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Oblast’ techniky

PredloZeny vynélez sa tyka regulacie telesnej hmotnosti fudi a zvierat a najmi sa tyka modulatorov teles-
nej hmotnosti.

Doterajsi stav techniky

Obezita, definovana ako nadbytok telesného tuku v prirodzencj telesnej hmote, je spojend s vaZnymi psy-
chologickymi a zdravotnymi tazkost'ami, ako je hypertenzia, zvyiena hladina tukov v krvi, diabetes mellitus
typ I alebo diabetes mellitus nezavisly od inzulinu (NIDDM). V Spojenych $titoch americkych trpi NIDDM
6 aZ 10 miliénov pacientov vratane 18 % populacie starSej ako 65 rokov [Harris et al., Int. J. Obes., 11: 275
aZ 283 (1987)]. Priblizne 45 % muzov a 70 % Zien trpiacich NIDDM je obéznych a ich diabetes mozno pod-
statne zmiernit alebo celkom vylie¢it zniZenim telesnej hmotnosti [Harris, Diabetes Care, 14(3): 639 - 648
(1991)]. Ako bude uvedené dialej, st obezita a NIDDM silne dedicné, aj ked gény nesiice pristuint predis-
poziciu edte neboli identifikované. Molekularna genetickd podstata tychto metabolickych porich je vyz-
nammny, hoci zatial' malo objasneny problém.

Asimilacia, uchovanie a vyuZitie energie zo Zivin je sifastou komplexného vmitorného systému, vel'mi
dblezitého na existenciu mnohobunkovych Zivogichov. Pre suchozemské cicavce s velké zasoby metabolic-
kého paliva, napr. triglyceridov, v tukovych tkanivach kritické na prekonanie obdobia bez potravy. Nutnost’
udrZiavat’ energetické zasoby na stalej hladine bez toho, aby priebezne dochadzalo k zmenam velkosti a tva-
ru tela, vyZaduje rovnovahu medzi prijmom a vydajom energie. Mechanizmy regulacie energetickej rovno-
vahy na molekularnej trovni je viak nutné najprv objasnit’. Izolacia molekiil, ktoré vedi nutriéné informacie
a ovplyviiuji energetick rovnovahu, bude kIi¢om k pochopeniu regulacie telesnej hmotnosti zdravého aj
chorého organizmu.

Individudlna hladina adipozity je do zna¢nej miery dana geneticky. Sledovanie miery zhody v telesnej
hmotnosti a adipozite medzi mono- a dizygotnymi dvoj¢atami, adoptivnymi det'mi a ich biologickymi rodi¢-
mi ukazalo, Ze dediCnost’ obezity (0,4 - 0,8) prevySuje dedi¢nost’ mnohych inych vlastnosti zvyéajne povazo-
vanych za dedi¢né, ako je schizofrénia, alkoholizmus a ateroskleréza [Stunkjard et al. N. Engl. J. Med., 322:
1438 - 1487 (1990)]. Podobnosti z hl'adiska miery vydajov energie medzi pribuznymi boli tieZ opisané [Bo-
gardus et. al, Diabetes, 35: 1 - 5 (1986)]. Genetickd analyza geograficky ohranidenych populacii naznadila,
Ze relativne maly pocet génov je pricinou 30 - 50 % odliSnosti v telesnej stavbe [Moll et. al., Am. J. Hum.
Genet., 49: 1243 - 1255 (1991)]. Genetické mapovanie a chromozomélne umiestnenie génu zodpovedného za
obezitu populacie viak doteraz nebolo vykonané.

Na hlodaveich obezitnych modeloch bolo nijdenych sedem zrejmych mutacii v jednom géne. Najlepsie
st preStudované mutacie na mysich obezitnych modeloch v génoch OB (obezity) a DB (diabetes). Pokial’ nie
st OB a DB pritomné v geneticky rovnakom druhu, je vysledkom metabolicky a behavioralne nerozlisitelny
fenotyp, ¢o oznaluje, Ze tieto gény pdsobia rovnakou fyziologickou cestou [Coleman et. al., Diabetoldgia,
14: 141 - 148 (1978)]. Homozygétne mysi od oboch mutacii su hyperalergické a hypometabolické a vyvind
obézny fenotyp zrejmy uZ vo veku jedného mesiaca. Ich hmotnost sa stabilizuje na 60 az 70 g (oproti 30 az
35 g kontrolnych my3i). OB a DB zvieratd manifestuji mnohé d'al$ie hormonalne a metabolické zmeny, ktoré
staZuju rozpoznanie primarnej poruchy vyvolanej mutaciou [Bray et. al., Am. J. Clin. Nutr., 50: 891 - 902
(1989)].

Na vietkych hlodav¢ich obezitnych modeloch boli pozorované zmeny v metabolizme uhPovodikov pri-
pominajice I'udsky diabetes typ II. V niektorych pripadoch zavisi stupeti diabetes s¢asti od histérie mySacie-
ho kmetia [Leiter, Endocrinology, 124: 912 - 922 (1989)]. Tak OB, ako aj DB kongénne C57B1/Ks my3i vy-
vinuli tazky diabetes s kone¢nou nekrézou 8 bunick a atrofiou ostrovéekov veducou k relativnej inzulinope-
nii. Naproti tomu OB aj DB kongénne C57B1/6J mysi vyvinuli prechodny inzulin-rezistentny diabetes, ktory
mobZe byt kompenzovany hypertrofiou 8 buniek pripominajicou 'udsky diabetes typ II.

Fenotyp OB a DB mys3i pripomina I'udskd obezitu inak neZ rozvinuty diabetes - mutantné mysi prijimaji
viac potravy a vydavaji menej energie ako chudé kontrolné mysi (podobne ako obézni I'udia). Tento fenotyp
tieZ pripomina zvierata s poruSenym ventromedidlnym hypotalamom, o naznaduje, Ze obidve mutacie inter-
feruju so schopnost'ou spravne prijimat alebo reagovat’ na nutri¢éné informacie v ramci centralneho nervové-
ho systému. Tuto hypotézu podporuji aj vysledky parabiotickych experimentov [Coleman, Diabetolégia, 9:
294 - 298 (1973)], podla ktorych OB mys3i majii nedostatoény cirkulujici faktor pocitu sytosti a DB mysi su
rezistentné proti u¢inkom OB faktora (pravdepodobne vd’aka defektu OB receptora). Z experimentov vyply-
va, Ze obezita mutantnych mysi méZe viest’ k réznym defektom v aferentnej kPucke a/alebo integradnom cen-
tre predpokladaného spitnovizobného mechanizmu regulujiceho stavbu tela.

Pri vyuZiti molekularnych a klasickych genetickych markerov boli mapované OB a DB gény a bolo ziste-
né, Ze sa nachadzaju na pociatku chromozému 6, respektive v polovici chromozému 4 [Bahary et. al., Proc.



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287191 B6

Natl.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 8642 - 8646 (1990); Friedman et. AL, Genomics, 11: 1054 - 1062
(1991)]. V obidvoch pripadoch zasahujui mutacie oblasti mySacieho genému zhodné s Tudskymi, ¢o znamena,
Ze pokial’ existuji F'udské homoldgy OB a DB, pravdepodobne budu mutacie zasahovat' 'udské chromozémy
7q respektive 1p. Defekty OB génu vedd k obezite aj u d’alSich drubov cicavcov u geneticky krizenych krys
Zucker FA/FA s Brown Norway +/+ je FA mutdcia (krysi chromozom 5) napadnutd v rovnakom mieste ako u
DB mysi [Truett et. al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7806 - 7809 (1991)].

VzhPadom na mnoho faktorov, ktoré mézu ovplyviiovat' telesnii hmotnost’, nebolo mozné predvidat’, kto-
1é faktory a najmi ktoré homeostatické mechanizmy priméarne uréuju telesni hmotnost’. Zakladnym predme-
tom predkladaného vynalezu su teda modulatory telesnej hmotnosti so schopnostou regulovat’ adippozitu a
obsah tukov.

Podstata vynalezu

Podstatou vynélezu je obezitny polypeptid OB obsahujici 145 az 167 aminokyselin, ktory moduluje te-
lesmit hmotnost' zvierat, kde tento obezitny polypeptid OB obsahuje aminokyselinové sekvencie SEQ ID €. 2,
4,5 alebo 6.

Podla predkladaného vynalezu je problém regulacie adipozity a obsahu tukov u zvierat, najmi cicavcov,
rieSeny na irovni obezitnych (OB) polypeptidov a nukleovych kyselin, ktoré tiecto peptidy kdduju. Predkla-
dany vynalez poskytuje najmi izolované polypeptidy schopné modulovat’, t. j. kontrolovat’ a regulovat’ teles-
ni hmotnost a adipozitu. Predkladany vynalez taktieZ prinasa sekvencie nukleovych kyselin kodujucich tieto
polypeptidy, ¢o umozZiuje rekombinantni produkciu OB polypeptidov a pouzitie samotnych nukleovych ky-
selin ako modulatorov telesnej hmotnosti.

Obezitné (OB) polypeptidy podl'a predkladaného vynalezu obsahujice 145 az 167 aminokyselin modulu-
jtce telesni hmotnost’ zvierat, najmid cicavcov. Medzi OB polypeptidy patria aj ich alelické varianty alebo
analégy vratane fragmentov, ktoré maju rovnaku biologicku aktivitu. OB polypeptidy mozZno pripravit’ re-
kombinantnymi alebo chemickymi postupmi. Vyhodné predkladané OB polypeptidy st polypeptidy s ami-
nokyselinovou sekvenciou SEQ ID ¢. 2, 4, 5 alebo 6 a ich alelické varianty alebo analogy vratane fragmen-
tov.

Imunogénne fragmenty OB polypeptidov predkladaného vynalezu zahffiaju: Val-Pro-Ile-Gln-Lys-Val-
Gln-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr-Leu-Ile-Lys-Thr (SEQ ID ¢ 18); Leu-His-Pro-Ile-Leu-Ser-Leu-Ser-Lys-Met-
Asp-Gln-Thr-Leu-Ala (SEQ ID ¢&.19); Ser-Lys-Ser-Cys-Ser-Leu-Pro-Gln-Thr-Ser-Gly-Leu-Gln-Lys-Pro-
Glu-Ser-Leu-Asp (SEQ ID ¢&. 20); a Ser-Arg-Leu-Gln-Gly-Ser-Leu-Gln-Asp-Ile-Leu-Gln-Gln-Leu-Asp-Val-
Ser-Pro-Glu-Cys (SEQ ID ¢. 21).

Ludské analégy OB polypeptidov maju aminokyselinovi sekvenciu zodpovedajucu SEQ ID ¢.4 a 6, v
ktorych je jedna alebo niekol’ko aminokyselin z aminokyselin 53, 56, 71, 85, 89, 92, 95, 98, 110, 118, 121,
122, 126, 127, 128, 129, 132, 139, 157, 159, 163 a 166 (¢islované podla SEQ ID ¢. 4) substituovanych inymi
aminokyselinami, napriklad divergentnymi aminokyselinami mySacieho OB polypeptidu SEQ ID ¢. 2 alebo
alaninom. Cudské analégy OB polypeptidov zahfiaju polypeptidy, v ktorych je:

(a) serin v polohe 53 substituovany glycinom, alaninom, valinom, cysteinom, metioninom alebo treoninom;
(b) serin v polohe 98 substituovany glycinom, alaninom, valinom, cysteinom metioninom alebo treoninom; a
(c) arginin v polohe 92 substituovany asparaginom, lyzinom, histidinom, glutaminom, kys. glutdmovou, as-
partovou, serinom, treoninom, metioninom alebo cysteinom. Analoég OB polypeptidu predkladaného vynale-
zu je vyhodne z 83 % alebo viac sekvenéne homolégovy so sekvenciou l'udského OB polypeptidu SEQ ID ¢.
2,4, 5 alebo 6.

Dodatoéné 'udské analégy OB polypeptidov maji aminokyselinovi sekvenciua SEQ ID €. 4 a 6 a maju:

(2) jeden alebo niekol’ko zvyskov kys. aspartovej substituovanych kys. glutimovou,;

(b) jeden alebo niekol’ko zvyskov izoleucinu substituovanych leucinom;

(c) jeden alebo niekol’ko zvyikov glycinu alebo valinu substituovanych alaninom,

(d) jeden alebo niekol’ko zvySkov argininu substituovanych histidinom;

() jeden alebo niekol’ko zvyskov tyrozinu alebo fenylalaninu substituovanych tryptofanom;

(f) jeden alebo niekol'ko zvySkov v polohach 121 az 128 (¢islované podla SEQ ID ¢. 4) substituovanych gly-
cinom alebo alaninom;

(g) jeden alebo niekol'ko zvyskov v polohach 54 aZ 60 alebo 118 az 166 (Cislované podla SEQ ID &. 4) sub-
stituovanych lyzinom, kys. glutimovou, cysteinom alebo prolinom.

Vyhodné skratené analdgy 'udského OB polypeptidu predkladaného vynélezu zahfiiaju polypeptidy (&is-
lované podl'a SEQ ID ¢. 4), v ktorych:

(a) je deletovany jeden alebo niekolko zvyskov v polohach 121 az 128;
(b) su deletované zvysky 1 az 116;
(c) su deletované zvysky 1 aZ 21 a 54 aZ 167,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287191 B6

(d) st deletované zvysky 1 az 60 a 117 az 167,

(e) st deletované zvysky 1 az 60;

() st deletované zvysky 1 a7 53; a

(g) analdg podla bodu (a), v ktorom su deletované zvysky 1 az 21. Predkladané OB polypeptidy a OB analé-
gy, ktoré nemaju 21. aminokyselinovu ,,signalnu“ sekvenciu (napr. aminokyseliny 1 az 21, ¢islované podla
SEQ ID &. 4) méZu obsahovat’ N-terminalnu aminokyselinu alebo aminokyselinovii sekvenciu ako st (1) me-
tionin, (2) glycin-serin-histidin-metionin (SEQ ID ¢&. 38), (3) metionin-glycin-serin-serinhistidin-histidin-
histidin-histidin-histidin-histidin-serin-serin-glycin-leucin-valin-prolin-arginin-glycin-serin-histidin-metionin
(SEQ ID &. 98), (4) leucin-kys. glutamova-lyzin-arginin-kys. glutimové-alanin-kys. glutamova-alanin (SEQ
ID ¢&. 26), (5) kys. glutamova-alanin-kys. glutimova-alanin (SEQ ID ¢. 27), (6) leucin-kys. glutdmova-lyzin-
arginin (SEQ ID ¢&. 28), (7) metionin-glycin-serin-serin-histidin-histidin-histidin-histidin-histidin-histidin-
serin-serin-glycin-leucin-valin-prolin-arginin-glycin-serin-prolin (SEQ ID ¢. 99) a (8) glycin-serin-prolin.

Derivaty predkladaného OB polypeptidu obsahuji jednu alebo niekol’ko naviazanych chemickych skupin
vratane polymérov rozpustnych vo vode, ako je polyetylénglykol. Polypeptidy derivatizované polyetyléngly-
kolom mézu byt mono-, di-, tri- alebo tetrapegylované, napr. N-terminilne monopegylaty. Vyhodné N-ter-
minalne monopegylaty OB polypeptidov predkladaného vynalezu zahriiaji OB polypeptidy obsahujice ami-
nokyseliny 22 aZ 167 zo SEQ ID ¢. 4 alebo aminokyseliny 22 az 166 zo SEQ ID €. 6, a pripadne este (pegy-
lovany) metionin v polohe 21.

Izolované molekuly nukleovych kyselin predkladaného vynalezu kéduji OB polypeptid, jeho alelicky va-
riant alebo analog vratane fragmentov. Délezité s najmid molekuly DNA, ktoré zaist'uju expresiu biologicky
aktivneho OB polypeptidu s aktivitou modulatoru telesnej hmotnosti cicavcov, teda DNA zo skupiny zahfiia-
jucej:

(a) molekuly DNA so sekvenciou zodpovedajucou SEQ ID €. 1 a 3 alebo alebo ich fragmenty;
(b) molekuly DNA hybriduzujuice s DNA uvedenou v bode (a) alebo ich hybriduzujice fragmenty; a
(c) molekuly DNA kédujice expresiu aminokyselinovej sekvencie kodovanej DNA definovanou v bodoch
(a) a (b). Ilustrativnym prikladom je 'udska genomova DNA so sekvenciou SEQ ID ¢. 22 a 24.
Vyhodné DNA molekuly predkladaného vynalezu koduju polypeptid s aminokyselinovou sekvenciou:
(a) SEQID ¢. 2;
(b) aminokyseliny 22 az 167 zo SEQ ID ¢&. 2;
(c)SEQID ¢. 4;
(d) aminokyseliny 22 az 167 zo SEQ ID ¢. 4;
(e) SEQID L. 5;
(f) aminokyseliny 22 a7z 166 zo SEQ. ID €. 5; a
(g) SEQID ¢. 6;
(h) aminokyseliny 22 aZ 166 zo SEQ ID &. 6, rovnako ako polypeptidy obsahujtice N-terminalnu aminokyse-
linu alebo sekvenciu aminokyselin, ako boli uvedené. Napriklad vyhodna DNA predkladaného vynalezu je
DNA kédujuca polypeptid s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID ¢. 3, najmi sekvenciou aminokyselin 22
az 167.

Predkladany vynalez d’alej poskytuje vektory obsahujice predkladand DNA, vyhodne expresné vektory,
v ktorych je predkladana DNA operativne pripojena k expresnej kontrolnej sekvencii. Tieto vektory alebo
predkladanid DNA sliZi na transformaciu alebo transfekciu jednobunkovych hostitel'skych buniek. Vyhod-
nymi hostiteImi su baktéric, kvasinky, bunkové tkaniva buniek cicavcov, rastlin a hmyzu. Vhodné hostitel-
ské bunky mozno volit' zo skupiny zahfhajucej E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, kvasinky,
CHO, R1.1, B-W, L-M, COS 1, COS 7, BSC1, BSC40, BMT10 a Sf9. Medzi vyhodné hostitel'ské kvasinky
patria Saccharomyces, Pichia, Candida, Hansenula a Torulopsis. Predkladany vynalez d’alej poskytuje bun-
ky cicavcov obsahujuce DNA kédujicu OB polypeptid, ktoré boli in vizro modifikované na vys§iu expresiu
OB polypeptidu homolégovou rekombinantnou technikou, spocivajicou v inzercii expresnej regulacnej sek-
vencie do funkénej blizkosti sekvencie kddujicej OB polypeptid. Expresna regulacna frekvencia méZe, ale
nemusi byt’ expresnou sekvenciou OB polypeptidu a méZe v bunke nahradzat’ mutantni regulaéni sekvenciu
OB polypeptidu.

Predkladany vynalez poskytuje postupy pripravy OB polypeptidu zahimajuce:

(a) kultivaciu buniek v podmienkach umoZiujicich expresiu OB polypeptidu; a

(b) spdsob odoberania exprimovaného polypeptidu. Postup méZe byt’ doplneny este d’alSimi krokmi:
(c) chromatografia polypeptidu na Ni-chelata¢nej koléne; a

(d) purifikacia polypeptidu gélovou filtraciou.

Podl'a vyhodného uskutoénenia vynalezu mozZno medzi krokmi (c) a (d) zaradit' ionexovii chromatografiu
OB polypeptidu na koldone silného katexu.

Predkladany vynalez d’alej poskytuje znadené aj neznacené monoklondlne a polyklonalne protilatky Spe-
cifické k predkladanému OB polypeptidu a nesmrtel'né bunkové linie produkujuce predkladané monoklonal-
ne protilatky. Priprava protilatok predkladaného vynalezu zahfiia:
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(a) konjugaciu OB polypeptidu k proteinovému nosicu;
(b) imunizaciu hostitela zmesou konjugatu fragment OB polypeptidu/proteinovy nosi¢ podl'a kroku (a) a ad-
juvans; a (c) spésob odobratia protilatky z imunizovaného zvierata.

Predkladany vynélez d’alej poskytuje postupy stanovenia pritomnosti OB polypeptidu vo vzorke zahffia-
jucej:

(a) kontakt vzorky obsahujucej predpokladany OB polypeptid s protilatkou (vyhodne naviazanou na pevny
nosic), ktora Specificky viaze OB polypeptid v podmienkach podporujicich tvorbu reakéného komplexu OB
polypeptid-protilatka; a

(b) detekciu tvorby reakéného komplexu OB polypeptid-protilatka vo vzorke potvrdzujiicej pritomnost OB
polypeptidu. Vyndlez tieZ poskytuje postupy in vitro stanovenia hladiny OB polypeptidu v biologickej vzor-
ke zahfiajcej:

(a) detekciu tvorby reakéného komplexu v biologickej vzorke, ako je opisané; a

(b) stanovenie mnoZstva vzniknutého reakéného komplexu, ktoré zodpoveda hladine OB polypeptidu pri-
tomného vo vzorke. Pri zisteni alebo diagnoze choroby spojenej so zvySenou hladinou OB polypeptidu pred-
kladaného vynalezu, moZno uskutoénit’ stanovenie hladiny pritomného OB polypeptidu a uskutoénit’ porov-
nanie s hladinou OB polypeptidu normélneho subjektu alebo so starfou hodnotou hladiny OB polypeptidu
testovaného subjektu. ZvySena hladina OB polypeptidu proti normélu alebo stariej hodnote naznaduje choro-
bu sprevadzani zvySenou hladinou OB polypeptidu a zniZena hladina OB polypeptidu proti normalu alebo
star3ej hodnote naznacuje chorobu sprevadzani zniZenou hladinou OB polypeptidu. Predkladany vynalez
umoziiuje monitorovat’ in vitro postup terapie chordb suvisiacich so zvy$enou alebo zniZenou hladinou OB
polypeptidu cicavcov, spocivajuci v stanoveni obsahu OB polypeptidu v sérii biologickych vzoriek odohra-
nych pacientovi v réznych ¢asovych fazach lie¢by.

Farmaceutické pripravky predkladaného vyndlezu obsahuji OB polypeptid a farmaceuticky prijatelny
nosi¢. Su uréené na lieCebné postupy zamerané na zniZenie telesnej hmotnosti cicavcov. Daliie farmaceutic-
ké pripravky predkladaného vynalezu st uréené na lie¢ebné postupy zamerané na zvySenie telesnej hmotnosti
cicavcov. Tieto pripravky obsahuji antagonistu OB polypeptidu, vyhodne voleny zo skupiny zahfiiajiice;:
protilatky, ktoré viazu OB polypeptid a neutralizuji jeho aktivitu; fragment OB polypeptidu, ktory viaZe, ale
neaktivuje OB receptor; malé molekuly antagonistov OB polypeptidu. Predkladany vynalez d’alej poskytuje
kozmetické pripravky zniZujuce alebo zvySujuce telesmi hmotnost, uréené na vylepSenie telesného vzhladu.
Kozmetické pripravky sa podavaju v dostatoénych davkach, umoZiiujicich reguldciu telesnej hmotnosti na
poZadovanu urover.

Predkladany vynélez d'alej zahffia pouzitie nukleovych kyselin aj anti-sensy nukleovych kyselin hybridi-
zujucich s nukleovou kyselinou kédujicou OB polypeptid, na vyrobu lie¢iv (napr. na génovi terapiu) modi-
fikujticich telesni hmotnost cicavcov. Vynalez tieZ zahrila pouZitie predkladanych antagonistov OB polypep-
tidu na pripravu lieciv modifikujicich telesni hmotnost’ cicavcov. Vyvinuté lieivd moZno pouZit na modifi-
kaciu telesnej hmotnosti cicavecov pri lieSbe poruch zo skupiny zahfiiajicej diabetes, vysoky krvny tlak, vy-
soky obsah cholesterolu, a ako sucast’ kombinovane;j terapie spolu s lieivom urenym na tieto choroby. Tie-
to liefivd moZno podavat’ intravendzne, intraarteridlne, intraperitonealne, intramuskularne, subkutanne, naza-
Ine, peroralne alebo pulmondlne.

Z predkladanych idajov vyplyva, Ze OB polypeptidy predkladaného vynéalezu st sekrétované adipocytmi
cicavcov a plnia hormonalne funkcie.

Uvadzané priklady ukazuju, Ze OB polypeptid, alternativne oznaGovany ako ,leptin®, cirkuluje v my3ej,
krysej a l'udskej plazme. Leptin nebol najdeny v plazme OB/OB mysi a je pritomny v desatnasobnej koncen-
trécii v plazme DB/DB mysi a v dvadsatnasobnej koncentracii v plazme FA/FA krys. KaZzdodenna injekcia
rekombinantného leptinu dramaticky zniZuje telesni hmotnost OB/OB my3i, podstatne ovplyviiuje telesni
hmotnost’ divokych my$i a nema Ziadny ¢inok na DB/DB mysi.

Dalsim rysom predkladaného OB polypeptidu je, Ze polypeptid pochadzajici z jedného Zivocitneho dru-
hu je aktivny aj v inom druhu. Kornkrétne l'udsky OB polypeptid je aktivny v mySiach.

Modulatory predkladaného vynalezu zahftiaji nukleové kyseliny, ako si rekombinantné DNA molekuly
(napr. cDNA alebo vektor obsahujiici cDNA alebo izolovand genémovd DNA) alebo klonované gény (t. j.
izolovana gendmova DNA), alebo ich degenerované varianty kédujice polypeptidy s aktivitou modulatorov
regulécie telesnej hmotnosti, alebo konzervativne varianty ¢i fragmenty tychto polypeptidov, najmi fragmen-
ty s chybajuicim signalnym peptidom (alternativne oznatované ako maturované OB polypeptidy) s aminoky-
selinovou sekvenciou SEQ ID & 2 (obr. 1 (A az E)), SEQ ID ¢&. 4 (obr. 3), SEQID &. 5 (obr. 5) a SEQID &. 6
(obr. 6). Konkrétne s uvedené aminokyselinové sekvencie dvoch variantov my3acieho a Pudského OB poly-
peptidu. Pri obidvoch polypeptidoch bol deletovany glutamin v polohe 49, ¢o mbZe vysledkom anomalneho
spajania mRNA. OB polypeptidy z réznych biologickych druhov méZu byt vysoko homoldgové, podl'a obr.
4 si mysaci a l'udsky OB polypeptid homolégové z viac ako 80 %.

Predkladané nukleové kyseliny, rekombinantné molekuly DNA alebo klonované gény maji kédujiicu
nukleotidovii sekvenciu SEQ ID ¢ 1 (obr. 1 (A aZ E) a SEQ ID ¢&. 3 (obr. 2 (A a B)), alebo si k tymto sek-
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vencidm komplementarne. Tieto molekuly nukleovych kyselin mézu byt cDNA alebo genomova DNA izo-
lované z chromozému. Predkladané nukleové kyseliny méZu mat’ tieZ sekvenciu zodpovedajucu 5' a 3' okra-
jovym sekvencidm kodujiicej DNA a sekvencidm intrénov DNA. Predkladany vynélez zahrmia aj identifikaciu
nukleovych kyselin so sekvenciami SEQ ID &. 1 (obr. 1 (A az E)) a SEQ ID ¢. 6 (obr. 2 (A a B)), ich degene-
rovanymi variantmi, alelickymi variantmi a d’al$imi pribuznymi molekulami.

Predkladané nukleové kyseliny sii molekuly DNA alebo RNA vratane prislu§nych syntetickych variantov
obsahujticich fosfatové alebo analdgové napr. tiofosfatové viizby. UvaZované st sekvencie jednovlaknového
a dvojvldknového usporiadania ret'azcov.

Predkladany vynalez d’alej zahria nukleové kyseliny pouZitel'né ako molekulové préby alebo ako primery
pre polymerazovi retazovi reakcin (PCR), t. j. syntetické alebo prirodzené oligonukleotidy s nukleotidovou
sekvenciou zodpovedajicou Zasti sekvencii SEQ ID &. 1 (obr. 1 (A az E)), SEQID ¢. 3 (obr. 2 (A aB))a
SEQ ID &. 22 a 24 (obr. 20 (A az C)); alebo 5' a 3' okrajovym sekvenciam kédujicej DNA; alebo sekvenciam
intronov genémovej DNA. Predkladany vynalez uvazuje molekuly DNA s minimalnou dizkou 10 nukleoti-
dov, zodpovedajticou rovnako dlhym usekom zo sekvencii SEQ ID ¢. 1 (obr. 1 (A aZ E)), SEQID ¢. 3 (obr. 2
(A aB)) a SEQ ID ¢&. 22 (obr. 20 (A az C)), alebo z prislusnych komplementarnych sekvencii. Sekvencia ob-
sahuje najvyhodnejdie najmenej 20 nukleotidov. Podl'a uskutoénenia vynélezu, kde bol oligonukleotid pouzi-
ty ako proba, bol tento oligonukleotid detegovatel'ne znaceny, napr. radioizotopom (*’P) alebo enzymom.

Predkladany vynalez d'alej prinasa klonovaci vektor obsahujuci predkladané nukleové kyseliny kédujuice
OB polypeptid; a expresny vektor baktérii, hmyzu alebo cicavcov obsahujuci predkladané nukleové kyseliny
kédujiice OB polypeptid, v operativnej s expresnou kontrolnou sekvenciou. Predkladany vynalez sa teda tieZ
tyka hostitel'skych buniek, ako sui baktérie, kvasinky, bunky hmyzu alebo cicavcov, transfekovanych alebo
transformovanych prisluSnym expresnym vektorom a vyuZitie tychto systémov na vyrobu predkladanych
modulatorov telesnej hmotnosti.

Predkladany vynalez dalej zahfiia protilatky, ktoré viazu OB polypeptid. Tieto protilatky mozZno genero-
vat’ imunizaciou celym polypeptidom alebo antigénnym fragmentom. Je moZné pouZit’ ako inhibitory funkcie
polypeptidu (t. j. modulacie telesnej hmotnosti a obsahu tuku v tele). Protilatky moZno taktiez pouZit' pri sta-
noveni hladiny polypeptidu v obehu, t. j. v plazme alebo sére. Oblastne $pecifické protilatky, zv1ast’ mono-
klonalne protilatky, mozno vyuZit' ako proby $truktiry OB polypeptidu.

Vietky uvedené latky moZno ako modulatory telesnej hmotnosti a obsahu tuku v tele pouZit’ v mnohych
stvislostiach. Konkrétne, cely subor tu definovanych modulatorov telesnej hmotnosti vratane nukleovych ky-
selin a peptidov, ma diagnostické a terapeutické vyuZitie a vyuZitie v polnohospodarstve. Moduldciu telesnej
hmotnosti, sprostredkovanu podanim jedného alebo nickolkych predkladanych moduldtorov, mozno $peci-
ficky terapeuticky vyuzit v pripadoch neziaducej obezity alebo naopak kachexie.

Modulécia telesnej hmotnosti cicavcov spociva v regulacii expresie proteinu kédovaného nukleovou ky-
selinou zo skupiny sekvencii SEQ ID &. 1 (obr. 1 (A az E)), SEQ ID &. 3 (obr. 2 (A a B)) a ich degenerova-
nych a alelickych variantov. Zavedenie tychto sekvencii génovou terapiou do tukovych buniek pacienta alebo
hostitela vedie k regulacii ¢i zniZeniu obezity. Naopak podanie antagonistov nukleotidovych sekvencii, ako
st anti-sense molekuly, je indikované v pripadoch vyznamnych strat hmotnosti, napriklad pri liecbe mental-
nej anorexie, rakoviny alebo AIDS. Rovnako ako nukleové kyseliny st antagonistné pripravky zavadzané
priamo do tukovych buniek, kde vyvolavaju planované zmeny.

Proteiny so sekvenciami SEQ ID ¢. 1, SEQID ¢. 4, SEQID &. 5a SEQID &. 6 (obr. 1 (A aZE), 3,52 6),
ich konzervativne varianty, aktivne fragmenty a pribuzné malé molekuly, mozno teda priamo terapeuticky
vyuzit' pri zniZovani alebo regulacii nadmern¢ho mnozstva tuku alebo hmotnostného prirastku. Na druhej
strane mozZno k uvedenym proteinom pripravit protilatky a iné antagonistné pripravky a podavat’ ich v pripa-
doch, ked' je pozadovany opacny u¢inok. Predkladany vynélez je teda vyhodne zamerany na farmaceutické
pripravky obsahujuce predkladany OB polypeptid alebo naopak prislusny antagonist a farmaceuticky prija-
tefny nosi¢ alebo excipient.

Predkladany OB polypeptid moZno taktieZ podévat ako sti¢ast kozmetickych pripravkov, napr. na vylep-
$enie telesného vzhPadu zniZenim tukovych zasob. OB polypeptid mozZno uZivat’ samostatne alebo ako sucast’
kozmetického postupu, napr. kozmetického chirurgického zakroku.

Diagnostické pouzitie predkladanych nukleotidovych sekvencii a zodpovedajucich peptidov rozsiruje
vyznam nukleovych kyselin pri identifikdcii d'aldich mutécii ich alelickych variantov, lebo tak vznika sibor
aktivneho materidlu vyuZitePného na diagnostické a lieCebné ticely. Konkrétne mozno rozpoznat homozy-
gétne a heterozygdtne nukleotidické mutacie, presnejsie kvantifikovat' stav pacientov a urcit’ riziko rozvoja
obezity. V sti¢asnosti sa zd4, Ze heterozygétne mutacie si spojené s miernou aZ strednou obezitou a homozy-
gbtne mutacie st spojené s pokrocilou az vaznou obezitou. S vyuZitim siboru aktivneho materidlu moZno
uskuto&iiovat’ zodpovedajtice testovanie DNA a ulahéi’ dlhodobu prognézu uréitych tendencii tak, aby bolo
mozZné odvratit hroziaci rizikovy stav véasnym zavedenim zmien v stravovani a inych osobnych zvykoch,
alebo priamo zacatim terapie.
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Diagnostické vyuZitie predkladaného vynalezu zahfiia aj postupy stanovenia a kvantifikacie predklada-
nych modulatorov v bunkovych vzorkach alebo biologickych extraktoch (alebo vzorkach) odobranych od tes-
tovanych subjektov; a to tak hladiny nukleovych kyselin (genémova DNA alebo mRNA), ako aj proteinov.
Ak je zname, Ze zvySena aktivita nukleotidovych sekvencii a pritomnost’ prislusného proteinu odréza schop-
nost’ pacienta inhibovat’ obezitu, méze osetrujici lekar pri analyze prislu$nych vysledkov obéznej osoby sta-
novit, aky iny faktor nez disfunkcia vyvolana pritomnost'ou a aktivitou nukleotidovych sekvencii predklada-
ného vynalezu, mohol obezitu ovplyvnit. Na druhej strane zniZené hladiny nukleotidovych sekvencii a/alebo
expresnych proteinov naznacuju, Ze lie¢ba obezity vyZaduje ich zvysenie a Ze je nutné vypracovat prislusny
terapeuticky plan.

Stanovené nukleotidové sekvencie uvedené na obr. 1 (A az E) a 2 (A a B) predstavuji cDNA vyuZite'ni
na stanovenie zodpovedajicej mRNA. Podobne moZno pripravit’ rekombinantné proteiny zodpovedajice po-
lypeptidom na obr. 1 (A aZ E) a 3, prislusne ich oznacit’ a pouZit’ napr. na stanovenie tuku a/alebo OB protei-
nu v plazme radioimunoeseji alebo na detekciu a kvantifikaciu OB receptorov v tkanivach, napr. v hypotala-
me.

Predkladany vynélez sa zaobera nielen identifikaciou predkladanych nukleotidovych sekvencii a zodpo-
vedajiicich proteinov, ale tieZ objasnenim ich receptorov. Tato uloha vyZaduje pripravit' polypeptidy na obr.
1 (A az E), 3, 5 a/alebo 6 a vyuzit’ ich na prehl'adanie prisluinej expresnej kniznice a na izolaciu aktivnych
receptorov. Receptory mozno d’alej klonovat’ a vyuZit' samotné alebo spolu s ligandom na vyhl'adavanie ma-
lych molekul s predpokladanou modulatorovou aktivitou.

Predkladany vyndlez sa d’alej tyka farmaceutickych pripravkov obsahujicich predkladané modulatory,
vyhodne polypeptidy so sekvenciami SEQ ID &. 2, SEQ ID ¢. 4, SEQ ID & 5 a SEQ ID &. 6, ich protilatky,
zodpovedajice malé agonistné alebo antagonistné molekuly alebo aktivne fragmenty. Tieto farmaceutické
pripravky st formulované tak, aby vyhovovali réznym cestim administracie podla terapeutického zameru.
Pripravky d’alej obsahujii farmaceuticky prijatelné nosice alebo iné adjuvans a su pripravované v rozmani-
tych davkovych rozmedziach i¢innej zloZky tak, aby ich vo vetkych pripadoch mohol o3etrujici lekéar Pahko
predpisat’.

Hlavnym predmetom predkladaného vynalezu su modulatory telesnej hmotnosti, ako tu boli definované,
v dostatocne Cistej forme, majuce pozadované charakteristiky a aktivitu regulatorov adipozity a telesného ob-
sahu tukov cicavcov.

Dalgim predmetom predkladaného vynalezu st spdsoby detekcie a stanovenia modulatorov telesnej
hmotnosti na efektiviu diagnostiku a monitorovanie patologickych stavov stvisiacich so zmenami hladin
tychto modulatorov.

Dalgim predmetom predkladaného vynalezu je spdsob vyhPadania a z neho vychadzajici testovaci systém
na vyhladanie latok, ako su liecivé, ¢inidla, a pod., ktoré napodobiiuji alebo inhibuju aktivitu predkladanych
modulatorov cicavcov.

Daldim predmetom predkladaného vynalezu je sposob liedby cicaveov spoéivajiici v regulacii telesnej
hmotnosti a telesného obsahu tukov cicavcov a/alebo spdsob lie¢by niektorych patologickych stavov, pre kto-
1é je charakteristickeé abnormalne zniZenie alebo zvySenie telesnej hmotnosti.

Dal3im predmetom predkladaného vynalezu je priprava genetickych systémov na génovi terapiu a/alebo
prislusnych farmaceutickych pripravkov, ktoré obsahuju alebo vychidzaji z jedného alebo niekolkych mo-
dulatorov, ich vézobnych partnerov, ¢inidiel regulujicich ich produkciu alebo napodobiiujucich ¢i inhibuji-
cich ich aktivitu.

Dalie predmety predkladaného vynéilezu a jeho prinos budd odbornikom v odbore zrejmé z nasledujtice-
ho prehl'adu a vysvetlujucich obrazkov.

Prehl’ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 (A az E) uvadza nukleotidovi sekvenciu SEQ ID &. 1 a zodpovedajiicu aminokyselinovi sekven-
ciu SEQ ID ¢. 2 odvodené pre mySaciu OB ¢cDNA. Po prvych 39 bp od 5' konca nasleduje predpovedanych
167 aminokyselin otvorencho ¢itacieho ramca a priblizne 3,7 kB 3' nepredloZenej sekvencie. (V predchadza-
jucej patentovej prihlaske por. €. 08/347 563, predloZenej 30. 11. 1994 a por. ¢. 08/438 431, predloZenej 10.
5. 1995, bolo urcené, Ze dodatoéna 58 bp dlha 5'-nekddujuca sekvencia je artefaktom klonovania. Tento arte-
fakt nema Ziadny vztah ku kodujicej oblasti, ani k 39 bp 5'-nekodujicej oblasti génu). Je uvedené celé
mnoZstvo asi 2500 bp 3'-nepredloZenej sekvencie. Analyza predpovedanej aminokyselinovej sekvencie,
uskutoénena ruéne aj na pocitadi v programe SigSeg, naznacuje pritomnost’ signalnej sekvencie (pod¢iarknu-
t¢). Bola pozorovana mikroheterogenita cDNA; priblizne 70 % cDNA kyselin ma glutaminovy kodén v po-
lohe 49 a 30 % kyselin ho nema (pozri obr. 5 a 6, d’alej). Aminokyselina glutamin je pod&iarknuta, podobne
ako argininovy kodén, ktory je pri C57B1/6J OB/OB my$i (mysi 1J) mutovany.
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Obr. 2 (A a B) uvadza nukleotidovii sekvenciu SEQ ID ¢&. 3 odvodenu pre Tudskii OB ¢cDNA. Nukleotidy
st o&islované od 1 do 701, $tartovacie miesto je v polohe 46 aterminacné v polohe 550.

Obr. 3 uvadza celi vydedukovani aminokyselinovu sekvenciu SEQ ID &. 4 odvodenu pre Iudsky OB gén,
zodpovedajicu nukleotidovej sekvencii na obr. 2 (A a B). Aminokyseliny su oislované od 1 do 167. Signal-
na sekvencia $tiepneho miesta nasleduje za aminokyselinou 21 (Ala), takZe maturovany protein za¢ina ami-
nokyselinou 22 (Val) a konéi aminokyselinou 167 (Cys).

Obr. 4 uvadza porovnanie mySej (SEQ ID &. 2) a Pudskej (SEQ ID ¢&. 4) vydedukovanej aminokyselinovej
sekvencie. Vydedukovana aminokyselinova sekvencia l'udského OB proteinu je vysoko homolégova s my-
$im OB proteinom. Konzervativne zmeny si oznaéené poml¢kou, nekonzervativne zmeny hviezdi¢kou. Va-
riabilny glutaminovy kodén je pod¢iarknuty rovnako ako nonsense mutacia pri C57B1/6J OB/OB mysi (1)).
Na tirovni aminokyselin bola pozorovana 83 % identita, aj ked’ bolo najdenych len osem substitucii v oblasti
medzi valinom na koddne 22 (po smere, hned za signalnou sekvenciou) a cysteinom v polohe 117.

Obr. 5 uvadza celd aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID €. 5 odvodent pre mySi OB gén, ako je uvedeny
na obr. 3, s chybajucim glutaminom v polohe 49. Aminokyseliny su o¢islované od 1 do 166. Signalna sek-
vencia $tiepneho miesta nasleduje za aminokyselinou 21 (Ala) (teda, s deletovanim glutaminu 49), maturo-
vany protein za¢ina aminokyselinou 22 (Val) a kon¢i aminokyselinou 166 (Cys).

Obr. 6 uvadza celit vydedukovand aminokyselinovi sekvenciu (SEQ ID ¢. 6) odvodent pre l'udsky OB
gén a zodpovedajucu nukleotidovej sekvencii na obr. 4, s chybajuicim glutaminom v polohe 49. Aminokyse-
liny sa oéislované od 1 do 166. Signalna sekvencia Stiepneho miesta nasleduje za aminokyselinou 21 (Ala)
(teda s deletovanim glutaminu 49), maturovany protein za¢ina aminokyselinou 22 (Val) a kon¢i aminokyseli-
nou 167 (Cys).

Obr. 7 (A) Fyzickd mapa umiestnenia OB na my$acom chromozéme a klonovacie mapy YACa P1. ,Ma
N*“ zodpoveda restrikénym miestam Mull a NotL Cislovanie zodpoveda jednotlivym zvieratim, u ktorych bo-
la najdena rekombinantné oblast’ OB po 1606 meidzach. Oznacenie Met, Pax 4, D6Rck39, D6Rck13 a Cpa sa
vztahuji na vizbové miesta DNA préb v ramci oblasti OB. YAC boli izolované pomocou préb D6RcklI3 a
Pax 4, konce boli obnovené s vyuZitim vektora PCR a/alebo uvolnenim plazmidu a pouzité opdt pri izoldcii
d'aldich YAC. (B) Vysledna sada YAC. Jedna oblast’ YAC tejto sady, Y902A0925, bola chimérna. Préby po-
uZité pri analyze genotypu rekombinantnych zvierat si uvedené v zatvorkach. (6) je YAC 107, (5) je M16(+)
alebo M16(pLUS); (4) je adu(+); (3) je aad(pICL) ; (2) je 53(pICL); a (1) je 53(+). (C) P1 sada klonov bakte-
riofagu P1 izolovand pomocou vybratych YAC koncovych préb. Gén OB bol izolovany v P1 klone s vyuZi-
tim vzdialeného konca YAC YB6S2F12 (koniec (4)) (alternativne oznageny ako adu(+)).

Obr. 8 ukazuje fotografiu 192 nezavislych izolatov po odfarbeni etidium bromidom zo Stvrtého experi-
mentu zameraného na vyhladanie exonov po amplifikacii PCR a ich charakterizacii.

Obr. 9 ukazuje fotografiu PCR-amplifikovanych klonov s predpokladanym OB po odfarbeni etidium
bromidom. Kazdy zo 7 klonov, ktory neobsahuje artefakt, bol opakovane PCR-amplifikovany a rozdeleny
elektroforézou na 1 % agarézovom géli v TBE a odfarbeny etidium bromidom. Marker velkosti (Tava neocis-
lovana draha) je komerény ,,1 kB ladder®. Draha 1 -- klon 1D12 obsahujici ,,HIV sekvenciu®. Draha 2 --
klon 1F1, novy klon z oblasti mimo OB. Dréha 3 --klon 1H3. Draha 4 -- klon 2B2, identicky s 1F1. Draha 5 -
- klon 2G7, obsahujici OB ex6n. Draha 6 -- klon 2G11, identicky s 1F1. Draha 7 -- klon 2H1 neobsahujuci
inzert.

Obr. 10 uvadza sekvenciu klonu 2G7 (SEQ ID ¢. 7), ktora obsahuje exon kédujuci Cast” génu OB. Primar-
na sekvencia pouZitd na amplifikdciu tohto exdnu je oznacend raméekom SEQID ¢. 8 a 9.

Obr. 11. (A) Reverzna transkripéna PCR-analyza mRNA z réznych tkaniv jednej mysi s vyuzitim priméru
2G7 a priméru aktinového. Reakcie RT-PCR boli uskutociiované na 100 ng celkovej RNA reverzne prepisa-
nej do prvého retazca cDNA, pri syntéze bol ako primér pouzity oligo-dT. PCR amplifikacia bola uskutoc-
fiovana v 35 cykloch, v nasledujucich podmienkach: denaturacia 94 °C, 1 min.; hybridizacia 55 °C, 1 min.; a
extenzia 72 °C, 2 min. a 1 min. druhej autoextenzie v kazdom cykle. Produkty RT-PCR boli analyzované
elektroforézou v 2 % agardzovom géli pri nizkej teplote topenia v 1 x TBE pufti. (B) Northernové blotovanie
mRNA z réznych orgénov mysi s PCR znaenou probou 2G7. 10 pg celkovej RNA z kaZzdého jednotlivého
tkaniva bolo rozdelené elektroforézou na agarézovom géli s formaldehydom. Proba bola hybridizovana pri
65 °C v Rapid Hybe (Amersham). Autoradiografické signaly boli zrejmé po 1 h expozicie; uvedeny vysledok
je po 24 h expozicii.

Obr. 12. (A) Elektroforeticky zaznam odfarbeny ctidium bromidom z RT-PCR reakcie uskutoCnenej na
RNA z tukovych buniek (biele adipézne tkanivo) jednotlivych mySich kmefiov. Totdlna RNA (100 ng) z
kazdej vzorky bola reverzne prepisana s vyuZitim oligo-dT s reverznej transkriptizy a vysledna jednovlakno-
va cDNA bola amplifikovani PCR s 2G7 primérmi (niZ§ie pasy) alebo s aktinovymi primérmi (vysSie pasy).
Obidva typy primérov, 2G7 aj aktin, boli v PCR reakcii pouZité sucasne. Produkty boli analyzované na 1 %
agarézovom géli v TBE. (B) Northernové analyza zodpovedajiica bodu (A). RNA (10 pg) z tukovych buniek
(biele adipdzne tkanivo) jednotlivych mysich kmefiov bola rozdelena elektroforézou a analyzovana pomocou
PCR znagenych préb 2G7 ako na obr. 11B. Priblizne 20-nasobny vzrast hladiny 2G7 mRNA bol zrejmy u
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RNA z bieleho tukového tkaniva my$i C57B1/6J OB/OB (1J) oproti chudym zvieratim z rovnakého vrhu.
Ani v jednom z experimentov, RT-PCR alebo northernovom, sa neobjavil detegovatel'ny signal pre 2G7 v
RNA z my$i SM/Cke-+"*0b%/0b”, dokonca ani po dvojtyzdiiovej expozicii. Uvedeny vysledok je po 24 h
expozicii. Rovnaky filter bol hybridizovany s aktivnoou prébou (dolna ¢ast’ obrazku).

Obr. 13 ukazuje northernovi analyzu dodatoénych zvierat 2J a kontrol, potvrdzujicu nepritomnost’ OB

mRNA u zvierat 2J. Northernova analyza bola uskuto¢nena podl'a opisu obr. 11 a 12. Ako kontrola bola pou-
Zitd RNA ap2, transkript z tukového tkaniva. R6zna intenzita pasov ap2 nie je vyznamna.
Obr. 14 porovnava DNA sckvenciu C57B1/6J (normalnych) a C57B1/6J OB/OB (1J) mysi v oblasti bodovej
mutacie, ktord vedie ku vzniku prematurovaného stop kodonu (nonsence mutacia) v cDNA mutantného kme-
fia. U my$i OB/OB doslo k mutacii C->T a teda k zmene argininu v polohe 105. Zmena bazy bola potvrdena
automatickym sekvenatorom DNA. Na RNA z bieleho tukového tkaniva obidvoch druhov mysi (+/+ a
OB/0B) bola uskuto¢nena RT-PCR s primarmi z 5' a 3' nepreloZenych oblasti. Produkty RT-PCR boli purifi-
kované na geli a sekvenované ru¢ne aj na automatickom sekvenatore Applied Biosystems, Inc. 373A s pri-
marmi pozdiZ obidvoch vlakien kodujicej sekvencie.

Obr. 15. (A) Southernovo blotovanie genémovej DNA z jednotlivych mysich kmefiov. PribliZne 5 pg
DNA (DNA izolovana z pecene, ladvin alebo sleziny) bolo $tiepenych redtrikénym enzymom. Potom bola
DNA rozdelena elektroforézou na 1 % agarézovom géli v TBE a analyzovand PCR znadenou prébou 2G7.
Restrikéné Stiepenie Bg/II odhalilo vzrast fragmentu Bg/II s velkost'ou priblizne 9 kB (najviési) v DNA po-
chadzajiicej z SM/Ckc-+"*0b™/0b™ (21). Pri Ziadnom d’alSom restrikénom enzyme neboli RFLP detegova-
telné. Predbezné restrikéné mapovanie genémovej DNA naznacilo, Ze polymorfné miesto Bg-/II je 7 kB proti
smeru od $tartovacieho miesta. Ziadny z ostatnych testovanych enzymov nezasiahol oblast’ za Startovacim
miestom mRNA. (B) Segregacia Bg/II polymorfizmu u kmetta SM/Cke-+"* 0b*/0b™. U siestich obéznych a
piatich chudych potomkov jednej generacie koizogénnej kolonie SM/Ckc-+"* 0b*/0b” bol analyzovany ge-
notyp vypocitanim skére Bg/Il polymorfizmu podla bodu (A). Vietky fenotypovo obézne zvieratd boli ho-
mozygdtne na vicsine alel po gqnorfneho BglII fragmentu. V kontrolnej drahe bola pouZitd DNA izolovani z
nepribuznych my$i SM/Cke-+* 06*0b* pestovanych oddelene od kolénic SM/Cke-+2% 0b*/0b%.

Obr. 16 ukazuje Southernovo blotovanie EcoRI digestu gendmovej DNA izolovanej z uvedenych druhov,
s vyuzitim OB cDNA ako préby (t. j. zoo blot). Hybridizaéné signaly boli detegovatel'né vo vzorkach od
v8etkych stavovcov, uZ pri miernych hybridizatnych podmienkach. Magacia DNA bola v tomto experimente
mierne degradovana. Rozstiepena DNA bola rozdelena elektroforézou na 1 % agarézovom géli v TBE a pre-
nesena na membranu na dal§iu analyzu prébou. Filter bol hybridizovany pri 65 °C a premyty 2 x SSC/0,2 %
SDS pri 65 °C, 2 x 20 min. a exponovany 3 dni s filmom Kodak (Rochester, N. Y.) X-OMAT.

Obr. 17 ukazuje expresni klonovaciu oblast’ vektora pET-15b (Novagen) (SEQ ID &. 11 a 12).

Obr. 18 ukazuje vysledky analyzy eluatu z Ni-chelata¢nej kolony plnenej Zivicou s afinitou k histidinu,
pre rekombinantny maturovany mysaci OB fuzny s His-tag (A) a pre maturovany Fudsky OB fiizny s His-tag
(B). Baktéric boli transformované vektormi pETM9 alebo pETH14. Po indukcii | mmol IPTG za optimal-
nych podmienok, produkovah baktérie 100 aZ 300 Mg/ml OB fizneho proteinu vmutrobunkovo. Bunky boli
rozpustené v 6 mol.I" guanidin hydrochloridu alebo mo&ovine a fuzny protein (pritomny v supernatante po
lyze) bol naneseny na stipec (Ni) plneny Zivicou s afinitou k hlst1d1nu v10ml 1 x vizbovom pufrl s mocovi-
nou (10 ml). Stipec bol postupne eluovany 5 ml alikvéty 20 umol.l”, 60 pmol.l” a 300 pmoll" imidazolu a
nakonicc vymyvacim pufrom. Alikvéty boli analyzované na prltomnost’ OB fuzneho polypeptidu na 15 %
akrylamidovom géli. Do kaZdej drahy bol naneseny ekvivalent 100 pl bakterialneho extraktu.

Obr. 19. (A) In vitro translacia OB RNA. LCudska OB cDNA bola subklonovana do vektora pGEM. Plaz-
mid bol linearizovany a syntetizovany plus retazec RNA s vyuZitim Sp6 polymerazy. RNA syntetizovand in
vitro bola preloZena v pritomnosti alebo v nepritomnosti psich pankreatickych mikrozomalnych membran. Po
transldcii in vitro bol pozorovany priméarny translaény produkt priblizne 18 kD. Pridanie mikrozomalnych
membrén do reakcie ku vzniku druhého translaéného produktu mensieho asi o 2 kD. Velkost' translaéného
produktu RNA z interleukinu-1c;, ktory neobsahuje zakédovanu signalnu sekvenciu, zostala po pridani mik-
rozomalnych membran nezmenend. Z uvedenych dat vyplyva pritomnost’ funké&nej signalnej sekvencie. (B)
In vitro translacia v pritomnosti alebo nepritomnosti proteinézy-K. Stiepenie proteazou viedlo k tiplnej prote-
olyze primarneho translaéného produktu 18 kD, zatial'¢o produkt 16 kD zostal nezmeneny. Permeabilizacia
mikrozémov u¢inkom 0,1 % TRITON-X100 spésobilo citlivost’ produktu 16 kD na proteolyzu. Vysledky na-
znaduju, Ze produkt bol translokovany do lumenu mikrozému.

Obr. 20. (A az E): Sekvencia I'udského OB génu SEQ ID &. 22 a 24. (F): Schematicky diagram my3acicho
OB génu. (G): Schematicky diagram l'udského OB génu. V obidvoch diagramoch (F) a (G) st pod¢iarknuté
Startovacie a stop kodény. Homoldgia prvého intrénu 'udského OB génu s prvym intrénom mysacieho OB
génu nebola potvrdena, ale nie je vylucena.

Obr. 21 uvadza schematicku kresbu stratégie klonovania rekombinantnej expresie OB v kvasinkach Pi-
chia. (A) Expresny vektor OB obsahujuci signalnu sekvenciu o-parovacieho faktoru. (B) schematicki kresba
Struktiry rekombinantného fizneho proteinu zahffiajica aminokyselinovia sekvenciu SEQ ID &. 26 s oznade-
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nim miest Xhol a predpokladanych Stiepnych miest KEX-2 a STE-13, a N-koncovy presah vzniknuty po Stie-
peni KEX-2 (SEQ ID ¢&. 27). (C) Alternativna stratégia produkcie maturovaného OB zahffiajuca pripravu
aminokyselinovej sekvencie zodpovedajicej §tiepnym miestam Xhol a KEX-2, umiestnenym po smere hned’
za maturovanou sekvenciou OB polypeptidu (SEQ ID ¢. 28).

Obr. 22. Alternativna expresna stratégia v Pichia. (A) expresny vektor fizneho OB s His-tag prijaty z ex-
presného systému pET, riadeny signélnou sekvenciou a-parovacieho faktoru (SEQ ID &. 33). Schematicka
kresba §truktiry rekombinantného fizneho proteinu OB s His-tag, so signdlnou sekvenciou a-parovacieho
faktora, predpokladanymi §tiepnymi miestami KEX-2 a STE-13, miestom His-tag a trombinovym 3tiepnym
miestom, teda proteinu OB s presahom troch N-koncovych aminokyselin.

Obr. 23. PAGE analyza expresie mySacieho OB (obidvoch mikroheterogénnych foriem, t. j. s aj bez Gln
v polohe 49) v transformovanych kvasinkach Pichia. Ocakavany pas okolo 16 kD je zrejmy v kultiva¢nom
médiu transformovanych kvasiniek (druha a tretia dréha), v kultivaénom médiu netransformovanych kvasi-
niek (prva draha) zrejmy nie je. (B) PAGE analyza Ciastocne purifikovaného rekombinantného OB polypep-
tidu po Siastoénej purifikacii na karboxymetylceluloze (slaby katex). Pruh okolo 16 kD je dobre viditelny v
tretej a §tvrtej frakcii z koldny, ktoré boli eluované 250 mmol.I"" NaCl. Dréha 1 -- nanesena vzorka; draha 2 -
- premyvanie; dréhy 3-5 -- frakcie eluované 250 mmol.I"' NaCl.

Obr. 24 ukazuje cirkulaciu OB proteinu v my3ej plazme. (A) Imunoprecipiticia z mySej krvi. 0,5 ml my-
$ej plazmy bolo predéistenych s nekonjugovanou sefarézou a inkubovanych cez noc s imunopurifikovanymi
anti-OB protilatkami naviazanymi na sefaréze 4B. Imunoprecipitat bol oddeleny na 15 % SDS-PAGE géli,
bol preneseny a bolo uskutoénené westernové blotovanie s anti-OB protilatkami. Protein s molekulovou
hmotnost'ou okolo 16 kD migroval do rovnakej vzdialenosti ako maturovany my3i OB protein exprimovany
v kvasinkach. V plazme my$i C57B1/6J OB/OB protein pritomny nebol, ale proti divokym my$iam vzrastol
desatnasobne v plazme mysi C57B1/KS DB/DB. U mysi DB sa predpoklada nadprodukcia OB proteinu do-
prevadzajica rezistenciu proti jeho u¢inkom. (B) ZvySené hladiny OB u obéznych krys. Obezita u krys je vy-
sledkom recesivnej mutacie na krysom chromozome 5. Podl'a genetickych idajov moZno predpokladat’ de-
fekt na rovnakom mutovanom géne ako u DB mysi. Bola uskutoénena imunoprecipitacia a westernové bloto-
vanie plazmy z obéznych a chudych krys z rovnakého vrhu. U mutantnych zvierat bol zisteny dvadsat'nésob-
ny vzrast hladiny OB. (C) Kvantitativne stanovenie OB proteinu v mySej plazme. Zvy3Sujice sa davky re-
kombinantného mySacieho proteinu boli pridavané k 100 lambda plazmy z OB mys3i a bola uskutocnena imu-
noprecipitacia. Intenzita signalov na westernovych blotoch bola porovnana s intenzitou analogickych signa-
lov ziskanych pre 100 lambda plazmy z divokych mysi. Pri zvySujucich sa ddvkach rekombinantného protei-
nu bol pozorovany linearny rast aktivity intenzity signalov, o dokazuje, Ze nadbytok protilatok viedol k
imunoprecipitécii. Podobné signaly boli zrejmé aj vo vzorkach plazmy u divokych my3i a podl'a vzorky s ob-
sahom 2 ng rekombinantného proteinu bolo stanovené, Ze hladina cirkulujiceho proteinu v plazme u mysi je
priblizne 20 ng/ml. (D) OB protein v extraktoch z adipézneho tkaniva. Boli pripravené cytoplazmatické ex-
trakty z mysacieho adipézneho tkaniva DB a divokych mysi. Vysledky westernového blotovania ukazali
vzrast hladiny proteinu 16 kD v extraktoch pripravenych z DB mysi.

