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Descriere:

Prezenta inventie se referd la ingineria geneticd, in special la polipeptide de obezitate, care pot fi
utilizate pentru controlarea greutdtii mamiferelor, inclusiv si a omului.

Obezitatea, definitd ca un exces al grasimii corporale relativ cu masa corporald fird grasime, este
asociatd cu importante morbiditati psihologice si medicale, cele medicale incluzand: hipertensiunea,
lipidele sanguine ridicate si tipul IT sau diabetul melitis non-insulinodependent (NIDDM). In SUA existi
de la 6 pand la 10 milicane de indivizi cu NIDDM, incluzand 18% din populatia cu vérsta de 65 ani
(Harris et al. Int. J. Obes. 11: 275-283 (1987). Circa 45% birbati si 70% femei cu NIDDM sunt obezi, iar
diabetul acestora se dezagraveazi substantial sau este eliminat prin reducerea greutdtii (Harris, Diabetes
Care, 14(3): 639-648 (1991)). Obezitatea si NIDDM sunt boli ereditare, insa genele predispozitiei n-au
fost inca identificate. Baza geneticd moleculard a acestor tulburdri legate de metabolism este foarte
importantd, dar foarte putin inteleasd.

Asimilarea, inmagazinarea si utilizarea energiei nutritive constituie un sistem central homeostatic
decisiv pentru supravietuirea metazoarelor. In cazul mamiferelor subterane, inmagazinarea in tesutul
adipos a unor cantititi mari de combustibil metabolic, cum ar fi trigliceridele, este cruciald pentru
supravietuirea in perioadele in care acestea sunt lipsite de hrand. Necesitatea mentinerii unui nivel fix de
energie care se inmagazineaza fard modificiri continue in dimensiunile §i forma organismului, determina
obtinerea unui echilibru intre energia consumatd si cea dezvoltati. Cu toate acestea, mecanismele
moleculare care regleaza echilibrul de energie urmeaza a fi elucidate. Izolarea moleculelor care transmit
informatia nutritionald §i controlarea echilibrului de energie critice sunt decisive in ce priveste
intelegerea mecanismului regldrii greutdtii corporale, atat in stare de sdndtate, cat si in caz de boald.

Nivelul individual al adipozititii este determinat genetic. Examinarea gradului de concordanta a
greutdtii corporale si adipozitatii la gemenii monozigoti, dizigoti sau adoptivi, precum si a parintilor
biologici ai acestora, a demonstrat cd mostenirea obezitdtii (0,4...0,8) depdseste indicii multor altor
trasdturi considerate actualmente de naturd geneticd substantiald, cum ar fi schizofrenia, alcoolismul i
ateroscleroza (Stunkard et al. N. Engl. J. Med. 322: 1483-1487 (1990)). Au fost raportate si asemandrile
familiale, privind ratele consumului de energie (Bogardus et al. Diabetes, 35: 1-5 (1986)). Analiza
geneticd a populatiilor delimitate geografic a demonstrat ¢ un numdr relativ mic de gene poate constitui
30...50% din variatia compozitiei corporale (Moll et al. Am. J. Hum. Gener. 49: 1243-1255 (1991)). Cu
toate acestea, nici una din genele responsabile de obezitate la populatia generald, n-a fost cartografiatd
genetic in ce priveste localizarea unui anumit cromozom.

Pentru rozitoare, modelele de obezitate includ sapte mutatii aparent monogenetice. Mutatiile de
obezitate studiate mai intens la soareci au fost genele ob (obezitate) si genele db (diabet). In cazul
prezentei lor pe aceeasi tulpind genetica de bazi, rezultd fenotipuri metabolice si de comportament care
nu se disting, sugerandu-se cd aceste gene pot sd functioneze in acelasi mod fiziologic (Coleman et al.
Diabetologia, 14: 141-148 (1978)). La soareci, homozigotii pentru fiecare mutatie sunt hiperfagi si
hipometabolici, conducind la un fenotip obez, care se remarcd la véarsta de o lund. Greutatea acestor
animale tinde sa se stabilizeze in jurul a 60...70 g (comparativ cu greutatea de 30...35 g la soarecii
martor). Animalele OB si DB manifestd o multime de alte modificari metabolice i hormonale, ceea ce
face dificila identificarea defectului primar atribuibil mutatiei (Bray et al. Am. J. Clin. Nutr. 50: 891-902
(1989)). Fiecare dintre modelele de obezitate in cazul rozitoarelor este insotit de modificari ale
metabolismului hidratilor de carbon, care sunt asemandtoare celor umane in cazul diabetului de tipul IL.

In unele cazuri severitatea diabetului depinde partial de tulpini genetici de bazi la soareci (Leiter,
Endocrinology, 124: 912-922 (1989)). Pentru ambele gene ob si db, soarecii congenici C57BL/Ks
dezvoltd un tip de diabet sever, cu necroza esentiald B celulard si atrofie insulard, ceea ce are ca rezultat
insulinopenia relativd. Spre deosebire de acestia, soarecii congenici C57BL/6]J ob si db dezvoltd un
diabet insulinorezistent trecdtor, care este eventual compensat prin hipertrofia B celulard, asemanatoare
diabetului uman de tipul I

Fenotipul ob si db la soareci se aseamdna cu obezitatea la oameni, insa se manifestd altfel decat la
dezvoltarea diabetului - goarecii mutanti manAncd mai mult i consuma mai putind energie in raport cu
martorii slabi (la fel ca oamenii obezi). Acest fenotip este aproape similar cu cel intalnit la animalele cu
leziuni ale hipotalamusului ventromedian, ceea ce demonstreazd cd ambele mutatii pot interfera cu
abilitatea de integrare proprie sau de rispuns la informatia nutritionald din sistemul nervos central.
Sustinerea acestei ipoteze apare ca rezultat al experimentelor de parabiozd (Coleman, Diabetologia, 9:
294-298 (1973)), care demonstreazi cd la soarecii ob este deficitar factorul circulant de saturatie si ca
soarecii db sunt rezistenti la efectele factorului ob (posibil din cauza unui receptor defect ob). Aceste
experimente au condus la concluzia cd obezitatea la acesti soareci mutanti poate rezulta din diverse
defecte, intr-o legaturd aferentd si (sau) centru integrativ al mecanismul de feedback postulat, care
controleaza compozitia organismului.
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Prin utilizarea marcherilor moleculari §i clasici genetici, genele ob si db au fost cartate in forma
cromozomului proximal 6 si respectiv mid cromozomului 4 (Bahary et al. Proc. Nat. Acad. Sci. Usa 87:
8642-8646 (1990); Friedman et al. Genomics, 11: 1054-1062 (1991)). In ambele cazuri, cartarea
mutatiilor in zonele genomului de soarece, similare cu cele umane, demonstreaza ca, dacd existd omologi
umani de ob si db, acestia sunt conform desenelor, cromozomi umani 7q si respectiv cromozomi umani
Ip. Defectele in gena db are ca rezultat obezitatea la alte specii de mamifere: in cazul incrucisdrilor
genetice intre sobolani Zucker fa/fa si sobolani Brown Norway +/+, mutatia fa (cromozomul 5 la
sobolan) fiind flancatid in aceeasi pozitie ca si mutatia DB, flancatd in aceeasi pozitie ca si mutatia db,
flancatd la soarece (Truett et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7806-7809 (1991)). Din cauza unei
multitudini de factori care par a influenta greutatea corporald, n-a fost posibil s se precizeze care factori
si, in special, care mecanisme homeostatice sunt determinative in ceea ce priveste greutatea corporala.
Astfel, problema prezentei inventiei este de a descoperi modelatori ai greutitii corporale, care si permitd
controlarea adipozititii si continutului de grisimi la mamifere.

fn cererea EP O 566 410 A2 [1] sunt descrisi modelatori ai greutitii corpului, aplicarea lor pentru
profilaxia si tratarea obezitdtii, precum si remedii farmaceutice pe baza lor. Sunt descrisi derivatii
factorului lipogenezei de inhibare (AGIF), echivalente cu AGIF care se dezvolta in lipsa aminoacizilor 2-
9 N-terminali, codificarea acizilor nucleici pentru acesti derivati, vectori si celule — stipan care contin
acizi nucleici, procedeu de obtinere a derivatilor indicati si aplicarea lor in calitate de agenti terapeutici
contra citopeniei i obezitatii. Este propuséd o compozitie farmaceutica care contine o cantitate eficientd a
substantei active 1n amestec cu dizolvantul farmaceutic acceptabil sau un purtitor. Substanta activa este
selectatd din derivatii factorului lipogenezei umane de inhibare in lipsa de la 2..9 aminoacizi N-
terminali, derivatii lui echivalenti functionali §i precedentii sai.

Asupra greutitii corporale actioneazi factori multipli. Practic, este imposibil de prezis care
mecanisme homeostatice determind in primul rand greutatea corporald. Astfel, in calitate de modelatori ai
greutdtii corporale poate fi prezentat un spectru larg de substante. Constituie o problema depistarea
acelor substante care actioneaza mai eficient sporind spectrul substantelor aplicate.

Pe langa aceasta, largirea spectrului modelatorilor greutdtii corpului da posibilitate sd ludm mai
exact in consideratie particularitatile individuale ale fiecdrui organism si sd fie stabilit un medicament
mai potrivit.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este largirea spectrului modelatorilor greuttii corporale.

Conform prezentei inventii, problema controldrii obezitatii si continutului de grasimi la animale, in
special la mamifere, a fost rezolvatd prin aceea cd au fost prezentate molecule de acid nucleic si
polipeptide pentru obezitate (OB), socotite pentru aceste polipeptide, aga cum s-a descris in aceasta
inventie. Inventia de fata vizeaza in primul rnd polipeptidele izolate, utilizate pentru modulare, bundoara
pentru controlarea si reglarea greutdtii corporale si obezitdtii, ca si secventele de acizi nucleici continute
de aceste polipeptide, care, nu numai ¢ permit producerea recombinati a polipeptidelor OB, ba chiar ele
insele sunt utilizate pentru modelarea greutitii corporale.

Conform inventiei se propun polipeptidele pentru obezitate (OB), avand de la circa 145 pana la circa
167 de aminoacizi, fiind capabile a modula greutatea corporald la animale, in special la mamifere,
incluzind secventa aminoacidd SEQ NOS: 2,4,5 sau 6.

Polipeptidele OB pot fi preparate prin metode recombinate sau prin metode chimice sintetice.

Polipeptidele OB selectate care au cel putin o grupa chimica legatd la acesta.

Sunt propuse la fel polipeptidele OB, avand cel putin 83% de omologie in secventa aminoacidd a
polipeptidei OB, prezentatd prin secventa SEQ NOS: 2,4,5 sau 6.

Fragmentele imunogenice ale polipeptidelor OB selectate, conform prezentei inventii, din gruparea
care include: Val-Pro-LLe-GIn-Lys-Val-Gln-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr-Leu-lle-Lys-Thr (SEQ ID NO: 18);
Leu-His-Pro-lle-Leu-Ser-Leu-Ser-Lys-Met-Asp-Gln-Thr-Leu-Ala (SEQ ID NO: 19); Ser-Lys-Ser-Gys-
Ser-Leu-Pro-Gln-Thr-Ser-Gly-Leu-Gln-Lys-Pro-Glu-Ser-Leu-Asp (SEQ ID NO: 20); si Ser-Arg-Leu-
Gln-Gly-Ser-Leu-Gln-Asp-lle-Leu-Gln-Gln-Asp-Val-Ser-Pro-Glu-Cys (SEQ ID NO: 21).

Analogii polipeptidei umane OB includ secventa aminoacidd SEQ ID NO: 4 sau SEQ ID NO: 6, in
care cel putin un aminoacid selectat dintr-o grupd care include aminoacizii 53, 56, 71, 85, 89, 92, 95, 98,
110, 118, 121, 122, 126, 127, 128, 129, 132, 139, 157, 159, 163, si 166 (conform numerotdrii din
secventa SEQ ID NO: 4) este substituit cu un alt aminoacid, cum ar fi aminoacidul divergent al
polipeptidei OB la soarece cu secventele SEQ ID NO: 2, sau SEQ ID NO: 5, sau cu alanina.

Analogii polipeptidei umane OB sus-mentionati sunt selectati dintr-o grupd care include
polipeptidele in care :

(a) reziduul serinei in pozitia 53 este substituit cu glicind, alanind, cisteind, valind, metionind sau
treonind;

(b) reziduul serinei in pozitia 98 este substituit cu glicing, alanind, valind, cisteind, metionind sau treonind;
(c) reziduul argininei in pozitia 92 este substituit cu asparagind, lizind, histidind, glutamind, acid
glutamic, acid asparagic, serind, treonind, metionind sau cisteina.
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Aditional, , conform prezentei inventii, analogii polipeptidei OB, care includ secventa aminoacidd
SEQ ID NO: 2, 4, 5 sau 6 de aminoacid, sunt selectati dintr-o grupare care include polipeptidele in care :

(a) cel putin un reziduu de acid asparagic este substituit cu acid glutamic;
(b) cel putin un reziduu de izoleucind este substituit cu leucina;

(C) cel putin un reziduu de glicind sau valind este substituit cu alanind;

(d) cel putin un reziduu de arginind este substituit cu histidina;

(e) cel putin un reziduu de tirozind sau fenilalanind este substituit cu triptofan;

(f) cel putin un reziduu in pozitiile 121 ... 128 (conform numerotarii secventei SEQ ID No: 4) este
substituit cu glicind sau alaning;

(g) cel putin un reziduu in pozitiile 54 ... 60 sau 118 ... 166 (conform numerotdrii secventei SEQ ID
NO: 4) este substituit cu lizind, acid glutamic, cisteind sau prolina.

Polipeptidele OB sau analogii lor umani, preferati in prezent, , conform prezentei inventii, sunt
selectati din grupa care include polipeptidele:

(a) avand anularea reziduurilor in pozitiilede la 1... 21 si

(b) polipeptide avand, conform revendicarii (a), o meteonind in pozitia 21, sau avand o secventa de
glicind-serind-histidind-metionina (SEQ DI NO: 38), in pozitiile 18 pand a 21, sau avand o secventd
de  metionind-glicind-serini-serini-histidind-histidina-histidina-histidina-histidina-histidind-serini-
serind-glicind-leucina-valina-prolind-arginind-glicini-serind-histidind-metionind (SEQ ID NO: 98), in
pozitiile 1 ... 21;

(C) polipeptide conform revendicarii (a) avand secventa leucind-acid glutamic-lizind-arginind-acid
glutamic-alanind-acid glutamic-alaninad secventa (SEQ ID NO: 26) in pozitiile 14...21, sau avand o
secventd de acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID NO: 27) in pozitiile 18...21 sau
avand o secventd de leucind-acid glutamic-lizind-arginind (SEQ ID NO: 28) in pozitiile 18...21 sau
avand o secventd de metionind-glicind-serind-serind-histidind-histidina-histidina-histidina-histidina-
histidind-serind-serind-glicind-leucind-valina-prolind-arginina-glicind-serind-prolina  (SEQ ID NO:
99) in pozitiile dela 2... 21, sau avind o secventd de glicind-serind-prolind, in pozitiile 18...21.
Polipeptidele OB avand cel putin 83% de omologie referitoare la secventa aminoacida a polipeptidei

OB, precum si analogii polipeptidei umane OB
- in care substituirea este cu alanind,

- sunt selectati dintr-o grupd care include polipeptidele in care :

(a) reziduul serinei, in pozitia 53, este substituit cu glicind, alanind, cisteind, valind, metionind sau

treonind;

(b) reziduul serinei, in pozitia 98, este substituit cu glicind, alanind, valind, cisteind, metionind sau

treonind;

(¢) reziduul argininei; in pozitia 92, este substituit cu asparagind, lizind, histidind, glutamina, acid

glutamic, acid asparagic, serind, treonind, metionind sau cisteind,

analogii polipeptidei OB sunt selectati dintr-o grupd care include polipeptidele:

(a) avand anularea reziduurilor in pozitiile 1 ... 21;

(b) polipeptide conform revendicarii (a), avind meteonina in pozitia 21, sau avand secventa glicind-
serind-histidind-metionind (SEQ ID NO: 38) in pozitiile 18...21, sau avand o secventd metionina-glicina-
serind-serind-histidina-histidina-histidina-histidina-histidina-histidind-serind-serind-glicind-leucina-
valind-prolind-arginind-glicind-serina-histidind-metionind (EQ ID NO: 98) in pozitiile 1...21 sau avind o
secventd de leucind-acid-glutamic-lizind-arginind-acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID
NO: 26) in pozitiile 14...21, sau avand o secventa de acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ
ID NO: 27) in pozitiile 18...21, sau avand o secventd leucind-acid glutamic-lizind-arginind (SEQ ID NO:
28) in pozitiile 18..21, sau avind o secventd din metionind-glicin-serind-serind-histidind-histidina-
histidind-histidind-histidind-histidin-serind-serind-glicind-leucini-valind-prolini-arginina-glicini-serini-
prolina (SEQ ID NO: 99) in pozitiile 2...21 sau avand secventa glicind-serind-prolind in pozitiile 18...21.
Analogii redusi ale polipeptidei umane OB, incluzand o secventd aminoacidd SEQ ID NO: 2,4,5, sau 6,
preferate in prezent, conform prezentei inventii, selectat dintr-o grupare (conform numerotarii din
Secventa SEQ ID No: 4) incluzand polipeptidele in care:

(a) cel putin un reziduu in pozitiile 121...128 este anulat;
(b) reziduurile 1...116 sunt anulate;

(C) reziduurile 1...21 §i 54...167 sunt anulate;

(d) reziduurile 1...60 si 117...167 sunt anulate;
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(e) reziduurile 1...60 sunt anulate;
(f) reziduurile 1...53 sunt anulate;
(g) analog al subgrupei (a) in care reziduurile 1...21 sunt anulate;

(h) analog conform grupelor (a)...(g) avand acidul N-final sau secventa de aminoacizi, selectatd din
grupa, care include:

(1) metioning;

(2) secventa glicind-serind-histidind-mentionind (SEQ ID NO: 38);

(3) secventa  metionind-glicind-serind-serind-histidind-histidind-histidini-histidind-histidina-histidina-
serind-serind-glicind-leucind-valind-prolina-arginind-glicind-serind-histidind-metionind  (SEQ ID
NO: 98);

(4) secventa leucind-acid glutamic-lizind-arginind-acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID
NO: 26);

(5) secventa acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID NO: 27);

(6) secventa leucind-acid glutamic-lizind-arginina (SEQ ID NO: 28);

(7) secventa  metionind-glicind-serind-serind-histidina-histidind-histidina- histidina-histidina-histidina-
serind-serind-glicind-leucind-valind-prolind-arginina-glicina-serind-prolind (SEQ ID NO: 99);

(8) secventa glicind-serind-prolind.

Molecula de acid nucleic izolatd prevazutd de prezenta inventie, codificd polipeptida OB, aga cum s-a
descris mai sus.
in special se previd moleculele de ADN pentru utilizare in exprimarea de siguranta a polipeptidei

OB, avand o activitate biologicd de modulare a greutitii corporale la mamifere, ele se selecteazi dintr-o

grupd alcatuita din:

(a) moleculele ADN definite in secventele SEQ ID NO: 1 i 3;

(b) molecule ADN hibridizate pani la moleculele ADN definite conform (a);

(C) moleculele ADN care indreaptd exprimarea secventei de aminoacizi codificate de oricare dintre
moleculele de ADN mentionate.
Prezenta inventie se mai referd la moleculele de acid nucleic marcate detectabil fiind hibridizabile pana
la molecule ADN, descrise mai sus.
Vectorii prevdzuti de prezenta inventie cuprind o moleculd de ADN selectatd dintr-o grupa, care
include:

(a) o moleculd de acid nucleic izolatd, care codifica polipeptida OB;

(b) o moleculd de acid nucleic izolata, care codificd polipeptida OB, legatd functional cu secventa care
controleaza expresia;

(C) o moleculd de ADN utilizatd in exprimarea de siguranta a polipeptidei OB;

(d) o moleculd de ADN utilizatd in exprimarea de sigurantd a polipeptidei OB, legatd functional cu
secventa care controleazd expresia.

Asadar, prezenta inventie prevede anticorpi specifici relativ cu polipeptida OB sau fragmentele
anticorpilor indicati (marcati si nemarcati), care se asociaza cu antigenul.

Compozitia farmaceuticd, conform prezentei inventii, cuprinde polipeptida OB descrisd mai sus si un
purtitor farmaceutic acceptabil si se aplicd in metodele terapeutice pentru reducerea greutitii corporale a
animalului. Deci ele pot fi utilizate in metodele terapeutice, cuprinzand sisteme de eliberare intravenoase,
intraarteriale, intraperitonale, intramusculare, subcutanate, nazale, orale sau pulmonare.

Datele prezente aici constata faptul ca polipeptidele OB, conform prezentei inventii, in forma lor sunt
secretate in primul rind de mamifere adipocite si cd polipeptidele functioneazi ca hormoni.

Exemplele aduse demonstreazi cd polipeptida OB, denumitd alternativ aici "leptind", circuld in
plasma soarecilor, sobolanilor i in plasma umana. Leptina este absentd in plasma de soarece OB/OB, dar
este prezentd in concentratii de 10 ori mai mari in plasma de soarece DB/DB si in concentratii de
doudzeci de ori mai mari se gisesc la sobolani fa/fa. Mai mult decat atét, injectiile zilnice de leptind
recombinatd, reduc dramatic masa corporald la soarece ob/ob, afecteaza semnificativ greutatea corporald
la soarecele de tip silbatec §i nu are nici un efect asupra soarecelui db/db.

In alt aspect, polipeptida dintr-o specie este biologic activi intr-o alti specie. in special, polipeptida
umand OB este activa la soareci.

Intr-un prim exempolu, modelatorii prezentei inventii cuprind molecule de acid nucleic, incluzand
moleculele de AND recombinat (bundoard, cADN sau un vector contindnd cADN sau ADN genic izolat)
sau genele clonate (bundoard, ADN genic izolat) sau variantei de degenerare ale acestora, care cuprind
polipeptidele insesi care servesc ca modelatori de control ai greutdtii , agsa cum s-a definit mai sus sau
variantele conservater, ori fragmentele acestora, in special astfel de fragmente au absentd peptida de
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semnalizare (alternativ se fac aici referiri la polipeptida OB maturd), polipeptide care posedd secvente de
aminoacizi conform fig. 1A...E (SEQ ID NO:2), fig. 3 (SEQ ID NO:4), fig. 5 (SEQ ID NO:5) si fig. 6
(SEQ ID NO:6). Conform unor aspecte specifice, secventele de aminoacizi pentru doud variante murinice
si umane ale polipeptidei OB, sunt de asemenea previzute. Ambele polipeptide sunt depistate intr-o
formd cu glutamina 49 anulatd, ceea ce rezultd dintr-o legaturd anormald a mARN. Polipeptidele OB din
diferite specii pot fi superior omoloage; asa cum s-a arétat in fig. 4, peste 80% din polipeptidele murinice
si umane OB sunt superior omoloage.

Moleculele de acid nucleic, moleculele de ADN recombinat sau genele clonate, pot avea secvente de
nucleotide sau pot fi complementare secventelor codificate de ADN din fig. 1A ... E (SEQ ID NO:1) si
fig. 2A si B (SEQ ID NO:3). In special, astfel de molecule ADN pot fi cADN sau ADN genic izolat din
cromozom. Moleculele de acid nucleic , conform prezentei inventii, pot corespunde secventelor flancate
S'si 3'ale ADN si secventelor de ADN intronic. Deci, prezenta inventie se referd la identificarea acidului
nucleic, avind o accesiune nucleotida selectatd dintre secventele din fig. 1A ... E (SEQ NO:1) si fig. 2A si
B (SEQ ID NO:3) si variantele de degenerare, variantele alelici si din alte molecule asemanitoare
acestora.

Molecula de acid nucleic, conform prezentei inventii, poate fi ADN sau ARN, incluzand variantele
sintetici ai acestor acizi, avand grupdri fosfat sau analogi de fosfat, bundoara: tiofosfat sub forma de
legdturi chimice. Se examineaza de asemenea secventele simplu rasucite si dublu rasucite.

Prezenta inventiei mai prevede molecule de acid nucleic pentru utilizarea ca probe moleculare sau ca
primeri pentru reactia in lant a polimerazei, de amplificare (PCR), bundoard oligonucleotidele sintetice
sau naturale, avand o secventd corespunzitoare la o portiune a secventelor, in fig. 1A ... E (SEQ ID
NO:1), fig. 2A si B (SEQ ID NO:3) si fig. 20A ... C (SEQ ID NO:22...24) sau secventele flancate 5'si 3'
ale secventelor codificate sau secventele intronice ale ADN genic. In special, inventia examineazi
molecula de acid nucleic, avind cel putin 10 nucleotide in care o secventa a moleculei de acid nucleic
corespunde unei secventd de nucleotidd cu acelasi numar de nucleotide in secventele de nucleotide din
fig. 1A... E (SEQ ID NO:1), fig. 2A si B (SEQ ID NO:3) si fig. 20A ... C (SEQ ID NO:22) sau o secventd
complementard a acestora. Mult mai preferabila este secventa de acid nucleic a moleculei, care are cel
putin 15 nucleotide. Mult mai preferabild este secventa de acid nucleic care are cel putin 20 de
nucleotide. Potrivit unui aspect al prezentei inventii, in care oligonucleotida este o proba, oligonucleotida
este detectabil marcati, bunioari: cu o radionucleotidd (cum ar fi *?P) sau o enzima.

Potrivit unui alt aspect, prezenta inventie prevede un vector de clonare, care cuprinde acizii nucleici
ai prezentei inventii, care contin polipeptida OB si un vector de exprimare, de la bacterii, insecte sau
mamifere, care include molecule de acid nucleic, , conform prezentei inventii cuprinzand polipeptide OB
asociate operativ cu secventa de control a exprimdrii. Asadar, inventia relateazi in continuare despre
celulele gazdd cum ar fi celule de bacterii, celule din drojdie, celule insecte sau celule de la mamifere,
transferate sau transformate cu un vector de exprimare corespunzitoare si in consecintd, pentru utilizarea
elementelor mentionate mai sus la prepararea modelatorilor prezentei inventii.

Conform unui alt aspect al prezentei inventii, se face referire la anticorpii care se referd la polipeptida
OB. Astfel de anticorpi pot fi generati in raport cu polipeptida cu lungime completd sau cu fragmentele
antigenice ale acesteia. De asemenea, potrivit unui alt aspect, astfel de anticorpi inhiba activitatea
functionald (bundoara, greutatea corporald modulata, precum si compozitia grasimilor) a polipeptidei OB.
Potrivit unui alt aspect, anticorpii pot fi utilizati pentru determinarea nivelului de circulatie a polipeptidei
ob, in plasmd sau ser. Conform unui lat aspect, anticorpii cu zone specifice, in special anticorpii
monoclonali, pot i utilizati ca probe ale structurii polipeptidei OB.

Toate materialele mentionate sunt considerate modelatori ai greutdtii corporale si ai compozitiei
grisimilor, oferind astfel posibilitatea de a fi utilizate intr-o varietate de contexte. in special, inventia
prevede atat aplicatiile de diagnostic, cat si cele terapeutice, precum §i anumite aplicatii in agricultura.
Modelatorii definiti aici includ atit moleculele de acid nucleic, cit si peptidele. Modelarea greutatii
corporale se realizeaza prin implicatii terapeutice specifice in conditiile in care fie obezitatea, sau in mod
opus cagexia, reprezintd conditii nedorite ale organismului, acestea putdnd fi remediate prin
administrarea unuia sau a mai multor modelatori, conform prezentei inventii.

Una din metodele pentru modelarea greutitii corporale la mamifere cuprinde exprimarea unei
proteine continutd de acidul nucleic, avind o succesiune nucleotidd de la secventa din fig. 1A ... E (SEQ
ID NO:1), secventa din fig . 2A si B (SEQID NO:3) si variantei alelici si de degenerare ai acestora. Un
astfel de control poate fi efectuat prin introducerea nucleotidelor obtinute prin genoterapie in celulele
grase sau la pacient, sau la gazdi, pentru a controla sau reduce obezitatea. Dimpotriva, prepararea si
administrarea neantagonistii la nucleotide, cum ar fi moleculele contrasens, vor fi indicate si urmdrite,
bundoard, atunci cind conditiile conduc la o pierdere excesiva din greutate. Astfel de elemente vor fi
introduse in nucleotide, direct in celulele grase, pentru a se efectua asemenea modificari, Corespunzitor,
proteinele definite prin fig. 1A la E, 3,5 si 6 (SEQ ID NO:1, SEQ ID NO4, SEQ ID NO:5 si SEQ ID
NO:6), variantele conservate, fragmentele active ale acestora si moleculele mici aseméndtoare, ar pute fi
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formulate pentru administrare directd in scopuri terapeutice, pentru efectuarea reducerii sau controlare
grisimi corporale excesive sau al unui cistig excesiv in greutate. Corespunzitor, anticorpii si altii
antagonisti ai acestora, din materialele proteice mentionate, precum si fragmentele acestora, ar putea fi
preparate i administrate in mod asemandtor, pentru a se obtine un efect invers. Astfel, prezenta inventie
este dirijatd in mod avantajos spre compozitia farmaceuticd care cuprinde polipeptida OB, conform
prezentei inventii, sau alternativ, un antagonist al acesteia, intr-un amestec cu un purtitor sau excipient
acceptabil farmaceutic. Pe langd aceasta, polipeptida OB conform prezentei inventii, poare fi
administratd gratie efectelor ei cosmetice, bundoard, pentru a imbunatati aspectul corpului prin reducerea
depozitului de grasimi. Polipeptidd OB poate fi utilizatd in dependenta sau in conjunctie cu alte strategiei
cosmetice, bundoard chirurgia. Utilizirile de diagnostic ale nucleotidelor prezente si peptidele
corespunzitoare se extind la folosirea acizilor nucleici pentru identificarea altor mutatii ale variantelor
alelice ale acestuia, astfel ca s se dezvolte o gama largd de materiale de nucleotide active utilizate atat in
scop de diagnostic, cit si pentru aplicatii terapeutice. in special, atat mutatiile omozigote, cat si cele
heterozigote ale nucleotidelor mentionate, ar putea fi identificate ca fiind potrivite, intr-o misurd mult
mai exactd, conditiei pacientilor, pentru a determina potentialul de risc al individului in ce priveste
obezitatea. In special, mutatiile heterozigote sunt in prezent privite ca fiind asociate cu o obezitate
moderatd, in timp ce mutatiile omozigote vor fi asociate cu o conditie de obezitate severd si mult mai
pronuntata. Testarea ADN ar putea fi apoi condusa aplicind materialele mentionate mai sus, stabilitate in
calitate de cote de nivel, astfel ca sa devind capabile de a fi implicate in modificarile prezentate, fie in
forma de dietd, fie deprinderi personale sau direct prin interventia terapeuticd pentru a evita astfel de
conditii. Utilitatea in diagnostic a prezentei inventii se extinde prin metodele aplicate la mésurarea
prezentei modelatorilor in probele celulare sau extractele biologice (sau probe) prelevate de la subiectii
testati, astfel acizii nucleici (ADN genic sau ARN) si (sau) nivelele de proteine in aceste probe de testare
ar putea fi stabilite. Predispozitia sporitd a subiectului pentru a inhiba obezitatea, de aceea medicul care
observd aceste rezultate la subiectul obez, ar putea stabili cd un alt factor decét disfunctia cu referire la
prezenta si activitatea nucleotidelor prezentei inventii, este cauza acestei conditii de obezitate. Spre
deosebire de aceasta, nivelul scdzut ale nucleotidei si (sau) proteinei exprimate ar putea sugera ca astfel
de niveluri pot fi create pentru tratarea acestei conditii de obezitate §i cd un regim terapeutic
corespunzator ar putea fi implementat.

In continuare, nucleotidelor descoperite si prezentate in fig. 1A ... E si 2A si B reprezintd cADN, asa
cum s-a mentionat mai sus, se aplici la masurarea ARN corespunzitor. De asemenea, proteina
recombinatd ca material corespunzitor polipeptidelor din fig. 1A ... E si 3 poate fi depistatd si marcatd
acceptabil pentru utilizare, bundoard in radioimunoanalize, pentru a masura grasimea si (sau) nivelul de
plasma al proteinei OB, sau pentru a detecta prezenta si nivelul receptorului pentru OB in tesuturi, cum ar
fi hipotalamusul. Mai mult decét atét, prezenta inventie examineazi nu numai identificarea nucleotidelor
si proteinelor corespunzitoare, prezentate astfel in context, polipeptidele din fig. 1A ... E, 3,5 si (sau) 6 ar
putea fi preparate si utilizate pentru screeningul de exprimare a unei colectii corespunzitoare, pentru
izolarea receptorilor activi. Receptorul ar putea fi apoi clonat; numai receptorul sau in conjunctie cu
liantul ar putea fi utilizat pentru screeningul moleculelor mici care posedd o activitate asemandtoare
modelatorilor prezentei inventii.

Pe langd aceasta, prezenta inventie se referd la compozitii farmaceutice care includ anumiti
modelatori, de obicei polipeptide ale cdror secvente sunt prezentate in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO4,
SEQ ID NO:5 si SEQ ID NO:6, anticorpii acestora corespunzatori neantagonistilor sau antagonistilor cu
molecule mici, sau fragmentele preparate in formule pentru o varietate de moduri de administrare, acolo
unde o astfel de terapie este acceptabild. Astfel de formule pot include purtdtori farmaceutic acceptabili
sau alti adjuvanti in masura necesititii, care ar putea fi preparati in intervale de dozare eficiente
determinate de clinician sau de medic in fiecare caz. Prin urmare, unul dintre obiectele principalele ale
prezentei inventii prevede modelatori ai greutdtii corporale in formd purificatd, care prezintd anumite
caracteristici §i activitati asociate cu controlarea §i variantea adipozitatii si continutului de grasime la
mamifere.

Un alt obiectiv al prezentei inventii prevede metodele de detectare si masurare a modelatorilor pentru
controlarea greutdtii, ca mijloc de diagnoza eficientd §i monitorizare a conditiilor patologice in care
variantea nivelului acestor modelatori este sau poate fi o trasdtura caracteristicd. Un alt obiect al prezentei
inventii prevede o metodd si un sistem de analizd asociat pentru screeningul substantelor, cum ar fi
medicamentele, agentii si altele, care sunt potential eficienti pentru mimarea sau inhibarea activitatii
modelatorilor prezentei inventii la mamifere.

Inc un obiectiv al prezentei inventii se referd la o metodd pentru tratamentul mamiferelor, pentru
controlarea greutdtii corp si a continutului de grisimi la mamifere §i (sau) pentru tratarea anumitor stari
patologice de scidere sau crestere anormald a greutdtii corporale, ca o trisdturd caracteristica.

Urmatorul obiectiv al prezentei inventii este de a prepara elemente genetice pentru utilizare in
protocoalele terapeutice genetice si (sau) in compozitii farmaceutice pentru metode terapeutice
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comparabile, care cuprind sau au la baza unul sau mai multi modelatori, parteneri de legdturd sau agenti
de legdtura care pot controla productia acestora, pot mima sau antagoniza activititile lor.

Inventia se explicd prin desenele din fig. 1, care reprezinti:

- fig. 1 (A ... E), secventa de acid nucleic (SEQ ID NO:1) si secventa dedusd de aminoacid (SEQ ID
NO:2) derivatd pentru murine OB cADN. Perechea de bazd 39, 5' este urmatd de un sistem in citire
deschisi, atestat pentru 167 de aminoacizi §i o secventd necodificatd de circa 3,7 kb 3'. (In aplicatia
inregistratd mai sus, seria NO:08/347, 563 la 30 noiembrie 1994 si seria NO:08/438, 431, inregistrata la
10 mai 1995, s-a determinat suplimentar o secventd necodificatd aditionald 5' cu 58 perechi de bazi, ca
produs artificial de clonare. Acest produs artificial care nu apartine unei zone de codificare este format
din 39 perechi de bazd, iar zona necodificatd 5' este schitatd in fig. 1, sau zona necodificatd 3' a genei.)
Sunt prezentate circa 2500 perechi de baza pentru secventa 3' necodificatd. Analiza secventei de proteind
prin observarea si utilizarea programului pe computer Sig.Seq indicd prezenta unei secvente semnal
(subliniatd). Microheterogeneitatea CADN a fost mentionatd ca fiind de circa 70% din cADN, avand un
codon de glutamind la codonul 49, iar celelalte 30% nu prezintd acest codon (vezi fig. 5 si 6, infra).
Aminoacidul subliniat reprezintd codonul de arginind care este C57BL/6J ob/ob mutanti la soareci
(soareci 1J);

- fig. 2 (A si B), secventa de acid nucleic (SEQ ID NO:3) derivatd pentru OB cADN uman.
Nucleotidele sunt numerotate de la 1 la 701 cu portiunea de start la nucleotida 46 si o terminatie la
nucleotida 550;

- fig. 3, secventa complet dedusd de aminoacizi (SEQ ID NO:4) derivatd din gena umanda OB,
corespunzitor secventei de acid nucleic din fig. 2A si B. Aminoacizii sunt numerotati de la 1 la 167. O
secventa semnal cu portiunea de clevaj este localizatd dupd aminoacidul 21 (Ala), astfel ca proteina
maturd sd se extindd de la aminoacidul 22 (Val) pana la aminoacidul 167 (Cys);

- fig. 4, comparatia intre secventele de aminoacizi deduse murinice (SEQ ID NO:2) si umane (SEQ
ID NO:4). Secventa de OB umand, avind secventa dedusd de aminoacizi, a fost superior omoloaga celei
de la soareci. Modificdrile conservative sunt mentionate printr-o linie si modificdrile necoservative sunt
mentionate prin asterisc. Codonul de glutamina variabil este subliniat tot asa cum este in pozitia mutatiei
nonsens in C57BL/6Job/ob (1J) la soareci. in fond, exista o identitatea de 83% la nivelul de aminoacizi, ,
asadar, numai opt substitutii au fost depistate intre valina la codonul 22 (imediat sub linia de desfasurare a
secventei semnal mature) si cisteina in pozitia 117;

- fig. 5, o secventd de aminoacizi cu lumgimea completd (SEQ ID NO:) derivata pentru gena OB la
murine, asa cum se reprezintd in fig. 3, dar glutamina este absentd in pozitia 49. Aminoacizii sunt
numerotati de la 1 la 166. O secventd semnal in portiunea de clevaj este localizatd dupd aminoacidul 21
(Ala) sus de anularea glutaminei 49, astfel ca proteina maturd si se extindd de la aminoacidul 22 (Val) la
aminoacidul 166 (Cys);

- fig. 6, o secventd de aminoacizi complet dedusa (SEQ ID NO:6) derivata de la gena OB umand, asa
cum se atestd in fig. 4, dar glutamina este absentd in pozitia 49. Aminoacizii sunt numerotatii de la 1 la
166. O secventd semnal in portiunea de clevaj este localizat[ dupd aminoacidul 21 (Ala) (sus de anularea
glutaminei 49), astfel ca proteina maturd sd se extindd de la aminoacidul 22 (Val) la aminoacidul 166
(Cys);

- fig. 7, desenul fizic al locatiei ob in cromozomul de murine si schitele de clonare YAC si P1. "M si
N" corespund la partile de restrictie Mul I si Not I. Numerele corespund la animalele individuale, care
sunt recombinate in zona ob a 1606 meioses, asa cum s-a insemnat. Met, Pax 4, D6Rck39, D6Rck13 si
Cpa se referd la localizarea in regiunea ob care se referd de probele de ADN. YACs au fost izolate
aplicand ca probe D6Rck13 si Pax-4 si terminatiile au fost redobdndite, aplicind vectorul PCR si (sau)
terminatia plasmidei de eliberare si utilizare in locul izolarii noului YACs (B). A rezultat Contigul YAC.
Unul dintre probele utilizate la genotipul recombinat la animale, este indicat in paranteze: (6) corespunde
la YAC 107; (5) corespunde la M16 (+) (sau M 16 (pLUS); (4) corespunde la adu (+); (3) corespunde la
aad (pICL); (2) corespunde la 53 (pICL) si (I) corespunde la 53 (+). (C) Contigul PI al clonilor P1
bacteriofage sunt izolate cu probele terminatiilor selectate de YAC. Gena ob este izolatd in clona P1
izolatd aplicand terminatia distald a YAC YB6S2F12 (terminatia (4)) (denumiti alternativ aici, adu (+));

- fig. 8 prezintd o fotografie a petei de bromurd de etidium al aminoacidului 192 izolat in dependentd
prin patru experimente de captare a exonului, amplificate i caracterizate de PCR;

- fig. 9 prezintd o fotografie a petei de bromurd de etidium a clonilor amplificate de PCR, suspectate
de a purta ob. Fiecare din cele 7 clone care nu poartd un artificiu, a fost reamplificatd aplicind PCR si
electroforizatd pe gel de agaroza 1% in TBE si colorata cu bromurd de etidium. Dimensiunea marcherilor
(rdmasi in zona nenumerotatd) este corespunzitoare din punct de vedere comercial "1 kB scard". Zona 1 -
clona ID12, contindnd "secventa HIV". Zona 2 - clona 1F1, o clond noud in afara zonei ob. Zona 3 - clona
1H3. Zona 4 - clona 2B2, care este identicd cu 1F1. Zona 5 - clona 2G7, care contine exonul ob. Zona 6 -
clona 2G11, care este identicd cu 1F1. Zona 7 - clona 2H1, care nu contine un insert.
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Figura 10 prezintd secventa (SEQ ID NO:7) a clonei 2G7, care include un exon ce codificad partial
gene OB. Secventele primer utilizate pentru amplificarea acestui exon sunt indicate in fig. (SEQ ID NO: 8
$19).

Fig. 11(A), analiza PCR de transcriptie reversd a mARN din diferite tesuturi ale aceluiasi soarece, cu
27 primeri si actin primeri. Reactiile RT-PCR sunt efectuate aplicand 100 ng din ARN revers, transcris
cu oligoproteina dT ca primer pentru prima sintezd de cADN cu filamente rasucite. Amplificarea PCR
este realizatd pentru 35 de cicluri cu denaturare de 94° pentru 1% pentru 1, hibridizarea are loc la 55°C si
la 72°C, au loc extensiile pentru 2' cu o a doua autoextensie a 1', per ciclu. Produsele RT-PCR sunt
rezolvate pe gel de agaroza cu o concentratie de 2%, cu punct de topire scizut, in mediu tampon 1 x TBE.
(B) Pata Worthern a mARN din diferite organe ale soarecelui se aplicd cu PCR, marcatd 2G7, ca proba.
10 pg din ARN total din fiecare din aceste tesuturi, se sipun electroforezei pe un gel de agarozd cu
formaldehida. Proba este apoi hibridizatd la temperatura de 65°C in Rapid Hybe (Amersham). Semnalele
autoradiografice apar dupd o ord de expunere; experimental prezentat este rezultatul unei expuneri de 24
de ore.

Fig. 12(A). Pata de bromurd de etidium din reactia RT-PCR asupra celulelor grase (tesut adipos alb)
ARN din fiecare tulpina de soarece este mentionatd in tabel. ARN total (100 ng) pentru fiecare proba, se
transcrie revers, aplicand oligoproteinele dT si transcriptaza reversd, si SADN simplu résucit care rezultd,
astfel, este amplificat cu PCR, cu primerii 2G7 (benzile inferioare) sau actin primerii (benzile superioare).
Atat primerii 2G7, cat si actin primerii sunt inclusi in aceeasi reactie PCR. Produsele se realizeaza pe gel
de agarozi 1% TBE (B), analiza Western corespund la (A). 10 ug de ARN din celulele grase (tesutul
adipos alb) din fiecare tulpind de soarece, aga cum s-a indicat, se prelucreazi si se experimenteaza cu
proba 2G7 marcatd, PCR, asa cum este redat in fig. 11 B. O crestere de circa 20 de ori a nivelului de
mARN 2G7, apare in cazul ARN din tesutul gras, alb, de la specia (1) C57BL/6J ob/ob, referitor la
perechea de animale slabe. In ambele experimente prin RT-PCR si Western, n-a existat nici un semnal
detectabil in ARN 2G7, de la specia de soareci SM/Cke-+"*ob™/ob™ (21, chiar dupd 2 siptimani de la
expunere. Se prezintd autoradiografia dupa 24 de ore. Se aplicd acelasi filtru pentru hibridizare la proba
de actind (partea inferioara a tabelului).

Figura 13 reprezintd analiza Worthern la animalele aditionale 2J si la animalelor martor, care
confirmi absenta mARN ob, la animalele 2J. Analiza Western este realizatd la fel ca in fig. 11 si 12. In
acest caz, ARN martor este ap2, in transcriptia specificd celulelor grase. Nu existd nici o semnificatie
privind variantea de densitate la benzile ap2.

in fig. 14 se compari secventa ADN a C57BL/6] (normal) si C57BL/6] ob/ob (IJ) la soareci, in zona
punctului de mutatie, care duce la introducerea codonului de stopare prematurd (mutatie nonsens), in
tulpina mutantului cADN. Secventa ob/ob la soareci, are o mutatie C—T care modificd un rezidiu de
arginind in pozitia 105. Aceastd modificare de bazd este aratatd ca o informatie de la ordonatorul automat
al ADN. RT-PCR se realizeaza aplicdind RN din tesutul alb gras de la ambele tulpini (+/+ si ob/ob) si
primerii din zonele 5' si 3' necodificate. Produsele de reactie PCR sunt purificate pe gel si secventionate
manual, direct, aplicand ordonatorul automat 373A, Applied Biosystems, Inc, cu primerii de-a lungul
ambelor filamente ale secventei codificate.

Fig. 15(A) reprezintd pata de aprobatie a ADN genic, de la fiecare tulpind de soarece din tabel. Circa
5 pg ADN (derivat al ADN genic preparat din ficat, rinichi sau splind) se digerd cu restrictie enzimatica
conform indicatiei. ADN se supune electroforezei pe gel de agaroza 1% TBE si se probeazd cu PCR
marcat 2G7. Digestia enzimatica atestd, aplicdnd Bg/IL, o crestere a dimensiunii tratamentului de circa 9
kB (cel mai mare) Bg/IL, in SM/Cke-+"*0b?/ob™ (2J) ADN. RELPs nu este detectabil, cu nici o alti
enzimd de restrictie. Prin cartarea restrictiei preliminare a ADN genic se atestd cd portiunea limorfica
Bg/II este de circa 7 kB in partea superioard a portiunii de start a transcrierii. Nici una din celelalte
enzime testate n-a avut o extindere precedentd in portiunea de start a mARN. (B) Segregarea
polimorfismului BG/II in tulpina SM/Cke-+"*0b™/ob”. Un numir de 6 descendenti obezi §i S
descendenti slabi din aceeasi generatie a coloniei coisogenice SM/Cke—+"ob™/ob” (2]) au fost
genodeterminati ca grupd sanguind, prin marcarea polimorfismului Bg/Il, asa cum este aritat la (A). Toate
fenotipurile de animale obeze sunt omozigote pentru alelele mai mari ale fragmentului polimorf BG/IL
ADN in zona de "control" se prepar din tesut nerelevant de soarece SM/Cke-+"" +/+, pe soiuri separate,
din colonia SM/Cke-+"*0b™/ob”.

Fig. 16 reprezintd o patd de absorbtie ADN genic digerat EcoRI, din speciile prezentate conform
tabelului, aplicdind OB cADN ca proba (bundoard, pata zoo). Semnalele de hibridizare sunt detectabile in
fiecare dintre probele de vertebrate, chiar dupd o hibridizare stringent moderata.

Acidul dezoxiribonucleic ADN, provenit in acest experiment de la pisica, a fost usor degradat. ADN
de restrictie este experimentat pe gel de agarozi 1% TBE si transferat pe o membrand imobilon pentru
experimentare. Filtrul este hibridizat la 65°C si spalat in SSC/ 0,2% SDS, de doua ori, la temperatura de
65°C, apoi de doud ori timp de 20 min, apoi se expune timp de 3 zile, aplicdnd filmul Kodak X-OMAT
(Rochester, N.Y.).
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Fig. 17 reprezintd zond de exprimare a clondrii vectorului pET-15 b (Novagen) (SEQ ID NO:11 si
12).

Fig. 18 prezintd analiza eluatului de pe coloana de rezine (Ni) delegare la Histiding, pentru fuziunea
ob a recombinatului murinic matur la His-tag (A) si fuziunea OB uman matur la His-tag (B). Bacteriile
sunt transformate cu vectorii pETM9 si respectiv pETH14. Dupi inductia cu 1 mM IPTG in conditii
optimale, bacteria transformatd este capabild de a produce 100-300 pg/ml proteind OB de fuziune, in
primul rdnd in partile de incluziune. Aceste parti de incluziune sunt solubilizate cu 6M guanidind
clorhidricd sau cu uree i proteind de fuziune (prezentd in supernatantul de 1iza) este incércatd pe coloana
de rezine (Ni) de legare la Histidina, in 10 mililitri de solutie tampon de legdturd, cu uree. Cloana este
apoi diluata treptat cu alicoti de 5 mililitri de 20, 60 si 300 um imidazol i, in final, cu o solutie tampon.
Alicotii sunt apoi analizati pentru prezenta polipeptidei OB la fuziune pe gelul acrilamidd 15%. Fiecare
zond contine echivalentul a 100 pl de extract bacterian.

Fig. 19 (A) reprezintd translatia in vitro a OB ARN. OB ¢cADN uman subclonat in vectorul pGEM. Se
linearizeaza plasmita si impreund cu fragmentele rasucite de ARN se sintetizeaza aplicdnd polimeraza
Sp6. ARN sintetizat in vitro este codificat in prezenta sau absenta membranelor microzomale pancreatice
de la canine. Un produs codificat primar de circa 18 kD a fost observat dupi codificarea in vitro.

Aditia membranelor microzomale la reactie determind aparitia celui al doilea produs de codificare,
mai subtire cu circa 2kD relativ cu produsii primar codificat. Dimensiunea produsului de translatie a
interleucinei-1 afla ARN, la care secventa de semnal codificata este absenta, este nemodificatd prin aditia
membranelor microzomale. Aceste date atesti cd este prezentd secventa de semnal functionald. (B)
Codificarea in vitro, in prezenta sau in absenta proteinazei K. Tratamentul cu proteazi are ca rezultat
proteoliza completd a produslui primar codificat 18kD, in timp ce forma prelucratd 16 kD este
nemodificatd. Permeabilizarea microzomului cu 0,1% TRITON-X100 redd forma prelucratd de proteaza
senzitivd. Aceste rezultate indica faptul ¢ produsii este codificat in tulpina microzomului.

Fig. 20 (A...E) prezintd secventa genei umane OB (SEQ ID NO:22 si 24); (F) - o diagrama
schematici a genei mutrinice OB; (G) - diagrami schematici a genei umane OB. In ambele cazuri (F) si
(G), startul si stopul codoanelor este subliniat. Nu existd nici o evidentd a primului intron omolog, la
soarece si a celui uman, in gena umana, dar existenta acestuia nu poate fi exclusa.

Fig. 21 prezintd un desen schematic al unei strategii de clonare utilizatd pentru a se obtine exprimarea
recombinatd a OB la drojdia Pichia. (A) - vectorul de exprimare al OB cu o secventd semnal a factorului
afla de conjugare; (B) - desenele schematice ale structurii proteinei de fuziune recombinatd, incluzind
secventa de aminoacid (SEQ ID NO:26), care atestd portiunea Xhol si portiunile de clevaj putative KEX-
2 si STE-13 si surplusul de aminoacizi N-terminali prezent dupd clivajul KEX-2 (SEQ ID NO:27); (C).
Strategia alternativd pentru producerea OB mature, cuprinde prepararea unui element cu o secventd de
aminoacid corespunzitor la portiunea de clevaj Xhol si la portiunea de clevaj KEX-2 imediat superioard
secventei polipeptidei mature (SEQ ID NO:28).

Fig. 22 reprezintd strategia de exprimare alternativa la Pichia. (A) - vectorul de exprimare al OB de
fuziune cu His-tag adoptat din sistemul de exprimare pET sub controlarea secventei de semnal prin
factorul de conjugare alfa (SEQ ID NO:33); (B) - desenele schematice ale structurii proteinei de fuziune
recombinate OB contindnd His-tag, care includ secventa semnal a factorului de conjugare alfa, portiunile
de clevaj putative KEX-2 si STE-13, His-tag si portiunea de clevaj a trombinei, care ar putea produce
polipeptida OB, cu trei reziduuri de aminoacizi N-terminal, surplus.

Fig. 23 (A) - analiza PAGE de exprimare a murinelor OB (atat formule microheterogene, bundoard
cele care contin Gln 49 si cele la care Gln 49 este absentd) la drojdia Pichia transformata. Banda de circa
16 kD este vizibila in fluidul de culturd a drojdiei transformate (zonele doi si trei), dar nu si in cultura
fluida de la drojdia netransformatd (prima zond); (B) - analiza PAGE a polipeptidei OB recombinate
partial purificatd pe carboximetil celuloza, cu un slab schimb de cationi, O banda de circa 16 kD este clar
vizibild in fractiunile 3 si 4 din coloand, eluarea acestei coloane fiind efectuatd cu 250 mM de NaCl.
Zona 1 - simpla incércare; zona 2 - trecerea materialului pe coloand; zonele 3-5 - fractiunile diluate cu
250 mM NaCl.

Fig. 24 atestd ci proteina OB circuld in plasma de soarece. (A) - imunoprecipitirile singelui de soareci.
Se aplicd 0,5 ml de plasmi de soarece care este prelucratd cu sefarozd neconjugatd si incubatd peste
noapte cu anticorpi imunopurificati anti-OB, conjugati cu perle 4B de sefaroza. Imunoprecipitatul este
apoi separat pe gel SDS-PAGE 15%, transferat si aspirat in sistemul Western cu anticorpul anti-OB.
Proteina cu o greutate moleculard de circa 16 kD migreaza in aceeasi pozitie ca si proteina maturd de
soarece ob, exprimatd in drojdie. Proteina este absentd in plasma sa soarecele C57BL/6]J si creste de 10
ori in plasmi la soarece C57BLB/Ks, raportat la soarecele de tip sélbatic; db la soarece a indicat o
supraproductie de proteind OB, secundard rezistentei la efectele acesteia; (B) - nivelurile crescute de OB
la sobolanii grasi. Sobolanul gras este obez ca rezultat al mutatiei recesive pe sobolan, cromozomul 5.
Datele genetice demonstreazd un defect 1n aceeasi gend de mutatie la soarece db. Plasma de la sobolanii
grasi si perechile slabe ale acestora este imunoprecipitatd i se analizeaza prin absorbtia Western. O



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 2311 G2 2003.11.30

12

crestere de 20 de ori mai mare in nivelul de circulatie al OB este observat la animalele mutante; (C) -
cantitatea de proteind OB in plasma de soarece. Cantitatile crescute de proteind recombinatd la soareci se
adaogd la 100 A plasmi de soareci ob si apoi aceasta este imunoprecipitatd. Intensitatea semnalului
masuratd prin absorbtiec Western, este comparatd cu cea de la 100A plasma de la goarecele de tip sdlbatec.
O crestere liniard in intensitatea de semnal a fost inregistratd pentru cantitdti crescute de proteind
recombinatd, ceea ce demonstreazd cd imunoprecipitdrile sunt realizate in conditiile excesului de
anticorpi. Semnale similare au fost observate in proba de plasma si in proba cu 2 ng proteind recombinati,
indicand nivelul de circulatie in plasma de soarece care este de circa 20 ng /ml; (D) - proteina OB in
extractele de tesut adipos. Extractele citoplasmatice din tesutul adipos de soarece se prepard din db si tipul
de soarece silbatec. Analiza de absorbtie Western atestd niveluri crescute de proteind 16 kD in extractele
preparate de la soarecele db.

