
71.705/DE

ELJÁRÁS A LEPTIN FIZIOLÓGIAI HATÁSÁT UTÁNOZÓ, FOKOZÓ VAGY GÁTLÓ

VEGYÜLETEK DETEKTÁLÁSÁRA

KIVONAT

A találmány a leptin fiziológiás hatását utánozó, fokozó 
vagy gátló vegyületek azonosítására alkalmas eljárásra vonatko­

zik, amelynek során 
(a) a leptin fiziológiás hatását utánozó vegyületek esetén 

megállapítják a vegyületnek azt a hatását, amit a vegyület 
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált transzkrip­
ciós szignál transzduktor és aktivátor (STAT) DNS válasz­

elemre gyakorol; vagy
(b) a leptin fiziológiás hatását fokozó vagy gátló vegyületek 

esetén megállapítják a vegyületnek azt a hatását, amit a 
vegyület arra a válaszreakcióra gyakorol, amit a leptinnek 

egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált STAT DNS vá­
laszelemre gyakorolt hatása vált ki;

ahol
a válaszelem és a riporter a CACO-2 humán Caucasian vastagbél 

epithelialis sejtvonalban expresszált, vagy
a válaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszált, amely 

sejtvonal (a rekombináns sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is 
transzfektált, amely polipeptid képes mediálni vagy fokozni egy 
leptin aktivált STAT DNS válaszelem leptin általi stimulációját 

és tartalmazza a megfelelő STAT proteineket.
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ELJÁRÁS A LEPTIN FIZIOLÓGIAI HATÁSÁT UTÁNOZÓ, FOKOZÓ VAGY GÁTLÓ 

VEGYÜLETEK DETEKTÁLÁSÁRA

A találmány tárgya új eljárás, közelebbről eljárás a lep­
tin fiziológiai hatásait utánozó, fokozó vagy gátló vegyületek 

detektálására. Az eljárás felhasználható a leptin készítmények 
és a leptin mimetikumok, potenciátorok vagy inhibitorok funkci­
onális aktivitásának a mérésére is.

Az obesitas (elhízás) az energiafelvétel és az energiafel­
használás közötti egyensúlyhiánynak az eredménye. Ez az állapot 
egyre gyakrabban jár együtt különféle patológiás kondíciókkal, 
egyebek mellett például nem-inzulinfüggő diabétesszel (NIDDM)\ 

cardiovascularis betegséggel, hipertenzióval és inzulinrezisz­
tenciával, amely állapotok közös jellemzője az inzulinnak, a 
glükóznak, a triglicerideknek és a lipoproteineknek a normális­
tól eltérően magas plazmakoncentrációja. Az említett állapotban 
a táplálék összetevőiből származó energia tárolását és felhasz­
nálását összehangoló homeosztatikus mechanizmus a normálistól 

eltérően működik, és túlzott zsírszövetlerakódást eredményez. 
Ezzel arányos növekszik a zsírszöveti leptin hormon szintézise 
és szekréciója. A leptin egy közelmúltban felismert faktor, 

amely hatását a hipotalamuszra kifejtve gátolja a táplálékfel­
vételt és növeli az energiafelhasználást (1) . Azt, hogy a 

leptin milyen jelentős szerepet játszik az energia-egyensúly 

szabályozásában, egyértelműen igazolja az úgynevezett kövér 

(obese) (ob/ob) egerek által mutatott korai rohamos elhízás, 

hyperinsulinaemia és inzulinrezisztencia (a kövér egerek egy
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olyan törzsbe tartoznak, amelynak tagjaiból hiányzik a funkcio­

nális leptin) (1) . Azt követően, hogy az állatoknak beadták a 

rekombináns hormont, az egerek testtömege jelentősen csökkent, 
valamint mérséklődött az inzulin és a glükóz plazmakoncentráci­
ója is (2-3). Egy fenotipusosan hasonló törzs, a diabetikus 

(db/db) egerek esetén olyan hiba van a leptin receptorban, 
amelynek eredményeként az ilyen egerek — számos in vivo és in 

vitro kísérlet szerint — nem vagy alig reagálnak a leptinre 
(4-8). Bár látszólag ritkán fordul elő, az emberek esetén ész­
lelt leptinhiány példái azt bizonyítják, hogy a hormon emberek­
ben hasonló szerepet játszik, mint a rágcsálókban (9). Ezenkí­
vül megállapították, hogy a leptin szerepet játszik a haemato- 
poeticus és reprodukciós működésben is (10).

Azok a protein molekulák, amelyek egy fel-fel-le-le topo­
lógiájú köteget képező négy α-helixből álló magot tartalmaz­
nak, egy citokineket és növekedési faktorokat magában foglaló 
családot alkotnak. Az ebbe a családba tartozó proteinek kivált­
ják a membrán receptoroknak a homo- és hetero-oligomerizáció- 
ját, amelyről ismert, hogy a gén transzkripciót eredményező ki- 
náz kaszkádokat aktiválja. A családnak az oligomerizáció által 
aktivált receptorai két nagy osztályba sorolhatók: az egyik 

osztályba az olyan receptorok tartoznak, például az epidermalis 
növekedési faktor receptor, amelyek az intracelluláris doménje- 
ikben integrális tirozin-kináz aktivitással rendelkeznek (11), 

míg a másik osztályt az olyan receptorok alkotják, például az 

IL4 és az erythropeietin receptor, amelyekből hiányzik ez az 

aktivitás, és amelyek a válaszreakciójukat egy asszociált pro­
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tein tirozin-kináz útján mediálják (12). A citokinek mindkét 

receptor altípust aktiválják, a négyhélixes kötegű proteinek 
viszont csak a nem-integrális tirozin-kináz altípust aktivál­

ják. A nem-integrális protein tirozin-kináz receptorok általá­

ban — legalább részben — egy Janus-kinázt (JAK), valamint 
asszociált transzkripciós szignál transzduktor és aktivátor 
(STAT) proteinjeiket magában foglaló folyamaton keresztül fej­

tik ki a hatásukat. Az aktiváció során a STAT proteinek hozzá­
kapcsolódnak a DNS válaszelemekhez (response elements), és ez­
által kontrollálják a gén transzkripciót. DNS válaszelemekként 
a TT(N)nAA általános szekvencia DNS regulátor elemeit tartalma­
zó oligonukleotid szekvenciákat azonosították (13). Ezek az 
elemek kötik meg a STAT proteineket a szignalizáló molekulákra, 
például a citokinekre adott válaszreakcióban.

A leptin receptor (OB-R) (14) a citokin receptorok I. osz­
tályába tartozik, amely receptorok magukban foglalják a gpl30- 
at, az IL6-tal kapcsolatos citokinek közös szignál transzdukci- 
ós komponensét; ismert, hogy ezek a citokinek aktiválják a la­
tens citoszol STAT proteineket (15). Több OB-R izoforma léte­
zik, amelyek közül legalább kettő, az OB-Ra és az OB-Rb alter­

natív illeszkedéssel alakul ki (4, 5, 7) . A rövid izoformák, 
azaz az OB-Ra, az OB-Rc és az OB-Rd, az előbbi sorrendnek meg­

felelően 34, 32 és 40 aminosavból álló citoszol C-terminálist 
tartalmaznak. Egyetlen oldható izoforma létezik, az OB-Re, 

amelyből hiányzik a transzmembrán dómén. Az OB-Rb izoforma tar­

talmaz egy olyan, 302 aminosavból álló teljes hosszúságú 

citoszol domént, amely magában foglalja a JAK/STAT (Janus
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Kinase/Signal Transduktion and Activator of Transcription) 

szignalizáló folyamat aktivációjához szükséges kötő ismétlődé­
seket. Egy, az egér diabetes (db) génben lévő pontmutáció egy 

új illesztési donor helyet és egy korai transzlációs végződést 
eredményez (4, 5) .

A csonkolt OB-R(db) esetén hiányzanak a JAK és a STAT kö­
zötti kölcsönhatáshoz szükséges szekvenciaismétlődések, és a 

db/db egér modellből nyert adatok arra utalnak, hogy az OB-Rb 
az egyetlen olyan receptor, amely mediálni képes a JAK/STAT ak- 

tivációt, valamint a táplálékfelvételre és a sejtproliferációra 
gyakorolt leptin-mediált hatásokat (4, 5, 16).

A WO 96/34885. számon közzétett nemzetközi szabadalmi be­
jelentésben leírják, hogy a leptint egy négy hélix kötegű ter­
cier struktúra jellemzi. Előzetes megfigyeléseinkkel összhang­
ban kimutatták, hogy a leptin kölcsönhatásba lép a membrán-kö­
tött receptorokkal, amelyek egyike (QB-Rb) egy JAK-STAT kináz 

kaszkádot aktivál (17). Ez a kölcsönhatás képezi az alapját 
egy, a leptin fizológiai hatásait utánozó, fokozó vagy gátló 

vegyületek detektálására szolgáló vizsgálati rendszernek. Az 
ilyen vizsgálatot felhasználhatjuk például a leptin által modu­
lált testtömeg-, energiaegyensúly-, haematopoeticus, termékeny­

ségi és egyéb rendellenességek kezelésére alkalmas vegyületek 
kiválogatására. A vizsgálat különösen jól használható az olyan 

vegyületek kiválogatására, amelyek az obesitasszal, anorexiá­

val, cachexiával és diabétesszel kapcsolatos rendellenességek 
kezelésére alkalmazhatók.

