fu)

(10) LT 4265 B

VALSTYBINIS PATENTUBIURAS 2 PATENTO APRASYMAS

(11)  Patento numeris: 4265 (51) Int.CL%: C12N 15/12
CO7K 14/47
(21)  ParaiSkos numeris: 97-020 c12Q 1/68
C12N 5/10
(22)  Paraiskos padavimo data: 1997 02 17 C12N 5/16
C07K 16/18
(41)  ParaiSkos paskelbimo data: 1997 09 25 GO1N 33/53
A61K 38/17
(45) Patento paskelbimo data: 1997 12 29 A61K 7/00

(86)  Tarptautinés paraiSkos numeris: PCT/USS5/10479
(86)  Tarptautinés paraiSkos padavimo data: 1995 08 17

(85)  Nacionalinés procediros pradZia: 1997 02 17

(31, 32, 33) Prioritetas: 292345, 1994 08 17, US
347563, 1994 11 30, US
438431, 1995 05 10, US
483211, 1995 06 07, US

(72)  lSradéjas:

Jeffrey M. Friedman, US
Yiying Zhang, US

(73)  Patento savininkas:

THE ROCKEFELLER UNIVERSITY, 1230 York Avenue, New York,
NY 10021-6399, US

(74)  Patentinis patikétinis:
Rita Laurinavi&iateé, 5, UAB "Metida", Pilies g. 8/1-2, 2600 MTP Vilnius, LT

(54) Pavadinimas:

Kano svorio moduliatoriai, atitinkamos nukleino rugstys ir baltymai ir juy
panaudojimas diagnostikoje ir terapijoje
(57) Referatas:
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ir terapijoje. Platesne prasme, $is iSradimas yra susijgs su nukleotidiniy seky ir baltymy, kuriuos gali
ekspresuoti tokie nukleotidai arba jy degeneraciniai variantai, kurie gali dalyvauti Zinduoliy kino svorio
kontroléje, iSaidkinimu ir atradimu. Sio idradimo nukleotidinés sekos atstovauja genus, atitinkancius pelés ir
2mogaus OB gena, kurie, kaip buvo postuluota, vaidina esminj vaidmenj kiino svorio ir nutukimo reguliavime.
Cia pateikti preliminariis duomenys leidzia manyti, kad aptariamo geno polipeptidinis produktas funkcionuoja
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kaip hormonas. Siame i§radime taip pat pateikiamos nukleino rlgsties molekulés, skirtos naudoti kaip
molekuliniai zondai arba kaip polimerazinés grandininés reakcijos (PRC) amplifikacijos pradmenys, t. y.
sintetiniai arba gamtiniai oligonukleotidai. Dar kita prasme $iame iSradime pateikiamas klonavimo vektorius,
kuris apima $io iSradimo nukleino ragétis; ir bakterijy, vabzdZiy arba Zinduoliy ekspresijos vektorius, kuris
apima $io i$radimo nukleino riigstis, veiksmingai sujungtas su ekspresijos kontroline seka. Tokiu badu, Sis
iSradimas susijes ir su bakterijy arba Zinduoliy lastelémis, transfekuotomis arba transformuotomis atitinkamu
ekspresijos vektoriumi, ir atitinkamai su auk$&iau minéty dariniy panaudojimu iSradimo moduliatoriams gauti.
Taip pat pateikiami antikiinai prie§ OB polipeptida. Be to, duodamas Zinduoliy kiino svorio moduliavimo
bldas. Specifiniuose pavyzdZiuose pateikiami genai, koduojantys dvi pelés ir Zmogaus OB polipeptidy
izoformas.
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Sis isradimas i§ esmés yra susijgs su zinduoliy, jskaitant gyvulius ir Zmones, kiino
svorio kontrole, tiksliau - su medZziagomis, Cia identifikuojamomis kaip svorio

moduliatoriai, ir su tokiy moduliatoriy panaudojimu diagnostikoje ir terapijoje.

Isradimo prielaidos

Nutukimas, apibréziamas kaip kiino riebaly perteklius, lyginant su neriebaline
kiino mase, yra suristas su svarbiomis fiziologinémis ir medicihinémjs patologijomis, tarp
pastaryjy yra hipertenzija, padidintas lipidy kiekis kraujyje ir II tipo arba nesusijgs su
insulinu cukrinis diabetas (NIDDM). JAV yra 6-10 milijony Zmoniy, serganciy NIDDM,
ju tarpe 18% yra 65 mety amziaus [Harris et al., Int. J. Obes., 11:275-283 (1987)]. Apie
45% vyry ir 70% motery, serganciy NIDDM, yra nutukg, ir jy diabetas pastebimai
sumazéja arba iSnyksta, sumaZinus kiino svorj [Harris, Diabetes Care, 14(3):639-643
(1991)]. Kaip aprasyta Zemiau, tiek nutukimas, tieck NIDDM Zymia dalimi yra paveldimi,
nors polinkio genai nebuvo identifikuoti. Tokiy sutrikimy, susijusiy su metabolizmu,
molekulinés genetikos pagrindas yra svarbi, mazai tyrinéta problema.

Maisto energijos asimiliacija, laikymas ir sunaudojimas sudaro sudetingg
homeostatine sistema, kuri yra svarbiausia daugialaséiy gyviiny iSgyvenimui. Ant Zemes
gyvenanéiy Zinduoliy atveju, didelio kiekio metabolinio “kuro”, tokio kaip trigliceridai,
atsargy sukaupimas riebaliniuose audiniuose yra labai svarbus, igyvenant maisto trikumo
periodus. Poreikis iSlaikyti fiksuota energijos atsargy lygi, nesikeiciant organizmo dydziui
ir formai, reikalauja, kad biity pasiekiamas balansas tarp energijos gavimo ir sunaudojimo.
Taciau molekuliniai mechanizmai, reguliuojantys energetinj balansa, vis dar reikalauja
isaiskinimo. Molekuliy, kurios perduoda maitinimo informacija ir kontroliuoja energijos
balansa, i$skyrimas biity posiikio taskas, norint suprasti kiino svorio reguliavima sveikame
ir serganéiame organizme.

Individualiis nutukimo lygiai didZiaja dalimi yra apspresti genetiSkai. Kino SVOrio

atitikimo proporcijy ir nutukimo tyrimai tarp mono- ir dizigotiniy dvyniy arba jstiniy ir jy
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fiziologiniy tévy duoda pagrinda manyti, kad nutukimo paveldimumas (0,4-0,8) virSija
dauguma kity poiymh;, kurie, kaip paprastai laikoma, turi esminj genetinj komponenta,
tokiy kaip 3izofrenija, alkoholizmas ir ateroskleroze [Stunkard et al, N. Engl. J. Med.,
322:1483-1487 (1990)]. Taip pat buvo apraSyti Seimyniniai panaSumai energijos
sunaudojimo greiciuose [Bogardus et al., Diabetes, 35:1-5 (1986)]. Geografiskai apriboty
populiacijy genetiné analizé duoda pagrindo manyti, kad palyginus nedidelis skaicius geny
gali paaiskinti 30-50% kiino sudéties nukrypimy [Moll et al.,, Am. J. Hum. Genet., 49:1243-
1255 (1991)]. Taciau, bendroje populiacijoje nebuvo genetiskai nustatytas nei vienas
apibréztoje chromosominéje padétyje esantis genas, atsakingas uz nutukima.

Grauziky nutukimo modeliai apima tur biit septynias viengenines mutacijas.
Labiausiai tirtos peliy nutukimo mutacijos yra ob (nutukimo) ir db (diabeto) genai. Kai jie
yra ant to padio genetinio kamieno fono, ob ir db duoda neatskiriamus metabolinius ir
elgsenos fenotipus, kas leidzia manyti, kad 3ie genai gali funkcionuoti tuo paciu
fiziologiniu keliu [Coleman et al., Diabetologia, 14:141-148 (1978)]. Pelés, homozigotines
bet kuriai mutacijai, yra hiperfaginés ir hipometabolinés, susidarant nutukusiam fenotipui,
kas pastebima jau 1 mén. amZiaus individuose. Tokiy gyvuliuky svoris linkgs stabilizuotis,
esant 60-70 g. (plg. 30-35 g. kontroliniy gyvuliuky). ob ir db gyvuliukai rodo daugybg kity
hormoniniy ir metaboliniy poky¢iy, todél sunku nustatyti pirminj defekta, priskirting
mutacijai [Bray et al., Am. J. Clin. Nutr., 50:891-902 (1989)].

Kiekvieng grauziky nutukimo modelj lydi karbohidraty metabolizmo pakitimai,
panadiis | zmoniy II tipo diabeta. Kai kuriais atvejais diabeto iSsivystimo lygis dalinai
priklauso nuo pelés linijos [Leiter, Endocrinology, 124:912-922 (1989)]. Ir 0b, ir db atveju,
giminingos C57BL/Ks pelés isvysto smarky diabeta su pilna B lasteliy nekroze ir saleliy
atrofija, susidarant reliatyviajai insulinopenijai. Atvirk§éiai, giminingos C57BL/6J ob ir db
pelés i3vysto pereinamajj, rezistentiska insulinui diabeta, kurj galy gale kompensuoja
Igsteliy hipertrofija, panasi j zmogaus II tipo diabeta.

ob ir db peliy fenotipas yra panadus j zmoniy nutukima dél kitokiy priezasciy, negu
diabeto isivystymas - mutantinés pelés éda daugiau ir maziau sunaudoja energijos negu
nenutukusios kontrolinés (kaip ir nutuke zmones). Sis fenotipas yra taip pat gana panaSus
i fenotipg, matomg gyvuliukuose su ventramedialinio pagumburio pakenkimais, kas

leidzia manyti, kad abiejose mutacijose gali biiti trukdoma tinkamai susumuoti arba
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atsakyti j maisting informacija centrinés nervy sistemos viduje. Sig hipoteze remia
parabiozés eksperimenty rezultatai [Coleman, Diabetologia, 9:294-298 (1973)], kurie
duoda pagrindo manyti, kad ob peléms triiksta cirkuliuojancio pasisotinimo faktoriaus, ir
kad db pelés yra rezistentiskos ob faktoriaus efektams (tikriausiai dél ob receptoriaus
defekto). Sie eksperimentai leidzia padaryti i$vada, kad $iy mutantiniy peliy nutukimas
gali atsirasti del jvairiy defekty centriniuose nerviniuose mazguose ir/arba postuluoto
griztamojo rySio mechanizmo integraciniame centre, kuris reguliuoja kiino kompozicija.

Naudojant molekulinius ir klasikinius genetinius markerius, ob ir db genai buvo
priskirti atitinkamai artimajai 6 chromosomai ir viduriniajai 4 chromosomai [Bahary et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 87:8642-8646 (1990); Friedman et al., Genomics, 11:1054-1062
(1991)]. Abiem atvejais mutacijos priskiriamos peliy genomo sritims, kurios yra
sintoniSkos su Zmogaus sritimis, kas leidzia manyti, kad, jeigu yra Zmogaus ob ir db
homologali, tai jie turéty atitikti atitinkamai zmogaus chromosomas 7q ir 1p. Defektai db
gene gali duoti nutukima kity rasiy zinduoliuose: genetiniuose krosuose tarp Zucker fa/fa
ziurkiy ir Brown Norway +/+ Ziurkiy, fa mutacija (ziurkiy 5 chromosoma) yra flankuota
tuo paciu lokusu, kuris flankuoja db peléje [Truett er al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88:7806-7809 (1991)].

Kadangi kiino svorj, matyt, veikia daugybé faktoriy, nebuvo galima numatyti, kurie
faktoriai, o tiksliau kurie homeostatiniai mechanizmai pirmiausiai apspredzia kiino svorj.
Tokiu budu, pagrindiné problema, idkylanti $iame iSradime, yra gauti kiino svorio

moduliatorius, kurie leisty kontroliuoti zinduoliy nutukima ir riebaly kiekj.

ISradimo santrauka

Pagal §j i§radimq, gyviny, ypatingai zinduoliy, nutukimo kontrolés problema buvo
iSspresta, pateikiant nutukimo polipeptidus (OB) ir nukleino riigi¢iy molekules,
koduojancias 3iuos polipeptidus, taip kaip apradyta siame iSradime. Sis iSradimas pirma
kartg patéikia iSskirtus polipeptidus, tinkamus kiino svorio ir nutukimo moduliacijai, t.y.
kontrolei ir reguliavimui, o taip pat nukleino rugsciy sekas, koduojancias tokius
polipeptidus, kurios ne tik suteikia galimybg¢ gauti OB polipeptidus rekombinantiniu biidu,

bet ir pacios yra naudingos kiino svorio moduliacijoje.
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Sio isradimo nutukimo polipeptidai (OB) turi mazdaug 145-167 aminorigstis, gali
moduliuoti gyviiny, ypatingai zinduoliy, kiino svorj; iSradimas apima ir Sio polipeptido
alelinius variantus arba analogus, jskaitant jy fragmentus, turinCius ta patj biologinj
aktyvumg. Polipeptidai gali buti pagaminti rekombinantiniais arba chemines sintezes
biidais. Tinkamiausi polipeptidai apima tokius, kuriy aminorugsciy seka yra SEQ ID
NOS: 2, 4, 5 arba 6, arba jy alelinius variantus arba analogus, jskaitant fragmentus. )

$io isradimo imunogeniniai OB polipeptidy fragmentai yra: Val-Pro-Ile-Gln-Lys-
Val-Gln-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr-Leu-Ile-Lys-Thr (SEQ ID NO:18); Leu-His-Pro-Ile-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); and Ser-Arg-
Leu-Gln—Gly-Ser-Leu-Gln-Asp-Ile-Leu-Gln-Gl11-Leu-Asp-Val-Ser-Pro-Glu-Cys (SEQ ID
NO:21).

Zmogaus OB polipeptido analogai apima tokius analogus, kurie turi Zmogaus
aminoriigi&iy sekas SEQ ID NOS: 4 ir 6, kur viena arba daugiau aminorigsciy 53, 56, 71,
85, 89, 92, 95, 98, 110, 118, 121, 122, 126, 127, 128, 129, 132, 139, 157, 159, 163, ir 166
padétyse (pagal SEQ ID NO:4 numeracija) yra pakeistos kita aminoriigstimi, tokia kaip
nesutampanti su pelés OB polipeptido aminortigdtimi, kaip nurodyta SEQ ID NO:2, arba
alaninu. Tokie analogai taip pat apima analogus, kuriuose: (a) serino lickana 53 padetyje
yra pakeista glicinu, alaninu, valinu, cisteinu, metioninu arba treoninu; (b) serino liekana
98 padétyje yra pakeista glicinu, alaninu, valinu, cisteinu, metioninu arba treoninu; ir (c)
arginino liekana 92 padétyje yra pakeista asparaginu, lizinu, histidinu, glutaminu,
glutamino ragstimi, asparto rlgstimi, serinu, treoniny, metioninu arba cisteinu.
Geriausiai, kai OB polipeptido analogas pagal § iSradima turi 83% arba daugiau
aminorfigi¢iy sekos homologijos zmogaus polipeptido aminoriigs¢iy sekai, parodytai SEQ
ID NO:2, 4, 5 arba 6.

Kiti zmogaus OB polipeptido analogai pagal §j iSradima turi aminorigi¢iy seka
SEQ ID NOS: 4 ir 6 ir juose: (a) viena arba daugiau asparto riigSties lickany pakeista
glutamino riigdtimi; (b) viena arba daugiau izoleucino liekany pakeista leucinu; (c) viena
arba daugiau glicino arba valino lickany pakeista alaninu; (d) viena arba daugiau arginino
lickany pakeista histidinu; (e¢) viena arba daugiau tirozino arba fenilalanino liekany

pakeista triptofanu; (f) viena arba daugiau i§ 121-128 liekany (pagal SEQ ID NO:4
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numeracijg) pakeista glicinu arba alaninu; ir (g) viena arba daugiau lieckany 54-60 arba
118-166 padétyse (pagal SEQ ID NO:4 numeracija) pakeista lizinu, glutamino riigstimi,
cisteinu arba prolinu.

Dabartiniu metu tinkamiausi Zzmogaus OB polipeptido sutrumpinti analogai pagal
§j iSradimg apima tokius, kurivose (pagal SEQ ID NO:4 numeracija): (a) viena arba
daugiau liekany 121-128 padétyse yra pasalinta; (b) 1-116 liekanos yra pa3alintos; (c) 1-21
ir 54-167 liekanos yra pasalintos; (d) 1-60 ir 117-167 liekanos yra paSalintos; (e¢) 1-60
liekanos yra pasalintos; (f) 1-53 liekanos yra paSalintos; ir (g) (a) poskyrio analogas,
kuriame palalintos 1-21 liekanos. OB polipeptidai ir ob polipeptido analogai pagal §j
iSradima, kuritose néra 21 aminoriigsties “signalinés” sekos (pvz., SEQ ID NG:4 1-21
aminorugsciy), gali turéti N-galing aminoriigtj arba aminoriigdCiy seka, tokig kaip (1)
metioninas, (2) sekg glicinas-serinas-histidinas-metioninas (SEQ ID NO:38), (3) seka
metioninas-glicinas-serinas-serinas-histidinas-histidinas-histidinas-histidinas-histidinas-
histidinas-serinas-serinas-glicinas-leucinas-valinas-prolinas-argininas-glicinas-serinas-
histidinas-metioninas (SEQ ID NO:98), (4) seka leucinas-glutamino rigstis-lizinas-
argininas-glutamino riigstis-alaninas-glutamino riigstis-alaninas (SEQ ID NO:26), (5) seka
glutamino riigdtis-alaninas-glutamino riigstis-alaninas (SEQ ID NO:27), (6) seka leucinas-
glutamino ragstis-lizinas-argininas (SEQ ID NO:28), (7) sekg metioninas-glicinas-serinas-
serinas-histidinas-histidinas-histidinas-histidinas-histidinas-histidinas-serinas-serinas-
leucinas-valinas-prolinas-argininas-glicinas-serinas-prolinas (SEQ ID NO:99) ir (8) seka
glicinas-serinas-prolinas.

OB polipeptido dariniai pagal §j iSradima turi vieng arba daugiau cheminiy grupiy,
prijungty prie jo, jskaitant vandenyje tirpius polimerus, tokius kaip polietilenglikolis.
Polietilenglikoliu  derivatizuoti  dariniai gali  btti mono-, di-, tri- arba
tetrapolietilenglikolinti dariniai, pvz., N-galiniai monopolietilenglikoliai. Tinkamiausi N-
galiniai mono-polietilenglikolinti iSradimo ob polipeptidy dariniai apima OB polipeptidus,
turinius SEQ ID NO:4 22-166 aminoriigi¢iy lickanas arba SEQ ID NO:6 22-166
aminorugséiy liekanas, esant reikalui, turincius (polietilenglikolintg) metioning 21
padétyje.

ISskirta nukleino riigSties molekul¢é, pateikiama Siame iSradime, koduoja OB

polipeptida, alelin] varianta arba analoga, jskaitant fragmentus, kurie apraSyti auksciau.
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Atskirai pateikiamos DNR molekulés, skirtos panaudoti OB polipeptido ekspresijai,
pasizymin¢iam Zzinduoliy kiino svorio moduliavimo aktyvumu, ir pasirinktos i§ grupes,
kuria sudaro: (a) DNR molekulés, parodytos SEQ ID NO:1 ir 3, arba jy fragmentai; (b)
DNR molekulés, kurios hibridizuojasi su DNR molekulémis, apibréztomis (a) dalyje, arba
ju galintys hibridizuotis fragmentai; ir (¢) DNR molekulés, kurios koduoja aminoriigsciy
sekos ekspresija, uzkoduota bet kurios i3 auk3ciau paminéty DNR molekuliy. Tokiy
molekuliy iliustracija yra zmogaus genominé DNR molekulé SEQ ID NO:22 ir 24.

Tinkamiausios DNR molekulés pagal § isradimg, koduoja polipeptida, turintj
aminorigséiy seka, parodyta: (a) SEQ ID NO:2; (b) SEQ ID NO:2 22-167 aminorQgstis;
" (c) SEQ ID NO:4; (d) SEQ ID NO:4 22-167 aminoriigstis; (¢) SEQ ID NO:5; (f) SEQ ID
NO:5 22-166 aminorigstis; (g) SEQ ID NO:6 ir (h) SEQ ID NO:6 22-166 aminoriigstis; o
taip pat polipeptidus, kurie turi auk3Ciau nurodyta N-galing aminoriigdtj arba
aminoriigi&iy seka. Kaip iliustracija, tinkamiausia DNR molekulé turi seka, parodyta kaip
baltyma koduojanti seka SEQ ID NO:3 ir ypatingai turi seka, parodyta kaip seka,
koduojanti 22-167 aminortgstis.

Taip pat pateikiamos detektuojama Zyme paZymétos nukleino rigsties molekulés,
galingios hibridizuotis su i§radimo DNR molekule, ir apima nukleino rigsties molekules,
galinéias hibridizuotis su nekoduojan¢ia OB nukleino riigsties dalimi, o nekoduojanti dalis
yra pasirinkta i§ grupés, susidedancios i§ introno, 5’ nekoduojanCios dalies ir 3’
nekoduojancios dalies. Siame iSradime taip pat pateikiami oligonukleotidiniai pradmenys,
skirti Zmogaus genominés DNR, koduojanéios ob polipeptida, amplifikacijai, tokie kaip
oligonukleotidai parodyti SEQ ID NO:29-32.

Isradime patekiami vektoriai apima DNR molekule pagal §j iSradima, Kkaip
aprasyta auksCiau; pagéidatltina, kad jie turéty ekspresijos vektoriaus forma, kuris apima
DNR molekule, veiksmingai suriSta su ekspresijos kontroline seka. Pagal iSradima
vienalaséio $eiminiko lastelés transformuojamos arba transfekuojamos DNR molekulémis
pagal iSradima arba auki¢iau aprasytu vektoriumi. Tinkamiausios Seimininko Igsteles
apima bakterijas, mieles, Zinduoliy lasteles, augaly lasteles, vabzdziy lasteles ir zmoniy
audiniy kultiiry lasteles. Kaip iliustracija, tokios Seimininko lastelés yra parinktos i§
grupés, kuria sudaro E.Coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, mielés, CHO, R1.1, B-
W, L-M, COS 1, COS 7, BSC1, BSC40, BMTI10, ir Sf9 astelés. Dabartiniu metu
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tinkamiausi mielés-Seimininkai apima Saccharomyces, Pichia, Candida, Hansenula ir
Torulopsis. Taip pat pateikiamos Zinduoliy Igstelés, turincios ob polipeptida koduojanéia
DNR seka ir modifikuotos in vitro, kad biity galima gauti didesng ob polipeptido
ekspresija homologiniy rekombinantiniy veiksmy pagalba, susidedancia i§ ekspresijos
reguliatorinés sekos jterpimo j funkciSkai artima vieta prie ob polipeptido koduojancios
sekos. Ekspresijos reguliatoriné seka gali biiti arba nebiiti ob polipeptido ekspresijos seka
ir gali pakeisti mutantinio ob polipeptido reguliatoring seka Iasteléje.

Siame iSradime pateikiami ob polipeptido pagaminimo biidai, apimantys: (a)
auksciau aprasytos lastelés kultivavima salygose, kuriose ekspresuojamas ob polipeptidas;
ir (b) ob polipeptido iSskyrima. | §ig metodika taip pat gali jeiti stadijos: (c) polipeptido
chromatografavimas per Ni-chelaty sudarymo kolonéle; ir (d) polipeptido valymas gel-
filtracijos biidu. Tinkamiausiame realizavimo variante po (c) stadijos ir pries (d) stadijg j
metoda jjungiama ob polipeptido chromatografavimas per stipriy katijonity kolonéle.

Sis isradimas taip pat pateikia Zymétus ir nezymétus monokloninius ir polikloninius
antik@inus, budingus iSradimo ob polipeptidams ir gyvybingy lgsteliy linijas, kurios gamina
monokloninj antikiing pagal iSradima. Antikiino gavimas pagal iSradimg apima: (a) ob
polipeptido prijungima prie neSancio baltymo; (b) gyviino-3eimininko imunizavima (a)
stadijos OB polipeptido fragmento-neSanc¢io baltymo konjugatu, sumaiSytu su
stimuliatoriumi; ir (c) antikiino gavima i§ imunizuoto gyviino-Seimininko.

ISradimas taip pat pateikia OB polipeptido buvimo meéginyje iSmatavimo biidus,
apimancius: (a) meginio, kuriame tikimasi, kad yra OB polipeptido, kontakta su antikiinu
(pageidautina prijungtu prie kieto pagrindo), kuris specifiskai risasi su OB polipeptidu
salygose, kuriose gali susiformuoti reakcijos kompleksai tarp antikfino ir OB polipeptido;
ir (b) reakcijos komplekso tarp antikiino ir ob polipeptido, esancio méginyje, susidarymo
nustatyma; nustatymas, kad susidaré toks kompleksas, rodo kad méginyje buvo OB
polipeptidas. Atitinkamai pateikiami in vitro metodai, skirti OB polipeptido kiekiui
biologiniame méginyje jvertinti, apimantys: (a) reakcijos komplekso susidarymo
biologiniame meéginyje nustatymg aukSciau minétu bidu; ir (b) susidariusio reakcijos
komplekso kiekio jvertinima; Sis reakcijos komplekso kiekis atitinka OB polipeptido kiekj
biologiniame méginyje. Nustatant arba diagnozuojant ligg, susijusia su padidintais arba

sumazintais OB polipeptido kiekiais pagal §j iSradima, atlickamas auk3Ciau minétas
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jvertinimas, ir nustatyti kiekiai lyginami su esanio OB polipeptido kiekiais normaliuose
subjektuose arba buvusiais prie tam tikra laika tame pa¢iame subjekte. OB polipeptido
kiekio padidéjimas, lyginant su normaliais arba ankstesniais kiekiais, rodo liga, susijusia su
padidintais OB polipeptido kiekiais, 0 OB polipeptido kiekio sumaZéjimas, lyginant su
normaliais kiekiais, rodo liga, susijusi3 su sumaZintais OB polipeptido  kiekiais.
Atitinkamai pateikiami terapinio ligos, susijusios su padidintais arba sumazintais OB
polipeptido kiekiais Zinduoliuose, gydymo kontroliavimo in vitro budai, apimantys
auki&iau apradyta OB polipeptido kiekiy jvertinima eiléje biologiniy meéginiy, paimty
skirtingu laiku i3 zinduolio, kuriam atlickamas toks terapinis gydymas.

Farmacinés kompozicijos pagal § iSradima apima auk$¢iau aprasyta OB
polipeptida kartu su farmaciSkai tinkamu ne8ikliu, ir yra tinkamos naudoti gyviino kino
svorio sumazinimui terapiniais metodais. Papildomos farmacinés kompozicijos pagal §j
isradima, skirtos panaudoti terapiniuose metoduose gyviino kiino svorio padidinimui,
apima OB polipeptido antagonista, geriausiai pasirinkta i§ grupés, susidedancios i3
antik@ino, kuris prisijungia prie OB peptido ir neutralizuoja jo aktyvuma, ob polipeptido
fragmento, kuris prisijungia, bet neaktyvuoja OB polipeptido receptoriaus, ir OB
polipeptido antagonisto, kuris yra maZa molekule. Sia iSradimas taip pat apima
atitinkamas kiino i$vaizda gerinancias kosmetines kompozicijas, skirtas individo kiino
svorio sumazinimui arba padidinimui; Sitokios kompozicijos yra naudingos kosmetikoje
individo kiino idvaizdai pagerinti. Tokios kosmetinés kompozicijos skiriamos individui
dozémis, pakankamomis individo kiino svorio sureguliavimui iki norimos apimties.

Sis isradimas taip pat susijes su nukleino riigities molekuliy pagal 3j iSradima, o
taip pat antiprasminiy nukleino riigSties molekuliy, galin€iy hibridizuotis su nukleino
riigstimi, koduojanéiab OB polipeptida pagal §j isradima, panaudojimu vaisty (pvz., geny
terapijai), skirty gyviino kiino svorio modifikavimui, gamyboje. Taip pat apimamas ir OB
polipeptido arba antagonisto pagal i3radima panaudojimas vaisty, skirty gyviino kino
svorio modifikavimui, gamyboje. Taip sukurti vaistai gali biiti naudojami Zinduoliy kiino
svorio modifikavimui, gydant sutrikimus, pasirinktus i§ grupés, | Kurig jeina diabetas,
aukstas kraujo spaudimas ir didelis cholesterolio kiekis, ir kaip dalis kombinuotos
terapijos su vaistais, skirtais tokiy sutrikimy gydymui. Tokie vaistai gali buti naudojami

terapiniuose metoduose, apimanéiuose intravenines, intraarterines, intraperitonines,
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intramuskulines, subkutanines, nazalines, peroralines arba pulmonarines vaisty jvedimo
sistemas.

Cia pateikti duomenys rodo, kad yra nustatyta, kad iSradimo OB polipeptidy forma
pirmiausiai i$skiria zinduoliy adipocitai, ir kad polipeptidai funkcionuoja kaip hormonai.

[Sradime pateikiami pavyzdziai demonstruoja, kad OB polipeptidas, Kitaip
vadinamas “leptinu”, cirkuliuoja pelés, Ziurkés ir zmogaus plazmoje. Leptino néra
plazmoje, gautoje i§ ob/ob peliy, jo koncentracija db/db peliy plazmoje yra deSimt karty
didesné, o fa/fa Zziurkiy plazmoje - dvideSimt karty didesné. Svarbiausia, kad
rekombinantinio leptino kasdieninés injekcijos dramatidkai sumazina ob/ob peliy kiino
masg, labai paveikia laukinio tipo peliy kiino mase¢ ir neturi jtakos db/db peléms.

Kitu aspektu, vieny risiy ob polipeptidas yra biologiSkai aktyvus kitose riiSyse.
Pavyzdziui, Zzmogaus polipeptidas yra aktyvus peléese.

Pirmuoju atveju $io iSradimo moduliatoriai apima nukleino rigsties molekules,
jskaitant rekombinantinés DNR molekules (pvz., KDNR arba vektoriy, turintj kDNR arba
issirta genoming DNR), arba jy degeneracinius variantus, kurie koduoja polipeptidus ir
patys tarnauja kaip svorio kontrolés moduliatoriai, kaip paZymeéta toliau, arba iSlaikytus
variantus arba jy fragmentus, ypatingai tokius fragmentus, kuriuose néra signalinio
peptido (¢ia vadinamas dar subrendusiu OB polipeptidu); polipeptidai turi aminoriig§iy
sekas, tokias kaip parodyta fig. 1A-E (SEQ ID NO:2), fig. 3 (SEQ ID NO:4), fig. 5 (SEQ
ID NO:5) ir fig. 6 (SEQ ID NO:6). Specifiniuose realizavimo variantuose pateiktos pelés
ir zmogaus ob polipeptidy abiejy varianty sekos. Abu polipeptidai rasti formoje, kurioje
pasalintas glutaminas 49, kas gali biiti dél mRNR sujungimo anomalijos. Ivairiy raisiy OB
polipeptidai gali biiti labai homologiski; kaip parodyta fig. 4, pelés ir Zmogaus OB
polipeptidai yra daugiau nei 80% homologiski.

Nukleino riigSties molekulés, rekombinantinés DNR molekulés arba klonuoti genai
gall turéti nukleotidy sekas arba jos gali biiti komplementarios DNR koduojanc¢ioms
sekoms, parodytoms fig. 1A-E (SEQ ID NO:1) ir fig. 2A ir B (SEQ ID NO:3). Atskiru
atveju tokios DNR molekulés gali biiti kDNR arba genomine DNR, iSskirta i$
chromosomy. Nukleino riig§ties molekulés pagal iSradima taip pat gali atitikti 5’ ir 3’
flankuojancioms DNR sekoms ir introninéms DNR sekoms. Taigi, Sis iSradimas taip pat

susijes su nukleino riigsties, turincios nukleotidy sekg, parodyta fig. 1A-E (SEQ ID NO:1)
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ir fig. 2A ir B (SEQ ID NO:3), degeneraciniy varianty, aleliniy varianty ir panaSiy
giminingy molekuliy identifikacija.

Iiradimo nukleino riigities molekulé gali biiti DNR arba RNR, iskaitant jy
sintetinius variantus, turindius fosfato arba fosfato analogo, pvz., trifosfato jungtis. Cia
turima galvoje ir viengrandininés ir dvigrandinines sekos.

Sis igradimas taip pat susijes su nukleino riigsties molekulémis, skirtomis panaudoti
kaip molekuliniai zondai arba kaip pradmenys polimerazinés grandininés reakcijos (PCR)
amplifikacijai, t.y. sintetiniai arba gamtiniai oligonukleotidai, turintys seka, atitinkancig
fig. 1A-E (SEQ ID NO:1), fig. 2A ir B (SEQ ID NO:3) ir fig. 20 A-C (SEQ ID NO:22-24)
parodytos sekos dalj; arba koduojan¢iy seky 5" ir 3’ flankuojanéios sekos; arba genomines
DNR introninés sekos. Ypatingai, iSradime aptariama nukleino riigsties molekulé, turinti
maziausiai 10 nukleotidy; nukleino riigities molekulés seka atitinka to paties skaiCiaus
nukleotidy seka nukleotidy sekose, parodytose fig. 1A-E (SEQ ID NO:1), fig. 2A ir B
(SEQ ID NO:3) ir fig. 20A-C (SEQ ID NO:22) arba yra jai komplementari. Geriau, kai
molekulés nukleinoriigities seka turi maZiausiai 15 nukleotidy. Dar geriau, kai nukleino
rigities seka turi maZiausiai 20 nukleotidy. ISradimo realizavimo variante, kuriame
oligonukleotidas yra zondas, oligonukleotidas yra paZymetas detektuojama Zyme, pvz.,
radionuklidu (tokiu kaip **P) arba fermentu.

Dar vienu poZiiiriu, isradimas yra susijes su klonavimo vektoriumi, apimanciu
nukleino riigitis pagal isradima, kurios koduoja ob polipeptida; ir bakterijy, vabzdziy arba
zinduoliy ekspresijos vektoriumi, kuris apima nukleino riigsties molekules pagal iSradima,
koduojandias ob polipeptida, veiksmingai surita su ekspresijos kontroline seka. Tokiu
biidu, iSradimas susijc—;s'ir su Seimininko lastele, tokia kaip bakterijos lastelé, mieliy lastele,
vabzdzio Iastele arba zinduolio lastelé, transfekuota arba transformuota atitinkamu
ekspresijos vektoriumi, o tuo paciu ir su auki¢iau minety dariniy panaudojimu iSradimo
moduliatoriams gauti.

Dar kitu poziiriu, $is isradimas susijes su antik@inais, kurie riSasi su OB
polipeptidu. Tokie antikiinai gali biiti sukeliami prie$ viso ilgio polipeptida arba pries§ jo
antigeninius fragmentus. Vienu atzvilgiu, tokie antiklinai inhibuoja funkcinj (t.y. kino
svorio ir riebaly kompozicijos moduliavimo) ob polipeptido aktyvuma. Kitu atzvilgiu,

antikiinai gali biiti panaudoti cirkuliuojancio ob polipeptido plazmoje arba serume kiekio
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nustatymui. Dar kitu atZvilgiu, specifinei sriciai antikiinai, ypatingai monokloniniai
antikiinai, gali biiti naudojami kaip OB polipeptido struktiiros zondai.

Visos aukitiau paminétos medziagos &ia turi biiti laikomos kiino svorio ir
riebalinés sudéties moduliatoriais, ir, kaip tokios, gali Dbiiti naudojamos jvairiomis
prasmémis. Tiksliau, iSradime aptariamas tiek diagnostinis, tiek ir terapinis panaudojimas,
taip pat tam tikras panaudojimas Zemés Ukyje, o taip pat visokios €ia apibrézty
moduliatoriy, tiek nukleino riigities molekuliy, tiek ir peptidy, panaudojimo galimybeés.
Be to, kiino svorio moduliavimas susijes su specifine terapine reikSme ir nauda ta prasme,
kad biisenos - tiek nutukimaas, tiek, atvirk$ciai, kacheksija - yra nepageidautinos kiino
biisenos, ir jos gali biiti gydomos, skiriant vieng arba daugiau $io iSradimo moduliatoriy. -

Taigi, yra siiilomas Zinduolio kiino svorio moduliavimo budas, kuris apima
baltymo, koduojamo nukleino riigdtimi, turin¢ia nukleotidy seka, pasirinkta i3 sekos,
prodytos fig. 1A-E (SEQ ID NO:1), sekos, parodytos fig. 2A ir B (SEQ ID NO:3) ir jy
degeneraciniy ir aleliniy varianty, ekspresijos kontroliavima. Tokia kontrol¢ galima
realizuoti, jvedant minétus nukleotidus geny terapijos biidu j paciento arba Seimininko
riebalines lasteles nutukimo sumaZinimui arba kontrolei. Atvirk3Ciai, nukleotidy
antagonisty, tokiy kaip antiprasminés molekulés, pagaminimas ir skyrimas turéty buti
naudingas ir vykdomas tuo atveju, kai atsiranda ir yra gydomos biisenos, apibtdinamos
zymiu svorio praradimu, tokios kaip nerviné anoreksija, véZys arba AIDS. Tokius darinius
reikéty jvesti, panadiai kaip ir nukleotidus, tiesiogiai | riebalines lasteles, kad bity
paveikiami tokie poky¢iai.

Atitinkamai baltymai, apibiidinti fig. 1A-E, 3, 5ir 6 (SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:5 ir SEQ ID NO:6), jy i8laikyti variantai, jy aktyviis fragmentai ir giminingos
mazos molekulés gali biiti jjungtos | kompozicijas terapiniam vartojimui, norint sumazinti
arba kontroliuoti perdéta kiino riebumg arba svorio augima. Atitinkamai gali buti
pagaminti ir pana$iai panaudoti antikiinai ir kiti minéty baltyminiy medZziagy, tokiy kaip
jy fragmentai, antagonistai, norint pasiekti atvirkstinj efekta. Taigi, iSradimas pirmiausiai
yra skirtas farmacinéms kompozicijoms, j kurias jeina $io iSradimo OB polipeptidas, arba,
kitu atveju, jo antagonistas, sumaisytas su farmaci$kai tinkamu neSikliu arba priedu.

Be to, isradimo OB polipeptidas gali biiti vartojamas kosmetiniams tikslams, t.y.

pagerinti kiino idvaizdai, sumazinant riebalines sankaupas. OB polipeptidas gali biti
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vartojamas atskirai arba kartu su kitomis kosmetinemis priemonémis tikslui pasiekti, pvz.,
kosmetine chirurgija.

Siy nukleotidy ir atitinkamy peptidy diagnostinis panaudojimas iSsiplecia iki
nukleino riigééiy panaudojimo tolimesniy jy aleliniy variacijy mutacijy identifikavimui
taip, kad iSpleciamas aktyviy nukleotidiniy medziagy, naudingy tiek diagnostikoje, tiek ir
terapijoje, panaudojimo diapazonas. Atskiru atveju, gali biiti nustatomos nagrinéjamy
nukleotidy tiek homozigotinés, tiek ir heterozigotinés mutacijos, i$ ko galima buty daryti
tikslesne prielaida apie pacienty blisena, nustatant individy rizikos faktoriy nutukimo
prasme. Konkrediau, dabar yra manoma, kad heterozigotinés mutacijos yra susije su
nedideliu arba vidutiniu nutukimu, tuo tarpu homozigotinés mutacijos yra susij¢ su labiau
isreiksto ir daug didesnio nutukimo biisena. Taigi, gali bGti atlieckamas DNR testavimas,
naudojant auk$¢iau minétas atrastas medZziagas, kaip lygio atZymas tiksliy ilgalaikiy tam
tikry tendencijy prognoziy palengvinimui, kad biity galima rekomenduoti dietos arba kity
asmeniniy jpro¢iy pakeitimus, arba tiesioginj terapinj jsikiSima, norint iSvengti tokios
blisenos.

Sio iSradimo naudingumas diagnostikoje susijgs su $io iSradimo moduliatoriy
buvimo ir kiekio i¥matavimo metodais lasteliy méginiuose arba biologiniuose ekstraktuose
(arba méginiuose), paimtuose i§ tiriamyjy subjekty, kuriuose galima jvertinti tiek nukleino
riigééiy (genominés DNR arba mRNR) ir/arba baltymo kiekius tokiuose testuojamuose
méginiuose. Laikant, kad padidintas nukleotido aktyvumas ir gaunamo baltymo buvimas
atspindi  subjekto sugebéjima slopinti nutukima, terapeutas, analizuojantis tokius
nutukusio subjekto rezultatus, galés nustatyti, kad nutukimo priezastis yra kitoks faktorius,
o ne disfunkcija Sio iSradimo nukleotidy aktyvumo ir buvimo atZvilgiu. Atvirksciai,
sumazinti nukleotido ir/arba ekspresuoto baltymo kiekiai, leisty manyti, kad jy kiekius
reikia didinti, gydant tokias nutukimo biisenas, ir turéty biti vykdomas atitinkamas
terapinis rezimas.

Be to, atrasti ir fig. 1A-E ir 2A ir B pateikti nukleotidai, kaip trumpai paminéta
aukidiau, tinka atitinkamy RNR kiekio matavimui. PanaSiai gali bliti pagaminta ir
atitinkamai paZzyméta rekombinantinio baltymo medziaga, atitinkanti fig. 1A-E ir 3

parodytus polipeptidus, ir panaudota, pavyzdziui, radioimuninéje analize¢je, norint,
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pavyzdziui, iSmatuoti riebaly ir/arba OB baltymo kiekius plazmoje, arba nustatymui OB
receptoriaus buvimo ir kiekio audiniuose, tokiuose kaip pogumburio audinys.

Dar daugiau, Siame iSradime svarstoma ne tik nukleotidy ir ¢ia pateikty baltymy
identifikacija, bet ir receptoriy tokioms medziagoms i3aiskinimas. Sia prasme fig. 1A-E, 3,
5 irfarba 6 parodyti polipeptidai gali biiti pagaminti ir panaudoti atitinkamos ekspresijos
bibliotekos skryningui, norint i3skirti aktyvius receptorius. Po to, receptoriai turi biiti
klonuojami, o po to vienas receptorius arba kartu su ligandu gali biiti panaudojamas mazy
molekuliy, kurios galéty pasiZyméti panasiu j Siuos moduliatorius aktyvumu, skryningui.

Be to, Sis iSradimas yra susijes su farmacinémis kompozicijomis, j kurias jeina kai
- kurie i$ moduliatoriy, geriausia polipeptidai, kuriy sekos yra pavaizduotos SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5 ir SEQ ID NO:6, jy antikiinai, atitinkamos maZzos
molekules, kaip agonistai arba jy antagonistai, arba aktyviis fragmentai, pagamintomis
sudarant tokias receptiiras, kurios tinka jvairiems vaisto vartojimo bldams, kai tokia
terapija yra reikalinga. Tokios receptiiros apima farmaciskai tinkamus neiiklius arba
kitokias reikiamas pagalbines medZiagas, ir jos turi turéti efektyvius doziy intervalus,
kuriuos kiekvienu atveju turi nustatyti klinicistas arba terapeutas.

Taigi, pagrindinis $io iSradimo objektas yra ¢ia apraSomas idgrynintos formos kiino
svorio moduliatoriai, kurie turi tam tikras charakteristikas ir aktyvuma, susijusj su
zinduoliy nutukimo ir riebaly kiekio kontrole ir jy variacijomis.

Kitas 3io iSradimo objektas yra pateikti ¢ia nurodyty svorio kontrolés moduliatoriy
nustatymo ir iSmatavimo metodus, kaip efektyvios diagnozés ir patologiniy biseny,
kuriose tokiy moduliatoriy kiekio kitimai yra arba gali biiti charakteringas bruozas,
kontrolés priemones.

Dar kitas Sio iSradimo objektas yra pateikti metoda ir su juo susijusia test-sistema
medziagy, tokiy kaip vaistai, agentai ir pan., kurie gali biiti veiklis arba imituodami arba
inhibuodami moduliatoriy pagal i§radima aktyvuma Zinduoliy atveju, skryningui.

Dar kitas Sio iSradimo objektas yra pateikti zinduoliy gydymo bida, norint
kontroliuoti zinduoliy kiino svorj ir riebaly kiekj, ir/arba gydyti tam tikras patologines
biisenas, kuriy charakteringas bruoZzas yra nenormalus kino svorio sumazéjimas arba

padidéjimas.
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Dar kitas Sio iSradimo objektas yra paruosti genetinius darinius, skirtus panaudoti
genetinése terapinése metodikose, ir/arba farmacines kompozicijas palyginamiems
terapiniams metodams, kurie apima arba yra paremti vienu arba daugiau moduliatoriy,
risanéiy partneriy arba agenty, kurie gali kontroliuoti jy gaminimasi, arba kurie imituoja
arba slopina jy aktyvuma.

Kiti aspektai ir privalumai paaiskés Sios srities specialistams i3 toliau duodamo
apraS§ymo apzvalgos, kuri duodama su nuorodomis j Zemiau pateiktus iliustracinius

brézinius

Trumpas bréziniy apraSymas
Fig.1 (A-E) parodyta nukleino rioigsties seka (SEQ ID NO:1) ir dedukuota
aminoriigiciy seka (SEQ ID NO:2), idvesta pelés OB kDNR. Po 39 baziy poros 5’ lyderio

eina numatytas 167 aminorfigdciy atviro skaitymo rémelis ir apie 3,7 kb 3’ netransliuota
seka. (AnksCiau pateiktoje paraiskoje Ser. Nr. 08/347563, paduotoje 1994 m. lapkricio 30
d. ir Ser. Nr. 08/438431, paduotoje 1995 m. geguzés 10 d., papildoma 58 baziy 5
nekoduojanti seka, kaip véliau pasirodé, buvo klonavimo artifaktas. Sis artifaktas neturi
reikSmés i kodavimo sritj, 39 bazés 5’ nekoduojancia sritj, dabar pavaizduota fig. 1, arba 3’
nekoduojancig geno sriti. Parodyta 3’ netransliuotos sekos i§ viso apie 2500 baziy pory.
Numatytos baltymo sekos analize i3 stebejimy ir naudojant SigSeq kompiutering programa
rodo signalinés sekos buvimg (pabraukta). Pastebétas KDNR mikroheterogeniskumas ta
prasme, kad apie 70% kDNR turi glutamino kodong 49 padétyje ir 30% - neturi (Zr. fig. 5
ir 6 infra). Si aminorigtis yra pabraukta, kaip ir arginino kodonas, kuris yra mutuotas
C57BL/6J ob/ob pelése (1] pelése).

Fig2 (A ir B)'bparodyta nukleino ragsties seka (SEQ ID NO:3), iSvesta Zmogaus
OB kDNR. Nukleotidai sunumeruoti nuo 1 iki 701, pradedant startine vieta prie 46
nukleotido ir baigiant prie 550 nukleotido.

Fig.3 parodyta pilna dedukuota aminoriigiciy seka (SEQ ID NO:4), isvesta
zmogaus OB genui, atitinkanéiam nukleino riigSties seka, parodyta fig.2A ir B.
AminoriigStys sunumeruotos nuo 1 iki 167. Signalinés sekos pertraukimo vieta yra po 21
aminoriigsties (Ala); taigi subrendgs baltymas prasideda nuo 22 aminoriigsties (Val) ir

tesiasi iki 167 aminoriigsties (Cys).
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Fig.4 duotas palyginimas tarp pelés (SEQ ID NO:2) ir Zzmogaus (SEQ ID NO:4)
dedukuoty aminordigséiy seky. Zmogaus OB dedukuota aminoriigiiy seka yra labai
homologiska pelés aminoriigiéiy sekai. Konservatyviis pokyCiai pazymeti briikdneliais, o
nekonservatyviis - zvaigzdutémis. Kintamas glutamino kodonas yra pabrauktas, kaip ir
neprasminés mutacijos padétis C57BL/6] ob/ob (1J) pelése. IS viso yra 83% aminoriigsciy
identiSkumo, nors rasti tik a§tuoni pakeitimai tarp valino prie 22 kodono (signalinés sekos
peraugimas betarpiSkai Zemyn einancia kryptimi) ir cisteino 117 padétyje.

Fig.5 parodyta pilno ilgio aminoriigiciy seka (SEQ ID NO:5), idvesta pelés OB
genui, kaip parodyta fig. 3, tik 49 padétyje néra glutamino. AminoriigStys sunumeruotos
nuo 1 iki 166. Signalinés sekos skilimo vieta yra po 21 aminorugsties (Ala) (taigi pries
glutamino 49 delecija); taigi subrendgs baltymas prasideda nuo 22 aminorugsties (Val) ir
tesiasi iki 166 aminoriigsties (Cys).

Fig.6 parodyta pilna dedukuota aminoriigi¢iy seka (SEQ ID NO:6) iSvesta
zmogaus OB genui, kaip parodyta fig. 4, tik 49 padétyje néra glutamino. Aminoraigstys
sunumeruotos nuo 1 iki 166. Signalinés sekos skilimo vieta yra po 21 aminoriigsties (Ala)
(taigi prieS glutamino 49 delecija); taigi subrendegs baltymas prasideda nuo 22
aminorigsties (Val) ir tesiasi iki 166 aminortgsties (Cys).