Fig. 25 atestd cd proteina OB circuld la niveluri variabile in plasma umand. Probele de plasma sunt
obtinute de la sase voluntari labi. Imunoprecipitarea si analiza de absorbtie Western atestd prezenta
proteinei umane imunoreactive 16 kD, identica ca dimensiune cu proteina umand recombinatd avand 146
aminoacizi, exprimatd prin drojdie. Niveluri variabile de proteine au fost observate in fiecare din cele sase
probe; (B) - analiza ELISA (imunoanaliza legatd de enzime) pentru ob umand. Plicile microtitrate sunt
acoperite cu anticorpi OB antiumani imunopurificati. Se adaogd apoi cantitdti cunoscute de proteind
recombinatd pe aceste placi si se efectueaza detectarea aplicdnd anticorpi anti-ob biotinilati,
imunopurificati. Absorbanta la 414 nm este inregistrata relativ cu concentratele cunoscute de OB, pentru
a se obtine curba standard. Curba standard atestd cd analiza este capabild de detectarea a 1 ng/ml sau mai
mult din proteina OB umand; (C) - cantitatea de proteind OB in plasma umana. Imunoanaliza ELISA este
efectuatd aplicdnd 100 A de plasma de la sase voluntari slabi i standardele utilizate sunt prezentate in
tabelul B. Nivelurile proteinei OB de ordinul a 2 ng/ml in HP1 ... 15 ng/ml in HP6 au fost astfel
observate. Aceste date sunt corelate cu analiza de absorbtie Western, datele fiind prezentate in tabelul A.

Fig. 26 atestd cd proteina OB formeaza legaturi disulfurice intermoleculare si intramoleculare. (A) -
analizele de absorbtie Western in conditii de reducere si fard reducere. Analiza de absorbtie Western a
plasmei umane si de soarece se repetd la proba tampon cu si fard aditie de agenti de reducere. Cand se
omite beta-mercaptoetanolul din proba tampon, imunoprecipitatele din plasma db migreaza odatd cu
aparitia masei moleculare 16 kD si 32 kD. Aditia de beta-mercaptoetanol, la proba tampon, duce la
disparitia jumatitii 32 kD (vezi fig. 24). Acest rezultat este recapitulat cind proteina de soarece este
exprimati in drojdie, Pichia pastoris. In acest caz, proteina OB de soarece migreazi spre pozitia
dimerului.

in conditii de reducere, proteina de soarece recombinats, purificatd, migreazi cu aparitia greutitii
moleculare de 16 kD, indicdnd cd forma moleculard 32 kD este rezultatul a una sau doud legdturi
bisulfurice intermoleculare. Proteina umana exprimatd in vivo si in Pichia pastoris, migreaza cu masa
moleculara de 16 kD atit in conditii de reducere, cat si fira reducere (datele nu sunt prezentate); (B) -
proteina umand exprimatd in drojdie contine legdtura bisulfurica intramoleculard. Proteinele secretate in
fond cuprind conformatia corectd, atunci cand se exprimi in sistemul de exprimare Pichia pastoris.
Proteina umand maturd cu 146 de aminoacizi este exprimatd in Pichia pastoris i purificatd din mediul de
drojdie in doud faze, procesul cuprinzind IMAC filtrarea gelului. Proteina recombinatid purificata este
supusd spectrometriei de masd sus si dupd clivajul bromurii de cianogen. Clivajul bromurii de cianogen
are loc la gruparea carboziterminald a reziduului de metionind. Masa moleculard a proteinei recombinate
din drojdie este de 16,024+3 Da (masa moleculard calculatd = 16,024 Da). Clivajul bromurii de cianogen
se produce dupa trei grupdri metionind in secventa proteinei la aminoacizii 75, 89 si 157. Fragmentul de
bromura de cianogen cu masa de 8435,6 Da corespunde aminoacizilor 90...157 si 158...167, care sunt
legati prin legaturi cis-117 si cis-167 (calculat ca masd moleculard = 8434,5 Da) N.D. = nedetectat.

Fig. 27 reprezinta prepararea proteinei recombinate bioactive. Secventa de nucleotidd corespunzitoare
proteinei OB mature de soarece, avand 145 de aminoacizi, este clonatd in vectorul de exprimare pET 15b.
Acest vector pET determind insertia liniei polihistidinei la partea superioard (His-tag) a secventei clonate,
care permite o purificare eficientd aplicdnd analiza IMAC, Immobilized Metal Affinity Chromatography.
Proteina recombinatd bacteriand este initial distribuitd in fractiunea membranei insolubile, dupi liza
bacteriand. Fractiunea de membrand este solubilizatd aplicdnd clor hidrat de cuanidium si apoi este
incércatd pe coloana IMAC. Proteina este diluata de trei ori si tratatd cu trombind pentru a se indeparta
portiunea His-tag, asa cum se va descrie in continuare. Randamentul final al proteinei solubile este de 45
ng/ml din cultura bacteriand.

Fig. 28 atestd efectele biologice ale proteinei OB, timpul de ingerare a hranei (tabelele A-C) si greutatea
corporald (tabelele D-F). Grupe de cite 10 animale au primit zilnic injectii intraperitonale cu proteine OB
la o dozd de 5 mg/kg/zi (substantd in pitrate, injectii cu PBS (substantd solidd in cercuri) sau nici un
tratament (substantd solidd triunghiulard). Grupele de tratament includ soareci C57B1/6] ob/ob (tabelele
A 5i D), C57B1/Ks db/db (tabelele B si E) si CBA/J +/+ (tabelele C si F). Hrana consumatd de soareci
este masuratd zilnic §i greutatea corporald este inregistrata la intervale de trei ... patru zile (Scala greutatii
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corporale in grame este diferitd pentru soarecii de tip sélbatec vs. ob si db). Hrana integrata de soarecii ob
care primesc proteine este redusd dupd prima injectie si stabilizatd dupd a patra zi la un nivel de circa 40%
din cea inregistratd in grupa injectatd fals (p<.001). Greutatea corporald a acestor animale descreste in
medie cu 1,3 g/zi si se stabilizeazd dupi trei sdptdmani, la un nivel de circa 60% din greutatea initiald
(p<.001). Nu s-a demonstrat nici un efect al proteinei db la soareci. Efecte slabe, dar semnificative asupra
greutdtii corporale, sunt observate la soarecii CBA/J, la doud puncte timpurii (p<.02). Eroarea standard a
fiecdrei madsurdtori este prezentatd printr-o bard, iar semnificatia statistici a acestor rezultate este
prezentata in tabelul 1.

Fig. 29 atesta rezultatele la pereche de soareci ob nutriti. (A) - grupa A de patru soareci C57B1/6]
ob/ob este hranitd cu o cantitate de hrana egala cu cea consumata de o grupa de soareci ob care primesc
proteina recombinatd. Pierderea in greutate pentru ambele grupe este calculatd dupi cinci zile, dupd opt
zile si dupd doudsprezece zile. Grupa de soareci ce au restrictie de hrand, pierd mai putin in greutate (linia
haguratd) dect soarecii ob care au primit proteind (linia solidd) (p<.02). Acest rezultat atestd cd efectul
proteinei OB asupra reducerii greutdtii este hrana ingeratd §i energia consumatd; (B) - determinat de
fotografia soarecilor tratati ob. Sunt prezentati doi soareci obezi C57B1/6] ob/ob. Soarecele din stinga a
primit PBS si cantireste 65 g, aceasta fiind greutatea lui initiald. Soarecele din dreapta a primit zilnic
injectii cu proteind OB recombinati. Greutatea initiald a acestui animal a fost de 65 g; greutatea dupa trei
saptdmani de tratament cu proteind a fost de 38 g; (C) - ficatul soarecelui tratat si al celui netratat
C57B1/6] ob/ob. Ficatul soarecelui care a primit PBS este voluminos; gras si cantareste 5,04 g. Ficatul
soarecelui care a primit proteind ob recombinatd are un aspect normal §i greutatea de 2,23 g.

Fig. 30 prezintd hibridizarea in sifu a tesutului adipos ob. ARN ob de sens si contrasens este marcat in
vitro aplicand polimeraza Sp6 si T7 si digoxigenina. ARN marcat este este hibridizat in sectiunile de tesut
adipos scufundate in parafind, din partea epididimald a labei grase de soarece de opt sdptamani C57B1/Ks
(tipul silbatec marcat) si de la soarecele C57B1/Ks db/db (marcat db). in aceasta figurd, piciturile de
lipide apar ca vacuole necolorate in celule. Citoplasma este o margine subtire la periferia celulelor si nu
se poate deosebi de membrana celulard. Hibridizarea la toate formatiunile de adipocite in acest domeniu
a fost detectatd in sectiunile de tip salbatec apliciAnd numai proba contrasens si nivelurile mult crescute, au
fost observate in sectiunile tisulare de la animale db/db.

Fig. 31 prezinrtdi ARN OB care este exprimat in adipocite in vivo si in vitro. ARN total (10
microgram) din diferite surse se supuse electroforezi pe proba ob hibridizati si absorbitd. In primul rand,
diferentele dintre flotabilitatea celulard dupd digestia colagenazei se aplica pentru purificarea adipocitelor.
ARN OB este prezent numai fractiunea dipocitelor. Zona S indicd fractiunea stromovasculard si A indicd
fractiunea adipocitelor. Pe 1angd aceasta, ARN OB nu este exprimat in zona celulard U preadipocitard
3T3-422, nediferentiald. Adipocitele diferentiate din aceste linii celulare exprimd clar nivelurile
detectabile de OB mARN (zona D).

Fig. 32 atestd cd OB ARN este exprimat in toate depozitele tisulare adipoase. Toate depozitele tisulare
adipoase testate au fost exprimate ca ARN ob. Grasimea inghinald a labei exprima oarecum niveluri scizute
de ARN; , asadar, existd o variabilitate de nivel al semnalelor in diferite experimente (fig. 31A). Zona
epididimala (1), inghinala (2), abdominald (3), parametriala (4), din partea grasd a labei. Grasimea cafenie
este exprimatd de asemenea la un nivel scdzut de OB ARN (fig. 31B). Nivelul OB, exprimat in grasimea
cafenie, este nemodificat la animalele care traiesc la temperatura de 4°C timp de o sdptimand, in timp ce
abundenta de grasime cafenie specificd UCP ARN, care se stie cd poate i inductibild la rece, poate creste
de 5 ori.

Fig. 33 reprezintd exprimarea OB ARN la soarecii db/db si la cei aurii tratati cu tioglucozi. ARN total
din grasimea parametriald a labei de la soarecii aurii db/db si cei tratati cu tioglucoza (GTG) este analizat
prin electroforezi si absorbtie Western. GTG, administrat ca o doza unica cunoscut prin faptul ca determind
obezitatea prin inducerea de leziuni specifice hipotalamice. (A) - soarecii femele de o lund CBA, sunt
aratati cu GTG (2 mg/g), ceea ce conduce la o crestere de peste 20 g, la animalele tratate, in raport cu
animalele de control (sub 5 g); (B) - hibridizarea probei OB de la db/db si soarecii tratati cu GTG prezintd
o crestere de 20 de ori a ARN ob fatd de ARN de la animalele de control (actind sau GAPDH).

Fig. 34 reprezinta analiza de absorbtie Northern la ARN uman. Aceste pete contin 10 mg din ARN total
din tesutul adipos uman (FAT, tabelul A) si 2 mg de poli A + ARN din tesuturile umane (tabelul B)
hibridizate la probele umane ob sau umane cu beta-actind. Un semnal intens la circa 4,5 kb este observat cu
ARN total din tesutul adipos. Hibridizarea la poli A + ARN atestd semnale detectabile in inimad (HE) si
placentd (PL), iar in creier (BR), plamani (LU), ficat (LI), musculatura scheleticd (SM), rinichi (KI) si
pancreas (PA) ARN OB n-a fost detectat. In fiecare caz, durata expunerii autoradiografice este indicata.
Geneza benzilor moleculare inferioare observate in placentd (bundoard ARN cu imbinare alternantd, de
degradare ARN) nu este aplicatd deja.

Fig. 35 reprezintd YAC contig, contindnd gena OB umand si 8 marcheri microsateliti. Se prezintd schita
care contine STS cu YAC de bazi, in zona cromozomului 7, care contine gena OB umand, asa cum s-a
demonstrat prin SEGMAP/versiunea 3,29 (Green et al. PCR Methods Applic. 1: 77-90 (1991)). Cele 19
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STSs unice sunt ordonate in tabelul 3, in partea superioard a acestuia. Cele 8 STSs microsatelite specifice
sunt indicate cu asterisc in tab. 4. Sunt indicate de asemenea STSs corespunzitor genelor Pax4 si OB, ca si
pozitiile prezentate ale centromerelor (CEN) si 7q telomerelor (TEL) referitoare la contig. Fiecare dintre
clonele 43 YAC sunt mentionate prin linia orizontald, cu denumirea data la stinga si partea YAC, estimatd
(in kb, masurata prin gel electroforeza cu impulsuri) care se indicd in paranteze. Prezenta unui STS in YAC
este indicatd printr-un cerc intunecat la o pozitie acceptabild. Cand STS corespunde cu terminatia insertiei,
YAC de la acesta este derivat. Pentru 5 YACs, la partea inferioard (sub linia orizontald) 1 sau mai multi
STS(s) asteptate a fi prezente (bazate pe ordinul STS stabilit), n-au fost detectate (asa cum se evalueazad prin
testarea YACs individuale cu STS specifice corespunzitoare analizei PCR, in numar de cel putin doud) si
acestea sunt prezentate ca cercuri deschise la pozitiile corespunzatoare. Majoritatea YACs sunt izolate
dintr-un hibrid hamster-uman cu colectia de celule (Green et al. Genomics, 25: 170 -183 (1995)), cu
denumirile lor originale, asa cum este indicat. YACs care rdaman sunt izolate din colectiile genice umane
totale si localizarea colectiei originale este prevazutd in tabelul 3. Boxele sunt plasate in jurul denumirii a 3
YACs (yWSS691, yWSS999 si yWSS2935) care au fost depistate prin analiza FISH, in desen, la 7q31,3.
Contigui este dislocat in forma sa "necalculatd", in care dimensiunile YAC nu sunt utilizate pentru a estima
suprapunerea clonilor sau spatierea STS, astfel toate STSs sunt spatiate echidistant, in forma "calculata", in
care dimensiunea YAC se aplicd pentru estimarea distantei relative, separand fiecare pereche adiacentd
STSs ca si extinderea suprapunerii de clone, totalul YAC contig pare sa cuprindd chiar peste 2Mb.

Prezenta inventie se refera la elucidarea si gésirea unei proteine denumité ca polipeptida ob sau leptina,
acizii nucleici cuprinzand proteine, inclusiv varianteile degenerate ale acestora, bundoard a cele care
incorporeaza codoanele optimale pentru exprimarea, in special, a sistemului de exprimare, proteind care
demonstreazi abilitatea de a participa la controlarea greutdtii corporale a mamiferelor.

Acizii nucleici ca obiect al inventiei, reprezintd secventele de codificare care corespund polipeotidei OB
umane §i murinice, care este destinatd sd joace un rol critic in reglarea greutdtii corporale si adipozitatii.
Datele prezentate aici indica faptul ca, produsii polipeptidei acidului nucleic, , conform prezentei inventii,
este secretat de cétre celulele care il exprimd si cd functiile polipeptidei sunt cele de hormon. Datele
experimentele aditionale demonstreazi cd polipeptidd OB este foarte eficientd in tratarea obezititii la
soarecii care poartd o mutatie a genei ob. Pe langa aceasta, utilizarea unui bolus cu doze ridicate sau doze
moderate continue de polipeptidd OB are efectul de reducere a greutdtii corporale la soareci normali sau de
tip sdlbatec.

Mai mult decat atat, exemplele prezentei inventii demonstreaza ca polipeptida OB, denumitd alternativ
leptind, circuld in plasma umani, in plasma de sobolani si de soareci. Leptina este absenta in plasma
soarecilor ob/ob si este prezentd in concentratii mai ridicate de 10 ori in plasma de soareci db/db, si in
concentratii de doudzeci de ori mai mari in plasma de sobolani fa/fa. Pe 14ngd aceasta, injectiile zilnice cu
leptina recombinatd, reduc dramatic masa corporald la soareci ob/ob, influenteazd semnificativ greutatea
corporald la soarecii de tip sdlbatec si nu are niciun efect asupra goarecilor db/db.

Conform unui alt aspect, polipeptida OB de la o specie este biologic activd la altd specie. in special,
polipeptida OB umana este activi la soareci. In aspectul primar, prezente inventie este orientatd spre
identificarea materialelor care functioneazi ca modelatori ai greutdtii corporale la mamifere. Inventia se
referd in special, la izolarea, purificarea si segmentarea anumitor acizi nucleici care corespund genei OB
sau zonei de codificare a acesteia, atit la oameni, cat si la soareci, de asemenea la polipeptidele
corespunzdtoare exprimate prin acizi nucleici. Inventie cuprinde gasirea acizilor nucleici, avind secvente
de nucleotide mentionate in fig. 1A péna la E(SEQ ID No. 1) si fig. 2A si B (SEQ ID No. 3) sia
variantelor de degenerare, celulele si fragmentele acestora, toate posedand facultatea de modulare a
greutdtii corporale si adipozitatii. Corespondenta acizilor nucleici cu gena OB, prevede influenta lor
semnificativd asupra unor asemenea stari cum ar fi obezitatea, ca si altor maladii si disfunctii, in care
anormalitdtile greutatii corporale sunt factorul contribuitor. Prezenta inventie se extinde la proteinele
exprimate prin acizii nucleici, , conform prezentei inventii si in special la acele proteine prezentate in
fig. 1a, pand la E (SEQ ID No. 2), fig. 3 (SEQ ID No. 4), fig. 5 (SEQ ID No. 5) si fig. 6 (SEQ ID
No. 6) ca si variantele conservate, fragmentele active i moleculele mici, cogniti. Asa cum s-a
mentionat mai sus, peptidele modulatoare ale controlului greutitii corporale sau partenerii lor de
legdturd, sau alti lianti sau agenti care prezintd o activitate de mimetism sau antagonism cu acestea
sau cu martorii dupd producerea acestora, se pot prepara in compozitii farmaceutice, cu un vehicul
acceptabil si la un efect puternic in administrarea prin diferite mijloace la pacientul care are o experientd
anormald in fluctuatiile greutdtii corporale sau ale adipozititii, fie ca o parte a conditiei medicale
adverse, cum ar fi cancerul sau SIDA, pentru tratamentul lor. O varietate de tehnici de administrare
pot fi utilizate, printre care administrarea orald, nazald si alte forme de administrare transmucozald,
tehnici parenterale, cum ar fi injectiile subcutanate, intravenoase si intraperitonale, cateterizari si altele.
Cantititile medii ale factorilor recognitivi sau subunitétilor acestora pot varia acestea, in special se vor
baza pe recomanddrile si prescriptia medicului calificat sau a specialistului veterinar.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 2311 G2 2003.11.30

15

fn conformitate cu cele expuse mai sus, un sistem de analizi pentru screeningul medicamentelor
potential eficiente, care mimeaza sau antagonizeazi aceasta activitate de modulare a greutdtii corporale,
poate fi preparat. Modelatorul greutitii corporale poate fi introdus in sistemul de testare si medicamentul
prospectiv, de asemenea poate fi introdus in cultura celulard rezultatd, apoi aceasti cultura este examinatd
pentru observarea vreunei modificdri in activitatea celulard, datorate fie unei aditii de medicament
exclusiv prospectiv, fie ca urmare a efectului cantitdtilor de modelator al greutatii corporale, addogate.
Asa cum s-a mentionat mai sus, clonarea moleculara a genei OB descrisd aici, a condus la identificarea
unei clase de materiale care functioneazd la nivel molecular, pentru modelarea greutdtii corporale la
mamifere. Gasirea modelatorilor prezentei inventii, are implicatii importante pentru diagnoza si
tratamentul tulburarilor nutritionale, incluzand, fira a se limite la acestea, obezitatea, pierderea in greutate
asociatd cu cancerul si tratamentul maladiilor asociate cu obezitatea, cum ar fi hipertensiunea, bolile de
inimd si diabetul de Tipul Il Pe langd aceasta, existd utiliziri potentiale in agriculturd, pentru produsele
genetice, in cazul in care se doreste modelarea greutitii corporale a animalelor domestice. In final,
pentru faptul ca unul sau mai multi modelatori ai inventiei sunt molecule secretate, acestia pot fi utilizati
biochimic, pentru izolarea receptorilor sai, aplicdnd tehnologia de clonare-exprimare. Discutia faptului ca
se continud cu referinte specifice la gena OB, conduce la aplicabilitatea generald la clasa de modelatori
care cuprinde o parte a prezentei inventii si, de aceea trebuie luati o astfel de atitudine si un astfel
de aspect de interpretare.

Dupa cum s-a mentionat mai sus, activitatea functionald a polipeptidei OB, poate fi evaluati
transgenic. Modelul transgenic la soarece, poate fi utilizat In acest aspect. Gena ob poate fi utilizatd in
studiile complementare, aplicand soarecele transgenic. Vectorii transgenici, incluzdnd vectorii virali
sau clonele cosmide (sau clonele fage) corespunzitori pozitiei genei candidat la tipul silbatec, poate
fi construit aplicdnd gena ob. Cosmidele pot fi introduse la soareci, aplicdnd procedeele publicate
(Jaenisch, Science 240:1468-1474 (1988)). Elementele de constructie sunt introduse in oud fertilizate,
derivate de la descendenti rezultati din incrucisarea intre descendentul F1 al C57BL/6J ob/ob si X DBA.
Aceste incrucisari sunt necesare pentru utilizarea transplantului ovarian C57BL/6] ob/ob, pentru
generarea animalelor F1. Soarecele DBA / 2J se aplicd ca tulpind counter, deoarece acesta are o bland
coloratd, nonagouti, fapt important cand se aplicd transplantul ovarian. Genotipul in pozitia ob a
cosmidului animalelor trensgenice, poate fi determinat de soiurile de animale cu legaturi slabe de RFLPs
sau microsateliti care flancheazd mutatia §i, care sunt poliformi intre tulpinile descendentilor.
Complimentarea este demonstratd atunci cdnd elementul de constructie special atribuie o obezitate
genetici F2 animalului slab (asa cum s-a demonstrat prin analiza RFLP) si nediabetic. In aceste
circumstante, analiza incluziunii pentru complementare va care ca animalul ob/ob sau db/db care poarta
transgena, si fie conjugat la transplantul ovarian ob/ob sau db/db. In aceasti incrucisare, toate animalele
N2 care nu poarti transgene, vor fi slabe si au concentratii normale de glucoza si insulind in plasma. Intr-
un sens genetic, transgena actioneazd ca un supresor de mutatie.

Alternativ, genele GB pot fi testate prin examinarea efectelor lor fenotipice, cand sunt exprimate ca
orientare contrasens la animalele de tip silbatec. In aceasta privinti, exprimarea animalelor de tip silbatec
este suprimata si, astfel se ajunge la un fenotip mutant. Forma duplex a ARN-ARN (sens-contrasens)
previne manipularea normald a mARN, care are ca rezultat eliminarea partiala sau completd a efectului
genei de tip sélbatec. Aceasta tehnicd a fost utilizatd pentru a inhiba sinteza TK in cultura de tesuturi si de
a produce fenotipurile de mutatie Kruppel in Drosophila si mutatie Shiverer la soarecele de experiente
(Izant si colab. Cell, 36: 1007-1015 (1984); Green et al. Annu. Rev. Biochem. 55: 569-597 (1986);
Katsuki et al. Science, 241: 593-595 (1988). Un important avantaj al acestei tehnici constd in faptul ca
numai o portiune redusd de gend este necesard a fi exprimata pentru inhibarea eficientd a exprimarii
intregului mARN cognitiv. Transgena contrasens va fi plasatd sub controlul propriului promotor sau a
altui promotor exprimat in tipul de celule corect, aceasta plasare este la portiunea superioard a SV40 poli
A. Transgend aceastd va fi utilizatd pentru transformarea transgenica la goarece. Soarecele transgenic va fi
conjugat, asadar, cu transplantul overian pentru testarea modului in care heterozigotii ob sunt mai
senzitivi la efectele elementelor de constructie contrasens. Pe termen lung, elucidarea functiei biochimice
a produsului genei OB (polipeptida QB sau proteina) este aplicatd pentru identificarea neantagonistilor cu
molecule mici si a antagonistilor cu molecule mici care le influenteazi activitatea.

in continuare, diferiti termeni sunt utilizati in intreaga specificatie, avind semnificatiile mentionate.

Termenul de "modelator al greutdtii corporale”, "modelator”, "modelatori" si orice variante care nu
sunt specificati in tabel, pot fi utilizati aici fara a fi schimbati, asa cum se aplicd in intreaga specificatie si
in revendicari, se face referire la ambele nucleotide si la materialul proteic, acesta din urma incluzand atat
proteinele simple, cat si cele multiple. Mai mult decat atit, termenii mentionati mai sus, se extind la
nucleotide si la acidul dezoxiribonucleic ADN, avind secventele descrise aici §i prezentate in fig. 1A ... E
(SEQ ID No. 1) si fig. 2A, si B (SEQ ID No. 3), de asemenea, proteinele avind secventa de aminoacid
conform datelor descrise si prezentate in fig. 1A ... K (SEQ ID No. 2) si fig. 3 (SEQ ID No. 4) sunt
studiate in mod asemadndtor, ca si profilul activititii mentionate cu referire la toate materialele din



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 2311 G2 2003.11.30

16

descriere si din revendiciri. In acest sens, nucleotidele care prezinti o activitate substantial echivalenti
sau modificatd, sunt in mod asemdndtor studiate, incluzind analogi omologi, substantial, si varianteile
alelice. De asemenea, proteinele prezintd o activitate echivalentd sau modificatd substantial, incluzind
proteinele modificate deliberat, bundoard, prin mutageneza directionatd pe portiuni sau accidental prin
mutatii in organismul gazda pe care le produc modelatorii, sunt de asemenea studiate.

O compozitie cuprinzand "A" (in care "A" este o proteind simpld, o moleculd ADN, un vector, o
celuld gazda recombinatd, etc.), este substantial libera de "B" (in care "B" cuprinde una sau mai multe
proteine de contaminare, molecule ADN, vectori, etc., dar se exclud formele racemice pentru A), cand de
circa 75 % din greutatea de proteine, ADN vectori (in dependenta de categoria speciei la care apartin A si
B) in compozitia "A". De obicei, "A" cuprinde cel putin circa 90% de greutate din speciile A + B din
compozitie, mult mai preferabil, cel putin circa 99% din greutate. E preferabild de asemenea compozitia
care este liberd de contaminare, contindnd numai o singurd specie, de greutate moleculara, avind
activitatea sau caracteristica speciei ce ne intereseaza.

Polipeptidele OB.

Termenii de "proteind", care se referd la polipeptide produse natural si cele de "polipeptidd" utilizati
aici fard schimbare referitor la produsii genetic ob si la variantele lor, termenul de "proteind matura" sau
"polipeptidd matura" se referd in speciei la produsul genetic OB cu secventa semnal recuperatd (sau un
partener proteic de fuziune).

Asa cum s-a mentionat mai sus, in intruchiparile specifice ale polipeptidelor, conform prezentei
inventii, sunt incluse cele care au secventele de aminoacizi mentionate aici, bundoard SEQ ID No. 2, 4, 5
si 6 etc., incluzind polipeptida ob modificatd cu substitutiile de aminoacid conservative, ca si fragmentele
biologic active, analogii si derivatii acestora. Termenul de "biologic activ" este utilizat aici cu referire la
efectul specific al polipeptidei, incluzind, fara a se limita la aceasta, legitura specificd, bundoard la un
receptor, anticorp sau alte molecule recognitive; activarea modului transductor de semnal la nivel
molecular si (sau) inductie (sau inhibarea de cétre antagonisti) a efectelor fiziologice mediate de
polipeptida ob nativd, in vivo. Polipeptidele OB, incluzand fragmentele, analogii si derivatii acestora, pot
fi preparate sintetic, aplicdnd, bundoard, tehnici bine cunoscute ale fazei solide sau ale fazei de solutie in
care se efectueaza sinteza peptidei. De obicei, faza sintetica solidd este utilizatd in aceste tehnici.
Alternativ, polipeptidele OB ale prezentei inventii, pot fi preparate aplicand tehnici de inginerie geneticd
bine cunoscute, descrise infra. Intr-o alta realizare, polipeptida CB poate fi purificata bundoard prin
purificare de imunoafinitate, din fluidul biologic bundoara, dar nelimitate, plasma, serul, sau urina, de
obicei plasma umana, serul sau urina §i mult mai preferabil de la un subiect cu o supraexprimare a
polipeptidei, bundoard o persoand obezd suferind de o mutatie a receptorului OB sau de obezitate legatd
de o mutatie corespunzdtoare persoanelor "grase".

Fragmente de polipeptidd OB.

Prezenta inventie examineaza in special fragmentele produse natural ale polipeptidei OB, care pot fi
importante. Secventa de peptidd include un numdr de portiuni care sunt frecvent tintd pentru clivajul
proteolitic, bundoard reziduurile de arginina. Este posibil ca polipeptida cu lungime completa sd poatd fi
elevatd la una sau mai multe portiuni, pentru a se forma fragmente active biologic. Astfel de fragmente
biologic active, pe fi agonizante sau antagonizante ale activititii functionale a polipeptidei OB pentru
reducerea greutdtii corporale.

Analogii polipeptidei OB.

Prezenta inventie examineazi in special prepararea analogilor peptidei OB, care se caracterizeazi
fiind capabili de o activitate biologicd a polipeptidei OB, bundoard de legarea la un partener de legaturd
specificd a peptidei, cum ar fi receptorul OB. Intr-un aspect anumit, analogul neantagonizeazi activitatea
OB, bundoara functiile similare ale acestuia cu cele ale peptidei ob. De obicei, neantagonistul OB este
mult mai eficient decat proteina nativd. Bundoard, analogul neantagonist OB se poate lega la receptorul
OB cu afinitate superioard sau si demonstreze un timp de Injumatatire mai mare in vivo, sau ambele. Cu
toate acestea, analogii neantagonisti peptidei OB care sunt mai putin eficienti decat proteina nativa, sunt
de asemenea studiati. Intr-o alti realizare, analogul antagonizeazi activitatea OB. Bunioard, un analog
OB care se referd de receptorul OB, dar care nu induce transductia semnalului, poate inhiba competitiv
legdtura OB nativ la receptor, astfel descrescand activitatea OB in vivo. Astfel de analogi antagonisti OB
pot sd posede, de asemenea, proprietiti diferite de peptida ob, bundoard un timp de injumétitire mai lung
(sau mai scurt) in vivo, o afinitate de legare mai mere (sau mai micd) pentru receptorul OB sau ambele.

Intr-un aspect anumit a prezentei inventii, un analog al peptidei OB este peptida OB modificatd prin
substituirea aminoacizilor in pozitia de pe polipeptida care nu este esentiald ca structurd sau ca functie.
Bundoard, deoarece este cunoscut cd peptida OB umand este biologic activd la soareci, substituirea
reziduurilor divergere de aminoacizi in secventa umand, aga cum se compard cu secventa de aminoacid
murinic, va produce asemdndtor, analogi utilizatori ai peptidei OB. Bundoard, reziduul de serind, in
pozitia 53 sau in pozitia 98, sau in ambele (in secventa peptidei neprelucrate prezentatd in fig. 4) de la
oameni, poate fi substituite bundoard, cu glicind, alanind, valind, cistenind, metionind sau treonind. In mod
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similar, reziduul de arginind, in pozitia 92 (fig. 4), poate fi substituit, bundoard, cu asparagind, lizina,
histidind, glutamind, acid glutamic, acid aspartic, serind, treonind, metionind sau cisteind. Alti aminoacizi
din fig. 4 si peptida OB umand care par a fi capabili de substituire, sunt histidina in pozitia 118,
triptofanul in pozitia 121, alaninda in pozitia 122, acidul glutamic in pozitia 126, treonina in pozitia 127,
leucina in pozitia 128, glicina 1n pozitie 132, glicina in pozitia 139, triptofanul in pozitia 159 si glicina in
pozitia 166. Intr-o alti realizare, este posibil si se substituie unul sau mai multe reziduuri 121 sau 128
(asa cum s-a prezentat in fig. 4), bundoard cu glicine sau alaninde sau substituind unele reziduuri cu
exceptia serinei in pozitia 123, sau leucinei in pozitia 125. Intr-o altd realizare, un analog al polipeptidei
OB, de obicei polipeptida umand OB este o forma redusd a polipeptidei. Bundoard, s-a demonstrat deja
¢4 glutamina din reziduul 49 nu este esentiala si poate fi anulati de la peptidd. in mod similar, este posibil
de a anula cativa, sau toti aminoacizii reziduuri, la pozitiile 121 -128. Pe l4ngd aceasta, inventia
examineaza obtinerea unui analog OB avand secventa minima de aminoacizi necesard pentru activitatea
biologica. Aceasta poate fi determinatd, bundoard, prin testarea activititii fragmentelor de OB pentru
abilitatea de a se lega la anticorpii specifici OB, cu inhibarea activitdtii polipeptidei OB native, sau
agonizarea activitatii peptidei OB native. Intr-un aspect anumit, prezenta inventie se referd la polipeptida
OB redusd, constand dintr-o structurd in lant formatd din legiturile disulfurice care se formeazi intre
reziduurile de cisteind 117 si 167 (asa cum este prezentat in fig. 4). In alt aspect, analogul redus
corespunde la aminoacizii din reziduul 22 (care urmeaza portiunii de clevaj a peptidei semnal putative) la
53 (reziduul de aminoacid care precede imediat regiunea flexibila in forma de lant, detectatd cu proteoliza
limitatd, urmatd de analiza spectrometricd de masd a polipepiidei OB; vezi Gohen et al., Proteii Science 4:
1088. (1995). Intr-un alt mod, analogul redus corespunde la aminoacizii din reziduul 61 (reziduul care
urmeazi imediat zonei flexibile in forma de lant, aga cum s-a detectat prin analiza spectroscopica de masa
si prin proteoliza limitata a polipeptidei OB) la reziduul de aminoacizi 116 (reziduul care precede imediat,
primul rezidiu de cisteing). Intr-o alti realizare, analogul redus corespunzitor aminoacizilor din reziduul
61 la reziduul 167 de aminoacizi.

Mai mult decat atat, unul sau mai multe reziduuri ale zonei in lan-flexibile, putative, numarul 54...60,
sunt substituite. Bundoard, unul sau mai multe reziduuri pot fi substituite cu lizind, acid glutamic sau
cisteind (de obicei lizind) pentru legitura incrucisatd, bundoard la un polimer, deoarece structurile
flexibile in lant sunt preferate pentru derivatizarea proteinei. Alternativ, reziduurile la pozitiile flexibile in
forma de lant, pot fi substituite cu reziduuri de aminoacizi care sunt mult mai rezistenti la proteoliza, dar
care retin structura flexibild, bunfoard una sau mai multe proline. Intr-o alti realizare, substituirile cu
reziduuri de aminoacizi care pot fi in continuare derivatizate pentru a le face mai rezistente la degradare,
bundoara proteoliza, sunt de asemenea studiate in prezenta inventie. Se apreciazd in acest domeniu de
specialitate cd, fragmentele precedente au dimensiuni de circa cinci aminoacizi, pot fi inclusi sau anulati
din fiecare capit, sau din ambele, sau din interiorul polipeptidei sau din anumite fragmente ale acesteia,
analogii redusi ai acesteia, cu exceptia faptului ca in analogii cu legituri in lant bisulfurice urmeaza a fi
mentinute reziduurile de cisteina.

S-a demonstrat cd, peptida murinici OB contine 50% de continut alfa-helical si cd polipeptida OB
umand contine circa 60% alfa-helical, asa cum s-a detectat prin dicroismul circular al peptidei
recombinate 1n conditii aproape fiziologice, in acest sens, intr-o alta realizare, reziduurile de aminoacizi
pot fi substituiti cu reziduuri, pentru a se forma analogi de polipeptide OB, care manifestd inclinatie
pentru aceastd formare, sau se formeaza structuri mult mai stabile, alfa-helix. Bundoard, o structurd alfa-
helix poate fi preferata dacd Glu, Ala, Leu, His, Trp sunt introdusi ca substituenti pentru reziduurile de
aminoacizi depistate in polipeptida nativdi OB. De obicei, substituirile conservative de aminoacizi sunt
utilizate, bundoara substituirea acidului aspartic la reziduul 29, 30, 44, 61, 76, 100 si /sau 106 (asa cum s-a
prezentat in. fig. 4), cu acid glutamic (acizi glutamici) Glu ; substituirea izoleucinei cu leucina;
substituirea glicinei sau velinei, sau orice aminoacid divergent, cu alaninda (bundoara serina, in pozitia 53
a polipeptidei umane OB, cu alaninda), substituirea argininei sau lizinei cu histidina §i substituirea
tirozinei si (sau) fenil alanindei cu triptofan. Gradul crescut sau mai important, stabilitatea structurii alfa-
helix poate produce un analog OB cu activitate mai mare, o afinitate de legare crescutd sau timp de
Injumatitire mai mare. Intr-un aspect anumit, potentialul de formare a structurii felix pentru portiunea
peptidei OB, corespunzitor reziduurilor de aminoacizi 22...53, este crescut. Intr-un alt fel, potentialul de
formare a structurii felix sau stabilitatii reziduurilor 61...116, este de asemenea crescut. Conform altui
aspect, potentialul de formare a structurii helix, structurd in lant de disulfurd, corespunzitor aminoacizilor
117...167, este crescutd. Asadar, analogii OB studiati, contin potentialului de formare a structurii alfa-
helicale cu un grad de stabilitate mai mare decat in unul din domeniile precedente. Intr-o altd realizare,
analogii de polipeptide OB reduse, sunt generati ca incorporand o structurd de formare, bundoard,
reziduurile de aminoacizi pentru formarea structurii helix, in vederea compensdrii unei predispozitii mai
mari a fragmentelor polipeptidei, de a pierde structura stabila.

Compusii analogi, cum ar fi aceste fragmente, pot fi produsi, bundoard, prin digestia pepsinei
materialului peptidic modelator de greutate. Alti analogi, cum ar fi, muteinele, pot fi produsi prin
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mutageneza directionatd pe portiunile standard ale secventelor de codificare a peptidei modulatoare de
greutate. Analogii care reprezintd "activitate de modulare a greutitii”, cum ar fi moleculele mici, dacd
acestea functioneaza ca promotori sau inhibitori, pot fi identificati prin analizele cunoscute, in vivo si
(sau) in vita. Analogii cu molecule mici, peptidomimetici si polipeptidele OB. Structura polipeptidei, de
obicei polipeptida OB umand, poate fi analizatd prin diferite metode cunoscute in domeniu. Secventa de
proteind, poate fi caracterizatd printr-o analizd de hidrofilicitate (de exemplu: Hopp et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 78: 3824 (1981)). Profilul de hidrofilicitate poate fi utilizat pentru identificarea
regiunilor hidrofobe si hidrofile ale polipeptidei OB, care pot indica regiunile cufundate in interiorul
polipeptidei indoite si regiunile accesibile de la experiorul polipeptidei. Pe langd aceasta, analiza
structurald secundara (bundoard Chou et al. Biochem. 13: 222 (1974), poate fi de asemenea efectuati,
pentru identificarea regiunilor polipeptidei OB, care agimi structuri secundare specifice. Manipularea
structurii prezentate sau determinate, incluzand structura secundard prevazutd, poate fi insotitd aplicAnd
programe computerizate software, acceptabile in domeniu.

Prin depistarea unei surse abundente de polipeptide recombinate OB, prezenta inventie permite
determinarea structurald cantitativi a polipeptidei. In special, se prevede un material suficient pentru
analizele de rezonantd magneticd nucleard (RMN), spectroscopie in infrarosu (IR), Ramansiultraviolet
(UV), in special dicroismul circular (CD), analiza spectroscopicd. RMN, in special, prevede o analiza
structurald foarte puternicd a moleculelor in solutie, care aproximeaza mai aproape zona nativd a acestora.
(Marion et al. Biochem. Biophys.Res. Comm. 113: 967-974 (1989) ; Bar et 1. J. Magn. Reson. 65: 355-
360 1985); Kimura et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 1681-1685 (1980)). Alte metode de analiza
structurald pot fi de asemenea utilizate. Acestea includ, nefiind limitate, analizele de cristalografie in raze
X (Engstom, Biochem. Exp. Biol. 11: 7-13 (1974)).

Potrivit unui alt aspect, un analog al polipeptidei OB, poate fi testat, pentru a determina dacd acesta
reactioneaza incrucisat cu anticorpul specific, pentru polipeptida nativd OB sau fragmentele specifice ale
acesteia. Gradul de reactivitate incrucisatd duce la obtinerea informatiei despre omologia structurald sau
similaritatea proteinei sau accesibilitatea regiunii corespunzitoare portiunilor de polipeptide care sunt
utilizate pentru generarea fragmentelor specifice de anticorpi.

Screeningul analogilor OB.

Diferite tehnici de screening sunt cunoscute in domeniu, pentru screeningul analogilor polipeptidelor.
Sunt acceptabile diferite colectii de produse chimice. In acest sens prezenta inventie examineazi
screeningul acestor colectii, bundoard colectiile de compusi sintetici generati de-a lungul anilor pentru
cercetare, colectii de compusi naturali si colectii combinatorii, aga cum s-a descris in detalii mai mari,
infra, pentru analogii polipeptidei OB. Intr-un anumit aspect, inventie examineazd screeningul acestor
colectii pentru compusii care se referd la anticorpii polipeptidei anti-OB, de obicei anticorpii de
polipeptide ob anti-umane. Intr-un alt aspect, odatd ce receptorul este identificat OB (vezi infra ), orice
tehnicd de screening aplicatd deja in domeniu, poate fi identificatd prin utilizarea screeningului
receptorului OB neantagonist sau antagonist. Prezenta inventie mai examineazi screeningul liantilor cu
molecule mici sau a analogilor lianti si imitatori, ca i screeningul pentru liantii naturali care se refera si
neantagonizeaza sau antagonizeaza receptorul OB activat, in vivo.

Cunoasterea secventei primare a receptorului si similaritatea acelei secvente cu proteinele cu functie
aplicatd deja, poate fi acceptatd ca un reper pentru neantagonistii sau antagonistii proteinei. Identificarea
si screeeningul neantagonistii este facilitat in continuare prin determinarea caracteristicilor structurale ale
proteinei, bundoard prin utilizarea cristalografiei cu raze X, difractia neutronilor, spectrometria de
rezonantd magneticd nucleard si alte tehnici aplicate la determinarea structurii. Aceste tehnici prevad
designul rational sau identificarea neantagonistii si neneantagonistii.

O altd cale aplicd becteriofagul recombinat pentru a produce colectii mari. AplicAnd "metoda phage"
(Scott et al. Science, 249: 386-390 (1990); Cwirla et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6378-6382
(1990). Devlin et al. Science 249: 404-406 (1990)), pot fi construite colectii foarte mari (106—108 entititi
chimice). Cea de a doua cale aplicd metode chimice primare, dintre care metoda Geysen (Geysen et al.
Molecular Immunology 23: 709-715 (1986); Geysen et al. J. Immunologic Method, 102: 259-274 (1987)
si metoda recentd datd de Fodor et al. Science, 251: 767-773 (1991) bundoard. Furka et al. 14th
International Congress of Biochemistry, Volume 5, Abstract FR: 013 (1988); Furka, Int. J. Peptide Protein
Res. 37: 487-493 (1391)); Houghton (U.S. Patent No. 4,631,211, editat decembrie, 1986); Rutter et.al
(U.S. Patent No. 5,010,175, editat aprilie, 23, 1991) descriu metode de producere a amestecului de
peptide care pot fi testate ca neantagonisti sau antagonisti.

Intr-un alt aspect, colectiile sintetice (Needels et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 10700-10704
(1993); Lam et al. International Patent Publication No. WO 92/00252, fiecare dintre acestea fiind
incorporate aici in totalitatea lor prin referinte) in mod asemanator se pot utiliza la screeningul pentru
liantii receptori OB, conform prezentei inventii. Cu astfel de colectii, antagonistii receptori pot fi detectati
aplicand celulele care exprima receptorul fira clonarea actuald a receptorului OB.
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Alternativ, analizele pentru legarea liantului solubil la celulele care exprimé forme recombinate ale
receptorilor lianti OB in domeniul de legare, pot fi efectuate. Liantii solubili pot i prevdzuti in mod real,
ca polipeptide recombinate OB sau sintetice. Screeningul poate fi realizat cu celule recombinate care
exprimd receptorul OB sau alternativ, aplicind proteina receptor purificat bundoard, se produce
recombinarea aga cum s-a descris mai sus. Bundoard, abilitatea receptorului OB solubiiizst sau solubil,
marcat, care include portiunea de legdturd cu liantul pentru acea moleculd de legare a liantului, poate fi
utilizatd pentru screeningul colectiilor, asa cum s-a descris in referintele precedente, derivati de
polipeptide.

In fond, prezenta proteini (denumiti aici ca "proteind" este utilizati pentru includerea "polipeptidei",
dacd nu este altfel indicat) poate fi derivatd prin legarea uneia sau a mai multor jumdtiti chimice la
jumdtatea de proteind. Derivatii modificati chimic, pot fi in continuare aplicati pentru administrarea
intraarteriald, interperitoniand, intramusculard, subcutanatd, intravenoasd, orald, nazald, rectala, bucald,
sublinguald, pulmonard, topicd, transdermald sau alte cdi de administrare. A fost demonstratd ci
modificarea chimicd a proteinelor biologice active prevede avantaje aditionale in anumite circumstante,
cum ar fi cresterea stabilitatii si a timpului de circulatie a proteinei terapeutice si de scadere a
imunogenitatii. Vezi U.S. Patent No. 4,179,337, Davis et al. aparut Decembrie 18, 1979. Pentru
documantare, a se vedea Abuchowski et el."Soluble Polymer-Enzyme Adducts" in Enzymes as Drugs,
pag. 367-383. Holcenberg and Roberts, eds. Wiley-Interscience, New York, NY, (1981). Un articol de
revistd descrie modificarea proteinei si proteinele de fuziune ca Francis, Focus on Growth Factors, 3: 4-10
(1992). Jumatitile chimice pentru derivatizare.

Jumatitile chimice acceptabile pentru derivatizare, pot fi selectate din polimerii solubili in apa.
Polimerul selectat va fi solubil in api astfel ca proteina de care acesta este legat, nu va precipita in mediu
apos, cum ar fi mediul fiziologic. De obicei, pentru uz terapeutic la prepararea produsului finit, polimerul
va fi acceptabil farmaceutic. Un specialist in domeniu, va fi capabil sd selecteze polimerul dorit pe baza
unor astfel de consideratii, atunci cind polimerul/proteina conjugat va fi utilizat terapeutic si astfel,
dozajul dorit, timpul de circulatie, rezistenta la proteoliza si din alte consideratii, au un rol important.
Proteinele si peptidele prezente pot fi identificate aplicand analizele prezentate aici.

Molecule polimeri. Polimerii solubili in apd, pot fi selectati dintr-o grupa alcétuitd dinpolietilen glicol,
bundoard, copolimeri ai etilen glicolului/propilen glicol, carboximetilcelulozd, dextran, alcol polivinilic,
polivinilpirolidona, poli-1,3-dioxolan, poli-1,3,6-trioxan, copolimerul anhidridei maleice cu etilenul,
poliaminoacizi (fie homopolimeri sau random copolimeri) si dextran sau glicol poli (n-vinil pirolidona)
polietilenica, homopolimeri de propilen glicol, copolimeri de polipropilen oxid si oxid de etilen, polioli
polioxietilati si alcol polivinilic. Polietilen glicol propionaldehida care duce la avantaje la preparare, din
cauza stabilititii acesteia in apd.

Polimerul poate fi de orice greutate moleculard si poate fi ramificat sau neramificat. Pentru propilen
glicol, greutatea moleculard este cuprinsa intre circa 2kDa si circa 100 kDa (termenul de "circa" atesta ca
in preparatele de polietilen glicol unele molecule vor cantiri mai mult, iar altele mai putin, decat greutatea
moleculard stabilitd), pentru a facilita manipularea si prepararea. Se pot utiliza alte dimensiuni, in
dependentd de profilul terapeutic dorit (bundocard durata de eliberare sustinutd ca urmare a efectelor
asupra activitatii biologice, facilitarea manipularii, gradul de antigenicitate sau absenta antigenicititii si
alte efecte cunoscute ale polietilen glicolului pentru o proteind terapeutica sau un analog).

Raportul polimer/proteina.

Numarul de molecule de polimer atasate astfel, poate varia si specialistul in domeniu va fi capabil de
a stabili efectul asupra functiei. Se pot utiliza monoderivati sau se prevad di-, tri -, tetra - sau alte
combinatii din acesti derivati, cu aceleasi jumatiti chimice sau cu jumdtdti chimice diferite (bundoard
polimeri, cu greutdti diferite de polietilen glicol). Proportia de molecule de polimeri relativ cu proteinele
(sau peptide) variaza in dependentd de concentratiile acestora in amestecul de reactie. in fond, raportul
optim (in termeni de eficientd a reactiei, nu exista exces de proteind sau de polimer nereactionat) va fi
determinat prin asemenea factori cum ar fi gradul dorit de derivatizare (bundoard mono, di-, tri-, etc.),
greutatea moleculard a polimerului selectat, dacd polimerul este ramificat sau neramificat si conditiile de
reactie.

Legarea jumatatii chimice la proteind.

Moleculele de polietilen glicoli (sau alte jumatati chimice) vor fi atasate la proteind luand in
consideratie efectele asupra domeniilor functionale si antigenice ale proteinei. Existd un numér de metode
de legare, acceptabile pentru specialistii in domeniu, bundoard EP 0 401 384 incorporate aici prin
referinte (cuplarea PEG la G-GSF). Vezi Malik et al. Exp. Hematol. 20: 1028-1035 (1992) (expunerea
pegilarii GM-CSF aplicd clorura de tresil). Bundoard, polietilenul glicolul poate fi legat covalent la
reziduurile de aminoacizi prin grupa reactivd, cum ar fi grupdrile amino libere si cele de carboxil.
Grupdrile reactive sunt cele la care molecula de polietilen glicol activat poate fi legatd. Reziduurile de
aminoacizi avand o grupare amino liberd, pot include reziduuri de lizind si reziduuri de aminoacid N-
terminal, acestea avand o grupare carboxil liberd, care poate include reziduuri de acid aspartic, reziduurile
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de acid glutamic si reziduurile de aminoacid terminal. Grupdrile sulthidrilice pot fi, asadar, utilizate ca
grupdri reactive pentru legarea moleculei (moleculelor) de polietilen glicol.

De obicei in scopuri terapeutice, este legarea la grupa amino, cum ar fi legarea la N-terminal sau la
gruparea de lizind. Legarea reziduurilor importante pentru receptorul de legdturd, se va evita, cand se
doreste receptorul de legitura. Proteine Modificate Chimic N-terminal.

Proteina modificatd chimic N-terminal este specificd. Aplicand polietilenul glicolul ca o ilustrare a
comporzitiilor prezente, se pot selecta ca o varietate de molecule de prolietilenglicol (prin greutatea
moleculard, ramificare, etc.), proportia de molecule de polietilen glicol la proteind (sau peptide), in
amestecul de reactie, tipul reactiei de pegilare care trebuie realizat si metoda de obtinere a proteinei
pegilate N-terminal selectate. Metoda de obtinere a preparatului pegilat N-terminal (bundoara separarea
acestei jumdtati din jumititile monopegilate dacd este necesar), poate fi de purificare a materialului
pegilat N-terminal din populatia moleculelor de proteine pegilate. Modificarea chimici
N-terminald selectivd poate fi insotitd de alchilarea reductivd cu cercetarea reactivitatii diferentiale a
diferitelor tipuri de grupdri amino primare (lizind relativ cu N-terminal) acceptabile pentru derivatizarea
intr-o proteind speciald. In conditii de reactie potrivite, se obtine derivatizarea proteinei la N-terminal cu
gruparea carbonil care contine polimerul. Bundoard, o grupare poate fi selectiva ca proteind pegilat N-
terminal, prin efectuarea reactiei la un PH care permite sa se obtind un avantaj al pK, diferentele fiind
intre grupdrile g-amino ale reziduurilor de lizind si grupare-amino a reziduului terminal N al proteinei.
Prin astfel de derivatiziri selective, se controleazd legare la polimerul solubil in apa, a proteinei;
conjugarea se produce cu polimerul care este plasat predominant la N-terminal al proteinei, neavand loc
nici o modificare semnificativd in cadrul altor grupe reactive, cum ar fi grupdrile amino din catena
secundard a lizinei. Aplicand alchilarea reductivd, polimerul solubil in apd poate fi de tipul descris mai
sus si va avea o singurd aldehidd reactivd, pentru cuplarea proteinei. poate fi de asemenea utilizata
polietilenglicol propionaldehida.

Acizii nucleici asociati cu polipeptida OB.

Asa cum s-a mentionat mai sus, prezenta inventie este orientatd spre acizii nucleici care contin
polipeptidele ob, ca si secventele 5', 3' necodificate, asociate genic si secventele intronice la gena OB.
Astfel, conform prezentei inventii, in domeniu se vor utiliza tehnici conventionale de biologie moleculara,
microbiologie si tehnici recombinate ADN. Astfel de tehnici sunt elucidate complet in literaturd. Vezi, de
exemplu, Sambrook et al., molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Gold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989); Glover ed. DNA Gloning: A Practical
Approach, Vol. Isi II, MRL Press, Ltd. Oxford, U.K. (1985) Gait ed. Oligonucleotide Synthesis, Oxford
University Press (1984); Hames et al. eds, Nucleic Acid Hybridization, Springer-Verlag (1985); Hames et
al. eds, Transcription and Translation, Oxford University Press (1984); Freshney ed. Animal Cell Culture,
Oxford University Press (1986)); Immobilized Gells and Enzymes, IRL Press (1986); Perbal, A. Practical
Guide To Molecular Cloning, Wiley, New York (1984). O laturd speciald a prezentei inventii o constituie
strategiile pentru izolarea, clonarea, secventionarea, analizarea si caracterizarea genei sau acidului
nucleic, pe baza unor tehnici de reactie in lant (PCR) a polimerazei, bine cunoscute.

O ‘"replicatie" este orice element genetic (de exemplu plasmidul, cromozomul, virusul) care
functioneazi ca o unitate autonoma a replicatiei. ADN in vivo, care este bundoard capabild de replicatie
sub propriul ei control.

Un "vector" este un replicon, cum ar fi un plasmid fag sau cosmic, la care un alt segment de ADN, se
poate lega, astfel ca sd poarte replicatia segmentului legat.

O "caseta" se referd la un segment ADN care poate fi inserat in vectorul respectiv, la portiunile
specifice de restrictie. Segmentul ADN cuprinde o polipeptidd de interes, caseta si portiunile de restrictie
sunt desemnate pentru a asigura insertia casetei in zona proprie de citire pentru transcriptie si translatie.

ADN "heterolog" se referd la ADN care nu este localizat natural in celuld sau in portiunea
cromozomeld a celulei. De obicei, ADN heterolog include o gend strdini la celula.

O celuld a fost "transferatd” cu ADN exogen sau ADN heterolog, cand un astfel de ADN a fost
introdus in interiorul celulei. O celuld a fost "transformata" prin ADN exogen sau ADN heterolog, cand
ADN transferat efectueazi o schimbare fenotipica. De obicei, ADN de transformare va fi integrat (legat
covalent) in ADN cromozomal formand genomul celulei.

O "clond" este o populatie celulara derivatd de la o singurd celuld sau ancestor comun, prin mitoza.