A WO 96/38386. számon közzétett nemzetközi szabadalmi be­



5

jelentés egy JAK-STAT technikát alkalmazó új detektálási eljá­
rásra vonatkozik. Hasonló módszerre vonatkozik a PCT/GB97/- 
02988. számú függő nemzetközi szabadalmi bejelentés is.

Azonosítottunk egy olyan sejtvonalat, amely különösen elő­

nyösen alkalmazható a leptin mimetikumok, potenciátorok vagy 
antagonisták, köztük a leptin receptorral és szignál transzduk- 

ció folyamatával kölcsönhatásba lépő vegyületek azonosítására 
szolgáló JAK-STAT technikában. Felismertük, hogy OB-Rb expresz- 
szálódik a tápanyagfelszívódással és a lipidfelvétellel kapcso­
latos egér bél diszkrét régióiban, valamint a vékonybél epithe­
lium egyik humán modelljében, a CACO-2 sejtekben. A leptin be­
adása gyorsan sejtmag STAT5 DNS kötési aktivitást indukál +/+ 
és ob/ob jejunumban, az OB-Rb hiányos db/db egérben viszont a 
leptin beadása teljesen hatástalan. A leptin beadása 90 perccel 
a zsír beadása után felére csökkenti az apolipoprotein AIV 
(APO-AIV) transzkript szinteket. Tehát a leptin egy OB-Rb és 

egy STAT5 mechanizmuson keresztül egy negatív-visszacsatolási 
szignált közvetít a lipidfeldolgozás elsődleges helyéhez. Az 
ezen a helyen előforduló leptinhiány vagy a közvetlen leptinha- 
tással szembeni rezisztencia hozzájárulhat az obesitas és az 
ezzel kapcsolatos tünetek esetén megfigyelt fokozott triglice- 
rid- és lipoproteinszintekhez.

Ennek megfelelően a találmány tárgyát képezi egy eljárás a 

leptin fiziológiás hatását utánozó, fokozó vagy gátló vegyü- 
letek azonosítására, amelynek során 

(a) a leptin fiziológiás hatását utánozó vegyületek esetén 

megállapítjuk a vegyületnek azt a hatását, amit a vegyület 
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egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált transzkrip­

ciós szignál transzduktor és aktivátor (STAT) DNS válasz­
elemre gyakorol; vagy

(b) a leptin fiziológiás hatását fokozó vagy gátló vegyületek 
esetén megállapítjuk a vegyületnek azt a hatását, amit a 

vegyület arra a válaszreakcióra gyakorol, amit a leptinnek 
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált STAT DNS vá­
laszelemre gyakorolt hatása vált ki;

ahol

a válaszelem és a riporter a CACO-2 humán Caucasian vastagbél 
epithelialis sejtvonalban expresszált, vagy
a válaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszált, amely 
sejtvonal (a rekombináns sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is 
transzfektált, amely polipeptid képes mediálni vagy fokozni egy 
leptin aktivált STAT DNS válaszelem leptin általi stimulációját 
és tartalmazza a megfelelő STAT proteineket.

A leptin aktivált STAT DNS válaszelem leptin általi stimu­
lációját mediálni képes alkalmas polipeptid lehet az ob-gén re­
ceptor egyik funkcionális izoformája, például az, amelynek az 
azonosítását a következő ismertették: Tartaglia et al., Cell, 
83, 1263 (1995) . A leptin aktivált STAT DNS válaszelem leptin 

általi stimulációját fokozni képes alkalmas polipeptid lehet 

egy JAK kináz, különösen a JAK-2, vagy egy STAT, különösen a 
STAT 3 vagy a STAT 5.

Alkalmasan a válaszelem egy promoter génhez, előnyösen egy 
minimál promoterhez van kapcsolva.

Az egyik alkalmas válaszelem egy olyan TT(N)nAA általános 
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képletű nukleotid, amelyben N tetszőleges nukleotidot jelent, 

és n értéke 4, 5 vagy 6.

Az előnyös válaszelemeket a receptorával kölcsönhatásba 

lépő leptin által médiáit intracelluláris események szelektíven 
aktiválják. Az ilyen szelektív válaszelemeket úgy határozhatjuk 

meg, hogy megvizsgáljuk számos, a leptin versus más citokinek 
által egy ob-reszponzív sejtvonalba transzfektált válaszelem/- 
riporter gén konstrukció relatív aktivációját.

Az egyik előnyös válaszelem egy olyan TT(N)nAA általános 

képletű nukleotid, amelyben N tetszőleges nukleotidot jelent, 
és n értéke 4 vagy 5.

Egy további alkalmas válaszelem a TTCCCGGAA oligonukleotid 
lehet.

További alkalmas válaszelem lehet egy, a leptin által 
reguláit gén promoterjének a STAT kölcsönhatáshoz szükséges ré­
giója. A gén a vizgálattal kiválasztandó vegyület konkrét terá­
piás felhasználásától függ.

Alkalmas riporter gén a szentjánosbogár luciferáz vagy a 
kloramfenikol acetil-transzferáz enzim.

Alkalmas promoter egy olyan minimál promoter, amilyen pél­

dául a herpes simplex vírus timidin-kináz vagy az SV40 promo­
ter.

Az alábbiakban röviden ismertejük az ábrákat.

1. ÁBRA: A leptin receptor (OB-R) mRNS izoformák expresz- 

sziója a gastrointestinalis tractusból származó szövetekben és 
humán CACO-2 sejtekben.

A. A sovány (+/+) és kövér {ob/ob) egerek tractusának 
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diszkrét régióiban lévő többszörös OB-R izoformák RT-PCR detek­
tálása (a kísérleti eljárásokban ismertetetteknek megfelelően); 

OB-Re (1), OB-Rd (2), OB-Rc (3), OB-Rb (4), OB-Ra (5) és végül 

egy 100 bp DNS létra.
B. A bal oldali panelben leptin specifikus primereket al­

kalmaztunk a zsíból származó szennyeződés kizárására és a rend­
ellenes transzkripció detektálására. Pozitív kontrollként egy, 
az extracelluláris OB-R doménből származó közös szekvenciát 
amplifikáltunk ugyanazon mintákból. A jobb oldali panel a OB-Rb 
funkcionális leptin receptornak az RT-PCR detektálását mutatja 
a humán CACO-2 sejtvonalban.

2. ÁBRA: A gastrointestinalis tractusban és a CACO-2 sej­
tekben lévő OB-R receptor Western biot analízise.

A. Egy, a rövid izoforma karboxi-terminálisával szemben 
képződött antitest alkalmazásával OB-Ra-t detektáltunk a +/+ és 
az ob/ob egerek tractusának különböző szekcióiban.

B. Egy, az amino-terminálissal szemben képződött antitest 
alkalmazásával OB-R-t detektáltunk a humán CACO-2 sejtekben 
(valamennyi OB-R izoformában közös). A nyilak egy 120 kDa hoz­
závetőleges méretű sávra mutatnak.

3. ÁBRA: A teljes OB-R transzkript relatív expressziós 
szintjei a gastrointestinalis tractus különböző szekcióiban. A 

felső panel a +/+ egér gastrointestinalis tractusának különbö­
ző szekcióiban lévő közös OB-R extracelluláris dómén PCR ampli- 
fikációjának a reprezentatív géljeit ábrázolja, ahol a korábbi­

akban ismertetetteknek (18) megfelelően a cDNSt különböző meny- 
nyiségekben alkalmaztuk. Az egyes mintákban a cDNS mennyiségét 
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a β-aktin mennyiségére vonatkoztattuk és ennek beállítását a 

hígítás előtt végeztük el. Az alsó panel az OB-R mRNS-nek a β- 
-aktin mRNS-re normalizált, a PCR optimalizált lineáris régió­

jából nyert mennyiségi értékeit mutatja be +/+ és ob/ob egerek 
esetén.

4. ÁBRA: Leptin reszponzív STAT proteinek expressziója 
egér bélben és humán CACO-2 sejtekben.

A. STAT1, 3 és 5 Western biot analízise +/+ és ob/ob ege­
rekből származó jejunum 25 μg protein lizátumaiban. Mindhárom 
STAT könnyen detektálható a nyers protein extraktumokban. A +/+ 
és ob/ob egerek diszkrét szekcióiban történő STAT5 expresszió 
összehasonlítása.

B. STAT1, 3 és 5 Western biot analízise CACO-2 sejtekben. 
A STAT1, 3 és 5 esetén a pozitív kontrollok — az előbbi sor­
rendnek megfelelően — a következők voltak: humán fibroblaszt, 
A 431 és humán endothelialis sejt lizátum. STAT2-t és 6-ot is 
detektáltunk (az adatok nincsenek feltüntetve).