Fig.7 (A) ob padéties peliy chromosomoje fizikinis Zemeélapis, ir YAC ir P1
klonavimo zemeélapiai. “M” ir “N” atitinka Mull ir Notl restrikcijos vietas. Skaiciai atitinka
individualius gyvuliukus, kurie buvo rekombinantiniai 1606 mejoziy, kurios buvo
pazymetos, ob srityje. Met, Pax 4, D6Rck39, D6Rck13 ir Cpa atitinka padétis ob srityje,
kuri riSasi su DNR zondais. YAC buvo isskirtos, naudojant D6Rck13 ir Pax-4 kaip zondus,
o galai buvo regeneruoti, naudojant vektoriy PCR ir/arba plazmides galo regeneracija ir
naudojami vel naujy YAC iSskyrimui. (B) Gauta YAC yra sankaupa. Viena i§ YAC Sioje
sankaupoje, Y902A0925, buvo chimeriné. Kiekvienas i§ zondy, naudoty rekombinantiniy
gyvuliuky genotipo nustatymai, yra pazymeéti skliausteliuose. (6) atitinka YAC 107 (5)
atitinka M16(+) (arba M16(pLUS)); (4) atitinka adu (+); (3) atitinka aad(pICL); (2)
atitinka 53(pICL); ir (1) atitinka 53(+). (C) P1 yra sankaupa bakteriofago P1 klony,
iSskirty, naudojant pasirinktus YAC galinius zondus. ob genas buvo isskirtas P1 klone,
13skirtame naudojant YAC YB6S2F12 periferinj gala (gala (4)) (kitaip dar vadinama
adu(+)).
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Fig. 8 parodyta 192 nepriklausomy izoliaty i§ ketvirtojo egzono sulaikymo
bandymo, kurie buvo PCR amplifikuoti ir charakterizuoti, nudaZymo etidzio bromidu
fotografija.

Fig. 9 yra PCR-amplifikuoty klony, kuriuose jtariama, kad yra ob, nudazymo
etidzio bromidu fotografija. Kiekvienas i§ 7 klony, kuris néra artifaktas, reamplifikuotas,
naudojant PCR, atlikta jy elektroforezé ant 1% agarozés gelio TBE, ir nudaZyti etidzio
bromidu. Dydzio Zymekliai (tolimiausias kairysis nenumeruotas takelis) yra komerciskai
gaunamos “1 kb kopetélés”. 1 takelis - klonas 1D12, turintis “HIV” seka, 2 takelis - klonas
1F1, naujas klonas uz ob srities, 3 takelis - klonas 1H3, 4 takelis - klonas 2B2, identiSkas
1F1, 5 takelis - klonas 2G7, kuris turi ob egzona, 6 takelis - klonas 2G11, kuris yra
identiskas 1F1, 7 takelis - klonas 2H1, kuris neturi intarpo.

Fig. 10 duota 2G7 klono seka (SEQ ID NO:7), i kuria jeina egzonas, koduojantis
dalj OB geno. Pradmens sekos, naudojamos $io egzono amplifikacijai, figiroje yra
apibréztos staciakampiu (SEQ ID NO:8 ir 9).

Fig. 11 (A) mRNR i3 tos pacios pelés skirtingy audiniy atvirkStine transkripcine
PCR analizé su 267 pradmenimis ir aktino pradmenimis. RT-PCR reakcijos buvo atliktos,
naudojant 100 ng bendro RNR reverso, transkribuoto oligo dT kaip pradmeniu pirmos
kDNR grandinés sintezei. PCR amplifikacija buvo vykdoma 35 ciklus, atliekant 94°
denatiiracijg 1’; 55° hibridizacijg 1’ ir 72° pailginimg 2’, esant 1’ antrajam pailginimui per
ciklg. RT-PCR produktai i8skirstyti 2% Zemos lydymosi temperatiiros agarozes geliuose
1xTBE buferyje. (B) mRNR i§ jvairiy pelés organy notherno blotingas, naudojant PCR
Zyméta 267 kaip zonda. Vykdoma 10 ug bendros RNR i§ kiekvieno audinio elektroforeze
ant agarozés gelio su formaldehidu. Méginys hibridizuojamas 65° temperatiiroje Rapid
Hybe (Amersham) aparate. Autoradiografiniai signalai pasirodo po 1 h ekspozicijos;
parodyti eksperimentai yra 24 h ekspozicijos rezultatai.

Fig.12 (A) RT-PCR reakcijos su riebalinémis lastelémis (baltasis adipozinis
audinys) RNR i3 jvairiy idvardinty peliy linijy nudazymo etidzio bromidu vaizdas.
Bendroji RNR (100 ng) kiekvienam méginiui buvo atvirk$ciai transkribuota, naudojant
oligo dT ir atvirkSting transkriptaze, ir susidariusi viengrandinineé KDNR buvo PCR
amplifikuota su 267 pradmenimis (apatinés juostos) arba aktino pradmenimis (virSutinés

juostos). Ir 267, ir aktino pradmenys dalyvavo toje pacioje PCR reakcijoje. Produktai
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perleisti per 1% agarozés TBE gelj. (B) Northerno analizé atitinkanti (A). ISskirta 10 ug
riebaliniy lasteliy (baltojo adipozinio audinio) RNR i3 kiekvienos nurodytos linijos ir
zonduota su PCR Zymétu 267 zondu, kaip aukséiau nurodyta fig. 11 B. Rastas maZdaug 20
karty 267 mRNR padidéjimas baltojo riebalo RNR i§ C57BL/6J ob/ob (1J) linijos, lyginant
su liesomis tokiomis paciomis linijomis. Ir RT-PCR, ir notherno eksperimentuose néra
pastebimo 267 RNR signalo i§ SM/Cke-+P*0b”/ob” (2]) peliy net ir po dviejy savaiciy
ekspozicijos. Parodyta 24 h autoradiografiné ekspozicija. Tas pats filtras hibridizuotas su
aktino zondu (apatin¢ figiiros dalis).

Fig. 13 yra papildomy 2J gyvuliuky ir kontroliniy gyvuliuky notherno analize, kuri
patvirtina ob RNR 27 i3 gyvuliuky nebuvima. Notherno analize atlikta taip, kaip nurodyta
fig. 11 ir 12. Siuo atveju kontroliné RNR buvo ap2 specifinis transkriptas riebalams. Néra
pastebimo ap2 juosty tankio kitimo.

Fig.14 palyginama C57BL/6J (normaliy) ir C57BL/6J ob/ob (1J) peliy DNR seka
tadkinés mutacijos srityje, kurioje atsiranda jterptas prieSsubrendes stop-kodonas
(neprasminé mutacija) mutantinés linijos KDNR. ob/ob pelés turi C—T mutacija, kurioje
yra pakeista arginino liekana 105 padétyje. Sis bazés pakeitimas parodytas automatizuoto
DNR seky analizatoriaus duodamoje kreiveje. RT-PCR atlikta naudojant baltojo riebalo
RNR i3 abiejy linijy (+/4 ir ob/ob), naudojant pradmenis 18 5 ir 3’ netransliuoty sriciy.
PCR reakcijos produktai valyti, naudojant gelj, ir tiesiogiai sekvenuoti rankiniu bidu, bei
naudojant Applied Biosystems, Inc. 373a automatinj seky analizatoriy su pradmenimis
iSilgai abiejy koduojanciy seky grandiniy.

Fig.15 (A) Genominés DNR i3 kiekvienos iSvardintos pelés linijos southerno
blotingas. Apie 5 ug DNR (iSvestos i§ genominés DNR, gautos i$ kepeny, inksty arba
bluznies) suskaldyta nurodytu restrikcijos fermentu. Tada atlikta DNR elektroforeze 1%
agarozes TBE gelyje ir analizuota su PCR Zymétu 267. Restrikcinis skaldymas su Bg/II
parodé Bg/I fragmento SM/Cke-+"*0b?/ob¥ (2J) DNR dydzio padidéjima apie 9 kb
(didziausias). RFLP negalima nustatyti su kitais restrikcijos fermentais. Preliminarus
genominés DNR restrikcijos Zemélapis rodo, kad polimorfine Bg/II vieta yra 7 kb prie$
transkripcijos starto vietg. N¢é vienas i§ bandyty fermenty nesitgsia toliau mRNR starto
vietos. (B) Bg/ll polimorfizmo segregacija SM/Cke-+"*0b”/ob”  linijoje. Nustatyti

genotipai $esiy nutukusiy ir penkiy liesy progeniniy formy toje pacioje koizogeninés
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SM/Cke-+P*ob?/ob? (21) kolonijoje, nustatant Bg/II polimorfizma, kaip parodyta (A).
Visi fenotipiskai nutuk¢ gyvuliukai buvo homozigotiniai didZiajam aleliniam
polimorfiniam Bg/Il fragmentui. DNR “kontroliniame” takelyje buvo pagaminta i$
negiminingos SM/Cke-+P*+/+ pelés, iSaugintos atskirai nuo SM/Cke-+P*ob? job”
kolonijos.

Fig.16 yra EcoRI suskaldytos genominés DNR i3 idvadinty riisiy southerno
blotingas, naudojant OB kDNR kaip zonda (ty. zoo-blota). Kiekvieno stuburinio
méginyje matomi hibridizacijos signalai, net ir po vidutinio stiprumo hibridizacijos. Kates
DNR siame eksperimente buvo Siek tiek degraduota. Suskaldyta DNR buvo perleidZziama
per 1% agarozés TBE gelj ir perkelta | imobilonine membrana zondavimui. Filtras
hibridizuotas 65° temperatiiroje, plaunamas 2XSSC/0.2% SDS 65° temperatiiroje du
kartus po 20 min. ir eksponuojamas tris dienas, naudojant Kodak (Rochester, N. Y.) X-
OMAT filma.

Fig.17 parodyta vektoriaus pET-15b (Novagen) ekspresijos klonavimo sritis (SEQ
ID NOS:11ir 12).

Fig. 18 parodyta rekombinantinio subrendusio peles ob suliejimo su His-tag (A) ir
subrendusio zmogaus His-tag (B) eliuato i$ His-riSancios dervos (Ni) analizé. Bakterijos
buvo transformuotos pETM9 ir pETH14 vektoriais. Indukavus 1 mM IPTG optimaliose
salygose, transformuotos bakterijos galéjo produkuoti 100-300 wg/ml OB sulieto baltymo
pirmiausia inkliizijos kiineliuose. Inklitzijos kiineliai soliubilizuoti 6 M guanidino-HCI
arba $lapalu, o sulietas baltymas (esantis lizavimo nuopile) buvo supiltas j His-riSancios
dervos (Ni) kolonéle 10-je ml 1xrisanciame buferyje su Slapalu. Kolonélé laipsniSkai
plaunama 20 uM, 60 uM ir 300 uM imidazolo 5 ml porcijomis, ir gale - desorbuojanciu
buferiu. Porcijos buvo analizuojamos, norint nustatyti, ar yra OB sulietas polipeptidas,
naudojant 15% akrilamido gelj. Kiekviename takelyje buvo 100 w! bakterinio ekstrakto
ekvivalentas.

Fig.19 (A) OB RNR transliacija in vitro. Zmogaus OB kDNR buvo subklonuota j
pGEM vektoriy. Plazmidé buvo linearizuota, o RNR plius-grandiné buvo sintezuota,
naudojant Sp6 polimerazg. Sintezuota in vitro RNR buvo transliuota, esant arba nesant
kanino pankreatinéms mikrosominéms membranoms. Apie 16 kD pirminés transliacijos

produktas buvo matomas po in vitro transliacijos. Pridéjus mikrosominiy membrany ]
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reakcija, pasirodo antrasis transliacijos produktas, kuris yra apie 2 kD mazesnis negu
pirminés transliacijos produktas. Interleukino-lao RNR transliacijos produkto, kuriame
néra koduojancios signalinés sekos, dydis nepasikeite, pridéjus mikrosominiy membrany.
Sie duomenys rodo, kad yra funkciné signaliné seka. (B) In vitro transliacija, esant arba
nesant proteinkinazei K. Apdorojimas proteaze davé pilng 18 kD transliacijos produkto
proteolize, tuo tarpu 16 kD apdorota forma iSliko nepakitusi. Mikrosomos pralaidumo
padidinimas su 0.1% TRITON-X100 apdorota formg padaro jautrig proteazei. Sie
rezultatai rodo, kad produktas translivojamas j mikrosomos ertme.

Fig. 20 (A-E) Zmogaus OB geno seka (SEQ ID Nos:22-24). (F) Pelés OB geno
scheminé diagrama. (G) Zmogaus OB geno scheminé diagrama. (F) ir (G) startinis ir
stop-kodonai pabraukti. Néra jrodymo, kad Zmogaus gene pirmasis intronas yra
homologiskas pelés pirmajam intronui, bet negalima teigti, kad jis neegzistuoja.

Fig. 21 duotas vienos i§ klonavimo strategijy, naudoty rekombinantinei OB
ekspresijai Pichia mielése gauti, scheminis brézinys. (A) OB ekspresijos vektorius su o-
persidengimo faktoriaus signaline seka. (B) Rekombinantinio sulieto baltymo, jskaitant
aminorugsciy seka (SEQ ID NO:24), struktiiros scheminis bréZinys, rodantis Xhol vietg ir
numatomas KEX-2 ir STE-13 skaldymo vietas bei N-galines perteklines aminortigstis,
esanc¢ias po KEX-2 skaldymo (SEQ ID NO:27). (C) Subrendusio OB gavimo alternatyvi
strategija apima gavima produkto su aminortigs¢iy seka, atitinkancia Xhol skaldymo vieta
ir KEX-2 skaldymo vieta, einancig betarpiskai subrendusio ob polipeptido sekos (SEQ ID
NO:28) kryptimi.

Fig. 22 Alternatyvi ekspresijos strategija Pichia. (A) OB suliejimo su His-tag
ekspresijos vektorius, pritaikytas i§ pET ekspresijos sistemos, kontroliuojant a-
persidengimo faktoriaus signaling sekg (SEQ ID NO:33). (B) Rekombinantinio OB
sulieto baltymo, turinio His-tag, kuriame yra a-persidengimo faktoriaus signaliné seka,
KEX-2 ir STE skaldymo vietos, His-tag ir trombino skaldymo vietos, kurios turi duoti OB
su trimis pertekliniy N-galiniy aminortigsciy liekanomis, struktiiros scheminis brézinys..

Fig. 23 (A) Pelés OB (abi mikroheterogeninés formos, t.y. turincios ir neturinéios
Gln 49) ekspresijos PAGE analizé transformuotose Pichia mielése. Transformuoty mieliy
kultary skystyje matoma laukiama apie 16 kD juosta (antrasis ir treciasis takeliai), bet

nematoma heterotransformuoty mieliy kultliry skystyje (pirmasis takelis). (B) Dalinai
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i3valyto karboksimetilceliulioze rekombinantinio OB PAGE analizé. Apie 16 kD juosta
labai gerai matoma i$éjusiose i3 kolonélés 3 ir 4-je frakcijose; eliucija buvo vykdoma 250
mM NaCl. 1 takelis - jdétas méginys, 2 takelis - pilnas iSplovimas; 3-5 takeliai - frakcijos,
eliuunotos 250 mM NaCl.

Fig. 24 rodo, kad OB baltymas cirkuliuoja pelés plazmoje. (A) Imunonuosédos i3
pelés kraujo. 0,5 ml pelés plazmos preliminariai nuskaidrinta nekonjuguota sefaroze ir
inkubuota per naktj su imunoisvalytais anti-OB antikiinais, konjuguotais su sefarozés 4B
rutuliukais. Imunonuosédos atskirtos, panaudojant 15% SDS-PAGE gelj, perkeltos ir
atliktas vesterno blotingas su anti-OB antikiinu. Baltymas, turintis apie 16 kD molekulinj
svorj, migravo j ta pacia vieta, kaip ir subrendgs pelés ob baltymas., ekspresuotas mielése.
Baltymo nebuvo CS7BL/6] ob/ob peliy plazmoje, o jo kiekis padidejo deSimt karty
C57BLB/Ks db/db peliy plazmoje, lyginant su laukinio tipo pelémis. Laikoma, kad db
pelése vyksta padidintas OB baltymo pasigaminimas. (B) Padidinti OB Kkiekiai riebiose
ziurkése. Riebi Ziurké yra nutukusi dél pradingusios mutacijos Ziurkes 5 chromosomoje.
Genetiniai duomenys leidzia manyti, kad yra defektas tame pa¢iame gene, mutuotame db
pelése. Buvo imunonusodinta riebiy peliy ir jy liesy partneriy plazma ir atlikti vesterno
blotingai. Mutantiniy gyvuliuky atveju matomas 20 karty padidintas cirkuliuojancio OB
kiekis. (C) OB baltymo kiekio nustatymas pelés plazmoje. ] ob peliy plazma pridedama vis
didéjantys kiekiai rekombinantinio pelés baltymo iki 100 A ir imunonusodinama. Vesterno
blotingo signaly intensyvumai palyginti su 100 A laukinio tipo peliy intensyvumais.
Didéjant rekombinantinio baltymo kiekiui, matomas tiesinis signalo intensyvumo
didéjimas, kas rodo, kad imunonusodinimas buvo atliktas, esant antik@ino pertekliui.
PanaStis signalai matomi laukinio tipo plazmos meéginiuose, o meéginys su 2 ng
rekombinantinio baltymo rodo, kad pelés plazmoje cirkuliuojantis kiekis yra apie 20
ng/ml. (D) OB baltymas adipozinio audinio ekstraktuose. Pelés adipozinio audinio
citoplazmos ekstraktai buvo pagaminti i§ db ir laukinio tipo peliy. Vesterno blotingas
rodo, kad ekstraktuose, gautuose i§ db peliy, yra padidinti 16 kD baltymo kiekiai.

Fig. 25 rodo, kad zmogaus plazmoje cirkuliuoja jvairis OB baltymo kiekiai. (A)
Zmogaus plazmos vesterno blotingas. Plazmos méginiai gauti i3 3e3iy liesy savanoriy.
Imunonusodinimas ir vesterno blotingas rodo, kad yra imunoreaktingas 16 kD baltymas,

kurio dydis yra identiskas rekombinantiniam 146 aminoriigsiy zmogaus baltymui,
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ekspresuotam mielése. Kiekviename i§ 3e$iy méginiy matomi skirtingi baltymo kiekiai.
(B) Zmogaus ob ELISA. Mikrotitry plokstelés buvo padengtos anti-Zmogaus
imunoidgrynintais OB antikiinais. I ploksteles jdéti Zinomi rekombinantinio baltymo
kiekiai ir detektuota, naudojant imunoi$grynintus, biotinu paveiktus anti-ob antikiinus.
Standartinei kreivei gauti braizoma optinio tankio priklausomybeé nuo Zinomy OB
koncentracijy, esant 414 nm. Gauta standartiné kreivé rodo, kad bandyme galima
detektuoti 1 ng/ml arba daugiau Zmogaus OB baltymo. (C) OB baltymo kiekio nustatymas
zmogaus plazmoje. ELISA imunotyrimas atliktas, naudojant 100 2 plazmos i3 3eSiy liesy
savanoriy, ir standartai panaudoti B panelyje. Matomi OB baltymo kiekiai yra nuo 2 ng/ml
HP1 atveju ir 15 ng/ml HP6 atveju.:Sie duomenys korelivoti su vesterno blotingo
duomenimis A panelyje.

Fig. 26 rodo, kad OB baltymas sudaro inter- ir intramolekulinius disulfidinius
rysius. (A) Vesterno blotingas redukuojanciose ir neredukuojanciose salygose. Pakartoti
pelés ir Zmogaus vesterno blotingai, pridéjus ir nepridéjus | méginio buferj redukcijos
agenty. Kai méginio buferyje néra B-merkaptoetanolio, db plazmos imunonuosedos
migruoja, esant 16 kD ir32 kD molekulinéms maséms. Pridéjus | buferj B-
merkaptoetanolio, 32 kD medziaga i8nyksta (zr. fig. 24). Sis rezultatas pasikartoja, kai
pelés baltymas yra ekspresuotas mielése (Pichia pastoris). Siuo atveju pelés OB baltymas
migruoja | dimero padétj. Kai yra redukuojan¢ios medziagos, iSvalytas rekombinantinis
pelés baltymas migruoja, esant 16 kD apytikrei molekulinei masei, kas rodo, kad 32 kD
molekuliné forma yra vienos arba dviejy intermolekuliniy disulfidiniy rysiy rezultatas.
Zmogaus baltymas ekspresuotas in vivo ir Pichia pastoris migruoja, esant 16 kD
molekulinei masei tiek redukcinése, tiek oksidacinése salygose (duomenys neparodyti).
(B) Zmogaus baltymas ekspresuotas mielése turi intramolekulinj disulfidini ry3].
Sekretuoti baltymai paprastai turi teisinga konformacija, kai jie ekspresuojami Pichia
pastoris ekspresijos sistemoje. Subrendgs Zmogaus baltymas i§ 146 aminorfigiciy buvo
ekspresuotas Picia pastoris ir i$skirtas i§ mieliy terpés, naudojant dviejy stadijy gryninimo
metodika, apimanéia IMAC ir gel-filtracijg. ISvalytas baltymas analizuotas masiy
spektrometrijos metodu prie§ ir po skaldymo bromcianu. Bromcianas skaldo prie
metionino liekanos karboksi-galo. Rekombinantinio peliy baltymo molekuline mase buvo

16024 +3 Da (isskai¢iuota molekuliné masé= 16024 Da). Bromcianas skaldo baltyma prie
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trijy metioniny baltymo sekoje prie 75, 89 ir 157 aminoriigi¢iy. Bromciano fragmentas,
turintis iSmatuotg 8435.6 Da mase atitinka 90-157 ir 158-167 aminoriigstis, sujungtas
disulfidiniu rySiu tarp cys-117 ir cys-167 (iSskaiCiuota molekuliné mas€=8434.5 Da).
N.D.= nenustatyta.

Fig. 27 vaizduoja bioaktyvaus rekombinantinio baltymo gavima. Nukleotidy seka,
atitinkanti 145 aminoriig¢iy subrendusj pelés OB baltyma, buvo klonuota | pET 15b
ekspresijos vektoriy. Sis pET vektorius jterpia polihistidino trakta (His-tag) klonuotos
sekos kryptimi, kas leidzia atlikti efektyvy gryninima naudojant imobilizacing metaly
afinine chromatografija (IMAC). I8 pradziy rekombinantinis bakterinis baltymas
paskirstomas netirpioje membraninéje frakcijoje po bakterijy lizavimo. Membraniné
frakcija soliubilizuojama, panaudojant guanidino hidrochlorida, ir uzpilama ant IMAC
kolonélés. Baltymas laipsni$kai eliuuojamas vis didinant imidazolo koncentracija, kaip
parodyta figiiroje. Eliuuotas baltymas renatiiruojamas, ir veikiamas trombinu, kad biity
pasalinamas His-tag, kaip apraSyta Zemiau. Galutinée tirpaus baltymo iSeiga buvo 45 ng/ml
bakterines kultliros.

Fig. 28 rodo OB baltymo biologinius efektus. Maisto sunaudojimo (A-C paneliai) ir
kiino svorio (D-F paneliai) priklausomybé nuo laiko. DeSimties gyvuliuky grupés gavo OB
baltymo, kurio dozé buvo 5 mg/kg/per dieng (uztuluoti kvadratéliai), kasdienines PBS
injekcijas (uztuSuoti skrituliukai) arba mnegavo preparato (uztuSuoti trikampiai).
Bandomosios grupés buvo C57B1/6J ob/ob pelés (A ir D paneliai), C57B1/Ks db/db pelés
(B ir E paneliai) ir CBA/J+/+ pelés (C ir F paneliai). Peliy maisto sunaudojimas buvo
matuojamas kasdien, o kiino svoris nustatomas kas trys-keturios dienos, kaip nurodyta
figiiroje. (Kiino svorio skalé gramais buvo skirtinga laukinio tipo pelems, lyginant su ob ir
db pelemis). ob peliq; gavusiy baltyma, maisto sunaudojimas sumazeéjo po pirmosios
injekcijos ir stabilizavosi po keturiy dieny, esant apie 40% kiekiui, imant nuo netikry
injekcijy grupés (p<0.001). Siy gyvuliuky kiino svoris sumazéjo vidutinikai 1,3 gramy/per
dieng ir stabilizavosi po trijy savai€iy, esant apie 60% nuo pradinio svorio (p<0,0001). db
pelems baltymo etekto nepastebéta. Nedideli, tadiau reikSmingi kino svorio efektai
pastebéti CBA/J peléms dviejuose pirmuosiuose taskuose (p<0,02). Kiekvieno matavimo
standartiné paklaida pavaizduota briik§niu, o statistinis Siy rezultaty reikSmingumas

parodytas 1 lenteleje.
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Fig. 29 rodo ob peliy porinio maitinimo rezultatus. (A) keturiy C57B1/6J objob

peliy grupé buvo maitinama, duodant maisto kiekj, lygy Kiekiui, sunaudotam grupés ob
peliy, gavusiy rekombinantinio baltymo. Abiejy grupiy svorio sumaZzejimas buvo
skai¢iuojamas po 5, 6 ir 12 dieny. Pelés, kurioms buvo apribotas maistas (uzstrichuoti
stadiakampiai), prarado maZiau svorio, negu ob pelés, gavusios baltymo (uZtuSuoti
staciakampiai) (p<0,02). Sie rezultatai rodo, kad OB baltymo svorj maZinantis efektas yra
efektas tieck j maisto, tiek ir i energijos sanaudas. (B) Paveiktos ob peles fotografija.
Parodytos dvi C57B1/6J objob pelés. Kairioji pelé gavo PBS ir svére 65 gramus. DeSinioji
pelé gavo rekombinantinio OB baltymo kasdienes injekcijas. Pradinis Sio gyvuliuko svoris
taip pat buvo 65 gramai, o svoris po trijy savaiciy poveikio baltymu buvo 38 gramai. (C)
Paveikty ir nepaveikty baltymu C57B1/6] oblob peliy kepenys. Pelés, gavusios PBS,
kepenys buvo didelés ir riebios ir sveré 5,04 gramo. Peles, gavusios rekombinantinio ob
baltymo, kepeny i$vaizda normali ir jos svére 2,23 gramo.

Fig. 30 rodo ob adipozinio audinio hibridizacija in situ. Prasmin€ ir antiprasmine ob
RNR pazyméta in vitro, naudojant Sp6 ir T7 polimerazg ir digoksigening. PaZymetos RNR
buvo hibridizuojamos su imobilizuotomis parafine adipizinio audinio 18 aStuoniy savaiciy
amziaus C57B1/Ks peliy (pazyméty laukinis tipas) ir C57B1/Ks db/db peliy (pazymety db)
antséklidzio i8pjovomis. Figliroje parodyta, kad pasirodo lipidy laSeliai kaip nenudaZytos
vakuolés lasteliy viduje. Citoplazma yra plonas apvadas lasteliy periferijoje ir nesiskiria
nuo lastelés membranos. Hibridizacija su visais adipocitais Sioje srityje buvo nustatyta
laukinio tipo pjiviuose tik naudojant antiprasminj zonda ir matomi labai padidinti kiekiai
audinio i3 db/db gyvuliuky audinio pjiviuose.

Fig. 31 rodo, kad OB RNR yra ekspresuojama adipocituose in vivo ir in vitro.
Atlikta visos RNR (10 mikrogramy) i$ keleto jvairiy $altiniy blotuoty ir hibridizuoty su ob
zondy elektroforezé. Pirmiausia, adipocity gryninimui panaudoti lasteliy plaukiémumo
skirtumai po skaldymo kolagenaze. OB RNR buvo tik adipocity frakcijoje. S takelis rodo
stromovaskuliarine frakcija, o A - adipocity frakcija. Be to, OB RNR neekspresuojama
nediferencijuoty 3T3-442 preadipocity Iasteliy (U takelis). Diferencijuoti adipocitai i Siy
lasteliy linijy ekspresuoja aiskiai nustatomus OB mRNR kiekius (D takelis).

Fig. 32 rodo, kad OB RNR yra ekspresuojama visose adipozinio audinio

sankaupose. Visos tirtos adipozinio audinio sankaupos ekspresavo ob RNR. Kirk3nies
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riebalinis audinys ekspresavo Siek tiek mazesnius RNR kiekius, nors buvo signaly lygiy
skirtumai jvairiuose eksperimentuose. (Fig. 31A) 1 takelis - antséklidZio, 2 - kirkSnies, 3 -
pilvo, 4 - priegimdzio riebaliniai audiniai. Rudieji riebalai taip pat ekspresavo nedidelius
OB RNR kiekius. (Fig. 31B) OB ekspresijos kiekiai ruduosiuose riebaluose buvo nepakite
gyvuliuky, laikyty 4 °C temperatiiroje viena savaitg, atveju, nors rudiems riebalams
specitinés UCP RNR, zinomos, kad ja sukelia $altis, kiekis padide€jo penkis kartus.

Fig. 33 atvaizduota OB RNR ekspresija db/db ir aukso tiogliukoze apdorotose
pelése. Atlikta bendros RNR i§ aukso tiogliukoze (GTG) apdoroty peliy ir db/db peliy
priegimdzio riebalinio audinio elektroforezé ir northerno blotingas. Yra Zinoma, kad
apdorojus vienkartine GTG doze, sukeliamas nutukimas, indukuojant specifinius
pagumburio pakenkimus. (A) Vieno ménesio amziaus CBA Ziurkiy patelés buvo paveiktos
GTG (0,2 mg/g) ir gaunamas >20g apdoroty gyvuliuky svorio padidéjimas, lyginant su
kontroliniais gyvuliukais (<5g). (B) OB méginio su RNR i3 db/db ir GTG apdoroty peliy
hibridizacija rodo 20 karty ob RNR kiekio padidéjima, lyginant su kontroline RNR
(aktinas arba GAPDH).

Fig. 34 vaizduoja Zmogaus RNR northerno blotingo analiz¢. Northerno blotai,
turintys 10 mg bendrosios RNR i§ Zmogaus adipozinio audinio (FAT, A panelis) ir 2 mg
poliA+RNR i3 kity Zmogaus audiniy (B panelis) hibridizuoti su Zmogaus ob arba Zmogaus
B-aktino zondais, kaip nurodyta figiiroje. Matomas intensyvus signalas Sirdies (HE) ir
placentos (PL) atveju, taciau OB RNR nerasta smegenyse (BR), plauciuose (LU),
kepenyse (LI), skeletiniuose raumenyse (SM), inkstuose (KI) ir kasoje (PA). Kiekvienu
atveju nurodyta autoradiografinés ekspozicijos trukmé.

Fig. 35 vaizduoja YAC sankaupa, turin¢ia Zzmogaus OB geng ir 8 mikrosatelitinius
markerius. Atvaizduota YAC paremta turin¢io zZmogaus OB geno STS kiekio 7
chromosomos zemélapis, gautas panaudojant SEGMAP/version 3.29 [Green et al., PCR
Methods Applic., 1:77-90 (1991)]. VirSuje iSvardinti 19 vienodai iSdéstyti STS (zr. 3
lentele). 8 mikrosatelitams specifiski STS pazyméti zvaigzdutémis (Zr. 4 lentel¢). Taip pat
parodyti STS, atitinkantys Pax4 ir OB genams, o taip pat numatytos centromero (CEN) ir
7q telomero (TEL) padétys sankaupos atzvilgiu. Kiekvienas i§ 43 YAC klony pazymeétas
horizontaliu brtik$niu, kurio pavadinimas duotas kair€je, o jvertintas YAC dydis (kb,

iSmatuotas pulsuojancio lauko gel-elektroforezés biuidu) duotas skliausteliuose. STS
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buvimas YAC paZymétas uztuSuotu ratuku atitinkamoje padétyje. Jei STS atitinka jterpta
YAC gala, apie atitinkama ratuka nubraiZytas kvadratas tiek virSuje (prie STS
pavadinimo), tiek ir YAG, i§ kurio jis buvo i$vestas, gale. Penkiy YAC apacioje (Zemiau
horizontalios punktyrinés linijos) vieno arba daugiau STS, kuriy buvimo tiketasi
(remiantis nustatyta STS eile), nebuvo rasta (tai buvo nustatyta, testuojant atskiras YAC
su atitinkamais STS specifiniais PCR bandymais maZiausiai du kartus), ir jie paZymeti
neuztuduotais ratukais atitinkamose padétyse. Dauguma YAC buvo i3skirta i3 bibliotekos,
isvestos i§ Zmogaus-ziurkéno hibridiniy lasteliy [Green et al., Genomics, 25:170-183
(1995)]; nurodyti jy pradiniai pavadinimai. Likusios YAC buvo i3skirtos i$ bendry
zmogaus genomo biblioteky, ir jy padétys pradinéje bibliotekoje duotos 3 lenteleje. Trijy
YAC, kurio buvo rastos panaudojant FISH analizg, 7q31.3 Zemelapio nustatymui,
pavadinimai apibrézti keturkampiais (yWSS691, yWSS999 ir yWSS2935). Sankaupa
parodyta “nei$skaiciuotoje” formoje, kur YAC dydziai nepanaudoti klony persiklojimo
arba STS atstumy jvertinimui, ir todél parodyti atstumai yra vienodi. “ISskaiCiuotoje”
formoje, kurioje santykiniy atstumy, skirianéiy kiekvieng gretimy STS pora, jvertinimui
panaudoti YAC dydziai, o taip pat ir klony persiklojimo dydis, bendra YAC sankaupa

apima net daugiau nei 2 Mb.

SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS

Sis i$radimas yra susijes su baltymo, ¢ia vadinamo ob polipeptidu arba leptinu, bei
nukleino riigdciy, koduojanciy baltyma, jskaitant jy degeneracines variacijas, pvz., kurios
iterpia optimalius ekspresijos kodonus | atitinkama ekspresijos sistema, iSaiSkinimu ir
atradimu; Sis b'altymas rodo sugebéjima dalyvauti zinduolio kiino svorio kontroléje.
Isradimo nukleino riigitys atstovauja koduojancias sekas, atitinkancias pelés ir Zmogaus
OB polipeptida, kuris, kaip manoma, vaidina esminj vaidmenj kiino svorio ir nutukimo
reguliavime. Cia pateikti duomenys rodo, kad iSradimo nukleino riigi¢iy polipeptidinj
produkta i3skiria lastelés, kurios ji ekspresuoja, ir, kad polipeptidas funkcionuoja kaip
hormonas. Papildomi eksperimentiniai duomenys rodo, kad OB polipeptidas yra labai

efektyvus, gydant peliy, turinéiy ob geno mutacija, nutukimg. Be to, didelés OB
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polipeptido porcijinés dozés arba vidutinés tgstines dozés veikia j normaliy (laukinio tipo)
peliy svorio sumazejima,.

Be to, ¢ia pateikti pavyzdziai rodo, kad OB polipeptidas, kitaip ¢ia vadinamas
“leptinu”, cirkuliuoja pelés, Ziurkés ir Zmogaus plazmoje. Leptino néra ob/ob peliy
plazmoje, db/db peliy plazmoje jo koncentracija yra deSimt karty didesne, o fa/fa ziurkiy
plazmoje - dvideSimt karty didesné. Ypatingai svarbu, kad rekombinantinio leptino
kasdienés injekcijos drastiSkai mazina ob/ob peliy kiino masg, pastebimai veikia laukinio
tipo peliy kiino svorj ir neturi jtakos db/db peléms.

Dar kitu pozitriu, vieny riiSiy OB polipeptidas yra biologiskai aktyvus kitose
rudyse. Ypatingai Zzmogaus OB polipeptidas yra aktyvus pelése.

Pirmiausiai Sis iSradimas yra skirtas medziagy, kurios funkcionuoja kaip zinduoliy
kiino svorio moduliatoriai, identifikavimui. Sis iSradimas yra susijes su tam tikry nukleino
rigsciy, kurios atitinka OB gena arba jo koduojancia sritj tiek pelése, tiek ir Zmonése,
i8skyrimu, iSvalymu ir seky nustatymu, o taip pat ir su atitinkamais polipeptidais, kuriuos
ekspresuoja Sios nukleino rugstys. Taigi, $is iSradimas apima atradimg nukleino riigsciy,
kurios duotos fig. 1A-E (SEQ ID NO:1) ir fig. 2A ir B (SEQ ID NO:3), jy degeneraciniy
varianty, aleliy ir fragmenty, kurie visi pasizymi kiino svorio ir nutukimo moduliacijos
aktyvumu. Siy nukleino riigd&iy atitikimas OB genui pranaSauja jy didele jtaka j blisenas,
tokias kaip nutukimas, o taip pat ir j kitas ligas ir disfuncijas, kuriose nenormalus kiino
svoris yra duodantis jnasa faktorius. Isradimas i$sipleéia iki baltymy, kuriuos ekspresuoja
iSradimo nukleino riigtys, ypatingai iki tokiy baltymy, kurie pavaizduoti fig. 1A-E (SEQ
ID NO:2), fig. 3 (SEQ ID NO:4), fig. 5 (SEQ ID NO:5) ir fig. 6 (SEQ ID NO:6), o taip
pat iSsaugoty varianty, aktyviy fragmenty ir giminingy mazy molekuliy.

Kaip buvo minéta anksciau, svorio kontrolés moduliaciniai peptidai, jy ridantys
partneriai arba kiti ligandai bei agentai, pasizymintys jy imitavimu arba antagonizmu
jiems, arba kontroliuojantys jy gaminimasi, gali biiti paruoSiami farmaciniy kompozicijy
pavidalu kartu su tinkamu nesikliu, turinciy pakankamg efektyvuma, kad jas biity galima
vartoti jvairiais biidais pacienty, kurie pasiZzymi nenormaliais kiino svorio nukrypimais
arba yra nutuke, kai Sie nukrypimai yra atskiri arba jie sudaro dalj nepalankiy medicininiy
biiseny, tokiy kaip vézys arba AIDS, gydymui. Gali biiti panaudoti jvairiis vaisty vartojimo

biidai, jskaitant oralinj, nazalinj ir kitus transmukozinio vartojimo biidus, parenterines
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metodikas, tokias kaip subkutaninés, intravenin€s ir intraperitoninés injekcijos, kateterius
ir pan. Atpazinimo faktoriy arba jy subvienety vidutiniai kiekiai gali kisti, konkreciu
atveju jie turi priklausyti nuo kvalifikuoto gydytojo arba veterinoriaus rekomendacijy ir
nurodymuy.

Iieinant i§ to, kas apradyta auk3Ciau, gali biiti pagaminta test-sistema, skirta
potencialiy vaisty, galiniy imituoti arba antagonizuoti svorio moduliatoriy aktyvuma,
skryningui. Svorio moduliatorius gali biti jvestas | test-sistema, o laukiamas vaistas gali
biiti taip pat jvestas | gaunamg lasteliy kultQirg, ir po to §i kultiira yra tiriama, stebint ar yra
lasteliy aktyvumo pakitimai, atsiradg arba del to, kad buvo pridétas vien tik laukiamas
vaistas, arba dél to, kad buvo pridéti Zinomo svorio moduliatoriaus tam tikri kiekiai.

Kaip anks¢iau minéta, ia apraSyto OB geno molekulinis klonavimas leido
identifikuoti klase medziagy, kurio funkcionuoja molekuliniame lygyje, moduliuodamos
zinduolio kiino svorj. Moduliatoriy pagal iSradima atradimas turi svarbig reikSme mitybos
sutrikimy diagnozavimui ir gydymui, jskaitant, bet neapsiribojant, nutukima, svorio
praradima, susijusi su véziu, ir gydant ligas, susijusias su nutukimu, tokias kaip
hipertenzija, Sirdies ligos ir II tipo diabetas. Be to, Sio geninio produkto panaudojimas
galimas ir zemés iikyje, tais atvejais, kai norima moduliuoti naminiy gyvuliy kiino SVorj.
Pagaliau, priimant démesin, kad vienas arba daugiau Sio iSradimo moduliatoriy yra
sekretuotos molekulés, jie gali biiti naudojami biocheminiam jy receptoriy iSskyrimui,
naudojant klonavimo ekspresijos technologija. Toliau duodamas aptarimas apie OB geng
gali biiti bendrai taikomas klasei moduliatoriy, kurie sudaro Sio iSradimo dalj ir tokiu
bidu turi biiti suderintas laisvumas ir tokios interpretacijos sfera.

Kaip auki¢iau minéta, OB polipeptido funkcinis aktyvumas gali bati jvertintas
transgeniniu biidu. Siuo poziiiriu, gali biiti panaudotas transgeninis pelés modelis. ob
genas gali bilti panaudotas komplementacijos tyrimuose, naudojant transgenines peles.
Transgeniniai vektoriai, jskaitant virusinius vektorius arba kosmidinius klonus (arba fagy
klonus), atitinkantys laukinio tipo kandidatinio geno lokusus, gali buti konstruojami,
naudojant i$skirta ob gena. Kosmidés gali biiti jvedamos | transgenines peles, naudojant
apradytas metodikas [Jaenisch, Science. 240:1468-1474 (1988)]. Tokie dariniai jvedami |
vaisingus kiaudinélius, gautus i3 interkroso tarp F1 C57BL/6J ob/ob X DBA interkroso

palikuoniy. Tokiems krosams reikia naudoti C57BL/6J ob/ob kiausidziy transplantantus,
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norint gauti F1 gyvuliukus. Kaip kontrlinija yra naudojamos DBA/2J pelés, nes jos turi ....
plauky spalvg, kas yra svarbu, naudojant kiauSidziy transplantantus. Genotipas prie ob
lokusy kosmidiniuose transgeniniuose gyvuliukuose gali biiti nustatytas dauginant
gyvuliukus su tampriai suriStomis RFLP arba mikrosatelitais, kurie flankuoja mutacijg ir
kurie yra polimorfiniai tarp palikuoniy linijy. Komplementacija bus pademonstruota tuo
atveju, kai tam tikras darinys duos genetiSkai nutukusj F2 gyvuliukg (tai galima nustatyti
panaudojant RFLP analizg), liesa ir nediabetinj. Siomis salygomis galutiniam
komplementacijos patvirtinimui reikia, kad ob/ob arba db/db gyvuliukas, turintis
transgena, biity sukryZmintas su ob/ob arba db/db kiaudidziy transplantantais. Siame krose
visi N2 gyvuliukai, kurie neturi transgeno, bus nutukg¢ ir turés insulinui rezistentiska
diabeta, o tie gyvuliukai, kurie turi transgena, bus liesi ir turés normalias gliukozés ir
insulino koncentracijas plazmoje. Genetine prasme, transgenas veikia kaip supresoriaus
mutacija.

Kitu atveju, OB genai gali biiti nustatomi, tiriant jy fenotipinius efektus, kai
ekspresuojama antiprasminéje orientacijoje laukinio tipo gyvuliukuose. Tokiu atveju
slopinama laukinio tipo alelio ekspresija, ir gaunamas mutantinis fenotipas. RNR-RNR
duplekso susidarymas (antiprasmé-prasmé) trukdo normaliam mRNR valdymui, ir taip
dalinai arba pilnai pasalinamas laukinio tipo geno efektas. Si metodika buvo panaudota
TK sintezés audinio kultiiroje inhibavimui ir Kruppel mutacijy Drosophila bei Shiverer
mutacijy pelése fenotipy gavimui [Izant et al., Cell, 36:1007-1015 (1984); Green et al.,
Annu. Rev. Biochem., 55:569-597 (1986); Katsuki et al., Science, 241:593-595 (1988)].
Svarbus tokio pri¢jimo privalumas yra tas, kad visos giminingos mRNR ekspresijos
efektyviam inhibavimui reikalinga tik nedidelés geno dalies ekspresija. Tuo atveju bus
jvestas antiprasminis transgenas, kontroliuojamas nuosavo promotoriaus arba Kito
promotoriaus, ekspresuoto tinkamo lasteliy tipo ir patalpintas auk3¢iau SV40 poliA vietos.
Sis transgenas bus panaudotas transgeninéms peléms gauti. Transgeninés pelés taip pat
bus paveiktos kiausidziy transplantantais, norint nustatyti ar ob heterozigotos yra
jautresnés antiprasminio darinio efektams.

Toliau, OB geno produkto (OB polipeptido arba baltymo) biocheminés funkcijos
i3aiSkinimas yra naudingas, identifikuojant mazas molekules-agonistus arba -antagonistus,

kurios veikia jo aktyvuma.
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Siame apradyme bus apibréZti naudojami terminai, kurie yra duodami, pavyzdZiui,
Zemiau.

Terminas “kino svorio moduliatorius”, “moduliatorius”, “moduliatoriai” bei
kitokie specifiniai nei$vardinti variantai, kurie gali buti ¢ia vartojami visame $ios paraiskos
apradyme ir apibréZtyje, atitinka vienu atveju tiek nukleotidus, tiek ir baltyming medziaga;
pastaroji apima ir atskirus, ir misrius baltymus. Tiksliau, auks¢iau mineti terminai apima
nukleotidus ir DNR, kuriy sekos ¢ia aprasytos ir pateiktos fig. 1A-E (SEQ ID NO:1) ir fig.
2A ir B (SEQ ID NO:3). Panasiai, baltymai, turintys ¢ia aprasytus aminoriigsciy seky
duomenis, pateiktus fig. 1A-E (SEQ ID NO:2) ir fig. 3 (SEQ ID NO:4) yra panasiai
nagrinéjami kaip turintys aktyvumy vaizda, iSdeéstyta visy medziagy atzvilgiu tiek
apradyme, tiek ir apibréztyje. Atitinkami nukleotidai, pasiZymintys i§ esmes tokiu paciu
arba kitokiu aktyvumu, yra panadiai nagrinéjami, jskaitant i§ esmés homologiSkus jy
analogus ir alelinius variantus. Taip pat panasiai nagrinéjami ir baltymai, pasizymintys i3
esmés tokiu pacdiu arba kitokiu aktyvumu, jskaitant apgalvotai modifikuotus baltymus,
tokius kaip, pavyzdziui, kryptinga mutageneze, arba atsitiktinai modifikuotus per
mutacijas $eimininko, kuris produkuoja moduliatorius, organizme.

Kompozicija, kurioje yra “A” (kur “A” yra vienas baltymas, DNR molekule,
vektorius, rekombinantinio eimininko lastelé ir t.t.) laikoma i$ esmés neturinti “B” (kur
“B” yra vienas arba daugiau uZterSianéiy baltymy, DNR molekuliy, vektoriy ir t.t.,
isskyrus racemines “A” formas), jeigu “A” kompozicijoje yra bent 73% pagal svorj
baltymy, DNR, vektoriy (priklausomai nuo kategorijos, kuriai priklauso A ir B
medziagos). Geriausia, kai “A” kiekis A+B medziagy kompozicijoje sudaro bent apie
90% pagal svori, o dar geriau - jei 99% pagal svorj. Taip pat pageidautina, kad
kompozicijoje, kuri i esmés yra neuZzterita, biity tik vieno molekulinio svorio medziagos,

turinc¢ios dominan¢iy medziagy aktyvumg arba charakteristikas.

OB polipeptidai

Terminas “baltymas”, kuris reiSkia gamtoje atsirandantj polipeptida ir

“polipeptidas” ¢ia naudojami pakaitomis ob geno produkto ir jo varianty atzvilgiu.
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Terminas “subrendes baltymas” arba “subrendgs polipeptidas” ypatingai reiSkia OB geno
produkta su paalinta signaline seka (arba sulieto baltymo partneriu).

Kaip auk3Ciau minéta, specifiniuose realizavimo variantuose ob polipeptidai pagal
isradima apima polipeptidus, turinéius ¢ia parodytas aminoriigiCiy sekas, pvz., SEQ ID
NOS:2, 4, 5, 6 ir t.t., jskaitant ob polipeptida, modifikuota pakeifiant konservatyvig
aminoriigdtj, o taip pat juy biologiskai aktyvius fragmentus, analogus ir jy darinius. Cia
naudojamas terminas “biologiSkai aktyvus’ reiSkia specifinj polipeptido poveikj, jskaitant,
bet neapsiribojant, specifinj susiriima, pvz.,, su receptoriumi, antikiinu arba kita
atpazistancia molekule; signalo perdavimo keliy aktyvacija molekuliniame lygyje; ir/arba
fiziologiniy efekty, kuriuose tarpininkauja ob polipeptidas irn vivo, indukcija (arba
inhibicija antagonistais). OB polipeptidai, jskaitant fragmentus, analogus ir darinius, gali
biiti pagaminti sintezés blidu, pvz., panaudojant gerai zinomas kietafazés arba tirpalo
fazés peptidy sintezés metodikas. Pageidautina naudoti kietafazes sintezes metodika. Kitu
biidu, isradimo OB polipeptidai gali biiti pagaminti, naudojant gerai zinomas geny
inZinerijos metodikas, kaip aprayta infra. Dar kitame realizavimo variante OB
polipeptidas gali biiti i$skirtas, pvz., imunoafininio valymo biidu i8 biologinio skyscio, tokio
kaip plazma, serumas arba Slapimas (bet jais neapsiribojant), geriausia i$ Zmogaus
plazmos, serumo arba $lapimo, o dar geriau i3 subjekto, turinCio padidinta Sio polipeptido
ekspresijg, tokio kaip nutukgs asmuo, sergantis dél OB receptoriaus mutacijos arba

nutukimu, susijusiu su mutacija, atitinkanciu “riebuma”.