O "moleculd de acid nucleic" se referd la forma polimericd de ester fosfat a ribonucleozidelor
(adenozind, guanozind, wuridind sau citidind; "molecule ARN") sau dezoxiribonucleozide
(dezoxiadenozina, dezoxiguanozina sau dezoxicitidina; "Molecule ADN") fie forme simplu risucite sau
helix dublu rasucit. Sunt posibile helice dublu riasucite ADN-ADN, ADN-ARN si ARN-ARN. Termenul
de molecula de acid nucleic si in special moleculd de ADN sau ARN, se referd numai la structura primara
si secundard a moleculei si aceasta nu se limiteaza la nici o forma speciald, tertiard sau cuaternard. Astfel,
acest termen include ADN dublu rdsucit demonstrat, inter alia, in moleculele de ADN lineare sau
circulare (bundoard fragmente de restrictie (plasmide §i cromozomi. In discutarea structurii de molecule
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ADN dublu rasucite ,in special, secventele pot fi descrise aici conform conventiei normale a secventei
date numai in 5'... 3' pe directie de-a lungul filamentului netranscris (bundoard filamentul avind o
secventd omoloagd cei de mARN). O "moleculd de ADN recombinat" este o moleculd DNA care
inregistreaza o transformare prin manipularea biologicd moleculard.. O moleculd de acid nucleic este
"hibridizabild" la o altd moleculd de acid nucleic, cum ar fi cADN, ADN genic sau ARN, cand forma
simplu rdsucitd a moleculei de acid nucleic poate sustine molecula de acid nucleic in conditii acceptabile
de temperaturd si fortd ionica in solutie (vezi Sambrook et al. 1989, supra). Conditiile de temperaturd si
determinarea fortei ionice duc la o "stringentd" a hibridizarii. Pentru un screening preliminar al acizilor
nucleici omologi, se pot utiliza conditii de hibridizare de o stringentd scdzutd, corespunzitor la Ty, de
55°C, de exemplu, 5 x SSC, 0,1% SDS, 0,25 % lapte si fard formamida, sau 30% formamida, 5 x SSC,
0,5% SDS). Conditiile de hibridizare moderat stringente corespund la o valoare superioard a tm, de
exemplu, 40% formamida cu 5 x 6 x SCC. Conditiile de hibridizare puternic stringente corespund la o
valoare maximd a Ty, bundoard, 50%, formamida, 5 x sau 6 x SCC. Hibridizarea cere ca doi acizi
nucleici sd contind secvente suplimentare, in dependentd de stringenta hibridizirii §i sunt posibile
nepotriviri intre baze. O stringentd acceptabila pentru hibridizarea acizilor nucleici, depinde de lungimea
acizilor nucleici si de gradul de complementare, variabile cunoscute bine in domeniu. Cu cit este mai
ridicat gradul de similaritate sau omologie intre secventele (2) de nucleotide, cu atat este mai mare
valoarea Tm pentru hibrizii acidului nucleic, avind acele secvente. Stabilitatea relativa (corespunzitor la
o valoare superioard de Tm) a hibridizarilor acidului nucleic, scade in felul urmaitor: ARN:ARN,
ADN:ARN, ADN:ADN. Pentru hibrizii ce dispun de mai mult de 100 nucleotide in lungime, ecuatiile
pentru calcularea Tm au fost derivate (vezi Sambrook et al., 1989, supra, 9,50-0,51). Pentru hibridizarea
cu acizi nucleici mai scurti, bundoard oligonucleotide, pozitia nepotrivirilor devine mai importantd si
lungimea oligonucleotidei se determind in specificitatea acesteia (vezi Sambrook et al. 1989, supra, 11,7-
11,8). De obicei, o lungime minimd pentru acidul nucleic hibridizabil, este de cel putin circa 10
nucleotide; mult mai preferabil de cel putin circa 15 nucleotide si cel mai preferabil, o lungime de cel
putin circa 20 de nucleotide.

"Recombinarea omoloagd" se referd la insertia unei secvente straine ADN a vectorului in cromozom.
De obicei, vectorul tinteste o portiune cromozomald specificd pentru recombinarea omoloagd. Pentru
recombinarea omoloagd specificd, vectorul va contine regiuni suficient de lungi pentru omologia
secventelor de cromozomi, pentru a permite legarea complementard si incorporarea vectorului in
cromozom. Regiunile mai lungi de omologie si gradele mai mari de similaritate secventiald, pot duce la
cresterea eficientei recombinatiei omoloage. O "secventa de codificare ADN" este o secventd ADN dubiu
rasucitd, care este transcrisd si transfatestd in polipeptidd intr-o celuld in vitro sau in vivo, cand se
plaseaza sub controlul secventelor de reglare corespunzitoare. Limitele secventei de codificare sunt
determinate prin codonul initial la gruparea terminala 5'(amino) si prin codonul de oprire a translatiei la
gruparea terminald 3' (carboxil). O secventd de codificare poate include, fird a se limita la aceasta,
secvente procariotice, secvente de cADN din mARN eucariotice, secvente de ADN genic din ADN
eucariotic (bundoard in cazul mamiferelor) si chiar secvente de ADN sintetic. Dacd secventa de
codificare intentioneazi exprimarea in celule eucariotice, secventa terminatiei de transcriptie si de semnal
a poliadenilarii, va fi ,de obicei, localizatd la secventa 3' de codificare.

Izolarea secventelor OB de codificare si flancare.

Acizii nucleici studiati in prezenta inventie se extind asa cum este mentionat, la alti acizi nucleici care
codificd exprimarea peptidelor, cum ar fi cele prezentate in fig. 1A ... D (SEQ ID No. 2), fig. 3 (SEQ ID
No. 4), fig. 5 (SEQ ID No. 5) si fig. 6 (SEQ ID No. 6). In acest sens, in timp ce DNA specific a fost
izolat si secventionat in relatia cu gena ob, orice celule potentiale animale, pot sd serveascd ca sursd de
acid nucleic pentru clonarea moleculard a genei cuprinsd in peptida prezentei inventii. ADN poate fi
obtinut prin procedee standard cunoscute in domeniu, din ADN clonat (bundoard "colectia" ADN) prin
sintezd chimica, prin clonarea cADN sau prin clonarea ADN genic sau a fragmentelor acestora, purificate
din celulele dorite (vezi, bundoard, Sambrook et al. 1989, supra, Glover, 1985, supra). Glonele derivate
din ADN genic, pot convine regiuni ADN de reglare si intronice, in aditie la regiunile de codificare;
clonele derivate din cADN nu vor contine secvente de intron. Oricare ar fi sursa, gena va fi clonatd
molecular intr-un vector acceptabil, pentru propagarea genei.

in ceea ce priveste clonarea moleculard a genei de la ADN genic, acest ADN genic poate fi amplificat
aplicand primerii selectati din secventele cADN. Alternativ, fragmentele de ADN sunt generate, din care,
cdteva, vor contine gena ca urmare. ADN poate fi elevat pe portiunile specifice, aplicand diferite enzime
de restrictie. Se poate utiliza de asemenea DNaze, in prezentd de mangan, pentru fragmentarea ADN sau
ADN poate fi fragmentat fizic, bundoard printr-o metoda acustica. Fragmentele de ADN linear, pot fi apoi
separate conform unor tehnici standard de dimensionare, incluzind, fird a se limita la aceasta, agaroza gel
si poliacrilamida gel in electroforeza si cu ajutorul unei cromatografieri pe coloand.

Odata ce aceste fragmente de ADN este generat identificarea fragmentului de ADN specific
contindnd gena ob sau gena asemdndtoare ob poate fi insotitd de diferite metode. Bundoard, daca o
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cantitate dintr-o portiune de ob, gena asemandtoare ob sau ARN specificd acesteia, sau fragmentul
acesteia, este valoroasa si poate fi purificatd si marcati, fragmentele de ADN generate, putind fi supuse
unui screening prin hibridizarea acidului nucleic la proba de marcare. (Benton et al. Science, 196: 180
(1977 ); Grunstein et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72: 3961(1275)). Prezenta inventie prevede astfel de
probe de acid nucleic, care pot fi conventional preparate in secvente specifice descrise aici, bundoard o
probd de hibridizare avand o secventd de nucleotidd corespunzitoare la cel putin 10, preferabil 15
fragmente de nucleotide ale secventei prezentate in fig. 1A ... E (SEQ ID No. 1) sau fig. 2A si B (SEQ ID
No. 3). De obicei, un fragment este selectat ca fiind unic superior pentru peptidele modulatoare ale
inventiei. Aceste fragmente de ADN vor fi hibridizate cu) omologie substantiald la aceastd proba. Asa
cum s-a mentionat mai sus, cu cit gradul de omologie este mai mare, cu atat conditiile de hibridizare sunt
mai stringente pentru utilizarea acestora. Intr-un aspect anumit al prezentei inventii, conditiile de
hibridizare cu stringentd inferioara sunt utilizate pentru identificarea peptidei modulatoare, omoloage.
Mai mult decat atat, intr-un aspect preferential si asa cum a fost demonstrat experimental, acidul nucleic
cuprinzindui peptida modulatoare , conform prezentei inventii, va hibridiza in acidul nucleic avidnd o
secventd de nucleotidd prezentata in fig. 1A ... E (SEQ ID No. 1), sau fig. 2A si B (SEQ ID No. 3), sau un
fragment de hibridizare a acestora, in conditii moderat stringente, ¢ de dorite fiind conditiile de
hibridizare, de stringenta puternicd.

Alternativ, prezenta genei poate fi detectatd prin analize bazate pe proprietitile fizice, chimice sau
imunologice ale produsului de exprimare a acesteia. Bundoard, clonele cADN sau clonele ADN care
hibridizeaza selectiv propriile mARN-uri pot fi selectate in ce priveste producerea de proteine care
bundoard o activitate similard sau identicA de migrare electroforetici, comportament identificat
izoelectric, aplicatii in digestia proteoliticd, activitate de tirozinfosfataza sau proprietiti antigenice asa
cum este cunoscut pentru peptidele modulatoare prezente. Bundoard, anticorpii prezentei inventii pot fi
utilizati conventional, pentru screeningul peptidelor modelator reomoloage din alte surse.

O gend care cuprinde peptida modulatoare, conform prezentei inventii, poate fi, asadar, identificatd
prin selectia mARN, bundoard prin hibridizarea acidului nucleic urmatd de translatia in vitro. In acest
procedeu, fragmentele sunt utilizate pentru izolarea complementara de mARN-uri, prin hibridizare. Astfel
de fragmente de ADN, pot reprezenta ADN modelator purificat, acceptabil. Analiza de imunoprecipitare
sau analizele functionale (bundoard tirozin fosfateza activd) ale produselor de translatie in vitro din
produsele mARN-urilor identificA mARN-urile si astfel fragmentele lor de ADN, complementare, care
contin secventele dorite. Pe langd aceasta, mARN-urile specifice pot fi selectate prin absorbtia
polizomilor izolati din celule pentru anticorpi imobilizati, specific directionati spre peptida modulatoare.
O peptida cADN modulatoare radiomarcatd, poate fi sintetizatd aplicind mARN-ul selectat (din polizomii
absorbiti), ca model. mARN-urile sau ¢cADN -urile radiomarcate, pot fi apoi utilizate ca probe pentru
identificarea fragmentelor de peptide ADN modulatoare omoloage, dintre alte fragmente de ADN genice.

Asa cum s-a mentionat mai sus, secventa de ADN cuprinzind peptidele modulatoare de greutate
poate prepara mai degrabd sintetic, decat prin clonare. Secventa de ADN poate fi desemnatd cu codoane
corespunzdtoare pentru secventele de aminoacizi ai peptidelor modulatoare de greutate. In fond, vor fi se-
lectate codoanele preferate pentru gazda prevdzutda, dacd secventa se va utiliza pentru exprimare. O
secventd completd este asamblatd prin suprapunerea oligonucleotidelor preparate prin metode standard si
asamblate intr-o secventd de codificare, completd.. Vezi , de exemplu, Edge, Nature, 292 : 756 (1981 );
Nambair et al. Science, 223:1299 (1984 ): Jay et el. J. Biol. Chem. 259 : 6311( 1984).

Secventele de ADN sintetic permit o constructie acceptabild a genelo: care vor exprima analogii
modelatori ai greutdtii, asa cum s-a descris mai sus. Alternativ, analogii de codificare ADN pot fi
obtinuti prin mutageneza directd pe portiuni ale genelor OB native sau cADN-urilor si analogii pot fi
obtinuti direct, aplicand sinteza polipeptidei conventionale.

O metodd generald pentru incorporarea specificd pe portiuni a aminoacizilor nenaturali in proteine,
asa cum s-a descris de Noren et al, Science, 244: 182-188 (1989 ). Aceastd metoda poate fi utilizatd
pentru a se crea analogi ai polipeptidei ob, cu aminoacizi nenatural nucleici necodificati. Prezenta
inventie se extinde la prepararea nucleotidelor contrasens si ribozimelor, care pot fi utilizati pentru a
interfera cu exprimarea proteinelor modulatoare de greutate, la un nivel de translatie. Aceastd cale, aplica
acidul nucleic contrasens si ribozimal pentru blocarea translatiei mARN-urilor specifice, mai degraba
printr-un efect de mascd al mARN cu acid nucleic contrasens sau prin clivajul acestuia cu un ribozimel.

Acizii nucleici contrasens, bundoard molecule de ADN sau ARN, sunt complementari la cel putin o
portiune din molecula de mARN specific (vezi Weintraub.Sci. Am. 262: 40-46 (1990); Marcus-Sekura,
Anal. Biochem. 172: 289-295 (1988)). In celule are loc hibridizarea la mARN, forméand o molecula dublu
rasucitd. Celulele nu participd la translatia unui mARN complexat in aceastd formd dublu rasucita. De
aceea, acizii nucleici contrasens interfereazd cu exprimarea mARN in proteind. Oligomerii de circa
cincispre zece nucleotide si moleculele care hibridizeazi la codonul de initiere AUG, vor fi in special
eficiente, deoarece acestea sunt mai usor de sintetizat si genereazd mai putine probleme decit pentru
moleculele mai mari, cand are loc introducerea acestora in celulele producdtoare de peptide modulatoare a
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greutdtii. Metodele contrasens au fost utilizate pentru inhibarea exprimdrii multor gene in vitro (Marcus
-Sekura, 1988, supra; Hambor et al. J. Exp. Med. 168: 1237-1245 (1988)).

Ribozimele sunt molecule de ARN care poseda capacitatea de clevaj specific al moleculelor de ARN
cu simpla résicire intr-un mod aproximativ analog celui de restrictie a ADN la endonucleaze. Ribozimele
sunt descoperite din observarea faptului cd anumiti mARN au capacitatea de a exercita proprii introni.
Prin modificarea secventei de nucleotide la acesti ARN, cercetdtorii au fost capabili de inginerie
moleculard care duce la recunoasterea secventelor de nucleotide specifice in molecula de ARN si pe care
o cleveaza. (Cech, J. Am. Med. Assoc. 260: 3030-3034 (1988). Deoarece acestea sunt secvente specifice,
numai mARN cu secvente speciale, sunt inactivate.

Investigatorii au identificat doua tipuri de ribozime, tipul "Tetrahymena" si tipul "Hammerhead".
Ribozimele de tip Tetrahymena determin recunoasterea a patru secvente de bazi, in timp ce tipul"
hammerhead", duce la recunoasterea a unsprezece...optsprezece secvente de bazd. Cu cat este mai lunga
secventa de recunoastere, cu atat este mai usoard producerea exclusiva a speciilor tinta de mARN.

De aceea, ribozimele de tipul hammerhead sunt preferabile ribozimelor de tip Tetrahymena, pentru
inactivarea speciilor de mARN specific si optsprezece secvente de recunoastere de bazi, sunt preferate
secventelor de recunoastere, mai scurte.

Secventele de ADN descrise aici, pot fi astfel utilizate, pentru prepararea moleculelor contrasens si a
ribozimelor care determind clivajul mARN-urilor pentru obtinerea proteinelor modulatoare de greutate si
a liantilor lor, inhibandu-se astfel exprimarea genei ob si conducand la un castig de greutate si la cresterea
adipozitatii. Conform altui aspect, oligonucleotidele complementare, scurte pentru codificare si
filamentele complementare ale acidului nucleic OB, sau pentru regiunile necodificate ale genei 5', 3' OB
sau pentru cele interne (intronice) din regiunile de codificare, sunt de asemenea prezentate in prezenta
inventie. Astfel de acizi nucleici sunt utilizati ca probe, fie ca probe de oligonucleotide cu marcare
directd, sau ca primeri pentru reactia in lant sd polimerze: in vederea evaludrii prezentei mutatiilor in ob
sau a nivelului de exprimare a mPARN OB. De obicei, acizii nucleici necodificati, conform prezentei
inventii, sunt din gena umana OB. ntr-un aspect anumit, acizii nucleici necodificati duc la o recombinare
omoloaga pentru integrarea genei amplifiabile si (sau) altor secvente de reglare in proximitatea genei OB,
bundoard pentru a se prevedea niveluri mai ridicate de exprimare a polipeptidei OB sau pentru a céstiga o
mutatie in secventele de reglare a genei ob, care duc la obtinerea unor niveluri potrivite de exprimare a
polipeptidei OB (vezi International Patent Publication WO 91/06666, publicat 16 mai 1991, de Skoultchi;
International Patent Publication No. WO 91/09955, publicat 11 iulie 1991, de Chappel; vezi
international Patent publication No. WO 90/14092, publicat in noiembrie 29, 1990 de Kucherlapati si
Campbell).

Productia de polipeptide OB. Exprimare si sinteza

Secventele de control transcriptional si translational, sunt secvente de reglare a ADN, cum ar fi
promotorii, intensificatorii, terminatorii i altii care se prevdd pentru exprimarea secventei de codificare in
celulele gazda. In celulele eucariotice, semnalele pentru poliadenilare, sunt secvente de control.

O secventd de codificare este "sub control" pentru secventele de control transcriptional si translational
in celula in care ARN polimeriza transcrie secventa de codificare In mARN si care este apoi trans -ARN
aplicatd si transferata in proteine care este continutid de secventa de codificare. O "secventd semnal" este
inclusi la inceputul secventei de codificare a proteinei care trebuie sa fie exprimati la suprafata celulara.
Aceasta secventd cuprinde o peptidd semnal, N-terminal pentru polipeptida maturd, care dirijeaza celulele
gazda pentru translocarea polipeptidei. Termenul "secventd semnal de translocare" este, , asadar, utilizata
aici si se referd la aceasta secventa semnal. Secventele semnal de translocare, pot fi depistate asociate cu o
varietate de proteine native pentru eucariote si procariote si sunt adesea functionale in ambele tipuri de
organisme. O secventd ADN este "operativ legata" la o secventd de control a exprimdrii, cdnd secventa
de control a exprimadrii, controleazi si regleaza transcriptia si translatia acelei secvente ADN. Termenul
de "operativ legatd" include un semnal de start, potrivit (bundoara ATG), in fata secventei ADN care
trebuie sa fie exprimati si prin mentinerea cadrului de citire corect, pentru a permite exprimarea secventei
de ADN sub controlarea secventei de control a exprimdrii i pentru producerea produsului dorit care
cuprinde secventa ADN. Dacd o gend care se doreste a fi inseratd in molecule recombinatd ARN, nu
contine un semnal de start corespunzitor, acest semnal de start, poate fi inserat le partea superioard a (5
si 1n cadrul de citire, cu gena.

O "secventd promotor” este o regiune capabild de reglarea legarii polimerazei ARN in celula si de
initiere a transcriptiei la partea inferioard (directia 3') a secventei de codificare. Pentru scopul de definire a
prezentei inventii, secventa promotor este legatd la portiunea terminald 3', prin portiunea de initiere a
transcriptiei §i este extinsd la partea superioard (directia 5"), pentru a include numarul minim de baze sau
elemente necesare initierii transcriptiei la niveluri detectabile, superioare celor de bazi. In secventa
promotoare, se va gisi portiunea pe initiere a transcrierii (definitd acceptabil bundoard, prin cartarea cu
nucleaza S1), ca si domeniile de legare a proteinei (secventele de consens) responsabile pentru legarea
polimerazei ARN.
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O altd caracteristicd a prezentei inventii este exprimarea secventelor de ADN descrise mai sus. Asa
cum se cunoaste in acest domeniu secventele de ADN pot fi exprimate prin legarea operativd a acestora,
la o secventa de control a exprimdrii, in vectorul pe exprimdri corespunzaitor si aplicand acest vector de
exprimare, pentru transformarea unicelulara acceptabila.

Astfel de legaturi operative ale secventei de ADN, conform prezentei inventii, cu secventa de control
a exprimdrii, desigur, include, daca nu apartine deja secventei de ADN, documantarea codonului de
initiere, ATG, in cadrul de citire corectd, superior secventei ADN. O varietate mare de combinatii de
celule gazda si vectori de exprimare, poate fi utilizatd in secventele de exprimare ale ADN, , conform
prezentei inventii. Vectorii de exprimare utilizatori, bundoard, pot consta din segmente ale secventelor
ADN cromozomale, necromozomale si sintetice. Vectorii acceptabili includ derivati de SV 40 si
plasmidele bacteriene cunoscute, bundoard Escherichia coli, col E1, pCR1, pBR322, pMB9, pUC sau
pUC ca derivati de plasmide, bundoard vectorii pGEX, vectorii pET, pmal-c, pFLAG, etc. si derivatii
acestora, plasmidele RP4, fag ADN, etc., numerosi derivati de fag A, bundoard NM989 si fag DAN,
bundoara M13 si fag ADN cu filamente simplu rasucite; plasmide din drojdie cum ar fi 20 sau derivatii
acestora; vectorii utilizatori in celule eucariotice, cum ar fi vectorii utilizatori in celulele de insecte si in
celulele de mamifere; vectori derivati din combinatii de plasmide si fagi ADN, cum ar fi plasmidele care
au fost modificate, pentru a intrebuinta fagul ADN sau alte secvente de control a exprimirii. intr-un
aspect anumit, exprimarea ob este obtinuta in drojdie metilotroficd, bundoara drojdie Pichia pastoris (vezi
bundoard, International Patent Publication No. WO 90/03431, publicat 5 aprilie 1990, de Brierley et al.;
International Patent Publication No. WO 90/10697, publicat l1a 20 septembrie 1990, de Siegel et al.). Intr-
un anumit aspect, infra, vectorul de exprimare este prelucrat pentru exprimarea ob sub controlarea
secventei de semnalizare ca factor de conjugare alfa.

Oricare din marea varietate de secvente de control a exprimdrii-secventiale care controleaza
exprimarea secventei DNA, se referd operativ la aceasta - pot fi utilizate in acesti vectori pentru a exprima
secventele de ADN , conform prezentei inventii. Astfel de secvente aplicatd pentru controlarea
exprimdrii, includ bundoard promotori timpurii sau intdrziati ai SV40, CMV, vaccinia, polyoma sau
adenovirusil, sistemul lac, sistemul trp, sistemul TAC, sistemul TRC, sistemul LTR, regiunile fage A,
promotoare si operatoare majore, regiunile de control pentru proteina cu invelis fd, promotorul pentru 3-
fosfoglicerat kinazd sau alte enzime glicolitice, promotori de acid fosfataza (bundoard PhoS), promotorul
1 AOX sau drojdia metilotroficd, promotorii factorilor de conjugare alfa din drojdie si alte secvente
cunoscute pentru controlarea exprimdrii genelor de celule procariotice sau eucariotice, sau virusii acestora
si diversele lor combinatii. O varietate de celule gazda, unicelulare sunt astfel aplicatd in exprimarea
secventelor de ADN, conform prezentei inventii. Aceste celule gazda pot include celule gazda eucariotice
si procariotice cunoscute, cum ar fi tulpini de Escherichia coli, Psaudomonas Bacillus, Strptomyces, fungi
cum ar fi drojdiile (Saccharomyces si drojdia metilotroficd cum ar fi Pichia, Candida, Hansenula si
Torulopsis) si celule animale, cum ar fi CHO, R1,1, B-W si celule LM, celule din rinichi de maimuts,
African Green Monkey (bundoara COS 1, COS 7, BSC1, BSC 40 si BMT 10), celule de insecte (bundoara
S), celule umane si celule de plante, in culturi de tesuturi..

Se intelege cd, nu toti vectorii, secventele de control a exprimdrii si celulele gazda vor functiona in
acelasi fel pentru a exprima secventele ADN , conform prezentei inventii. Nici una din toate aceste celule
gazdd nu va functiona la fel de bine cu acelasi sistem de exprimare. Cu toate acestea, in domeniul de
specialitate, se vor selectiona proprii vectori, secventele de control a exprimdrii si celulele gazda, fara
experimentare potrivitd pentru a insoti exprimarea, ca urmare fard a se indepdrta de scopul acestei
inventii. Bundoard, la selectarea vectorului, se va considera celula gazda in care va trebui sd functioneze
vectorul. Numadrul copiilor de vectori, abilitatea de control al numarului de copii §i exprimarea oricaror
alte proteine care contin vectorul, cum ar fi marcherii antibiotici, vor fi luati in consideratie. La selectarea
secventei de control a exprimadrii, se va lua in consideratie o varietate de factori, Acestia includ, bunioara,
puterea relativa a sistemului, controlabilitatea acestuia, i compatibilitatea cu secventa speciald ADN, sau
gena care trebuie exprimatd, in special cu privire la structurile secundare potentiale. Celulele gazda
caracteristicile de secretie, abilitatea lor de multiplicare corectd a proteinelor si necesarul de fermentatie al
acestora, ca si toxicitatea celulelor gazda, din cauza produsului cuprinzind secventele ADN, care se vor
exprima astfel si usurinta de purificare a produselor de exprimare. Luand in consideratie acesti si alti
factori, specialistul in domeniu va fi capabil de a construi o varietate de vectori, de secvente de control a
exprimarii/combinatii de celule gazda care vor exprima secventele ADN, conform prezentei inventii prin
fermentare sau o culturd animald pe scard largi.

Intr-un aspect anumit, proteina de fuziune OB poate fi exprimata. Proteina de fuziune OB cuprinde
cel putin o portiune functionale activa din proteina OB (non-OB) care se referd printr-o legdturd peptidica
la cel putin o portiune functional activa din polipeptida OB. Secventele non-OB pot fi aminoterminale sau
carboxiterminale relativ cu secventele OB. Mult mai preferabil, pentru exprimarea stabilititii proteinei de
fuziune OB proteolitic inactive, portiunea de proteind non-ob, este legatd printr-o legaturd peptidica la
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proteina OB cu aminoterminus. Molecula ADN recombinata cuprinzand o astfel de proteind de fuziune,
contine secventa de codificare avand cel putin o portiune functional activd din proteina non-OB, legatd in
cadru la secventa de codificare OB si, de obicei, cuprinde o portiune de clevaj pentru proteza specifica,
bundoari trombina sau Factorul Xa, de obicei la jonctiunea OB —non-OB. Intr-un anumit aspect, proteina
de fuziune este exprimati in Escherichia coli sau Pichia pastoris.

Intr-un anumit aspect, infra-vectorii sunt preparati pentru exprimarea genelor ob umane §i murinice,
cu sau fard codonul gln-49, in sistemul de exprimare bacteriand si in sistemul de exprimare a drojdiei
(Pichia), ca proteine de fuziune. Gena ob este depistatd cu o portiune de clevaj endonucleazicd, bundoara
aplicand PCR si primeri noi. Se doreste confirmarea secventelor generate de PCR, deoarece probabilitatea
de includere a unui punct de mutatie este mai mare cu aceastd tehnicd. Se aplicd un plasmid continind
histidina marcatd (His-tag) si o portiune de clevaj proteolitic. Prezenta histidinei face posibild izolarea
selectivd a proteinelor recombinate, pe coloana Ni-chelatie, sau prin purificare prin afinitate. Portiunea de
clevaj proteolitic, intr-un anumit aspect, infra, portiunea de clevaj a trombinei, este prelucratd astfel ca,
tratamentul cu proteza, bundoard trombina, va elibera o lungime complet maturd (bundoard absenta
secventei semnal) a polipeptidei OB.

Intr-un alt aspect, vectorul pGEX (Smith et al. Gene 67: 31-40 (1988)) se poate de asemenea utiliza.
Acest vector fuzioneazd schistosoma japonicum glutationina S-transferaza cADN, la secventa de interes.
Proteinele bacteriene sunt cultivate si proteinele recombinate, pot fi rapid purificate pe o coloand cu
afinitate redusa pentru glutationind. Suportul GST poate fi substantial elevat din proteinele de fuziune,
prin digestia cu proteaze partial specifice. Dupa clevaj, suportul si proteina de fuziune neclevata, pot fi
indepdrtate prin absorbtie pe glutation agarozi. Dificultitile provocate de sistemul ocazional sporesc
atunci cand proteina codificatd este insolubild in solutiile apoase. Exprimarea proteinelor recombinate in
sistemul bacterian, poate rezulta in multiplicarea incorectd a proteinei de exprimare, fiind necesara
remultiplicarea. Proteina recombinatd poate fi remultiplicatd sus sau dupd clevaj, pentru a forma
polipeptida OB functional activa. Polipeptida OB poate fi remultiplicatd prin fazele (i) incubarea proteinei
in tamponul de denaturare care contine un agent de reducere si apoi (ii) incubarea proteinei in tamponul
care contine un agent de oxidare si de obicei contine un agent de stabilizare a proteinei sau agentului
chaotropic sau ambii. Perechi de agenti acceptabili redox (reducere/oxidare) pot include, fara a se limita
la acestia, glutation redus/glutation bisulfura, cistind/cisteind, cistamind/cisteamind si 2-mercaptoetanol/2-
hidrozietilbisulfurd. Intr-un aspect special, fuziunea proteinei poate fi realizati intr-un denaturat cum este
ureea, sus de schimbarea in solutie tampon reducitoare. Intr-un aspect anumit prefatestd, - proteina este
purificatd, bundoara prin cromatografie pe schimbétori de ioni sau Ni-chelare, sus de schimbare in solutia
tampon reducdtoare. Agentii de denaturare includ, dar fard a se limita la acestia, ureea si guanidina
clorhidricd. Proteina recombinatd este apoi diluata de cel putin circa 10 ori, e de dorit de circa 10 de ori,
intr-o solutie tampon de oxidare, care contine agentul de oxidare, cum ar fi, dar fird a fi limitati, 0,1 M
tris-HCl, la pH 8,1 mM EDTA, 0,15 M NaCl, 0,3 M glutation oxidat. Proteina de fuziune este apoi
incubatd timp de circa 1 la circa 24 ore, de obicei circa 2 la circa 16 ore, la temperatura camerei, intr-o
solutie tampon de oxidare. Solutia tampon de oxidare poate contine un agent de stabilizare pentru
proteind, bundoard zahdr, alcol sau sulfat de amoniu. Agentul tampon de oxidare poate si mai contind un
agent chaotropic la o concentratie joasd, pentru a destabiliza interactiunile intermleculare incorecte si
astfel se promoveaza multiplicarea proprie. Agentii chaotropici acceptabili includ, fard a se limita la ei,
detergenti, polioli, B-arginind, guanidind clorhidricd si polietilen glicol (PEG). Important este si se
utilizeze o concentratie scdzutd suficient de agent chaotropic, pentru a evita denaturarea proteinei.
Proteina remultiplicatd poate fi concentratd prin cel putin de 10 ori, ¢ de dorit printr-o cantitate de diluare
in solutia tampon de oxidare. Procesele de fermentatie bacteriand pot fi astfel rezultatele prepararii
proteinei recombinate care contine niveluri neacceptabile de endotoxine. De aceea, inventia examineaza
separarea acestor endotoxine, cum ar fi prin utilizarea anticorpilor specifici endotoxinei sau altor
molecule de legare a endotoxinelor. Prezenta endotoxinelor poate fi determinatd prin tehnici standard,
cum ar fi prin utilizarea reactivelor E-TOXARE (Sigma, St. Louis, Missouri) sau prin bioanalize.

Pe lang3 aceasta, relativ cu exemplele specifice, prezenta inventie examineaza utilizarea sistemelor de
exprimare a baculovirusului de mamifere si drojdie, pentru exprimarea proteinei ob. Bundoard, sistemele
de exprimare a baculovirusului, vectorii de transfer non-fuziune, cum sunt, fird a se limita la acestia,
pVL941 (BamH) portiunea clonatd; Simmers), pVL 1393 (BamH]1, Smal, Xbal, EcoRI, Notl, Xmall si
portiunea de clonare Pstl, Invitrogen), pVL1392 (BglII, Pstl Natl, Xmalll, EcoRI, Xbal, Smal si portiune
de clonare BamHI; Simmers si Invitrogen) si pBlue Baclll (BamHI, BglIl, Pstl, Ncol si portiune de
clonare HindlIl, cu screeningul posibil recombinat albasrw/alb; Invitrogen) si vectorii de transfer, fuziune,
cum ar fi, fard a se limita la acestia, pAc700 (BamH]1 si portiunea de clonare Kpnl, in care portiunea de
recunoastere BamH]1 incepe cu codonul de initiere; Simmers), pAc701 si pAc702 (aceleasi ca pAc700, cu
diferenta in cadru de citire), pAc360 (BamH]1) portiunea de clonare, cu perechea de bazd 36, in partea
inferioard a codonului de initiere a polihedrinei; Invitrogen (195) si pBlueBac His A, B, C (trei cadre
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diferite de citire, cu BamH1, Bglll, Pstl, Ncol si portiunea de clonare HindIIl, o peptidd N-terminal
pentru ProBond purificare si screeningul recombinat pe plici, albsatru/alb; Invitrogen (220)).

Vectorii de exprimare la mamifere, studiati pentru utilizare, conform prezentei inventii, includ
promotorii, cum ar fi dihidrofolat reductaza promotor (DHFR), bunioard orice vector de exprimare cu un
vector de exprimare DHFR si un vector DHFR/metotrexat, de amplificare cum ar fi pED (Pstl, Sall, Smal
si poriunea de clonare EcoRL, cu un vector care exprimi atit gena clonati, cat si DHFR; vezi Kaufman,
Current Protocols in Molecular Biology, 16, 12 (1991). Alternativ, un vector co-amplificator de glutamin
sintetazd/metionina silfoximind, cum este pEE14 (HindIIl, Xbal, Smal, Sbal, EcoRI si Bcll ca parte de
clonare, in care vectorul exprimi glutamin sinteza si gena clonati; Celltech.). Intr-o alti realizare, un
vector care directioneazd exprimarea epizomald sub control EBV-Epstein Barr Virus poate fi utilizat ca
de exemplu o portiune de clonare pREP4 (BamHI, Sfil, Xhol, NotI, Nhel, HindIIl, Nhel, Pvull si Kpnl,
promotorul constitutiv RSV-LTR, marcherul selectabil higromicind; Invitrogen), pCEP 4 (BamH1, Sfil,
Xhol, Notl, Nhel, HindIIl, Nhel, Pvull si Kpnl), ca portiuni de clonare, gena imediat apropiati,
consecutivi hCMV, marcherul selectabil de hidromicing; Invitrogen, pMEP4 (Kpnl, Pvul, Nhel, HindIII,
Notl, Xhol, Sfil, BamHI, ca portiune de clonare, opromotorul genei Ila metalotioneind inductibild,
marcherul selectabil de hidromicind; Invitrogen), pREP8 (portiunea de clonare BamH1, Xhol, Notl,
HindIIl, Nhel si Kpnl, promotorul RSV-LTR, marcherul selectabil histidinol; Invitrogen), pREP9
(portiunea de clonare Kpnl, Nhel, HindIIl, Notl, Xhol, Sfil si BamHI, promotoul RSV-LTR, G418 ca
marcher selectabil; Invitrogen) si pEBVHis (promotorul RSV-LTR mrkerul selectabil de hidromicina
peptida N-terminald ourificabild perizina ProBond i clevatd prin enterochinazi; invitrogen). Exprimarea
vectorilor mamiferelor, sel tabili, pentru utilizare in prezenta inventie, include pRe/ CMV (portiunea de
clonare Hind III, BstXI, Notl, Sbal si Apal, selectia G418; Invitrogen), pRe / RSV (portiunea de clonare
HindIIl Spel, BstXI, Notl, Xbal, selectia G418; Invitrogen) si altele Vectorii de exprimare pentru
mamifere, vaccinia virus (vezi Kaufman 1991, supra), pentru utilizare conform inventiei, include, fard a
se limita la aceasta, pSCIl (partea de clonare Smal, TK si selectia 3-gal), pMJ601 (portiunea de clonare
Sall, Smal, Afll, Nari, BspMII, BamHI, Apal, Nhel, Sacii, Kpnl si HindIII selectia TK - si B-gal) si
clonarea in portiunea pTKgptFIS (EcoRI Pstl, Sall, Accl, HindIl, Sbal, BamHI si Hpa, selectia TK sau
XPRT). Sistemele de exprimare in drojdie pot fi , asadar, utilizate, conform prezentei inventii, pentru
exprimarea polipeptidei OB. Bunioara vectorul de nefuziune pYES 2 (portiunea de clonare Xbal, Sphl,
Shol, Notl, GstXI, EcoRI, BstXI, BamHI, Sacl, Kpnl si HindIIl Invitrogen) sau fuziunea pYESHis3,
B, C (portiunea de clonare Xbal, SphL, Shol, Notl, BstXI, EcoRI, BamHI, Sacl, Kpnl si HindIII; peptida
cu N-terminal este purificatd cu rezina proBond si elevatd cu enterochinazd; Invitrogen) pentru a se
mentine numai doud, acestea putand fi intrebuintate , conform prezentei inventii.

In continuare apare intentia ca analogii peptidei modulatoare a greutitii corporale, si fie preparati din
secvente de nucleotide derivate in scopul prezentei inventii. Pe langd aceasta, pentru exprimarea
recombinatd a polipeptidei OB, prezenta inventie avizeazi si permite prepararea polipeptidei OB sau a
fragmentelor acesteia, aplicAnd tehnici superior dezvoltate si bine cunoscute pentru sinteza peptidei in
fazd solidd. Inventia examineazi atdt Boc popular, cit si Pmoc popular care se aplicd de rand cu alte
strategii a grupdrilor de protectie, pentru prepararea polipeptidei sau fragmentelor acesteia. Tehnici
diferite pentru remultiplificarea §i oxidarea catenelor secundare de cisteind, pentru a se forma o legdtura
bisulfuricd, sunt bine cunoscute in domeniu.

Anticorpi la polipeptida OB
Conform prezentei inventii, Polipeptida OB produsa recombinat sau prin sintezd chimicd, fragmentele sau
derivatii, analogii acesteia, incluzind proteinele de fuziune, se pot utiliza ca produse imunogene pentru a
genera anticorpii de recunoastere a polipeptidei OB. Astfel de anticorpi includ, fard a se limita doar la
acestea, fragmentele Fab cu o singurd catend, chimerice, monoclonale, policlonale si colectia de
exprimare Fab. O moleculd este "antigenici atunci cind e capabili de o interactiune specifici cu o
moleculd antigenicd de recunoastere a sistemului imunitar, cum ar fi o imunoglobulind (anticorp) sau
receptor antigenic celular T.O polipeptida antigenicd contine cel putin circa 5 si de preferinta cel putin
circa 10 aminoacizi. Portiunea antigenicd a moleculei poate fi acea portiune care este imunodominanta
pentru anticorp sau receptorul celular de recunoastere T, sau acesta poate fi o portiune utilizati pentru
generarea anticorpului la moleculd, prin conjugarea portiunii antigenice la molecula suport pentru
imunizare. O moleculd care este antigenicd, nu este necesar ca sa fie ea insdsi imunogenica, adica s fie
capabild de elucidarea raspunsului imun, fird un suport. Un "anticorp” este o imunoglobuling, incluzand
anticorpii si fragmentele lor, care se refera le epitopul specific. Termenul cuprinde anticorpi chimerici,
monoclonali si policlonali, dintre care, anticorpii chimerici sunt descrisi cu mai multe detalii in US
Patent No. 4,816,397 si 4,816, 567, ca si portiunile de legéturi antigenice ale anticorpilor, incluzind Fab,
F(ab), si F(v) (incluzand anticorpii cu cetene simple). In acest sens, fraza de "moleculd anticorp", in
forme gramaticale diferite asa cum se aplica aici, se referd atit la molecula de imunoglobulind intacta, cat
si la o portiune activa imunologic din molecula de imunoglobulind continind portiunea de combinare a
anticorpului. O "portiune de combinare a anticorpului" este o portiune structurald din molecula
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anticorpului care cuprinde o catend grea si o catend usoard variabild si regiuni hipervariabile care leaga
specific antigenul..

Moleculele anticorp exemplare sunt molecule de imunoglobulini intacte, molecule de imunoglobulind
substantial intacte §i acele portiuni de moleculd de imunoglobulind care contin paratopul, incluzind
portiunile cunoscute in domeniu, ca Fab, Fab, F(ab)2 si F(v), portiuni care sunt preferate pentru
utilizare in metodele terapeutice descrise aici. Portiunile Fab si F(ab'), ale moleculelor de anticorp sunt
preparate prin reactia proteoliticd a pepsinei si pepsine respectiv, asupra moleculelor de anticorp intact
substantial, prin metode bine cunoscute. Vezi, bundoard, US Patent No. 434 566, Theofilopolous et al.
Portiunile moleculei de anticorp Fab' sunt, asadar, bine cunoscute si sunt produse de portiunile F(ab),
urmind apoi reducerea legdturilor bisulfurice care leagd cele doud portiuni din catena grea, cu
mercaptoetanolul, dupd care urmeaza alchilarea mercaptan proteinei rezultate, cu un reactiv, cum ar fi
iodoacetamida. E preferabild un anticorp care contine moleculele de anticorp intacte. Fraza "anticorp
monoclonal” in diversele ei forme gramaticale, se referd la un anticorp avind numai o specie de anticorp a
cdrei portiune de combinare este capabild de reactie imunologicd cu un antigen special. Un anticorp
monoclonal prezintd de obicei o singurd legdturd de afinitate pentru oricare antigen, cu care acesta
imunoreactioneazd. Un anticorp monoclonal poate sd contind deci o moleculd de anticorp avind o
pluralitate de portiuni de combinare a anticorpului, fiecare fiind imunospecifica pentru diversi "antigeni,
bundoara un anticorp monoclonal bispecific (chimeric). Termenul de "adjuvant" se referd la un compus
sau la un amestec care cuprinde un raspuns imun la un antigen. Un adjuvant poate si serveasca ca depozit
tisular care elibereaza lent antigenul, devenind astfel un sistem activator limfoid care cuprinde raspunsul
imun, nespecific (Hod et al. in Immunology, p.384, second ed., Benjamin/Gummings, Menlo Park,
California (1984). Adesea, o primi incercare numai cu un antigen, in absenta unui adjuvant, va conduce
la elucidarea raspunsului imun celular sau humoral. Adjuvantii includ, dar fird a se limita la acestia,
adjuvantul complet Freund, adjuvantul incomplet Freund, saponina, gelurile minerele, cum ar fi
hidroxidul de aluminiu, agentii tensioactivi cum ar fi lizolecitina, poliolii pluronici, polianionii, peptidele,
emulsiile uleioase sau hidrocarbonate, hemocianinele limpet cenelurate, dinitrofenolul si adjuvantii
umani, potenjial utilizatori ce BCG (bacille Calmette-Guerin) si Corynebacterium parvum. De obiceli,
adjuvantii sunt acceptabili farmaceutic. Diversele procedee cunoscute in domeniu, pot fi utilizate pentru
producerea anticorpilor policlonali la polipeptida OB sau fragmente, derivati sau analogi ai acestora.
Pentru producerea unui anticorp, diversele animale gazda pot fi imunizate prin injectarea cu polipeptida
OB sau a derivatului acesteia (bundoard proteina de fuziune sau un fragment al acesteia), incluzand, dar
fird a se limita, iepuri, soareci, sobolani, oi, capre, etc. Intr-un aspect anumit, polipeptida OB sau
fragmentele acesteia pot fi conjugate la suportul imunofenec, bundoara serum albumina de bivine (SAB)
sau hemocianina limpet caneluratd (KLH). Diversi adjuvanti pot fi utilizati pentru cresterea raspunsului
imunologic, in dependenta de speciile de celule gazda, incluzand fard a se limita la, adjuvantii Freund
(complet sau/si incomplet), geluri minerale, cum ar fi hidroxidul de aluminiu, substante tensioactive, ca
lizolecitina, poliolii pluronici, polianionii, peptidele, emulsiile uleioase, hemocianinele limpet canelurete,
dinitrofenolul si adjuvanti umani potential utilizatori, cum ar fi BCG (bacille Calmette-Guerin) si
Corynebacterium parvum. Pentru prepararea anticorpilor monocloneli dirijati spre polipeptida OB,
fragmentele, analogii sau derivatii acesteia, se poate utiliza orice tehnicd care prevede producerea
moleculelor de anticorpi, prin linii celulare continue, in culturd. Acestea includ, dar fird a se limita la
tehnica hibridoma, dezvoltatd original de Kohler et al. Nature, 256: 495-497 (1975), ca si tehnica trioma,
tehnica hibridoma cu celule B umane (Kozbor et al. Immunology Today, 4: 72 (1983) si tehnica
hibridoma EBV, pentru a se produce anticorpii monoclonali umani (Cole et al. in Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, pp. 77-96, Alan, R. Liss. Inc (1985)). Liniile celulare de producere e anticorpilor,
durabile, pot fi create prin tehnici diferite de tehnicile fuziunii, cum ar fi tehnica de transformare directa a
limfocitelor B, cu ADN oncogen sau transferarea cu virusul Epstein-Barr.

A se vedea bundoard M. Schreier et al. "Hybridoma Techniques" (1980); Hammerling et al.
"Monoclonal Antibodies and T-cell Hybridomas" (1981); Kennett et al. "Monoclonal Antibodies" (1980);
vezi, asadar, US Patent No. 4,341,761; 4,399,121; 4,427,783; 4,444,887, 4,451,570; 4,466,917,
4,472,500; 4,491,632 si 4,493,890.

Intr-un aspect anumit aditional al prezentei inventii, anticorpii monoclonali pot fi produsi la animalele
fara germeni, aplicand o tehnologie recentd (PGT/US 90/02545), conform prezentei inventii, anticorpii
umani pot fi utilizati si pot fi obtinuti prin utilizarea de hybridomas umane (Cote et al.
Proc.Natl. Acad.Sci.USA, 80: 2026-2023 ( 1983) sau prin transformarea celulelor B umane cu virusul
EBV in vitro (Cole et al. 1985, supra). De fapt, conform prezentei inventii, tehnicile dezvoltate pentru
producerea de "anticorpi chimerici" (Morrison et al. J. Bacteriol. 159-870 (1984); Neuberger et al. Nature
312: 604-608 (1984); Takeda et al. Nature, 314: 452-454 (1985)) prin legarea genelor de la molecula
specificd de anticorp de goarece, pentru polipeptida ob, la un loc cu genele de la molecula de anticorp
uman cu o activitate biologicd acceptabild, se pot utiliza; astfel de anticorpi sunt cei mentionati in
prezenta inventie. Astfel de anticorpi chimerici umani sau umanizati sunt preferati pentru utilizare in
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terapia maladiilor sau tulburdrilor umane (descrise infra), deoarece anticorpii umani sau umanizati sunt
mult mai putin aseméndtori relativ cu anticorpii xenogenici, pentru a induce un raspuns imun, in special
un raspuns alergic, prin ele insele. Potrivit prezentei inventii, tehnicile descrise pentru producerea
anticorpilor cu catend simpld (US Patent 4,946,778) pot fi adaptate pentru producerea anticorpilor cu o
singurd catend specificd polipeptidei OB. O realizare aditionald a prezentei inventii, aplicd tehnicile
descrise pentru constructia colectiilor de exprimare Fab (Huse et al. Science, 246: 1275-1281 (1989)),
pentru a permite o identificare rapidd si usoard a fragmentelor Fab monoclonale, cu specificitatea ca
urmare pentru polipeptida ob sau a derivatiilor sau analogilor acestora. Fragmentele de anticorpi care
contin idiotipul moleculei de anticorp, poate fi generate prin tehnici cunoscute. Bundoard, astfel de
fragmente, care includ, fird a se limita doar la acestea, fragmentul F(ab'), care poate fi produs de pepsina
de digestic a moleculei de anticorp; fragmentele de Fab' care pot fi generate prin reducerea puntilor
bisulfurice ale fragmentelor F(ab'), si fragmentelor Fab care pot fi generate prin tratarea moleculei de
anticorp cu papiand si cu agentul de reducere.

fn producerea anticorpilor, screeningul pentru anticorpul dorit, poate fi insotit de tehnici cunoscute in
domeniu, bundoard prin radioimunoanaliza ELISA (analiza imunosorbanti cu legare enzimaticd),
imunoanalizele de tip "sandwich", analizele imunoradiometrice, reactiile de precipitare, difuziune in gel,
analizele de imunodifuziune, imunoanalizele in sifu (aplicind bundoard, marcare radioizotopd sau
enzimatd, marcate cu aur coloidal, etc.), analize de absorbtie Western, reactii de precipitare, analize de
aglutinare (bundoard, analize de aglutinare a gelului, analize de hemaglutinare), analize de fixare a
complementului, analize de imunofluorescentd, analize cu proteina A si analize de imunoelectroforeza,
etc. Intr-un aspect anumit a prezentei inventii, anticorpul de legiturd este detectat prin detectarea
marcajului pe anticorpul primar. Intr-o altd realizare, anticorpul primar este detectat prin legdtura de
detectare a anticorpului secundar sau al reactivului la anticorpul primar. Intr-o alta realizare, anticorpul
secundar este marcat. Se cunosc multe mijloace in domeniu pentru detectarea legdturii intr-o
imunoanalizd §i care este in scopul prezentei inventii. Bundoard, pentru selectarea anticorpilor care
determind recunoasterea unui epitop specific al polipeptidei OB, se poate utiliza analiza care genereazi
hybridomas, pentru produsii care se referd la polipeptida OB, fragmentul care contine acest epitop.
Pentru selectarea unui anticorp specific unei polipeptide OB dintr-o specie anumita de animale, acesta
poate fi selectat pe baza unei legaturi pozitive cu polipeptida OB exprimata sau izolatd din celulele acestei
specii de animal. Anticorpii mentionati, pot fi utilizati in metodele cunoscute in domeniu, cu referire la
localizarea si activitatea polipeptidei OB, bundoard prin analiza de absorbtie Western, formarea de
imagine a polipeptidei OB in sifu masurarea nivelurilor acestora in probe fiziologice acceptabile, etc.

Intr-un aspect anumit, anticorpii care neantagonizeaza sau antagonizeaza activitatea polipeptidei OB,
pot fi generati. Astfel de anticorpi, pot fi testati, aplicdnd analizele descrise infra, pentru liantii de
identificare.

Intr-un anumit aspect, anticorpii sunt dezvoltati prin imunizarea iepurilor cu peptide sintetice,
prezentate de secventa de proteind sau cu proteine recombinate, realizate prin utilizarea vectorilor de
exprimare bacteriand. Selectarea peptidelor sintetice este realizatd dupd analizarea cu atentie a structurii
proteinei prezentate, asa cum s-a descris mai sus. In special, secventele de peptide intre portiunile putative
de clevaj, sunt de asemenea alese. Peptidele sintetice sunt conjugate la un suport cum ar fi KLH
hemocianind sau SAB, aplicand carbodimida si aplicAnd adjuvantul. Freund pentru imunizarea iepurilor.
fn vederea preparirii proteinei recombinate, vectorul pGEX, poate fi utilizat pentru exprimarea
polipeptidei (Smith et al. 1988, supra). Alternativ, acesta se poate utiliza numai in domenii hidrofile,
pentru a genera fuziunea proteinei. Proteina exprimatd, va fi depistatd cantitativ §i utilizatd pentru
imunizarea iepurilor in adjuvantul Freund. Intr-o altd realizare specificd, polipeptida recombinati OB este
utilizatd pentru imunizarea puilor de gdind si a anticorpilor anti-OB de pui de gdina, care sunt separati din
gilbenusul de ou, bundoard, prin purificare prin afinitate, pe o coloand, a OB. De obicei, pui: de gdind
utilizati le imunizare, sunt mentinuti in conditii specifice, fard patogeni (SPF). Intr-o altd realizare,
anticorpii pentru leptind sunt generati la soarece ob/ob, la care este absentd proteina OB de circulatie si
astfel, acestia sunt asteptati a fi capabili pentru generarea raspunsului polipeptidd anti OB, deoarece
acestia nu vor fi tolerati de polipeptida si soarecii de tip sidlbatec. Celulele splenice din ambele grupe de
soareci, pot fi fuzionate cu celulele myeloma, pentru prepararea de hybridomas pentru anticorpii
monocionali. Intr-o altd realizare, polipentidele OB recorabinante, se aplicd pentru imunizarea iepurilor si
anticorpilor policlonali, sunt imunizati si purificati sus de o altd utilizare. Anticorpii purificati, sunt
utilizati in special pentru analizele semicantitative, in special pentru detectarea prezentei polipeptidei OB
de circulatie In ser sau plasma.

Anticorpii monoclonali din tabele, produsi relativ cu peptidele modulatoare, pot fi selectati dupd
diverse proprietdti, bundoara, izotip, epitop, afinitate, etc. Anticorpii monoclonali sunt de un interes
special, pentru neutralizarea activititii peptidelor modulatoare. Astfel de anticorpi monoclonali, pot fi
identificati cu adevirat in analizele pentru activitatea acestora, ca modelatori de greutate. Anticorpii cu
afinitate superioard, sunt, asadar, utili atunci cind este posibild purificarea prin imunoafinitate a
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modelatorului recombinat sau nativ. De obicei, anticorpul antimodultor utilizat in metodele de diagnostic
si terapeutice, conform prezentei inventii, este un anticorp policlonal purificat prin afinitate. Pe langi
aceasta, este preferabil ca, moleculele utilizate pentru anticorpii antimodelatori, sd fie sub forma de
portiuni Fab, Fab', F(ab'), sau F(v) ale intregilor molecule de anticorpi.

Implicatiile de diagnostic

Prezenta inventie se mai referd la o varietate de aplicatii de diagnostic, incluzdnd metodele pentru
detectarea prezentei conditiilor si (sau) stimulentilor care influienteaza anormalitdtile greutdtii corporale
sau adipozitdtii, prin referinte in cea ce priveste capacitate acestora de a elucida activititile care sunt
mediate prin prezentii modelatori. Asa cum s-a mentionat mai sus, peptidele modulatoare de greutate, pot
fi utilizate pentru producerea anticorpilor in ele insele, printr-o varietate de tehnici cunoscute si astfel de
anticorpi ar putea fi apoi izolati §i utilizati ca in testele pentru prezenta unei activitdti speciale de
transcriere in celulele tintd, suspectate. Alternativ, acizii nucleici, conform prezentei inventii, pot fi
utilizati in diagnostic.

Diagnoza pe baza de anticorp .

Asa cum s-a demonstrat mai sus, o metodd aplicatd de diagnostic din prezenta inventie, cuprinde
examinarea unei probe sau al unui mediu celular, cu ajutorul unei analize, incluzind o cantitate eficienta
de antagonist relativ cu proteina modelator, cum ar fi un anticorp antimodelator, de obicei un anticorp
policlonal purificat prin afinitate §i mult mai preferabil un mAb. Pe langa aceasta, este preferabil ca,
pentru moleculele de anticorpi antimodulatoare utilizate aici, acestea fiind, bundoard, sub formi de
portiuni de Fab, Fab', F(ab'"),, sau F(v), sau de molecule de anticorpi, intregi. Asa cum s-a mentionat mai
sus, pacientii capabili de a beneficia de aceastd metodd, incluzand pe cei suferind de cancer, SIDA,
obezitate sau alte conditii de anormalitate a greutdtii corporale, reprezintd un element sau un factor
caracteristic. Metodele pentru izolarea modelatorului si inducerea anticorpilor antimodelatori pentru
determinarea si optimizarea abilitdtii anticorpilor antimodelatori, pentru a ajuta le examinarea celulelor
tintd, sunt bine cunoscute in domeniu. , asadar, anticorpii care includ atat anticorpii policlonali, cat si
anticorpii monoclonali si medicamentele care moduleaza producerea sau activitatea modelatorilor de
control a greutatii si a altor factori de recunoastere si /sau a subunitatilor acestora, pot poseda anumite
aplicatii de diagnostic si pot fi utilizati in scopul de detectare si /sau masurare a conditiilor de
anormalitate a greutdtii corporale, putdnd fi dezvoltati in mod aseméndtor. Bundoard, peptidele
modulatoare sau fragmentele active ale acestora, pot fi utilizate pentru a se produce atat anticorpi
policlonali, cét si anticorpi monoclonali pentru ele insele, intr-o varietate de medii celulare, de tehnici
cunoscute, cum ar fi utilizarea tehnicii hybridoma, in limfocitele fuzionate din splina de soarece si celule
myeloma. Aceste tehnici sunt descrise in detalii, in continuare. in mod asem#ntor, moleculele mici care
mimeaza sau antagonizeaza activitatea sau activitatile factorilor de recunoastere a receptorilor, conform
prezentei inventii, pot fi descoperiti si sintetizati si pot fi utilizati in protocoalele de diagnostic si /sau
terapeutice.