Obr. 25 ukazuje kolisavé cirkulaéné hladiny OB proteinu v 'ndskej plazme. (A) Westernové blotovanie
Pudskej plazmy. Od §iestich chudych dobrovolnikov boli odohrané vzorky plazmy. Imunoprecipitacia a wes-
ternové blotovanie ukazali pritomnost’ imunoreaktivneho proteinu 16 kD, ktory mal rovnaka velkost ako re-
kombinantny ludsky protein 146 aminokyselin, exprimovany v kvasinkach. V kazdej zo Siestich vzoriek boli
pozorované kolisavé hladiny proteinu. (B) ELISA (Enzyme Linked Immunoassay) T'udského OB. Mikrotit-
ratné platne boli potiahnuté imunopurifikovanymi 'udskymi anti-OB protilatkami. Zname mnoZstva rekom-
binantného proteinu boli nana$ané na platne a boli detegované s vyuZitim imunopurifikovanych biotinylova-
nych anti-OB protilatok. Hodnota absorbancie pri 414 nm bola vynesena proti zndmym koncentraciam OB a
bola stanovena $tandardna krivka. Z vyslednej Standardnej krivky vyplyva citlivost testu od 1 ng/ml I'udské-
ho OB proteinu. (C) Kvantitativne stanovenie OB proteinu v Tudskej plazme. ELISA imunoesej bola usku-
tonend na 100 lambda plazmy od $iestich chudych dobrovolnikov a na Standardnej vzorke z oddielu (B).
Boli pozorované hladiny OB proteinu v rozmedzi 2 ng/ml pre HP1 az 15 ng/ml pre HP6. Tieto udaje si v ko-
relacii s vysledkami westernového blotovania v oddiele (A).

Obr. 26 ukazuje, Ze OB protein obsahuje inter- alebo intramolekularne disulfidick€ mostiky. (A) Wester-
nové blotovanie v redukujucich a neredukujucich podmienkach. Westernové blotovanie bolo opakovane
uskutoéiiované na mysiach a Pudskej plazme s pridanim a bez pridania redukujucich ¢inidiel k rovnakym
vzorkam, Ked bol v pufri vynechany -merkaptoetanol, imunoprecipitity z DB plazmy migrovali spolu s
molekulovymi hmotnostami 16 kD a 32 kD. Pridanie S-merkaptoetanolu do pufra viedlo k zmiznutiu hmot-
nosti 32 kD (pozri obr. 24). Rovnaky vysledok bol ziskany aj pre mysi protein exprimovany v kvasinkach Pi-
chia pastoris. V prvom pripade migroval mysi OB protein ako dimér. V redukujicich podmienkach migroval
purifikovany rekombinantny mysi protein ako molekulovd hmotnost’ 16 kD, ¢o znamena, Ze na molekulovii
formu 32 kD spdsobi jeden alebo dva disulfidické mostiky. Ludsky protein exprimovany in vivo a v Pichia
pastoris migroval s molekulovou hmotnostou 16 kD v redukujuicich a v neredukujicich podmienkach (tidaje
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nie si uvedené). (B) Ludsky protein exprimovany v kvasinkach obsahuje intramolekularny disulfidicky mos-
tik. Proteiny exprimované v expresnom systéme s Pichia pastoris zvy¢ajne zachovavaji spravnu konforma-
ciu. 146. aminokyselinovy maturovany I'udsky protein bol exprimovany v Pichia pastoris a bol dvojstuptiovo
purifikovany z kvasinkového média postupom IMAC a gélovou filtriciou. Purifikované proteiny boli analy-
zované hmotnostnou spektroskopiou pred bréomkyanovom §tiepeni a po bromkyanovom Stiepeni. Bromkyan
Stiepi v mieste karboxylového konca metioninu. Molekulova hmotnost’ rekombinantného kvasinkového bola
16,024 + 3 Da (vypocitana molekulova hmotnost 16,024 Da). Bromkyan $tiepi sekvenciu proteinu za tromi
metioninmi v polohach 75, 89 a 157. Bromkyanovy fragment so stanovenou molekulovou hmotnostou
8435,6 Da zodpoveda aminokyselinam 90 - 157 a 158 - 167 spojenym disulfidickym mostikom medzi cys-
117 a cys-167 (vypocitana molekulovd hmotnost 8434,5 Da). N. D. = nedetegované.

Obr. 27 ukazuje pripravu bioaktivneho rekombinantného proteinu. Nukleotidova sekvencia zodpovedaji-
ca 145 aminokyselindm maturovaného mysaciecho OB proteinu bola klonovana do expresného vektora pET
15b. Vektor pET obsahuje polyhistidinovi oblast’ (His-tag) v protismere od klonovanej sekvencie, o umoz-
tiuje UCinni purifikaciu s vyuZitim IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatografy). Rekombinantny pro-
tein bol po bakterialnej Iyze obsiahnuty najprv v nerozpustnej membranovej frakcii. Membranova frakcia bo-
la rozpustena guanidinium hydrochloridom a bola nanesend na stipec IMAC. Protein bol postupne eluovany
rastucou koncentriciou imidazolu. Eluovany protein bol v d’alSom kroku priestorovo preusporiadany a pdso-
benim trombinu bola odstiepena oblast’ His-tag, ako je uvedené d'alej. Koneény vytazok rozpustného protei-
nu bol 45 ng/ml bakterialnej kultiry.

Obr. 28 ukazuje biologické iginky OB proteinu. Casovy priebeh prijmu potravy (grafy A a2 C) a telesnej
hmotnosti (grafy D az F). Skupiny po desiatich zvieratdch dostavali denne intraperitonedlne injekcie OB pro-
teinu v davke 5 mg/kg/defi (pIné Stvorceky), alebo injekcie PBS (plné krizky) alebo ni¢ (plné trojuholniky).
Pokusné skupiny zahrtiali mysi C57B1/6] OB/OB (grafy A a D), my3i C57B1/KS DB/DB (grafy Ba E) a my-
$1 CBA/J +/+ (grafy C a F). Prijem potravy u mysi bol denne monitorovany a telesna hmotnost’ bola zazna-
mendvand v troch az §tvordennych intervaloch. (Stupnica telesnej hmotnosti v gramoch je odligna pre divoké
mysi vs. mySi OB a DB.) Prijem potravy u OB my3i, ktoré dostavali protein, sa po prvej injekcii zniZil a po
Styroch diloch sa stabilizoval na 40 % urovni proti skupine, ktora dostavala placebo (p<.001). Telesna hmot-
nost’ tychto zvierat sa zniZovala priemerne o 1,3 g/defi a po troch tyZdfioch sa stabilizovala na 60 % podia-
to¢nej hmotnosti (p<.0001). U DB mysi nebol pozorovany Ziadny u¢inok proteinu. Maly, ale zaznamenatel'ny
ucinok bol pozorovany u mysi CBA/J v dvoch rannych ¢asovych bodoch (p<.02). Standardna chyba kazdého
stanovenia je oznaCena uiseCkou a $tatistickd vyznamnost’ vysledkov je uvedena v tabulke 1.

Obr. 29 ukazuje vysledky parového kfmenia OB mysi. (A) Skupina Styroch my$i C57B1/6) OB/OB bola
kfmena rovnakym mnoZstvom potravy, aké spotrebovala skupina OB my3i lieSena rekombinantnym protei-
nom. Hmotnostny ibytok obidvoch skupin bol stanovovany po piatich, dsmich a dvanastich diioch, Mysi s
obmedzenym prisunom potravy stracali menej hmotnosti (§rafované stipce) nez mysi liedené proteinom (plné
stipce) (p<.02). Z vysledkov vyplyva, Ze vplyv OB proteinu na zniZenie hmotnosti je sithrnom vplyvov na
prijem potravy a vydaj energie. (B) Fotografie lieCenej OB my$i. Na obrazku si dve C57B1/6J OB/OB mysi.
Mys na Tavej strane dostavala PBS a vaZila 65 g, ¢o bola jej po¢iatofnd hmotnost. My3 napravo dostavala
denne injekcie rekombinatného OB proteinu. Jej pociatodna hmotnost bola tieZ 65 g a po trojtyZdiiovej lieSbe
proteinom hmotnost’ klesla na 38 g. Peceii liecenej a neliecenej OB mysi. Na obrazku je pedeii lieGenej a ne-
lieCenej C57B1/6] OB/OB mysi. Pedeti z mysi, ktora dostdvala PBS, je velka a tuné a vazi 5,04 g. Peéeii z
mySsi, ktora dostavala rekombinantny OB protein, ma normalny vzhlad a vazi 2,23 g.

Obr. 30 ukazuje in situ hybridizaciu OB k adipéznemu tkanivu. OB RNA (vlikno sense a anti-sense) bola
oznadend in vitro s vyuZitim Sp6 a T7 polymerazy a digoxigeninu. Znatené vlakna RNA boli prihybridizo-
vané k rezom adip6zneho tkaniva z epididymalnych tukovych zasob zaliatych do parafinu, pochadzajuicich z
osemtyZdiiovych C57B1/Ks mysi (oznadené divoky typ) a C57B1/KS DB/DB mysi (oznadené DB). Na ob-
razku su vidiet' tukové kvapky ako nesfarbené vakuoly vnitri buniek. Cytoplazma je tenky lem na okraji bu-
niek a je neodliSitelna od bunkovej membrany. Hybridizacia v celom poli adipocytov bola detegovani na
tkanivovych rezoch z divokych my3i len s pouZitim antisense préby a znagne zvySené hladiny boli pozorova-
né na tkanivovych rezoch DB/DB zvierat.

Obr. 31 ukazuje expresiu OB RNA v adipocytoch in vivo a in vitro. Totalna RNA (10 ng) z niekolkych
roznych zdrojov bola rozdelena elektroforézou, bola blotovana a hybridizovana s OB sondou. Najprv bol na
purifikiciu adipocytov vyuZity rozdiel vo vznosnosti buniek po $tiepeni kolagenazou. OB RNA sa vyskyto-
vala len vo frakcii adipocytov. OB RNA nebola exprimovana v nediferencovanych preadipocytarnych bun-
kach 3T3-442, draha U. Diferencované adipocyty tychto bunkovych linii exprimovali zretelne detegovatelné
hladiny OB mRNA (draha D).

Obr. 32 ukazuje, Ze k expresii OB RNA dochadza vo vietkych adipéznych tkanivovych depotoch. Vietky
testované adipozne tkanivové depoty exprimovali OB RNA. Ingvinalne tukové zdsoby exprimovali trochu
nizsie hladiny RNA, ale v réznych pokusoch boli pozorované premenlivé hladiny signlov. (Obr. 31 A) dra-
hy (1) epididymalna, (2) ingvinlna, (3) abdominélna a (4) parametridlna tukovej zasoby. Hnedy tuk taktie?
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exprimoval nizke hladiny OB RNA. (Obr. 31 B) Hladiny expresie OB RNA v hnedom tuku zostali nezmene-
né u zvierat Zijucich pri 4 °C pocas 1 tyzdiia, zatial’o vzrastol pitnasobne nadbytok Specifickej UCP RNA
indukovanej chladom.

Obr. 33 ukazuje expresiu OB RNA u mysi DB/DB a u mysi po aplikacii aurotioglukézy. Totalna RNA z
parametrialnych tukovych zasob z mysi po aplikdcii aurotioglukézy (GTG) a z mySi DB/DB bola elektrofore-
ticky rozdelena a bolo uskutoénené northernové blotovanie. Je zname, Ze podanie jednej davky GTG vyvola
obezitu indukovanim $pecifickej hypotalamickej lézie. (A) CBA mysim samiciam, starych jeden mesiac, bo-
lo aplikované GTG (0,222 mg/g), &o viedlo k vyslednému zvySeniu hmotnosti o >20 g oproti kontrolnej sku-
pine (<5 g). (B) Podla hybridizacie OB préby na RNA z DB/DB a GTG mysi bol zisteny dvadsatnasobny
vzrast OB RNA oproti kontrolnej RNA (aktin alebo GAPDH).

Obr. 34 ukazuje analyzu ludskej RNA northernovym blotovanim. Northernové bloty obsahujiice 10 mg
totdlnej RNA z Pudskych adipéznych tkaniv (FAT, obr. A) a 2 mg poly A + RNA z inych l'udskych tkaniv
(graf B) boli hybridizované s Tudskou OB sondou alebo s 'udskou 8-aktinovou sondou. Intenzivne signaly v
oblasti 4,5 kb boli zrejmé u totalnej RNA z adipdézneho tkaniva. Hybridizacia s poly A + RNA odhalila dete-
govatelné signaly srdca (HE) a placenty (PL), zatial¢o OB RNA nebola detegovana v mozgu (BR), plicach
(LU), peceni (LI), kostrovom svalstve (SM), T'advinach (KI) a slinivke (PA). Vo vSetkych pokusoch je po-
znamenana dizka autorddiografickej expozicie. Pévod nizkomolekularnych pasov placentalnej RNA (napr.
alternativny splicing, degradacia RNA) nie je znamy.

Obr. 35 predstavuje sadu YAC obsahujicich 'udsky OB gén a 8 mikrosatelitnych markerov. Geneticka
mapa oblasti chromozému 7 s l'udskym OB génom obsahuje oblasti STS vychadzajice z YAC a bola vyde-
dukovana pomocou SEGMAP/verzia 3.29 [Green et. al., PCR Methods Applic, 1: 77 - 90 (1991)]. 19 jedi-
neéne usporiadanych oblasti STS (pozri tabul’ka 3) je uvedenych v hornej casti. 8 STS 3pecifickych na mik-
rosatelity je oznagenych hviezdi¢kami (pozri tabul’ka 4). Taktiez si oznacené STS zodpovedajuice Pax4 a OB
génu, rovnako ako predpovedané relativne polohy centroméru (CEN) a 7q teloméru (TEL). VSetkych 43 klo-
nov YAC je znazornenych horizontdlnou &iarou s menom vl'avo a odhadom velkosti v zatvorke (v kb, podla
pulznej gélovej elektroforézy). Pritomnost STS v YAC je naznacena plnymi krizkami v prisluSnych polo-
hach. Pokial' STS zodpoveda inzertovanému koncu YAC, je okolo zodpovedajiceho krazku zakresleny $tvo-
rec, tak v hornej Casti v blizkosti nazvov STS, ako aj na konci YAC, z ktorého bolo STS odvodené. Pri §
YAC v spodnej asti (pod horizontalnou prerufovanou ¢iarou) nebola predpokladana pritomnost’ 1 alebo nie-
kolkych STS (vychadzajica zo stanoveného poradia) potvrdena (podFa zodpovedajicich STS-$pecifickych
PCR testov s jednotlivymi YAC, uskuto¢nenych dvakrat) a polohy tychto STS st oznaCené prazdnymi kruz-
kami. Vi¢sina YAC bola izolovana z kniznice odvodenej z hybridnych buniek pochadzajicich z I'udi a
$kre¢kov [Green et. al., Genomics, 25: 170 - 183 (1995)], pdvodné nazvy st zachované. Ostatné YAC boli
izolované z totélnych Pudskych genémovych kniZnic a ich pévod je uvedeny v tabulke 3. Tri YAC, ktorych
nazvy si vyznadené raméekom (yWSS691, yWSS999, y¥SS52935), boli vyhl'adané FISH analyzou a mapo-
vané do oblasti 7g31.1. Sada nie je uvedena v ,,pomernych* velkostiach, z vel’kosti YAC nie je mozné od-
hadnut’ presahy klonov alebo STS spacing, vietky STS st preto umiestnené ekvidistantne. V ,,pomernej*
forme mozno z velkosti YAC odhadnut relativne vzdialenosti oddel'ujiice kazdy par susednych STS, rovna-
ko ako rozsah presahov klonov, totalna sada YAC ma potom rozpitie cez 2 Mb.

Podrobny opis

Predkladany vynilez sa tyka objasnenia a objavu proteinu oznadovaného ako OB polypeptid alebo leptin,
nukleovych kyselin kodujucich tento protein a ich degenerovanych variantov, napr. ktoré obsahuju optiméalne
kodény pre expresiu v uréitom expresnom systéme. Predkladané proteiny sa zii¢astiuji reguldcie telesnej
hmotnosti cicavcov. Predkladané nukleové kyseliny predstavuju kédujuce sekvencie zodpovedajice mysa-
ciemu a Pudskému OB polypeptidu, ktory ma kli¢ovu ilohu v reguldcii telesnej hmotnosti a adipozity. Pred-
kladané tidaje naznadujy, Ze polypeptidicky produkt predkladanych nukleovych kyselin je vylu¢ovany bun-
kami, ktoré ho exprimuji a Ze tento polypeptid posobi ako hormén. Dalsi experimentélne tdaje dokazujd, Ze
OB polypeptid je velmi u&inny pri lieSbe obezity mysich nositefov mutovaného OB génu. Vysoka dévka
alebo mierne kontinualne davky OB polypeptidu vedd k zniZeniu telesnej hmotnosti aj u normalnych mysi
(divokého typu).

Predkladané priklady dokazujii, ¢ OB polypeptid, alternativne oznatovany ako ,leptin®, sa vyskytuje v
obehu v my3ej, krysej a Pudskej plazme. Leptin sa nevyskytuje v plazme OB/OB my$i, je pritomny v desat™-
néasobnej koncentracii v plazme DB/DB a v dvadsatnasobnej koncentracii v plazme FA/FA krys. Najpodstat-
nejiie je, Ze denné injekcie rekombinantného leptinu podstatne znizuju telesni hmotnost’ OB/OB mysi, vyz-
namne ovplyviiuji telesni hmotnost’ divokych my3i, ale nemajii Ziadny G¢inok na DB/DB mysi.

OB polypeptid pochadzajuci z jedného druhu je biologicky aktivny aj v inom druhu. Konkrétne Tudsky
OB polypeptid aplikovany myS$iam, ma aktivitu.

Predkladany vynalez je primarme zamerany na identifikiciu latok, ktoré posobia ako modulatory telesnej
hmotnosti cicavcov. Predkladany vynalez sa konkrétne tyka izolacie, purifikacie a sekvenovania nukleovych
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kyselin zodpovedajucich I'udskému aj my$aciemu OB génu alebo jeho kodujucej sekvencii a izolacie, purifi-
kacie a sekvenovania zodpovedajicich exprimovanych polypeptidov. Vynélez prinaSa objav nukleovych ky-
selin s nukleotidovymi sekvenciami SEQ ID ¢. 1 (obr. 1 (A az E)) a SEQ ID ¢&. 3 (obr. 2 (A a B)) a ich dege-
nerovanych variant, alel a fragmentov, ktoré maju aktivitu moduldtorov telesnej hmotnosti a adipozity. Suvis-
lost’ predkladanych kyselin s OB génom je podstatou ich vyznamného vplyvu na obezitu a iné choroby a po-
ruchy, ktoré su sprevadzané abnormalnou telesnou hmotnost'ou. Vynalez sa d’alej tyka proteinov exprimova-
nych predkladanymi nukleovymi kyselinami, najmé proteinov SEQ ID ¢&. 2 (obr. 1 (A aZ E)), SEQID ¢. 4
(obr. 3), SEQ ID ¢&. 5 (obr. 5) a SEQ ID &. 6 (obr. 6) a prislusnych konzervativnych variantov, aktivnych
fragmentov a malych pribuznych molekul.

Ako uZ bolo spominané skér, peptidy modulujice telesni hmotnost, ich vizbové naprotivky alebo iné li-
gandy a ¢inidla napodobiiujuce ¢i inhibujuce ich aktivitu alebo ovplyviiujuce ich produkciu, mozno vyuzit
vo farmaceutickych pripravkoch. Farmaceutické pripravky d'alej obsahuji vhodny nosi¢ a u¢innu latku vo
vhodnom mnoZstve podl'a cesty podania a st uréené pacientom s abnormalnymi zmenami telesnej hmotnosti
alebo adipozity. Tieto farmaceutické pripravky mozno podavat’ samostatne alebo ako dopliiajtice lieky pri
lie¢be inych chorobnych stavov, ako je rakovina alebo AIDS. Pripravky mozno podéavat réznymi cestami,
napr. peroralne, nazalne alebo d’al$imi sliznicami, parenteralne napr. subkutannymi, intravendznymi alebo in-
traperitonealnymi injekciami Ci katéterizéciou a pod. Priemerné mnoZstva rekogni¢nych faktorov ¢i ich pod-
jednotiek su premenlivé a musia vychadzat’ z doporuceni a predpisu kvalifikovaného lekara ¢i veterinara.

Z uvedenych faktov vychadza testovaci systém na vyhladanie potencidlnych lie¢iv, ktoré maji napodo-
briovat ¢i inhibovat’ aktivitu modulétorov telesnej hmotnosti. Testovaci systém pracuje jednak so znimym
modulatorom hmotnosti a jednak s testovacim lieCivom, ktoré sa zavedie do vyslednej bunkovej kultiry. Po-
tom sa sleduju rozdiely aktivity v bunkach pri podani predpokladaného lieciva a vplyvom pridaného mnoz-
stva znameho modulatoru hmotnosti.

Molekularne klonovanie OB génu, ako je tu uvedené, viedlo k objavu skupiny latok, ktoré na molekulove;j
urovni moduluji telesnit hmotnost’ cicavcov. Objav predkladanych modulétorov je vyznamny z hl'adiska dia-
gnozy a liecby nutriénych porich vratane, ale nielen lie¢by obezity, vahového tbytku doprevadzajiceho ra-
kovinu, ale aj lie¢by chordb doprevadzajuicich obezitu, ako je vysoky krvny tlak, srdcové choroby a diabetes
typ II. Predkladané génové produkty st dalej potencidlne vyuZiteI'né v polnohospodarstve pri modulicii te-
lesnej hmotnosti hospodarskych zvierat. Konecne, predkladané modulatory, ako sekrétované latky, mozno
biochemicky vyuZit pri izolacii prisluSnych receptorov, pomocou technoldgie expresného klonovania. Nasle-
dujuce pojednanie zamerané na OB gén plati vieobecne pre celu triedu modulatorov predkladaného vynalezu,

Funk¢nd aktivita OB génu sa vyhodnocuje transgénovym postupor. Je vhodné pouZit’ transgénny mysaci
model. Pri komplementaénych $tidiach na transgénnych mysiach sa pouziva OB gén. S izolovanym OB gé-
nom sa konstruuji transgénne vektory vratane virovych vektorov alebo kozmidovych klonov (alebo fagovych
klonov) zodpovedajiice lokusu sledovaného génu divokého typu. Kozmidy sa potom zavedu do transgénnych
my3i opisanymi postupmi [Jaenisch, Science, 240: 1468 - 1474 (1988)). Konstrukcie sa zavadzaju do oplod-
nenych vajec odvodenych z potomkov F1 krizeni C57B1/6J OB/OB a DBA. Kv6li vzniku F1 zvierat je nutné
pri kriZeni pouZit C57B1/6] OB/OB ovariélne transplantaty. Ako néprotivok sa pouzivaji my$i DBA/2J, lebo
maji sfarbenie nonaguti, o je pre ovarialne transplantaty dblezité. Genotyp v OB lokuse kozmidovych trans-
génnych my3i moZno urcit’ vytypovanim zvierat s tesne spojenymi RFLP alebo mikrosatelitmi, ktoré po stra-
nach obklopuji mutaciu a ktoré su medzi rodiCovskymi kmefimi polymorfné. Komplementacia sa prejavi,
pokial’ ur¢ita konStrukcia sposobi, Ze geneticky obézne F2 zvieratd (podl'a skére z RFLP analyzy) su chudé a
nediabeticke. Za tychto okolnosti koneény dbkaz komplementicie vyZaduje, aby sa OB/OB alebo DB/DB
my$i nestice transgén spojili s OB/OB alebo DB/DB ovarialnymi transplantatmi. Pri tomto kriZeni vietky N2
zvieratd, ktoré nenesu transgén, budi obézne a inzulin rezistentné/diabetické, zatial' ¢o zvierata nestice trans-
gén budii chudé a budi mat’ normalne kontrakcie glukézy a inzulinu v plazme. V genetickom zmysle pdsobi
transgén ako supresor mutacie.

Alternativne moZno OB gény testovat’ podl'a vplyvu na fenotyp po expresii v anti-sense orienticii u zvie-
rat divokého typu. V tomto pristupe dochddza k supresii alely divokého typu a vzniku mutantného fenotypu.
Tvorba duplexu RNA-RNA (anti-sense - sense) brani normalnemu chovaniu mRNA, ¢o vedie k Ciastodnej
alebo uplnej elimindcii uidinku génu divokého typu. Tento postup bol pouZity pri inhibicii syntézy TK v tka-
nivovej kultire a pri produkcii fenotypov mutacie Kruppel u Drosophila, a mutacie Shivever u mysi [Izant er.
al, Cell, 36: 1007 - 1015 (1984); Green et. al Annu. Rev. Biochem., 55: 569 - 597 (1986); Katsuki et. al.,
Science, 241: 593 - 595 (1988)]. Vyhodou tohto pristupu je, Ze je nutné exprimovat’ len malé mnoZstvo génu
na dosiahnutie efektivnej inhibicie expresie celej pribuznej mRNA. Umiestnenie anti-sense transgénu je ria-
dené jeho vlastnym prométorom alebo inym promoétorom exprimovanym v prislu§nom type buniek a nachi-
dza sa v protismere od miesta SV40 poly A. Tento transgén sa vyuZije pri priprave transgénnych mysi.
Transgénne my3i budu taktieZ spojené s ovaridlnymi transplantatmi, aby bolo moZné zistit, ¢i su OB hetero-
zygoti citlivej$i na G¢inky anti-sense kon$trukcii.
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VyrieSenie biochemickej funkcie produktov OB génu (OB polypeptid alebo protein) ma z dlhodobého
hl'adiska vyznam na identifikaciu malych agonistnych aj antagonistnych molekil ovplyviiujucich jeho aktivi-
tu.

Dalej st uvedené definicie niektorych vyrazov pouzivanych v nasledujicom opise.

Vyrazy ,ynodulator telesnej hmotnosti“, ,,modulator®, ,modulatory” a d’allie variacie su pouZivané za-
menne a v predkladanej prihlaske sa vztahuju na nukleotidicky a bielkovinovy material, ako su jednoduché
aj multiplicitné proteiny. Konkrétne tieto vyrazy zahfiaju nukleotidy a DNA so sekvenciami SEQ ID ¢. 1
(obr. 1 (A az E)) a SEQ ID ¢&. 3 (obr. 2 (A a B)) a analogické proteiny s aminokyselinovou sekvenciou SEQ
ID¢. 2 (obr. 1 (A az E)a SEQ ID ¢. 4 (obr. 3). Vyrazy taktiez zahrmaji profil aktivit materidlov uvedenych tu
a v narokoch. Zahrmuté su teda nukleotidy s ekvivalentnou alebo pozmenenou aktivitou vratane homolégo-
vych analdgov a alelickych variant. Podobne si zahrnuté proteiny s ekvivalentnou alebo pozmenenou aktivi-
tou vratane zamerne modifikovanych proteinov, napr. cielenou mutagenézou, alebo ndhodne modifikovanych
proteinov vznikajicich v mutovanych hostitel'skych bunkéch produkujucich modulétory.

Pripravok obsahujuci ,,A“ (kde ,,A* je jednoduchy protein, molekula DNA, vektor, rekombinantna hosti-
tel'skd bunka atd’.) v podstate neobsahuje ,.B“ (kde ,,B* obsahuje jeden alebo niekol'ko kontaminujucich pro-
teinov, DNA molekiil, vektorov atd’., okrem racemickych foriem ,,A*), pokial aspoii 75 % hmotn. proteinov,
DNA, vektorov atd’. (podla prislusnej kategérie A a B) v pripravku su zlozky ,,A“. ,,A“ vyhodne obsahuje
najmenej 90 % hmotn. A+B v pripravku, najvyhodnejiie 99 % hmotn. Je taktieZ vyhodné, ked' pripravok,
ktory v podstate nie je kontaminovany, obsahuje latky len jednej molekulovej hmotnosti s charakteristickou
aktivitou predkladanych zlicenin.

OB polypeptidy

Vyrazy ,protein®, vztahujici sa na prirodzené polypeptidy, a ,,polypeptid” st pouZivané zdmenne ako
produkty OB génu a ich varianty. Vyrazy ,maturovany protein® alebo ,,maturovany polypeptid” sa tykaju
najmi produktov OB génu (alebo prisluiného fuzneho proteinu), z ktorych bola odstranena signalna sekven-
cia.

V konkrétnom uskutoéneni vynalezu obsahuju predkladané OB polypeptidy s aminokyselinovou sekven-
ciou uvedenej d’alej, t. j. SEQID &. 2, 4, 5, 6 atd’., pripadne sekvenciou modifikovanou substiticiami konzer-
vativnych aminokyselin vratane prislunych biologicky aktivnych fragmentov, analogov a derivatov. Vyraz
,biologicky aktivny* sa tyka niektorych typickych vlastnosti polypeptidu, ako je (nie vyhradne) Specificka
viézba napr. na receptor, protilatku alebo iné rekogni¢né molekuly; aktivacia prenosovych ciest signalov na
molekuldrnej urovni; a/alebo indukcia (alebo inhibicia antagonistmi) fyziologickych i¢inkov sprostredkova-
vanych in vivo prirodzenym OB polypeptidom. OB polypeptidy vratane fragmentov, analégov a derivatov,
moZno pripravit synteticky, t. j. s vyuZitim znamych postupov peptidovej syntézy na pevnej faze alebo v roz-
toku. Vyhodné su syntetické postupy na pevnej faze. Alternativne mozno predkladané OB polypeptidy pri-
pravovat’ zndmymi postupmi génového inzinierstva, ako bude opisané dalej. OB polypeptidy moZno podla
predkladaného vynalezu purifikovat’ napr. imunoafinitnou chromatografiou z biologickych tekutin, ako st
(nie vyhradne) plazma, sérum, mo¢, vyhodne l'udska plazma, sérum alebo moc¢, vyhodnejsie pochadzajucich
zo subjektu so zvySenou produkciou polypeptidu, ako je obézna osoba s mutdciou OB receptora alebo osoba
postihnuta obezitou vztahujicou sa na ,,obéznu” muticiu.

Fragmenty OB polypeptidu

Predkladany vynélez uvaZuje aj nicktoré d6leZité prirodzenc sa vyskytujice fragmenty OB polypeptidu.
Sekvencia polypeptidu zahriia mnoho beZnych proteolytickych miest, napr. argininové zvysky. Je mozZné, Ze
polypeptid plnej dizky je v jednom alebo v niekolkych tkanivovych miestach itiepeny na biologicky aktivne
fragmenty. Tieto bud’ zosilfiuji alebo zoslabuju funkciu OB polypeptidu, ktory sposobuje zniZovanie telesnej
hmotnosti.

Analégy OB polypeptidu

Predkladany vynalez sa tyka pripravy analégov OB polypeptidu, ktoré maju rovnaku biologicku aktivitu
ako OB polypeptid, t. j. viazu $pecifickych vézobnych partnerov OB polypeptidu, ako je napr. OB receptor.
Analégy OB méZu agonizovat’ funkciu OB polypeptidu, t. j. posobit’ v rovnakom smere. Je vyhodné, ked’ st
agonisty OB u¢innej$ie ako prirodzeny protein. OB antagonist mbze napriklad viazat OB receptor s vy3Sou
afinitou, alebo mo6Ze mat’ d’alsi poléas in vivo, pripadne oboje. Ale vynalez zahitia aj OB agonisty, kioré st
menej Ui¢inné ako prirodzeny protein. Iné analdgy pdsobia proti aktivite OB. Prikladom je analég OB, ktory
sa viaZe na receptor OB, ale neindikuje prenos signalu a pdsobi preto ako kompetetivny inhibitor prirodzené-
ho OB receptora tym, Ze znizuje aktivitn OB in vivo. Antagonistné analégy OB méZu mat’ iné vlastnosti ako
OB peptid, napr. dlhsi (alebo kratii) pol&as in vivo, vyssiu (alebo nizsiu) vizbovii afinitu na OB receptor, pri-
padne oboje.
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Analogom OB peptidu méZe byt' OB polypeptid modifikovany substiticiami aminokyselin v polohach,
ktoré nie su pre polypeptid z funkéného alebo Struktirneho hladiska vyznamné. Napriklad, pretoZe nie je
zname, Ze I'udsky OB polypeptid je biologicky u¢inny v mySiach, povedu pravdepodobne substiticie amino-
kyselin, ktorymi sa Tudska sekvencia odliSuje od mysej (divergentnych aminokyselin), k funkénym analégom
OB polypeptidu. Napriklad serin Pudskej OB sekvencie v polohe 53 alebo 98, pripadne v obidvoch polohich
(podl'a sekvencie na obr. 4), méZe byt substituovany napr. glycinom, alaninom, valinom, cysteinom, metio-
ninom alebo treoninom. Podobne arginin v polohe 92 (obr. 4) 'udskej sekvencie mdZe byt' substituovany
napr. asparaginom, lyzinom, histidinom, glutaminom, kys. glutdimovou, aspartovou, serinom, treoninom, me-
tioninom alebo cysteinom. V aminokyselinovej sekvencii I'udského polypeptidu na obr. 4 mozno substituo-
vat’ edte d’aldie aminokyseliny, ako histidin v polohe 118, tryptofan v polohe 121, alanin v polohe 122, kyse-
linu glutamovi v polohe 126, treonin v polohe 127, leucin v polohe 128, glycin v polohe 132, glycin v polo-
he 139, tryptofan v polohe 159 a glycin v polohe 166. Podl'a iného uskutoénenia mozZno substituovat’ jednu
alebo niekolko aminokyselin v polohach 121 aZ 128 (obr. 4), napr. glycinom alebo alaninom, a iné aminoky-
seliny okrem serinu v polohe 123 alebo leucinu v polohe 125.

Inym analégom OB polypeptidu, vyhodne Tudského OB polypeptidu mbze byt skratena forma polypepti-
du. Napriklad glutamin v polohe 49 nie je esencidlny a moZno ho z peptidu odstranit. Podobne mozno od-
stranit’ niektoré divergentné aminokyseliny v polohach 121 az 128. Predkladany vynalez uvaZuje aj analdg
OB s minimalnou aminokyselinovou sekvenciou nutnou pre biologicku funkciu. Minimélnu sekvenciu moz-
no l'ahko urcit’, napr. testom schopnosti fragmentu OB viazat’ OB 3pecifické protilatky, testom inhibicie pri-
rodzeného OB polypeptidu alebo naopak agonizacie prirodzeného OB polypeptidu. Konkrétne uskutoénenie
predkladaného vynalezu poskytuje skrateny polypeptid, ktorého $truktiru tvori slucka udrZovana disulfidic-
kym mostikom medzi cysteinovymi zvy§kami 117 a 167 (obr. 4). Iné uskutoénenie poskytuje skrateny analog
obsahujuci aminokyseliny 22 (za predpokladanym signalom pre Stiepne miesto) az 53 (zvySok priamo pred-
chadzajuci oblast’ flexibilnej slucky, ako bola detegovana obmedzenou proteolyzou a hmotovou spektrosko-
piou OB polypeptidu; pozri Cohen et. al., Protein Science, 4: 1088 (1995)). V inom uskutoéneni obsahuje
skrateny analdg aminokyseliny 61 (zvy$ok priamo predchadzajici oblast’ flexibilnej slucky, ako bola detego-
vana obmedzenou proteolyzou a hmotovou spektroskopiou OB polypeptidu) az 116 (zvySok priamo predcha-
dzajuci prvy cystein). V inom uskutoéneni obsahuje skrateny analdg aminokyseliny 61 az 167.

Dalsi analég OB polypeptidu zahfiia substiticie jedného alebo niekolkych zvyskov na predpokladanej
flexibilnej slucke, napr. zvyskov 54 az 60. Jeden alebo niekolko zvySkov méze byt substituovanych napr. ly-
zinom, kyselinou glutdmovou alebo cysteinom (vyhodne lyzinom) kv6li sietovaniu napr. na polymér, pretoze
flexibilné sluckové Struktiry su vyhodnymi miestami derivatizacie proteinu. Alternativne moZno substituo-
vat zvysky flexibilnej slucky aminokyselinami odolnej$imi proti proteolyze, ale ktoré pri tom nenarusia fle-
xibilmi $truktiru slucky, napr. jednym alebo niekolkymi prolinmi. Podl'a iného uskutocnenia vynélezu moz-
no vykonat® substitiicie aminokyselinami, ktoré mozno d’alej derivatizovat’ na formy odolnejsie proti degra-
dacii, napr. proteolyze.

Odbornnikovi v odbore je zreymé, Ze velkosti uvedenych fragmentov su priblizné a Ze obidva konce po-
lypeptidu, vnitornu &ast’ jeho refazca, fragmenty a citované skritené analégy mozno prediZit' alebo skratit o
jednu aZ pat’ aminokyselin za predpokladu, Ze cysteinové zvysky tvoriace disulfidicky mostik slu¢kovych
analogov zostanil zachované.

Podla analyzy spektier cirkularneho dichroizmu rekombinantnych peptidov v takmer fyziologickych pod-
mienkach bolo zistené, Ze mysi OB peptid obsahuje 50 % o-helikalne zloZky a 'udsky OB polypeptid 60 %
o-helikalne zlozky. Iné uskutoénenie vynalezu teda uvaZuje substiticie aminokyselin takymi zvy$kami, ktoré
vedi k OB analdégom s vy$§im sklonom tvorby a-helikalnej $truktiry alebo so sklonom tvorby stabilnejiej o-
-helikalnej §truktiry. Napriklad o-helikalnu 3truktiru zvyhodiuje zavedenie substituentov Glu, Ala, Leu,
His, Trp do prirodzeného OB polypeptidu. Vyhodné su substiticie konzervativnych aminokyselin, napr. sub-
stitucia asparatu(ov) v polohach 29, 30, 44, 61, 76, 100 a/alebo 106 (podla obr. 4) kyselinou glutamovou
(Glu), substitucia izoleucinu(ov) leucinom,; substitucia glycinu alebo valinu alebo ktorejkol'vek divergentnej
aminokyseliny alaninom (napr. substitiicia serinu v polohe 53 Tudského OB polypeptidu alaninom), substiti-
cia argininu alebo lyzinu histidinom a substiticia tyrozinu a/alebo fenylalaninu tryptofanom. Zvysenie po-
dielu alebo vyhodnejsie stability a-helikalnej $truktiry moéze viest' k analégu OB, ktory bude mat’ vyS§iu ak-
tivitu, zvySenud vézbovu afinitu alebo dlhsi polCas. Konkrétne uskutoénenie vynalezu poskytuje OB polypep-
tid s vy3$8im sklonom tvorby o-helikalnej §truktiry v oblasti aminokyselin 22 aZ 53. Iné uskuto¢nenie vynale-
zu poskytuje OB polypeptid s vy$§im sklonom tvorby o-helikdlnej $truktiry alebo stabilnejSej o-helikélnej
Struktiiry v oblasti aminokyselin 61 az 116. Iné uskutodnenie vynalezu poskytuje OB polypeptid s vy$§im
sklonom tvorby o-helikdlnej Struktiry v oblasti aminokyselin 117 aZ 167, zodpovedajuci sluke drZanej di-
sulfidickym mostikom. Vynélez d’alej uvaZzuje OB analégy zahimajuce este d’alsie (skor uvedené) domény s
vys§im sklonom tvorby o~helikalnej $truktiry alebo stabilnejsej o-helikédlnej $truktiry. Iné uskutoénenie vy-
nalezu poskytuje skratené analégy OB polypeptidu, ktoré obsahuju $truktirotvorné aminokyselinové zvysky,
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napr. podporujlice tvorbu o-helikélnej $truktiry, ¢o kompenzuje niZsiu Struktiarnu stabilitu polypeptidickych
fragmentov.

Analdgy, ako su fragmenty, mozno ziskavat napr. pepsinovym Stiepenim peptidovych modulatorov
hmotnosti. Iné analégy, muteiny, mozno ziskavat’ §tandardnou cielenou mutagenézou nukleotidovych sek-
vencii kédujicich peptidové modulatory hmotnosti. Typ aktivity, promotorovej ¢i inhibi¢nej moZno pri ana-
légoch vykazujucich ,,aktivitu modulatorov hmotnosti®, napr. pri malych molekulovych analégoch, identifi-
kovat in vivo aj iv vitro znamymi testami.

Malé molekulové analdgy a peptidomimetika OB polypeptidu

Struktiru OB polypeptidu, vyhodne ludského OB polypeptidu, mozno analyzovat’ rdznymi zndmymi po-
stupmi oblasti techniky. Sekvenciu proteinu mozZno charakterizovat’ analyzou hydrofility [napr. Hopp et. al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 78: 3824 (1981)]. Hydrofilny profil sluZi na identifikaciu hydrofébnych a hydro-
filnych oblasti OB polypeptidu, o umozni charakterizovat’ vinutorné oblasti polypeptidu so spravnym prie-
storovym usporiadanim a pristupnej oblasti na povrchu OB polypeptidu. Dalej mozno analyzovat’ sekundar-
nu §truktiru [napr. Chou et. al., Biochem., 13: 222 (1974)], ktord umozZni rozpoznat' oblasti OB polypeptidu
zodpovedné za $pecifické sekundarne §truktirne rysy. Pri vypracovani predpokladanej alebo realnej Struktiry
vratane sekundarnej Struktiiry, mozno pouZit’ po€itacové programy oblasti techniky.

Vd'aka tomu, Ze predpokladany vynalez poskytuje bohaty zdroj rekombinantného OB polypeptidu, moz-
no uskuto¢iovat’ kvantitativnu $truktirnu charakterizaciu polypeptidu. Konkrétne vynalez poskytuje dosta-
to¢né mnoZstvo latky na spektralne analyzy, ako su nukledrna magnetick4 rezonancia (NMR), infradervend
spektroskopia (IR), Ramanova spektroskopia a ultrafialova spektroskopia (UV), najmi pre cirkuldrny dichro-
izmus (CD). NMR spektroskopia umoZiuje vel'mi vyznamnu Struktirnu analyzu molekul v roztoku, teda v
prostredi, ktoré sa bliZi prirodzenym podmienkam [Marion et. al., Biochim Biophys. Res. Comm., 113: 967 az
974 (1983); Bar et. al., J. Kagn. Reson., 65: 355 - 360 (1985); Kimura et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:
1681 - 1685 (1980)]. Daldim typom $truktirnej analyzy je napr. rontgenova krystalografia [Engstom, Bio-
chem. Exp. Biol., 11: 7 - 13 (1974)].

Podla d'alsieho uskutoénenia vynalezu mozno testovat’ OB polypeptid z hl'adiska kriZzovej reakcie s proti-
latkou pre prirodzeny alebo jeho Specificky fragment. Stupen kriZzovej reaktivity poskytuje informaciu o
Struktirnej homologii alebo podobnosti proteinov, alebo o pristupnosti oblasti zodpovedajacich ¢astiam po-
lypeptidu, ktoré boli pouZité pri generdcii Specifickych protilatok.

Vyhladavanie OB analégov

V oblasti techniky existuje mnoho postupov na vyhladévanie analégov OB polypepditu, si dostupné 16z-
ne subory chemikalii. Predkladany vynalez samozrejme uvazuje vyhl'adavanie OB analégov v stiboroch, ako
st napr. subory syntetickych zli¢enin vznikajice dlhoroénym vyskumom, subory prirodzenych zlu¢enin a
kombinované subory, ako bude podrobnejsie opisané d’alej. V konkrétnom uskutocneni vynalezu boli v kniz-
niciach vyhladavané zligeniny, ktoré sa viaZu na anti-OB protilatky, vyhodne na protilatky proti 'udskému
OB polypeptidu. Po identifikacii OB receptora (pozri d’alej) moZno pouZit' ktorykol'vek testovaci postup zna-
my v oblasti techniky na vyhl'addvanie agonistov alebo antagonistov OB receptora. Predkladany vynalez
uvazuje vyhl'adavanie malych molekul ligandov alebo ligandovych analégov a latok, ktoré ich napodobiiuju,
aj vyhladavanie prirodzenych ligandov, ktoré sa viaZu na OB receptor, agonizuju i antagonizuju jeho akti-
vaciu in vivo.

Znalost primarnej sekvencie receptoru a miery jej podobnosti so sekvenciami znamych proteinov, méze
byt prvou stopou k rieSeniu otazky, ¢i je agonist alebo antagonist proteinu. Identifikdcia a vyhl'adavanie an-
tagonistov su dalej ul'ahéené po vypracovani $truktirnej charakteristiky proteinu, napr. pomocou réntgenovej
krystalografie, neutronovej difrakcie, nuklearnej magnetickej rezonancie a d’alsich postupov Struktirnej ana-
lyzy. Tieto postupy umoziiuji raciondlne navrhovanie alebo identifikiciu agonistov a antagonistov.

Iny pristup vyuZiva na tvorbu vel’kych suborov rekombinantny bakteriofdg. ,,Fagovym postupom™ [Scott
et. al., Science, 249: 386 - 390 (1990); Cwirla et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378 - 6382 (1990);
Devlin ef. al., Science, 249: 404 - 406 (1990)], moZno kondtruovat aj velmi rozsiahle stbory (10°-10% che-
mickych individui). Iny pristup vychadza primarne z chemickych postupov, napr. Geysenov postup [Geysen
et. al., Molecular Immunology, 23: 709 - 715 (1986); Geysen et. al., J. Immunologic Method, 102: 259 - 274
(1987)] alebo novy Fodorov postup [Fodor et. al., Science, 251: 767 - 773 (1991)]. Postup pripravy zmesi
peptidov na testovanie agonistov ¢i antagonistov, je opisany v ¢lankoch Furka et. al., 14th International Con-
gress of Biochemistry, Volume 5, Abstract FR:013 (1988); Furka, Int. J. Peptide Protein Res., 37: 487 - 493
(1991); Houghton (U. S. Patent ¢. 4 631 211, vydany v decembri 1986) a Rutter et. al, (U. S. Patent ¢. 5 010
175, vydany v aprili 1991).

Iny pristup vyuZiva na vyhladavanie OB receptorovych ligandov predkladaného vynalezu syntetické si-
bory [Needels et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 90: 10700 - 10704 (1993); Lam et. al., International Patent
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Publication ¢. WO 92/00252, uvedené v odkazoch]. V tychto siboroch sa detegujii antagonisty OB receptora
na bunkach exprimujucich receptor, bez nutnosti skutoéne OB receptor klonovat.

Alternativne moZno testovat’ vizbu rozpustného ligandu na bunky, ktoré exprimuju rekombinantné formy
vézbovej domény ligandy OB receptora. Ako rozpustné ligandy mézu vhodne posliZit’ rekombinantny alebo
synteticky polypeptid.

Vyhl'adavanie moZno uskutoctiovat’ na rekombinantnych bunkéch, ktoré exprimuji OB receptor, alebo al-
ternativne s purifikovanym receptorovym proteinom, napr. pripravenym rekombinantnym postupom. Na vy-
hl'adanie suboru, ako je uvedené v predchadzajicich odkazoch, mozno vyuZit' schopnost’ oznadeného, roz-
pustného alebo rozpusteného OB receptoru viazat' ligand, pricom tento receptor musi obsahovat’ ¢ast’ mole-
kuly, ktora zaistuje vizbu na ligand.

Derivaty OB polypeptidu

Predkladany protein (pojem ,,protein zahffia aj ,,polypeptid*, pokial' nie je stanovené inak) mozZno deri-
vatizovat’ zavedenim jednej alebo niekolkych chemickych skupin do molekuly proteinu. Chemicky modifi-
kované derivaty mozno d’alej pouZit’ do pripravkov uréenych na intraarteridlne, intraperitonealne, intramus-
kularne, subkutanne, intravendzne, perorélne, nazalne, rektalne, bukélne, sublingvalne, pulmondlne, topické,
transdermalne a pod. podévanie. Bolo zistené, Ze chemicky modifikované biologicky aktivne proteiny mézu
podla okolnosti poskytovat’ aj d'alsie vyhody, napr. vyssiu stabilitu a mo6zu dlh$ie pretrvavat' v obehu alebo
mat’ zniZend imunogenitu. Pozri U. S. Patent ¢. 4 179 337, Davis et. al., vyd. 18. 12, 1979. Prehl'ad pozri
Abuchowski et. al, ,Soluble Polymer-Enzyme Adducts v Enzymes as Drugs, str. 367 - 383, Holcenberg,
Roberts vyd., Wiley-Onterscience, New York, NY, (1981). Prehl'adny ¢lanok o modifikacii proteinov a fiiz-
nych proteinov pozri Francis, Focus on Growth Factors 3: 4 - 10 (1992).

Chemické skupiny na derivatizaciu

Chemicke skupiny vhodné na derivatizaciu moZno volit’ medzi polymérmi rozpustnymi vo vode. Rozpus-
tnost’ vo vode je nutna preto, aby sa derivatizovany protein vo vodnom fyziologickom prostredi nezrézal. Na
terapeutické ucely je vhodné, aby polymér koneéného produktu derivatizacie bol farmaceuticky prijatelny.
Skuseny odbornik v odbore bude schopny zvolit’ vhodny polymér s ohladom na mozné terapeutické vyuzitie
konjugatu polymér/protein, poZadovani davku, ¢as pretrvania v obehu, rezistenciu na proteolyzu a iné krité-
ria. Pri predkladanych proteinoch a peptidoch moZno splnenie takych kritérif zistit' pomocou uvedenych tes-
tov.

Polymérové molekuly

Polyméry rozpustné vo vode moZno volit’ zo skupiny latok zahffiajucich napriklad polyetylénglykol, ko-
polyméry etylénglykol/propylénglykol, karboxymetylcelulozu, dextrin, polyvinylalkohol, polyvinylpyroli-
dén, poly-1,3-dioxolan, poly-1,3-trioxan, kopolymér etylén/maleinanhydrid, polyaminokyseliny (homo-
polyméry alebo ndhodné kopolyméry) a dextran alebo poly(n-vinyl pyrolidin)polyetylénglykol, homopoly-
mér polypropylénglykolu, kopolyméry polypropylénoxid/etylénoxid, polyoxyetylované polyoly a polyviny-
lalkohol. Polyetylénglykol propionaldehyd je pri spracovani vyhodny vzhladom na stabilitu vo vode.

Polyméry méZzu mat’ l'ubovolni molekulovi hmotnost, mézu byt rozvetvené aj nerozvetvené. Z hladiska
ahkého spracovania je vyhodna molekulova hmotnost’ polyetylénglykolu 2 kDa aZ 100 kDa (molekulova
hmotnost’ polyetylénglykolu pouZitého v pripravkoch sa méZe mierne li§it od uvedenej hodnoty). MoZno
vak zvolit' aj iné molekulové hmotnosti podra terapeutického zameru (napr. ¢as pretrahovaného uvoltiova-
nia lie€iva, pripadné vplyvy na biologicku aktivitu, jednoduchost pri manipuldcii, stupeii antigenicity, i jej
nepritomnost’ a d’alSie zname ucinky polyetylénglykolu na terapeuticky protein alebo analdg).

Pomer polymér/protein

Pocet naviazanych polymérovych molekil na protein je variabilny, odbornik v odbore je schopny roz-
hodmit’ z htadiska funkénosti. MoZno mono-derivatizovat’ alebo di-, tri-, tetra-derivatizovat, pripadne volit
kombinacie derivatizacii, pouZit’ jednu alebo rézne chemické skupiny (napr. polyméry, napr. rdzne moleku-
lové hmotnosti polyetylénglykolov). Pomer molekil polyméru k molekuldm proteinu (peptidu) je premenlivy
podla ich koncentracii v reakénej zmesi. Optimalny pomer (za predpokladu viplnej reakcie, ked’ sa v reak&nej
zmesi nezvysia Ziadne nezreagované proteiny ani polyméry), je dany faktormi ako poZadovany stupeti deri-
vatizacie (t. j. mono-, di-, tri- atd’.), molekulova hmotnost’ zvoleného polyméru, ak je polymér rozvetveny
alebo nerozvetveny, reakéné podmienky.

Naviazanie chemickej skupiny na protein
Tio vizby molekul polyetylénglykolu (alebo inej chemickej skupiny) na prote by mal byt voleny s ohl'a-
dom na funkéné alebo antigénne domény proteinu. V odbore techniky existuje mnoho spésobov uskutoé&tio-
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vania vizieb, napr. EP 0 401 384, uvedené v odkazoch (vizba PEG na G-CSF). pozri tiez Malik et. al., Exp.
Hematol., 20: 1028 - 1035 (1992) (tykajuci sa pegylacie GM-CSF pomocou tesyl chloridu).

Polyetylénglykol moZno napriklad naviazat’ na aminokyselinovy zvy$ok v mieste reaktivnej skupiny, ako
je vol'na aminoskupina alebo karboxylova skupina. Reaktivne skupiny su tie, ku ktorym sa mdzZe aktivovany
polyetylén glykol naviazat. Aminokyselinové zvySky s vol'nou aminoskupinou st napriklad lyzinové zvysky,
N-koncové aminokyseliny, aminokyselinové zvysky s voInou karboxylovou skupinou su napriklad zvysky
kyseliny aspartovej, glutamovej a C-koncové aminokyseliny. Na vizbu polyetylénglykoln mozZno ako reak-
tivne skupiny taktieZ vyuzit' sulhydrylové skupiny. Na terapeutické ucely si vyhodné vézby vyuzivajice
aminofunkciu, napr. na N-konci alebo s lyzinovymi zvy§kami. Chemické skupiny by nemali byt’ navizované
na zvy$ky doleZité na receptorové vizby, pokial maji receptorové viizby vznikat'.

Chemicky modifikované proteiny na N-konci

V niektorych pripadoch je Ziaduce chemicky modifikovat’ N-koniec proteinu. Napriklad pri modifikécii
polyetylénglykolom mozno volit’ rézne polyetylénglykolové molekuly (podl'a molekulovej hmotnosti, roz-
vetvenia atd’.), moZno volit’ pomer molekul polyetylénglykolu k proteinu (alebo peptidu) v reakénej zmesi,
typ pegylaénej reakcie a postup izolacie pegylovaného proteinu na N-konci. Izolaciu N-koncovo pegylova-
ného derivatu (t. j. oddelenie tohto derivatu od ostatnych monopegylatov) mozno uskutoénit’ purifikaciou N-
“koncovo pegylovaného materialu od ostatnych pegylovanych molekil protein. Dalej moZno vykonat' selek-
tivnu N-koncovi chemickil modifikaciu reduktivnou alkyliciou, ktord vyuZiva rozdielnu reaktivitu réznych
typov derivatizovateI'nych primarnych aminoskupin ur¢it¢ho proteinu (lyzin proti N-koncu). Za ur¢itych $pe-
cifickych reakénych podmienok mozZno dosiahnut’ v podstate selektivnu derivatizdciu N-konca proteinu po-
lymérom s karbonylovou skupinou. Napriklad moZno selektivne pegylovat’ protein na N-konci pri uritej
hodnote pH, ktora umoZni vyuZit' vyhodny rozdiel v pKa pre epsilon-aminoskupinu lyzinového zvysku a o-
-aminoskupinu N-koncového zvySku. Tymto spésobom moZno ovplyvnit' naviazanie polyméru rozpustného
vo vode na protein: konjugacia s polymérom prebehne prevaZzne na N-konci proteinu a nezasiahne vyznamne
ostatné reaktivne skupiny, ako je napr. aminoskupina boéného lyzinového retazca. Pri reduktivnej alkylacii
moZno pouZit’ vo vode rozpustny polymér uvedeného typu, ale musi obsahovat karbonylovi skupinu na kon-
denza&nu reakciu s proteinom. MoZno pouzit’ napriklad polyetylénglykol propiénaldehyd nestci jednu reak-
tivnu aldehydick skupinu.

Nukleové kyseliny stuvisiace s OB polypeptidom

Predkladany vynalez sa tyka taktieZ nukleovych kyselin kdédujucich OB polypeptidy a d’alSich genémo-
vych nekddujucich sekvencii 5', 3" alebo intrénov sivisiacich s OB génom. Podl'a predkladaného vynalezu
moZno Vv tejto oblasti vyuZivat’ bezné molekularne biologické a mikrobiologické postupy a postupy vyuZiva-
juce rekombinantmi DNA, ako je v oblasti techniky zname. Tieto postupy st tiplne opisané v literatire. Pozri
napr. Sambrook et. al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York (1989); Glover vyd., DNA Cloning: A Practical Approach, vol Ia II,
MRL Press, Ltd, Oxford, U. K. (1985); Gait ed., Olinucleotide Synthesis, Oxford University Press (1984);
Hames et. al., vyd., Nucleic Acid Hybridization, Springer-Verlag (1985); Hames et. al., vyd., Transcription
and Translation, Oxford University Press (1984); Freshney vyd., Animal Cell Culture, Oxford University
Press (1986); Immobilized Cells And Enzymes, IRL Press (1986); Perbal, 4 Practical Guide To Molecular
Cloning, Wiley, New York (1984). Medzi obzvlast' délezité postupy predkladaného vynalezu patria postupy
izolacie, klonovania, sekvenovania, analyzy a charakterizacie génu alebo nukleovej kyseliny vyuZivajuce
znadmy postup polymerazovej retazovej reakcie (PCR).

»Replikon“ je geneticky prvok (napr. plazmid, chromozdém, virus), ktory psobi ako autonémna jednotka
pri replikacii DNA in vivo, t. j. riadi vlastnu replikéciu,

,Vektor je replikon, napr. plazmid, fig alebo kozmid, ku ktorému mézZe byt pripojeny iny segment
DNA, ktory je potom replikovany spolu s nim.

,Kazeta“ je segment DNA, ktory méZe byt’ inzertovany do vektora v $pecifickych restrikénych miestach.
Segment DNA kéduje zvoleny polypeptid, kazeta a re$trikéné miesta su naplanované tak, aby bola zaistena
inzercia kazety do prislu§ného &itacieho ramca na transkripciu a transléciu.

,Heterologova*® DNA je DNA, ktora je bunke cudzia alebo je v jej chromozéme umiestnena neprirodze-
ne. Heterologova DNA vyhodne obsahuje cudzi gén.

Bunka bola ,transfektovana“ exogénnou alebo heterolégovou DNA, ak takato DNA bola zavedend do
vnutra bunky. Bunka bola ,.transformovand“ exogénnou alebo heterolégovou DNA, ak transfektovand DNA
viedla k zmene fenotypu. Je vyhodné, pokial’ sa transformaénd DNA integruje (kovalentne viaze) do chro-
mozomalnej DNA a stane sa sti¢ast'ou bunkového genému.

,Klon“ je populacia buniek vzniknuta mitotickym delenim z jednej bunky alebo zo spolo¢ného predka.

,Molekula nukleovej kyseliny* je polymérova forma fosfatovych esterov ribonukleotidov (adenozin, gu-
anozin, uridin alebo cystidin; ,,molekuly RNA“) alebo deoxyribonukleotidov (deoxyadenozin, deoxyguano-
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zin, deoxytymidin alebo deoxycytidin; ,,molekuly DNA®), vyskytujica sa v jednovldknovej alebo dvojvlak-
novéj skrutkovitej forme. Prirodzene sa vyskytuji skrutkovice DNA-DNA, DNA-RNA a RNA-RNA. Vyraz
»molekula nukleovej kyseliny“ sa tyka len primérmnej a sekundarnej Struktiry molekuly, nevymedzuje Ziadne
konkrétne formy tercidlnej €i kvartérnej $truktiry. Vyraz teda zahfila dvojvlaknovi DNA, ktord sa o. i. na-
chadza v linearnych a cirkularnych molekulach DNA (napr. restrikéné fragmenty), v plazmidoch a chromo-
zoémoch. Pri Struktire konkrétnej dvojvlaknovéj molekuly DNA, st sekvencie opisované beznym spdsobom
v smere 5' -> 3' netranskribovaného vlakna DNA (t. j. vlakno s homolégovou sekvenciou k mRNA). ,Mole-
kula rekombinantnej] DNA® je molekula DNA upravena molekularne biologickymi postupmi.

