (Tropix, Amerikai Egyesiilt Allamok) egy alkalikus
foszfatazhoz konjugalt poliklonadlis antitestet (Boehringer
Mannheim, Német Sz6vetségi Koztadrsasag) alkalmaztunk, végiil a
savok kvantitativ meghatarozasat pasztazd lézer denzitométerrel

hajtottuk végre. A leptinre adott valaszreakcidéban a c-fos,



c-jun, junB és junD gyors gének expresszidjat az I. tablazatban
felsorolt primerek alkalmazasaval végzett kvantitativ PCR-rel

hataroztuk megqg.

EREDMENYEK

RT-PCR alkalmazasaval a tobbszdrds OB-R mRNS jizoformakat a
gastrointestinalis tractus diszkrét szekcidéiban detektaltuk
(1A. ABRA). A kiilénbdzdé révid izoformak (OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd és
OB-Re) a bél teljes hosszadban expresszalddnak. Ezzel szemben
azt taladltuk, hogy a funkciondlis hosszi OB-Rb mRNS tulnyomé-
részt a jejunumban expresszalédik (1A. ABRA). A +/+ és ob/ob
egerek jejunumdbdél szarmazdé cDNS mintak leptin-specifikus pri-
merekkel végzett RT-PCR amplifikdcidéja negativ detektdldast
eredményezett, ugyanakkor az ugyanezen mintidkban 1évé OB-R ko&-
z0s extracelluldris doménjének a PCR amplifikacidéja joél megfi-
gyelheté volt (1B. ABRA). Ez arra utal, hogy az 1A. ABRA &ltal
mutatott OB-R mMRNS expresszidé egyrészt nem a zsirszovetbdsl
szarmazd szennyezO8dés eredménye, masrészt nem a szabalytalan
transzkripcié eredménye. A funkcionalis leptin receptor OB-RDb
mRNS expresszidéja az RT-PCR alkalmazisaval kénnyen detektalhatd
volt a vékonybél epithelium CACO-2 humin modellben (1B. ABRA).
20 pug nyers protein lizatumnak az OB-Ra roévid izoforma, a sza-
mos szdvetben legnagyobb mennyiségld izoforma karboxi-termindli-
saval szemben kialakult antitestek alkalmazasaval végzett
Western blot analizise egy, a vart méretnek megfeleld koriilbe-
lil 120 kDa protein savot eredményez, ami tulnyomérészt a +/+

és az ob/ob egerek vékonybelében expresszalédik (2A. ABRA). Az
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OB-R expresszidé detektalasara alkalmazott RT-PCR vagy Western
analizissel kapott eredmények koézotti kilonbség a két mddszer
detektalasi hatarértékeinek az eltérését tiikrézi. A Western
analizis azt mutatja, hogy a bél kiulonbtzé szekcidiban eltérd
az OB-R mennyisége (2A. ABRA). A ko6zd6s humadn OB-R receptor
amino-termindlisaval szemben kialakult antitestek a CACO-2 sej-
tekben egy koriilbelil 120 kDa proteint detektédltak, ami felté-
telezhetden a tulsulyban 1évé rovid OB-R izoformara vezethetd
vissza (2B. ABRA).

Ezt kovetdéen a korabbiakban ismertetett (22) kvantitativ
PCR vizsgalat alkalmazasaval a gastrointestinalis tractus
diszkrét szekcidiban mértik az endogén médon expresszalt B-ak-
tinra normalizadlt relativ teljes OB-R transzkript expressziés
szinteket, amelynek soradn olyan primereket alkalmaztunk, ame-
lyek felismerik azt a szekvenciat, ami a receptor amino-termi-
nalisat kédolé valamennyi izoforma esetében kozds. Osszehason-
litottuk az azonos mennyiségli cDNS-b6l generdlt PCR optimali-
zalt linearis régidéjabdél szarmazé OB-R és P-aktin PCR termékek
aranyait (3A. ABRA). A +/+ és az ob/ob egér szovetek kdzdtt nem
taldltunk eltérést az OB-R mRNS szintekben, viszont az OB-R
transzkript 2-3-szor tobb a vékonybélben, mint a gyomorban és a
colon transversumban (3B. ABRA). Ezek az eredmények jé &sszhan-
got mutatnak azokkal az eredményekkel, amelyeket a fentiekben
az OB-Ra eloszlas Western analizisével nyertiink (2A. ABRA).