OB polipeptido fragmentai

Specifiniame reélizavimo variante, Siame iSradime svarstoma, kad gali biiti svarbls
natiiraliai atsirandantys OB polipeptido fragmentai. Peptido seka apima daugel] viety,
kurios daZniausiai yra proteolitinio skaldymo taikinys, pvz., arginino liekanos. Yra
tikimybé, kad pilno ilgio polipeptidas gali biiti suskaldytas vienoje arba keliose tokio
skaldymo vietose, susidarant biologiskai aktyviems fragmentams. Tokie biologiSkai
aktyviis fragmentai gali arba agonizuoti arba antagonizuoti OB polipeptido funkcinj

aktyvuma kiino svorio mazinimo atzvilgiu.
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OB polipeptido analogai

Siame iSradime atskirai svarstomas OB peptido analogy, Kkurie yra
charakterizuojami kaip turintys OB polipeptido biologinj aktyvuma, pvz., galintys
specifidkai riStis su ridan¢iu ob peptido partneriu, tokie kaip OB receptorius, gavimas.
Viename realizavimo variante analogas agonizuoja OB aktyvuma, t.y. jis funkcionuoja
panasiai kaip ob peptidas. Geriau, kai OB agonistas yra efektyvesnis uz natyvy baltyma,.
Pavyzdziui, OB agonisto analogas gali ristis su OB receptoriumi su didesne trauka arba
rodo ilgesnj gyvavimo puslaikj in vivo, arba stebimi abu Sie atvejai. Vis tik aptariami ir OB
peptido- agonisto analogai, kurie yra maZiau efektyvls, nei natyvus baltymas. Kitame
realizavimo variante analogas antagonizuoja OB aktyvuma. Pavyzdziui, OB analogas,
kuris ri3asi su OB receptoriumi, bet neindukuoja signalo perdavimo, gali konkuruojanéiai
inhibuoti natyvaus OB riimasi su receptoriumi ir taip sumaZinti OB aktyvumg in vivo.
Toks OB antagonisto analogas gali taip pat turéti skirtingas nuo ob peptido savybes, pvz.,
ilgesnj (arba trumpesnj) gyvavimo puslaikj in vivo, didesng (arba maZzesng) riSimosi su OB
receptoriumi trauka, arba gali biiti abu Sie atvejai.

Viename $io iSradimo realizavimo variante OB peptido analogas yra OB peptidas,
modifikuotas pakeiGiant aminoriigitis polipeptido padetyse, kurios néra esminés
struktiiros arba funkcijos poziiiriu. 'Pavyzdiiui, kadangi yra Zinoma, kad Zmogaus OB
peptidas yra biologiskai aktyvus pelése, galima laukti, kad skirtingy aminoriigiciy liekany
pakeitimas Zmogaus sekoje, lyginant su pelés aminoriigs¢iy seka, duos naudingus OB
peptido analogus. Pavyzdziui, serino liekanos 53 padetyje arba 98 padetyje arba abejose
(nepakeista peptido seka yra pavaizduota fig. 4) Zzmogaus peptide gali biiti pakeistos, pvz.,
glicinu, alaninu, valinu, cisteinu, metioninu ar treoninu. Panasiai arginino liekana 92
padétyje (fig.4) gali biiti pakeista, pvz., asparaginu, lizinu, histidinu, glutaminu, glutamino
rilgStimi, asparto riigstimi, serinu, treoninu, histidinu ar cisteinu. Dar karta grjZtant prie
fig. 4, kitos aminoriigitys Zmogaus OB peptide, kurios gali buti pakeistos, yra histidinas
118 padétyje, triptofanas 121 padétyje, alaninas 122 padétyje, glutmino riigStis 126
padétyje, treoninas 127 padétyje, leucinas 128 padétyje, glicinas 132 padetyje, glicinas 139
padétyje, triptofanas 159 padétyje, ir glicinas 166 padétyje. Kitame realizavimo variante

gali biiti pakeista viena arba daugiau 121-128 liekany (kaip parodyta fig. 4), pvz., glicinas
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arba alaninas, arba pakeifiamos kai kurios liekanos, iSskyrus sering 123 padétyje arba
leucing 125 padetyje.

Kitame realizavimo variante OB polipeptido analogas, geriausia Zmogaus OB
polipeptidas, yra sutrumpinta polipeptido forma. Pavyzdziui, jau buvo parodyta, kad
glutamino lickana 49 padétyje néra esminé ir ji gali biiti paSalinta i§ peptido. Panasiai
galima pa3alinti kai kurias arba visas skirtingas aminoriigiciy liekanas 121-128 padétyse.
Be to, i$radime aptariamas OB analogo, turin¢io minimalig aminorfigiciy seka, reikalingg
biologiniam aktyvumui, pagaminimas. Tg galima nesunkiai nustatyti, pvz., tikrinant OB
fragmenty aktyvuma jy sugebéjimo susiriti su OB specifiniais antikiinais atzvilgiu,
natyvaus OB polipeptido aktyvumo inhibavimg arba natyvaus CB peptido agonizavima.
Viename realizavimo variante iSradime sitilomas sutrumpintas OB polipeptidas, turintis
kilping struktiira, sudaryta per disulfidinj ry$j, kuris susidaro tarp cisteino liekany 117 ir
167 padétyse (kaip parodyta fig. 4). Kitame realizavimo variante sutrumpintas analogas
atitinka aminortigdCiy seka nuo 22 liekanos (kuri eina po laukiamos signalinio peptido
skaldymo vietos) iki 53 liekanos (aminoriigSties liekana, esanti prie§ pat lankscios kilpos
sritj, nustatoma limituotos proteolizés biidu, po kurios atliekama OB polipeptido masiy
spektrometriné analizé; Zr. Cohen et al., Protein Science, 4:1088 (1995)). Kitame
realizavimo variante sutrumpintas analogas atitinka aminoriigiéiy seka nuo 61 liekanos
(liekana einanti tuojau pat po lankscios kilpos srities; tas buvo nustatyta panaudojant OB
polipeptido limituota proteolizg ir masiy spektrometrine analiz¢) iki 116 liekanos
(liekana, esanti prie§ pirmaja cisteino liekang). Dar viename realizavimo variante
sutrumpintas analogas atitinka aminoriigi¢iy seka nuo 61 iki 167 aminoriigsties.

Be to, yra pakeista viena arba daugiau lanks¢ios Kilpos liekany ties 54 ir 60
liekanomis. Pavyzdziui, viena arba daugiau liekany gali bati pakeistos lizinu, glutamino
rigstimi arba cisteinu (geriau lizinu) kryZminiam sujungimui, pvz., su polimeru, nes
lanksCios kilpos struktiiros yra pageidautinos baltymo dariniy susidarymo vietos. Kitu
atveju, liekanos lanksCios kilpos padétyse gali biiti pakeistos aminoriigiciy liekanomis,
kurios yra labiau atsparios proteolizei, bet iSlaiko lanks¢ig struktirg, pvz., vienu arba
keletu proliny. Dar viename realizavimo variante nagrinéjamas pakeitimas aminorgiciy
liekany, kurios toliau gali biiti panaudotos dariniams gauti, kad jie bity atsparesni

degradacijai, pvz., proteolizei.
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Sios srities specialistams bus suprantama, kad auksGiau aprasyty fragmenty dydZiai
yra apytikriai, ir, kad prie vieno arba dviejy galy gali buti prijungta nuo vienos iki
mazdaug penkiy aminoriigi¢iy, arba minétuose sutrumpintuose analoguose gali buti
jterpiama | polipeptido arba jo fragmenty vidurj, iSskyrus tai, kad disulfidiniu ry3iu
sujungtuose kilpa turin¢iuose analoguose cisteino lickanos turi iSlikti.

Buvo nustatyta, kad pelés OB peptidas turi 50% a-spiralines dalies, o Zzmogaus OB
polipeptidas turi apie 60% a-spiralinés dalies, kas matosi 1§ rekombinantiniy peptidy
cirkuliarinio dichroizmo duomeny beveik fiziologinése salygose. IS to seka, kad kitame
realizavimo variante aminoriigi¢iy liekanos gali biiti pakeistos lieckanomis, kad susidaryty
OB polipeptido analogai, kurie turéty polinkj sudaryti, arba kurie sudaryty stabilesnes a-
spiralines struktiiras. Pavyzdziui, labiau susidaryty a-spiraliné struktiira, jei Glu, Ala, Leu,
His, Trp biity jvedami kaip pakaitai vietoje natyviame OB polipeptide esanciy
aminoriigiéiy liekany. Geriausiai naudoti jprastus aminoriigiciy pakeitimus, pvz., pakeisti
asparagino ragstj 29, 30, 44, 61, 76, 100 ir/arba 106 padétyje (kaip parodyta fig. 4)
glutamino rigdtimi(s) (Glu); pakeisti izoleucina(us) leucinu; pakeisti glicing arba valing
arba kita skirtingg aminoriigétj alaninu (pvz., Zzmogaus OB polipeptide 53 padétyje esant]
sering alaninu), pakeisti argining arba lizing histidinu ir pakeisti tirozing ir/arba
fenilalaning triptofanu. «-Spiralinés struktiiros kiekio arba, kas dar svarbiau, stabilumo
padidinimas gali duoti OB analoga, pasizymintj didesniu aktyvumu, padidinta suriSimo
geba arba ilgesniu gyvavimo puslaikiu. Specifiniame realizavimo variante yra padidintas
OB peptido, atitinkanéio 22-53 aminortgstis, dalies spiralinés struktiros susidarymo
potencialas. Kitame realizavimo variante yra padidintas 61-116 aminoriigiciy liekany
spiralinés struktiiros susidarymo potencialas arba stabilumas. Dar viename realizavimo
variante yra padidintas disulfidinés kilpinés struktiiros, atitinkancios 117-167 aminortgstis,
spiralinés struktiiros susidarymo potencialas. Aptariami taip pat ir OB analogai, turintys
padidinta o-spiralés susidarymo potencialg arba stabiluma daugiau nei vienoje i auksciau
minéty daliy. Dar viename realizavimo variante i$skiriami sutrumpinti OB polipeptido
analogai, | kuriuos jeina formuojandios struktiira, pvz., formuojancios spiralg
aminoriigiéiy liekanos, kad biity kompensuojamas polipeptido fragmenty didesnis polinkis

nestabilios struktfiros susidarymui.
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Analogus, tokius kaip fragmentai, galima gauti, pavyzdziui, panaudojaht svorio
moduliatoriaus peptidinés medziagos skaldyma pepsinu. Kiti analogai, tokie kaip
mutacijas turinfios molekulés, gali biiti gaunami, panaudojant svorio moduliatoriy
koduojanciy seky standarting kryptinga mutageneze. Analogai, pasiZymintys “svorio
moduliavimo aktyvumu”, tokie kaip mazos molekulés, funkcionuojancios kaip promotoriai

arba inhibitoriai, gali biiti identifikuojamos Zinomais in vivo ir/arba in vitro bandymais.

Mazos molekulés-analogai ir OB polipeptido peptidiniai imitatoriai

OB polipeptido, geriausiai Zzmogaus OB polipeptido, struktiira gali biiti tiriama
jvairiais Zzinomais btdais. Baltymo seka gali biti charakterizuojama, panaudojant
hidrofiliSkumo analiz¢ [pvz., Hopp et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:3824 (1981)].
Hidrofiliskumo profilis gali biti panaudotas OB polipeptido hidrofobiniy ir hidrofiliniy
sri¢iy identifikavimui, kuris gali parodyti sritis, pasléptas susilanksCiusio polipeptido
viduje, ir sritis, esancias polipeptido iSoréje. Be to, gali buti atlikta antrines struktiiros
analizé [pvz., Chou et al., Biochem., 13:222 (1974)], norint nustatyti OB polipeptido sritis,
kurios apsprendzia specifines antrines struktiiras. Numatyty arba nustatyty struktiiry,
jskaitant antrinés struktiros numatyma, manipuliacijag galima atlikti, naudojant Sioje
srityje Zinomas kompiuterines programas.

Apsirlipinus nemaZu rekombinantinio OB polipeptido kiekiu pagal §j iSradima,
galima atlikti kiekybinj polipeptido struktiiros jvertinima. Ypatingai turint pakankamai
medziagos, galima atlikti branduoliy magnetinio rezonanso (BMR), infraraudonyjy
spinduliy (IR), Ramano ir ultravioletiniy spinduliy (UV), ypa¢ cirkuliarinio dichroizmo
(CD), spektring analize. Ypatingai BMR yra labai galingas molekuliy, esanéiy tirpale,
kuriame artimiau priartéjama prie jy natyvaus apsupimo, struktiirinés analizés metodas
[Marion et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 113:967-974 (1983); Bar et al.,, J. Magn.
Reson., 65:355-360 (1985); Kimura et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:1681-1685 (1980)].
Taip pat gali biiti panaudoti ir kiti struktlirinés analizés metodai. Tarp jy patenka, bet
neapsiribojama, rentgeno spinduliy kristalografija [Engstrom, Biochem. Exp. Biol., 11:7-13

(1974)].
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Dar kitame realizavimo variante OB polipeptido analogas gali biti tyrin¢jamas,
norint nustatyti, ar jis susijungia su antikiinu, specifiniu natyviam OB polipeptidui arba jo
specifiniams fragmentams. Susijungimo laipsnis duoda informacija apie baltymy
struktiirine homologija arba panauma, arba apie sridiy, atitinkanciy polipeptido dalis,

kurios buvo panaudotos fragmentams specifiskiems antiklinams gauti, priecinamuma.

OB analogu skryningas

Polipeptidy analogy skryningui yra Zinomos jvairios skryningo metodlkos Gaunami
jvairiy chemikaly rinkiniai. Tuo budu, Siame iSradime nagrinéjamas tokiy rmlflmq, pvz.,
sintetiniy junginiy, sukurty per ilga tyrimy laikotarpj, gamtiniy junginiy rinkiniy ir
kombinuoty rinkiniy, kaip smulkiau aprasyta, infra, kaip OB polipeptido analogy
skryningas. Viename realizavimo variante Siame iradime aptariamas tokiy rinkiniy, kaip
junginiy, kurie riasi su anti-OB polipeptido antikiinais, geriausia anti-Zmogaus ob
polipeptido antikiinais, skryningas. Kitu poziiiriu, jeigu yra identifikuotas OB receptorius
(zr. infra), gali biiti panaudota bet kokia zinoma skryningo metodika, norint atrinkti OB
receptoriaus agonistus arba antagonistus. Siame isradime aptariama mazy molekuliy-
ligandy arba ligandy analogy ir imitatoriy, o taip pat gamtiniy ligandy, kurie riSasi arba
agonizuoja arba antagonizuoja OB receptoriaus aktyvavima in vivo, skryningas.

Pirminés receptoriaus sekos Zinojimas ir Sios sekos panaSumas su Zinomos
struktiiros baltymais gali duoti pradinj rakta baltymo agonisty arba antagonisty
nustatymui. Antagonisty identifikavimas ir skryningas yra dar labiau palengvinamas,
nustatant baltymo struktiirines ypatybes, pvz., panaudojant Rentgeno spinduliy
kristalografija, neutrony difrakcija, branduoliy magnetinio rezonanso spektrometrija ir
kitas struktiiros nustatymo metodikas. Tokios metodikos duoda galimybe racionaliai
konstruoti arba identifikuoti agonistus ir antagonistus.

Kitame pri¢jime dideliy rinkiniy gavimui naudojamas rekombinantinis
bakteriofagas. Naudojant §j “fago metoda” [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)], gali biiti gaminami labai dideli rinkiniai (10%-10° cheminiy dariniy).

Antrajame pri¢jime pirmiausia naudojami cheminiai metodai, kuriy pavyzdziais gali biiti
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Geysen metodas [Geysen et al., Molecular Immunology, 23:709-715 (1986); Geysen et al., J.
Immunologic Method, 102:259-274 (1987)] ir neseniai apraSytas Fodor et al, Science,
251:767-T73 (1991) metodas. Furka et al., 14th International Congress of Biochemistry,
Volume 5, Abstract FR:013 (1988); Furka, Int. J. Pepetide Protein Res., 37:487-493 (1991);
Houghton (US patentas Nr. 4631211, publikuotas 1986 m. gruodzio mén.) ir Rutter et al.
(US patentas Nr. 5010175, publikuotas 1991 m. balandzio mén.) apraSo peptidy miSiniy,
kurie gali buti tiriami kaip agonistai arba antagonistai, gavimo biidus.

Kitu aspektu sintetiniai rinkiniai [Needels et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:10700-10704 (1993); Lam et al., WO 92/00252, abu ¢ia duodami pilnai] ir panasis gali
biiti panaudoti OB receptoriaus ligandy pagal §j iSradima skryningui. Esant tokiems
rinkiniams, galima nustatyti receptoriaus antagonistus, panaudojant lasteliy, kurios
ekspresuoja receptoriy, neklonuojant OB receptoriaus.

Kitu budu, gali buti atlikti tirpaus ligando susijungimo su lgstelémis, kurios
ekspresuoja OB receptoriaus ligando riSancios vietos rekombinantines formas, bandymai.
Tirpus ligandai gali biiti lengvai gaunami kaip rekombinantinis arba sintetinis OB
polipeptidas.

Galima atlikti skryninga su rekombinantinémis lastelémis, kurios ekspresuoja OB
receptoriy, arba, Kitaip, panaudojant iSvalyta receptoriaus baltyma, pvz., gauta
rekombinantiniu bldu, kaip apradyta auks$¢iau. Pavyzdziui, rinkiniy skryningui gali biiti
panaudotas Zymeéto, tirpaus arba soliubilizuoto OB receptoriaus, kuris turi liganda risanéia
molekuling dalj, sugebéjimas suriiti liganda, kaip aprasyta auk3ciau duotuose literatiiros

Saltiniuose.

OB polipeptidy dariniai

Bendrai imant, galima pagaminti $io baltymo (naudojamas terminas “baltymas” ¢ia
apima “polipeptidg”, jeigu kitaip nepaZzyméta) darinius, prijungiant viena arba daugiau
cheminiy liekany prie baltymo liekanos. ChemiSkai modifikuoti dariniai toliau gali biiti
panaudoti intraarterinio, intraperitoninio, intraraumeninio, subkutaninio, intraveninio,
peroralinio, nazalinio, rektalinio, bukalinio, poliezuvinio, pulmonalinio, topinio,

transderminio vartojimo biidams skirty kompozicijy gavimui. Buvo rasta, kad biologiskai
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aktyviy baltymy cheminé modifikacija duoda papildoma nauda, esant tam tikroms
aplinkybéms, tokia kaip terapinio baltymo stabilumo ir cirkuliacijos laiko padidéjimas ir
imunogeniskumo sumazéjimas. Zr. US patenta Nr. 4179337 (Davis et al., publikuotas 1979
m. gruodzio 18 d.). Apzvalga duota Abuchowski et al., “Soluble Polymer-Enzyme
Adducts”, in Enzymes as Drugs, pp. 367-383, Holcenberg and Roberts, eds., Wiley-
Interscience, New York, NY, (1981). Apzvalginis straipsnis, apralantis baltymo

modifikacijg ir sulietus baltymus yra Francis, Focus on Growth Factors, 3:4-10 (1992).

Cheminés medziagos dariniams gauti

Chemines medZiagos, tinkamos dariniams gauti, gali biiti pasirinktos i§ vandenyje
tirpiy polimery. Pasirinktas polimeras turi biiti tirpus vandenyije, kad prie jo prijungtas
baltymas neiSkristy j nuosédas vandeninéje terpéje, tokioje kaip fiziologiné terpe.
Geriausia, kad galutinis produktas, skirtas terapiniam naudojimui, biity sujungtas su
farmaci$kai tinkamu polimeru. Sios srities speciaslistas gali parinkti pageidaujama
polimerg, remiantis tokiais svarstymais, ar polimero/baltymo konjugatas bus naudingas
terapijoje ir, jeigu taip, pasirinks norimg doze, cirkuliacijos laika, atsparuma proteolizei ir
t.t. Isradimo baltymams ir peptidams $iuos parametrus galima nustatyti, panaudojant &ia

duodamus bandymus.

Polimery molekulés

Vandenyje tirpus polimeras gali biti pasirinktas i§ grupés, kuria sudaro, pavyzdziui,
polietilenglikolis, etileno glikolio/propileno glikolio kopolimerai, karboksimetilceliuliozeé,
dekstranas, polivinilo alkoholis, polivinilpirilidonas, poli-1,3-dioksolanas, poli-1,3,6-
trioksanas, etileno/maleino anhidrido kopolimeras, poliaminoriigitys (kopolimerai arba
bet kokie kopolimerai) ir dekstranas arba poli(n-vinilpirolidon)polietileno glikolis,
propileno glikolio kopolimerai, polipropileno oksido/etileno oksido kopolimerai,
polioksietilinti polioliai ir polivinilo alkoholis. Polietileno glikolio propionaldehidas turi

privalumy gamyboje dél to, kad vandenyje jis yra stabilus.
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Polimeras gali biiti bet kokio molekulinio svorio; jis gali biiti Sakotas arba
nedakotas. Polietilenglikolio atveju tinkamiausias molekulinis svoris yra mazdaug 2-100
kDa ribose (terminas “mazdaug” reiskia, kad polietilenglikolio preparatuose kai kurios
molekulés svers daugiau, kai kurios maziau, nei nurodytas molekulinis svoris); toks svoris
palengvina gamyba ir panaudojima. Gali biti naudojamos ir kitokio dydzio molekules,
priklausomai nuo norimo terapinio profilio (pvz., norimos i3skyrimo trukmés, jtakos (jeigu
tokia yra) i biologinj aktyvuma, vartojimo palengvinimo, antigeniSkumo laipsnio arba jo

nebuvimo ir kity zinomy polietilenglikolio efekty terapiniam baltymui arba analogui).

Polimero/baltymo santykis

Taip prijingty polimero molekuliy skaicius gali biiti kintamas, ir Sios srities
specialistas galés uztikrinti jo efekta | poveik|. Gali biiti pagaminti monodariniai, arba di-,
tri-, tetradariniai arba jy kombinacijos su ta palia arba skirtingomis cheminémis
medziagomis (pvz., polimerais, tokiais kaip skirtingo svorio polietilenglikoliai). Polimero
molekuliy santykis su baltymo (arba peptido) molekulémis keisis, keiCiantis jy
koncentracijoms reakcijos miSinyje. Bendrai imant, optimalus santykis (reakcijos
efektyvumo pozitiriu, ty. kad nelieka nesureagavusio baltymo arba polimero) bus
apspredziamas faktoriais, tokiais, kaip norimas darinio sudarymo laipsnis (pvz., mono-, di-
, tri- ir t.t.), pasirinkto polimero molekulinis svoris, ir priklausis nuo to, ar polimeras yra

Sakotas ar neSakotas, ir nuo reakcijos salygy.

Cheminés medziagos prijungimas prie baltymo

Polietilenglikolio molekulés (arba Kkitokios chemines medziagos) turi Dbiti
prijungiamos prie baltymo, atsizvelgiant j funkcinj poveikj arba baltymo antigenines sritis.
Yra daugybé prijungimo biidy, prieinamy Sios srities specialistui, pvz., EP 0 401 384 ¢ia
duodamas kaip literatiiros Saltinis (PEG prijungimas prie G-CSF). Zr. taip pat Malik et
al, Exp. Hematol., 20:1028-1035 (1992) (apraSantj GM-CSF polietilenglikolinima,
naudojant trezilo chlorida). Pavyzdziui, polietilenglikolis gali biiti kovalentiskai prijungtas

per aminoriigiiy liekanas, panaudojant reaktingas grupes, tokias kaip laisva amino- arba
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karboksi-grupe. Reaktingos grupés yra tokios, prie kuriy gali biti prijungta aktyvuoto
polietilenglikolio molekulé. Aminoriigiciy liekanos, turin€ios laisva aminogrupe, gali biti
lizino liekanos ir N-galinés aminoriigities liekanos, o liekanos, turindios laisvg
karboksigrupg, gali biiti asparto riigsties liekana, glutamino riigsties liekana ir C-galinés
aminorugsties liekana. Sulfhidrilo grupés taip pat gali biiti panaudotos, kaip reaktingos
grupés polietilenglikolio molekulés(iy) prijungimui. Terapiniams tikslams geriausia
prijungti prie aminogrupés, tokios kaip N-galiné grupe arba lizino grupé. Jeigu norima,
kad susidaryty receptorinis rySys, reikia vengti prijungimo prie liekany, svarbiy

receptorinio rysio susidarymui.

Baltymai, turintys chemiskai modifikuota N-gala

Gali biti pageidaujamas baltymas, turintis chemiSkai modifikuota N-gala.
Naudojant polietilenglikolj tokiy kompozicijy iliustravimui, galima pasirinkti jvairias
polietilenglikolio molekules (pagal molekulinj svorj, i$siSakojima ir t.t.), polietilenglikolio
molekuliy santykj su baltymo (arba peptido) molekulémis reakcijos miSinyje, vykdomos
polietilenglikolinimo reakcijos tipg ir pasirinkto N-gale polietilenglikolinto baltymo
gavimo buda. N-gale polietilenglikolinto preparato gavimo biidas (t.y. Sios medziagos
atskyrimas nuo kity monopolietilenglikolinty medziagy, jeigu to reikia) gali biiti N-gale
polietilenglikolintos medziagos iSskyrimas i3 polietilenglikolinty baltymo molekuliy
populiacijos. Selektyvi N-galo cheminé modifikacija gali bati realizuota, panaudojant
redukcinj alkilinima, kuriame naudojamas skirtingy tipy pirminiy aminogrupiy (lizino
Iyginant su N-galine aminogrupe) skirtingas reaktingumas, ypatingai tinkamas baltymo
dariniams gauti. Esant atitinkamoms reakcijos salygoms, galima pasiekti i3 esmés
selektyvy baltymo N-galinio darinio gavimg su karbonilo grupe turinéiu polimeru.
Pavyzdziui, galima selektyviai polietilenglikolinti baltymo N-gala, vykdant reakcija
tokiame pH, kuris leidzia pasinaudoti lizino lickany e-aminogrupiy ir baltymo N-galinés
aminogrupés pK, skirtumais. Tokioje selektyvioje dariniy gavimo reakcijoje
kontroliuojamas vandenyje tirpaus polimero prijungimas prie baltymo: daugiausia vyksta
polimero prijungimas prie baltymo N-galo, o kitos reaktingos grupés, tokios kaip lizino

Soninés aminogrupés beveik néra modifikuojamos. Naudojant redukcinj alkilinima,
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vandenyje tirpus polimeras turi buti auk3¢iau apradyto tipo ir turi turéti vienintelg
reaktinga aldehido grupe susijungimui su baltymu. Gali biti panaudotas polietilenglikolio

propionaldehidas, turintis vienintelg reaktinga aldehido grupg.

Nukleino rigstys, susijusios su OB polipeptidu

Kaip minéta auks¢iau, Sis iSradimas susijes su nukleino riigdtims, koduojanioms ob
polipeptidus, bei su genominémis nekoduojanéiomis sekomis 5, 3’ ir intronineémis sekomis
i OB gena. Taigi, pagal §j iSradima, gali biiti naudojamos jprastos molekulinés biologijos,
mikrobiologijos ir rekombinantinés DNR metodikos, zinomos Siose srityse. Tokios
metodikos pilnai apradytos literatiiroje. Zt., pvz., Sambrook et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York (1989); Glover ed., DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes I
and 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 Cells And
Enzymes, IRL Press (1986); Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning, Wiley, New
York (1984). Siam idradimui ypatingai svarbios yra iSskyrimo, klonavimo, seky nustatymo,
analizavimo ir geno arba nukleino riigéties charakterizavimo, panaudojant gerai Zinomg
polimerazés grandinés reakcija (PCR) metodika, strategijos.

“Replikonas” yra bet koks genetinis elementas (pvz., plazmidé, chromosoma,
virusas), kuris funkcionuoja kaip autonominis DNR replikacijos vienetas in vivo, ty. gali
replikuotis, kontroliuodamas pats save.

“Vektorius” yra replikonas, toks kaip plazmide, fagas arba kosmidé, prie kuriy gali
biiti prijungtas kitos DNR segmentas taip, kad vykty prijungto segmento replikacija.

“Kaseté” reiskia DNR segmenta, kuris gali biiti jterptas | vektoriy specifinese
restrikcijos vietose. DNR segmentas koduoja norima polipeptida, o kaseté ir restrikcijos
vietos projektuojamos taip, kad kaseté biity jterpta j reikiama transkripcijos ir transliacijos

nuskaitymo rémelj
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“Heterologine” DNR reiSkia DNR, kurios paprastai néra lasteléje arba Iastelés
chromosomingje vietoje. Geriau, kai heterologiné DNR apima lastelés svetimg gena.

Lastelé yra “transfekuota” egzogenine arba heterologine DNR, kai tokia DNR
ivesta | lastele. Lastelé yra “transformuota” egzogenine arba heterologine DNR, kai
transfekuota DNR veikia fenotipo pakeitima. Geriausiu atveju, transformuojanti DNR
turi biiti integruota (kovalentiSkai prijungta) j chromosoming DNR, papildant lastelés
genoma.

“Klonas” yra lasteliy, iSvesty i§ vienos lastelés arba bendros kilmés lasteliy,
panaudojant mitozg, populiacija.

“Nukleino rigsties molekulé” reiSkia ribonukleozidy (adenozino, guanozino,
uridino arba citidino; “RNR molekulés”) arba dezoksiribonukleozidy (dezoksiadenozino,
dezoksiguanozino, dezoksitimidino arba dezoksicitidino; “DNR molekulés”) fosfato
esterio polimering tiek viengrandining, tiek ir dvigrandining spirale. Galimos DNR-DNR,
DNR-RNR ir RNR-RNR dvigrandininés spiralés. Terminas “nukleino riigsties molekulé”,
ypatingai DNR arba RNR molekulg, reiskia tik molekulés pirming arba antring struktiirg
ir neapsiriboja kokiomis nors ypatingomis tretinémis arba ketvirtinémis formomis. Taigi,
Sis terminas apima dvigrandining DNR, rasta, tarp kitko, linijinése arba cirkuliarinése
DNR molekulése (pvz., restrikcijos fragmentas), plazmidése ir chromosomose. Aptariant
tam tikry dvigrandininiy DNR molekuliy struktiira, sekos gali biiti apraomos pagal
iprasty susitarimg, duodant tik seka nuo 5’ j 3’ kryptimi iSilgai netranskribuotos DNR
grandies (t.y. grandis turi seka homologing mRNR). “Rekombinantiné DNR molekulé”
yra DNR molekulé, su kuria buvo atliktos molekulinés biologijos manipuliacijos.

Nukleino rigsties molekulé yra “galinti hibridizuotis” su kita nukleino riigities
molekule, tokia kaip kDNR, genomine DNR arba RNR, jeigu viengrandininé nukleino
rugsties molekulés forma gali susiridti su kita nukleino riigities molekule tam tikroje
temperatiiroje ir esant tam tikrai joninei jégai (Zzr. Sambrook et al, 1989, supra).
Temperatiira ir joniné jéga apsprendzia hibridizacijos “grieztuma”. Preliminariniam
homologiniy nukleino riigdciy skryningui gali biti naudojamos nedidelio grieztumo
hibridizacijos salygos, atitinkanéios Tm=>55°C, pvz., 5 X SSC, 0.1% SDS, 0.25% pieno ir
nenaudojant formamido; arba 30% formamido, 5 x SSC, 0.5% SDS. Vidutinio grieztumo

hibridizacijos salygos stitinka auk3tesng T, pvz., 40% formamido su 5 X arba 6 x SCC.
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Hibridizacijai reikalinga, kad dvi nukleino riigdtys turety komplementarias sekas, nors
priklausomai nuo hibridizacijoa grieztumo, yra galimas atitikimas tarp baziy. Atitinkamas
grieztumas besihibridizuojanéioms nukleino rugstims priklauso nuo nukleino rigsties ilgio
ir komplementacijos laipsnio - gerai Sioje srityje zinomy kintamyjy. Kuo didesnis dviejy
nukleotidy panasumo arba homologijos laipsnis, tuo didesné nukleino riigdiy, turinciy
tokias sekas, hibridy T reikSme. Santykinis nukleino rigiciy hibridizacijy stabilumas
(atitinkantis aukstesng Tm) maZéja tokia tvarka: RNR-RNR, DNR-RNR, DNR-DNR.
Buvo isvestos T iSskai¢iavimo lygtys hibridams, kurinos sudaro daugiau nei 100
nukleotidy (zr. Saambrook et al., 1989, supra, 9.50-0.51). Kai hibridizuojasi trumpesnes
nukleino ragitys, t.y. oligonukleotidai, pasidaro svarbios atitikimo padétys, ir nukleotido
ilgis apsprendzia jy specifiSkuma (zr. Sambrook et al., 1989, supra, 11.7-11.8). Minimalus
besihibridizuojanéiy nukleino rtigdciy ilgis yra mazdaug apie 10 nukleotidy, geriau - apie
15 nukleotidy ir geriausia - bent apie 20 nukleotidy.

“Homologiné rekombinacija” reiskia vektoriaus svetimos DNR sekos jterpima }
chromosoma. Geriausia, kai vektorius taiko | specifing chromosomos vieta homologinei
rekombinacijai. Specifinés homologines rekombinacijos atveju vektorius turi tureti
pakankamai ilgas homologines sritis chromosomos sekoms, kad biity pasiekiamas
vektoriaus komplementarus susijungimas ir jsiterpimas | chromosoma. Ilgesnes
homologijos sritys ir didesni sekos panasumo laipsniai gali padidinti homologinés
rekombinacijos efektyvuma.

DNR “koduojanti seka” yra dvigrandininé DNR seka, kuri yra transkribuojama ir
transliuojama i polipeptida lasteléje in vitro arba in vivo, kai ji yra patalpinta joje, esant
atitinkamy reguliatoriniy seky kontrolei. Koduojan¢ios sekos ribas nustato start-kodonas
5 (amino) gale ir transliacijos stop-kodonas 3’ (karboksi) gale. Koduojanti seka gali
apimti (bet neapsiriboja) prokariotines sekas KDNR i§ eukariotinés mRNR, genomines
DNR sekas i§ eukariotinés (pvz., zinduoliy) DNR ir netgi sintetines DNR sekas. Jeigu
koduojanti seka yra skirta ekspresijai eukariotinéje lasteléje, poliadenilinimo signalas ir

transkripcijos nutraukimo seka bus 3’ padétyje koduojancios sekos atzvilgiu.

OB koduojanéiy ir flankuojanciy seky i$skyrimas
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Kaip buvo paZyméta, iSradime nagrinéjamos nukleino riigitys apima ir kitas
nukleino rigstis, kurios koduoja peptidy ekspresija, tokias kaip parodyta fig. 1A-D (SEQ
ID NO:2), fig. 3 (SEQ ID NO:4), fig. 5 (SEQ ID NO:5) ir fig. 6 (SEQ ID NO:6). Tokiu
budu, kadangi buvo iskirta specifiné DNR ir nustatyta seka, susijusi su ob genu, geno,
koduojancio $io iSradimo peptidus, molekuliniam klonavimui nukleino riigsties 3altiniu
potencialiai gali biiti bet kokio gyviino lastelé. Tokia DNR gali biiti gaunama pagal
zinomas standartines metodikas i$ klonuotos DNR (pvz., DNR “bibliotekos”), cheminés
sintezés bidu, klonuojant kDNR arba klonuojant genoming DNR arba jos fragmentus ir
iSskirta i$ norimos lastelés (Zr., pavyzdziui, Sambrook et al., 1989, supra; Glover, 1985,
supra). Klonay, iSvesti i§ genominés DNR, be koduojanciy sriciy gali turéti reguliatorines
ir intronines DNR sritis; klonai, i3vesti i§ KDNR, neturi introniniy seky. Koks bebiity
Saltinis, genas turi biti klonuotas molekuliniu biidu j tinkama geno dauginimui vektoriy.

Geno 1§ genominés DNR molekuliniame klonavime genominé DNR gali biiti
pagausinta, naudojant pradmenis, pasirinktus i§ KDNR seky. Kitu atveju, generuojami
DNR fragmentai; kai kurie i§ jy koduos norimg geng. DNR gali biti suskaldyta
specifinése vietose, naudojant jvairius restrikcijos fermentus. DNR fragmentavimui galima
naudoti DNR-az¢ esant manganui, arba DNR gali biiti fiziskai s'ukarpyta, pavyzdziui,
panaudojant ultragarsa. Tada linijinés DNR fragmentai gali biiti atskirti vienas nuo kito
pagal jy dydj, panaudojant standartines metodikas, jskaitant, bet neapsiribojant, agarozes
ir poliakrilamido gelio elektroforezg ir kolonéliy chromatografija.

Jeigu DNR fragmentai jau yra generuoti, specifinio DNR fragmento, turindio
norimg ob arba panasy j ob geng, identifikavima galima atlikti daugeliu budy. Pavyzdziui,
jeigu gaunamas nemaZzas Kiekis ob arba panasaus j ob geno arba jo specifinés RNR arba
ju fragmenty ir galima jj i$valyti bei paZzyméti, generuotus DNR fragmentus galima
atrinkti, panaudojant nukleino riigities hibridizacija su Zymétu zondu [Benton er al.,
Science, 196:180 (1977); Grunstein et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72:3961 (1975)].
Siame i$radime pateikiami tokie nukleino riigd¢iy zondai, kuriuos galima nesunkiai
pagaminti i§ Cia apradyty specifiniy seky, pvz., galintj hibridizuotis zonda, turintj
nukleotidy seka, atitinkancia sekos, pavaizduotos fig. 1A-E (SEQ ID NIO:1) arba fig. 2A
ir B (SEQ ID NO:3), maziausiai 10, geriau 15 nukleotidy fragmenty. Pageidautina, kad

pasirinktas fragmentas biity labai charakteringas iSradimo moduliatoriniams peptidams.
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Hibridizuosis tokie DNR fragmentai, kurie yra labai homologi8ki zondui. Kaip auksciau
minéta, kuo didesnis homologijos laipsnis, tuo grieZtesnes hibridizacijoa salygas reikia
naudoti. Viename realizavimo variante homologinio moduliatorinio  peptido
identifikavimui buvo panaudotas nedidelio grieztumo hibridizacijos salygos. Taciau
pageidautina, kaip ¢ia buvo eksperimentiSkai parodyta, hibridizuoti nukleino riigstj,
koduojangia iSradimo moduliatorinj peptida, su nukleino riigstimi, turinia nukleotidy
seka, parodyta fig. 1A-E (SEQ ID NO:1) arba fig. 2A ir B (SEQ ID NO:3) arba jos
galinciais hibridizuotis fragmentais, vidutinio grieztumo salygose, o dar geriau - labai
grieztose salygose.

- Kitaip, geno buvima galima nustatyti bandymais, paremtais jo ekspresijos produkto
fizikinémis, cheminémis arba imunologinémis savybémis. PavyzdZziui, gali biti atrinkti
kDNR klonai, arba DNR klonai, kurie selektyviai hibridizuojasi su nuosavomis mRNR.
pagal produkuota baltyma. pvz., turi panadia arba vienoda migracija elektroforezeje,
vienoda elgseng izoelektriniame fokusavime, proteolitinio skaldymo vaizda, tirozin-
fosfatazés aktyvuma arba antigenines savybes, kaip ir §ie moduliatoriniai peptidai.
Pavyzdziui, moduliatoriniy peptidy skryningui i kity $altiniy gali biiti sekmingai
panaudoti 3io iSradimo antikiinai.

Genas, koduojantis $io isradimo moduliatorinj peptida, taip pat gali biti
identifikuotas pagal mRNR selekcija, t.y. pagal nukleino riigsties hibridizacija, einancig po
transliacijos in vitro. Sioje metodikoje komplementariy mRNR i8skyrimui, panaudojant
hibridizacija, vartojami fragmentai. Tokiais DNR fragmentais gali biti prieinama iSvalyta
moduliatorine DNR. Iiskirty mRNR produkty transliacijos in vitro produkty
imunonusodinimo analizé arba funkciniai bandymali, pvz., tirozin-fosfatazes aktyvumas,
identifikuoja mRNR, 0 tuo paciu ir komplementarius DNR fragmentus, kurie turi norimas
sekas. Be to, specifinés RNR gali biti atrinktos pagal polisomy, isskirty i§ lasteliy,
adsorbcija ant imobilizuoty antikiiny prie$ moduliatorinj peptida.

Radiozyméta moduliatorinio peptido kDNR  gali biiti sintezuota, naudojant
pasirinkta mRNR (i§ adsorbuoty polisomy) kaip matrica. Tada radioZzyméta mRNR arba
kDNR gali biiti panaudota kaip zondas homologiniy moduliatorinio peptido DNR

fragmenty atskyrimui nuo kitokiy genominiy DNR fragmenty.
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Kaip auksCiau minéta, DNR seka, koduojanti svorio moduliacijos peptidus, kaip ¢ia -
apraSoma, gali bliti pagaminta geriau sintetiniu, negu klonavimo biidu. DNR seka gali biti
sukonstruota su atitinkamais kodonais svorio moduliacijos peptido aminorfigi¢iy sekoms.
Bendrai imant, galima pasirinkti pageidaujamus kodonus norimam Seimininkui, jeigu i
seka bus naudojama ekspresijai. Pilna seka surenkama i§ persidengianciy nukleotidy,
gauty standartiniais metodais, ir sujungiama j pilng koduojancia seka. Zr., pvz., Edge,
Nature, 292:756 (1981); Nambair et al., Science, 223:1299 (1984); Jay et al., J. Biol. Chem.,
259:6311 (1984).

Sintetinés DNR sekos jg'alina patogial konstruoti genus, kurie ekspresuos svorio
moduliacijos analogus, kaip aprasyta aukiGiau. Kitaip, DNR, koduojanti analogus, gali
biiti pagaminta, panaudojant natyviy OB geny kryptingg mutageneze arba kDNR, ir
analogai gali biti gaunami tiesiogiai, panaudojant jprasta polipeptidy sinteze.

Bendras specifinés vietai negamtiniy aminoriigiéiy jterpimo j baltymus metodas yra
apraSytas Noren et al., Science, 244:182-188 (1989). Sis metodas gali biiti panaudotas ob

polipeptido su negamtinémis aminortigStimis analogy sukiirimui.

Nekoduojancios nukleino rigstys

Sis isradimas apima ir pagaminimg antiprasminiy nukleotidy ir ribozimy, kurie gali
biti panaudoti svorio moduliacijos baltymy ekspresijos trukdymui transliaciniame lygyje.
Siame priéjime naudojama antiprasminé nukleino riigtis ir ribozimai specifinés mRNR
transliacijos blokavimui, arba blokuojant mRNR antiprasmine nukleino rigstimi arba
suskaldant ja ribozimu.

Antiprasminés nukleino rligtys yra DNR arba RNR molekulés, kurios yra
komplementarios bent daliai specifinés mRNR molekulés [Zr. Weintraub, Sci. Am.,
262:40-46 (1990); Marcus-Sekura, Anal. Biochem., 172:289-295 (1988)]. Lasteléje jos
hibridizuojasi su $ia mRNR, susidarant dvigrandininei milekulei. Lastele transliuoja
sujungtos j tokig dvigrandining forma mRNR. Todél antiprasminés nukleino rigstys
trukdo baltymo mRNR ekspresija. Ypatingai efektyviis bus oligomerai, sudaryti i
mazdaug penkiolikos nukleotidy, ir molekulés, kurios hibridizuojasi su AUG iniciacijos

kodonu, kadangi jie yra lengvai sintezuojami, ir atrodo jie kelia maZiau problemy, negu
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didesnés molekulés, kai jie jvedami j svorio moduliacijos peptida produkuojancias lasteles.
Antiprasminiai metodai buvo panaudoti daugelio geny ekspresijos inhibavimui in vitro
[Marcus-Sekura, 1988 supra; Hambor et al., J. Exp. Med., 168:1237-1245 (1988)).

Ribozimai yra RNR molekulés, galin¢ios specifiSkai skaldyti kitas viengrandinines
RNR molekules siek tiek panasin i DNR restrikcijos endonukleazes biidu. Ribozimai
buvo atrasti pastebéjus, kad tam tikros mRNR gali paalinti savus intronus.
Modifikuodami tokiy RNR nukleotidy seka, tyrinétojai galéjo sukurti molekules, kurios
atpazjsta specifines nukleotidy sekas RNR molekuléje ir jas suskaldo [Cech, J. Am. Med.
Assoc., 260:3030-3034 (1988)]. Kadangi jie yra specifiski sekoms, inaktyvuojamos tiktai tos
mRNR, kurios turi specifiniy sekuy.

Tyrinétojai identifikavo du ribozimy tipus - tetrahymena-tipg ir “kiijagalvio”-tipa.
Tetrahymena-tipo ribozimai atpazjsta keturiy baziy sekas, “kiijagalvio”-tipo atpaZjsta 11-
18 baziy sekas. Kuo ilgesné atpaZjstama seka, atrodo, kad atpazinimas jvyks iSimtinai
norimose mRNR. Todél specifiniy mRNR inaktyvavimui ‘kiijagalvio”-tipo ribozimai yra
tinkamesni, negu Tetrahymaena-tipo ribozimai, o 18 baziy atpazinimo sekos yra labiau
pageidautinos nei trumpesnés atpaZinimo sekos.

Taigi, Gia apradytos DNR sekos gali biiti panaudotos antiprasminéms molekuléms,
o ribozimai, kurie skaldo mRNR, svorio moduliacijos peptidams ir jy ligandams gauti,
tokiu biidu inhibuojant ob geno ekspresija ir padidinant svorio priaugima ir nutukima,

Kitame realizavimo variante pagal § iSradima pateikiami trumpi oligonukleotidai,
kurie yra komplementariis koduojanéioms ir komplementarioms OB nukleino rugsciy
grandinéms, arba yra OB geno 5, 3’ nekoduojancios sritys, arba vidinés (intronines)
koduojangios sritys. Tokios nukleino riigdtys yra naudingos kaip zondai, arba kaip
tiesiogiai paZymeti oli.gonukleotidiniai zondai, arba kaip pradmenys polimerazines
grandinés reakcijoms, kai norima nustatyti ob geno mutacijy buvimg arba OB mRNR
ekspresijos lygj. Geriausia, kai iSradimo nekoduojanéios nukleino riigdtys yra i8 zmogaus
OB geno.

Specifiniame realizavimo variante nekoduojanéios nukleino riigdtys duoda
homologine rekombinacija dauginamo geno ir/arba kitos reguliatorinés sekos prie OB
geno integracijai, pvz., duoda didesnius OB polipeptido lygius, arba jveikia mutacijas ob

geno reguliatorinése sekose, kas sumazina OB polipeptido ekspresijos jprastus lygius (Zr.
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tarptauting paraiSka WO 91/09955 (Chappel, 1991 m. liepos 11 d.); taip pat Zr. tarptauting
paraiska WO 90/14092 (Kucherlapati ir Cambel, 1990 m. lapkri¢io 29 d.)).

OB polipeptido pagaminimas: ekspresija ir sintezé

Transkripcinés ir transliacinés kontrolinés sekos yra DNR reguliatorinés sekos,
tokios kaip promotoriai, genai-stiprintojai, terminatoriai ir panadiis, kurie sukelia
koduojancCios sekos ekspresija Seimininko lasteléje. Eukariotinése Iastelése
poliadenilinimo signalai yra kontrolinés sekos.

Koduojanti seka yra “kontroliuojama” transkripciniy arba transliaciniy seky
lasteleje, kai RNR polimerazé transkribuoja koduojancia sekg j mRNR, kuri tada yra
sujungiama trans-RNR ir transliuojama j baltyma, koduojama koduojanéios sekos.

“Signaline seka” yra baltymo, kuris bus ekspresuojamas ant lastelés pavirsiaus,
koduojancios sekos pradzioje. Si seka koduoja signalinj peptida N-gale prie subrendusio
polipeptido, kuris nukreipia 3eimininko lastelg translokuoti polipeptida. Terminas
“translokacine signaliné seka” taip pat naudojamas $iame aprasyme Sios riidies signalinei
sekai apibiidinti. Gali biiti rastos translokacinés signalinés sekos, susijusios su jvairiais
baltymais, charakteringos eukariotams ir prokariotams ir daZznai funkcionuoja abiejy tipy
organizmuose.

DNR seka yra “operatyviai prijungta” prie ekspresijos kontrolinés sekos, kai
ekspresijos kontroliné seka kontroliuoja ir reguliuoja DNR sekos transkripcijy ir
transliacijg. Terminas “operatyviai prijungta’ reiskia tai, kad yra atitinkamas startinis
signalas (pvz. ATG) prie§ ekspresuojama DNR seka ir iSlaikyma teisingo skaitymo
remelio, kuris leisty DNR sekos ekspresija, kontroliuojamg ekspresijos kontrolinés sekos,
ir gaminimasi norimo produkto, koduojamo DNR sekos. Jeigu genas, kurj norime jterpti j
rekombinanting DNR molekulg, neturi atitinkamo startinio signalo, toks startinis signalas
gali buti jterptas auk3tyn einanéia 5’ kryptimi ir j skaitymo rémelj su genu.