Molekula nukleovej kyseliny ,hybridizuje* s inou molekulou nukleovej kyseliny napr. s cDNA, genémo-
vou DNA alebo RNA, pokial’ sa jednovlaknova forma molekuly nukleovej kyseliny méze anelovat’ k inej
molekule nukleovej kyseliny v prisludnych podmienkach, t. j. pri urcitej teplote a ionovej sile roztoku (pozri
Sambrook et. al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York (1989)). Teplota a idnova sila roztoku su kritérid ,,prisnosti hybridizacie. Na
predbezné vyhl'adavanie homolégovych nukleovych kyselin st volené malo ,,prisne” hybridiza¢né podmien-
ky zodpovedajice T, pri 55 °C (napr. 5 x SSC, 0,1 SDS, 0,25 % mlieko a Ziadny formamid; alebo 30 % for-
mamid, 5 x SSC, 0,1 % SDS). Miermne ,,prisne* hybridizaéné podmienky zodpovedaju vyssej T, napr. 50 %
formamid, 5 x alebo 6 x SSC. Podmienkou hybridizacie su dve nukleové kyseliny s komplementarnymi sek-
venciami, podla ,prisnosti“ hybridizaénych podmienok vak mdZe niekedy nastat’ chybné parovanie baz.
Vhodné ,,prisnost™ podmienok hybridizacie konkrétnych nukleovych kyselin zavisi od ich dizky a stupiia
komplementarity, ¢o sii premenné veli¢iny v oblasti techniky zname. Cim v&&si je stupeti podobnosti alebo
homolégie medzi dvoma nukleotidovymi sekvenciami, tym vy3$iu hodnotu T,, maji vzniknuté hybridné mo-
lekuly. Relativna stabilita (podl'a hodnoty T,,) hybridnych nukleovych kyselin klesa v poradi: RNA : RNA,
DNA : RNA, DNA : DNA. Pre hybridné molekuly s diZkou presahujiicou 100 nukleotidov boli odvodené
rovnice na vypocet T,, (pozri Sambrook et. al., Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 2. vyd., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989), 9.50 - 0.51). Pri hybridizacii krat-
$ich usekov nukleovych kyselin, napr. oligonukleotidov, je poloha pripadnych chybnych parov déleZitejsia a
dizka oligonukleotidu je pre $pecifickost’ hybridizécie uréujici (pozri Sambrook ez. al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York
(1989), 11.7 - 11.8). Minimalna vyhodna dizka na hybridiziciu nukleovych kyselin je najmenej 10 nukleoti-
dov; vyhodnejsie 15 nukleotidov, najvyhodnejie 20 nukleotidov.

»Homolégova rekombinacia® je inzercia vektora s cudzou sekvenciou DNA do chromozému. Je vyhodné,
pokial’ je vektor nasmerovany do ur¢it¢ho miesta chromozému, $pecifického na homoldgovi rekombinéciu.
Pri $pecifickej homologovej rekombinacii musi vektor obsahovat’ dostatoéne dlhé oblasti homoldgovej sek-
vencie s chromozémom, aby bolo zaistené komplementarne naviazanie vektora na chromozém. Daliie homo-
logové oblasti a vyssi stupeni sekvenénej podobnosti zvySuje ucinnost' homolégovej rekombinacie.

»Kodujuca sekvencia“ DNA je sekvencia dvojvlaknovej DNA, ktora je v bunke transkribovana a prekla-
dana do polypeptidu in vitro alebo in vivo, pokial je ale vhodne umiestnena vzhl'adom na prislusné regulaéné
sekvencie. Kédujuca sekvencia je ohraniGena Startovacim kodénom na 5' (amino) konci a stop-kodénom
translacie na 3' (karboxylovom) konci. Kédujuca sekvencia moze zahriiat, nie vyhradne, prokaryontné sek-
vencie, cDNA z eukaryontnej mRNA, eukaryontni gendmovi DNA (napr. DNA cicavcov) a syntetické sek-
vencie DNA. Pokial je kddujuca sekvencia uréend na expresiu v eukaryontnych bunkéch, je zvy&ajne na 3'
konci umiestnena polyadenylova signalna sekvencia a termina¢na sekvencia na translaciu.

1zolacia kodujucich a okrajovych sekvencii OB

Nukleové kyseliny predkladaného vynalezu zahfiiaju nukleové kyseliny kodujlice expresiu peptidov so
sekvenciami SEQ ID &. 2 (obr. 1 (A az D)), SEQ ID ¢&. 4 (obr. 3), SEQID &. 5 (obr. 5) a SEQ ID &. 6 (obr. 6).
Zatial' ¢o Specifickd DNA bola izolovand a sekvenovana vo vztahu k OB génu, méZe lubovolna Zivo&isna
bunka posluzit’ ako zdroj nukleovych kyselin na molekularne klonovanie génu kédujiceho peptidy predkla-
daného vynalezu. DNA mozZno ziskat’ znamymi Standardnymi postupmi z klonovanej DNA (napr. z DNA
»kniZnice*), chemickou syntézou, klonovanim cDNA alebo klonovanim genémovej DNA alebo jej fragmen-
tov purifikovanych z prislu$nej bunky (pozri napr. Sambrook et. al., Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989); Glover ed.,
DNA Cloning: A Practical Approach, vol la I, MRL Press, Ltd, Oxford, U. K. (1985)). Klony odvodené z
genoémovej DNA mozu obsahovat’ vedFa kédujicich sekvencii aj regulaéné a intrénové oblasti DNA; klony
odvodené od cDNA neobsahuju intrénové sekvencie. Bez ohl'adu na zdroj, mozno gén molekuldrne naklono-
vat’ do vektora vhodného na propagaciu génu.

Pri molekularnom klonovani génu z genémovej DNA, moZno genémovi DNA amplifikovat s vyuZitim
primarov pochéadzajucich zo sekvencii cDNA. Alternativne mozno generovat’ fragmenty DNA, z ktorych nie-
ktoré koduju pozadovany gén. DNA mozno $tiepit’ v $pecifickych Stiepnych miestach redtrikénymi enzyma-
mi. TaktieZ moZno na fragmentaciu DNA pouZit DNazu v pritomnosti manganu alebo DNA mechanicky po-
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lamat, napr. sonikaciou. Linearne fragmenty DNA sa potom rozdelia podla velkosti Standardnymi postupmi,
ako s, nie vyhradne, clektroforéza na polyakrylamidovom alebo agarézovom géli a stipcova chromatografia.

Zo stiboru pripravenych fragmentov DNA mozZno Specifické fragmenty obsahujice poZadovany OB alebo
pribuzny gén identifikovat’ mnohymi sposobmi. Napriklad, ak je k dispozicii purifikovatel'né a oznacitelné
mnoZstvo asti génu OB génu, pribuzného génu alebo prislusnej RNA, ¢i jej fragmentu, moZno uskuto¢nit’
prehfadavanie generovanych fragmentov DNA postupom hybridizacie k oznacenej sonde [Benton et. al,
Science, 196: 180 (1977); Grunstein et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72: 3961 (1975)]. Predkladany vyna-
lez poskytuje proby nukleovych kyselin, ktoré mozZno pohodlne pripravit' z uvedenych 3pecifickych sekven-
cii, ako je napr. hybridizaéna préba s nukleotidovou sekvenciou zodpovedajiucou najmenej 10, vyhodnejsie
15-nemu nukleotidovému fragmentu zo sekvencie SEQ ID ¢. 1 (obr. 1 (A aZ E) alebo SEQ ID €. 3 (obr. 2 (A
a B)). Je vyhodné, aby zvoleny fragment bol vysoko Specificky pre modulatorové peptidy predkladaného vy-
nalezu. Dobre hybridizovat’ budi DNA fragmenty, ktorych sekvencia je v podstate homolégova so sondou.
Ako bolo uvedené, s rasticim stupiiom sekvencnej homoldgie mozZno sprisiiovat’ hybridizatné podmienky.
Pri konkrétnom uskutoéneni vynalezu boli na identifikiciu homolégového modulatorového peptidu zvolené
malo ,prisne” hybridizaéné podmienky. Vyhodnejsie je, pokial nukleova kyselina kdédujica predkladany
modulatorovy peptid hybridizuje s nukleotidovymi sekvenciami SEQ ID ¢. 1 (obr. 1 (A aZ E)) alebo SEQ ID
&. 3 (obr. 2 (A a B)), pripadne s ich fragmentmi, v stredne ,,prisnych“ podmienkach, vyhodnejsie vo vysoko
»prisnych“ podmienkach, ako je tieZ ukdzané v prikladoch.

Alternativne mozno gén detegovat’ pomocou testov vychadzajucich z fyzikalnych, chemickych alebo
imunologickych vlastnosti analyzovanych expresnych produktov. Napriklad mozno selektovat’ klony cDNA
alebo klony DNA produkujuce protein a hybridizujice s naleZitymi mRNA, podl'a podobnosti so znamymi
modul4torovymi peptidmi predkladaného vynalezu, napr. maju blizku alebo identicki elektroforetickui po-
hyblivost’, blizke alebo identické vlastnosti pri izoelektrickej fokusacii, proteolytické mapovanie, tyrozin fos-
fatizovu aktivitu alebo antigénne vlastnosti. Napriklad protilatky predkladaného vynalezn mozno pohodlne
pouZit' na vyhl'adavanie homolégovych moduldtorovych peptidov z inych zdrojov.

Gén kodujuci predkladany modulatorovy peptid méze byt identifikovany taktieZ na zaklade mRNA se-
lekcie, t. j. hybridizaciou nukleovych kyselin a naslednou translaciou in vitro. Pri tomto postupe sa fragmenty
pouzivajice na izolaciu komplementamych mRNA pomocou hybridizacie. Tieto fragmenty DNA predstavu-
ju dostupmi purifikovani modulatorovii DNA. Imunoprecipitacna alebo funkénd analyza (napr. test tyrozin
fosfatovej aktivity) produktov translacie in vitro, produktov izolovanych molekil mRNA umoZiiuje identifi-
kovat mRNA a teda komplementarne fragmenty DNA s h'adanou sekvenciou. Specifické mRNA mozno tiez
selektovat’ absorpciou polyzémov izolovanych z buniek na imobilizované protilatky Specifické na modulato-
rovy peptid.

Rédioaktivne oznaeni cDNA modulatorového peptidu mozZno syntetizovat’ na template selektovanej
mRNA (z absorbovanych polyzémov). Radioaktivne oznacend mRNA alebo cDNA sa potom vyuZiva ako
proba na vyhl'adavanie homoldgovych fragmentov DNA moduldtorového peptidu medzi ostatnymi fragmen-
tmi genémovej DNA.

Sekvenciu DNA kddujicu peptidové modulatory hmotnosti je vhodnejsie pripravit’ synteticky nez klono-
vanim. Sekvenciu DNA moZno naplanovat’ podl'a kodénov zodpovedajicich sekvencii aminokyselin peptidu
modulatora hmotnosti. Tento pristup umoziiuje vyber vyhodnejsich kodénov s ohl'adom na zvoleného ex-
presného hostitela. Cela sekvencia je zloZena z presahujicich oligonukleotidov pripravenych Standardnymi
postupmi a spojend do iplnej k6dujiicej sekvencie. Pozri napr. Edge, Nature, 292: 756 (1981); Nambair ez.
al., Science, 223 1299 (1984); Jay et. al., J. Biol. Chem., 259: 6311 (1984).

Syntetické DNA ulah¢uju konstrukciu génov, ktoré mdézu exprimovat’ analogy moduldtorov hmotnosti.
Alternativne DNA koédujice analégy méZu byt pripravené cielene $pecifickou mutagenézou nativnych OB
génov alebo cDNA, analdgy mozno taktiez pripravit’ priamo beZnou peptidovou syntézou.

Vieobecny postup pre cielene $pecificki inkorporaciu neprirodzenych aminokyselin do proteinu je opisa-
ny v Noren et. al., Science, 244: 182 - 188 (1989). Tymto postupom moZno pripravovat’ analogy OB poly-
peptidu obsahujice neprirodzené aminokyseliny.

Nekddujice nukleové kyseliny

Predkladany vynalez zahffia aj pripravu anti-sense nukleotidov a ribozymov zasahujucich do expresie
proteinov modulatoru hmotnosti na urovni translacie. Anti-sense nukleovej kyseliny a rybozymy blokuji
translaciu Specifickej mRNA tym, Ze ju bud’ maskuju, alebo Stiepia ribozymom.

Anti-sense nukleové kyseliny st molekuly DNA alebo RNA komplementarne aspoii k casti Specifickej
molekuly mRNA [pozri Weintraub, Sci. Am., 262: 40 - 46 (1990)]. V bunke s touto mRNA hybridizuju za
vzniku dvojvlaknového komplexu. Bunka nie je schopna prekladat’ mRNA vytvérajicu takyto dvojvldknovy
komplex. Tymto spbsobom zasahujii anti-sense nukleové kyseliny v mieste mRNA do expresie proteinu.
Najmi G¢inné st oligoméry dizky 15 nukleotidov a molekuly hybridizujice s iniciaénym kodénom AUG, le-
bo st lahko syntetizovateIné a predstavuju mensi problém pri zavadzani do buniek produkujicich modulato-
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ry telesnej hmotnosti, neZ velké molekuly. Anti-sense postupy boli pouZité pri inhibovani expresie mnohych
génov in vitro [Marcus-Sekura, (1988); Hambor et. al., J. Exp. Med., 168: 1237 - 1245 (1988)].

Ribozymi su molekuly RNA, ktoré 3pecificky Stiepia iné jednovlaknové molekuly RNA, podobne ako
restrikéné endonukledzy Stiepia DNA. Ribozymy boli objavené na zaklade pozorovania, Ze ur¢ité mRNA vy-
§tepujui svoje vlastné intrény. Modifikaciou nukleotidovej sekvencie takychto mRNA dokazali vedci zostrojit’
molekuly, ktoré rozpoznavaju a Stiepia $pecifické nukleotidové sekvencie RNA [Cech, J. 4m. Med. Assoc.,
260: 3030 - 3034 (1988)]. Vd'aka sekvencnej Specifickosti dochadza teda k inaktivécii len urcitych sekvencii
mRNA.

Vynalezci identifikovali dva typy ribozymov, typ Tetrahymena a typ ,hammerhead". Ribozymi typu Tet-
rahymena rozpoznavaju sekvenciu Styroch baz, rybozymy ,hamerhaed“ rozpoznavaju sekvencie 11 az 18
béz. Cim dlhsia je rekogni¢na sekvencia, tym je pravdepodobnejsie, Ze sa bude vyskytovat vylucne v cielo-
vej mRNA. Preto st na inaktivaciu $pecifickych mRNA vyhodnejsie ribozymy ,hamerhead” nez Tetrahyme-
na a 18-nukleotidové rckogniéné sekvencie su vyhodnejsie neZ kratsie.

Predkladané sekvencie DNA moZno teda pouZit' na pripravu anti-sense molekul k mRNA proteinov mo-
dulatora hmotnosti a ich ligandov a na pripravu ribozymov, ktoré tlito mRNA Stiepia; a tak inhibovat’ expre-
siu OB génu a indukovat’ narast hmotnosti a adipozity.

Iné uskutocnenie predkladaného vynalezu poskytuje kratke oligonukleotidy komplementarne ku koduji-
cim a komplementarnym vlaknam nukleovej kyseliny OB, alebo k nekddujicim oblastiam ', 3!, alebo kratke
oligonukleotidy z kodujucej oblasti. Tieto oligonukleotidy sluzia ako proby, bud’ ako priamo oznadené oli-
nukleotidické proby, alebo ako priméry na polymerizova ret'azovii reakceiu, na vyhodnocovanie mutacii v OB
géne alebo urovne expresic OB mRNA. Nekédujiice nukleové kyseliny predkladaného vynalezu pochadzaju
vyhodne z Fudského OB génu.

V inom uskuto¢neni predkladaného vynalezu shizia nekodujuce nukleové kyseliny pri homolégovej re-
kombindcii na integraciu amplifikovatelného génu a/alebo inych regulaénych sekvencii do blizkosti OB gé-
nu, napr. kvli dosiahnutiu vyssej hladiny expresie OB polypeptidu, alebo kvéli zatieneniu muticie v regu-
lacnej sekvencii OB génu, ktora brani patrinej tirovni expresie OB polypeptidu (pozri Medzinarodna paten-
tova publikacia WO 91/06666, vyd. 16. 5. 1991, ,Skoultchi; Medzinarodna patentova publikicia WO
90/14092, vyd. 29. 11. 1990, Kucherlapati, Campbell).

Produkcia OB polypeptidu: expresia a syntéza

Transkripéné a translacné kontrolné sekvencie su regulaéné sekvencie DNA, napr. prométory, zosiliiova-
Ce, terminatory a pod., ktoré zaistuju expresiu kédujucej sekvencie v hostitel'skej bunke. Eukaryontné bunky
obsahuji polyadenylatové signalne kontrolné sekvencie.

Koédujuca sekvencia je v bunke ,regulovana” transkripcnou a translaénou regulaénou sekvenciou vtedy,
ked’ je kodujiica sekvencia prepisana RNA-polymerdzou do mRNA, mRNA je zostrihana a preloZena do pro-
teinu kédovaného kodujucou sekvenciou.

»Signalna sekvencia® sa vyskytuje na zadiatku kodujicej sekvencie proteinu, ktory mé byt na povrchu
bunky syntetizovany. Tato sekvencia kéduje signalny polypeptid, ktory sa nachadza na N-konci maturované-
ho polypeptidu a riadi translokaciu polypeptidu v hostitel'skej bunke. V suvislosti s uvedenym typom signal-
nej sekvencie byva pouZivany aj pojem ,.translokacna signalna sekvencia“. Translokaéné signilne sekvencie
mozno najst v mnohych réznych prirodzenych eukaryontnych a prokaryontnych proteinoch a &asto st funk-
¢né v obidvoch typoch organizmov.

Sekvencia DNA je ,,operativne pripojena“ k expresnej kontrolnej sekvencii vtedy, ak expresna kontrolna
sekvencia reguluje transkripciu a translciu tejto DNA. Pojem ,,operativne pripojend* zahfiia aj to, Ze sek-
vencia DNA urfend na expresiu ma na zaciatku vhodny Startovaci signal (napr. ATG), aj to Ze zostane za-
chovany spravny Citaci rimec dovolujuci expresiu sekvencie DNA za regulacie expresnou kontrolnou sek-
venciou a produkcie poZadovaného produktu kédovaného touto sekvenciou. Pokial’ je nutné inzertovat' do
rekombinantnej DNA molekuly gén, ktory neobsahuje vhodny Startovaci signal, moZno tento signal zaviest
do génu v protismere (5') a spolu s génom inzertovat’ do ¢itacieho ramca.

»Promotorova sekvencia“ je regula¢na oblast DNA, ktora v bunke zaistuje vizbu RNA polymerazy a ini-
ciuje transkripciu kédujicej sekvencie po smere (smer 3'). Na dely definovania predkladaného vynalezu je
promotorova sekvencia ohrani¢end na 3' konci transkripénym inicializaénym miestom a v protismere (smer-
5') zahfnia len minimalny pocet baz, ktory postacuje na inicializaciu detegovatel'nej hladiny transkripcie nad
pozadim. Prométorova sekvencia obsahuje transkripéné inicializaéné miesto (prihodne definovatelné napr.
mapovanim nukledzou S1) a vizbovej domény pre protein (sihlasné sekvencie) zodpovedné za vizbu RNA
polymerazy.

Predkladany vynalez sa taktieZ tyka expresie uvedenych sekvencii DNA. Ako je v oblasti techniky zna-
me, podmienkou expresie sekvencii DNA je ich operativne pripojenie k expresnej kontrolnej sekvencii vo
vhodnom expresnom vektore a vyuziti tohto vektora na transforméciu prislu§ného jednobunkového hostitel’a.

21



20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287191 B6

Podmienkou operativneho pripojenia predkladanej sekvencie DNA k expresnej kontrolnej sekvencii je
samozrejme zaistenie inicializaéného kodénu ATG, ak nie priamo ¢asti DNA sekvencie, v spravnom ¢itacom
ramei v protismere DNA sekvencie.

Na expresiu predkladanych sekvencii DNA moZno pouzZit r6zne kombinacie hostitel'ov a expresnych vek-
torov. PouZiteIné expresné vektory su napriklad segmenty chromozomalnych, nechromozomalnych a synte-
tickych sekvencii DNA. Vhodnymi vektormi si derivaty SV40 a znime bakteridlne plazmidy, napr. plazmidy
E. coli col E1, pCR1, pBR322, pMB9, pUC alebo derivaty pUC, napr. vektory pGEX, pET, pmal-c, pFLAG
atd’. a derivaty uvedenych vektorov ako plazmid RP4; fagové DNA, napr. mnohé derivaty fagu lambda, napr.
NM989, a iné fagové DNA napr., M13 a filamentézny jednovlaknovy fag DNA; kvasinkové plazmidy ako
napr. plazmid 2u a jeho derivaty; vektory pouZiteIné v eukaryontnych bunkéch, napr. bunkach hmyzu alebo
cicavcov; vektory odvodené od kombindcii plazmidovej a fagovej DNA, ako st plazmidy vyuZivajice ex-
presné kontrolné sekvencie fagovej alebo inej DNA; a pod. Vyhodné uskutoénenie vynalezu vyuZiva expre-
siu OB v metylotrofnych kvasinkach, napr. Pichia pastoris (pozri Medzinarodna patentova publikacia WO
90/03431, vyd. 5. 4. 1990, Brierly et. al.; Medzinarodna patentové publikicia WO 90/10697, vyd. 20. 9.
1990, Siegel er. al.). V uvedenom uskutogneni vynalezu, bol konstruovany vektor na expresiu OB riadenou
signalnou sekvenciou a-parovacieho faktora.

Z velkého mnoZstva expresnych kontrolnych sekvencii -t. . sekvencii, ktoré reguluju expresiu operativne
pripojenej predkladanej DNA - mozno pre vektor exprimujici predkladani sekvenciu DNA zvolit’ lubovol-
nu expresnu kontrolni sekvenciu. Vhodné expresné kontrolné sekvencie su napr. véasné alebo neskoré pro-
métory SV40, CMV, vakeinie, polyémy alebo adenoviru, lac systém, ##p systém, TAC systém, TRC systém,
LTR systém, hlavné operatorové a promotorové oblasti fagu lambda, kontrolné oblasti fd coat proteinu, pro-
motor pre 3-fosfoglyrerat kinazu alebo iné glykolytické enzymi, promoétory kyslej fosfatizy (napr. PhoS),
prométor AOX1 metylotrofnych kvasiniek, prométory kvasinkového a-parovacieho faktora a iné zname sek-
vencie, ktoré riadia expresiu génov prokaryontnych alebo eukaryontnych buniek alebo ich virusov a rézne
kombinacie uvedenych promoétorov.

Na expresiu predkladanych sekvencii DNA mozno vyuZit' mnoho réznych jednobunkovych hostitel'skych
buniek. Vhodnymi hostite!'mi st zndme eukaryontné a prokaryontné bunky ako napr. kmene E. coli, Pseu-
domonas, Bacillus, Streptomyces, huby ako napr. kvasinky (Saccharomyces a metylotrofné kvasinky ako Pi-
chia, Candida, Sansenula a Torulopsi s); a Zivo&iine bunky ako CHO, R1.1, B-W a LM, Tadvinové bunky z
africkej Green Monkey (napr. COS 1, COS 7, BSC1, BSC40 a BMT10), hmyzie bunky (napr. Sf9) a udské
a rastlinné bunky v tkanivovych kultirach.

Je zrejmé, Ze nie vietky vektory, expresnej kontrolnej sekvencie, ani hostiteI'ské bunky, budi exprimovat’
predkladané sekvencie DNA rovnakym spdsobom. TaktieZ je zrejmé, Ze nie vietky hostitel'ské bunky budi
pracovat rovnako s jednym expresnym systémom. Odbornik v odbore je v8ak schopny zvolit' vhodné vekto-
1y, expresné kontrolné sekvencie a hostitel'a na dosiahnutie poZadovanej urovne expresie v rdmci predklada-
ného vynalezu bez toho, aby musel neprimerane experimentovat’. Napriklad pri volbe vektora musi byt uva-
Zovany konkrétny hostitel, pretoZe vektor musi v tomto hostitel'ovi fungovat’. Taktiez musi byt uvazované
mnoZstvo kopif vektora, moZnost' ovplyvilovat’ mnoZstvo képif a expresiu inych proteinov kédovanych vek-
torom, ako su napr. antibiotické markery.

Pri volbe expresnej kontrolnej sekvencie je zvy&ajne uvaZzovanych mnoho faktorov, ako napr. relativna
sila systému, moznost' jeho regulacie, kompatibilita systému s konkrétnou sekvenciou DNA alebo génu ure-
nych na expresiu, najmi s ohladom na moZné sekundirne $truktiry. Vhodnych jednobunkovych hostitel'ov
moZno volit' na zdklade uvah ako napr. kompatibilita hostitela so zvolenym vektorom, sekre¢né vlastnosti
hostitel'a, schopnost’ hostitel'a vytvarat’ spravne priestorové usporiadanie proteinov, fermentacné podmienky
pre rast hostitel'a, rovnako ako pripadna toxicita produktu kédovaného sekvenciami DNA urenymi na ex-
presiu voéi hostitel'ovi a obtiaznost’ purifikacie expresnych produktov.

S ohl'adom na tieto a d'al3ie faktory je odbornik v odbore schopny zostrojit mnoho kombinacii vektor/ex-
presna kontrolna sekvencia/hostitel’, ktoré budu exprimovat’ predkladané sekvencie DNA fermentaéné, alebo
vo velkom meradle v Zivo¢i§nych kultirach.

V konkrétnom uskutoéneni vynalezu bol exprimovany fizny protein OB. Fuzny protein OB obsahuje mi-
nimélne najmensiu funk&mi &ast’ proteinu, ktory nie je OB proteinom, spojenu s peptidickou véizbou s mini-
malne najmen$ou funkénou &astou OB polypeptidu. Ne-OB sekvencie mézu byt’ pripojené k amino-alebo
karboxylovému koncu OB. Z hi'adiska rezistencie fizneho OB proteinu proti proteolyze je vyhodnejsie, po-
kial’ s ne-OB sekvencie pripojené peptidickou vizbou na amino-koniec OB proteinu. Rekombinantnad mole-
kula DNA kédujica fuzny protein obsahuje sekvenciu kddujicu miniméalnu funkénu sekvenciu ne-OB ¢asti
pripojenii v ¢itacom ramci k sekvencii kédujucej OB a vyhodne este k sekvencii kédujucej Stiepne miesto na
$pecifickii proteazu, napr. trombin alebo Faktor Xa, vyhodne v mieste spoja OB s ne-OB. V tomto konkret-
nom uskuto¢nen{ bol filzny protein exprimovany v Escherichia coli alebo v P. pastoris.

V konkrétnom uskuto&neni boli pripravené vektory na expresiu mySacieho a l'udského OB génu, s kodd-
nom a bez kodénu pre gin-49, v bakterilnych a kvasinkovych (Pichia) expresnych systémoch veducich k
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expresii fiznych proteinov. Do OB génu bolo zavedené Stiepne miesto na endonukleazu, napr. pomocou PCR
a novych primarov. Sekvencie pripravené PCR je vhodné overovat,, lebo pri tomto postupe je vysSia pravde-
podobnost’ vzniku bodovych mutacii. Vhodné je pouZit’ plazmid obsahujuci His-tag a proteolytické Stiepne
miesto. Pritomnost’ histidinu umoziiuje selektivnu izoldciu rekombinantnych proteinov na Ni-chelata¢nej ko-
16ne alebo afinitnou purifikiciou. Specifické proteolytické miesto, v konkrétnom uskutoéneni §tiepne miesto
na trombin, je do proteinu zavidzané preto, aby Stiepenie proteazou napr. trombinom uvolnilo plnt dizku
maturovaného OB polypeptidu (t. j. bez signalnej sekvencie).

V inom uskuto¢neni bol pouzity vektor pGEX [Smith et. al., Gene 67: 31 - 40 (1988)]. Tento vektor spaja
¢DNA kédujicu schistozoma japonicum glutathion S-transferazu s predkladanymi sekvenciami DNA. Od
bakteridlnych proteinov mozno rekombinantné proteiny 'ahko oddelit’ na redukované glutathion-afinitnej ko-
léne. GST nosi¢ sa potom z fuzneho proteinu odstiepi Specifickymi proteazami. Po Stiepeni sa nosi¢ a neroz-
Stiepeny fuzny protein odstrani absorpciou na glutatiénovej agardze. Nevyhodou tohto systému moZe byt
pripadna nerozpustnost’ kédovaného proteinu vo vodnom prostredi.

Rekombinanmé proteiny exprimované v bakteridlnych systémoch méZu mat’ chybné priestorové usporia-
danie vyZadujice opravu. Rekombinantny protein mozZno znovu priestorovo usporiadat’ pred $tiepenim alebo
po Stiepeni na funkény OB polypeptid. Preusporiadanie OB polypeptidu sa uskutoéiiuje (i) inkubaciou prote-
inu v denaturaénom pufti s redukénym ¢inidlom a potom (ii) inkubaciou proteinu v pufti s oxidaénym ¢inid-
lom a vyhodne tiez s ¢inidlom stabilizujicim protein alebo chaotropnym ¢inidlom, pripadne s obidvoma.
Vhodnymi parmi redoxnych ¢inidiel st, nie vyhradne, redukovany glutatién/glutation disulfid, cystin/cystein,
cystamin/cysteamin a 2-merkaptoetanol/2-hydroxyetyldisulfid. V niektorom pripade mozno fiizny protein
rozpustit’ pdsobenim denatura¢ného ¢inidla, ako je moéovina. Podl'a vyhodného uskutoénenia moZno protein
pred zavedenim do reduk&ného pufra tiez purifikovat’ napr. ionexovou alebo Ni-chelataénou chromatogra-
fiou. Vhodnymi denaturaénymi ¢inidlami si, nie vyhradne, mocovina a guanidin hydrochlorid. Rekombi-
nantny protein sa dalej 10x, vyhodnejSie 100x rozriedi do oxidaéného pufra obsahujiceho, nie vyhradne, 0,1
mol.I" Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mmol.I" EDTA; 0,15 molLI" NaCl; 0,1 molL.I" oxidovaného glutatiénu. Fizny
protein sa potom inkubuje 1 aZ 24 h, vyhodne 2 aZ 16 h v oxidaénom pufri pri laboratérne;j teplote. Oxida&ny
pufer méZe obsahovat ¢inidlo stabilizujici protein, napr. cukor, alkohol alebo siran amonny. Oxidagny pufer
moze d'alej obsahovat’ v nizkej koncentracii chaotropné ¢inidlo destabilizujtice chybné intermolekularme in-
terakcie a napoméha tak tvorbe spravneho priestorového usporiadania. Vhodnymi chaotropnymi ¢inidlami
sU, nie vyhradne, detergenty, polyoly, L-arginin, guanidin hydrochlorid a polyetylénglykol (PEG). Podstatné
je zvolit’ dostato¢ne nizku koncentraciu chaotropného ¢inidla, aby nedochidzalo k denaturacii proteinu. No-
vousporiadany protein mozno zahustit’ najmenej 10x, vyhodne tolkokrat, kolkokrat bol rozriedeny do oxi-
daéného pufra.

Bakterialnou fermenticiou moZe taktieZ vznikat' rekombinantny protein sprevadzany neprijatelnym
mnozstvom endotoxinov. Preto sa predkladany vynalez zaobera odstrafiovanim endotoxinov, napr. pomocou
protilatok $pecifickych na endotoxin alebo molekul, ktoré endotoxin viaZe. Pritomnost endotoxinu moZno
urCit’ §tandardnymi postupmi, napr. s vyuzitim reagencii E-TOXATE (Sigma, St. Louis, Missouri) alebo bio-
logickymi testami.

Okrem uvedenych postupov uvazuje predkladany vynalez expresiu OB proteinov v baculovirovych, ci-
cav¢ich a kvasinkovych expresnych systémoch. Napriklad v baculovirovych expresnych systémoch mozZno
vyuZit’ nefuzne aj fuzne transferové vektory; nefuzne transferové vektory su, nie vyhradne, pVL941 (klono-
vacie miesto BamH1, Summers), PV1.1393 (klonovacie miesto BamH1, Smal, Xbal, EcoRl, Notl, Xmalll,
BgllI a Pstl; Invitrogen), pVL1392 (klonovacie miesto BamEl, Smal, Xbal, EcoR1, Notl, Xmalll, Bgll a Pstl;
Summers a Invitrogen) a pBlueBaclll (klonovacie miesto BamH]1, Bglll, Pstl, Ncol a Hindlll, s moznostou
rekombinantného skriningu modra/biela; Invitrogen) a fizne transferové vektory su, nie vyhradne, pAc700
(klonovacie miesto BamEI a Kpnl, kde rekogni¢né miesto BamH]1 zaéina s inicializaénym kodénom; Sum-
mers), pAc701 a pAc702 (ako pAc700, s odliSnymi Citacimi ramcami), pAc360 (klonovacie miesto BamH1
36 pb po smere od polyhedrinového inicializaéného kodonu; Invitrogen(195)) a pBlueBacHis A, B, C (tri od-
lisné ¢itacie ramee, klonovacie miesto BamH]1, BglIl, Pstl, Ncol a Hindlll, N-termindlny peptid pre ProBond
purifikdciu a s moZnost'ou rekombinantmého skriningu modra/ biela plakov; Invitrogen(220)).

Expresné systémy cicavcov vhodné pre predkladany vynalez zahriiaji vektory s indukovatenymi promdtor-
mi, ako je napr. dihydrofolat reduktazovy (DHPR) promoétor, napr. Pubovolny expresny vektor s DHPR ex-
presnym vektorom alebo ko-amplifikaény vektor -DHFR/metotrexat ako pED (klonovacie miesto Pstl, Sall,
Shal, Smal a EcoR]I, vektorom exprimuje klonovany gén aj DHFR, pozri Kaufman, Current Protocols in Mo-
lecular Biology, 16.12 (1991)). Alternativne, ko-amplifikaény vektor glutamin syntetidza/metionin sulfoxi-
min, ako je pEE14 (klonovacie miesto Hindlll, Xbal, Smal, Sbal, EcoRI a Bcll, vektor exprimuje glutamin
syntetazu a klonovany gén; Celltech). Podl'a iného uskutoénenia moZno pouzit' vektor, ktory riadi epizomal-
nu expresiu v systéme s virusom Epstein-Barrovej (EBV), napr. pREP4 (klonovacie miesto BamH1, Sfil,
Xhol, Notl, Nhel, HindIIl, Nhel, Pvull a Kpnl, konititutivny prométor RSV-LTR, hygromycinovy selekény
marker; Invitrogen), pCEP4 (klonovacie miesto BamH1, Sfil, Xhol, Notl, Nhel, HindIll, Nhel, Pvull a Kpnl,

23



15

20

25

30

35

40

45

50

55

SK 287191 B6

najbliz§i konstitutivny gén hCMV, hygromycinovy selekény marker; Invitrogen), pMEP4 (klonovacie miesto
Kpnl, Pvul, Nhel, Hindlll, Notl, Xhol, Sfil, BamH]1, indukovatelny prométor génu pre metalotionein Ila,
hygromycinovy selekény marker; Invitrogen), pREP8 (klonovacie miesto BamH1, Xhol, Notl, Nhel, a Kpnl,
prométor RSV-LTR, hystidinovy selekény marker; Invitrogen), pREP9 (klonovacie miesto Kpnl, Nhel, Hin-
dIll, Nodl, Xhol, Sfil a BamH]1, promotor RSV-LTR, selekény marker G418; Invitrogen) a pEBVHis (promo-
tor RSV-LTR, hygromycinovy selekény marker, N-termindlny peptid purifikovatelny na nosi¢i ProBond a
oditiepitelny enterokindzou; Invitrogen). Selekéné expresné vektory cicavcov vhodné pre predkladany vyna-
lez zahfiiaju pRc/CMV (klonovacie miesto Hindlll, BstXI, Notl, Shal a Apal, selekcia G418; Invitrogen),
pRc/RSV (klonovacie miesto HindIll, Spel, BstXI, Notl, Xbal, selekcia G418; Invitrogen) a dalsie. Expresné
vektory cicavcov virusu Vakcinie (pozri Kaufman, Current Protocols in Molecular Biology, 16.12 (1991))
vhodné pre predkladany vynalez su, nie vyhradne, pSC11 (klonovacie miesto Smal, selekcia TK-a Bgal),
pMJ601 (klonovacie miesto Sall, Smal, Afll, Narl, BspHII, BamHI, Apal, Nhel, Sacll, Kpnl a Hindlll, selek-
cia TK- a Sgal) a pTKgpF1S (klonovacie miesto -EcoRl, Pst, Sall, Accl, Hindll, Sbal, BamH1 a Hpa, selek-
cia TK alebo XPRT).

Podl'a predkladaného vynalezu moZno na expresiu OB polypeptidu pouZit' taktieZ kvasinkové expresné
systémy. Napriklad moZno zvolit’ nefuzny vektor pYES2 (klonovacie miesto Xbal, Sphl, Shol, Notl, GstXI,
EcoR], BstX1, BamH], Sacl, Kpnl a Hindlll, Invitrogen) alebo fuzny pYESHis A, B, C (klonovacie miesto
Xbal, Sphl, Shol, Notl, BstX1, EcoRl, BamH]1, Sacl, Kpnl a Hindlll, N-terminalny peptid purifikovate'ny na
nosi¢i ProBond a odstiepitelny enterokindzou; Invitrogen).

Peptidické modulatory telesnej hmotnosti mozZno syntetizovat' na zdklade nukleotidovych sekvencii od-
vodenych v ramci predkladaného vynalezu.

Vedl'a rekombinantnej expresie, predkladany vynalez poéita aj so syntetickou pripravou OB polypeptidu
a jeho fragmentov, vyuZivajice zname a vysoko vyvinuté postupy syntézy peptidov na pevnej faze. Vynalez
zahfiia pripravu OB polypeptidu a jeho fragmentov s vyuZitim stratégie chraniacich skupin Boc a Fmoc a
inych. V oblasti techniky s tieZ zname rézne postupy na lipravu priestorového usporiadania polypeptidu a
oxidaciu postrannych cysteinovych retazcov na disulfidicku vézbu.

Protilatky k OB polypeptidu

Predkladané OB polypeptidy, pripravované rekombinantne alebo chemickou syntézou, ich fragmenty a
iné derivaty a analégy vratane fuznych proteinov, moZno pouZit' ako imunogény pri generovani protilatok
rozpoznavajuicich OB polypeptid. Medzi tieto protilatky patria, nie vyhradne, polyklondlne, monoklonalne,
chimérne a jednoretazcové protilatky, Fab fragmenty a Fab expresna kniZnica.

Molekula je ,,antigénna®, pokial’ interaguje Specificky s molekulou imunitného systému rozpoznavajuce-
ho antigén, ako je napr. imunoglobulin (protilatka) alebo receptor antigénu T-bunky. Antigénny polypeptid je
tvoreny najmenej 5, vyhodne najmenej 10 aminokyselinami. Antigénnou ¢ast'ou molekuly je ta cast, ktora je
pre rozpoznavanie protilatky alebo receptora T-bunky imunodominantna, alebo Cast’ molekuly, ktord bola
konjugovana k nosi¢u pri imunizaénom generovani. Antigénna molekula nemusi byt sama osebe imunogén-
na, t. j. vyvolavajica imunitni odpoved’ bez nosica.

L Protilatka® je Fubovolny imunoglobulin vratane protilatok a ich fragmentov, ktory sa viaZe na Specificky
epitop. Termin zahffia polyklonalne, monoklondlne a chiméme protilatky, posledne menovanymi sa podrob-
nejsie zaobera U. S. Patent &. 4 816 397 a 4 816 567, ktory sa d'alej zaobera viizbovymi miestami pre antigén
a Gastami Fab, F(ab"), a F(v) (vratane jednoretazcovych protilatok). Termin ,;molekula protilatky* v réznych
tvaroch, ako je tu pouZivany, teda zahffia intaktni molekulu imunoglobulinu a imunologicky aktivnu cast
molekuly imunoglobulinu s vizobnym miestom. ,,Vdzobné miesto protilatky* je Struktirna ¢ast molekuly
protilatky tvorena hypervariabilnou oblast'ou tazkého a l'ahkého retazca, ktora $pecificky viaZe antigén.

Protilatky st napriklad intaktné molekuly imunoglobulinov, v podstate intaktné molekuly imunoglobuli-
nov a Zasti molekil imunoglobulinov zahftiajlice paratop, vratane &asti oznalovanych Fab, Fab', F(ab')* a
F(v), &o st ddlezité Casti molekuly protilatky z hl'adiska terapeutickych postupov predkladaného vynalezu.

Fab a F(ab'), ¢asti molekul protilatok moZno pripravit’ proteolyzou papainom alebo pepsinom vykonanou
na v podstate intaktnych molekulach protilatok, zndmymi postupmi. Pozri napr. U. S. Patent ¢. 4 342 566,
Theofilopolous et. al. Fab' &asti molekuly protilatky sd tieZ zndme a moZno ich pripravit' z Casti F(ab'); re-
dukciou disulfidickych vézieb spajajucich dva tazké retazce napr. merkaptoetanolom a alkylaciou vzniknu-
tého protein merkaptanu napr. jédacetamidom. Na predkladané ucely si vyhodné intakiné molekuly protila-
tok.

,Monoklonélna protilatka“ je protilatka, ktora ma len jeden typ vazbovych miest schopnych imunitne re-
agovat s uritym antigénom. Monoklonalna protilatka typicky vykazuje jednotni vizbovi afinitu ku véet-
kym antigénom, s ktorymi imunitne reaguje. Monoklondlna protilatka mdZe byt tvorena molekulou protilat-
ky, ktord ma vel'a vizbovych miest, kazdé imunospecifické k inému antigénu; napr. biSpecificka (chimérna)
monoklonalna protilatka.
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Vyraz ,,adjuvans® sa vztahuje na zli¢eninu alebo zmes, ktord zvy$uje imunitni odpoved na antigén. Ad-
juvans mbze sluzit’ ako tkanivovy depot pomaly uvolfiujuci antigén a tieZ ako aktivator lymfatického syste-
mu, ktory neSpecificky posilfiuje imunitni odpoved [Hood ez. al., Imunology, 384, 2. vyd., Benjamin/Cum-
mings, Menlo Park, California (1984)]. Primarny u¢inok samotného antigénu bez pritomnosti adjuvans Casto
nestadi na vyvolanie humorélnej alebo bunkovej imunitnej odpovede. Adjuvans zahffiaju, nie vyhradne,
kompletné Freudovo adjuvans, nekompletné Freudovo adjuvans, saponin, minerdlne gély, ako je hydroxid
hlinity, povrchovo aktivne latky, ako je lyzolecitin, plurénové polyoly, polyanionty, peptidy, olejove alebo
uhlovodikové emulzie, keyhole limpet hemocyanin, dinitrofenol a potencialne vyuZiteIné humanne adjuvans
ako BCG (bacille Calmette-Guerin} a Corynebacterium parvum. Adjuvans je vyhodne farmaceuticky prija-
telné.

V oblasti techniky existuje mnoho sposobov priprav polyklondlnych protilatok k OB polypeptidu, jeho
fragmentu, derivéatu alebo analégu. Tvorbu protilatok moZno vyvolat imunizaciou réznych Zivo¢iSnych hosti-
telov injekciou OB polypeptidu alebo jeho derivatu (napr. fragmentu alebo fizneho proteinu). Vhodnymi
hostitel'mi su, nie vyhradne, kraliky, mysi, krysy, ovce, kozy atd’. Podl'a uskuto¢nenia vynalezu mozno OB
polypeptid alebo jeho fragment konjugovat’ s imunogénnym nosi¢om, napr. bovinnym sérum albuminom
(BSA) alebo keyhole limpet hemocyaninom (KLH). Podl'a druhu hostitel'a moZno na zvysenie imunitnej od-
povede pouzit’ rézne adjuvans, napr. (nie vyhradne) kompletné aj nekompletné Freudovo adjuvans, mineral-
ne gély, ako je hydroxid hlinity, povrchovo aktivne latky, ako je lyzolecitin, plurénové pololy, polyanionty,
peptidy, olejové emulzie, keyhole limpet hemocyaniny, dinitrofenol a potencialne vyuZiteIné humanne adju-
vans ako BCG (bacille Calmette-Guerin) a Corynebacterium parvum.

Pri priprave monoklonalnych protilatok proti OB polypeptidu, jeho fragmentu, analégu alebo derivatu,
moZno pouZit' Tubovolny spdsob vyuZivajici produkciu molekul protilatok v kultirach kontinulnych bun-
kovych linii. Vhodné postupy zahfiiaju, nie vyhradne, hybridémovy postup pévodne vyvinuty Kohlerom et.
al., Nature, 256: 495 - 497 (1975), triémovy postup, hybridémovy postup na I'udskych B-bunkach [Kozbor
et. al., Immunology Today, 4: 72 (1983)] a EBV-hybridomovy postup produkujici Fudské monoklonalne pro-
tilatky [Cole et. al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, 77 - 96, Alan R. Liss, Inc., (1985)]. Nesmr-
telné bunkové linie produkujice protilatky mozno vytvorit’ aj inymi postupmi neZ fiziou, napriklad priamou
transformaciou B lymfocytov onkogénnej DNA alebo transfekciou virusom Epstein-Barrovej. pozri napr.
Schreier M. et. al., ,,Hybridoma Techniques* (1980); Hammerling et. al., ,,Monoclonal Antibodies And T-cell
Hybridomas* (1981); Kennett et. al., ,,Monoclonal Antibodies“, (1980); pozri tieZ U. S. Patent ¢. 4 341 761, 4
399 121, 4 427 783, 4 444 887, 4 451 570, 4 466 917, 4 472 500, 4 491 632 a 4 493 890.

V konrétnom uskutocneni predkladaného vynalezu boli monoklonalne protilatky produkované na bezmik-
robnych zvieratich nedavno vypracovanym postupom (PCT/US90/02545). Podl'a vynalezu mozno pouZit
Pudské protilatky a ziskat ich na Pudskych hybridomoch [Cote et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 2026 -
2030 (1983)] alebo transformaciou Iudskych B-buniek EBV virusom [Cole et. al., Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, 77 - 96, Alan R. Llss, Inc., (1985)]. podla citovaného vynalezu moZno vyuzit’ postupy
vyvinuté na produkciu ,,chimérnych protilatok* [Morrison et. al., J. Bacteriol., 159 - 870 (1984); Takeda ez.
al,, Nature, 314: 452 - 454 (1985)]. Tieto postupy vychadzaji z génov pre molekuly mysich protilatok $peci-
fickych k OB polypeptidu a z génov pre molekuly T'udskych protilatok prisluinej biologickej aktivity, upra-
venych zostrihom; takéto protilatky patria taktieZ do ramca predkladaného vynalezu. Cudské alebo humani-
zované chimérne protilatky si vyhodnejsie na terapiu l'udskych chérob alebo porich (opisané skér), pretoze
T'udské alebo humanizované protilatky budu samy osebe menej pravdepodobne vyvolavat’ imunitni odpoved,
najmi alergick v porovnani s cudzorodymi protilatkami.

Predkladany vynalez d’alej vyuziva adaptovany postup na pripravu jednoretazcovych protilatok (U. S. Pa-
tent 4 946 778) na pripravu jednoretazcovych protilatok Specifickych k OB polypeptidu. Konkrétne uskutog-
nenie vynalezu vyuZiva opisany postup na konstrukciu Fab expresnej kniznice (Huse et. al., Science, 246:
1275 - 1281 (1989)], ktora umoZiiuje rychle a l'ahké vyhl'adanie monoklonalnych Fab fragmentov s poZado-
vanou $pecifitou k OB polypeptidu, jeho derivatom alebo analdgom.

Fragmenty protilatok, ktoré obsahuji idiotyp molekuly protilatky mozno pripravovat’ zndmymi postupmi.
Takymito fragmentarni su, napr. fragment F(ab'),, ktory vznikd pepsinovym Stiepenim molekuly protilatky;
Fab' fragmenty pripravené redukciou disulfidickych mostikov fragmentu F(ab'), a fragmenty Fab vznikajuce
papainovym Stiepenim molekuly protilatky a naslednou redukciou.

Na vyrobu protilatok sa vyhPadévanie Ziadanej protilatky vykonava znamymi postupmi oblasti techniky,
napr. radioimunoesejou, postupom ELISA (imunosorbentny test s naviazanym enzymom), ,,sendviéovou*
imunoesejou, imunoradiometrickymi testami, gélovou difiiznou precipitaénou reakciou, imunodifuznymi tes-
tami, imunoesejou in situ (napr.: s koloidnym zlatom, enzymovym alebo radioizotopovym znacenim), wes-
ternovym blotovanim, precipitaénou reakciou, aglutinaénym testom (napr. gélovy aglutinaény test, hemaglu-
tinaCny test), komplementa¢nym testom, imunofluorescentnym testom, testom s proteinom A, imunoelektro-
foretickym testom atd’. Podl'a uskutoénenia vynalezu moZno vizbu protilatky stanovit na zaklade detekcie
oznacCenej primarnej protilatky. Podl'a iného uskuto¢nenia mozZno primarnu protilatku stanovit' na zaklade de-
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tekcie vizby sekundarnej protilatky alebo reagencie k primame;j protilatke. Podl'a d’alSieho uskutoénenia
mozno sekunddrnu protilatku oznaéit. Oblast’ techniky poskytuje mnoho prostriedkov detekcie vizby pre
imunoesej, ktoré vyhovuji predkladanému vynalezu. Napriklad pri selekcii protilatok, ktoré rozpoznavaju
Specificky epitop OB polypeptidu, mozno testovat’ generované hybridémy podl'a produktu, ktory viaze frag-
ment OB polypeptidu nesuci tento epitop. Selekciu protilatok Specifickych k OB polypeptidu z uréitého Zivo-
¢isneho druhu mozno vykonat' na zéklade pozitivnej vizby s OB polypeptidom exprimovanym alebo izolo-
vanym z buniek tohto Zivo¢isneho druhu.

Uvedené protilatky moZno pouZit’ na lokalizaciu a stanovenie aktivity OB polypeptidu zndmymi postup-
mi oblasti techniky, ako je napr. westernové blotovanie, stanovenie OB polypeptidu in situ, stanovenie hladi-
ny OB polypeptidu vo fyziologickych vzorkach atd’.

V konkrétnom uskuto¢neni vynalezu boli generované protilatky agonizujuce alebo antagonizujuce aktivi-
tu OB polypeptidu. Tento typ protilatok mozZno testovat’ uvedenymi postupmi na zaklade identifikacie ligan-
dov.

V konkrétnom uskutoéneni vynalezu boli vyvinuté protilatky produkované na kralikoch, ktoré boli imu-
nizované syntetickymi peptidmi s vopred stanovenou aminokyselinovou sekvenciou alebo rekombinantnymi
proteinmi pripravenymi s vyuZitim bakterialnych expresnych vektorov. Vyber syntetickych peptidov bol vy-
konany na zaklade podrobnej analyzy predpovedanej Struktury proteinu. Konkrétne boli vybrané peptidové
sekvencie medzi predpokladanymi Stiepnymi miestami. Syntetické peptidy boli konjugované k nosicu, napr.
KLH hemocyanin alebo BSA, reakciou s karbodiimidom a boli pouZité vo Freudovom adjuvans na imuniza-
ciu kralikov. Rekombinantny protein bol pripraveny s vyuZitim vektoru pGEX [Smith et. al. , Gene 67: 31 -
- 40 (1988)]. Alternativne mozno generovat fizny protein s pouzitim hydrofilnych domén. Protein bol ex-
primovany v potrebnom mnoZstve na imunizaciu vo Freudovom adjuvans.

V inom konkrétnom uskuto¢neni vynalezu bol pouZity OB polypeptid na imunizaciu kuriat a z vaje¢ného
#itka boli izolované kuracie anti-OB protilatky, napr. afinitnou purifikaciou na OB-koléne. Kurcata uréené na
imunizéciu boli vyhodne udrzované v $pecifickych podmienkach bez patogénov (SPF).

V inom konkrétmom uskuto¢neni vynalezu bola tvorba protilatok proti leptinu vyvolana u OB/OB mysi, u
ktorych sa dala ofakavat’ anti-OB odpoved’, pretoze OB polypeptid vzhl'adom na jeho nepritomnost’ v obehu
netoleruju; tvorba protilatok bola vyvolana taktieZ u mySacieho divokého typu. Slezinné bunky od obidvoch
skupin boli fizované s myelomovymi bunkami za vzniku hybridomov pre monoklonélne protilatky.

V inom konkrétnom uskutoCneni vynalezu bol pouZity rekombinantay polypeptid na imuniziciu kralikov
a polyklonélne protilatky boli pred d’al§im pouZitim imunopurifikované. Purifikované protilatky su vhodné
najmi pre semi-kvantitativne testy, zvlast na stanovenie cirkulujiiceho OB polypeptidu v plazme alebo sére.

Prehl'adanie suboru monoklonalnych protilatok vyprodukovanych proti modulatorovym peptidom mozno
uskutoénit’ na zaklade réznych vlastnosti, ako st izotyp, epitop, afinita atd’. Obzvlast’ vyznamné si monoklo-
nalne protilatky neutralizujice aktivitu modulatorovych peptidov. Tieto monoklonalne protilatky mozno l'ah-
ko identifikovat postupom testujucim aktivitu moduldtoru hmotnosti. TaktieZ vhodné st protilatky s vysokou
afinitou, pokial moZno uskutoénit’ imunoafinitmi purifikaciu prirodzeného alebo rekombinantného modulato-
ru.

Ako anti-modulatorové protilatky na diagnostické a terapeutické ucely predkladaného vynélezu sa vy-
hodne pouzivaju afinitne purifikované polyklonalne protilatky, vyhodnejsie monoklonélne protilitky (mAb).
Dalej je na predkladané i¢ely vyhodné, pokial' st molekuly anti-modulatorovych protilatok tvorené Sastami
celych molekul protilatok, sice ¢astami Fab, Fab', F(ab'), alebo F(v).

Diagnostické vyuZitie

Predkladany vynalez sa d'alej tyka mnohych diagnostickych aplikacii vratane postupov na detekciu pod-
mienok a/alebo stimulov, ktoré vyvolavaji abnormalnu telesnii hmotnost’ alebo adipozitu, s ohladom na ich
posobenie sprostredkovavané pritomnymi modulatormi hmotnosti. Ako uz bolo uvedené, existuje mnoho po-
stupov vyuzivajicich peptidové modulatory hmotnosti na generéaciu protilatok, ktoré mozno potom izolovat’
a pouZit napr. pri zistovani konkrétnej transkripcnej aktivity pri suspektnych cielovych bunkach. Alternativ-
ne mozno predkladané nukleové kyseliny pouzit' diagnosticky.

Diagnostika zaloZena na protilatkach

Diagnostické postupy predkladaného vynalezu vyuZivaju pri testovani bunkovych vzoriek alebo vzoriek
média efektivne mnozstvo antagonistov modulatorového proteinu, ako je napr. anti-modulatorova protilatka,
vyhodne afinitne purifikovana polyklonalna protilétka, vyhodnejsie mAb. Dalej je pre predkladané ugely vy-
hodné, pokial’ si molekuly anti-modulétorovych protilatok tvorené ¢ast’ami celych molekul protiltok, sice
¢astami Fab, Fab', F(ab'), alebo F(v). Ako uZ bolo uvedené, predkladané postupy poméhajii pacientom trpia-
cim rakovinou, AIDS, obezitou alebo inymi stavmi, pre ktoré je charakteristickd abnormalna telesna hmot-
nost. Z oblasti techniky st zname postupy na izoldciu modulatorov hmotnosti a na indukciu anti-modula-
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torovych protilatok, taktieZ postupy na stanovenie anti-modulatorovych protilatok a na optimaliziciu vyuZitia
anti-modulatorovych protilatok pri vySetrovani cielovych buniek.

Diagnostické vyuZitie maju d’alej polyklonalne a monoklonalne protilatky, lieCivé regulujuce produkciu
alebo aktivitu modulatorov hmotnosti a iné rekogni¢né faktory a/alebo ich podjednotky. Tieto latky moZno
napr. vyuZit pri detekeii a/alebo kvantifikacii podmienok rozvinutej abnormalnej telesnej hmotnosti, ¢i rizi-
kovych podmienok pre jej rozvoj. Napriklad moZno pouZit’ modulatorové peptidy alebo ich aktivne fragmen-
ty na vyvolavanie produkcie polyklonalnych a monoklonalnych protilatok v mnohych bukovych médiach s
vyuzitim zndmych postupov, ako je napriklad hybridémovy postup pracujici napr. s mysimi slezinnymi lym-
focytmi fiizovanymi s myelémovymi bunkami. Tieto postupy su podrobnejsie opisané d’alej. Podobne moZno
najst’ alebo syntetizovat’ malé molekuly napodobnujice alebo antagoniZujuce aktivitu receptorovych rekog-
ni¢nych faktorov predkladaného vynalezu a pouZit' ich v diagnostickych a/alebo terapeutickych postupoch.

Pritomnost’ modulatorov hmotnosti moZno potvrdit' zvy€ajnymi imunologickymi postupmi. Existuje
mnoho vhodnych postupov. Tri obzvlast vhodné postupy vyuzivajii bud receptorovy rekogniény faktor dete-
govatel'ne oznaCeny, detegovatelne oznaCenu protilaitku Ab, alebo detegovatel'ne oznalenu protilatku Ab,.
Tieto postupy mozZno zhrnit' do nasledujucich rovnic, kde hviezdicka znamena detegovatel'né oznacenie a
»WM* je modulator hmotnosti:

A. WM* + Ab, = WM*Ab,
B. WM + Ab* = WMAb,*
C. WM % Ab[ + Ab2 * o= AbxWMAbz *

Spominané postupy a aplikdcie st v oblasti techniky zname a pouziteIné v ramci predkladaného vynéle-
zu. ., Kompetetivny* postup, postup A, je opisany v U. S. patentoch ¢. 3 654 090 a 3 850 752. Postup B pred-
stavuje dobre zname kompetetivne testy. Postup C, ,,sendviCovy™, je opisany v U. S. patentoch ¢. RE 31,006
a4 016 043. Iné vhodné postupy st ,,double antibody (dvojita protilatka)“ alebo ,,DASP*.

Vo vSetkych pripadoch vytvara modulator hmotnosti komplex s jednou alebo niekolkymi protilatkami ¢i
vizobnymi partnermi, priom jedna zlozka komplexu je detegovateIne oznadena. Vytvorenie komplexu a
pripadne jeho mnoZstvo mozno stanovit' znadmymi postupmi na zaklade detekcie oznadeni.

Z uvedeného vyplyva, Ze charakteristickym rysom Ab, je jeho reaktivita s Ab;. Pricinou tejto reaktivity je
postup, pri ktorom Ab, vypestované na jednom druhu cicavcov boli pouZité ako antigény na vyvolanie pro-
dukcie Ab; u iného druhu. Napriklad produkcia Ab; bola vyvolana u kbz s vyuZitim krali¢ich protilatok ako
antigénov. Ab, su teda proti-krali¢ie protilatky vypestované na kozach. Na ucely opisu a narokov predklada-
ného vynalezu su Ab, oznacované ako primarne protilatky alebo protilatky proti modulatoru hmotnosti a Ab,
st oznadované ako sekundérne alebo anti-Ab, protilatky.

NajcastejSie volené oznacenie je radioaktivne, enzymové, UV-fluorescentnymi chemikéliami a pod.

Je zndmych vela fluorescentnych latok, vhodnych na oznadenie. Su to napriklad zliceniny fluorescin,
rhodamin a auramin. Konkrétne anti-krali¢ie protilatky produkované na kozach boli konjugované cez izotio-
kyanat s fluorescinom.