5. ÁBRA: STAT DNS kötés gélmobilitás-eltolódási analízise 
leptinre adott in vivo reakcióban. A STAT5 DNS kötési aktivitá­
sának az indukálása a β-kazein promoter STAT5 konszenzus elem­

hez. Sejtmagextraktumokat preparáltunk, majd az extraktumokat 
32P-vegjelzett próbával inkubáltuk és 4 %-os natív PAGE gélen 

frakcionáltuk. A leptin beadása (5 mg/kg) után 30 perccel in­

dukciót észleltünk a +/+ és ob/ob jejunalis sejtmagextraktumok- 

ban. Az anti-STAT5 antitestekkel végzett előzetes inkubálás ki­
mutatta, hogy a fő komplex STAT5a-ból áll. A db/db egerekből 

vagy a kontroll +/+ és ob/ob egerekből származó jejunum



sejtmagextraktumokban nem észleltünk indukciót.

6. ÁBRA: STAT DNS kötés gélmobilitás-eltolódási analízise 

leptinre adott reakcióban CACO-2 sejtekben. Az ábrán a leptinre 

adott válaszreakcióban (20-200 nM, 15 perc) fellépő STAT3 és 
STAT5 DNS kötési aktivitás indukció látható. A STAT3 aktiváció- 

ban a letines kezelés után a CACO-2 sejtmagextraktumokban dó- 
zis/válasz összefüggést figyelhető meg, amit a c-fos promoter- 
ből származó STAT1/3 szelektív nagy affinitású m67-SIE konszen­
zus elem igazol. A komplexet anti-STAT3 és anti-STATl antitest­
tel végzett pre-inkubálással azonosítjuk. A leptines kezelés 
után a CACO-2 sejtek sejtmagextraktumaiban is megfigyelhető a 
β-kazein próbához történő STAT5 DNS kötés. A fő protein komple­

xet anti-STAT5b specifikus antitesttel végzett preinkubálással 
azonosítottuk.

7. ÁBRA: A gyors (azonnali korai; immediate-early) gén 

transzkripció leptin indukciója egér jejunumban és a humán 
CACO-2 sejtekben.

A. A Tris kontrollal és intravénás leptinnel (5 mg/kg) ke­
zelt állatok ob/ob jejunumából származó teljes RNS Northern 
biot analízise. A leptin beadása után 30 perccel a c-fos mRNS 
szintekben ötszörös indukció figyelhető meg.

B. A leptinnel (200 nM) 30 percen keresztül kezelt CACO-2 
sejt monorétegekből származó teljes RNS-en ismert módon (18) 

kvantitatív PCR-t hajtottunk végre. A PCR optimalizált lineáris 

régiójának a megállapításához a kontrollal és a leptinnel ke­
zelt sejtből származó cDNS sorozathígítását alkalmaztuk.

8. ÁBRA: Nagy zsírterhelés után a leptin beadása csökkenti
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az APO-AIV mRNS szintet. A leptinnel (5 mg/kg) végzett kezelés 

ob/ob egerek jejunumában szignifikáns mértékben, mintegy felére 
csökkenti az APO-AIV mRNS szintet. Az egereket 5 órán keresztül 

koplaltattuk, majd a zsírterhelés (0,75 ml növényi olaj) beadá­
sa előtt 15 perccel intravénásán adtuk be az állatoknak a 
leptint. Kilencven perccel később az állatokat leöltük, majd az 

RNS extrakcióhoz eltávolítottuk a jejunumot. Az APO-AIV mRNS 

expresszióját a 28S rRNS-re normalizáltuk, és az eredményeket 
átlag ± SEM (n = 3 és *p < 0,05) formában fejeztük ki.

Az alábbiakban azt a metodológiát ismertetjük, amelynek 
segítségével a CACO-2 sejtvonalat mint egy leptin reszponzív 
sejtvonalat azonosítottuk. A leptin reszponzív sejtvonalak azo­
nosításának az általános metodológiája ismert, amely például a 
következőket foglalja magában:

1. Mikrofiziométer. Az eljárás a sejtben történő biokémiai 
változások eredményeként fellépő kis pH-változásokat detektál­
ja. Stimulálás után az ob-reszponzív sejtek olyan biokémiai 
változásokon mehetnek át, amelyek kismértékben megváltoztathat­
ják az extracelluláris savasodási sebességet; az utóbbi válto­

zás egy szilícium mikrofiziométerrel detektálható. A mikrofizi­
ométer bioszenzor módszer áttekintő ismertetése megtalálható — 

egyebek mellett — például a következő szakirodalmi helyen: 
McConnel, Science, 257, 1906 (1992) .

2. Elektroforetikus mobilitáseltolódási vizsgálat (EMSA). 

Ob-proteinnel kezelt sejtekből nyert sejtmagextraktumokat ve­
gyes vagy specifikus STAT válaszelem DNS szekvenciát tartalma­

zó, radioizotóppal jelzett oligonukleotidokkal keverünk össze.
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Az azokból a sejtekből származó extraktumok, amelyek reagáltak 
az ob-proteinre, a STAT válaszelem esetén az oligonukleotid 

géleltolódását okozhatják.

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

3. A protein foszforiláció mérésével végzett vizsgálat. A 
receptor aktiváció és a végső válasz közötti, az intracellulá- 
ris proteinek tirozin foszforilációján keresztül megvalósuló 
kapcsolatot a foszforilált tirozinokat felismerő antitestek al­
kalmazásával értékelhetjük. Részletesebben: mivel a leptin re­
ceptor stimulálhatja a JAK/STAT folyamat tirozin foszforiláció- 
ját, az eljárás lehetőséget nyújt a leptin reszponz sejtvonalak 
azonosítására. A leptin reszponzív sejtvonalakban történő lep­
tin aktiváció detektálására a tirozin foszforiláció antitestjei 
mellett specifikus JAK/STAT antitesteket alkalmazhatunk. A pro­
tein foszforiláció gátlása vagy stimulációja fordulhat elő. In­
zulin receptorokat túlexpresszáló patkány-1 fibroblasztokban 
kimutatták az inzulin receptor és az inzulin receptor szub- 
sztrát-1 inzulin stimulált foszforilációjának az ob-protein ál­
tali gátlását [Kroder et al., Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes, 104 
(2), 66 (1996)].

4. Helyettesítéses kötés. A sejtvonalak radioizotóppal 
125 jelzett leptinnel, például [ I]-leptinnel végzett inkubálása 

után jelzetlen leptin hozzáadásával tanulmányozhatjuk a nem- 

-specifikus kötés versus specifikus kötés viszonyt. A nagy spe- 

cifikus/nem-specifikus arányú kötés arra utal, hogy a sejtvonal 
tartalmazhatja a leptin receptort.
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5. A protein detektálása az ob-receptornak egy funkcioná­

lis formájára, előnyösen egy funkcionális hosszú formájára néz­

ve szelektív antitestek alkalmazásával.
6. A mRNS detektálása az ob-receptornak egy funkcionális 

formájára, előnyösen egy funkcionális hosszú formájára nézve 

Northern, RT-PCR vagy "slot blot" analízis alkalmazásával.
7. A leptinnel végzett kezelés utáni megnövekedett c-fos 

mRNS detektálása. A c-fos mRNS Northern, RT-PCR vagy "slot 

blot" analízissel detektálható.
A válaszelem, a riporter és előnyösen a promoter alkalma­

san egy, az ob-reszponzív sejtvonalat transzfektálni képes vek­

torba épül be.
Alkalmas vektorok lehetnek az olyan, kereskedelmi forga­

lomban kapható vektorok, amilyen például a pGL2-basic luciferáz 

vektor (Promega).
A vektornak egy alkalmas konfigurációjában a STAT DNS vá­

laszelem egy promoter és egy riperter gén előtt (upstream) he­
lyezkedik el. A vektornak egy még alkalmasabb konfigurációjában 
a STAT-DNS válaszelem egy timidin-kináz promoter és egy lucife­
ráz riporter gén előtt (upstream) többszörös tandemben ismétlő­

dik (2-10).
A vektorokat úgy állítjuk össze, hogy azok egy minimál 

promoterhez, például herpes simplex vírus timidin-kinázhoz vagy 

SV40 promoterhez kapcsolt riporter gént, például szentjános­

bogár luciferázt vagy a kloramfenikol acetil-transzferáz enzi­
met tartalmaznak. A STAT válaszelem esetében a DNS fragmentumot 

a minimál promoter előtti (upstream) megfelelő restrikciós en­
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zim helyek alkalmazásával inszertáljuk a vektorba.

A válaszelemet, a riportert és a promotert szokásos 

expressziós módszerek alkalmazásával építjük be a vektorba, 
például a válaszelem esetén a DNS fragmentumokat a minimál 

promoter előtti (upstream) megfelelő restrikciós enzim helyek 
alkalmazásával inszertálhatjuk a vektorba.

STAT válaszelem-luciferáz enzim riporter rendszereket is­
mert módszerekkel állíthatunk össze [lásd például: Lamb et al., 
Blood, 8^, 2063 (1994); és Seidel et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA, 92, 3041 (1995)].