“Promotoriaus seka” yra DNR reguliatoriné sritis, galinti susijungti su RNR
polimeraze lasteléje ir inicijuoti transkripcija koduojanéios sekos Zemyn einanéia kryptimi
(3 kryptimi). Su $iuo i§radimu susijusiems tikslams promotoriaus seka yra prijungta prie jo

3’ galo transkripcijos iniciacijos vietos ir tesiasi auk$tyn einancia kryptimi (5’ kryptimi),
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apimant minimaly baziy arba elementy, reikalingy inicijuoti transkripcijai, esant
didesniems nei fonas kiekiams, skaiiy. Promotoriaus sekoje bus randama transkripcijos
iniciacijos vieta (ja patogu nustatyti, pavyzdZiui, su nukleaze S1), o taip pat ir baltyma
risancios dalys (konsensuso sekos), atsakingos uz RNR polimerazés prijungima.

Kita $io isradimo ypatybé yra ¢ia apraSyta DNR seky ekspresija. Gerai zinoma, kad
DNR sekos gali biiti ekspresuojamos, veiksmingai prijungiant jas prie ekspresijos
kontrolinés sekos tinkamame vektoriuje ir naudojant tokj ekspresijos vektoriy tinkamo
vienalas¢io $eimininko transformavimui.

Toks %io isradimo DNR sekos operatyvusis prijungimas prie ekspresijos kontrolinés
sekos Zinoma apima, jeigu jis dar néra DNR sekos dalis, iniciacijos kodono (ATG)
sukiirima teisingame nuskaitymo rémelyje aukstyn einan¢ia DNR sekos kryptimi.

Sio isradimo DNR seky ekspresijai gali biti panaudotos jvairiausios
Seimininko/ekspresijos vektoriaus kombinacijos. Tinkami ekspresijos vektoriai, pavyzdziui,
gali biiti chromosominiy, nechromosominiy ir sintetiniy DNR seky segmentai.
Tinkamiausi vektoriai apima SV40 darinius ir Zinomas bakterines plazmides, pvz, E.coli
plazmides col E1. pCR1, pBR322, pMBY, pUC arba pUC plazmides darinius, pvz., pPGEX
vektorius, pET vektorius, pmal-c, pFLAG ir t.t. ir jy darinius, plazmides, tokias kaip RP4;
DNR fagus, pvz., daugybe A fago dariniy, pvz., NM989, arba kitokius DNR fagus, pvz.,
M13 ir grandininj viengrandinini DNR faga; mieliy plazmides, tokias kaip 2u plazmide
arba jos dariniai; vektorius, naudojamus eukariotinése lastelése, tokius kaip vektoriai,
naudojami vabzdziy arba Zinduoliy lastelése; vektorius, gautus i$ plazmidziy ir DNR fagy
kombinacijos, tokius kaip plazmidés, kurios buvo modifikuotos DNR arba kitokiy
ekspresijos kontroliniy seky fago panaudojimui; ir panasias. Tinkamiausiame realizavimo
variante ob ekspresija gaunama metilotrofinése mielése, pvz., Pichia pastoris mielése (Zr.,
pvz., tarptautiné paraiska WO 90/03431 (Brierley et al., 1990 m. balandzio 5 d.);
tarptautiné paraiska WO 90/10697 (Siegel er al. 1990 m. rugsejo 20 d.). Specifiniame
realizavimo variante, infra, sukurtas ekspresijos vektorius ob ekspresijai, kontroliuojamas
a-sukryzminto faktoriaus signalinés sekos.

Siuose vektoriuose isradimo DNR seky ekspresijai gali biiti panaudota bet kuri i§
daugybés ekspresijos kontroliniy seky - seky, kurios kontroliuoja DNR sekos, veiksmingai

prijungtos prie jos, ekspresija. Tokios tinkamos ekspresijos kontrolinés sekos apima,
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pavyzdziui, pirmuosius arba vélyvesniuosius SV40, CMYV, vakciny, poliomy arba
adenovirusy lac sistemas, &rp sistemas, TAC sistemas, TRC sistemas, LTR sistemas
promotorius, dauguma X fago operatoriniy ir promotoriniy sri¢iy, fd apvalkalo baltymo
kontrolines sritis, 3-fosfogliceratkinazés arba kity glikolitiniy fermenty promotoriy,
riigstines fosfatazés promotorius (pvz., PhoS5) ir metilotrofiniy mieliy AOX 1 promotoriy
mielly o-sukryzminimo faktoriy promotorius ir kitokias sekas, kurios, kaip yra Zinoma,
kontroliuoja prokariotiniy arba eukariotiniy Iasteliy arba jy virusy geny ekspresija, ir
jvairias jy kombinacijas.

Sio idradimo DNR seky ekspresijai gali biiti panaudota daugybé vienalaséiy
Seimininky lgsteliy. Tokie S$eimininkai gali biiti gerai Zinomi eukariotiniai arba
prokariotiniai $eimininkai, tokie kaip FE.coli Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces
kamienai; grybai, tokie kaip mielés (Saccharomyces ir metilotrofinés mielés, tokios kaip
Pichia, Candida, Hansenula ir Torulopsis); ir gyviiny lastelés, tokios kaip CHO, R1.1, B-W
ir LM lastelés, Afrikos Zaliosios bezdzionés inksty Iastelés (pvz., COS 1, COS 7, BSC 1,
BSC 40 ir BMT 10), vabzdziy lastelés (pvz., Sf9) ir Zmogaus bei augaly lIgstelés audinio
kultiiroje.

AiSku, kad ne visi vektoriai, ekspresijos kontrolinés sekos ir Seimininkai
funkcionuos vienodai gerai, ekspresuodami %io iSradimo DNR seckas. Taip pat ne visi
Seimininkai su ta pacia ekspresijos sistema vienodai gerai funkcionuos. Tagiau §ios srities
specialistas  galés pasirinkti tinkamus vektorius, ekspresijos kontrolines sekas ir
Seimininkus, neatlikdamas bereikalingy eksperimenty, kad gauty norima ekspresija,
nenukrypstant nuo iSradimo objekto. Pavyzdziui, pasirenkant vektoriy, svarbu paimti
tinkamg Seimininka, kadangi vektorius turi funkcionuoti jame. Taip pat reikia atsizvelgti j
vektoriaus kopijy skaiciy, galimyb¢ kontroliuoti § kopijy skaiciy ir bet kurio kito,
vektoriaus koduojamo baltymo, tokio kaip antibiotinis markeris, ekspresija.

Pasirenkant ekspresijos kontroling seka, paprastai reikia atsizvelgti j jvairiausius
faktorius. Tokie faktoriai yra, pavyzdZiui, santykinis sistemos stiprumas, jos
kontroliuojamumas ir jos suderinamumas su tam tikra DNR seka arba genu, kuriuos
reikia ekspresuoti, ypatingai atsizvelgiant j potencialias antrines struktiiras. Tinkamus
vienalgsCius Seimininkus reikia pasirinkti, atsizvelgiant j, pvz., jy suderinamumg su

pasirinktu vektoriumi, jy sekrecijos charakteristikas, ju sugebéjima teisingai sulankstyti
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baltymus ir jy fermentacijos reikalavimus, o taip pat j ekspresuojamo produkto, kurj
koduoja DNR seka, toksiSkumg Seimininkui ir j tai, ar nesunku iSskirti ekspresijos
produktus.

Analizuodamas $iuos ir kitus faktorius, patyres specialistas galés sukonstruoti
daugybe vektoriaus/ekspresijos kontrolinés sekos/Seimininko kombinacijy, kurios
ekspresuos $io isradimo DNR sekas, atlickant didelés apimties gyviiny kultros
fermentacija.

Specialiame realizavimo variante gali biiti ekspresuojamas OB sulietas baltymas.
OB sulietas baltymas apima bent dalj funkciskai aktyvaus ne-OB baltymo, sujungto
peptidine jungtimi su bent funkciSkai aktyvia OB polipeptido dalimi. Ne-ob sekos gali biti
OB seky amino- arba karboksi-gale. Geriau, kai proteolitiskai reaktyvaus OB sulicto
baltymo stabiliai ekspresijai ne-OB sulieto baltymo dalis yra prijungta peptidine jungtimi
prie OB baltymo amino-galo. Rekombinantiné DNR molekulé, koduojanti toki sulietg
baltyma, apima seka, koduojancia bent funkciskai aktyvig dalj ne-OB baltymo, jjungt i
OB koduojancios sekos rémelj, ir geriausia, kai ji koduoja specifinés proteazes, pvz.,
trombino arba faktoriaus Xa skaldymo vieta, geriausia ties OB-ne-OB rysiu. Specifiniame
realizavimo variante sulietas baltymas ekspresuojamas Escherichia coli it P.pastoris.

Specifiniame realizavimo variante, infra, pelés ir Zmogaus ob geny ekspresijai buvo
pagaminti vektoriai su ir be gln-49 kodony bakterinese ekspresijos sistemose ir mieliy
(Pichia) ekspresijos sistemose sulietiems baltymams gauti. Pagamintas ob genas su
endonukleazés skaldymo vieta, pvz., naudojant PCR ir naujus pradmenis. Pageidautina
patvirtinti PCR generuotas sekas, nes, naudojant 3ia metodika, yra didesné taskinés
mutacijos tikimybé. Panaudota plazmidé, turinti histidino tag (His-tag) ir proteolitinio
skaldymo vieta. Histidino buvimas suteikia galimybe selektyviai  iSskirstyti
rekombinantinius baltymus, leidziant per Ni-chelaty sudarymo kolonele arba panaudojant
afininj gryninima. Proteolitinio skaldymo vieta, specialiame realizavimo variante, infra,
trombino skaldymo vieta, yra sukonstruota taip, kad apdorojus proteaze, pvz., trombinu,
igsiskirs pilno ilgio subredes (t.y. neturintis signalinés sekos) OB polipeptidas.

Kitu pozifiriu, gali biiti panaudotas pGEX vektorius [Smith et al., Gene 67:31-40
(1988)]. Sis vektorius prijungia schistosoma japonicum gliutationin-S-transferazeés kDNR

prie norimos sekos. Auginami bakteriniai baltymai ir rekombinantiniai baltymai gali buti
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greitai iSskiriami, leidziant per redukuoto gliutationo afining kolonéle. Po to GST nesiklis
gali buti atskeliamas nuo sulieto baltymo, skaldant specifine vietai proteaze. Po
suskaldymo neSiklis ir nesuskaldytas sulietas baltymas gali biiti pasalinti, panaudojant
adsorbcija ant gliutationagarozés. Kai kada 3ioje sistemoje atsiranda sunkumy, jei
uzkoduotas baltymas yra netirpus vandeniniuose tirpaluose.

Rekombinantiniy baltymy ekspresija bakterinése sistemose gali duoti neteisingg
baltymo sulankstyma, reikalaujantj perlankstymo. Rekombinantinis baltymas gali biti
perlankstytas prie$ arba po skaldymo, kad susidaryty funkciSkai aktyvus OB polipeptidas.
OB polipeptidas gali biiti perlankstytas, panaudojant (i) baltymo inkubavimo
denatiiruojanCiame buferyje, kuriame yra redukuojanéio agento, ir po to (ii) baltymo
inkubavimo buferyje, kuriame yra oksiduojancio agento ir, pageidautina, kad jame taip
pat biity stabilizuojancio agento arba chaotropinio agento, arba abiejy, stadijas. Tinkamos
redoks (redukuojantis/oksiduojantis) agenty poros apima, bet neapsiriboja, redukuota
gliutationa/gliutationdisulfida, cistina/cisteing, cistamina/cisteaming ir 2-merkaptoetanolj/
2-hidroksietildisulfida. Tam tikrais atvejais, prie$ sudedant j redukuojantj buferj, sulietas
baltymas gali buti soliubilizuotas denatlirante, tokiame kaip Slapalas. Tinkamiausiame
realizavimo variante, prie$ sudedant jj | redukuojantj buferj, baltymas i$valomas, pvz.,
panaudojant jony mainy arba Ni-chelaty sudarymo chromatografija. Denatiiracijos
agentai yra (bet neapsiribojama jais) $lapalas ir guanidino HCI. Tada rekombinantinis
baltymas praskiedziamas maZdaug 10 karty, geriau - 100 karty oksidaciniu buferiu,
kuriame yra oksidacijos agentas, tokiu kaip (bet neapsiribojant juo) 0,1 M Tris-HCI , pH
8,0, 1 mM EDTA, 0,15 M NaCl, 0,3 M oksiduoto gliutationo. Tada sulietas baltymas
inkubuojamas oksidaciniame buferyje 1-24 h, geriau 2-16 h kambario temperatiiroje.
Oksidaciniame buferyje gali biti baltyma, stabiliizuojancio agento, pvz., cukraus, alkoholio
arba amonio sulfato. Oksidaciniame buferyje taip pat gali bati nedideli kiekiai
chaotropinio agento, kuris destabilizuoja neteisingas tarpmolekulines saveikas ir skatina
teisingg sulankstyma. Tinkamiausi chaotropiniai agentai apima, bet neapsiriboja,
detergenta poliolj, L-arginina, guanidino HCI ir polietilenglikolj (PEG). Svarbu, kad
chaotropinio agento koncentracijos biity pakankamai maZos, norint iSvengti baltymo
denatiiracijos. Perlankstytas baltymas gali biiti koncentruojamas maziausiai apie 10 karty,

geriau iki tokio kiekio, koks buvo pries praskiedziant oksidaciniu buferiu.
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Bakterinés fermentacijos procesai taip pat gali duoti rekombinantinio baltymo
preparatus, kurie turi nepriimtinus endotoksiny kiekius. Todél iSradime aptariamas tokiy
endotoksiny padalinimas, pvz., naudojant specifinius endotoksinams antikiinus arba
Kitokias endotoksinus surisandias molekules. Endotoksiny buvima galima nustatyti pagal
standartines metodikas, tokias kaip naudojant E-TOXATE Reagents (Sigma, St. Louis,
Missouri) arba biologiniais bandymais.

Apart $io specifinio pavyzdzio, Siame i¢radime nagrinéjama lazdeliniy virusy,
7induoliy ir mieliy ekspresijos sistemy panaudojimas ob baltymo ekspresijai. PavyzdZiui,
lazdeliniy virusy ekspresijos sistemose abu nesuliejimo pernedimo vektoriai, tokie kaip
(bet jais neapsiribojama) pVL941 (BamH] klonavimo vietos; Summers), pVL1393
(BamH1, Smal, Xbal, EcoR1, Notl, Xmalll, Bglll ir PstI klonavimo vietos; Invitrogen),
pVL1392 (Bglll, Pstl, Notl, Xmalll, EcoR1, Xbal, Smal ir BamH]1 klonavimo vietos;
Summers ir Invitrogen) ir pBlueBaclll (BamH1, Bglll, Pstl, Ncol ir HindIIl klonavimo
vietos su galimu mélyna/balta rekombinacijos skryningu; Invitrogen) ir suliejimo
pernedimo vektoriai, tokie kaip (bet jais neapsiribojama) pAc700 (BamH1 ir Kpnl
klonavimo vietos, kuriame BamHl atpaZinimo vieta prasideda iniciacijos kodonu;
Summers), pAc701 ir pAc702 (toks pat kaip ir pAc700, su skirtingais nuskaitymo
rémeliais), pAc360 (BamH]1 Klonavimo vieta, esanti 36 baziy poromis Zemyn einancia
kryptimi nuo poliedrino iniciacijos kodono; Invitrogen(195)) ir pBlueBacHisA, B, C (trys
skirtingi nuskaitymo rémeliai su BamH]1, Bglll, Pst], Ncol ir HindlII klonavimo vietomis,
N-galinis peptidas ProBond valymui ir démiy mélyna/balta rekombinacijos skryningas;
Invitrogen(220)).

Siame idradime sitilomi naudoti zinduoliy ekspresijos vektoriai apima vektorius su
indukuojamais promotoriais, tokiais kaip dihidrofolatreduktazes (DHFR) promotorius,
pvz., bet koks ekspresijos vektorius su DHFR ekspresijos vektoriumi arba DHFR/
metotreksatokoamplifikacijos vektorius, toks kaip pED (Pstl, Sall, Sbal, Smal ir EcoR1
klonavimo vietos su vektoriumi, ekspresuojanc¢iu ir klonuota gena, ir DHFR; zr.
Kaufmann, Current Protocols in Molecular Biologv, 16.12 (1991). Kitas atvejis yra
glutaminsintetazés/metionino sulfoksimino koamplifikacijos vektorius, toks kaip pEE14
(Hindlll, Xbal, Smal, Sbal, EcoR1 ir Bcll klonavimo vietos, kuriose vektorius ekspresuoja

glutaminsintetaze ir klonuota gena; Celltech). Kitame realizavimo variante gali biti
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panaudotas vektorius, kuris nukreipia episomaling ekspresija, kontroliuojama Epstein
Barr Virus, toks kaip pREP4 (BamH1, Sfil, Xhol, Notl, Nhel, HindIIl, Nhel, Pvull ir Kpnl
klonavimo vietos konstitutyvinis RSV-LTR promotorius, higromicinui selektyvus
markeris; Invitrogen), pCEP4 (BamH1, Sfil, Xhol, Notl, Nhel, Hindlll, Nhel, Pvull ir
Kpnl klonavimo vietos konstitutyvinis hCMV labai ankstyvas genas, higromicinui selektyus
markeris; Invitrogen), pMEP4 (Kpnl, Pvul, Nhel, Hindlll, Notl, Xhol, Sfil, BamH]1
klonavimo vietos, indukuojamas methalotioneino Ila geno promotorius, higromicinui
selektyvus markeris; Invitrogen), pREP8 (BamH]1, Xhol, Notl, Hindlll, Nhel ir Kpnl
klonavimo vietos, RSV-LTR promotorius, histidinoliui selektyvus markeris; Invitrogen),
pREPY (Kpnl, Nhel, Hindlll, Notl, Xhol, Sfil ir BamH]1 klonavimo vietos, RSV-LTR
promotorius, G418 selektyvus markeris; Invitrogen), pEBVHis (RSV-LTR promotorius,
higromicinui selektyvus markeris, N-galinis peptidas gryninamas, leidziant per ProBond
derva ir skaldomas enterokinaze; Invitrogen). Pasirinkti Zinduoliy ekspresijos vektoriai,
skirti naudoti Siame iSradime, yra pRc/CMV (Hindlll, BstHI, Notl, Sbal ir Apal
klonavimo vietos, G418 selekcija; Invitrogen), pRc/RSV (Hindlll, Spel, BstXI, Notl, Xbal
klonavimo vietos, G418 selekcija; Invitrogen) ir kt. Vaccinia viruso zZinduoliy ekspresijos
vektoriai (Zr. Kaufmann, 1991, supra), skirti naudoti pagal § iSradima, apima, bet
neapsiriboja, pSC11 (Smal klonavimo vieta, TK- ir B-gal selekcija), pMJ601 (Sall, Smal,
Afll, Narl, BspMIl, BamHI, Apal, Nhel, Sacll, Kpnl ir HindIII klonavimo vietos, TL ir B-
gal selekcija) ir pTKgptF1S (EcoR1, Pstl, Sall, Accl, Hindll, Shal, BamHI ir Hpa
klonavimo vietos, TK arba XPRT selekcija).

Pagal §j iSradimg, OB polipeptido ekspresijai gali biiti naudojamos taip pat mieliy
ekspresijos sistemos. Pavyzdziui, pagal §j iSradima, paminint tik du, gali bati panaudotas
nesuliejantis pYES2 vektorius (Xbal, Sphl, Shol, Notl, GstXI, EcoR1, BstXI, BamH]1,
Sacl, Kpnl ir HindllI klonavimo vietos; Invitrogen) arba suliejimo vektorius pYESHisA
(Xbal, Sphl, Shol, Notl, GstX1, EcoR1, BstXI, BamH1, Sacl, Kpnl ir Hindlll klonavimo
vietos; N-galinis peptidas valomas, leidziant per ProBond derva ir skaldomas
enterokinaze; Invitrogen).

Taip pat manoma, kad kiino svorio moduliavimo peptidy analogai gali biti

pagaminti i$ nukleotidy seky, nurodyty $iame idradime.
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Apart rekombinantinés OB polipeptido ekspresijos, Siame i§radime svarstoma ir
laikoma pilnai jmanoma pagaminti OB polipeptida arba jo fragmentus, naudojant gerai
yinomus ir gerai iStobulintus kietafazés peptidy sintezés metodus. OB polipeptidui arba jo
fragmentams gauti iSradime aptariamos abi plagiai zinomos Boc ir Fmoc bei kity
apsauginiy grupiy strategijos. lvairios perlankstymo ir cisteino Soniniy grandiniy

oksidinimo metodikos, norint sudaryti disulfidinj ry§j, taip pat yra gerai Zinomos.

Antikiinai OB polipeptidui

Pagal § iSradima, OB polipeptidas, pagamintas rekombinantiniu bidu arba
cheminés sintezés biidu, jo fragmentai arba kiti dariniai arba jo analogai, jskaitant sulietus
baltymus, gali biti naudojami kaip imunogenai antikiinams, kurie atpazista OB
polipeptida, gaminti. Tokie antikiinai apima, bet neapsiriboja, polikloninius,
monokloninius, chimerinius, viengrandininius, Fab fragmentus ir Fab ekspresijos
biblioteka.

Molekulé yra “antigeniné”, kai ji gali specifiskai saveikauti su imuninés sistemos
antigena atpaZzistan¢ia molekule, tokia kaip imunoglobulinas (antikiinas) arba T Iastelés
antigeninis receptorius. Antigeninis polipeptidas turi maZiausiai 5, geriau bent 10
aminoriigd&iy. Molekulés antigeniné dalis gali biti tokia dalis, kuri yra
imunodominuojanti antikiino arba T lastelés receptoriaus atpaZinimo procese, arba ji gali
biti dalis, panaudota generuoti antikiinui prie§ molekulg, prijungiant antigening dalj prie
nesiklio molekulés. Molekulé, kuri yra antigeniné, nebiitinai turi biiti imunogenine, t.y.
galinti i$8aukti imuninj atsaka be nesiklio.

“Antikilinas” yrzi bet koks imunoglobulinas, jskaitant antikiinus ir jy fragmentus,
kurie suriSa specifinj epitopa. Sis terminas apima polikloninius, monokloninius ir
chimerinius antikiinus (pastarieji placiau aprasyti US patentuose Nr. 4816397 ir 4816567),
bei antigena ridandias antikiiny dalis, jskaitant Fab, F(ab’), ir F(v) (iskaitant
viengrandininius antikiinus). Taigi, ¢ia vartojamas posakis “antikiino molekule” jvairiose
jo gramatinése formose reikia ir visa imunoglobulino molekulg, ir imunoglobulino

molekulés imunologdkai aktyvig dalj, turinéia antikino rifancia vieta. “RiSanti antikiino
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vieta” yra antikiino molekulés struktiiriné dalis, turinti savyje sunkiosios ir lengvosios
grandinés kintamas ir hiperkintamas sritis, kurios specifiskai surisa antigena.

Antikiny molekuliy pavyzdziai yra nepaliestos imunoglobuluno molekulés, beveik
nepaliestos imunoglobulino molekulés ir tokios imunoglobulino molekulés dalys, kurios
turi paratopg, jskaitant tokias zinomas dalis, kaip Fab, Fab’, F(ab’); ir F(v); tokios dalys
yra tinkamiausios naudoti ¢ia apradytuose terapiniuose metoduose.

Antikiino molekulés Fab ir F(ab’), dalys gali buti pagamintos, proteolitiskai
skaldant atitinkamai papainu ir pepsinu i§ esmés nepaveiktas antikiino molekules pagal
gerai Zinomas metodikas. Zr., pavyzdziui, Theofilopolous ez al., US patentas Nr. 4342566.
Taip pat gerai zinomos Fab’ antikiino molekulés dalys; jos gaunamos is F(ab’), daliy,
atlikus disulfidinio ry3io, kuris jungia dvi sunkiosios grandinés dalis, redukcija, pavyzdziui,
merkaptoetanoliu, o po to alkilinant gauta merkapto-baltyma tokiu reagentu, kaip
jodacetamidas. Pageidautini antikiinai, turintys nepaliestas antikiino molekules.

Posakis “monokloninis antikiinas’ visose jo gramatinése formose reiskia antikiing,
turintj tik vienos formos antikiino jungimosi vieta, galindia imunoreaguoti su tinkamu
antigenu. Taigi, monokloninis antikiinas paprastai turi vienintele riimosi galimybg su
antigenu, su kuriuo jis imunoreaguoja. Todél monokloninis antikiinas gali turéti antikiino
molekulg, turin¢ig daug antikiino ridimosi viety, ir kiekviena i3 ju bus specifiné jvairiems
antigenams; pvz., bispecifinis (chimerinis) monokloninis antikiinas.

Terminas “stimuliatorius” reiskia junginj arba misinj, kuris stiprina imuninj atsakg j
antigena. Stimuliatoriumi gali bati audinys, kuris létai iSskiria antigena, o taip pat
limfoidinés sistemos aktyvatorius, kuris nespecifiskai stiprina imuninj atsaka [Hood et al.,
in Immunology, p. 384, Second Ed., Benjamin/Cummings, Menlo Park, California (1984)].
Daznai pirmasis atsako is$aukimas vien tik antigenu, nesant stimuliatoriaus, nesukelia
humoralinio arba Igstelinio imuninio atsako. Stimuliatoriais yra, bet neapsiribojama,
pilnas Froindo stimuliatorius, nepilnas Froindo stimuliatorius, saponinas, mineraliniai
gelial, tokie kaip aliuminio hidroksidas, paviriiaus aktyvios medziagos, tokios kaip
lizolecitinas, pluroniniai polipolioliai, polianijonai, peptidai, alyvos arba angliavandeniliy
emulsijos, ..... hemocianinai, dinitrofenolis ir potencialiai naudingi Zmogaus stimuliatoriai,
tokie kaip BCG (bacille Calmette-Guerin) ir Corynebacterium parvum. Geriau, Kai

stimuliatorius yra farmaciskai tinkamas.
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OB polipeptido polikloniniams antikiinams, jy fragmentams, dariniams arba
analogams gauti gali biiti panaudotos jvairios metodikos. Antikinams gauti gali biiti
imunizuojami jvairils gyviinai-Seimininkai, jleidziant OB polipeptido, arba jo darinio (pvz.,
fragmento arba sulieto baltymo), jskaitant (bet neapsiribojant) triusius, peles, Ziurkes,
avis, ozkas ir t.t. Viename realizavimo variante OB polipeptidas arba jo fragmentas gali
biiti sujungtas su imunogeniniu nesikliu, pvz, jaucio serumo albuminu (BSA) arba ...
hemocianinu (KLH). Imunologinio atsako padidinimui gali biiti panaudoti jvairiis
stimuliatoriai, priklausomai nuo Seimininko, jskaitant (bet neapsiribojant) Froindo (pilna
ir nepilng) stimuliatorius, mineralinius gelius, tokius kaip aliuminio hidroksidas, pavirSiaus
aktyvigsias medziagas, tokias kaip lizolecitina, polipoliolj, polianijonus, peptidus, alyvos
emulsijas,... hemocianinus, dinitrofenolj ir potencialiai naudingus Zmogaus stimuliatorius,
tokius kaip BCG (bacille Calmette-Guerin) it Corynebacterium parvum.

Monokloniniams antikiinams pries OB polipeptida, jo fragmenta, analoga arba
darinj gauti gali biiti panaudota bet kokia metodika, kuri leidzia pagaminti antikiino
molekules nepertraukiamos lasteliy linijos kultliroje bidu. Tokios metodikos yra (bet
neapsiriboja) hibridomos metodika, kurig i§ pradziy isvysté Kohler et al., Nature, 256:495-
497 (1975), bei triomos metodika, Zmogaus B-lasteles hibridomos metodika (Kozbor et al.,
Imnumnology  Today, 4:72 (1983)] ir EBV-hibridomos metodika, skirta Zmogaus
monokloniniams antikiinams gauti [Cole et al., in Monoclonal Antibodies And Cancer
Therapy, pp. 77-96, Alan R. Liss, Inc., (1985)]. Gyvybingos, antikiinus produkuojancios
lasteliy linijos gali biiti sukurtos, panaudojant metodikas, kitokias nei suliejimo, tokias
kaip tiesioginj B limfocity trasformavima onkogenine DNR, arba transfekavimg Epstein-
Barr virusu. Zr., pvz., M.Schreier et al., “Hybridoma Techniques” (1980); Hammerling et
al., “Monoclonal Antibodies And T-cell Hybridomas” (1980); Kennett et al,, “Monoclonal
Antibodies” (1980); zr. taip pat US patentus Nr. 4341761; 4399121; 4427783; 4444887,
4451570; 4466917, 4472500, 4491632 ir 4493890.

Kitame iradimo realizavimo variante monokloniniai antikiinai gali bti pagaminti
steriliuose gyviinuose, naudojant nauja technologija (PCT. /1US90/02545). Pagal §j iSradimag
gali biiti panaudoti Zmogaus antikiinai ir gali blti gauti, naudojant Zmogaus hibridomas
[Cote et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:2026-2030 (1983)] arba transformuojant

zmogaus lasteles EBV virusu in vitro (Cole et al., 1985, supra). Faktiskai, pagal iSradima
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gali biiti panaudotos metodikos, iStobulintos “chimeriniy antikiing” gavimui [Morrison et
al., J. Bacteriol., 159-870 (1984); Neuberger et al., Nature, 312:604-608 (1984); Takeda et
al, Nature, 314:452-454 (1985)], sujungiant specifinés ob polipeptidui pelés antikiino
molekulés genus su Zmogaus antikiino atitinkamo biologinio aktyvumo molekulés genais.
Tokie Zmogaus arba humanizuoti chimeriniai antikiinai yra tinkamesni naudoti Zzmogaus
ligy arba sutrikimy terapijoje (apraSyta infra), kadangi yra maziau tikétina, kad patys
zmogaus arba humanizuoti antikiinai, kaip ksenogeniniai antikiinai, indukuos imuninj
atsaka, ypatingai alerginj atsaka.

Pagal iSradima, metodikos, apradytos viengrandininiams antiklinams gauti (US
patentas Nr.4946778) gali biiti pritaikytos OB polipeptidui specifiniams viengrandininiams
antikiinams gauti. Papildomame iSradimo realizavimo variante naudojamos metodikos,
apradytos Fab ekspresijos biblioteky sudarymui [Huse er al, Science, 246:1275-1281
(1989)], leidziancCios greitai ir lengvai identifikuoti monokloninius Fab fragmentus su
norimu specifiSkumu ob polipeptidui, jo dariniams arba analogams.

Antkino fragmentai, kurie turi antikiino molekulés idiotipa, gali biiti pagaminami
pagal jvairias Zinomas metodikas. Pavyzdziui, tokie fragmentai apima (bet neapsiriboja):
F(ab’), fragmenta, kuris gali biiti pagamintas, panaudojant antikiino molekulés skaldyma
pepsinu; Fab’ fragmentus, kurie gali biiti gaunami, redukuojant F(ab’); fragmento
disulfidinius tiltelius; ir Fab fragmentus, kurie gali biiti pagaminami, veikiant antikiino
molekule papainu ir redukcijos agentu.

Antikiing gamyboje gali biiti atliktas pageidaujamo antikiino skryningas pagal Sioje
srityje  zinomas metodikas, pvz., radioimuniné analizé, ELISA, “sumustinio”
imunoanalizé, imunoradiometriné analizé, gel-difuzijos nusodinimo reakcijos,
imunodifuziné analize, in sitw imunoanalizé (pvz., naudojant koloidinj auksg, fermenta ir
radioizotopines Zymes), vesterno blotingas, nusodinimo reakcijos, agliutinacijos bandymai
(pvz., gel-agliutinacijos bandymai, hemagliutinacijos bandymai), komplementiniai
fiksacijos  bandymai, imunofluorescentiné analizé, A baltymo bandymai ir
imunoelektroforezés bandymai ir t.t. Viename realizavimo variante antikiino susijungimas
nustatomas, nustatant Zyme ant pirminio antikiino. Kitame realizavimo variante pirminis
antikiinas nustatomas, nustatant antrinio antikiino arba reagento susijungima su pirminiu

antikinu. Dar kitame realizavimo variante buvo paZymétas antrinis antikiinas.
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Imunobandymuose ry3io susidarymo nustatymui yra Zinoma daug priemoniy, ir jas apima
§is iSradimas. Pavyzdziui, norint atrinkti antiklinus, kurie atpaZjsta OB polipeptido
specifinj epitopa, galima analizuoti produkto generuotas hibridomas, kurios jungiasi su
tokj epitopa turindiu OB polipeptido fragmentu. Antikiing, specifinj OB polipeptidui i3
tam tikros gyviiny riidies, galima atrinkti, remiantis teigiamu susiriSimu su OB polipeptidu,
ekspresuotu arba iSskirtu i tos riisies gyviino lasteliy.

Aukséiau minéti antikiinai gali biiti panaudoti zinomuose metoduose, susijusiuose
su OB polipeptido lokalizacija ir aktyvumu, pvz., vesterno blotinge, OB polipeptido
atvaizdavime in situ , jo kiekio tam tikruose fiziologiniuose méginiuose matavimuose ir
pan.

Specifiniame realizavimo variante gali biiti generuojami antikiinai, Kkurie
agonizuoja arba antagonizuoja OB polipeptido aktyvuma. Tokie antikiinai gali biiti
analizuojami, naudojant bandymus, apradytus infra, ligandy identifikavimui.

Specifiniame realizavimo variante antikiinai pagaminami imunizuojant triusius
sintetiniais peptidais, turiniais numatyto baltymo seka, arba rekombinantiniais baltymais,
pagamintais, naudojant bakterinius ekspresijos vektorius. Sintetiniai peptidai parinkti,
riipestingai iSanalizavus numatyto baltymo struktiira, kaip apradyta auksiau. Ypatingai
pasirenkama peptido seka tarp galimy skaldymo viety. Sintetiniai peptidai prijungiami
prie nediklio, tokio kaip KLH hemocianinas arba BSA, naudojant karbodiimida, ir
naudojami triudiy imunizavimui Froindo stimuliatoriuje. Norint gauti rekombinantinj
baltyma, polipeptido ekspresijai gali biiti panaudotas pGEX vektorius (Smith e al., 1988,
supra). Kitu atveju sulieto baltymo generavimui galima naudoti tik hidrofilines dalis.
Pagaminamas reikiamas ekspresuojamo baltymo kiekis ir naudojamas triusiams
imunizuoti Froindo sti'muliatoriuje.

Kitame specifiniame realizavimo variante rekombinantinis OB polipeptidas
naudojamas vis¢iukams imunizuoti, o vis¢iuky anti-OB antik@inai iSskiriami i§ kiauSinio
trynio, pvz., panaudojant afininj valyma per OB kolonélg. Geriausia, kai imunizacijai
vartojami visCiukai laikomi specifinése nepatogeninese (SPF) salygose.

Kitame realizavimo variante buvo generuoti antik@inai pries lepting ob/ob pelése,
kuriose néra cirkulivojancio OB baltymo, ir todel galima laukti, kad jos galés generuoti

anti-OB polipeptidinj atsaka, kadangi jos netoleruos polipeptido, ir laukinio tipo pelése.
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Gali buti sulietos abiejy grupiy peliy bluZznies lastels s mielcmos Iastelémis, pagaminant
hibridoma monokloniniams antikiinams.

Dar viename realizavimo variante triuSiy imunizavimui panaudotas
rekombinantinis OB polipeptidas, o prie§ naudojimg polikloniniai antikGnai buvo
iSgryninti imuniniu biidu. ISgryninti antikiinai yra ypatingai tinkami pusiau kiekybiniams
bandymams, ypatingai, nustatant serume arba plazmoje cirkuliuojan¢io OB polipeptido
buvimg.

Monokloniniy antikliny prie§ moduliatorinius peptidus rinkiniai gali biti
iSskirstomi pagal jvairias savybes, t.y. izotipg, epitopa, afiniSkuma ir t.t. Ypatingai jdomiis
-yra monokloniniai antiklinai, kurie neutralizuoja moduliatoriniy peptidy aktyvuma. Tokie
monoklonai gali biiti lengvai identifikuojami svorio moduliatoriy aktyvumo bandymuose.
Didelio afiniSkumo antikiinai taip pat yra vertingi, kai galima atlikti natyvaus arba
rekombinantinio moduliatoriaus imunoafininj valyma.

Geriau, kai anti-moduliatorinis antikiinas, naudojamas §io iSradimo
diagnostiniuose arba terapiniuose biiduose, yra afininio valymo biidu i$valytas polikloninis
antiktinas. Dar geriau, kai antikiinas yra monokloninis antikiinas (mAb). Be to,
pageidautina, kad Cia naudojamos antimoduliatorinio antikiino molekulés biity Fab, Fab’,

F(ab’); arba F(v) formos arba pilnos antikiino molekulés.

Diagnostine reikSmeé

Sis i$radimas taip pat susijes su jvairiais diagnostiniais pritaikymais, jskaitant salygy
ir/arba stimuly, kurie veikia j kfino svorio nenormalumus arba nutukima, buvimo
nustatymo metodus, pasinaudojant galimybe i3gauti aktyvumus, kuriuose tarpininkauja
svorio moduliatoriai. Kaip auk$¢iau minéta, svorio moduliacijos peptidai gali biiti
panaudoti antikiinams pries Siuos peptidus gauti, panaudojant daugybe zinomy metodiky;
tada tokie antikiinai gali bati i$skiriami ir naudojami tam tikro transkripcinio aktyvumo
itariamose tikslinése Iastelése buvimo nustatymui. Kitu atveju, diagnostikoje gali biiti

taikomos §io iSradimo nukleino riigstys.

Antikiinais paremta diagnostika
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Kaip buvo pasiiilyta anksCiau, Siame iSradime naudojami diagnostiniai metodai
apima lastelinio méginio arba terpés tyrima, atliekant bandymus, apimanCius efektywy
kiekj antagonisto moduliatoriniam baltymui, tokio kaip anti-moduliatoriaus antikiino,
geriausia polikloninio antikiino, iSvalyto afininiu biidu, o dar geriau mAb. Be to,
pageidautina, kad ¢ia naudojamo anti-moduliatoriaus antikiino molekules biity Fab, Fab’,
F(ab’); arba F(v) daliy formos arba pilnos antikino molekulés. Kaip buvo aptarta
auk3iau, pacientai, kuriems gali bliti naudingas Sis metodas, yra pacientai, sergantys
véziu, AIDS, nutukimu arba kitomis ligomis, kuriy charakteristika arba faktorius yra
- nenormalus kiino svoris. Moduliatoriaus iSskyrimo " ir anti-moduliatoriaus antikiiny
indukavimo biidai ir anti-moduliatoriaus antikiiny panaudojimo tiksliniy Iasteliy
tyrimuose budai yra gerai Zinomi $ios srities specialistams.

Be to, tam tikra diagnostinj pritaikyma gali turéti antikinai, jskaitant tiek
polikloninius, tiek ir monokloninius antiklinus, ir vaistai, kurie moduliuoja svorio
kontrolés moduliatoriy gaminimasi arba aktyvuma, bei kitokie atpaZinimo faktoriai
ir/arba jy subvienetai, ir, pavyzdziui, gali biiti panaudoti biiseny, kuriose yra kiino svorio
nenormalumai arba jie gali atsirasti, nustatymo ir/arba iSmatavimo tikslams. Pavyzdziui,
moduliatoriniai peptidai arba jy aktyvis fragmentai gali biiti panaudoti tiek
polikloniniams, tiek monokloniniams antikiinams prie§ Siuos peptidus gauti jvairiose
lastelinése terpese pagal zinomas metodikas, tokias kaip hibridomos metodika, naudojant,
pavyzdziui, sulietus pelés bluznies limfocitus ir mielomos lasteles. Si metodika smulkiau
apraSyta Zemiau. Panasiai gali biiti atrastos arba susintetintos mazos molekules, kurios
imituoja arba antagonizuoja $io iSradimo receptoriaus atpazinimo faktoriy aktyvuma(us),
ir gali bati panaudotosv diagnostiniuose ir/arba terapiniuose protokoluose.

Svorio moduliatoriy buvimg lastelése galima nustatyti, panaudojant jprastas,
tokiam nustatymui taikomas imunologines metodikas. Yra Zinoma daug tinkamy
metodiky. Trys tokios metodikos yra ypatingai tinkamos, naudojant arba receptoriaus
atpazinimo faktoriy, paZyméta nustatoma zyme, arba antikiing Ab;, pazymeéta nustatoma
zyme. Metodikos gali biiti apibendrintos toliau duodamomis lygtimis, kuriose zvaigzdute
rodo, kad dalele yra pazymeéta. o “WM?” reiskia svorio moduliatoriy:

A. WM™ + Ab; = WM Ab,



ol LT 4265 B

B. WM + Ab1 = WMAD',

C. WM + Ab; + Ab, = Ab{WMAb;'

Metodikos ir jy taikymas yra jprastos Sios srities specialistams ir gali biti
naudojamos ir Siame iSradime. “Konkurenciné” metodika (A metodika) aprasyta US
patentuose Nr. 3654090 ir Nr. 3850752. B metodika atstovauja gerai Zinamg
konkurencinio bandymo metodikg. C metodika (“sumustinio” metodika) aprasyta US
patentuose Nr. RE 31006 ir Nr. 4016043. Zinomos ir kitos metodikos, tokios kaip
“dvigubo antikiino” arba “DASP” metodikos.

Kiekvienu atveju svorio moduliatoriai sudaro kompleksus su vienu arba daugiau
antikliny arba riSanéiy partneriy, ir vienas komplekso narys yra paZymétas nustatoma
zyme. Komplekso susidarymo fakta, ir, jeigu pageidaujama, jo kiekj galima nustatyti pagal
Zinomus Zymiy nustatymo metodus.

IS to, kas pasakyta auksCiau, galima matyti, kad charakteringa Ab, savybé yra ta,
kad jis reaguoja su Ab;. Taip yra todél, kad Ab,, sukeltas Zinduoliy riiSyse, buvo
panaudotas kitose ruSyse kaip antigenas antiklinui Ab; sukelti. Pavyzdziui, Ab, gali biti
sukeltas ozkose kaip antigenas, naudojant triusio antiktinus. Todél, Ab, bus anti-triusio
antikiinas, sukeltas ozkose. Siame aprayme ir apibréztyje Ab reiskia pirminj arba anti-
svorio moduliatoriaus antikling, o Abz - antrinj arba anti-Ab, antikiina.

Sivose tyrimuose pladiausiai naudojamos Zymés yra radioaktyviis elementai,
fermentai, cheminés medziagos, kurios fluorescuoja, apsvietus ultravioletine $viesa, ir kt.
Yra zinoma daug fluorescuojanciy medziagy, kurios gali biiti panaudotos kaip Zymés.
Tokios medziagos, yra, pavyzdziui, fluoresceinas, rodaminas ir auraminas. Ypatinga
detektuojama medziaga yra anti-triuSio antikiinas, pagamintas ozkose, ir sujungtas su
fluoresceinu, panaudojant izotiocianata.

Svorio moduliatoriai arba jy riSantys partneriai taip pat gali biiti pazyméti
radioaktyviu elementu arba fermentu. Radioaktyvi Zymé gali biiti nustatyta pagal bet
kokia prieinama skai¢iavimo metodika. Tinkami izotopai gali biiti pasirinkti i§ *H, *C,
SZP, 358, SGCL SlCr, 57C0, SSCO, SQFC, QDY, 125L 131] iy 186Re.

Taip pat tinkamos yra ir fermentinés Zymés, jos gali biiti nustatomos, naudojant
Siuolaikines kolorimetrines, spektrofotometrines, fluorospektrofotometrines,

amperometrines arba gazometrines metodikas. Fermentas gali biti sujungtas su pasirinkta



62

LT 4265 B

dalele, panaudojant tiltelius sudaranéiy molekuliy, tokiy kaip karbodiimidas,
diizocianatai, gliutaro aldehidas ir pan., reakcija. Yra zinoma ir gali biiti panaudota daug
fermenty, naudojamy tokiose metodikose. Tinkamiausi yra peroksidaze, B-gliukuronidaze,
B-D-gliukozidazé, p-D-galaktozidazeé, ureazé, gliukozidaze plius peroksidaze ir Sarminé
fosfatazé. Kitos Zyméjimo medziagos ir metodai pateikti US patentuose Nr. 3654090;
3850752 ir 4016043.

Dar viename $io iSradimo realizavimo variante gali biiti pagaminti rinkiniai,
kuriuos gali naudoti medicinos specialistai, norédami nustatyti nulemto transkripcinio
aktyvumo arba nulemto transkripcinio aktyvumo galimybés jtariamose tikslinése lastelése
buvima arba nebuvima. Pagal auks$¢iau apraSytas tyrimy metodikas, viena tokiy rinkiniy
klasé susidés maziausiai i§ Zyméto svorio moduliatoriaus arba jo riSancio partnerio,
pavyzdziui, jam specifinio antikiino, ir instrukcijy, aiSku priklausaniy nuo pasirinkto
metodo, pvz., “konkurencinis”, “sumustinio”, “DASP” ir pan. Rinkiniuose taip pat gali
biiti pagalbiniai reagentai, tokie kaip buferiai, stabilizatoriai ir t.t.

Tokiu bidu, gali blti pagamintas test-rinkinys, skirtas lasteliy nulemto
transkripcinio aktyvumo galimybés parodymui, susidedantis i3:

(a) bent vieno Zymeéto imunochemiskai reaktingo komponento i3 anksto nustatyto
kiekio, gauto tiesiogiai arba netiesiogiai prijungiant §j svorio moduliatoriy arba jo specifinj
riSantj partnerj prie detektuojamos zymes;

(b) kity reagenty; ir

(c) minéto rinkinio vartojimo instrukcijos.

Tiksliau, j diagnostinj rinkinj gali jeiti:

(a) zinomas kiekis apradyto svorio moduliatoriaus (arba riSancio partnerio),
prijungto prie kietos fazés, susidarant imunosorbentui, arba kitu atveju, prijungto prie
tinkamos Zymes, arba vieno i§ daugelio tokiy galimy produkty ir t.t., (arba jy riSanciy
partneriy);

(b) jeigu reikia, kiti reagentai; ir

(c) mineto rinkinio naudojimo instrukcijos.

Kituose variantuose gali biiti pagaminti test-rinkiniai auk3¢iau miné€tiems tikslams,
kurie dirba pagal i§ anksto numatyta protokolg (pvz., “konkurencinj”, “sumustinio”,

“dvigubo antikino” ir t.t.), kurie susideda iS:
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(a) zyméto komponento, kuris buvo gautas sujungiant svorio moduliatoriy su
detektuojama Zyme;

(b) vieno arba daugiau papildomy imunocheminiy reagenty; bent vienas i§ $iy
reagenty turi biti ligandas arba imobilizuotas ligandas, kuris yra pasirinktas i§ grupés,
kuria sudaro:

(i) ligandas, galintis susijungti su Zymétu (a) komponentu

(ii) ligandas, galintis susijungti su Zyméto (a) komponento riSanciu
partneriu;

(iii) ligandas, galintis susijungti su bent vienu komponentu, kurj reikia
nustatyti; ir

(iv) ligandas, galintis susijungti su bent vieno komponento, kurj reikia
nustatyti, bent vienu rianciu partneriu; ir

(c) instrukcijy, kaip vykdyti imunocheminés reakcijos tarp svorio moduliatoriaus ir
specifinio riSan¢io partnerio vieno arba daugiau komponenty detekcijos ir/arba nustatymo

protokola.

Nukleino rigstimis paremta diagnostika

Kaip parodyta pavyzdziuose, infra, §io iSradimo nukleino rigstys gali biiti
panaudotos defektams, susijusiems su defektais OB polipeptide, kurie atsiranda
nutukusiuose fenotipuose, nustatyti. Pavyzdziui, norint nustatyti, ar nutukes fenotipas yra
susijes su OB mRNR ekspresijos triikumu, ar su nefunkcionalios OB mRNR ekspresija,
pvz., kaip db/db pelése (kur nepakankamumas atsiranda dél OB receptoriaus tritkumo), ar
kai mutacijos duoda netranskribuota mRNR, gali biiti panaudoti nukleino riigdciy zondai
(pvz., Northerno analizé arba RT-PCR analizé¢). Be to, nukleino riigitimis paremtos
diagnostikos metodikos pagal §j iSradima gali biiti panaudotos kartu su antikiinais
paremtomis metodikomis tolesniam nutukusiy arba anoreksisky fenotipy tyrinéjimui
molekuliniame lygyje.

Buvo nustatytos neseniai i$skirty Zmogaus kDNR Kklony sekos. Tai palengvina
pilnos Zmogaus geno sekos nustatyma (zZr. fig. 2A-C; SEQ ID NO:22). Buvo gautos
zmogaus OB geno introny DNR sekos (fig. 20), ir jos buvo panaudotos PCR pradmenims
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pagaminti geno i§ Zmogaus genominés DNR koduojancios sekos PCR amplifikacijai,
norint nustatyti OB geno mutacijas arba alelinius variantus pagal ¢ia anksCiau smulkiai
apraSytas metodikas. Specifiniai PCR pradmenys Zmogaus genominio OB amplifikacijai
apra8yti specifiniame pavyzdyje, infra.