Pre moduldtory hmotnosti alebo ich vidzbovych partnerov mozno d'alej volit’ radioaktivne alebo enzymo-
vé oznacenie. Radioaktivne oznadenie je detegovatelné beznym scintilaénym postupom. Vyhodné oznalenie
mozno volit' z izotopov *H, “C, *?p, %, **Cl, *'Cr, *'Co, *Co, *Fe, Y, 71, B'1 a **Re.

Enzymové oznacenie je taktieZ vhodné a detegovatel'né zvycajnymi postupmi: kolorimetricky, spektrofo-
tometricky, fludérospektrofotometricky, ampérometricky alebo gazometricky. Enzgym mozno ku zvolenej
zlozke konjugovat’ pomocou ,;mostikovej“ zliceniny, ako je karbodiimid, diizokyanat, glutaraldehyd a pod.
Na tento postup existuje mnoho pouZitelnych enzymov, vhodné su napr. peroxidaza, S-glukuronidaza, 8-D-
-glukozidaza, 8-D-galaktozidéza, urcaza, glukdzova oxidéza s peroxidazou a alkalicka fosfataza.

Alternativne oznacenia a postupy st uvedené v U. S. Patentoch ¢. 3 654 090; 3 850 752 a 4 016 043.

V konkrétnom uskuto¢neni vynalezu boli pripravené testovacie supravy na lekarske ucely, uréené na po-
tvrdenie alebo vylucenie predpokladanej transkripcnej aktivity alebo predpokladanej kapacity transkripénej
aktivity vo vysetrovanych cielovych bunkach. Podl'a uvedenych testovacich postupov obsahuje suprava mi-
nimalne oznaceny modulator hmotnosti alebo ina zlozku komplexu, napr. protilatku Specificki k modulatoru
hmotnosti, a navod na pouZitic podla zvoleného testovacieho postupu, napr. ,kompetetivny®, ,sendvic®,
,DASP*, a pod. Supravy mézu d’alej obsahovat’ okrajové reagencie, ako su pufre, stabilizatory atd’.

Testovacie supravy na potvrdenie alebo vyluCenie predpokladanej transkripénej aktivity alebo predpokla-
danej kapacity transkripcnej aktivity buniek obsahuju:

(a) vopred stanovené mnoZstvo aspoii jednej imunochemicky reaktivnej zloZky pripravenej priamym alebo
nepriamym detegovatel'nym oznacenim modulatoru hmotnosti alebo jeho vazbovej zlozky;
(b) d'alsie reagencie; a
(¢) navod na pouZitie supravy.
Diagnosticka testovacia stiporava konkrétne obsahuje:
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(a) modulator hmotnosti (alebo jeho vizbovy partner) v znamom mnoZstve, ako je uvedené, naviazany na
pevny nosi¢ za vzniku imunosorbentu, alebo alternativne naviazany na vhodny koncovy produkt alebo na
niekol'ko takychto koncovych produktov atd’. (alebo ich vizbovym partnerom) z kazdého jeden,;
(b) pripadne iné reagencie; a
(c) ndvod na pouZitie supravy.

Dal$ou moZnostou je testovacia stprava, ako je uvedené, ktora pracuje podla vopred stanoveného postu-
pu (napr. ,.kompetetivny“, ,,sendvi¢ovy®, ,,double antibody*, atd’.}, a ktord obsahuje:
(a) oznaceni zloZku ziskani naviazanim modulatoru hmotnosti na detegovatel'nu zlu¢eninu;
(b) jednu alebo niekol’ko d’alfich imunoreagencii, z ktorych aspoti jedna je ligand alebo imobilizovany ligand
voleny zo skupiny obsahujuce;j:
(i) ligand, ktory moézZe viazat’ oznadenu zlozku (a);
(ii) ligand, ktory mdZe viazaf vizbového partnera oznacenej zlozky (a);
(iii) ligand, ktory mdze viazat aspofi jednu stanovovanu zlozku; a
(iv) ligand, ktory moZe viazat’ aspon jedného vizbového partnera stanovovanej zlozky; a
(c) ndvod na detekciu a/alebo stanovenie jednej alebo niekolkych zloZiek imunochemickej reakcie medzi
modulatorom hmotnosti a prislu§nym $pecifickym véizbovym partnerom.

Diagnostika zaloZena na nukleovych kyselinach

Ako vyplyva z uvedeného, mozZno predkladané nukleové kyseliny pouZit' na detekciu portich stivisiacich s
OB polypeptidom, ktoré vedi k obéznym fenotypom. Napriklad proby nukleovych kyselin mozno pouzit’
(napr. pri northernovej analyze alebo analyze RT-PCR) na stanovenie suvislosti obézneho fenotypu s nedos-
tatoénou expresiou OB mRNA alebo s expresiou nefunkénej OB mRNA, napr. ako u my$i DB/DB (kde prici-
nou poruchy je chybajici OB receptor), alebo na zistenie, Ze muticia neprepisuje mRNA. NavySe diagnos-
tické postupy zaloZené na nukleovych kyselinich predkladaného vynalezu spolu s postupmi vychadzajucimi
z protilatok méZu napomdet’ d’aldiemu porozumeniu problematiky obézneho a anorektického fenotypu na
molekuldrnej Urovni.

Ako je tu uvedené, boli stanovené sekvencie nedavno izolovanych klonov ludskej cDNA. To ulahéuje
uréenie kompletnej sekvencie Tudského génu (pozri SEQ ID &. 22, obr. 20 (A az C)). Dalej boli ziskané sek-
vencie DNA intréonov T'udského OB génu (obr. 20) a boli pouZité na pripravu PCR primarov na PCR amplifi-
kaciu kédujicej sekvencie OB génu z I'udskej genomovej DNA a na identifikdciu mutaciou alebo alelickych
variant OB génu. Postupy uZ boli podrobnejsie uvedené skor. Konkrétne primary PCR na amplifikaciu l'ud-
skej genémovej OB DNA st uvedené v prikladoch.

PodFa sucasnej hypotézy sivisi heterozygdtna mutacia OB génu s miernou/strednou obezitou, zatial' ¢o
homozygotna mutacia sivisi podl'a niekolkych diagnostickych testov zaloZenych na sekvencii DNA s obezi-
tou. Ak je to naozaj tak, umoZni uvedeny postup diagnostikovat’ pacientov s rizikom rozvoja obezity a v¢as
zaviest' liekovil liecbu a/alebo zmenu Zivotného §tylu, skdr neZ sa plne rozvinie narast telesnej hmotnosti.

Alternativne moZno na diagnostiku vyuZit' mikrosatelity segregujice s mutantnymi formami Pudského
OB. St to napriklad rézne PCR priméry vratane sekvencii uvedenych na obr. 20 (A az C).

OB gén mozZno tiez vyuZit' na stanovenie kédovanej RNA a proteinu pri diagnostike nutri¢nych portch.
Délezité je zistit, ¢i je pri uritej nutriénej poruche produkcia OB RNA a/alebo kédovaného proteinu neregu-
lovana alebo znizena. Pokial' je u obéznej osoby zvy3ena hladina OB, je nad'alej problém, ale ak je hladina
zniZena, moze byt toto pri¢inou obezity (OB gén moZe aj nemusi byt' defektny). Naproti tomu, ak ma pacient
s rakovinou alebo AIDS, u ktorého doslo k ubytku hmotnosti, zvySené hladiny OB, moZno vyvodit, Ze prici-
nou tbytku hmotnosti je nevhodne vysoka hladina expresie OB.

Pri stanoveni hladin Tudskej OB RNA mozno pouzit’ klonovani l'udsku ¢cDNA. Navy$e mozno pripravit’
rekombinantny Pudsky protein v tuku a plazme.

Terapeutické vyuZitie

Polypeptidy, nukleové kyseliny a protilatky predkladaného vynalezu maji vyznamné terapeutické vyuZi-
tie. Vyhodne sa podava terapeuticky i¢inné mnozZstvo G¢innej latky vo farmaceuticky prijatelnom nosici,
riedidle ¢i excipiente.

Pojem ,,farmaceuticky prijatelny" oznacuje latky a zhiceniny, ktoré su fyziologicky tolerované a nevyvo-
14vaj pri podani pacientovi alergické alebo podobne nevhodné reakcie, ako je nevolnost’ alebo zavrat a pod.
Pojem ,,farmaceuticky prijatelny“ vyhodne znamena schvaleny regulaénym federalnym alebo Statnym ira-
dom alebo zahrnuty v zozname U. S. Pharmacopeia ¢i inom vieobecne uznavanom liekopise pre zvierata a
najmi pre Pudi. Vyraz ,,nosi¢“ zahftia riedidlo, adjuvans, excipient alebo prisadu, v ktorych je ucinna zlice-
nina podavana. Farmaceutickymi nosi¢mi su sterilné kvapaliny, ako je voda a oleje,, vratane olejov ropného,
Zivo¢isneho, rastlinného ¢i syntetického pdvodu, napr. arasidovy olej, sojovy olej, mineralny olej, sezamovy
olej a pod. Vyhodnymi nosiémi, najmi na injekéné pouZitie sii voda, roztoky, solné roztoky, vodna dextréza
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a glycerolové roztoky. Vhodné farmaceutické nosiCe su opisané v Martin, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18. vyd., Mack Publishing Co., Easton, PA, (1990).

Vyraz ,terapeuticky G¢inné mnoZstvo* je tu pouZivany v zmysle dostatoéného mnoZstva, ktoré zniZi naj-
menej o 15 %, vyhodne o 50 %, vyhodnej§ie 0 90 % a najvyhodnejsie celkom predide klinicky vyznamnej
nedostatoénosti v aktivite, funkcii a reaktivite pacienta. Alternativne terapeuticky ucinné mnozZstvo je také
mnozstvo, ktoré postacuje na zlep3enie klinicky vyznamného stavu pacienta.

Podavanie rekombinantného polypeptidu vedie k tibytku hmotnosti, najmi k ubytku tukovych tkaniv. OB
polypeptid sa pripravuje pomocou $tandardnych bakterialnych a/alebo cicavéich expresnych vektorov, synte-
ticky alebo purifikdciou z plazmy alebo séra, ako uZ bolo uvedené skor. Alternativne moZno indukovat’ vys-
§iu expresiu prirodzeného OB polypeptidu homolégovymi rekombinantnymi postupmi, ako uz bolo taktieZ
uvedené.

ZniZenie aktivity OB polypeptidu (pésobenim antagonistov, inhibitorov, neutralizujucich protilatok alebo
anti-sense molekul) by malo viest k prirastku hmotnosti, ako je vhodné napriklad pri liecbe ubytku hmotnosti
pri rakovine, AIDS alebo mentélnej anorexii. Modulaciu aktivity OB moZno vyuZit' tak na zniZenie telesnej
hmotnosti (zvy$enim aktivity), ako aj na zvySenie telesnej hmotnosti (zniZzenim aktivity).

Terapia vyuZivajuca polypeptidy

Zjednodudene mozno tvrdit, Ze OB gén urcuje telesni hmotnost’ cicavcov, konkrétne mysi a l'udi. Pro-
dukty OB génu a pribuzné molekuly st si¢astou signalnej komunikacnej cesty medzi adipéznym tkanivorm,
mozgom a d’al§imi organmi. MoZno predpokladat’, Ze OB Polypeptid je sam osebe signilnou molekulou, t. j.
horménom.

OB polypeptid, jeho funkené fragmenty alebo antagonisty mdéZu byt podavané perordlne alebo parente-
ralne, vyhodne parenteralne. PretoZe metabolicka homeostdza prebieha kontinudlne, je vyhodné podavat’ OB
polypeptid vo forme lie¢iva s riadenym uvoltiovanim. Polypeptid mozZno napriklad podavat’ intravendznou
infiziou, pomocou implantovanej osmotickej pumpy, transdermalnou naplastou, v lipozomoch a pod. V
konkrétnom uskuto¢neni vynalezu bola pouzitd pumpa [Langer et. al., vyd., Medical Applications of Con-
trolled Release, CRC Press., Boca Raton, Florida (1974); Sefton, CRC Crit. Biomed. Eng., 14: 201 (1987);
Buchwald et. al ., Surgery, 88: 507 (1980); Saudek et. al., N. Engl. J. Med., 321: 574 (1989)]. V inom usku-
toéneni vynalezu boli zvolené polymérne materialy [Langer et. al., vyd., Medical Applications of Controlled
Release, CRC Press., Boca Raton, Florida (1974); Sefton, CRC Crit. Biomed. Eng., 14: 201 (1987); Smolen
et. al., vyd., Controlled Drug Bioavaillability, Drug Product Design and Performance, Wiley, New York
(1984); Ranger et. al., J. Macromol. Sci. Rec. Macromol. Chem., 23: 61 (1983); Levy et. al.. Science, 228:
190 (1985); During et. al., Ann. Neurol, 25: 351 (1989); Howard et. al, J. Neurosurg., 71: 105 (1989)]. V
inom uskutocneni bol systém s riadenym uvol'iovanim umiestneny do blizkosti terapeutického ciel’a, napr. v
pripade mozgu je dostacujuci len zlomok systémovej davky [Goodson, Medical Applications of Controlled
Release, diel 2, str. 115 - 138 (1984)]. Dalsie systémy s riadenym uvoltiovanim lie¢iva si diskutované v pre-
hl'adnom ¢lanku [Langer, Science 249: 1527 - 1533 (1990)]. Podla in€ho uskuto¢nenia bola terapeuticky
u¢inna latka podavand vo vezikule, konkrétne v lipozéme [Langer, Science 249: 1527 - 1533 (1990); Treat et.
al., Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein a Fidler vyd., Liss, New
York, (1989)].

Podla in¢ho pristupu boli pacientovi s nedostatkom OB polypeptidu transplantované rekombinantné bun-
ky transformované¢ OB génom s vysokou hladinou expresie OB polypeptidu. Kvéli zabraneniu rejekcii je vy-
hodné transplantovat’ autologne bunky transformované OB génom; alebo alternativne vypracovat postup
ochrany, pri ktorom neautolégne bunky produkujii rozpustné faktory vnitri polymérnej matrice, ktora ich
ochrafiuje pred rozpoznanim imunitnym aparatom a rejekciou.

Ob polypeptid mozZno podavat’ intravendzne, intraarteridlne, intraperitonealne, intramuskularne alebo
subkutanne. Alternativie mozno OB polypeptid vo vhodnom pripravku podavat’ nazalne ¢i peroralne. Kon-
$tantné dodavanie OB polypeptidu moZno zaistit' poskytovanim terapeuticky uc¢innej davky (t. j. davky, ktora
ucinne indukuje metabolické zmeny u pacienta) v nutnych intervaloch, napr. denne, po 12 hodinach atd’.
Podmienky podévania zaleZia na vaZnosti stavu lieCenej choroby a inych okolnostiach, napr. predpisanej dié-
te, hmotnosti, veku, pohlavi a pod., ako stanovi oSetrujuci lekar podla Standardnej lekarskej praxe.

Farmaceutické pripravky

Predkladany vynalez sa d’alej tyka farmaceutickych pripravkov, ktoré obsahuju uvedené ¢inné zlu¢eni-
ny. Farmaceutické pripravky st urené na injekCné, perorélne, pulmonalne, nazalne a iné formy podavania.
Vynalez zahfla pripravky obsahujice G¢inné mnoZstvo proteinovych produktov predkladaného vynalezu
alebo ich derivatov a farmaceuticky prijatelné riedidla, konzervaéné &inidla, solubilizatory, emulzifikatory,
adjuvans a/alebo nosice. Pripravky obsahuju riedidla s roznymi puframi (napr. Tween 80, Polysorbate 80),
anti-oxidanty (napr. kys. askorbova, metabisulfid sodny), konzervaéné ¢inidla (napr. Thimerzol, benzylako-
hol) a plnidl4 (napr. laktéza, manit). Zlozky pripravkov mozno inkorporovat’ vo forme éastic do polymérnych
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zlucenin, ako st polymérna kys. mliecna, polyglykolova atd’. alebo do lipozémov. Taktiez mozno pouZit' kys.
hylaurénovit. Pri takychto pripravkoch mozZno ovplyviiovat’ fyzikalne vlastnosti a stabilitu, riadit’ rychlost
uvoltiovania lieciva alebo odstrafiovanie nadbytoénych proteinov a derivatov in vivo.

Pozri Martin, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18. vyd., Mack Publishing Co., Easton, PA, 18042
(1990) str. 1435 - 1712. Pripravky mdZu mat’ formu kvapalin alebo praskov napr. lyofilizatov.

Peroralne podavanie

Peroralne pevné divkové formy vhodné na predkladané ticely si vieobecne opisané v kap. 89, Martin,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 18. vyd., Mack Publishing Co., Easton, PA, 18042 (1990). Pevné lie-
kové formy su tablety, kapsuly, drazé, tro§é, pastilky, tobolky alebo peletky. Predkladané pripravky moZno
taktieZ enkapsulovat’ do proteinov (ako su napr. protenoidné mikrosféry opisané v U. S. Patente ¢. 4 925
673). Taktiez mozZno pouzit’ lipozomalnu enkapsulaciu, pripadne lipozémy derivatizovat’ réznymi polymérmi
(napr. U. S. Patent &. 5 013 556). Vhodné pevné lickové formy su opisané v Marshall, Modern Pharmaceu-
tics, kap. 10, Banker a Rhodes (ed.), (1979). Pripravky zvyéajne obsahujui protein (alebo chemicky modifiko-
vany protein) a inertné prisady, ktoré ochraiiuju biologicky G¢inné latky pred Zalidoénym prostredim a uvol-
niyja ich v Creve.

Specificky vyznam maju peroralne lickové formy derivatizovanych proteinov. Protein moZno chemicky
modifikovat’ s ohladom na u¢innost pri peroralnom podavani. Chemickou modifikaciou sa zvy&ajne rozumie
naviazanie najmenej jednej chemickej skupiny na molekulu proteinu (alebo peptidu), priom tato chemicka
skupina (a) inhibuje proteolyzu a (b) umoziiuje prechod lie¢iva zo Zaludka alebo ¢reva do krvi. Ziaducou
vlastnostou je taktieZ zvySena stabilita proteinu a prediZeny ¢as zotrvania v telesnom obehu. Prikladom
vhodnych skupin su: polyetylénglykol, kopolyméry etylénglykolu s propylénglykolom, karboxymetylcelul-
za, dextran, polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon a polyprolin [Abuchowski et. al, ,Soluble Polymer-
Enzyme Adducts“ v Enzymes as Drugs, str. 367 - 383, Holcenberg, Roberts vyd., Wiley-Interscience, New
York, NY, (1981); Newmark et. al., J. Appl. Biochem., 4: 185 - 189 (1982)]. Iné pouZitelné polyméry st
napr. poly-1,3-dioxolan a poly-1,3,6-trioxocan. Na farmaceutické icely su vyhodné chemické skupiny na ba-
ze polyetylénglykoh.

Protein (alebo jeho derivat) méZe byt uvoltiovany v Zaludku, v tenkom ¢reve (duodenum, jejunum, ile-
um) alebo v hrubom ¢reve. Odbornik v odbore pozna receptury pripravkov, ktoré nie st rozpustné v zaludku
a pritom uvoltiuju zlozky v duodéne alebo kdekol'vek inde v ¢reve. Uvolfiované liecivo je vyhodné pred ni-
¢ivym Zalidoénym prostredim chréanit) a to na Girovni samotného proteinu (alebo derivatu) alebo smerovanim
uvolfiovania biologicky aktivnych latok mimo Zalidoénych prostredi, napr. do éreva.

Uplnu ochranu pred Zalido&nym prostredim zaisti potahovanie obalom nepriepustnym do pH 5,0. Bezné
inertné zloZky enterosolventnych obalov st napriklad celuléza acetat trimellitat (CAT), hydroxypropylmetyl-
celuléza ftalat (HPMCP), HPMCP 50, HPMCP 55, polyvinylftalat (PVAP), Eudragit L30D, Aquteric, celu-
16za acetat ftalat (CAP), Eudragit L, Eudragit S a Shellac. Tieto potahy moZno pouZit’ ako zmesové filmy.

Pot'ahy alebo zmesové potahy moZno tieZ aplikovat’ na tablety, ale v tomto pripade potahy neplnia funk-
ciu ochrany v Zalido&nom prostredi. St na cukrovej baze alebo ul'ah&uji prehitanie. Kapsuly s tvrdym oba-
lom (napr. Zelatina) sliZia na praskové formy lieCiva, kapsuly s mékkym Zelatinovym obalom si vhodné na
kvapalné formy lieCiva. Obal toboliek mdZe byt tvoreny silnou vrstvou Skrobu alebo iného pozivateIného
papieru. Pre drazé, pastilky, formované alebo rozdrvené tablety mozZno pouZit postupy agregacie za vihka.

Terapeuticky u¢inna latka mozZe byt’ v pripravku obsiahnuta ako jemné Castice vo forme granul alebo pe-
letick s velkostou 1 mm. Pripravok moZno teda podavat’ ako prasok uzavrety v kapsulach, ako 'ahko kom-
primované ¢apiky a ako tablety. Liekovii formu moZno pripravit’ kompriméciou.

Pripravok d’alej mbzZe obsahovat’ farbiva a aromatické prisady. Napriklad protein (alebo derivat) v lieko-
vej forme (napr. v lipozéme alebo v mikrosférach) méze byt’ zlozkou pozZivatelného vyrobku, ako je napr.
chladeny népoj obsahujuci farbiva a aromatické prisady.

TaktieZ mozno liecivo zriedit’ alebo zvi&sit' jeho objem inertnym materidlom. Vhodnymi riedidlami su
uhl'ovodiky, najmé manit, o-laktéza, bezvodna laktdza, celuldza, sachardza, modifikované dextrany a Skrob.
Ako plnidld moZno pouZit’ tieZ niektoré anorganické soli ako fosforeGnan vapenaty, uhli¢itan hore¢naty a
chlorid sodny. Komeréne dostupné riedidla su Fast-Flo, Emdex, STARx 1500, Emcompress a Avicell.

Pevné liekové formy méZu obsahovat’ disintegratory. Vhodnymi disintegratormi st napriklad, nie vy-
hradne, §krob a komerény disintegrator na baze Skrobu Explotab. TaktieZ mozno pouZit’ sodmi sol Skrobové-
ho glykolatu, Amberlit, sodnu sol’ karboxymetylceluldzy, ultramylopektin, alginat sodny, Zelatinu, pomaran-
dové Supky, kysla karboxymetylceluldzu, prirodni hubu a bentonit. Inym typom disintegratorov sui neroz-
pustné katiénové ionexové Zivice. Ako disintegratory a spojiva mozno taktiez pouZit' praskoveé Zivice ako
napr. agar, Karaya alebo tragant. Ako disintegratory su tiez vhodné kys. alginova a jej sodna sol’.

Ako spojiva speviinjice tvar pevnych tabliet mozno do terapeutického pripravku zaclenit’ prirodné mate-
ridly, ako je arabska guma, tragant, 3krob a Zelatina. Inymi vhodnymi spojivami st metylceluléza (MC), etyl-

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

SK 287191 B6

celuléza (EC) a karboxymetylceluléza (CMC). Pri granulécii pripravku sa pouzivaju alkoholické roztoky po-
lyvinylpyrrolidinu (PVP) a hydroxypropylmetylcelulézy (HPMC).

Pripravok méze d'alej obsahovat’ &inidla zniZujice trenie, ktoré brania lepivosti liekovych foriem pocas
vyroby. Pripravok moZno od povrchu matrice oddelit’ vrstvou maziva, ako s, nie vyhradne, kys. stearové a
jej hore¢naté i vapenaté soli, polytetrafluéretylén (PTFE), kvapalny parafin, rastlinné oleje a vosky. Taktiez
vhodné su rozpustné maziva ako laurylsulfat sodny, laurylsulfat hore¢naty, polyetylénglykol s réznymi mo-
lekulovymi hmotnostami a Carbowax 4000 a 6000.

Pripravok méZe d’alej obsahovat' glidanty, t. j. ¢inidlé zlepSujuce tekutost' a usporiadanie praskov pri
komprimacii liekovych foriem pocas vyroby. Vhodnymi glidantmi su skrob, talok, pyrogénny kremik a hyd-
ratovany hlinitokremiéitan.

Ako zvlhéovadlo ul'ahéujice rozpustnost’ pripravku vo vodnom prostredi moZno pouZit’ povrchovo aktiv-
ne latky. Su to napr. aniénové detergenty, ako laurylsulfat sodny, dioktylsulfosukcinat sodny a dioktylsulfo-
nat sodny; kationové detergenty benzalkonium chlorid alebo benzetdmium chlorid. Ako povrchovo aktivne
latky moZno d’alej pouZit’ neiontiové detergenty, ako st lauromacrogol 400, polyoxyl 40 stearat, polyoxyety-
1én hydrogénovany kastorovy olej 10, 50 a 60, glycerol monostearét, polysorbat 40, 60, 65 a 80, estery sacha-
rozy s mastnymi kyselinami, metylceluldza a karboxymetylceluloza. Povrchovo aktivne latky méZu byt v
pripravkoch obsahujucich protein alebo jeho derivat pouzité individualne a v zmesiach réznych pomerov.

Prisadami, ktoré zvySuju vstrebavanie proteinu (alebo derivatu), st napriklad mastné kyseliny ako kyseli-
na olejova, linolova a linolénova.

V pripade pripravku s regulovanym uvoliiovanim lie¢iva, je vhodné lieivo inkorporovat’ do inertnej mat-
rice, ktora ho uvoltiuje bud’ difiziou, alebo vylihovanim, napr. do Zivice. Pripravok mdZe byt taktiez ob-
siahnuty v matrici, ktora je pomaly degradovana. Iny spdsob regulacie uvolfiovania lieiva je zaloZeny na
Oros terapeutickom systéme (Alza Corp.), t. j. lie¢ivo je uzavreté v semipermeabilnej membrane, ktora do-
vnitra prepusta vodu a vd'aka osméze uvoltfiuje malymi otvormi molekuly lie¢iva. Niektoré enterosolvetné
potahy taktieZ spomal’ujii uvolfiovanie lie¢iva.

Na pripravok moZno volit’ aj iné potahové materialy, napriklad cukry pouZivané v potahovacich pan-
vach. Liekovd forma moéze d’alej mat podobu tablety potiahnutej filmom; vhodné potahové materialy sa v
tomto pripade dvoch typov. Neenterosolventné potahy ako metylceluldza, etylceluldza, hydroxyetylceluldza,
metylhydroxyetylceluldza, hydroxypropyl celuléza, hydroxypropylmetylceluléza, sodna sol’ karboxymetylce-
lulozy, povidén a polyetylénglykoly; druhym typom potahov st enterosolventné potahy, napr. beZné estery
kyseliny ftalovej.

Optimalne vlastnosti potahu mozno dosiahnut zmesovymi materialmi. Potahovanie filmom moZno usku-
toénit’ v potahovacej panvici, vo fluidnom 16Zku alebo kompresnym postupom.

Pulmalne podavanie

Predkladané proteiny (a derivaty) mozno d’alej podavat’ plicnou cestou. Protein (alebo derivét) je inhalo-
vany do pIic cicavcov a cez plucny epitel je dopravovany do krvi.

Odkazy na pulmonalne podavanie lie¢iv: Adjei et. al., Pharmaceutical Research, 7(6): 565 - 569 (1990);
Adjei et. al., International Journal of Pharmaceutics, 63: 135 - 144 (1990) (leuprolid acetat); Braquet et. al.,
Journal of Cardiovascular Pharmacology, 13(suppl. 5): 143 - 146 (1989) (endotelin-1); Hubbard et. al., An-
nals of Internal Medicine, 3(3): 206 - 212 (1989) (od-antitrypsin); Smith et. al. , J. Clin. Invest., 84: 1145 -
- 1146 (1989) (o1-proteindza); Oswein et. al., ,,Aerosolization of Proteins®, Proceedings of Symposium on
Respiratory Drug Delivery 11, Keystone, Colorado, (marec 1990) (rekombinantny Pudsky rastovy hormén);
Debs et. al., J. Immunol., 140: 3482 - 3488 (1988) a Platz et. al., U. S. Patent ¢&. 5 284 656 (faktor stimuluji-
cej kolénie granulocytov). Z praktického hladiska moZno na podavanie predkladanych pripravkov uviest
najréznejsie mechanické zariadenia na pulmonalnu aplikiciu lieGiv, ako su napriklad, nie vyhradne, nebuliza-
tory, davkovacie inhalatory a praikové inhalatory, odbornikom v odbore zname.

Komeréne dostupné zariadenia vhodné pre predkladany vynalez su nebulizator Utravent, vyrabany firmou
Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Missouri; nebulizator Acorn II, vyrabany firmou Marquest Medical Products,
Englewood, Colorado; davkovaci inhalator Ventolin, vyrabany firmou Glaxo Inc., Research Triangle Park,
North Carolina; a pra§kovy inhalator Spinhaler, vyrabany firmou Fisons Corp., Bedford, Massachusetts.

Vietky uvedené zariadenia vyZaduji pripravky, ktoré umoZiiuji rozptylovanie proteinu (alebo derivatu).
Kazdy typ zariadenia vyZaduje $pecificky pripravok, ktory vedla bezne pouzivanych riedidiel, adjuvans
a/alebo nosicov obsahuje vhodnu nosnu latku. Pri tomto spdsobe podavania moZno pouZit’ aj lipozémy, mik-
rokapsuly a mikrosféry, inklizne komplexy a iné typy nosiov. Proteiny mozno tiez chemicky modifikovat
podla typu pripravku alebo zvoleného zariadenia na aplikaciu.

Pripravky uréené pre nebulizatory, vystrekovacie a ultrazvukové, typicky obsahuju protein rozpusteny vo
vode v koncentricii 0,1 aZ 25 mg biologicky aktivneho proteinu v 1 ml roztoku. Pripravok méZe d’alej obsa-
hovat’ pufer a jednoduchy cukor (napr. pre stabilizaciu proteinu a regulacin osmotického tlaku). Pripravky
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pre nebulizatory tieZ obsahovat’ povrchovo aktivnu latku, ktora zniZuje alebo brani povrchovo indukovanému
zhlukovaniu proteinu pri rozprasovani roztoku na aerosol.

Pripravky ur¢ené na davkovacie inhalatory zvycajne obsahuji jemny prasok proteinu (alebo derivatu)
suspendovany v nosnom prostredi pomocou povrchovo aktivnej latky. Nosné prostredie méze byt [ubovolny
beZne pouzivany material, ako st zmesové plne chlérované a fludrované ublovodiky, zmesové chlérované a
fluérované uhl'ovodiky, fluérované uhl'ovodiky vratane trichlorfludrmetanu, dichlordifluérmetanu, dichlor-
tetrafludretanolu, a 1,1,1,2-tetrafludretdnu a ich zmesi. Vhodné povrchovo aktivne latky su trioleat kys. sor-
bovej a s6jovy lecitin. Vhodnou povrchovo aktivnou latkou je tieZ kys. olejova.

Pripravky uréené na rozptylovanie z praskového inhalatoru obsahuji jemny prasok proteinu (alebo deri-
vatu) a plnivo, ako je laktoza, sorbit, sacharéza alebo manit v mnoZstve ulah¢ujucom rozptylovanie rozpty-
Tovanie prasku z pristroja., napr. 50 % az 90 % hmotn. pripravku. Je vyhodné pripravit’ protein (alebo deri-
vat) vo forme malych Castic s priemernou velkostou do 10 um, z hl'adiska najefektivnesicho dosiahnutia
vzdialenych plicnych lalokov najvyhodnejsie s velkostou 0,5 aZ 5 pm.

Nazalne poddvanie

Predkladané pripravky moZno podavat’ aj nazélnou cestou. Nazdlne podavanie umoZiiuje prechod protei-
nu do krvi priamo po aplikacii do nosa, bez ukladania produktu v plicach. Medzi pripravky urcené na nazal-
ne pod4vanie si pripravky obsahujiice dextran alebo cyklodextran.

Sposoby liecby, sposoby pripravy lieciva
Predkladany vynalez sa d’alej tyka liecebnych postupov a spdsobov pripravy lieciv. Podavanie predklada-
nych derivatov méZe zmiernit’ ¢i upravit’ niektoré zdravotné stavy pacientov, ako je uvedené dale;j.

Davkovanie

Informacie o davkovani vietkych uvedenych molekil vyplyvaju z pokradujicich §tadii tykajicich sa dav-
kovania v réznych podmienkach a pre réznych pacientov, takZe skuseny lekar bude schopny stanovit’ vhodné
davkovanie v suvislosti s celkovym postupom liecby, s ohl'adom na vek a celkovy zdravotny stav pacienta.
Injekené alebo infuzne davky sa spravidla pohybuji v rozmedzi 0,01 pg aZ 10 mg biologicky u¢inného prote-
inu na 1 kg telesnej hmotnosti (hmotnost sa vztahuje na samotny nemodifikovany protein). Rozvrh davko-
vania je variabilny a zavisi od pol¢asu proteinu alebo derivatu v obehu, od typu davkovania (&i ide o velké
jednorazové mnoZstvo alebo o kontinudlnu infiiziu) a od zvoleného pripravku.

Podavanie spolo¢ne s inymi zli¢eninami

Pri terapii obezity moZno podavat predkladané proteiny (alebo derivaty) spolu s jednym alebo niekol’ky-
mi d'al§imi farmaceutickymi pripravkami uréenymi na liebu klinickych komplikacii obezity, ako su priprav-
ky na lie¢bu diabetes (napr. inzulin), vysokého krvného tlaku, zvySenej hladiny cholesterolu a dalSich ne-
priaznivych stavov stvisiacich s obezitou. TaktiezZ moZno spolu s predkladanymi proteinmi podavat’ latky po-
tlacajuce chut do jedla, napr. amfetaminy. Poddvanie méze byt’ simultanne (napr. podavanie zmesi predkla-
daného proteinu s inzulinom) alebo oddelené.

Terapia vyuzivajuca nukleové kyseliny

Génovi terapiu obezity moZno vyvolat’ zavedenim OB génu do Tudskych tukovych buniek. MozZno pred-
pokladat,, Ze povedie k zniZeniu telesnej hmotnosti. Naopak zavedenie anti-sense konstrukcii do Tudskych
tukovych buniek, by malo zniZit' hladinu aktivneho OB polypeptidu a zvysit' telesnt adipozitu.

V konkrétnom uskutoéneni vynalezu bol gén kodujici OB polypeptid vneseny in vivo do virusového vek-
toru. Takéto vektory obsahuji DNA oslabenych alebo defektnych virusov, ako si napr., nie vyhradne, herpes
simplex virus (HSV), papillomavirus, virus Epstein-Barrovej (EBV), adenovirus, Adeno-asociovany virus
(AAV), a pod. Vyhodné si defektne virusy, ktoré celkom alebo takmer neobsahuju virusové gény. Defektny
virus nie je po vneseni do bunky infekény. Preto mozno podévat’ vektory defektnych virusov Specificky do
buniek vo vybranych oblastiach, bez obav z moznej infekcie d’aldich buniek. Uginok moZno teda Specificky
zamerat’ na adipOzne tkaniva. Prikladom konkrétnych vektorov su, nie vyhradne, vektor z defektného herpes
virusu 1 (HSV1) (Kaplitt et. al., Molec. Cell. Neurosci., 2: 320 - 330 (1991)], vektor z oslabeného adenoviru-
su, napr. vektor opisany v Stratford-Perricaudet et. al., J. Clin. Invest., 90: 626 - 630 (1992) a vektor z de-
fektného adeno-asociovaného virusu [Samulski et. al., J. Virol, 61: 3096 - 3101 (1987); Samulski et. al., J.
Virol., 63: 3822 - 3828 (1989)].

V inom uskutodneni vynalezu bol gén zavedeny do vektoru retrovirusu, napr. Anderson et. al., U. S. Pa-
tent &. 5 399 346; Mann er. al., Cell, 33: 153 (1983); Temin ez. al., U. S. Patent &. 4 650 764; Temin er. al., U.
S. Patent &. 4 980 289; Markowitz et. al., J. Virol., 62: 1120 (1988); Temin et. al., U. S. Patent ¢. 5 124 263;
Medzinarodné patentova prihlagka ¢. WO 95/07358, vyd. 16. 3. 1995, Dougherty et. al.;, Kuo et. al., Blood,
82: 845 (1993).
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Alternativne mozno vektory in vivo zavadzat lipofekciou. V poslednych desiatich rokoch sa rozirilo po-
uzivanie lipozémov na enkapsulaciu a transfekciu nukleovych kyselin in vitro. Syntetické kationové lipidy
naplanované tak, aby zniZzovali taZkosti a rizika spojené s lipozomalne médiovanou transfekciou, boli pouzité
na pripravu lipozémov pre in vive transfekciu génu koédujiceho marker [Felgner et. al., Proc. Natl. Acad. Sci.
US4, 84: 7413 - 7417 (1987); Mackey et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 85: 8027 - 8031 (1988)]. Katiénové
lipidy napomahaji enkapsulacii nukleovych kyselin s negativnym nabojom a ul'ah¢uji priechod negativne
nabitymi bunkovymi membranami [Felgner et. al., Science, 337: 387 - 388 (1989)]. Vnasanie exogénnych
génov do urditych organov lipofekciou in vive prinasa praktické vyhody. Vyhodna je moznost’ molekularne-
ho nasmerovania lipozémov do konkrétnych cielovych buniek. Je zrejmé, Ze nasmerovanie transfekcie do
konkrétnych typov buniek je vyhodné najmi v heterogénnych bunkovych tkanivach, ako si slinivka, peceti,
Padviny a mozog. Na ely cieleného uéinku mozno lipidy chemicky naviazat' na iné molekuly [Mackey et.
al., Proc. Natl. Sci. USA, 85: 8027 - 8031 (1988)]. Lipidy mozno chemicky naviazat na cielené peptidy, napr.
hormdény alebo neurotransmitery, proteiny napr. protilatky alebo nepeptidické molekuly.

Dalej moZno vektor zavadzat' in vivo ako nahy DNA plazmid. Nahé DNA vektory pre génov terapiu sa
do cieTovych hostitel'skych buniek zavadzaju znamymi postupmi oblasti techniky, ako si napr. transfekcia,
elektroporacia, mikroinjekcia, transdukcia, bunkova fuzia, DEAE dextran, kalcium fosfatova precipiticia,
génova puska alebo prenasac DNA vektoru [Wu et. al,, J. Biol. Chem., 267: 963 - 967 (1992); Wu et. al., J.
Biol. Chem., 263: 14621 - 14624 (1988); Hartmut et. al., kanadska patentova prihlaska ¢. 2 012 311, podana
15. 3. 1990].

Pol'nohospodarske vyuzitie

OB gén mozZno taktieZ izolovat’ z domacich zvierat a nasledne ziskat’ zodpovedajuci OB polypeptid. Pod-
T'a uvedeného prikladu proba odvodena od mySacieho OB génu hybridizuje so zodpovedajucimi kodujicimi
sekvenciami mnohych Zivo&idnych druhov. Podobne ako pri humannej terapii, mozZno pripravit rekombi-
nantné proteiny uréené pre domace zvierata. Podavanim polypeptidu chovnym zvieratim moZno dosiahnut
vyrobu lepsicho misa, napr. hovidzieho, bravéového, hydinového atd. Vyhodnejsie je podavanie autoldgo-
vého polypeptidu, aj ked’ predkladany vynalez uvazuje aj podavanie neautolégového polypeptidu. Vzhladom
na to, Ze OB polypeptid obsahuje priblizne 160 aminokyselinovych zvygkov, nemusi byt prili§ imunogénny.
Podavanie neautologového polypeptidu by teda nemuselo vyvolavat imunitni reakciu.

Alternativne zavedenie klonovanych génov do transgénnych domacich zvierat mdZe pri nadmernej expre-
sii OB transgénu viest’ k podstatnému zniZeniu telesnej hmotnosti a adipozity. Najjednoduchdim prostried-
kom na dosiahnutie tohoto ciela je nasmerovanie OB transgénu do tukového tkaniva s vyuzitim jeho vlastné-
ho prométora alebo iného promoétora $pecifického pre tukové tkanivo.

Naopak v niektorych pripadoch, ako napr. pri vyrobe hovidzieho , Kobe beef alebo tu¢nej petene na
pripravu pastéty, je Ziaduce zvySené mnozstvo telesného tuku. Toto mozno dosiahnut’ cielenym anti-sense
OB transgénu do tukovych tkaniv alebo vyuzitim knockoutovej génovej technolégie. Alternativne moZno
zvysenie podielu tuku vyvolat’ podanim inhibitora alebo antagonistu OB polypeptidu. Medzi inhibitory a an-
tagonisty patria, nie vyhradne, protilatky reagujiice s polypeptidom a fragmenty polypeptidu, ktoré sa viaZu
na OB receptor, ale nevedu k aktivacii, t. j. antagonisty OB polypeptidu.

Kozmetické vyuzitie

OB polypeptid ma vedl'a terapeutického vyuZitia aj zvlastny vyznam z kozmetického hladiska. Vd'aka
tomu, Ze OB polypeptidy predkladaného vynalezu, ich derivaty a agonistné analégy mézu modulovat’ rych-
lost’ ukladania tuku a jeho mnoZstvo u zvierat, moZno nimi vyvolat’ zmenSenie nevzhladnych tukovych tka-
niv napr. tukovych zasob na bruchu, bokoch, stehnach, krku a brade, ktoré nemusia nutne suvisiet' so sklo-
nom k obezite, ale poskodzuju vzhlad. ZniZenie hmotnosti je ¢iastoéne vyvolané zmen3enim chuti do jedla, t.
Jj. zmen$enym prijmom potravy, zvySenim bazédlneho metabolizmu alebo obidvoma spésobmi. Preto mozno
podavanim predkladaného polypeptidu, jeho derivatov alebo agonistnych analégov vyvolat kozmetické
zmeny v tukovych tkanivovych depozitoch, a to modulaciou ukladania tuku, zniZenim chuti do jedla alebo
obidvoma spsobmi.

Predkladané pripravky a postupy pouZitia mézu byt sucast'ou réznych d’aldich postupov, napr. kozmetic-
kej chirurgie ovplyviiujucej celkovy vzhl'ad (ako je napr. liposukcia, laserova chirurgia zniZujica telesni
hmotnost’ odsavanim alebo odnimanim tukového tkaniva), telocviku (najmi beh a vzpieranie), nizkokaloric-
kej diéty, hypnézy, biofeedback, ¢o su priklady spdsobov, ktorymi mozno zniZovat podiel tukového tkaniva
a zlepSovat' telesny vzhlad.

Predkladany vynalez sa teda tyka sp6sobov ovplyviiujucich kozmetickii moduldciu tukovych tkaniv, ktoré
zahrfiaja poddvanie modulaéného mnozZstva OB polypeptidu alebo jeho derivatu &i agonistného analégu je-
dincovi, ktory si praje kozmeticky modulovat’ tukové tkanivé a zlepsit’ svoj telesny vzhl'ad. Modulacia tuko-
vého tkaniva je do urcitej miery ovplyvnena zniZenou chutou do jedla. Vyhodna je modulacia zmensujica
tukové tkaniva.
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Podla d’alSieho uskutoénenia sa vynalez tyka spdsobu vyvolania kozmetického ubytku tukového tkaniva,
ktory kombinuje postupy ovplyviiujice zmenu telesného vzhl'adu s poddvanim modulaéného mnozstva OB
polypeptidu alebo jeho derivatu &i agonistného analéga jedincovi, ktory si praje kozmeticky modulovat’ tu-
kové tkaniva a zlepsit svoj telesny vzhl'ad.

OB receptor

Vyvoj malych agonistnych a antagonistnych molekul OB faktoru moZno vyrazne ul'ah¢it’ po izolacii pri-
slusného receptoru. Pre izolaciu prislusného receptoru je nutné pripravit aktivny OB polypeptid a na jeho za-
klade prehladat’ Standardnym postupom expresni kniZnicu. Vizba na receptor v expresnej sa testuje podanim
rekombinantného polypeptidu vyprodukovaného bakteridlnymi alebo cicavéimi expresnymi vektormi bun-
kam expresnej kniZnice a sledovanim uéinkov kratkodobého a kontinualneho podévania alebo priamo dete-
kovanim vizby OB polypeptidu na bunky.

PretoZe sa v sucasnosti vieobecne predpoklada, Ze sa OB receptor nachadza v hypotalame a moZno v pe-
Ceni, je vyhodné konStruovat’ cDNA kniZnicu $tandardnych expresnych klonovacich vektorov najmi z tychto
tkaniv. Klony cDNA sa d’alej spoloéne vnest do COS buniek a medzi vyslednymi transformovanymi bun-
kami sa COS bunky exprimujuce OB receptor vyhl'adaju pomocou testu s aktivnym ligandom. Z vyizolova-
nych pozitivnych klonov mozno potom ziskat’ OB receptor. Naklonovany receptor sa d’alej vyuziva spolu s
OB ligandom (pravdepodobne ide o hormén) na vyvoj d’alsich zloZiek nevyhnutnych na vyhladévanie ma-
lych molekul modulatorov OB.

Zvlastny testovaci systém vhodny pre predkladany vynalez je znamy ako receptorovy test. V tomto teste
je testovany material prislu§ne oznaceny a testované bunkové koldénie naockované urCitym mnoZstvom ozna-
&eného aj neoznaceného materidlu. Potom sa vykonaju vizbové $tidie uréujice rozsah naviazania oznacené-
ho materialu na bunkové receptory. Postup umoZiiuje stanovit’ rozdiely v afinite materialov.

Vizbové $tidie sa teda vykondvaju na ur¢itom mnoZstve purifikovaného modulatoru hmotnosti kombi-
novaného napr. s protilatkami alebo inhibitormi. St pripravené roztoky obsahujice rézne mnoZstva oznade-
ného aj neoznaCeného nekombinovaného moduldtoru hmotnosti, d'alej s nao€kované bunkové vzorky a in-
kubované. Vysledny bunkovy jednovrstvovy porast je potom oplachnuty, rozpusteny a pocitany na gama po-
&itadle pocas doby postadujucej na vyslednt chybu < 5 %. Zo ziskanych idajov je uskutonena Scatchardova
analyza, z ktorej moZno vyvodit’ zavery tykajice sa aktivity materialov. Tento uvedeny priklad ilustruje spo-
sob uskutodnenia a pouZitia receptorového testu, kde vizbova schopnost’ testovaného materidlu na bunky
shiZi ako rozliSujuci rys. Na druhej strane mdZe byt receptorovy test velmi uZitocny pre identifikiciu Speci-
fickych receptorov pre predkladané modulatory, napr. DB receptorov.

Dalsi vhodny test uvazovany v stvislosti s predkladanym vynalezom je znamy ako ,.cis/trans® test. Strué-
ne, tento test pracuje s dvoma genetickymi konStrukciami, jedna je zvy¢ajne plazmid, ktory po transfekcii do
zvolenej bunkovej linie kontinulne exprimuje uréity $tudovany receptor a druha konstrukcia je plazmid ex-
primujici pod kontrolou komplexu receptor/ligand referenémi latku ako je napr. luciferdza. Ak je teda napr.
ur¢ita zhi¢enina hodnotena z hl'adiska schopnosti ligandovej vizby na uréity receptor, je jednou konstrukciou
plazmid exprimujuci vo zvolenej bunkove;j linii tento receptor a druhy plazmid obsahuje prométor operativne
pripojeny k luciferdzovému génu, priom do tohto prométora sa uz skdr zacleni prvok reagujici na Studova-
ny receptor. Pokial je testovana zli¢enina agonistom receptoru, bude ligand s receptorom vytvarat' komplex
a tento komplex vizbou na reagujiici prvok bude iniciovat transkripciu luciferazového génu. Vyslednu che-
miluminiscenciu mozno stanovit’ fotometricky a krivku davkovej zavislosti mozno prirovnat’ ku krivkam
znamych ligandov. Postup tohto testu je podrobne uvedeny v U. S. Patente ¢. 4 981 784 a v medzinarodne;j
publikacii PCT &. WO 88/03168.

Akonéhle je identifikovany rekombinant exprimujici sekvenciu génu pre OB receptor, mozno analyzovat’
rekombinantny OB receptor. Analyzu moZno uskutoénit’ na zéklade fyzikalnych alebo funkEnych vlastnosti
OB receptoru, vratane radioaktivneho oznadenia receptoru a naslednej gélovej elektroforézy, imunotestu, li-
gandovej vizby, atd’. TaktieZ moZno generovat’ protilatky k OB receptoru, ako uz bolo vyssie uvedené.

Struktiru OB génu moZno analyzovat' réznymi postupmi z oblasti techniky. Je vyhodné analyzovat’ $truk-
tirn roznych domén, najmi OB vizbového miesta. Struktirnu analyzu moZno uskuto¢nit stanovenim sek-
venénej podobnosti s inymi znamymi proteinmi, najmé horménmi a receptormi proteinov. Stupeti podobnosti
(alebo homoldgia) méze byt podkladom pre predpoved’ Struktiry a funkcie OB receptoru alebo jeho domény.
V konkrétnom uskutoéneni vynalezu bolo vykonané sekvenéné porovnavanie so sekvenciami GenBanky s
pomocou napr. programov FASTA a FASP [Pearson et. al. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444 - 48
(1988)].

Sekvenciu proteinu mozno d’alej charakterizovat’ pomocou analyzy hydrofility [napr. Hopp et. al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 78: 3824 (1981)]. Z profilu hydrofility vyplyvaji hydrofébne a hydrofilné oblasti OB
receptorového proteinu a nasledne extracytoplazmatické, vizbové membranové a intracytoplazmatické oblas-
ti.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287191 B6

Dalej moZno uskutoénit’ analyzu sekundamnej Struktiry [napr. Chou et. al, Biochem., 13: 222 (1974)],
ktora umozni ur¢it’ oblasti OB receptora ur¢ujice Specifické sekundarne Struktirne rysy.

S vywzitim poéitadovych programov dostupnych v oblasti techniky mozno taktiez vykonat manipuldciu,
translaciu a predpoved’ sekundarnej Struktiry rovnako ako predpoved a zakreslenie otvoreného Citacieho
ramca.

Predkladany vynalez poskytuje vydatny zdroj OB polypeptidu a spdsob izolacie OB receptora, a tym
umozZiiuje kvantitativne $truktiirne stanovenie aktivnej konformacie OB polypeptidu a OB receptora alebo ich
domén. Vynalez poskytuje dostatoéné mnoZstvo materialu pre spektroskopické analyzy, ako je nuklearna
magnetickd rezonancia (NMR), infradervend spektroskopia (IR), Ramanova spektroskopia, ultrafialova spek-
troskopia (UV) a najmi cirkularny dichroizmus (CD). NMR je vel'mi u¢innym nastrojom Struktirnej analyzy
molekul v roztoku, ¢o je prostredie vel'mi blizke prirodzenym podmienkam [Marion et. al., Biochim Biophys.
Res. Comm., 113: 967 - 974 (1983); Bar et. al, J. Magn. Reson., 65: 355 - 360 (1985); Kimura et. al. , Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77: 1681 - 1685 (1980)]. Struktirnu analyzu mozno vykonat' aj inymi sp6sobmi, ako je
napr., nie vyhradne, réntgenova krystalografia [Engstom, Biochem. Exp. Biol., 11: 7 - 13 (1974}].

Vyhodnejsie je $tudovat’ zmesové krystaly OB polypeptidu a OB receptora. Analyza zmesovych krysta-
lov poskytuje podrobnu informaciu o vizbe, ¢o d’alej umoziinje racionélne navrhovanie ligandovych agonis-
tov a antagonistov. Dalej moZno uskutoétiovat modelovanie na poéitadi, najmi v spojeni s NMR a rontege-
novou analyzou [Fletterick et. al.,, vyd., ,,Computer Graphics and Molecular Modeling®, v Current Commu-
nications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1986)].

Identifikicia a izolacia génu kédujuceho OB receptor predkladaného vynalezu umoZfiuje exprimovat
vé¢Sie mnoZstvo receptora neZ je mnoZstvo izolovatel'né z prirodnych zdrojov alebo exprimovat’ receptor v
indikatorovych bunkach, ktoré su Specidlne zostrojené tak, aby indikovali aktivitu exprimovaného receptora
po transfekeii alebo transformacii buniek. Vedla raciondlneho navrhovania agonistov a antagonistov OB,
ktoré vychadza zo Struktiry OB polypeptidu, uvaZuje predkladany vynélez aj alternativny postup, identifika-
ciu ligandov OB receptora na zaklade réznych prehladavacich testov oblasti techniky.

Vynaélez je dalej podrobnejsic vysvetleny na nasledujucich ilustrativnych prikladoch, ktoré v Ziadnom
smere nie sy jeho obmedzenim.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Nasledujica cast’ v hlavnych rysoch naznacuje spsoby identifikacie genetického materialu uvadzaného v
prikladoch. Identifikicia zahffia $tyri postupné kroky: A) genetické mapovanie, B) fyzické mapovanie, C)
vyber génu na izolaciu, D) detekcia mutdcii. Najprv bol izolovany mysi gén (krok D), bola potvidena jeho to-
toZnost’ a potom bol vyhfadany homologovy l'udsky gén. Obidva gény, I'udsky a mysi a predpokladané pro-
teiny boli charakterizované. Tieto kroky su podrobnejsie rozvedené d’ale;.

A) Genetické mapovanie

Genetickym kriZenim bola segregovana OB mutacia a bola stanovena poloha mutacie vzhladom na RFLP
(polymorfizmus diZok restrikénych fragmentov) $tandardnou vizbovou analyzou. Podla zistenych tidajov sa
OB gén nachadza v 5 cM intervale v blizkosti mySacieho chromozému 6. (5 cM je miera genetickej vzdiale-
nosti zodpovedajica 5 zretelnym skriZeniam na 100 zvierat.) Bolo generovanych celkom 771 informativnych
meidz a pouzitych pre genetické mapovanie [Friedman et. al., Genomics, 11: 1054 - 1062 (1991)]. Genetické
miesta, ktoré boli mapované vzh'adom na OB, boli vietky publikované uZ skor. Dva najblizSie opisané RFLP
boli definované pomocou sond odvodenych od onkogénovych génov carboxypeptiddzového a met.

Genetické vyrieSenie opisanych experimentov bolo nedostacujice pre klon OB, pretozZe Ziadny z genetic-
kych markerov sa nedostal do tesnej vizby. Na identifik4ciu tesne naviazanych RFLP boli izolované d'alie
proby a bolo roziirené genetické kriZenie. Nahodné Casti DNA z blizkosti mySacieho chromozému
6 boli izolované mikrodisckciou chromozému [Bahary et. al., Mammalian Genome, 4: 511 - 515 (1993)].
Jednotlivé klonované proby boli testované z hl'adiska tesnosti vazby s OB. Na zaklade tychto §tudii bola vy-
typovana jedna proba, D6Rck13, tiez oznadovana ako psd3 a pre svoju geneticki blizkost’ k OB bola zvolena
pre d’al8iu analyzu.

Tato préba bola pouZita na stanovenie genotypu u 835 OB potomkov z interSpecifickych a intersubSpeci-
fickych kriZeni, z ¢oho vyplynulo, Ze D6Rck13 je nonrekombinantny u vietkych 835 zvierat, ako opisal Ba-
hary et. al. V priebehu fyzického mapovania bol identifikovany novy polymorfny marker z kozmidového
subklonu odvodeného od YAC 53A6. Tento novy marker bol umiestneny medzi D6Rckl3 a OB gén a bol
pouzity na stanovenie genotypu daliich 771 informativnych meiéz z intra$pecifickych interkrosov a bac-
kkrosov. Bolo identifikované jediné zviera # 167, nestce rekombinantné kriZenie medzi OB a D6Rck13. Sta-
die nazna¢ili, Ze D6Rck39/D6Rck13 je 0,06 cM od OB. Dalgia identifikovana proba, Pax4, bola 0,12 ¢M od
OB. Pax4 bola rekombinantna u dvoch zvierat # 111 a # 420. Pax4 je pseudogén, ktory bol uz skér mapova-

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287191 B6

ny do blizkosti mySacieho chromozému 6 [Gruss et. al., Genomics, 11: 424 - 434 (1991)]. Na tomto zaklade
bolo stanovené, Ze OB gén sa nachédza v 0,2 cM intervale medzi Pax4 a D6Rck13. Toto zistenie viedlo k
snahe klonovat' vsunuti DNA so zamerom izolovat’ OB gén.

B) Fyzické mapovanie

Na klonovanie DNA z uvedeného intervalu boli pouZité umelo konstruované kvasinkové chromozémy
(YAC), YAC je relativne novy klonovaci vektor umoztiujuci klonovanie dlhych vlakien suvislej DNA, ¢asto
dIhsich ako jeden milién parov baz.

Umelé kvasinkové chromozémy boli izolované s vyuzitim D6Rck13 a Pax4. Najprv boli pripravené puri-
fikované DNA préby a boli pouZité na izolaciu zodpovedajicich YAC. Izolované YAC (#8, #16, # 107 a #
24) boli najprv charakterizované a bolo zistené, Ze najd’alej zasahoval # 16, t. j. dosahoval najblizSie k OB.
Potom bol odobrany kI'i¢ovy koniec YAC # 16 a bolo zistené, Ze tento koniec bol blizsie k OB nez Pax4.
Koniec bol oznaceny ako 16M(+). Tento zaver umoznilo zistenie, Ze Studovana proba nebola rekombinantni
u zvierat'a # 420 (na rozdiel od préby Pax4). Koniec 16M(+) bol sekvenovany a pouzity do PCR testu. Po-
mocou PCR testu bol uskutocneny skrining kniZnice YAC. Boli izolované §tyri pozitivne klony. Nasledna
charakterizacia tychto klonov, pomocou uvolneni koncov, restrikéného mapovania, pulznej gélove;j elektro-
forézy a southernového blotovania s genetickymi kriZeniami, uréila dva YAC délezité pre dalSie studie, adu
a aad. YAC aad je 550 kB dlhy nechimérny YAC dosahujuci najdalej. Preto bol najvzdialenejsi koniec tohto
YAC, aad(pICL) pouzity na skompletizovanie fyzickej mapy. YAC adu je 370 kB dlhy nechimémy YAC a
bolo zisten€, Ze jeho najvzdialenejsi koniec, adu(+), je nonrekombinantny u vetkych OB potomkov genetic-
kého kriZenia vratane zvierat # 111 a # 167, ¢o naznacuje, Ze sa OB gén mdZe nachadzat’' v tomto YAC.

Pre tieto dva konce, aad(pICL) a adu(+), bol vyvinuty PCR test a bol pouZity na izolaciu d'aliich YAC a
P1 klonov na doplnenie fyzickej mapy. Boli izolované vyznamné klony P1 vratane 498, 499, 500 (izolované
probou odvodenou od aad(pICL) a 322, 323 a 324 (izolované prébou odvodenou od adu(+)).

Medzitym boli charakterizované YAC izolované pomocou D6Rck13 (53A6, 25A8, 25A9, 25A10). Z
tychto §tadii vyplynulo, Ze najblizsie k aad YAC zasahuje 53A6. Bola stanovena dizka medzery medzi 53A6
a aad 70 kB. Potom bol kl'i¢ovy koniec 53A6, 53(pICL) pouzity na prehladavanie troch dostupnych kniZnic
YAC a kniZnice P1. Bol izolovany kriticky klon P1, 325. Tento P1 klon presahoval do P1 klonov izolova-
nych pomocou aad(pICL), a preto preklenul medzeru medzi 532(pICL) a aad(pICL). Vd'aka tomuto vysled-
ku mohla byt klonované cel sada obsahujiica YAC a P1 klony, dizky 2,5 miliéna parov béz a zahffajica
Pax4, 16M(+), adu(+), aad(pICL), 53(pICL), D6Rck39 a D6Rck13. Presnym mapovanim miest rekombina-
cie zrejmych u zvierat # 11 a # 167 bolo vyvodené, Ze sa OB gén nachidza v intervale 400 kB. Kvoli ziska-
niu funk&ného zdroja DNA na izoléciu OB génu bolo izolovanych 500 kB pokryvajtcich tito nerekombi-
nantni oblast’ v 24 klonoch P1. Tieto P1 klony vratane 322 a 323, ktoré, ako bolo neskor zistené, boli naj-
vhodnesie, boli pouZité na zachytenie exénu.