A vékonybélnek az OB-Rb-t expresszald régidjdban 1évs lep-
tin-szignalizdciés mechanizmusok tisztdzdsdhoz megvizsgdltuk a

STAT proteinek jelenlétét, amelyek STAT proteinekrdl ismert,
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hogy ezek tovabbitjék a leptin szignalt. A +/+ és ob/ob jejunum
Western blot analizise joél1 detektalta a STATS5-6t, de csak 1lé-
nyegesen gyengébben a STATl-et és a STAT3-at (4A. ABRA). Ezen-
kiviil a STATS j61 expresszaldédik a vastagbélben és a duodenum-
ban is (4A. ABRA). A CACO-2 sejtek 1is expresszalnak leptin
reszponziv STAT izoformdkat (4B. ABRA). Egy éjszakan keresztiil
koplaltatott +/+ és ob/ob egereknek farokvénaba adott injekcid-
val 5 mg/kg rekombindns ragcsalé (murine) leptint adtunk be. Az
injekcié badasa utan 30 perccel az egereket ledltiik, majd a
mestmag extraktumok elddllitasahoz eltavolitottuk a jejunumot.
A STAT aktivacié EMSA analizissel végzett értékeléséhez két
szelektiv prébat alkalmaztunk. A c¢c-fos promoterbdl szarmazd,
m67-SIE mutdlt nagy affinitasd STAT konszenzus koétbelem tulnyo-
mérészt a STATl-et és a STAT-3-at koti, viszont csak kis affi-
nitassal koéti a STATS5-6t. Ez a prdba nem tart fel STAT DNS k&-
tési aktivitds indukcidét az egér bélben in vivo végzett leptin
kezelésre adott valaszreakcidban (az adatok nem lathatdk). A
patkany PB-kazein promoter STAT DNS koétési konszenzus elemet al-
kalmaztuk szelektiv prébaként az in vivo STATS aktivitas vizs-
gadlaténdl. Az 5 mg/kg leptinnel végzett kezelés a +/+ és az
ob/ob egerekben egyarant a DNS kotés aktivitds jelentds aktiva-
ciéjat valtotta ki, amit viszont nem észleltink a csak Tris-sel
kezelt kontroll &llatokban (5A. ABRA). Ezzel ellentétben, ami-
kor a leptin ugyanilyen dézisat a db/db egerekbe injekcidztuk
(amelyekbd8l hianyzik az OB-Rb izoforma), a jejunum sejtmag ext-
raktumaiban nem aktivalédott a STATS5 DNS kétés (5A. ABRA). A

+/+ és ob/ob jejunumban indukdlt STATS5 DNS kotés aktivitast a



specifikus anti-STAT5a antitesttel végzett preinkubdalas telje-
sen megsziintette, mig az anti-STAT5b antitesttel végzett prein-
kubalds ennél csak lényegesen kisebb mértékben csokkentette
(ldsd az 5B. ABRA esetén az ob/ob jejunumbél nyert eredménye-—
ket). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a jejunum a leptin
hatasanak a koézvetlen targetje, valamint hogy ez az aktivités
az OB-Rb-n és egy STATS5 mechanizmuson keresztiil medidlt.

Szérummentes CACO-2 sejtekben egy 15 perces leptin kezelés
az m67-SIE prébdhoz torténdé STAT DNS kotés ddézisfliggd aktivaci-
6jat eredményezte. Az anti-STAT3 antitest ezt az aktivitast
megsziintette, mig az anti-STAT1 antitest hatastalannak bizo-
nyult (6. ABRA). Ezenkiviil a leptinnel kezelt CACO-2 sejtek ak-
tivaltdk a STATS-nek a PB-kazein prébdhoz térténd DNS kobtésének
az akitivitasat, és a szupereltolddasi vizsgdlatok a STATS5b-t
azonositottdk mint a komplex f& tényezéjét (6. ABRA). Tehat a
leptin az egér jejunumban és a CACO-2 sejtekben egyarant sejt-
mag STATS DNS kotési aktivitast indukal, azonban uhy tiinik,
hogy a két rendszerben a STATS5 eltéré izoformai alkotjak a pro-
tein-DNS komplexet.