Leptin-reszponzív sejteket standard módszerek, például a 
kalcium-foszfátos módszer [Graham and Van Dér Eb, Virology, 52, 
456 (1973)] alkalmazásával transzfektálhatunk a STAT válasz- 
elem-minimál promoter-luciferáz riporter konstrukciókkal. A 
transzfekciós hatékonyságbeli eltérések korrekciójához a sejte­
ket egy β-galaktozidás aktivitást expresszáló referencia plaz- 
middal ko-transzfektálhatjuk. A transzfekciós idő (12-24 óra) 
után a sejteket egy vegyület különféle koncentrációival reagál- 
tatjuk, majd kinyerjük és lizáljuk a sejteket. A lizátumokat a 
luciferáz és — ha lehet — a β-galaktozidáz aktivitásra nézve 
vizsgáljuk. A hatásfokozó vagy az antagonista aktivitást úgy 
értékelhetjük, hogy az értékelés előtt vagy azzal egyidejűleg 

megfelelő koncentrációban leptint adunk a vegyülethez, majd az 
önmagában alkalmazott leptinhez viszonytva mérjük a liciferáz 

válasz fokozódását vagy csökkenését. A luciferáz enzimaktivitás 

mérésére standard módszereket alkalmazhatunk, amilyenek például 
a következő szakirodalmi helyeken ismertetett eljárások, illet­
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ve az aktivitás mérésére alkalmazhatunk kereskedelmi forgalom­
ban kapható készleteket (kit) is: Ow et al., Science, 234, 856 
(1986); és de Wet et al., Mól. CellBiol., 7, 725 (1987)].

Alkalmas sejtvonalakat úgy állíthatunk elő, hogy egy letin 
reszponzív sejtvonalat a riporter konstrukcióval és egy szelek­
tálható markerrel transzfektálunk. A szelektálható markerek a 
stabil sejtvonalak kialakítására szokásosan alkalmazott szelek­

tálható markerek lehetnek [lásd például: Recombinant DNA, 2nd 
edition, J. D. Watson et al., p. 216 (1992)]. Ezekkel a stabi­
lan transzfektált sejtvonalakkal a leptin fiziológiai hatásait 
utánozó, fokozó vagy blokkoló vegyületek értékelésére alkalmas 
nagyteljesítményű vizsgálatokat végezhetünk.

A találmány tárgyát képezik azok a leptin fiziológiai ha­
tásait utánozó, fokozó vagy gátló vegyületek is, amelyeket a 
találmány szerinti eljárással azonosítottunk.

A találmány továbbá tárgyát képezi egy olyan készlet (kit) 
is, amely a találmány szerinti eljárásban történő felhasználás­
ra adaptált.

A találmány tárgyát képezi ezenkívül a natív vagy rekombi- 
náns CACO-2 sejtek alkalmazása a leptin fiziológiai hatásait 
utánozó, fokozó vagy gátló vegyületek detektálására, amelynek 
során a leptin által az ilyen sejtekben kiváltottaktól eltérő 
válaszokat mérjük.

A találmány tárgyát képezi az előbbieken kívül a natív 

vagy rekombináns CACO-2 sejtek alkalmazása leptin mimetikumok, 

potenciátorok vagy inhibitorok funkcionális aktivitásának a mé­
résére .
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A jelen leírásban alkalmazott "olyan vegyület, amely utá­

nozza a leptin fiziológiai hatásait" kifejezés olyan vegyüle- 
tekre vonatkozik, amelyek a leptin hiányában képesek olyan ha­

tást kifejteni, amely vagy stimulálja a leptin receptort, és 
így lényegében ugyanolyan élettani hatást biztosít, mint az ob 
protein, vagy pedig egy, az említett receptor utáni (down­
stream) választ (post-receptor) aktivál.

A jelen leírásban alkalmazott "olyan vegyület, amely fo­
kozza a leptin fiziológiai hatásait" kifejezés olyan vegyüle- 

tekre vonatkozik, amelyek növelik a leptin hatékonyságát és/- 
vagy maximális fiziológiai hatását.

A jelen leírásban alkalmazott "olyan vegyület, amely gá­
tolják a leptin fiziológiai hatásait" kifejezés olyan vegyüle- 
tekre vonatkozik, amelyek csökkentik vagy lényegében blokkolják 
a leptin fiziológiai hatását.

Az agonisták, illetve az antagonisták azonosításához a po- 
lipeptid expressziójának az optimalizálása érdekében a polipep- 
tid funkcionális formáját kódoló cDNS-t egy konstitutív promo­
ter (például egy virális promoter) vagy egy regulálható promo­
ter kontrollja alatt transzfektálhatjuk. Alternatív módon a vá­
laszelemet és a riportert egy olyan sejtvonalban expresszáljuk, 
amelyben a homológ rekombináns módszerrel előzetesen egy kons­
titutív vagy regulálható promotert építettünk be a leptin re­

ceptor kromoszómáiisan kódolt génjének egy felső (upstream) 

helyzetébe. Ilyen módszert ismertetnek — egyebek mellett — 

például a következő szakirodalmi helyeken: Waldman, Critical 
Reviews in Oncology/Hematology, 12, 4 9 (1992) ; és különösen Riele et 



al.. Proceedings of the National Academy of Sciences, 89, 5128 (1992) .

Az alábbi példák a találmány illusztrálására szolgálnak. A 
példák a találmány oltalmi körét, illetve terjedelmét nem kor­

látozzák.

Példa

Általános eljárás
A CaCo-2 sejteket standard módszerek, például a kalcium- 

-foszfátos módszer [Graham and Van Dér Eb, Virology, 52, 456
(1973)] alkalmazásával, egy minimál promoter, például herpes 
simplex timidin-kináz és egy luciferáz gén riporter konstrukció 
előtt (upstream) többszörös tandem másolatokban egy STAT vá­
laszelemet tartalmazó riporter plazmiddal transzfektáljuk. A 
transzfekciós hatékonyságbeli eltérések korrekciójához a sejte­

ket egy β-galaktozidás aktivitást expresszáló referencia plaz­
middal ko-transzfektálhatjuk. A transzfekciós idő (12-24 óra) 
után a sejteket egy vegyület különféle koncentrációival reagál- 
tatjuk, majd kinyerjük és lizáljuk a sejteket. A lizátumokat a 
luciferáz és — ha lehet — a β-galaktozidáz aktivitásra nézve 
vizsgáljuk. Az antagonista aktivitást úgy értékelhetjük, hogy 
az értékelés előtt vagy azzal egyidejűleg megfelelő koncentrá­
cióban leptint adunk a vegyülethez, majd az önmagában alkalma­

zott leptinhez viszonytva mérjük a liciferáz válasz fokozódását 
vagy csökkenését. A luciferáz enzimaktivitás mérésére standard 
módszereket alkalmazhatunk, amilyenek például a következő sza­

kirodalmi helyeken ismertetett eljárások, illetve az aktivitás 
mérésére alkalmazhatunk kereskedelmi forgalomban kapható kész­
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leteket (kit) is: Ow et al., Science, 234, 856 (1986); és de Wet 

et al., Mól. CellBiol., 1_, 725 (1987)].

KÍSÉRLETI RÉSZ 

ÖSSZEFOGLALÁS

Az adipocita hormon leptin a hipotalamuszban aktiválja a 

STAT3-at, és így fokozott jóllakottságot és fokozott energia­
felhasználást vált ki. A STAT folyamat leptin médiáit in vivo 
aktivációját a hipotalamuszon kívül más szövetekben mindeddig 
nem igazolták. Az alábbiakban leírjuk az egér bél diszkrét ré­
gióiban a lipid kezeléssel kapcsolatos leptin receptor 
expressziót és in vivo szignalizációt. A funkcionális izoforma, 
az OB-Rb expressziója a jejunumra korlátozódik. A leptin intra­
vénás injekciója gyorsan sejtmag STAT5 DNS kötési aktivitást 
indukál a +/+ és ob/ob egerek jejunumában, az OB-Rb izoformát 
nem tartalmazó diabetikus {db/db) egérben viszont a leptin be­
adása teljesen hatástalan. Ezenkívül a gyors (azonnali korai; 
immediate-early) gén c-fos indukcióját észleljük in vivo. Ezt a 
hatást számos gyors gén leptin-mediált indukciója és a vékony­
bél epithelium CACO-2 sejteken alapuló humán modellben történő 
STAT3 és STAT5 aktiváció is alátámasztja. Ezenkívül a leptin 
intravénás beadása a zsírterhelés után 90 perccel a jejunumban 
szignifikáns mértékben, mintegy felére csökkentette az APO-AIV 

transzkript szintet. Az eredményeink arra utalnak, hogy a 

jejunum a leptin hatásának közvetlen targetje, és ez az aktivi­

tás az OB-Rb jelenlététől függ. Lptin hiányában vagy leptin ha­

tásával szembeni rezisztencia esetén ez a hely a lipidkezelés 
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közvetlen befolyásolásával hozzájárulhat az elhízáshoz és az 

elhízással kapcsolatos tünetekhez.
A jelen leírásban alkalmazott rövidítések az alábbi jelen­

tésekkel rendelkeznek: NIDDM, nem-inzulinfüggő diabetes; OB-R, 
leptin receptor; RT-PCR, reverz transzkripciós polimeráz lánc­

reakció; JAK, Janus-kináz; STAT, transzkripciós szignál transz- 
duktorok és aktivátorok; CACO-2, humán vastagbél epithelialis 
sejtvonal; APO-AIV, apolipoprotein AIV; EMEM, Earles minimal 

essential medium.