Prezenta modelatorilor de greutate in celule, poate fi stabilitd prin procedee imunologice uzuale,
aplicabile la aceste determindri. Se cunosc mai multe de astfel de procedee aplicate. Trei din aceste
procedee, care sunt in special aplicate, aplicd fie un factor de recunoastere a receptorului marcat cu un
marcaj detectabil, un anticorp Abl, marcat cu un marcaj detectabil sau anticorpul Ab2, marcat cu un
marcaj detectabil. Procedeele pot fi prezentate prin urmatoarele ecuatii in care asteriscul indicd marcarea
acestei particule, iar "WM" reprezintd modelatorul de greutate:

A WM* A= WM* Ah. B. WM+ Aby* =WMAb', C WMi+Ah +Abs* = ARWMAD,

Procedecle si aplicatiile acestora sunt cunoscute in domeniu §i in acest sens pot fi utilizate in scopul
prezentei inventii. Procedeul "competitiv". Procedeul A, este descris in U.S. Patent No. 3,654,090 si
3,850,752. Procedeul B este reprezentativ pentru tehnici de analizd competitivd, cunoscute. Procedeul C,
procedeul "sandwich", este descris in U.S. Patent No. RE 31,066 si 4,016,043. De asemenea, alte procedee
sunt cunoscute, cum ar fi procedeul "anticorp dublu" sau “DASP".

fn fiecare caz, modelatorii de greutate din complecsii cu unul sau mai multi anticorpi sau parteneri de
legaturd si un mem.bru al complexului, este marcat cu un marcaj detectabil. Faptul ca s-a format un
complex, dupd dorintd, se poate determina cantitatea acestuia, prin metode cunoscute aplicabile pentru
detectarea acestui marcaj. Din cele de mai sus se poate vedea cd, proprietatea caracteristicd a Ab, este ci
aceasta va reactiona cu Ab;. Aceasta este din cauza faptului cd Ab; care se dezvoltd intr-o specie de
mamifere, a fost utilizat intr-o alta specie ca antigen, pentru dezvoltarea anticorpului Ab,. Bunioard, Ab,
se poate dezvoltd la capre, aplicAnd ca antigeni, anticorpi de iepure. Ab, va fi, agadar, un anticorp
antiiepure dezvoltat la capre. In scopurile acestei descrieri si pentru revendiciri, Ab; se va referi la
anticorpul primar sau la anticorpul antimodelator de greutate si Ab, va fi preferat la un al doilea anticorp
anti-Ab.

Marcajele cele mai comune utilizate pentru aceste studii sunt elemente radioactive, enzime, substante
chimice fluorescente prin expunere la lumina ultravioleta si altele.
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Un numar de materiale fluorescente sunt cunoscute si pot fi utilizate pentru astfel de marcaje. Acestea
includ bundoara, fluoresceina, rodamina i auramina. Materialul special de detectare este anticorpul anti-
iepure preparat la capre si conjugat cu fluoresceina, cu ajutorul unui izotiocianat. Modelatorii de greutate
sau partenerii de legare a acestora, pot fi , asadar, marcati cu elemente radioactive sau cu o enzima.
Marcajul radioactiv poate fi detectat prin oricare dintre procedeele de numdrare curente acceptabile.
¥8160t0pu1 preferat, poate fi selectat dintre SH, 14C, 2 P, 35S, 36Cl, 51Clr, 57Co, 58C0, 59Fe, 90Y, 1251, B si

Re.

Enzimele pentru marcare sunt de asemenea aplicatd si pot fi detectate prin oricare tehnicd utilizatd in
prezent, colorimetricd, spectrofotometrica, fluorospectrofotometricd, amperometricd sau gazometricd.
Enzima este conjugata la particula selectata, prin reactia cu moleculele la care aceasta se referd, cum ar fi,
carboimidele, diizocianatii, gluteraldehida si altele. Multe enzime care pot fi utilizate in aceste procedee
sunt cunoscute si pot fi utilizate. Preferate sunt peroxidaza, P-glucuronidaza, B-D-glucozidaza, f-D-
galactozidaza, ureaza, glucozoxidaza plus peroxidaza si fosfatasa alcalind. U.S. Patent No. 3,654,090;
3,850,752 si 4,016,043 se referd la aceste enzime, la metodele si materialul aditional de marcare. Potrivit
altui aspect a prezentei inventii, chiturile de testare pentru utilizarea lor de citre un specialist medical, pot
fi preparate pentru determinarea prezentei sau absentei activititii de transcriere predeterminata sau a
activitatii, capabilitatii de transcriere predeterminatd, in celulele tintd, suspectate. Potrivit cu tehnicile de
testare mentionate mai sus, o clasa de astfel de chituri, va contine cel putin modelatorul de greutate marcat
sau partenerul de legaturd al acestuia, bundoard un anticorp specific si directiile, desigur in dependentd de
metoda selectata, bundoard, "competitiv", "sandwich", "DASP" si altele. Aceste chituri pot contine, asadar,
reactivi periferici cum ar fi stabilizatorii, solutiile tampon, etc.

In acest sens, chitul de testere poate fi preparat pentru demonstrarea prezentei sau capabilititii
celulelor pentru o activitate de transcriere predeterminatd, cuprinzand:

(a) o cantitate predeterminata din cel putin un component reactiv imunochimic marcat, obtinut printr-
o legdturd directd sau indirectd a modelatorului de greutate prezent sau a partenerului de legare specifica,
la marcajul detectabil;

(b) alti reactivi;

(c) directiile pentru utilizarea acestor chituri.

Mai mult decat atét, chitul de testare diagnostica, poate cuprinde:

(a) o cantitate aplicatd deja de modelator de greutate, asa cum s-a descris mai sus (sau partener de
legaturd), care este in fond legat la faza solidd, pentru a forma un imunosorbent sau alternativ, la un capat
acceptabil sau la produse cu mai multe astfel de capete, etc. (sau partenerii lor de legdturd) unui din
fiecare;

(b) daca este necesar, alti reactivi;

(c) directiile de utilizare ale acestor chituri de testare.

Intr-un alt mod, chitul de testare poate fi preparat si utilizat in scopurile mentionate mai sus, care se
opereazd conform unui protocol predeterminat (bundoard: "competitiv’, "sandwich", "anticorp dublu”,
etc.) si cuprinde:

(a) o componentd de marcare care a fost obtinutd prin cuplarea modelatorului de greutate, la marcajul
detectabil;

(b) unul sau mai multi reactivi imunochimici aditionali, din care cel putin un reactiv este liant sau un liant
imobilizat, liant care este selectat dintr-o grupd alcétuita din:

(i) un liant capabil de legare cu un component marcat (a);

(ii) un liant capabil de legare cu partenerul de legatura si componentei marcate (a);

(iii) un liant capabil de legare cu cel putin un component care trebuie determinat;

(iv) un liant capabil de legare cu cel putin un partener de legitura a cel putin unui componenti (componente)
care trebuie determinat;

(c) directiile pentru realizarea procesului pentru detectarea si (sau) determinarea unui component sau a
mai multor componente a reactiei imunochimice, intre modelatorul de greutate §i partenerul de legare
specificd a acestuia.

Diagnoza pe baza de acid nucleic. Asa cum s-a demonstrat in exemple, infra, acizii nucleici ai
prezentei inventii, pot fi utilizati pentru detectarea defectelor asociate cu defectele polipeptidei OB, care
rezultd in fenotipurile obeze. Bundoara, probele de acid nucleic (bundoara analiza Northern sau RT-PCR
analize), se pot utiliza pentru determinarea fenotipului obez care este asociat cu absenta exprimirii OB
mARN sau a exprimirii OB mARN nefunctionale, bundoard ca in cazul db/db la soareci (in care
deficienta rezultd din absenta receptorului OB) sau acolo unde o mutatie, produce un mARN netranscris.
Mai mult decét atat, tehnicile de diagnostic pe baza de acid nucleic, conform prezentei inventii, pot fi
utilizate in conjunctie cu tehnicile bazate pe anticorpi, pentru a dezvolta in continuare, intelegerea
moleculard a fenotipurilor obez si anorexie. Clonele cADN umane care au fost recent izolate, au fost
secventionate, aga cum s-a mentionat aici, aceasta faciliteazd determinarea secventei complete a genei
umane (vezi figura 20 A...C; SEQ ID No. 22). Secventele de ADN din intronii genei umane OB, au fost
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obtinute (Figura 20) si au fost utilizate pentru prepararea primerilor PCR, pentru a amplifica PCR in
secventa de codificare a genei OB din ADN-ul genic uman, identificandu-se astfel mutatiile sau variantele
alelice ai genei OB, toate in conformitate cu procesul descris in detaliu, mai sus. Primerii PCR specifici
pentru ampliticarea OB genic uman, sunt descrisi in exemplul specific, infra. Ipoteza curentd este cd,
mutatiile de heterozigoti in gena ob, vor fi asociate cu diversele teste de diagnostic pe baze secventei
ADN, pentru obezitate. Daca aceasta este adevarata, se va permite deci stabilirea riscului de dezvoltare a
obezititii la individ si se face posibild aplicarea tratamentului medicamentos si (sau) schimbidrile in stilul
de viatd, sus ca greutatea corporald crescutd, sa fie complet dezvoltata.

Alternativ, prezenta microsatelitilor care segregheaza cu formele de mutanti ale OB umane, poate fi
utilizata pentru diagnoza. Diversi primeri PCR, incluzind pe cei bazati pe secventa de nucleotida, sunt
prevazuti in figura 20 A...C, putand fi utilizati in acest scop. Gena OB poate fi , asadar, aplicatd in
diagnoza masuratorilor ARN-ului si proteinei continute, in cea ce priveste tulburdrile nutritionale.
Aceasta va fi important sd se cunoascd, intr-o tulburare nutritionald speciald, atunci cand OB ARN si
(sau) proteina continutd este neregulati sau avand o reglare inferioara. Astfel, dacd o persoand obeza are
nivelurile de OB crescute, se pare cd problema este in dependentd de partea inferioara a OB, in timp ce,
dacd OB este redusa, se pare cd, nivelurile scdzute necorespunzitor, pentru OB, pot constitui cauza
obezitatii (daca defectul este sau nu legat de gena OB). In sens invers, daca pacientul suferind de cancer
sau SIDA cu pierdere in greutate are niveluri ridicate de OB, se ajunge la concluzia ca, exprimarea
superioard necorespunzatoare a OB, este responsabild de pierderea in greutate. cADN-ul uman clonat va
fi utilizat pentru masurarea nivelurilor d.e OB ARN uman. Pe langa aceasta, proteina umand recombinatd,
va fi depistatd si utilizatd pentru dezvoltarea imunoanalizelor care permit misurarea nivelurilor de
grisime si posibil, de plasma ale proteinelor OB.

Implicatii terapeutice
Polipeptidele, acizii nucleici si anticorpii prezentei inventii au un potential terapeutic semnificativ. De
obicei, o cantitate eficientd terapeutic din acest agent, este administratdi intr-un vehicul, diluant sau
excipient acceptabil farmaceutic.

Fraza "acceptabil farmaceutic" se refera la entitdti si compoziti moleculare care sunt tolerabile
fiziologic si care nu produc tipic, o reactie alergica sau o reactie similard dificild, cum ar fi o tulburare
gastricd, vertij si altele, cAnd se administreazd la om. De obicei, asa cum se aplicd aici, termenul de
"acceptabil farmaceutic" inseamnd aprobat de Agentia de Reglementari federald sau Guvernul de Stat sau
care este mentionat in U.S. Pharmacopeia sau alte farmacopei recunoscute in fond, pentru utilizare la
animale §i mult mai special, la oameni. Termenul de "vehicul” se referd la un diluant, adjuvant, excipient
sau vehicul, cu care compusul este administrat. Astfel de vehicule farmaceutice pot fi lichide sterile, cum
ar fi apa sau uleiurile, incluzind pe cele de petrol, animale, vegetale sau de origine sinteticd, cum ar fi
uleiul de arahide, uleiul de soia, uleiul mineral, uleiul de sesam si altele. Apa sau solutiile saline si
solutiile apoase de dextroza si solutiile de glicerol, sunt preferate a se utiliza ca vehicule, in special pentru
solutiile injectabile. Vehicule farmaceutice acceptabile sunt descrise in Martin, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th Ed, Mack Publishing Co., Easton, PA, (1990).

Fraza "cantitate eficientd terapeutic" este utilizatd aici pentru a insemna cantitatea suficientd pentru a
reduce cu cei putin circa 15%, de obicei cu cel putin 50%, mult mai preferabil cu cel putin 90% si cel
mai preferabil pentru a preveni un deficit clinic semnificativ in activitatea, functia si rdspunsul
organismului gazdd. Alternativ, o cantitate eficientd terapeutic este suficientd, pentru a cauza o
imbunitatire in conditia clinicd semnificativd a organismului gazdd. Administrarea polipeptidei OB
recombinate are ca rezultat in special, descresterea grasimilor tisulare. Polipeptida OB poate fi depistata,
aplicand vectori de exprimare standard, bacterieni sau/si de mamifere, sintetici sau purificati din plasma
sau din ser, toate fiind mentionate in detaliu, ca mai sus. Alternativ, exprimarea crescutd a polipeptidei
OB native, poate i indusa prin tehnici recombinate omoloage, asa cum s-a descris, supra.

Reducerea activitatii polipeptidei OB (prin dezvoltarea neantagonistii, inhibitorilor, utilizarea
anticorpilor de neutralizare sau moleculelor contrasens) va rezulta in castigul de greutate care poate fi
dorit pentru tratamentul pierderilor in greutate asociate cu cancerul SIDA sau anorexia nervoasa.
Modelarea activititii OB poate fi aplicatd pentru reducerea greutdtii corporale (prin cresterea activitétii
acesteia) sau pentru cresterea greutdtii corporale (prin scaderea activititii acesteia).

Tratamentul terapeutic pe baza de polipeptide. Prin cea mai simpld analizi, gena OB determind greutatea
corporald la mamifere, in special la soareci si la om. Produsii genetic OB si corespunzdtor moleculele
analoage, apar ca facand parte din modul de semnalizare prin care tesutul adipos, comunica cu creierul si
cu alte organe. Se crede cd, polipeptida OB este ea insdsi o moleculd de semnalizare, bundoara un
hormon. Polipeptida OB sau un fragment functional al acesteia sau antagonistul acesteia, poate fi
administrat oral, sau parenteral, de obicei parenteral. Deoarece homeostaza metabolica este un proces
continuu, ¢ preferabild administrarea cu eliberare controlatd a polipeptidei OB. Bundoard, polipeptida
poate fi administratd aplicAnd infuzia intravenoasd, o pompd osmoticd implantabild, un emplastru
transdermal, lipozomi sau alte moduri de administrare. Intr-un aspect anumit, o pompa poate fi utilizata
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(Langer et al.eds, Medical Applications of Controlled Release CRC Press, Boca Raton Florida (1974);
Sefton, CRC CRIT. Ref. Biomed Eng.14 : 201 (1987); Buchwald et al. Surgery 88: 507 (1980); Saudek et
al. N. Engl. J. Med. 321: 574 (1989)). Intr-o altd realizare, materialele polimerice pot fi utilizate (Langer,
1974, supra; Sefton, 1987, supra; Smolen et al. eds. Controlled Drug Bioavailabiliry, Drug Product
Design and Performance, Wiley, New York (1984), Ranger et al. J. Macromol Sci. Rev. Macromol,
Chem. 23: 61 (1983); vezi, asadar, Levy et al. Science, 228; 190 (1985); During et al. Ann. Neurol. 25:
351 (1989); Howard et al. J. Neurosurg. 71: 105 (1989). Conform altui aspect, un sistem de eliberare
controlatd, se poate plasa in proximitatea tintei terapeutice, bundoard la creier, fiind necesard in acest caz
numai o fractiune din doza sistemicd (vezi bundoard Goodson, in Medical Applications of Controlled
Release, vol. 2, pp. 115-138 (1984). Alte sisteme de eliberare controlatd sunt mentionate de cdtre Langer
in revista Science, 249: 1527-1533 (1 990 ). Intr-o altd realizare, compusul terapeutic poate fi eliminat in
veziculd, in special un lipozom (vezi Langer, 1990, supra); Treat et al. in Liposomes in the Therapy of
Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein and Fidler (eds), Liss, New-York, pp. 353-365 (1989);
Lopez-Berestein, ibid. pp. 317-327; vezi generally ibid ).

Intr-un alt aspect, celulele recombinate care au fost transformate cu gena OB si care exprima niveluri
ridicate de polipeptidd, pot fi transplantate la subiectul care necesitd polipeptida ob. De obicei, celule
analoage transformate cu OB sunt transplantate pentru a se evita rejectia; alternativ, o tehnologie este
acceptabild pentru a proteja celulele non-autologe care produc factori solubili in matrita polimerului, care
previn rejectia si recunoasterea imund. Polipeptida OB poate fi administratd pe cai intravenoase,
intraarteriale, intraperitonal, intramuscular sau subcutanat. Alternativ, polipeptida OB, cu formulare
proprie, poate fi administratd pe cale nazald sau orald. O furnizare constantd de polipeptidd OB se poate
asigura prin prevederea unei doze eficiente terapeutic (bundoard o doza eficientd pentru a induce
schimbérile metabolice, la subiect), la intervalele necesare, bundoara zilnic, la fiecare 12 ore, etc. Acesti
parametri vor depinde de severitatea conditiei de boald care trebuie tratata, alte actiuni, cum ar fi
modificarea dietei, care se implementeaza in cea ce priveste greutatea, vérsta si sexul subiectului si alte
criterii, care vor fi in mod real determinate conform standardelor de buna practicdi medicald a
specialistilor in domeniu.

Compozitii farmaceutice

Conform unui alt aspect al prezentei inventii, se face referire la compozitiile farmaceutice de mai sus.
Astfel de compozitii farmaceutice, pot fi pentru administrare prin injectii sau pentru administrare orala,
pulmonari, nazald sau alte forme de administrare. in fond, in prezenta inventie sunt cuprinse compozitiile
farmaceutice care contin cantitati eficiente de proteine sau derivati de proteine ca produse ale prezentei
inventii, la un loc cu diluanti, conservanti dizolvanti, emulgatori, adjuvanti si (sau) vehicule acceptabile
farmaceutic. Astfel de compozitii includ diluanti cu continut diferit de substante tampon (bundoara Tris-
HCI, acetat, fosfat), pH si fortd ionica; aditivi cum ar fi detergenti si agenti de solubilizare (bundoard
Tween 80, polisorbat 80), antioxidanti (bundoara acidul ascorbic, metabisilfitul de sodiu), conservanti
(bundoara Timersol, alcol benzilic) si substante voluminizante (bundoara lactoza, manitolul); incorporarea
materialului in preparatele de macroparticule, ale compusulor polimerici cum ar fi acidul polilactic acidul
poliglicolic, etc. sau in lipozomi. Se poate utiliza de asemenea acidul hialuronic. Astfel de compozitii pot
influenta starea fizicd, stabilitatea, gradul de eliberare in vivo si gradul de clearantd in vivo a proteinelor si
derivatilor prezenti. Vezi bundoard, Martin, Remington's Pharmeceutical Sciences, 18th Ed (1990, Mack
Publishing Co, Easton, PA 18042) pages 1435-1712, care sunt incorporate aici prin referinte.
Comporzitiile pot fi preparate sub forma lichida sau pot fi sub forma de pulbere uscata, bundoard ca forma
liofilizata.

Administrarea pe cale orald. Pentru utilizarea in prezenta inventie, sunt studiate formele de formele de
dozare orald, solide, care sunt descrise in fond, in Martin, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed.
(1990 Mack Publishing Co. Easton PA 18042) la capitolul 89, ce este incorporat aici prin referinte.
Formele de dozare solide include tablete, capsule, pilule sau tablete rombice, casete sau palete, asadar,
incapsularea lipozomicd sau proteinoidd, poate fi utilizatd pentru formularea compozitiilor prezente
(bundoars, microsferele poteninoide, prezentate de US Patent No. 4,925,673). Incapsularea lipozomica
poate fi utilizatd si lipozomii pot fi derivati, aplicand diferiti polimeri (bundoardi US Patent No.
5,013,556). O descriere a formelor de dozare posibile pentru terapie, sunt date de Marshall, in Modern
Pharmaceutics, Chapter 10, Banker and Rhodes ed. (1979), incorporate aici prin referinte. In fond,
formularea include proteina (sau proteina modificatd chimic) si ingredientele inerte care o protejeaza in
trecerea prin zona stomacald si astfel se permite eliberarea materialului biologic activ in intensiv. Se
examineaza in special formele de dozare orale ale derivatilor de proteine de mai sus. Proteina poate fi
modificatd chimic, astfel ca eliberarea orald a derivatului si fie eficace. in fond, modificarea chimica
studiatd este legarea a cel putin o jumétate la proteind (sau peptida in insdsi molecula acesteia, unde acea
jumdtate permite (a) inhibarea proteolizei); si (b) absorbtia in circulatia sanghind, din stomac sau intestin.
Se doreste , asadar, cresterea stabilitdtii genele a proteinei §i cresterea timpului de circulatie in organism.
Exemple de astfel de jumatati, includ: polietilen glicolul, sopolimerii de etilen glicol si propilen glicolul,
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carboximetil, celuloza, dextranul, polivinil alcolul, polivinil pirolidona si poliprolina. Abuchowski et. al.
1981, supra; Newmark et. al, J. Appl. Biochem, 4:185-189 (1982). Alti polimeri care pot fi utilizati, sunt
poli-1,3-dioxolanul si poli-1,3,6-tioxocanul. Pentru utilizare farmaceutici, ¢ preferabild, asa cum s-a
indicat mai sus, jumatitile de polietilen glicol. Pentru proteina (sau derivatul acesteia), localizarea
eliberdrii poate fi stomacul, intestinul subtire (diodenul, jejunul sau ileum) sau intestinul gros. Specialigtii
au formule acceptabile care nu se vor dizolva in stomac, acestea eliberand materialul in duoden sau de
asemenea in intestin. De obicei, eliberarea va evita efectele ddundtoare asupra regiunii stomacale, fie prin
protectia proteinei (sau a derivatului acesteia) sau prin eliberarea unui material biologic activ peste zona
stomacald, cum ar fi in intestin. Pentru a asigura rezistenta completd in zona stomacald, un invelis
impermeabil la un pH de cel putin 5,0, este esential. Exemplele de ingrediente inerte mult mai comune
care sunt utilizate ca finvelisuri enterice, sunt acetatul de celulozd trimelitat (CAT), hidroxi-
propilmetilceluloza ftalat (HPMCP), HPMCP 50, HPMCP 55, polivinil acetat ftalat (PVAP), Eudragit
L30D, Aquateric, celulozi acetat ftalat (CAP), Eudragit L, Eudragit S si Shellac. Aceste invelisuri pot fi
utilizate ca filme mixte. Un invelis sau un amestec de invelisuri se poate utiliza pentru tablete, care nu
sunt prezentate pentru protectie relativ cu stomac. Acest invelis poate include zahdr sau unele invelisuri
fac ca tablete sa fie mai usor inghititd. Capsulele pot fi formate dintr-un invelis tare (cum ar fi invelisul de
gelatind) si contin substanta terapeuticd uscatd, cum ar fi pulberile pentru a forma lichide, se poate utiliza
un invelis moale de gelatind. Materialul pentru invelisul casetelor, poate fi un amidon consistent sau alte
substante comestibile. Pentru pilule, tablete rombice, tablete tunate sau tablete triturate, se pot utiliza
tehnici de masare umeda. Substantele terapeutice pot incluse in formuld, ca multiparticule final sub forma
de granule, palete sau particule cu dimensiuni de circa 1 mm. Formula materialului pentru administrarea
capsulei, poate fi, asadar, sub formd de pulbere, matrite pentru comprimare usoard sau chiar tablete.
Medicamentul poate fi preparat prin comprimare. Se pot include de asemenea coloranti si agenti de
aromatizare. Bundoard, proteina (sau derivatii acesteia) poate fi formulatd (cum ar fi prin incapsulare de
microsfere sau lipozomi) si apoi produsii contine o substantd comestibild, cum ar fi agentii de aromatizare
si bauturi racoritoare contindnd coloranti. Se poate dilua sau spori volumul substantei terapeutice, cu un
material inert. Acesti diluanti pot include carbohidratii, in special manitolul, alfa-lactoza, lactoza anhidra,
celuloza, sucraza, dextranii modificati si amidonul. Anumite sdruri anorganice, pot fi de asemenea
utilizate ca materiale de umpluturd, incluzand trifosfatul de calciu, carbonatul de magneziu si clorura de
sodiu. Unii diluanti comerciali acceptabili sunt Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress si Avicell.
Substantele de dezintegrare pot fi incluse in formula de medicament. intr-o forma de dozare, solida.
Materialele utilizate ca dezintegranti, sunt fird a se limita la acestea, amidonul incluzind dezintegratii
comerciali pe bazd de amidon, Explotab. Se pot utiliza glicolatul de amidon sodiu, amberlita,
carboximetilceluloza sodicd, ultramilopectina, alginatul de sodiu, gelatina, coaja de portocale, acid
carboximetil celulozd, sponge naturald si bentoniti. Alte forme de dezintegrati sunt rezinele insolubile,
schimbatoare de cationi. Gumele sub forma de pulberi, pot fi utilizate ca dezintegrati i ce agenti de
legaturd si acestia pot include gume sub formd de pulberi cum este agar, Karaya sau tragecenta.
Dezintegranti utilizatori sunt acidul alginic si sarea de sodiu. Agentii de legaturd pot fi utilizati, pentru a
mentine la un loc agentul terapeutic, pentru a forma o tabletd tare si include materiale din produse
naturale cum este acacia, tragacenta, amidonul si gelatine. Alte materiale includ metil celuloza (MC), etil
celuloza (EC) si carboximetil celuloza (CMC), polivinilpirolidona (PVP) si hidroxipropilmetil celuloze
(HPMC) care pot fi utilizate in solutii alcoolice prin granularea substantei terapeutice. Un agent
antifrictional se poate include in formula medicamentului, pentru prevenirea aglomerdrii in timpul
procesului de preparare. Lubrifiantii pot fi utilizati ca un strat intre substanta activa si peretele matritei si
acestia pot include, dar fard a se limita la: acidul stearic contindnd sdruri de magneziu si calciu,
politetrafluoretilen (PTFE), parafina lichida, uleiuri vegetale si ceruri. Lubrifiantii solubili pot fi de
asemenea utilizati, cum ar fi sulfatul laurii de sodiu, sulfatul laurii magneziu, polietilenglicolul de diferite
greutdti moleculare si Carbowaxul 4000 si 6000. Glisantii care pot imbunatati proprietitile de curgere ale
medicamentului in timpul formuldrii si pot ajuta rearanjarea in timpul comprimarii, pot fi de asemenea
addogati. Glisantii pot include amidonul, talcul, silicea pirogenica si silicoaluminatul hidratat. Pentru a
ajuta dezvoltarea substantei terapeutice in mediul apos, se poate addoga un agent tensioactiv sau un agent
de umectare. Agentii tensioactivi pot include detergenti anionici, cum ar fi sulfatul lauril sodic, dioctil
sodiu sulfosucinatul si dioctul sodiu sulfonatul.

Detergentii cationici pot fi utilizati si pot include clorura de benzalconiu sau clorura de benzetoniu.
Lista detergentilor neionici potentiali care ar putea fi inclusi in formula ca agenti tensioactiv: este formata
din lauromacrogol 400, polioxil 40 stearat, polioxietilen hidrogenat, ulei de ricin 10, 50 si 60, glicerol
monostearat, polisorbat 40, 60, 65 si 80, esterul sucrozei cu acid gras, metil celuloza si carboximetil
celuloza. Acesti agenti tensioactivi ar putea fi prezenti in formuld impreund cu proteina sau derivatul
acesteia, fie singur sau in amestec de diferite proportii. Aditivii care determind o crestere potentiald a
absorbtiei proteinei (sau derivatului acesteia), sunt bundoard acizi grasi, ca acid oleic, acid linolenic si
acid linoleic. Se pot utiliza dupd dorintd, formula pentru eliberarea controlatdi a medicamentului.
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Medicamentul poate fi incorporat intr-o matritd inertd care permite eliberarea lui bundoara, prin
mecanisme de difuziune sau mecanisme de extractie prin solubilizare, gume, etc. Astfel de matrite pentru
degenerare lentd, pot fi de asemenea, incorporate in formuld. O altd formd de eliberare controlatd a
medicamentului este metoda bazatd pe sistemul terapeutic Oros (Alza Corp.), bundoard medicamentul
este continut in membrana semipermeabild care permite apei si intre si si preseze medicamentul in
exterior, printr-un singur orificiu mic, din cauza afectelor osmotice. Unele invelisuri enterice au de
asemenea efecte de intarziere a eliberdrii medicamentului. Alte invelisuri pot fi utilizate de asemenea
pentru aceste formule. Aceste invelisuri includ o varietate de zaharuri care ar putea fi aplicate in utilajul
de acoperire. Agentul terapeutic ar pute a fi de asemenea dat ca tabele acoperite de filma, materialele
utilizate in acest caz, fiind impartite in doud grupe. Prima grupa contine materiale neenterice si include
metilceluloza, etilceluloza, hidroxietilceluloza,  metilhidroxietilceluloza,  hidroxipropilceluloza,
hidroxipropilmetilceluloza, carboximetilceluloza sodicd, providone si glicolicii poletilenici. A doua grupa
constd din materiale eterice, care sunt esteri obisnuiti si acidului ftalic. Se poate utiliza de asemenea un
amestec de materiale, pentru a se prevedea un film de acoperire optim. Filmul de acoperire poate fi
preparat in utilajul de acoperire sau in pat fluidizat sau prin acoperire prin comprimare.

Eliberarea pulmonard. Asa cum este mentionat aici, eliberarea pulmonard a prezentei proteine (sau
derivatilor proteinei). are loc la nivelul plamaénilor unui mamifer plamanilor unui mamifer in timpul
inhaldrii §i traversarii medicamentului prin epiteliul pulmonar, in circulatie sanghina. Alte referiri, includ
pe Adjei et. al., Pharmaceutical Research, 7(6): 565-569 (1990); Adjei et. al. International Journal of
Pharmaceutics, 63: 135-144 (1990) (acetat de leuprolide). Braquet et. al. Journal of Cardiovascular
Pharmacology, 13 (suppl. 5): 143-146 (1989) (endotelin-1): Hubbard et. al. Annals of Internal Medicine,
3(3): 206-212 (1989) (alfa l-antitripsind); Smith et. al. J. Clin. Invest. 84: 1145-1146 (1989) (alfa 1-
proteinaze); Oswein et. al. "Aerosolization of Proteins", Proceeding of Symposium on Respiratory Drug
Derivery 11, Keystone, Colorado (March 1990) (recombinat human growth hormone); Debs et. al. J.
Immunol. 140: 3482-3488 (1988) si Platz et. al, US Patent No. 5,284,656 (granulocyte colony stimulating
factor). Pentru utilizare practicd , conform prezentei inventii, sunt studiate o gama largd de dispozitive
mecanice desemnate eliberdrii pulmonare a produselor terapeutice, fard a se limite la acestea, incluzind
nebulizatori, dispozitive de inhalare cu doze masurate si dispozitive de inhalare a pulverilor, din care toate
sunt cunoscute in domeniu.

Cateva exemple specifice de dispozitive comerciale acceptabile prepararea practica acestei inventii
sunt nebulizatorul Ultravent, fabricat de Mallinckrodt, Inc. St. Louis, Missouri; nebulizatorul Acorn II,
fabricat de Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; inhalatorul Ventolin pentru doze méasurate
fabricat de Glaxo Inc. Research, Triangle Park, North Carolina i inhalatorul de pulberi Spinhaler fabricat
de Fisons Corp. Bedford, Massachusetts.

Toate aceste dispozitive sunt necesare pentru utilizarea acestor formule acceptabile, pentru
distribuirea proteinei (sau derivatului acesteia). Tipic, fiecare formuld este specificd tipului de dispozitiv
utilizat §i poate cuprinde utilizarea unui material propelant acceptabil, in aditie cu diluantii uzuali,
adjuvantii si (sau) vehiculele aplicatd in terapie. Asadar, utilizarea lipozomilor microcapsulelor sau
microsferelor, complecsilor de incluziune sau a altor tipuri de vehicule, este de asemenea studiata.
Proteina modificatd chimic, poate fi , asadar, depistatd in diferite, in dependentd de tipul de modificare
chimicd sau de tipul dispozitivului utilizat. Formulele acceptabile pentru utilizare cu nebulizatori, cu jet
sau cu ultrasunet, vor cuprinde de obicei, proteina (sau derivatul acesteia, dizolvatd in apd, la concentratia
de circa 0,1 ... 25 mlg de proteind activa biologic, per mililitru de solutie. Formula poate, asadar, sa
contind o substantd tampon si un zahar simplu (bundoara pentru stabilizarea proteinei si reglarea presiunii
osmotice). Formula pentru nebulizator, poate contine un agent tensioactiv, pentru a reduce sau preveni
agregarea indusd la suprafatd a proteinei, cauzatd de atomizarea solutiei, in formarea aerosolului.
Formulele pentru utilizare cu dispozitivul de dozare masurata, va cuprinde in fond pulberea divizata
contindnd proteina (sau derivatul acesteia) suspendatd intr-un carburant, cu ajutorul unui agent
tensioactiv. Carburantul poate fi orice material conventional utilizat pentru acest scop, cum ar fi
clorflorcarbon, hidroclorflorcarbon, hidroflorcarbon sau hidrocarbon, incluzand triclorflormetanol,
diclordiflormetanul, diclortetrafloretanul si 1,1,1,2-tetrafloretanul sau combinatiile lor. Ca agenti
tensioactivi acceptabili, se aplicd sorbitanul trioleat si lecitina soia. Acidul oleic poate fi de asemenea
utilizat ca agent tensioactiv. Formulele pentru dispensarea pulberii din dispozitivul de inhalare, vor
cuprinde pulberea uscatd, fin divizata care contine proteina (sau derivatul acesteia) si care poate contine
un agent de voluminizare cum este lactoza, cum este lactoza, sorbitolul, sucroza sau menitolul, in cantitati
care sd faciliteze dispersarea pulberii din acest dispozitiv, bundoard de la 50% la 90% fin greutatea
formulei. Proteina (sau derivatul) va fi depistatd cel mai avantajos, intr-o formi de macroparticuld cu o
dimensiune medie a particulei mai micd de 10 pm (sau microni), cel mai preferabil 0,5...5 pm, pentru cea
mai eficientd eliberare in plamanul distal.
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Eliberarea nazald. Se examineaza de asemenea eliberarea nazald a proteinei (sau derivatului acesteia).
Eliberarea nazald permite trecerea proteinei in circuitul sanghin direct, dupd administrarea produsului
terapeutic, in nas, fird a fi necesard depunerea produsului la nivel pulmonar. Formulele pentru eliberare
nazald, includ formulele cu dextran sau ciclodextran.

Metodele de tratament, metodele de preparare a medicamentului. Intr-un alt aspect al prezentei
inventii, metodele de tratament si de preparare a medicamentului, sunt prezentate. Conditiile imbunétatite
sau modulate prin administrarea prezentilor derivati, sunt cele indicate mai sus.

Dozare. Pentru toate moleculele mentionate mai sus, asa cum se examineaza in urmdtoarele studii,
informatia va apare cu privire la niveluri de dozare acceptabile pentru tratamentul diferitelor conditii la
diferiti pacienti si specialistii in domeniu, luand in consideratie contextul terapeutic, varsta si starea
generald a individului, vor fi capabili si stabileascd propriul dozaj. in fond, pentru injectare sau infuzare,
dozajul va fi cuprins intre 0,01 pg de proteind biologic activa/kilogram greutate corporald (calculand
numai masa de proteind, fird o modificare chimicd) si 10 mg/kg (pe aceiasi bazd). Schema de dozare
poate varia in dependentd de timpul de injumétitire in circulatia sanghind a proteinei sau derivatului
utilizat, cAnd polipeptida este eliberatd din doza bolus sau prin infuzare continud, din formula utilizata.

Administrarea cu alti compusi. Pentru terapia asociatd cu obezitatea, se poate administra prezenta
proteind (sau derivatii acesteia) in conjunctie cu una sau mai multe compozitii farmaceutice, utilizate
pentru tratamentul altor complicatii clinice ale obezitatii, cum ar fi cele utilizate pentru tratamentul
diabetului (bundoard insulind) a presiunii sanghine ridicate, colesterolului ridicat si a altor conditii
adverse, incidente obezitatii, asadar, se pot co-administra supresanti de apetit, bundoard amfetamine.
Administrarea poate fi simultand (bundoard administrarea unui amestec din proteina prezentd si insulind)
sau poate fi —in seriatim.

Tratamentul terapeutic pe bazi de acid nucleic.

Gena OB poate fi introdusd in celulele de grasime umand, pentru dezvoltarea terapiei genetice, in
obezitate. O astfel de terapie, ar fi de asteptat, si scadd greutatea corporald. Invers, introducerea unor
elemente de constructie contrasens in celulele de grasime umane, ar reduce nivelurile de polipeptidd OB
activa si ar fi prezentate pentru cresterea adipozititii corporale. Intr-un aspect anumit, gena care cuprinde
polipeptida OB, este introdusa — in vivo — in vectorul viral. Astfel de vectori includ un virus atenuat sau
deficient ADN, cum ar fi, dar fira a se limita la, virusul simplex (HSV), pepiloma, virusul Epstein Barr
(EBV), adenovirusul, virusul adenoasociat si altele. Virusii deficienti, la care lipsesc in totalitate sau
partial genele virale, sunt preferate. Virusul deficient, nu este infectiv dupd introducerea in celula.
Utilizarea vectorilor virali deficienti, permite administrarea in celuld intr-o zond specific localizatd, fard a
insemna cd vectorul poate infecta alte celule.

Astfel, tesutul adipos poate fi tintit in special. Ca exemple de vectori speciali, sunt cei care includ,
fard a se limita la virusul herpes deficient 1 (HSV1) vector, (Kaplitt et. al Molec. Cell. Neurosci. 2: 320-
330 (1991)), un vector de adenovirus atenuat, cum ar fi vectorul descris de Stratford-Perricaudet et. al. J.
Clin. Invest. 90: 626-630 (1992) si vectorul virusului deficient edeno-asociat (Samulski et. al. J. Virol. 61:
3096-3101 (1987)); Samulski et. al. J. Virol. 63: 3822-3828 (1989)). Intr-o alti realizare, gena poate fi
introdusd intr-un vector retroviral, bundoard asa cum s-a descris in Anderson et. al US Patent No.
5,399,346; Mann et. al. Cell, 33: 153 (1983); Temin et. al. US Patent No 4,650,764; Temin et. al. US
Patent No 4,980,289; Markowitz et. al. J. Virol. 62: 1120 (1988). Temin et. al. US Patent No 5,124,263;
International Patent publication No WO 95/07358, publicat Martie 16, 1995, de Dougherty et. al. and Kuo
et. al. Blood, 82: 845 (1993).

Alternativ, vectorul poate fi introdus — in vivo — prin lipofectie. Pentru decada trecutd, a crescut
utilizarea lipozomilor pentru incep sularea si transferarea acizilor nucleici — in vivo. Lipidele cationice
sintetice desemnate pentru a limita dificultatile si pericolele intdlnite in transferarea mediata de lipozimi,
se pot utiliza la prepararea lipozimelor, pentru transferarea — in vivo — a genei care cuprinde marcherul
(Felgner et. al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 7413-7417 (1987)); vezi Mackey et. al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85: 8027-8031 (1988). Utilizarea lipidelor cationice, pot promova in capsularea acizilor
nucleici cu incrcare negativa i, asadar, pot promova fuziunea cu membranele celulare incircate negativ
(Felgner et. al. Science, 337: 387-388 (1989)). Utilizarea lipofectiei pentru introducerea genelor exogene
in organele specifice — in vivo — are anumite practici avantajoase. Moleculele tintd ale lipozomilor ,
celulele specifice, reprezintd o arie a beneficiului. Este clar cd, directia de transferare la tipuri celulare
speciale, vor fi in special avantajoase in tesutul cu heterogenetate celulard, cum ar fi: pancreasul, ficatul,
rinichii si creierul. Lipidele pot fi cuplate chimic la alte molecule, pentru scopul propus (vezi Mackey et.
al. 1988, supra). Peptidele tintd, bundoard hormonii sau neurotransmitatorii si proteinele asa cum ar fi
anticorpii sau moleculele non-peptidice, ar putea fi cuplate chimic, la lipozomi. Astfel, este posibil sa se
introducd — in vivo — plasmidul ADN liber, ca vector. Vectorii ADN liberi pentru terapia geneticd, pot fi
introdusi in celulele gazdd dorite, prin metode cunoscute in domeniu, bundoard, prin transfectie,
electroporare, microinjectare, transductie, fuziune celulard, dextran DEAE, precipitarea fosfatului de
calciu, utilizarea transportorului de vector ADN (vezi bundoard Wu et. al., J. Biol. Chem. 267: 963-967
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(1992)); Wu et. al. J. Biol. Chim. 263: 14621-14624 (1988); Hartmut et. al. Canadian Patent Application
No. 2, 012, 311, filed March 15, 1990.

Aplicatii in agriculturd

Gena OB poate fi, asadar, izolatd din animalele domestice si se obtin de asemenea si polipeptidele OB
corespunzitoare. Intr-un exemplu specific, infia, proba derivati din gena OB murinicd, hibridizeazi la
secventele codificate, omoloage, corespunzitoare, dintr-un mare numdr de specii de animale. Asa cum s-a
mentionat pentru terapiile umane, proteinele recombinate pot fi, asadar, preparate si administrate la
animale domestice. Administrarea polipetidei poate fi implementatd pentru a produce hrand mai slaba
pentru animale, cum ar fi vitele, porcii, pasdrile, oile, etc. De obicei, o polipeptidi OB autolog este
administratd, ce $i o polipeptidd anti-autolog studiatd de prezenta inventie. Deoarece polipeptide OB
constd din circa 160 reziduuri de aminoacizi, aceasta nu poate fi superior imunogenicd. Astfel,
administrarea polipetidei neautolog, nu poate rezulta din rdspunsul imun. Alternativ, introducerea genelor
clonate la animalele domestice transgenice, va favoriza sciderea potentiald a greutitii corporale si
adipozitdtii, prin supra exprimarea transgenei OB. Cele mai simple mijloace de obtinere ar fi de a tinti
transgene OB la tesuturi gras, aplicind propriul promotor sau un alt promotor specific al tesutului gras.

Invers, cresterea tesutului gras in organism ar putea fi ca urmare in alte circumstante, cum ar fi
dezvoltarea tesutului gras la ficatul de vite, Kobe. Aceasta ar fi putea fi insotitd de tintirea transgenei OB
contrasens in tesutul gras sau prin utilizarea genei intr-o tehnologie de konockout. Alternativ, cand se
doreste o crestere a greutdtii corporale la un anumit procentaj de grisimi, se poate administra un
inlocuitor sau neantagonist ao polipeptidei OB. Astfel de inhibitori includ, dar fara a se limita la acestia,
anticorpi reactivi cu polipeptida si fragmente de polipeptidd care se referd, dar nu activeaza receptorul
OB, bundoari antagonistii polipeptidei OB.

Implicatii cosmetice

Polipeptida OB are o importanti valoare cosmeticd si curativi. in special, deoarece polipeptidele OB,
conform prezentei inventii, includ derivatii si analogii neantagonisti ai acestora, este aplicatd pentru
modelarea gradului si cantititii de depozit celular gras la un animal, aceste polipeptide sunt aplicatd
pentru reducerea tesuturilor grase neplacute, bundoard depozitele de grasimi de pe abdomen, solduri,
coapse, ceafd si barbie, care nu reprezintd o cantitate de tesut gras necesar pentru conditia de obezitate,
dar care contribuie la aspectul individual. Efectul de reducere a grasimii este gandit a i insotit in parte, de
reducerea aspectului, bundoard reducerea hranei ingerate, prin cresterea metabolismului bazal sau ambele.
Astfel, polipeptida OB prezentd sau derivatii acesteia sau analogii neantagonisti, este aplicatd pentru
administrarea la un subiect, pentru a efectua schimbéri cosmetice in depozitele de grasimi tisulare, fie prin
modelarea depozitului de grisime, reducerea apetitului sau ambele.

Pe langd aceasta, conditiile prezente si metodele inventiei, pot fi utilizate in conjunctie cu diverse
procedee, cum ar fi chirurgia cosmeticd desemnatd modificarii aspectului general al corpului (bundoard
chirurgia cu laser sau liposuctiunea desemnatd pentru reducerea masei corporale, prin aspirarea sau
ablatiunea tesutului gras), exercitiu (in special training corporal §i miscare), dietd cu grasimi putine,
hipnoza, biofeedback, care sunt exemple de metode care ar putea contribui la scdderea procentajului de
tesut tisular si la imbunititirea aspectului organismului. In acest sens, prezenta inventie se referd la o
metodd pentru efectuarea cosmeticd ¢ moduldrii tesutului gras, cuprinzand administrarea unei cantititi de
polipeptidd OB a unei cantititi de modulare a grisimii sau administrarea unui derivat sau analog
neantagonist al acestei polipeptide, in acelagi scop, la individul care doreste modelarea cosmetica a
tesutului gras, pentru imbunititirea aspectului general al organismului. intr-un aspect special, modelarea
tesutului gras este o consecintd a suprimdrii apetitului. De obicei, modelarea tesutului gras, este o
reducere a tesutului gras. Intr-o alti realizare, prezenta inventie se referi la o metoda pentru efectuarea
cosmeticd a pierderii tesutului gras, cuprinzind combinarea unui procedeu pentru modificarea aspectului
corpului, cu administrarea unei cantititi de polipeptidd OB pentru modelarea tesutului gras, sau
administrarea in acelasi scop, a unui derivat sau analog neantagonist al acestei polipeptide, la individul
care doreste modelarea cosmeticd a tesutului gras pentru imbunititirea aspectului general al corpului.

Receptorul OB

Dezvoltarea neantagonistilor sau antagonistilor cu molecule mici, al factorului OB, va fi mult
facilitatd prin izolarea receptorului acestuia. Aceasta poate fi insotiti de prepararea polipeptidei OB
active, aplicand-o pentru screeningul unei colectii de exprimare printr-o metodologie standard. Legétura
la receptor in exprimarea acestei colectii, poate fi testatd prin administrarea polipeptidei recombinate
preparate aplicand vectori bacterieni de exprimare sau vectori de mamifere, de exprimare si observand
efectele unei administrari pe termen scurt si ale unei administrari continue, asupra celulelor colectiei de
exprimare sau prin legatura de detectare directd a polipeptidei OB, la celule.

Asa cum se crede in prezent, receptorul OB este localizat aseménator in hipotalamus si poate in ficat,
de obicei colectiile ADN din aceste tesuturi vor fi construite cu vectorii standard de exprimare a clondrii.
Aceste clone ADN vor fi introduse apoi in celulele COS ca rezerva si elementele rezultate transformate,
vor fi supuse unui screening, cu liantul activ, pentru identificarea celulelor COS de exprimare a
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receptorului OB. Clonele pozitive pot fi apoi izolate astfel ca sd regenereze receptorul clonat. Receptorul
clonat se va utiliza in conjunctie cu liantul OB (valordnd ca hormon), pentru a dezvolte componentele
necesare pentru screeningul modelatorilor OB cu molecule mici. n prezenta inventie, se poate utiliza, de
asemenea un sistem special de analiza, cunoscut ca analiza de receptor.

Intr-o analizd de receptor, materialul care trebuie analizat, este marcat corespunzaitor i apoi anumite
colonii de testare celulard, sunt inoculate cu o cantitate atdt de material marcat, cat si de material
nemarcat, dupd care studierea legdturii este astfel dirijatd, pentru a se determina alungirea la care se referd
materialul marcat, la receptorii celulari. In acest mod, se pot stabili diferentele de afinitate intre materiale.
in acest sens, cantitatea purificati de modelator de greutate, poate fi radiomarcati si combinati bunsioars,
cu anticorpi sau cu alti inhibitori, dupd care se vor efectua studiile privind aceste legaturi. Solutiile vor fi
preparate apoi astfel ca sa contind diferite cantitati de modelator de greutate, marcate i nemarcate, si
probele celulare vor fi apoi inoculate. Monostraturile celulare rezultate, sunt apoi spélate, solubilizate si
numdrate cu un calculator gamma, pe o perioada de timp suficient pentru a se produce o eroare standard <
5%. Aceste date sunt apoi supuse analizei Scatchard, dupa care, se pot trage concluziile si se pot face
observatiile privind activitatea materialului. in exemplul de mai sus, se ilustreazi maniera in care
capacitatea de legare celulard a materialului analizat, poate sd serveascd ca o caracteristicd de deosebire.
In schimb, analiza receptorului, va fi in special aplicatd pentru identificarea receptorilor specifici
modelatorilor prezenti, cum ar fi receptorul db.

O altd analizd aplicatd si studiatd in conformitate cu prezenta inventie, este aplicatd deja ca analiza
"cis/trans". Pe scurt, aceastd analiza aplica doud elemente genetice, din care una este tipic o plasmida care
exprimd continuu receptorul special de intrare, cAnd acesta este transferat intr-o linie celulard acceptabild,
iar cea de a doua, care este o plasmidd ce exprimd un element de informare cum ar fi luciferaza, sub
controlul unui receptor sau complex liant. Astfel, daca se doreste evaluarea compusului ca liant pentru un
receptor special, una din plasmide se va construi in aga fel ca sd rezulte n exprimarea receptorului, in
linia celulard aleasd, in timp ce plasmide secundard, va poseda un promotor legat la gena luciferazei in
care este inserat raspunsul elementului, la acest receptor special. Dacd compusul de testare este
neantagonist pentru receptor, liantul se va complexa cu receptorul, rezultand astfel complexul care se
referd la elementul de rdspuns si care initiaza trascrierea genei luciferazei. Chemiluminiscenta astfel
rezultatd, este masuratid apoi fotometric si curbele raspunsului la dozd sunt comparate cu cele ale liantilor
cunoscuti. Procesul de mai sus este descris in detaliu de US Patent No 4,981,784 si PCT International
Publication No WO 88/03168, care se referd la scopul artizan. Odatd ce recombinatul care exprima
secventa genei receptor OB este identificat, receptorul OB recombinat, poate fi analizat. Acesta este
obtinut prin analizele bazate pe proprietdtile fizice si functionale ale receptorului OB, incluzind marcarea
radioactivd a receptorului, prin analiza de gel electroforeza, imunoanaliza, liant de legaturd, etc. Mai mult
decat atat, anticorpii la receptorul ob, ar putea fi generati, asa cum s-a descris mai sus. Structura
receptorului OB poate analizatd prin diferite metode cunoscute in domeniu. De obicei, structura diferitelor
domenii, in special portiunea de legdturd a OB este analizatd. Analiza structurald, poate fi realizatd prin
secventa de identificare, cu alte proteine cunoscute, in special cu receptorii de hormoni si proteine. Gradul
de similaritate (sau omologie) poate sd prevadd o baza pentru structura previzutd si functia receptorului,
sau domeniul acestora. Intr-un anumit aspect, compararea secventelor poate fi realizati cu secventele
depistate in GanBank, aplicdnd bundoard, programele FASTA si FASTP (Pearson et. al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85: 2444-48 (1988)). Secventa proteinei poate fi apoi caracterizatd prin analiza hidrofilicitatii
(bundoard Hopp. et. al, 1981, supra). Profilul hidrofilicititii poate fi utilizat pentru identificarea
regiunilor hidrofobe si hidrofile ale proteinei receptor OB, care, in schimb pot indica regiunile
extracitopasmatice, legitura membranei si regiunea intracitoplasmica.

Analiza structurald secundard (bundoard, Chou et. al. 1974, supra), poate fi, asadar, efectuatd, pentru
identificarea regiunilor receptorului OB, care presupun structuri secundare specifice. Manipularea,
translatia §i predictia structurii secundare, ca si cadrul de citire deschis si de fragmentare, se pot realiza
prin utilizarea unor programe de computere software, in domeniu. Prin prevederea unei polipeptide OB
recombinate a unei surse abundente si a oportunititii de izolare a receptorului OB (bundoard produsii
genetic db), prezenta inventie permite determinarea structurald cantitativd a conformatiei active a
polipeptidei OB si receptorului OB sau domeniilor acestuia. In special, este atestat destul material pentru
analizele de rezonantd magnetica nucleard (RMN), spectroscopie in infrarosu (IR) si ultraviolet (UV), in
special dicroismul circular (CD). in special, prin RMN se prevede o analizi structurald amanuntiti a
moleculelor in solutie, care aproximeazd foarte mult zonele native ale acestora (Marion et. al. 1983,
supra, Bar et. al., 1985, supra; Kimura et. al. 1980, supra). Alte metode de analizd structurald pot fi de
asemenea utilizate. Acestea includ, fard a se limita la aceasta, cristalografia de raze X (Engstom, 1974,
supra).

Se pot studia mult mai preferabil, co-cristalele polipeptidei OB si receptorul OB. Analiza co-
cristalelor prevede o informatie detaliatd privind legarea, care la rdndul ei permite un design rational
pentru neantagonistii lianti i pentru antagonistii lianti. Modelarea pe computer poate fi, asadar, utilizata,
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in special in legdturd cu metodele RMN sau raze X (Fletterick et. al. eds, Computer Graphics and
Molecular Modeling, in Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory,
Gold Spring Harbor, New York (1986)). Identificarea si izolarea genei cuprinzind receptorul OB,
conform prezentei inventii, se prevad pentru exprimarea receptorului, in cantititi mai mari decat atunci
cand poate fi izolat din surse naturale sau celule indicatoare care sunt in special prelucrate pentru a indica
activitatea receptorului exprimat dupi transferarea sau transformarea celulelor. In acest sens, in afard de
designul rational al neantagonistilor si antagonistilor pe baza structurii polipeptidei OB, prezenta inventie
examineazd o metodd alternativd pentru identificarea liantilor specifici ai receptorului OB, aplicand
diferite analize de screening, cunoscute in domeniu. Inventia de fatd poate fi mai bine inteleasd cu referire
la urmatoarele exemple, care intentioneazi a fi exemplare, dar nelimitdndu-se la prezenta inventie.

Sectia exemple

In continuare, este prezentati in fond, metoda utilizati pentru identificarea materialului genetic care
exemplificd prezenta inventie. Aceastd sectie cuprinde patru faze secventiale:

(A) Cartarea geneticd, (B) Cartarea fizicd, (C) Izolarea genei candidat, si (D) Defectarea mutatiei. in
cele ce urmeaza, se confirmi cd, gena murinica ca obiect, a fost izolatd (faza D) gena umand omoloagd a
fost cercetatd, fiind caracterizate atat genele murinice $i umane, ct si proteinele putative. Fazele sunt
prezentate detaliat, in cele ce urmeaza.

A. Cartarea geneticd

Mutatia ob este segregatd in incrucisdri genetice si analiza legéturii standard este utilizatd pentru
pozitia mutatiei relative la RFLP (polimorfisme cu fragmente lungi, de restrictie). Aceste date, plaseaza
gena OB, in intervalul 5 ¢cM al cromozomului proximal 6, de soarece. (5 ¢M reprezintd o mésurd a
distantei genetice corespunzitoare la 5 puncte de intersectii genetice, manifestate la 100 animale). In
cartarea geneticd ulterioard (Friedman et. al. 1991, supra), sunt generate si utilizate, un total de 771
maioze informative. Pozitia geneticd care a fost o cartare relativd la OB, a fost publicatd mai inainte. Cele
doud RFLPs-uri apropiate, sunt descrise ca definite prin probe derivate din carboxipeptidaza si genele
metoncogene.

Rezolvarea geneticd a experimentelor descrise mai sus, este inadecvati la clona ob, in fond, deoarece
nici unul din marcherii genetici nu formeazi o legiturd solidd. in vederea identificirii RFLPs-utilor avand
legdturi solidd, probele aditionale sunt izolate si incrucisarea genetica este expandatd. O metoda aplicata
deja, microdisectia cromozomilor este utilizatdi pentru izolarea portiunilor rendom de ADN din
cromozomul proximal 6, de soarece (Bahary et. al. Mammalian Genome, 4: 511-515 (1993)). Probele
individuale clonate, se testeazd pentru legdtura solida la ob. Pe aceasta bazd de studii, o proba D6Rck13,
denumitd psd 3, a fost selectatd pentru analiza urmétoare apartindnd propriei proximitati genetice, relativ
cu OB.