A leptin harminc perccel a beadas utdn az ob/ob egerek
jejunumdban 1év8 c-fos gyors gén indukciéjat is kivaltja (7A.
ABRA). A Nothern blot analizis szerint 5 mg/kg leptin intravé-
nds injekcidéja Otszorosére ndvelte a c-fos mRNS szintet. Hason-
16 médon, a leptin harminc perccel a beadds utdn dramai mérték-
ben megnovelte a szérummentes CACO-2 sejtekben 1évé c-fos,
c-jun, junB és junD gyors gén expresszidéjat is a kvantitativ

PCR-rel végzett meghatdrozas szerint (7B. ABRA). Mivel a STATS
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aktivacidéja &ltaldban nem jar egyitt c-fos indukcidéval, ezek az
eredmények valdészindleg azt jelzik, hogy in vivo a STATS folya-
maton kiviil mads folyamatok is aktivalddnak.

Ezt kovetben a leptinnek az APO-AIV mRNS szintekre gyako-
rolt hatisat mérve megvizsgaltuk, hogy a leptin képes-e mdédosi-
tani a jejunum egyik legfontosabb funkcidéjdban, azaz a lipidke-
zelésben szerepet jatsz6é gének transzkripciéjat. Nagy zsirtar-
talmu étrenden tartott ob/ob egerekbe 5 mg/kg leptint injekci-
6ztunk, amelynek hatasdra szignifikdns mértékben, felére csok-

kent az APO-AIV mRNS szint; APO AIV mRNS/P-aktin mRNS &atlag +

I

SEM: kontroll vivéanyag = 2,23 + 0,16 és leptinnel kezelt
1,04 £ 0,16 (p < 0,05, n = 3) 90 perccel a nagy zsirtartalma
taplalék elfogyasztasa utan (8. ABRA). Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a leptin a taplalékban 1évé trigliceridek plazma-
ba torténd transzportjanak a csdkkentése révén azonnal képes

megszakitani a zsirfelhalmozddast.

ERTEKELES

A adipocita hormon leptin jelzést ad a hipotalamusznak a
taplalékfelvétel gatlasara és az energiafelhasznalds noévelésére
(1) . A korédbbiakban arrél is beszémoltak, hogy a leptin a peri-
ferialis szovetek bioldgiajaban is szerepet jatszik (8, 20, 23,
24). A +/+ és az ob/ob egerek leptinnel végzett kezelése na-
gyobb testtomegcsokkenést és zsirmennyiség-csdkkenést okoz,
mint amekkora mértékli csdkkenést csak a tapanyagfelvétel gatla-
sa eredményezne (25). Ez arra utalna, hogy a leptin a tapanyag-

felvétel szabalyozasatdl részben fiiggetleniil képes befolydsolni
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a zsir felhalmozdbédasat, metabolizdldédasdt és az energia homeo-
sztazist. Igazoltuk, hogy a vékonybélnek egy, a lipidfelvétel-
lel kapcsolatos megkilonboztethetd régidéjdban jelen van az OB-
-Rb teljes hosszisagu leptin receptor. A leptin beadasa utan 30
perccel a +/+ és ob/ob egerek jejunumdban aktivalédik a STATS
szignalizacidés folyamat, az OB-Rb hiadnyos db/db egerekben vi-
szont a leptin beadasa teljesen hatastalan. A leptin beadasa 90
perccel a nagy mennyiségl zsir beadasa utan csdkkenti az APO-
-AIV értékét. A leptinnek a jejunalis lipidkezelésre gyakorolt
azonnali és kdzvetlen hatdsa az egyik legjelentésebb mechaniz-
mus lehet a zsirfelhalmozddas ellen.

A rovid OB-R izoformak sokféle szbévetben expresszalddnak,
mig a hosszi OB-Rb izoforma szdveti eloszlasa korlatozottabb
(7). Az OB-Rb viszonylag j6l1 expresszaldédik a hipotalamuszban,
kiilonésen hipotalamusznak a testttmeg homeosztazis szabalyoza-
saval kapcsolatban 4116 a régidéiban. Azonban rajtunk kivil ma-
sok is azonositottdk az OB-Rb periferialis szdvetekben, példaul
a hasnydlmirigyszigetekben, a nyirokcsomdékban és a haematopoe-
ticus d&ssejtekben toérténd expresszidjat (7, 8, 24). Az eddigi
vélemények szerint a leptin bioldégiai hatédsainak a medidlaséahoz
csak az OB-Rb receptor zoforma képes a JAK/STAT kaszkadot akti-
valni. Ezt szamos olyan in vivo és in vitro kisérletre alapoz-
zak, amelyek azt mutatjdk, hogy a tapanyagfelvétel, az inzulin-
kivadlasztas és a sejtproliferacidé stimuldlédsdnak a befolyasola-
sdhoz OB-Rb-re van sziikség (8, 16, 19). Ezekben a vizsgalatok-
ban a rovid receptor izoformdk, amelyek a legtobb szovetben a