Fyzicka mapa casti chromozému s OB je uvedena na obr. 7A. Obr. 7B predstavuje sadu YAC. Obr. 7C
predstavuje sadu P1.

C) Izol4cia vybranych génov

Na izolaciu génov v uvedenom intervale bol zvoleny postup zachytavania exonu. Tento postup vyuZiva
komerény vektor na identifikaciu exénov DNA (t. j. kddujucich sekvencii) tak, Ze vyhl'adava funkéne zostri-
hané akceptorové a donorové sekvencie v genémovej DNA, ktoré boli zavedené do testovanych konstrukeii.
DNA z klonov P1 vypestovana a subklonovana do vektora zachytavajiceho exdn. Tieto klony potom tvorili
kratke inzerty naklonované do Bluescript vektora. Kazdy klon bol rozmnoZeny PCR s vyuZitim primarov so
sekvenciami zodpovedajucimi plazmidovym sekvenciam ohrani¢ujicim inzert. PCR rozmnoZenie bolo usku-
to¢nené priamo v baktéridch obsahujuicich plazmid. Reakcie boli uskutociiované v robote Biomek. Produkty
PCR boli rozdelené elektroforézou na 1 % agarézovom géli v TBE pufti s etidium bromidom. Postup zachy-
tavania ex6nu bol modifikovany tak, aby eliminoval kontaminujicu DNA z E. coli od klonov P1, a aby odfil-
troval vel’ké mnozZstvo artefaktnych exonov presahujice 80 az 90 % hl'adanych exénov. Vektor zachytavajuci
ex6ny obsahoval HIV sekvencie; kratke tseky sekvencii tohto vektora su artefaktné.

Experiment so zachytdvanim exonu bol uskuto¢neny na réznych klonoch P1. Zachytené produkty bolo
rozmnoZené PCR, selektované a sekvenované. Sekvencie predpokladanych exdénov boli porovnané so sek-
venciami Genbanky pomocou pocitatového programu Blast. Pre d'aliie testovanie RT-PCR, northernovu
analyzu a zoo blot bolo vybratych 15 exénov a bola sledovana pritomnost’ zodpovedajucich sekvencii RNA
alebo konzervativnych sekvencii. Bolo zistené, Ze sedem z pitnastich predpokladanych exdénov kddovalo
RNA transkript, 325-2, 323-9, 322-5, D1-F7, 1H3 2G7. 325-2 je $pecificky testikularny gén; 323-8 a 323-9
pravdepodobne pochadzaju z rovnakého génu exprimovaného hlavne v mozgu a l'advinich. IH3 a 322-5 si
nekvalitné mozgové transkripty. D1-F7 je exon z predchadzajiceho klonovaného génu inozin monofosfat de-
hydrogendzy (IMPDH), ktory shiZil ako vSadepritomny expresny model. Ziadny z tychto génov nekédoval
OB. 2G7, ex6n OB, je spominany neskor.
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Po troch neuspe$nych pokusoch zachytit' exon OB génu, bol uskuto¢neny iny pokus zloZit’ DNA zo viet-
kych P1 z kritickej oblasti OB. Z klonov P1 boli zvolené: 258, 259, 322, 323, 324, 325, 498, 499, 500, 653,
654 a d'alsie. Na to klony P1 258, 260, 322, 498 a 499 boli subklonované do vektora zachytavajiiceho exén a
nasledne bolo pripravenych niekol'ko platni s bakteridlnymi klonmi, z ktorych kaZdy obsahoval predpoklada-
ny ex6n. Bolo ziskanych 192 klonov predstavujicich kandidatov OB. Pri mnohych izolatoch boli pozorované
zhodné artefakty, ako uZ bolo pozorované skér, lebo obsahovali dva zachytené exdny odvodené z vektora.
Tieto artefakty boli identifikované na zaklade velkosti a na zaklade faktu, Ze DNA proby zodpovedajice
tymto artefaktom hybridizovali s prislusnymi pasmi southernového blotu z gélu. Tymto postupom bolo z
dal§ieho hodnotenia vylicenych 185 zo 192 klonov. Artefakty nebolo mozné vylucit len na zaklade vel'kosti,
lebo taky pristup by mohol v désledku vylucit’ aj exdny zodpovedajiice OB.

Zo 192 exénov bolo teda pre dalsie $tudie zvolenych sedem exdénov. Boli pripravené templaty pre sekve-
novanie siedmich exénov a exény boli sekvenované. Sekvencie siedmich exénov boli analyzované a bolo
zistenych sedem identickych sekvencii a jeden zrejmy artefakt. Konkrétne to bol klon 1D12 obsahujuci HIV
sekvenciu, t. j. artefaktny pas. Do d’alsej analyzy postupili tri exény: 1F1, 2G7 a 1H3. 1F1 bol vyliceny, lebo
sa nachadzal mimo kritick oblast’. Boli vybrané a syntetizované priméry PCR pre 1H3 a 2G7.

Bola stanovena sekvencia exonu na 2G7, ako je uvedené na obr. 10 (SEQ ID ¢. 7). Boli vybrané a synte-
tizované priméry PCR pre 2G7. Useky sekvencii zodpovedajice PCR primarom sii podéiarknuté. Sekvencie
pouzZitych primérov:

5' CCA GGG CAG GAA AAT GTG (Tm = 60,0 °C)
(SEQIDE. 8)
3' CAT CCT GGA CTT TCT GGA TAG G (Tm = 60,0 °C)
(SEQID ¢.9)

S tymito primérmi bol amplifikovany geném DNA v nasledujicich podmienkach pre PCR: 25 - 30 cyk-
lov pri 55 °C anelacie 2', pri 72 °C extenzie 2', pri 94 °C denaturacie 1' v §tandardnom PCR pufti. Tieto pri-
méry boli taktieZ pouZité na pripravu oznagenej proby; do PCR reakcie bol zavedeny **P-dCTP pri si¢asnom
zniZeni obsahu neoznaceného dCTP.

Test RT-PCR bol uskuto¢neny na vzorkach RNA z mnohych rznych tkaniv a bolo zistené, Ze k expresii
2G7 dochadzalo vyluéne v bielom tukovom tkanive (obr. 11A). Ozna&eny **P-2G7 bol hybridizovany k nor-
thernovému blotu tkanivovych RNA (obr. 11B) a boli zistené vysoké hladiny expresie RNA v tukovom tka-
nive a nizke alebo nulové hladiny expresie vo vSetkych ostatnych tkanivach (pri¢inou signalov mohla byt
kontaminécia tkanivovych preparatov). 10 pg totalnej RNA z kazdého uvedeného tkaniva bolo rozdelenych
elektroforézou na agarézovom géli s formaldehydom. Préba bola hybridizovana k blotu pri 65 °C v §tandard-
nom hybridizaénom pufri Rapid Hybe (Amersham). RNA mala velkost priblizne 4,9 kB. V tomto bode bolo
potvrdeneé, ze 2G7 pravdepodobne obsahuje gén OB, a boli uskutoénené d'alSie analyzy.

D) Detekcia mutécii

Kvéli potvrdeniu, Ze 2G7 skutoéne kéduje OB gén, bolo nutné preukazat’ rozdielnu hladinu expresie sek-
vencie DNA tohto génu v mutantnych zvieratach, proti expresii u zvierat divokého typu. Stidia bola usku-
tocnena na dvoch dostupnych separatnych mutaciach OB génu, C57B1/6J OB/OB (1j) a Ckc/smj OB/OB (2])
(dalej ozna¢ované ako 17 resp. 2J). Studované mysacie kmene si d’alej oznadované neformalnou nomenkla-
tirou. V opise a obrazkoch plati, Ze C57B1/6] je C57B1/6J +/+; CKC/smj je SM/Cke-+"*-+/+; CKC/smj
OB/OB je SM/Cke-+"*-0b*/ob”. RNA bola izolovana z tukovych tkaniv zvierat 1J, 2J a kontrolnej skupiny.
Totalna RNA z kazdej jednotlivej vzorky bola Stiepend DNdzou a reverzne prepisana s vyuZitim oligo-dT
ako primaru a reverznej transkriptazy. Vysledné jednovlaknova cDNA bola potom amplifikovana PCR s 2G7
ako primérom (podmienky pozri skdr) pre nizsi pas alebo s komer¢ne dostupnym aktinovym primérom pre
vy$si pas. Produkty RT-PCR boli rozdelené na 1 % agarézovom TBE géli a zafarbené etidium bromidom
(obr. 12 A). Z vysledkov RT-PCR bolo zistené, Ze 2G7 mRNA bola exprimovana vo zvieratach 1J a vietkych
ostatnych kontrolnych mysiach a celkom chybala u 2J my$i. Po 30 amplifikaénych cykloch nebol zazname-
nany jediny signal. Tento pokus priamo dokazal, Ze 2G7 zodpoveda exénu OB génu.

Mutécia 27 je relativne nova, je udrziavana ako koizogénny kmei a ziskany vysledok bol prvym dostup-
nym dokladom, Ze 2G7 je exénom OB génu. Mutécia sa pravdepodobne nachidza v prométorovej oblasti a
celkom rusi syntézu mRNA. Pozitivny signal u mysi 1J v TR-PCR experimente naznacuje, Ze 1J mdzu niest’
bodovii mutaciu, ktora neposobi viditeIni zmenu vo velkosti RNA. NavySe podla RT-PCR testov chybala
mRNA 2G7 u d’al§ich Styroch 2J zvierat.

Tento vysledok bol potvrdeny northernovym blotovanim (obr. 12 B). Z tukovych buniek jednotlivych
kmeiiov (C57B1/6J, 1J,CKS/smj a 2J) bola izolovana RNA. 10 ug RNA z kazdej vzorky bolo rozdelené a
blotované. Bloty boli hybridizované s PCR-znadenou prébou 2G7, ktoré boli pripravené PCR amplifikaciou
materialu, t. j. pasu na obr. 11, v pritomnosti *’p-dCTP. Ako kontrola na nanesené mnozstvo RNA bol pouzi-
ty aktin. Aktinovy signal bol pri vietkych vzorkach rovnaky. Signal OB chybal vo vzorke mozgového tkani-
va, pretoZze mRNA je Specifikovana na tukové bunky.
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Vysledky northernovej analyzy potvrdzujii, Ze RNA 3pecifickd pre 2G7 sa nevyskytuje u 2J mysi. RNA
OB sa nevyskytuje u CKC/smj OB/OB mysi, pretoZe tento kmeii obéznej mutacie ma poruSeny gén a nedo-
chadza k syntéze RNA. Navyse u 17 aj tlstych DB/DB je 10- a7 20-nasobne zvysena hladina 2G7 RNA. Tieto
vysledky podporuju hypotézu, Ze OB bud’ kéduje obehovy hormoén, alebo zodpoveda za vznik signilu z tu-
kovych buniek, ktory moduluje telesmi hmotnost’. Vysledky potvrdzuji, Ze 2G7 je OB gén a predpovedaju,
Ze u 1J mysi je bodova, pravdepodobne nonsens mutécia vediica k prematurovanej terminacii translacie.

Vysledky northernovej analyzy boli reprodukované na prepardtoch RNA z tukovych buniek zo $tyroch
réznych 2J zvierat (obr. 13). V tomto teste bol ako kontrola, podobne ako aktin na obr. 12B, pouZity trans-
kript ap2 $pecificky pre tukové tkanivo. Intenzita pruhov ap2 sa prakticky nemeni. 4p2 bol PCR-oznatovany
pri vyuzZiti primérov z publikovanej sekvencie ap2. Produkty RT-PCR RNA z tukovych buniek boli oznaco-
vané rovnakym postupom PCR-oznacéenia. Uskutofnena analyza ukézala, Ze OB mRNA je bezne pritomna u
homozygétnych i heterozygdtnych zvierat a nepritomna u 2J mutatnych zvierat.

U 1J zvierat bola identifikovana mutacia. Ide o zmenu baz C na T, ktorych ddsledkom je vznik prematu-
rovaného stop kodénu v polohe 108 na mieste argininu, ¢o je pravdepodobne podstatou mutacie 1J (obr. 14),
nehladiac na vysoké expresné hladiny OB mRNA (pozri obr. 12 a 13, drahy C57B1/6J OB/OB).

Nedavno bolo southernovym blotovanim potvrdené, Ze 2J mutacia je dosledkom detekovanej zmeny v
DNA na 5'konci OB, ktora zrejme celkom rusi expresiu RNA. Presnu povahu tejto zmeny je eSte potrebné
objasnit.

Uréenie, ¢i mutacia OB vedie k jednotnému charakteru fragmentov (obr. 15 A), bolo vykonané souther-
novym blotovanim genémovej DNA z CKC/smj (SM/Cke-+"") a C57B1/6J my3i pri vyZiti Styroch réznych
restrikénych endonukleéz. Priblizne 10 ug DNA (odvodené z gendmovej DNA z pecene, l'advin alebo slezi-
ny) bolo $tiepenych uvedenymi restrikénymi enzymami. DNA bola rozdelena elektroforézou na 1 % agaré6-
zovom TBE géli. Potom bola DNA prenesend na imobilénovi membranu a hybridizovand s PCR-oznacenou
prébou 2G7. KIi&ovym pasom bol vichny pas v Bglll digestu u CKC/smj OB/OB (SM/Cke-+"* OB*/0B%)
DNA. Tento pas zodpoveda fragmentu s vy$Sou molekulovou hmotnost'ou oproti ostatnym kmetiom a nazna-
¢uje pritomnost’ mutacie.

Obr. 15 B predstavuje southernové blotovanie Bg/II digestu genémovej DNA potomkov krizenia 0b™/+ x
ob™/+. Pri niektorych DNA bol pritomny len vrchny pés, pri niektorych len niZ§i pas, niektoré DNA obsaho-
vali oba pasy. Zvierata, u ktorych bol pozorovany len vichny pas, sii allo-obézne, t. j. 0b*/0b™. 7 uvedenych
udajov vyplyva, Ze polymorfizmus (t. j. muticia) na obr. 15 A vedie k segregacii v genetickom zmysle.

Priklad 1:
Klonovanie cDNA a ur¢enie sekvencie OB

Pri vyuziti PCR-oznacenej proby 2G7 bolo izolovanych celkom 50 mysacich cDNA klonov z kniZnice
cDNA z mysSacich tukovych buniek lambdagtl] (Clonetech 5'-STRETCH cDNA z testikularnych tukovych
tkaniv $vajéiarskych mySi #ML3005b) a 30 krizovych hybridizujicich ludskych ¢cDNA klonov z kniznice
¢DNA z Tudskych tukovych buniek lambdagtl0 (Clonetech 5'-STRECH abdominalna ¢cDNA #HL1108a).
Prehl'adanie kniZnice bolo vykonané postupom plak lift. Filtre s plakmi boli denaturované v autoklave. Filtre
boli duplicitne hybridizované s PCR-oznaCenou prébou 2GF (pufor Rapid Hybe, 65 °C, cez noc). Po 2 - 4
hodinach prehybridizacie boli filtre premyté dvakrat po 30 min., 65 °C roztokmi 2 x SSC, 2 % SDS a bola
exponovana rontgenova snimka. Pasy pozitivne v obidvoch pokusoch boli plakovo purifikované. Plakovo pu-
rifikované fagy boli amplifikované PCR s vyuzitim komerénych vektorovych vzorov, napr. lambdaqtl0 a
lambdagtl1. Vysledné PCR produkty zodpovedali cDNA inzertom na kaZzdy fag s malym mnoZstvom vekto-
rovej sekvencie na obidvoch koncoch. Pasy boli gélovo purifikované a sekvenované s vyuZitim automatické-
ho sekvenatora, ABI a vektorovych primérov na sondovanie DNA polymerazy.

Primarne sekvencné udaje boli prekontrolované manuélne, bazu za bazou, a boli opravené presluchy z
pocitadového programu. Podl'a spravnej sekvencie boli v smere syntetizované primary a vyuzité na dalSie
sekvenovanie. Tieto pokusy boli opakované tak dlho, aZ kym boli vetky dostupné cDNA klony sekvenované
a syntetizované do sady. Dosial bolo zostavenych asi 3000 parov baz od 5'konca mRNA. Jeden cDNA klo-
nov dosahujici k 5'konci mRNA mal identicku sekvenciu s SRACE produktom RNA z tukového tkaniva
(udaje nie su uvedeng).

Podra sekvenénych tdajov bol vynajdeny 167 aminokyselin dlhy otvoreny ¢itaci ramec (obr. 1). Bola vy-
najdena sekvencia rovnaka s Kozakovou translacnou inicia¢nou sekvenciou, obsahujicou adenozin troch baz
oproti smeru od ATG. Boli vynéajdené dve triedy cDNA liSiace sa pritomnostou alebo nepritomnost'ou jed-
ného glutaminovaného kodonu. Tento zvySok sa nachddza na 3' strane hned’ za zostrihanym akceptorovym
miestom pre 2G7 exon. Pretoze CAG kodon glutaminu je pravdepodobne zahrnuty v AG zostrihanej akcep-
torovej sekvencii, zda sa, Ze v zostrihanej akceptorovej sekvencii doslo ku Smyku, so zretelnym deletovanim
troch par baz v podskupine cDNA, ako je uvedené.
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gln ser val
ag CAG TCG GTA (s glutaminom) (SEQ ID &. 17)

|

(zostrihané akceptorové miesto)

ser val
ag CAG TCG GTA (bez glutaminu)

(zostrihané akceptorové miesto)

Sekvencia ,,ag” je predpokladana intronova sekvencia v protismere od glutaminového kodénu, AG je
predpokladané alternativne miesto zostrihu. Tento glutaminovy zvySok sa nachddza vo vyscko konzervativ-
nej oblasti molekuly a jeho vyznam pre biologicki aktivitu nie je dosial’ znimy.

Dalej bola detegovana predpokladand N-koncové signalna sekvencia, ktorej signalne Stiepne miesto je
predpokladanym karboxylovym koncom alaninového zvysku v polohe 21. Tato predpokladana signélna sek-
vencia bola potvrdena pomocou poéitadového algoritmu v postupe von Heijneho. V polypeptidovej kéduji-
cej oblasti bola tak identifikovana najpravdepodobne;jsia signalna sekvencia ako oblast aminokyselin 1 aZ 23,
teda sekvencia:

MCWRPLCRFLWLWSYLSYVQA | VP (SEQ ID &. 10),

v ktorej zvisla ¢iara oznaduje predpokladanu signdlnu sekvenciu Stiepneho miesta. ZvySok aminokyselinovej
sekvencie je vysoko hydrofilny a vedla N-koncovej sekvencie nevytvara Ziadne d'alSie vyznamnejsie Strukti-
rové tvary alebo klenuté membranové domény. Konkrétne neboli vynajdené zodpovedajiice sekvencie pre N-
-glykozilaciu alebo dibazické aminokyselinové sekvencie naznacujice miesta Stiepenia proteinu pri predpo-
kladanom spracovani proteinu Sabatini et al., The metabolic basis of inhertited disease, str. 177 - 223, C. V.
Scriver et al. vyd., McGraw-Hill, New York). Prehl'adavanie databazy pri vyuziti programov Blast a Block
neviedlo k objavu Ziadnych homolégovych sekvencii.

RNA z Tudského tukového tkaniva bola analyzovand northernovym blotovanim a boli degekované druhy
RNA podobnej velkosti ako mysaci OB gén. Sekvenovanie a analyza cDNA klonov ukdzali, Ze Tudsky OB
rovnako kéduje 167 aminokyselin dlhy polypeptid (obr. 2A a 2B a obr. 3) Rovnako boli v 'udskej RNA vy-
najdené dve triedy cDNA zahfiiajuce i nezahffiajiice deletovanie troch parov baz (obr. 6). Obidva OB gény,
mysacie aj T'udské, boli v predpokladanej kodujucej oblasti vysoko homologové, ale dostupné 3' a 5' nepre-
kladanej oblasti boli homolégové iba z 30 %. Ludsky OB polypeptid obsahuje rovnako N-koncowil signalnu
sekvenciu. Porovnanie sekvencie l'udského a mySacieho OB polypeptidu ukizalo, Ze obidve molekuly st na
tirovni aminokyselin z 83 % identické (obr. 4). N-konce maturovanych proteinov obidvoch druhov zdiel'aji
este vys$siu homologiu, v jednej stovke N-koncovych aminokyselin bolo najdenych len Sest’ substiticii kon-
zervativnych aminokyselin a tri substitlicie nekonzervativnych aminokyselin.

Genomové DNA izolované z my3i, krysy, krélika, hrabosa, macky, kravy, ovca, prasat’a, Cloveka, kura-
ta, vihora a z drozofil boli Stiepené restrikénym enzymom EcoR1. Digesty boli rozdelené elekiroforézou na
1 % agarézovom TBE géli. DNA bola prenesend na imobilénovii membranu a hybridizovani s PCR-
oznadenou prébou 2G7. Filter bol hybridizovany pri 65 °C a premyty dvakrat po¢as 20 minit roztokmi 2 x
SSC, 2 % SDS, t. j. doglo k dvom zmendm pufra. Vysledky naznacuji, Ze OB je medzi stavovcami konzerva-
tivny (obr. 16). Poznadmka: DNA thora obsahuje 2+ signal; whor je ryba.

Z dostupnych dat sa da sthrne vyvodit, Ze telesnd hmotnost' a adipozita je riadend fyziologicky. Pred
siedmimi rokmi zacali $tidie zamerané na identifikiciu dvoch kli¢ovych zloZiek tohto systému: OB a DB
génov. Ako ukazuje priklad 1, OB gén bol teraz identifikovany ako gén 3pecificky pre tukové tkanivo, ktory
mé kli¢ovi Glohu v regulacii telesnej hmotnosti. Produkt tohto génu, najpravdepodobnejSie sekretoricky
hormén, je vyznamny na diagnostiku a lie€bu nutriénych portich u I'udi a zvierat.

Priklad 2:
Expresia OB v baktériach

Mysacie aj l'udské cDNA kédujiice OB boli klonované do pET-15b expresného vektora (Novagén). Tento
vektor obsahuje prométor T7 v spojent s lac operatorom a exprimuje fiizny protein obsahujici histidinovy tag
(His-tag) a trombinové $tiepne miesto v protismere hned’ za inzertnym miestom kédujucim sekvenciu (SEQ
ID ¢E. 11 a 12; obr. 17).
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MysSacie a T'udské cDNA boli modifikované, takze alanin na konci signalnej sekvencie bol premeneny na
Ndel miesto, rovnako ako separétne sekvencie v 3' oblasti. Inzercia Ndel miesta bola uskutocnena postupom
PCR pri vyuZiti novych primérov:

Mnde-5' (mySaci pit’ s ¢iarkou primér):

CTTATGTTCA TATGGTGCCG ATCCAGAAAG TC (SEQID ¢. 13)
Mnde-3' (mysaci tri s iarkou primér):

TCCCTCTACA TATGTCTTGG GAGCCTGGTG GC (SEQ ID ¢. 14)
Hnde-5' (Tudsky pit s ¢iarkou primér):;

TCTATGTCCA TATGGTGAAG ATCCAAAAAG TC (SEQID ¢&. 15)
Hnde-5' (Pudsky tri s ¢iarkou primér):

TTCCTTCCCA TATGGTACTC CTTGCAGGAA GA (SEQID ¢. 16)

Priméry obsahuju v prostriedku 6 nestthlasnych pérov béz, ktoré zavadzajii Ndel restrikéné miesta na obi-
dva konce PCR fragmentu. S vyuzitim tychto primérov boli amplifikované postupom PCR fagy obsahujiice
my3acie alebo I'udské cDNA. Produkty PCR boli §tiepené Ndel a gélovo purifikované na 1 % nizkotopiacom
sa agarézovom géli. Purifikované pasy boli subklonované do pET vektora. Vzniknuté plazmidy boli sekve-
novaneé, aby bolo potvrdené, Ze v priebehu PCR amplifikacie nedoglo k vzniku mutacii. Boli pripravené kon-
Strukty z Tudskej a mySacej cDNA kédujicej a nekédujiicej glutamin 49, Konkrétne s vyuzitim PCR klono-
vacicho postupu boli pripravené pET 15b konstrukty obsahujtice l'udsku alebo mysaciu OB kédujiicu sekven-
ciu bez signalnej sekvencie, napojemi na His-tag. Konstrukty boli sekvenované, aby bolo potvrdené, Ze v
priebehu PCR amplifika¢ného kroku neboli do kédujiicej sekvencic OB génu vnesené Ziadne chyby.

Na transformaciu bakterlalncho expresného hostitela boli zvolené dve plazmidové konstrukty, pETM9 a
pETH14. Po indukcii 1 mmol.l-' IPTG za optimalnych podmienok produkovali transformované baktérie 100
az 300 p.g/ml fuzneho OB. Vicsina OB fiizneho proteinu sa nachidzala vnutri buniek. Po rozpusteni v
6 mol.I'" guanidin hydrochloridu alebo mo&ovine bol fuzny protein purifikovany na stipci (\h-chelatacny) Zi-
vice viazucej His. Podmienky purifikdcie na koléne (vizba, premyvame eluc1a) boli uréené experimentalne.
Fazny protcm OB bol naviazany k nosicu v zmesi 5mmol I'" imidazol/6 mol.I"* guanidin hydrochlorid a zos-
tal nav1azany az do 20 mmol 1! imidazol/6 mol.I" guanidin hydrochloridu. Protein bol eluovany pri
60 mmol.I"" imidazol/6 mol.I"! guanidin hydrochloridu (obr. 18 A,B). Potom boli obidva puriflkované prote-
inmi, mySacimi aj I'udskymi, dialyzované proti PBS na odstranenie guanidin hydrochloridu a pou#ité na vy-
pestovanie polyklonalnych protilatok.

Kvoli testovaniu biologickej aktivity pripraveného fizneho proteinu boli vyvinuté a vyskusane podmien-
ky na priestorové usporladame proteinu. Postup zahffia dialyzu fiizneho proteinu v 1 mol.I"" guanidovom roz-
toku a zriedeny 0,4 mol.I" argininovym roztokom. Pred testovanim biologickej aktivity bol z fizneho protei-
nu odstraneny His-tag. Tag bol odStiepeny z fiizneho proteinu trombinom z I'udske;j placenty.

Koédujice sekvencie Tudského a mySacieho OB génu bez signalnej sekvencie boli jednotlivo inzertované
do pET 12c vektora PCR klonovacim postupom. Tieto konstrukty v bakteridlnom hostitelovi smerujii synte-
tizovany OB fiizny protein do periplazmatického priestoru. Izolacia fizneho proteinu z periplazmatického
priestoru a jeho oddelenie od ostatnych proteinov hostitel'a potom vyZaduje iba jednoduchii gélovu filtraciu,
pri ktorej nedochadza k denaturacii.

Priklad 3:
Priprava protilatok proti OB polypeptidu
Okrem vyuZitia rekombinantného proteinu na generovanie polyklonalnych protilatok bol vo vydedukova-
nej sekvencii mySacieho OB identifikovany stbor Styroch peptidovych sekvencii, pomocou softvéru imuno-
genitnych zévislosti (sada programov GCG). Tieto $tyri fragmenty z karboxylového konca peptidu majii na-
sledujuce sekvencie:
(SEQID¢. 18):
Val-Pro-lle-Gln-Lys-Val-GIn-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr-Leu-Ile-Lys-Thr
(SEQID ¢. 19):
Leu-His-Pro-Ile-Leu-Ser-Leu-Ser-Lys-Met-Asp-GlIn-Thr-Leu-Ala
(SEQID &. 20):
Ser-Lys-Ser-Cys-Ser-Leu-Pro-Gln-Thr-Ser-Gly-Leu-Gln-Lys-Pro-Glu-Ser-Leu-Asp
(SEQID &. 21):
Ser-Arg-Leu-Gln-Gly-Ser-Leu-GIn-Asp-Ile-Leu-GIn-Gln-Leu-Asp-Val-Ser-Pro-Glu-Cys
Tieto peptidy boli konjugované ku KLH a konjugaty peptid-KLH pouzZité na $tandardni imunizaciu kra-
likov. Z kralikov potom boli odobrané polyklonalne séra Ipecifické k jednotlivym peptidom.
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Priklad 4:
Translokacia OB polypeptidu in vitro

Kvoli potvrdeniu pritomnosti funkénej signalnej sekvencie boli Pudské cDNA obsahujuice cely otvoreny
gitaci rémec subklonované do vektora pGEM. Tento pokus bol uskutodneny len s Pudskou cDNA, pretozZe
vhodné my3acie subklony neboli izolované. Pozitivne vlakno I'udskej OB RNA bolo prepisané pomocou Sp6
polymerazy a pouZité na translaénu reakciu in vifro v pritomnosti a nepritomnosti psich pankreatickych mik-
rosomélnych membran, Primarny translaény produkt migroval spolu s molekulovou hmotnostou 18 kD, ¢o je
v stilade s predpokladanou sekvenciou cDNA. Mikrosomélne membrany inhibovali celkovii u€innost’ trans-
la¢nej reakcie 5 x. V pritomnosti membrén viak bolo 50 aZ 70 % primarneho translaéného produktu OB skré-
tenych o 2 kD, ¢o naznaduje, Ze signalna sekvencia bola funkénd (obr. 19A). Velkost' primimeho translac-
ného produktu interleukinu-o RNA, ktory nekoduje signalnu sekvenciu, ostala bezo zmeny aj pri reakcii v
pritomnosti mikrosomalnych membran. Kvéli overeniu, ¢i prebehla translokacia OB proteinu, boli produkty
in vitro translacie $tiepené proteinazou-K. Proteolyza primarneho translaéného produktu 18 kD prebehla tpl-
ne, ale opracovany produkt 16 kD ostal nestiepeny, ¢o naznacuje, Ze bol translokovany do lumenu mikrozo-
mov (obr. 19 B).

Po oditiepeni signalnej sekvencie ostavaji v predpovedanom proteine dva cysteinové zvysky, ktoré
umoziinji vznik disulfidického mostika charakteristického aj pre iné sekretorické polypeptidy [Shen et al.,
Science, 224: 168 - 171 (1984].

Priklad 5:
Charakterizacia OB génu

Kvéli zisteniu zavislosti obezity od genetickych zmien OB génu u ludi, boli uréené sekvencie I'udského
génu SEQ ID ¢&. 22 a 24 (obr. 20 A aZ C). KniZnica l'udskych klonov P1 bola prehl'adana Specifickymi pri-
marmi z Pudskej kddujiicej sekvencie. Boli vynajdené tri rézne klony P1, napestované a amplifikované PCR s
vyuZitim primarov z oblasti ohrani¢ujiicich miesta zostrihu medzi prvym a druhym kédujicim exénom. Bola
amplifikovana a ¢iastodne sekvenovana celd intronova oblast’ 2 kD (pozri obr. 20 A a SEQ ID ¢&. 22 a 24).

Struktira mysacieho i Pudského génu bola charakterizovana PCR testami a d'al$imi $tandardnymi po-
stupmi. Mys$aci OB gén je tvoreny tromi exdnmi, druhy a treti exén obsahuje kédujicu sekvenciu (obr. 20
D). Kédujiica oblast’ l'udského OB génu ma rovnaku 3truktiru; ale u l'udského génu chyba 5' exén a intron
(obr. 20 E).

Z intrénovych sekvencii ludského génu boli odvodené a pripravené dva rady primérov (obr. 20 A az C).
Nasledujiice sekvencie primérov (F a R oznaduji smer tam a spit):

HOB 1gF 5-CCCAAGAAGCCCACTCTG-3' (SEQ ID ¢. 29)

HOB 1gR 5-GACTATCTGGGTCCAGTGCC-3' (SEQ ID ¢&. 30)
HOB 2gF 5'-CCACATGCTGAGCACTTGTT-3' (SEQ ID ¢. 31)
HOB 2gR 5'-CTTCAATCCTGGAGATACCTGG-3' (SEQ ID ¢. 32)

Boli pripravené vzorky DNA zo $tyroch réznych zdrojov a uvedené rady primérov boli pouZité na ampli-
fikAciu Pudskej genémovej DNA odohranej od tazko obéznych l'udi. Produkty PCR boli rozdelené na 1 %
nizkotaviacom agarézovom géli pasmi vyrezanymi a 3tiepenymi agardzou. PouZitim sekvenatora DNA ABI
373 A a Taq dideoxy terminitorového kitu (ABI, Perkin Elmer) boli uréené sekvencie produktov PCR. Do-
sial’ bola vynajdena len jedna bodova muticia OB génu vo vzorke jedného z pacientov. Tato mutacia je v pr-
vom exone a nemeni aminokyselinovii sekvenciu. Vo vzorke od iného pacienta, ako naznaCujui predbezné
udaje, je pritomna inzertovand sekvencia v prvom exéne.

Prehl'adnejiie sekvencie na detekciu muticii je moZné ziskat' z in¢ho automatizovaného sekvena¢ného
postupu, ktory miesto Taq DNA polymerazy pracuje so sekvenazou.

Priklad 6:
Expresia OB v kvasinkach

Po pozi¢nom naklonovani OB vznikla vyznamnd moZnost odhalit’ fyziologicky mechanizmus, ktorym
OB protein zniZuje prijem potravy a telesna hmotnost. Prvym krokom tejto $tidie bola rekombinantné pro-
dukcia funkéného proteinu pri vyuZiti expresného systému. Okrem uspesného bakteridlneho expresného sys-
tému bol pouZity aj kvasinkovy expresny systém. Kvasinkovy expresny systém ma pre expresiu OB niekol'ko
vyhod. NajdélezZitejsia je vysoka pravdepodobnost produkcie biologicky aktivnych eukaryontmnych proteinov.
OB polypeptid je u vietkych cicavcov velmi podobny, z ¢oho vyplyva, Ze kvasinkovy sekretoricky aparit je
blizsi sekretorickym cestam cicavcov ako bakterialny sekretoricky aparit. Konkrétne proteinové modifikacie
OB prebiehajiice v bunkach cicavcov budi pravdepodobne prebichat’ aj pri expresii v kvasinkovom sekreto-
rickom systéme. Navy3e k spravnemu priestorovému usporiadaniu proteinu dochadza pri prechode sekreto-
rickym aparatom a da sa predpokladat, Ze prechodom kvasinkovym sekretorickym aparatom vznikne protein
s priestorovym usporiadanim a prirodzenou biologickou aktivitou. Pre OB polypeptid je tento rys velmi vyz-
namny vzhPadom na dva cysteinové zvysky, ktoré moZu vytvarat' disulfidickd vizbu. Na rozdiel od sekreto-
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rickych ciest redukujiice prostredie bunkovej cytoplazmy zabratiuje tvorbe disulfidickych mostikov; a preto
je nevyhnutné, aby kvéli vzniku disulfidickych vézieb in vivo OB prechadzal sekretorickymi cestami. Dalgi-
mi vyhodami kvasinkového expresného systému je jednoduché a rychla manipulcia, dostupnost’ vektorov a
kmetiov a rozsiahle skisenosti v oblasti kvasinkovéj rekombinantnej technolégie.

Expresny systém Pichia pastoris bol zvoleny z nasledujucich $tyroch dévodov:

(1) vySSia hladina expresie heterolégovych proteinov v porovnani s inymi kvasinkovymi systémami ako
napr. S. cerevisiae;

(2) glykozylacia proteinu v systéme Pichia pastoris je podobnejiia expresnému systému cicavea, ako glyko-
zylacia v systéme S cerevisiae (hoci pri pocitaovej analyze neboli u OB vynajdené glykozylaéné miesta, sta-
le zostdva moZnost, ze dochadza ku glykozylicii na neznAmych miestach);

(3) Pichia pastoris sekrétuje vel'mi malo vlastnych proteinov, a preto je vieobecne velmi jednoduché purifi-
kovat’ exprimovany cudzi protein; a

(4) vektory a kvasinkové kmene sii komeréne dostupné (Invitrogen).

Na obr. 21 a 22 st uvedené dve stratégie pripravy expresnych vektorov.

Bol zvoleny vektor pPIC.9. Tento vektor obsahuje klonovacie miesto v smere hned vedl'a prepro kéduji-
cej sekvencie o-parovacieho faktora, ktory smeruje sekréciu proteinuz kédovaného génom naklonovanym do
tohto klonovacieho miesta do sekretorickych ciest. Dal§im vyznamnym rysom vektora je HISA gén umoziiu-
juci selektivne vstrebanie vektora auxotréfnym kmefiom kvasiniek, ktory sa po transformacii pestuje v histi-
dindeficientnom médiu. Stratégia klonovania:

PCR amplifikicia OB ¢cDNA s 5'primérom, ktory na 3'konci obsahuje komplementarnu sekvenciu k sek-
vencii OB priamo nasledujicu za predpokladanym hlavnym $tiepnym miestom peptidu a na 5konci sekven-
ciu komplementirnu k vektorovej sekvencii o-parovacieho faktora. S'primér rovnako obsahuje miesto XAol.
3'primér je navrhnuty tak, aby obsahoval na 3' konci sekvenciu komplementarnu k niekolkym aminokyseli-
nidm OB a na S'konci miesto EcoRI. Produkt PCR amplifikacie bol tiepeny X#hol EcoRI a klonovany do rov-
nako Stiepeného pPIC.9. Po naklonovani my3acej aj I'udskej OB cDNA, v obidvoch pripadoch s i bez gluta-
minového kodénu 49, boli jednotlivé klony vietkych Styroch konstrikt izolované a sekvenované, aby bolo
potvrdené, Ze konStrukty boli klonované v sprivnej orientacii, do spravneho &itacieho ramca a Ze neobsahuji
Ziadne muticie eventualne vzniknuté pri amplifikcii. Klony so spravnou sekvenciou boli pouZité k transtor-
macii P. pastoris kmeti GS115, histidinovy auxotrof.

V pripade dvoch mySacich konstrikt boli transformované klony kvasiniek testované na expresiu proteinu.
Ako dokaz, Ze transformované kvasinky obsahuju OB, bol vykonany test DNA dot-blot a test hybridizacie
kolénii; obidva testy potvrdili pritomnost’ OB sekvencie v transformovanych bunkach a nepritommnost OB
sekvencie v bunkédch netransformovanych. Transformované kvasinky sekrétovali protein 16 kDa do kultivac-
ného média, pri netransformovanych bunkach protein tejto velkosti nevznikal (obr. 23 A). 16 kDa je predpo-
vedana velkost' OB. Bolo zistené, Ze jednotlivé klony obsahujice mySacie konstrukty exprimuji vysoké hla-
diny OB a bola vyvinuta stratégia purifikacie vediicej k homogénnemu OB. Bola vyskusana purifikicia OB
na stipci katexu (obr. 23 B); podl'a predbeznych vysledkov je vhodny silny katex. Po katexovej chromatogra-
fii v8ak nebol o¢akdvany OB produkt vyndjdeny, ¢o naznaluje pritomnost’ proteaz vo vzorke.

MozZnym rieSenim tohto problému je priprava fiznych OB-His-tag a ich expresia v kvasinkach (obr. 22).
OB polypeptid bez naviazané¢ho His-tag sa afinitne viaZe na Ni-chelatadnu kolénu. Purifikacia OB polypepti-
du Ni-chelataciou nasledovana gélovou filtraciou viedla k produktu s dostatoénou &istotou na hmotnostni
spektroskopicki analyzu. Hmotnostné spektrum potvrdilo odakavani molekulovi hmotnost’ exprimovaného
proteinu, ¢o je vyznamny dokaz uspesnej expresie OB v P. pastoris.

Postup Ni-chelatacia/gélova filtracia viak nevedie k dostatoéne ¢istému OB polypeptidu. Ukazalo sa, Je
su pritomné eSte malé molekuly. Zo zadrZe Ni-chelatatnej kolony bola zrejme eluovana proteolitickd aktivi-
ta. Preto bol navrhnuty trojstupfiovy purifikaény postup: Ni-chelatacia, katex (eliminujici malé kontaminuju-
ce molekuly) a gélova filtracia.

Odhad hladiny expresie pomocou farbenia SDS-PAGE gélu Coomassieho modrou viedol k hodnote
10 mg/1 pri pestovani kvasiniek v trepackach. Da sa predpokladat, Ze vo fermentaénych nadobéch budi hla-
diny expresie vyssie, fermenticie veduce k v&¢§im mnoZstvam proteinu st uZ naplanované. V oblasti 'ud-
skych OB konstrukt boli identifikované klony kvasiniek obsahujice mnoho kopii OB génov, pri ktorych sa
dé predpokladat’ expresia OB proteinov. Vyvinuté protilatky budii pouZité na potvrdenie identity sekrétova-
ného proteinu 16 kDa.

Priklad 7:
Vysoka hladina expresie OB fizneho peptidu v baktériach

Priprava zmrazenych zasobnych kultir

Do kazdého z dvoch 4 ml alikvotov sterilného média M9ZB bez zdroja uhlika bolo pridanych 40 ul za-
sobného roztoku dextrézy (0,4 g/ml, sterilizované filtraciou), 10 pl zasobného roztoku ampicilinu (200 mg/ml)
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a 5 pl zésobného roztoku chléramfenikolu (34 mg/ml, etanol). Takto upravené média boli naoCkované jednou
koléniou E. coli s naklonovanou my3acou alebo Pudskou OB1 DNA vo vektore pET-14b Novagen. Skumav-
ky boli cez noc inkubované pri 37 °C.

0,5 ml kultiry inkubovanéj cez noc bolo pouzitych na naockovanie 50 ml média M9ZB obsahujiceho
dextrézu, ampicilin a chiéramfenikol. Bola vykonana inkubdcia pri 30 °C a periodicky monitorovana absor-
bancia pri 600 nm (Aggo). Pri hodnote Agy 1 aZ 1,2 bol odohrany alikvot kultiry 175 pl zmieSany s 25 pl
60 % glycerolu v 2 ml eppendorfovej skimavke, rychlo zmrazeny v kvapalnom dusiku a uchovany
pri -80 °C.

Rast kultary

50 ml média M9ZB obsahujiceho 0,5 ml 40 % dextrézy, 125 ul zasobného roztoku ampicilinu a 50 pl
zasobného roztoku chléramfenikolu bolo naofkovanych zmrazenou zasobnou kultirou (1 ml) a inkubova-
nych pri 30 °C. Pri hodnote Agy 1 aZ 1,2 bolo odohranych 10 ml kultiry a pouZitych na naockovanie kaZde;
zo $tyroch 2 1 baniek s 500 ml média M9ZB obsahujiceho dextrézu, ampicilin a chléramfenikol. Média boli
inkubované pri 30 °C na dosiahnutie hodnoty Agq 1 aZ 1,2 s koneénou koncentriciou 0,5 mmol.I! IPTG.
Kultdry boli inkubované cez noc. Bunky boli izolované centrifugaciou pri 4000 ot./min., 20 min. Opisany
expresny systém viedol k vytazku rekombinantného OB polypeptidu v pomerne vysokom percentudlnom
podieli z celkového mnoZstva proteinov; radovo gram/liter E. coli.

Bunkova lyza a resuspendovanie bunkovych tiel

Bunkov4 pasta bola resuspendovani v minimalnom objeme 20 mmol.l-' HEPES, pH 7,2 10 % glycerol,
0,1 mol.I'' KCL, 5 mmol.l-' MgCl, , 1 % aprotinin, 1 mmol.l-' PMSF, 5 pg/ml leupeptin a 50 pg/ml DNaza I.
Suspenzia bola trikrat zmrazena a rozohriata v kvapalnom dusiku a vlaznej vode. Lyzované bunky boli cen-
trifugované pri 18 000 ot./min., 30 min. a resuspendované v 20 mmol.I"’ NaCl. Suspenzia bola sonifikovana a
bol pridany Triton X100 na vyslednu koncentraciu 2 %. Vzniknutd zmes bola centrifugovana pri 18 000
ot./min., 15 min. Po dvoch takychto cykloch bolo uskuto&nené edte trojnasobné pranie bez Tritonu. Vysledna
paleta bola zriedena 6 mol.I'' GdHC1 (guanidin hydrochlorid), 20 mmol.I" HEPES, pH 7,5, zmes sonikovana
a centrifugovana. Supernatant bol d’alej purifikovany.

OB protein v nespravnom usporiadani bol purifikovany afinitnou chromatografiou na nosici s imobilizo-
vanym kovovym iénom (IMAC). Roztok bol naneseny na 40 ml chelataéného kolénu Pharmacia s rychlo te-
&icou chelataénou sefarézou, koléna premyta 5 x 40 ml mmol.I"' NiSO; a ekvilibrovana 6 mol.I"" GAHC], 20
mmol.I"" HEPES, pH 7,5. Koléna bola premyta 6 mol.1"* GAHCI, 30 mmol.I" imidazol, 20 mmol.I" HEES,
pH 7,5. Nakoniec bol eluovany protein rovnakym spésobom s obsahom 0,2 mol.I"! imidazolu. Protein v ne-
spravnom priestorovom usporiadani bol uchovany v 6 mol.I" GAHCI pri 4 °C po pridani octanu sodného na
10 mmol.I" a vprave pH na 4,5 kyselinou octovou.

Priestorové preusporiadanie proteinu purifikécie:

6 mol.I" GAHCI obsahujtici 100 mg proteinu sa nechal reagovat so 67 ul 1 mol.I"" ditiotrietolu (DTT) 2
bol zriedeny na 67 ml 6 mol.I"" GdHCI, 10 mmol.I" NaAc, pH 4,5. Roztok bol mieSany pri laboratérne;j tep-
lote 1 h. Potom bol mie¥anim vliaty do 4 120 % glycerolu, 2,5 mmol.I"' CaCL,, 20 mmoL.I" Tris, pH 8,4. Po
dékladnom premiesani bol roztok ponechany pri teplote bez d’alsieho mieSania. Dalej bolo pridanych 2000
jednotiek purifikovaného bovinného trombinu (trombostaty, Parke-Davia) a roztok bol jemne premieSavany.
Po 2,5 h bolo pridanych znova 2000 jednotiek trombinu a Stiepenie histidine-tag pokraCovalo este d’alSie tri
hodiny. Stiepenie trombinom bolo ukonéené pridavkom PMSF na vyslednu koncentraciu 0,1 mmol.I"'. Roz-
tok bol prefiltrovany a uchovany pri 4 °C.

Stiepeny protein bol d'alej purifikovany na rovnakej koléne IMAC, ako bolo uvedené, ekvilibrovane;j 1
mol.I" KCL, 20 % glycerolom a 20 mmol.I" pufrom HEPES, pH 8,4. Po naneseni roztoku proteinu bola ko-
l6na premyta rovnakym pufrom, §tiepeny protein eluovany roztokom 1 mol.I" KCl, 20 % glycerol, 40
mmol.1" HEPES, pH 8,4. Nerozstiepeny protein bol eluovany pri 0,2 mol.I"' imidazolu.

Purifikovany Stiepeny protein bol zahusteny, nechal sa reagovat s roztokom 50 az 100 mmol.I" EDTA a
10 mmol.I"" kyanoZelezitanom draselnym (kvéli dokonéeniu moZna neviplna oxidacia) a pregisteny gélovou
filtraciou na koldne superdex 75 16/60. Vytazok purifikicie sa bliZil k 50 % vzhl'adom na vychodiskovy pro-
tein.

Purifikovany expresny protein bol charakterizovany niekolkymi postupmi. Fyzikilna charakterizicia sa
vykonava dynamickym rozptylom svetla, ktord vypovedd o homogenite $truktiry a je pouZivana ako meradlo
spravneho priestorového usporiadania proteinu. Z rozptylovych idajov vyplyva, Ze 'udsky OB polypeptid je
exprimovany prevazne alebo vyluéne ako monomér, mySaci OB polypeptid ako dimér i monomér.

Testy s Ellmanovym ¢inidlom a hmotnostnou spektroskopiou potvrdili, Ze cysteinové zvySky vytvéraju v
molekule proteinu disulfidicky mostik. Tato oxidovana forma polypeptidu bola biologicky aktivna pri testo-
van{ na my3iach.
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Cirkuldrny dichroizmus bol pouzZity na hrubé uréenie 3truktiry proteinu. CD spektra merané vo fyziolo-
gickom pufri (pH 8, fyziologicka i6nova sila roztoku) naznacuju, Ze Pudsky OB polypeptid mé zo 60 % c-he-
likélnu a zo 40 % ndhodne zvinuti §truktiru. MySaci OB polypeptid m4 podl'a CD spektier z 50 % a-helikal-
nu a z 50 % nahodne zvinuti Struktiru.

Identifikcia oblasti polypeptidu pristupnych proteolyze bola vykonani obmedzenou proteolyzou a na-
slednou hmotnostnou spektroskopickou analyzou. Bola vyndjdend flexibilna $truktira slucky v oblasti ami-
nokyselin 54 aZ 60 (obr. 4). Je pravdepodobné, Ze tito flexibilna slutka spaja dve domény definované 2°
Struktiry, napr. o-helix.

Biologicka aktivita purifikovaného proteinu bola testovana na hlodavcoch, podanim proteinu §tihlym i
obéznym zvieratam osmotickou pumpou (napr. osmotickd pumpa ALZET, Alza Corporation, Palo Alto, CA)
alebo 1. p. vo velkych dennych davkach po¢as najmenej dvoch tyzdiov. Bol sledovany t¢inok na stravova-
cich zvykoch s telesnou hmotnost'ou zvierat.

Priklad 8:
Vplyv OB polypeptidu (leptinu) na zniZenie telesnej hmotnosti

Produkt génu mySacieho OB lokusu ma dbleziti Glohu pri reguldcii telesnej hmotnosti. Uvadzané prikla-
dy dokazuju, Ze OB protein sa nachadza v plazme v krvnom obehu mysi, krys a &loveka. Obehova forma OB
proteinu u tychto troch Zivocisnych druhov ma rovnakii molekulovii hmotnost' (podl'a SDS-PAGE) ako vy-
dedukovand polypeptidova sekvencia bez signalnej &asti, o naznaluje, e po oditiepeni signalnej sekvencie
uZ protein nie je in vivo d’alej spracovavany. OB protein nebol vynajdeny v plazme my3acej C57/B16J
OB/OB, vyskytoval sa v desatnasobnom nadbytku v plazme my3acej DB/DB a dvadsatnasobnom nadbytku v
plazme krys FA/FA oproti kontrole. D4 sa predpokladat’, Ze tieto obézne muticie su proti OB rezistentné. V
plazme odohranej v skupine $iestich §tihlych Fudi boli vynajdené aZ sedemnasobné rozdiely v hladinach OB
proteinu. Denné injekcie rekombinantného mysacieho OB proteinu viedli k dramatickému zniZeniu telesnej
hmotnosti u OB/OB my3i, vyznamne ovplyvnili telesnii hmotnost mySacieho divokého typu, ale nemali Ziad-
ny i¢inok na mysi typu DB/DB. Z tychto idajov vyplyva, Ze produkt génu OB lokusu endokrinne reguluje te-
lesmi hmotnost’.

Materialy a postupy

Kraliky boli imunizované rekombinantnym proteinom vo Freundovej adjuvans (HRP, Inc.). Imunopurifi-
kované protilatky proti mySaciemu OB boli izolované z antiséra na koléne sefar6zy-4B s konjugovanym re-
kombinantnym proteinom [Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY (1988)]. Imunoprecipiticia my3acej plazmy: 0,5 ml vzorka plazmy mysi, kry-
sy a ¢loveka obsahujtica 2,5 ml mmol.I" EDTA bola predgistend na nekonjugovane;j sefaréze-4B pri labora-
tornej teplote za staleho kolisania pogas 2 hodin. Sefaréza bola odstranend odstredenim a bolo pridanych
50 ml 50 % suspenzie sefardzy s konjugovanou protilatkou obsahujiicou afinitivne purifikovanu protilatku v
koncentracii 1 mg/ml sefarézy (originalne balenie). Dalej bolo pridanych 1 az 0,5 ml 2 x RIPA pufra a boli
dosiahnuté nasledujice vysledné vizbové podmienky: S0 mmolLl-' Tris-HCI, pH 7,5, 100 mmol.l-' NaCl,
1 % NP-40, 0,1 % SDS, 0,5 % deoxycholat sodny a 0,025 % azid sodny. Reakcia prebiehala cez noc pri tep-
lote 4 °C za staleho kolisania. Sefar6za konjugovana s protilatkou bola osemkrat premyta pufrom RIPA, tri-
krat PBS a rozdelena na 15 % SDS-PAGE. Proteiny boli prenesené na nitroceluldzu a bolo vykonané wester-
nové blotovanie s biotinylovanou imunopurifikovanou protilatkou proti rekombinantnému proteinu. Ako se-
kundérna protilatka bol pouzity HRP-streptavidin a detekcia vykonana ECL.

Kvantitativne urenie mnozZstva OB v myS$acom sére: Ku vzorkam 100 lambda C57B1/6J OB/OB plazmy
bolo pridané vzrastajiice mnozstvo priestorovo preusporiadaného mySacieho OB proteinu (0,01; 0,1; 0,5; 2,0;
15,0 ng) a vzorky inkubované pri 4 °C, 3 h s protilitkou konjugovanou na sefardze s proteinom A. Po do-
kladnom premyti pufrom A (10 mmol.I" sodny fosfatovy pufer, pH 7,4; 100 mmol.I-' NaCl; 1 % Tritén X-
100, 5 mmol.I" EDTA, 1 mmol.I"' PMSF) boli vzorky resuspendované v rovnakom pufti, rozdelené na 15 %
SDS-PAGE a prenesené na nitrocelulézovii membranu. Bolo vykonané westernové blotovanie s imunopuri-
fikovanou biotinylovanou protilatkou oproti amino-koncu ako primarnou protilitkou a HRP-streptavidinom
ako sekundarnou protilatkou a ECL detekcia.

Cytoplazmatické extrakty boli pripravené homogenizéciou adipézneho tkaniva v NDS pufri (10 mmol.l"
Tris, pH 7,5; 10 mmolLl" NaCl; 60 mmol.l" ICCL 0,15 mmol.l’! spermin; 0,5 mmol.l"! spermidin; 14
mmol.1"" B-merkaptoetanol; 0,5 mmol.I-' EGTA; 2 mmol.l-' EDTA; 0,5 % NP-40) polytrénovym a dounce
postupom, jadra boli odstranené centrifugaciou pri 700 g.

Imunoprecipiticie boli vykondvané uvedenym postupom, len s imunopurifikovanymi protilatkami proti
I'udskému OB. Pri teste ELISA bolo 100 ml roztoku 1 mg/ml imunopurifikovanej protilatky proti F'udskému
OB rozpustenych v roztoku PBS pufrované bordtom, nanesenych na mikrotitraéné platne (Corning kat.
#2595) a inkubovanych cez noc pri 4 °C. Potom boli platne premyté 4 x boratovym fyziologickym roztokom
s obsahom 0,05 % Tween 20 a prebytok kvapaliny bol odstraneny. Platne boli blokované 2h inkubaciou pri
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laboratémej teplote s boratovym fyziologickym roztokom obsahujicim 0,3 % Zelatiny, 240 ml na jamku,
premyté a susené. V jednotlivych jamkach boli inkubované 100 ml roztoky obsahujice znime mnoZstvo I'ud-
ského OB proteinu v spravnom priestorovom usporiadani alebo vzorky plazmy, cez noc pri 4 °C. Po premyti
boli platne inkubované so 100 ml roztoku imunopurifikovanej biotinylovanej protilitky oproti fudskému OB
(0,1 mg/ml) v Zelatinovom roztoku pufrovanom boratom, 4 h, pri laboratérnej teplote. Po premyti bol do
platni pridany HRP-Streptavidin (HRP je peroxidaza z chrenu) (0,1 mg/ml v boratovom puffi, 0,3 % Zelati-
ny). Na detekciu bol pouZity roztok substratu pre HRP (ABTS, 0,3 mg/ml a H,O5, 0,01 % kyselina citrono-
va), naviazanie protilatky bolo kvantitativne uréené z hodnoty O. D. pri 414 nm.

Mysacie a l'udské kédujice sekvencie OB boli PCR amplifikovane z plazmidov obsahujicich sekvencie
OB cDNA a subklonované do plazmidov pPIC.9 (Invitrogén). Bol pouZity Pudsky 5'primér so sekvenciou:

5 GTATCTCTCGAGAAAAGAGTGCCCATCCAAAAAGTCCAAG 3~ (SEQ ID &. 34)
a 3° primér so sekvenciou
5 GCGCGAATTCTCAGCACCCAGGGCTGAGGTC 3°SEQ ID &. 3S).

Dalej bol pouZity mysaci 5'primér so sekvenciou:
5 GTATCTCTCGAGARAAGAGTGCCTATCCAGAAAGTCCAGG 3~ (SEQ ID &. 36)

a 3~ primér so sekvenciou:
5°GCGCGAATTCTCAGCATTCAGGGCTAACATC 3 (SEQ ID ¢&. 37).

Obidva S'priméry, mysacie aj Pudské, obsahuju XAol miesto na S'konci a kédujuce sekvencie pre mini-
malne 4 aminokyseliny signalnej sekvencie ocparovacieho faktora z vektora pPIC.9. Tento vektor smeruje
sekréciou heterolégovo exprimovanych génov z buniek do kultivaéného média. 5'primér tieZ obsahuje prvych
19 nukleotidov otvoreného ¢itacieho rimca OB génu nachadzajiiceho sa za signalnou sekvenciou Stiepneho
miesta pred alaninom v polohe 21. 3'primér obsahuje miesto EcoRI na S'konci a za nim hned’ nasleduje sek-
vencia komplementirna k predpokladanému stop kodénu OB. Podmienky PCR: denaturacia 1 min. pri 94 °C,
anelacia 1 min. pri 55 °C a extenzia 2,5 min. pri 72 °C. Po&et mutacii vznikajucich pri PCR bol obmedzeny
pouzitim polymerézy PFU (korek&na polymeraza, Stratagén) a malym poctom cyklov PCR (15). Produkty
PCR boli §tiepené Xkol a EcoRI a klonované do rovnako nastiepeného vektora pPIC.9. Vietky konStrukty
boli sekvenované na obidvoch vlaknach, aby bolo potvrdené, Ze neobsahuju Ziadne PCR mutacie. Klony boli
pouzité na transforméciu Pichia pastoris (His) sferoplastovym postupom a selektované v histidin--defi-
cientnom médiu. Priblizne 200 my3acich a l'udskych klonov bolo testovanych na pritomnost’ velkého poctu
kopii integrovanych DNA postupom hybridizacie na koléniach. U klonov s velkym poctom képii boli potom
testované expresie OB, najprv Coomassieho farbenim, ktoré prejavi pritomnost’ nového proteinu 16 kD v kul-
tivaénom médiu transformovanych kvasiniek. S vyuzitim protilatok napestovanych proti OB exprimovanému
v baktériach bolo dokazané, Ze pas 16 kD je OB. Rekombinantné proteiny boli dvojstuptiovo purifikované
uvedenym postupom. Bola vykonani hmotnostna spektralna analyza a reakcia s brémkyanom, ako je opisané
v Beavis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6873 - 6877 (1990).