Pagal dabarting hipoteze laikoma, kad heterozigotinés mutacijos ob gene yra
susijusios su mazu/vidutiniu nutukimu, o homozigotinés mutacijos turéty biti susijusios su
keletu DNR sekomis paremty nutukimo testy. Jei taip yra i§ tikryjy, bty galima nustatyti
nutukimo atsiradimo rizikg Zmonéms, ir jgalinty pritaikyti gydyma vaistais ir/arba
gyvenimo jproéiy pakeitimus prie$ pilnai i$sivystant kiino svorio padid€jimui.

Kitu atveju, diagnostikoje gali biiti panaudotas mikrosatelity, kurie atskyla nuo
Zzmogaus OB mutantiniy formy, buvimas. Siuo atveju gali biiti panaudoti jvairis PCR
pradmenys, jskaitant pradmenis, paremtus nukleotidy sekomis, duotomis fig. 20 A-C.

OB genas taip pat gali buiti naudojamas diagnostikoje jo koduojamos RNR ir
baltymo matavimams, esant mitybos sutrikimams. Svarbu Zinoti, ypatingai mitybos
sutrikimy atveju, ar OB RNR ir/arba jos koduojamo baltymo kiekiai yra padidinti ar
sumazinti. Taigi, jei nutuke¢s asmuo turi padidintus OB kiekius, atrodyty, kad OB skatina
nutukima, tuo tarpu jei OB kiekis yra sumaZintas, atrodyty, kad per daug mazi OB kiekiai
gali biti nutukimo priezastis (jeigu OB gene yra defektas arba jo néra). Atvirkiciai, jei
véziu arba AIDS sergantis pacientas, kuris prarado svorj, turi padidintg OB kiekj, galima
daryti iSvada, kad per daug didele OB ekspresija yra atsakinga uz svorio praradima,.

Zmogaus OB RNR kiekiams iSmatuoti panaudojama klonuota zmogaus kDNR. Be
to, pagaminamas rekombinantinis Zmogaus baltymas ir panaudojamas imunobandymuose,

igalinanciuose iSmatuoti OB baltymo kiekius riebaluose ir, gal biit, plazmoje.

Terapiné reikSme

Sio isradimo polipeptidai, nukleino riigStys ir antikiinai turi nemaza terapinj
potenciala. Geriau, kai vartojamas tokio agento terapiSkai efektyvus kiekis, esantis
farmaciskai tinkamame nesiklyje, skiediklyje arba priede.

Terminas “farmaciskai tinkamas” reiSkia molekules ir kompozicijas, kurios yra

fiziologiskai toleruojamos ir, jei jas vartoja zZmoneés, paprastai neduoda alerginiy arba
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panadiy neigiamy reakcijy, tokiy kaip skrandzio sutrikimai, galvos svaigimas ir pan.
Pageidautina, kaip ¢ia ir vartojama, terminas “farmaciSkai tinkamas” reikia, kad jis yra
federalinés arba valstijos valdZios aprobuotas arba jrasSytas | U.S. Pharmacopeia ir gali biti
vartotinas gyvuliams, ypatingai Zmonéms. Terminas “neSiklis” reiSkia skiediklj,
stimuliatoriy, prieds arba tirpiklj, su kuriais vartojamas junginys. Tokie farmaciniai
nesikliai gali bati sterilds skysciai, tokie kaip vanduo ir alyvos, jskaitant naftos, gyvulings,
augalinés arba sintetinés Kilmes, tokios kaip rieSuty aliejus, sojos aliejus, mineraliné alyva,
sezamo aliejus ir pan. Pageidautina neSikliais naudoti vandenj, valgomosios druskos
tirpalus ir vandeninius dekstrozés ir glicerolio tirpalus, ypatingai injekcijoms skirtiems
tirpalams. Tinkami farmaciniai nesikliai aprasyti Martin, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 18th Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, (1990).

Cia naudojamas terminas “terapiskai efektyvus kiekis” reiskia kieki, kurio reikia,
kad biity galima sumazinti kliniSkai reikSminga aktyvuma, funkcijos arba atsako tritkuma
Seimininke apie 15%, geriau bent 50%, geriausia bent 90%. Kitu atveju, terapiskai
efektyvus kiekis yra toks kiekis, kurio pakanka, kad blity gaunamas klinidkai reikSmingas
Seimininko biisenos pageréjimas.

Rekombinantinio OB polipeptido vartojimas sukelia svorio sumazéjima, ypatingai
riebalinio audinio sumazéjimg. OB polipeptidas gali biiti pagamintas, naudojant
standartinius bakterinius ir/arba zinduoliy ekspresijos vektorius, sintetiniu biidu arba
iSskirtas i§ plazmos arba serumo, kaip smulkiau aprasyta auk3ciau. Kitu atveju, padidinta
natyvaus OB polipeptido ekspresija galima sukelti homologinés rekombinacijos pagalba,
kaip aprasyta supra.

OB polipeptido aktyvumo sumazinimas (antagonistais, inhibitoriais, panaudojant
neutralizuojanCius antiklinus arba antiprasmines molekules) turéty skatinti svorio
priaugima, kas gali biiti pageidautina gydant svorio praradima, susijusj su véziu, AIDS
arba nervine anoreksija. OB aktyvumo moduliavimas gali biti reikalingas kiino svorio

mazinimui (didinant jo aktyvuma) arba kiino svorio didinimui (maZzinant jo aktyvuma).

Terapinis gydymas, paremtas polipeptidu
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Pagal paprasCiausia analizg, OB genas apsprendzia Zinduoliy, atskiru atveju peliy
ir zmogaus, kiino svorj. Pasirodo, kad OB geno produktas, ir atitinkamai giminingos
molekulés, yra signalinio kelio dalis, pagal kurj adipozinis audinys susisickia su
smegenimis ir kitais organais. Manoma, kad pats OB polipeptidas yra signaliné molekulé,
t.y. hormonas.

OB polipeptidas, jo funkciskai aktyvus fragmentas arba jo antagonistas gali biiti
vartojamas peroraliniu arba parenteriniu biidais, geriausia parenteriniu. Kadangi
metaboliné homeostazé yra nepertraukiamas procesas, tinkamiausias yra kontroliuojamo
ob polipeptido i8skyrimo vartojimo biidas. Pavyzdziui, polipeptidas gali buti vartojamas,
naudojant intravenine infuzija, implantuojama osmotinj siurblj, transderminj pleista,
liposomas arba kitus vaisty vartojimo biidus. Viename realizavimo variante gali biti
panaudotas siurblys [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 ez al., N. Engl. J. Med., 321:574 (1989)].
Kitame realizavimo variante gali biiti panaudotos polimerinés medziagos {Langer, 1974,
supra; Sefton, 1987, supra; Smolen et al., eds., Controlled Drug Bioavailability, Drug Product
Design and Performance, Wiley, New York (1984); Ranger et al,, J. Macromol. Sci. Rev.
Macromol. Chem., 23:61 (1983); taip pat Zr. Levy et al., Science, 228:190 (1985); During et
al., Ann. Neurol., 25:351 (1989); Howard et al.,, J. Neurosurg., 71:105 (1989)]. Dar kitame
realizavimo variante kontroliuojamo iSskyrimo sistema gali biiti patalpinta prie pat
terapinio taikinio, t.y. smegeny, tokiu atveju reikia tik dalies sisteminés dozés [Zr., pvz.,
Goodson, in Medical Applications of Controlled Release, vol. 2, pp. 115-138 (1984)]. Kitos
kontroliuojamo i3skyrimo sistemos aptartos Langer, Science, 249:1527-1533 (1990)
apzvalgoje. Dar kitame realizavimo variante terapinis junginys gali biti paduodamas
plislelése, ypatingai liposomose [Zr. 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].

Dar vienu poziiiriu, rekombinantinés Iastelés, kurios buvo transformuotos OB genu
ir kurios ekspresuoja didelius OB polipeptido kiekius, gali biiti transplantuotos subjektui,
kuriam reikalingas ob polipeptidas. Geriausia, norint iSvengti atmetimo, transplantuoti

autologines lasteles, transformuotas OB; kitu atveju, yra Zinoma technologija, jgalinanti
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iterpti neautologines Iasteles, kurios produkuoja tirpius faktorius, j polimering matrica, ir
taip iSvengti imuninio atpaZinimo ir atmetimo.

OB polipeptidas gali biiti jvedamas intraveniniu, intraarteriniu, intraperitoniniu,
intraraumeniniu arba subkutaniniu biidais. Kitu atveju, polipeptidas tinkamoje
kompozicijoje gali biiti vartojamas nazaliniu arba peroraliniu bidu. Pastovus OB tiekimas
gali biiti uztikrintas, duodant terapiSkai efektyvia doz¢ (t.y. dozg, kuri gali indukuoti
subjekto metabolinius poky¢ius) reikiamais intervalais, pvz., kasdien, kas 12 valandy ir t.t.
Sie parametrai priklausys nuo ligos, kurig reikia gydyti, sunkumo, kitokiy veiksniy, tokiy
kaip dietos pakeitimy, kuriuos, priklausomai nuo subjekto svorio, amziaus, lyties ir kitokiy

kriterijy patyrgs specialistas nesunkiai nustatys.

Farmacinés kompozicijos

Pagal dar viena $io iSradimo aspekta yra sitilomos auk3Ciau min€tos farmacines
kompozicijos. Tokios farmacinés kompozicijos gali biiti skirtos injekcijoms, peroraliniam,
pulmonariniam, nazaliniam ir kitokiam vartojimui. Bendrai imant, farmacinés
kompozicijos, kurias apima Sis iSradimas, susideda i§ iSradimo baltymo arba jo dariniy
produkty efektyviy kiekiy ir farmaciSkai tinkamy skiedikliy, konservanty, tirpima
skatinan€iy medziagy, emulgikliy, stimuliatoriy ir/arba nesikliy. ] tokias kompozicijas
jeina jvairios sudéties (pvz., Tris-HCI, acetatas, fosfatas), pH ir joninés jégos buferiniai
skiedikliai; priedai, tokie kaip detergentai arba tirpima skatinan¢ios medziagos (pvz.,
Tween 80, Polysorbate 80), antioksidantai (pvz., askorbo riigstis, natrio metabisulfitas),
apsauginés medziagos (pvz., timerzolis, benzilo alkoholis) ir tiirj suteikiancios medziagos
(pvz., laktoze, manitolis); medziaga gali bliti jterpiama j tam tikra polimering medziaga,
tokia kaip polilaktato riigstis, poliglikolio rligstis, ir t.t., arba j liposomas. Taip pat gali biiti
panaudota hilaurono riigstis. Tokios kompozicijos gali veikti $io iSradimo baltymy ir jy
dariniy fizing biisena, stabiluma, i3siskyrimo ir pasalinimo greitj in vivo. Zr., pvz., Mantin,
Remington’s Pharmaceuticals Sciences, 18th Ed. (1990), Mack Publishing Co., Easton, PA
18042) p. 1435-1712, kuris pridedamas kaip literatiiros Saltinis. Pagamintos kompozicijos

gali buti skystos arba jas galima i8dziovinti iki milteliy, pvz., liofilizuotos formos.
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Peroralinis vartojimas

Siame iSradime aptariamos peroraliniam vartojimui skirtos kietos dozuotos formos,
kurios yra apraSytos Martin, Remington’s Pharmaceuticals Sciences, 18th Ed. (1990), Mack
Publishing Co., Easton, PA 18042, chapter 89), kuris ¢ia duodamas kaip literatiros
saltinis. Kietos dozuotos formos apima jvairias tabletes, kapsules, piliules, oblatas arba
zirnelius. Sios kompozicijos gali biti jvestos | liposomas, arba panaudojamas
ikapsuliavimas j baltymus (tokius kaip, pvz., i baltymines mikrosteras, aprasytas US
patente Nr. 4925673). Gali biiti panaudotas liposominis kapsuliavimas ir gali bati
pagaminti liposomy dariniai su jvairiais polimerais (pvz. US patentas Nr. 5013556).
Galimos kitos dozuotos formos, skirtos terapiniam naudojimui, apraSytos Marshall, in
Modern Pharmaceutics, Chapter 10, Banker and Rhodes ed., (1979), kuris ¢ia duodamas
kaip literatliros Saltinis. Bendru atveju, j kompozicijas jeina baltymas (arba chemiSkai
modifikuotas baltymas) ir inertiniai ingredientai, kurie apsaugo baltymg nuo skrandzio
aplinkos ir i$skiria biologiSkai aktyvig medziaga Zarnyne.

Specialiai aptariamas peroraliniam vartojimui skirtos auk$Ciau minéty baltymy
dozuotos formos. Baltymas gali biiti chemiSkai modifikuotas taip, kad biity efektyvus
darinio peroralinis vartojimas. Bendrai imant, aptariama cheminé modifikacija reiskia
bent vienos liekanos prijungima prie paties baltymo (arba peptido) molekulés, kur mineta
liekana uZztikrina (a) proteolizés inhibavima ir (b) jvedima j krauja i§ skrandZio arba
zarnyno. Taip pat pageidautina padidinti bendra baltymo stabiluma ir jo cirkuliacijos laika
kraujyje. Tokiy liekany pavydziais yra: polietilenglikolis, etilenglikolio ir propilenglikolio
kopolimerai, karboksimetilceliulioze, dekstranas, polivinilo alkoholis, polivinilpirolidonas
ir poliprolinas [Abuchbwski et al., 1981, supra; Newmark et al., J. Appl. Biochem., 4:185-
189 (1982)]. Kiti polimerai, kurie gali biiti panaudoti, yra poli-1,3-dioksolanas ir poli-
1,2,6-trioksokanas. Kaip auk$¢iau minéta, tinkamiausios farmaciniams tikslams yra
polietilenglikolio liekanos.

Baltymo (arba darinio) iSsiskyrimo vieta gali biiti skrandis, mazasis Zarnynas
(dvylikapir§té Zarna, storoji zarna arba klubiné Zarna) arba didysis Zarnynas. Patyres
specialistas galés sudaryti kompozicijas, kurios netirps skrandyje, o iSskirs medziaga

dvylikapirstéje Zarnoje arba kitoje Zarnyno vietoje. Pageidautina apsaugoti medziaga nuo
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skrandzio aplinkos Zalingo poveikio, arba apsaugant baltymg (arba darinj), arba
islaisvinant biologiskai aktyvig medZiaga ne skrandyje, o Zarnyne.

Norint uztikrinti visidka atsparuma skrandzio aplinkos poveikiui, reikia panaudoti
dangas, per Kkurias neprasiskverbia medziaga bent iki pH=35.0. Iprasty jnertiniy
ingredienty, kurie naudojami enteriniam padengimui, pavyzdziais yra celiuliozes acetato
trimetilatas (CAT), hidroksipropilmetilceliuliozés ftalatas (HPMCP), HPMCP 50,
HPMCP 55, polivinilacetato ftalatas (PVAP), Eudragit L30D, Aquateric, celiuliozés
acetato ftalatas (CAP), Eudragit L, Eudragit S ir Shellac. Tokie padengimai gali biti
naudojami kaip misrios plévelés.

PadengianCios medziagos arba jy miSiniai gali buti naudojami ir tableCiy
padengimui, kurios néra skirtos apsaugojimui nuo skrandZio aplinkos poveikio. Tai gali
biiti cukraus dangos arba dangos, kurios palengvina tabletés nurijimg. Kapsulés gali biti
padarytos i kieto apvalkalo (tokio kaip Zelatina) kiety vaisty, ty. milteliy, jvedimui.
Skystoms formoms gali biiti panaudotas minkStas Zelatinos apvalkalas. Oblaty apvalkalo
medziaga gali biti tirStas krakmolas arba valgomas popierius. Piliuléms, kietoms
tabletéms arba sutrintoms tabletéms gali biiti panaudotos kieto sulipdymo metodikos.

Vaistiné medziaga gali blti jterpiama j kompozicijas smulkiy multidaleliy, tokiy
kaip granulés arba rutuliukai, kuriy daleliy dydis yra apie 1 mm, pavidalu. Kapsuliy
kompozicijy medziaga taip pat galés biiti milteliai, Siek tiek suspausti gabaliukai arba
netgi tabletés. Vaistiné medziaga paruoSiama presavimo bidu.

Taip pat gali biiti pridéta spalvg ir skonj suteikianciy agenty. Pavyzdziui, gali biiti
suformuotas baltymas (arba darinys) (pvz., inkapsuliuotas i liposomas arba mikrosferas),
ir po to dedamas j valgoma produkta, tokj kaiop atSaldytas gérimas, turintis spalva ir skonj
suteikianc¢iy medziagy.

Galima praskiesti arba padidinti terapinés medZiagos tiirj inertine medziaga. Tokie
skiedikliai gali biiti angliavandeniai, ypa¢ manitolis, a-laktozé, bevandené laktozeé,
celiulioze, sacharoze, modifikuoti dekstranai ir krakmolas. Kaip uZpildai taip pat gali biiti
tam tikros neorganines druskos, jskaitant kalcio trifosfaty, magnio karbonata ir natrio
chlorida. Kai kurie prekyboje esantys skiedikliai yra Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500,

Emcompress ir Avicell.
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] terapines kiety dozuoty formy kompozicijas gali jeiti kieta forma ardancios
medziagos. Tokios medziagos yra (bet jomis neapsiribojama) krakmolas, jskaitant
prekybines ardancias medziagas krakmolo pagrindu, tokias kaip Explotab. Taip pat gali
biiti naudojama krakmolo natrio glikolatas, amberlitas, natrio karboksimetilceliulioze,
ultramilopektinas,  natrio  alginatas,  Zelatina, apelsiny  Zieveles,  rugstine
karboksimetilceliuliozé, natiirali kempiné ir bentonitas. Kitokios formos ardancios
medzZiagos yra netirpios katijonitinés dervos. Kaip ardancios medziagos ir kaip riSikliai
gali biiti naudojamos milteliy pavidalo dervos, tokios kaip agaras, karaja arba tragakantas.
Algino riigstis ir jos natrio druska taip pat gali biiti vartojamos kaip ardancios medziagos.

* Norint suristi terapinj agenta, suformuojant kieta tablete, gali biiti naudojami
risikliai; jie yra medziagos i§ gamtiniy produkty, tokiy akip akacija, tragakantas,
krakmolas ir Zelatina. Kitos medziagos yra metilceliuliozé (MC), etilceliulioze (EC) ir
karboksimetilceliuliozé (CMC). Terapinés medziagos granuliavimui gali biiti naudojami
polivinilpirolidono (PVP) ir hidroksipropilmetilceliuliozés (HPMC) tirpalai alkoholyje.

I terapiniy medziagy kompozicijas gali jeiti medZiagos maZinancios stabiluma, kad
buty i$vengiama sulipimo gaminant kompozicijas. Gali biiti naudojami tepalai sluoksnio
tarp terapinés medziagos ir matricos sienelés sudarymui; jie yra (bet neapsiriboja):
stearino riigstis, jskaitant jos magnio ir kalcio druskas, politetrafluoretilenas (PTEE),
skystas parafinas, augaliniai aliejai ir vaSkai. Taip pat gali biiti naudojami tirpus tepalai,
tokie kaip natrio laurilsulfatas, magnio laurilsulfatas, jvairiy molekuliniy svoriy
polietilenglikolis ir Carbowax 4000 ir 6000.

Galima pridéti medziagy, lengvinanciy slydima, kad biity pagerintos vaisty takumo
savybés ir jo pasiskirstymas presavimo metu. Tokios slydimg lengvinancios medziagos yra
krakmolas, talkas, pirogeninis silicio dioksidas ir hidratuotas silikoaliuminatas.

Norint palengvinti terapinés medziagos iStirpima vandenineje terpéje, galima jdeti
pavirSiaus aktyviosios medziagos, kaip drékinimo agento. PavirSiaus aktyviosios medziagos
apima anijoninius detergentus, tokius kaip natrio laurilsulfatas, dioktilnatrio
sulfosukcinatas ir dioktilnatrio sulfonatas. Gali biiti naudojami katijoniniai detergentai,
tokie kaip benzalkonio chloridas arba benzetonio chloridas. [ potencialiy nejoniniy
detergenty, kurie gali biiti kompozicijose kaip paviriaus aktyviosios medziagos, sarasg

jieina lauromakrogolis 400, polioksolio 40 stearatas, polioksietileno hidrintas ricinos aliejus
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10, 50 ir 60, glicerolio monostearatas, polisorbatas 40, 60, 65 ir 80, sacharozés riebalinés
rigsties esteris, metilceliulioze ir karboksimetilceliuliozé. Tokios pavirSiaus aktyviosios
medziagos gali biti baltymo arba darinio kompozicijose arba vienos arba jy jvairiy
santykiy miSiniai.

Priedai, kurie gali padidinti baltymo (arba darinio) jsisavinima, yra, pavyzdziui,
riebalines rligstys- oleino, linoleino ir linoleno riigstys.

Gali biiti pageidaujamos kontroliuojamo i3siskyrimo kompozicijos. Vaistas gali biiti
inkorporuotas j inerting matrica, kuri leidZzia i3siskirti jam arba pagal difuzijos arba pagal
i3plovimo mechanizma, t.y. j dervas. I kompozicijas taip pat gali biiti inkorporuotos létai
degeneruojancios matricos. Kita $io vaisto kontroliuojamo issiskyrimo forma yra forma, -
paremta Oros terapine sistema (Alza Corp.), t.y. vaistas yra patalpintas pusiau laidzZioje
membranoje, j kuria gali jeiti vanduo ir i$stumti vaista per vienintele maza skylute dél
osmoso efekty. Uzdelsto veikimo efektus taip pat turi ir kai kurios enterinés dangos.

Kompocizijoms gali biiti naudojamos ir kitokios dangos. Tokios dangos gali biiti
ivairiis cukrils, kurie gali biiti panaudoti padengimo formoje. Terapiniai agentai gali biiti ir
plevele padengtoje tabletéje; Siuo atveju naudojamos medziagos skirstomos j 2 grupes.
Pirmoji grupé yra neenterinés medziagos; jos yra metilceliuliozé, etilceliulioze,
hidroksietilceliuliozé, metilhidroksietilceliuliozé, hidroksipropilceliuliozé, hidroksi-
propilmetilceliulioze, natrio karboksimetilceliuliozé, providonas ir polietileno glikoliai.
Antroji grupe yra enterinés medziagos, kurios paprastai yra ftalio rigsties esteriai.

Optimaliam padengimui plévelémis galima naudoti medZziagy misinius. Padengima
plévelémis galima gauti, padengiant formose arba skysio vonelése arba padengiant

presavimo biidu.

Pulmonarinis vartojimas

Siame iSradime taip pat aptariamas baltymo (arba jo dariniy) pulmonarinis
vartojimo blidas. Baltymas (arba darinys) paduodamas j Zinduolio plaucius jkvepiant, ir
pereina per plauciy epitelinj apvalkalg j krauja. Tokio tipo vartojimas aprasytas Adjei et
al., Pharmaceutical Research, 7(6):565-569 (1990); Adjei et al., International Journal of
Pharmaceutics, 63:135-144 (1990) (leuprolido acetatas); Braquet et al, Journal of
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Cardiovascular Pharmacology, 13(suppl. 5):143-146 (1989) (endotelinas-1); Hubbard et al.,
Annals of Internal Medicine, 3(3):206-212 (1989) (ol-antitripsinas); Smith et al, J. Clin.
Invest., 84:1145-1146 (1989) (al-proteinaze); Oswein et al., “Aerosolization of Proteins”,
Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery II, Keystone, Colorado, (March
1990) (rekombinantinis Zmogaus augimo hormonas); Debs et al., J. Immunol., 140:3482-
3488 (1988) ir Platz et al., US patentas Nr. 5284656 (granulocity kolonijy stimuliuojantis
faktorius). Sio i$radimo praktikoje aptariama daugybé mechaniniy jtaisy, skirty terapiniy
produkty pulmonariniam vartojimui, jskaitant (bet neapsiribojant) pulverizatorius,
dozuojamus inhaliatorius ir milteliy inhaliatorius, kurie yra Zinomi S$ios srities
specialistams.

Specifiniais tokiy prekyboje esanciy $io iSradimo praktikoje tinkamy jtaisy
pavyzdziais yra Ultravent pulverizatorius, gaminamas Mallinckrodt, Inc., St. Louis,
Missouri; Acorn II pulverizatorius, gaminamas Marquest Medical Products, Englewood,
Colorado; Ventolin dozuojamas inhaliatorius, gaminamas Glaxo Inc., Research Triangle
Park, North Carolina ir Spinhaler milteliy inhaliatorius, gaminamas Fisons Corp.,
Bedford, Massachusetts.

Visiems Siems jtaisams reikia naudoti kompozicijas, tinkancias baltymo (arba
darinio) i8skyrimui. Paprastai kiekviena kompozicija yra charakteringa naudojamo jtaiso
tipui, ir j jg gali jeiti atitinkama varanti medZziaga, apart jprasty terapijoje naudojamy
skiedikliy, stimuliatoriy ir/arba neSikliy. Taip pat aptariamas liposomy, mikrokapsuliy,
mikrosfery, inkliuziniy kompleksy arba kitokiy nesikliy panaudojimas. Taip pat gali biiti
pagamintos jvairios chemiskai modifikuoto baltymo kompozicijos, priklausanéios nuo
cheminés modifikacijos tipo arba nuo naudojamo jtaiso tipo.

Kompozicijos, tinkamos vartoti pulverizatoriais, tiek sroviniais, tiek ultrgarsiniais,
paprastai turi baltyma (arba darinj), iStirpintg vandenyje, kuriame 1 ml tirpalo yra apie
0.1-25 mg biologiskai aktyvaus baltymo. Kompozicijose taip pat gali biti buferio ir
paprasto cukraus (pvz., baltymo stabilizavimui ir osmoso slégio reguliavimui).
Pulverizatoriaus kompozicijose taip pat gali biiti pavirSiaus aktyvioji medziaga, kad biity
sumazinama arba iSvengiama pavirSiaus sukeliamos baltymo agregacijos, atsirandancios

del tirpalo pulverizacijos susidarant aerozoliui.
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Kompozicijos, skirtos dozuojamam inhaliacijos jtaisui, turi labai susmulkintus
miltelius, kuriuose yra baltymas (arba darinys), suspenduotas varancioje medziagoje,
panaudojant paviriaus aktyvia medziaga. Varancia medZiaga gali biiti bet kokia Siam
tikslui tinkama medziaga, tokia kaip chlorfluoranglis, hidrochlorfluoranglis,
hidrofluoranglis arba angliavandenilis, jskaitant trichlorfluormetang,
dichlordifluormetana, dichlortetrafluoretanolj ir  1,1,1,2-tetrafluoretang  arba  jy
kombinacijas. Tinkamos paviriiaus aktyvios medziagos yra sorbitano trioleatas ir sojos
lecitinas. Kaip pavirsiaus aktyvioji medziaga gali biti ir oleino riigstis.

Kompozicijos, skirtos milteliy inhaliacijos jtaisams, turi labai susmulkintus
" miltelius, kuriuose yra baltymo (arba darinio) ir jose taip pat gali biti uZpildai, tokie kaip
laktozé, sorbitolis, sacharozé arba manitolis tokiais kiekiais, kurie palengvina milteliy
dispergavima i$ jtaiso, pvz., ju gali biiti 50-90%, skaiCiuojant nuo viso kompozicijos svorio.
Geriausia pagaminti susmulkintos formos baltyma, kurio vidutinis daleliy dydis biity
mazesnis nei 10 um (arba mikrony), dar geriau 0,5-5 um, kad jis efektyviau patekty j

distalinius plaucius.

Nazalinis vartojimas

Siame iSradime taip pat aptariamas baltymo (arba darinio) nazalinis vartojimas.
Nazalinis jvedimas leidZia patekti baltymui j krauja tiesiog paduodant terapinj produkta j
nosj, ir jam nebiitina nusésti plau¢iuose. Nazalinio vartojimo kompozicijose yra dekstrano

arba ciklodekstrano.

Gydymo biidai, medikamento pagaminimo biidai

Dar vienas 3io iSradimo aspektas yra gydymo ir medikamento pagaminimo budai.
Biisenos, kurias palengvina arba moduliuoja 3io iSradimo dariniy vartojimas, yra

paminétos auksciau.

Dozes
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Bus pateikta informacija apie visas aukséiau minétas molekules, kurios buvo
papildomai istirtos, leidZianti nustatyti atitinkamus doziy kiekius, reikalingus jvairiy
biiseny gydymui, ir eilinis patyres darbuotojas, atsizvelgdamas j terapinj konteksta,
recipiento amziy ir bendra sveikatos blisena, gales parinkti reikiama doz¢. Bendrai imant,
injekcijos arba infuzijos atveju dozés bus tarp 0,01 ug biologiSkai aktyvaus baltymo kiino
svorio kilogramui (skaiciuojant vien tik baltymo masg, be cheminés modifikacijos) ir 10
mg/kg. Dozavimo reZimas gali keistis priklausomai nuo vartojamo baltymo arba darinio
cirkuliacijos puslaikio ir nuo to, ar vartojamas polipeptidas jvedamas kaip atskira doze, ar

naudojama nepertraukiama infuzija, o taip pat ir nuo vartojamos kompozicijos.

Vartojimas su kitais junginiais

Su nutukimu susijusioje terapijoje §j baltyma (arba darinius) galima vartoti kartu su
viena arba keliomis farmacinémis kompozicijomis, naudojamomis kity klinikiniy
nutukimo komplikacijy, tokiy kaip diabeto (pvz., insulinas), auksto kraujo spaudimo,
didelio cholesterolio kiekio ir kity nepalankiy, su nutukimu susijusiy biiseny gydymui.
Kartu gali biiti skiriami ir kiti apetita maZinantys vaistai, pvz., amfetaminai. Vaistai gali
biiti vartojami vienu metu (pvz., skiriamas $io i$radimo baltymo ir insulino miSinys) arba
gali biiti in seriatim.

Terapinis gydymas, paremtas nukleino riigdtimis

OB genas gali biiti jvestas | Zmogaus riebalines Iasteles nutukimo geninei terapijai
realizuoti. Galima la"ukti, kad tokia terapija mazins kino svorj. AtvirkCiai, jvedus
antiprasminius darinius j zmogaus riebalines lasteles, gali biti sumazinami aktyvaus OB
polipeptido kiekiai ir galima laukti kiino svorio padidéjimo.

Viename realizavimo variante OB polipeptida koduojantis genas jvedamas in vivo |
virusinj vektoriy. Tokie vektoriai apima sumaZintus arba defektinés DNR virusus, tokius
kaip paprastosios puslelinés virusag (HSV), papilomos virusa, Epstein-Barr virusa (EBV),
adenovirusg, susijusj su adena virusg (AAV) ir pan., bet jais neapsiribojama. Pageidautini

defektiniai virusai, kuriuoe visai néra arba beveik néra virusiniy geny. Defektiniai virusai,
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ivedus juos j lastele, yra neefektyviis. Defektiniy virusiniy vektoriy panaudojimas leidzia
jvesti juos j lasteles specifinéje lokalizuotoje vietoje, nesiriipinant, kad vektorius gali
infekuoti kitas lasteles. Tokiu biidu, specifiniu taikiniu yra riebalinis audinys. Tokiy
ypatingy vektoriy pavyzdziais gali buti (bet neapsiribojama) defektinio piislelinés viruso 1
(HSV1) vektorius [Kaplitt et al, Molec. Cell. Neurosci., 2:320-330 (1991)], susilpninto
adenoviruso vektorius, toks kaip vektorius, kurj apra3¢ Stratford-Perricaudet et-al., J. Clin.
Invest., 90:626-630 (1992) ir defektyvaus susijusio su adena viruso vektorius [Samulski ez
al., J. Virol., 61:3096-3101 (1987); Samulski et al., J. Virol., 63:3822-3828 (1989)].

Dar kitame realizavimo variante genas gali biiti jvestas j retrovirusinj vektoriy,
pvz., toki, kuris apradytas Anderson et al., US patentas Nr. 5399346; Mann et al.,, Cell,
33:153 (1983); Temin et al., US patentas Nr. 4650764; Temin et al., US patentas Nr.
4980289; Markowitz et al., J. Virol., 62:1120 (1988); Temin et al., US patentas Nr. 5124263;
tarptautiné paraiska WO 95/07358 (Dougherty et al., 1995 m. kovo 16 d.) ir Kuo et al,
Blood, 82:845 (1993).

Kitu atveju vektorius gali biiti jvestas in vivo, panaudojant lipofekcija. Per pragjusj
desimtmetj nukleido riigé¢iy transfekcijai ir inkapsuliacijai in vitro buvo vis placiau
susijusiy su liposomy skatinama transfekcija, mazinimui, gali biiti panaudoti pagaminti
liposomoms, skirtoms geno, koduojanéio markerj, transfekcijai in vivo [Felgner et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 84:7413-7417 (1987), zr. Mackey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
85:8027-8031 (1988)]. Katijoniniy lipidy panaudojimas gali skatinti neigiamai jkrauty
nukleino rygséiy inkapsuliavimg ir taip padéti neigiamai jkrauty lasteliy membrany
suliejimui [Felgner et al, Science, 337:387-388 (1989)]. Lipofekcijos panaudojimas
egzogeniniy geny jvedimui j specifinius organus in vivo turi tam tikry praktiniy privalumy.
Liposomy molekulinis jvedimas j specifines lasteles atstovauja viena naudingumo srit].
Suprantama, kad transfekcijos nukreipimas | tam tikry tipy lasteles, bus ypatingai
naudingas audiniuose, kur yra lasteliy heterogeniSkumas, tokiuose kaip kasa, kepenys,
inkstai ir smegenys. Lipidai gali biiti chemikai sujungti su kitomis molekulémis jvedimo
tikslams (Zr. Mackey et al., 1988, supra). Tiksliniai peptidai, pvz., hormonai arba
neuromediatoriai, ir baltymai, tokie kaip antikiinai arba nepeptidy molekulés, gali buti

chemiSkai sujungti su liposomomis.
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Taip pat galima in vivo jvesti vektoriy, kaip gryna DNR plazmidg. Grynos DNR

vektoriai geny terapijos tikslams gali biiti jvesti j norimas Seimininko Igsteles, panaudojant
zinomus metodus, pvz., transfekcija, elektroporacija, mikroinjekcija, transdukcija, lasteliy
suliejima, DEAE dekstrang, nusodinima kalcio fosfatu, panaudojant geninj Sautuvg arba
DNR vektoriaus transporterj [Zr., pvz., Wu et al., J. Biol. Chem., 267:963-967 (1992); Wu et
al., J. Biol. Chem., 263:14621-14624 (1988); Hartmut et al., Kanados patentas Nr. 2012311,
uzpildytas 1990 m. kovo 15 d.].

Pritaikymas Zemes tikyje

OB genas taip pat gali biti iSskirtas i3 naminiy gyvuliy, ir taip gaunamas
atitinkamas OB polipeptidas. Specifiniame pavyzdyje, infra, zondas, iSvestas i pelés OB
geno, hibridizuojasi su atitinkama homologine koduojancia seka i$ daugelio gyvuliy rasiy.
Kaip buvo aptarta zmoniy terapijos atveju, gali bliti pagaminti rekombinantiniai baltymai
ir panaudoti naminiams gyvuliams. Polipeptidas gali biiti duodamas, norint gauti maziau
riebius maistinius gyvulius, tokius kaip galvijai, kiaulés, pauksCiai, avys ir t.t. Geriausia
panaudoti autologinj OB polipeptida, nors iSradime aptariamas taip pat ir anti-autologinio
peptido panaudojimas. Kadangi OB polipeptidas susideda i§ mazdaug 160 aminoriigsciy
liekany, jis negali biti labai imunogeniskas. Taigi, neautologinio peptido panaudojimas
gali neduoti imuninio atsako.

Kitu atveju, klonuoty geny jvedimas j transgeninius naminius gyvulius suteikty
galimybe potencialiai sumazinti kiino svorj ir nutukima deél OB transgeno padidintos
ekspresijos. Paprasciausi blidai Siam tikslui pasiekti biity nukreipti OB transgena |
riebalus, naudojant jo nuosava arba kitokj riebalams specifinj promotoriy.

AtvirksCiai, kitais atvejais gali biti reikalinga padidinti ktno riebaly kiekj,
pavyzdziui, gaunant Kobe jautieng arba riebias kepenis, norint pagaminti foie gras. Ta
galima realizuoti, nukreipiant antiprasminj OB transgena j riebalus, arba panaudojant
geninio nokauto technologija. Kitu biidu, jeigu norima padidinti kino svorj riebaly
padidéjimo saskaita, gali biiti naudojamas OB polipeptido antagonistas. Tokie

antagonistai yra (bet jais neapsiribojama) reaguojantys su OB polipeptidu antikinai ir
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polipeptido fragmentai, kurie ri3asi, bet neaktyvuoja OB receptoriaus, t.y. OB polipeptido

antagonistai.

Kosmetiné reikSmeé

OB polipeptidas, apart jo medicininés reikSmés, yra labai svarbus ir kosmetikoje.
Atskiru atveju, kadangi $io iSradimo polipeptidai, jskaitant jy darinius ir antagonistinius
analogus, yra tinkami riebaliniy lasteliy susikaupimo gyviiny organizmuose greicio
moduliavimui, jie tinka negraZiai atrodanciy riebaliniy audiniy, pvz., riebaly sankaupy ant
pilvo, §launy, kaklo ir smakro kiekio sumazinimui, kurie nebitinai susij¢ su nutukimu, bet
kurie vis tik gadina individo ivaizda. Manoma, kad galima sumazinti riebaly kiekj, bent
dalinai sumaZinant apetita, t.y. sumaZinant maisto sunaudojima, ir didinant pagrindinj
metabolizma, arba panaudojant abi priemones. Taigi, 3] OB polipeptida, jo darinius arba
agonisto analogus galima skirti subjektui, norint gauti kosmetinius pokycius riebaly
sankaupose, moduliuojant riebaly susikaupima, maZinant apetita arba naudojant abi
priemones.

Be to, tokios kompozicijos ir metodai gali biiti naudojami kartu su jvairiais Kitais
biidais, tokiais kaip kosmetiné chirurgija, skirta pakeisti bendra kino iSvaizda (pvz.,
liposiurbima arba lazering chirurgija, skirta kiino masé€s sumazinimui, aspiruojant arba
pasalinant riebalinj audinj), pratimus (ypatingai bégima ir svoriy kilnojima), maZzai riebaly
turinia dieta, hipnoze, maisto $alinima, kuriuos galima bandyti naudoti riebalinio audinio
kiekio sumazinimui ir klino iSvaizdos pagerinimui.

Tokiu biidu, Sis iSradimas susijes su individy kosmetinio riebalinio audinio
moduliavimo biidu, kuris apima OB polipeptido, jo darinio arba jo agonistinio analogo,
moduliuojancio riebaly kieki, kiekio skyrima individui, kuris pageidauja tokios kosmetinés
moduliacijos, kad biity pagerinta bendra kiino i§vaizda. Atskiru atveju, riebalinio audinio
moduliavimas yra apetito sumaZinimo i§dava. Geriau, kai riebalinio audinio moduliavimas
yra riebalinio audinio sumazinimas.

Dar vienas $io isradimo variantas susijes su metodu, skirtu kosmetiniam riebalinio
audinio pasalinimui, kuris apima kiino isvaizdos pakeitimo procediiros kombinavima su

OB polipeptido, jo darinio arba jo agonisto analogo riebalus moduliuojancio kiekio
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skyrimui individui, kuris pageidauja tokios kosmetinés riebalinio audinio moduliacijos,

kad biity pagerinta bendra kiino iSvaizda.

OB receptorius

OB faktoriaus mazy molekuliy-agonisty ir antagonisty sukiirimas bus labai
palengvintas, iSskyrus jo receptoriy. Tai gali bati atlickama, pagaminant aktyvy OB
polipeptida ir naudojant ji ekspresijos bibliotekos skryningui pagal standarting
metodologija. Receptoriaus susiri§imas ekspresijos bibliotekoje gali biiti nustatytas,
jivedant rekombinantinj polipeptida, pagaminta naudojant arba bakterinius, arba Zinduoliy
ekspresijos vektorius ir stebint rekombinantinio polipeptido trumpalaikio arba
nepertraukiamo jvedimo efektus j ekspresijos bibliotekos lasteles, arba tiesiogiai nustatant
OB polipeptido susiri§ima su lastelémis.

Kadangi dabar manoma, kad OB receptorius tikriausiai yra pagumburyje ir, gal
bit, kepenyse, geriausia konstruoti KDNR bibliotekas i§ Siy audiniy standartines
ekspresijos klonavimo vektoriuose. Po to tokie KDNR Klonai galéty biti jvedami } COS
lasteles, kaip grupés, ir gauti transformantai biity atrenkami su aktyviu ligandu, norint
nustatyti COS lasteles, ekspresuojancias OB receptorius. Tada gali biiti iskiriami teigiami
klonai klonuotam receptoriui idgauti. Klonuota receptoriy galima biity panaudoti kartu su
OB ligandu (laikant, kad jis yra hormonas), norint iSaikinti mazy molekuliy OB
moduliatoriy skryningui reikalingus komponentus.

Tam tikra bandyminé sistema, kurig reikia naudoti pagal §j iSradimg, yra Zinoma
kaip receptoriaus tyrimo sistema. Receptoriaus tyrimuose, bandomoji medZiaga yra
atitinkamai pazymeta, ir tada tam tikros bandomuyjy lasteliy kolonijos inokuliuojamos tam
tikru kiekiu zymétos ir nezymétos medziagos, o po to atliekami susiri$imo tyrimai, norint
nustatyti zymétos medziagos susiridimo su lasteliy receptoriais laipsni. Siuo biidu galima
nustatyti medziagy afiniSkumo skirtumus.

Tokiu bidu, galima radiopaZyméti tam tikra i$valyto svorio moduliatoriaus kiekj ir
sumaidyti ji, pavyzdziui, su antikiinais arba kitais jo inhibitoriais, o po to reikia atlikti
susiri$imo bandymus. Tada reikia pagaminti tirpalus, kuriuose yra jvairlis nesumaisyto

yyméto ir nezyméto svorio moduliatoriaus kiekiai, inokuliuoti lasteliy meéginius, ir
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inkubuoti. Po to, gauti lasteliy monosluoksniai plaunami, soliubilizuojami ir skaiciuojama
gama-skaitliukais tokj laika, kad standartiné paklaida biity <5%. Duomenys analizuojami
Scatchard metodu ir daromos isvados apie medziagos aktyvuma. Tai, kas auk3Ciau
apradyta, yra pavyzdys, iliustruojantis biida, kaip galima iStirti receptoriy ir panaudoti tuo
atveju, kai tiriamosios medziagos lasteliy susiriSimo geba gali tarnauti kaip
charakteristika. Receptoriaus tyrimas savo ruoZtu yra ypatingai naudingas, identifikuojant
specifinius receptorius 3io iSradimo moduliatoriams, tokius kaip db receptorius.

Kitas tyrimas, tinkamas naudoti ir svarstomas Siame iSradime, yra zinomas kaip
“cis/trans” tyrimas. Trumpai tariant, Siame tyrime naudojami du genetiniai dariniai; vienas
i§ jy paprastai yra plazmidé, kuri nepertraukiamai ekspresuoja tam tikra dominantinj
receptoriy, kai yra transfekuota j atitinkama lasteliy linija, o antrasis yra plazmide, kuri
ekspresuoja reporterj, tokji kaip liuciferazé, kontroliuojamg receptoriaus/ligando
komplekso. Taigi, pavyzdZiui, jei norima jvertinti junginj, kaip tam tikro receptoriaus
liganda, viena i§ plazmidziy turi buti darinys, kuris duoda pasirinktos lasteliy linijos
receptoriaus ekspresija, o antroji plazmidé turi turéti promotoriy, prijungta prie
liuciferazés geno, i kurj jterptas atsako elementas tam tikram receptoriui, 0 gautas
kompleksas prjungs atsako elementg ir inicijuos liuciferazés geno ekspresija. Tada,
atsirandanti chemoliuminescencija matuojama totometriniu bidu, gaunamos doze-atsakas
kreivés ir lyginama su Zinomais ligandais. Tokia metodika smulkiai apradyta US patente
Nr. 4981784 ir tarptautinéje paraiskoje WO 88/03168.

Jeigu jau nustatytas rekombinantas, kuris ekspresuoja OB receptoriaus geno seka,
galima analizuoti OB receptoriy. Tai galima atlikti bandymais, paremtais OB receptoriaus
fizikinémis arba funkcinémis savybémis, jskaitant receptoriaus Zymejima radioaktyviaisiais
izotopais, o po to atliekant gel-elektroforezg, imunotyrimus, ligando susiri$img ir t.t. Be
to, galima generuoti antikiinus prie$ ob receptoriy, kaip apraSyta auksciau.

OB receptoriaus struktiira galima tirti jvairiais Zinomais metodais. Pageidautina
itirti jvairiy daliy struktiira, ypa¢ OB risancios dalies. Struktliring analize galima atlikti,
nustatant sekos panasuma su Kkitais Zinomais baltymais, ypaC hormony ir baltymy
receptoriais. PanaSumo (arba homologijos) laipsnis gali duoti pagrindg OB receptoriaus

arba jo dalies struktiiros ir funkcijos numatymui. Specialiame realizavimo variante galima
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atlikti seky palyginima su sekomis, randamomis GenBank, naudojant, pavyzdziui, FASTA
ir FASTP programas [Pearson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:2444-48 (1988)].

Baltymo seka gali biiti papildomai apibidinta, atliekant hidrofiliskumo analize¢
(pvz., Hopp et al., 1981, supra). Hidrofiliskumo vaizdas gali biiti panaudotas OB
receptoriaus baltymo hidrofobinéms ir hidrofilinéms sritims nustatyti, kurios savo ruoztu
gali parodyti ekstracitoplazmines , susiri$imo su membranomis ir intracitoplazmines sritis.

Taip pat galima atlikti antrinés struktiiros analizg (pvz., Chou et al., 1974, supra),
norint nustatyti OB receptoriaus sritis, kurios sudaro specifines antrines struktiiras.

Panaudojant Zzinomas kompiuterines programas, galima atlikti manipuliacija,
transliacija ir antrinés struktiiros numatyma, o taip pat atviro skaitymo remelio numatyma
ir atvaizdavima.

Pasigaminus didesnj rekombinantinio OB polipeptido kiekj ir turint galymybe
igskirti OB receptoriy (t.y. db geno produkta), $is iSradimas jgalina atlikti OB polipeptido
ir OB receptoriaus arba jo dalies aktyvios konformacijos kiekybing struktlring analizg.
Atskiru atveju, turint pakankamai medziagos, galima atlikti branduoliy magnetinio
rezonanso (BMR), Ramano ir ultravioletiniy spinduliy (UV), ypatingai cirkuliarinio
dichroizmo (CD), spektry analize. Ypatingai BMR yra labai galingas molekuliy, esanciy
tirpale, kur labiausiai priartéjama prie natyvaus apsupimo, struktiirinés analizes metodas
[Marion et al., 1983, supra; Bar et al., 1985, supra; Kimura et al., 1980, supra]. Taip pat gali
biti naudojami ir kiti struktirinés analizés metodai. ] tokius metodus jeina (bet
neapsiribojama) Rentgeno spinduliy kristalografija (Engstrom, 1974, supra).

Dar labiau pageidautina itirti OB polipeptido ir OB receptoriaus kokristalus.
Kokristaly analizé duoda detalia informacija apie susiridima, Kuri savo ruoZtu leidzia
racionaliai projektuoti ligandy agonistus ir antagonistus. Taip pat galima panaudoti
kompiuterinj modeliavima, ypa¢ kartu su BMR ir Rentgeno spinduliy metodais [Fletterick
et al., eds., Computer Graphics and Molecular Modeling, in Current Communications in
Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York
(1986)].

Geno, koduojanéio $io idradimo OB receptoriy, nustatymas ir iSskyrimas duoda
galimybe ekspresuoti didesnius nei galima i$skirti i§ natiiraliy Saltiniy receptoriaus kiekius,

arba indikatorinése lastelése, kurios yra specialiai sukurtos receptoriaus, ekspresuoto po



81

LT 4265 B

lasteliy transfekcijos arba transformacijos, aktyvumo identifikavimui. Tokiu btdu, apart
racionalaus agonisty ir antagonisty projektavimo, paremto OB polipeptido struktiira,
Siame iSradime aptariamas ir alternatyvus metodas specifiniy OB receptoriams ligandy
identifikavimui, naudojant jvairius Zinomus skryningo bandymus.

Iiradimas bus geriau suprantamas i§ toliau duodamy pavyzdziy, kurie duodami

pademonstravimui ir neriboja jo apimties.

PAVYZDZIAI

Tolidu apradomas metodas, naudojamas genetinés medziagos identifikavimui, kuris
duodamas kaip §j iSradima paaiSkinantis pavyzdys. Sis pavyzdys apima keturias viena po
kitos einandias stadijas: A) genetinio Zemélapio sudaryma, B) fizikinio Zemelapio
sudaryma, C) kandidatinio geno iSskyrima ir D) mutacijos nustatyma. Patvirtinus tikslinio
pelés geno iskyrima (D stadija), buvo ieSkoma homologinio Zmogaus geno ir
charakterizuoti tiek pelés, tiek Zmogaus genai bei laukiami baltymai. Sios stadijos smulkiai

apraSytos Zemiau.