legnagyobb mennyiségben vannak jelen, nem képesek ilyen valaszt
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adni a leptinre, illetve ezekhez az izoformdkhoz mindeddig nem
rendeltek hozzad semmilyen bioldégiai funkcidét. A korabbiakban
tortént utalas arra, hogy a roévidebb OB-R izoformak homodimeri-
zacib6 és a citoszol domén ezt kovetd aggregacidja utjan mddo-
sithatjdk az OB-Rb aktivitasat (7). A rovidebb izoformaknak ez
a hatasa elég gyenge, azonban Osszhangban all White adataival
(27), aki azt bizonyitotta, hogy az OB-Rb szignalizdldé (jelzé)
kapacitasa a rovidebb receptor izoformak represszidéjaval szem-
ben meglehet&sen rezisztens. A jelen vizsgdlatban azt igazol-
juk, hogy a tobbszdrds rovid izoformdk a gastrointestinalis
tractus teljes hosszadban expresszaldédnak, mig a funkcionalis
OB-Rb tulnyomérészt a jejunumban,és kisebb részben az ileumban,
a lipidkezelésben szerepet Jjatszé két legfontosabb helyen
expressz6ladik. Ezenkivil a Western blot analizis és a kvanti-
tativ PCR analizis egyarant azt mutatja, hogy az OB-R magyobb
mennyiségben van jelen a vékonybélben, mint akar a gyomorban,
akar a vastagbélben. Egy kézelmiltbeli, a leptinnek a gyomorki-
uriilésre gyakorolt hatasaival kapcsolatos vizsgalat arra utal,
hogy a leptin nem szabalyozza az erdsen savas, félfolyékony
anyagnak (chyme) a vékonybélbe torténd atjutasat, illetve ennek
a sebességét (27). Ez 06sszhangban 4l1 a jelen vizsgalat azon
megallapitasdval, miszerint ezen a helyen az OB-Rb nem
expresszaldédik. Az OB-R-vel kapcsolatos eredmények véleményiink
szerint arra utalnak, hogy a vékonybél, kiiléntsen a jejunum a
leptin hataséanak egy jelentds targetje.

Korabbi in vivo vizsgalatok azt mutattdk, hogy a leptin

intravénas injekcidéja az ob/ob egér hipotalamuszban STAT3 DNS



kotési aktivitast indukdl, a db/db egerek esetén viszont nem
(9). A hipotalamuszbdél és tObb periferialis szdvetbdl nyert
sejtmag extraktum nem valtoztatja meg a STATS-specifikus B-ka-
zein promoter elemet. Kimutattuk, hogy a leptin intravénas in-
jekcibéja a +/+ és ob/ob egerek jejunumdban STAT5 DNS kdtési ak-
tivitast indukdl, a db/db egérben viszont ugyanez a kezelés
teljesen hatédstalan. A STAT aktivacidéra vonatkozdé kordbbi vizs-
galatok (19) alapjan a vizsgdlatainkhoz szubmaximalis leptin-
koncentraciét (5 mg/kg) és 30 perces optimédlis idStartamot va-
lasztottunk. Nem zartuk ki azonban azoknak az egyéb leptin me-
chanizmusoknak az aktivaciéjat sem, amelyek észrevétlenul fedik
at ezt az idSkeretet a jejunumban. Az 5 mg/kg dbézis némileg na-
gyobb, mint a leptin élettani koncentracidéja, azonban a kiulén-
féle forrasokbdél szarmazé rekombindns 1leptinek aktivitasa
szifnifikadns mértékben eltér egymastdél. A szakirodalmi beszamo-
16k azt mutatjak, hogy a leptin 0,1 mg/kg és 5 mg/kg kozotti
dézisai a tapanyagfelvétel 50 %-os csOkkenését okozzak. Ez arra
utal, hogy a rekombindns leptin az endogén leptinnél lényegesen
kevésbé hatékony.