Celé kédujuce sekvencie my3acieho aj ludského génu OB na C-konci od signalnej sekvencie boli subklo-
nované do expresného vektora pET15b (Novagén) a exprimované v E. coli [BL21(DE3)plYsS] s vyuzitim
systému s T7 RNA polymerazou [Studier et al., Meth. Enzymology, 185: 80 - 89 (1990)]. Bunky napestované
pri 30 °C do absorbancie 0,7 pri 595 nm a indukované cez noc 0,5 mmol.I"" izopropyl-8-D-tiogalakto-py-
ranozidom boli izolované pomalou centrifugiciou. Bola vykonana lyza tromi cyklami mrazenia a topenia a
digescie DNA DNazoul. Membrany boli sonikované, rozpustené detergentom a peleta bunkovych tiel bola
rozpustend 6.mol.I"' GAdHCI, 20 mmol.I"' HEPES, pH 8,4. Rekombinantné proteiny boli purifikovane v dena-
turaénych podmienkach postupom IMAC na Ni-afinitnej koléne, elicia bola vykonana rasticou koncentra-
ciou imidazolu. Purifikovany denaturovany OB protein bol uchovany v 6mol.I"" GdHCI, 10 mmol.I" octanu
sodnom (NaAc), pH 5 a redukovany 1 mmol.I"! DTT pri laboratérnej teplote, 1 h. Denaturacia bola vykonana
nariedenim redukovaného proteinu do 20 % glycerolu, 5 mmol.I" CaCl,, S mmol.I" NaAc, pH 5, za staleho
miedania a inkubécie pri laboratérnej teplote 8 aZ 12 h. Po denaturacii bolo adjustované pH na 8,4 pridanim
Trisu na 10 mmol.I"' a hexa-histidinovy tag bol odstiepeny trombinom. Od3tiepeny a renaturovany protein
bol pregisteny postupom IMAC, produkt bol oddeleny od trombinu a nerozstiepeného fuzneho proteinu.
Stiepeny renaturovany protein bol eluovany z Ni-afinitnej kolény pri 40 mmol.I"! imidazolu, trombin na ko-
16ne zadrzany nebol a nerozstiepeny fiizny protein bol eluovany 0,2 mol.I'" imidazolom. Po zahusteni sa pro-
dukt nechal reagovat’ s roztokom 100 mmol.I" EDTA a 10 mmol.I"' kyanoZelezitanom draselnym a opit’ bol
purifikovany gélovou filtrciou na koléni superdex 75 16/60 (Pharmacia).

Bol uskuto&neny Ellmanov test podla Ellman, Arch. Biochem. Biophys., 82: 70 - 77 (1959). Ellmanove
¢inidlo bolo pripravené rozpustenim 39,6g 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoovej) kyseliny (DNTB) v 10 ml 0,05 mol.l"
fosfatového pufra, pH 8. Bola konitruovand kalibra¢na krivka v koncentratnom rozmedzi 10 aZ 120 mmol.I"
voIného sulfhydrylu (z 1 mmol.I"" zdsobného roztoku redukovaného DTT) pri 412 nm. Kazdy test bol vyko-
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nany s 0,2 ml Ellmanovho ¢inidla a celym 0,5 ml mnozstvom reakénej zmesi. Pre volnii sulfhydrolovii sku-
pinu bol uréeny extinkény koeficient 12 974 mol” cm™ (korelacny koeficient 0,99987), ¢o v ramci 5 % stihla-
si o skér publikovanou hodnotou 13 600 mol” cm™.

Ellmanov test bol uskuto¢neny s 50 ml 2 mg/ml &istého gélovo filtrovaného proteinu, o zodpoveda moz-
nej koncentrdcii volnych sulfhydrylovych skupin 24 mmol.I"' v reakénej zmesi. Vysledny roztok mal hodnotu
A412 2 0,02 Co znamena, Ze protein obsahuje dva cysteinové zvysky v oxidovanom stave ako cystin, alebo Ze
cysteinové volné sulthydrylové skupiny st celkom nepristupné ukryté v jadre priestorovo usporiadaného
proteinu. Rovnakeé vysledky boli ziskané z Ellmanovho testu na neusporiadanom proteine v 6 mol.I"" GAHCL.

Mysi boli jednotlivo umiestnené do klietok v nepatogénnom prostredi a aklimatizované na diétu obsahu-
Jucu 35 % (obj/obj) Laboratory Rodent Diet 5001 (PMP Feeds, Inc,.), 5,9 % (obj/obj) zmesi tapiokového
krému (general Foods) a 59,1 % vody s energetickym obsahom 1,3 kcal/g. Diéta bola sterilizovana autokla-
vom a balen& do 60 mm plastikovych misiek, ktoré boli upevnené na visky 100 mm Petriho misiek. Vplyvom
tapioky ziskala potrava pastovitii konzistenciu, takZe ju zvieratd nemohli roznasat’ po klietke. Zo 100 mm
vie¢ok bolo moZné odobrat’ spat’ aj malé mnoZstvo rozsypanej potravy. Kazdé rano dostavali zvierata Gerstvi
potravu a zvySky potravy z minulého diia boli odohrané a vaZené. Hmotnostné rozdiely poskytli mieru den-
ného prijmu potravy. Uéinky rekombinantného proteinu na prijem potravy a telesni hmotnost’ boli testované,
na troch my3acich kmefioch: C57B1/6J OB/OB, C57 B1/Ks DB/DB a CBA/J +/+ z Jacksonovho laboratéria.
30 mys{ z kaZdého kmefia bolo rozdelenych do skupin po desat. Prva skupina z kazdého kmetia dostivala
denne intraperitonealnu (i. p.) injekciu bakteridlneho OB proteinu v sprovnom priestorovom usporiadani v
davke 5 mg/g/deti v 300 u1 PBS. Druha skupina z kaZdého kmefia, kontrolna, dostivala denne intraperitone-
alnu (i. p.) injekciu rovnakého objemu PBS. PBS pochadzal z dialyzatu rekombinantného OB proteinu. Z
PBS bol odstrineny endotoxin na koloni Acticlean ETOX. Tretie skupiny zvierat nedostavali Ziadne injekcie.
Polas 3,5 tyZdiiov bol denne zaznamendvany prijem potravy a telesni hmotnost. Pre parovy experiment
prijmu potravy bola zvlastna skupina OB my3i kfmen4 rovnakym mnoZstvom potravy ako prijimala skupina
OB mysi s aplikovanym proteinom.

Vysledky
OB protein cirkulujici v mySacej, krysej a F'udskej plazme

Ludsky OB protein bol pripraveny s vyuZitim pET 15b bakterialneho expresného vektora (Novagén) na-
klonovanéhe do Pichia pastoris v kvasinkovom expresnom systéme, ktory smeruje sekréciu rekombinantné-
ho proteinu priamo do kultivaéného média. OB protein exprimovany v kvasinkach obsahuje 146 aminokyse-
lin C-koncovych k signélnej sekvencii. Kraliky boli imunizované bakterialnym proteinom (HRP, Inc.). Proti-
latky boli imunopurifikovane (Research Genetics) a pouZité na imunoprecipitaciu a westernové blotovanie
proteinu z plazmy a adip6zneho tkaniva.

Podl'a SDS-PAGE migruje OB protein z mySacej plazmy s molekulovou hmotnostou 16 kD. M4 rovnaki
elektroforeticku pohyblivost’ ako rekombinantny OB protein sekrétovany kvasinkami po odstiepeni signalnej

“sekvencie (obr. 24A). Protein nebol detegovany v plazme C57B1/6] OB/OB mysi, u ktorych bola v kodéne

105 vyndjdena nonsence muticia. Skrateny 105 zvySok polypeptidického ratazca predpovedaného podla
sekvencie cDNA sa ani vyuZitim niekolkych réznych antisér nepodarilo uréit’.

Desatnasobny vzrast hladiny cirkulujuceho proteinu oproti kontrolnym zvieratam bol pozorovany u
DB/DB my3i (obr. 24 A). Imunoprecipiticia plazmy z krys divokého typu a krys FA4/FA odhalila dvadsatna-
sobny vzrast hladiny OB proteinu v mutacii oproti divokému typu (obr. 24 b). Muticia DB vedie k obéznenmu
fenotypu ako mySacia muticia OB [Bahary et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 8642 - 8646 (1990)]. Tlsté
krysy si obézne nasledkom recesivnej mutcie v géne homologovom ku DB [Truett et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 88: 7806 - 7809 (1991)]. So zamerom kvantifikovat’ hladinu OB v my3acej plazme boli k séru pri-
davané rastiice mnoZstva rekombinantného proteinu a vykonané imunoprecipiticie. S rasticim mnoZstvom
rekombinantného proteinu bol pozorovany linedmy rast intenzity signalov na westernovom blote. Porovnanie
intenzit prirodzeného proteinu v mysacej plazme a $tandardov naznailo, Ze cirkula¢na hladina OB proteinu v
mySiach divokého typu je priblizne 20 ng/ml. Imunoprecipitacia a westernové blotovanie boli teda vykonané
v podmienkach s prebytkom protilatky. Vy&Sie hladiny OB proteinu sa daju tieZ pozorovat v proteinovych
extraktoch z adipéznych tkaniv mySi DB/DB proti kontrolam (obr. 24 D). Sekretoricky protein bol podl'a
predpokladu sucastou surovej membranovej frakcie (idaje nie s uvedeng).

Vzorky plazmy odobraté od Siestich $tihlych I'udi s indexom telesnej hmotnosti MBI < 25 (BMI = hmot-
nost/vy$ka) boli imunoprecipitované s imunopurifikovanymi protilatkami proti l'udskému proteinu. Imunop-
recipitovany material migroval na elektroforéze s f'udskym proteinom 146 aminokyselin, ktory bol priprave-
ny expresiou v kvasinkach. Intenzita signélov sa v $iestich $tudovanych vzorkach vyrazne liSila. Z denzito-
metrickej analyzy autoradiografu vyplynul aZ patnasobny rozdiel v hladinich proteinu medzi HP1a HP6,
hladiny u ostatnych subjektov sa pohybovali uprostred. Bol vypracovany test ELISA s vyuZitim imunopurifi-
kovane;j protilatky a bakterialnym proteinom v spravnom priestorovom usporiadani ako Standardom (pozri
neskor). Vysledna §tandardna krivka je uvedena na obr. 25 B. Pomocou tohto testu bolo urené, Ze hladiny
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OB proteinu u Siestich testovanych I'udi sa ligili v rozmedzi 2 aZ 15 ng/ml (obr. 25 C). Hladina OB proteinu v
plazme HP6 s hodnotou > 15 ng/ml presiahla linedrnu limitnd hranicu (obr. 25 C). Uvedené kvantitativne
rozdiely koreluju s rozdielmi v intenzitach signalov na westernovych blotoch.

Z predbeznych tdajov vyplyva, Ze leptin méZe cirkulovat’ aspoii Eiasto¢ne ako komplex s inym proteinom
alebo niekol’kymi proteinmi. Tento z4ver vychadza z heterogénneho tvaru titraénej krivky pre sérum v po-
rovnani s krivkou pre rekombinantny $tandard. Analyza velkého mnozstva leptinu imunopurifikovan€ho gé-
lovo filtraénou HPCL na koléni s naviazanymi krali¢imi anti-OB protilatkami v denaturujucich a nedenaturu-
jucich podmienkach a monitorovanim postupom ELISA a SDS-PAGE naznadili, Ze sa OB polypeptid sprava
rovnako ako vysokomolekularny komplex. Tieto Uidaje v8ak maju len predbeZny charakter, lebo protein ktory
viaZe OB, pokial’ vObec taky existuje, je potrebné najprv charakterizovat'

Struktirne rysy OB proteinu

Dva cysteinové zvyjsky v OB proteine mbzu v oxida¢nych podmienkach in vivo vytvarat intra- alebo in-
termolekularne disulfidické mostiky. Westernové blotovanie bolo opakovane uskutoénené v pritomnosti i ne-
pritomnosti redukéného ¢inidla v pufri testovanej vzorky. V obidvoch pripadoch OB protein l'udského séra
migroval ako monomér (idaje nie su uvedené). V neredukujicich podmienkach protein imunoprecipitovany
z DB mysacieho séra bol detekovany s monomérom 16 kD a dimérom 32 kD (obr. 26 A). V redukénych vy-
sokomolekularna latka zmizla, o znamena, Ze urcita Gast’ mySacicho OB cirkuluje ako vysokomolekularna
latka viazand intermolekularnym disulfidickym mostikom. Priblizne 80 % mySacieho OB cirkuluje ako pro-
tein 16 kD a 20 % ako forma 32 kD.

Rovnaké molekularne formy vznikajii pri expresii mySacieho a l'udského proteinu v Pichia pastoris [Ab-
rams et al., Immunol. Rev.,: 5 - 24 (1992)]°. V tychto $tudiach boli klonované sekvencie DNA zodpovedajice
146 aminokyselinam maturovan¢ho OB proteinu v smere od kvasinkovej signalnej sekvencie o-parovacicho
faktora do vektora pPIC.9 (Invitrogén). OB protein bol purifikovany z kvasinkového kultivacného média
kmetiov exprimujucich mySaci a Tudsky protein a rozdeleny elektroforézou v redukujiicich a neredukujicich
podmienkach (obr. 26 A). My%aci protein bol v kvasinkdch exprimovany v neredukujucich podmienkach
prevazne ako dimér, v pritomnosti redukéného ¢inidla len ako monomér. Rekombinantny I'udsky protein
migroval do polohy monoméru v oboch pripadoch (idaje nie su uvedene).

Podl'a hmotnostnej spektroskopickej analyzy mal purifikovany I'udsky protein exprimovany v Pichia mo-
lekulovi hmotnost' 16 024+ Da [Beavis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6873 - 6877 (1990)]. Tato
hodnota je v stlade s molekulovou hmotnostou aminokyselinovej sekvencie proteinu s intramolekulamym
disulfidickym mostikom (16 024 Da). Laserova desorpéna hmotnostna spektroskopicka analyza produktov
brémky4nového Stiepenia proteinu naznacuje, Ze cysteiny 117 a 167 su spojené intramolekularnym disulfi-
dickym mostikom (obr. 26 B). Bromkyan tiepi proteiny od C-konca v mieste metioninu.

Priprava a charakterizacia bioaktivneho rekombinantného proteinu

My3aci OB bol exprimovany v E. coli z plazmidu pET 15b ako nerozpustny fiizny protein obsahujuci 20
aminokyselin a N-koncovy hexa-histidinovy tag so $tiepnym miestom pre trombin. Bakteridlne bunkové tela
boli rozpustené guanidin hydrochloridom a purifikované v denaturujuicich podmienkach afinitnou chromato-
grafiou na nosidi s imobilizovanym kovom (IMAC) (obr. 27). Purifikovany denaturovany fizny protein bol
redukovany, zriedeny a ponechany vo vodnom roztoku pri laboratéme;j teplote aby vzniklo spravne priesto-
rové usporiadanie. Po trombinovom $tiepeni bol renaturovany mysaci OB protein obsahujuci Styri dodatocné
N-koncové zvysky (Gly-Ser-His-Met; SEQ ID ¢&. 38) opit’ purifikovany postupom IMAC na 98 % homogeni-
te, podfa SDS-PAGE a hmotnostnej spektroskopickej analyzy. Laserovéa desorpéna hmotnostna spektrosko-
picka analyza na matrici uréila molekulovi hmotnost’ 16 414+ Da (vypocitana hodnota = 16 415 Da). Ha
obidvoch SDS-PAGE géloch, redukujicim aj neredukujicim, bola zjavna jednotna latka s molekulovou
hmotnost'ou 16 kD (udaje neoverené).

Na detektore molekulovej hmotnosti typ DP801 (Protein Solutions, Inc.), ktory vyuziva dynamicky roz-
ptyl svetla, bolo zistené, Ze renaturovany mysaci OB protein bol prevazne monomérovy a obsahoval niekol-
ko agregatov vy33ej rady. Protein sa nechal reagovat’ s EDTA a bol chemicky oxidovany.

Vysokomolekularne proteiny boli potom odstranené gélovou filtraciou. Dalsi dynamicky rozptyl svetla
potvrdil, Ze purifikovany, renaturovany rekombinantny mySaci OB protein je monodisperzny. Po dialyze pro-
ti fyziologickému roztoku pufrovanému fosfatom (PBS) bol odstraneny bakteridlny entodoxin na koléni Ac-
ticlean ETOX (Sterogén Bioseparations, Inc). Vysledny vytazok proteinu bol bol 45 mg/l.

Na purifikovanom renaturovanom rekombinantnom my3acom OB proteine bol Ellmanovym testom ure-
ny oxidadny stav [Ellman, Arch. Biochem. Biophys., 82: 70 - 77 (1959)]. V renaturovanom proteine aj v pro-
teine, ktory sa nechal reagovat’ so 6 mol.I'" GAHCI, bol uréeny obsah volnych sulfhydrylovych skupin < 0,5 %,
do znamena, Ze monomérovy produkt obsahuje intramolekuldrny disulfidicky mostik (obr. 26 B). Tento vy-
sledok bol potvrdeny aj hmotnostnou spektroskopickou analyzou produktov brémkyanového $tiepenia sprav-
ne priestorové usporiadaného bakteridlneho proteinu (idaje neuvedené).
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Bioaktivita OB proteinu

Purifikovany rekombinantny mySaci OB protein bol poddvany intraperitonedlnou injekcion denne v
mnozstve 5 mg/kg/deti skupindm s desiatimi my3acimi typmi C57B1/6] OB/OB (vek 16 tyzdiiov), C57
B1/Ks DB/DB (vek 12 tyZdtiov) a CBA/j +/+ (vek 8 tyZdiiov). Rovnakému podtu zvierat bol denne injekéne
podavany PBS. PBS pre kontrolné injekcie pochddzal z dialyzatu po ekvilibracii proteinu. Desat’ d’aliich
zvierat z kaZdého kmetia nedostavalo Ziadne injekcie. U jednotlivych zvierat bol monitorovany denny prijem
potravy a v troj- aZ §tvordennych intervaloch zaznamendvand hmotnost'. Stthrané vysledky prijmu potravy a
telesnej hmotnosti pre kazdd z deviatich skupin zvierat st uvedené na obr. 28 A aZ F, Statisticky vyznam
tychto udajov je uvedeny v tabulke 1. Prijem potravy u C57B1/6] OB/OB myji, ktoré dostavali injek&ne pro-
tein, sa vyrazne zniZil po prvej injekcii a stale sa zniZoval az do piateho piateho diia. Potom sa prijem potravy
ustalil na 40 % prijmu potravy zvierat, ktoré injekéne dostavali PBS (p<0,001). Mysi, ktoré dostavali place-
bo, v pricbehu trojtyZdiiového testu nestracali hmotnost’. U C57B1/6] OB/OB mysi lie¢enych proteinom do-
Slo k 10 % ubytku telesnej hmotnosti po 5 ditoch (p<0,001). V priebehu trojtyZdenného testu tieto OB zviera-
ta dalej stracali hmotnost' priememe aZ na 60 % vzhladom na vychodiskovt telesnii hmotnost' (<0,0001).
Zvla$ta skupina zvierat bola kfmena péarovo, teda rovnakym mnoZstvom potravy aké prijimali OB mysi lie-
&ené proteinom. Udaje na obr. 29 B ukazujti, Ze u parovo kimenych my3i doglo k vyznamne niZ§iemu ubytku
hmotnosti ako u zvierat lie€enych rekombinantnym proteinom (p<0,02). Na fotograﬁ1 dvoch mysi injek&ne
liecenych bud’ proteinom alebo len PBS je zjavny podstatne odliSny vzhl'ad mysi lieCenej proteinom (obr. 29
B). Dalsie w¢inky proteinu boli zisfované na pitvich dvoch mysi z kazdej pokusnej skupiny. Celkova pre-
hliadka OB mys3i liecenej proteinom preukazala dramatické zniZenie obsahu telesného tuku i velkosti pecene.
Hmotnost' pecene u DB a divokych mysi zostala pri proteinovej lie¢be nezmenena. Pedelt OB my§i lie¢enych
injekéné len PBS vazila 5,04 a 5,02 g oproti hodnotdm 2,23 a 2,03 g u pe¢ene OB mysi lieenych rekombi-
nantnym proteinom. Na rozdiel od bledych tu¢nych peceni OB mysi ziskala pegefi OB mysi lieenych protei-
nom tmavsiu farbu charakteristickii pre zdravii pedeti (obr. 29 ¢). Z histologického vy3etrenia pedene vyply-
nulo, Ze tutné pecene nelieCenych zvierat boli vplyvom proteinovej lieSby podstatne zlepsené (tidaje neuve-
dené).

Na rozdiel od mysi OB typu ncboli pozorované Ziadne vyznamnejsie rozdiely v telesnej hmotnosti alebo
prijme potravy u mySacich typov C57B1/Ks DB/DB liecenych proteinom proti kontrolnej skupine dostavaji-
cej len nosi¢ (obr. 28 A aZ F), tabul’ka 1). Vo vietkych troch skupindch DB/DB mysi doslo v priebehu pokus-
ného obdobia k ibytku hmotnosti 0 2 az 5 g. Bola merana priemerna hodnota glukézy v krvi DB/DB mysi
glukometrom a u vietkych mysf urcena hodnota > 500 mg/dl, ¢o naznaduje, Ze u mysi doslo vedla obezity k
sekundarnemu rozvoju diabetes. Injekcie my$iam OB/OB boli po dvoch tyzdiioch prerusengé.

U divokych mysi bolo pozorované malé, ale vyznamné zniZenie telesnej hmotnosti po podani rekombi-
nantného proteinu (obr. 28 A az F, tabul’ka 1). Po piatich dfioch proteinovej lie¢by doslo u lietenych mysi k
priemernému ubytku hmotnosti 0,5 g, u nelie¢enych my3i doslo k prirastku 0,4 g (p<0,02). Pri dvoch d'al§ich
nasledujucich kontrolach vézili zvierata lieGené proteinom zretelne menej nez zvierata dostavajiice denne len
injekcie PBS. Rozdiel v telesnych hmotnostiach sa vSak postupom asu zmenSoval. U zvierat s ibytkom
hmotnosti nedochddzalo k podstatnejSiemu rozdielu v prijme potravy oproti neliecenej skupine. Injekcie PBS
mali maly, ale vyznamny vplyv na prijem potravy a telesntt hmotnost' u OB, DB i divokych mysi oproti sku-
pinam, ktor¢ nedostavali Ziadne injekcie (p<0,5).

Tabul’ka 1
ZMENA HMOTNOSTI

skuplna|typ pocet n stred E5td. chyba =]

zvieratj)jlie&dby ani

OoB/OB protein}{l-5 10 —~6 ,38000000 0.,47628190 <0,001
nosid 9 ~0,14444444 0,24444444
proteinji-12 10 ~14,45000000 0,70793126 <0,001
nosic 9 0 ,98888889 0,38058597
protein)i1—27 [ —24 ,28333333 0,69924563 <0, 000
nosicé 5 4.,3000Q0000 0.79874902

DB/DB protein)1-5 10 —1,47000000 0,36939891 0,240
nosic 10 -2 ,00000000 0,23142073
proteinji-—-12 10 —-3,75000000 0,77348418 0,610
nosi& 10 -2 ,19000000 0O,34655447
CBA/J protefin|1-5 10 —0,48000000 0,17876117 0,006

nosicé 10 0,38000000 0,2148901S5
proteinjl—12 10 0,12000000 0,45748103 0,015
nosi & 10 1,200600000 0,18378732
protein}i1-27 5 1,98000000 0,48723711 0,651
nosidé & 2,23333333 0,20763215
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Diskusia

Endokrinna funkcia proteinového produktu OB lokusu bola prvykrat navrhnutd Colemanom, ktory uka-
zal, e u OB/OB mys3i doslo ku zniZeniu telesnej hmotnosti vplyvom parabiotického spojenia s normalnym
alebo DB typom mysi [Coleman et al., Diabetologia, 14: 141 - 148 (1978)]. Uvedené vysledky podporuji ti-
to hypotézu lebo dokazujy, Ze PB protein cirkuluje v krvnom obehu a Ze injekcia rekombinantného proteinu
sposobuje Wibytok telesnej hmotnosti. Molekulova hmotnost’ produktu kédovaného OB génom je 16 kD, €o
zodpoved4 146 aminokyselinovej sekvencii carboxy-terminalnej k signalnej sekvencii. Rekombinantny OB
protein nic je modifikovany pri expresii v Pichia pastoris. Expresia cicavéich génov v Pichia obvykle vedie
k tvorbe spravnej Struktiry proteinu [Cregg et al., Bio/Technology, 11: 905 - 914 (1993)]. Tieto zistenia na-
znaduju, Ze OB protein nie je in vivo glykozylovany ani posttranslaéne spracovavany. Udaje nevylucuji moz-
nost, Ze je OB protein nekovalentne viazany sém k sebe alebo inym proteinom, pritomnym v plazme alebo
adipéznom tkanive. Aj ked nie moZné vylucit’ proteolyzu OB proteinu, neboli detegované nizkomolekulové
formy OB Ziadnym pouZitym antisérom vratane $tyroch anti-peptidovych proti latok.

OB protein, obsahujtici dva cysteinové zvysky, cirkuluje u ¢loveka ako monomér a u my3i ako monomer
aj dimér. Intramolekulovy disulfidovy mostik, typicky pre sekretorické molekuly, sa nasiel v Tudskom prote-
ine, exprimovanom v Pichia pastoris, ¢o naznacuje, Ze je pravdepodobne pritomny i v proteine in vivo. Tomu
zodpoveda aj bioaktivita rekombinantného bakteridlneho proteinu s intramolekulovym disulfidovym mosti-
kom. V my3ej plazme sa OB protein vyskytuje ako monomér aj dimér. Obidve tieto formy sa moZu najst pri
expresii mysieho OB v kvasinkach. Skion mysieho OB proteinu vytvarat' dimér je pravdepodobne dosledkom
odlignosti v primarnej sekvencii proti l'udskému OB. Bioaktivita monoméru je zrejma, funk¢n aktivita dime-
ru nie je zatial’ zndma.

Utinok OB proteinov na prijem potravy a telesmi hmotnost’ OB my3i je dramaticky. Po trojtyZdiiovom
lieeni nastalo u OB mysi, lieSenych dennymi injekciami rekombinantného proteinu, ku 40 % tbytku telesne;
hmotnosti a 40 % prijmu potravy v porovnani s kontrolnou skupinou. Pritom v ¢ase skonenia pokusu este
nedoglo k stabilizacii hmotnosti lieenych OB my3i. Pokus s parovo kfmenymi zvieratami nazna¢il, Ze uby-
tok hmotnosti je sihrnom zniZeného prijmu potravy a vydaja energie. U parovo kfmenej skupiny OB mysi to-
tiz doglo k podstatne niZ&iemu ibytku hmotnosti oproti lieCenej skupine. ZniZenie prijmu potravy u OB/OB
my3i na nizsiu Grover ako u mysi divokého typu naznacuje, ze OB mysi si na ucinok OB obzvlast citlivé.
OB receptor tychto zvierat moZe byt skuto¢ne aktivnejsi. Prijem potravy OB mysi sa po piatich diloch liece-
nia relativne stabilizoval. Pokial je tento jav vysledkom dosiahnutia rovnovaznej hladiny OB proteinu, da sa
predpokladat,, Ze protein ma relativne dlhy poléas [The Pharmacological Basis o f the Therapeutics, str. 19
a7 45, Goodman a Gilman, vyd. Pergamon Press, New York (1990)]. Tento zaver je v silade s vysledkami
parabiotickych experimentov [Coleman et al., Diabetolgia, 14: 141 - 148 (1978), Weigle, In. J. Obesity, 12:
567 - 578 (1988)].

Uginky rekombinantného proteinu na telesnti hmotnost mysicho divokého typu boli malé, ale Statisticky
vyznamné podas prvych dvoch tyZditov experimentu. Zatial’ o rozdiel v hmotnostiach medzi skupinami di-
vokych mysi, lieSenych a nelie¢enych proteinom, pretrvaval, Statisticky vyznam tychto idajov po troch tyz-
diioch vePmi klesol. Pogiatoéna strata hmotnosti nemohla byt vyvoland rozdielnym prijmom potravy. Mera-
nie prijmu potravy pravdepodobne nebolo dostato¢ne presné, aby mohlo zaznamenat hmotnostné rozdiely v
rozmedzi 1 g pocas lieCenia. Tieto pozorovania sa odliduju od vysledkov starSich experimentov, v ktorych
boli hlodavci divokého typu parabioticky spojené s mySami DB, krysami FA, krysami s hypotalamickymi l¢-
ziami a krysami, ktorych obezita bola vyvolan vysokokalorickou diétou [Coleman ef al., Diabetologia, 14:
141 - 148 (1978); Harris et al., Int. J. Obes., 11: 275 - 283 (1987); Harris et al., ,,Physiological and metabolic
changes in prabiotic partners of obse rats* v Hormones, Thermogenesis and Obesity, Lardy a Straatmen,
vyd., Elsevier Science Publishing Co., New York (1989); Hervey, J. Physiol., 145: 336 - 352 (1959)]. Vo
vietkych pripadoch doslo u divokych zvierat k anorexii a velkému tbytku hmotnosti. PretoZe vzrastli hladiny
OB proteinu u DB mysi, FA krys a vzrastla hladina OB RNA v mysiach s hypotalamickymi éziami, je prav-
depodbné, ¥e mysi divokého typu sii schopné odpovedat' na OB polypeptid, ak cirkuluje v plazme v dosta-
toéne vysokom mnoZstve. Predkladané zistenia podporuji moznost, Ze protein bol podavany v mnoZstve pod
endogénnou hladinou a viedol k rovnovaZnemu stavu pri o nie¢o niz3ej telesnej hmotnosti. Tento problém
vyriesi kvantifikacia cirkuladnych hladin OB proteinu u liefenych mysi. Napriek tomu, Ze imunoesej my$ie-
ho proteinu ete nie je k dispozicii, vysledky imunoprecipitacie naznacujd, Ze cirkulaéné hladiny OB proteinu
neboli u divokych mysi, lie¢enych proteinom, podstatne zvy3ené.

7 mensieho u&inku proteinu na mysi divokého typu a Ziadnej reakcie DB mysi je moZné predpokladat’, Ze
lieCenie pravdepodobne nie je Specifické alebo sposobujuce iba nechutenstvo. U vetkych DB my$i nastal
poas pokusu maly ibytok hmotnosti, nezavisle od toho, ¢i dostavali OB protein alebo nie. Zvierata DB boli
vyrazne hyperglykemické a tibytok hmotnosti nastal zrejme vplyvom diabetes a nie vd’aka experimentu. U
mysi C57B1/Ks DB/DB dochadza asto k rozvoju diabetes a ibytku hmotnosti v starobe, ked' sa tiez pouzili
v tejto $tidii [Coleman et al., Diabetologia, 14: 141 - 148 (1978)]. U my3i C57B1/6] OB/OB rovnakého veku
nedochadza k podstatnej$iemu rozvoju hyperglykémie. Ticto fenotypové rozdiely si pravdepodobne vysled-
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kom genetickych odli§nosti mutantnych kmefiov (C57B1/6J vs. C57B1/Ks) [Coleman et al., Diabetologia,
14: 141 - 148 (1978)].

Neuspech v detekeii skrateného proteinu dlhého 105 aminokyselin, predpovedaného zo sekvencie cDNA
OB génu v mySiach C57B1/6] OB/OB naznaduje, Ze mutantny protein je bud’ degradovany, alebo vébec nie
Je translatovany. Nedé sa vylugit' ani moznost, Ze pouzité antiséra nie su vhodné na detekciu tohto skratené-
ho proteinu. Pozorovany desatnasobny nérast hladiny OB proteinu u DB mysi oproti divokému typu nazna-
Cuje, Ze pri odolnosti proti \i¢inkom OB proteinu dochadza k jeho nadprodukcii. Tieto udaje koreluju so $ti-
diami OB mRNA. Z predchadzajuicich experimentov vyplyva, e muticie DB mysicho a FA krysieho génu,
lokalizované v homolégnych chromozonalnych oblastiach, vedi k nadprodukeii plazmatického faktora, po-
tlacajuiceho telesnt hmotnost'. [Truett et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7806 - 7809 (1991); Coleman et
al., Diabetologia, 14: 141 - 148 (1978); Hervey, J. Physiol., 145: 336 - 352 (1959)]. V obidvoch pripadoch st
mutantné zvieratd pravdepodobne odolné proti OB proteinu. Tento zaver podporuje aj fakt, Ze OB protein
nemd Ziaden vplyv na telesmi hmotnost alebo prijem potravy u DB mysi.

Cudska obezita méZe suvisiet' so zvySenymi hladinami OB proteinu v plazme u jedincov, ktori relativne
nereaguju na hormén. Na druhej strane zniZen4 expresia OB méZe tieZ vyvolavat obezitu, pritom viak mézu
byt’ namerané ,,normalne* (t. j. neprimerane nizke) hladiny proteinu. Plazmatické hladiny OB proteinu su tie
zndmkou réznych foriem obezity. U malej skupiny 3tihlych jedincov s BMI < 25 je mozné detegovat’ (testom
ELISA) nizke nanogramové hladiny cirkuladného OB proteinu. Je podstatné, Ze boli zaznamenané rozne
koncentracie OB, naznacujiice, Ze expresna hladina a/alebo citlivost proti proteinu hra vyznamnu tlohu, ur-
¢ujicu telesnt hmotnost.

Miesto u¢inku OB proteinu nie je doteraz znime. Protein ovplyviiuje prijem potravy a vydaj energie. To
je zistenie, zodpovedajuce klinickym $tidiam, podla ktorych zmeny v obidvoch systémoch ovplyviluju tele-
sni hmotnost' [Leibel, et al. N. Engl. J. Med., 332: 621 - 628 (1995); Kessey e al.,,Metabolic defence of the
body weight set-point* v Association for Research in Nervous and Mental Disease, str. 87 - 96 Stunkard a
Stellar, vyd. Raven Press, New York (1984)]. Hypotalamus je pravdepodobne v hierarchii ciest, regulujucich
telesni hmotnost’ aZ za OB, aj ked’ ani priame pdsobenie rdznych organov sa neda vyli&it.

Priklad 9:
Zvy3ena expresia OB RNA v adipocytoch my3i s hypotalamickymi léziami a mutaciami v DB lokuse

Produkt neddvno klonovaného my3acicho génu obezity (OB) mé délezitd dlohu v regulacii adipéznej tka-
nivovej hmoty. OB RNA je in vivo exprimovana $pecificky v my3acich adipocytoch, v kazdom z niekol’kych
roznych tukovych bunkovych depotoch véitane hnedého tuku. OB RNA je rovnako exprimovana nekultivo-
vanymi preadipocytarnymi bunkami 3T3-442A, v ktorych bola indukovana diferenciacia. V adipéznom tka-
nive mysi s hypotalamickymi léziami aj my$i s mutaciami v DB lokuse dochidza k dvadsatnasobne vyssej
expresii OB RNA. Z toho vyplyva, Ze DB gén i hypotalamus su v hierarchii ciest regulujticich adipéznu tka-
nivovi hmotu aZ za OB génom a Ze lokus kéduje OB receptor ako naznaduji predbezné experimenty. U
DB/DB mysi a mysi s 1éziami kvantitativne koreluju rozdiely v expresnej hladine OB RNA s obsahom tukov
v adipocytoch. Molekuly regulujtice expresni hladinu OB génu v adipocytoch pravdepdobne urcujui telesnu
hmotnost’, podobne ako molekuly, ktoré sprostredkovavaju ti¢inok OB do cielového miesta.

Materialy a postupy

Biele tukové tkanivo z identickych abdominalnych oblasti divokych (wt) a DB mysi boli stibezne spraco-
vané podla postupu Richardson et al., Growth, Development & Aging-, 56: 149 - 157 (1992). Strucne, tkani-
va boli fixované v Bouinovom roztoku, 2 h, 4 °C. Potom boli dehydrované radom postupnych inkubécif s
etanolom s rastiicou koncentraciou z 10 na 100 % hmotn., kaZda inkubécia trvala 5 min. pri teplote 4 °C. Da-
lej boli tkaniva inkubované s xylénom (1 h) a parafinom (2 h) pri 65 °C. Zafixované wt aj DB/DB tukového
tkaniva boli narezané a adjustované v podmienkach, ako je uvedené d’alej. Rezy boli susené pri 65 °C 1 ha
inkubované s xylénom a d'alej postupne s etanolom s klesajicou koncentraciou od 100 do 50 % hmotn., kaz-
dé inkubdcia trvala 3 min. pri laboratérnej teplote. Antisensia RNA préba OB génu bola syntetizovana in vit-
ro, transkripciou linearizovanej kodujicej sekvencie OB génu v protismere od Sp6 RNA polymerazového
prométora. Hybridizacia in situ bola uskutonend presne podl'a Schaeren-Wiemera, et al., Histochemistry,
100: 431 - 440 (1993).

Preparacia RNA a bunkova kultira

Totalna RNA a northernové bloty boli pripravené podla opisu. Stromatické cievne bunky a adipocyty boli
pripravené podla Rodbella a RNA z obidvoch frakcii bola pripravena podl'a Dani et al., Mol Cell. Endocri-
nol., 63: 199 - 208 (1989); Rodbell, J. Biol. Chem. 239: 375 - 380 (19). Po subklonovani boli bunky 3T3-
-F442 napestované v Dulbeccovej modifikacii Eagleovho média s obsahom 10 % fetdlneho hovidzieho séra
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(definovaného ako §tandardné médium) [DAni et al., ,,Molekular biology techniques in the study of adipocy-
te differentiation”, v Obesity in Europe, diel 88, str. 371 - 376, Bjorntorp a Rossner, vyd., John Libbey Com-
pany Ltd., London England(1989)]. Konfluentné bunky sa nechali reagovat’ v $tandardnom médiu doplne-
nom 2 nmol.I"* trijédtyroninom (T3) a 17 nmol.l” inzulinom. Po dvanastich ditoch bola pripraveni RNA ako
je uvedené.

Aplikacia aurotiogrlukézy (GTG)

Dvojmesaénym mySacim samickdm CBA/J bola aplikovana jednorazovo intraperitonealna injekcia auro-
tioglukézy (Sigma Catalog. No. A0632) v davke 0,2 mg/g v norméalnom fyziologickom roztoku. Kontrolné
zvierata dostali injekciu normalneho fyziologického roztoku. Jeden mesiac po aplikacii boli mysi zvazené. Z
adip6zneho tkaniva zvierat, ich hmotnost po aplikacii GTG vzrastla o viac nez 20 g, bola izolovanid RNA.,

Vysledky

Nedavno bolo zistené Ze OB gén je exprimovany v adipéznom tkanive [Zhang et al., Nature, 372: 425 az
432 (1994)]. Vzhl'adom na to, Ze adipdzne tkanivo je tvorené réznymi typmi buniek, ako su adipocyty, prea-
dipocyty, fibroblasty a cievne bunky, bola vykonana hybridizacia in situ na tkanivovych rezoch epididymal-
nych tukovych zésob normalnych zvierat s pouZitim sense a antisense OB RNA proéb [Richardson et al,
Growth, Development & Aging, 56: 149 - 157 (1992); Vasserman, ,,The concept of the fat organ‘ v Rdahl, Is-
sekutz, fat as a tissue, str. 22 - 92 McGraw Hill, New York (1964)]. U antisense préb boli detegované pozi-
tivne signaly vo vietkych adipocytoch tkanivového rezu (obr. 30 - znacené Wt). Signaly neboli zaznamenané
pri hybridizacii antisense proby v mozgovom tkanivovom reze (udaje neuvedené). Hybridiz4cia antisense
proby ku tkanivovym rezom adipozneho tkaniva my§i C57BVks boli podstatne vy$Sie, ¢o zodpoveda Specifi-
ku expresie OB RNA v adipocytoch a tieZ vyraznému vzrastu hladiny OB RNA v adipocytoch tychto zvierat
(obr. 30 - znaené DB/DB). Vyrazna obezita my$i s mutaciami v DB lokuse je suCastou syndromu, ktory je
fenotypovo identicky so syndrémom pozorovanym u mysi C57B1/6] OB/OB [Bahary et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87: 8642 - 8642 (1990)].

OB RNA nebola syntetizované v adipéznom tkanive stromatickych buniek, z ktorych boli odstranené adi-
pocyty. Podla northernovych blotov bunky adipocytovej frakcie podla ocakdvania exprimovali OB RNA
(obr. 31). K rovnakému vysledku viedol aj test RT-PCR (udaje neuvedené). Tieto udaje dokazuju, Ze expre-
sia OB génu prebicha vyhradne v adipocytoch. Udaje z nakultivovanych adipocytov tento zéver rovnako po-
tvrdzuju. Pri tychto $tudiach boli kultivované bunky 3T3-F442A v podmienkach vedicich k akumulacii tu-
kov v ramci bunkovej diferenciacie na adipocyty. K expresii OB RNA nedochadzalo ani v exponencidlne ras-
ticich bunkach, ani v konfluentnych 3T3-F442A preadipocytarnych bunkach, kde prebiehala expresia vcas-
nych markerov. AZ po diferenciacii na adipocytoch nastala expresia detegovatel'nych hladin OB RNA (obr.
31) [Dani et al, J. Biol. Chem., 264: 10119 - 10125 (1989)]. Expresna hladina OB RNA je mimoriadne citli-
va na kultivaéné podmienky, expresia OB nebola zistena v star§ich, post-konfluenénych bunkach, ktoré nebo-
li vystavené pdsobeniu inzulinu.

Hybridizaéné $tudie dokazali, Ze k expresii OB RNA in vivo dochadza v rade réznych tukovych depotov
vCitane epidimélneho, parametridlneho, abdominalneho, perineralneho a ingvinalneho (obr. 32 A). Expresné
hladiny v jednotlivych depotoch boli premenlivé, v ingvinalnom a parametridlnom niz8ie. Expresia OB RNA
prebieha rovnako v hnedom adipdznom tkanive aj ked’ expresna hladina je asi 50x niZSia neZ v ostatnych
tkanivovych depotoch. Tieto kvantitativne rozdiely tesne koreluji so skdr opisanymi rozdielmi medzi vel’ko-
stami buniek réznych tukovych depotov [Johnson et al., J. Lipid res., 13: 2 - 11 (1972)]. Mnozstvo OB RNA
v hnedom tuku nie je ovplyvnené chladom (obr. 32 B). Experimentalne bolo zistené, Ze vplyvom chladu
vzrastd hladina neparujucej proteinovej RNA (UCP) v hnedom tuku, ale hladina OB RNA zostdva nezmene-
na [Jacobsson et al., J. Biol. Chem., 260: 16254 - 16254 (1985)]. V suhrne tieto udaje potvrdzuju, Ze vo vset-
kych adipocytoch vznikd OB RNA a jej expresna hladina je v réznych tukovych depotoch rézna. Uvedené
udaje podporuju predstavu, podl'a ktorej hladina kédovaného proteinu koreluje s celkovou hmotou adipozne-
ho tkaniva.

Hladiny OB RNA boli ur€ované u DB/DB mysi a my$i s hypolalamickymi léziami. Lézie ventrikularneho
hypotalamu (VHM) vedu k rozvoju obezity ako sucasti syndréomu pripominajiiceho syndrém u mysi OB/OB
DB/DB [Braxy et al., Metabolism, 24: 99 - 117 (1975)]. Z parabiotickych experimentov vyplyva, Ze tieto 1¢é-
zie vedi k nadmernej expresii kevného faktora, ktory potlaca prijem potravy a telesmi hmotnost’ [Hervey, J.
Physiol., 145.336 - 352 (1959)]. Podobné vysledky boli zaznamenané pri parabiotickom spojeni my3i s mu-
taciami v OB lokuse a normalnych mysi, o naznacuje, Ze OB receptor mdZe byt kédovany DB 16kusom
[Coleman et al., Diabetologia, 14: 141 - 148 (1978)]. Obezita sposobena VHM léziami a DB mutaciou mdZe
byt teda désledkom rezistencie proti uinkom OB proteinu. Pokial’ je to skuto¢ne tak, da sa predpokladat’ se-
kundérna zvySena hladina OB RNA v adipéznom tkanive.

U sami¢iek CBA mysi boli pdsobenim aurotioglukozy (GTG) chemicky indukované hypotalamicke lézie
[Debons et al., Fed. Proc., 36: 143 - 147 (1977)]. Aurotioglukéza spdsobuje $pecifické hypotalamické 1ézie,
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menovite vo vertikulairnom hypotalame (VHM), s naslednym rozvojom obezity v priebehu niekolkych tyz-
ditov. Na vyvolanie obezity v priebehu 3tyroch tyZdiiov obyajne stati jedna peritonealna injekcia GTG v
davke 0,2 mg/g telesnej hmotnosti. GTG bolo injikované sami¢kam my3$i CBA/J (20 aZ 25 g). Nasledny pri-
rastok hmotnosti pokusnych a kontrolnych zvierat je uvedeny v tabulke 2. Bola pripravenad RNA z adipézne-
ho tkaniva my$i DB/DB mysi po aplikicii GTG, ktorych hmotnost' vzrastla o viac ako 20 g. Na northerovych
blotoch bol pozorovany dvadsatnésobny vzrast hladiny OB RNA u dvojmesa&nych mysi DB/DB a mysi s ap-
likovanym GTG oproti kontrolnej skupine (obr. 33).

Tabulka 2
Prirastok hmotnosti u mysi po aplikacii GTG
kontrola (n = 41) GTG (n = 93)
< 10 g 41, (100 %) 4, (4 %)
10 - 20 ¢ 0, (0 %) 15, (16 %)
> 20 ¢ 0, (0,%) 74, (80 %)

Dvojmesacnym sami¢kdm myS§i CBA/J bolo aplikované GTG. Aurotioglukdza (Sigma A0632) bola po-
dani intraperitonealne v norméalnom fyziologickom roztoku v davke 2,0 mg/g. Telesnd hmotnost’ kontrolnych
a pokusnych zvierat bola zaznamenana pred aplikaciou a jeden mesiac po aplikacii. Zvierata boli chované v
klietkach po pit’ a kfmené podla ich chuti. Hmotnostny prirastok jeden mesiac po injekeii je uvedeny v ta-
bulke 2. Zvierata s prirastkom hmotnosti nad 20 g po jednom mesiaci boli vybrané na dalsie $tidium.

Diskusia

Produkt mySacieho OB génu cirkuluje v mySacej i Tudskej plazme, kde sa pravdepodobne zii¢astni regu-
lacie adipéznej tkanivovej hmoty. Stidium regulicie expresie a mechanizmu t&inku OB budi vyznamné na
dalsie porozumenie fyziologickych ciest regulacie telesnej hmotnosti.

Predkladany priklad ukazuje, Ze k expresii produktu OB génu dochadza vylune v adipocytoch a vo viet-
kych adip6znych depotoch. Tento vysledok je v sulade s predstavou, Ze proteinovy produkt OB génu koreluje
s telesnymi zdsobami tuku. Naviac dochadza k dvadsatnasobne vy3sej expresii OB u DB mysi a mysi s hypo-
talamickymi léziami. U tychto zvierat dochidza pravdepodobne i k vy$8iemu neZ dvadsatnisobnému vzrastu
hladiny OB RNA, lebo adipocyty u tychto zvierat sii pribliZne pitkrat vagsie (pozri obr. 30) [Debons et al.,
Fed. Proc, 36.143 - 147 (1997)]. Z tychto udajov vyplyva, Ze DB gén i hypotalamus su v hierarchii ciest re-
gulujicich adipéznu tkanivovii hmotu aZ za OB génom a Ze OB receptor je kodovany v DB lokuse [Coleman
et al., Diabetologia, 14: 141 - 148 (1978)]. Tito predstavu objasni aZ molekularne klonovanie OB receptora
alebo DB génu. ZvySena hladina OB RNA u DB/DB my3i a u my§i po aplikdcii GTG d'alej naznaduje, Ze
funkcia produktu OB génu v tukovych bunkach nie je autondmny [Ashwell et al., Proc. R. Soc. Lond., 195:
343 - 353 (1977); Ashwell et al., Diabetologia, 15: 465 - 470). PretoZe, pokial by kodovany protein pdsobil
priamo na tukové bunky a inhiboval ich rast alebo diferenciaciu, potom by nadprodukcia divokého OB génu
u mysi po aplikacii GTG viedla ku $tihlemu fenotypu.

NajtriezvejSie vysvetlenie tychto udajov je, Ze OB protein pdsobi ako endokrinna signdlna molekula sek-
rétovana adipocytmi a posobi priamo alebo nepriamo na hypotalamus. Priame pdsobenie na hypotalamus vy-
Zaduje mechanizmus, ktory by umoziioval priechod produktu OB génu hematoencefalickou bariérou. Mecha-
nizmy zahffiajice cirkumvertikularny organ alebo $pecifické transportné molekuly umoZfiuji pristup do
mozgu molekulam takej velkosti ako produkty kédované OB génom [Johnson et al., FASEB J., 7: 678 : 686
(1983); Baura et al., J. Clin. Invest., 92: 1842 - 1830; (1993); Pardridge, Endocrine Revievs, 7: 314 - 330
(1986)]. Tuto hypotézu je viak nutné prijimat’ opatrne, pokial’ nebudi vynajdené prostriedky, ktorymi by
protein prekonaval hematoencefaliticku bariéru. Navyse je nutné brat’ do ivahy mozné ucinky na iné cielové
organy.

Signaly tukovych buniek zodpovedné za kvantitativne rozdiely v expresnych hladindéch OB génu zatial
nie su zname, ale koreluju s rozdielmi vo velkostiach adipocitov. Adipocyty u DB/DB mysi st patnasobne
vi¢iie neZ adipocyty normalnych mysi obsahujicich priblizne 1,0 ug tuku na bunku [Johnson et al., J. Lipid
res., 13: 2 - 11 (1972)]. Podl'a predbeznych vysledkov je obsah tuku v tukovej bunke alebo jej velkost” dole-
Zitym parametrom ur¢ujucim telesni hmotnost’ [Faust ez Science, 197: 393 - 396 (1977)]. Je mozné, Ze kazda
tukova bunka exprimuje nizku hladinu OB RNA a ta sa d’alej zvySuje umerne k velkosti bunky. Rovnako je
viak mozné, Ze velkost’ bunky nie je uréujicim parametrom, ale len koreluje s intraceluldrnym signalom
zvySujicim expresiu OB génu v adipocytoch mySi DB/DBa mys$i s VHM léziami. V kazdom pripade je prav-
depodobné, Ze zloZky signdlnej prenosovej cesty regulujicej syntézu OB RNA urduju telesni hmotnost’. Ge-
netické vplyvy a vplyvy prostredia zniZujuce hladinu expresie OB budu zvySovat’ telesni hmotnost, podobne
ako faktory, ktoré znizuju citlivost na kédovany protein. Specifické molekuly regulujiice hladinu expresie
OB génu viak zatial' nie st zname. Tejto problematike predchadza vyrieSenie hladin kontroly génu, ktoré
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ovplyvituju kvantitativne zmeny expresie OB RNA a vyskum regulacnych prvkov OB génu. Identifikicia
molekul, ktoré regulujii expresiu OB génu v adipocytoch a molekul, ktoré sprostredkovavaji ucinky kédova-
ného proteinu v cielovych miestach vyznamne poméZe objasnit’ fyziologické mechanizmy regulacie telesne;
hmotnosti.

Priklad 10:
Expresny vzor RNA a mapovanie na fyzickej cytogenetickej a genetickej mape chromozému 7

Expresia ludského OB prebieha na vysokej hladine v adipdznych tkanivach, niZsie hladiny su v placente a
srdei. Cudsky OB gén bol mapovany na velkom sibore YAC (yeast artificial chromosome), odvodenom od
chromozému 7q31.3. Okrem overenia relativneho umiestnenia génu, ktoré vychadzalo z porovnivacieho ma-
povania mysacieho a l'udského génu, tato Stidia umoznila identifikovat' 8 zakladnych mikrosatelitnych mar-
kerov v tesnej blizkosti ludského OB génu. Vzhl'adom na to, Ze mutacia mySacieho OB vedi k syndrému pri-
pominajicemu chorobmi obezitu u Tudi, st ticto genetické markéry vyznamnymi prostriedkami na ur€enie
ulohy OB génu v dedi¢nych formach Pudskej obezity.

Materidly a postupy
Analyza northernovym blotovanim

Totalna RNA bola pripravena z adipézneho tkaniva postupom Chirgwin ef al., Biochem., 18: 5294 - 5299
(1979). Northernové bloty, radioizotopové znacenie a hybridizacia boli uskuto¢nené podla Zhanga et al., Na-
ture, 372: 425 - 432 (1994). Northernové bloty poly A” RNA (Tudsky MTN, l'udsky MTN II a Tudské fetdlne
MTN II) boli ziskané od CLONENTECH (Palo Alto, CA) podobne ako PCR priméry na pripravu radioizoto-
povo znalenéj ludskej aktinovej proby.

Vyvoj STS

PCR testy pre $pecifické sekvenéne znacené miesta (STS) boli vyvinuté a optimalizované podTa literatiry
[Green et al., PCR Methods Applic, 1991; Green et al., Genomics 11: 548 - 564 (1991); Green ,,Physical
mapping of human chromosomes: generation of chromosome-specific sequence-tagged sites, v Methods In
Molecular Genetics, diel 1., Genbe and Chromosome Analysis (Sast’ A), str. 192 - 0210, Adolph vyd., Aca-
demic Press, Inc., San Diego (1993); Green et al., Hum. Mol Genet., 3: 489 - 501 (1994)]. artificial chromo-
some), odvodenom od chromozému 7g31.3. Okrem overenia relativneho umiestnenia génu, ktoré vychadzalo
z porovnavacieho mapovania my3acieho a I'udského génu, tato $tidia umoznila identifikovat’ 8 zakladnych
mikrosatelitnych markerov v tesnej blizkosti F'udského OB génu. Vzhl'adom na to, Ze muticia mySacieho OB
vedie k syndrému pripominajiicemu chorobnil obezitu u Fudi, s tieto genetické markery vyznamnymi pro-
striedkami na urcenie lohy OB génu v dedi¢nych forméach I'udskej obezity.

Materialy a postupy
Analyza northernovym blotovanim

Totélna RNA bola pripravena z adipézneho tkaniva postupom Chirgwin et al., Biochem., 18: 5294 - 5299
(1979). Northernové bloty, radioizotopové znacenie a hybridizacia boli uskuto¢nené podl'a Zhanga et al., Na-
ture, 372: 425 - 432 (1994). Northernové bloty poly A” RNA (Tudsky MTN, Tudsky MTN II a l'udské fetdlne
MTN II) boli ziskané od CLONENTECH (Palo Alto, CA) podobne ako PCR priméry na pripravu radioizoto-
povo znadenej l'udskej aktinovej proby.

Vyvoj STS

PCR testy pre $pecifické sekvenéne znacené miesta (STS) boli vyvinuté a optimalizované podla literatiry
[Green et al., PCR Methods Applic, 1991; Green et al., Genomics 11: 548 - 564 (1991); Green ,Physical
mapping of human chromosomes: generation of chromosome-specific sequence-tagged sites, v Methods in
Molecular Genetics, diel 1., Genbe and Chromosome Analysis (Gast’ A), str. 192 - 0210, Adolph vyd., Aca-
demic Press, Inc., San Diego (1993); Green et al., Hum. Mol Genet., 3: 489 - 501 (1994)].

Nazov kazdého STS zaéina predponou ,,sWSS*, za ktorou nasleduje Specifické ¢islo. Podrobné informa-
cie o 19 uvedenych STS s v tabulke 3, dodatoéné informécie (napr. podmienky PCR reakcie, kompletnej
sekvencie DNA) st dostupné v GenBank alebo v Genom Data Base (GDB). Oligonukleotidické priméry na
PCR vyhladanie (tabulka 3) oblasti STS $pecifickych k mikrosatelitom, zodpovedaji bud’ primérom pouzi-
vanym na analyzu genotypu (tabulka 4), alebo primérom naplinovanym (Casto s vyuzitim pocitacového
programu OSP) [Hillier ez al., Per Methods Applic, 1: 124 - 128 (1991)] podla DNA sekvencii GenBanky.
Tabulka 3 ilustruje oblasti STS v subore YAC, ktory obsahuje Tudsky OB gén.
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Tabul'ka 3
. X . Velkost Ide.
Nizov STS Aliag Miesto Zdroj PCR Priméry (tp) SEKV. 14&GDB
«WSS1734 D7s2185 YAC ukond&enie CAAGACAAATGAGATAAGG n 39 G00-455-23
AGAGTTACAGCTITACAG 40
+WSS494 D752016 Lambda k1o CTAAACACCTTTCCATTCC 112 4 G00-314.404
TTATATTCACTTTICCCCTCTC 12
sWSSB83 uTs28 D7S1498 Geneticky mAarker TGCAGTAAGCTGTGATTGAG 490 43 G00-495-262
GTGCAGCTITAATIGTGAGC 44
1WSS2359 AFMa0651g9 D75187) Geneticky marker AGTGTTGTGTTTCTCCTG 142 45 G00-455-247
AAAGGGGATGTGATAAGTG 46
1WS52336 AFMai25whi D?751874  Geneticky marker GGTGTTACGTTTAGTTAC 112 47 G00-455-244
GGAATAATGAGAGAAGATTG . 41
1WSS5218 AFM309yf1 D75680 Geneticky marker GCTCAACTGACAGAAAAC 154 49 G00-107-731
GACTATGTAAAAGAAATGCC 50
1WSS51402 D7s1916 YAC ukonéenie AAAGGGCTTCTAATCTAC 137 M G00-344-044
CCTTCCAACTTCTTTGAC 52
1WS5999 D751674 YAC inzert TAAACCCCCTTTCTGTTC 105 53 G00-334-839
TTGCATAATAGTCACACCC 54
1WS51751 D7s2186 YAC ukonZenie CCAAAATCAGAATTGTCAGAAG 186 55 G00-455-238
AAACCOAAGTTCAGATACAG 56
sWSSI174 AFM218x{10 D758514  Geneticky marker AATATCTGACATTGGCAC 144 57 G00-307-700
- TTAGACCTGAGAAAAGAG 58
sWS52061 D752184 YAC ukon&enie GTTGCACAATACAAAATCC 200 39 G00-455-24)
CTTCCATTAGTGTCTTATAG 60
AWSS82588 D7182187 YAC ukon&enie ATCACTACACACCTAATC 17 ] G00-455-253
CCATTCTACATTTCCACC 62
W5S808 Pax-4 PAX4 Gén GGCTGTGTGAGCAAGATCCTAGGA 153 3] G03-455-259
TTGCCAGGCAAAGAGGGCTGGAC 64
AWS51392 AFM206xc] D7S63§  Geneticky marker CTCAGGTATGTCITTATC s 68 G00-107-815
TGTCTCTGCATTCTTITIC 66
sWSS) 148 AFM199xh12 D7S504 geneticky marker GACACATACAAACACAAG 60 67 G00-307-652
ATTGAGTTGAGTGTAGTAG 68
1\WVS8S| 529 D75194) YAC ukon&enie CAGGGATTTCTAATTGTC 116 69 G00-134-119
AAAAGATGGAGGCTTTTG 20
aWS§S2619 08 o Gén CGTTAAGGGAAGGAACTCTGG 106 n G00-455-156
TGGCTTAGAGGAGTCAGGGA k)
AWSS404 D751956 Lambda klon ACCAGGGTCAATACAAAG 122 n G00-334-25)|
TAATGTGTCCTTCTTGCC 4
sWSS2367 AFMa345wed D751875 Geneticky marker CAATCCTGGCTTCATTTG 81 s G00-455-250
AAGGTGGGTAGGATGCTA 16

19 oblasti STS 3pecifickych k chromozému 7 mapovanych v sibore YAC, ktory obsahuje l'udsky OB
gén, je uvedené na zozname (obr. 35). Pre kazdu oblast’ STS je uvedeny nazov ,,sWSS¥, relevantny druhy
nazov, GDB-nazov lokusu, zdroj STS, sekvencia PCR primaru, velkost STS a GDB-identifika¢né &islo.
Zdroje oblasti STS su nasledujtice: ,koniec YAC* (izolovany koncovy inzert YAC) [Green, ,,Physical map-
ping of human chromosomes: generation of chromosome-specific sequence-tagged sites®, v Methods in Mo-
lecular Genetics, diel 1., Genbe and Chromosome Analysis (Sast’ A), str. 192 - 0210, Adolph vyd., Academic
Press, Inc., San Diego (1993)], 'Lambda klon' (ndhodny lambda klon 3pecificky k chromozému 7) [Green et
al., PCR Methods Applic, 1991; Green et al., Genomics, 11: 548 - 564 (1991); Green, ,,Physical mapping of
human chromosomes: generation of chromosome-specific sequence-tagged sites”, v Methods in Molecular
Genetics, diel 1., Genbe and Chromosome Analysis (Sast’ A), str. 192 - 0210, Adolph vyd., Academic Press,
Inc., San Diego (1993)], 'Geneticky marker' (mikrosatelitovy marker, pozri tabulku 2) [Green et al., Hum.
Mol. Genet., 3: 489 - 501 (1994)], 'Yac insert' (ndhodny segment z YAC inzertu) a 'Gen' (STS $pecificka k
génu). Je vhodné si uvedomit, Ze v niektorych oblastiach STS 3$pecifickych ku genetickym markerom, sa
PCR priméry pouZité na identifikiciu YAC (zo zoznamu v tejto tabul’ke) liSia od primérov pouZitych pri ana-
lyze genotypu (tabulka 4), pretoZe detekcia YAC s uréitym genetickym markerom nevyZaduje amplifikaciu
polymorfnej oblasti. VSetky uvedené PCR testy boli vykonivané pri teplote anelicie 55 °C okrem testov
sWSS5494, SWSS5883, SWSS1529, ktoré boli vykonané pri 50 °C, SWSS999 a SWSS1174, ktoré boli vyko-
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nané pri 60 °C a 3WSS808, ktory bol vykonany pri 65 °C. Dalsie podrobnosti tykajice sa STS-3pecifickych
testov PCR su1 dostupné v GDB.