Aceastd proba a fost utilizatd la genotipul 835 ob al descendentului din incrucisdrile interspecie si
intersubspecie, care au indicat cd, D6Rck 13 este nonrecombinatd la toate animalele 835, asa cum s-a
prezentat de citre Bahary et. al. Pe parcursul cartarii fizice, a fost identificat un nou marcher polimorf,
dintr-un cosmid subclonic derivat din YACS53A6. Acest nou marcher, a fost pozitionat intre D6Rck13 si
gena OB si a fost utilizat ca genotip aditional maioselor, 771, informative, aditionale din interincrucisarile
si Incrucisdrile inverse intraspecie. Un singur animal #167, a fost identificat ca poartd un grad recombinat
intre ob i D6Rck39. Aceste studii atestd cd D6Rck39/D6Rck13 este — 0,06 ¢cM din ob. O probd
aditionald, Pax4, a fost identificatd ca fiind 12 cm proximal la ob. Pax4 a fost recombinat la dou animale;
#111 si #420. Pax4 este un pseudogen care a fost cartat mai sus la cromozomul 6 proximal de soarece, de
Gruss si colaboratori (Gruss et. al. Genomics, 11: 424-434 (1991)). Pe aceasta bazd, s-a determinat cd,
gena OB rezidd in — 0,2 c¢M interval intre Pax4 si D6Rck13. Aceasta conduce la eforturi de clonare a
ADN de inserare, la efortul de izolare a OB.

B. Cartarea fizicd

Clonarea ADN in acest interval, face utili cromozomii artificiali din drojdie (YACs), un vector de
clonare relativ nou care permite clonarea sectoarelor lungi din ADN adiacent, adesea, mai mult de un
milion de perechi de baza, in lungime.

Cromozomii artificiali de drojdie, sunt izolati aplicind D6Rck13 si Pax4. Aceasta se insoteste de
prepararea probelor de ADN purificate si utilizarea lor pentru izolarea YACs-urilor corespunzitoare.
Aceste YACs (8, #16, #107 si #24) se izoleaza si se caracterizeazd initial §i pe baza rezultatelor
analizelor, se ajunge la concluzia cd, YAC 16 este YAC care se extinde apoi distal, bundoard cel mai
apropiat relativ cu ob. terminatia cheie a YAC #16 este apoi separatd si se determind ci aceastd terminatie
este mai apropiatd de ob decit Pax4. Aceastd terminatie este denumitd 16M(+). Aceastd concluzie a fost
imbogatitd deoarece a ardtat cd aceastd probd n-a fost recombinati la animalul #420 (ca si Pax4). Aceasta
terminatie a fost secventionatd si utilizatd pentru dezvoltarea analizei PCR. Aceastd analiza PCR a fost
utilizatd pentru screeningul colectiei YAC. Se izoleazi patru clone pozitive. Caracterizarea ulterioard a
acestor YAC-uri eliberarea terminatiilor, cartarea de restrictie, gel electroforeze in domeniul impulsului si
absorbtia Southern cu Incrucigari genetice, a determinat ca doud din aceste YACs-uri, adu si aad, sunt
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critice pentru studiile ulterioare. YAC aad este 550 kB, YAC non-chimeric, care are cea mai mare
extindere distald. De aceea, terminatia distald a acestui YAC, aad (pICL) s-a utilizat pentru completarea
aplicatiei fizice. YAC si terminatia se distald, adu(+) s-a determinat ca fiind nonrecombinatd la toti
descendentii ob la animale #111 §i #167 cu incrucigiri genetice, sugerand cd gena OB poate s rezide in
acest YAC. Analiza PCR pentru aceste doud terminatii, aad (pICL) si adu(+), s-a dezvoltat si utilizat
pentru izolarea mai multor YACs-uri si clone Pl, pentru cartarea fizicd continud. Clonele importante Pl,
izolate prin acest efort, includ 498, 499, 500 (izolate aplicand proba derivatd din aad (pICL)) si 322, 323
si 324 (aplicind o probi din adu (+)). In acelasi timp, YACs-urile izolate, au fost caracterizate prin
DO6Rck13 (53A6, 25A8, 25A9, 25A10). Aceste studii au determinat cd, 53A6 s-a extins proximal cel mai
mult relativ cu aad YAC. Dimensiunea intervalului intre 53A6 si aad a fost determinatd a fi 70 kB.
Terminatia cheie de 53A6, 53 (pICD) a fost apoi utilizatd pentru screeningul a trei colectii acceptabile
YAC si a colectiei P1. Clona criticd P1, 325 a fost izolatd. Aceastd clond Pl suprapusa cu clonele Pl, izolate
prin aad (pICL) si prin aad (pICL), au ca rezultat intreagd zona adiacenta contindnd YACs-urile si clonele
Pl, de — 2,5 milioane perechi de bazi in lungime si acoperind Pax4 16 M (+), adu(+), aad(pICL), 53
(pICL), D6RCK39 si S6Rck13 care sunt clonate. Prin cartarea atentd a portiunilor de recombinate
aparentd la animalele #111 si #167, s-a ajuns la concluzia cd OB este situatd la un interval de 400 kB.
Pentru a se prevedea sursa de ADN care participa la izolarea genei OB, circa 500 kB care acoperd
regiunea de nonrecombinare, s-au izolat intr-un numar total de clone de 24 Pl. Aceste clone Pl, incluzand
322 si 323, care sunt depistate a fi aplicatd ca clone, au fost utilizate pentru captarea exonilor.
Reprezentarea fizicd a portiunii de cromozom care poartd polipeptide OB, este ardtatd in fig. 7A. Figura
7B reprezintd YAC adiacent. Figura 7C reprezinté P1 adiacent.

C. Izolarea genelor candidate

Metoda utilizatd pentru izolarea genelor in acest interval a fost cea de captare a exonilor. Metoda
aceasta este utilizatd cu un vector comercial pentru identificarea exonului ADN (bundoard, secventele de
codificare), prin selectarea legdturii functionale din secventele de acceptare si cele donoare, in ADN
genic, introdus in elementul de constructie testat. ADN-ul din aceste clone Pl, a fost subclonat si dezvoltat
in vectorul de captare a exonului. Aceste clone sunt insertii scurte clonate in vectorul Bluescript. Fuecare
clond a fost amplificatdi PCR, cu primerii PCR corespunzitori secventelor de plasmide care flancheaza
clementul de insertie. Amplificarea PCR este realizatd direct pe bacteria care poartd plasmidul. Reactiile
sunt stabilite, aplicand robotul Biomek. Produsele PCR sunt electroforizate pe gel de agarozd 1% in
tampon TBE, care contine bromura de etidium. Tehnica de captare a exonilor a fost modificatd, pentru
eliminarea ADN din Escherichia coli, de contaminare, din clonele Pl si pentru screeningul exonilor
abundenti ai artifactului, care depésesc procentul de 80-90% de exoni putativi captati. Vectorul de captare
a exonilor, include secventele HIV; un scurt segment al secventelor acestui vector, corespunde la acest
produs artificial. Experimentarea captarii exonilor, a fost realizata aplicand diferite clone P1. Produsele de
captare a exonilor, sunt apoi aplicate prin PCR, selectate si secventionate. Secventele de "exoni" putativi
sunt comparate cu cele din Banca Geneticd, aplicdnd computerul Blast ca program. Circa 15 exoni se
selecteaza pentru o altd examinare prin RT-PCR. Analiza Northern si absorbtie zo pentru prezenta ARN-
ului corespunzitor sau a secventelor conservate. Un numdr de 7 si 15 exoni putativi, 325-2, 323-9, 322-5,
DI-F7,1H3 si 2G7 au fost gasiti contindnd un ARN de transcriere, 325-2 este o gend specificd de testare;
323-8 si 323-9 sunt asemandtor celor doi exoni din aceeasi gend exprimatd in fond in creier si rinichi. iH3
si 322-5 reprezintd doud niveluri scdzute ale transcriptorilor din creier. D1-F7 este un exon din gena
clonatd mai sus, inozin monofosfat dehidrogeneza (IMPDH), care are perechi de exprimare omniprezente.
Nici una dintre aceste gene, nu pare si cuprinda polipeptide OB. 2G7, care este exonul OB, asa cum se va
discute in continuare. Dupa trei eforturi fird succes pentru captarea exonului genei OB, o altd incercare a
fost facutd prin comasarea ADN-urilor de la toate Pls-urile din regiunea criticd OB. Acestea includ Pls-
urile: 258, 259, 322, 323, 324, 325, 498, 499, 500, 653, 654 si altele. Apoi, Pls-urile 258, 260, 322, 498 si
499 au fost subclonate in vectorul de captare a exonului si ulterior diferite plici au fost preparate cu
clonele bacteriene, din care, fiecare a purtat un exon putativ. Circa 192 de clone reprezentind candidatii
OB putativi, au fost obtinute. Asa cum s-a mentionat mai sus, un produs artifact confirmat, asemanator
multor astfel de produse izolate, contindnd doi exoni captati derivati de la vector, au fost observate.
Astfel, clonele au fost identificate atat in dimensiunea lor, cét si prin faptul ca, hibridizarea probelor de
ADN corespunde benzilor de absorbtie in testul Southern, pe gel. In acest mod, clonele 185 pani peste
192, au fost excluse dintr-o viitoare evaluare.

Excluderea produselor artificiale numai pe baza dimensiunii, n-a fost posibild, ca si cum s-ar ajunge
la eliminarea exonului corespunzitor OB. Astfel, din cei 192 exoni, un numdr total de 7 exoni au fost
selectati pentru a fi in continuare studiati. Modelele de secventionare de sapte exoni, au fost preparate,
realizand astfel, secventionarea. Secventele pentru Sapte exoni au fost analizate i s-a demonstrat ¢4,
sapte dintre acestia au fost identificati si unul a fost aparent artificial. In special, clona 1D12 a continut
"secvente HIV" bundoari, o banda artificiald. Raman apoi trei exoni pentru analizele urmatoare: 1FI, 2G7
si 1H3. 1F1 este eliminat deoarece acesta este cartografiat in afara regiunii critice. Primerii PGR pentru
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ambele 1H3 si 2G7, au fost selectati si sintetizati. Secventa exonului pe 2G7 a fost determinata, fiind
prezentata in fig. 10 (SEQ ID No 7). Primerii pentru 2G7 sunt apoi selectati si sintetizati. Portiunile
secventei corespunzitor primarilor PCR sunt subliniate. Primerii utilizati sunt urmétorii:

5" CCA GGG CAG GAA AAT GTG (Tm =60. 0°C)

(SEQ ID No. 8)

3’ CAT CCT GGA CTT TCT GGA TAG G (Tm = 60. 0°C)

(SEQIDNo.9)

Acesti primeri amplificd genomul ADN cu PCR, in conditiile urmatoare 25-30 cicluri la 55°C, cu
sustinere pentru 2', la 72°, extensie pentru 2' la 94°C, denaturare pentru 1in PCR tampon, standard.
Acesti primeri au fost , asadar, utilizati pentru a genera o probi, marcati, prin includerea **P-dCTP in
reactia PCR, cu reducerea corespunzitoare a cantitdtii de dCTP rece. Un RT-PCR este realizat pe o
varietate de tesuturi-ARN si s-a concluzionat ca 2G7 este exprimat exclusiv in tesutul gras alb, printre
tesuturile examinate (fig. 11a). Apoi, **P-marcat 2G7 a fost hibridizat la ARN-urile tisulare, aga cum s-a
demonstrat prin analiza de absorbtie Northern (fig. 11B), cum s-a ardtat cdA ARN-ul a fost exprimat la un
nivel ridicat in tesutul gras, dar acesta a fost exprimat sau neexprimat la niveluri foarte scdzute, in toate
celelalte tesuturi (unde semnalele pot fi rezultatul contamindrii grasimii din preparatele tisulare). 10 pg
din ARN-ul total din fiecare dintre tesuturile mentionate, sunt supuse electroforezei pe gel de agaroza, cu
formaldehidd. Proba este hibridizatd prin absorbtie la temperatura de 65°C, in tampon de hibridizare
standard, Rapid Hybe (Amersham). Dimensiunea ARN a fost de circa 4,9 kB. La acest punct 2G7 s-a
considerat a fi o gend candidata viabild, pentru OB si a fost apoi analizata.

Detectarea mutatiei

In vederea confirmarii cd 2G7, care cuprinde gena OB, este necesar sd se demonstreze diferentele in
nivelurile exprimérii ARN din secventa ADN a acestei gene in mutant, prin comparatie cu animalele de
tip sdlbatec. Doud mutatii separate ale genei ob, sunt acceptabile pentru studiu, C57BL/6J ob/ ob (1]) si
Cke/Smj ob/ob (2]). Acestea se vor referi apoi la 1] si respectiv 2J. (Nomenclatura informald este utilizata
referindu-se la tulpinile de soareci, studiate. Pretutindeni in aceastd specificatie si in figuri, se va intelege
i CSTBL/ 6] se referdt la CSTBL/6T +/ +; CKC/smj se referd la SM/Cke -+ * +/+; CKC /smj ob/ob se
referd la SM/Cke - +7% -ob™/ob™). ARN s-a preparat din tesutul tisular care a fost izolat din 1I, 27 i
animalele martor. ARN total pentru fiecare proba a fost tratat cu DNaza si apoi a fost transcris invers.
cADN rezultat, simplu risucit, a fost apoi amplificat PCR, fie cu primerii 2G7 (conditiile sunt prezentate
mai sus) pentru banda inferioara sau cu actin primerii comercial acceptabili, pentru banda superioara.
Produsele RT-PCR sunt aduse pe gel de agarozd 1% TBE, fiind colorate cu bromurd de etidium (fig.
12A). Aplicand RT-PCT, s-a demonstrat ca in timp ce 2G 7 mARN este exprimat in 1J, in toate probele
martor de soarece, acestea au lipsit complet, 2J la soarece. Nici un semnal n-a fost detectat dupd 30 de
cicluri de amplificare. Acest experiment a atestat o evidenta directd, cd 2G7 a corespuns la un exon din
gena OB. Deoarece mutatia 2J este relativ recentd si este mentinuta ca tulpind coisogenica, acest rezultat a
fost prima evidenta acceptabild care a indicat cd 2G7 este un exon din gene OB. Mutatia localizata
asemdndtor in regiunea promotoare care duce la un esec total al sintezei mARN. Prezenta unui semnal la
1J de soarece in acest experiment RT-PCR, demonstreaza ci 1J ar putea purta punctul de mutatie care nu
rezultd in marimea schimbdrii marimii in dimensiunea probei de ARN. In plus 2G7 mARN este absent,
cand este testat prin RT-PCR din patru animale 2J aditionale.

Acest rezultat este confirmat prin analiza de absorbtie Northern (fig. 12B), ARN-ul celulelor grase este
preparat din fiecare tulpina (C57B1/ 6J), 1J, CKC/smj si 2J). Se prelucreaza 10 pg din acest ARN si apoi
se analizeaza prin absorbtie Northern. Pata este comparati cu proba 2G7 care a fost marcata cu PCR, prin
amplificare materialului, bunioari banda din fig. 11, aplicand *P-dCTP in reactie PCR. Actina este
controlarea pentru cantitatea de ARN incércatd. Semnalul actinei este la fel de obiectiv in toate probele.
Semnalul OB este absent in creier deoarece mARN este specific celulelor grase. Rezultatele analizei
Northern confirmd cd ARN-ul specific 2G7 este absent in cazul 2J la soareci. ARN ob este absent in
CKC/smj ob/ob la soareci, deoarece aceastd gend a tulpinii mutante obeze este distrusd, fara a se obtine
vreun ARN. In plus, nivelul de 2G7 ARN este crescut de la 10 la 20 de ori in 1J, ca si tesutul gras db/db.
Aceste rezultate sunt compatibile cu ipoteza cd, atdt OB cuprinzdnd hormonul de circulatie sau
responsabilul pentru generarea semnalului din celulele grase, moduleazd greutatea corporald. Aceste
rezultate determind concluzia cd 2G7 este gena OB si se prevede ca I la soarece, sd aibd un punct de
mutatie, probabil o mutatie nonsens care duce la o terminatie a translatiei, premature. Rezultatele analizei
Northern au fost replicate aplicand preparatele de ARN in celule grase, de la patru animale diferite, 2J
(fig. 13). In aceastd analizi, ap2 este un element de transcriere specific celulelor grase, care s-a utilizat
drept control, mai mult decat actina, in fig. 12B. Nu este vreo semnificatie in cea ce priveste densitatea
bandei ap2. ap2 este marcatd prin desemnarea primerilor PCR in forma din secventa ap2 publicati.
Produsele RT-PCR ale ARN in celulele grase sunt apoi marcate din nou, aplicand procesul pentru
marcarea PCR. Aceastd analizd demonstreazd, prezenta mARN OB la animalele normale omozigote sau
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heterozigote si in absenta acesteia la animalele mutante 2J. Mutatia a fost identificatd la soareci 1J.
Mutatia este o schimbare de baza C ... T, care rezultd din schimbarea argininei la un codon de stop
prematur aparent, la aminoacidul 108 si la toate interpretirile de probabilitate pentru mutatia IJ (fig. 14),
cu toate nivelurile ridicate de exprimare a mARN ob (vezi fig. 12 si fig. 13, C57BL/6J zonele ob/ob).

Mult mai recent, analiza de absorbtie Southern a fost utilizatd pentru a conchide ca mutatia 2J este
rezultatul unei schimbari ADN detectabile, la terminatia 5' a OB, care pare sa completeze exprimarea
ARN abolit. Natura exactd a acestui rearanjament posibil, urmeaza si fie determinatd. Analiza de
absorbtie Southern a ADN genic din CKC/smj (SM/Cke- +7%) si CS7BL/6] la soarece, aplicind patru
endonucleaze de restrictie diferite, s-a realizat in vederea determinarii, dacd mutantul ob produce un
model de fragment unic (fig. 15A). Circa 10 pg de ADN (derivat de la ADN genic preparat din ficat,
rinichi §i splind ) se digera cu enzima de restrictie indicatd. ADN este apoi supus la electroforeza pe gel
de agaroza 1% TBE. ADN este transferat la membrana imobilon si hibridizat la proba PCR marcatd 2G7.
Banda cheie este banda cea mai superioara in elementul de digestie Bg/II pentru CKC/smj ob/ob (SM/Cke
-+P% ob™/0b™ ADN. Aceastd bandi este cu greutatea moleculari mai mare decét la alte tulpini, indicand
o mutatie in aceastd tulpind. Fig. 15B este absorbtia Southern a elementului de digestie Pg/11 a ADN
genic din descendentul incrucigirii ob™/+ x ob™/+. Cativa ADN au numai banda superioars, citiva avind
numai banda inferioard si cativa, pe ambele. Animalele avind numai banda superioara sunt alo-obeze,
buniioard ob”/ob?. Aceste date atestd ci polimorfismul (bunioari mutatia) prezentat in fig. 15A este
segregat in sens genetic.

Exemplul 1: Clonarea cADN si determinarea secventei OB

Aplicand proba PCR marcata 2G7, s-au izolat in total 50 de clone cADN la soareci, din colectia
cADN\Agt 11 de celule grase murinice (Clonetech 5' -STRETCH cADN din tesutul gras testicular al
soarecelui elvetian, #ML 3005b) si 30 clone cADN umane, de hidridizare incrucisata, din colectia de
celule grase umane A10 cADN (Clonetech 5'-STRETCH ¢ADN din abdomen (HL.1108a). Screeningul
colectiei a fost realizat aplicAnd procedeul pe placa lift. Filtrele de pe placa lift sunt denaturate aplicdnd
metode de autoclavare. Filtrele sunt hibridizate in duplicat, cu proba PCR - cu marcare 2G7 (Tampon
rapid Hybe, la temperatura de 65°C, pand a doua zi). Dupd 2 ... 4 ore de prehibridizare, filtrele sunt
spalate de doud ori cu SSC, 2% SDS, de doud ori, timp de 30 de minute la temperatura de 65°C si apoi
sunt expuse la filmul de raze X. Duplicatul pozitiv a fost placa purificatd. Fagul din placa purificata a fost
amplificat PCR, aplicand primeri vectori comerciali acceptabili, bundoara Agt10 si Agtl1. Produsele PCR
rezultate, corespund insertiei cADN pentru fiecare fag, cu o cantitate micd din secventa vectorului la
fiecare terminatie. Benzile au fost gel purificate si secventionate, aplicdnd ordonatorul automat ABI si
primerii vectorilor pentru proba ADN poiimerazei.

Datele de secventionare brute au fost apoi examinate manual, bazi cu bazi, pentru corectarea
greselilor sonore din programul computerului. Deoarece secvente corectd devine corespunzitoare,
primerii din circuitul inferior sunt sintetizati si utilizati pentru o secventionare continud. Astfel de
experimente sunt repetate pand cind fiecare clond cADN accesibild este secventionata si sintetizatd intr-
un contig. Pand acum, 3000 de perechi de baza din 5’ terminal al mARN au fost compilate. Una din
clonele cADN a fost extinsd la terminatia 5’ a mARN, deoarece secventa acesteia a fost identicd cu cea a
produsului 5' RACE al ARN din tesutul gras (datele nu sunt prezentate).

Datele de secventionare atestd cd exista 167 aminoacizi in cadru de citire deschisa (fig. 1). Secventa
consens de initiere a translatiei Kozak, a fost prezentd cu un rezidiu de adenozind in circuitul ATG cu trei
baze. Doud clase de cADN au fost depistate ca fiind diferite prin incluziunea sau excluziunea unui singur
codon de glutamind. Acest rezidiu este demonstrat intr-o pozitie imediatd 3' la acceptorul legaturii,
exonului 2G7. Deoarece codonul CAG al glutaminei include o posibild secventa acceptor de legiturd AG,
se pare cd existd slipaj la portiunea acceptoare de legdturd cu o aparentd anulare a 5 perechi de baza, in
subsetul cADN, asa cum este aratat mai jos.

gln ser val
ag CAG TCG GTA (cu glutamind (SEQ ID No. 17)
(portiunea acceptor de legturd)

ser  val

ag CAG TCG GTA
( portiunea acceptor de legaturd)

in secventele de mai sus, "ag" corespunde la circuitul presupus al secventei intron, in codonul de
glutamind si AG este o portiune de legiturd alternativ-putativi. Acest rezidiu de glutamind este localizat
intr-o regiune superior conservatd a moleculei i importanta acesteia pentru activitatea biologicd, nu este
incd aplicatd. S-a detectat o secventd semnal putativd N-terminal, din care portiunea de clevaj de semnal
este prevazuti a fi carboxi terminal la reziduul de alanina la aminoacidul din pozitia 21. Aceastd secventa
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semnal putativd a fost confirmatd prin aplicarea algoritmului computerului la metoda von Heijne.
Aplicind aceastd tehnicd, secventa-semnal cea mai probabild a fost identificatd in regiunea de codificare
a polipeptidei, corespunzitoare aminoacizilor 1-23, avand secventa: MCWRPLCRFLWLWSYLSYVQA
T VP (SEQ ID No. 10), in care sigeata indici portiunea de clevaj din secventa semnal putativi. Restul
secventei de aminoacizi este sporit hidrofild §i nu are nici un motiv structural notabil sau domenii de
mdsurd a membranei altele decdt secventa semnal N-terminal. In special, nu s-au demonstrat secvente
consens pentru glicozilarea cu legiturd" la N sau secvente de aminoacid bibazic, indicative pentru
clivajul proteinei, in cazul proteinei prezentate pentru prelucrare (Sabatini et el. The metabolic basis of
inherited disease, p. 177-223, C.V. Scriver et el. eds. McGraw-Hill, New York). Bazele de date ale
cercetarilor efectuate aplicand programele Blast si Block, n-au identificat nici o secventd omoloaga.

ARN 1n tesutul gras uman, a fost analizat prin absorbtia Northern, fiind detectate specii de ARN cu
dimensiuni similare genei ob la soareci. Secventionarea si analiza clonilor cADN atestd cd OB umana
cuprinde polipeptidd avind 167 aminoacizi (fig. 2A si B si fig. 3). Doua clase de cADN, cu sau fira
anularea a trei perechi de bazi, au fost depistate la om (fig. 6), Genele OB, umane si de soarece, sunt
superior omoloage in cea ce priveste regiunea de codificare previzutd, dar au numai 30% omologie in
regiunile, OB umana, ne transferate 3' si 5. O secventd semnal cu N-terminal este de asemenea prezentd
in polipeptida OB umand. Compararea secventelor polipeptidei OB le om si soarece atestd cd cele doud
molecule participd, cu o identitate de 83% in fond, la nivelul de aminoacizi (fig. 4). N-terminal al
proteinelor mature din ambele specii participante chiar la omologie superioard, au numai sase substituiri
de aminoacizi conservative si trei substituiri de aminoacizi neconservative, intre cele 100 de reziduuri de
aminoacizi cu N-terminal. ADN genic este izolat de la soarece, sobolan, iepure, soarece de camp, pisica,
vite, oi, porci, oameni, pui de gdind, tipar si Drosofild, digestia de restrictie fiind efectuatd cu RcoRI,
Materialul digerat este electroforizat pe gel de agarozd 1% TBE. ADN este apoi transferat membranei
immobilon si probat cu ajutorul probei PCR cu marcare 2G7. Filtrul a fost hibridizat la temperatura de
65°C si spalat de doud ori cu SSC, 0,2% SDS la temperatura de 65°C, de doud ori, timp de doudzeci de
min. pentru fiecare spalare, tamponul fiind schimbat de doud ori. Aceste date atesti cd, OB este
conservati printre vertebrate (fig. 16). In aceastd privinti se va nota ci existd un semnal 2 + la ADN de
tipar; (tiparul este un peste).

In rezumat, o evidenti corespunzitoare demonstreazi ca greutatea corporali si adipozitatea sunt
controlate fiziologic. Cu sapte ani in urmd, eforturile duc la identificarea doud componente cheie a acestui
sistem: genele OB si DB. Asa cum s-a ardt, gena OB a fost in prezent identificatd, ca o gend specificd
pentru celulele grase, care joacd un rol cheie in reglarea greutatii corporale. Produsii acestei gene, care cel
mai probabil este un hormon secretat, va avea importante implicatii pentru diagnoza si tratamentul
tulburrilor nutritionale le oameni si animale neumane.

Exemplul 2. Exprimarea OB la bacterii

Atat cADN umani cat si cei murinici codificati ob, au fost clonati in vectorul de exprimare pET-15b
(Novagen). Acest vector contine promotorul T7 in conjunctie cu operatorul lac si se exprimd proteina de
fuziune continidnd terminatia de histidina (His-tag) si o portiune de clevaj a trombinei lingd circuitul
portiunii de insertie a secventei de codificare (fig. 17) (SEQ ID No.11 si 12), cADN uman si de soarece
se modifica astfel ca alaninda, le capdtul secventei semnal este rasucita la portiunea Ndel, ca o secvente
separatd in regiunea 3'. Insertia portiunii Ndel este perfectionatd, aplicAnd noii primeri ai PCR:

Mnde-5' (primii cinci primeri de murine):
CIT ATGTTC ATAT GGT GCC GATC CAG AAA GTC (SEQID No. 13)
Mnde-3' (primii trei primeri de murine):

TCC CTC TAC ATAT GTC TTG GGAG CCT GGT GGC (SEQ ID No. 14)

Hnde-5' (primii cinci primeri umani):

TCT ATG TCC ATAT GGT GCC GATC CAA AAAGTC (SEQIDNo. 15)
Hnde -3' (primii trei primeri umani):

TTC CTT CCC ATAT GGT ACT CCTT GCA GGA AGA (SEQ ID No. 16).

Primerii contin in mijloc 6 perechi de baza cu deregliri, care sunt introduse in portiunile de restrictie
Ndel, la fiecare capit al fragmentului PCR. Fagul purtand fie cADN umand, fie cADN de soarece, este
amplificat PCR, aplicand acei promotori. Produsul PCR este digerat cu Ndel si purificat pe gel, pe un gel
de agaroza 1%, avand un punct de topire scdzut. Benzile de gel purificat, sunt supuse la subclonare in
vectorul pET. Plasmidele care rezultd, sunt secventionate, pentru a se asigura ¢ mutatiile nu sunt
introduse 1n timpul fazei de amplificare PCR a clondrii. Elementele de constructie pentru cADN uman si
murinic, au fost preparate pentru codificarea APN, in care glutamina 49 este absenti. In special
clementele de constructiec pET 15 b contindnd fie secventa de codificare a OB umana, fie pe cea de
soarece, minus secventa semnal si fuzionate la His-tag, au fost realizate aplicand metoda, de clonare PCR.
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Aceste elemente de constructie au fost secventionate pentru a asigura cd nici o eroare de secventd n-a fost
introdusd in regiunea de codificare a genei OB, in timpul fazei de amplificare PCR.

Doud plasmide de constructie rezultante, pETM9 si ETHI4, sunt selectate pentru transformarea
exprimdrii celulelor gazda, bacteriene. Prin inductia cu 1 mM IPTG in conditii optime, bacteria
transformata este capabild de a produce 100-300 pg/ml, polipeptidd OB de fuziune. Majoritatea proteinei
OB de fuziune a fost demonstrata in corpul de incluziune. Dupd solubilizare cu 6M guanidind HCI sau
uree, proteina de fuziune a fost purificatd pe o coloand de rezine, cu legaturi His (Ni-chelare). Conditiile
pentru purificarea pe coloand a proteinei de fuziune OB (incluzand legarea, spilarea si eluarea) au fost
stabilite experimental. Proteina de fuziune OB se referd le rezind la 5 mM imidazol/6 M guanidina -HCl
si rdmane legatd pand la 20 mM imidezol/6 M guanidind -HCI. Proteina poate.fi aliatd din rezina la 60
mM imidazol/6 M guanidind (fig. 18 A, B). Ambele proteine de fuziune OB purificate, umane si de
soarece au fost apoi dializate in PBS pentru separarea guanidinei -HCI din preparat, apoi se aplicd pentru
cresterea anticorpilor policlonali.

In vederea testarii activitatii biologice a produselor proteinelor de fuziune, conditiile multiplicare a
proteinelor purificate, au fost testate si dezvoltate. Acestea cuprind dializa initiald a proteinei de fuziune
in solutia 1 M guanidind, urmatd de diluarea cu 0,4 M a solutiei de arginind. His-tag se indepérteaza din
proteinele de fuziune, analizate mai sus pentru functia biologica. Capdtul separat este obtinut prin tratarea
proteinei de fuziune cu trombina din placenta umand. Pe langd aceasta, secventele de codificare a genei
OB de soarece si umane, minus secventa, semnal, trebuie s fie fiecare inserate in vectorul pET 12 ¢,
aplicand metoda de clonare PCR. Aceste elemente de constructie pot fi direct sintetizate pe proteinele de
fuziune OB, in spatiul periplasmatic al celulelor bacteriei gazda. Proteina de fuziune separati din spatiul
petiplasmatic, necesitd numai o simpld gel filtrare pentru a fi purificatd din proteinele gazda si nu va fi
denaturatd in timpul acestui procedeu.

Exemplul 3. Prepararea anticorpilor polipeptidei OB

In aditie la utilizarea proteinei recombinare pentru generarea anticorpilor policlonali, un set de patru
secvente de peptide, din secventa OB murinicd astfe]l dedusd, au fost identificate aplicand
imulogenicitatea fragmentelor software (GCC Package). Cele patru fragmente de peptide cu carboxil
terminal, sunt:.

SEQID No. 18):

Val-Pro-Ile-Gln-Lys-Val-Gln-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr -Leu-Ile-Lys-Thr

(SEQ ID No. 19):

Leu-His-Pro-Ile-Leu-Ser-Leu-Ser-Lys-Met-Asp-Gln-Thr-Leu-Ala

(SEQ ID No. 20):
Ser-Lys-Ser-Cys-Ser-Leu-Pro-Gln-Thr-Ser-Gly-Leu-Gln-Lys-Pro-Glu-Ser-Leu-Asp
(SEQ ID No. 21):
Ser-Arg-Leu-Gln-Gly-Ser-Leu~Gln-Asp-Ile-Leu-Gln-Gln-Leu-Asp-Val-Ser-Pro-Glu-Gys.

Aceste peptide sunt conjugate la KLH si peptidele KLH conjugate, sunt utilizate pentru imunizarea
iepurilor, aplicand tehnici standard. Antiserul specific policlonal pentru fiecare peptida este recuperat de
la iepuri.

Exemplul 4. Translocarea polipeptidei OB, in vitro

fn vederea confirmirii prezentei secventei semnal functionale, cADN uman care include intregul
cadru de citire deschisa, este subclonat in vectorul pGEM. Numai cADN uman este utilizat in acest
experiment deoarece subclonele de soarece n-au fost separate. Filamentul pozitiv de ARN ob uman este
transcris aplicand polimereza Sp6 si s-a utilizat in reactie de translatie - in vitro - cu sau fard membranele
microzomale pancreatice, canine. Produsul de translatie primar care a migrat cu o greutate moleculara
aparenta de 18 kD, care este confirmata cu cea previzutd de secventa cADN. Incluziunea membranelor
microzomale in reactie, a inhibat de 5 ori eficienta generald a translatiei. Cu toate acestea, circa 50-70%
din produsii de translatie primar OB, au fost redusi cu circa 2 kD, in prezenta preparatului de membrana,
sugerand ci secventa semnal este functionald (fig. 19 A). Dimensiunea produsului de translatie al
interleucinei - 1 alfa ARN, care nu codificd secventa semnal, a fost neschimbatd, cdnd membranele
microzomale au fost incluse in reactie. In vederea confirmirii ¢ translocarea proteinei OB a avut loc,
produsele de translatie - in vitro - au fost tratate cu Proteinaza-K. Tratamentul proteazei a rezultat in
proteoliza completd a produsului de translatie primar 18 kD, in timp ce forma prelucrata 16 kD nu a fost
afectatd prin tratamentul enzimatic, indicand cd acesta s-a translocat in lumenul microzomilor (fig. 19 B).
Datele sunt compatibile cu ipoteza ca, OB este o moleculd secretati. Dupd clivajul secventei semnal, doud
reziduuri de cisteind vor raméne in proteina previzutd crescand posibilitatea ca molecula sd contind o
legdtura de bisulfura caracteristica altor polipeptide secretate (Shen et al. Science, 224: 168-171 (1984)).

Exemplul 5. Caracterizarea Genei OB

Pentru stabilirea legiturilor intre modificarile de obezitate si modificarile genetice ale genei OB la
om, secventa genei OB umane a fost determinatd (vezi fig. 20 A pand la C) (SLQ ID No. 22 si 24).
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Primerii specifici pentru secventa de codificare umand s-au utilizat pentru screeningul colectiei PI umane.
Au fost obtinute trei clone Pl, diferite, care s-au dezvoltat si amplificat PCR, aplicand primerii care
flancheazd portiunea de legdtura intre primul si cel de al doilea exon de codificare. Intreaga regiune a
intronului, in jurul 2 kb, a fost amplificatd si partial secventionatd (vezi fig. 20A, si asa cum s-a indicat in
SEQ ID No. 22 si 24). Structura genei in ambele gene umane si murinice, a fost caracterizata aplicind
analizele PCR si alte tehnici standard. Gena OB de soarece s-a dovedit a fi confirmata celor trei exoni, din
care al doilea i al treilea participd la interpretarea secventei de codificare (fig. 20 D). Regiunea de
codificare a genei OB umane prezintd aceeasi structurd; cu toate acestea, genei umane ii lipsesc exonul 5'
si intronul (fig. 20 E).

Doua seturi de primeri generati din secventele intronice ale genei umane, au fost preparate (fig. 20 A ...
C). Secventele primerilor sunt urmatoarele (F si R se referd in continuare si respectiv invers):

HOB 1 gF 5-CCC AAG AAG CCC ATC CTG-3' (SEQ ID No. 29)

HOB I gR 5-“GAC TAT CTG GG T CC AGT CCA GTG CC-3' (SEQ ID No. 30)

HOB 2 gF 5-CCA CAT GCT GAG CAC TTG TT-3' (SEQ ID No. 31)

HOB 2 gR 5-CTT CAA TCC TGG AGA TAC CTG G-3' (SEQ ID No. 32).

Probele de ADN au fost obtinute din diferite surse si aceste seturi de primeri au fost utilizate pentru
amplificarea ADN genic uman, din diferiti indivizi obezi. Produsele PCR sunt aduse pe gel de agaroza cu
punct de topire scazut, si benzile au fost separate si digerate cu agarozd. Secventele au fost obtinute
aplicand ordonatori ABI 373A ADN si chitul terminator Taq dideoxi (ABL Perkin-Elmer). Un punct de
mutatie in gena ob dintr-o proba a unui pacient, a fost detectatd pana in prezent. Aceastd mutatie este in
primul exon si nu modificd secventa de aminoacid. Datele preliminare atestd cd secventa de insertie poate
fi prezentd in primul exon al altui pacient. O metodd de secventionare automatd diferitd, aplicand
Sequenaza, in loc de Taq ADN polimeraza, poate fi utilizatd pentru a produce mult mai usor secvente
pentru detectarea mutatiei, care sunt usor lizibile.

Exemplul 6. Exprimarea OB in drojdii

Urmarind clonarea pozitionald a OB, este important ca sd se dezviluie mecanismul fiziologic prin
care proteina OB reduce consumul de hrana si greutatea corporald. Primul pas in aceastd directie a fost de
a produce recombinat o proteind functionald, aplicand un sistem de exprimare. Pe langd aceasta, relativ cu
sistemul de exprimare bacterian, cu succes deplin, a fost selectat de asemenea un sistem de exprimare la
drojdie. Exprimarea drojdiei are diferite caracteristici atractive, pentru exprimarea OB. Cea mai
importantd este cd, proteinele eucariotice active biologic sunt mult mai probabile de a fi produse.
Polipeptida OB este secretatd de celule mamifere. Secretia de proteind este similara celor eucariotice,
ceea ce inseamnd cd aparatul secretor de drojdii este mult mai asemdndtor modului secretor la mamifere,
relativ cu cel secretor la bacterii. In special, modificarile de proteind OB atestate in celulele de mamifere
vor putea fi atestate asemdndtor in exprimarea prin sistemul secretor de drojdie. Pe langd aceasta,
multiplicarea proteinei este efectuatd in trecerea prin aparatul secretor, astfel se elibereaza prin aparatul
secretor al drojdiei, asemanator modului de multiplicare a proteinei cu o activitate biologicd nativa. Acest
fapt este semnificativ pentru OB, de oarece reziduurile celor doud cisteine pot forma o punte bisulfurica.
In contrast cu modul secretor, zona de reducere a citoplasmei celulare, previne formarea puntilor
bisulfurice si, de aceea, este esential ca OB s treacd prin sistemul secretor in vederea formdrii acestei
legaturi bisulfurice, in vivo. Si alte avantaje determind, cu usurinta si rapiditatea manipuldrii drojdiei,
disponibilitatea vectorilor si a tulpinilor §i o vastd experientd in domeniul tehnologiei recombinate la
drojdii. Sistemul de exprimare pentru Pichia pastoris, a fost ales din patru motive: (1) acesta contine
niveluri superioare de exprimare a proteinei heterologe, fatd de sistemele prezentate pentru drojdii, cum ar
fi Saccharomyces cerevisiae (2) glicozilarea protemai este foarte asemandtoare sistemului de mamifere in
Pichia pastoris decat pentru Sacharomyces cerevisiae, (asadar, portiunile de glicozilare nu au fost
detectate pentru ob, aplicind un computer de cercetare, ramanand incd posibilitatea de glicozilare a
portiunilor neidentificate); (3) Pichia pastoris secreta foarte putine proteine native si, astfel, este in fond
simplu de purificat proteina strdind, astfel exprimatd; si (4) vectorii si speciile de drojdie sunt produse
acceptabile din punct de vedere comercial (din Invitrogen). Doud strategii pentru generarea vectorilor de
exprimare la drojdii, sunt prezentate in fig. 21 si 22. Vectorul ales este pPIC.9. Acest vector contine
portiunea de clonare chiar sub circuitul inferior al factorului de conjugare alfa, al secventei de codificare
prepro, care dirijeazd proteina codificatd, prin gena clonatd, 1in portiunea de clonare care trebuie
secretatd de sistemul secretor. Altd caracteristicd importantd a vectorului este gena HIS4, care permite
selectarea pentru absorbtia vectorului, aplicdnd tulpina de drojdie auxotropica pe mediul deficitar de
histidind, urméand apoi transformarea drojdiei, cu acel vector. Strategia de clonare a fost urmaétoarea:
amplificarea PCR a ¢cADN OB, aplicand primerul 5', care contine la capatul 3’, secventa complementard
secventei OB, chiar dupd portiunea de clevaj a peptidei conducétoare, prevdzutd si terminatia 5’ are o
secventd complementard terminatiei 3' a secventei factorului de conjugare alfa, al vectorului. Primerul $'
contine , asadar, o portiune Xhol. Primerul 3' a fost desemnat si aibd la terminatia 3’, o secventd
complementard la ultimii cativa acizi amino ai OB si portiunea EcoRI la terminatia 5'. Urmérind
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amplificarea PCR, produsii PCR a fost digerat cu Xhol si EcoRI si clonat printr-o digestie similard
pPIC.9. Urmirind clonarea ambilor cADN OB la om si soareci, fiecare cu sau fard glutamind la codonul
49, clonele individuale au fost izolate pentru toate patru elementele de constructie si secventate pentru a
verifica c¢i aceste elemente de constructie au fost clonate intr-o orientare corectd si structurd, care nu
contine nici o mutatie din faza de amplificare PCR. Dupd identificarea clonilor cu secventa corectd,
acestea au fost transformate in tulpind de Pichia pastoris GS115, un auxotrop de histidind. Pentru doua
elemente de constructie a OB la soareci, clonele de drojdie transformate, sunt supuse unui screening
pentru exprimarea proteinei. Ca urmare a mentiondrii ca drojdia transformati contine OB, s-au efectuat
analiza ADN de absorbtie si analiza de hibridizare a coloniei, ambele aritdnd secventa OB in drojdie
transformati, dar nu si in drojdia netransformats. In continuare, drojdia transformati a secretat proteina
16kDa intr-un mediu de culturd, in care, drojdia netransformatd nu secretd o proteind de aceastd
dimensiune (fig. 23A). Aceasta este dimensiunea previzutd a OB. Clonele individuale pentru ambele
clemente de constructie la soareci, au fost identificate ca fiind expresori superiori ai OB si curent,
strategia de purificare a fost dezvoltatd pentru purificarea ob, pentru omogenitate. O strategie a fost
pentru purificarea OB pe o coloana cu schimbétori de cationi (fig. 23B). Datele preliminare demonstreaza
cd un schimbator cationic puternic poate fi utilizat. Cu toate acestea, dupd crometografia cu schimbatori
cationici, produsul ob putativ este pierdut. Aceasta indica prezenta unei proteaze in proba. O strategie
pentru solutionarea acestei probleme, este de a prepara fuziunile His-tag ob pentru exprimare in drojdie
(fig. 22). O alta evaluare a fost demonstratd pentru OB care nu se asociazd solid cu His-tag, dar se
asociaza cu coloana Ni-chelare. Purificarea polipeptidei OB prin Ni-chelare, urmata de gel filtrare, duce
la obtinerea unui produs de o puritate suficientd pentru analiza spectrald de masi. prin spectroscopia de
masd, se confirmd cd greutatea moleculard a proteinei exprimate, este identicd cu greutatea moleculard
prevazutd, care confirmd ci OB a fost exprimatd cu succes in Pichi. Cu toate acestea, procesul de
purificare prin gel filtrare/Ni-chelare, nu produce o polipeptidd OB intr-o formd suficient de purd.
Aditional, sunt prezente molecule mici. Se pare cd, activitatea proteolitica evolueazi din coloana Ni-
chelare in volumul liber. In acest sens, este planificat un procedeu de purificare in trei faze: Ni-chelare,
schimb cationic (care elimind contaminantii cu molecule mici), urmand apoi gel-filtrarea. Prin estimarea
nivelului de exprimare prin reactia de colorare cu albastru Coomassie a gelului SDS-PAGE, sunt
prezentate circa 10 mg/l, cand drojdia se dezvolta in flacoane sub agitare. Aceste niveluri sunt asteptate sa
creascd in vasele de fermentatie si fermentatia este initiatd in speranta obtinerii unor cantititi mai mari de
proteind. Cu privire la elementele de constructic OB umane, clonele de drojdie transformate, continand
numeroase copii de gend OB, au fost identificate si este de asteptat ca acestea sd exprime proteina OB. Pe
misura dezvoltdrii anticorpilor, acestia vor fi utilizati pentru confirmarea identitdtii proteinei secretate
16kDa.

Exemplul 7: Exprimarea nivelului superior al peptidei de fuziune OB la bacterii.. Prepararea
stocurilor congelate

La fiecare din cei doi alicoti de 4 ml de mediu sterilizat M9ZB, fard sursa de carbon, se adaogd 40 ul
dextroza stoc (0,4 g/ml, filtrat pentru sterilizare), 10 pl stoc de ampicilind (200 mg/ml §i 5 pl stoc de
cloramfenicol (34 mg/ml, in etanol)). Pentru inoculare se aplicd o singurd colonie de Escherihia coli cu
OB1 ADN clonat, uman si de soarece, intr-un vector Novagen pET - 14 b. Tuburile sunt incubate la
temperatura de 37°C, pana a doua zi. Se iau apoi 0,5 ml din culturile obtinute a doua zi, care se aplicd
pentru inocularea a S0 ml de mediu M9ZB cu dextrozd, ampicilind si cloramfenicol. Acestea sunt
incubate la temperatura de 30°C si absorbanta la 600 nm (Ago) a fost monitorizata periodic. La Agy de
circa 1-1,2, 175 pl alicoti de culturd, se amestecd cu 25 pl 60% glicerol in tuburi eppendorf, de 2 ml,
congelate rapid in lichid de nitrogen si pastrate la temperatura de -80°C.

Dezvoltarea culturii: 50 ml din mediul M9ZB cu 0,5 ml de dextrozi 40%, 125 ul ampicilina stoc si 50
pl cloramfenicol stoc, au fost inoculati cu 1 ml stoc congelat si incubat la 30°C. La Aggo. 1-1,2, 10 ml din
aceasta culturd se aplicd pentru inocularea fiecdrui grup de patru flacoane a céte 2 litri, cu 500 ml din
mediul M9ZB cu dextroza, ampicilind si cloramtfenicol. Materialul este incubat la 30°C pana la o inductie
de Aggo de circa 1...1,2 cu o concentratie incluziuned de 0,5 mM IPTG. Culturile sunt incubate pand a
doua zi. Celulele sunt recoltate prin centrifugare la 4000 rotatii pe minut, timp de 20 de minute. Acest
sistem de exprimare produce o polipeptidd OB recombinati, ca un procentaj superior, corect, de proteine
totale, pe ordinul de grame/litru de Escherichia coli.

Liza celulari si resuspendarea corpilor de: incluziune: pasta celulara este resuspendata intr-un volum
minim de 20 mM HEPES la pH 7. 2, 10% glicerol, 0,IM KCl, 5 mM MgCl,, 1% aprotinind, 1 mM
PMSF, 5 pg/ml leupeptina si 50 pg/ml DNazi 1. Suspendarea a fost urmata de congelare, decongelare de
trei ori, aplicand nitrogen lichid si apa caldutd. Celulele lizate sunt apoi centrifugate la 18000 rotatii pe
minut, timp de 30 de minute si resuspendate in 20 mM HEPES, la pH 7,5,

0,1 M NaCl. Suspensia este sonicatd, addogand apoi Triton X100, la o concentratie incluziuned de 2%.
Aceasta suspensie este apoi centrifugatd timp de 15 minute le o vitezd de 18000 rotatii pe minut. Dupa
mai mult de doui astfel de cicluri, sunt efectuate trei cicluri de spiliri cu Triton liber. In final, peletele se
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dizolvd in 6 M GdHCI (guanidind clorhidricd), 20 mM HEPES la pH 7,5 prin sonicare, urmata de
centrifugare. Supernatantul este utilizat pentru o altd purificare. Proteina OB este purificatd in stare
nemultiplicatd, prin cromatografie de afinitate ionicd cu metale imobilizate (IMAC). Solutia este aplicatd
la o coloana de 40 ml, de la Pharmacia, de sefarozi cu debit fix de chelare ; incércati cu 5 volume de 50
nM NiSO; si care se echilibreaza in 6 M Gd HCL, 20 mM HEPES, la pH 7,5. Coloana este spélata spoi cu
6 M Gd HC1, 30 mM imidazol, 20 mM HEPES la pH 7,5. In final, proteina este diluati cu acelasi tampon
continand 0,2 M imidazol. Proteina nemultiplicatd se aduce in 6M GdHCI, si se pastreaza la 4°C, dupa
addogare de acetat de sodiu (NaAc) pand la 10 mM si pH-ul este ajustat la circa 4,5 cu acid acetic.

Remultiplicarea si purificarea proteinei: o solutie de 6 M GdHCI contindnd 100 mg de proteind, este
tratata cu 67 pl de 1 M ditiotreitol (DTT) si se dilueaza la circa 67 ml cu 6 M GdHCI, 10 mM NaAc, la
pH4,5. Amestecul se lasa sub agitare la temperatura camerei, timp de circa o ord. Se dilueazi apoi cu 4 1
de glicerol 20%, cu 2. 5 mM CaCl, si 20 mM Tris, la pH 84 cu amestec tampon, sub agitare. Dupd
omogenizare, solutia riméne la temperatura camerei, timp de circa 8 ore cu agitare continud. Se adaogi
apoi 2000 unitdti de trombind de bovine purificatd (din trompostat, produs Parke-Davis) si amestecul
raméne in continuare sub agitare lentd. Dupa 2,5 ore, amestecul este redozat cu 2000 unititi de trombina
si clivajul histidinei-tag este continuat incd 3 ore. Clivajul trombinei este oprit prin addogarea PMSF, la o
concentratie incluziunea de 0,1 mM. Solutia este filtrata ci pastrata la temperatura de 4°C. Proteina clevati
este apoi purificatd pe aceeasi coloand IMAC ca mai sus, echilibratd in 1 M KCl, 20% glicerol, 20 mM
HEPES, la pH 84 cu amestec tampon. Dupd incarcarea solutiei de proteine, aceasta se spald cu acelasi
amestec tampon s§i proteina clevatd este diluatd cu 1 M KC1, 20% glicerol, 40 mM imidazol, 20 mM
HEPES, la pH 8.,4. Proteina neclevati este diluatd la 0,2 M imidazol. proteina clevatd, purificatd, este
concentratd, tratatd cu 50-100 mM EDTA, 10 mM fericianidd de potasiu (pentru completarea oricdrei
oxidari incomplete) si se filtreazi prin gel, pe o coloand superdex 75 16/60. Aplicand acest procedeu, se
obtine un procent apropiat de 50% proteind initiald. Odatd ce este purificatd, proteina exprimatd este
caracterizatd prin diferite metode. Caracterizarea fizicd include metode de dispersare usoard, dinamica,
pentru determinarea omogenitatii structurii si se aplicd ca mdsurd a propriei multiplicdri. Datele obtinute
prin dispersarea usoard, atestd cd polipeptida OB umand este exprimatd predominant sau exclusiv ca
monomer, in timp ce polipeptida OB murinicd poate fi demonstratd ca dimer, cat §i ca monomer.
Analizele cu reactivul Eliman si analiza spectroscopicd de masd, confirma ci reziduurile de cisteind
formeaza o legdturi bisulfuricd la proteind. Aceastd formd oxidatd a polipeptidei este administratd la
soareci, asa cum este descris infra, fiind demonstrate, activitatea biologicd. Dicroismul circular este
utilizat pentru determinarea brutd a geometriei structurale a proteinei. Spectrele CD in tamponul
fiziologic (pH de circa 8, circa forta ionicd fiziologicd) atestd cd polipeptida OB umand are circa 60%
structurd alfa-helicald si circa 40% structurd arbitrard, inelard. Polipeptida OB murinicd a fost
demonstrata cd are circa 50% structura alfa-helix si 50% structurd arbitrard, inelard, prin spectroscopie
CD. Proteoliza limitatd, urmatd de spectrometrie de masa (Cohen et al. 1995, supra), a fost utilizatd pentru
identificarea portiunilor de polipeptidda OB, care sunt accesibile proteolizei. Analiza a demonstrat
prezenta unei structuri spiralate flexibile a reziduurilor de aminoacizi 54 pana le 60 ( asa cum se atestd in
fig. 4). Asemindtor, aceastd spirald se conecteaza la doud domenii cu structuri definitd 2°, bundoara alfa-
helix. Important este, asa cum s-a ardtat in exemple, ¢ bioactivitatea proteinei purificate a fost analizatd
prin administrarea proteinei la rozitoarele slabe, cat si la cele obeze, cu o pompa osmoticd (bundoard o
pompd osmoticd ALZET. de la Alza Corporation, Palo Alto, CA) sau prin doze bolus zilnicd administratd
intraperitonal, o perioadd de cel putin doud sdptdmani, fiind observate efectele privind comportamentul,
hrane si greutatea corporala.

Exemplul 8. Efectele de reducere a greutatii de polipeptida OB (Leptin)

Produsul genetic al polipeptidei OB la soarece, joacd un rol important in reglarea greutdtii corporale.
Prin acest exemplu se stabileste ci proteina OB circula in plasma de soarece, sobolan si in plasma umana.
Forma de circulatie la cele trei specii, are o greutate moleculard identicd, prin SDS-PAGE, la secventa
polipeptidei deduse, fird secventa semnal, sugerdnd ci, in vivo, proteina nu este prelucratd dupa clevajul
secventei semnal. Proteina OB este absentd in plasma de soarece C57/B16J ob/ob si prezintd concentratii
mai ridicate de 10 ori in plasma de soarece db/db si niveluri de doudzeci de ori mai ridicate in plasma de
sobolani fa/fa, raportat le. martori. Se demonstreazi ci aceste animale obeze, mutante, sunt rezistente la
efectele OB. S-au observat diferente de sapte ori in nivelurile de plasma ale proteinei OB intr-o grupd de
sase subiecti umani, slabi. Injectiile zilnice ale proteinei OB recombinate la soareci, reduc dramatic masa
corporald la soarecele ob/ob si au efecte semnificative asupra greutdtii corporale la soarecele de tip
salbatec, dar nu au nici un efect asupra soarecelui db/db. Aceste date demonstreaza cd, produsul genetic in
pozitia polipeptidei OB, serveste ca o functie endocrind in cea ce priveste reglarea greutatii corporale.