A. Genetinio Zemélapio sudarymas

db mutacija buvo suskaldyta genetiniuose hibriduose, ir mutacijos padeties RFLP
(restrikcijos fragmento ilgio polimorfizmo) atZvilgiu nustatymui panaudota standartiné
sukibimo analizé. Sie duomenys patalpino gena ~5 c¢cM atstumu nuo artimiausios pelés 6
chromosomos (5 cM yra genetinio atstumo matas, atitinkantis 5 aiSkius genetinius
organizmus, atsirandancius atlieckant genetinj sukryZzminima 100 gyvuliuky). Buvo
generuota i§ viso 771 informatyvi mejozé ir panaudota genetinio Zemeélapio sudarymui
[Friedman et al., 1991, supra). Visi genetiniai lokusai, kuriy vieta Zemélapyje nustatyta,
buvo publikuoti anksdiau. Du artimiausi aprasyti RFLP buvo nustatyti, panaudojant
zondus, i8vestus i$ karboksipeptidazes ir met onkogeno geny.

Auk3¢iau apradytas genetiniy eksperimenty atlikimas buvo neadekvatus ob klonui
i3 principo todél, kad né vienas i§ genetiniy markeriy nedavé tampraus suriimo. Norint
identifikuoti biitinus tampriai suriStus RFLP, buvi i§skirti papildomi zondai ir iSplestas

genetinis krosas. Atsitiktinip DNR gabaliuky i§ artimiausios pelés 6 chromosomos
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iSskyrimui panaudotas Zinomas chromosomos mikrodisekcijos metodas [Bahary et al,
Mammalian Genome, 4:511-515 (1993)]. Istirta, ar susidaro tamprus rySys tarp atskiry
klonuoty zondy ir ob. Remiantis Siais tyrimais, atrinktas vienas zondas D6Rck13, dar
vadinamas psd3, tolimesnei analizei déka jo genetinio artumo OB. Sis zondas buvo
panaudotas nustatyti 835 ob palikuoniy i$ interspecifiniy ir intersubspecifiniy krosy
genotipui, ir pasirodé, kad D6Rck13 yra nerekombinantinis visuose 835 gyvuliukuose, kaip
apradé¢ Bahary ir kt. Sudarant fizikinj Zemeélapj, buvo identifikuotas naujas polimorfinis
markeris i§ kosmidinio subklono, isvesto i§ YAC 53A6. Sis naujasis markeris buvo
pastatytas tarp D6Rck13 ir OB geno ir panaudotas papildomy 771 informatyviy mejoziy i3
interspecifiniy interkrosy ir atvirkstiniy krosy genotipy nustatymui. Nustatyta, kad vienas
gyvuliukas #167 turi rekombinantinj krosingoverj tarp ob ir D6Rck39. Sie tyrimai parodé,
kad D6Rck13/D6Rck39 yra ~0,06 cM nuo ob. Buvo identifikuotas papildomas zondas,
Pax4, kuris buvo 0,12 ¢cM prie ob. Pax4 buvo rekombinantas dviejuose gyvuliukuose: #111
ir #420. Pax4 yra pseudogenas, kurj anks¢iau Gruss ir bendradarbiai rado prie pat peles 6
chromosomos [Gruss et al, Genomics, 11:424-434 (1991)]. Remiantis Siais duomenimis,
nustatyta, kad OB genas yra ~0,2 cM intervale tarp Pax4 ir D6Rck13. Todel buvo

bandoma klonuoti jvedamg DNR, stengiantis isskirti OB.

B. Fizikinio Zzemélapio sudarymas

DNR klonavimui $iame intervale reikéjo panaudoti mieliy dirbtines chromosomas
(YAC) - santykinai nauja klonavimo vektoriy, kuris leidzia klonuoti ilgus besiribojancius
DNR tarpus, kuriy ilgiai daznai yra daugiau nei milijonas baziy pory.

Mieliy dirbtinés chromosomos buvo i$skirtos, panaudojant D6Rck13 ir Pax4. Tai
buvo padaryta, pagami‘hant ivalytas DNR ir panaudojant jas atitinkamy YAC iSskyrimui.
Buvo i8skirti ir apibiidinti tokie YAC (#8, #16, #107 ir #24), ir remiantis gautais analizés
duomenimis, buvo padaryta i$vada, kad YAC16 yra YAC, kuri yra toliau nutolusi, t.y
ar¢iau ob. Tada buvo regeneruotas YAC#16 raktinis galas, ir buvo nustatyta, kad Sis galas
yra ardiau ob nei Pax4. Sis galas buvo pavadintas 16M(+). Tokia i§vada buvo padaryta
todél, kadangi buvo parodyta, kad $is méginys néra rekombinantinis gyvuliukuose #420
(kaip kad buvo Pax4 atveju). Sis galas buvo sekvenuotas ir panaudotas, atlickant PCR

bandyma. PCR bandymas panaudotas YAC bibliotekos skryningui. ISskirti keturi teigiami
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klonai. Tolimesnis $ity YAC apibiidinimas, panaudojant galo iSlaisvinima, restrikcijos
Yemélapio nustatyma, pulsuojanéio lauko gel-elektroforezg ir southerno blotinga su
genetiniais krosais, parodé, kad dvi i3 Siy YAC, adu ir aad, yra labai esmines tolimesniems
tyrimams. YAC aad yra 550 kB nechimeriné YAC, kuri toliau tgsiasi distaliSkai. Todeél,
Sios YAC distalinis galas, aad(pICL), buvo panaudotas fizikinio Zemélapio uzbaigimui.
YAC adu yra 370 kB nechimeriné YAC, ir buvo nustatyta, kad jos distalinis galas, adu(+),
yra nerekombinantinis visuose ob genetiniy krosy palikuonyse, jskaitant gyvuliukus #111
ir #167, kas leidzia manyti, kad OB genas gali biti Sioje YAC.

Buvo atliktas $iy dviejy galy, aad(pICL) ir adu(+), PCR bandymas ir panaudota
daugiau YAC ir P1 klony iskyrimui, kad ‘buty galima toliau testi fizikinio Zemelapio
sudaryma. Svarbiis P1 klonai, i$skirti Siuo bidu, buvo 498, 499 ir 500 (isskirti, panaudojant
zonda, i§vesta i$ aad(pICL)) ir 322, 323 ir 324 (panaudojant zonda i3 adu(+)).

Dabartiniu metu buvo apibiidintos YAC, isskirtos panaudojant D6Rck13 (53A8,
25A8, 25A9, 25A10). I8 3iy tyrimy nustatyta, kad 53A6 tesiasi toliau link aad YAC.
Nustatyta, kad tarpo tarp 53A6 ir aad dydis yra ~70 kB. Tada trijy prieinamy YAC
biblioteky ir P1 bibliotekos skryningui panaudotas 53A6, 53(pICL) raktinis galas. ISskirtas
esminis P1 klonas 325. Sis P1 klonas persidengé su P1 klonais, idskirtais, panaudojant
aad(pICL), kaip apra$yta auksciau, ir todél jis pasitarnavo tarpo tarp 53(pICL) ir
aad(pICL) uZpildymui. Pasinaudojant 3iais duomenimis, buvo klonuota itisine sankaupa,
turinti YAC ir P1 klonus, ~2,5 milijono baziy pory ilgio ir aprepianti Pax4, 16M(+),
adu(+), aad(pICL), 53(pICL), D6Rck39 ir D6Rck13. Riipestingai sudedant | Zemélapj
rekombinacijos vietas, pastebimas gyvuliukuose #111 ir #167, buvo padaryta iSvada, kad
OB yra 400 kB intervale. Norint gauti dirbanc¢ios DNR Saltinj OB geno i8skyrimui, buvo
iSskirta apie 500 kB, dengiangiy 3ia nerekombinanineg sritj i$ viso 24-se P1 klonuose. Sie P1
klonai, jskaitant 322 ir 323, kurie, kaip veliau nustatyta, yra naudingi klonai, buvo
panaudoti egzony imobilizavimui.

Chromosomos, kurioje yra OB, fizikinio Zemélapio dalis parodyta fig. 7A. Fig. 7B
vaizduoja YAC sankaupa. Fig. 7C vaizduoja P1 sankaupa.

C. Kandidatiniy geny isskyrimas
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Metodas, panaudotas $io intervalo genams iSskirti, buvo egzony imobilizavimas.
Siame metode panaudotas komercinis vektorius egzono DNR (t.y. koduojanciy seky)
identifikavimui, pasirenkant funkciniam sujungimui genominés DNR akceptorines ir
donorines sekas, jvestas j bandomaji darinj. Buvo auginama DNR i3 Siy P1 klony ir
subklonuota j egzono imobilizavimo vektoriy. Sie klonai buvo trumpi intarpai, klonuoti j
Bluescript vektoriy. Kiekvienas klonas buvo PCR-amplifikuotas su PCR pradmenimis,
atitinkanéiais plazmidés sekas, kurios flankuoja intarpa. PCR amplifikacija atlikta
tiesiogiai j bakterijas, kurios turi plazmidg. Reakcija atlikta, naudojant Biomek robota.
Atlikta PCR produkty elektroforezé 1% agarozeés gelyje TBE buferyje, kuriame buvo
etidzio bromido. Buvo modifikuota egzony imobilizavimo metodika, norint pasalinti E.coli
DNR priemai3as i$ P1 klony, ir iSrinkti gausius artefaktinius egzonus, kurie vir3ijo 80-90%,
skai¢iuojant pagal laukiamus egzonus. Egzony vektorius apima HIV sekas; trumpas 3iy
vektoriy seky segmentas atitinka minéta artefakta.

Egzono imobilizavimo eksperimentas buvo atliktas, naudojant jvairius P1 klonus.
Tada egzono imobilizavimo produktai buvo amplifikuoti PCR metodu, atrinkti ir
sekvenuoti. Numatomy “egzony” sekos buvo palygintos su sekomis GenBank’e, naudojant
Blast kompiutering programa. Buvo atrinkta apie penkiolika egzony tolimesniam tyrimui
RT-PCR, northerno analizés ir zooblotingo metodais, norint nustatyti, ar yra atitinkamos
RNR arba i3laikytos sekos. Buvo rasta, kad septyni i$ penkiolikos laukiamy egzony - 325-
2, 323-9, 322-5, D1-F7, 1H3 ir 2G7 - koduoja RNR transkripta. 325-2 yra specifinis
séklidés genas; panasu, kad 323-8 ir 323-9 yra du egzonai i3 to pacio geno, ekspresuojami
pagrindinai smegenyse ir inkstuose. 1H3 ir 322-5 atstovauja dviem Zemo lygio smegeny
transkriptams. D1-F7 yra egzonas i§ anksCiau klonuoto geno, inosine monophosphate
dehydrogenase (IMPDH), kuris turi visur esancios ekspresijos vaizda. Pasirodo, kad nei
vienas i$ §iy geny nekoduoja OB. 2G7, kuris yra OB egzonas, aptariamas Zemiau.

Po trijy nesékmingy bandymy sugauti egzona OB gene, buvo padarytas méginimas
sulieti DNR i3 visy P1 i§ kritinés OB srities. Tokie P1 buvo: 258, 259, 322, 323, 324, 325,
498, 899, 500, 653, 654 ir kiti. Po to 258, 260, 322, 498 ir 499 P1 buvo subklonuoti j egzono
gaudymo vektoriy, o po to buvo paruostos kelios plokstelés su bakteriniais klonais, kuriy
kiekviename buvo numatomas egzonas. Buvo gauti 192 klonai, atstovaujantys numatomus

OB kandidatus. Kaip auk3&iau minéta, buvo pastebétas pastovus artefaktas, rodantis kad
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daug izoliaty turi du sugautus egzonus, iSvestus i3 vektoriaus. Tokiu biidu, buvo nustatyti
klonai tiek pagal ju dydj, tiek ir pagal tai, kad DNR zondai, atitinkantys §j artefakta,
hibridizuojasi su atitinkamomis juostelémis gelio southerno blotinge. Nebuvo galima
atrinkti artefakty, remiantis vien tik dydziu, kadangi reikéty iSmesti ir egzong atitinkantj
OB.

Tokiu biidu, i§ 192 egzony tolimesniems tyrimams buvo atrinkti septyni. Buvo
paruostos matricos septyniy egzony seky nustatymui ir nustatytos sekos. ISanalizuotos
septynios egzony sekos ir rasta, kad septyni buvo identiski, o vienas buvo aiskus artefaktas.
Konkreéiau, klonas 1D12 turéjo “HIV seka”, t.y. artefakto juosta. Tolimesnei analizei liko
trys egzonai: 1F1, 2G7 ir 1H3. 1F1 buvo eliminuotas, kadangi jis yra uz kritinés srities.
Abiems 1H3 ir 2G7 egzonams parinkti ir sintezuoti PCR pradmenys.

Nustatyta egzono 2G7 seka; ji parodyta fig. 10 (SEQ ID NO:7). Parinkti ir
sintezuoti PCR pradmenys 2G7. Seky, atitinkan¢iy PCR pradmenis, dalys yra pabrauktos.
Panaudoti pradmenys yra:

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

(SEQID NO:8)

3’ CATCCT GGACITTCT GGATAGG  (Tm = 60,0°C)

(SEQ ID NO:9)

Sie pradmenys amplifikavo genoming DNR, esant tokioms PCR salygoms: 25-30 cikly
renatiiracija 55°C temperatiiroje 2’, 72°C i8lyginimas 2’, denatiiracija 94°C temperatiiroje
1’ standartiniame PCR buferyje. Sie pradmenys taip pat buvo panaudoti Zyméty zondy
generavimui, jvedant **P-dCTP j PCR reakcija, redukuojant tam tikrame Salto dCTP
kiekyje.

RT-PCR atlikta su jvairiy audiniy RNR, ir buvo padaryta iSvada, kad 2G7
ekspresuojamas iSimtinai tik baltuosiuose riebaluose (fig. 11A). Po to 32p_zymétas 2G7
buvo hibridizuotas su audinio RNR northerno blotu (fig. 11B), ir pasirodé, kad
riebaliniame audinyje ekspresuojami dideli kiekiai jo RNR, o kituose audiniuose arba
visai neekspresuojama arba ekspresuojami labai mazi kiekiai (tie signalai gali buti del
audinio preparaty uZter$imo riebalais). Atlikta 10 ug bendrosios RNR i§ kiekvieno
isvardinto audinio elektroforezé agarozés gelyje su formaldehidu. Méginys hibridizuotas

su blotu 65°C temperatiiroje standartiniame hibridizacijos buferyje, Rapid Hybe
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(Amsterdam). RNR dydis buvo apie 4,9 kB. Buvo nuspresta, kad 2G7 yra gyvybingas OB

geno kandidatas, ir jis buvo analizuotas toliau.

D. Mutacijos nustatymas
Norint patvirtinti, kad 2G7 koduoja OB gena, reikia parodyti $io geno DNR sekos

RNR ekspresijos lygiy skirtumus mutante, lyginant su laukinio tipo gyvuliukais. Yra
galymybé atlikti tokius tyrimus su dviem atskiromis ob geno mutacijomis - C57BL/6J ob/ob
(1J) ir Cck/Smj ob/ob (27). Sios mutacijos toliau bus pazymétos atitinkamai 17 ir 2J. (Tirty
peliy linijoms paZyméti naudojama neformali nomenklatiira. Siame apradyme ir
- bréziniuose priimama, kad C57BL/6J reiskia C57BL/6J +/+; CKC/smj reidkia SM/Cke-
+0%_4/+: CKC/smj objob reiskia SM/Cke-+2%-0b%/ob”). RNR pagaminta i3 riebalinio
audinio, kuris buvo paimtas i§ 1J, 2J ir kontroliniy gyvuliuky. Kiekvieno pavyzdzio bendra
RNR apdorota DNRaze, po to atvirkiGiai transkribuota, naudojant oligo-dT kaip
pradmenj ir atvirk3ting transkriptaze. Tada gauta viengrandinine kDNR PCR-
amplifikuota arba su 2G7 pradmenimis (salygos nurodytos auk3Ciau), gaunant apating
juostele, arba su prekyboje esandiais aktino pradmenimis, gaunant virSuting juosts. Atlikta
RT-PCR produkty elektroforezé 1% agarozés TBE gelyje, kuris buvo daZomas etidZio
bromidu (fig. 12A). Naudojant RT-PCR buvo rasta, kad 2G7 mRNR ekspresuojama 1J ir
visose kitose kontrolinése pelése, jos visai néra 2J pelése. Po 30 amplifikacijos cikly jokio
signalo nepastebéta. Sis eksperimentas tiesiogiai parodo, kad 2G7 atitinka egzona i§ OB
geno.

Kadangi 2J mutacija yra palyginus nauja mutacija ir yra laikoma kaip koizogeniné
linija, $is rezultatas yra pirmas turimas rezultatas, kuris rodo, kad 2G7 yra egzonas i§ OB
geno. Panadu, kad 3i mutacija yra promotoriaus srityje, kuri visiSkai sustabdo mRNR
sinteze. Tai, kad siame RT-PCR eksperimente 1J pelése yra stebimas signalas, rodo, kad
1J gali biti taskiné mutacija, kuri neduoda didelio RNR pavyzdzio dydZio pokycio. Be to,
2G7 mRNR nebuvo ir dar keturiuose 2J gyvuliukuose, tiriant RT-PCR metodu.

Si rezultatg patvirtina northerno blotingas (fig. 12B). I8 kiekvienos linijos
(C57B1/6J, 1], CKC/smj ir 2J) paruosta riebaliniy lasteliy RNR. 10 ug 3iy RNR blotuota.
Blotas tirtas su 2G7 zondu, kuris buvo PCR-pazymétas, amplifikuojant Sig medzZiaga, t.y.
juosta fig. 11, naudojant **P-dCTP PCR reakcijoje. Idétas RNR kiekis kontroliuojamas



87

LT 4265 B

aktinu. Aktino signalas yra beveik vienodas visuose méginiuose. OB signalo néra
smegenyse, kadangi $i mRNR yra biidinga riebalinéms lasteléms.

Northerno analizés rezulatai patvirtino, kad 2J pelése néra 2G7 specifines RNR.
ob RNR néra CKC/smj ob/ob pelése, kadangi Sioje nutukusio mutanto linijoje genas yra
suardytas taip, kad nepasidaro RNR. Be to, 2G7 RNR kiekis 1J bei db/db riebaluose yra
padidintas ~10-20 karty. Sie rezultatai patvirtina hipotezg, kad OB arba koduoja
cirkuliuojanatj hormona, arba yra atsakingas uZ signalo riebalinese lastelése, kuris
moduliuoja kiino svorj, generavima. Sie rezultatai patvirtina i$vada, kad 2G7 yra OB
genas, ir leidzia manyti, kad 1J pelése yra taskiné mutacija, tikriausiai neprasminé
mutacija, sukelianti prie3subrendusios transliacijos uzbaigina.

Northerno analizé pakartota, naudojant riebalinés lastelés RNR preparatus is 4
skirtingy 2J gyvuliuky (fig. 13). Siame bandyme ap2 yra specifinis riebalams transkriptas,
kuris buvo panaudotas kaip kontrol¢, taip pat kaip ir aktinas fig. 12B. ap2 juostos
intensyvumy skirtumy nepastebéta. ap2 buvo pazymeti, konstruojant PCR pradmenis i8
publikuotos ap2 sekos. Riebaliniy lgsteliy RNR RT-PCR produktai buvo pakartotinai
pazyméti, naudojant ta pacia PCR zymejimo metodika. Si analizé rodo, kad OB RNR yra
normaliuose homozigotiniuose ir heterozigotiniuose gyvuliukuose ir jos nera 2J
mutantininose gyvuliukuose.

Mutacija nustatyta 1J pelése. Mutacija yra C bazés pakeitimas T baze, kuri duoda
arginino pakeitima j aiSky prie$subrendusj stop-kodona prie 108 aminoriigSties ir
tikriausiai yra 1J mutacijos priezastis (fig. 14), neZitrint i didelius o mRNR ekspresijos
kiekius (Zr. fig. 12 ir 13, C57BL/6] ob/ob takeliai).

Véliau, norint padaryti idvada, kad 2J mutacija yra aptikto DNR poky¢io OB 5’
gale, kuris atrodo pilnai panaikina RNR ekspresija, rezultatas, buvo panaudotas
southerno blotingas. Tikslia $io persigrupavimo prigimtj dar reikia nustatyti.

Norint nustatyti, ar mutantinis OB duoda unikaly fragmento vaizda, buvo atliktas
DNR i§ CKC/smj (SM/Ckc-+P*) ir C57BL/6J peliy genominis southerno blotingas,
panaudojant keturias skirtingas restrikcijos endonukleazes (fig. 15A). Apie 10 ug DNR
(i3vestos i§ genominés DNR, gautos i§ kepeny, inksty arba bluznies) suskaldyta su minétu
restrikcijos fermentu. Tada atlikta DNR elektroforezé 1% agarozés TBE gelyje. DNR

perkelta j imobilono membrang ir hibridizuota su PCR-zymétu 2G7 zondu. Raktiné juosra
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yra intensyviausia juosta, gauta panaudojant CKC/smj ob/ob (SM/Cke-+2* ob?/ob”)
DNR skaldyma Bg/IL Si juosta atitinka didesnio molekulinio svorio, nei kitose linijose,
juosta ir rodo, kad $Sioje linijoje yra mutacija.

Fig. 15B yra genominés DNR i3 ob?/+ x ob¥/+ kroso palikuoniy skaldymo BglIl
southerno blotingas. Kai kurios DNR turi tiktai virSuting juosta, kai kurios tik apating
juosta, o kai kurios turi abi juostas. Gyvuliukai, kurie turi tik virSuting juosta, taip pat yra
allo-nutuke, t.y. 0b”/ob”. Sie duomenys rodo, kad polimorfizmas (t.y. mutacija), parodytas

fig. 15A, i3siskiria genetine prasme.

1 PAVYZDYS: kDNR klonavimas ir OB sekos nustatymas

Naudojant zyméta 2G7 PCR zonda, iSskirta 15 pelés kDNR klony i3 pelées
riebalinés lastelés Agt11 KDNR bibliotekos (Clontech 5-STRETCH kDNR i§ Swiss pelés,
#ML3005b séklidés riebalinio audinio) ir 30 krosy, hibridizuojan¢iy zmogaus kDNR
klonus i§ Zmogaus riebalinés lastelés Agt1l0 kDNR bibliotekos (Clontech 5-STRETCH
kDNR i3 pilvo #HL1108a). Atliktas bibliotekos skryningas naudojant démés lifto
metodika. Filtrai i§ démés lifto denatiiruojami, naudojant autoklavos metoda. Po du filtrus
hibridizuojama su PCR-zymétu 2G7 zondu (Rapid Hybe buferis, 65°C, per naktj). Po 24 h
prehibridizacijos, filtrai plaunami 2x SSC, 2% SDS du kartus po 30 min. 65°C
temperatiiroje ir eksponuojami j Rentgeno spinduliy juosta. ISgryninta po du pozityvus.
Iigrynintas fagas PCR-amplifikuojamas, naudojant prekyboje esanCius vektoriy
pradmenis, pvz., Agt10 ir Agt1l. Gauti PCR produktai atitiko KDNR intarpa kiekvienam
fagui su nedideliu kiekiu vektoriaus sekos abiejuose galuose. Juostos grynintos, leidziant
per gelj, ir sekvenuotos, naudojant ABI automatinj sekvenatoriy, ir vektoriy pradmenis
DNR polimerazei nustatyti.

Neapdoroti sekvenavimo duomenys tirti rankiniu bidu, norint iStaisyti kompiuterio
idduodamus duomeny netikslumus. Gavus teisingg seka, sintezuoti Zemyn einantys
pradmenys ir panaudoti tolimesniam sekvenavimui. Tokie eksperimentai kartojami tol,
kol nustatomos kiekvieno gaunamo kDNR klono sekos, ir sudedama j sankaupa. Iki Siol

surinkta ~3000 baziy pory i§ mRNR 5’ galo. Vienas kDNR klony tgsési iki mRNR 5
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galo, nes jo seka buvo identika riebalinio audinio RNR 5; RACE produkto sekai
(duomenys neparodyti).

Seky duomenys parode, kad yra 167 aminoriigiciy atviras skaitymo rémelis (fig. 1).
Kozako transliacijos iniciacijos konsensuso seka buvo su adenozino liekanomis trimis
bazémis auk3tyn einancia kryptimi nuo ATG. Buvo rastos dvi KDNR klasés, kurios skiriasi
vien tik glutamino kodono jterpimu, arba jo pasalinimu. Si liekana rasta 3’ padetyje prie
pat 2G7 egzono sujungimo akceptoriaus. Gadangi glutamino CAG kodonas apima galima
AG sujungimo akceptoriaus seka, galima manyti, kad prie sujungimo akceptoriaus vietos

yra pasislinkimas su aiskia 3 baziy pory delecija kDNR pogrupéje, kaip parodyta Zemiau.

GIn Ser Val
ag CAG TCG GTA (suglutaminu) (SEQID NO:17)
/r

(sujungimo akceptoriaus vieta)

Ser  Val
ag CAG TCG GTA (be glutamino)
T

(sujungimo akceptoriaus vieta)

“ag” auksCiau duotose sekose reiskia galimg introno seka, einancia auk3tyn nuo
glutamino kodono, 0 AG yra galima kita susijungimo vieta. Si glutamino liekana yra labai
konservatyvioje molekulés srityje ir jos reik3mé biologiniam aktyvumui dar neZinoma.

Nustatyta galima N-galiné signaliné seka, kurios signaliné skaldymo vieta, kaip
galima manyti, yra karboksi-galiné adenino liekana prie 21 padéties aminoriigsties. Si
galima signaliné seka buvo patvirtinta, panaudojant kompiuterinj algoritma von Heijne
metodu. Panaudojant 8ig metodika, buvo identifikuota labiausiai tikétina signaliné seka
polipeptido kodavimo srityje, atitinkanéioje 1-23 aminoriigstis, kuri yra:

MCWRPLCRFLWLWSYLSYVQA T VP (SEQ ID NO:10)
kurioje rodykle rodo galimg signalinés sekos skaldymo vieta. Likusi aminoriigééiy seka
buvo labai hidrofiliné ir neturéjo pastebimy struktliriniy motyvy arba membrana
apimanCiy daliy, kitokiy nei N-galiné signaliné seka. Konkrediau, mes neradome

konsensuso seky N-risan¢iam glikozilinimui arba dibaziniy aminoriigiiy seky, biidingy
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baltymo skaldymui numatytame gaunamame baltyme [Sabatini et al., The metabolic basis
of inherited disease, pp. 177-223, C.V. Scriver et al. eds., McGraw-Hill, New York]. Paieska
duomeny bazése, panaudojant Blast ir Block programas, nedavé jokios homologines
sekos.

Atliktas zmogaus riebalinio audinio RNR northerno blotingas, ir nustatytos
panasios j pelés ob geng RNR formos. kDNR klony sekvenavimas ir analizé parode, kad
ymogaus OB taip pat koduoja 167 aminoriigd¢iy polipeptida (fig. 2A ir B, ir fig. 3). Ir
zmoniy atveju buvo rastos dvi KDNR klasés, turintios ir neturinCios trijy baziy pory
delecijas (fig. 6). Numatytoje klonavimo stityje pelés ir Zmogaus OB genai buvo labai
homologiski, bet prieinamose 3" ir 5’ netransliuojamose srityse buvo tik 30% homologijos.
Zmogaus OB polipeptide taip pat buvo N-galiné signalin¢ seka. Zmogaus ir pelés OB
polipeptidy seky palyginimas parode, kad abi molekulés aminoriigééiy sudéties atzvilgiu
yra 83% identidkos (fig. 4). Abiejy risiy subrendusiy baltymy N-galai buvo dar labiau
homologiski, ir turéjo tik 6 konsrevatyvius ir 3 nekonservatyvius aminortigdciy pakitimus
tarp 100 N-galiniy aminoriigd¢iy lickany.

Genominé DNR isskirta i$ pelés, Ziurkes, triusio, katés, karvés, avies, kiaulés,
zmogaus, vistos, ungurio ir drozofilos, ir restriktuota EcoR1. Atlikta suskaldyty méginiy
elektroforezé 1% agarozés TBE gelyje. Tada DNR perkeltos j imobilono membrang ir
zonduotos PCR-zymétu 2G7 zondu. Filtras hibridizuotas 65°C temperatiiroje, plautas du
kartus 2% SSC, 0.2% SDS 65°C temperatiiroje; kiekvienas plovimas truko 20 minuciy; du
Kkartus buvo keistas buferis. Sie duomenys parodé, kad OB yra stuburiniuose gyviinuose
(fig. 16). Atkreipkite démesj, kad yra 2+ signalas ungurio DNR; ungurys yra zuvis.

Reziumuojant gautus duomenis matyti, kad kiino svoris ir nutukimas yra
fiziologiskai kontroliuojamas. Pries 7 metus buvo méginta identifikuoti du svarbiausios
Sios sistemos komponentus: oB ir DB genus. Kaip rodo §is pavyzdys, dabar yra
identifikuotas OB genas, kaip riebalams specifinis genas, kuris vaidina pagrindinj
vaidmenj kiino svorio reguliavime. Sio geno produktas, kuris tikriausiai yra i$skiriamas
hormonas, turés svarbia reikéme diagnozuojant ir gydant Zmoniy ir kity gyviiny mitybinius

sutrikimus.

2 PAVYZDYS: OB ekspresija bakterijose
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Pelés ir zmogaus kDNR, koduojanéios ob, buvo klonuotos i PET-15b ekspresijos
vektoriy (Novagen). Sis vektorius turi T7 promotoriy, sujungta su lac operatoriumi, ir
ekspresuoja sulieta baltyma, turintj histidino tag (His-tag) ir trombino skaldomg vieta,
esandia auk$tyn einancia kryptimi prie pat koduojancios sekos jterpimo vietos (fig. 17)
(SEQ ID NOS:11 ir 12).

Pelés ir zmogaus kDNR buvo modifikuotos taip, kad alaninas signalines sekos gale
buvo nukreiptas | Ndel vieta, o 3’ srityje buvo atskira seka. Ndel jterpimas atliktas,

naudojant PCR su naujais pradmenimis:

Mnde-5’ (pelés penki prim pradmuo):
CTTATGTTCA TATGGTGCCG ATCCAGAAAG TC (SEQ ID NO:13)

Mnde-3’ (pelés trys prim pradmuo):
TCCCTCTACA TATGTCTTGG GAGCCTGGTG GC (SEQ ID NO:14)

Mnde-5’ (zmogaus penki prim pradmuo):

TCTATGTCCA TATGGTGCCG ATCCAAAAAG TC (SEQ ID NO:15)
Mnde-3’ (Zmogaus trys prim pradmuo):
TTCCTTCCCA TATGGTACTC CTTGCAGGAA GA (SEQ ID NO:16)

Pradmenys viduryje turi 6 baziy pory neatitikima, kuris jveda Ndel restrikcijos
vietas kiekviename PCR fragmento gale. Fagai, turintys arba pelés, arba zmogaus kDNR,
buvo PCR-amplifikuoti, naudojant tokius pradmenis. PCR produktai skaldyti Ndel ir
valyti elektroforezés 1% Zemos lydymosi temperatiiros agarozes gelyje budu. Gautos
iSvalytos juostelés subklonuotos j pET vektoriy. Susidariusios plazmidés sekvenuotos,
norint jsitikinti, ar klonavimo PCR amplifikacijos stadijoje neatsirado mutacijy. Buvo
pagaminti pelés ir Zmogaus KDNR dariniai, kurie koduoja, ir kurie neturi glutamino 49.
Konkreéiau, panaudojant PCR klonavimo metoda, padaryti pET 15b dariniai, turintys
arba Zmogaus, arba pelés OB koduojanéia seka minus signaliné seka, ir sujungti su His-
tag. Sie dariniai buvo sekvenuoti, norint jsitikinti, ar PCR amplifikacijoje nebuvo jvesta
klaidy j OB geno koduojancia sritj.

Bakterinio ekspresijos Seimininko transformavimui atrinkti du gauti plazmidziy
dariniai - pETM9 ir pETH14. Indukuojant 1 mM IPTG optimaliomis salygomis,
transformuotos bakterijos galéjo produkuoti 100-300 ug/ml sulieto OB. Didzioji dalis OB
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sulieto baltymo buvo rasta inklilizijos kiinelyje. Atlikus soliubilizacija 6 M guanidino-HCl
arba §lapalu, sulietas baltymas buvo valytas, leidziant per His-suriSimo (Ni-chelaty
sudarymo) dervos kolonélg. OB sulieto baltymo valymo, leidziant per kolonéle, salygos
(jskaitant suridimg, plovima ir eliucija) nustatytos eksperimentiSkai. OB sulietas baltymas
nesiria su derva, esant 5 mM imidazolo/ 6 M guanidino-HCl, ir iSlieka suristas, esant iki
20 mM imidazolo/ 6 M guanidino-HCI. Baltymas gali biti eliuuojamas i3 drevos, esant 60
mM imidazolo/ 6 M guanidino (fig. 18A, B). Po to, Zmogaus ir pelés sulieti baltymai buvo
dializuoti PBS, norint i§ preparato paSalinti guanidino-HCl, ir naudoti polikloniniams
antikinams gauti.

Norint nustatyti sulieto baltymo produkty biologinj aktyvuma, buvo iSbandytos ir
istobulintos idvalyto baltymo perlankstymo salygos. Sios salygos apima prading sulieto
baltymo dializg 1 M guanidino tirpale, po to praskiedziama 0,4 M arginino tirpalu. Pries
biologiniy funkcijy tyrimg i§ sulieto baltymo pasalinama His-tag. Tag pasalinimas
pasiekiamas, veikiant sulietg baltyma trombinu i§ Zmogaus placentos.

Be to, zmogaus ir pelés OB geno koduojancios sekos minus signaliné seka buvo
jterptos i pET 12c¢ vektoriy, naudojant PCR klonavimo metoda. Sie dariniai gali nukreipti
sintezuotus OB sulietus baltymus i bakterinio Seimininko lastelés periplazming ertmg. IS
periplazminés ertmés isgauta OB sulieta baltyma reikia tik paprasCiausiai nufiltruoti per
geli, kad jis biity idvalytas nuo kity $eimininko baltymy, ir 3iame procese jis nebus

denatliruojamas.

4 PAVYZDYS: Antikiiny prie§ OB polipeptida gavimas

Apart rekombinantinio baltymo panaudojimo polikloniniams antikinams gauti,
buvo identidikuotos keturios peptidy sekos i3 idvestos pelés OB sekos, naudojant
imunogenidkumo diagramos kompiutering programa (GCG Package). Keturi karboksi-

galiniai peptido fragmentai yra:

(SEQ ID NO:18):
Val-Pro-Ile-Gln-Lys—Va]-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-GIn-Thr-Leu-Ala
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(SEQ ID NO:20):
Ser~Lys-Ser-Cys-Ser-Leu-Pro-Gln-Thr—Ser-Gly—Leu-Gln-Lys-Pro-GIu-Ser-Leu-Asp

(SEQ ID NO:21):
Ser-Arg-Leu-Gln—Gly—Ser-Leu-Gln-Asp—Ile-Leu-Gln-Gln-Leu-Asp-Va1~Ser-Pro-Glu-Cys

Sie peptidai buvo konjuguoti su KLH, ir peptido-KLH konjugatai buvo panaudoti
triuSiy imunizavimui, naudojant standartines metodikas. I3 triusiy isskirti polikloniniai

antiserumai, specifiski kiekvienam peptidui.

4 PAVYZDYS: OB polipeptido translokaciia in vitro

Funkcinés signalinés sekos buvimo patvirtinimui, zmogaus kDNR, | kurig jeina
visas atviras skaitymo rémelis, buvo subklonuota j pGEM vektoriy. Siame eksperimente
naudota tik Zmogaus kDNR, kadangi tinkami pelés subklonai nebuvo i$skirti. Buvo
transkribuota teigiamos grandinés zmogaus ob RNR, naudojant Sp6 polimeraze, ir
panaudota in vitro reakcijoje, esant ir nesant Suns kasos mikrosominiy membrany.
Migravo pirminis transliacijos produktas, kurio molekulinis svoris buvo ~18 kD, kuris
sutampa su molekuliniu svoriu, numatytu i§ kDNR sekos. Mikrosominiy membrany
ivedimas | reakcija bendra transliacijos efektyvuma inhibavo ~5 kartus. Tadiau esant
membranos preparatui nuo apie 50-70% OB pirminio transliacjos produkto buvo atskelta
apie 2 kD, kas rodo, kad signaliné seka yra funkcionali (fig. 19A). Pirminio transliacijos
produkto interleukino-1-oc RNR, kuri nekoduoja signalinés sekos, dydis buvo nepakites,
kai | reakcijg buvo jvestos mikrosominés membranos. Norint patvirtinti, kad jvyko OB
baltymo translokacija, in vitro transliacijos produktai buvo veikiami proteinaze-K.
Apdorojus proteaze jvyko pilna 18 kD pirminés transliacijos produkto proteolizé, tuo
tarpu 16 kD apdorota forma nepakito veikiant fermentu, ir tai rodo, kad ji translokavosi j
mikrosomy vidy (fig. 19B). Sie duomenys patvirtina hipotezg, kad OB yra i$skiriama
molekule.

Suskaldzius signaling seka, numatytame baltyme turéty likti dvi cisteino liekanos:
tokiu biidu yra tikimybé, kad molekulé turi disulfiding jungti, charakteringa kitiems
i$skiriamiems polipeptidams [Shen e al., Science, 224:168-171 (1984)].
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5 PAVYZDYS: OB geno apibiidinimas

Norint nustatyti ry$j tarp nutukimo ir genetiniy pokyCiy zmoniy OB gene, buvo
nustatyta zmogaus OB geno seka (fig. 20A-E) (SEQ ID NOS: 22 ir 24). Zmogaus P1
bibliotekos skryningui panaudoti specifiniai pradmenys i§ zmogaus koduojancios sekos.
Buvo gauti trys skirtingi P1 klonai, i3auginti ir PCR-amplifikuoti, naudojant pradmenis,
flankuojanéius sujungimo vieta tarp pirmojo ir antrojo koduojanciy egzony. Buvo
amplifikuota ir dalinai sekvenuota apie 2 kb iStisiné introno sritis (Zr. fig. 20A, kaip
parodyta SEQ ID NO:22 ir 24).

Pelés ir zmogaus geno struktiira apibiidinta, naudojant PCR bandymus ir Kitas
standartines metodikas. Buvo rasta, kad pelés OB genas susideda i$ trijy egzony, i3 kuriy
antrasis ir treGiasis susije su koduojancia seka (fig. 20D). Zmogaus OB genas turi ta pacig
struktiira, tadiau zmogaus gene néra 5 egzono ir introno (fig. 20E).

Buvo pagamintos dvi serijos pradmeny, gauty i§ Zmogaus geno introniniy seky (fig.

20A-C). Siy pradmeny sekos yra (F ir R rei3kia atitinkamai tiesioging ir atvirksting sekas):

HOB 1gF  5-CCCAAGAAGCCCATCCTG-3 (SEQ ID NO:29)
HOB1gR  5-GACTATCTGGGTCCAGTGCC-3  (SEQID NO:30)
HOB2gF  5-CCACATGCTGAGCACTTGTT-3 (SEQ ID NO:31)
HOB2gR  5-CTTCAATCCTGGAGATACCTGG-3' (SEQID NO:32)

Buvo gauti DNR pavyzdziai i§ jvairiy 3altiniy, ir Sie pradmeny rinkiniai panaudoti
zmogaus genominés DNR i§ labai nutukusiy Zmoniy amplifikacijai. Atlikta PCR produkty
elektroforezé Zemos lydymosi temperatiiros agarozés gelyje, juosteles iSpjautos ir
skaldytos agaraze. Sekos nustatytos panaudojant ABI 373A DNR sekvenatoriy ir Taq
didezoksiterminatoriaus rinkinj (ABI, Perkin-Elmer). Dabar nustatyta vieno tasko
mutacija ob gene i§ paciento pavyzdzio. Si mutacija yra pirmajame egzone ir nekeiia
aminoriigi¢iy sekos. Preliminarls duomenys rodo, kad kito paciento pirmgjame egzone

gali biiti jterpimo seka.
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Gali biiti panaudotas kitoks automatizuotas sekvenavimo metodas, vietoje Taq
DNR polimerazés vartojant sekvenazg, kuri duoda lengviau skaitomas sekas mutacijos

nustatymui.

6 PAVYZDYS: OB ekspresija mielése

Atlikus pozicinj OB klonavima, svarbu nustatyti fiziologinj mechanizma, kaip OB
baltymas mazZina maisto suvartojimg ir kiino svorj. Pirmasis Zingsnis $ia Kryptimi buvo
rekombinantinis funkcinio baltymo gavimas, panaudojant ekspresijos sistema. Salia
sekmingos bakterinés ekspresijos sistemos, taip pat pasirinkta ir mieliy ekspresijos
sistema. Ekspresija mielése turi keleta OB ekspresijai tinkamy privalumy. Svarbiausias i§
Ju yra tas, kad gali biti gaunami biologiSkai aktyvils eukariotiniaj baltymai. OB
polipeptida i3skiria Zinduoliy lastelés. Baltymo iSskyrimas yra labai panaSus visiems
eukariotams, kas reiskia, kad mieliy sekrecinis mechanizmas | panaSesnis j Zinduoliy
sekrecinj mechanizma, negu turéty biiti bakterinis mechanizmas. Konkreéiau, OB
baltymo, esancio Zinduoliy lastelése, modifikacijos taip pat turéty biiti matomos mieliy
ekspresijos sistemos ekspresijoje. Be to, pereinant per sekrecinj mechanizma, jvyksta
baltymo susilankstymas ir todél gaminantis ob pagal mieliy sekrecijos mechanizma, turéty
gautis reikiamai sulankstytas baltymas, turintis natyvy biologinj aktyvuma. Tai yra svarbu
OB atveju, kadangi dvi cisteino lickanos gali sudaryti disulfidinj tiltel;. PrieSingai
sekreciniams keliams, lastelés citoplazmos redukuojanti aplinka neleidzia susidaryti
disulfidiniams tilteliams; ir todél svarbu , kad OB pereity tokj sekrecinj kelia, kad in vivo
susidaryty disulfidiné jungtis. Kiti privalumai yra darbo su mielémis lengvumas ir
greitumas, vektoriy ir kamieny prieinamumas ir didelé patirtis mieliy rekombinacinéje
technologijoje.

Pichia pastoris ekspresijos sistema buvo pasirinkta dél keturiy priezasciy: (1)
didesnis heterologinio baltymo ekspresijos lygis, palyginus su kitomis mieliy sistemomis,
tokiomis kaip S.cerevisiae; (2) baltymo glikozilinimas yra pana3esnis I Zinduoliy sistema
P.pastoris sistemoje, negu S.cerevisige (nors, naudojant kompiuterine paieSka, ir nebuvo
rastos ob glikozilinimo vietos, vis tik licka glikozilinimo galimybé neatpaZintose vietose);

(3) P.pastoris natyviai i$skiria labaj daug baltymy, ir todél yra paprasta igskirti ekspresuota
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svetima baltyma; ir (4) vektoriai ir kamienai yra prekyboje (Invitrogen). Dvi mieliy
ekspresijos vektoriy gavimo strategijos parodytos fig. 21 ir 22.

Buvo pasirinktas vektorius pPIC.9. Sis vektorius turi klonavimo vieta tuojau pat po
a-perdengimo faktoriaus prepro koduojanéios sekos zemyn einancia kryptimi, kuris
nukreipia baltyma, koduojamg geno, klonuoto i klonavimo vieta, kuris turi bati
sekretuojamas $iuo skrecijos keliu. Kita svarbi §io vektoriaus ypatybé yra HIS4 genas,
kuris leidzia parinkti vektoriaus sugérima, naudojant mieliy auksotropinj kamiena,
auginama maZa histidino kiekj turinciose terpése, o po to transformuoti mieles Siuo
vektoriumi. Klonavimo strategija buvo tokia: PCR amplifikacija OB kDNR, naudojant 5’
pradmenj, kuris 3’ gale turi seka, komplementariag OB sekai tuoj pat po numatytos
lyderinio peptido skaldymo vietos, ir jo 5’ gale- seka, komplementarig vektoriaus a-
perdengimo faktoriaus sekos 3’ galui. 5° pradmuo taip pat turi Xhol vieta. 3’ pradmuo
buvo sukonstruotas taip, kad jis 3’ gale turi seka, komplementaria kelioms paskutinéms
aminorigstims, ir EcoR1 vieta jo 5’ gale. Po PCR amplifikacijos, PCR produktas skaldytas
Xhol ir EcoR1 ir klonuotas j panasiai suskaldyta pPIC.9. Po peles ir Zmogaus OB kDNR
klonavimo, isskirtas kiekvienas (turintis ir neturintis glutamino prie 49 kodono)
individualus klonas visiems keturiems dariniams ir sekvenuotas, norint patikrinti ar
dariniai buvo klonuoti tinkamoje orientacijoje ir rémelyje ir ar jie neturi mutacijy,
atsiransanéiy PCR amplifikacijos stadijoje. Nustacius klonus, turinGius teisinga seka, jie
buvo transformuoti j P.pastoris kamiena GS115 - histidino auksotrofa.

Dviems pelés OB dariniams buvo atrinkti transformuoti‘mieliu klonai baltymo
ekspresijai. Norint jsitikinti, kad transformuotos mielés turi OB, atliktas DNR taskinio
blotingo ir kolonijos hibridizacijos bandymai, kurie parodé, kad OB seka yra
transformuotose mielése, bet jos néra netransformuotose mielése. Be to, dabar
transformuotos mielés isskyré 16 kDa baltyma j kultiring terpg, o netransformuotos
mielés neidskyré tokio dydzio baltymo (fig. 23A). Tai yra numatytas OB dydis. Abiem
pelés dariniams identifikuoti atskiri klonai, kurie labai gerai ekspresuoja OB, ir buvo
istobulinta valymo metodika ob iSgryninimui iki homogeninio. Viena metodika buvo OB
valymas, panaudojant katijony mainy kolonelg (fig. 23B); preliminariis duomenys rodo,
kad galima naudoti stipry katijonita. Taciau katijonineje mainy chromatografijoje buvo

prarastas laukiamas ob produktas. Tai rodo, kad meginyje buvo proteazes.
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Vienas $ios problemos sprendimo biidas yra pagaminti ob-His-tag suliejimo darinj
ekspresijai mielése (fig. 22). Tolimesni bandymai parodé, kad OB be His-tag labai
smarkiai asocijuojasi su Ni-chelaty sudarymo kolonéle. OB polipeptido valymas,
panaudojant Ni-chelaty sudaryma, ir po to atlikta gel-filtracija davé pakankamo grynumo
produkta analizei masiy spektroskopijos metodu. Masiy spektroskopija patvirtino, kad
ekspresuoto baltymo molekulinis svoris yra identidkas laukiamam molekuliniam svoriui,
kas labai aiSkiai parodo, kad OB yra sékmingai ekspresuojamas Pichia.

Taciau Ni-chelaty sudarymo/gel-filtracijos valymo metodika neduoda pakankamai
Svaraus OB polipeptido. Jame yra kity mazy molekuliy. Pasirodo, kad proteolitinis
aktyvumas i8siplauna i3 Ni-chelaty kolonélés i balastinj tarj. ISeinant i§ to, suplanuotas
trijy stadijy valymo budas: Ni-chelaty sudarymas, po to einantys jony mainai (kurie
pasalina mazas uZterSiancias molekules), o po to eina gel-filtracija.

Ekspresijos lygio jvertinimas, nudazant SDS-PAGE gelius Coomassie méliu, rodo,
kad yra apie 10 ug/l, kai mielés auginamos purtomose kolbose. Galima laukti, kad Sie
lygiai padidés fermentacijos induose, ir mes pradejome inicijuoti fermentacija, tikédamiesi
gauti didesnius baltymo kiekius. Imant Zmogaus OB darinius, buvo identifikuoti
transformuoti mieliy klonai, turintys didelj kopijy skaiciy, ir tikimasi, kad jie ekspresuos
OB baltyma. Kai bus gauti antikiinai, jie bus panaudoti iSskirto 16 kDa baltymo

identifikavimui patvirtinti.

7PAVYZDYS: OB sulieto peptido auksto lygio ekspresija bakterijose

UzZsaldyty jkrovy paruosimas:

I kiekvieng i dviejy 4 ml tirio sterilizuotos M9ZRB terpes, neturincios anglies,
meéginj pridedama 40 ul dekstrozés (0,4 g/ml, steriliai nufiltruotas), 10 ul ampicilino (200
mg/ml) ir 5 ul chloramfenikolio (34 mg/ml, etanolyje). Siems méginiams inokuliuoti
panaudota vienintelé kolonija kiekvieno i3 E.coli su klonuota pelés ir Zzmogaus OB1 DNR
Novagen pET-14b vektoriuje. Mégintuvéliai inkubuojami 37°C temperatiiroje per naktj.

0,5 ml per naktj iSlaikytos kultiiros panaudota 50 ml M9ZB terpes su dekstroze,
ampicilinu ir chloramfenikoliu inokuliuoti. MiSiniai inkubuoti 30°C temperatiiroje ir

periodiSkai matuojamas optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui (Aso). Kai Asoo yra apie
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1-1,2, 175 pl kultiiros sumaiSoma su 25 ul 60% glicerolio 2 ml talpos ependorfo

mégintuvéliuose, greitai uz3aldoma skystame azote ir laikoma -80°C temperatiiroje.