Tabulka 4
; . . 1d.&.

Nazovmarkera Typ  Miesto Priméry SEKV. 1d.¢. GDB

UTs28 Tetra, D751498 TGCAGTAAGCTGTGATTGAG 7 G00-312-446
GTGCAGCTTTAATTGTGAGC 78

AFMa065289 (CA), D7si873 AGCTTCAAGACTTTNAGCCT 9 G00-437-253
GGTCAGCAGCACTGTGATT 80

AFMal25whi (CA), D7S1874 TCACCTTGAGATTCCATCC 8t G00-437-263
AACACCGTGGTCTTATCAAA 82

AFM309yfi0 (CA), D7s680 CATCCAAGTTGGCAGTTTTT 83 G00-200-283
AGATGCTGAATTCCCAGACA B4

AFM218xf10 (CA), D7S514 TGGGCAACACAGCAAA 85 G00-188-404
TGCAGTTAGTGCCAATGTCA 86

AFM206xcl (CA), D75635 CCAGGCCATGTGGAAC 87 G00-199-240
AGTTCTTGGCTTGCGTCAGT 88

AFM199xhi2 (CA), D7§504 TCTGATTGCTGGCTGC 89 G00-188-280
GCGCGTGTGTATGTGAG 90

AFMa345wc9 (CA), D7s1875 AGCTCTTGGCAAACTCACAT 9t G00-437-259
GCCTAAGGGAATGAGACACA 92

Na zozname je uvedenych osem mikrosatelitovych markérov mapovanych v stibore YAC, ktory obsahuje
Tudsky OB gén (obr. 35). Pre kazdi oblast STS je uvedeny nazov markéra (ako druhy nazov v tabulke 3),
typ mikrosatelitového motivu (opakujtci sa tetranukleotid-"Tetra' alebo opakujici sa (CA)n), GDB-nazov lo-
kusu, sekvencia priméra pouZitého na PCR analyzu genotypu a identifikacné ¢islo GDB. Dalsie podrobnosti
tykajice sa testov PCR a polymorfie su dostupné v GDB.

STS oblasti (sWSS2619) $pecifické k Tudskému OB génu boli naplanované podl'a sekvencie DNA z 3' ne-
preloZenej oblasti cDNA. Nasledujiicou stratégiou bol vyvinuty fudsky STS (sWSS808) Specificky k Pax4.
Oligonukleotidické priméry Specifické k mySaciemu génu Pax4 (GGCTGTGTGAGCAAGATCCTAGGA)
SEQ ID &. 63) a (GGAGCCTTGTCCTGGGTACAAAG) (SEQ ID ¢&. 39) [Walter et al., Genomics, 11: 424 aZ
434 (1991) boli pouzité pri amplifikacii 204-bp dlhého fragmentu z Pudskej gendémovej DNA (fragmentu
rovnakej vel'kosti ako produkt generovany z mysi genomovej DNA). Tento PCR test nebol vhodny na identi-
fikdciu zodpovedajicich YAC, lebo z kvasinkovej DNA boli tiez amplifikovane podobne velké (200-bp)
produkty. Viacmenej analyza PCR produktov generovanych z 'udskej DNA odhalila 20 substitucii v 156
analyzovanych bazach (idaje neuvedené). Podla tejto sekvencie, Specifickej k Tudskej DNA, bol naplanova-
ny novy primér (TTGCCAGGCAAAGAGGGCTGGAC)(SEQ ID ¢. 64) a pouZity spolu s prvym z uvede-
nych primérov ¥pecifickych k Pax4 (pozri tabulku 3). Pri vyslednom PCR teste Specifickom k Tudskému
Pax4, ktorom nedochadzalo k vyznamnejsej amplifikicii produktov z kvasinkovej DNA, a preto bol pouzi-
teIny na identifikaciu hl'adanych prislusnych YAC.

Identifik4cia oblasti YAC pomocou PCR-skriningu

Vidsina YAC zobrazenych v obr. 35 boli odvodené zo zbierky klonov vysoko obohatenych DNA z T'ud-
ského chromozému 7(' zdroj YAC - chromozém 7') [Green et al., Genomics, 25: 170 - 183 (1995)] PCR skri-
ningom (Green et al., Genomics, 25: 170 - 183 (1995); Green et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87 1213 -
- 1217 (1990)]. V niekol'kych malo pripadoch boli klony izolované PCR-skriningom [Green et al., Proc. Na-
tl. Acad. Sci. USA, 87: 1213 - 1217 (1990)] z dostupnej I'udskej genémovej kniznice obsahujucej totalne
YAC, konstruované v CEPH [Dausset ef al., Behring Inst. Mitt., 91: 13 - 20 (1992); Albertsen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 87: 4256 - 4260] alebo ICI [Anand ef al., Nucl. Acids Res., 17: 3425 - 3433 (1989);
Anand Nucl. Acids Res., 18: 1951 - 1956 (1990)]. Nazov kazdého YAC zagina predponou ,,yWSS* nasledo-
vanou $pecifickym c¢islom.
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Vysledky a diskusie

Vyskum expresie l'udského OB génu v tkanive analyzou northernovych blotov ukézal, Ze v adip6znom
tkanive prebieha expresia OB RNA na vysokej hladine, zatial' ¢o expresné hladiny v placente a srdci st pod-
statne niZSie (obr. 34). Velkost' RNA (4,5 kb) je u I'udi i mysi ekvivalentny a rovnako vo vietkych exprimu-
Jucich tkanivach. V tidiach boli pozorované pitnasobne vyssie signély v 10 ug totalne RNA z adipézneho
tkaniva ako 2 ug poly A" placentirnej RNA. Patnasobne nizii signél poly A" RNA bol pozorovany v srdco-
vom tkanive oproti placentarnemu. Bolo odhadnuté, Ze hladina OB RNA je asi 250-krat ni¥sia v placente nez
v adipéznom tkanive. V podmienkach experimentu nebola OB RNA detegovana v ostatnych analyzovanych
tkanivach, t. j. v mozgu plicach, pedeni, kostrovom svalstve, Fadvinach a slinivke. Ani dodatoéné pokusy
nepreukézali pritomnost’ OB RNA v slezine, tymuse, prostate, testikuldrnon tkanive, vajecniku, tenkom Cre-
ve, hrubom Creve, perifémych krvnych leukocytoch alebo vo fetilnych mozgovych, pedefiovych alebo Tadvi-
novych tkanivach (udaje neuvedené). Je mozné, Ze v tychto alebo dalsich neanalyzovanych tkanivach pre-
bicha expresia OB na hladinach, ktoré na nedaji northernovym blotovanim detegovat’. Pozorovany charakter
expresic OB u I'udi sa oproti mysiam mierne lisi, lebo u mysi expresia prebieha vyluéne v adipéznom tkani-
ve.

Porovnévacie mapovanie oblasti OB génu v mySacom a l'udskom gendme.

Mysaci OB gén sa nachadza v blizkosti chromozému 6 v oblasti, ktora je homoldgna s ¢ast'ou I'udského
chromozému 7q. Tento segment zahffia gény (od najbliz$ich ku najvzdialenejgim): Met protoonkogén, cys-
ticky fibrézny regulator transmembranovej konduktancie (CFTR), parovy ,sbox-containing” gén (Pax4), OB
gén a geén na karboxypeptidazu A (Cpa) [Zhang et al., Nature, 372: 425 - 432 (1994); Friedman et al. , Ge-
nomics, 11: 1054 - 1062 (1991)]. U my3i genetické mapovanie dokazalo, e Pax4 je tesne spojené s OB
[Walther et al,, Genomics, 11: 424 - 434 (1991); Zhang et al., Nature, 372: 425 - 432 (1994)]. Bolo zisteng,
ze fyzicka vzdialenost medzi OB a Pax4 je 1 Mb (milién parov baz) [Zhang et al., Nature, 372: 425 - 432
(1994)]. Na zéklade porovnavacich mapovacich $tidii sa da predpokladat, Ze Tudsky OB gén je umiestneny
medzi génmi Pax4 a CPA na chromozéme 7q. Dalej, pretoze Pudsky Cfir [Heng et al., Cell Genet., 62: 108 -
109 (1993)] a Pax4 [Tamura et al., Cytogenet. Cell Genet., 6.132 - 134 (1994)] boli mapované fluorescent-
nou hybridizaciou in situ (FISH) do pol6h 7¢31.3 a 7q32, nachadza sa Tudsky OB gén cytogeneticky naj-
pravdepodobnejsie v blizkosti medzi 7q31.3-g32.

Mapovanie I'udského OB génu na I'udskom chromozéme 7

STS (sWSS2619) amplifikujici maly segment 3'nepreloZenej oblasti OB génu bol pouity na prehl'adanie
siboru YAC klonov, vysoko obohatenych DNA T'udského chromozému 7 [Green ef al., 1995a, Genomics 25:
170 - 183] a bolo vyndjdenych 9 oblasti YAC (yWSS691, yWSS1332, yWSS1998, yWSS2087, yWSS3319,
yWSS83512, yWSS4875, yWSS4970 a yWSS5004). Na overenie, ¢i tieto YAC obsahujt autenticky Pudsky
OB gén, boli vykonané dva dodatoéné pokusy. V prvom bol kazdy YAC testovany druhym PCR testom Spe-
cifickym k Tudskému OB a pri vietkych YAC bol vysledok pozitivny (tidaje neuvedené). V druhom teste boli
kvasinkové DNA z kazdého klonu §tiepené EcoRI a analyzované gél-transferovou hybridizaciou s vyuZitim
proby odvodenej od cDNA z Tudského OB. Vo vietkych pripadoch bol pozorovany jednotny hybridizaény
pas; a tento pas mal rovnaki velkost v klonoch YAC i klonoch P1, o ktorych je zname, e obsahuji Pudsky
OB gén (udaje neuvedeng).

Pomocou pocitaového programu SEGMAP [Green ef al., PCR Methods Applic, 1991; Green et al., Ge-
nomics, 11: 548 - 564 (1991)] a dalsich suborov dat obsahujucich oblasti STS vychadzajticich z YAC, ktoré
boli vytvorené pre chromozém 7 [Green ef al., Genomics, 11: 548 - 564 (1991); Green et al., Hum. Mol. Ge-
net., 3: 489 - 501 (1994); Green et al., Genomics, 25: 170 - 183 (1995)] bolo potvrdené, ze Pudsky OB gén je
obsiahnuty v sade YAC (obr. 35). Konkrétne tato sada obsahuje 43 presahujicich oblasti YAC a 19 $pecific-
ky usporiadanych oblasti STS. Podrobnosti tykajice sa kazdej z 19 oblasti STS st uvedené v tabulke 3. Ok-
rem STS Specifickych k OB, sada dalej obsahuje oblast’ STS (SWSS8085) pecificku k I'udskému génu Pax4
[Tamura ef al., Cytogenet. Cell Genet., 6: 132 - 134 (1994); Stapleton et al., Nature genet. 3: 292 - 298)], se-
dem oblasti STS odvodenych od YAC $pecifickych k chromozému 7, dve oblasti STS odvodené od lambda
klonov Specifickych k chromozdému 7 a hlavne osem oblasti STS $pecifickych k mikrosatelitom. Dodatoéné
podrobné informécie o tychto 6smich genetickych markeroch, zahffiajicich sekvencie primérov pouzivanych
na analyzu genotypu, si uvedené v tabulke 2. Podstatné je, Ze STS oblasti sady st vyznamne prepojené ob-
lastami YAC (napr. kaZzda susedna dvojica oblasti STS je spojena dvoma alebo viacerymi oblastami YAC),
¢o déveryhodne predstavuje relativne poradové usporiadanie oblasti STS, ako je uvedené na obr. 35.

Podla obr. 35 je predpokladand orienticia sady YAC obsahujuci T'udsky OB taka, Ze najviac centromerné
STS je SWSS1734 (t. j. najbliziie k CFTR), zatial’ Co najviac telomerné STS je SWSS2367 (t. j. najblizsie k
CPA). Této orientacia vychidza prevazne z udajov porovnivacieho mapovania, podla ktorého Pax4 pred-
chadza OB v rdmci syntetického bloku v mySacej aj ludskej DNA [Zhang er al.. Nature, 372: 425 - 432
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(1994)]. Podra umiestnenia oblasti STS (SWSS2619) Specifickej k OB sa OB gén nachadza v blizkosti telo-
merného konca sady.

Sada uvedena na obr. 35 bola odvodena pomocou SEGMAP bez uvazovania velkosti YAC (preto st ob-
lasti STS v ekvidi§tantnych vzdialenostiach). Podobné analyza dat programom SEGMAP, ktora viak uvazo-
vala velkostou YAC naznatila, Ze celkova velkost oblasti, ktori sada pokryva, presahuje 2 Mb (iidaje ne-
uvedené). TakZe zatial’ vietkych osem oblasti STS Specifickych k mikrosatelitom (tabulka 4) je obsiahnutych
v genémovom intervale zhruba 2 Mb, tri STS najbliZ§ie telomernému koncu sady (SWSS1392, SWSS1148 a
SWSS2367) sa velmi bliZia k samotnému OB génu (pravdepodobne v rdmci intervalu 500 kb). Vetky tri po-
sledne menované oblasti STS st obsiahnuté v jednej oblasti YAC obsahujiici l'udsky OB. Odhaduje sa, Ze in-
terval medzi STS Pudského Pax4 (sWSS808) a STS OB (sWSS2619) je asi 400kb, zatial kym u my3i sa tato
oblast odhaduje na 1Mb [Zhang et al., Nature, 372: 425 - 432 (1994)]. Na zaver boli rovnako analyzované tri
oblasti YAC zo sady (yWSS691, yWSS999 a yWSS2935) postupom FISH a bolo zistené, Ze vietky hybridi-
zujii vyluéne s 7q31.3. Jedna z tychto oblasti YAC (yWSS691) obsahuje STS Specificki k OB, druhé dva
klony obsahuju STS $pecifické k Pax4.

Tieto vysledky st v stlade s predchédzajicim cytogenetickym priradenim l'udského Pax4 do oblasti 732
[Tamura et al., Cytogenet. Cell Genet., 6: 132 - 134 (1994)]. Podl'a tychto vysledkov sa dé priradit’ ludsky
OB do cytogenetického pasu 7q31.3.

Priklad 11:
Ludsky OB polypeptid je biologicky aktivny v mySiach

V skupinach 10 my3i OB/OB bol aplikovany i. p. injekciou 10 pg/g/desi rekombinantnou (bakterialnou)
T'udskou a my$acou OBa fyziologicky roztok. Po §tyroch diioch dolo v skupine dostavajicej fyziologicky
roztok k prirastku hmotnosti 0,3 g. V skupine s aplikovanym my3acim OB doglo k ibytku hmotnosti 3,2 g a
v skupine s 'udskym OB doslo k tbytku 2 g (p.<0,01 oproti kontrolnej skupine s fyziologickym roztokom).
V skupinich my3i bol sledovany rovnako prijem potravy. Udaje o prijme potravy st uvedené v tabulke 5;
udaje o telesnej hmotnosti v tabulke 6.

Tabulka 5
Denny prijem potravy (g) u pokusnych my3i OB/OB (hodnota + §tand. odch.)
dni
aplikacia o] 1 2 3 4 5 6 7
fyz. 13,4{ 12,8 12,8] 13,1| 14,0| 12.3}|12,4 8,3
roztok + 2,6
my3. OB 14,9 3,7 4,4 5,1 8,9 8,1 8,7 3,5
Iudské OB 14,3 10,3} 8,7 7.0 8,9 5,3 3,8 [13,0
Tabulka 6
Telesnd hmotnost a jej zmena u pokusnych my$i OB/OB (hodnota + Stand. odch.
aplikacia|hmotnost|hmotnost|zmena ¥ |hmotnost|zmena %
deii 0 deil 4 defi 0-4 jden 6 defi 0-6
fyz.roz. [39,9+1,8|40,7¢1,6| 0,8%0,5|41,1+2,2| 1,2%1,1
my3aci OB{39,5+2,1{36,2%2,0{-3,3+1,2{36,3%2,2|-3,1%+1,2
fudsky OB|39,5%+2,0(37,6%+1,7{~2,0%1,0{36,1%1,3}{-3,5%1,3

Udaje potvrdzuju biologicku aktivitu T'udského OB v mySiach.

Priklad 12:

Vysoka davka OB pOsobi na mysi divokého typu

Divokym my3iam (C57B16J+/?) bol aplikovany i. p. rekombinantny my3aci OB v davke 10 pg/g/deti a

telesna hmotnost bola sledovana kazdé Styri dni. Vysledky si uvedené v tabul’ke?7.
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Tabulka 7
Telesna hmotnost’ (g) norméalnych mysi pri aplikacii OB
aplikdcia |hmotnost|hmotnost|hmotnost|hmotnost|hmotnost
defi 0 def 4 defi 8 ded 12 defi 16
fyz. roz. |22,6%1,4]22,241,2|22,5+1,3 23 22,5
my3ac{ OB |22,4%+1,5|20,641,5/20,8%1,3 20,8 21,8

Udaje dokladaji, Ze OB posobi na telesni hmotnost divokych mysi podobne ako na hmotnost mysi
OB/0B, ale v men3om rozsahu.

Priklad 13:
OB polypeptid podvany kontinualne infiznou pumpou

Tento priklad ukazuje, Ze kontinudlna infiizia OB polypeptidu vedie k #bytku hmotnosti u normalnych
my3i. Normélne (neobézne) mysi dostavali mysaci OB polypeptid infiznou osmotickou pumpou. Davka 0,5
mg proteinu na 1 kg telesnej hmotnosti vyvolala ubytok 4,62 % (+/- 1,34 %) od zakladne; hmotnostne;j linie,
Siesty defi od zaciatku infuzie.

Materiély a postupy
Zvierata

Boli pouzité divé mysi (+/+) C57B16. My3i boli umiestnené po jednej v klietkach a chované v priazni-
vych podmienkach. Na zaciatku pokusu boli mysi 8 tyzdiiov staré a ich hmotnost’ bola stabilna. Jednotlivé
testy boli vykondvané na desiatich mySiach (nosi¢ vs. protein).

Krmenie a meranie hmotnosti

Mysi boli kimené rozomletou potravou pre hlodavee (PMI Feeds, Inc.) v kfmidlach na praskovu potravu
(Allentown Caging and Equipment), ¢o dovoluje presnejsie a citlivejiie meranie prijimania potravy, nez zvy-
¢ajna potrava v blokoch. Hmotnost' bola merané kazdy deti v rovnaky Gas (14:00), podas 6 dni. Telesna
hmotnost v deti pred zaciatkom infiizie bola zvolend za zikladnii hmotnostnt trovett.

Klonovanie my$i OB DNA

Postup klonovania mys$i OB DNA do expresného hostitel'a £. coli: sekvencia DNA odvodena od publiko-
vanej peptidovej sekvencie [Zhang er al., Nature, 372: 425 - 432 (1994), Priklad 1] bola reverzne prepisana
pri vyuZiti optimalnych kodénov E. coli. Terminalnymi klonovacimi miestami boli Xbal a# BamHI. Pred ké-
dujucu oblast’ bola zaradena sekvencia zosiliiujiica ribozomélnu vizbu a silné vizbové miesto pre ribozém.
Sekvencia duplexu DNA bola syntetizovana tandardnymi postupmi. Spravne klony boli potvrdené expresiou
rekombinantného proteinu a pritomnostou spravnej sekvencie OB DNA v rezidentnom plazmide. Aminoky-
selinova sekvencia a sekvencia DNA:

Rekombinantnd my3acia met OB (dvojvlaknové) DNA a aminokyselinova sekvencia (SEQ ID &. 94 a 95):

TCTAGATT TGAGT T T TAACT T TTAGAAGGAGGAATAACATATGG TACCGATCCAGAAAGT

9 e mmeea e D B R +em e e~ - - mmm .- €8

AGATCTAAACTCAAAAT TGAAAATC T TCCTCCT TATTGTATACCATGGC TAGGTCTTTCA
M VvV P I Q K VvV -

TCAGGACGACACCAAAACCT TAAT T RAAAACGATCG T TACGCG TATTAAC GACATCAGTCA
69 ~+----e-an-o et e aa P B T T T P ==

AGTCCTGCT GA AATT T IGCTAGCAATGCEOATAGT TGO TG TAGTCRGT

Q » p * K T L r K T ¥ v T R I ¥ D I S H -

CACCCAGTCGGTCTCCGO TAARACAGCGTG T TACCGE TCTITGEGACT ICATCCCGGGTCTGOA
129 s e m e .- - PP e rm e e . ——— - - - ———— 188

GIGEETCAGCOAG A GG G AT T TG TOGLACA A TGEGCCAGRCETGAAGTAGECI Y AGACST

T Q §S vV § A K Q R VvV T 6 L. D F T P GG L H -

CCCGATCCTAAGC T IGTCCARAATGGACCAGACCCTGGCTG TATACCAGCAGG TG T TAALC
189 -4+----=-=-~~o . — - - .- .- .- —-—-—- .- - - ————— 248

GGGC T AGGAT TCGAACAGG TT T TACCTGGTCIGGGACCGACATATGGTCG TCCACAATTG
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P I L S L $§$ X M D Q TUL AUV YQQVLT -

CTCCCTGCCGTCCCAGAACGTTCTTCAGATCGCTAACGACCTCGAGAACCTTCGCGACCT
249 ~¥-ccemce~a R R R tmmeneana- P P 348

GAGGGACGGCAGGGTCTTGCAAGAAGTCTAGCGATTGCTGGAGCTCTTGGAAGCGCTGGA

S L P §$ Q N V L Q I AR N D L E N L R D L -

GCTGCACCTGCTGGCATTCTCCAARTCCTGCTCCCTGCCGCAGACCTCAGGTCTTCAGAA
309 -+--cemanann P $emmmeemm R R R L R 368
CGACGTGGACGACCGTAAGAGGTTTAGGACGAGGGACGGCGTCTGGAGTCCAGAAGTCTT

L H L L A F S K S CSL P QT S GL Q K -

ACCGGAATCCCTGGACGGGGTCCTGGAAGCATCCCTGTACAGCACCGAAGTIGTTGCTCT
369 -~+--cenaceoan D B R R Fmmmmmem o R 428
TGGCCTTAGGGACCTGCCCCAGGACCTTCGTAGGGACATGTCGTGGCTTCAACAARCGAGRA *

P 8 S LD G VL EA S L Y S TE V V A L -

GTCCCGTCITGCAGGGTT CCCI'TCAGGACATCCITCAGCRGCI‘GGJ\CGTITCTCCGGM’IG
429 -+--c-maens R R R $oemmeee dmm e eam e eean B 488
CAGGGCAGACGTCCCARAGGGAAGT! CCMGGAAGFCGTCGACCI'GCAAAGRGG\.CYMC

S R L Q 6 § L QDI LQQ@LDV S P E C -

TTAATGGATCC
489 -+------cu-
AATTACCTAGG

Expresny vektor a hostitel'sky kmen

Na produkciu proteinu bol pouZity plazmidovy expresny vektor pPCFM1656, American Type Culture Col-
lection (ATCC), prirastkové &. 69576. Uvedena DNA bola ligovana do expresného vektora pCFM1656 linea-
rizovaného Xbal a SamHI a tento vektor bol pouzity na transformaciu hostiteI'ského kmefla E. coli, FMS3.
Bunky E. coli FMS boli odvodené v Amgen Inc. Thousand Oaks, CA z kmefia E. coli K-12 [Bachmann et al.,
Bacteriol. Rev., 40: 116 - 167 (1976)] a obsahuju integrovany lambda fagovy represor génu clgs; [Sussman et
al, C. R. Acad. Sci., 254: 1517 - 1579 (1962)]. Priprava vektora, transformacia buniek a selekcia koldnii boli
vykonané $tandardnymi postupmi, (napr. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.
vyd., Cold Spring- Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989)]. HostiteI'ské bunky bo-
li pestované v LB médiu.

Podavanie proteinu alebo nosica

V predkladanych experimentoch bol pouzivany rekombinantny my3aci OB polypeptid obycajne v kon-
centracii 0,9 mg/ml vo fosfatom pufrovanom fyziologickom roztoku, pH 7,4. Aminokyselinové sekvencie (a
sekvencie DNA) sii uvedené skér. Protein alebo nosié (fosfatom pufrovany fyziologicky roztok, pH 7,4) boli
podavané infiizne osmotickou pumpou. Kazdej pokusnej my3i bola voperovana osmoticka minipumpa Alzet
(Alza, Palo, Alto, Ca, model & 1007D) do podkozného vrecka v podlopatkovej oblasti. Pumpy boli nastavené
na podavanie 0,5 mg proteinu na kg telesnej hmotnosti a defi. Kontrolnym zvieratém bol infiizne podévany
fosfatom pufrovany fyziologicky roztok (pH 7,4) rovnako osmotickou pumpou Alzet.

Fermentacia
Protein bol pripravovany trojstupiiovou fermenticiou postupom ,,feed-batch®. ZloZenie medii je uvedené
dalej.

Jedna davka

Dusik a zdroj fosfatu boli sterilizované (zvySenim teploty na 122 °C, 35 min., 18 - 20 psi) vo fermentac-
nom tanku (Biolafitte, objem 12 ). Po ochladeni boli asepticky pridané zdroje uhlika, hor¢ika, vitaminov a
stopovych kovov. Dalej boli do fermentadného zariadenia pridané Sestnasthodinova kultiira baktérii produku-
jucich mySaci rekombinantny protein v mnoZstve 500 ml (pestované v LB médiu).
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Dodanie substratu 1.

Po dosiahnuti 4,0 - 6,0 O.D.gp bol do kultiva¢nej zmesi pridany substrat I. Glukéza bola pridavand ob-
medzene tak, aby bola riadena rychlost’ rastu (u). Na dod4vanie bol vyuZity automatizovany systém (Distri-
butive Control System) naprogramovany na rychlost rastu 0,15 generécie za hodinu.

Dodanie substratu II

Po dosiahnuti 30 O.D.g bola pomaly zvyiend teplota na 42 °C a zatalo dodavanie substrétu II (uvedené
nizsie). Fermentada d'alej pokracovala 10 hodin, kazdé 2 hodiny bola odohrana vzorka. Po 10 hodinéch bol
obsah fermentacného tanku ochladeny pod 20 °C a centrifugovany.

ZloZenie média:

Davka 10 g/l kvasinkovy extrakt
5,25 g/ (NH4),S0,
3,5¢g/1 K,HPO,
4,0 g/l KH,PO,
5,0g/ glukoza
1,0 g/1 MgS0,.7H,0
2,0 ml1 vitaminovy roztok
2,0ml/1 roztok stopovych kovov
1,0 ml/1 protipeniva prisada P2000
Substrét I: 50 g/l Bacto-tryptén
50 g/l kvasinkovy extrakt
450 g/l glukdza
10 ml/1 vitaminovy roztok
10 ml/l roztok stopovych kovov
Substrat II: 200 g/1 Bacto-trypton
100 g/1 kvasinkovy extrakt
110 g/l glukéza

Vitaminovy roztok (Davka, Substrat I):
0,5 g biotinu, 0,4 g kyseliny listovej a 4,2 g riboflavinu bolo rozpustené v 450 ml H,O a 3 ml 10 N NaOH
a roztok bol doplneny vodou na 500 ml. 14 g pyridoxin-HCl a 61 g niacinu bolo rozpustenych v 150 ml 10 N
NaOH a roztok bol doplneny vodou na 250 ml. 54 g kyseliny pantoténovej bolo rozpustené v 200 ml vody a
doplnené vodou na 250 ml. Tieto tri roztoky boli zmieSané a doplnené na celkovy objem 10 1.
Roztok stopovych kovov (Davka, Substrat I):
chlorid Zelezity (FeCl;.6H,0): 27 g/l
chlorid zino¢naty (ZnCl,.4H,0): 2 g/l
chlorid kobaltnaty (CoCl,.6H,0): 2g/1
molybdénan sodny (NaMo0Q,4.2H,0): 2 g/l
chlorid vapenaty (CaCl,.2H,0): 1 g/l
siran med'naty (CuSO,4.5H,0): 1,9 g/l
kyselina borita (H;BO;): 0,5 g/l
chlorid manganaty (MnCl,.4H,0): 1,6 g/l
citrat sodny dihydrat: 73,5 g/l

Purifikdcia mySaciecho OB polypeptidu

Purifikacia bola uskutocnena v nasledujuicich krokoch (pri 4 °C, pokial nie je uvedené inak):
1. Bunkova pasta. Pasta buniek £. Coli bola suspendovana v 5 objemoch 7 mmol.I"' EDTA, pH 7,0. Bunkova
suspenzia v EDTA bola eSte d'alej zjemnena dvoma priechodmi mikrofluidiza¢nym zariadenim. Rozrugené
bunky boli centrifugované pri 4200 ot./min., 1 hodinu v centrifiige Beckman JB-6 s rotorom J5-4,2.
2. Prvé premytie bunkovych tiel: Supernatant z centrifugécie bol odstréneny, peleta resuspendovana v 5 ob-
jemoch 7 mmol.I" EDTA, pH 7,0 a suspenzia homogenizovana. Vzniknuts zmes bola centrifugovana ako v
kroku 1.
3. Druhé premytie bunkovych tiel: Supernatant z centrifugacie kroku 2 bol odstraneny, peleta resuspendova-
na v 10 objemoch 20 mmol.I"! Tris, pH 8,5 10 mmol.I* DTT, 2 1 % deoxycholatu a suspenzia homogenizo-
vana. Vzniknuta zmes bola centrifugovana ako v kroku 1.
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4. Tretie premytie bunkovych tiel: Supernatant z centrifugacie kroku 3 bol odstraneny, peleta resuspendovana
v 10 objemoch destilovanej vody a suspenzia homogenizovana. Vzniknuts zmes bola centrifugovana ako v
kroku 1.

5. Usporiadanie priestorove;j §truktiry peptidu: Peleta bola suspendovana v 15 objemoch 10 mmol.I'" HEPES,
pH 8,5, 1 % sarkozinu (N-laurisarkozin) pri laboratémej teplote. Po 60 min. bol do roztoku pridany siran
med'naty na koncentraciu 60 mmol.I" a zmes bola mie§ana cez noc.

Odstranenie sarkozinu. Zmes z kroku 5 bola zrieden4 5 objemami 10 mmol.I"' Tris, pH 7,5 a centrifugovana
ako v kroku 1. Supernatant bol odobrany a mie$any 1 hodinu s Dowexom 1-X4, 20 - 50 mesh, v chloridovej
forme (mnoZstvo 0,066 % objemovych vzhladom k celkovému mnoZstvu zriedenej zmesi kroku 6). Zmes s
Dowexom bola nanesen na kolénu a eluat odobraty. Odstranenie sarkozinu bolo potvrdené HPLC.

7. Kyslé zrazanie. PH eluat z predchadzajiiceho kroku bol upraveny na hodnotu 5,5 a eluat inkubovany pri
laboratérnej teplote 30 min. Vzniknuta zmes bola centrifugované ako v kroku 1.

8. Chromatografia v katexe. PH supernatantu z predchadzajuceho kroku bolo upravené na hodnotu 4,2 a roz-
tok naneseny na koldnu rychlo te¢icej CM Sefarézy. Kolona bola eluovana dvadsiatimi objemami stipca,
gradientom 0 az 1,0 mol.I'" NaCl v 20 mmol.I"’ NaOAc, pH 4,2.

9. HIC chromatografie. Spojené frakcie obsahujice produkt po chromatografii na CM Sefaréze (podla UV
analyzy) z predchadzajiceho stupfia boli adjustované na koncentréciu 0,2 mol 1" siranu aménneho. Bol vy-
konany reverzny solny gradient s 20 objemami kolény od 0,4 do 0 mol.I" siranu aménneho v 5 mmol.1”
NaOAc, pH 4,2. Tento material bol koncentrovany a diafiltrovany do PBS.

Vysledky
V tabulke st uvedené hmotnostné rozdiely (%) od zakladnej linie u osemtyzdiiovych mysi C547B16]:

TabuTka 8
Ubytok hmotnosti pri kontinuélnej inflizii

Dni nosil (PBS) rekombinantny OB

polypeptid
1 -2 3,24 + 1,13 1,68 1,4
3 -4 4,3 % 0,97 -2,12 0,79
5-6 4,64 + 0,96 -4,62 t1,3

Ako je zrejmé, na konci 6. dfia inflizneho rezimu doglo u zvierat po aplikacii OB proteinu k ibytku hmot-
nosti cez 4 % hmotn. oproti zakladne;j linii. To je podstatne rychlejsi ubytok hmotnosti v porovnani s i. p. in-
jekénou aplikaciou. Na konci 32 denného injekéného obdobia doslo ku 2,6 - 3,0 % tbytku hmotnosti u divo-
kych (oby&ajnychy mysi, ktoré dostavali denne i. p. injekciu rekombinantného OB my3acieho polypeptidu v
davke 10 mg/kg. Hmotnostny ubytok presahujuce 4 % nebol v priebehu pokusu dosiahnuty (idaje neuvede-
né). Z predloZenych udajov vyplyva, Ze postup kontinudlnej infizie vedie pri 20-ndsobne niZ8ej davke (0,5
mg/kg oproti 10 mg/kg) k vyssiemu ubytku hmotnosti v kratSom ¢ase.

Vysledky su §tatisticky vyznamné, t. j. -4,62 % p<0,0001.

Priklad 14:
Klonovanie a expresia rekombinantného analégu I'udského OB polypeptidu
Tento priklad poskytuje pripravky a postupy pripravy rekombinantného analégu l'udského OB polypetidu.
Ludska verzia OB DNA bola konstruovana z mySacej OB DNA, ako je uvedené v priklade 13, nahrade-
nim oblasti medzi miestami M/ul BamHI duplexom DNA (pripravenym zo syntetickych oligonukleotidov). V
duplexe bolo vykonanych 20 kodénovych substiticii. Nezmenené ostali kodény pre arginin v polohe 35 my-
$acieho maturovaného peptidu a leucin v polohe 74 mySacieho maturovaného peptidu. Takto upravena DNA
bola inzertovana do vektora pCFM 1656 (ATCC prirastkovej &. 69576) rovnakym sposobom ako v priklade
my$acieho rekombinantného proteinu.
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Rekombinantna l'udska met OB (dvojvliknova) DNA a aminokyselinova sekvencia (SEQID ¢&. 96 a 97):
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301
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421

TA T’GG"'AC CGATCCAGAAAGTTCAGGACGACACCARAACCTTAATTAAAACGATCGTT
G*A"ACQmmAGmmmcmmmnm"mmmw
M VP I Q KV QDDTI KTTULTIZ KTTIUV
ACGCGTATCAACGACATCAGTCACACCCAGTCGGTGAGCTCTAAACAGCGTGTTACAGGT
TG GCATAG T TGO IO TAGTCAG T O TAGC AT AT T IO TS AT s

TRINDTISHTQS VS S X QRUVTG
CTGGACTTCATCCCGGGTCTGCACCCGATCCTGACCTTGTCCAAAASGGACCAGACCCTG
LDFIPGTILHZPILTLSJIKUEDOQTHL
GCTGIAIACCAGCAGATCTTAACCTCCATGCCGTCCCGIAACGTTCTTCAGRTCTCIAAC
AVY QQIULTS SH¥¥?PSRNUVTLOQTISN
GACCTCGAGAACCI'I‘CGCGACCrGC'I’GCACG'rGCTGGCMTCfCCAAATCC'IGCCACCIG
mmsmc&cm&cmcm&mmcmc
D LENLUPRDTLTUILEHETYLATFSTZ KT STCHL

CCATGGGCITCAGGTCTTGRGACTCTGGACYCICFGGGCGGGGYCCTGGMGCATCCGGT

------------------------------------ D R TR T Sy
G3 TACCCGAAGTCCAGAACTCTGAGACCTGAGAGACCCGCCCCAGGACCITCGH\GGCCR
P ¥ A S GLETTULDSULGGV VL ERMSG

TACAGCACCGAAGT TG TTGCTCTGTCCCGTCIGCAGGGTTCCCTTCAGGACATGCTTTGG

......... L R e R DD DT DR S P SIS

ATGTCGTGGCTTCAACAACGAGACAGGGCAGACGTCCCAAGGGARGTCCTGTACGAARCC

YSTEVYVYALSRLOQGS STLOQDHMKTLHW
CAGCTGGACCTGTCTCCGGGTTGTTRATGGATCC

--------- #eeemmmeeegeccoccccogenna 454
GTCGACCTGGACAGAGGCCCAACAATTACCTAGG

QLDLS PG C

Fermentacia

Fermenticia hostiteI'skych bunick prudukujicich rekombinantny l'udsky OB polypeptid bola vykonana za
rovnakych podmienok, ako je uvedené pre rekombinantny my3aci polypeptid. Bakteridlna expresia bola ana-
lyzovana na zéklade vytazku (g/l) rekombinantného 'udského OB proteinu (s minoritnym mnozstvom bakte-
ridlnych proteinov), pred purifikaciou:
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Tabulka 9
Analyza expresie l'udského OB polypeptidu
Doba oD vitaZok Expresia
600 nm (g/1) (ng/0D.1)
Ind. + 2 h 47 1,91 41
Ind. + 4 h 79 9,48 120
Ind. + 6 h 95 13,01 137
Ind. + 8 h 94 13,24 141
Ind. + 10 h 98 14,65 149

Skratky: Ind. + _h si hodiny po indukcii expresie proteinu podla prikladu 13 pre rekombinantny my3aci
material s pCFM1656; O. D.: optick4 hustota zmerand na spektrofotometri; mg/O. D.* 1: vyraz v jednotkach
mg proteinu na O. D. a liter.

Purifikdcia rekombinantného Tudského OB polypeptidu

Rekombinantny ludsky protein bol purifikovany rovnakymi postupmi ako rekombinantny my3aci protein,
ako je uvedené v priklade 13. Pri preparacii I'ndského rekombinantného OB polypeptidu bol uskutocneny
krok 8 adjustaciou pH supernatantu z kroku 7 na pH 5,0 a nanesenim tohto roztoku na kolonu rychlo tecuceJ
CM Sefarézy. Elicia bola vykonana 20 objemami kolony gradientom 0 aZ 0,5 mol.I'"' NaCl v 20 mmol.l-'
NaOAc, pH 5,5. V kroku 9 boli chromatografické frakcie s produktom zriedené 4 objemami vody a pH ad-
_]ustovane na 7,5. Tato zmes bola adjustovana na koncentraciu 0, 7 mol.I'' siranu aménneho. Bol vykonany re-
verzny solny gradient s 20 objemami kolény od 0,2 do 0 mol.lI" siranu aménneho v 5 mmol.lI" NaOAc, pH
5,5. Ostatné kroky boli zhodné.

Priklad 15:
Stidia odpovede organizmu na davku

V daliej $tudii bola pozorovana zavislost' odpovede od davky OB proteinu pri kontinudlnom podavani.
Divoké mysi (neobézne, mysi CD-1, hmotnost’ 35-40 g) dostavali rekombinantny my3aci OB protein podla
prikladu 12 a 13. Vysledky st uvedené v tabul’ke 10 (ibytok hmotnosti v % oproti zdkladnej linii, merané
uvedenym spdsobom):

Tabulka 10
Odpoved na davku pri kontinualnom podavani
Davka Dni Ubytok telesnej
hmotnosti v (%]
0,03 mg/kg/ded 2 3,5 %
1 ng/kg/deil 2 7,5 %
1 mg/kg/deld 4 14 %

Ako je zrejmé, zvySenie davky z 0,03 mg/kg/deil na 1 mg/kg/den vyvolalo zvySenie hmotnostného ibytku
23,5 % na 7,5 %. Rovnako stoji za poviimnutie, Ze 14. defl viedla davka 1 mg/kg/deti ku 14 % strate hmot-
nosti.

Priklad 16:
Utinok leptinu na telesnt stavbu u mysi DB/DB

Sestnastty?denné mysi C57B1/6J dostavali 5 mg/kg/deii mysacieho leptinu, nosi¢ alebo ni¢, pocas 33
dni. SedemtyZzdenné mysi OB/OB dostavali 10 mg/kg/den Tudského leptinu, mySacieho leptinu alebo nosic,
pocas 12 dni. Potom boli usmrtené, uréena celkova telesna hmotnost’, zloZenie tela, hladina inzulinu a glukd-
zy. Udaje z tohto experimentu st uvedené v tabul'ke 11.
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Telesnd hmotnost), zlozenie, hladiny inzulinu a glukézy u mysi po aplikacii leptinu

AplikaCné 16 t¥Zdenné my3i
skupina 5 mg/kg/defi leptinu
Aplikédcia mySaci leptin nosié kontrola
celkova telesni 31,90 ¢+ 2,8 64,10 t 4,5 |67,50 t+ 6,2
hmotnost
tuk celkonm 9,10 £ 1,7 38,30 + 4,0 |40,87 £ 6,1
tt+
[%] 28,40 £ 3,4 59,70 £ 2,1 |60,34 % 3,7
Stihla celkonm 6,80 £ 1,0 7,60 £ 0,4 7,73 + 0,5
hmota [%] 21,30 = 1,7 11,90 ¢ 1,2 }11,57 * 1,6
voda celkonm 16,00 £ 0,8 18,20 * 0,7 18,90 £ 1,0
[%1 50,30 + 4,2 28,40 + 1,0 (28,10 %+ 2,2
inzulin (UIU/ml) < 2,0 < 2,0 < 2,0
glukéza (mg/d4l) 170,0 % 20,9 (337,0 t 30,3 [317,5 % 51,0
Aplikaéna 7 tyZdiové my3i
skupina 10 mg/xg/defi leptinu
Aplikacia Iudsky leptin{my3aci leptin nosic¢
celkova telesni 31,00 t 1,3 33,40 t 1,3 (42,70 %t 1,5
hmotnost
tuk celkon
[%]
Stihla celkon
hmota (%]
voda celkom
(%]
inzulin (UIU/m1l) < 2,0 < 2,0 21,4
glukdza (mg/dl) [258,3 + 26,8 [320,0 + 44,0 |789,0 +152,1

ZlozZenie tela dokumentuje Ginok leptinu na tri telesné zlozky: tukovi hmotu, $tihlu hmotu a obsah vody.
Z udajov vyplyva, Ze leptin vyznamne zniZuje tukovii hmotu a mé len okrajovy udinok na §tihlu hmotu. Ten-
to okrajovy U¢inok viak nie je $tatisticky vyznamny.
Porovnavanie hladin inzulinu a glukézy u mysi po aplikacii leptinu a kontrolnej skupiny naznaduje, Ze
leptin zniZuje obsah cukru a inzulinu v krvi, &im priaznivo ovplyviiuje tieto diabetické priznaky.

Priklad 17:

Utinok vysokych davok leptinu na divoké mysi

Stihle kontrolné my$i OB/OB (C57B1/6] +/7) dostavali raz denne i. p. injekciu 10 mg/kg mySacieho lep-
tinu alebo nosi¢ (PBS). Pocas dvoch tyzdfiov bola monitorovana telesna hmotnost’ a prijem potravy. Bolo
pozorované vyznamné zniZenie prijmu potravy v prvom tyZdni. Po prvom tyZdni uZ vSak hladiny prijmu po-
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travy boli nerozligiteIné od kontrolnej skupiny. Po dvoch tyZdiioch boli zvieratéd usmrtené a urCen¢ zlozZenie
tela. Vysledky analyzy zloZenia tela st uvedené v tabulke 12. Vysledky demonstrujui zniZenie obsahu tuku u
zvierat po aplikécii leptinu oproti kontrolnej skupine, ktora dostavala PBS.

Tabulka 12
Skupina | C57B1/6J telesna tuk
hmotnost celkon [%]
protein 1 17,3 0,30 1,71 %
2 20,5 2,39 11,65 %
3 16,9 0,34 1,00 %
4 18,3 0,84 4,62 %
5 17,7 0,44 2,51 %
6 18,7 2,56 13,72 %
7 15,7 0,37 2,38 %
8 16,4 0,29 1,79 %
9 16,5 0,83 2,05 %
10 14,9
priemer 17,3 0,93 5,04 %
Stand.
odchylka 1,6 0,90 4,52 %

Tabulka 12 (pokracovanie)

Skupina | C57B1/6J telesna tuk
hmotnost celkom [%]
nosié 11 18,8 1,30 6,93 %
12 17,6 2,17 12,34 %
13 18,0 2,29 12,74 %
14 19,6 3,79 19,34 %
15 18,6 2,35 12,65 %
16 17,3 1,96 11,32 %
17 19,3 1,38 7,12 %
18 20,6 4,16 20,19 %
19 17,7 1,08 6,13 %
20 19,5
priemer 17,3 0,93 12,09 %
§tand.
odchflka 1,6 0,90 5,08 %

65



20

25

SK 287191 B6

Skupina| C57B1/6J §tihla hmota Voda
celkom [%] celkonm (%]
protein 1 5,00 12,93 % 12,00 69,36 %
2 5,41 26,40 % 12,70 61,95 %
3 4,76 28,19 % 11,80 69,82 %
4 5,16 28,17 % 12,30 67,21 %
5 4,96 28,00 % 12,30 69,49 %
6 4,84 25,86 % 11,30 60,43 %
7 4,53 28,83 % 10,80 68,79 %
8 4,51 27,48 % 11,60 70,73 %
9 4,67 28,29 % 11,00 66,67 %
10 10,40 69,80
priemer 4,87 27,79 % 11,62 67,43 %
8tand.
odchylka 0,30 1,05 % 0,74 3,52 %
nosiéd 11 5,00 26,58 % 12,50 66,49 %
12 4,53 25,58 % 10,90 61,93 %
13 4,61 25,59 % 11,10 61,67 %
14 4,61 23,52 % 11,20 57,14 %
15 4,75 25,52 % 11,50 61,83 %
16 4,54 26,25 % 10,80 62,43 %
17 5,02 26,04 % 12,60 66,84 %
18 4,94 23,98 % 11,50 55,83 %
19 4,72 26,64 % 11,90 67,23 %
20 12,30 63,08
priemer 4,75 12,09 % 11,66 62,45 %
Stand.
odchf¥lka 0,20 5,08 % 0,72 3,83 %

Druhy experiment dokumentuje i¢inok i. p. injekcie 12,5 mg/kg mySacieho leptinu pri aplikacii dvakrat
denne na divokej my$i C57B1/6J. Vplyvom polypeptidu doglo k podstatnému zniZeniu telesnej hmotnosti a
prijmu potravy. Pri tomto experimente boli zvierata chované v metabolickych komorach a kimené praskovou
diétou Purina #5001. Tato diéta sa odlifovala od predchadzajiicich pokusov, ked’ potrava obsahovala Ziviny,
tapioku a vodu. Potrava pouZita v metabolickych komorach mala vy3si obsah, ¢o vysvetluje rozdielne mnoz-
stvo spotrebovanej potravy oproti predchddzajiicim pokusom.

Nasledujiici zoznam odkazov sa tyka predkladaného opisu a najmi experimentalnych postupov a diskusii.
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Bahary et al., Molecular mapping of mouse chromosomes 4 and 6: Use of a flow-sorted Robertonian chro-
mosome (1991).

Blank et al., Mammalian Genome, 1.51 - 78 (1991).

Bogardus et al., Annals of the New York Academy of Sciences, 630: 100 - 115 (1991)

Friedman et al., Mammalian Genome, 1: 130 - 144 (1991)

Harris, FASEB J., 4.3310 - 3318 (1990).

Jacobowitz et al., N. Engl. J. Med., 315: 96 - 100 (1986).

Kessey, Obesity, str. 144 - 166, Stunkard vyd., Philadelphia W. B. Sauders Co. (1980).

Kessey et al., Ann. Rev. Psychol., 37: 109 - 133 (1986).

Liebel et al.,,,Genetic variation and nutrition in obesity: Approaches to the molecular genetics of obesity, v
Genetic Variation and Nutrition, str. 90 - 101.1, Simopoulos a Childs vyd., S. Karger, Basel (1990).

Siegel et al., Cytogenet. Cell Genet., 61(3): 184 - 185 (1992).

Tento vynalez mdZe byt’ uskutoCneny i alternativnymi postupmi bez toho, Ze by do$lo k odchyleniu od
jeho ramca ¢&i podstatnych rysov. Je preto vhodné povazovat predkladany opis vo vietkych ohl'adoch za ilu-
strativny a v Ziadnom smere neobmedzujuci rozsah vynalezu, ktory je nazna¢eny v priloZenych patentovych
narokoch. Vgetky vyznamovo ekvivalentné zmeny teda patria do rozsahu predkladaného vynélezu.

66



SK 287191 B6

V3etky price v opise su uvedené v odkazoch.

Predkladany vynalez je realizovateny podla predloZeného opisu a I'ahko pristupnych odkazov a vycho-
diskovych latok. Prihlasovatel viak ulozil 9. 7. 1995 v American Type Culture Collection, 12301 Parklaw
Drive, Rockville, MD, 20852 - 1178, U. S. A. podl'a pravidiel Budapestianskej dohody o medzinarodnom
uznani registra mikroorganizmov pre ugely patentovych pokracovani: E. coli H14 obsahujici plazmid
pETH14, pod prirastkovym ¢islom 69880; E. coli M9 obsahujuci plazmid pETM9, pod prirastkovym cislom
69879.

Priemyselna vyuZitePnost’

Predkladany vynalez prina$a modulatory telesnej hmotnosti, latky bielkovinové a nukleotidickej povahy,
vyuZitel'né na diagnostické a terapeutické ugely humanneho i veterinarneho lekarstva.

Zoznam sekvencii

{X1) OPIS SEKVENCIE: ID.¢.SEKV.:1:

GGATCCCTGC TCCAGCAGCT GCARGGTGCA AGAAGAAGRAA GATCCCAGGG AGGAAR 56
ATG TGC TGG AGA CCC CTG TGT CGG TTC CIG TGG CTT TGG TCC TAT CTG 104
Met Cys Trp Arg Pro Leu Cys Arg Phe Leu Txp Leu Trp Ser Tyr leu
1 5 10 15
TCT TAT GIT CAA GCA GTG CCT ATC CAG AAR GIC CAG GAT GAC ACC AAA 152
Ser Tyr Val Gln Ala Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr lys
20 25 30
ACC CTC ATC AAG ACC ATT GIC ACC AGG ATC AAT GAC ATT TCR CAC ACG 200
Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asu Asp Ile Ser His Thr
35 40 45
CAG TCG GTA TCC GCC ARG CAG AGG GTC ACT GGC TTG GAC TTC ATT CCT 248
Gln Ser Val Ser Ala Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro
50 55 60
GGG CTT CAC CCC ATT CTG AGT TIG TCC AAG ATG GAC CAG ACT CTG GCA 296

Gly Leu His Pro Ile Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala
65 70 75 80
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Yal

ATA
Zle

i o
-rd

Tvr

GCC
Ala

TCC
Ser

AGC
Ser

CAG GTC
Gln Val
85

T GAC
: Asp
100

Leu

ARG
Lys
115

AGC
Ser

TGC
Cys

CTG
Leu

GAT
Asp

GGC

CTC
Leu

GAG
Glu

TCC
Ser

GTC
Val

ACC
Thr

AAT

Asn

Leu

Leu

AGC
Ser

CTC
Leu

CCT
Pro
120

Glu
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ccT
Pro
30

CGA
Arg
105

GAC
Asp

CRG
Gln

ACC
Thr

GCC
Ala

TCA
Ser

TCC
Ser

CTC
Leu

AGT
Ser

CTC
Leu

Gln

CTC
Leu

GGC
Gly

TAC

AAT
Asn

CAT
His

CTG
Leu
125

TCC
Ser

GTG
Val

Leu
110

ChG
Gln

ACA
Thr

Leu

35

Leu

Lys

Glu

Gln

GCC
Ala

CCA
Pro

GTG

130

GTG
val
145

GCT
Ala

GAT

Leu Asp

ATCATGTAGA
ACACATCCAT
CAATGCTTIGA
AGGGGACTCT
TCCCACCTGC
GGTGAGGTAG
GGCTGCATCC
TTATTCIGCA
GGGTCAGCCA
CCCGAGGCAA
TCTATGCAGG
ACTCTRTCCA
AGCAGATGAA
TTAGAGGGAG
TCTGARAGGE

ACAAAGGAGT

TTG
Leu

GTT
Val

Gly

AGC
Ser

AGG
Arg

Leu

135

CAG
Gln

GGC
Gly

150

AGC
Ser

ccT
Pro
165
GGGAAGAAAC
CATTCATTTC
CTCAAGTTAT
CACCTAGTTC
TCCGGGTACA
GGATGGGTAG
ACACACAGCT
TTCTATITIG
GGATGAGGAA
ACCTAATTTT
TAGCGCTCAA
AACACGTTTG
TTTTGTCARG
.
GGTGAAGGAT
TGAGGCATTT

TGACTCTTTC

Glu

TGC
Cys ~

CTTGGCTTCC
TCTCCCTICCT
CCACACARCT
TTCAGCAAGT
TGTTCCTCCG
AGCCTTTGGS
GGAAACTCCC
GATGGATCTG
GGCTCCTGGE
TGAGTGACTG
GATTGACCTC
CAGCGGCATT
TGTAATATGT
CCGGAAGTGT
TCTTACCTCT

CGGARCATTT

TCT
Ser

CAG
Gln
155

Leu

AGGGGTCTTC

GTAGACCACC

TCATGAGCAC

AGAGATAAGR

TGGGTACACG

CTGTCTCAGA

AAGCAGCACRA

ARGCAAGGCA

GTGCTIGCTTT

GAAGGAAGGT

TGGTGACTGG

GCCGGGAGCA

ATCTATGTGC

TCTCTGAARTT

GTGGCCACAT

GGAGTGTACC

68

Tyr
140

GAC
Asp

ATT
Ile

AGGAGARGRG

CRTCCAAAGG

ARGGAGGGGC

GCCATCCCAT

CTTCGCTGCG

GTCTTTGGGA

CGATGGAAGC

TCAGCTTTTT

CAATCCTATT

TGGGATCTTC

TTTIGTTTICT

TAGGCTAGGT

ACCTGAGGGT

ACATRTGTGT

AGTGTGGCTT

AGGCACCCTT

Leu

val

CAG
Gln
160

Gln

AGTTTCAAAG GCCACCAGGC TCCCAAGA

AGCCATGTGC
CATGACTCCA
CAGCCTGCAG
CCCCTCCATG
GCCCAGGAGA
GCACCGTGAA
ACTTATTTAT
CAGGCTTTIGG
GATGGGTCTG
CAAACAAGAG
ATTGTGACIG
TATTATCAAA
AGAGGATGIG
GGTAGGCTTT

I -4 &M\”‘

344

392

440

488

536

588

648

708

768

828

888

948

1008

1068

1128

1188

1248

1308

1368

1428

1488

1548
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GACAGTGAGC

CTCACAATGC

TTGGTTCATC

GGGAATGAGA

GCCAGGGCCC

CTTGGGTTTT

GAGAGGACKC

CTGTCTGGTG

TCCCTGTGGT

GAAGTACAGT

GGGGAACCCT

CACTCCTATG

TCCAAARTGC

TTTGAGTATA

ATTTATATIT

AATAACGTTG

CTCAAAAACC

AGCTTATACC

TGAAGTGTGC

GTGCTAAGAG

C CTTTOIGTTG

CCCAAGAAAA

GTTTCTTAAG

CARAGTAGAA

AATCACTTAG

CAGGCCAGGC

TCCATCACCC

TTGATGGARA

CTGTGAGCTA

TAGACCCTAC

GCTGTCITCA

GCTTGCAGTC

GTAGCACACT

TTGGGACTAG

TATARAATGA

CATAATACCG

TATGCATGAA

TTGGGGTTTT

TAAAACCATA

CCTTCCAGCC

AGGAGTTGGA
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GCATATTGCT
GGGTCCCTGG
CAGGTAGACG
CCCTGTCTCC
CAGATGGTCC
TGCCAGAATT
CTGCACCCTA
GCAATACAET
GAGAARGCTCA
TCGCGGCGGT

ACAGGTGTGA

GAGCTCAGGG

TGTAGATCTC

TTTGCATGCC

CACCCATTCT

TGAGCCCTGG

GCCCTTCGGG

TGTCACCATC

TTAAGACTGA®

CCACATACAT

GTACTCCACC

ARGAACCTGA

TATTGCATTT ACATACCGCA

GTTGACAARTA

AAGAGTTTIG

GATATCTTGG

TATAGACACT

AGACGTTTIT

GGAGCAGTTT

ATGGCAAACA

AGGTCATACC

GGTAGATTTT

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:2:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

GGACAAGGGA

GATTTTAGAG

GGATGGGGCC

GCTTGARGTG

ACAGCATGAA

GGATCTTGGG

GGCTGCAGGA

CTGTGGAGGT

GGAGGATCTG

{A) DLZKA: 168 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPOLOGIA: linedrna

(ii) TYP MOLEKULY: protein
(A} OPIS: MyXaci OB polypeptid

69

AGTGAGGGCC

CARGGTTGTC

ARTATGTGGT

GTGGGGAGTT

GCCAGCACTG

CTGGAGGATG

AAACTGGGGG

GCACAGTTTC

ATAAAAARTCA

ACAGCAGCAC

GCTGAGGGTG

TTTCAGGGCA

TRGGGGTTGA

TCTTTTCAGG

CAAGTATAAA

TAGTTTTATA

CCTGTCTACT

TITTCTGTTA

CCAGACTGGA

GAGCGGGATC

AGGGC

CCACATTTGA

CAGGGTTGAT

-

TTGTTCCAGT

CTGAGGAAGT

AACAANGGGG

GCAGATCAGT

GTGCTCAGCT

GAGGCTCATG

CGCACCGCTG

ACRGTGCCCA

CATTAGCATC

CTATCCCTTA

CATAGGTATA

CATGAAGTTC

CAGTGTTTTA

CATGCCAGCA

RAGAGATGGTT

TCCTCAGCCC

AGGTTTIGIG

1608

1668

1728

1788

1848

1908

1968

2028

2088

2148

2208

2268

2328

2388

2448

2508

2568

2628

2688

2748

2793
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(’1) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:2;

Met Cys Trp Arg Pro Leu Cys Arg Phe Leu Trp Leu Trp Ser Tyr Leu
1 5 14 15

Ser Tyr Val Gln Ala Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys
20 25 30

Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
35 40 45

Gln Ser Val Ser Ala Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro
S0 SS 60

Gly Leu His Pro Ile Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala
65 70 75 80

Val Tyr Gln Gln Val Leu Thr Ser Leu Pro Ser Gln Asn Val Leu Gln
8s 90 9s

Ile Ala Asn Asp Leu Glu Asn lLeu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala
100 105 110

Phe Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gln Thx Ser Gly Leu Gln Lys Pro
115 120 125

Glu Ser Leu Asp Gly Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val
130 135 140

Val Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Ile Leu Gln Gln
145 150 155 160

Leu Asp Val Ser Pro Glu Cys *
165

{2) INFORMACIE PRE ID..SEKV,:3:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 700 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov& kyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA
(A) OPIS: Dbudska OB cDNA, kde N predstavuje akykoIvek nukleotid

(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv} ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2DROJ:
(R) ORGANIZMUS: Ludsky

70



(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(A} NAZOV/KLUC: CDS
(B) UMIESTNENIE: 46..546

SK 287191 B6

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:3:

NNNGNNGTTG CAAGGCCCAA GARGCCCANN NTCCTGGGAA

Gly

Gln
290

Lys

TCC
Sexr

CcCC
Pro

Gln

GAC
Asp
100

Sex

Gly

AGC
Ser

Ser

ACC
Thr

GCT
Ala

ACA
Thr

TCC
Sex

ATC
Ile

ATC
Ile
85

Leu

TGC
Cys

Gly

AGG
Arg

ccr

165

CTG
Leu

GTG
Val

ATT
Ile

Lys

Leu
70

CTC
Leu

GAG
Glu

CAC
His

GTC
Val

Leu
150

Gly

TGC

ccc
Pro

GTC
val

CAG
Gln
BE)

ACC
Thx

ACC
Thr

ARC

Asn

Leu

Leu

135

Gln

Cys

Gly

ATC
Ile

ACC
Thr
40

Lys

TTA
Leu

AGT
Ser

CcTC
Leu

eleled
Pro
120

GAA
Glu

GGG
Gly

TTC
Phe

Gln
25

AGG
Arg

GTC
Val

TCC
Ser

ATG

CGG
Arg
105

GCT
Ala

TCT
Ser

Leu
10

Lys

ATC
Ile

ACC
Thr

ARG
Lys

ccr
Pro
90

GAT
Asp

GCC

Ala.