Materiale si metode

Iepurii au fost imunizati cu proteina recombinatd, in adjuvantul Freund (HRP, Inc.). Anticorpii OB
anti-gsoarece imunopurificati, sunt preperati prin trecerea antiserului peste coloana de sefarozi 4B,
conjugat cu proteina recombinatd, aga, cum este descris de (Harlow et al. Antibodies: A Laboratory
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Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1988)). Imunoprecipitarea
plasmei de soarece a fost efectuatd dupd cum urmeazi: 0,5 ml de plasmd de la goarece, sobolan si om,
contindnd circa 2,5 mM EDTA, se aduc pentru pre-ciarificare cu sefaroza -4B neconjugati, la temperatura
camerei, prin basculare timp de 2 ore. Sefaroza este indepértatd printr-un sistem de rotire si apoi se
adaogd 50 ml de suspensie 50% de anticorp conjugat cu sefarozd, contindnd anticorpul purificat prin
afinitate, la o concentratie de 1 mg/ml de seroza utilizatd. O jumatate de mililitru de 2 x RIPA m tampon
se adaoga pentru a se obtine conditiile legaturii incluziunee, dupa cum urmeaza: 50 mM Tris-HC], la pH
7,5, 100 mM. NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% dezoxicolat de sodiu si 0,025% azida de sodiu. Reactia
este efectuatd pand a doua zi la temperatura de 4°C, cu basculare. Sefaroza conjugati cu anticorpul, se
spald de 8 ori, aplicand un tampon RIPA, urmaté de spélarea de trei ori cu PBS si apoi c:u SDS-PAG.E
15%. Proteinele sunt transferate pe nitrocelulozd si analizate prin absorbtia Western, cu un anticorp
imunopurificat biotinilat, relativ cu proteina recombinati. Anticorpul secundar este utilizat pentru
detectare, HRP-streptavidin si ECL. Pentru determinarea cantitativa a polipeptidei OB in serul de soarece,
cantitdtile crescute de proteind OB recombinatd multiplicatd, de soarece (0,01 ng, 0,1 ng, 0,5 ng, 2,0 ng si
15,0 ng) se adaoga la 1004 de plasma ob/ob C57BL/6J si se incubeazi la 4°C, timp de 3 ore cu sefaroza
proteind A, conjugate cu anticorpul. Dupa o spalare extensivd cu tamponul A (10 mM fosfat tampon de
sodiu la pH 7.4; 100 mM NaCl; 1% Triton X-100, 5 mM EDTA, 1nM PMSF), probele sunt resuspendate
in tamponul simplu, se incarcd pe 15% SDS-PAGE si se retransferd pe membrana de nitroceluloza.
Analiza de absorbtie Western este realizatd aplicdnd un anticorp anti-amino-terminus biotinilat,
imunopurificat, ca anticorp primar si HRP-streptavidina, ca anticorp secundar, urmand detectarea prin
ECL. Extractele citoplasmice sunt preparate prin omogenizarea tesutului adipos in tampon NDS (10 mM
Tris 1a pH 7,5, 10 mM NaCl, 60 mM ICCIL, 0,15 mM spermind, 0,5 mM spermidind, 14 mM beta-
mercaptoetanol, 0,5 m EGTA, 2 mM, EDTA, 0,5% NP-40), prin omogenizare de politron §i
omogenizarea dounce §i apoi se separd nucleii prin efectuarea centrifugirii la 700 g. Imunoprecipitirile
sunt realizate asa cum s-a descris mai sus, exceptdnd faptul cd, se aplicd anticorpii OB anti-umani
imunopurificati. Pentru ELISA, 100 ml de solutie 1 mg/ml de anticorp OB anti-uman imunopurificat, se
dizolva intr-o solutie PBS tampon borat $i se aduce peste noapte pentru microtitrare (Corning cat. #2595)
pe placi la temperatura de 4°C. Plécile se spald apoi de 4 ori cu o solutie salind de borat, continand 0,05 %
Tween 20 si lichidul in exces este indepartat. Placile sunt blocate prin incubare la temperatura camerei,
timp de 2 ore cu 240 rnl per cavitate, de solutie salind borat continind 0,3% geletind si apoi se spald si se
usucd. Atat cantitdti cunoscute de probe de proteind OB umand multiplicatd sau probe de plasma, intr-un
volum de 100 ml, sunt incubate in cavitati individuale, pdnd a doud zi, la temperatura de 4°C. Dupa
spilare, placile sunt incubate cu 100 ml de anticorp anti-uman imunopurificat, biotinilat (0,1 mg/ml in
solutia de gelatind cu tampon borat), timp le 4 ore, la temperatura camerei. Dupa spélare, se adaogd pe
placi (HRP)--streptavidina peroxideza din hrean (0,1 mg/ml de tampon borat, 0,3% gelatind). Solutia
substratului HRP (ABTS, 0,3 mg /ml si H,O,, 0,01% in acid citric) este apoi utilizatd pentru detectarea si
mdsurarea O.D., la 414 nM, pentru determinarea cantitativd a legdturii la anticorp. Secventele codificate
ale genelor OB umane si de soarece, sunt amplificate PCR din plasmidele care contin secventele cADN
OB si sunt subclonate in plasmidul pPIC.9 (Invitrogen). Primerul 5' uman, utilizat a fost:

5'GTA TCT CTC GAG AAA AGA GTG CCC ATC CAA AAA GTC CAAG 3' (SEQ ID No. 34)

si primerul 3' utilizat, a fost:
5' GCG CGA ATT CTC AGC ACC CAG GGC TGA GGTC 3' (SEG ID No. 35).

Pentru soarece, primerul utilizat a fost:.
5' GTATCT CTC GAG AAA AGA GTG CCT ATC CAG AAA GTC CAGG 3' (SEQ ID No. 36)

si primerul 3'a fost:

5' GCG CGA ATT CTC AGC ATT CAG GGC TAA CATC 3' (SEQ ID No. 37).

Primerul 5', atit pentru soarece, cit si cel uman, contine portiunea Xhol la terminatia 5' si
secventele de codificare pentru ultimii 4 aminoacizi ai secventei semnal, factorului de conjugare alfa,
prezent in vectorul pPIC 9. Acest vector dirijeazd secretarea genelor exprimate heterolog, din celulele
mediului de culturd Primerul 5'PCR, include, asadar, primele 19 nucleotide ale genei OB in cadru de
citire deschis, dupd portiunea de clevaj a secventei semnal, inainte de alanind, la aminoacidul din
pozitia 21. Primerul 3' contine portiunea EcoRI la terminatia 5', care este urmat imediat de secventele
complementare codonului stop OB putativ. Conditiile PCR sunt urmatoarele: denaturarea timp de 1 min la
94°C, sustinerea timp ce 1 min la 55°C si extensia timp de 2,5 min la 72°C. Ciclul inferior PCR (15
cicluri) si PFU polimeraza de control a citirii (Stratagena) se aplicd pentru a limitd numarul de mutatii
generate de PCR. Produsele PCR au fost digerate cu Xhol si EcoRl si clonate intr-un vector de digestie
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similar, pPIC9. Toate elementele de constructie au fost secventionate la ambele filamente, pentru
a asigura absenta oricdror mutatii generate de PCR. Clonele sunt transformate in Pichia pastoris
(His", prin metode sferoplast si selectate pe un mediu deficitar in histidind. Circa 200 soareci si clone
umane, au fost supuse unui screening pentru integrarea unui numdir mare de copii, prin analiza de
hibridizare a coloniei. Clonele, in numir mare de copii, sunt apoi analizate pentru exprimarea OB,
initial prin colorare Coomassie, aritdnd prezenta unei noi proteine 16 kD, prezenta in mediul de cultura
al drojdiei transformate. Banda 16 kD a fost confirmatd a fi OB, aplicand anticorpii dezvoltati relativ
cu proteina OB bacteriand exprimatd. Proteinele recombinate sunt purificate prin metoda de purificare in
doud faze descrise in continuare. Spectrometria de masd, si tratamentul cu bromurd de cianogen, se
realizeaza aga cum este descris de (Beavis et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6873-6877 (1990)).
fntreaga secventi codificatd OB din genele OB umane si de soarece, cu C-terminal la secventa
semnal, este subclonatd in vectorul de exprimare pETISb (Novagen) si exprimatd superior in Escherichia
coli (BL21(DE3) plYsS), utilizind sistemul polimerazei T7 ARN (Studiuer et al. Meth. Enzymology,
185:80-89 (1990)). Celulele dezvoltate la temperatura de 30°C, la o absorbanté de 0,7 la 595 nM si induse
cu 0,5 mM izopropil-beta-D-tiogalacto-piranozida, pand a doua zi, sunt colectate prin centrifugare cu
vitezd scdzutd. Liza este realizatd prin trei cicluri de congelare-decongelare si digestia de ADN este
realizatd cu DNaza I. Extractia membranei a fost realizatd prin sonicarea si solubilizarea detergentului si
pelitele corpului de incluziune final, sunt dizolvate in 6 M guanidind -HC], 20 mM HEPES, pH 8.4.
Proteinele recombinate OB sunt purificate in conditii denaturate, prin IMAC, aplicdnd o coloand de
afinitate a ionilor de Ni si prin spaldri cu cantitdti crescute de imidazol. Proteina OB denaturatd,
purificatd, a fost apoi depozitatd in 6 M guanidind clorhidrica, 10 mM acetat de sodiu (NaAc), la pH 5 si
redusd prin utilizare de 1 mM DTT, la temperatura camerei, timp de o ord. Denaturarea este realizatd prin
diluarea proteinei reduse in 20% glicerol, 5 mM GaCl,, 5 mM NaAc la pH 5, prin omogenizare si
incubare la temperatura camerei timp de 8-12 ore. Dupd denaturare, pH-ul este ajustat la 8,4, prin aditie
de Tris, 1a 10 mM si hexa-histidins-tag este indepartata prin clivajul trombinei. Proteina clevatd, renaturata
este repurificatd prin IMAC, pentru separarea produsului din trombina si proteina de fuziune, neclevata.
Proteina renaturatd, clevatd, este diluatd de pe coloana de afinitate ionic, Ni la 40 mM imidazol, in care
trombina nu este retinutd §i proteina de fuziune neclevata este eluata la 0,2 mM imidazol. Produsil este
apoi concentrat, tratat cu 100 mM EDTA i 10 mM fericianura de potasiu si apoi este purificat prin gel-
filtrare, aplicand coloana superdex 75 16/60 de la Pharmacia.

Analiza Ellman este efectuatd agsa cum este descris de Ellman, Arch. Biochem. Biophys,. 82: 70-77
(1959). Reactivul Ellman este preparat prin dizolvarea a 39, 6 mg de 5,5' -ditiobis (acid 2-nitro-benzoic)
(DTNB) in 10 ml de 0,05 M fosfat, la pH 8. O curbd de calibrare a fost construitd in ordinul de
concentrate 10-120 mM sulthidril liber ( aplicdnd 1 mM solutie stoc de DTT redus) la 412 nm. Fiecare
analizd a fost realizatd, aplicand reactivul Ellman 0,02 ml si avind un amestec de reactie total de 0,5 ml.
Coeficientul de extinctie misurat, a fost de 12974 M'em™, pentru o grupare de sulfhidril liberd
(coeﬁc:lentul de corelare fiind de 0,99987), care constituie 5% din valoarea reportata mai sus, de 13600 M

, em’. Se supun apoi analizei Ellman, cincizeci de ml din proteina gel filtratd, pura 2 mg/ml,
corespunzator la o concentratie posibila de sulthidril liber, de circa 24 mM, in amestecul de reactie final.
Solutia, rezultatd are o valoare pentru Ay, de circa 0,02, sugerdnd ci cele doud reziduuri de cisteind din
proteind, sunt in stare oxidatd forméind cisteina si cd grupdrile sulthidrilice libere sunt complet introduse
in nucleul inaccesibil al proteinei multiplicate. Rezultate identice au fost obtinute prin efectuarea aceleasi
analize pe o proteind, nemultiplicatd, in prezentd de 6 M guanidind clorhidrica. Soarecii sunt adusi in custi
individuale, 1n atmosfera liberd de patogeni si aclimatizati la o dietd continind 35% (greutate/greutate).
Dieta de Laborator pentru rozitoare, 5001 (PMP Feeds,Inc.), 5,.9% (greutate/ greutate) amestec de puding
tapiocd (General Fods) si 59, 1% apd, care are un continut de energie de 1,30 kcal/gm. Dieta este
sterilizatd la autoclav si impachetatd in discuri de material plastic de 60 mm, care sunt fixate la partea
superioard a discurilor Petri de 100 mm. Tapioca este o dietd care se dd intr-un material textil, ca o past,
facand-o astfel dificild pentru animalul care impréastie hrana in cugci. Cu ajutorul capacelor de 100 mm, se
recupereazi micile cantitdti de hrand, imprastiate de animal. Un disc proaspat de hrand este adus in cugcd
in fiecare dimineatd si in ziua precedentd, discul este recuperat i cintérit. Diferenta de greutate prevede o
masurare zilnicd a consumului de hrand. Efectele proteinei recombinate asupra consumului de hrand si
greutdtii corporale, sunt masurate la trei specii de soareci: C57 B1/6J ob/ob, C57 B1/Ks db/db si CBA/J
+/+, care provin de la Laboratorul Jackson. Un numar de 30 de soareci din fiecare specie, se imparte in
grupe de cate 10,0 grupa, din fiecare specie, primeste zilnic injectii intraperitonale (i.p.) cu proteina ob
bacteriand multiplicatd, la o dozd de 5 mg/g/zi, in 300 ul de PBS. O a doua grupd primeste injectii
intraperitonale ( i.p.) cu acelasi volum de PBS. Acesti soareci martor, primesc injectii cu PBS dializat
continand proteina recombinatd. PBS se clarificd de endotoxind, aplicind o coloand ETOX Acticlean. Un
al treilea grup de animale nu primeste injectii. Consumul de hrana este inregistrat zilnic si masuritorile
greutdtii corporale sunt inregistrate periodic, la intervale de peste 3,5 siptdméni. Pentru experimentul
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hranei la perechi de animale, consumul de hrana a fost estimat la o grupa separatd de soareci ob, zilnic,
relativ cu consumul la goarecii ob care au primit proteina.

Rezultate

Proteina OB care circuld in plasma de goarece, sobolan si in plasma umana.

Proteina OB recombinatd de soarece §i umand, se prepard aplicind pET 15 b vector de exprimare
bacteriand (Novagen) si prin clonarea in Pichia pastoris a sistemului de exprimare la drojdii care secreta
proteinele recombinate direct in mediul de culturd. Proteina ob exprimatd in drojdie, include 146
aminoacizi carboxiterminali la secventa semnal, iepurii sunt imunizati cu proteine bacteriene (HRP, Inc.).
Anticorpii sunt imunopurificati (Research Genetics) si utilizati pentru imunoprecipitari si analizele de
absorbtie Western pentru proteina, din plasma si tesutul adipos. Proteina OB din. plasma de soarece,
migreaza cu o greutate moleculard aparentd de 16 kD, prin SDS-PAGE. Mobilitatea electroforeticd este
identicd cu cea a proteinei OB recombinate, secretatd de drojdie, dupd indepdrtarea secventei semnal (fig.
24 A). Proteina n-a fost detectata in plasma de goarece C57 BL/6J ob/ob, care are o mutatie nonsens la
codonul I05. Prin diverse tipuri de antiser, se poate identifica catena polipeptidei cu reziduul 105 redus,
atestat prin secventa cADN. O crestere de 10 ori a nivelului de circulatie a oroteinei, a fost inregistratd la
soarecele db/db relativ cu animalul martor (fig. 24 A ). Imunoprecipitarea plasmei din tipul sdlbatec si
fa/fa de sobolan, determind o crestere de 20 de ori a nivelului proteinei OB la sobolanul mutant,
comparativ cu cel de tip sdlbatec (fig. 24 B). Rezultatele mutatiei db la fenotipul obez, sunt identice cu
cele observate le soarecele ob (Bahary et al., 1990, supra), sobolanii grasi fiind obezi ca rezultat al
mutatiei recesive in gena omoloagd db (Truett et al., 1991, supra). In vederea determindrii cantitative a
nivelului de OB in plasma de soarece, cantitdtile crescute de proteina recombinatd sunt addugate la ser si
imunoprecipitate (fig. 24 C). O crestere lineard a intensitdtii semnalului inregistratd prin absorbtie
Western, inseamnd cantitdti crescute de proteind recombinatd. Compararea intensitdtii semnal a proteinei
native in plasma de soarece, cu cea standard, demonstreazi cd nivelul de circulatie a proteinei OB la
soarecele de tip sdlbatec, este de circa 20 ng/ml. Aceste date demonstreazd cd, imunoprecipitirile si
analizele de absorbtie Western, au fost efectuate in conditii de exces de anticorpi. Nivelurile crescute de
proteind OB au fost , asadar, atestate in extractele proteice din tesutul adipos la soarecele db/db,
prezentate la martor (fig. 24 D). Asa cum era de asteptat pentru o proteind secretatd, proteina din tesutul
adipos a fost fractionatd cu fractiunea de membrand bruta (datele nu sunt prezentate). Probele de plasma
de la sase subiecti umani slabi, aviAnd indicele de masd corporald mai mic decat 25 (BMI=
greutate/]ungimez), au fost imunoprecipitate aplicind anticorpii imunopurificati, la proteina umand.
Materialul imunoprecipitat a migrat cu o mobilitate identica electroforeticd cu cea atestatd pentru 146 de
aminoacizi ai proteinei umane exprimati in drojdie. Intensitatea semnalelor variazi semnificativ intre cele
sase probe (fig. 25 A). Prin densitometrie autoradiografici se constatd o diferentd de circa cinci ori in
nivelurile individuale HP1 i HP6, cu niveluri intermediare la alti subiecti. O imunoanalizd pe bazi
enzimaticd (ELISA) a fost dezvoltati, aplicind anticorpul imunopurificat §i proteina bacteriand
multiplicata ca standard (vezi in continuare). Curba standard rezultatd este ardtatd in fig. 25 B. Aplicand
aceastd analiza, nivelurile de plasma ale proteinei OB la sase probe de plasma umand, variaza intre 2 si 15
ng/ml (fig. 25 C). Nivelul de proteind OB din plasma de la HP6 a fost in afara gradului linear al
imunoanalizei §i>15 ng/ml. Aceste diferente cantitative au fost corelate cu cele rezultate din analiza de
absorbtie Western.

Datele preliminare demonstreazd ca leptina poate circula, cel putin partial, complexatd cu o altd
proteind sau alte proteine. Aceastd concluzie este bazatd pe heterogeneitatea formai curbei de titrare
pentru ser, comparativ cu standardul recombinat. Analiza unei cantitdti mari de leptind imunopurificata pe
coloand, anti OB la iepures, prin gel filtrare, HPLC in conditii de denaturare sau nedenaturare, cu
monitorizare pe ELISA si SDS-PAGE, sugereazi ci polipeptida OB s-a comportat in mod asemanétor cu
complexul cu greutate moleculard superioard. Cu toate acestea, aceste date riman a fi preliminare;
proteina de legdturd OB, urmeazi a fi incé caracterizata.

Trasaturile structurale ale Proteinei OB.

Deoarece proteina OB are doud reziduuri de cisteind, aceasta ar putea forma legituri intramoleculare
sau intermoleculare cu bisulfura, in conditii de oxidare in vivo. Analiza de absorbtie Western se repeta cu
sau fird aditie de agenti reducitori, la tamponul simplu. in ambele conditii, proteina OB din serul uman,
migreazi ci monomer (datele nu sunt prezentate). In conditii nereducitoare, proteina imunoprecipitati
din serul de soarece db, a fost detectata la pozitiile confirmate cu cele ale ambilor monomeri 16 kD si
dimeri de circa 32 kD (fig. 26 A). Jumatatea din greutate moleculard ridicatd, care dispare in conditiile de
reducere, demonstreaza cd o fractiune din OB circuld la soarece ca o specie de greutate moleculard mult
superioard, cu formarea unei legituri de bisulfurd, intermoleculard. Circa 80% din OB de soarece, circuld
aproximativ ca proteind 16 kD si 20% aproximativ ca 32 kD formd de proteind. Aceleasi forme
moleculare s-au atestat cAnd proteinele de soarece si proteinele umane sunt exprimate in Pichia pastoris
(Abrams et al. Immunol. Rev., : 5-24 (1992)). in aceste studii, secventa ADN corespunzitoare la cei 146
de aminoacizi ai proteinei OB mature, a fost clonatd la partea inferioard a secventei semnal cu factor alfa
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de conjugare, in vectorul pPIC.9 (Invitrogen). Proteina OB a fost purificatd din mediul de drojdie al
speciilor care exprimd proteinele de soarece si proteinele umane si se supuse electroforezei in conditii
reducitoare si in conditii nereducdtoare (fig. 26 A). Proteina de la soarece a fost exprimatd in fond in
drojdie, ca dimer in conditii nereducdtoare $i numai ca monomer in prezenta agentilor reducitori.
Proteina umand recombinatd migreazi in pozitia monomerului, in ambele conditii (datele nu sunt
prezentate). Proteina umand purificatd exprimatd in Pichia, are o0 masid moleculard de 16,024+ 3 Da, asa
cum s-a determinat prin spectrometrie de masa (1990, Beavis, supra). Aceastd valoare este in concordanta
cu masa calculata din secventa de aminoacizi ai proteinei, contindnd o singurd punte de bisulfura,
intramoleculard ( 16,024 Da). Analiza spectrometricd de masd, cu desorbtie laser pe matritd, pentru
produsele de clevaj ale proteinei, in mediu de bromura de cianogen, atesta ca cisteinele 117 si 167 sunt
legate printr-o legiturd de bisulfurd intramoleculard (fig. 26 B). Bromura de cianogen determind clivajul
grupdrii carboxi terminal, la reziduurile de metionina.

Prepararea si Caracterizarea Proteinei Recombinate Bioactive.

Proteina OB de soarece s-a exprimat in Escherichia coli, din plasmidul pET 15 b, ca o proteind de
fuziune insolubild, cu reziduul 20 hexe-histidinad-tag N-terminal, continind o portiune de clevaj a
trombinei. Corpurile bacteriene de incluziune, au fost solubilizate aplicand guanidind clorhidrici si au fost
purificate in conditii de denaturare, aplicand cromatografia de afinitate ionica de metal imobilizat (IMAC)
(fig. 27). Proteina de fuziune denaturata, purificatd, a fost redusd, diluata si s-a permis astfel multiplicarea
acesteia in solutie apoasd la temperatura camerei. Dupd clivajul trombinei, proteina OB de soarece,
renaturatd, continand reziduuri cu N-terminal aditionale in numér de patru (Gly-Ser-His-Met; SEQ ID No.
38) a fost repurificatd prin IMAC', la un grad de omogeneitate > 98%, asa cum s-a judecat prin
spectrometrie de masd si prin sistemul SDS-PAGE. Spectrometria de masd, prin desorbtia laser pe
matritd, duce la o misurd a masei de 16,414 + 3 Da (masa prevazutd = 16,415 Da). Ambele metode SDS-
PAGE pe gel, de reducere si nereducere demonstreazi o singurd specie moleculard, cu greutate aparentd
si moleculard de 16 kD (datele nu sunt prezentate). Dispersarea usoard, dinamica aplicdnd detectorul de
dimensionare moleculara DP 801 (Protein Solutions, Inc.) demonstreazi cd, proteina OB renaturatd de
soarece este foarte monomericd, cu cateva componente de ordin superior. Proteina este tratatid cu EDTA si
oxidatd chimic. Speciile cu greutate moleculard ridicatd sunt apoi separate prin gel filtrare. Prin
dispersarea usoard, dinamicd, se confirmi apoi ca proteina OB recombinatd, renaturata le soarece este
monodispersatd. Urmdrind dializa relativ cu tamponul fosfat salin (PBS), endotoxina bacteriand este
separatd, aplicdnd o coloand ETOX Acticlean (Sterogene Bioseparations, Inc.). Randamentul final de
proteina a fost de 45 mg/1.

Analiza Ellman a fost efectuatd pe proteina OB recombinatd, renaturatd de soarece, pentru a evalua
stadiul de oxidare (Ellman, 1959, supra). Ambele proteine, cea renaturatd si proteina prelucratd cu 6M
guanidind clorhidricd, au demonstrat un continut de sulthidril liber <0,5%, demonstrand astfel ca,
produsul monomeric contine o legiturd intramoleculard de bisulfurd. Aceasta se confirmd prin
spectrometrie de masd a produselor de clevaj in bromurd de cianogen, pentru proteina bacteriana
multiplicatd (datele nu sunt prezentate).

Bioactivitatea proteinei OB. Proteina OB recombinatd, renaturatd, purificatd, de soarece, s-a
administrat sub forma. de injectii zilnice intraperitonale, cu 5 mg/kg/zi, la grupele de 10 C57B1/6] ob/ob
(varsta de 16 saptinani), C57BI/Ks db/db (varsta 12 sdptdmani) si grupa de soareci CBA/J +/+ (vérsta de
8 saptimani). Un numdr egal de animale a primit PBS ca injectie zilnica. PBS utilizat pentru injectiile de
control, este derivat din dializatul obtinut dupd echilibrarea proteinei. Animalelor aditionale din cele trei
specii de soareci, nu li s-au ficut injectii. Hrana consumata de animalele individuale, a fost monitorizata
zilnic i greutatea animalelor a fost inregistrata la intervale de trei sau patru zile. Rezultatele cumulative
pentru consumul de hrana si pentru greutatea corporald, din fiecare din cele 9 grupe de soareci, sunt
prezentate in fig. 28 A ... F, iar semnificatia statisticd a datelor, este prezentatd in tabelul 1. Consumul de
hrana la soarecii C57B16J ob/ob injectati cu proteind, a fost semnificativ scdzut dupad prima injectare si a
continuat si scadd pand in cea de-a 5-a zi, cand acesta este stabilizat la un nivel egal cu circa 40% din
consumul animalelor care au primit injectii cu PBS (p<.001). Injectia falsd de OB, la soarece nu duce la
pierderea greutitii, pe parcursul perioadei de studiu de trei siptimani. Soarecii C57B1/6J ob/ob céror i s-
a administrat proteina, au pierdut circa 10% din greutatea corporald, dupa 5 zile (p<.001). Aceste animale
au continuat sd piardad din greutate in perioada de tratament de peste trei siptdmani, iar de la acest punct,
greutatea animalelor ob care au luat proteina a scizut in mediu cu 60% din greutatea initiald (p<.0001). O
grupd aparte de soareci ob a fost hranita perechi, paralel cu soarecii ob care au primit proteind. Datele din
fig. 29 B atestd ca aceastd grupd de perechi, a inregistrat o pierdere cu mult mai micd in greutate, relativ
cu animalele care au primit proteina recombinatd (p< .02). O fotografie a doi soareci, care au primit
injectii fie cu proteind, fie cu vehicul, atestd o mare diferentd in aparitie, care rezultd din tratamentul cu
proteine (fig. 29 B). In vederea stabilirii in continuare a efectelor proteinei, s-au realizat autopsiile a doi
soareci din fiecare grupd. Inspectia globald a soarecilor ob care au primit proteind, atesti o scidere
dramaticd a grasimii corporale, ca si dimensiunile ficatului. Greutatea ficatului la soarecele db si de tip
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sdlbatec, este neschimbati la tratament. Ficatul soarecilor ob care au primit injectii cu PBS, au cantarit
5,04 5i 5,02 grame vs. 2,23 si 2,03 grame la animalele care au primit proteina recombinati. In contrast cu
caracteristica ficatului gras, pal, la soarecele ob, ficatul de la soarecele ob care a primit proteind, obtine
caracteristica culorii inchise de ficat normal (fig. 29 C). Sectiunile histologice ale ficatului, atesta ca,
animalele netratate, au ficatul gras care a marcat o imbunatitire la animalele tratate cu proteina (datele nu
sunt prezentate). In contrast cu soarecii ob, nu s-au demonstrat diferente semnificative de greutate
corporald sau consum de hrand la soarecii C57BL/Ks db/db, care primesc proteind, in raport cu grupa
martor care primeste vehiculul (fig. 28 A ... F, Tabelul 1). Toate cele trei grupe de soareci dt/db au
pierdut intre 2 si 5 g in greutate, in perioada de tratament. Glucoza. sanghind medie la soarecii db/db a
fost masuratd aplicand un glucometru si a. fost de>500 mg/dl la toti soarecii, indicand cd aceste animale
au dezvoltat diabetul secundar, pand la obezitate. Injectarea soarecilor db, a fost terminatd dupd doud
saptimani.

La goarecii de tip salbatec, s-a observat o scddere usoard, dar semnificativd a greutatii corporale, dupa
administrarea proteinei recombinate (fig. 28 A-F, Tabelul 1). Dupd cinci zile de injectare a proteinei,
soareci au pierdut in medie 0,5 g din greutate, in timp ce soarecii martori au castigat 0.4 g (p<.02). La
doud intervale de timp urmétoare, animalele care au promit proteind, au cantirit mult mai putin decat cele
care au primit zilnic injectii cu PBS. O semnificativa schimbare de greutate la soareci a fost inregistratd in
urmatoarele perioade. La animalele care au pierdut din greutate, consumul de hrand n-a fost diferit cu
mult de cel al animalelor martor. Injectiile cu PBS au avut un efect slab dar semnificativ asupra
consumului de hrana si asupra greutitii corporale la soareci ob, db si la tipul salbatec, in comparatie cu
soarecii care n-au primit injectii (p<.05).

Tabelul 1
Grupa de Grupa de Zile Modificarea greutitii
animale tratament n media eroare standard P
ob/ob proteind vehicul 1-5 190 _gﬁm 8§m <0,001
proteind vehicul 1-12 190 - 13:3;222228 8:;%2 2;32 <0,001
proteina vehicul 1-27 2 _2153(3;83(358 8:232%338; <0,0001
s
proteind vehicul 1-12 }8 jﬁg%g 8:;7‘2;‘2113 0,610
N [P g o ot P
et | [ o,
proteind vehicul 127 g 2’12’22(3)(3)(3)(3)2(3) 8:38;2;;}; <0,651
Discutii

Functia endocrind pentru produsii proteinei in pozitia OB a fost mentionatd pentru prima datd de
Coleman, care a ardtat cd greutatea corporald la soarecii ob/ob a fost redusd dupa unirea parabioticd la
soarecii normali sau soarecii db (Coleman et al., 1978, supra). Rezultate indicate mai sus sustin aceasta
ipoteza, aratand ca proteine OB circuld in circuitul sanghin si cd injectiile cu proteina recombinata, reduc
greutatea corporald. Greutatea moleculard a produsului genetic codificat prin gena OB este aproximativ
kD, care este egald cu secventa de 146 aminoacizi cu carboxi terminal, la secventa semnal. Proteina OB
recombinatd nu este modificatd cind este exprimatd in Pichia pastoris. Exprimarea genelor de mamifere
in Pichia pastoris, are in fond ca rezultat, formarea unei structuri proteice corecte (Cregg et al. Bio /
Technology, 11: 905-914 (1993)). Acest fapt demonstreaza cd, proteina OB nu este glicozilata si nu este
prelucratd post-translational, in vivo. Aceste date nu exclud insd posibilitatea cd proteina OB este legatd
noncovalent de ea insdsi, sau de alte proteine in plasma sau tesutul adipos. Asadar, clivajul proteolitic al
proteinei n-a fost exclus, formele de proteind OB cu greutate moleculard mica nefiind detectate prin orice
antiser utilizat, incluzand patru anticorpi anti-peptide. Proteina OB are doud reziduuri de cisteind si
circuld ca monomer la om si ca monomer si dimer la soareci. O legiturd tipicd de disulfurd,
intramoleculard a moleculelor secretate este gdsita cand proteina umand este exprimatd in Pichia pastoris,
sugerdnd ci este asemanitoare cu cea prezentd in vivo. Acest fapt se sprijind pe bioactivitatea proteinei
bacteriene recombinate, care are o legaturd de disulfura, intramoleculard. Proteina OB la soarece, poate fi
demonstratd in plasmd, ca monomer sau ca dimer. Monomerul si dimerul sunt vizuti atunci cand proteina
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OB la soarece este exprimatd in drojdie, ardtdnd ca, predilectia proteinei de soarece pentru a forma,
dimeri, este rezultatul diferentelor de secvente primare, raportate la cele umane. in timp ce este clar ci
monomerul are bioactivitate, activitatea functionald a dimerului, este necunoscutd. Efectul proteinei OB
asupra consumului de hrand §i greutatea corporala le soarecii ob, este dramatic. Dupa trei sdptimani de
tratament, soarecele ob care primeste zilnic injectii cu proteind recombinatd, are o pierdere de 40% din
greutatea corporald si a consumului cu 40% mai mult decat la animalele martor. Mai mult decat atat,
greutatea soarecelui ob tratat, nu este incd echilibratd in timpul in care experimentul este terminat.
Rezultatele experimentului pe perechi, atestd cd pierderea in greutate este rezultatul efectelor asupra
consumului de hrand si a energiei cheltuite. Astfel, o grupa separata de soareci ob, pentru care consumul
caloric a fost restrictionat la cel al soarecelui care a primit proteina, are o pierdere semnificativa in
greutate in raport cu animalele care au primit proteind. Reducerea consumului de hrand la soarecele ob/ob
la un nivel mai sciizut decat le soarecele de tip silbatec, in ziua in care primeste proteina OB, atestd c4,
acesta este in special sensibil la efectele acesteia. Intr-adevar, receptorul OB poate fi superior reglat la
aceste animale. Consumul de hrand la soarecii ob tratati, devine relativ constant, dupd cinci zile de
tratament. Dacd acesta este rezultatul proteinei avind nivelurile ridicate, stabile, aceasta ar sugera ca
proteina are un timp de injumatatire relativ lung (The Pharmacological Basis of Therapeutics, pp. 19-45.
Goodman and Gilman, eds, Pergamon Press New York, (1990)). Aceastd concluzie este confirmatd cu
datele din experimentele de perabioza (Coleman et al. 1978, supra; Weigle, Int. J. Obesity, 12: 567-578
(1988)). Efectele proteinei recombinate asupra greutatii corporale la tipul silbatec de soarece au fost
neinsemnate dar semnificative statistic, pe parcursul primelor doud sdptimani de studiu. Deoarece
diferentele de greutate intre soarecele de tip sdlbatec care a primit proteind vs, PBS a fost sustinuti. pe
perioadele din urmd, o semnificatie statistica a acestor date este diminuatd cu mult dupd trei sdptimani.
Pierderea timpurie in greutate, n-a putut fi luata in consideratie prin diferenta de consum de hrani.
Probabil, misurarea consumului de hrand, n-a fost suficient pentru a detecta o scidere care rezulta dintr-
un gram diferentd in greutatea corporald, in timpul tratamentului. Aceste observatii diferd de rezultatele
experimentelor precedente, in care rozitoarele de tipul sédlbatec au fost legate prin uniunea parabioticd le
soarecele db, sobolanii fa, sobolanii cu leziuni hipotalamice si sobolanii obezi) printr-o dietd bogata in
calorii (Coleman et al. 1978, supra; Harris et al. 1987, supra; Harris et al. "Physiological and metabolic
changes in parabiotic partners of obese rats", in Hormones, Thermogenesis and Obesity, Lardy and
Straatman, eds, Elsevier Science Publishing Co, New York (1989); Hervey, J. Physiol. 145: 336-352
(1959)). In fiecare caz, animalele de tipul silbatec devin anorectice si pierd cantititi insemnate, in
greutate. Cand nivelurile de proteind OB sunt crescute la soarecele db si la sobolanii fa, precum si
nivelurile de OB ARN crescute la soarecele cu leziuni hipotalamice, se pare ca, tipul de soarece sdlbatec
poate raspunde la OB, cind aceasta circuld in plasma la un nivel suficient de ridicat. Faptele prezentate
aici, sunt confirmate cu posibilitatea ca nivelurile de proteind administrate, sd fie sub nivelurile endogene,
cea ce conduce la echilibrarea greutdtii corporale usor scizute. Aceastd problema se va rezolva prin
determinarea cantitativd a nivelurilor de proteind OB, care circuld in plasma soarecilor tratati. Deoarece
imunoanaliza proteinei la soarece, nu este disponibild, prin imunoprecipitdri, s-a demonstrat cd nivelurile
de circulatie ale proteinei OB n-au fost substantial ridicate la soarecii de tip silbatec, care au primit
proteind. Un efect mai slab al proteinei la soarecele sélbatec si absentd rdspunsului la soarecele db, fac ca
acest tratament sd aiba efecte nespecifice sau efecte adverse. Toti soarecii db care pierd cantitdti mici in
greutate in timpul perioadei de tratament, daca primesc sau nu proteina ob. Animalele db sunt marcant
hiperglicemice si pierderea, in greutate in acest caz, pare si fie rezultatul diabetului §i nu a procesului de
experimentare. Soarecele db/db C57BL/Ks, dezvoltd adesea diabet si incepe sd piardd greutate in
cantitati mici, la varsta la care animalul este utilizat in acest studiu (Coleman et al. 1978, supra).
C57B1/6] ob/ob soareci de aceeasi varsta, nu dezvoltd o hiperglicemie semnificativd. Aceste diferente
fenotipice sunt rezultatul diferentelor genetice la aceste specii (C57B/6J vs. C57B1/Ks) care poartd
mutatii (Coleman et el. 1978, supra). Absenta detectdrii celor 105 de aminoacizi redusi ai proteinei,
prevazuti prin secventa cADN in genele OB la soarecele ob/ob C57B1/ 6], sugereazi ci proteina mutantd
este fie degradatd, fie netransferatd. Cu toate acestea, posibilitatea ca antiserul utilizat sd nu detecteze
aceastd proteind redusd, nu poate fi exclusd. Cresterea de 10 ori inregistratd pentru nivelurile de proteind
ob la soarecele db, comparativ cu soarecele de tip sdlbatec, demonstreazd cid proteina ob este
supraprodusd cind existd o rezistentd la efectele acesteia. Aceste date coreleaza cu studiile OB MARN.
Asa cum s-a mentionat, experimentele precedente au demonstrat ca mutatiile la soarecele db si la genele
de sobolan fa, care sunt aplicate in regiunile cromozomale omoloage, au ca rezultat supraproductia
factorului plasmatic care sustine greutatea corporald (Truett et al., 1991; supra; Coleman, 1978, supra;
Hervey, 1959, supra). In ambele cazuri, s-a demonstrat ¢i animalele mutante sunt rezistente la efectele
proteinei OB. Aceastd posibilitate este confirmata prin faptul ca proteina OB nu are nici un efect asupra
greutdtii corporale sau asupra consumului de hrand, cand este administratd la soarecele db. Obezitatea la
oameni, poate fi asociati cu nivelurile crescute de proteind OB din plasmd, la indivizii care sunt
insensibili la hormoni. Pe de altd parte, exprimarea redusd a OB ar putea , asadar, sd conduci la obezitate,
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in cazul in care pot fi depistate niveluri "normale" (cu scédere necorespunzitoare) de proteina. Astfel,
nivelurile de proteind OB din plasma umand, pot constitui un marcher pentru diversele forma de
obezitate. Intr-o grupd mici cu subiecti slabi cu valoarea BMI < 25, se pot detecta prin analiza ELISA,
niveluri scazute, de nanograme, ale proteinei OB de circulatie. Semnificativ, concentratiile variabile sunt
mentionate sugerand c, nivelul de exprimare si (sau) sensibilitate le proteind, poate juca un rol oarecare
in determinarea greutatii corporale. Partea de actiune a proteinei OB este necunoscutd. Proteina afecteaza
atit consumul de hrand si energie consumatd, acest fapt fiind confirmat prin studiile clinice care indica
modificdrile ambelor sisteme ce actioneazi pentru reglarea greutitii corporale (Leibel et al. M. Engl. J.
Med. 332: 621-628 (1995); Keesey et al. "Metabolic defense of the body weight set-point”, in Association
for Research in Nervous and Mental Disease, pp. 87-96, Stunkard and Stellar, eds. Raven Press, New
York (1984)). Hipotalamusul este asemandtor implicat la partea inferioard a circuitului polipeptidei OB,
in metoda de control a greutitii corporale, asadar, are efecte directe asupra unei variantei posibile de
organe.

Exemplul 9. Exprimarea crescutd in adipocitele OB ARN la soarecii cu leziuni ale hipotalamusului si
cu mutatii specifice db.

Produsul genetic al genei (OB) obeze de soarece, recent clonatd, joaca un rol important in reglarea
masei §i tesutului adipos. OB ARN se exprimd specific prin adipocitele de soarece in vivo, in fiecare
dintre depozitele celulare, cu celule grase diferite, incluzand grasimea brund. Aceasta se exprimd de
asemenea in celulele de cultura preadipocite 3T3-442A, care au fost induse pentru diferentiere. Soarecii
cu leziuni ale hipotalamusului, ca si soarecii mutanti in pozitia specifica db, exprima un nivel ridicat de
20 de ori de OB ARN in tesutul adipos. Aceste date demonstreaza ci, ambele gene db si hipotalamusul
sunt la partea inferioard a circuitului genei OB, in cea ce priveste reglarea masei de tesut adipos si sunt
confirmate de experimentele precedente care demonstreazi ci pozitia specificd a db cuprinde receptorul
OB. La soarecii db/db si la cei cu leziuni, diferentele cantitative in nivelul de exprimare al OB ARN, este
corelat cu continutul de lipide al adipocitelor. Moleculele care regleaza nivelul de exprimare al genei OB
in adipocite, joacd de asemenea, un rol important in determinarea greutdtii corporale, ca si moleculele
care mediaza efectele OB la partea de actiune a acesteia.

Materiale si metode.

Hibridizarea in situ.

Tesiturile cu grasime albd din regiuni abdominale identice, de la soarecii de tip sélbatec (wt) si de la
soarecii db au fost prelucrate simultan, conform metodei modificate, descrisi de Richardson et al.
Growth, Development & Aging, 56: 149-157 (1992). Deci, tesuturile sunt fixate in solutie Bouin, timp de
2 ore, la temperatura de 4°C. Acestea sunt apoi deshidratate printr-un tratament serial de crestere a
concentratiilor de etanol din 10% pana la 100% fiecare, timp de 5 minute, la temperatura de 4°C.
Urmeazi incubarea acestor tesuturi cu xilen, timp de 1 ora si cu parafind, timp de 2 ore, la temperatura de
65°C. Greutatea fiind nseratd, tesuturile grase db/db sunt sectionate i montate apoi, in aceleasi conditii.
Sectiunile sunt uscate la temperatura de 65°C, timp de 1 ora si tratate cu xilen si dilutii seriale de etanol,
de la 10% pénd la 50% fiecare, timp de 3 minute, la temperatura camerei. O probd contrasens ARN a
genei OB este sintetizata prin transcrierea in vitro a genei OB linearizate, din secventa codificatd la partea
superioard a promotorului polimerazei Sp6 ARN. Hibridizarea in sifu s-a efectuat exact conform
descrierii Iui Schaeren -Wiemers et al. Histochemistry, 100: 431-440 (1993).

Prepararea ARN si cultura celulard.

ARN total si absorbtia Northern, s-au preparat asa cum s-a descris. Celulele vasculare stromale si
adipocitele s-au preparat conform descrierii lui Rodbell si ARN din ambele fractiuni, s-a preparat
conform lui Dani et al. Mol. Cell. Endocrinol. 63: 199-298 (1989); Rodbell, J. Biol. Chem. 239: 375- 380
(19). Dupa subclonare, celulele 3T3-F442 s-au dezvoltat in mediul Dulbecco-Eagle modificat, continand
10% ser de bovine fetal (definit ca mediu standard) (Dani et al. "Molecular biology techniques in the
study of adipocyte differentiation”, in Obesity in Europe vol. 88, pp. 371-376, Bjorntorp and Rossner,
Eds, John Libbey Company Ltd. London, England (1989)). La confluentd, celulele au fost tratate in
mediu standard suplimentat cu 2 nM triiodotironin (T3) si 17 nM insulind. Dupi 12 zile, ARN a fost
preparat ca mai sus.

Tratamentul cu tioglucoza de aur (GTG).

Soarecii femele CBA/J in varstd de 2 luni, sunt tratate cu o singurd injectie intraperitonald de
aurotioglucoza (Catalogul Sigma No. A 0632) la o dozd. de 0,2 miligrame/gram, in solutie salind
normald. Animalele de control sunt injectate cu o solutie salind normala. Soarecii se cantiresc, dupa o
lund de la tratament. Tesutul adipos ARN este izolat de la animalele tratate, a ciror greutate a crescut mai
mult decat cu doudzeci de grame, dupd tratamentul cu GTG.

Rezultate.

Gena OB a fost demonstratd recent, ca fiind exprimatd in tesutul adipos (Zhang et al. Nature, 372:
425-432 (1994)). Deoarece tesutul adipos este compus din multe tipuri de celule incluzind adipocitele,
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preadipocitele, fibroblastii si celulele vasculare, in sifu, hibridizarea a fost realizata pe sectiuni din tesutul
gras epididimal din laba animalelor normale, aplicand riboprobe de OB sens si contrasens (Richardson et
al. 1992, supra; Wasserman, "Tne concept of the fat organ", in Rodahl, Issekutz, fat as a tissiue", pp. 22-
92, McGraw Hill, New York (1964)). Cand se aplici o probd contrasens, semnalele pozitive sunt
detectabile in toate adipocitele din aceastd sectiune (Figura 30-marcat-Wt). Semnalele n-au fost
mentionate, cdnd proba contrasens s-a hibridizat la sectiunile de creier (datele nu sunt prezentate).
Hibridizarea probei contrasens la sectiuni a tesutului adipos de la soarecele C57B1/ Ks db/ db, a fost mult
crescutd, confirmind exprimarea OB ARN de adipocitele specifice si demonstrand cresterea inaltd a
nivelului de OB ARN per adipocit, la aceste animale (Figura 30 - marcat db/db). Soarecele mutant la
pozitie DB este masiv obez, ca parte a sindromului care este identic fenotipic, relativ la cel atestat in
C57B1/ 6] ob/ob la soarece (Bahary et al. 1990, supra).

OB ARN nu s-a sintetizat din celulele stromale ale tesutului adipos, separat din adipocite. Asa cum s-
a asteptat, celulele fractiunea adipocitei exprimatd OB ARN, aplica analiza de absorbtie Northern (Figura
31). Acelasi rezultat a fost obtinut aplicind RT-PCR (datele nu sunt prezentate). Pe aceste date se bazeazi
concluzia ci, numai adipocitele exprimad gena OB. Datele despre adipocitele din culturd, confirma aceasta
concluzie. In aceste studii, celulele 3T3-F442A sunt cultivate, aplicand conditiile care duc la acumularea
de lipide, ce parte a programului celular care conduce la diferentiere in adipocite. OB ARN n-a fost
exprimat in celule de dezvoltare, exponential, nici confluent celulelor preadipicitare 3T3-F442A, care
exprimd marcherii timpurii, in timp ce diferentierea acestor celule in adipocite, duce la exprimarea unor
niveluri detectabile de OB ARN (Figura 31) (Dani et al. J. Biol. Chem. 264: 10119 -10125 (1989)).
Nivelul de OB ARN este extrem de sensibil la conditiile de culturd, ncat n-a fost observat nici un masaj,
post-confluent celulelor care n-au fost expuse insulinei. Studiile de hibridizare atestd cd OB ARN este
exprimatd in vivo in diferite depozite de tesuturi grase, incluzand tesuturile epididimale, parametriale,
abdominale, perirenale si inghinale labei de animal. (Figura 32A). Nivelul precis de exprimare in fiecare
depozit a fost intrucitva variabil, cu niveluri de exprimare a OB ARN mai scdzute pentru tesutul gras
parametrial si inghinal. OB ARN este, asadar, exprimata in tesutul adipos brun, nivelul de exprimare fiind
de circa 50 de ori mai scdzut pentru tesutul gras, brun, reportat la alte depozite tisulare adipoase. Aceste
diferente cantitative sunt corelate liber cu diferentele mentionate mai sus, in dimensiunea celulara, intre
depozitele de celule, grase diferite (Johnson et al. J. Lipid Res. 13: 2-11 (1972)). Cantitatea de OB ARN
in tesutul gras brun este neafectatd prin expunere la rece (Figura 32 B). In acest experiment, nivelul de
proteind necuplatd ARN (UCP) este crescut la tesutul gras brun, dupa expunere la rece, in timp ce nivelul
de ob ARN nu este schimbat (Jacobson et al. J. Biol. Ghem. 260: 16250-16254 (1985)). In fond, aceste
date confirma cd toate adipocitele sunt capabile de a produce OB ARN si demonstreazi un nivel variabil
de exprimare la diferite depozite de tesuturi grase. Aceste date sprijind posibilitatea ca nivelul de proteine
codificate sd se coreleze cu masa totald de tesut adipos. Nivelurile de OB ARN la soarecele db/db si
soarecele cu leziuni ale hipotalamusului, au fost masurate. Leziunile hipotalamusului ventromedial
(VMH) au ca rezultat obezitatea, ca parte a sindromului care seamana cu cel atestat la soarecii ob/ob si
db/db (Bray et al. Metabolism, 24: 99-117 (1975)). Experimentele parabiozei demonstreazi ca, astfel de
leziuni au ca rezultat o supraexprimare a factorului blod-borne care sprijind consumul de hrand si
greutatea corporald (Hervey, 1959, supra). Rezultate similare sunt mentionate atunci cind soarecele
mutant in pozitia db este parabiozat la soarecele normal, sugerdnd ca receptorul OB poate fi codificat prin
pozitie db (Coleman et al. 1978, supra). Astfel, obezitatea care rezultd din leziunile VMH si mutatie db,
pot fi, asadar, rezultatul rezistentei la efectele proteinei OB. in acest caz, o crestere secundari a
nivelurilor de OB ARN in tesutul adipos poate fi prevazuta. Leziunile hipotalamice sunt induse la soarece
la femeld CBA, aplicand tioglucoza de aur, chimicd (GTG) (Debons et al. Fed. Proc. 36: 143-147 (1977)).
Acest tratament are ca rezultat, leziunile hipotalamice specifice, in fond in hipotalamusul ventromedial
(VMH), cu o dezvoltare ulterioard a obezitdtii in cdteva sadptdmani.De obicei, o singurd injectie
intraperitonald a GTG de 0,2 miligrame/gram greutate corporald cauzeazi dezvoltarea obezitdtii in patru
saptdmani. Sorecii femele de o lund CBA/J (20-25 grame) sunt tratati cu GTG si apoi greutatea acumulatd
a animalelor tratate in raport cu martorii, este prezentatd in tabelul 2. ARN in tesutul adipos, este preparat
de la soarecele db/db si de la animalele tratate cu GTG, care au adiugat 20 grame. Prin analiza de
absorbtie Northern se atestd o crestere de doudzeci de ori a nivelului de OB ARN la soarecii de doua luni,
de tip db/db tratati cu GTG, comparativ cu animalele normale. (Figura 33).
TABELUL 2. Castigul in greutate, la soarecii tratati cu tioglucoza de aur.

Control (n=41) GTG (n=93)
<10g 41, (100%) 4, (4%)
10g-20¢g 0, (0%) 15,(16%)

>20 g 0, (0%) 74, (80%)
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Soarecii femele de doud luni, sunt tratati cu tioglucoza de aur (GT'G). Sunt utilizati soareci CBA/J.
Tioglucoza de aur (A0632 Sigma), este administratd intraperitonal, intr-o solutie salind, normald, la un
dozaj de 2,0 miligrame/gram. Greutatea corporald pentru animalele martor si pentru cele injectate, a fost
inregistratd sus de injectare si dupd o luna de la injectare. Animalele sunt mentinute cate cinci intr-o
cuscd si sunt hrénite, ad libitum. Cantitatea de greutate acumulata la o lund dupa injectare, este prezentata
in Tabelul 2. Animalele cu greutate corporald acumulatd mai mare decit 20 grame, la o lund dupa
injectare, sunt selectate pentru studiul urmator.

Discutii.

Produsii contindnd genetic gena OB de soarece, circuld in plasma de soarece si plasma umand, in
care aceste actioneazd pentru reglarea masei de tesut adipos. Alte studii privind reglarea exprimdrii si
mecanismul de actiune al OB, vor constitui implicatii importante pentru intelegerea modului fiziologic de
reglare a greutdtii corporale.

Prezentul exemplu atestd cd produsul genetic OB este exprimat exclusiv prin adipocitele din
depozitele tisulare adipoase. Acest rezultat este confirmat prin faptul ca, produsii de proteind, al genei OB
sd coreleze cu depozitele de lipide din organism. Mai mult decat atat OB ARN este multiplicatd de
doudzeci de ori la soarecele db si la cel cu leziuni hipotalamice. La aceste animale, cresterea actuald a
nivelului OB ARN pe celuld, poate fi chiar mai mare decat de doudzeci de ori, deoarece dimensiunea
celulei adipocitului este sporitd de circa cinci ori la aceste animale (vezi Figura 30) (Debons et al. 1977,
supra). Aceste date ageazi gena db si hipotalamusul la partea inferioard a curentului OB, in cea ce
priveste modul de control al greutdtii corporale, ele sunt in consens cu ipoteza cd receptorul OB este
codificat in pozitia db (Coleman et al. Diabetologia 14: 141-143 (1978)). Clonarea moleculard a
receptorului si (sau) genei db, va rezolva aceastd problemd. Cresterea nivelului de OB ARN la db/db
inregistratd si la soarecii tratati cu GTG, demonstreazi ca celulele nonautonome functioneazi ca si gend
OB produsd in celulele grase (Ashwell et al. Proc. R. Soc. Lond. 195: 343-353 (1977); Ashwell et al.
Diabetologia, 15: 465-470). Astfel, dacd proteina codificatd actioneazi direct asupra celulelor grase
pentru a inhiba dezvoltarea sau diferentierea, supraexprimarea genei OB la soarecele de tip sdlbatec, tratat
cu GTG, duce la un fenotip slab.Fenomenul se explicd prin faptul ca proteina OB functioneazi ca o
endocrind, ca o moleculd de semnalizare care este secretatd de adipocite si actioneaza direct sau indirect
asupra hipotalamusului. Efectele directe asupra hipotalamusului vor necesita ca mecanismele si existe
pentru a permite trecerea produsului genetic OB, prin bariera sanghind a creierului. Mecanismele
cuprinzand organul circumventricular i (sau) transportorii specifici, ar permite accesul la creier a
moleculei de dimensiunea care este codificatd de gena OB (Johnson et al., FASEB I, 7: 678- 686 (1983);
Baura et al. J. Clin. Invest., 92:1824-1830 (1993); Pardridge, Endocrine Reviews, 7: 314-330 (1986)). Cu
toate acestea, ipoteza trebuie sd fie acceptatd cu prudentd, pand la identificarea mijloacelor prin care
proteinele ar putea traversa bariera sanghind din creier. Mai mult decit atit, este necesar si se facd
evaluarea efectelor posibile asupra altor organe tinta. Celulele grase de semnal, care sunt responsabile de
o variantee cantitativd la nivelul de exprimare al genei OB, nu sunt incéd cunoscute, dar se coreleaza cu
diferentele in dimensiunile celulelor adipocite. Adipocitele de la soarecele db/db, sunt de cinci ori mai
mari decat cele de la soarecele normal, avand o dimensiune celulara de circa 1,0 pg lipide/celula (Johnson
etal., 1972, supra). O evidentd precedentd, a indicat cd, continutul lipidelor celulare si (sau) dimensiunea
acestora, reprezintd un parametru important in determinarea greutitii corporale (Faust et al. Am. J.
Physiol., 235: 279-286 (1978); Faust et al. Science, 197: 393-396 (1977)). Aceasta ar insemna c&, fiecare
celula grasd este exprimatd la un nivel scizut de OB ARN, care creste in continuare in proportie in
dependentd de dimensiunea celulei. De asemenea este posibil ca dimensiunea celulard sd nu fie
parametrul acceptat, dar mai mult, acesta se coreleaza cu semnalul intracelular, care creste exprimarea
genei OB in adipocitele din soarecele db/ db si cel lezionat VMH. In orice caz, componentele modului
transductiei de semnal, care regleaza sinteza de OB ARN, sunt la fel de importante in determinarea
greutdtii corporale. Influentele genetice si cele de mediu, care reduc nivelul de exprimare al OB, pot
actiona pentru cresterea greutitii corporale, pe masura influentirii scaderii sensibilititii la proteina
codificatd. Moleculele specifice care regleazi nivelul de exprimare al genei OB, sunt incd necunoscute si
se preconizeazd determinarea nivelurilor genei de control care conduc la o variantee cantitativa in nivelul
OB ARN si la examinarea elementelor de reglare a genei OB. Identificarea moleculelor care regleazi
exprimarea genei OB in adipocite §i a celor care mediazd efectele proteinei codificate la portiunile de
actiune ale acesteia, va duce la o mai bund intelegere a mecanismelor fiziologice, care regleaza greutatea
corporala.

Exemplul 10: Modelul de exprimare si cartarea ARN, privind aplicatiile fizice, citogenetice si
genetice ale cromozomului 7

OB ARN se exprimi la niveluri ridicate in tesutul adipos uman si la niveluri substantial scizute in
placenta si inimd. Aplicatia genei OB umane la mai multi cromozomi artificiali din drojdie, adiacenti
YAC, incepe cu cromozomul 7 q 31,3. Pe langa aceasta, pentru confirmarea pozitiei relative a genei pe
baza cartdrii genetice comparative la soarece si la om, acest studiu a identificat 8 marcheri microsateliti



10

15

20

25

30

35

40

MD 2311 G2 2003.11.30

56

stabiliti in imediata apropiere fizicd a genei umane OB. Deoarece mutatiile la OB de soarece pot avea ca
rezultat sindromul care pare apropiat de obezitatea morbidd la om, acesti marcheri genetici reprezintd
instrumentele importante pentru studierea rolului posibil al genei OB in formele ereditare ale obezitatii
umane.