A STATS DNS kotés és a gyors (immediate-early) gén transz-
kripcidé gyors aktivacidéja Osszhangban all a leptinnek a bélre
gyakorolt kozvetlen hatasaval. Az in vivo eredményeink azt mu-
tatjak, hogy a leptinnek a jejunumban kifejtett hatdsdhoz szik-
ség van a hosszi OB-Rb izoforma jelenlétére. Ezenkivil a vé-
konybél epithelium humé&n modelljében, a CACO-2 sejtben a lep-
tinre adott valaszreakcidé soran fellépd STATS aktivacid és

gyors gén indukcidé a leptinnek az enterocitakra gyakorolt koz-



vetlen hatasaként is értelmezhetd. Az, hogy a STAT3-nak és a
STAT5-nek a kapcsoldédé aktivacidja ebben a sejtvonalban széle-
sebbnek latszik, mint a primer bélszdvetben, ismert jelenség az
in vitro rendszerekben (7). Azt, hogy CACO-2 sejtekben a lep-
tinnel végzett kezelés eldtt és a kezelés ideje alatt a sejte-
ket szérummentesiteni kell, valamint hogy a STAT DNS kotés ak-
tivaciéjanak az igazolasdhoz a leptint nagyobb koncentracidkban
kell alkalmazni, a korabbiakban mar megfigyelték mas sejtvona-
lak esetén (29). Azt, hogy a STATS5 milyen jelentds szerepet
jatszik a leptin testtdmeg homeosztazisra gyakorolt hatasanak a
medialasaban, alatamasztjak azok az in vitro bizonyitékok is,
amiket olyan, koévér (fa/fa) Zucker patkanyok esetén nyertek,
amelyek az OB-R extracellularis doménjében egy misszensz muta-
ciét (Gln—Pro) tartalmaznak (30). Az OB-R(fa) a STAT1l-nek és a
STAT3-nak egy leptinfiiggé (konstitutiv) aktivacidjat medialja,
ugyanakkor a STATS5 aktivacidja teljesen megszinik (31). Ezekben
az adllatmodellekben és a leptinhianyos (ob/ob) és OB-Rb hianyos
(db/db) egerek mindegyikében korai rohamos elhizas alakul ki,
és véleményilink szerint az, hogy ezekben az allatmodellekben a
vékonybélben hianyzik a leptin hatésa, részlegesen hozzajarul
az obesitas fenotipushoz.

A vékonybél alkotja a megemésztett taplalék és a szervezet
gondosab szabalyozott belsd kdrnyezete k6zotti elsdédleges
érintkezési feliiletet. Az obesitas allapotadban fokozott mértéki
az endogén intestinalis triglicerid-termelés (32), ami hozzaja-
rul a plazmédban 1évé nagyobb triglicerid-koncentraciéhoz. Az

eredményeink elsé kozelitésben azt mutatjak, hogy a leptin a
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jejunumban a STATS gyors aktivacidéjat okozza, és ezzel all kap-
csolatban az, hogy egy zsiros étel lenyelése utan 90 perccel
csOkken az APO-AIV transzkript szintje is. Ez arra utal, hogy a
leptin ezen a helyen 1in vivo élettani szerepet jatszik a
lipidkezelésben. Az APO-AIV rendszer 6sszekdtd szerepet jatszik
a triglicerideknek mint chylomicronoknak a keringésbe torténd
bekeriilésében és a kiilonféle szovetekben l1lévé akceptor membra-
nokhoz torténé eljuttatasaban. Ennek a funkcidénak a deregulala-
sa részét képezheti egy olyan mechanizmusnak, amely obesitast
és magasabb lipoprotein-koncentracidkat eredményez. Ezenkivil a
hypertriglyceridaemia és a hyperlipoproteinaemia a cardiovascu-
laris betegség és az atherosclerosis kockazati tényezdje (33).
Elettani koériilmények kozétt azonban a plazma leptinnek az APO-
AIV csbkkenése révén torténé étkezés utani novekedése (34) egy,
a chylomicron triglicerid koncentracidék csodkkentésére szolgald
pufferrendszerként funkcionalhat. Az is lehetséges, hogy a lep-
tin eqgy, az APO-AIV rendszerre gyakorolt ténusgatldé mechaniz-
musként szolgdlva csokkenti a kivalasztott (szekretdlt) trigli-
ceridek mennyiségét. Ugyancsak ismert, hogy a leptin indukalni
képes a zsirsav-oxidacié enzimjeit (35), és 1igy elésegiti a
zsirsavak P-oxidacidéjahoz a tdpanyag-metabolizalédas meginduléa-
sdt (36). Kimutattuk tehdt a leptinnek egy 0Uj, a jejunum miko-
désre gyakorolt, az OB-Rb receptor és egy STATS5 mechanizmus ut-
jan in vivo medialt periferialis hatésat. Ez egy olyan, a zsir-
tartalékbél a lipidkezelés els6dleges helyére kiildott negativ
visszacsatolasi jelzést, azaz egy olyan adipo-entericus korfo-