Kultiiros auginimas:

50 ml M9ZB terpés su 0,5 ml 40% dekstrozes, 125 wl ampicilino ir 50 pl
chloramfenikolio jkrovy inokuliuota 1 ml uZ3aldytos jkrovos ir inkubuota 30°C
temperatiiroje. Kai Agoo buvo 1-1,2, 10 ml Sios kultiros panaudota kiekvienai i$ keturiy 2 1
terpés kolby su 500 ml MYZB terpés, kurioje yra dekstrozés, ampicilino ir
chloramfenikolio, inokuliuoti. Tirpalai inkubuoti 30°C temperatiiroje, kol Asoo pasidare
lygus apie 1-1,2, esant galutinei 0,5 mM IPTG koncentracijai. Kultiros inkubuotos per
naktj. Lastelés surinktos, centrifuguojant 20 min, esant 4000 aps/min. Sioje ekspresijos
sistemoje gautas rekombinantinis OB polipeptidas, esant gana dideliam bendro baltymo

procentiniam kiekiui - gramy/litre E.coli eiles.

Lagsteliy lizavimas ir inkliiziniy kiineliy resuspendavimas:

Lasteliy masé resuspenduojama minimaliame 20 mM HEPES, pH 72, 10%
glicerolio, 0,1 M KCl, 5 mM MgCly, 1% aprotinino, 1 mM PMSF, 5 ug/ml leupeptino ir
50 pg/m! DNRazés I tiiryje. Suspesija uZ3aldoma-atiildoma penkis kartus, naudojant
skysta azota ir drungng vandenj. Lizuotos lastelés centrifuguojamos 30 min, esant 18000
aps/min, ir resuspenduojamos 20 mM HEPES, pH 7,5, 0,1 M NaCl. Suspensija paveikiama
ultragarsu ir pridedama tritono X100, kad galutiné koncentracija bty 2%. Si suspesija
centrifuguojama 15 min, esant 18000 aps/min. Po dar dviejy tokiy cikly, atliekami trys
plovimo ciklai be tritono. Po to, centrifugavimo nuosedos tirpinamos 6 M GdHCI]
(guanidino HCIl), 20 mM HEPES, pH 7,5, panaudojant ultragarsa, o po to
centrifuguojama. Nuopilas naudojamas tolimesniam valymui.

OB baltymas valomas nesulankstytoje biisenoje, panaudojant imobilizuoty metaly
jony afinine chromatografija (IMAC). Tirpalas suleistas j 40 ml talpos Pharmacia chelaty
sudarymo greito srauto sefarozés, uzkrautos 5 kolonélés tiiriais 50 mM NiSOs, kolonelg,
kuri ekvilibruota 6 M GdHCI, 30 mM imidazolo, 20 mM HEPES, pH 7,5. Po to, baltymas
eliunotas tuo paciu buferiu, turindiu 0,2 M imidazolo. Nesulankstytas baltymas 6 M
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GdHCI laikomas 4°C temperatiiroje, pridéjus natrio acetato (NaAc) iki 10 mM ir acto

rugstimi nureguliavus pH apie 4,5.

Baltymo perlankstymas ir gryninimas:

6 M GdHCltirpalas, turintis 100 mg baltymo, veikiamas 67 ul 1 M ditiotritiolio
(DTT) ir praskiedZziamas iki mazdaug 67 ml 6 M GdHCI, 10 mM NaAc, pH 4,5. Tirpalas
maiSomas kambario temperatiiroje apie valanda. Tada, maisant, jis praskiedziamas 4 |
20% glicerolio, 2,5 mM CaCl,, 20 mM Tris, pH 8,4 buferiu. Gerai sumaisius, tirpalas
toliau maiSomas kambario temperatiiroje apie 8 h. Po to pridedama 2000 vienety iSvalyto
jaucio trombino (i8 Thrombostat, Parke-Davis produktas), ir tirpalas silpnai maiSomas
toliau. Po 2,5 h | ji pridedama dar 2000 vienety trombino ir Histidino-tag skaldymas
tesiamas dar 3 h. Skaldymas trombinu sustabdomas dedant- PMSF, kol jo galutiné
koncentracija yra 0,1 mM. Tirpalas nufiltruojamas ir laikomas 4°C temperatiiroje.

Suskaldytas baltymas vél valomas, panaudojant ta pacig, kaip nurodyta aukséiau,
kolonélg, ekvilibruota 1 M KCl , 20% glicerolio, 20 mM HEPES, pH 8,4 buferiu. Supylus
baltymo tirpala, kolon¢lé plaunama tuo paciu buferiu, ir suskaldytas baltymas eliuuojamas
1 M KCl, 20% glicerolio, 40 mM imidazolo, 20 mM HEPES, pH 8,4 buferiu.
Nesuskaldytas baltymas eliuuojamas, esant 0,2 M imidazolo.

ISvalytas suskaldytas baltymas koncentruojamas, veikiamas 50-100 mM EDTA, 10
mM kalio fericianidu (kad biity pilnai suoksiduota) ir gel-iltruojamas per superdekso 75
16/60 kolonélg. Naudojant ig metodika, gaunamos 50% i3eigos, skaic¢iuojant pagal pradinj
peptida.

ISgrynintas ekspresuotas baltymas buvo apibiidintas keliais metodais. Fizikinis
apibiidinimas apima dinaming $viesos sklaida, norint nustatyti struktiros homogeniskuma,
ir panaudotas kaip teisingo sulankstymo matas. Sviesos sklaidos duomenys rodo, kad
zmogaus OB polipeptidas ekspresuojamas daugiausiai arba iSimtinai kaip monomeras, tuo
tarpu pelés OB polipeptidas gali biiti randamas tiek kaip dimeras, tiek ir kaip monomeras.

Bandymai su Ellmano reagentu ir masiy spektroskopijos analizé patvirtina, kad
cisteino liekanos baltyme sudaro disulfidinj ry3j. Si oksiduota polipeptido forma buvo

duodama peléms, kaip aprasyta infra, ir rodé biologinj aktyvuma,
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Norint apytikriai nustatyti baltymo struktiiring geometrija, buvo panaudotas
cirkuliarinis dichroizmas. CD spektrai fiziologiniame buferyje (pH apie 8, mazdaug
fiziologiné joniné jéga) rodo, kad Zmogaus OB polipeptidas turi mazdaug apie 60% o-
spiralés ir apie 40% misrios spiralés struktiira. Pagal CD spektroskopija rasta, kad pelés
OB polipeptidas turi apie 50% a-spiralés ir apie 50% misrios spiralés struktiira.

Norint nustatyti OB polipeptido dalis, kurios yra prieinamos proteolizei, buvo
panaudota ribota proteolizé, o po jos - masiy spektroskopija [Cohen et al., 1995, supra]. Si
analizé parodé, kad 54-60 aminoriigiciy lickanos sudaro lankscia kilpa (pavaizduota fig.
4). Panasu, kad 3i lanksti kilpa sujungia dvi nustatytos 2° struktiiros vietas, pvz., o-spiralés.

Svarbu paZyméti, kaip parodyta tolimesniuose pavyzdziuose, kad idvalyto baltymo
bioaktyvumas buvo tiriamas, duodant §j baltyma tiek liesiems, tiek ir nutukusiems
grauzikams, panaudojant osmotinj siurblj (pvz.,, ALZET osmotinj siurblj i3 Alza
Corporation, Palo Alto, CA) arba kaip kasdiening atskirg doz¢ i.p. bent dviejy savaiciy

laikotarpyije, ir buvo stebéti efektai j maisto suvartojimga ir kino svorj.

8 PAVYZDYS: OB polipeptido (leptino) svori mazinantys efektai

Pelés OB lokuso geno produktas vaidina svarby vaidmenj kiino svorio reguliavime.
Siame pavyzdyje nustatyta, kad OB baltymas cirkuliuoja pelés, Ziurkés, ir zmogaus
plazmoje. Visuose trijuose organizmuose cirkuliuojanti forma turi ta patj molekulin] svorj
(pagal SDS-PAGE), kaip i$vesto polipeptido seka be signalinés sekos, kas duoda pagrinda
manyti, kad in vivo baltymas nesigamina, jei atskeliama signaliné seka. OB baltymo
nebuvo C57/B16] ob/ob peliy plazmoje, jo kiekis db/db peliy plazmoje deSimt karty
didesnis, o fa/fa 2iurkiq plazmoje - dvideSimt karty didesnis, lyginant su kontrole. Tai
leidzia manyti, kad $ie nutuke gyvuliuky mutantai yra atspariis OB poveikiui. Sesiy liesy
zmoniy grupéje OB baltymo kiekiai plazmoje skyrési septynis kartus. Rekombinantinio
pelés OB baltymo kasdieninés injekcijos dramatiSkai mazino ob/ob peliy kino mase,
turéjo Zymy poveikj laukinio tipo peliy kiino masei ir neveiké db/db peliy. Sie duomenys
rodo, kad OB lokuso geno produktas tarnauja kaip endokrininé funkcija kiino svorio

reguliavime.
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MedZiagos ir metodai

Triusiai buvo imunizuoti rekombinantiniu baltymu Froindo stimuliatoriuje (URP,
Inc.). Imunoigryninti anti-pelés antiklinai pagaminti, praleidZiant antiserumg per
sefarozes 4B, konjuguotos su rekombinantiniu baltymu, kolonéle, kaip aprasyta [Harlow et
al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY (1988)]. Pelés plazmos imunonusodinimas buvo atliktas taip: 0,5 ml pelés,
ziurkes ir Zmogaus plazmos, turinCios apie 2,5 mM EDTA, nuskaidrinta nekonjuguota
sefaroze 4B, purtant kambario temperatiroje 2 valandas. Sefarozé pasalinta
centrifugavimo biidu, ir pridedama 50 ml konjuguotos su antikiinu sefarozés, turincios
afininiu bidu iSvalyto antikiino, kurio koncentracija yra 1mg/ml sutankintos sefarozés,
50% suspensijos. Pridedama pusé mililitro 2x RIPA buferio, kad galutinés susijungimo
salygos buty tokios: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 100 mMNaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5%
natrio dezoksicholato ir 0,025% natrio azido. Reakcija vykdoma, purtant per naktj 4°C
temperatiroje. Konjuguota su antikiinu sefarozé plaunama 8 kartus, naudojant RIPA
buferj, po to tris kartus skalaujama PBS ir daroma 15% SDS-PAGE elektroforezé.
Baltymai uzdedami ant nitroceliuliozés ir atliekamas vesterno blotingas su biotilintu
imunoiSgrynintu antikiinu prie§ rekombinantinj baltyma. Naudotas antrinis antikiinas buvo
HRP-streptavidinas, o detekcijai naudotas ECL.

Norint nustatyti OB kiekj pelés serume, j 100 A C57BL/6J ob/ob plazmos pridedami
vis didéjantys kiekiai (0,01, 0,1, 0,5, 2,0, 15 ng) perlankstyto rekombinantinio pelés OB
baltymo ir inkubuojama 4°C temperatiiroje su baltymo A, konjuguotu su sefaroze,
antikiinu 3 valandas. Gerai i$plovus A buferiu (10 mM natrio fosfato buferis, pH 7,4; 100
mM NaCl; 1% tritono K-100, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF), méginiai resuspenduojami
meginio buferyje, perleidziami per 15% SDS-PAGE ir perkeliami j nitroceliuliozés
membrang. Vesterno blotingas atliekamas, naudojant imunoiSgryninta biotilinta anti-
amino-galo antikiing, kaip pirminj antikiina, ir HRP-streptavidina, kaip antrinj antikiing, o
po to detektuojama ECL.

Citoplazminiai ekstraktai pagaminti, homogenizuojant adipozinj audinj NDS
buferyje (10 mM Tris, pH 7,5, 10 mM NaCl, 60 mM ICCI, 0,15 mM spermino, 0,5 mM
spermidino, 14 mM f-merkaptoetanolio, 0,5 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0,5% NP-40)
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panaudojant politroning ir ... homogenizacija, o branduoliai pasalinami centrifuguojant
(700 g).

Imunonusodinimas atlieckamas taip kaip apralyta auksCiau, iSskyrus tai, kad
naudojami imunoi$valyti anti-zmogaus OB antikinai. ELISA bandymui, 100 m! 1 mg/mi
imunoigryninto anti-zmogaus OB antikiino istirpinama borato buferyje PBS tirpale. ir
laikoma per naktj ant mikrofiltro (Corning cat. #2595) ploksteliy 4°C temperatiroje.
Tada plokstelés plaunamos 4 kartus borato-natrio chlorido tirpalu, turin¢iu 0,05% Tween
20 ir paSalinamas skyscio perteklius. Plokstelés blokuojamos, inkubuojant kambario
temperatiiroje 2 valandas 240 ml/duobutei borato-natrio chlorido buferiu, turin€iu 0,3%
zelatinos, po to plaunama ir dziovinama. Atskirose duobutése inkubuojama per naktj 4°C
temperatiroje arba Zinomi kiekiai Zzmogaus OB perlankstyto baltymo arba plazmos
méginiy 100 ml tdryje. Perplovus, plokStelés inkubuojamos su 100 ml biotilinto
imunoidgryninto anti-zmogaus antikiino (0,1 mg/ml Zelatinos-borato buferio tirpalas) 4
valandas kambario temperatiiroje. Perplovus j plokiteles pridedama krieny peroksidazeés
(HRP)-streptavidino (0,1 mg/ml boratinio buferio, 0,3% zelatinos). Detekcijai
naudojamas HRP substrato tirpalas (ABTS, 0,3 mg/ml ir H202, 0,01% citrinos rigstyje) ir
antikiino susiri§imo kiekiui nustatyti matuojamas optinis tankis esant 414 nm.

Pelés ir zmogaus OB gena koduojancios sekos buvo PCR-amplifikuotos is
plazmidziy, turingiy OB kDNR sekas, ir subklonuotos j pPIC.9 plazmide (Invitrogen).
Naudotas Zzmogaus 5’ pradmuo buvo:

5 GTATCTCTCGAGAAAAGAGTGCCCATCCAAAAAGTCCAAG 3
(SEQ ID NO:34),
0 3’ pradmuo buvo:
5 GCGCGAATTCTCAGCACCCAGGGCTGAGGTC 3’ (SEQ ID NO:35).
Pelés atveju, 5’ pradmuo buvo:
5 GTATCTCTCGAGAAAAGAGTGCCTATCCAGAAAGTCCAGG ¥
(SEQ ID NO:36),
0 3’ pradmuo buvo:
5 GCGCGAATTCTCAGCATTCAGGGCTAACATC 3’ (SEQ ID NO:37).
Tiek pelés, tiek ir Zmogaus 5’ pradmuo turi Xhol vieta 5’ gale ir a-persidengimo

faktoriaus signalinés sekos, esanéios pPIC.9 vektoriuje, 4 paskutines aminortgstis
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koduojancias sekas. Sis vektorius nukreipia heterologiSkai ekspresuoty geny sekrecija i3
lastelés | kulttring terpg. 5 PCR pradmenyje taip pat yra OB geno atviro skaitymo
remelio pirmieji 19 nukleotidy po signalinés sekos skaldymo vietos pries alanina, esanti
21-je aminorigsties padétyje. 3’ pradmuo turi EcoR1 vietg 5’ gale, po kurio tuoj pat eina
sekos, komplementarios laukiamam OB stop-kodonui. PCR salygos buvo tokios: 1 min
trukmés denatiiravimas 94°C temperatiiroje, 1 min trukmés renatiiravimas 55°C
temperatiiroje ir 2,5 min trukmés i$plétimas 72°C temperatiiroje. PCR-generuoty mutacijy
skaiciui apriboti naudota nedidelio skaiGiaus cikly (15 cikly) PCR ir nuskaitymo
patikrinimo polimerazé PFU (Stratagene). PCR produktai skaldyti X#ol ir EcoR1 ir
klonuoti  panaSiai suskaldyta vektoriy pPIC.9. Sekvenuotos abi visy dariniy grandinés,
norint jsitikinti, ar néra PCR-generuoty mutacijy. Klonai transformuoti | Pichia pastoris
(His’) sferoplasty metodu ir atrinkti maZa histidino kiekj turin¢ioje terpéje. Panaudojant
kolonijos hibridizacijos ekspérimentq, atrinkta apie 200 pelés ir Zmogaus klony didelés
kopijy skaiCiaus integracijai. Itirta didelés kopijy skaiGiaus klony OB ekspresija, i$
pradziy panaudojant nudazyma Coomassie; bandymas parodé, kad transformuoty mieliy
kultlrinéje terpéje yra naujas 16 kD baltymas. Buvo patvirtinta, kad 16 kD juosta yra OB,
naudojant antikiinus prie§ bakterijy ekspresuota OB baltyma. Rekombinantiniai baltymai
valyti, panaudojant Zemiau apradyta dviejy stadijy valymo metoda. ISmatuoti masity
spektrai ir atliktas bandymas su bromcianu pagal Beavis et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
87.6873-6877 (1990) aprasytg metodika.

Visa pelés ir Zmogaus OB geny OB koduojanti seka, C-galiné signalinés sekos
atzvilgiu, buvo subklonuota j pET156b ekspresijos vektoriy (Novagen) ir perekspresuota
Escherichia coli [BL21(DE3)p1YsS], naudojant T7 RNR polimerazés sistema [Studier et
al, Meth. Enzimology, 185:80-89 (1990)]. Lastelés, iSaugintos 30°C temperatiiroje iki
optinio tankio 0,7, kai bangos ilgis yra 595 nm, ir indukuotos 0,5 mM izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozidu per naktj, surinktos panaudojant nedidelio greicio centrifugavima.
Lizuota, panaudojant tris suSaldymo-atiildymo ciklus, o DNR suskaldyta DNRaze.
Membrany ekstrakcija vykdyta, panaudojant ultragarsg ir soliubilizacija detergentais, ir
gauta inklitizijos kiineliy tableté iStirpinta 6 M guanidino-HCI, 20 mM HEPES, pH 8,4.
Rekombinantinis OB baltymas valytas denatiiruojandiomis salygomis IMAC metodu,

naudojant Ni-jony afining kolonéle ir plaunant vis didéjandiy koncentracijy imidazolo
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tirpalais. Tada i$valytas denatiiruotas OB baltymas laikomas 6 M guanidino-HCl, 10 mM
natrio acetato (NaAc), pH 5 tirpale ir redukuojamas 1 mM DTT kambario temperatiiroje
1 valanda. Denatiiracija atlieckama, skiedZiant redukuota baltymg 20% glicerolio, 5 mM
CaCl,, 5 mM NaAc, pH 5 tirpalu, maiSant ir inkubuojant kambario temperatiiroje 8-12
valandy. Po denatiiracijos tirpalo pH padidinamas iki 8,4, pridedant Tris iki 10 mM
koncentracijos, o heksa-histidino tag pasalinamas, panaudojant skaldyma trombinu.
Suskaldytas renatiiruotas baltymas vél valomas IMAC metodu, norint atskirti produkta
nuo trombino ir nesuskaldyto sulieto baltymo. Suskaldytas renatiruotas baltymas
issiplauna i3 Ni jony afininés kolonéles, esant 40 mM imidazolo, o trombinas néra
sulaikomas, ir nesuskaldytas sulietas baltymas issiplauna, esant 0,2 mM imidazolo. Tada
produktas koncentruojamas, veikiamas 100 mM EDTA ir 10 mM fericianido ir vel
valomas gel-filtracijos biidu, naudojant Pharmacia superdekso 75 16/60 kolonélg.

Atliktas Ellmano bandymas, pagal Ellman, Arch. Biochem. Biophys., 82:70-77
(1959) aprasyta metodika. Ellmano reagentas pagamintas, iStirpinant 39,6 mg 5,5"-ditio-
bis(2-nitrobenzoinés ritgities) (DTNB) 10 ml 0,05 M fosfato, pH 8. Gauta kalibracine
kreive 10-120 mM laisvo sulfhidrilo koncentracijy intervale (naudojant redukuoto DTT 1
mM pagrindinj tirpala), esant 412 nm bangos ilgiui. Kiekvienam bandymui imama 0,02 ml
Ellmano reagento ir bendras reakcijos misinio tliris yra 0,5 ml. ISmatuotas laisvos
sulfhidrilo grupés ekstinkcijos koeficientas buvo 12974 Mlem™ (koreliacijos koeficientas
0.99987), kuris 5% ribose atitinka anks¢iau pateikta reikSme (13600 Mtem™).

Ellmano bandymui panaudota 15 m! 2 mg/ml koncentracijos gryno gel-nufiltruoto
baltymo, atitinkanéio galima laisvo sulfhidrilo apie 24 mM koncentracija galutiniame
reakcijos midinyje. Gauto tirpalo A4z buvo apie 0,02, kas rodo, kad dvi baltymo cisteino
liekanos yra oksiduotoje bilisenoje, sudarydamos cisting, arba kad jo laisvos sulthidrilo
grupés yra pilnai pasléptos neprieinamoje sulankstyto baltymo dalyje. Tokie patys
rezultatai gauti, atliekant ta patj bandyma su nesulankstytu baltymu, esant 6 M guanidino-
HCL

Po vieng pele patalpinama j nepatogeninés aplinkos narvelius ir jos pripratinamos
prie maisto, susidedancio i§ 35% (pagal svorj) Laboratory Rodent Diet 5001 (PMP Feeds,
Inc.), 5,9% (pagal svorj) tapioka pudingo miSinio (General Foods) ir 59,1% vandens,

kurio energetiné verté yra 1,30 kkal/g. Maistas sterilizuojamas autoklavoje ir
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supakuojamas j 60 mm plastikines l€kSteles, kurios pritvirtinamos ant 100 mm petri
IekSteliy virSaus. Tapioka turi pastos pavidala, todél gyvuliukui sunku 3j maista iSbarstyti
po narva. 100 mm dangteliai sulaiko nedidelj gyvuliuko i3barstyto maisto kiekj. Sviezia
maisto lekstele jdedama j narva kiekvieng ryta, o praéjusios dienos Iékstelé idimama ir
pasveriama. Svorio skirtumas parodo per dieng suvartoto maisto kiekj. Rekombinantinio
baltymo poveikis | maisto suvartojima ir kiino svorj matuotas trims peliy linijoms:
C57B1/6J objob, C5TB1/Ks db/db ir CBA/J +/+, gautomis i3 Jackson Laboratory.
Trisdesimt kiekvienos linijos peliy padalinta j grupes po desimt peliy. Viena kickvienos
linijos grupe gavo perlankstyto bakterinio ob baltymo injekcijas intraperitonines (i.p.),
esant 5 mg/g/per dieng 300 ul PBS buferyje dozei. Antroji grupé gavo to paties tiirio PBS
i.p. injekcijas. Sios kontrolinés pelés gavo rekombinantinio baltymo PBS dializato
injekcijas. PBS buvo idvalytas nuo endotoksino, naudojant Acticlean ETOX kolonéle.
Trecioji gyvuliuky grupé negavo injekcijy. Maisto suvartojimas buvo matuojamas kasdien,
o kiino svorio matavimai atliekami reguliariai i§ viso 3,5 savaités. Porinio maitinimo
eksperimentuose atskiros ob peliy grupés maisto suvartojimas lyginamas su ob peliy,

gavusiy baltymo, kasdieniniu maisto suvartojimu.
Rezultatai

OB baltymas cirkulivoja pelés, ziurkeés ir smogaus plazmoje.

Rekombinantinis pelés ir Zmogaus OB baltymas buvo pagamintas, naudojant
pET15b bakterinj ekspresijos vektoriy (Novagen) ir klonuojant j Pichia pastoris- mieliy
ekspresijos sistema, kuri isskiria rekombinantinius baltymus tiesiai j kultfiring terpe.
Mielese ekspresuotas ob baltymas turi 146 aminoriigitis C-gale prie signalinés sekos.
Triudiai buvo imunizuoti bakteriniais baltymais (HRP, Inc.). Antikiinai buvo
imunoi$gryninti (Research Genetics) ir naudoti adipozinio audinio baltymo i§ plazmos
imunonusodinimo bandymuose ir vesterno blotinge.

Pelés plazmos OB baltymas migruoja, esant 16 kD molekuliniam svoriui (pagal
SDS-PAGE). Jo elektroforetinis judrumas yra toks pats, kaip ir mieliy i$skiriamo
rekombinantinio OB baltymo, kuriame paSalinta signaliné seka, judrumas (fig. 24A).

C57BL/6J oblob peliy, kurios turi neprasming mutacija prie 105 kodono, plazmoje $io
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baltymo nerasta. Kai kuriuose kituose antiserumuose nepavyko identifikuoti i3 105 liekany
susidedancio sutrumpinto polipeptido grandineés, kurios galima laukti pagal KDNR seka.
db/db pelése, lyginant su kontroliniais gyvuliukais, pastebétas 10 karty padidintas
cirkuliuojan¢io baltymo kiekis (fig. 24A). Laukinio tipo ir fal/fa ziurkiy plazmos
imunonusodinimo bandymai parodé, kad mutantiniy ziurkiy plazmoje, lyginant su
laukiniu tipu, yra 20 karty padidintas OB baltymo kiekis (fig. 24B). db mutacija duoda
nutukusj fenotipa, identidka fenotipui ob pelése (Bahary et al., 1990, supra). Riebios (fatty)
ziurkés yra nutukusios dél recesyvinés mutacijos gene, homologiskame db (Truett et al.,
1991, supra). Norint nustatyti OB kiekius pelés plazmoje,  seruma buvo dedami vis
didéjantys rekombinantinio baltymo kiekiai ir imunonusodinama (fig. 24C). Didéjant
rekombinantinio baltymo kiekiui, vesterno blotinge matomas tiesiskas signalo
intensyvumo  didéjimas. Natyvaus baltymo pelés plazmoje signalo intensyvumo
palyginimas su standartais parode, kad cirkuliuojan¢io OB baltymo kiekis laukinio tipo
pelése yra apie 20 ng/ml. Sie duomenys rodo, kad imunonusodinimai ir vesterno blotingai
atlikti, esant antikiino pertekliui. Padidinti OB baltymo kiekiai taip pat randami
adipozinio audinio i§ db/db peliy baltyminiuose ekstraktuose, lyginant su kontrole (fig.
24D). Kaip galima laukti sekvenuoto baltymo atveju, baltymas i§ adipozinio audinio
frakcionuotas, imant nevalyta membraning frakcija (duomenys neparodyti).

Buvo imunonusodinti e$iy liesy Zmoniy, kuriy kiino mases indeksas (BMI) yra
mazesnis uz 25 (BMI=svoris/ﬁgisz), plazmos méginiai, naudojant imunoidgrynintus
antikinus  prie§ Zmogaus baltyma. Imunonusodinta medzZiaga migravo, esant
elektroforetiniam judrumui, tokiam paciam kaip ir 146 aminortigdciy zmogaus baltymo,
ekspresuoto mielése, judrumas. Signaly intensyvumai Sesiuose pavyzdziuose buvo labai
skirtingi (fig. 25A). Aﬁtoradiograﬁné densitometrija parodé, kad Sie kiekiai HP1 ir HP6
individuose skiriasi apie 5 kartus, o kituose subjektuose yra tarpiniai kiekiai. Atliktas
fermentinis imunobandymas (ELISA), naudojant imunoi$gryninta antikiling ir perlankstyta
bakterinj baltyma kaip standarta (zr. Zemiau). Gauta standartine kreivé parodyta fig. 25B.
Pagal §j tyrima, OB baltymo kiekiai 3eSiy Zmoniy plazmoje buvo 2-15 ng/ml ribose (fig.
25C). OB baltymo kiekis HP6 plazmoje buvo uz imunobandymo tiesinio intervalo riby, ir

yra >15 ng/ml. Sie kiekybiniai skirtumai koreliuojasi su vesterno blotingo duomenimis.
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Preliminariis duomenys leidZzia manyti, kad leptinas gali cirkuliuoti (bent jau
dalinai) susikompleksaves su kitu baltymu arba baltymais. Si isvada paremta serumo
titravimo kreivés formos heterogeniskumu, lyginant su rekombinantiniu standartu. Didelio
kiekio leptino, imunoisgryninto per triusio anti-OB kolonéle HPLC gel-filtracijos bidu
denatiruojanciose ir nedenatiiruojanciose salygose, analizé, stebint ELISA ir SDS-PAGE
metodais, leidzia manyti, kad OB polipeptidas elgiasi kaip didelio molekulinio svorio
kompleksas. Taciau $ie duomenys yra preliminariis; OB risantj baltyma, jei toks i3 viso yra,

dar reikia apibudinti.

OB baltymo struktiirinés ypatybés

Kadangi OB baltymas turi dvi cisteino liekanas, jis gali sudaryti arba vidines, arba
tarpmolekulines disulfidines jungtis in vivo oksidacijos salygose. Buvo pakartotas vesterno
blotingas, | méginio buferj pridéjus arba nepridéjus redukuojancio agento. Abiem atvejais
zmogaus serumo OB baltymas migravo kaip monomeras (duomenys neparodyti).
Neredukuojan¢iomis salygomis baltymas, imunonusodintas i§ db pelés serumo, buvo rastas
padetyse, atitinkanciose tiek 16 kD monomera, tiek ir apie 32 kD dimerg (fig. 26A).
Didesnio molekulinio svorio baltymas isnyko redukuojanciose salygose, kas leidzia manyti,
kad pelés OB frakcija cirkuliuoja kaip didesnio molekulinio svorio formos, atsiradusios
del tarpmolekulinés disulfidinés jungties susidarymo. Apie 80% pelés OB cirkuliuoja kaip
16 kD baltymas ir 20% - kaip 32 kD forma.

Tos pacios molemulés formos randamos ir tada, kai pelés ir Zmogaus baltymai
ekspresuojami Pichia pastoris [Abrams et al, Immunol. Rev., :5-24 (1992)]. Siuose
tyrimuose DNR seka, atitinkanti 146 aminorfigd¢iy subrendusj baltymg, klonuota mieliy
a-persidengimo faktoriaus signalinés sekos zemyn einancia kryptimi pPIC.9 vektoriuje
(Invitrogen). OB baltymas, i§skirtas i3 mieliy Stamy, ekspresuojanéiy pelés ir zmogaus
baltymus, terpés, ir atlikta jo elektroforezé redukuojanciomis ir neredukuojanéiomis
salygomis (fig. 26A). Neredukuojandiose salygose mielése ekspresuotas pelés baltymas
vpagrindinai buvo dimero formoje, o esant redukcijos agenty - tik monomero formoje.
Rekombinantinis Zmogaus baltymas abejose salygose migravo kaip monomeras

(duomenys neparodyti).
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Ekspresuotas Pichia i$valytas Zmogaus baltymas, pagal masiy spektroskopijos
duomenis, turéjo 16024+3 Da molekuling mase [Beavis, 1990, supra). Si reikimé sutampa
su masés reikime, iSskaiGiuota pagal baltymo, turinéio viena vidinj disulfidinj tiltelj,
aminorugs&iy seka (16024 Da). Baltymo skaldymo bromcianu produkty Matrikso lazerinés
desorbecinés spektrometrijos analizé rodo, kad cisteinai 117 ir 167 padétyse yra sujungti
vidine disulfidine jungtimi (fig. 26B). Bromcianas skaldo prie karboksi-galo esancias

metionino liekanas.

Bioaktyvaus rekombinantinio baltymo gavimas ir apibiidinimas

Pelés OB baltymas buvo ekspresuotas E.coli i§ pET 15b plazmidés kaip netirpus
sulietas baltymas, turintis 20-oje padétyje N-galinj heksa-histidino tag, kuriame yra
trombino skaldymo vieta. Bakteriniai inklitzijos kiineliai soliubilizuoti, naudojant
guanidino-HCI ir isskirti denatiiruojanciose salygose, naudojant imobilizuoto metalo jono
afining chromatografija (IMAC) (fig. 27). Ivalytas denatliruotas sulietas baltymas
redukuojamas, praskiedziamas ir perlankstomas vandeniniame tirpale kambario
temperatiiroje. Po skaldymo trombinu, renatiiruotas pelés OB baltymas, turintis 4
papildomas N-galines lickanas (Gly-Ser-His-Met; SEQ ID NO:38), veél valomas IMAC
metodu, kad jo homogeniskumas biity >98%, sprendziant pagal SDS-PAGE ir masiy
spektrometrijos duomenis. Pagal Matrikso lazering desorbcing masiy spektrometrijg jo
masé yra 16414+3 Da (numatyta masé yra 16415 Da). SDS-PAGE redukuojanciose ir
neredukuojanciose sglygose parodé, kad yra tik vienos rasies forma, kurios molekuliné
mase yra 16 kD (duomenys neparodyti).

Dinaminé 3viesos sklaida, naudojant DP801 molekulés dydZio detektoriy (Protein
Solutions, Inc.) parodé, kad renatiiruotas pelés OB baltymas yra daugiausia monomerinis,
turintis Siek tiek aukStesnés eilés agregaty. Baltymas apdorotas EDTA ir chemiSkai
oksiduotas. Po to, gel-filtracijos biidu paSalintos didesnio molekulinio svorio formos.
Tolimesné dinaminé $viesos sklaida patvirtino, kad i§valytas renatiiruotas rekombinantinis
pelés OB baltymas yra monodispersinis. Atlikus dializ¢ fosfatiniame buferyje su NaCl
(PBS), pasalintas bakterinis endotoksinas, panaudojant Acticlean ETOX kolonélg

(Sterogene Bioseparations, Inc.). Galutiné baltymo iseiga 45 ml/l.
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Norint nustatyti oksidacijos biiseng, atliktas i§valyto renatliruoto rekombinantinio
pelés OB baltymo Ellmano bandymas {Ellman, 1959, supra]. Ir renatiiruotas baltymas, ir
perlankstytas baltymas panaudojant 6 M guanidino-HCI, parode, kad jame yra <0.5%
laisvy sulthidrilo grupiy, kas rodo, kad monomerinis produktas turi viding disulfidine
jungtj. Tq patvirtina ir perlankstyto bakterinio baltymo skaldymo bromcianu produkty
masiy spektrometrija (duomenys neparodyti).

OB baltymo bioaktyvumas.

ISvalytas renatlruotas rekombinantinis pelés OB baltymas buvo duodamas
C57B1/6J ob/ob (16 savaiciy amziaus), C57B1/Ks db/db (12 savaiciy amziaus) ir CBA/j
+/+ (8 savai¢iy amziaus) peliy grupéms (po 10 peliy), kasdien suleidziant | pilvg 5
mg/kg/per diena. Toks pat gyvuliuky skaicius gavo kasdienines PBS injekcijas.
Kontrolinéms injekcijoms naudotas PBS buvo gautas i§ dializato, pasiekus baltymo
pusiausvyra. Po deSimt gyvuliuky i8 kiekvienos minéty trijy peliy linijy negavo injekcijy.
Atskiry gyvuliuky maisto suvartojimas buvo kontroliuojamas kasdien, o gyvuliuky kiino
svoris nustatytas kas 3-4 dienas. Visy 9 peliy grupiy maisto suvartojimo ir kiino svorio
bendri rezultatai parodyti fig. 28A-F, o statistikinis duomeny reik$mingumas parodytas 1
lenteleje. C57B16J ob/ob peliy, kurioms buvo leidZziamas baltymas, maisto suvartojimas
Zymial sumaZ€jo po pirmosios injekcijos ir toliau mazéjo iki S-os dienos, o tada
stabilizavosi, ir tada jy maisto suvartojimo kiekis sudare apie 40%, lyginant su gyvuliukais,
gavusiais PBS injekcijas (p<0,001). Pelés, kurioms buvo leista ne OB baltymas, per trijy
savi¢iy tyrimo laikotarpj neprarado kiino svorio. C57B1/ ob/ob pelés, gavusios baltyma, po
5 dieny prarado apie 10% kino svorio (p<0,001). Siy gyvuliuky kiino svoris per trijy
savaiCiy poveikio baltymu laikotarpj laipsni3kai maZ€jo, o po 3 savaitiy ob gyvuliuky,
gavusiy baltymo; svoris vidutiniSkai sumazéjo iki 60% jy pradinio svorio (p<0,0001). Buvo
Seriama atskira gaunanciy ir negaunanciy baltymg ob peliy pory grupé. Fig. 29B rodo, kad
suporuotai Seriamos pelés prarado daug maZiau svorio, nei gyvuliukai, gave
rekombinantinio baltymo (p<0,02). Dviejy peliy, gavusiy arba baltymo, arba tirpiklio
injekcijas, fotografija rodo didelj jy iSvaizdos skirtuma, atsirandantj dél baltymo poveikio
(fig. 28B). Norint dar labiau jsitikinti, kad tai yra baltymo poveikis, padarytos dviejy
kiekvienos grupés peliy autopsijos. ob peliy, gavusiy baltymo, apziiréjimas parodé, kad

jose labai smarkiai sumazéjo riebaly kiekis, o taip pat ir kepeny dydis. Paveikus baltymu,
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db peliy ir laukinio tipo peliy kepeny svoris nepakito. ob peliy, gavusiy PBS injekcijas,
kepenys svéré 5,04 ir 5,02 g. o gyvuliuky, gavusiy baltymo - 2,23 ir 2,03 gramy. ob peliy
kepenys buvo blyskiai riebalingos, o ob peliy, gavusiy baltymo, kepenys buvo tamsesnes
spalvos, biidingos normalioms kepenims (fig. 29C). Kepeny histologiniai pjiviai parode,
kad neapdoroti gyvuliukai turi riebalingas kepenis, kurios Zymiai pager€ja, kai gyvuliukai
gauna baltymo (duomenys neparodyti).

Priesingai negu ob peliy atveju, CSTBL/Ks db/db peliy, gavusiy baltyma, lyginant su
kontroline grupe, gavusia tirpiklj, Zymiy kiino svorio arba maisto suvartojimo skirtumy
nebuvo (fig. 28A-F, 1 lenetelé). Visos trys db/db peliy grupés apdorojimo laikotarpyje
prarado 2-5 gramus kiino svorio. Panaudojant gliukometra, iSmatuotas db peliy vidutinis
gliukozés kiekis kraujyje; visoms peléms jis buvo 500 mg/dl, kas rodo, kad Siuose
gyvuliukuose i$sivysté antrinio tipo diabetas. Injekcijos db peléms nutrauktos po dviejy
savaiciy.

Laukinio tipo peliy, gavusiy rekombinantinio OB baltymo, atveju stebimas
nedidelis, bet reik§mingas kiino svorio sumazé¢jimas (fig. 28 A-F, 1 lentel¢). Po penkiy
dieny, per kurias buvo leidZziamas baltymas, pelés prarado vidutiniskai 0,5 g svorio, tuo
tarpu kontrolinés pelés priaugo 0,4 g (p<0,02). Dviejuose vienas po kito einanciuose laiko
taSkuose baltyma gave gyvuliukai svére daug maziau, negu pelés, gavusios kasdienes PBS
injekcijas. Svorio pokytis buvo mazesnis vélesniuose laiko taskuose. Gyvuliuky, kurie
prarado svorj, maisto suvartojimas nelabai skyrési nuo kontroliniy gyvuliuky. PBS
injekcijos turéjo nedidelj, bet reikSminga poveikj | ob, db ir laukinio tipo peliy maisto

suvartojima ir kiino svorj, lyginant su pelémis, negavusiomis injekcijy (p<0,05).

1 lentele
SVORIO POKYTIS
Gyvuliuky grupé | Poveikio grupé | Dienos n Vidurkis Stand. paklaida p

oblob baltymas 1-5 10 -6,38000000 0,47628190 <0,001
tirpiklis 9 -0,14444444 0,24444444
baltymas 1-12 10 -14,45000000 0,70793126 <0,001
tirpiklis 9 0,98888889 0,38058597
baltymas 1-27 6 -24,28333333 0,69924563 <0,0001
tirpiklis 5 4,30000000 0,79874902

db/db baltymas 1-5 10 -1,47000000 0,36939891 0,240
tirpiklis 10 -2,00000000 0,23142073
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baltymas 1-12 10 -3,75000000 0,77348418 0,610
tirpiklis 10 -4,19000000 0,34655447

CBA/ baltymas 15 10 -0,48000000 0,17876117 0,006
tirpiklis 10 0,38000000 0,21489015
baltymas 1-12 10 -0,12000000 0,45748103 0,015
tirpiklis 10 1,20000000 0,18378732
baltymas 1-27 5 1,98000000 0,48723711 <0,651
tirpiklis 6 2,23333333 0,20763215

Aptarimas

OB lokuso baltymo produkto endokrining funkcijg pirmasis pasiiilé Coleman, kuris
parode, kad ob/ob pelés kiino svoris sumazéja po parabiotinio sujungimo su normaliomis
arba db pelémis [Coleman er al., 1978, supra]. AuksGiau pa'rodyti rezultatai patvirtina $ia
hipotezg, nes jie rodo, kad OB baltymas cirkuliuoja kraujuje, o rekombinantinio baltymo
injekcijos mazina kiino masg. Geno produkto, koduojamo OB geno, molekulinis svoris yra
apie 16 kD, kuris atitinka 146 aminoriigi¢iy seka, esancia karboksi-gale signalinés sekos
atzvilgiu. Rekombinantinis OB baltymas néra modifikuojamas, Kai jis ekspresuojamas
Pichia pastoris. Zinduoliy geny ekspresijoje Pichia suformuojama teisinga baltymo
struktlira [Cregg et al., Bio/Technology, 11:905-914 (1993)]. Sie duomenys leidzia manyti,
kad OB baltymas néra glikozilintas ir néra post-transliuojamas in vivo. Duomenys
nepasalina galimybés, kad OB baltymas yra kovalentiSkai susijunges pats su savimi arba
kitais plazmos arba adipozinio audinio baltymais. Nors baltymo proteolitinis skaldymas
néra negalimas, nebuvo rasta mazesnio molekulinio svorio OB baltymo formy, imant bet
koki naudota antiseruma, jskaitant 4 antipeptidinius antikiinus.

OB baltymas turi dvi cisteino liekanas, ir zmonése cirkuliuoja kaip monomeras, o
pelés - kaip monomeras ir kaip dimeras. Tipiska sekretuotoms molekuléms vidiné
disulfidiné jungtis rasta tuo atveju, kai Zmogaus baltymas yra ekspresuojamas Pichia
pastoris, kas leidzia manyti, kad ji yra in vivo. Tai patvirtina rekombinantinio bakterinio
baltymo, kuris turi viding disulfiding jungtj, bioaktyvumas. Pelés OB baltymas plazmoje
gali biti randamas kaip monomeras ir dimeras. Monomerai ir dimerai randami tuo atveju,
kai peles OB baltymas yra ekspresuojamas mielése, kas rodo, kad pelés baltymo polinkis
sudaryti dimera yra dél pirminés sekos skirtumy, lyginant su Zmogaus seka. Visiskai aisku,
kad monomeras pasizymi biologiniu aktyvumu, bet dimero funkcinis aktyvumas néra

Zinomas.
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OB baltymo poveikis j maisto suvartojima ir kiino svorj ob peliy atveju yra labai
didelis. Po 3-jy savaidiy ob pelés, gavusios kasdienines rekombinantinio baltymo
injekcijas, prarado 40% jy kiino svorio ir suvartojo 40% maisto, lyginant su kontrolinemis
pelémis. Be to, paveikty baltymu ob peliy svoris per eksperimento laika dar nepasieke
pusiausvyrinés reik3més. Porinio maitinimo eksperimento rezultatai rodo, kad svorio
praradimas susijes tiek su maisto suvartojimu, tiek ir su energijos sanaudomis. Tokiu
biidu, atskira ob peliy grupé, kurios kalorijy sunaudojimas buvo apribotas, lyginant su
gavusiomis baltymo ob pelémis, prarado daug maZiau svorio, nei gyvuliukai, gave baltymo.
ob/ob peliy maisto suvartojimo sumazéjimas iki kiekio, mazesnio, nei laukunio tipo peliy,
gavusiy OB baltymo, rodo, kad jos yra ypatingai jautrios Siems efektams. I3 tikryjy Siuose
gyvuliukuose gali biti padidinta OB receptoriaus reguliacija. ob peliy maisto
sunaudojimas pasidaro beveik pastovus po 5 baltymo leidimo dieny. Jeigu §is faktas susijes
su tuo, kad susidaré pusiausvyriniai kiekiai baltymo, galima manyti, kad baltymas turi
palyginus didelj issilaikymo puslaikj [The Pharmacological Basis of Therapeutics, pp. 19-45,
Goodman and Gilman eds., Pergamon Press, New York, (1990)]. Si i§vada sutampa su
parabiozés eksperimenty duomenimis [Coleman et al., 1978, supra; Weigle, Int. J. Obesity,
12:567-578 (1988)].

Rekombinantinio baltymo poveikis j laukinio tipo peliy kitno svorj buvo nedidelis,
bet statistiSkai reikimingas per pirmasias dvi tyrimo savaites. PBS jtaka i3silaike
vélesniuose laiko taskuose, bet statistinis duomeny reik§mingumas labai sumaZzejo po trijy
savai¢iy. Pradinis kiino svorio praradimas negali biti paaiSkinamas maisto suvartojimo
skirtumais. Matyt maisto suvartojimo matavimai nebuvo pakankamai tikslis, kad jie
galéty parodyti suma?éjima, kuris tesudaro 1 gramo kiino svorio skirtumg eksperimento
metu. Sie duomenys skiriasi nuo ankstesniy eksperimenty rezultaty, kuriuose laukinio tipo
grauzikai buvo sujungti parabiotiniu rySiu su db pelémis, fa Ziurkémis, Ziurkémis su
pagumburio pakenkimais ir Ziurkémis, nutukintomis panaudojant labai kaloringa maista
[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)]. Visais atvejais laukinio tipo gyvuliukai pasidare

anoreksiski ir prarado daug svorio. Kadangi db peliy ir fa Ziurkiy OB baltymo kiekiai yra
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padidinti, ir peliy su pagumburio paZeidimais OB RNR kiekis yra padidintas, galima
manyti, kad laukinio tipo pelés gali reaguoti j OB tik tada, kai jo kiekis plazmoje yra gana
didelis. Cia apradyti duomenys paremia galimybg, kad jvedamo baltymo kiekiai buvo
7emesni uz endogeninius kiekius, ir todél pusiausvyrinis kiino svoris yra Siek tiek mazesnis.
Cirkuliuojanéiy apdorotose pelése OB baltymo kiekiy nustatymas turéty iSspresti Sig
problema. Nors dar néra prieinamas pelés baltymo imunotyrimas, imunonusodinimo
tyrimai leidzia manyti, kad cirkuliuojan¢io OB baltymo kiekiai gavusiose baltymg laukinio
tipo pelése néra labai padidinti.

MaZesnis baltymo poveikis j laukinio tipo peles ir atsako | ji nebuvimas db pelese
leidzia manyti, kad 3is poveikis baltymu néra susijgs su nespecifiniais arba nepalnkiais
efektais. Visos db pelés poveikio baltymu laikotarpyje prarado Siek tiek svorio,
nepriklausomai nuo to, ar jos gavo ar negavo baltymo. db gyvuliukai buvo pastebimai
hiperglikemiski, ir svorio praradimas greiiausiai yra del diabeto, o ne del eksperimento
metodikos. C57BL/Ks db/db pelése daznai atsiranda diabetas, ir Siame eksperimente
naudoto amziaus pelés pradeda prarasti Siek tiek svorio [Coleman et al., 1978, supra].
PanaSaus amziaus C57B1/6J ob/ob pelése neatsiranda pastebimos glikemijos. Manoma,
kad tokie fenotipy skirtumai yra genetiniai skirtumai linijy, kurios turi mutacijas
(C57B1/6] palyginus su C57B1/Ks) [Coleman et al., 1978, supra].

Tai, kad nepavyko nustatyti sutrumpinto 105 aminortgstis turin¢io baltymo, kuris
turéty biti, iSeinant i§ OB geno kDNR sekos, leidzia manyti, kad mutantinis baltymas yra
arba degraduojamas, arba netransliuojamas. Taciau negalima atmesti galymybes, kad
panaudoti antiserumai neparodo tokio sutrumpinto baltymo. Pastebetas deSimties karty
ob baltymo kiekio padidéjimas db pelése, lyginant su laukiniu tipu, leidzia manyti, kad
produkuojama daug 3io baltymo ir yra pasiprieSinimas jo poveikiui. Sie duomenys
koreliuojasi su mRNR tyrimais. Kaip jau buvo minéta, ankstesni eksperimentai prode, kad
mutacijos db pelés ir fa ziurkés genuose, kurios patenka | homologinés chromosomos
sritis, duoda plazmos faktoriaus, kuris mazina kiino svorj, perprodukcija [Truett et al.,
1991, supra; Coleman et al., 1978, supra, Hervey, 1959, supra]. Abiem atvejais buvo
priimama, kad mutantiniai gyvuliukai yra rezistentiski OB baltymo efektams. Sig galimybe
patvirtina duomenys, kad OB baltymas neveikia db peliy kino svorio ir maisto

sunaudojimo.
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Zmoniy nutukimas gali biiti susij¢s su dideliais kiekiais OB baltymo individo, kuris
palyginus silpnai reaguoja j $j hormona, plazmoje. Kita vertus, sumazinta OB ekspresija

O i

taip pat gali duoti nutukima, kurio atveju gali biiti rasti “normaliis” (t.y. neatitinkamai
mazi) $io baltymo kiekiai. Taigi, OB baltymo kiekiai Zmogaus plazmoje gali biti skirtingy
nutukimo formy rodiklis. Nedideléje subjekty grupéje, kuriy BMI<25, ELISA metodu
nustatyti nedideli nanogramy eilés cirkuliuojancio OB baltymo kiekiai. Svarbu pazymeti,
kad buvo pastebétos jvairios koncentracijos, kas leidzia manyti, kad apsprendziant kiino
svorj gali turéti reikdme ekspresijos lygis ir/arba jautrumas $iam baltymui.