Materiale si Metode.

Analiza absorbtiei Northern.

ARN total este preparat din tesutul adipos, aplicind metode Chirgwin et al. Biochem.18: 5294-5299
(1979). Metodele de analiza prin absorbtie Northern, radiomarcare si hibridizare, se efectueaza aga cum s-
a descris (Zhang et al., 1994, supra). Absorbtia Northern a poliA*ARN (MTN uman, MTN Il uman si
MTN II fetal uman) s-a obtinut din CLONETECH (Palo Alto, CA), ca primeri PCR utilizati pentru
generarea probei de actind umand radiomarcata.

Dezvoltarea STS.

Analiza PCR specifici (STS) la portiunea anexata a secventei, se dezvolta si se optimizeaza in esent,
asa cum s-a descris ((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 site", in Methods in Molecular Genetics Vol. 1, Gene and Chromosome Analysis (Part A) pp. 192-
210, Adolph ed., Academic Press. Inc. San Diego (1993); Green et al. Hum. Mol. Genet, 3: 489-501
(1994)). Fiecare STS este denumit aplicand prefixul 'sWSS' urmat de un numdr unic. Detaliile despre
STSs 19 mentionat aici, sunt prezentate in Tabelul 3, cu o informatie aditionald (bundoara conditiile de
reactie PCR, secventa completa ADN), care este disponibila de la GenBank and /sau the Genome Data
Base (GDB). Pentru microsatelitul specific STSs, primerii de oligonucleotide utilizati in analiza PCR
(Tabelul 3), au corespuns fie celor utilizati pentru analiza de genotip (Tabelul 4 ), fie celor desemnati
(adesea cu programul de computer OSP) (Hiller et al., PCR Methods Applic 1: 124-126 (1991)), aplicand
secventa ADN disponibild de la GenBank. Tabelul 5 ilustreazd STSs in YAC adiacent, continind gena
OB umana.

Conform Figurii 35, se prezintd al 19-lea STS specific cromozomului 7, cartat la YAG adiacent,
contindnd gena OB umana. In fiecare caz, denumirea de 'sWSS' desemnati, relevanti alias, denumirea
pozitiei insemnata GDB, sursa STS, secventele primerului PCR, dimensiunea STS si numdrul de
identificare al GDB, sunt indicate. Sursele STSs sunt urmatoarele: "YAC End' (terminatie inseratd izolatd
de YAC) (Green, 1993, supra), Tambda Clone' (clone lambda specificd cromozomului 7 randomizat
(Green et al. 1991, supra; Green, 1993, supra), ‘Genetic Marker' (marcherul microsatelit, vezi Tabelul 2)
(Green et al. 1994, supra),’ Insertie YAC (segmentul randomizat din insertia YAC) si 'gene' (STS specific
gene). De mentionat ca, pentru cativa STSs specifici marcherului genetic, primerii PCR utilizati pentru
identificarea YACs (se prezintd in acest tabel) sunt diferiti de cei utilizati pentru analiza genotipului de
performanta (tabelul 4), deoarece detectarea YACs contindnd marcherul genetic, nu necesitd
amplificarea insdsi a regiunii polimorfe. Toate analizele PCR indicate, au utilizat o temperatura de
sustinere de 55°C, exceptand cele pentru sWSS494, sWSS883, sWSS1529 si sWSS2619 (care au utilizat
50°C), sWSS999 si sWSS1174 (aplicand 60°C) si sWSS808 (65°C). Detaliile aditionale privind
analizele PCR specifice STS, sunt disponibile GDB.
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Tabelul 3
Denumire STS Alias Poritie Sursi Primenii PCR Dimensine (bp)| Secv.ID | GDBIDNo
No.
SWSS1734 D782185 | TeminatieYAC | CAAGAC AAATGAGAT AAGG 72 39 GO0455-235
40
SWSS4A D752016 | Clondlambda CTAAAC ACC TIT CCATTICC 112 41 GO0334-404
TTATATTCACITTICCCCTCTC 42
sWSS883 U528 D7S1498 | Marchergeretic | TGCAGT AAGCIGTGATIGAG 490 43 G00455-262
GIGCAGCITTAATTGIGAGC 4
SWSS2359 AFMAG5zg® | D7S1873 | Marcher genefic AGIGITGIGITICICCIG 142 45 GO0455-247
AAAGGGGATGIGATAAGIG 46
SWSS2336 AFMal25whl | D7S1874 | Marcher genefic GGIGITACGTTTAGTTAC 112 47 GO0455-244
GGAATAATGAGAGAAGATTG 48
sWSS1218 ARV D7S680 | Marchergenetic | GCTCAACTGACAGAAAAC 154 49 G00:307-733
GACTATGTAAAAGAAATGCC 50
sWSS14(2 D781916 | TeminatieYAC | AAAGGGCTTCTAATCTAC 137 51 (G00-344-044
CCTTCCAACTTCITIGAC 52
SWSS99 D7S1674 | Temminatie Insatie | TAAACCCCCTTICIGITC 105 53 GO0334-839
YAC TTGCATAATAGICACACCC 54
sSWSS1751 D782186 | Teminatia YAC | CCAAAATCAGAATTGICAGAAG 186 55 GO0455-238
AAACCGAAGTITCAGATACAG 56
sWSS1174 ARM218xf10 | D7S514 | Marcher genetic AATATCTGACATTGGCAC 144 57 G00-307-700
TTAGACCTGAGAAAAGAG 58
sWSS2061 D7S2184 | Teminatie GITGCACAATACAAAATCC 200 59 G00455-241
CITCCATTAGIGICITATAG 60
SWSS2588 D782187 | TeminatieYAC | ATCACTACACACCTAATC 117 61 G00455-253
CCATTCTACATTTCCACC 62
SWSS808 Pax4 PAX4 Gema GGCIGTGTGAGCAAGATCCTAGGA 153 63 G00455259
TTGCCAGGCAAAGAGGGCTGGAC 64
sWSS1392 AFM206xcl D7S635 Marchergeretic | CICAGGTATGICITTATC 75 65 G00-307-815
TGICICTGCATICITTTC 66
sWSS1148 ARMI9xh12 | D7S54 | Marcher genetic | GACACATACAAACACAAG 60 67 GO0307-652
ATTGAGITGAGIGTAGTAG 68
SWSS1529 D7S1943 | Teminatie YAC | CAGGGATTTCTAATTGIC 116 69 GO0334-119
AAAAGATGGAGGCTTTTG 70
sSWSS2619 OB OB Gema CGITAAGGGAAGGAACICIGG 106 71 GO0455-25
TGGCITAGAGGAGICAGGGA 72
sWSSAd D719% Clonalambda ACCAGGGICAATACAAAG 122 73 G00-334-251
TAATGIGICCTICTTGCC 74
sWSS2367 AFMa345wed | D7S1875 | Marchergenetic | CAATCCIGGCITCATTIG 81 75 G455250
AAGGTGGGTAGGATGCTA 76
Tabelul 4
MARCHERII MICROSATELITULUI IN CONTIGUL YAC, CONTINAND GENA OB UMANA
Denumire marcher Tipul Pozitie Primeri Secventa ID No. | GDB ID No.
UT 528 Tetra. D751498 | TGCAGTAAGCTGTGATTGAG 77 G00-312-446
GTGCAGCTTTAATTGTGAGC 78
AFMa65zg9 (CA), D7S1873 AGCTTCAAGACTTTNAGCCT 79 G00-437-253
GGTCAGCAGCACTGTGATT
AFMal25whl (CA), D7S1874 | TCACCTTGAGATTCCATCC 81 G00-437-263
AACACCGTGGTCTTATCAAA 82
AFM309yf10 (CA), D75680 CATCCAAGTTGGCAGTTTTT 83 G00-20-283
AGATGCTGAATTCCCAGACA 84
AF206xcl (CA), D7S635 CCAGGCCATGTGGAAC 87 G00-199-240
AGTTCTTGGCTTGCGTCAGT
AFM199xh12 (CA), D7S504 TCTGATTGCTGGCTGC 89 GO00-188-280
GCGCGTGTGTATGGTGAG 90
Fma345wc9 (CA), D751875 AGCTCTTGGCAAACTCACAT 91 G00-437-259
GCCTAAGGGAATGAGACACA 92




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 2311 G2 2003.11.30
58

Un numdr de opt marcheri de microsateliti cartati la YAC contin adiacent gena umana OB (figura 35),
asa cum sunt prezentati in tabel. In fiecare caz, denumirea de marcher (indicat3 alias in tabelul 3) tipul de
satelit (se repetd tetranucleotida - Tetra' sau (CA),, denumirea, pozitia insemnatd GDB, secventele primer
utilizate pentru analiza genotipului pe baza de PCR i numadrul de identificare GDB, sunt indicate. Detaliile
aditionale privind analizele PCR si polimorfismele, sunt disponibile la GDB. STS specific OB umane (sWSS
2619) este desemnat aplicand secventa ADN obtinutd din regiunea 3' netransferati, a cADN. STS specific
Pax4 uman (sWSS808) este dezvoltat aplicAnd urmatoarea strategie. Primerii de oligonucleotide, specifici
pentru gena Pax4 la soarece (GGCTGTGTGAGCAAGATCCTAGGA) (SEQ ID No. 63) si
(GGGAGCCTTGTCCTGGTACAAAG) (SEQ ID No. 93) (Walther et al., 1991, Genomics 11: 424-434)
(1991)), se aplica pentru amplificarea unui fragment 204 - bp din ADN genic uman (care este un produs de
aceeasi dimensiune ca si cel generat de ADN genic la soarece). Aceastd analizi PCR n-a fost acceptabild
pentru identificarea YACs corespunzitoare, deoarece un produs cu dimensiuni similare (20-bp) a fost de
asemenea amplificat din ADN in drojdie. Cu toate acestea, analiza secventei ADN a produsului PCR generat
din ADN uman, eleveaza substituiri la pozitiile 20, intre cele 156 baze analizate (datele nu sunt prezentate).
Aplicand aceasta secventd specific umand, un nou primer (TTGCCAGGCAAAGAGGGCTGGAC) (SEQ ID
No. 64) a fost desemnat si utilizat cu primii primeri specifici Pax4 de soarece, de mai sus (vezi tabelul 3).
Rezultatele analizei PCR specifice Pax4 umane, n-au amplificat semnificativ produsii din drojdie, astfel ADN
a fost utilizat pentru identificarea corespunzitoare YACs.

Identificarea YACs prin screeningul pe bazd de PCR.

Majoritatea YACs prezentate in fig. 35, au derivat din colectie de clone mult imbogititd pentru
cromozomul uman 7 ADN (resursa YAC a cromozomului 7') (Green at al. 1995) aplicand strategia de
screening pe bazd de PCR (Green et al. 1995, supra; Greena et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 1213-1217
(1990)). In cateva cazuri, clonele au fost izolate prin screeningul pe bazi de PCR (Greena at. al. 1990, supra)
al colectiilor YAC genice, umane total disponibile, construite la CEPH (Dausset et al., Behring Inst. Mitt. 91:
13-20 (1992); Albertsen set al. Proc. Natl. Acd. Sci. USA, 87: 4256-4260 (1990)) sau ICI (Anand et al. Nucl.
Acids. Res. 17: 3425-3433 (1989); Anand et al. Nucl. Acids. Res. 18: 1951-1956 (1990)). Fiecare YAC este
denumit , aplicand prefixul 'yWSS' urmat de un numar unic.

Rezultate si discutii

Examinarea exprimarii tisulare a genei OB prin analiza de adsorbtie Northern, releva ci OB ARN este
exprimat la un nivel ridicat in tesutul adipos uman si la un nivel mult mai scizute in placentd si inima (fig.
34). Dimensiunea ARN (circa 4,5 kb), a fost echivalenta la oameni si soareci ca si in fiecare dintre tesuturile
exprimate. In aceste studii, semnale mai inalte de cinci ori, au fost atestate in 10 pg din tesutul adipos total
ARN, ca si in 2 pg de poli A*, ARN placental. Un semnal de cinci ori mai scizut, in comparatie cu placenta, a
fost atestat in poli A* ARN din inimd. Se estimeazi cd, nivelul de OB ARN este de circa 250 ori mai mic in
placents, decét in tesutul adipos. In acest experiment, OB ARN n-afost detectat in nici una din celelalte
tesuturi analizate, incluzdnd creierul, plamanul, ficatul, muschii scheletici, rinichii §i pancreasul.
Experimentele aditionale, n-au relevat OB ARN in splind, timus, prostatd, testicul, ovar, intestin subtire,
colon, leucocitele din circulatia perifericd sau creierul fetal, ficat sau rinichi (datele nu sunt prezentate. De
asemenea este posibil ca OBV si fie exprimati la un nivel nedetectabil (prin analiza de absorbtie Northern),
in aceste tesuturi, sau in alte tesuturi care n-au fost studiate. Modelele de exprimare umane observate, difera
intrucatva de cele de la soareci, in care OB ARN este detectatd aproape exclusiv in tesutul adipos.

Cartarea comparativa a regiunii genetice OB, in genomul de soarece si genomul uman.

Gena OB la soarece este localizatd la cromozomul 6 proximal, intr-o regiune omoloagd cu portiunea de
cromozom uman 7q. Genele in care se include acest segment (de la proximal, la distal): Met protoncogena,
regulatorul conductantei transmembranale fibroase, cistice (Cfir), perechea de 4 gene continutd de cutie
(Pax4), OB si carboxipeptidaza A (Cpa) (Zhang at el., 1994, supra; Friedman et al., 1991, supra). Cartarea
geneticd la soareci a fost utilizatd pentru a demonstra cd Pax4 este legat solid la ob (Walther et al., 1991,
supra; Zhang et al., 1994 supra). Distanta fizicd intre OB si Pax4 a fost demonstrati a fi de circa o pereche
megabaza (Mb) (Zhang et al., 1994, supra). Pe baza acestor studii comparative de cartare, se asteaptd ca
gena OB umand, si rezide intre Pax4 si CPA, pe cromozomul 7q. Mai mult decat att, deoarece CFTR
umand (Heng et al. Cell Genet. 62: 108-109 (1993)) si Pax4 (Tamura et al. Cytogenet. Cell Genet. 66: 132-
134 (1994)) sunt cartate prin fluorescentd in sity hibridizarea (FISH) la 7q31,3 si, respectiv 7q32, cea mai
probabild pozitie citogenetica a genei OB umane, ar fi in vecinatate limitei 7q31,3 - q32.

Cartarea (sWSS2619) de amplificare a unui segment mic din regiunea 3' netransferatd a genei umane OB, a
fost utilizatd pentru screeningul colectiei de clone YAC, care este mult imbogatitd pentru ADN cromozomul 7
uman (Green et al. 1995a, Genomics 25: 170-183) si 9YACs se identificd ca (yWSS691, yWSS1332,
yWSS1998, yWSS2087, yWSS3319, yWSS3512, yWSS4875, yWSS4970, yWSS5004). Pentru a verifica dacd
acesti YACs contin o gend OB umand autenticd, s-au efectuat doud experimente aditionale. Mai intai, fiecare
YAC a fost testat printr-o a doua analizd PCR specificda OM umane si toate au fost depistate pozitive. (Datele n-
au fost prezentate). in al doilea rand, ADN din drojdie, din fiecare clond, a fost digerat cu EcoRI si analizat prin
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hibridicare in gel-transfer, aplicand o probi derivati de la cADN OB umani. n toate aceste exemple, a fost
atestatd o singurd banda de hibridizare, aceastd banda a fost aceeasi ca dimensiune, in YACs si clona PI este
aplicatd deja cd ar contine gena OB umand (datele nu sunt prezentate). Aplicand programul computerului
SEGMAP (Green and Green 1991, supra) si alte date continute de STS pe baza YAC, care au fost generate
pentru cromozomul 7 (Green et al. 1991, supra; Green et al. 1994, supra; Green et al. 1995, supra). A fost
demonstrat ci gena OB umani rezidd in YAC, prezentat adiacent in fig. 35. In special, acest contig constd din
43 YACs suprapusi si 19 STSs cu ordonare unicd. Amanuntele despre fiecare din cele 19 STSs sunt prezentate
in tabelul 3. Pe langd aceasta relativ cu STS specific OB acest contig contine , asadar, un STS (sWSS808)
specific pentru gena Pax4 umana (Tamura et al. 1994, supra; Stapleton et al. 1993, Nature Genet. 3: 292-298),
7STSs derivat din cromozomul 7 specific YACs, 2STSs derivate de la cromozomul 7, clonele lambda specifice
si, in deosebi, cei 8 microsateliti specifici STSs. Detalii aditionale despre acesti 8 marcheri genetici, incluzand
secventele primerilor utilizati pentru analiza genotipului, sunt prezentate in tabelul 2. De mentionat, ci exista
YAC redundant pe bazi de conectivitatea contigului in fond (bundoars, existd doi sau mai multi YACs
conectati la fiecare pereche adiacentd de STSs), care formeazd un suport puternic pentru ordonarea relativa a
STSs, aritatd in fig. 35. Asa cum se prezintd in fig. 35, orientarea prevazuta pentru OB umand continind YAC
contig, este aceea cd, sSWSS1734 este centrometricd, mult STS (de exempolu mai aproape de CFTR), in care
sWSS2367 este telomericd, mai mult STS (bundoard mai aproape de CPA). Aceastd orientare este bazata
predominant pe datele de cartare comparative, care plaseazi Pax4 proximal si OB distal in blocul sintetic
prezent nADN la soarece si ADN uman (Zhang et al. 1994, supra). Gena OB se carteazi aproape de terminatia
telomericd a contigului, pe baza plasamentului OB specifice STS (sWSS2619). In timp ce contigul prezentat in
fig. 35 este dedus prin SEGMAP, fird a se considera dimensiunile pentru YAC (in care STS-urile sunt etalate
echidistant una de alta), o analizd similard a datelor SEGMAP care se numira pentru dimensiunile YAC, indicd
faptul ci, dimensiunea totald a regiunii acoperite de contig este chiar peste 2 Mb (datele nu sunt prezentate).
Astfel, in timp ce toti cei 8 microsateliti specifici STS (tabelul 4) sunt continuti in intervalul genic care cuprinde
2 Mb in stare brutd, cel de al treilea, cel mai apropiat de terminatia telomericd a contigului (sWSS1392,
sWSS1148 si sWSS2367) este, in special, mai apropiat chiar de gena OB (poate in intervalul cel mai mic, de
circa 500 kb). de fapt, toate cele trei STSs din urma, sunt prezente, in cel putin o singurd OB umana, continand
YACs. De mentionat cd, intervalul intre Pax4 uman (sWSS808) si ob (sWSS2619) este estimat a fi de circa 40
kb, din care aceasti regiune este previzuti si cuprindi circa 1 Mb la soarece (Zgang et al. 1994, supra). in
final, 3 din YACs in contig (yWSS691, yWSS999 si yWSS2935) au fost analizati prin FISH demonstrandu-se
cd hibridizeaza exclusiv la 7q31,3. Unul din acesti YACs (yWSS691) contine STS specific OB, in timp ce alte
2 clone contin specific Pax4. Ultimele rezultate sunt in fond confirmate de distribuirea citogenetica precedents,
de la Pax4 uman, pana la 7q32 uman (Tamura et al. 1994, supra). Pe baza acestor date, gena OB umand, poate
fi distribuit in banda citogenicd 7q31,3.

Exemplul 11: Polipeptida OB umani este biologic activi la soarece

Grupele formate din cate 10 soareci ob/ob, sunt tratate prin injectare interaperitoneald (i.p.), cu cate 10
pg/g/zi de polipeptidd OB murind sau umand (bacteriand) sau salind. Dupd pentru zile, grupa care primeste
solutia salind, adaugd in greutate 0,3 grame. Grupa care adaugd in greutate OB murinicd, pierde 3,2 g
(p<.01 comparativ cu controlul salin). Aceste grupe au fost, asadar, testate pentru consumul de hrand. Datele
pentru consumul de hrand sunt prezentate in tabelul 5; datele pentru masa corporald sunt prezentate in tabelul

6.

Tabelul 5
Consumul de hrand/zi (g) la soarecele ob/ob tratat prin injectii intraperitonale
(valoarea +S.Dev.)
Tratament Ziua 0 Zival | Ziva2 | Ziva3 Ziva 4 Ziva 5 Ziua 6 Ziva 7
Salind 13,4+2.,6 12,8 12,8 13,1 14,0 12,3 124 8,3
OB murinicd 14,9 3,7 4.4 5,1 8,9 8,1 8,7 35
OB umani 14,3 10,3 8,7 7,0 8,9 5,3 3.8 13,0
Tabelul 6
Greutatea corporald si modificarea greutdtii la soarecele ob/ob tratat (valoarea +S. Dev.)
Tratament Greut. corp. Greut. corp. Modif. % Greut. corp. Modif. %
(Ziuva 0) (Ziva 4) (Ziva 0-4) (Ziuva 6) (Ziva 0-6)
Salind 39,9+1,8 40,7+1,6 0,8+0,5 41,1322 1,241,1
OB murinicd 39,542,1 36,242,0 -3,3£1,2 36,3122 -3,1+1,2
OB umani 39,5+£2,0 37,6+1,7 -2,0£1,0 36,1+1,3 -3,5+1,3
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Exemplul 12: O doza ridicatd de OB influenteaza soarecele de tip sdlbatec
Soarecele de tip sdlbatec (C57B16J+/?) este tratat cu 10 pg/g/zi, intraperitonal, cu OB murinic recombinat
si masa corporald este misurata la fiecare 4 zile. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 7.

Tabelul 7
Masa corporald (g) la soarecele normal care a primit OB
Tratament Ziua 0 Ziua 4 Ziua 8 Ziua 12 Ziua 16
Salind 22,6+1.4 22,2+1,2 22,5+1,3 23 22,5
OB murinici 22,4+1,5 20,6+1,5 20,8+1,3 20,8 21,8

Aceste date demonstreazi cd OB afecteazd masa corporald la tipul sdlbatec, cat si la tipul obez (ob/ob)
de soarece, dar intr-un grad mult mai mic.

Exemplul 13: Polipeptida OB administratd prin infuzarea continud cu pompa.

Acest exemplu demonstreaza ci infuzarea continud a polipeptidei OB, are ca rezultat, pierderea greutatii
la soarecele normal. Soarecele normal (neobez) este tratat cu polipeptiddi OB murinicd, cu ajutorul unei
pompe de infuzie, osmoticd. O dozare de 0,6 mg de proteind/kilogram greutate corporald/zi, are ca rezultat o
pierdere de 4,62% (+/-1,34%) din greutatea de referintd, prin infuzare in a 6-a zi.

Materiale si metode

Animale. In acest exemplu este utilizat soarecele C57B16 (+/1) de tip silbatec. Soarecii sunt mentinuti in
custi individuale, in conditii umane. Varsta soarecelui la punctul initial a fost de 8 sdptdmani si aceste animale
au avut greutate stabilizati. in fiecare grupi s-au utilizat 10 soareci (vehicul vs. proteini).

Maésurarea hranei si greutdtii. Animalelor i s-a dat mancare macinatd (PMI Feeds, Inc.), pulbere grosiera
(Allentown Caging and Equipment), obtindnd astfel o masurare mai sensibild §i mai exactd, decat in cazul
utilizarii blocurilor obisnuite de hrand. Greutatea a fost masuratd, la aceeasi ord, in fiecare zi (2,00 p.m.) o
perioadd de 6 zile. Greutatea corporald din ziua precedentd, pentru infuzare, a fost definitd ca greutate de
referinta.

Clonarea OB ADN murinica

Clonarea OB ADN murinice pentru exprimarea in Escherichia coli, s-a realizat dupd cum urmeaza.
Secventa ADN, asa cum s-a dedus din secventa peptidei publicate, care apare in (Zhang et al. 1994, supra, i.e.
Exemplul 1, supra), a fost supuse translatiei reverse, aplicind codoane optimale de Escherichia coli.
Portiunile de clonare terminale, sunt Xbal ... BamHI. Agentul de crestere a legaturii ribozomale §i portiunea
puternicd a legdturii ribizomale, au fost incluse in fata regiunii de codificare. Secventa ADN duplex a fost
sintetizatd, aplicand tehnici standard. Clonele corecte au fost confirmate prin exprimarea de demonstrare a
proteinei recombinate si prezenta secventei OB ADN corecte in plasmidul rezident. Secventa de aminoacid
(si secventa ADN) este urmitoarea.

Secventa ADN OB (dublu rasucit) recombinata net murinici si secventa de aminoacid (SEQ.ID. No. 94

$195):
TCTAGATTTGAGTTTTAACTTTTAGAAGGAGGAATA ACATATGGT ACCGATCCAGAAAGT
Q-t-mmmm-- - I e R +o-------- +ommmm o 68

AGATCTAAACT CAA AATTGA AAATCT TCCTCCTTA TIGTATACCATGGCTAGGTCT TTCA

MVPIQKYV
TCAGGA CGACACCAA AACCTTAATTAA AACGATCGT TACGCGTATCAA CGA CATCAGTCA
69-4+--------- e R R B +o-mmm 128
AGTCCTGCTGIGGTTTIGGAATTA ATT TTGCTA GCA ATGCGC ATA GTTGCT GTAGICAGT
Q ppT X T L I XT T Vv T R I N DI § H-
CACCCAGTCGGTCTCCGCTAAACAGCGTGTTACCGGTCTGGACTTCATCCCGGGTCTGCA
1294- - - - -- - - - Fommmm - - B +ommmm oo e +---- - 188
GTGGGTCAGCCAGAGGCGATTTGTCGCACAATGGCCAGACCTGAAGTAGGGCCCAGACGT
T Q Sv § A XKQR VTG LD F I P G L H -
CCCGATCCTAAGCTTGICCAA AAT GGA CCA GACCCIGGCTGTATACCAGCAGGIGTTAAC
189-+--------- B B B B +----248
GGG CTA GGA TTCGAACAGGTTTTA CCT GGT CTIGGGA CCGACA TATGGT CGT CCA CAATIG
P I L SLS KMDQTUL A VY Q Q VL T -
CICCCT GOC GIC CCA GAA CGT TCTTCA GAT OGC TAA CGA CCTCGA GAA CCT TCGCGACCT

GAGGGA CGG CAG GGTCTT GCA AGA AGT CTAGCG ATT GCTGGA GCT CTT GGA AGCGCT GGA
s L PSS QNVL QI ANUDILENTLIRDTL-
GCTGCACCTGCTGGCATTCTICCAAATCCIG CICCCTGCCGCA GACCTCAGG TCTTCAGAA

CGACGT GGA CGACCGTAAGAGGTT TAGGACGAG GGA CGGCGT CIGGAGT CCAGA AGT CTT
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L #H LL AF S$SKSCSLUP QTS G L QK-
ACCGGA ATC CCT GGA OGG GG OCT GGA AGCATCCCT GTA CAGCACCGA AGIT GITGCT CT

TGGCCTTAGGGA CCTGCC CCAGGA CCTTAG TAGGGA CATGIC GIGGCT TCAACAACGAGA
pP E S L D G V L E A S L Y S T EV V A L-
GICOOG TCT GCA GGG TIC CCT TCA GGA CAT CCT TCA GCAGCT GGA CGT TIC TCC GGA ATG
429-+--------- B B R B +----488
CAGGGCA GACGIC(CA AGG GAA GICCIG TAGGAA GICGIC GACCIGCAA AGA GGCCIT AC
S R L QG S L QD I L QQ L D V S P EC-
TTAATGGATCC
489 B R
AATTACCTAGG

Vectorul de exprimare si specia organismului gazda.

Vectorul de exprimare a plasmidului sare s-a utilizat pentru producerea proteinei, a fost pCEM 1656,
American Type Culture Collection (ATCC)Accession No. 69576. ADN de mai sus este legat la vectorul de
exprimare pCFM1656, care a fost linearizat cu Xbal si BamHI si transformat in tulpina celulelor gazda de
Escherichia coli, FM5. Celulel de Escherichia coli FM5 au fost derivate la Amgen Inc. Thousand Oaks, CA,
de la Escherichia coli, specia K-12 (Bachmann et al. Bacteriol. Rev. 40: 116-167 (1976)) si contine gena
represoare a Fagului lambda integrat, clgs; (Sussman at el. C.R.Acad.Sci. 254: 1517-1579 (1962)).Producerea
vectorului, transformarea celulard si selectarea coloniei, s-au realizat prin metode standard, bundoard
Sambrok et al., 198, supra, celulele gazda fiind dezvoltate in mediu LB.

Administrarea proteinei sau vehiculului.

Polipeptida OB murinicd, recombinatd, a fost utilizatd pentru prezentele experimente, in fond, la o
concentratie de circa 0,9 miligramme/mililitru, solutie salind de fosfat tampon, la pH 7,4. Secventa de
aminoacid si secventa ADN utilizatd a fost descrisd mai sus. Proteinei sau vehiculul au fost administrate prin
infuziune osmoticd, cu ajutorul unei pompe de infuziune (solutia salind de fosfat tampon la pH 7.4).
Minipompele osmotice Alzet, (Alza, Palo, Alto, CA, model no. 107D) au fost plasate chirurgical la fiecare
soarece n cavitatea subcutanatd a zonei subscapulare. Pompele sunt calibrate pentru a se administra 0,5
mililitri de proteind in solutie, per ord, pentru o dozare de 0,5 miligrame proteind/kilogram greutate
corporald/zi. Animalele martor au fost infuzate cu o solutie de fosfat tampon (la pH 7,4) cu minipompa
osmotica Alzet.

Procedeul de fermentatie.

Pentru prepararea proteinei, a fost utilizat procesul de fermentatie in trei faze, cunoscut sub denumirea de
procedeul fed-batch. Compozitiile mediilor, sunt prezentate mai jos.

Seria. Sursa de nitrogen si de fosfat se sterilizeaza (prin spélare la temperatura de 122°C, timp de 35 de
min, la psi 18-20) intr-un vas de fermentatie (Biolafitte de capacitate de 12 litri). Dupd racire, se adaoga
aseptic carbonul, magneziul, vitaminele §i urme din sursa de metal. Dupa ce cultura se lasd pand a doua zi
(16 ore sau mai mult) cuprinzdnd 500 mililitri (dezvoltatd in suspensie LB) de bacterii producdtoare de
proteind murinicd recombinatd, se aduce in fermentator.

Ratia I. Dupa imbogitire cu 4,00...6,00.D. ¢go ratia I se adaogd la mediul de culturd. Se adaogi apoi
glucoza, la acest amestec intr-un grad limitat pentru controlarea gradului de dezvoltare (u). Un sistem
automat (denumit Distributive Control System) a fost programat pentru verificarea gradului de dezvoltare la
0,15 generatii ord™.

Ratia II. Cand O.D. se imbogiteste la valoarea 30, temperatura este ldsatd si creascd incet pand la 42°C si
ratia este schimbata in ratia II, asa cum se descrie in continuare. Fermentatia este ldsatd apoi sa continue timp
de 10 ore, cu luarea probelor la fiecare 2 ore. Dupa 10 ore, continutul fermentatorului se raceste pana la 20° si
se separdl prin centrifugare.

Compozitia mediului:
Seria: 10 g/l extract de drojdie
5,25 g/l sulfat de amoniu (NHy),SO,
3,5 g/l fosfat monoacid de potasiu K,HPO,
4,0 g/l fosfat biacid de potasiu KH,PO4
5,0 g/l glucoza
1,0 g/l sulfat de magneziu hidratat MgSO, - 7H,0
Ratia I: 50 g/ bacto-triptond
50 g/l extract de drojdie
450 g/1 glucoza
8,75 g/l MgSOy - TH,O
10 ml/1 solutie de vitamina
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10 ml/l solutie cu urme de metal
Ratia II: 200 g/1 bacto-triptond

100 g/l extract de drojdie

110 g/1 glucoza

Solutia de vitamine (seria, ratia I): 0,5 g de biotind, 0,4 g de acid folic 4,2 g de riboflavind, se dizolvd in
450 ml de apd si 3 ml de hidroxid de sodiu NaOH 10 N si amestecul se aduce la 500 ml, cu apa - 14 g de
piridoxind clorhidricd si 61 g de niacind, se dizolva in 150 ml de apa si 50 ml de hidroxide sodiu NaOH 10 N
si se aduc la 250 ml, cuapd - 54 gde acid pantotenic se dizolva in 200 ml de apa ce se aduc la 250 ml. Cele
3 solutii se combina si se aduc la un volum total de 10 litri.

Solutia cu urme de metal (seria, ratia I):

Clorurd fericd (FeCl; - 6 H,0): 27 g/l

Clorura de zinc (ZnCl, - 4 H,0): 2 g/l

Cloruri de cobalt (CoCl, - 6 Hy0): 2 g/l

Molibdat de sodiu (NaMoO, - 2 H,0): 2 g7L

Clorurd de calciu (CaCl, - 2 HO): 1 g/l

Sulfatul de cupru (CuSO4 - 5 H;0): 1,9 g/l

Acid boric (H;BO3): 0,5 g/l

Clorura de mangan (MnCl, - 4 H,O): 1,6 g/1

Citrat de sodiu dihidrat: 73,5 g/1.

Procedeul de purificare pentru polipeptida OB murinica.

Purificarea este insotitd de urmdtoarele faze (numai dacd nu se noteazi altfel, fazele urmatoare sunt
efectuate 1a 4°C):

1. Pasta celulara. Pasta celulard de Escherichia coli, se suspenda de 5 ori in volume de 7 mM EDTA, la
pH 7,0. Celulele in EDTA sunt apoi distruse prin cele doud faze, cu microfluidizatorul. Celulele obtinute sunt
centrifugate la 4,2 rotatii pe minut, timp de o ord, intr-o centrifugd Beckman JB - 6, cu un rotor J5 - 4,2.

2. Spélarea corpului de incluziune # 1. Supernatantul de mai sus, este separat si peletele se resuspendad de
S ori cu volume de 7 mM RDTA, lapH 7,0 si se omogenizeazi. Amestecul este centrifugat ca in faza.

3. Spilarea corpului de incluziune # 2. Supernatantul de mai sus, se indeparteaza si peletele se aduc
pentru resuspendare in 10 volume de 20 mM Tris, la pH 8,5, 10 mM DTT si 1% dezoxicolat si apoi se
omogenizeazd. Acest amestec se centrifugheaza ca in faza 1.

4. Spilarea corpului de incluziune # 3. Supernatantul de mai sus, se indepdrteaza si peletele sunt
resuspendate in 10 volume de apa distilatd si se omogenizeaza. Acest amestec se centrifugheaza ca in faza 1.

5. Multiplicare. Peletele sunt multiplicate cu 15 volume de 10 mM HEPES, la pH 8,5, cu 1% sarcozind de
sodiu (N-lauril sarcozind), la temperatura camerei. Dupa 60 de min, solutia se completeazi cu 60 mM sulfat
de cupru si apoi se tine sub agitare pana a doua zi.

6. Indepirtarea sarcozinei. Amestecul obtinut este diluat apoi cu 5 volume de 10 mM Tris amestec
tampon, la pH 7,5, apoi centrifugat ca in faza 1. Supernatantul se colecteazi si se amestecd sub agitare, timp
de o ord, cu rezina Dowex 1-X4, la 20-50 meshi, sub formi de clorura (la 0,066% volum total de amestec
multiplicat, diluat). Acest amestec se toarnd apoi pe coloani si se colecteazi eluantul. Indepirtarea sarcozinei
este efectuatd prin HPLC.

7. Precipitarea acida. Eluantul din faza precedenta se colecteaza si pH-ul este ajustat la valoarea 5,5, apoi
se incubeaza timp de 30 de min la temperatura camerei. Acest amestec se centrifugheaza ca in faza 8.

8. Cromatografia pe schimbdtori cationici. Valoarea pH-ului supernatantului din faza precedentd, se
ajusteazd la 4,2, iar supernatantul se aduce pe Sefarozd CM, in debit rapid (CM Sepharose Fast Flow). Se
aplica gradient de doudzeci de volume, pe coloand, la 20 mM NaOAc, la pH 4,2 si NaClde la 0 M la 1,0 M.

9. Cromatografia HIC. Fractiunile de varf unite de pe Sepharoza CM (stabilite prin analiza in radiatii
ultraviolete) din faza anterioard, se ajusteazd cu 0,2 M sulfat de amoniu. Gradientul de 20 volume sare al
coloanei in faza reversa este dat la S mM NaOAc, la pH 4,2, cu 0,4 M péand la 0 M sulfat de amoniu. Acest
material este apoi concentrat si diafiltrat in PBS.

Rezultate

In tabelul 8 de mai jos, sunt prezentate diferentele procentuale (%) de greutate, de referintd, la soarecii
C57B161J (la varsta de 8 saptamani).
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Tabelul 8

63
Pierderea in greutate dupd infuzarea continud
Timp (zile) Vehicul (PBS) Polipetida OB recombinati
Zilele 1...2 3,24 +/-1,13 1,68 +/-14
Zilele 3...4 4,3 +/-97 -2,12 +/-.79
Zilele 5...6 4,64 +/-.96 -4,62 +/-1,3

Asa cum se observi, la finalul regimului de infuzare continud timp de 6 zile, animalele care au primit
polipeptida OB, au pierdut peste 4% din greutatea corporald, comparativ cu greutatea de referintd. Este o
pierdere substantid de greutate 1, mult mai rapidd decat in cazul utilizirii injectdrii intraperitoniale (i.p.).
Pierderea in greutate numai cu 2,6-3,0% a fost inregistratd la finalul perioadei de injectare in cea de a 32-a zi, la
soarecele de tip sdlbatec (normal), cu injectarea zilnicd intraperitonald (i.p.) a polipeptidei OB murinice
recombinate la 10 mg/kg doza si aceastd pierdere in greutate n-a fost mai mare decat 4% in oricare timp de
dozare, conform schemei (datele nu sunt prezentate). Datele prezentate au indicat ¢ prin infuzarea continud, la
un dozaj mai mic de 20 de ori (0,5 mg/kg vs. 10 mg/kg) se obtine o pierdere in greutate mai mare, intr-un timp

mai scurt. Rezultatele obtinute sunt prezentate cu semnificatie statisticd, bundoara -4,62% cu p<.0001.

Exemplul 14. Clonarea si exprimarea analogului polipeptidei OB umane recombinate

Acest exemplu prevede compozitiile si metodele pentru prepararea unui analog al polipeptidei OB in

versiune umand recombinata.

Versiunea umand a OB ADN a fost construitd din OB ADN murinic, ca in exemplul 13 de mai sus, prin
inlocuirea regiunii intre portiunile Mlul si BamHI, cu duplexul ADN (format din oligonucleotide sintetice), in
care au fost desemnate 20 de substituiri de codoane. Codoanele pentru arginind la soarecele matur, in pozitie 35
si leucina, la soarecele matur in pozitia 74, au ramas neschimbate. Portiunea Mlul este aratatd sub linia solidd in
secventa urmitoare. Acest ADN a fost agezat in vectorul pCFM 1656 (ATCC Accession No. 69576), in acelasi

mod ca pentru proteina murinicd recombinatd, asa cum s-a descris mai sus.

Secventa ADN (dublu risucit) OB met umand recombinatd si secventa de aminoacid (SEQ ID No. 96 si

97).
CATATGGTA CCG ATC CAG AAA GITCAG GAC GAC ACCAAA ACCTTA ATT AAA ACG ATCGIT

GTATACCATGGCTAGGICTITCAAGICCIGCIGTGG TITTGGAATTAATTTTGCTAGCAA
MV P I QKV Q DDT K TUL T KTTI V -
ACGCGTATC AACGACATCAGTCA CACCCA GICGGTCAGCICTAAACAGCGTGI TACAGGC

TGC GCATAGTIGCIGTAG TCA GIG TGG GTC AGC CAC TCGAGA TITGTCGCA CAATGT CCG

T RI NDI S HTQS VS SKQRVTG-
CIGGACTICATCOCGGGT CIGCACCCGATC CTGACCTIGTCC AAAATGGACCAG ACCCTG
121 - oo B R Fome - R Fommm o + 180
GACCIGAAGTAGGGC(CA GACGTGGGCTAGGACTGGAACAGGTIT TACCIGGICTGGGAC
LD FI P GL HP T LTL S KMDUG QTL-
GCTGTATACCAGCAGATCTTA ACCTCCATGCCGTCCCGTAACGTICTICAGATCTCT AAC

CGACATATGGIC GIC TAGAAT TGGAGGTACGGC AGGGCATIG CAA GAAGICTAGAGATIG
AVYQQI L TSMZPS RNV LQTI S N-

GAC CICGAGAAC CITCGCGACCTGCIGCACGIGCIGGCATIC TCCAAATCCTGCCACCIG
21 --- - +ommm e R B +ommm e B +30
CIGGAGCICTIGGAA GCG CTGGAC GAC GTGCACGACCGTAAGAGGTITAGGACGGIGGAC

D LENLI RDLTLHVLAFSKS S CH L-
CCATGGGCT TCAGGT CIT GAG ACT CTG GAC TCT CTG GGC GGG GTC CTG GAA GCA TAC GGT

GGT ACCCGA AGT CCAGAA CTCTGA GACCIGAGA GACCCGCCCCAGGACCITCGTAGG CCA
pPwWASGLETTU LD SULGGVYV LEA S G-
TACAGCACCGAA GITGTTCIG TCCCGT CTIGCAGGGTI TCCCITCAG GACATGCIT CICTGG

ATGTCGTGGCITCAA CAA CGAGAC AGG GCA GACGICCCA AGGGAA GICCIGTACGAAACC
YSTEV VAL S RLQGSUL QDML W-
CAG CTG GAC CIG TCT CCG GGT' TGT TAA TGG ATCC

421 - - e e e - - Fommmm - Fommmmemo- +---- 454

GTCGAC CTG GAC AGA GGC CCA ACA ATT ACC TAGG

QL DL S P G C
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Fermentatia.

Fermentatia celulelor gazdd, de mai sus, pentru a produce polipeptida OB umand recombinati, s-a realizat
aplicAnd conditiile si compozitiile descrise mai sus, pentru materialul murinic recombinat. Aceste rezultate au
fost analizate pentru randament (g/1), prepararea-purificarea materialului OB uman recombinat, cantititi minore
de proteind bacteriand, corelate cu analiza de exprimare bacterian.

Tabelul 9
Analiza exprimdrii polipeptidei OB umane
Timp OD (0 600 nm) Randament (g/1) Exprimare (mg/OD-L)

Ind. + 2 ore 47 1,91 41

Ind. + 4 ore 79 9,48 120
Ind. + 6 ore 95 13,01 137
Ind. + 8 ore 94 13,24 141
Ind. + 10 ore 98 14,65 149

Prescurtari: Ind. + — ore, reprezintd orele dupa inductia exprimdrii proteinei, asa cum s-a descris in
exemplul 13, pentru materialul murinic recombinat, aplicand pCFM 1656.

O.D.: densitate opticd, care s-a masurat prin spectrofotometrie, ca miligrame per O.D. unitdti pe litru
mg/O.D.-L: exprimarea in termeni de miligrame proteind per unitate O.D., per litru.

Purificarea polipeptidei ob umane, recombinate.

Proteina umand recombinata, poate i purificatd aplicind metode similare cu cele utilizate pentru purificarea
proteinei murinice recombinate, ca in exemplul 13 de mai sus. Pentru prepararea polipeptidei OB umane
recombinate, faza 8 s-a efectuat prin ajustarea de pH in supernatantul din faza 7, la valoarea de 5,0 si incércarea
acestui supernatant pe o coloand de Sepharozi cu debit rapid CM. Gradientul de sare, in 20 de volume pe
coloana, s-a realizat la 20 mM NaOAc, la pH 5,5, 0 M la 0,5 M NaCl. Faza 9 a fost realizatd prin diluarea cu
apd de patru ori a fractiunilor comasate pe CM. Sepharoza si ajustarea la pH 7,5. Acest amestec a fost adus la
0,7 M sulfat de amoniu. Gradientul de sare, 20 de volume pe coloand in fazi reversd, s-a adus la 5 mM NaOAc,
la pH 5,5 0,2 M pénd la 0 M sulfat de amoniu altfel, fazele de mai sus sunt identice.

Exemplul 15. Studiile de raspuns la doza

Un studiu aditional a demonstrat c¢i raspunsul la dozi existd in cazul administrarii continue a proteinei OB.
In acest studiu, s-au utilizat soareci de tip sidlbatec (neobezi, de tip CD-1, cantarind de la 35, la 40 g), cérora li
s-a administrat proteina OB murinicd recombinati, aplicind metode similare cu cele din exemplul 12 si
exemplul 13. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 10 de mai jos (cu procente de pierdere in greutate,
comparative cu greutatea de referintd, masuratd mai sus):

Tabelul 10
Raspunsul de dozi, cu administrare continud
Doza Timpul % reducere in greutatea corporald
0,03 mg/kg/zi Ziua 2 3,5
1 mg/kgl/zi Ziva2 7,5
1  mg/kg/zi Ziua 4 14

Asa cum se poate vedea, cresterea dozei de la 0,03 mg/kg/zi ... 1 mg/kg/zi, duce la pierderea in greutate de
la 3,5% la 7,5%. Este de asemenea important de mentionat c&, la ziva 14, 1 mg/kg/zi dozaj, are ca rezultat o
reducere a greutitii corporale cu 14%.

Exemplul 16. Efectele leptinei asupra compozitiei organismului la soarecele ob/ob

Soarecii de tip C57B1/6] ob/ob de 16 sdptiméni, se trateazd cu 5 pg/g/zi de leptind si vehicul, sau nu
primesc nici un tratament, timp de 33 de zile. In al doilea experiment, soarecii in varsti de 7 sdptimani, sunt
tratati cu 10 pg/g/zi de leptind umand, leptind murinicd sau vehicul, timp de 12 zile. Soarecii sunt sacrificati si
se evalueaza apoi greutatea corporald totald, compozitia organismului, nivelurile de insulina si nivelurile de
glucoza. Datele obtinute in aceste experimente, sunt prezentate in tabelul 11.
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Tabelul 11
Greutatea corporald, compozitia, nivelurile de insulind si glucoza la soarecii tratati
Soareci de 16 sdptimani. Soareci de 7 sdptdmani.
Grupa de tratament Leptind S pg/g/zi Leptind 10 pg/g/zi
Tratament LePt.H}a, Vehicul Control Leptuia LePt.H%a, Vehicul
murinicd umand murinicd
Gr. corp. totald 31,90+2.8 64,10+4,5 | 67,50£6,2 | 31,0+1,3 33,4042.4 | 42,70+£1,5
9,10+1,7 38,30+4,0 | 40,87+6,1
C . o
Grdsimi. Total (g)% 2840834 | 59,70£2,1 | 60,34%3.7
6,80+1,0 7,60+0,4 7,73+0,5
3 0,
Masa slabd. Total (@)% 1135771190212 | 1157216
16,00+ 0,8 18,20+0,7 | 18,90+1,0
3 0,
Api. Total (g)% 5030%4,2 | 28,40£1,0 | 28,10£2.2
Insulind (UTU/ml) <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 214
< 170,04+20,9 337+30,3 317,5+£51,0 | 258,3+26, (320,0+44,0 [789,0+£152,1
Glucoza (mg/dl) 3

Compozitiile organismului din acesta date, demonstreaza efectul leptinei asupra celor trei compartimente
ale organismului: masa de tesut gras, masa organismului slab i masa de apd. Aceste date atestd cd leptina
scade semnificativ masa grasd a organismului §i are un efect marginal asupra masei corporale slabe. Cu toate
acestea, efectele asupra masei corporale slabe n-au fost semnificative statistic. Compararea insulinei §i a
nivelului de glucozi la soarecii tratati cu leptina si a celor martori (netratati), atestd ca leptina reduce zaharul
din sange si nivelul insulinei, ameliordnd astfel aceste indicii ale diabeticului.

Exemplul 17. Efectele dozelor ridicate de leptind asupra soarecelui de tip sdlbatec
Soarecii slabi de control pentru cei ob/ob (C57B1/6] +/?) care sunt injectati odatd pe zi intraperitonal Lp. cu
10 pg/g de leptind murinica sau vehicul (PBS) si greutatea corporald si consumul de hrana se masoard peste
doud saptiméni. Se observd o semnificativd scadere a greutdtii corporale incepdnd cu ziua a 4-a §i o
semnificativd scddere a consumului de hrand, pentru prima siptdmand. Cu toate acestea, dupd o sdptimana,
nivelurile de consum de hrana devin apropiate pentru ambele grupe de goareci. Animalele au fost sacrificate
la sfarsitul a doud saptdmani §i apoi s-a determinat compozitia organismului. Rezultatele analizei compozitiei
organismului. sunt prezentate in Tabelul 12. Datele atesta scaderea grasimilor organismului la animalele care
au primit lepting, relativ cu cele care au primit PBS.
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Tabelul 12
Compozitia si greutatea corporald a soarecelui de tip silbatec (+/?)
G C57B1/6] Gr. Grasime Totald, % | Masa totald a org. slb, Apa. Total, %
rupa
Corp. %o
Proteina 1 17,3 0,30 1,71 5,00 28,93 12,00 69,36
2 20,5 2,39 11,65 541 26,40 12,70 61,95
3 16,9 0,34 1,99 4,76 28,19 11,80 69,82
4 18,3 0,84 4,62 5,16 28,17 12,30 67,21
5 17,7 0,44 2,51 4,96 28,00 12,30 69,49
6 18,7 2,56 13,72 4,84 25,86 11,30 60,43
7 15,7 0,37 2,38 4,53 28,83 10,80 68,79
8 16,4 0,29 1,79 4,51 27,48 11,60 70,73
9 16,5 0,83 5,05 4,67 28,29 11,00 66,67
10 14,9 10,40 69,80
Medie 17,3 0,93 5,04 4,87 27,79 11.62 67,43
Standard Dev. 1,6 0,90 4,52 0,30 1,05 0,74 3,52
Vehicul 11 18,8 1,30 6,93 5,0 26,58 12,50 66,49
12 17,6 2,17 12,34 4,53 25,73 10,90 61,93
13 18,0 2,29 12,74 4,61 25,59 11,10 61,67
14 19,6 3,79 19,34 4,61 23,52 11,20 57,14
15 18,6 2,35 12,65 4,75 25,52 11,50 61,83
16 17,3 1,96 11,32 4,54 26,25 10,80 62,43
17 19,3 1,38 7,12 5,02 26,04 12,90 66,84
18 20,6 4,16 20,19 4,94 23,98 11,50 55,83
19 17,7 1,08 6,13 4,72 26,64 11,90 67,23
20 19,5 12,30 63,08
Medie 18,7 2,28 12,09 4,75 25,54 11,66 62,45
Standard Dev. 1,1 1,07 5,08 0,20 1,10 0,72 3,83

Un al doilea experiment atesta efectele injectiilor administrate intraperitonal i.p. de doud ori pe zi, cu céte
12,5 pg/g de leptind murinicd, la soarecii de tip sdlbatec C57BL/6J. Se observd o scadere semnificativd a
greutdtii corporale si consumului de hrand asociate cu injectarea de doud ori pe zi a polipeptidei. Pentru acest
experiment, animalele sunt plasate in camere metabolice. Hrana constd in dieta de hrand sub forma de pulbere
Purina #5001. Aceasta dietd din experimentele precedente, a utilizat hrana formata din dietd, tapiocd si apa.
Astfel, hrana utilizatd in camerele metabolice are un continut caloric mai ridicat, care explicd de ce cantitatea de
hrana consumata diferd de cea a altor animale cu dieta continand apa.

Lista de mai jos prezinta referintele din comentariile mentionate mai sus, si in special referintele privind
procedeele experimentale si comentariile.

Bahary et al. Genomics, 11: 33-47 (1991).

Bahary et al. Genomics, 13: 761-769 (1992).

Bahary et al. Molecular mapping of mouse chromosomes 4 and 6: Use of a flow-sorted Robertsonian
chromosome (1991).

Blank et al. Mammalian Genome, 1: s51-s78 (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, in Obesity, pp. 144-166, Stunkard ed. Philadelphia, W.B. Sauders Co. (1980).

Kessey et al. Ann. Rev. Psychol. 37: 109-133.22 (1986).

Leibel et al. "Genetic variation and nutrititon in obesity: Approaches to the molecular genetics of
obesity", in Genetic Variation and Nutrition, pp. 90-101, Simopoulos and Childs eds. S. Karger, Basel (1990).

Siegal et al. Cytogenet. Cell Genet., 61(3); 184-185 (1992).

Prezenta inventie poate fi alcdtuitd si in altd formd sau poate fi realizatd prin alte metode, fard a se
indeparta de la spiritul sau caracteristicile ei esentiale. Prezenta descriere este acceptatd, deoarece in toate
aspectele ilustrative §i nerestrictive, scopul inventiei fiind indicat in revendicarile anexate, toate modificdrile
care se refera la semnificarea si gradul de echivalentd sunt de asemenea cuprinse in prezenta inventie.
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Diversele referinte sunt citate pe parcursul intregii specificatiei, fiecare dintre acestea fiind incorporate
aici in totalitate.

Asa cum se atestd in revendicdri, inventia este in conformitate cu specificatia, cu referintele si materialele
initiale. Solicitantii au depus in 9 august 1995, urmatoarele depozite cu colectia Culturii de tip American
12301, Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852-1178. U.S.A., conform reglementirilor de la Treaty
Budapesta, privind Recunoasterea internationald a depozitelor de Microrganisme in calitate de procedeu
patentat: Escherichia coli H14 harboring plasmid pETH 14, accesion No. 69880 si Escherichia coli M9
harboring plasmid pETM9, accesion No. 69879.