KÍSÉRLETI ELJÁRÁSOK

Állatok és sejtek

Az Aston törzs hathetes nőstény vad típusú és ob/ob egere­

it szokásos víz és standard laboratóriumi táp (Beekay patkány 
és egér toxikológiai étrend, Bantin and Kingman, Hull, Nagy- 
-Britannia) elérési lehetőség biztosítása mellett 12-12 órás 
nappal/éjszaka ciklusban tartottunk. A leptin (5 mg/kg) in vivo 

hatásait 10 mM Tris-ben oldott és a farokvénába injekcióval be­
adott rekombináns leptin (Peprotech, Rockyville, Amerikai Egye­
sült Államok), illetve kontrollként 10 mM Tris vivőanyag alkal­

mazásával értékeltük. A jelzett idő után az egereket cervicalis 
dislocatióval leöltük, majd a megfelelő szöveteket kimetszet­

tük, tisztítottuk és jéghideg fiziológiás nátrium-klorid-oldat- 

ban mostuk. A sejtmagproteinek extrakciójához az alábbiaknak 

megfelelően friss szöveteket preparáltunk, illetve a szöveteket 

cseppfolyós nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk, majd -80 °C-
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on tároltuk. A humán Caucasien vastagbél epithelialis sejteket, 

azaz a CACO-2 sejteket (European animal cell culture, Porton 

Down, Nagy-Britannia) a konfluencia állapotában kaptuk, és a 

kísérletek előtt 3-4 napon keresztül 37 °C-on, párásított 5 
térfogat% szén-dioxid-tartalmú levegőt tartalmazó helyiségben 

olyan EMEM-ben tenyésztettük, amely 1 % nem-esszenciális amino- 

savakat, 2 mM L-glutamint, 10 % magzati borjúszérumot, 100 
pg/ml penicillint és 100 pg/ml sztreptomicint (valamennyi be­
szerzési helye: Gibco/BRL, Nagy-Britannia) tartalmazott. A sej­
teket 24 órán keresztül 0,1 % bovin-szérumalbuminnal (BSA) ki­
egészített szérummentes EMEM-ben preinkubáltuk. Ezt követően a 
sejteket leptin nélkül vagy a megadott koncentrációjú lep- 

tinnel, illetve a Tris vivőanyag kontrollal 0,1 % bovin-szérum- 
albumint tartalmazó alap EMEM-ben inkubáltuk.

Leptin receptor mRNS expresszió

RNais plus kit (BIO 101, Inc., Amerikai Egyesült Államok) 
alkalmazásával szövetekből és sejtekből teljes RNS-t izolál­
tunk, majd az izolált teljes RNS-t azonnal DNase I-gyel 
(Gibco/BRL, Nagy-Britannia) kezeltük. Körülbelül 4 pg RNS-t al­

kalmaztunk a cDNS első-szálas cDNS gyöngyökkel (Pharmacia, 
Biotech) és oligo (dT) i2-18-cal történő előállításához. Az in­

tegritást és az RNS terhelést az agaróz gélben lévő riboszomá- 

lis rRNS sávok (28S és 18S) detekciós szkennelésével vizsgál­

tuk. A zsírból származó potenciális szennyezést egy RT-PCR amp- 
lifikációban, leptin specifikus primerek (I. táblázat) alkalma­

zásával vizsgáltuk. Az egér bélben lévő többszörös OB-R
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transzkript izoformák, valamint a CACO-2 sejtekben lévő OB-Rb 

transzkript RT-PCR detektálását az I. táblázatban felsorolt 

oligonukleotid primerek alkalmazásával hajtottuk végre. Vala­
mennyi PCR amplifikációt egy Progene termikus ciklizátorban 

(cycler) (Techne/Cambridge) kétszer hajtottuk végre, amelynek 

során a következő körülményeket alkalmaztuk: AmpliTaq (Perkin- 
Elmer 95 °Cm 45 másodperc denaturáció, 57 °C, 45 másodperc tem- 

perálás, 72 °C, 45 másodperc meghosszabbítás (kivéve, hogy a 
hosszú OB-Rb izoforma meghosszabítása esetén 1 perces időtarta­
mot alkalmaztunk). A PCR termékeket ezt követően közvetlenül 
egy pCR-TRAP klónozó rendszerbe (GeneHunter Corp., Amerikai 
Egyesült Államok) klónoztuk, és a PCR termékek azonosítását 
ThermoSequenase terminátor ciklus szekventáló kit (Amersham 
Life Sciences, Nagy-Britannia) alkalmazásával végzett szekven- 
tálással igazoltuk. A kvantitatív PCR-hez a +/+ és ob/ob ege­
rekből származó cDNS mintákból sorozathígításokat készítettünk, 
majd ismert módon (18) rögzített számú ciklussal (OB-R esetén 
37, illetve β-aktin esetén 30) PCR-t végeztünk.

Szövetek és sejtek immunoblot analízise

Friss szövetelet proteáz inhibitor koktélt (Boehringer 

Mannheim, Német Szövetségi Köztársaság) tartalmazó jéghideg 

RIPA pufferben (IX PBS, 1 % IGEPAL, 0,5 % nátrium-dezoxikolát) 
homogenizáltunk, majd egy protein vizsgálatban (Sigma Diagnos­

tics, Nagy-Britannia) és standard Western analízisben használ­

tuk fel a protein lizátumokat. Körülbelül 20 pg proteint össze­
kevertünk a gélfeltöltő pufferrel (4 % SDS, 100 mM Tris, pH
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6,8, 100 mM β-merkapto-etanol) , majd az oldatot 10 % SDS-PAGE- 

re vittük. CACO-2 sejtek monorétegei esetén a proteint úgy ext­
raháltuk, hogy gélfeltöltő puffért adtunk a lombikokba. A pro­

teineket elektotranszferrel vittük át PVDF-re (Millipore, Nagy- 

-Britannia), ezt követően 2 % bovin-szérumalbumin, 10 mM Tris, 
pH 7,4, 100 mM NaCl, 0,1 % Tween 20 keverékben végzett blokko­
lással immunobiotokat hajtottunk végre, majd az OB-R-t M-18 
vagy N-20 antitestekkel (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Ameri­
kai Egyesült Államok) detektáltuk, a STAT proteineket STAT5 
(C-17) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Amerikai Egyesült Álla­
mok) és STAT1, STAT2, STAT3, STAT6 (Transduction Laboratories, 
Amerikai Egyesült Államok) antitestekkel detektáltuk. A sávokat 
egy ECL kit alkalmazásával, a gyártó (Amersham, Nagy-Britannia) 
utasításainak megfelelően tettük láthatóvá.

Sejtmag extraktumok

A kezelés után a CACO-2 sejteket azonnal jégre helyeztük, 
majd eltávolítottuk a médiumot. A sejteket előbb jéghideg PBS- 
sel, majd 5 mM NaF-ot, 10 mM NaMo04~ot és 1 mM aktivált NaVO3- 

-ot tartalmazó PBS-sel gyorsan mostuk. A sejteket egy 10 mM 
HEPES-t, pH 7,9, 10 mM NaMo04-et, 1 mM NaVO3-ot, 1 mM EDTA-t, 1 

mM EGTA-t, 1 mM NaF-ot, 0,125 μΜ okadainsavat (Ocadaic Acid), 1 
mM DTT-t, 2 pg/ml leupeptint, 2 μg/ml aprotinint, 50 pg/ml 

AEBSF-et és 0,2 % IGEPAL CA-630 detergenst (Sigma, Nagy-Bri- 
2 tannia) tartalmazó hipotóniás pufferrel (400 μ1/25 cm ) , sejt­

kaparás és óvatos triturálás közben lizáltuk. A lizátumot 5

percen keresztül jégen inkubáltuk, majd a sejtmagokat 20 mp-en 



keresztül 14 00 fordulat/perc sebességgel végzett mikrocentri- 

fugálással kiülepitettük. A felülúszót félretettük, a sejtmago­

kat pedig 100 μΐ nagy sótartalmú pufferben (200 mM NaCl-ot és 

20 % glicerint tartalmazó hipotóniás puffer) óvatosan szuszpen— 

dáltuk. A sejtmag proteint úgy extraháltuk, hogy a csöveket 30 
percen keresztül 4 °C—on forgattuk, majd töredékeket 20 percen 
keresztül 14 00 fordulat/perc sebességgel végzett mikrocentri- 
fugálással kiülepítettük. A sejtmag extraktumokat részekre osz­
tottuk, majd a gélmobolitás-eltolódási vizsgálat (lásd lentebb) 

előtt cseppfolyós nitrogénben hirtelen lefagyasztottuk. A 
szöveketek kimetszettük, jéghideg fiziológiás nátrium—klorid- 
-oldattal mostuk, felaprítottuk, ezt követően 1:10 tömeg/térfo- 
gat arányú hipotóniás lízis pufferrel homogenizáltuk, majd lé­
nyegében a CACO-2 sejteknél ismertetett módzsernek megfelelően 

előállítottuk a sejtmag extraktumokat.