lyamatot jelenthet, ami hozzajadrul a leptin obesitas-ellenes
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards a leptin fizioldbgias hatasat utanozéd, fokozd
vagy gatld vegyliletek azonositasara, azzal jellemezve,
hogy
(a) a 1leptin fiziolbégias hatasat utdnozd vegyliletek esetén

megallapitjuk a vegyliletnek azt a hatasat, amit a vegyiilet

egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivalt transzkrip-
cibés szignadl transzduktor és aktivator (STAT) DNS véalasz-
elemre gyakorol; vagy

(b) a leptin fizioldégias hatasat fokozdé vagy gatld vegyiletek

esetén megallapitjuk a vegyliletnek azt a hatasat, amit a

vegylulet arra a valaszreakcidéra gyakorol, amit a leptinnek

egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivadlt STAT DNS va-
laszelemre gyakorolt hatéasa valt ki;
ahol
a valaszelem és a riporter a CACO-2 human Caucasian vastagbél
epithelialis sejtvonalban expresszalt, vagy
a valaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszalt, amely
sejtvonal (a rekombinans sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is
transzfektdlt, amely polipeptid képes medidlni vagy fokozni egy
leptin aktivalt STAT DNS valaszelem leptin altali stimulacidjat
és tartalmazza a megfeleld STAT proteineket.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jelle-

mezve, hogy a valaszelem egy promoter génhez, eldénydsen egy |

minimal promoterhez kapcsolddik.

3. A 2. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-



ve, hogy a valaszelem egy olyan TT(N)pAA altalanos képletd
nukleotid, amelyben N tetsz&éleges nukleotidot jelent, és n ér-
téke 4, 5 vagy 6, eldénydsen 5.

4. A 2. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a vadlaszelem egy TTCCCGGAA oligonukleotid.

5. Az 1. igénypont szerinti eljards, az=zal jelle-
mezve, hogy a riporter gén szentjanosbogar luciferdz vagy
kloramfenikol acetil-transzferdz enzim.

6. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jelle-
mezve, hogy a promoter a herpes simplex virus timidin-kindz
vagy SV40 promoter.

7. Az 1. igénypont szerinti eljadrds, azzal jelle-
mezve, hogy az ob-reszponziv sejtvonal egy médj- vagy majhe-
patoma-eredetd sejtvonal.

8. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jelle-
mezve, hogy a valaszelem, a riporter és a promoter egy, az
ob-reszponziv sejtvonalat transzfektdlni képes vektorba van be-
épitve.

9. A 8. igénypont szerinti eljards, azzal jelleme=z-
ve, hogy a vektor pGL2-basic luciferdz vektor (Promega).

10. A 8. vagy 9. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a vektor konfiguradciéja olyan, hogy a
STAT DNS valaszelem a promoter és riporter gén eldtt (upstream)
helyezkedik el.

11. Részekb61l 4116 készlet — kit — olyan, a leptin fizi-
olégias hatasat utanozd, fokozd vagy gatld vegyliletek azonosi-

tasara szolgald eljarasban torténd felhasznadlasra, amely elja-



ras soran

(a) a 1leptin fiziolbégiads hatasat utanozé vegyliletek esetén
megallapitjak a vegyliletnek azt a hatasat, amit a vegyililet
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivalt transzkrip-
cidés szigndl transzduktor és aktivator (STAT) DNS valasz-
elemre gyakorol; vagy

(b) a leptin fiziolégiads hatasat fokozdé vagy gatld vegylletek
esetén megallapitjak a vegyliletnek azt a hatasat, amit a
vegylilet arra a valaszreakcidéra gyakorol, amit a leptinnek
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivalt STAT DNS va-
laszelemre gyakorolt hatasa valt ki;

ahol

a valaszelem és a riporter a CACO-2 humdn Caucasian vastagbél

epithelialis sejtvonalban expresszalt, vagy

a valaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszalt, amely

sejtvonal (a rekombindns sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is

transzfektalt, amely polipeptid képes medidlni vagy fokozni egy

leptin aktivalt STAT DNS valaszelem leptin altali stimuléacidjat

és tartalmazza a megfeleld STAT proteineket.
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