SEQUENCE LISTING
(1) GENERAL INFORMATION:

(i) APPLICANT: JEFFREY M. FRIEDMAN, YIYING ZHANG, RICARDO PROENCA,
MARGHERITA MAFFEL JEFFREY HALAAS, KETAN GAJIWALA, AND STEPHEN K. BURLEY

(ii) TITLE OF INVENTION: MODULATORS OF BODY WEIGHT, CORRESPONDING NUCLEIC
ACIDS AND PROTEINS, AND DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC USES THEREOF

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 99

(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS:
(A) ADDRESSEE: Klauber & Jackson
(B) STREET: 411 Hackensack Avenue
(C) CITY: Hackensack
(D) STATE: New Jersey
(E) COUNTRY: USA
(F) ZIP: 07601

(v) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25

(vi) CURRENT APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: PCT/US95/10479
(B) FILING DATE: August 17, 1995
(C) CLASSIFICATION:

(vii) PRIOR APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: 08/483,211
(B) FILING DATE: June 7, 1995
(C) CLASSIFICATION:

(vii) PRIOR APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: 08/438,431
(B) FILING DATE: May 10, 1995
(C) CLASSIFICATION:

(vii) PRIOR APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: 08/347,563
(B) FILING DATE: November 30, 1994
(C) CLASSIFICATION:

(vii) PRIOR APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: 08/292,345
(B) FILING DATE: August 17, 1994
(C) CLASSIFICATION:

(viii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION:
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(A) NAME: Jackson Esq., David A.
(B) REGISTRATION NUMBER: 26,742
(C) REFERENCE/DOCKET NUMBER: 600-1-087 PCT

(ix) TELECOMMUNICATION INFORMATION:
(A) TELEPHONE: 201 487-5800
(B) TELEFAX: 201 343-1684
(O) TELEX: 133521

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 2793 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(A) DESCRIPTION: Murine ob cDNA

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Murine

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 57..560

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:
GGATCCCTGC TCCAGCAGCT GCAAGGTGCA AGAAGAAGAA GATCCCAGGG AGGAAA

ATG TGC TGG AGA CCC CTG TGT CGG TTC CTG TGG CTT TGG TCC TAT CTG 104
Met Cys Trp Arg Pro Leu Cys Arg Phe Leu Trp Leu Trp Ser Tyr Leu
1 5 10 15

TCT TAT GTT CAA GCA GTG CCT ATC CAG AAA GTC CAG GAT GAC ACC AAA 152
Ser Tyr Val Gln Ala Val Pro [le Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys
20 25 30

ACC CTC ATC AAG ACC ATT GTC ACC AGG ATC AAT GAC ATT TCA CAC ACG 200
Thr Leu Ile Lys Thr lle Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
35 40 45

CAG TCG GTA TCC GCC AAG 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 TTG TCC AAG ATG GAC CAG ACT CTG GCA 296
Gly Leu His Pro le Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala
65 70 75 80

GTC TAT CAA CAG GTC CTC ACC AGC CTG CCT TCC CAA AAT GTG CTG CAG 344
Val Tyr Gln GIn Val Leu Thr Ser Leu Pro Ser Gln Asn Val Leu Gln
85 90 95

ATA GCC AAT GAC CTG GAG AAT CTC CGA GAC CTC CTC CAT CTGCTG GCC 392
Ile Ala Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala

56
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100 105 110

TTC TCC AAG AGC TGC TCC CTG CCT CAG ACC AGT GGC CTG CAG AAGCCA 440
Phe Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro GIn Thr Ser Gly Leu Gln Lys Pro
115 120 125

GAG AGC CTG GAT GGC GTC CTG GAA GCC TCA CTC TAC TCC ACA GAG GTG 488
Glu Ser Leu Asp Gly Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val
130 135 140

GTG GCT TTG AGC AGG CTG CAG GGC TCT CTG CAG GAC ATT CTT CAACAG 536
Val Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Ile Leu Gln Gln
145 150 155 160

TTG GAT GTT AGC CCT GAA TGC TGA AGTTTCAAAG GCCACCAGGC TCCCAAGA 588
Leu Asp Val Ser Pro Glu Cys *
165

ATCATGTAGA GGGAAGAAAC CTTGGCTTCC AGGGGTCTTC AGGAGAAGAG AGCCATGTGC
648

ACACATCCAT CATTCATTTC TCTCCCTCCT GTAGACCACC CATCCAAAGG CATGACTCCA
708

CAATGCTTGA CTCAAGTTAT CCACACAACT TCATGAGCAC AAGGAGGGGC CAGCCTGCAG
768

AGGGGACTCT CACCTAGTTC TTCAGCAAGT AGAGATAAGA GCCATCCCAT CCCCTCCATG
828

TCCCACCTGC TCCGGGTACA TGTTCCTCCG TGGGTACACG CTTCGCTGCG GCCCAGGAGA
888

GGTGAGGTAG GGATGGGTAG AGCCTTTGGG CTGTCTCAGA GTCTTTGGGA GCACCGTGAA
948

GGCTGCATCC ACACACAGCT GGAAACTCCC AAGCAGCACA CGATGGAAGC ACTTATTTAT
1008

TTATTCTGCA TTCTATTTTG GATGGATCTG AAGCAAGGCA TCAGCTTTTT CAGGCTTTGG
1068

GGGTCAGCCA GGATGAGGAA GGCTCCTGGG GTGCTGCTTT CAATCCTATT GATGGGTCTG
1128

CCCGAGGCAA ACCTAATTTT TGAGTGACTG GAAGGAAGGT TGGGATCTTC CAAACAAGAG
1188

TCTATGCAGG TAGCGCTCAA GATTGACCTC TGGTGACTGG TTTTGTTTCT ATTGTGACTG
1248

ACTCTATCCA AACACGTTTG CAGCGGCATT GCCGGGAGCA TAGGCTAGGT TATTATCAAA
1308

AGCAGATGAA TTTTGTCAAG TGTAATATGT ATCTATGTGC ACCTGAGGGT AGAGGATGTG
1368

TTAGAGGGAG GGTGAAGGAT CCGGAAGTGT TCTCTGAATT ACATATGTGT GGTAGGCTTT
1428
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TCTGAAAGGG TGAGGCATTT TCTTACCTCT GTGGCCACAT AGTGTGGCTT TGTGAAAAGG
1488

ACAAAGGAGT TGACTCTTTC CGGAACATTT GGAGTGTACC AGGCACCCTT GGAGGGGCTA
1548

AAGCTACAGG CCTTTTGTTG GCATATTGCT GAGCTCAGGG AGTGAGGGCC CCACATTTGA
1608

GACAGTGAGC CCCAAGAAAA GGGTCCCTGG TGTAGATCTC CAAGGTTGTC CAGGGTTGAT
1668

CTCACAATGC GTTTCTTAAG CAGGTAGACG TTTGCATGCC AATATGTGGT TCTCATCTGA
1728

TTGGTTCATC CAAAGTAGAA CCCTGTCTCC CACCCATTCT GTGGGGAGTT TTGTTCCAGT
1788

GGGAATGAGA AATCACTTAG CAGATGGTCC TGAGCCCTGG GCCAGCACTG CTGAGGAAGT
1848

GCCAGGGCCC CAGGCCAGGC TGCCAGAATT GCCCTTCGGG CTGGAGGATG AACAAAGGGG
1908

CTTGGGTTTT TCCATCACCC CTGCACCCTA TGTCACCATC AAACTGGGGG GCAGATCAGT
1968

GAGAGGACAC TTGATGGAAA GCAATACACT TTAAGACTGA GCACAGTTTC GTGCTCAGCT
2028

CTGTCTGGTG CTGTGAGCTA GAGAAGCTCA CCACATACAT ATAAAAATCA GAGGCTCATG
2088

TCCCTGTGGT TAGACCCTAC TCGCGGCGGT GTACTCCACC ACAGCAGCAC CGCACCGCTG
2148

GAAGTACAGT GCTGTCTTCA ACAGGTGTGA AAGAACCTGA GCTGAGGGTG ACAGTGCCCA
2208

GGGGAACCCT GCTTGCAGTC TATTGCATTT ACATACCGCA TTTCAGGGCA CATTAGCATC
2268

CACTCCTATG GTAGCACACT GTTGACAATA GGACAAGGGA TAGGGGTTGA CTATCCCTTA
2328

TCCAAAATGC TTGGGACTAG AAGAGTTTTG GATTTTAGAG TCTTTTCAGG CATAGGTATA
2388

TTTGAGTATA TATAAAATGA GATATCTTGG GGATGGGGCC CAAGTATAAA CATGAAGTTC
2448

ATTTATATTT CATAATACCG TATAGACACT GCTTGAAGTG TAGTTTTATA CAGTGTTTTA
2508

AATAACGTTG TATGCATGAA AGACGTTTTT ACAGCATGAA CCTGTCTACT CATGCCAGCA
2568

CTCAAAAACC TTGGGGTTTT GGAGCAGTTT GGATCTTGGG TTTTCTGTTA AGAGATGGTT
2628

AGCTTATACC TAAAACCATA ATGGCAAACA GGCTGCAGGA CCAGACTGGA TCCTCAGCCC
2688
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TGAAGTGTGC CCTTCCAGCC AGGTCATACC CTGTGGAGGT GAGCGGGATC AGGTTTTGTG
2748

GTGCTAAGAG AGGAGTTGGA GGTAGATTTT GGAGGATCTG AGGGC 2793

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 167 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(A) DESCRIPTION: Murine ob polypeptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:2:

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 [le Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys
20 25 30

Thr Leu Ile Lys Thr lle 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
50 55 60

Gly Leu His Pro le 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
85 90 95

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

Phe Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gln Thr 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) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 700 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA
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(A) DESCRIPTION: Human ob cDNA where N represents any nucleotide

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 46..546

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:

NNNGNNGTTG CAAGGCCCAA GAAGCCCANN NTCCTGGGAA GGAAA ATG CAT TGG 54

Met His Trp
1

GGA ACC CTG TGC GGA TTC TTG TGG CTT TGG CCC TAT CTT TTC TAT GTC
Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu Phe Tyr Val
5 10 15

CAA GCT GTG CCC ATC CAA AAA GTC CAA GAT GAC ACC AAA ACCCTC ATC
Gln Ala Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile
20 25 30 35

AAG ACA ATT GTC ACC AGG ATC AAT GAC ATT TCA CAC ACG CAG TCA GTC
Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val
40 45 50

TCC TCC AAA CAG AAA GTC ACC GGT TTG GAC TTC ATT CCT GGG CTC CAC
Ser Ser Lys Gln Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His
55 60 65

CCC ATC CTG ACC TTA TCC AAG ATG GAC CAG ACA CTG GCA GTC TAC CAA
ProIle Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln
70 75 80

CAG ATC CTC ACC AGT ATG CCT TCC AGA AAC GTG ATC CAA ATA TCC AAC
Gln lle Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln Ile Ser Asn
85 90 95

GAC CTG GAG AAC CTC CGG GAT CTT CTT CAC GTG CTG GCC TTC TCT AAG
Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys
100 105 110 115

AGC TGC CAC TTG CCC TGG GCC AGT GGC CTG GAG ACC TTG GAC AGC CTG
Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu
120 125 130

GGG GGT GTC CTG GAA GCT TCA GGC TAC TCC ACA GAG GTG GTG GCC CTG
Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu
135 140 145

AGC AGG CTG CAG GGG TCT CTG CAG GAC ATG CTG TGG CAG CTG GAC CTC
Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln Leu Asp Leu
150 155 160

AGC CCT GGG TGC TGAGGCCTT GAAGGTCACT CTTCCTGCAA GGACTNACGT

102

150

198

246

294

342

390

438

486

534

585
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Ser Pro Gly Cys
165

TAAGGGAAGG AACTCTGGTT TCCAGGTATC TCCAGGATTG AAGAGCATTG CATGGACACC

645

CCTTATCCAG GACTCTGTCA ATTTCCCTGA CTCCTCTAAG CCACTCTTCC AAAGG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 167 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(A) DESCRIPTION: Human ob polypeptide

(vi) ORIGINAL SOURCE: Human
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:

Met His Trp Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu
1 5 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
50 55 60

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

Val Tyr Gln GIn Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln
85 90 95

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

Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu
115 120 125

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

145 150 155 160

Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys
165

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 166 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein

(A) DESCRIPTION: Murine ob polypeptide lacking Gln at position 49

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Murine

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: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 25 30

Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
35 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
85 90 95

Ala Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe
100 105 110

Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gln Thr 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 Gln Leu
145 150 155 160

Asp Val Ser Pro Glu Cys
165

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 166 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein

(A) Description: Human ob polypeptide lacking Gln at position 49

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6:
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Met His Trp Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu
1 5 10 15

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

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

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

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

Tyr Gln Gln Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln Ile
85 90 95

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

Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp
115 120 125

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

Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln Leu
145 150 155 160

Asp Leu Ser Pro Gly Cys
165

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 176 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(A) DESCRIPTION: exon 2G7

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:

GTGCAAGAAG AAGAAGATCC CAGGGCAGGA AAATGTGCTG GAGACCCCTG TGTCGGGTCC

60

NGTGGNTTTG GTCCTATCTG TCTTATGTNC AAGCAGTGCC TATCCAGAAA GTCCAGGATG

120

ACACCAAAAG CCTCATCAAG ACCATTGTCA NCAGGATCAC TGANATTTCA CACACG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:

176
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: PCR 50 primer for exon 2G7

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:8:
CCAGGGCAGG AAAATGTG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: PCR 30 primer for exon 2G7

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: YES
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:9:
CATCCTGGAC TTTCTGGATA GG 22
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 23 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: peptide
(A) DESCRIPTION: putative N-terminal signal peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:10:

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
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:11:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 287 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
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(D) TOPOLOGY:: circular

(i) MOLECULE TYPE: DNA (plasmid)
(A) DESCRIPTION: pET-15b expression vector

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: T7 promoter
(B) LOCATION: 20..37

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: lac operator
(B) LOCATION: 39..64

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 108..243

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: His-Tag
(B) LOCATION: 123..137

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Thrombin cleavage site
(B) LOCATION: 184..196

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:11:

AGATCTCGAT CCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGGG GAATTGTGAG CGGATAACAA
60

TTCCCCTCTA CAAATAATTT TGTTTAACTT TAAGAAGGAG ATATACC ATG GGC AGC 116
Met Gly Ser
1

AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC 164
Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser
5 10 15

CAT ATG CTC GAG GAT CCC GCT GCT AAC AAA GCC CGA AAG GAA GCT GAG 212
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 TAA CTA G CATAACCCCT TGGGGCCTCT 263
Leu Ala Ala Ala Thr Ala Glu Gln *
40
AAACGGGTCT TGAGGGGTTT TTTG 287
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:12:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 43 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:12:

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro

1 5 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

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:13:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Murine 50 primer

(iiiy HYPOTHETICAL: NO

(iv) ANTI-SENSE: NO

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:13:
CTTATGTTCA TATGGTGCCG ATCCAGAAAG TC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:14:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Murine 30 primer

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: Yes
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:14:
TCCCTCTACA TATGTCTTGG GAGCCTGGTG GC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:15:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Human 50 primer

32

32
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(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:15:
TCTATGTCCA TATGGTGCCG ATCCAAAAAG TC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:16:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Human 30 primer

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: Yes
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:16:
TTCCTTCCCA TATGGTACTC CTTGCAGGAA GA
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:17:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 11 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA
(A) DESCRIPTION: Splice acceptor site in ob

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Splice acceptor site

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:17:

AGCAGTCGGT A 11

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:18:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: unknown

(i) MOLECULE TYPE: peptide
(A) DESCRIPTION: ob peptide fragment

(v) FRAGMENT TYPE: internal

32

32
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(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Murine

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:18:

Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr
1 5 10 15

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:19:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 15 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : unknown

(i) MOLECULE TYPE: peptide
(A) DESCRIPTION: ob peptide fragment

(v) FRAGMENT TYPE: internal

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Murine

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:19:

Leu His Pro Ile Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala
1 5 10 15

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:20:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : unknown

(i) MOLECULE TYPE: peptide
(A) DESCRIPTION: ob peptide fragment

(v) FRAGMENT TYPE: internal
(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Murine
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:20:

Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gln Thr Ser Gly Leu Gln Lys Pro Glu
1 5 10 15

Ser Leu Asp

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:21:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : unknown

(ii) MOLECULE TYPE: peptide
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(A) DESCRIPTION: ob peptide fragment

(v) FRAGMENT TYPE: Carboxyl terminal

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Murine

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:21:

Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Ile Leu Gln Gln Leu Asp Val
1 5 10 15

Ser Pro Glu Cys
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:22:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 414 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(A) DESCRIPTION: portion of the human ob gene including noncoding sequence
upstream of first exon, coding sequence of first exon, and 50 region of first intron

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 38..181

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 50 region of first intron
(B) LOCATION: 182..414

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 50 noncoding sequence of the human ob gene from which the HOB 1gF
DNA primer was generated
(B) LOCATION: 11..28

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: intronic sequence of the human ob gene from which the HOB 1gR
primer was generated
(B) LOCATION: 241..260

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:22:
GGTTGCAAGG CCCAAGAAGC CCATCCTGGG AAGGAAA ATG CAT TGG GGA ACCCTG 55
Met His Trp Gly Thr Leu
1 5

TGC GGA TTC TTG TGG CTT TGG CCC TAT CTT TTC TAT GTC CAA GCT GTG 103
Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu Phe Tyr Val Gln Ala Val
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10 15 20

CCC ATC CAA AAA GTC CAA GAT GAC ACC AAA ACCCTC ATC AAG ACAATT 151
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 201
Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
40 45

CAAAGTAGAA CTGCAGCCAG CCCAGCACTG GCTCCTAGTG GCACTGGACC CAGATAGTCC
261

AAGAAACATT TATTGAACGC CTCCTGAATG CCAGGCACCT ACTGGAAGCT GAGAAGGATT
321

TTGGATAGCA CAGGGCTCCA CTCTTTCTGG TTGTTTCTTN TGGCCCCCTC TGCCTGCTGA 381

GATNCCAGGG GTTAGNGGTT CTTAATTCCT AAA 414

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:23:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 48 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(A) DESCRIPTION: N-terminal portion of the human ob protein encoded by first
exon

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:23:

Met His Trp Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu
1 5 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 lle Val Thr Arg lle Asn Asp Ile Ser His Thr
35 40 45

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:24:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 801 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(A) DESCRIPTION: portion of the human ob gene including 30 region of first intron,
coding sequence of second exon, and 30 noncoding sequence
(iiiy HYPOTHETICAL: NO

(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 291..648

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 30 of first intron
(B) LOCATION: 1..290

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: intronic sequence of the human ob gene HOB from which the HOB
2gF primer was generated
(B) LOCATION: 250..269

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 30 noncoding sequence of the human ob gene from which the HOB
2gR DNA primer was generated
(B) LOCATION: 707..728

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:24:

CTGGTTCTTT CAGGAAGAGG CCATGTAAGA GAAAGGAATT GACCTAGGGA AAATTGGCCT
60

GGGAAGTGGA GGGAACGGAT GGTGTGGGAA AAGCAGGAAT CTCGGAGACC AGCTTAGAGG
120

CTTGGCAGTC ACCTGGGTGC AGGANACAAG GGCCTGAGCC AAAGTGGTGA GGGAGGGTGG
180

AAGGAGACAG CCCAGAGAAT GACCCTCCAT GCCCACGGGG AAGGCAGAGG GCTCTGAGAG
240

CGATTCCTCC CACATGCTGA GCACTTGTTC TCCCTCTTCC TCCTNCATAG CAG TCA 296
Gln Ser
1

GTC TCC TCC AAA CAG AAA GTC ACC GGT TTG GAC TTC ATT CCT GGG CTC 344
Val Ser Ser Lys Gln Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu
5 10 15

CAC CCC ATC CTG ACC TTA TCC AAG ATG GAC CAG ACA CTG GCAGTCTAC 392
His Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr
20 25 30

CAA CAG ATC CTC ACC AGT ATG CCT TCC AGA AAC GTG ATC CAAATATCC 440
Gln GIn Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln Ile Ser
35 40 45 50

AAC GAC CTG GAG AAC CTC CGG GAT CTT CTT CAC GTG CTG GCCTTCTCT 488
Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser
55 60 65

AAG AGC TGC CAC TTG CCC TGG GCC AGT GGC CTG GAG ACC TTG GAC AGC 536
Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser
70 75 80

CTG GGG GGT GTC CTG GAA GCT TCA GGC TAC TCC ACA GAG GTG GTG GCC 584
Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala
85 90 95

CTG AGC AGG CTG CAG GGG TCT CTG CAG GAC ATG CTG TGG CAG CTG GAC 632
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Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln Leu Asp
100 105 110

CTC AGC CCT GGG TGC T GAGGCCTTGA AGGTCACTCT TCCTGCAAGG ACTACGTTAA 688

Leu Ser Pro Gly Cys
115

GGGAAGGAAC TCTGGCTTTC CAGGTATCTC CAGGATTGAA GAGCATTGCA TGGACACCCC

748

TTATCCAGGA CTCTGTCAAT TTCCCTGACT CCTCTAAGCC ACTCTTCCAA AGG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:25:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 119 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(A) DESCRIPTION: C-terminal portion of the human ob protein
second exon

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:25:

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

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

Val Tyr Gln Gln [le Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln
35 40 45

Ile Ser Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala
50 55 60

Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu
65 70 75 80

Asp Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val
85 90 95

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

Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys
115

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:26:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 8 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : unknown
(ii) MOLECULE TYPE: peptide
(v) FRAGMENT TYPE: internal

(vi) ORIGINAL SOURCE:

801

encoded by
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(A) ORGANISM: pichia yeast

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:26:

Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala
1 5

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:27:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 4 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : unknown
(ii) MOLECULE TYPE: peptide
(v) FRAGMENT TYPE: internal

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: pichia yeast

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:27:
Glu Ala Glu Ala
1
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:28:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 4 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : unknown
(ii) MOLECULE TYPE: peptide
(v) FRAGMENT TYPE: Internal
(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: pichia yeast
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:28:

Leu Glu Lys Arg
1

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:29:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: HOB 1gF DNA primer generated from the 50 noncoding

the human ob gene

(iii) HYPOTHETICAL: NO

sequence of
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(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:29:
CCCAAGAAGC CCATCCTG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:30:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear
(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: HOB 1gR DNA primer generated from the first
sequence of the human ob gene
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: YES
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:30:
GACTATCTGG GTCCAGTGCC 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:31:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear
(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: HOB 2gF DNA primer generated from the first
the human ob gene
(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:31:
CCACATGCTG AGCACTTGTT 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:32:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)

(A) DESCRIPTION: HOB 2gR DNA primer generated from the 30 noncoding

sequence of the human ob gene

(iiiy HYPOTHETICAL: NO

intronic

intronic sequence of
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(iv) ANTI-SENSE: YES
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:32:
CTTCAATCCT GGAGATACCT GG 22
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:33:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 51 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY:: circular

(ii) MOLECULE TYPE: DNA
(A) DESCRIPTION: pPIC.9 cloning site

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:33:
CTCGAGAAAA GAGAGGCTGA AGCTTACGTA GAATTCCCTA GGCCGGCCGG G
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:34:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 40 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: PCR 50 primer for amplifying human ob ¢cDNA sequence

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:34:
GTATCTCTCG AGAAAAGAGT GCCCATCCAA AAAGTCCAAG 40
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:35:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 31 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: PCR 30 primer for amplifying human ob ¢cDNA sequence

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: YES
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:35:

GCGCGAATTC TCAGCACCCA GGGCTGAGGT C 31

51
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:36:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 40 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: PCR 50 primer for amplifying murine ob cDNA sequence

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:36:
GTATCTCTCG AGAAAAGAGT GCCTATCCAG AAAGTCCAGG 40
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:37:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 31 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: PCR 30 primer for amplifying murine ob cDNA sequence

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: YES
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:37:
GCGCGAATTC TCAGCATTCA GGGCTAACAT C 31
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:38:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 4 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear
(ii) MOLECULE TYPE: protein
(A) DESCRIPTION: tetrapeptide at N-terminus of renatured murine ob protein after

thrombin cleavage

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Murine

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:38:

Gly Ser His Met
1

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:39:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
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(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1734

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTLSENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:39:
CAAGACAAAT GAGATAAGG 19
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:40:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1734

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:40:
AGAGTTACAG CTTTACAG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO41:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS494

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:41:
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CTAAACACCT TTCCATTCC 19
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:42:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS494

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:42:
TTATATTCAC TTTTCCCCTC TC 22
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO43:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS883

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:43:
TGCAGTAAGC TGTGATTGAG 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:44-:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS883

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
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(A) ORGANISM: Human
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:44:

GTGCAGCTTT AATTGTGAGC 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:45:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2359

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:45:
AGTGTTGTGT TTCTCCTG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:46:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS$2359

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Hurman

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:46:
AAAGGGGATG TGATAAGTG 19
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO47:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2336

(iii) HYPOTHETICAL: NO
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(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:47:
GGTGTTACGT TTAGTTAC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:48:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)

(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2336

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:48:
GGAATAATGA GAGAAGATTG 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:49:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)

(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1218

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:49:
GCTCAACTGA CAGAAAAC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:50:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear
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(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1218

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:50:
GACTATGTAA AAGAAATGCC 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:51:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1402

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:51:
AAAGGGCTTC TAATCTAC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:52:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1402

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:52:
CCTTCCAACT TCTTTGAC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:53:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
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(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS999

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTLSENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:53:
TAAACCCCCT TTCTGTTC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:54:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS999

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:54:
TTGCATAATA GTCACACCC 19
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:55:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 22 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1751

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:55:
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CCAAAATCAG AATTGTCAGA AG 22
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:56:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single

(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1751

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:56:
AAACCGAAGT TCAGATACAG 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:57:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1174

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:57:
AATATCTGAC ATTGGCAC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:58:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1174

(iiiy HYPOTHETICAL: NO

(iv) ANTI-SENSE: NO



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 2311 G2 2003.11.30

96

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:58:
TTAGACCTGA GAAAAGAG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:59:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2061

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:59:
GTTGCACAAT ACAAAATCC 19
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:60:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2061

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:60:
CTTCCATTAG TGTCTTATAG 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:61:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2588
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(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:61:
ATCACTACAC ACCTAATC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:62:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2588

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:62:
CCATTCTACA TTTCCACC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:63:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 24 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS808

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:63:
GGCTGTGTGA GCAAGATCCT AGGA 24
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:64:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 23 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
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(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS808

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:64:
TTGCCAGGCA AAGAGGGCTG GAC 23
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:65:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1392

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:65:
CTCAGGTATG TCTTTATC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:66:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1392

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:66:

TGTCTCTGCA TTCTTTTC 18
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:67:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1148

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:67:
GACACATACA AACACAAG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:68:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1148

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:68:
ATTGAGTTGA GTGTAGTAG 19

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:69:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1529

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:69:
CAGGGATTTC TAATTGTC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:70:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS1529

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:70:
AAAAGATGGA GGCTTTTG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:71:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 21 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2619

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:71:
CGTTAAGGGA AGGAACTCTG G 21
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:72:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2619

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
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(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:72:
TGGCTTAGAG GAGTCAGGGA 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:73:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)

(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS404

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:73:
ACCAGGGTCA ATACAAAG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:74:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)

(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS404

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:74:
TAATGTGTCC TTCTTGCC 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:75:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY : linear
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(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)

(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2367

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:75:
CAATCCTGGC TTCATTTG 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:76:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 18 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)

(A) DESCRIPTION: sequence tagged-site specific PCR primer sWSS2367

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:76:
AAGGTGGGTA GGATGCTA 18
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:77:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker UT528

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:77:
TGCAGTAAGC TGTGATTGAG
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:78:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

20
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(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker UT528

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTLSENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:78:
GTGCAGCTTT AATTGTGAGC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:79:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFMa065zg9

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Hurman

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:79:
AGCTTCAAGA CTTTNAGCCT
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:80:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFMa065zg9

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:80:

GGTCAGCAGC ACTGTGATT

20

20
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:81:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFMa125wh1

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:81:
TCACCTTGAG ATTCCATCC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:82:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFMal25wh!1

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:82:
AACACCGTGG TCTTATCAAA
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:83:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM309yf10

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:

19
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(A) ORGANISM: Human
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:83:
CATCCAAGTT GGCAGTTTTIT
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:84:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM309yf10

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTLSENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:84:
AGATGCTGAA TTCCCAGACA
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:85:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM218xf10

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:85:
TGGGCAACAC AGCAAA
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:86:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM218x£10

16

20
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(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:86:
TGCAGTTAGT GCCAATGTCA
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:87:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM206xc1

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:87:
CCAGGCCATG TGGAAC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:88:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM206xc1

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:88:
AGTTCTTGGC TTGCGTCAGT
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:89:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single

16
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(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM199xh12

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:89:
TCTGATTGCT GGCTGC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:90:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 17 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFM199xh12

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:90:
GCGCGTGTGT ATGTGAG
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO91:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFMa345wc9

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:91:

AGCTCTTGGC AAACTCACAT

16

17
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:92:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: Marker AFMa345wc9

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Human

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:92:
GCCTAAGGGA ATGAGACACA 20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:93:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 24 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (primer)
(A) DESCRIPTION: primer for mouse Pax4 gene

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: murine

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:93:
GGGAGCCTTG TCCTGGGTAC AAAG 24
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:94:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 491 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(il) MOLECULE TYPE: cDNA
(A) DESCRIPTION: Recombinant murine met ob

(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: murine
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 41. 478

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:94:

TCTAGATTTG AGTTTTAACT TTTAGAAGGA GGAATAACAT ATG GTA CCG ATC CAG
Met Val Pro lle Gln
1 5

AAA 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 lle Val Thr Arg
10 15 20

ATC AAC GAC ATC AGT CAC ACC CAG TCG GTC TCC GCT AAA CAG CGT GTT 151
Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val Ser Ala Lys Gln Arg Val
25 30 35

ACC GGT CTG GAC TTC ATC CCG GGT CTG CAC CCG ATC CTAAGCTTGTCC 199
Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro Ile Leu Ser Leu Ser
40 45 50

AAA ATG GAC CAG ACC CTG GCT GTATAC CAG CAGGTGTTA ACCTCC CTG 247
Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gln Val Leu Thr Ser Leu
55 60 65

CCG TCC CAG AAC GTT CTT CAG ATC GCT AAC GAC CTC GAG AACCTT CGC 295
Pro Ser Gln Asn Val Leu Gln Ile Ala Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg
70 75 80 85

GAC CTG CTG CAC CTG CTG GCA TTC TCC AAA TCC TGC TCC CTG CCG CAG 343
Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gln
90 95 100

ACC TCA GGT CTT CAG AAA CCG GAA TCC CTG GAC GGG GTC CTG GAAGCA 391
Thr Ser Gly Leu Gln Lys Pro Glu Ser Leu Asp Gly Val Leu Glu Ala
105 110 115

TCC CTG TAC AGC ACC GAA GTT GTT GCT CTG TCC CGT CTG CAG GGT TCC 439
Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser
120 125 130

CTT CAG GAC ATC CTT CAG CAG CTG GAC GTT TCT CCG GAA TGT TAATGGA 488
Leu Gln Asp Ile Leu Gln Gln Leu Asp Val Ser Pro Glu Cys
135 140 145
TCC 491
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:95:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 147 amino acids

(B) TYPE: amino acid

(D) TOPOLOGY : linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(A) DESCRIPTION: Recombinant murine met ob protein

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:95:

55
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Met Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys
1 5 10 15

Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val Ser
20 25 30

Ala Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro
35 40 45

Ile Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gln
50 55 60

Val Leu Thr Ser Leu Pro Ser Gln Asn Val Leu Gln Ile Ala Asn Asp
65 70 75 80

Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe Ser Lys Ser
85 90 95

Cys Ser Leu Pro Gln Thr Ser Gly Leu Gln Lys Pro Glu Ser Leu Asp
100 105 110

Gly Val Leu Glu Ala Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser
115 120 125

Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp le Leu Gln Gln Leu Asp Val Ser
130 135 140

Pro Glu Cys
145

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:96:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 454 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY:: linear

(i)) MOLECULE TYPE: DNA
(A) DESCRIPTION: Recombinant human met ob

(iiiy HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: human

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 4..444

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:96:

CAT ATG GTA CCG ATC CAG AAA GTT CAG GAC GAC ACC AAAACC TTA ATT
Met Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile
1 5 10 15

AAA ACG ATC GTT ACG CGT ATC AAC GAC ATC AGT CAC ACC CAG TCG GTG
Lys Thr [le Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val
20 25 30

48

96
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AGC TCT AAA CAG CGT GTT ACA GGC CTG GAC TTC ATC CCG GGT CTG CAC
Ser Ser Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His
35 40 45

CCG ATC CTG ACC TTG TCC AAA ATG GAC CAG ACC CTG GCT GTA TAC CAG
Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln
50 55 60

CAG ATC TTA ACC TCC ATG CCG TCC CGT AAC GTT CTT CAG ATC TCT AAC
Gln Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Leu Gln Ile Ser Asn
65 70 75

GAC CTC GAG AAC CTT CGC GAC CTG CTG CAC GTG CTG GCA TTC TCC AAA
Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys
80 85 90 95

TCC TGC CAC CTG CCA TGG GCT TCA GGT CTT GAG ACT CTG GAC TCT CTG
Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu
100 105 110

GGC GGG GTC CTG GAA GCA TCC GGT TAC AGC ACC GAA GTT GTT GCT CTG
Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu
115 120 125

TCC CGT CTG CAG GGT TCC CTT CAG GAC ATG CTT TGG CAG CTG GAC CTG
Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln Leu Asp Leu

130 135 140
TCT CCG GGT TGT TAATGGATCC 454
Ser Pro Gly Cys
145

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:97:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 147 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear

(i) MOLECULE TYPE: protein
(A) DESCRIPTION: Recombinant human met ob protein

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:97:

Met Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys
1 5 10 15

Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp lle Ser His Thr Gln Ser Val Ser
20 25 30

Ser Lys Gln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro
35 40 45

Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gln
50 55 60

Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Leu Gln Ile Ser Asn Asp
65 70 75 80

Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser

144

192

240

288

336

384

432
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85 90 95

Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Gly
100 105 110

Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser
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) INFORMATION FOR SEQ ID NO:98:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 21 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear
(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(v) FRAGMENT TYPE: N-terminal

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:98:

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro
1 5 10 15

Arg Gly Ser His Met
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:99:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY : linear
(ii) MOLECULE TYPE: peptide
(v) FRAGMENT TYPE: N-terminal His-tag
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:99:

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro
1 5 10 15

Arg Gly Ser Pro
20
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(57) Revendicari:

1. Polipeptida de obezitate (OB), avAnd 145...167 de aminoacizi ai secventei aminoacidice SEQ NOS:
2,4, 5 sau 6, capabild sa moduleze greutatea corporald a animalelor.

2. Polipeptidd OB conform revendicdrii 1, avand cel putin o grupd chimici legata la aceasta.

3. Polipeptida OB, avind cel putin 83% de omologie fatd de secventa aminoacidica a polipeptidei OB,
prezentatd prin secventa SEQ ID NOS: 2, 4, S sau 6.

4. Fragment imunogen al polipeptidei OB, selectat din grupa, care include: Val-Pro-lle-Gln-Lys-Val-
Gln-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr-Leu-lle-Lys-Thr (SEQ ID NO: 18); Leu-His-Pro-lle-Leu-Ser-Leu-Ser-Lys-Met-
Asp-Gln-Thr-Leu-Ala (SEQ ID NO: 19); Ser-Lys-Ser-Cys-Ser-Leu-Pro-Gln-Thr-Ser-Gly-Leu-Gln-Lys-Pro-
Glu-Ser-Leu-Asp (SEQ ID NO: 20); si Ser-Arg-Leu-Gln-Gly-Ser-Leu-Gln-Asp-lle-Leu-Gln-Gln-Asp-Val-
Ser-Pro-Glu-Cys (SEQ ID NO: 21).

5. Analog uman al polipeptidei OB, incluzind secventa aminoacidicd SEQ ID NO: 4 sau SEQ ID NO:
6, in care cel putin un aminoacid selectat din grupa care include aminoacizii 53, 56, 71, 85, 89, 92, 95, 98,
110, 118, 121, 122, 126, 127, 128, 129, 132, 139, 157, 159, 163, si 166 (conform numerotdrii din secventa
SEQ ID NO: 4) este substituit cu un alt aminoacid.

6. Analog uman al polipeptidei OB conform rev. 5, in care substituirea se face cu un aminoacid
divergent al polipeptidei OB la soarece cu secventa SEQ ID NO: 2 sau SEQ ID NO: 5.

7. Analog uman al polipeptidei OB conform rev. 5, in care substituirea se face cu alanina.

8. Analog uman al polipeptidei OB conform rev. 5, selectat din grupa ce include polipeptidele in care:

(a) reziduul serinei in pozitia 53 este substituit cu glicind, alanind, cisteind, valind, metionind sau
treonina;

(b) reziduul serinei in pozitia 98 este substituit cu glicind, alanind, valind, cisteind, metionind sau
treonind si

(c) reziduul argininei in pozitia 92 este substituit cu asparagind, lizind, histiding, glutamina, acid glutamic,
acid asparagic, serind, treonind, metionind sau cisteina.

9. Analog al polipeptidei OB, care include secventa aminoacidicd SEQ ID NOS: 2, 4, 5sau 6 selectatd din
grupa ce include polipeptidele in care:

(a) cel putin un reziduu de acid asparagic este substituit cu acid glutamic,
(b) cel putin un reziduu de izoleucind este substituit cu leucind,

(C) cel putin un reziduu de glicind sau valind este substituit cu alanind,

(d) cel putin un reziduu de arginind este substituit cu histidina,

(e) cel putin un reziduu de tirozind sau fenilalanind este substituit cu triptofan,

(f) cel putin un reziduu in pozitiile 121...128 (conform numerotirii secventei SEQ ID NO: 4) este
substituit cu glicind sau alanina si

(g) cel putin un reziduu in pozitiile 54...60 sau 118...166 (conform numerotarii secventei SEQ ID NO: 4)
este substituit cu lizind, acid glutamic, cisteind sau prolina.
10. Polipeptidd OB conform uneia dinrev. 1,2, 5 sau 6, selectatd din grupa ce include polipeptidele:

(a) avand deletia reziduurilor in pozitiile 1...21 i

(b) polipeptide conform revendicarii (a), avind metionind in pozitia 21 sau secventa glicind-serind-
histidind-metionind (SEQ ID NO: 38) in pozitiile 18...21, sau secventa metionind-glicind-serind-serina-
histidind-histidind-histidind-histidind-histidina-histidind-serind-serind-glicina-leucind-valind-prolind-arginind-
glicind-serind-histidind-metionind (SEQ ID NO: 98) in pozitiile 1...21.

11. Polipeptidd OB conform uneia dinrev. 1,2, 5 sau 6 selectatd din grupa ce include polipeptidele:

(a) avand deletia reziduurilor in pozitiile 1...21 si

(b) polipeptide conform revendicarii (a), avind secventa leucind-acid glutamic-lizind-arginind-acid
glutamic-alaniné-acid glutamic-alanind (SEQ ID NO: 26) in pozitiile 14...21, sau secventa acid glutamic-
alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID NO: 27) in pozitiile 18...21, sau secventa leucind-acid glutamic-lizina-
arginind (SEQ ID NO: 28) in pozitiile 18...21, sau secventa metionind-glicind-serind-serind-histidina-
histidind-histidind-histidind-histidind-histidina-serin-serind-glicind-leucind-valina-prolind-arginind-glicina-
serind-prolind (SEQ ID NO: 99) in pozitiile 2...21 sau secventa glicind-serind-prolind, in pozitiile 18...21.
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12. Polipeptidd OB conform uneia dinrev. 3, 7, 8 sau 9, selectatd din grupa ce include polipeptidele:

(a) avand deletia reziduurilor in pozitiile 1...21 si

(b) polipeptide conform revendicarii (a), avind metionina in pozitia 21 sau secventa glicind-serina-
histidind-metionind (SEQ ID NO: 38) in pozitiile 18...21, sau secventa metionind-glicini-serind-serind-
histidind-histidind-histidind-histidind-histidina-histidind-serind-serind-glicina-leucind-valind-prolind-arginina-
glicind-serind-histidind-metionind (SEQ ID NO: 98) in pozitiile 1...21 sau secventa leucind-acid glutamic-
lizind-arginind-acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID NO: 26) in pozitiile 14...21, sau
secventa acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID NO: 27) in pozitiile 18...21, sau secventa
leucind-acid glutamic-lizind-arginind (SEQ ID NO: 28) in pozitiile 18...21, sau secventa metionina-glicina-
serind-serind-histidind-histidina-histidina-histidina-histidina-histidina-serini-serind-glicind-leucina-valina-
prolind-arginind-glicind-serind-prolind (SEQ ID NO: 99) in pozitiile 2...21, sau secventa glicind-serind-prolind
in pozitiile 18...21.

13. Analog uman redus al polipeptidei OB, incluzand secventa aminoacidici SEQ ID NO: 2, 4, 5 sau 6,
selectat din grupa (conform numerotérii din secventa SEQ ID NO : 4) incluzand polipeptidele in care:

(a) cel putin un reziduu in pozitiile 121...128 este omis,

(b) reziduurile 1...116 sunt omise,

(C) reziduurile 1...21 i 54 ...167 sunt omise,

(d) reziduurile 1...60 i 117...167 sunt omise,

(e) reziduurile 1...60 sunt omise,

(f) reziduurile 1...53 sunt omise,

(g) analog al subgrupei (a) in care reziduurile 1...21 sunt omise si

(h) analog conform subgrupelor (a) — (g) avand acidul N-terminal sau secventa de aminoacizi, selectatd
din grupa, care include:

(1) metionina,

(2) secventa glicina-serina-histidind-mentionina (SEQ ID NO: 38),

(3) secventa metionind-glicina-serind-serind-histidina-histidina-histidina-histidina-histidina-histidina-
serind-serind-glicind-leucind-valind-prolind-arginina-glicina-serind-histidind-metionina (SEQ ID NO: 98),

(4) secventa leucind-acid glutamic-lizind-arginind-acid glutamic-alanina-acid glutamic-alanind (SEQ ID
NO: 26),

(5) secventa acid glutamic-alanind-acid glutamic-alanind (SEQ ID NO: 27),

(6) secventa leucina-acid glutamic-lizind-arginind (SEQ ID NO: 28),

(7) secventa metionind-glicind-serind-serind-histidind-histidin-histidina-histidin-histidind-histidina-
serina-serind-glicina-leucina-valind-prolind-arginind-glicind-serina-prolind (SEQ ID NO: 99) si

(8) secventa glicina-serind-prolind.

14. Molecula de acid nucleic izolat, care codificd polipeptida OB conform uneia din revendicérile 1...13.

15. Moleculd de ADN utilizata in asigurarea expresiei polipeptidei OB, avand activitatea biologica care
moduleaza greutatea animalelor, selectatd dintr-o grupd care include:

(a) moleculele ADN definite in secventele SEQ ID NO: 1 i 3,
(b) molecule ADN hibridizabile cu moleculele ADN definite conform (a) si

(C) moleculele ADN care dirijeazd exprimarea secventei de aminoacizi codificate de oricare dintre moleculele
de ADN mentionate.
16. Moleculd de acid nucleic marcata detectabil hibridizabild cu molecule ADN conform revendicarii 14
sau 15.
17. Vector, care cuprinde o moleculd de ADN selectata dintr-o grupa, care include:

(a) o moleculd de acid nucleic conform revendicarii 14 si

(b) o moleculd de acid nucleic conform revendicirii 14 legatd functional cu secventa care controleazi
expresia.

18. Vector, care cuprinde o moleculd de ADN selectata dintr-o grupa, care include:

(a) omoleculd de ADN conform revendicarii 15 si

(b) o moleculd de ADN conform revendicarii 15 legata functional cu secventa care controleazi expresia.
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19. Anticorp monoclonal, specific fatd de polipeptida OB conform oricérei din revendicarile 1...9 sau 13,
sau un fragment al acestuia legand antigenul.

20. Anticorp monoclonal sau un fragment al acestuia legdnd antigenul, conform revendicérii 19, marcat cu
marcare detectabila.

21. Anticorp policlonal, specific fatd de polipeptida OB conform oricérei din revendicérile 1...9 sau 13, sau
un fragment al acestuia legand antigenul.

22. Anticorp policlonal sau un fragment al acestuia legand antigenul, conform revendicérii 21, marcat cu
marcare detectabila.

23. Comporzitie farmaceuticd pentru reducerea greutdtii corporale a animalelor, contindnd o substanti
activa si un purtitor farmaceutic acceptabil, caracterizati prin aceea ca in calitate de substanta activa aceasta
contine polipeptida OB conform uneia din revendicarile 1...9 sau 13 intr-o cantitate eficientd.

(56) Referinte bibliografice:
1. EP 0566 410 A2 1993.10.20

Sef Sectie: GUSAN Ala
Examinator: BANTAS Valentina
Redactor: UNGUREANU Mihail

Agentia de Stat pentru Protectia Proprietitii Industriale
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfiu, Republica Moldova
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GGATCCCTGCTCCAGCAGCTGCAAGGTGCAAGAAGAAGAAGATCCCAGGGAGGAAAATGTG
' M_C

CTGGAGACCCCTGTGTCGGTTCCTGTGGCTTTGGTCCTATCTGTCTTATGTTCAAGCAGT
C RF L WILWSYLSYV QAW

GCCTATCCAGAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACCATTGTCACCAGGAT
P KvVvapDdDTKTLIKTTIVTR RI

CAATGACATTTCACACACGCAGTCGGTATCCGCCAAGCAGAGGGTCACTGGCTTGGACTT
NDISHTOQSYVYSAKOQRYTG®GLDETF

CATTCCTGGGCTTCACCCCATTCTGAGTTTGTCCAAGATGGACCAGACTCTGGCAGTCTA
I P G HPILSLSKMDOQTLAYVYY

TCAACAGGTCCTCACCAGCCTGCCTTCCCAAAATGTGCTGCAGATAGCCAATGACCTGGA
QQVLTSLPSOQNY LQGQIANDLE

GAATCTCCGAGACCTCCTCCATCTGCTGGCCTTCTCCAAGAGCTGCTCCCTGCCTCAGAC

HLLAFSKSTEC P QT
CAGTGGCCTGCAGAAGCCAGAGAGCCTGGATGGCGTCCTGGAAGCCTCACTCTACTCCAC
S GL QK SLDGVLEASLYS ST

Fig. 1a

AGAGGTGGTGGCTTTGAGCAGGCTGCAGGGCTCTCTGCAGGACATTCTTCAACAGTTGGA
EV VA SRLOGSLAG@QDIULOQOQGQLTD

TsTTéGCgCTGAAEGCTGAAGTTTCAAAGGCCACCAGGCTCCCAAGAATCATGTAGAGGG
E *

AAGAAACCTTGGCTTCCAGGGGTCTTCAGGAGAAGAGAGCCATGTGCACACATCCATCAT
TCATTTCTCTCCCTCCTGTAGACCACCCATCCAAAGGCATGACTCCACAATGCTTGACTC
AAGTTATCCACACAACTTCATGAGCACAAGGAGGGGCCAGCCTGCAGAGGGGACTCTCAC
CTAGTTCTTCAGCAAGTAGAGATAAGAGCCATCCCATCCCCTCCATGTCCCACCTGCTCC
GGGTACATGTTCCTCCGTGEGTACACGCTTCGCTGCEGCCCAGGAGAGETGAGGTAGGGA
TGGGTAGAGCCTTTGGGCTGTCTCAGAGTCTTTGGGAGCACCGTGAAGGCTGCATCCACA
CACAGCTGGAAACTCCCAAGCAGCACACGATGGAAGCACTTATTTATTTATTCTGCATTC
TATTTTGGATGGATCTGAAGCAAGGCATCAGCTTTTTCAGGCTTTGGGGGTCAGCCAGGA
TGAGGAAGGCTCCTGGGGTGCTGCTTTCAATCCTATTGATGGGTCTGCCCGAGGCAAACC

Fig. 1b
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TAATTTTTGAGTGACTGGAAGGAAGGTTGGGATCTTCCAAACAAGAGTCTATGCAGGTAG
CGCTCAAGATTGACCTCTGGTGACTGGTTTTGTTTCTATTGTGACTGACTCTATCCAAAC
ACGTTTGCAGCGGCATTGCCGGGAGCATAGGCTAGGTTATTATCAAAAGCAGATGAATTT
TGTCAAGTGTAATATGTATCTATGTGCACCTGAGGGTAGAGGATGTGTTAGAGGGAGGGT
GAAGQATCCGGAAGTGTTCTCTGAATTACATATGTGTGGTAGGCTTTTCTGAAAGGGTGA
GGCATTTTCTTACCTCTGTGGCCACATAGTGTGGCTTTGTGAAAAGGACAAAGGAGTTGA
CTCTTTCCGGAACATTTGGAGTGTACCAGGCACCCTTGGAGGGGCTAAAGCTACAGGLCT
TTTGTTGGCATATTGCTGAGCTCAGGGAGTGAGGGCCCCACATTTGAGACAGTGAGCCCC
AAGAAAAGGGTCCCTGGTGTAGATCTCCAAGGTTGTCCAGGGTTGATCT CACAATGCGTT
TCTTAAGCAGGTAGACGTTTGCATGCCAATATGTGGTTCTCATCTGATTGGTTCATCCAA
AGTAGAACCCTGTCTCCCACCCATTCTGTGGGGAGTTTTGTTCCAGTGGGAATGAGAAAT
CACTTAGCAGATGGTCCTGAGCCCTGGGCCAGCACTGCTGAGGAAGTGCCAGGGCCCCAG

Fig. 1c

GCCAGGCTGCCAGAATTGCCCTTCGGGCTGGAGGATGAACAAAGGGGCTTGGGTTTTTCC
ATCACCCCTGCACCCTATGTCACCATCAAACTGGGGGGCAGATCAGTGAGAGGACACTTG
ATGGAAAGCAATACACTTTAAGACTGAGCACAGTTTCGTGCTCAGCTCTGTCTGGTGCTG
TGAGCTAGAGAAGCTCACCACATACATATAAAAATCAGAGGCTCATGTCCCTGTGGTTAG
ACCCTACTCGCGGCGGTGTACTCCACCACAGCAGCACCGCACCGCTGGAAGTACAGTGCT
GTCTTCAACAGGTGTGAAAGAACCTGAGCTGAGGGTGACAGTGCCCAGGGGAACCCTGET
TGCAGTCTATTGCATTTACATACCGCATTTCAGGGCACATTAGCATCCACTCCTATGGTA
GCACACTGTTGACAATAGGACAAGGGATAGGGGTTGACTATCCCTTATCCAAAATGCTTG
GGACTAGAAGAGTTTTGGATTTTAGAGTCTTTTCAGGCATAGGTATATTTGAGTATATAT
AAAATGAGATATCTTGGGGATGGGGCCCAAGTATAAACATGAAGTTCATTTATATTTCAT
AATACCGTATAGACACTGCTTGAAGTGTAGTTTTATACAGTGTTTTAAATAACGTTGTAT
GCATGAAAGACGTTTTTACAGCATGAACCTGTCTACTCATGCCAGCACTCAAAAACCTTG

Fig. 1d

GGGTTTTGGAGCAGTTTGGATCTTGGGTTTTCTGTTAAGAGATGGTTAGCTTATACCTAA
AACCATAATGGCAAACAGGCTGCAGGACCAGACTGGATCCTCAGCCCTGAAGTGTGCCCT
TCCAGCCAGGTCATACCCTGTGGAGGTGAGCGGGATCAGGTTTTGTGGTGCTAAGAGAGG
AGTTGGAGGTAGATTTTGGAGGATCT&A&GGC

Fig. le
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---G--GTTG CAAGGCCCAA GAAGCCCA-- -TCCTGGGAA GGAAAATGCA
TTGGGGAACC CTGTGCGGAT TCTTGTGGCT TTGGCCCTAT CTTTTCTATG
TCCAAGCTGT GCCCATCCAA AAAGTCCAAG ATGACACCAA AACCCTCATC
AAGACAATTG TCACCAGGAT CAATGACATT TCACACACGC AGTCAGTCTC
CTCCAAACAG AAAGTCACCG GTTTGGACTT CATTCCTGGG CTCCACCCCA
TCCTGACCTT ATCCAAGATG GACCAGACAC TGGCAGTCTA CCAACAGATC
CTCACCAGTA TGCCTTCCAG AAACGTGATC CAAATATCCA ACGACCTGGA
GAACCTCCGG GATCTTCTTC ACGTGCTGGC CTTCTCTAAG AGCTGCCACT
TGCCCTGGGC CAGTGGCCTG GAGACCTTGG ACAGCCTGGG GGGTGTCCTG
GAAGCTTCAG GCTACTCCAC AGAGGTGGTG GCCCTGAGCA GGCTGCAGGG
GTCTCTGCAG GACATGCTGT GGCAGCTGGA CCTCAGCCCT GGGTGCTGAG

Fig. 2a

GCCTTGAAGG TCACTCTTCC TGCAAGGACT -ACGTTAAGG GAAGGAACTC
TGGTTTCCAG GTATCTCCAG GATTGAAGAG CATTGCATGG ACACCCCTTA
TCCAGGACTC TGTCAATTTC CCTGACTCCT CTAAGCCACT CTTCCAAAGG

Fig. 2b

1 MeT Hrs Tre GLY Thr Leu Cys Gy PHe Lev Trp LEu Trp PRO
16 Lev PHe Tyr VAL GLN AcalVAL Pro ILe. GLw Lys VaL GLN Asp
31 Thr Lys Tur Leu ILE Lys THr ILE VAL Tur ARG ILE AsN Asp
46 Ser Hrs THr GLN SER VAL Ser SER Lys GLN Lys VAL THR GLY
61 Asp Pue ILE Pro GLy Lev Hrs Pro ILE LEu Tur LEu Ser Llvs
76 Asp GLN Tur Leu Ata VAL TYrR Gun Gun ILE LEu THR SER MeT
91 Ser ArG Asn VAL ILE GLN ILE SEr Asn Asp Leu GLu Asn Leu

106 Asp Leu Leu Hrs VAL Leu ALa Pue Ser Lvs Ser Cvs His Lev
121 Trp ALA SER GLY LEu GLu Tur Leu Asp Ser Leu GLy Gry VaL
136 GLu ALA SER GLY Tyr SEr THr GLu VaL VAL Ata Leu Ser ArG
151 GLN GLy Ser Leu Gun Asp Mev Leu Trp Gun LEu Asp LEU SER
166 Gy Cvs Enp

Fig. 3
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- MCWRPLCRFL NLNSYLSYVQ AVPIOKVQDD TKTLIKTIVT RINDISHTAS 50

* k% *

MHWGTLCGFL WLNPYLFYVO AVPIOKVODD TKTLIKTIVT RINDISHTQS

VSAKQRVTGL DFIPGLHPIL SLSKMDQTLA VYQQVLTSLP SONVLOIAND 100
VSSKQKVTGL DFIPGLHPIL TLSKHDQTLA VYQOILTSMP SRNVIOISND

LENLRDLLHL LAFSKSCSLP QTSGLOKPES LDGVLEASLY STEVVALSRL 150

* *%* kK-

LENLRDLLHV LAFSKSCHLP WASGLETLDS LGGVLEASGY STEVVALSRL

QGSLODILOQ LDVSPEC 167
QGSLODMLNQ LDLSPGC

Fig. 4

MeT Cys Trp ARG Pro Leu Cys ArG PHE LEu TrP Lev TrP SerR TYR
Lev Ser Tyr VAL GLN Ata VAL Pro ILE GLN Lvs VAL GLN Asp Asp
Tur Lys Tur Lev ILe Lvs Tur ILE VAL THR ARG ILE Asn Asp ILE
Ser Hrs THr SER VAL SER ALa Lys GiN ArG VAL THR GLy Leu Asp
Pue ILE Pro GLy Leu Hrs Pro ILE Leu SEr Leu Ser Lvs Mer Asp
GLN THr LEU ALa VAL TYr GLN GLN VAL LEu THR SER Lev Pro SER
Gun Asn VAL Leu Gun ILe Aua AsN Asp Leu Gru AsN Leu Are Asp
Lev Leu Hrs Leu Leu ALa PHE SER Lys Ser Cvs Ser Leu Pro GLN
Tur SER GLY LEv GLN Lys Pro GLu Ser Leu Asp GLy VAL Lev GLu
ALA SER LEu Tvr SER THR GLu VAL VAL ALa Leu Ser ARG Leu GLN

GLy SER Lev Guwn Asp ILe Leu GiN GLN LEU Asp VAL SeEr Pro GLu

Cys Enp

Fig. 5
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1 MeT His Trp GLy Tur Leu Cys Guy PHE LEu Trp Leu Trp Pro Tyr
16 Leu PHE Tyr VAL GLN Ara VAL Pro ILe GLN Lys VaL GLN Asp Aép
31 THr Lys Tur Leu ILE Lys Tur ILE VAL THr ARG ILE AsN Asp ILE
46 SER His THr SErR VAL SER Ser Lys Gun Lvs VaL Tar GLy Leu'Asp
61 PHE ILE Pro GLy Leu Hxs Pro ILE Lev THR Leu Ser Lys MeT Asp
76 GLN THr Lev ALa VaL Tyr GuN Gin ILE LEu THR Ser MeT Pro Ser
91 ARG AsN VAL ILE GLN ILE Ser AsN Asp LEu GLU Asn LEU Are Asp.
106 Leu Lev His VAL Leu ALa PHE Ser Lys SEr Cvs His Leu Pro Trep
121 ALA Ser GLY LEu GLu THR Leu Asp SEr Leu GLy GLy VaL Lev GLu
136 ALA SeEr GLy TYR SerR THR GLU VAL VAL ALA LEU Ser ARG LEu GLN
151 GLY SERvLEU GLN Asp MeT Leu Tee GLN Leu Asp Leu SEr Pro GLY
166 Cys Enp
Fig. 6
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+10 +20 +30 +40
GTGCAAGAAG AAGAAGATCE CAGGGCAGGA AAATGTGCTG GAGACCCCTG

CACGTTCTTC TTCTTCTAGG GTCCCGTCCT TTTACACGAC CTCTGGGGAC

+10 +20 +30 +40
TGTCGGGTCC NGTGGNTTTG GTCCTATCTG TCTTATGTNC AAGCAGTGCC

ACAGCCCAGG NCACCNAAAC CAGGATAGAC AGAATACANG TTCGTCACRG

+10 +20 +30 ©+40
TATCCAGAAA GTCCAGGATG ACACCAAAAG CCTCATCAAG ACCATTGTCA

ATAGGTCTTT CAGGTCCYAC] TGTGGTTTTC GGAGTAGTTC TGGTAACAGT
+30 +40

+10 +20
NCAGGATCAC TGANATTTCA CACACG

NGTCCTAGTG ACTNTAAAGT GTGTGC

Fig. 10
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