Gélmobilitás-eltolódási analízis

5 μΐ sejtmag extraktumot alkalmaztunk a DNS kötési vizsgá­
latokhoz, amelyek során a nem-specifikus kötés blokkolásához 

DNS kötési pufferben [Tris 10 mM, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT 

és 1 μg/ml polidezoxi Inozin/Citidin (Pharmacia, Svédország)] 
100 ng/reakció 32Ργ-ΑΤΡ végjelzett próbát alkalmaztunk. A köté­

si reakciókeveréket 20 percen keresztül szobahőmérsékleten in- 

kubáltuk, majd 4 %-os natív PAGE gélre vittük. A szupereltoló- 

dási (supershift) kísérletek egy további, a megfelelő anti­

testtel 15 percen keresztül végzett inkubálást is magukban fog­
laltak. Az oligonukleotid próbák a következők voltak: a mutált 
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nagy affinitású humán szérum indukálható elem (m67 SIE), 5'-cat 
ttc ccg taa ate at -3' a c-fos promoterből, és egy patkány β- 

-kazein promoter elem szekvencia, 5'-gga ctt ctt gga att aag 
gga-3'. A komplementer oligonukleotid szálakat (Research Genet­

ics, Amerikai Egyesült Államok) 200 ng/μΐ végkoncentrációban 

Tris 10 mM, pH 8,0, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl keverékben úgy tempe­
ráltuk, hogy a keveréket 10 percen keresztül 90 °C-on melegí­
tettük, majd hagytuk lassan szobahőmérsékletre hűlni. A próbák 
radioizotópos jelzését 3Ε/μ1 T4 Polynucleotide Kinase-zal 
(Amersham, USB, Nagy-Britannia) 37 °C-on egy órán át 1 μΐ Ργ- 

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

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

Leptinnel nem kezelt vagy leptinnal 30 percen keresztül 
kezelt szöveteket és CACO-2 sejteket cseppfolyós nitrogénben 
hirtelen lefagyasztottunk, majd az RNS-t a fentieknek megfele­
lően extraháltuk. Az in vivo c-fos és APO-AIV mRNS szintek meg­
határozásához digoxigenin-jelzett cDNS próbák alkalmazásával 
végzett standard Northern biot hibridizációt hajtottunk végre. 
A kötött próbákat az anti-digoxigenin detektálási rendszerrel 
detektáltuk, amelynek során a CDP-Star kemilumineszcens 

szubsztráttal (Tropix, Amerikai Egyesült Államok) egy alkálikus 
foszfatázhoz konjugált poliklonális antitestet (Boehringer 
Mannheim, Német Szövetségi Köztársaság) alkalmaztunk, végül a

sávok kvantitatív meghatározását pásztázó lézer denzitométerrel 

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



c-jun, junB és junD gyors gének expresszióját az I. táblázatban 

felsorolt primerek alkalmazásával végzett kvantitatív PCR-rel 

határoztuk meg.

EREDMÉNYEK

RT-PCR alkalmazásával a többszörös OB-R mRNS izoformákat a 
gastrointestinalis tractus diszkrét szekcióiban detektáltuk 
(1A. ÁBRA). A különböző rövid izoformák (OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd és 
OB-Re) a bél teljes hosszában expresszálódnak. Ezzel szemben 
azt találtuk, hogy a funkcionális hosszú OB-Rb mRNS túlnyomó­
részt a jejunumban expresszálódik (1A. ÁBRA) . A +/+ és ob/ob 
egerek jejunumából származó cDNS minták leptin-specifikus pri­
merekkel végzett RT-PCR amplifikációja negatív detektálást 
eredményezett, ugyanakkor az ugyanezen mintákban lévő OB-R kö­
zös extracelluláris dóménjének a PCR amplifikációja jól megfi­
gyelhető volt (1B. ÁBRA) . Ez arra utal, hogy az 1A. ÁBRA által 
mutatott OB-R mRNS expresszió egyrészt nem a zsírszövetből 
származó szennyeződés eredménye, másrészt nem a szabálytalan 
transzkripció eredménye. A funkcionális leptin receptor OB-Rb 

mRNS expressziója az RT-PCR alkalmazásával könnyen detektálható 
volt a vékonybél epithelium CACO-2 humán modellben (1B. ÁBRA). 

20 pg nyers protein lizátumnak az OB-Ra rövid izoforma, a szá­

mos szövetben legnagyobb mennyiségű izoforma karboxi-termináli- 
sával szemben kialakult antitestek alkalmazásával végzett 

Western biot analízise egy, a várt méretnek megfelelő körülbe­

lül 120 kDa protein sávot eredményez, ami túlnyomórészt a +/+
és az ob/ob egerek vékonybelében expresszálódik (2A. ÁBRA). Az 
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OB-R expresszió detektálására alkalmazott RT-PCR vagy Western 
analízissel kapott eredmények közötti különbség a két módszer 

detektálási határértékeinek az eltérését tükrözi. A Western 

analízis azt mutatja, hogy a bél különböző szekcióiban eltérő 
az OB-R mennyisége (2A. ÁBRA) . A közös humán OB-R receptor 
amino-terminálisával szemben kialakult antitestek a CACO-2 sej­
tekben egy körülbelül 120 kDa proteint detektáltak, ami felté­
telezhetően a túlsúlyban lévő rövid OB-R izoformára vezethető 
vissza (2B. ÁBRA).

Ezt követően a korábbiakban ismertetett (22) kvantitatív 
PCR vizsgálat alkalmazásával a gastrointestinalis tractus 
diszkrét szekcióiban mértük az endogén módon expresszált β-ak- 
tinra normalizált relatív teljes OB-R transzkript expressziós 
szinteket, amelynek során olyan primereket alkalmaztunk, ame­
lyek felismerik azt a szekvenciát, ami a receptor amino-termi- 
nálisát kódoló valamennyi izoforma esetében közös. Összehason­
lítottuk az azonos mennyiségű cDNS-ből generált PCR optimali­
zált lineáris régiójából származó OB-R és β-aktin PCR termékek 
arányait (3A. ÁBRA). A +/+ és az ob/ob egér szövetek között nem 
találtunk eltérést az OB-R mRNS szintekben, viszont az OB-R 

transzkript 2-3-szor több a vékonybélben, mint a gyomorban és a 
colon transversumban (3B. ÁBRA). Ezek az eredmények jó összhan­

got mutatnak azokkal az eredményekkel, amelyeket a fentiekben 
az OB-Ra eloszlás Western analízisével nyertünk (2A. ÁBRA).

A vékonybélnek az OB-Rb-t expresszáló régiójában lévő lep- 
tin-szignalizációs mechanizmusok tisztázásához megvizsgáltuk a 

STAT proteinek jelenlétét, amelyek STAT proteinekről ismert, 
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hogy ezek továbbítják a leptin szignált. A +/+ és ob/ob jejunum 

Western biot analízise jól detektálta a STAT5-öt, de csak lé­

nyegesen gyengébben a STATl-et és a STAT3-at (4A. ÁBRA). Ezen­

kívül a STAT5 jól expresszálódik a vastagbélben és a duodenum- 

ban is (4A. ÁBRA). A CACO-2 sejtek is expresszálnak leptin 
reszponzív STAT izoformákat (4B. ÁBRA). Egy éjszakán keresztül 
koplaltatott +/+ és ob/ob egereknek farokvénába adott injekció­

val 5 mg/kg rekombináns rágcsáló (murine) leptint adtunk be. Az 
injekció badása után 30 perccel az egereket leöltük, majd a 
mestmag extraktumok előállításához eltávolítottuk a jejunumot. 
A STAT aktiváció EMSA analízissel végzett értékeléséhez két 
szelektív próbát alkalmaztunk. A c-fos promoterből származó, 
m67-SIE mutált nagy affinitású STAT konszenzus kötőelem túlnyo­
mórészt a STATl-et és a STAT-3-at köti, viszont csak kis affi­
nitással köti a STAT5-öt. Ez a próba nem tárt fel STAT DNS kö­
tési aktivitás indukciót az egér bélben in vivo végzett leptin 
kezelésre adott válaszreakcióban (az adatok nem láthatók). A 
patkány β-kazein promoter STAT DNS kötési konszenzus elemet al­
kalmaztuk szelektív próbaként az in vivo STAT5 aktivitás vizs­
gálatánál. Az 5 mg/kg leptinnel végzett kezelés a +/+ és az 
ob/ob egerekben egyaránt a DNS kötés aktivitás jelentős aktivá- 
cióját váltotta ki, amit viszont nem észleltünk a csak Tris-sel 

kezelt kontroll állatokban (5A. ÁBRA). Ezzel ellentétben, ami­
kor a leptin ugyanilyen dózisát a db/db egerekbe injekcióztuk 

(amelyekből hiányzik az OB-Rb izoforma), a jejunum sejtmag ext- 
raktumaiban nem aktiválódott a STAT5 DNS kötés (5A. ÁBRA). A 

+ /+ és ob/ob jejunumban indukált STAT5 DNS kötés aktivitást a 
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specifikus anti-STAT5a antitesttel végzett preinkubálás telje­

sen megszüntette, míg az anti-STAT5b antitesttel végzett prein­
kubálás ennél csak lényegesen kisebb mértékben csökkentette 
(lásd az 5B. ÁBRA esetén az ob/ob jejunumból nyert eredménye­

ket) . Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a jejunum a leptin 
hatásának a közvetlen targetje, valamint hogy ez az aktivitás 
az OB-Rb-n és egy STAT5 mechanizmuson keresztül médiáit.