TCA
Ser

CTG
Leu

TGG
Trp

GTC
vVal

ART
Asn

GGT
Gly

ATG
Met
75

TCC
Ser

Leu

AGT
Ser

GGC
Gly

Leu

Gln

GAC
Asp

Leu
60

GAC
Asp

Axg

Leu

GGC
Gly

TAC

Tyr
140

Trp

GAT
Asp

RTT
Ile
45

GAC
Asp

CAG
Gln

ARC
Asn

CAC
His

Leu
125

TCC
Ser

CAG GAC ATG
Gln Asp Met

155

Cccc
Pro

GAC
Asp

30
TCA
Ser

TTC
Phe

Thr

Val

val
110

GAG
Glu

GGAAA ATG CAT TGG
Met His Trp

TAT

Tyx
15

ACC
Thr

CAC
His

RTT
Ile

ATC
Ile
95

Leu

ACC
Thr

ACA GAG

Thr

CIG
Leu

Glu

GG
Trp

TGAGGCCTT GARGGTCACT CTTCCTGCAA

71

1

CTT TTC TAT GTC
Leu Phe Tyr Val

AAA
Lys

ACG
Thr

cCcT
Pro

ACC
Thx

Gln

Gly
65

GCA GTC

Ala
80

Gln

GCC

Ala

Leu

Val

Gln
160

Val

ATA
Ile

TTC
Phe

GRC
Asp

val
145

Leu

Leu

TCR
Ser
50

Leu

TAC

TCC
Ser

TCT
Ser

AGC
Ser
130

GCC
Ala

GAC
Asp

GGACTNACGT

ATC
Ile

35
GIC
Val

CAC
His

Gln

ARC
Asn

ARG
Lys
115

Leu

Leu

54

102

150

198

246

294

342

390

438

486

534

585
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TAAGGGAAGS AACTCTIGGTT TCCAGGTATC TCCAGGATTG ARGAGCATTG CATGGACACC 645
CCTTATCCAG GACTCTGTCA ATTTCCCTGA CTCCTCTAAG CCACTCTTCC AAAGG 700

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:4:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 167 aminokyselin
{B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: protein
(A) OPIS: Ludsky OB polypeptid

(vi) POVODNY ZDROJ:
(R) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C&.SEKV.:4:

Met His Trp Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr lLeu
1 S 10 15

Phe Tyr Val Gln Ala Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys
20 25 30

Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
35 40 45

Gln Ser Val Ser Ser Lys Gln Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro
SQ 55 60

Gly Leu His Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala
65 70 75 80

Val Tyr Gln Gln Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln
8s sQ 9s

Ile Ser Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu lLeu His Val Leu Ala
100 105 110

'Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu
118 120 125

Asp Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val
130 135 140

Val Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln
145 150 1S5 160

Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys
165 :
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{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:5:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 166 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: lineArna

(ii) TYP MOLEKULY: protein
(A} OPIS: My3aci OB polypeptid bez Gln na pozicii 49

(vi) POVODNY ZDROJ
(A} ORGANIZMUS: MySac{

(ki) OPIS SEKVENCIE: ID.C&,SEKV.:5:

Met Cys Trp Arg Pro Leu Cys Arg Phe Leu Trp Leu Trp Ser Tyr Leu
1 5 10 15

Ser Tyr Val Gln Ala Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys
20 28 30

Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
is 40 45

Ser Val Ser Ala Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly
50 55 60

Leu His Pro Ile Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val
65 70 75 80

Tyr Gln Gln Val Leu Thr Ser Leu Pro Ser Gln Asn Val Leu Gln Ile
8s 90 95

Rla Asn Asp Leu Glu Asn Leu Axrg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe
100 105 110

Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gln Thxr Ser Gly Leu Gln Lys Pro Glu
115 120 125

Ser Leu Asp Gly Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val
‘ 130 135 140

Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Ile Leu Gln Glan Leu
145 150 155 160

Asp Val Ser Proc Glu Cys
165
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{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:6:

{1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

{A} DLZKA: 167 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPOLOGIA: line4rna

(ii) TYP MOLEKULY: protein
(A) OPIS: Ludsky OB polypeptid bez Gln na pozicii 49

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Cudsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.(.SEKV.:6:

Met His Trp Gly
1

Gln
20

Phe Tyr Val

ile
3s

Thr Leu Lys

Val
50

Ser Ser Ser

His Pro Ile

65

Gln Gln Ile

Ser Asn Asp Leu

100

Ser
115

Sexr Lys Cys

Leu
130

Sex Gly Gly

Ala
145

Leu Ser Arg

Leu Ser Pro

wn

Ala

Thr

Lys

Leu

Leu

85

Glu

His

Val

Leu

Gly
165

Leu Cys Gly

val

Pro Ile

Ile val

Gln Lys Val

55

Thr
70

Ser

Ser Met

Asn Arg

Leu Pro

Trp
120
Leu Glu
135

Ala

Gln
150

Gly Ser

Cys

Phe
Gln
25

Arg

Lys
Pro
Asp
105

Ala

Ser

74

Leu Trp Leu
10

Lys Val Gln
Ile Asn Asp
Gly Leu Asp

60

Met Asp Gln
1S

Ser Arg Asn
90

Leu Leu His

Ser Gly Leu
Gly Tyr Ser
140

Gln Asp Met
1585

Pro Tyr
15

Trp

Asp Asp

30
Ile His
45

Ser

Phe Ile Pro

Thr Leu Ala

Val Ile Gln

95
Val Leu Ala
1190
Glu Thr
125
Glu

Thr Val

Leu Trp Gln

Leu

Lys

Thr

Gly

Val

80

Ile

Phe

Asp

Val

160
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(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:7:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 175 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: line&rna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA {gentmova)
(A) OPIS: exdén 2G7

(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(Ri) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:7:

GTGCAAGAAG AAGAAGATCC CAGGGCAGGA AARTGTGCTG GAGACCCCIG TGTCGGGTCC 60

NGTGGNTTTG GTCCTATCTG TCTTATGTNC AAGCAGTGCC TATCCAGAAA GTCCAGGATG 120
ACACCARAAG CCTCATCAAG ACCATTGTCA NCAGGATCAC TGANATTICA CACACG 175

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:8:
{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 18 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleovi kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(Li) TYP MOLEKULY: DNA (primérova)
(A} OPIS: PCR 5  primér pre exén 2G7

(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv} ANTI-SENSE: NIE

(®i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:8:

CCAGGGCAGG ARAATGTG 18

{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV,:9:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 22 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
{(C) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: lineArna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: PCR 3  primér pre exén 2G7
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(1i1) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: ANO

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:9:

CATCCTGGAC TTTCTGGATA GG

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV,:10:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 23 aminokyselin

{B) TYP: aminokyselina
{D) TOPOLOGIA: lineédrna

(i1) TYP MOLEKULY: peptid
(A) OPIS: putativny N-termindlovy signalny peptid

(Xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:10:

Met Cys Trp Arg Pro Leu Cys Arxg Phe Leu Trp Leu Trp Ser Tyr Leu
1 S 10 15

Ser Tyr Val Glan Ala Val Pro
20

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:11:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 287 z&kladnych parov
{B) TYP: nukleova kyselina
(C} RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: cyklicka

{1i) TYP MOLEKULY: DNA (plazmid)
(A} OPIS: pET-15b expresny vektor

{i1i) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE
(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(A) NAZOV/KLGC: T7 promotor
(B UMIESTNENIE: 20..37
{ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:

{A) NAZOV/KEGE: lac operéator
{B) UMIESTNENIE: 39..64
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(ix}) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(R) NA20V/KLOC: CDs
{B) UMIESTNENIE: 108..243

(ir) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(A) NAZOV/KLOC: His-Tag
(B) UMIESTNENIE: 123..137

{ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(A) NAZOV/KLOC: Miesto ¥tiepenia trombinu
(B) UMIESTNENIE: 184..19¢

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:11:

AGATCTCGAT CCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGGG GAATTGTGAG CGGATAACAA

TTCCCCTCTA CAAATAATTT TGTTTAACTT TAAGARGGAG ATATACC ATG GGC AGC
Met Gly Ser
1

RAGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CIG GTG CCG CGC GGC AGC
Ser His Kis His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser
S 19 15

CAT ATG CTC GAG GAT CCC GCT GCT ARC AAA GCC CGA AAG GAA GCT GAG
His Met Leu Glu Asp Pro Ala Ala Asn Lys Ala Arg Lys Glu Ala Glu
20 25 30 35

TTG GCT GCT GCC ACC GCT GAG CAA TAR CTA G CATAACCCCT TGGGGCCTCT
Leu Ala Ala Ala Thr Ala Glu Gln ~
40

AARCGGGTCT TGAGGGGTTT TTTG

{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:12:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(R) DLZKA: 45 aminokyselin
(B} TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: linearna
(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SERV.:12:

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro
1 ) 10 15

Arg Gly Ser His Met leu Glu Asp Pro Ala Ala Asn Lys Ala Arg Lys
20 25 30

Glu Ala Glu Leu Ala Ala Ala Thr Ala Glu Gln
35 40

77

60

116

164

212

263

287
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(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:13:
{1} CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 32 z&kladnych parov
(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA ({primér)
(A} OPIS: My3ac{ 5 primér

(iii) PODMIENENOST: NIE

{iv) ANTI-SENSE: NIE

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.{.SEKV.:13:

CTTATGTTCA TATGGTGCCG ATCCAGAARG TC

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEXV,:14:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 32 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
{C) RETRZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: linearna

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(R) OPIS: MyBaci 3° primér

(i11) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: ANO

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:14:

TCCCTCTACA TATGTCTTGG GRGCCTGGTS GC

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV,:15:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 32 z&kladngch parov
{B) TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
{D}) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: Ludsky 5  primér
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(iii) PODMIENENOsST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(i) OPIS SEKVENCIE: ID.&,SEKV.:15:

TCTATGTCCA TATGGTGCCG ATCCARAAAG TC

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:16:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 32 z&kladnych parov
{B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineéarna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA {primér)
(A) OPIS: Ludsky 3° primér

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: ANO

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:16:

TTCCTTCCCR TATGGTACTC CTTGCAGGAR GA

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:17:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 11 zékladnych parov
(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) RETAZEC: dvojity
(D} TOPOLOGIA: linedrna

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(A) OPIS: Miesto naviazania akceptora v OB

(iii) PODMIENENOST: NIE

(iv) ANTI-SENSE: NIE

{ix) CHARAKTERISTICK{! ZNAK:
(A) NAZOV/KLOC: Miesto naviazania akceptora

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:17:

AGCAGTCGGT A 11
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(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:18:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLIZKA: 16 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
{D) TOPOLOGIA: neznama

(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(A) OPIS: fragment OB peptidu

(v} TYP FRAGMENTU: vnitorny

(vi) POVODNY ZDROJ:
(A} ORGANIZMUS: My3aci

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:18:

Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr
1 s 10 15

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:19:
{1i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 15 aminokyselin
(B} TYP: aminokyselina
{D}) TOPOLOGIA: neznama

(ii) TYP MOLEKULY: peptid
{A) OPIS: fragment OB peptidu

(v} TYP FRAGMENTU: vndtoray

(vi) POVODNY ZDROJ:
{R) ORGANIZMUS: My$aci

(x1) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:19:

Leu His Pro Ile Leu Sexr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala
1 S 10 15

{2) INFORMACIE PRE ID.C&.SEKV.:20:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 19 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D} TOPOLOGIA: neznama

(11} TYP MOLEKULY: peptid
(A) OPIS: fragment OB peptidu

{v) TYP FRAGMENTU: vnutorn§
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(vi} POVODNY ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: MyZaci

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:20:

Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gln Thr Ser Gly Leu Gln Lys Pro Glu
1 S 10 15

Ser Leu Asp

{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV,:21:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{R) DLZKA: 20 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: neznéma

{i1) TYP MOLEKULY: peptid
(A} OPIS: fragment OB peptidu

(v) TYP FRAGMENTU: Karboxylovy terminal

(vi) POVODNY 2ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: My3aci

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:21:

Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Ile Leu Gln Gln Leu Asp Val
1 S 10 15

Ser Pro Glu Cys
20

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:22:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 414 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: linearna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (gendmova)
(A} OPIS: Cast' ludského OB génu obsahujica nekédujticu sekvenciu
v protismere k prvém exénu, x6dujicu sekvenciu prvého
exébnu a 5  oblast prvého intrénu

(1ii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Dudsky
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(ix) CHARAKTERISTICK! ZNAK:
(A} NAZOV/KULOE: cps
{B) UMIESTNENIE: 38..181

(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(R) NAZOV/KLOC: §° oblast prvého intrénu
(B} UMIESTNENIE: 182..414

(1x) CHARAKTERISTICKY 2ZNAK:

(A) NAZOV/KLUC: 5° nekédujtca sekvencia Iudského OB génu, z ktorého

bol generovany HOB 1gF DNA primér
(B) UMIESTNENIE: 11..28

(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:

(A) NAZOV/KEOC: intrénova sekvencia Iudského OB génu, z ktorého bol

generovany HOB 1gR primér
(B) UMIESTNENIE: 241..260

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.(.SEKV.:22:

GGTTGCARGG CCCAAGAAGC CCATCCTGGG AAGGAAA ATG CAT TGG GGA ACC CIG
Met His Trp Gly Thr Leu
1 5

TGC GGA TTC TTG TGG CTT TGG CCC TAT CIT TTC TAT GTIC CAA GCT GIG
Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu Phe Tyr Val Gln Ala Val
10 15 20

CCC ATC CAA ARA GTC CAR GAT GAC ACC AAA ACC CTC ATC AAG ACA ATT

Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr Ile
25 30 35

GTC ACC AGG ATC AAT GAC ATT TCA CAC ACG GTAAGGAGAG TATGCGGGGA

Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
40 45

CARAGTAGARA CTGCAGCCAG CCCAGCACTG GCTCCTAGIG GCACTGGACC CAGATAGTCC
ARGAARCATT TATTGAACGC CTCCTGAATG CCAGGCACCT ACTGGAAGCT GRGAAGGATT

TTGGATAGCA CAGGGCTCCA CTCTTTCTGG TTGTTTCTIN TGGCCCCCTC TGCCTGCTGA

GATNCCAGGG GTTAGNGGTT CTTAATTCCT AAA

(2) INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:23:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 48 aminokyselin
{B} TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: line&rna
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(ii) TYP MOLEKULY: protein

(A) OPIS: N-termin&lova Zast Iudského OB proteinu zakédovand prvym
exénom

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:23:

Met His Trp Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu
1 S 10 15

Phe Tyr Val Gln Ala Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys
20 25 30

Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
is 40 4S

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:24:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 801 z4kladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: line&rna

{11} TYP MOLEKULY: DNA {(genémova)
(A) OPIS: Cast Yudského OB génu cbsahujica 3° oblast prvého intrénu,
kédujticu sekvenciu druhého exénu a 3° nekodujdcu
sekvenciu

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2DROJ:
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

{1x) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
(A} NAZOV/KLOC: CDS
(B} UMIESTNENIE: 291..648

(i%) CHARAKTERISTICKY ZNAK:
{A) NAZOV/KLGE: 3° oblast prvého intrénu
(B) UMIESTNENIE: 1..290

{ix) CHARAKTERISTICK? ZNAK:
(A) NAZOV/KDUC: intrénova sekvencia ludského OB génu, z ktorého
bol generovany HOB 2gF DNA primér
(B) UMIESTNENIE: 250..269

{1x) CHARAKTERISTICKY INAK:
(A) NAZOV/KLUC: 3° nekédujtca sekvencia rudského OB génu, z ktorého
bol generovany HOB 2gR primér
(B) UMIESTNENIE: 707..728
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{(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:24:

CTGGTTCTTT CAGGAAGAGG CCATGTAAGAR GAAAGGAATT

GGGAAGTGGA GGGAACGGAT - GGTGTGGGAA AAGCAGGAAT

CTTGGCAGTC ACCTGGGTGC AGGANACAAG GGCCTGAGCC

AAGGAGACAG CCCAGAGAAT GACCCTCCAT GCCCACGGGG

CGATTCCTCC CACATGCTGA GCACTTGTTC TCCCTCTTCC

GTC
Val

CAC
His

Gln
35

ARC

ARG
Lys

Leu

CTC

Leu
115

TCC
Sex

Cccc
Pro
20

CAG
Gln

GAC
Asp

AGC
Ser

Gly

AGC
Ser
100

AGC
Ser

TCC
Ser
S

ATC
Ile

ATC
Ile

CTG
Leu

TGC
Cys

GGT
Gly
85

AGG
Arg

AARA CAG RAA GTC ACC
Lys Gln Lys Val Thr
10

CTG ACC TTA TCC ARG
Leu Thr Leu Ser Lys
25

CTC ACC AGT ATG CCT
Leu Thr Ser Met Pro
40

GAG AAC CTC CGG GAT
Glu Asn Leu Arg Asp
sS

CAC TTG CCC TGG GCC
His Leu Pro Trp Ala
70

GTC CTG GAA GCT TCA
Val Leu Glu Ala Ser
30

CTG CAG GGG TCT CIG
Leu Gln Gly Ser Leu
' 105

GGT TTG GAC
Gly Leu Asp

ATG GAC CAG
Met Asp Gln

TCC AGA AARC
Ser Arg Asn
45

CTT CTIT CAC
Leu Leu His
60

AGT GGC CTG
Ser Gly Leu
75

GGC TAC TCC
Gly Tyr Ser

CAG GAC ATG
Gln Asp Met

GACCTAGGGA AAATTGGCCT
CTCGGAGACC AGCTTAGAGG
ARAGTGGTGA GGGAGGGTGG
AAGGCAGAGG GCTCTGAGAG

TCCTNCATAG CAG TCA
Gln Ser
1

TTC ATT CCT GGG CTC
Phe Ile Pro Gly Leu
15

ACA CTG GCAR GTC TAC
Thr Leu Ala Val Tyr
30

GTG ATC CARA ATA TCC
Val Ile Gln Ile Ser
50

GTG CIG GCC TTC TCT
Val Leu Ala Phe Ser
€S

GAG ACC TTG GAC AGC
Glu Thr Leu Asp Ser
80

ACA GAG GTG GTG GCC
Thr Glu Val Val Ala
95

CTG TGG CAG CIG GAC
Leu Trp Gln Leu Asp
110

CCT GGG TGC T GAGGCCTTGA AGGTCACTCT TCCTIGCAAGG ACTACGTTAA

Pro

Gly Cys

GGGARAGGAAC TCTGGCTTTC CAGGTATCTC CAGGATTGAR GAGCATTGCA TGGACACCCC

TTATCCAGGA CTCTGTCAAT TTCCCIGACT CCTCTARGCC ACTCTTCCAA AGG

84
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(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:25:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 119 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: linedrna

{ii) TYP MOLEKULY: protein ‘
(A} OPIS: C-termin&lové &ast Iudského OB proteinu zakédovana druhym

exénom

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:25:

Gln Ser Val Ser Ser Lys Gln Lys Val Thr Gly Leu Rsp Phe Ile Pro
1l 5 10 15

Gly Leu His Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala
20 25 30

Val Tyr Gln Gln Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln
35 40 4S5

Ile Ser Asn Asp Leu Glu Asn leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala
S0 SS 60

Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu
65 70 75 2 14]

Asp Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val
s 90 9s

Val Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Lleu Gln Asp Met Leu Trp Gln
100 105 110

Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys
115
(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:26:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: .8 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: neznéma
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
{v) TYP FRAGMENTU: vnutorny

{vi) POVODNY 2ZDROJ:
(A} ORGANIZMUS: kvasinky pichia
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(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:26:

Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala
1 S
{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:27:
(i} CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 4 aminokyseliny
{B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: neznama

(ii1) TYP MOLEKULY: peptid

(v) TYP FRAGMENTU: vnttorny

{vi) POVODNY ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: kvasinky pichia

(®i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:27:

Glu Ala Glu Ala
1

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:28:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 4 aminokyseliny
{B} TYP: aminokyselina
(D} TOPOLOGIA: neznama
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
{(v) TYP FRAGMENTU: vnitorny

(vi) POVODNY 2ZDROJ:
{A) ORGANIZMUS: kvasinky pichia

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:28:

Leu Glu Lys Arg
1

(2) INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:29:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 18 zAkladnych parov
{(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineérna
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(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér) )
(A) OPIS: HOB 1gF DNA primér generovany z 5 ‘nekodujtcej sekvencie icoding
ITudského OB génu
(11i) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:29:

CCCAAGAAGC CCATCCTG 18

{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:30:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 zé&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: linearna
{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: HOB 1gR DNA primér generovany z prvej intrénovej sekvencie
lTudského OB génu
{iii) PODMIENENOST: NIE

(iv) ANTI-SENSE: ANO

(8i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:30:

GACTATCIGG GTCCAGTGCC 20

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:31:
(i) CHRRAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLIKA: 20 zAkladnych pérov
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) REPAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA {primér)

(A} OPIS: HOB 2gF DNA primér generovany z prvej intrénovej sekvencie
Iudskeho OB génu

{iil) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:31:

CCACATGCTG AGCACTTGTT 20

87



SK 287191 B6

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:32:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{p) DLIKA: 22 zAkladngch parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: HOB 2gR DNA primér generovany z 3  nekédujicej sekvencie
ludského OB génu
{iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: ANO

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:32:

CTTCAATCCT GGAGATACCT GG 22

(2) INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:33:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 51 zakladnych parov
(B) TYP: nukleovd kyselina
{C) RETAZEC: dvojity
{D} TOPOLOGIA: cyklicka

(ii) TYP MOLEKULY: DNA
(R) OPIS: pPIC.9 klonovacie miesto

{iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:33:

CTCGAGARAA GAGAGGCTGA AGCTTACGTAR GAATTCCCTA GGCOGGCCGG G 51

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:34:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(R) DLIZKA: 40 zakladnych parov
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) REPAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line4rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: PCR 5" primér na zosilnenie ludskej OB cDNA sekvencie

{iii) PODMIENENOST: NIE
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(iv) ANTI-SENSE: NIE

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:34:

GTATCTCTCG AGAAAAGAGT GCCCATCCAA AAAGTCCARG 40

{2) INFORMACIE PRE ID,C.SEKV.:35:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLIKA: 31 zakladnych parov
(B) TYP: nukleovd kyselina

(c} RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineérna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: ECR 3° primér na zosilnenie ludskej OB cDNA sekvencie

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: ANO

(i) OPIS SEKVENCIE: ID.C,SEKV.:35:

GCGCGARTTC TCAGCACCCA GGGCIGAGGT € EBS

{2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:36:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 40 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line4rna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR 5° primér na zosilnenie my3acej OB cDNA sekvencie

(1ii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:36:

GTATCTCTCG AGARAAGAGT GCCTATCCAG ARAGTCCAGG 40
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(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:37:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 31 zakladnych parov
(B) TYP: nukleovA kyselina
(¢) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: PCR 3° primér na zosilnenie my¥acej OB cDNA sekvencie

(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: ANO

(8i) OPIS SEKVENCIE: ID,C.SEKV.:37:

GCGCGAATTC TCAGCATTCA GGGCTAACAT C 31

(2) INFORMACIE PRE ID.¢.SEKV.:38:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{R) DLZKA: 4 aminokyseliny
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: linearna

(11) TYP MOLEKULY: protein
(A) OPIS: tetrapeptid na N-terminali renaturalizovaného my3acieho OB
proteinu po 3tiepeni trombinu

(vi) POVODNY 2DROJ
(A) ORGANIZMUS: My3aci

(ri) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:38:

Gly Ser His Met
1

(2) INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:39:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 19 zA&kladnych parov
(B) TYP: nukleova kysgelina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)

(A) OPIS: PCR primér sWSS1734 zodpovedajici oznaZenému miestu
sekvencie

(iii) PODMIENENOST: NIE
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(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi)} POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

(®i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:3%:

CARGACAAAT GAGATARGG 15

(2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:40:
{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

(A) DLZKA: 18 zakladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

(i1} TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér swsSsS1734 zodpovedajici oznafenému miestu

sekvencie
{1ii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Fudsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.¢.SEKV.:40:

AGAGTTACAG CTTTACAG 18

2) INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:41:
(i} CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 19 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov4 kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
{A) OPIS: PCR primér sWSS494 zodpovedajici oznafenému miestu
sekvencie
{iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:41l:

CTAAACACCT TTCCATTCC 19
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2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:42:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DL2KA: 22 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleovi kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: linearna

{i1) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(R) OPIS: PCR primér swSS494 zodpovedajlici oznalenému miestu
sekvencie

(iii) PODMIENENOST: NIE

(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY 2ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID,C.SEKV.:42:

TTATATTCAC TTTTCCCCTC TC 22

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:43:

{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 z4kladnych parov
{B) TYP: nukleovAd kyselina
{¢) RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS883 zodpovedajtci oznalenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOSY: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
(R) ORGANIZMUS: Ludsky

(x1) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:43:

TGCAGTAAGC TGTGATTGAG 20

2) INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:44:

{1} CHARAKTERISTIKY SEKVENCIK:
(R} DLZKA: 20 zakladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(¢) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
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(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
{A) OPIS: PCR primér sWSS883 zodpovedajuci oznadenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:44:

GTGCAGCTIT AATTGIGAGC

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:45:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 z&kladnych parov
(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS2359 zodpovedajici oznadenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:45:

AGTGTTGTIGT TTCTCCIG 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:46:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 19 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primeér)
(A} OPIS: PCR primér sWSS2359 zodpovedajici oznalenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
(A} ORGANIZMUS: Ludsky
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{X1) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:46:

AAAGGGGATG TGATAAGTG 19

2) INFORMACIE PRE ID..SEKV.:47:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 zakladnych parov
(B) TYP: nukleova Xyselina
(C) RETPAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineadrna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA {primér)
(A} OPIS: PCR primér sWSS2336 zodpovedajGci oznalenému miestu
sekvencie
{iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi} POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:47:

GGTGTTACGT TTAGTTAC 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:48:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 zakladnjch parov
(B) TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: lineédrna
(1) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWS52336 zodpovedajlici oznaCenému miestu
gekvencie
(1i1) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY 2DROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.(,SEKV.:48:

GGAATAATGR GAGAAGATTG 20
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2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:49:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLIKA: 18 z4kladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina

{C) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: line4rna

(ii) TYP MCLEKULY: DNA (primeér)

(A) OPIS: BCR primér sWSS1218 zodpovedajuci oznadenému miestu
sekvencie

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(ki) OPIS SEKVENCIE: ID.{.SEKV.:49:

GCTCAACTGA CAGAAARC 18

2} INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:50:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 z&kladnych parov
{B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primeér)
(A} OPIS: PCR primér sWSS1218 zodpovedajici oznadenému miestu
sekvencie
{1ii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:50:

GACTATGTAA AAGAAATGCC 20

2) INFORMACIE PRE ID.C,SEKV.:51:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 zakladnych parov
(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna
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{1i) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS1402 zodpovedajtici oznadenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

{x1) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:51:

AAAGGGCTTC TAATCTAC 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:52:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 18 zA&kladnych parov
{B) TYP: nukleovA kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér swSS1402 zodpovedajici ozna&enému miestu
sekvencie

{iii) PODMIENENOST: NIE

(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

(i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:52:

CCTTCCAACT TCTTTGAC 18

2} INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:53:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 z4kladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: linearna

(i) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS999 zodpovedajiuci oznadenému miestu
sekvencie
{i1i) PODMIENENOS?: NIE
{(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky
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{xi) OPIS SEKVENCIE: ID..SEKV.:53!

TARACCCCCT TTCTGTTC 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:54:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLIKA: 19 zakladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
{¢) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS999 zodpovedajlci oznalenému miestu
sekvenclie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Dudsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.(.SEKV.:54:

TTGCATAATA GTCACACCC 19

2) INFORMACIE PRE ID.(.SEKV,:55:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZXA: 22 z4kladnych péarov
(B) TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
{A) OPIS: BCR primér sWSS1751 zodpovedajici oznaCenému miestu
gekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV,:55:

CCAAAATCAG ARTTGTCAGA AG
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2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:56:

(L) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

{ii)

(1i1)
{iv)

(vi)

(x1)

{A) DLZKA: 20 zakladnych parov
(B} TYP: nukleovA kyselina

(C) RETA2EC: jednoduchy

(D) TOPOLOGIA: line&rna

TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér swSS1751 zodpovedajlici oznaZenému miestu
sekvencie
PODMIENENOST: NIE
ANTI-SENSE: NIE

PGVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:56:

AARCCGAAGT TCAGATACAG 20

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:57:

{1} CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

(ii)

(iid)
{iv)

{vi}

(x1)

{A) DLZKA: 18 za&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina

{(C) RETAZEC: jednoduchy

{D) TOPOLOGIA: linearna

TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(R) OPIS: PCR primér sWSS1174 zodpovedajlci oznaCenému miestu
sekvencie
PODMIENENOS?: NIE

ANTI-SENSE: NIE

POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Dudsky

OPIS SEKVENCIE: ID.C,SEKV.:57:

AATRTCTGAC ATTGGCAC 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:58:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

(A} DLZKA: 18 z4akladnych parov
(B} TYP: nukleovi kyselina

{C) RETAZEC: jednoduchy

{D) TOPCLOGIA: line&rna
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(i1) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
{A) OPIS: PCR primér sWSS1174 zodpovedajuci oznaCenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY 2DROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:58:

TTAGACCTGA GAAAARGAG 18

2) INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:59:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 19 z&kladnych parov
(B) TYP: nukleov& kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line4rna
{(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primeér)

(A) OPIS: PCR primér sWSS2061 zodpovedajdci oznalenému miestu
sekvencie

(1ii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV,:59:

GTTGCACAAT ACAAAATCC 19

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:60:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primeér)
{A) OPIS: PCR primér SWSS2061 zodpovedajici oznaCenému miestu
sekvencie
(1i1i) PODMIENENOST: NIE

{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2DROJ-
{A) ORGANIZMUS: Ludsky
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(1) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:60:
2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:61:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 z4kladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
{C) RETRZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: lineArna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS2588 zodpoveda]uCL oznalenému miestu
sekvencie
{iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:61:

ATCACTACAC ACCTARTC 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:62:
{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 z&kladnych parov
{B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
(i1) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: PCR primér swSS2588 zodpovedajlici oznaZenému miestu
sekvencie

{iii) PODMIENENOST: NIE

{(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:62:

CCATTCTACA TTTCCACC 18
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2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:63:

{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 24 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineéarna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS808 zodpovedajici oznafenému miestu
sekvencie
{iii) PODMIENENOST: NIE

(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID,C.SEKV.:63:

GGCTGTGTGA GCAAGATCCT AGGA 24

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:64:

{1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLIKA: 23 zakladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS808 zodpovedajuci oznalenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

(ri) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:64:

TTGCCAGGCA AAGAGGGCTG GAC 23

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:65:

(1) CHARAXTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 18 za&kladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: line&rna
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(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér swSS1392 zodpovedajici oznadenému miestu
sekvencie
{1ii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Cudsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:65:

CTCAGGTATG TCTTTATC

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:66:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 zAkladnych parov
(B) TYP: nukleov& kyselina
{C) RETAZEC: jednocduchy
(D) TOPOLOGIA: lineirna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS1392 zodpovedajici oznadenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Cudsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:66:

TGTCTCTGCA TTCTTTITC

2) INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:67:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 zakladnych péarov
(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢} RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DMA (primér)
(A) OPIS: PCR primér swWSS1148 zodpovedajici oznaCenému miestu
sekvencie

(iii) PODMIENENOST: NIE

(Lv) ANTI-SENSE: NIE
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(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:67:

GACACATACA AACACAAG 18

2} INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:68:
(i} CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 19 zakladnych parov
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA ({primér)
{A) OPIS: PCR primér sWSS1148 zodpovedajici oznalenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:68:

ATTGAGTTGA GTGTAGTAG 19

2) INEORMACIE PRE ID.C.SEKV.:69:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:

(R) DLZKA: 18 z&kladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
{C} RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: linedrna

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS1529 zodpovedajici oznaCenému miestu

sekvencie
{(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY 2ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:69:

CAGGGATTTC TAATIGTC 18

103



SK 287191 B6

2) INFORMACIE PRE ID.C,SEKV.:70:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 18 zakladnych pairov
(B) TYP: nukleovi kyselina

(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér swSS1529 zodpovedajici oznalenému miestu
gekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZzZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:70:

AARARAGATGGA GGCTTTTIG 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEXV.:71:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 21 zAkladnych parov
{B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (primeér)
{A) OPIS: PCR primér swWSS2619 zodpovedajiici oznaCenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI~SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:71:

CGTTAAGGGA AGGARCICIG G 21

2} INFORMACIE PRE 1ID.¢.SEKV.:72:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLIKA: 20 z&kladnych parov
(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineéarna
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{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS2619 zodpovedajici oznalenému miestu

sekvencie
{iii) PODMIENENOST: NIE

{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:72:

TGGCTTAGAG GAGTCAGGGA 20

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:73:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 18 zakladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(¢} RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)

(A) OPIS: PCR primér sWSS404 zodpovedajlici oznaZenému miestu
sekvencie

{iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C€.SEKV.:73:

ACCAGGGTCA ATACAAAG 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:74:

(i} CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 zakladnych parov
{B) TYP: nukleova kyselina
(c) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineérna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér) ‘
{A) OPIS: PCR primér sWSS404 zodpovedajuci oznadenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE

(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

105



SK 287191 B6

(%1) OPIS SEKVENCIE: ID,&.SEKV.:74:

TAATGTGTCC TTCTTGCC 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:75:
{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov4 kyselina
{C) REYAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér sWSS2367 zodpovedajuci oznadenému miestu
sekvencie
(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi} POVODNY ZDROJ
(A} ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.(.SEKV.:75:

CARTCCTGGC TTCATTIG 18

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:76:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov4 kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: PCR primér swWSS2367 zodpovedajici oznalenému miestu
sekvencie

(iii) PODMIENENOST: NIE

{iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
{A) ORGANIZMUS: Cudsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.(.SEKV.:76:

AAGGTGGGTA GGATGCTA 18
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2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:77:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(p) DLZKA: 20 zAkladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedrna

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker UTS28

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:77:

TGCAGTARGC TGTGATTGAG

2} INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:78:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLIKA: 20 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
{A) OPIS: Marker UT528

(iii) PODMIENENOST: NIE
(1v) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(5i) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV,:78:

GTGCAGCTTT AATTGTGRGC

2) INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:79:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(p) DLIKA: 20 z&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedrna
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(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFMa0652zg9

(1ii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(#xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:79:

AGCTTCAAGA CTTTNAGCCT

2) INFORMACIE PRE ID.{.SEKV.:80:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLIKA: 19 z4&kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(C} RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: lineArna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFMa065zg%

{i11) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:80:

GGTCAGCAGC ACTGTGATT

2) INFORMACIE PRE ID,&.SEKV,:81:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(p) DLZIKA: 19 zakladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFMal2Swhl

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky
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{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:81:

TCACCTTGAG ATTCCATCC

2) INFORMACIE PRE 1D.¢. SEKV. :82:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLEIKA: 20 zakladnych parov
{B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFMalZSwhl

{iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:82:

AACACCGTGG TCTTATCAAA

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:83:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 20 zAkladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linedrna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)

(A) OPIS: Marker AFM309yflC
(iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POGVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Eundsky

(Ri) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:83:

CATCCAAGTT GGCAGTTTTT
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2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:84:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 z4kladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(¢) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: lineArna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFM309yf10

(iii) PODMIENENOST: NIE
(1v) ANTI-SENSE: NIE

(vi) PGVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:84:

AGATGCTGAA TTCCCAGACA

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:85:
{1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 16 z&kladnych parov
(B) TYP: nukleovi kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
{D} TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: Marker AFM218xf10

{iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Dudsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.(.SEKV.:85:

TGGGCAACARC AGCAAA

2} INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:86:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov& kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: linearna
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(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: Marker AFM218x£f10

(iii} PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ ‘
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(i) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:86:

TGCAGTTAGT GCCAATGTCA

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:87:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZIKA: 16 zakladnych pArov
(B) TYP: nukleova kyselina
{C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line4rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primeér)
(A) OPIS: Marker AFM206xcl

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POGVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:87:

CCAGGCCATG TGGARAC

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:88:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 20 zAkladnych parov
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFM206xcl

(iii} PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2DROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky
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(k1) OPIS SEKVENCIE: ID.(.SEKV.:88:

AGTTCTTGGC TTGCGTCAGT

2) INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:89:
(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DL2KA: 16 zakladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFM199xh12

{1ii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:89:

TCTGATTGCT GGCTGC 16

2) INFORMACIE PRE ID.¢.SEKV.:90:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 17 zakladnych parov
(B} TYP: nukleovi kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: line&rna

{(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A} OPIS: Marker AFM199xhl2

(1ii) PODMIENENOST: NIE
(iv} ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A} ORGANIZMUS: Ludsky

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:90:

GCGCGTGTGT ATGTGAG 17
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2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:91:
{i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 zakladnych parov
(B) TYP: nukleova kxyselina
{¢) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: linedrna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Marker AFMa345wcd

{iii) PODMIENENOST: NIE
{iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2DROJ
{A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:91:

AGCTCTTGGC AAACTCACAT

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:92:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
{A) DLZKA: 20 z&kladnych parov
(B) TYP: nukleova kyselina
() RETAZEC: jednoduchy
{D) TOPOLOGIA: linearna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
{A) OPIS: Marker AFMa345wc9

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY 2ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:92:

GCCTAAGGGA ATGAGACACA

2) INFORMACIE PRE ID.(.SEKV.:93:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 24 zakladnych parov
(B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D} TOPOLOGIA: linearna
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(ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: primér pre my3aci Pax4 gén

{iil) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

{vi) POVODNY ZDROJ
(A} ORGANIZMUS: My3aci

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:93:

GGGAGCCTTG TCCTGGGTAC AARAG 24

2) INFORMACIE PRE ID.&.SEKV.:94:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 491 zékladnych parov
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) RETAZEC: dvojity
{D) TOPOLOGIA: linearna

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (primér)
(A) OPIS: Rekombinantny my3aci MET OB

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: My3aci

(ix) CHARAKTERISTICKY 2ZNAK:
{A) NAZOV/KLGE: CDS
(B} UMIESTNENIE: 41..478

(®i) OPIS SEKVENCIE: ID.&.SEKV.:94:

TCTAGATTTG AGTTTTAACT TTTAGAAGGA GGAATAACAT ATG GTA CCG ATC CAG 55
Met val Pro Ile Gln
1 5
ARA GTT CAG GAC GAC ACC AAA ACC TTA ATT AAA ACG ATC GTT ACG CGT 103
Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg
10 15 20
ATC AAC GAC ATC AGT CAC ACC CAG TCG GTC TCC GCT AMA CAG CGT GTT 1s1

Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val Ser Ala Lys Gln Arg Val
25 30 3s
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GGT CTG GAC TTC ATC CCG GGT CTG CAC CCG
Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro
40 45

ATG GAC CAG ACC CTG GCT GTA TAC CAG CAG
Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gln
55 60

TCC CRG AAC GTT CTT CAG ATC GCT AAC GAC
Ser Gln Asn Val Leu Gln Ile Ala Asn Asp
75 80

CTG CTG CAC CTG CTG GCA TTC TCC AAA TCC
Leu Leu His Leu Leu Ala Phe Ser Lys Ser
90 95

TCA GGT CTT CAG AAA CCG GRA TCC CIG GAC
Ser Gly Leu Gln Lys Pro Glu Ser Leu Asp
105 110

CTG TAC AGC ACC GAR GTT GIT GCT CIG TCC
Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser
120 125

CAG GAC ATC CTT CAG CAG CTG GARC GTIT TCT
Gln Asp Ile Leu Gln Gln Leu Asp Val Ser
135 140

INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:95:
{1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLIKA: 146 aminokyselin
(8) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: linearna

(1i) TYP MOLEKULY: protein
{A) OPIS: Rekombinantny my3aci MET

(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:95:

Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr
5 10

Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His
20 25

Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile
35 40

Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu
50 3]

115

ATC CTA AGC TTG TCC
Ile Leu Ser Leu Ser
50

GTG TTA ACC TCC CIG
Val Leu Thr Ser Leu
65

CTC GAG AAC CTT CGC
Leu Glu Asn Leu Arg
as

TGC TCC CIG CCG CAG
Cys Ser Leu Pro Gln
100

Gly Val Leu Glu Ala
115

CGT CTG CAG GGT TCC
Arg Leu Gln Gly Ser
130

CCG GAA TGT TAATGGA

Pro Glu Cys
145

OB protein

Lys'Thr lLeu Ile Lys
15

Thr Gln Ser Val Ser
30

Pro Gly Leu His Pro
45

Ala val Tyr Gin Gln
60

139

2395

343

3

439

488

491
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Leu Thx 3=2r Leu Pro Ser Gln Asn Val Leu Gln Ile
70 75

ur i~

Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe

Ala Asn Asp

80

Ser Lys Ser

95

Cys Ser Leu Pro Gln Thr Ser Gly Leu Gln Lys Pro Glu Ser Leu Asp

100 10S

Gly val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val
115 120 125

Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Ile Leu Gln Glan Leu
130 135 140

Pro Glu Cys
145

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:96:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 454 zakladnych parov
{B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D} TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: DNA
(A) OPIS: Rekombinantny ludsky MET OB

(iii) PODMIENENOST: NIE
(iv) ANTI-SENSE: NIE

(vi) POVODNY ZDROJ
(A) ORGANIZMUS: Ludsky

(ix) CHARAKTERISTICKY ZNAK:

(A} NAZOV/KLOC: cDS
(B) UMIESTNENIE: 4..444

{(xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:96:

CAT ATG GTA CCG ATC CAG AAA GTT CAG GAC GAC ACC AAA ACC TTA ATT
Met Val Pro Ile Glo Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile

1l 5 10

ARA ACG ATC GTT ACG CGT ATC ARC GAC ATC AGT CAC ACC CAG TCG GTG

110

Ala Leu Ser

Asp Val Ser

15

Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val

20 25

AGC TCT AAA CAG CGT GTT ACA GGC CTG GAC TTC ATC CCG GGT CIG CAC

30

Ser Ser Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His

35S 40

116

45

48

96

144
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Pro

TCC
Ser

Gly

TCC
Ser

TCT
Ser

ATC
Ile

ATC
Ile
as

CTC

Leu

TGC
Cys

Gly

CGT
Axg

CCG
Pro
145

Leu
SO

TTA

Leu

GRAG
Glu

CAC
His

GTC
Val

Leu
130

GGT
Gly

ACC
Thr

ACC
Thr

ARC
Asn

CTG
Leu

Leu
115

Gln

TGT
Cys

Leu

TCC
Ser

Leu

CCA
Pro
100

Glu

GGT
Gly

TCC
Sexr

ATG
Mec

CGC
Arg
8s

TGG
Trp

GCA
Ala

TCC
Ser

Lys

CCG
Pro
70

GAC
Asp

GCT
Ala

TCC
Ser

Leu

TAATGGATCC

ATG
MecC
55

TCC
Ser

Leu

TCA
Ser

Gly

CAG
Gln
135S

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:97:

Met

Sexr

Ile

Ile
65
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GAC
Asp

CGT
Arg

Leu

GGT
Gly
TRC
120

GAC
Asp

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A} DLZKA: 147 aminokyselin
(B} TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: line&rna

{(ii)} TYP MOLEKULY: protein
(A) OPIS: Rekombinantny ludsky

CRG
Gln

ARC
Asn

CAC
His

Leu
105

AGC

Ser

ATG
Met

{Xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:97:

Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp

5

10

Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser

20

25

Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe

3s

40

Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr

50

55

lLeu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val

70

117

ACC
Thr

GTT
val

GTG
Val
90

Glu

ACC

Leu

CIG GCT
Leu Ala
64Q

Leu Gln
75

ACT CIG
Thr Leu

Glu Vval

Trp Gln
140

GTA
val

ATC
Ile

TTC
Phe

GAC
Asp

vVal
125

Leu

MET OB protein

Thr

His

Ile

Leu

Leu
75

TAC

TCT
Ser

TCC
Ser

TCT
Ser
110

GCT
Ala

GAC
Asp

CRG
Gln

AARC

Asn

Lys

3s

Leu

Leu

Leu

Lys Thr Leu Ile Lys

15

Thr Gln Sexr Val Ser

30

Pro Gly Leu His Pro

45

Ala Val Tyxr Gla Gln

60

Gln Ile Ser Asn Asp

80

132

240

288

336

384

432

454
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2w Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser
8s 9Q 95

Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Gly
.00 10s 110

Gly val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Sexr
115 120 125

Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln Leu Asp Leu Ser
130 135 140

Pro Gly Cys
145

2) INFORMACIE PRE ID..SEKV.:98:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 21 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: linearna
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(v) TYP FRAGMENTU: N-terminalny His-tag

{xi) OPIS SEKVENCIE: ID.C.SEKV.:98:

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro
1 S 10 1S

Arg Gly Ser His Met
20

2) INFORMACIE PRE ID.C.SEKV.:99:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 20 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIA: line&rna
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(v) TYP FRAGMENTU: N-termin&lny Bis-tag

{ri) OPIS SEKVENCIE: ID.(C.SEKV.:99:

Met Gly Ser Ser His His His His Hig His Ser Ser Gly lLeu Val Pro
1 S 1a 15

Axrg Gly Ser Pro
}20
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PATENTOVE NAROKY

1. Obezitny polypeptid OB obsahujtci 145 aZ 167 aminokyselin, ktory moduluje telesni hmotnost’ zvie-
rat, kde tento obezitny polypeptid OB obsahuje aminokyselinové sekvencie SEQ 1D ¢. 2,4, 5 alebo 6.

2. OB polypeptid podla naroku 1, obsahujiici jeden alebo viac farmaceuticky akceptovatelnych polymé-
rov, rozpustnych vo vode, k nemu pripojenych.

3. Analég OB polypeptidu podl'a naroku 1, ktory ma sekvenciu z 83 % alebo viac homolognu s aminoky-
selinou sekvenciou OB polypeptidu SEQ ID ¢&. 2, 4, 5 alebo 6.

4, Tmunogénny fragment OB polypeptidu vybrany zo skupiny pozostavajiicej z:
Val-Pro-Ile-Gln-Lys-Val-Gln-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr-Leu-Ile-Lys-Thr, SEQ ID ¢. 18;
Leu-His-Pro-Tle-Leu-Ser-Leu-Ser-Lys-Met-Asp-Gln-Thr-Leu-Ala, SEQ ID ¢. 19;
Ser-Lys-Ser-Cys-Ser-Leu-Pro-Gln-Thr-Ser-Gly-Leu-Gln-Lys-Pro-Glu-Ser-Leu-Asp, SEQ ID €. 20; a
Ser-Arg-Leu-Gln-Gly-Ser-Leu-Gln-Asp-Ile-Leu-Gln-GIn-Leu-Asp-Val-Ser-Pro-Glu-Cys SEQ ID €. 21.

5. Analég Tudského OB polypeptidu, ktory obsahuje aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID ¢. 4 alebo SEQ
ID ¢&. 6, kde jedna alebo viac aminokyselin vybranych zo skupiny pozostavajiicej z aminokyselin 53, 71, 85,
89,92, 98, 110, 118, 121, 122, 126, 127, 128, 129, 132, 139, 157, 159, 163 a 166 zo SEQ ID ¢. 4 je substitu-
ovanych inou prirodzenou aminokyselinou.

6. Analog ludského OB polypeptidu podl'a néroku 5, kde substitiicie si uskutoénené s divergentnymi
aminokyselinami my$icho OB polypeptidu SEQ ID ¢. 2 alebo SEQ ID &. 5.

7. Analég T'udského OB polypeptidu podl'a naroku 5, kde substitiicia je uskutocnena s alaninom.

8. Analég Tudského OB polypeptidu podl'a naroku 5 vybrany zo skupiny pozostdvajucej z polypeptidov,
kde:

a) serinovy zvySok v polohe 53 je substituovany s glycinom, alaninom, valinom, cysteinom, metioninom ale-
bo treoninom;

b) serinovy zvysok v polohe 98 je substituovany s glycinom, alaninom, valinom, cysteinom, metioninom ale-
bo treoninom; a

¢) argininovy zvy3ok v polohe 92 je substituovany s asparaginom, lyzinom, histidinom, glutaminom, kyseli-
nou glutamovou, kyselinou asparagovou, serinom, treoninom, metioninom alebo cysteinom.

9. Analég OB polypeptidu, ktory obsahuje aminokyselinovii sekvenciu zo SEQ ID ¢. 2, 4, 5 alebo 6, vy-
brany zo skupiny pozostavajucej z polypeptidov, kde:

a) jeden alebo viac zvy¥kov kyseliny aspardgovej je substituovanych s kyselinou glutamovou;

b) jeden alebo viac izoleucinovych zvyskov je substituovanych s leucinom; a

¢) jeden alebo viac glycinovych alebo valinovych zvyskov je substituovanych s alaninom;

d) jeden alebo viac argininovych zvyskov je substituovanych s histidinom;

e) jeden alebo viac tyrozinovych alebo fenylalaninovych zvyskov je substituovanych s tryptofanom; a

f) jeden alebo viac zvyskov v polohdch 121 aZ 128 podra ¢islovania zo SEQ ID &. 4, je substituovanych s
glycinom alebo alaninom; a

g) jeden alebo viac zvyskov v polohach 54 aZ 60 alebo 118 az 166 podl'a ¢islovania zo SEQ ID ¢&. 4 je substi-
tuovanych s lyzinom, kyselinou glutimovou, cysteinom alebo prolinom.

10. OB polypeptid podla ktoréhokolvek z nirokov 1, 2, 5 alebo 6 vybrany zo skupiny pozostavajicej z
polypeptidov:

a) majiicich deletované zvysky 1 aZ 21 za vzniku maturovaného polypeptidu, a

b) polypeptidov z a) d'alej majticich metioninovy zvySok bezprostredne na N-konci maturovaného polypepti-
du, alebo

majicich sekvenciu glycin-serin-histidin-metionin SEQ ID ¢. 38 bezprostredne na N-konci maturovaného po-
lypeptidu, alebo histidin-metionin, SEQ ID ¢&. 98 bezprostredne na N-konci maturovaného polypeptidu.

11. OB polypeptid podla ktoréhokol'vek z nérokov 1, 2, S alebo 6 vybrany zo skupiny pozostavajucej z
polypeptidov:

a) majuicich deletované zvysky 1 az 21 za vzniku maturovaného polypeptidu; a

b) polypeptidov z a) d’alej majticich sekvenciu leucin-kyselina glutimova-lysin-arginin-kyselina glutimova-
alanin-kyselina glutdmové-alanin, SEQ ID ¢&. 26 bezprostredne na N-konci maturovaného polypeptidu, alebo
majicich sekvenciu kyselina glutimovi-alanin-kyselina glutimova-alanin, SEQ ID ¢&. 27, bezprostredne na
N-konci maturovaného peptidu, alebo

majlicich sekvenciu leucin-kyselina glutimova-lyzin-arginin, SEQ ID ¢. 28, bezprostredne na N-konci matu-
rovaného polypeptidu, alebo

majlicich sekvenciu metionin-glycin-serin-serin-histidin-histidin-histidin-histidin-histidin-histidin-serin-serin-
glycin-leucin-valin-prolin-arginin-glycin-serin-prolin SEQ ID &. 99, bezprostredne na N-konci maturovaného
polypeptidu, alebo

majicich sekvenciu glycin-serin-prolin, bezprostredne na N-konci maturovaného polypeptidu.
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12. OB polypeptid podla ktoréhokolvek z nérokov 3, 7, 8 alebo 9 vybrany zo skupiny pozostavajucej z

polypeptidov:

a) majucich deletované zvysky 1 az 21 za vzniku maturovaného polypeptidu; a

b) polypeptidov z a) majucich metioninovy zvy3ok bezprostredne na N-konci maturovaného polypeptidu ale-
bo

sekvenciu glycin-serin-histidin-metionin, SEQ ID ¢&. 38, bezprostredne na N-konci maturovaného polypepti-
du alebo

sekvencin  metionin-glycin-serin-serin-histidin-histidin-histidin-histidin-histidin-histidin-serin-serin-glycin-
-leucin-valin-prolin-arginin-glycin-serin-histidin-metionin, SEQ ID ¢. 98, bezprostredne na N-konci maturo-
vancho polypeptidu alebo majicich sekvenciu leucin-kyselina glutdimova-lysin-arginin-kyselina glutamova-
alanin-kyselina glutdimova-alanin, SEQ ID ¢&. 26, v polohach 14 az 21, alebo

majucich sekvenciu kyselina glutdmova-alanin-kyselina glutémova-alanin, SEQ ID ¢&. 27, bezprostredne na
N-konci maturovaného polypeptidu, alebo majucich sekvenciu leucin-kyselina glutdmova-lyzin-arginin, SEQ
ID ¢. 28, bezprostredne na N-konci maturovaného polypeptidu,

alebo majicich sekvenciu metionin-glycin-serin-serin-histidin-histidin-histidin--histidin-histidin-histidin-
serin-serin-glycin-leucin-valin-prolin-arginin-glycin--serin-prolin, SEQ ID &. 99, bezprostredne na N-konci
maturovaného polypeptidu alebo majicich sekvenciu glycin-serin-prolin v polohéch 18 aZ 21.

13, Skrateny analég l'udského alebo mysieho OB polypeptidu, ktory obsahuje aminokyselinovii sekvenciu
SEQID ¢. 2, 4, 5 alebo 6, kde tento analdg je skrateny deléciou aminokyselinovych zvyskov vybranych zo
skupiny podl'a ¢islovania zo SEQ ID ¢. 4, pozostavajiicich z
a) je jeden alebo viac zvyskov v polohach 121 az 128;

b) zvyskov 1 aZ 116;

¢) zvySkov 1 aZ 21 a 54 aZ 167,

d) zvyskov 1 az 60 a 117 az 167,

¢) zvyskov 1 az 60;

f) zvyskov 1 aZ 53;

g) analégu z a), kde zvysky 1 aZ 21 st deletované; a

h) analégu z a) aZ g) majiici N-koncovii aminokyselinu alebo aminokyselinovii sekvenciu vybrant zo skupi-
ny pozostavajicej z:

1. metioninu,

2. sekvencie glycin-serin-histidin-metionin, SEQ ID ¢&. 38;

3. sekvencie metionin-glycin-serin-serin-histidin-histidin-histidin--histidin-histidin-histidin-histidin-serin-

serin-glycin-leucin-valin--prolin-arginin-glycin-serin-histidin-metionin, SEQ ID &. 98;

4. sekvencie leucin-kyselina glutimova-lysin-arginin-kyselina glutimova-alanin-kyselina glutimova-

alanin, SEQ ID &. 26;

5. sekvencie kyselina glutdmova-alanin-kyselina glutimové-alanin, SEQ IDZ. 27;

6. sekvencie leucin-kyselina glutimova-lyzin-arginin, SEQ ID ¢&. 28;

7. sekvencie metionin-glycin-serin-serin-histidin-histidin-histidin--histidin-histidin-histidin-serin-serin-

glycin-leucin-valin-prolin--arginin-glycin-serin-prolin, SEQ ID ¢&. 99; a

8. sekvencie glycin-serin-prolin.

14. Izolovana molekula nukleovej kyseliny kddujica OB polypeptid podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az
9 alebo 13,

15. Izolovana molekula nukleovej kyseliny kodujej OB polypeptid podl'a naroku 10.

16. Izolovana molekula nukleovej kyseliny kédujej OB polypeptid podTa naroku 11.

17. Izolovana molekula nukleovej kyseliny kédujej OB polypeptid podl'a naroku 12.

18. Molekula DNA na pouzitie v expresii OB polypeptidu podFa niroku 1 majiiceho biologicku aktivitu
modulétoru telesnej hmotnosti u zvierat, ktoré je vybrana zo skupiny pozostivajice;j z:

a) molekuly DNA podl'a SEQID ¢. 1a 3;

b) molekuly DNA, hybridizujicej s molekulami DNA definovanymi v a) v zmiernenych prisnych podmien-
kach; a

¢) molekuly DNA, kédujicej expresiu aminokyselinovej sekvencie kddovanej ktoroukol'vek z molekil DNA
definovanu skor.

19. Detegovatelne znacena molekula nukleovej kyseliny, ktord hybridizuje v zmiernenych prisnych pod-
mienkach s molekulou DNA podla naroku 14.

20. DetegovateIne znafena molekula nukleovej kyseliny, ktord hybridizuje v zmiernenych prisnych pod-
mienkach s molekulou DNA podl'a ktoréhokoI'vek z narokov 15, 16 alebo 17.

21. Detegovatelne znatena molekula nukleovej kyseliny, ktora hybridizuje v zmiernenych prisnych pod-
mienkach s molekulou DNA podl'a naroku 18.

22. Vektor, ktory obsahuje molekulu DNA vybranu zo skupiny pozostavajicej z:

a) molekuly nukleovej kyseliny podl'a naroku 14,
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b) molekuly nukleovej kyseliny podl'a naroku 14, operativne pripojenej k expresnej kontrolnej sekvencii.

23. Vektor obsahujuci molekulu DNA, vybrani zo skupiny pozostivajucej z:
a) molekuly DNA podla ktoréhoko!'vek z narokov 15, 16 alebo 17,
b) molekuly DNA podFa ktoréhokolvek z narokov 15, 16 alebo 17 operativne pripojenej k expresne] kontrol-
nej sekvencii.

24. Vektor obsahujtici molekulu DNA, vybrani zo skupiny pozostavajucej z:
a) DNA molekuly podl'a naroku 18,
b) DNA molekuly podl'a néroku 18, operativne pripojenej k expresnej kontrolnej sckvencii.

25. Protilatka, alebo jej fragment, viazuca antigén, Specifickd k OB polypeptidu podFa ktoréhokol'vek z
narokov 1 az 9 alebo 13.

26. Protilatka, alebo jej fragment, viazuca antigén, podl'a naroku 25, ktord je detegovatelne znacena.

27. Farmaceuticky prostriedok znizujici telesni hmotnost’ zvierat, vyznaéujlici sa tym,
#e obsahuje OB polypeptid podTa ktoréhokol'vek z narokov 1 az 6 alebo 13 a farmaceuticky prijatelny nosic.

67 vykresov
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