Szérummentes CACO-2 sejtekben egy 15 perces leptin kezelés 
az m67-SIE próbához történő STAT DNS kötés dózisfüggő aktiváci- 

óját eredményezte. Az anti-STAT3 antitest ezt az aktivitást 
megszüntette, míg az anti-STATl antitest hatástalannak bizo­
nyult (6. ÁBRA). Ezenkívül a leptinnel kezelt CACO-2 sejtek ak­
tiválták a STAT5-nek a β-kazein próbához történő DNS kötésének 
az akitivitását, és a szupereltolódási vizsgálatok a STAT5b-t 
azonosították mint a komplex fő tényezőjét (6. ÁBRA). Tehát a 
leptin az egér jejunumban és a CACO-2 sejtekben egyaránt sejt­
mag STAT5 DNS kötési aktivitást indukál, azonban úhy tűnik, 
hogy a két rendszerben a STAT5 eltérő izoformái alkotják a pro- 
tein-DNS komplexet.

A leptin harminc perccel a beadás után az ob/ob egerek 

jejunumában lévő c-fos gyors gén indukcióját is kiváltja (7A. 
ÁBRA). A Nothern biot analízis szerint 5 mg/kg leptin intravé­

nás injekciója ötszörösére növelte a c-fos mRNS szintet. Hason­
ló módon, a leptin harminc perccel a beadás után drámai mérték­
ben megnövelte a szérummentes CACO-2 sejtekben lévő c-fos, 

c-jun, junB és junD gyors gén expresszióját is a kvantitatív 

PCR-rel végzett meghatározás szerint (7B. ÁBRA). Mivel a STAT5 



29

aktivációja általában nem jár együtt c-fos indukcióval, ezek az 

eredmények valószínűleg azt jelzik, hogy in vivo a STAT5 folya­

maton kívül más folyamatok is aktiválódnak.
Ezt követően a leptinnek az APO-AIV mRNS szintekre gyako­

rolt hatását mérve megvizsgáltuk, hogy a leptin képes-e módosí­
tani a jejunum egyik legfontosabb funkciójában, azaz a lipidke- 
zelésben szerepet játszó gének transzkripcióját. Nagy zsírtar­
talmú étrenden tartott ob/ob egerekbe 5 mg/kg léptint injekci­
óztunk, amelynek hatására szignifikáns mértékben, felére csök­

kent az APO-AIV mRNS szint; APO AIV mRNS/p-aktin mRNS átlag ± 
SEM: kontroll vivőanyag = 2,23 ± 0,16 és leptinnel kezelt = 
1,04 ± 0,16 (p < 0,05, n = 3) 90 perccel a nagy zsírtartalmú 
táplálék elfogyasztása után (8. ÁBRA). Ezek az eredmények arra 
utalnak, hogy a leptin a táplálékban lévő trigliceridek plazmá­
ba történő transzportjának a csökkentése révén azonnal képes 

megszakítani a zsírfelhalmozódást.

ÉRTÉKELÉS

A adipocita hormon leptin jelzést ad a hipotalamusznak a 
táplálékfelvétel gátlására és az energiafelhasználás növelésére 
(1). A korábbiakban arról is beszámoltak, hogy a leptin a peri­
fériális szövetek biológiájában is szerepet játszik (8, 20, 23, 

24) . A + /+ és az ob/ob egerek leptinnel végzett kezelése na­

gyobb testtömegcsökkenést és zsírmennyiség-csökkenést okoz, 

mint amekkora mértékű csökkenést csak a tápanyagfelvétel gátlá­

sa eredményezne (25). Ez arra utalna, hogy a leptin a tápanyag­

felvétel szabályozásától részben függetlenül képes befolyásolni 
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a zsír felhalmozódását, metabolizálódását és az energia homeo- 

sztázist. Igazoltuk, hogy a vékonybélnek egy, a lipidfelvétel- 

lel kapcsolatos megkülönböztethető régiójában jelen van az 0B- 

-Rb teljes hosszúságú leptin receptor. A leptin beadása után 30 
perccel a +/+ és ob/ob egerek jejunumában aktiválódik a STAT5 

szignalizációs folyamat, az OB-Rb hiányos db/db egerekben vi­
szont a leptin beadása teljesen hatástalan. A leptin beadása 90 

perccel a nagy mennyiségű zsír beadása után csökkenti az APO- 
-AIV értékét. A leptinnek a jejunalis lipidkezelésre gyakorolt 
azonnali és közvetlen hatása az egyik legjelentősebb mechaniz­
mus lehet a zsírfelhalmozódás ellen.

A rövid OB-R izoformák sokféle szövetben expresszálódnak, 
míg a hosszú OB-Rb izoforma szöveti eloszlása korlátozottabb 
(7). Az OB-Rb viszonylag jól expresszálódik a hipotalamuszban, 
különösen hipotalamusznak a testtömeg homeosztázis szabályozá­
sával kapcsolatban álló a régióiban. Azonban rajtunk kívül má­
sok is azonosították az OB-Rb perifériális szövetekben, például 

a hasnyálmirigyszigetekben, a nyirokcsomókban és a haematopoe- 
ticus őssejtekben történő expresszióját (7, 8, 24) . Az eddigi 
vélemények szerint a leptin biológiai hatásainak a mediálásához 
csak az OB-Rb receptor zoforma képes a JAK/STAT kaszkádot akti­
válni. Ezt számos olyan in vivo és in vitro kísérletre alapoz­

zák, amelyek azt mutatják, hogy a tápanyagfelvétel, az inzulin­
kiválasztás és a sejtproliferáció stimulálásának a befolyásolá­

sához OB-Rb-re van szükség (8, 16, 19). Ezekben a vizsgálatok­

ban a rövid receptor izoformák, amelyek a legtöbb szövetben a 

legnagyobb mennyiségben vannak jelen, nem képesek ilyen választ 
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adni a leptinre, illetve ezekhez az izotermákhoz mindeddig nem 

rendeltek hozzá semmilyen biológiai funkciót. A korábbiakban 

történt utalás arra, hogy a rövidebb OB-R izotermák homodimeri- 

záció és a citoszol dómén ezt követő aggregációja útján módo­
síthatják az OB-Rb aktivitását (7) . A rövidebb izoformáknak ez 

a hatása elég gyenge, azonban összhangban áll White adataival 
(27), aki azt bizonyította, hogy az OB-Rb szignalizáló (jelző) 
kapacitása a rövidebb receptor izoformák repressziójával szem­
ben meglehetősen rezisztens. A jelen vizsgálatban azt igazol­

juk, hogy a többszörös rövid izoformák a gastrointestinalis 
tractus teljes hosszában expresszálódnak, míg a funkcionális 
OB-Rb túlnyomórészt a jejunumban,és kisebb részben az ileumban, 
a lipidkezelésben szerepet játszó két legfontosabb helyen 
expresszóládik. Ezenkívül a Western biot analízis és a kvanti­
tatív PCR analízis egyaránt azt mutatja, hogy az OB-R magyobb 
mennyiségben van jelen a vékonybélben, mint akár a gyomorban, 
akár a vastagbélben. Egy közelmúltbeli, a léptinnék a gyomorki­
ürülésre gyakorolt hatásaival kapcsolatos vizsgálat arra utal, 
hogy a leptin nem szabályozza az erősen savas, félfolyékony 
anyagnak (chyme) a vékonybélbe történő átjutását, illetve ennek 

a sebességét (27). Ez összhangban áll a jelen vizsgálat azon 
megállapításával, miszerint ezen a helyen az OB-Rb nem 

expresszálódik. Az OB-R-vel kapcsolatos eredmények véleményünk 
szerint arra utalnak, hogy a vékonybél, különösen a jejunum a 
leptin hatásának egy jelentős targetje.

Korábbi in vivo vizsgálatok azt mutatták, hogy a leptin 

intravénás injekciója az ob/ob egér hipotalamuszban STAT3 DNS 
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kötési aktivitást indukál, a db/db egerek esetén viszont nem 

(9). A hipotalamuszból és több perifériális szövetből nyert 
sejtmag extraktum nem változtatja meg a STAT5-specifikus β-ka- 
zein promoter elemet. Kimutattuk, hogy a leptin intravénás in­

jekciója a +/+ és ob/ob egerek jejunumában STAT5 DNS kötési ak­
tivitást indukál, a db/db egérben viszont ugyanez a kezelés 
teljesen hatástalan. A STAT aktivációra vonatkozó korábbi vizs­
gálatok (19) alapján a vizsgálatainkhoz szubmaximális leptin- 
koncentrációt (5 mg/kg) és 30 perces optimális időtartamot vá­
lasztottunk. Nem zártuk ki azonban azoknak az egyéb leptin me­
chanizmusoknak az aktivációját sem, amelyek észrevétlenül fedik 
át ezt az időkeretet a jejunumban. Az 5 mg/kg dózis némileg na­
gyobb, mint a leptin élettani koncentrációja, azonban a külön­
féle forrásokból származó rekombináns leptinek aktivitása 
szifnifikáns mértékben eltér egymástól. A szakirodalmi beszámo­
lók azt mutatják, hogy a leptin 0,1 mg/kg és 5 mg/kg közötti 
dózisai a tápanyagfelvétel 50 %-os csökkenését okozzák. Ez arra 
utal, hogy a rekombináns leptin az endogén leptinnél lényegesen 
kevésbé hatékony.

A STAT5 DNS kötés és a gyors (immediate-early) gén transz­
kripció gyors aktivációja összhangban áll a leptinnek a bélre 
gyakorolt közvetlen hatásával. Az in vivo eredményeink azt mu­
tatják, hogy a leptinnek a jejunumban kifejtett hatásához szük­

ség van a hosszú OB-Rb izoforma jelenlétére. Ezenkívül a vé­

konybél epithelium humán modelljében, a CACO-2 sejtben a lep- 
tinre adott válaszreakció során fellépő STAT5 aktiváció és 

gyors gén indukció a leptinnek az enterocitákra gyakorolt köz- 
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vetlen hatásaként is értelmezhető. Az, hogy a STAT3-nak és a 

STAT5-nek a kapcsolódó aktivációja ebben a sejtvonalban széle­
sebbnek látszik, mint a primer bélszövetben, ismert jelenség az 

in vitro rendszerekben (7) . Azt, hogy CACO-2 sejtekben a lep- 

tinnel végzett kezelés előtt és a kezelés ideje alatt a sejte­
ket szérummentesíteni kell, valamint hogy a STAT DNS kötés ak— 
tivációjának az igazolásához a léptint nagyobb koncentrációkban 
kell alkalmazni, a korábbiakban már megfigyelték más sejtvona­
lak esetén (29) . Azt, hogy a STAT5 milyen jelentős szerepet 
játszik a leptin testtömeg homeosztázisra gyakorolt hatásának a 
mediálásában, alátámasztják azok az in vitro bizonyítékok is, 
amiket olyan, kövér (fa/fa) Zucker patkányok esetén nyertek, 
amelyek az OB-R extracelluláris dóménjében egy misszensz mutá­
ciót (Gin—>Pro) tartalmaznak (30). Az OB-R(fa) a STATl-nek és a 
STAT3-nak egy leptinfüggő (konstitutív) aktivációját mediálja, 
ugyanakkor a STAT5 aktivációja teljesen megszűnik (31). Ezekben 
az állatmodellekben és a leptinhiányos (ob/ob) és OB-Rb hiányos 
(db/db) egerek mindegyikében korai rohamos elhízás alakul ki, 
és véleményünk szerint az, hogy ezekben az állatmodellekben a 
vékonybélben hiányzik a leptin hatása, részlegesen hozzájárul 

az obesitas fenotípushoz.
A vékonybél alkotja a megemésztett táplálék és a szervezet 

gondosab szabályozott belső környezete közötti elsődleges 

érintkezési felületet. Az obesitas állapotában fokozott mértékű 

az endogén intestinalis triglicerid-termelés (32), ami hozzájá­
rul a plazmában lévő nagyobb triglicerid-koncentrációhoz. Az

eredményeink első közelítésben azt mutatják, hogy a leptin a 
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jejunumban a STAT5 gyors aktivációját okozza, és ezzel áll kap­

csolatban az, hogy egy zsíros étel lenyelése után 90 perccel 
csökken az APO-AIV transzkript szintje is. Ez arra utal, hogy a 
leptin ezen a helyen in vivo élettani szerepet játszik a 

lipidkezelésben. Az APO-AIV rendszer összekötő szerepet játszik 
a triglicerideknek mint chylomicronoknak a keringésbe történő 
bekerülésében és a különféle szövetekben lévő akceptor membrá­
nokhoz történő eljuttatásában. Ennek a funkciónak a deregulálá- 
sa részét képezheti egy olyan mechanizmusnak, amely obesitast 
és magasabb lipoprotein-koncentrációkat eredményez. Ezenkívül a 
hypertriglyceridaemia és a hyperlipoproteinaemia a cardiovascu- 
laris betegség és az atherosclerosis kockázati tényezője (33) . 
Élettani körülmények között azonban a plazma leptinnek az APO- 
AIV csökkenése révén történő étkezés utáni növekedése (34) egy, 
a chylomicron triglicerid koncentrációk csökkentésére szolgáló 
pufferrendszerként funkcionálhat. Az is lehetséges, hogy a lep­
tin egy, az APO-AIV rendszerre gyakorolt tónusgátló mechaniz­
musként szolgálva csökkenti a kiválasztott (szekretált) trigli- 
ceridek mennyiségét. Ugyancsak ismert, hogy a leptin indukálni 
képes a zsírsav-oxidáció enzimjeit (35), és így elősegíti a 
zsírsavak β-oxidációjához a tápanyag-metabolizálódás megindulá­
sát (36). Kimutattuk tehát a leptinnek egy új, a jejunum műkö­

désre gyakorolt, az OB-Rb receptor és egy STAT5 mechanizmus út­

ján in vivo médiáit perifériális hatását. Ez egy olyan, a zsír­

tartalékból a lipidkezelés elsődleges helyére küldött negatív 
visszacsatolási jelzést, azaz egy olyan adipo-entericus körfo­

lyamatot jelenthet, ami hozzájárul a leptin obesitas-ellenes
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SZABADALMI IGÉNYPONTOK

1. Eljárás a leptin fiziológiás hatását utánozó, fokozó 
vagy gátló vegyületek azonosítására, azzal jellemezve, 

hogy
(a) a leptin fiziológiás hatását utánozó vegyületek esetén 

megállapítjuk a vegyületnek azt a hatását, amit a vegyület 
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált transzkrip­
ciós szignál transzduktor és aktivátor (STAT) DNS válasz­
elemre gyakorol; vagy

(b) a leptin fiziológiás hatását fokozó vagy gátló vegyületek 
esetén megállapítjuk a vegyületnek azt a hatását, amit a 
vegyület arra a válaszreakcióra gyakorol, amit a leptinnek 
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált STAT DNS vá­
laszelemre gyakorolt hatása vált ki;

ahol
a válaszelem és a riporter a CACO-2 humán Caucasian vastagbél 
epithelialis sejtvonalban expresszált, vagy
a válaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszált, amely 
sejtvonal (a rekombináns sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is 
transzfektált, amely polipeptid képes mediálni vagy fokozni egy 

leptin aktivált STAT DNS válaszelem leptin általi stimulációját 

és tartalmazza a megfelelő STAT proteineket.
2. Az 1. igénypont szerinti eljárás, azzal jelle­

mezve, hogy a válaszelem egy promoter génhez, előnyösen egy 

minimál promoterhez kapcsolódik.

3. A 2. igénypont szerinti eljárás, azzal jellemez­
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ve, hogy a válaszelem egy olyan TT(N)nAA általános képletű 

nukleotid, amelyben N tetszőleges nukleotidot jelent, és n ér­

téke 4, 5 vagy 6, előnyösen 5.
4. A 2. igénypont szerinti eljárás, azzal jellemez­

ve, hogy a válaszelem egy TTCCCGGAA oligonukleotid.

5. Az 1. igénypont szerinti eljárás, azzal jelle­

mezve, hogy a riporter gén szentjánosbogár luciferáz vagy 

kloramfenikol acetil-transzferáz enzim.
6. Az 1. igénypont szerinti eljárás, azzal jelle­

mezve, hogy a promoter a herpes simplex vírus timidin-kináz 
vagy SV40 promoter.

7. Az 1. igénypont szerinti eljárás, azzal jelle- 
me zve, hogy az ob-reszponziv sejtvonal egy máj- vagy májhe- 
patoma-eredetű sejtvonal.

8. Az 1. igénypont szerinti eljárás, azzal jelle­

mezve, hogy a válaszelem, a riporter és a promoter egy, az 

ob-reszponzív sejtvonalat transzfektálni képes vektorba van be­
építve .

9. A 8. igénypont szerinti eljárás, azzal jellemez­

ve, hogy a vektor pGL2-basic luciferáz vektor (Promega).

10. A 8. vagy 9. igénypont szerinti eljárás, azzal 
jellemezve, hogy a vektor konfigurációja olyan, hogy a 

STAT DNS válaszelem a promoter és riporter gén előtt (upstream) 
helyezkedik el.

11. Részekből álló készlet — kit — olyan, a leptin fizi­

ológiás hatását utánozó, fokozó vagy gátló vegyületek azonosí­

tására szolgáló eljárásban történő felhasználásra, amely eljá-
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rás során
(a) a leptin fiziológiás hatását utánozó vegyületek esetén 

megállapítják a vegyületnek azt a hatását, amit a vegyület 

egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált transzkrip­

ciós szignál transzduktor és aktivátor (STAT) DNS válasz­

elemre gyakorol; vagy
(b) a leptin fiziológiás hatását fokozó vagy gátló vegyületek 

esetén megállapítják a vegyületnek azt a hatását, amit a 
vegyület arra a válaszreakcióra gyakorol, amit a leptinnek 
egy riporter génhez kapcsolt, leptin aktivált STAT DNS vá­
laszelemre gyakorolt hatása vált ki;

ahol
a válaszelem és a riporter a CACO-2 humán Caucasian vastagbél 
epithelialis sejtvonalban expresszált, vagy
a válaszelem és a riporter CACO-2 sejtekben expresszált, amely 
sejtvonal (a rekombináns sejtvonal) egy olyan polipeptiddel is 
transzfektált, amely polipeptid képes mediálni vagy fokozni egy 
leptin aktivált STAT DNS válaszelem leptin általi stimulációját 
és tartalmazza a megfelelő STAT proteineket.

A meghatalmazott:
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