OB baltymo veikimo vieta yra nezinoma. Baltymas veikia tiek maisto sunaudojima,
poky¢iai abejose sistemose veikia j kiino svorio reguliavima [Leibel et al,, N. Engl. J. Med.,
332:621-628 (1995); Keesey et al.,, “Metabolic defense of the body weight set-point”,
Association for Research in Nervous and Mental Disease, pp. 87-96, Stunkard and Stellar,

eds., Raven Press, New York. (1984)]. Pana3u, kad OB kiino svorio reguliavimo kelyje

pagumburis yra toliau, nors taip pat yra galimi ir tiesioginiai efektai j jvairius organus.

9 PAVYZDYS: Padidinta OB RNR ekspresija peliy su pagumburio pakenkimais ir

mutacijomis db lokuse adipocituose

Sio klonuoto pelés nutukimo geno (OB) produktas vaidina svarby vaidmenj
adipozinio audinio masés reguliavime. OB RNR specifiSkai ekspresucjamas peles
adipocituose in vivo kiekvienoje i§ keleto jvairiy riebaliniy lasteliy sankaupy, jskaitant
ruduosius riebalus. Jis taip pat ekspresuojamas kultlirinése 3T3-442A preadipocity
Iastelése, kuriose buvo indukuota diferenciacija. Pelés su pagumburio pakenkimais bei
pelés, turin¢ios mutacija db lokuse, ekspresuoja dvidesimt karty didesnj OB RNR kiekj
adipoziniame audinyje. Sie duomenys rodo, kad ir db genas, ir pagumburis yra po OB
geno adipozinio audinio masés reguliavimo kelyje, ir sutampa su ankstesniais
eksperimentais, leidzianéiais manyti, kad db lokusas koduoja OB receptoriy. db/db ir
pakenkimus turinGiose pelése. Kiekybiniai OB RNR ekspresijos lygiy skirtumai
koreliuojasi su adipocity lipidy kiekiu. Pana3u, kad, apsprendZiant kiino svorj, svarby
vaidmenj vaidina molekulés, kurios reguliuoja OB geno ekspresijos lyg adipocituose, o

taip pat ir molekulés, kurios yra OB efekty jo veikimo vietoje tarpininkai.
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Medziagos ir metodai

Hibridizacija in situ.

Baltieji riebaliniai audiniai i§ laukinio tipo (wt) ir db peliy ty paciy pilvo viety tuo
padiu metu apdoroti pagal modifikuota metoda, kurj aprasé Richardson et al, Growth,
Development & Aging, 56:149-157 (1992). Trumpai tariant, audiniai buvo fiksuoti Bouin
tirpale 2 h 4°C temperatiiroje. Po to audiniai dehidratuojami, panaudojant serijinj
apdorojima vis didéjanéiomis etanolio koncentracijomis nuo 10% iki 100%, kiekviena
karta po 5 min. 4°C temperatiroje. Po to audiniai inkubuoti su ksilenu (1 h) ir parafinu (2
h) 65°C temperatiiroje. Imobilizuoti wt ir db/db riebaliniai audiniai supjaustomi ir veliau
paruodiami tyrimams tomis paciomis salygomis. Pjiviai kaitinami 65°C temperatiiroje ir
apdorojami ksilenu ir etanoliu nuo 100% iki 50% serijinio skiedimo tirpalais kambario
temperatiiroje; kiekvienas apdorojimas trunka 3 min. OB geno antiprasminis zondas
sintezuotas, panaudojant linearizuotos OB geno koduojancios sekos, kuri yra aukStyn
einandia kryptimi nuo Sp6 RNR polimerazés promotoriaus, transkripcijg in vitro.
Hibridizacija in situ atlikta tiksliai pagal Schaeren-Wiemers et al., Histochemistry, 100:431-

440 (1993).

RNR pagaminimas ir Igsteliy kultiira

Bendra RNR ir northerno blotai pagaminti taip, kaip buvo apradyta. Stromines
vaskuliarinés lastelés ir adipocitai pagaminti pagal Rodbell, o RNR i3 abiejy frakcijy
pagaminta pagal Dani et al, Mol. Cell. Endocrinol., 63:199-208 (1989); Rodbell J. Biol
Chem. 239:375-380 (19 ). Atlikus subklonavima, 3T3-F442 lastelés auginamos Duelbecco
modifikuotoje  Eagle terpéje, turinCioje 10% fetalinio jaucio serumo (vadinamo
standartine terpe) [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)]. Kai jvyksta susiliejimas, lastelés
apdorojamos standartinéje terpéje, turincioje 2 nM trijodtrionino (T3) ir 17 nM insulino.

Po dvylikos dieny gaunama RNR, taip kaip apraSyta auksciau.

Apdorojimas aukso tiogliukoze (GTG)
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Dviejy ménesiy amziaus CBA/J peliy patelés paveikiamos viena aurotiogliukozes
(Sigma catalog No. A0632) 0,2 mg/g normaliame fiziologiniame tirpale doze, suleidziama
i pilva. Kontroliniams gyvuliukams suleistas normalus fiziologinis tirpalas. Pelés
pasveriamos, pra¢jus 1 ménesiui po apdorojimo. [§skiriama adipozinio audinio RNR i$ ty

apdoroty gyvuliuky, kuriy svoris padidejo daugiau kaip 20 g po apdorojimo GTG.

Rezultatai

Neseniai buvo rasta, kad adipoziniame audinyje ekspresuojamas OB genas [Zhang
et al, Nature, 372:425-432 (1994)]. Kadangi adipozinis audinys yra sudarytas i daugelio
lasteliy tipy, jskaitant adipocitus, preadipocitus, fibroblastus ir vaskuliarines lasteles, in
sitw hibridizacija atlikta su normaliy gyvuliuky antiseklidiniy mink$tyjy audiniy pjitviais su
prasminiais ir antiprasminiais OB ribozondais [Richardson ez al., 1992, supra, Wasserman,
“The concept of the fat organ” in Rodahl, Issekutz, fat as a tissue”, pp. 22-92, McGraw Hill,
New York (1964)]. Naudojant antiprasminj zonda, visuose pjuviuose adipocituose matomi
teigiami signalai (fig. 30, paZyméta wt). Signaly nepastebéta, kai antiprasminis zondas
hibridizuotas su smegeny pjiviais (duomenys neparodyti). Antiprasminio zondo
hibridizacija su C57B1/Ks db/db peliy adipozinio audinio pjuviais buvo labai padidinta,
kas patvirtina biidinga adipocitams OB RNR ekspresija ir parodo didelj OB RNR kiekio
viename adipocite padidéjima Siuose gyvuliukuose (fig. 30, paZyméta db/db). Peles,
turinéios mutacija db lokuse, yra labai nutuke; tai yra dalis sindromo, kuris yra fenotipiskai
biidingas ir C57B1/6J ob/ob peléms (Bahary et al., 1990, supra).

Adipozinio audinio stromos lastelés, atskirtos nuo adipocity, nesintezavo OB RNR.
Kaip ir buvo galima laukti, lastelés adipocity frakcijoje ekspresavo OB RNR, naudojant
northerno blotus (fig. A31). Tas pats rezultatas gautas ir naudojant RT-PCR (duomenys
neparodyti). Sie duomenys paremia iSvada, kad tik adipocitai ekspresuoja OB gena.
Kultiiriniy adipocity duomenys patvirtina 3ig i$vada. Siuose tyrimuose 3T3-F442A lastelés
buvo kultyvuotos, naudojant salygas, kurios duoda lipidy akumuliacija, kaip dalis lastelines
programos, vedandios prie diferenciacijos i adipocitus. OB RNR neekspresuojama
eksponentiskai auganciose lastelése, neekspresuojama ir susiliejusiose 313 F442A
preadipocity lastelése, kurios ekspresuoja ankstyvuosius markerius, tuo tarpu Siy lasteliy

diferenciacija j adipocitus duoda pastebimy OB RNR kiekiy ekspresija (fig. 31) [Dani et
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al, J. Biol. Chem., 264:10119-10125 (1989)]. OB RNR kiekis yra ypatingai jautrus

kultivavimo sglygoms, kadangi signaly nebuvo veélesnése, nepaveiktose insulinu sulietose
lastelese.

Hibridizacijos tyrimai parodé, kad OB RNR ekspresuojama in vivo keliose
skirtingose riebaly sankaupose, jskaitant antseklidzio, priegimdzio, pilvo, esan¢ius aplink
inkstg ir kirkSnies riebalinius audinius (fig. 32A). Tikslus ekspresijos lygis kiekvienoje
sankaupoje Siek tiek skyresi; kirk$nies ir priegimdzio riebalai ekspresavo mazesnius OB
RNR kiekius. OB RNR ekspresuoja ir rudasis adipozinis audinys, nors ekspresijos lygis
yra apie 50 karty maZesnis ruduosiuose riebaluose, lyginant su kity adipoziniy audiniy
sankaupomis. Sie kiekybiniai skirtumai Sick tiek koreliuojasi su anks&iau aprasytais
lasteliy dydzio jvairiose riebaliniy lasteliy sankaupose skirtumais [Johnson et al., J. Lipid
Res., 13:2-11 (1972)). OB RNR kiekio ruduosiuose riebaluose neveikia poveikis $aléiu (fig.
32B). Siame eksperimente nesujungto baltymo (UCP) RNR kiekis padidejo ruduosiuose
riebaluose, paveikus Sal¢iu, tuo tarpu kai ob RNR kiekis nepakito [Jacobsson et al., J. Biol.
Chem., 260:16250-16254 (1985)]. Bendrai imant, Sie duomenys patvirtina, kad visi
adipocitai gali produkuoti OB RNR, ir rodo kintamga ekspresijos lygj jvairiose riebalinése
sankaupose. Sie duomenys patvirtina tikimybe, kad koduojamo baltymo kiekis koreliuoja
su visa adipozinio audinio mase.

Buvo iSmatuoti OB RNR kiekiai db/db pelése ir pelése su pgumburio pakenkimais.
Ventramedialinio pagumburio (VMH) pakenkimai duoda nutukima, kaip sindromo dalj,
panaly j ob/ob ir db/db peliy nutukimq [Bray et al, Metabolism, 24:99-117 (1975)].
Parabiosés eksperimentai duoda pagrinda manyti, kad pakenkimai duoda kraujuje
atsiradusio faktoriaus padidinta ekspresija, kuris mazina maisto suvartojima ir kiino svorj
[Hervey, 1959, Vsupra]. Panasis rezultatai pastebéti ir tuo atveju, kai pelés, turincios
mutacija db lokuse, sujungiamos su normaliomis pelémis, kas leidzia manyti, kad OB
receptorius gali buiti koduojamas db lokuse [Coleman et al., 1978, supra]. Taigi, nutukimas
del VMH pakenkimy ir db mutacijos gali biiti atsparumo OB baltymo poveikiui rezultatas.
Jei taip yra i§ tikryjy, reikty laukti OB RNR kiekiy adipoziniame audinyje antrinio
padidéjimo.

Pagumburio pakenkimai buvo sukelti CBA peliy pateléms, panaudojant cheming

aukso tiogliukoze (GTG) [Debons et al., Fed. Proc., 36:143-147 (1977)]. Toks apdorojimas
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duoda specifinius pagumburio pakenkimus, pagrindinai ventramedialinio pagumburio
(VMH), ir po to po keleto savaiciy atsiranda nutukimas. Paparastai viena intraperitonine
0,2 mg/g kiino svorio GTG injekcija per keturias savaites sukelia nutukimg. Ménesio
amziaus CBA/J peliy pateliy (20-25 g), apdoroty GTG ir apdoroty ir kontroliniy
gyvuliuky tolimesnis svorio augimas parodytas 2 lenetléje. Buvo pagaminta db/db peliy ir
GTG apdoroty gyvuliuky, kurie priaugo >20 g, adipozinio audinio RNR. Northerno
blotingas parodé, kad OB RNR kiekis dviejy ménesiy amziaus db/db ir GTG apdorotose
pelése, lyginant su normaliais gyvuliukais, padidéjo dvideSimt karty (fig. 33).

2 lentelé Aukso tiogliukoze apdoroty peliy svorio priaugimas

Kontrol¢ (n=41) GTG (n=93)
<10g 41, (100%) 4, (4%)
10g-20g 0, (0%) 15, (16%)
>20g 0, (0%) 74, (80%)

Dviejy ménesiy amziaus CBA/J peliy patelés buvo paveiktos aukso tiogliukoze
(GTG). Aukso tiogliukozé (Sigma A0632). suleista intraperitoniniu biidu normaliame
fiziologiniame tirpale, imant 2,0 mg/g doze. Kontroliniy ir gavusiy injekcija gyvuliuky
svoris nustatytas prie§ injekcija ir praéjus ménesiui po injekcijos. Gyvuliukai apgyvendinti
po 5 viename narve ir Seriami ad libitum. Priaugtas svoris, praéjus meénesiui po injekcijos,
parodytas 2 lenteléje. Gyvuliukai, kurie per §j ménesj priaugo daugiau nei 20 g, atrinkti

tolimesniems tyrimames.

Aptarimas

Pelés OB geno produktas cirkuliuoja pelés ir Zmogaus plazmoje, kur jis gali
reguliuojanéiai veikti adipozinio audinio masg. Tolimesni ekspresijos reguliacijos ir OB
poveikio mechanizmy tyrimai turés labai svarbia reik3meg fiziologinio kelio, kuriuo vyksta
kiino svorio reguliavimas, supratimui.

Sis pavyzdys rodo, kad OB geno produkts ekspresuoja tik adipocitai visose

adipozinio audinio sankaupose. Sis rezultatas paremia galimybg, kad OB geno baltymo
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produktas koreliuojasi su kiino lipidy gausumu. Be to, OB RNR reguliacija yra padidinta
dvideSimt karty db pelése ir pelése su pagumburio pakenkimais. Siuose gyvuliukuose
tikrasis OB RNR kiekio/ lgstelei padidéjimas, matyt, yra dar didesnis nei dvidesimt karty,
kadangi Siuose gyvuliukuose adipocitinés lastelés dydis yra padidintas apytikriai penkis
kartus (Zr. fig. 30) [Debons et al., 1977, supra]. Sie duomenys rodo, kad db geno ir
pagumburio padétys yra Zemyn einancia kryptimi nuo OB kelyje, kuris kontroliuoja kiino
svorj, ir sutampa su hipoteze, kad OB receptorius yra uzkoduotas db lokuse [Coleman et
al., Diabetologia, 14:141-148 (1978)]. OB receptoriaus ir/farba db geno molekulinis
klonavimas turety idspresti $ig problema. OB RNR kiekio db/db ir GTG apdorotose
pelese padidejimas taip pat leidzia manyti, kad OB geno produktas ricbalinése lastelése
funkcionuoja neautonomiskai. [Ashwell et al., Proc. R. Soc. Lond., 195:343-353 (1977);
Ashwell et al., Diabetologia, 15:465-470]. Tokiu blidu, jei uzkoduotas baltymas tiesiogiai
veikty riebalines Iasteles, inhibuodamas augima arba diferenciacija, laukinio tipo OB geno
GTG apdorotose pelése padidinta ekspresija duoty liesa fenotipa.

Trumpiausias $iy duomeny paaiskinimas yra toks, kad OB baltymas funkcionuoja
kaip endokrininé signaliné molekﬁlé, kurig iSskiria adipocitai, ir veikia pagumburj arba
tiesiogiai, arba netiesiogiai. Tiesioginis poveikis j pagumburj reikalauty, kad egzistuojantis
mechanizmas leisty OB geno produktui pereiti hematoencefalinj barjera. Mechanizmai,
apimantys apsupama ventrikulinj organg ir/arba specifinius transporterius turety leisti
pasiekti smegenis tokio dydZio molekulei, kurig koduoja OB genas [Johnson et al., FASEB
J., T:678-686 (1983); Baura et al, J. Clin. Invest., 92:1824-1830 (1993); Pardridge,
Endocrine Reviews, 7:314-330 (1968)). Tagiau $ia hipoteze reika priimti atsargiai, kol néra
nustatyti biidai, kaip 3is baltymas galéty pereiti hematoencefalinj barjera. Be to, reikia
ivertinti galimus efektus ir j kitus tikslinius organus.

Riebaliniy lasteliy signalas(ai), kuris yra atsakingas uz OB geno ekspresijos lygio
kiekybines variacijas, dar nezinomas, bet koreliuojasi su adipocito lastelés dydzio
skirtumais. db/db peliy adipocitai yra 5 kartus didesni uz normaliy peliy adipocitus, ir
Iasteles dydis yra apie 1,0 ug lipido/lastelei [Johnson et al., 1972, supra). Ankstesni
duomenys parode, kad kiekviena riebaliné lastelé ekspresuoja nedidelj OB RNR kiekj,
kuris toliau didéja proporcingai Iastelés dydziui. Taip pat gali biti, kad lastelés dydis néra

reikSmingas parametras, bet tiesiog koreliuojasi su intralasteliniu signalu, kuris didina OB
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geno ekspresija db/db ir pelése su pakenktu VMH adipocituose. Bet kuriuo atveju atrodo,
kad signalo perdavimo kelio, reguliuojanéio OB RNR sinteze, komponentai yra svarbiis,
apsprendziant kiino svorj. Genetiniai ir aplinkos poveikiai, kurie mazina OB ekspresijos
lygi, turéty veikti didindami kiino svorj, taip pat kaip ir poveikiai, kurie mazina jautrumg
uzkoduotam baltymui. Specifinés molekulés, kurios reguliuoja OB geno ekspresija, iki Siol
dar nezinomos, ir dar reikia nustatyti geno kontrolés, kuri sukelia OB RNR kiekiy
variacijas, lygius, ir iStirti OB geno reguliuojanCius elementus. Molekuliy, kurios
reguliuoja OB geno ekspresija adipocituose, nustatymas, o taip pat molekuliy, kurios
perneda koduojamo baltymo efektus j jo veikimo vieta(as), nustatymas labai padidins

“miisy Zinias apie fiziologinj kiino svorio reguliavimo mechanizma.

10 PAVYZDYS: RNR ekspresijos vaizdas ir vietos fizikiniame, citogeniniame ir

genetiniame zemélapiuose nustatymas

Dideli kiekiai OB RNR yra ekspresuojami Zmogaus adipoziniame audinyje ir daug
mazesni - placentoje ir Sirdyje. Zmogau.s OB genas patenka prie didziosios dirbtinés
mieliy chromosomos (YAC) sankaupos, iSvestos i§ chromosomos 7q31.3. Apart geno
santykinés padéties patvirtinimo, paremto pelés ir zZmogaus palyginamyjy Zemeélapiy
nustatymu, Siame darbe identifikuoti 8 nustatyti mikrosatelitiniai markeriai labai arti
zmogaus OB geno. Kadangi pelés OB mutacijos gali duoti sindroma, kuris yra labai
panasus j Zmoniy patologinj nutukima, Sie genetiniai markeriai yra svarbus jrankiai, tiriant

galima OB geno vaidmenj paveldéto Zmoniy nutukimo formose.

MedZiagos ir metodai

Northerno blotingas.

Bendra RNR buvo gauta i§ adipozinio audinio, panaudojant Chirgwin et al,
Biochem., 18:5294-5299 (1979) metoda. Northerno blotingas, radioZymiy jvedimas ir
hibridizacijos atliktos taip, kaip aprasyta Zhang et al., 1994, supra. PoliA* RNR northerno
blotai (Zmogaus MTN, Zmogaus MTN II ir Zmogaus fetaline MTN II) gautos i3
CLONETECH (Palo Alto, CA), o taip pat ir PCR pradmenys, panaudoti radioZyméto

Zmogaus aktino zondo gavimui.
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STS i3aiskinimas.

Buvo iStobulinti ir optimizuoti seky Zmogaus vietoms specifiski (STS) PCR
bandymai pagrindinai taip, kaip apras¢ [Green et al., PCR Methods Applic., 1991; Green
et al., Genomics, 11:548-564 (1991); Green “Physical mapping of human chromosomes:
generation of chromosome-specific sequence-tagged sites”, in Methods in Molecular
Genetics Vol. 1, Gene and Chromosome Analysis (Part A), pp. 192-210, Adolph ed.,
Academis Press, Inc., San Diego (1993); Green et al., Hum. Mol. Genet., 3:489-501
(1994)]. Kiekviena STS pavadinta, panaudojant priesdélj ‘sWSS’, o po to eina biidingas
skaiCius. Devyniolikos Cia apradyty STS detalés duotos 3 lenteléje kartu su papildoma
informacija (pvz., PCR reakcijos salygos, pilna DNR seka) randama Genbank ir/arba
Genome Data Base (GDB). Mikrosatelitams specifiniy STS atveju PCR bandymuose
naudoti oligonukleotidiniai pradmenys (3 lentelé), atitinka arba pradmenis, naudotus
genotipo analizéje (4 lentelé), arba pradmenis, sukonstruotus (daZniausiai panaudojant
kompiutering programg OSP) [Hillier et al, PCR Methods Applic., 1: 124-128 (1991)],
naudojant DNR seka, randama Genbank’e. 3 lentel¢ iliustruoja STS YAC sankaupoje,

turincioje Zmogaus OB gena.
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3 lentele
Dydis
STS pavadinimas Kitas pavadinimas  Lokusas Rasis PCR pradmenys (bp) ID NO: GDB ID No.
sWSS1734 D752185 YAC galas CAAGACAAATGAGATAAGG 72 39 G00-455-235
AGAGTTACAGCITTACAG 40
sWSS5494 D7S82016 Lambda klonas CTAAACACCTITTCCATICC 112 41 G00-334-404
TTATATTCACITTTCCCCTCTC 42
sWSS883 UT528 D751498  Genetinis markeris TGCAGTAAGCTGTGATTGAG 490 43 G00-455-262
GTGCAGCITTAATTGTGAGC 44
sW§S82359 AFMa065zg9 D7S81873  Genetinis markeris AGTGTTGTGTITCTCCIG 142 45 G00-455-247
AAAGGGGATGTGATAAGTG 46
sWSS2336 AFMal25whl D751874  Genetinis markeris GGTGTTACGTTTAGTTAC 112 47 GO00-455-244
GGAATAATGAGAGAAGATTG 48
sWSS1218 AFM309yf1 D78680  Genetinis markeris GCTCAACTGACAGAAAAC 154 49 G00-307-733
GACTATGTAAAAGAAATGCC 50 .
sWSS1402 D751916 YAC galas AAAGGGCTTCTAATCTAC 137 51 G00-344-044
CCTTCCAACTTCTTTGAC 52
sWSS999 D7S1674 YAC intarpas TAAACCCCCITTCTGTTC 105 53 G00-334-839
TTGCATAATAGTCACACCC 54
sWSS1751 D782186 YAC galas CCAAAATCAGAATTGTCAGAA 186 55 GO00-455-238
G . 56
AAACCGAAGTTCAGATACAG
sWSS1174 AFM?218xf10 D7S514  Genetinis markeris AATATCTGACATTGGCAC 144 57 G00-307-700
TTAGACCTGAGAAAAGAG 58
sWSS2061 D752184 YAC galas GTTGCACAATACAAAATCC 200 59 G00-455-241

CITCCATTAGTGTCITATAG 60
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Livardinta 19 chromosomai 7-specifiniy STS, iddéstyty YAC sankaupoje, turinioje
zmogaus OB gena (fig. 35). Kiekvienu atveju nurodytas sukurtas “sWSS” pavadinimas,
atitinkamas kitas pavadinimas, GDB priskirto lokuso pavadinimas, STS Saltinis, PCR
pradmeny sekos, STS dydis ir GDB identifikacijos numeris. STS $altiniai buvo tokie:
“YAC” galas (isskirtas YAC intarpo galas) [Green, 1993, supra], “Lambda clone” (bet
koks chromosomai 7-specifinis lambda klonas) [Green et al., 1991, supra; Green, 1993,
supra], “Genetic marker” (mikrosatelitinis markeris, zr. 2 lentelg) [Green et al., 1994,
supra], “YAC insert” (bet koks segmentas i8 YAC intarpo) ir “Gene” (genui specifine
STS). Atkreipkite démesj, kad kai kuriems genetiniams markeriams specifiniai STS PCR
pradmenys, panaudoti YAC identifikavimui (duoti Sioje lenteleje), skiriasi nuo pradmeny,
panaudoty genotipo analizéje (4 lentelé), kadangi genetinj markerj turinios YAC
nustatymui nereikalinga paties polimorfinio trakto amplifikacija. Visuose nurodytuose
PCR bandymuose naudota 55°C renatiiracijos temperatiira, iSskyrus sWSS494, sWSS883,
sWSS1529 ir sWSS2619 (kuriems naudota 50°C temperatiira), sSWSS999 ir sWSS1174
(kuriems naudota 60°C temperatiira) ir sSWSS808 (kuriam naudota 65°C temperatiira).
Papildomas detales apie STS specifinius PCR bandymus galima gauti GDB.
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Iivardinti 8 mikrosatelitiniai markeriai, kuriy vietos nustatytos YAC sankaupoje,
turinéioje 2mogaus OB gena (fig. 35). Kiekvienu atveju nurodytas markerio pavadinimas (3
lenteléje duotas kaip kitas pavadinimas), mikrosatelitinio motyvo tipas (tetranukleotidas -
“tetra” pasikartojimas arba (CN), pasikartojimas, GDB - priskirto lokuso pavadinimas,
pradmeny sekos, naudojamos PCR paremtoje genotipo analizéje ir GDB identifikacijos
numeris. Papildomas detales apie PCR analizg ir polimorfizma galima gauti GDB.

Zmogaus OB specifiné STS (sWSS2619) buvo sukonstruota, naudojant DNR seka,
gautg i§ KDNR 3’ netransliuotos srities. Zmogaus Pax4-specifiné STS (sWSS808) buvo gauta,
naudojant tokig strategija: oligonukleotidiniai pradmenys, biidingi pelés Pax4 genui
(GGCTGTGTGAGCAAGATCCTAGGA) (SEQ ID NO:63) ir (GGGAGCCTTGTCCT
GGGTACAAAG) (SEQ ID NO:93) [Walther et al., 1991, Genomics 11:424-434 (1991)],
panaudoti 204 bp fragmento i§ Zmogaus genominés DNR (kuri buvo to paties dydzio
produktas, kaip ir gautos i§ pelés genominés DNR) amplifikacijai. Sis PCR bandymas netiko
atitinkamy YAC identifikavimui, nes mieliy DNR taip pat amplifikuoja panasaus dydzio
produkta (200 bp). Tagiau PCR produkto, generuoto i§ Zmogaus DNR, sekos analize parodg,
kad 20-je viety i8 156 baziy yra pakitimai (duomenys neparodyti). Naudojant $iag Zmogui
biidinga seka, sukurtas naujas pradmuo (TTGCCAGGCAAAGAG GGCTGGAC) (SEQ ID
NO:64) ir panaudotas su pirmuoju i§ auk3¢iau minéty pelés Pax4-specifiniu pradmeniu (zr. 3
lenteléje). Siame Zzmogaus Pax4-specifiniame PCR bandyme nebuvo Zymios produkto i3
mieliy DNR amplifikacijos, ir todél 3is bandymas panaudotas atitinkamy YAC

identifikavimui.

YAC identifikavimas, panaudojant PCR paremtq skryningq

Dauguma fig 35 ‘pavaizduon} YAC buvo i$vesta 18 klony labai praturtinty Zmogaus
chromosomos 7 DNR (“chromosomos 7 YAC Saltinis”) rinkinio [Green ef al., 1995, supra],
naudojant PCR paremto skryningo strategija [Green et al., 1995, supra, Green et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 87:1213-1217 )1990)]. Kai kuriais atvejais klonai buvo isskirti,
panaudojant prieinamos bendros zmogaus genominés YAC bibliotekos, kurig sukiré CEPH
[Dausset et al, Behring Inst. Mitt., 91:13-20 (1992); Albertsen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 87:4256-4260 (1990)] arba ICI [Anand et al,, Nucl. Acids Res., 17:3425-3433 (1989);
Anand et al., Nucl. Acids Res., 18:1951-1956 (1990)], PCR paremta skryninga [Green et al.,
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1990, supra]. Kiekviena YAC pavadinta, naudojant prie3delj “yWSS”, po kurio duodamas

bidingas skaicius.

Rezultatai ir aptarimas

Zmogaus OB geno ekspresijos audiniuose tyrimas, panaudojant northerno blotinga,
parodé, kad didelis kiekis OB RNR yra ekspresuojamas zmogaus adipoziniame audinyje ir
daug mazesni kiekiai - placentoje ir $irdyje (fig. 34). RNR dydis (apie 4,5 kb) yra vienodas
zmoniy ir peliy atveju, o taip pat jis vienodas ir visuose ekspresuojanciuose audiniuose. Pagal
§iy tyrimy duomenis, penkis kartus didesni signalai matomi 10-je ug bendros adipozinio
audinio RNR, kaip 2-se ug poli A* placentinés RNR. Penkis kartus mazesnis signalas
matomas Sirdies poli A* RNR, lyginant su placentos. Nustatyta, kad OB RNR kiekis
placentoje yra apie 250 karty maZesnis nei adipoziniame audinyje. Siame eksperimente
nerasta OB RNR né viename i§ kity analizuoty audiniy, jskaitant smegenis, plaucius,
kepenis, skeletinius raumenis, inkstus ir kasa. Papildomi eksperimentai neparodé OB RNR
buvimo bluZnyje, uZzkrii¢io liaukoje, prostatoje, séklidése, gimdoje, plonosiose Zarnose,
storojoje zarnoje, periferinio kraujo limfocituose arba fetalinése smegenyse, kepenyse arba
inkstuose (duomenys neparodyti). Gali biiti, kad pastaruosiuose audiniuose OB
ekspresuojamas nenustatomais kiekiais (pagal northerno blotingg) arba ekspresuojamas
kituose netyrinétuose audiniuose. Stebétas ekspresijos Zmoguje vaizdas Siek tiek skiriasi nuo

pelés, kurios atveju OB RNR nustatyta beveik iSimtinai tik adipoziniame audinyje.

Palyginamasis OB geno srities vietos nustatymas pelés ir Zzmogaus genomuose

Pelés OB genas yra 6 chromosomoje - srityje, kuri yra homologiné Zmogaus 7q
chromosomos daliai. Siame segmente esantys genai yra (nuo artimiausio iki tolimiausio): Met
protoonkogenas, cistinés fibrozés transmembraninio laidumo reguliatorius (Cfr), porinis box-
turintis genas 4 (Pax4), OB ir karboksipeptidazé A (Cpa) [Zhang et al., 1994, supra; Friedman
et al., 1991, supra]. Pelés atveju genetinio Zemelapio nustatymas, panaudotas parodymui, kad
Pax4 yra tvirtai prijungtas prie ob [Walther et al., 1991, supra; Zhang et al., 1994, supra).
Rasta, kad fizikinis atstumas tarp OB ir Pax4 yra apie viena megabaziy pora (Mb) [Zhang et
al., 1994, supra]. Remiantis Siais palyginamaisiais zemeélapiy tyrimais, buvo laukiama, kad

Zzmogaus OB genas turéty biiti tarp Pax4 it CPA 7q chromosomoje. Be to, kadangi Zmogaus
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CFTR [Heng ez al., Cell. Genet., 62:108-109 (1993)] ir Pax4 [Tamura et al., Cytogenet. Cell
Genet., 66:132-134 (1994)] vietos buvo nustatytos, panaudojant fluorescenting in siru
hibridizacija (FISH) su atitinkamai 7q31.3 ir 7q32, labiausiai patikima Zmogaus OB geno
padétis turety biti arti 7q31.3-q32 ribos.

OB geno padéties nustatymas Zmogaus 7 chromosomoje.
YAC klony kolekcijos, kuri labai praturtinta Zmogaus 7 chromosomos DNR,

skryningui panaudota STS (sWSS2619), amplifikuojanti maza Zmogaus OB geno 3
netransliuotos srities segmenta [Green er al., 1995a, Genomics 25:170-183] ir nustatyti 9 YAC

- (YWSS691, yWSS1332, yWSS1998, yWSS2087, yWSS3319, yWSS3512, yWSS4875, yWSS4970

ir yWSS5004). Norint patikrinti, ar $ios YAC turi auteniska zmogaus OB gena, atlikti dar du
eksperimentai. Pirmiausia, kiekviena YAC patikrinta antruoju Zmogaus OB-specifiniu PCR
bandymu, ir rasta, kad visi bandymai yra teigiami (duomenys neparodyti). Antra, kiekvieno
klono mieliy DNR skaldyta EcoRI ir analizuota gelio pernesimo hibridizacijos biidu,
naudojant zmogaus OB kDNR i8vesta zonda. Visais atvejais matoma tik viena hibridizacijos
juostele, ir 8i juostelé yra to paties dydzio ir YAC, ir P1 klone, kuris, kaip yra Zinoma, turi
Zmogaus OB gena (duomenys neparodyti).

Naudojant kompiutering programa SEGMAP [Green and Green, 1991, supra] ir kitus
YAC paremtus STS sumarinius duomenis, kuriuos mes gavome 7 chromosomos atveju
[Greenet al., 1991, supra; Green et al., 1994, supra; Green et al., 1995, supra), buvo rasta, kad
zmogaus OB genas yra YAC sankaupoje, pavaizduotoje fig 35. Tiksliau sakant, $i sankaupa
susideda i§ 43 persiklojanciy YAC ir 19 vienodai i3déstyty STS. Smulkesné informacija apie
kiekvieng i$ 19 STS duota 3 lenteléje. Apart OB-specifiniy STS, sankaupoje taip pat yra STS
(sWSS808), biidinga zmogaus Pax4 genui [Tamura et al., 1994, supra; Stapleton et al., 1993,
Nature Genet. 3:292-298]. 7 STS, i$vestos i3 7 chromosomai biidingy YAC, 2 STS, isvestos i3
7 chromosomai biidingy lambda klony ir, kas ypa¢ svarbu, 8 mikrosatelitams biidingy STS.
Papildoma informacija apie Siuos 8 genetinius markerius, jskaitant pradmeny, panaudoty
genotipo analizéje, sekas, duota 2 lenteléje. Atkreipkite démesj, kad sankaupoje yra
perteklinis YAC-paremtas sujungimas (t.y. yra 2 arba daugiau YAC, jungianciy kiekviena
gretimg STS pora), kas labai paremia fig 35 parodyta santykine STS eile.
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Kaip parodyta fig 35, numatyta Zmogaus OB turin¢io YAC sankaupos orientacija yra
tokia, kad sWSS1734 yra labiausiai centromeriné STS (t.y. artimiausia CFTR), o sWS82367
yra labiausiai telomeriné STS (t.y. artimiausia CPA). Si orientacija daugiausiai paremta
palyginamaisiais Zemélapio sudarymo duomenimis, kuriame Pax4 patalpinamas artimiausioje
padétyje, o OB tolimiausioje padétyje sintetinio bloko, esan¢io Zmogaus DNR, viduje [Zhang
et al.,, 1994, supra]. OB genas patenka prie sankaupos telomerinio galo, remiantis OB
biidingos STS (sWSS2619) patalpinimu.

Kadangi fig. 35 parodyta sankaupa buvo i§vesta SEGMAP biidu, neatsizvelgiant |
YAC dydzius (taigi isdéstant STS vienodu atstumu vienas nuo kito), panasi duomeny analizé
SEGMAP biidu, kurioje jskaitomi YAC dydziai, parode¢, kad srities, kurig apima sankaupa,
visas dydis yra daugiau nei 2 Mb (duomenys neparodyti). Taigi, kadangi visos 8
mikrosatelitams biidingos STS (4 lentelé) yra genominiame intervale, kuris tgsiasi apie 2 Mb,
trys artimiausios prie sankaupos telomerinio galo (sWSS1392, sWSS1148 ir sWSS2367) yra
ypatingai arti prie paties OB geno (tikriausiai tik apie 500 kb intervalo ribose). Faktiskai
visos 3 pastarosios STS yra maziausiai viename Zmogaus OB turin¢iame YAC. Atkreipkite
démesj, kad yra nustatyta, kad tarpas tarp zmogaus Pax4 (sWSS808) ir ob (sWSS2619) yra
apie 400 kb, tuo tarpu kai pelés atveju manoma, kad §i sritis tesiasi apie 1 Mb [Zhang et al.,
1994, supra]. Be to, 3 i§ YAC sankaupoje (yWSS691, yWSS999 ir yWSS2935) taip pat buvo
analizuoti FISH metodu, ir rasta, kad kiekvienas i$ jy hibridizuojasi tik su 7q31.3. Viena i$
Siy YAC (yWSS691) turi OB biidinga STS, o kiti du klonai turi Pax4 budinga STS. Pastarieji
rezultatai, bendrai imant, sutampa su ankstesniu citogenetiniu Zmogaus Pax4 priskyrimu
7q32 [Tamura et al., 1994, supra]. Remiantis $iais duomenimis, Zzmogaus OB genas gali biiti

priskirtas7q31.3 citogenetiniam ruoZzui.

11 PAVYZDYS: Zmogaus OB polipeptidas yra biologiskai aktyvus pelése

Grupéms po 10 ob/ob peliy | pilva leidziama 10 ug/g/per diena rekombinantinio
(bakterinio) zmogaus ir pelés OB polipeptido arba fiziologinio tirpalo. Po 4 dieny, grupe,
gavusi fiziologinj tirpala, priaugo 0,3 g. Grupe, gavusi peles OB, prarado 3,2 g. Grupe, gavusi

Zmogaus OB, prarado 2 g (p<0,01 lyginant su fiziologinio tirpalo kontrole). Tirtas Siy grupiy
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maisto suvartojimas. Maisto suvartojimo duomenys parodyti 5 lenteléje; kiino masés

duomenys parodyti 6 lenteléje.

3 lentelé

Apdoroty ob/ob peliy maisto suvartojimas g/per diena (verté+standartinis nukrypimas)

Apdorojimas | Odiena | ldiena | 2diena | 3diena | 4diena | Sdiena | 6diena | 7diena
Fiziologinis | 13,4%2,6 12,8 12,8 13,1 14,0 12,3 12,4 8,3
tirpalas
Pelés OB 14,9 3,7 4,4 51 8,9 81 8,7 35
Zmogaus OB 14,3 10,3 8,7 7,0 89 53 38 13,0
6 lentele

Apdoroty ob/ob peliy kiino svoris ir svorio pokvtis (verté+standartinis nukrypimas)

Apdorojimas | Kiino svoris Kiino svoris | Procentinis pokytis | Kiino svoris [Procentinis pokytis
(0 diena) (4 diena) (0-4 dienos) (6 diena) (0-6 dienos
Fiziologinis 399 + 1.8 40,7 = 1,6 08=x0,5 41,1 £ 2.2 12+1,1
tirpalas
pelés OB 39,5+2,1 362+20 33+1,2 36,3 2,2 3,1x1,2
Zmogaus OB | 39,5x20 376 £ 1,7 20=x1,0 36,1 1,3 35x13

Sie duomenys rodo, kad Zmogaus OB yra biologiSkai aktyvus pelése.

12 PAVYZDYS: Didelés OB dozésveikia laukinio tipo peles

Laukinio tipo peléms (C57B16J +/?) daromos 10 ug/g/per diena rekombinantinio

peles OB i.p. injekcijos, ir kas keturios dienos matuojama kiino masé. Rezultatai parodyti 7

lenteleje.
7 lentelé
Normaliy peliy, gaunanéiy OB, kiino masé (g)
Poveikis 0 diena 4 diena 8 diena 12 diena 16 diena
Fiziologinis tirpalas 22,6x14 222x12 22,5+1,3 23 22,5
Pelés OB 224*15 20,6+1,5 20,813 20,8 21,8

Sie duomenys rodo, kad OB veikia laukinio tipo peliy svorj taip pat kaip ir nutukusiy

(ob/ob) peliy, tik daug maZzesniu laipsniu.
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13 PAVYZDYS: OB polipeptidas vartojamas nepertraukiamos siurblio infuzijos biidu

Sis pavyzdys rodo, kad nepertraukiama OB polipeptido infuzija sukelia normaliy
peliy svorio sumazéjima. Normalioms (nenutukusioms) peléms duodamas pelés ob
polipeptidas, panaudojant osmotinj siurblj. 0,5 mg baltymo/kg kiino svorio/per dieng doze
sukélé 4,62% sumazéjima (+/-1,34%) skaiciuojant nuo bazinés svorio linijos 6-tg infuzijos

dieng.
Medziagos ir metodai

Gyvuliukai
Siame pavyzdyje naudotos laukinio tipo (+/+) C57B16 pelés. Pelés apgyvendinamos
po vieng ir laikomos zmoniSkomis salygomis. Pradiniu laiko momentu gyvuliukai buvo 8
savai¢iy amziaus, o jy svoris buvo stabilizuotas. Kiekvienam atvejui imama po 10 peliy

(tirpiklio palyginimas su baltymu).

Sérimas ir svorio matavimas
Peléms duodamas sumaltas grauziky maistas (PMI Feeds Inc.) milteliy tipo
zindamuose indeliuose (Allentown Caging and Equipment), kurie leidZia tiksliau ir jautriau
iSmatuoti maisto suvartojima, nei naudojant paprasta blokinj maista. Svoris matuojamas tuo
paciu laiku kiekvieng dieng (2:00 po piety) 6 dienas. Kiino svoris pries infuzijg priimamas

kaip bazinés linijos svoris.

Pelés OB DNR klonavimas
Pelés OB DNR klonavimas E.coli ekspresijai atliktas taip. DNR seka, iSvesta i3

apradyto peptido sekos [Zhang et al., 1994, supra, pvz., 1 pavyzdys, supra] atvirksCiai
transliuota, naudojant E.coli optimalius kodonus. Galinés kodavimo vietos buvo Xbal iki
BamHI. Prie§ kodavimo sritj jvesta ribosominis suridimo stiprintuvas ir stipri ribosomine

suri§imo vieta. Dviguba DNR seka sintezuota naudojant standartines metodikas. Teisingi
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klonai patvirtinti, parodant rekombinantinio baltymo ekspresija ir OB DNR sekos

teisinguma turimoje plazmideje. Aminortigd¢iy seka (ir DNR seka) yra tokia:

Rekombinantinés pelés Met OB (dviejy grandiniy) DNR ir aminorigi&iy seka (SEQ. ID.

NOS:94 ir 95):
TCTAGATTTGAGTTTTAACTTTTAGAAGGAGGAATAACATATGGTACCGATCCAGAAAGT

AGATCTAAACTCAARATTGAAAATCTTCCTCCTTATTGTATACCATGGCTAGGTCTTTCA
M V P I Q K V -
TCAGGACGACACCAAAACCTTAATTAAAACGATCGTTACGCGTATCAACGACATCAGTCA

AGTCCTGCTGTGGTTTTGGAATTAATTTTGCTAGCAATGCGCATAGTTGCTGTAGTCAGT
Q b DT K T L I K T I v T R I N D I S H -

CACCCAGTCGGTCTCCGCTAAACAGCGTGTTACCGGTCTGGACTTCATCCCGGGTCTGCA
129—4=—mmmmmm Fomm e i i i fomm i i e o i = 188
GTGGGTCAGCCAGAGGCGATTTGTCGCACAATGGCCAGACCTGAAGTAGGGCCCAGACGT

T @ §$s v s A K ¢ RV T G L D F I P G L H =

CCCGATCCTAAGCTTGTCCAAAATGGACCAGACCCTGGCTGTATACCAGCAGGTGTTAAC
189—4+———mmeme—— Fom e e Fmmm————— e Fom—————- 248
GGGCTAGGATTCGAACAGGTTTTACCTGGTCTGGGACCGACATATGGTCGTCCACAATTG

p I L 8§ L §$S KM D Q T L A V Y Q Q V L T -

CTCCCTGCCGTCCCAGAACGTTCTTCAGATCGCTAACGACCTCGAGAACCTTCGCGACCT
249+ ———m—m————— fmm—————— Fomm————— o P i i o i i e 308
GAGGGACGGCAGGGTCTTGCAAGAAGTCTAGCGATTGCTGGAGCTCTTGGAAGCGCTGGA

s L P § Q NV L Q I AN D UL E NL R D L -

GCTGCACCTGCTGGCATTCTCCAAATCCTGCTCCCTGAAGCAGACCTCAGGTCTTCAGAA
O e tommm - fmm—————— e A = s s i 368

CGACGTGGACGACCGTAAGAGGTTTAGGACGAGGGACGGCGTCTGGAGTCCAGAAGTCTT
L H L L A F S K S C S L P Q T S G L Q K -

ACCGGAATCCCTGGACGGGGTCCTGGAAGCATCCCTGTACAGCACCGAAGTTGTTGCTCT
369-+-——=—=——— Fomm e ——— pmm—————— o s s e 428

TGGCCTTAGGGACCTGCCCCAGGACCTTCGTAGGGACATGTCGTGGCTTCAACAACGAGA
p E S L D GV L E A S L Y S T E V V A L =

GTCCCGTCTGCAGGGTTCCCTTCAGGACATCCTTCAGCAGCTGGACGTTTCTCCGGAATG
42 Q== mm i —m i i s s s +———————— Fommmm———— Fomm————— 488
CAGGGCAGACGTCCCAAGGGAAGTCCTGTAGGAAGTCGTCGACCTGCAAAGAGGCCTTAC

s R L. 0 G s L ¢Q D I L Q Q L DV S P E C -

TTAATGGATCC
489 —fo——mmmmme
AATTACCTAGG

Ekspresijos vektorius ir Seimininko kamienas



133

LT 4265 B
Baltymui gauti vartotas plazmidinis ekspresijos vektorius buvo pCFM1656, American
Type Culture Collection (ATCC) depozito Nr. 69576. Auk3¢iau minéta DNR liguota j
ekspresijos vektoriy pCFM1656, kuris buvo linearizuotas Xbal ir BamHI, ir transformuota j
E.coli $eimininko kamieng FMS5. E.coli FMS5 lastelés iSvestos Amgen Inc., Thousand Oaks,
Ca i§ E.coli K-12 kamieno [Bachmann et al, Bacteriol. Rev., 40:116-167 (1976)] ir turi
integruota lambda fago represorinj geng clssy [Sussman et al, C.R. Acad. Sci., 254:1517-1579
(1962)]. Vektoriaus gavimas, lastelés transformacija ir kolonijos atranka atlikta standartiniais

metodais, pvz., Sambrook et al., 1989, supra. Seimininko lastelés augintos LB terpéje.

Baltymo arba tirpiklio vartojimo biidas

Siuose eksperimentuose panaudotas rekombinantinis peles OB polipeptidas, kurio
koncentracijos buvo apie 0,9 mg/ml fosfatinio buferio ir NaCl tirpale, pH 7,4. Panaudota
aminorigdtiy seka (ir DNR seka) parodytos auksCiau. Baltymas arba tirpiklis (fosfatinio
buferio ir NaCl tirpalas, pH 7,4) ijvedami, panaudojant infuzija osmotiniu siurbliu. Alzet
osmotiniai minisiurbliai (Alza, Palo Alto, CA, modelio Nr. 1007D) chirurginiu bidu jvedami
i kiekvienos pelés subkutaning kiSeng po mente. Siurbliai sukalibruoti taip, kad buty
jvedama 0,5 ml baltymo tirpalo per valanda, susidarant 0,5 mg baltymo/kg kiino svorio/per
diena. Kontroliniams gyvuliukams fosfatinio buferio ir NaCl tirpalas (pH 7,4) jvedamas

Alzet osmotiniu minisiurbliu.

Fermentacijos procesas. Baltymui gauti panaudota trijy faziy fermentacijos metodika, Zinoma

kaip “serijinio maitinimo” procesas. Terpiy sudétys duotos Zemiau.

Serija. Azoto ir fosfato Saltinis sterilizuotas (keliant temperatiirg iki 122°C 35 minutes, 18-20
psi slégyje) fermentacijos inde (Biolafitte, 12 litry talpos). AtSaldZius, aseptinémis salygomis
jvedami anglies, magnio, vitaminy ir mikroelementy Saltiniai. 500 ml per naktj (16 h arba
daugiau) islaikytos auki¢iau minétos rekombinantinj pelés baltyma gaminancios bakterijy

kultiiros (iSaugintos LB buljone) supilama j fermentatoriy.

I maistas. Pasiekus optinj tankj ODsoo lygy 4,0-6,0, i kultiiras pridedama I maisto. Augimo

greiciui (1) kontroliuoti ribotu grei¢iu dedama gliukozé. Augimo greiciui, kuris turi buti 0,15
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Distributive Control System).

IT maistas. Kai OD pasiekia 30, temperatiira l€tai keliama iki 42°C ir maistas pakei¢iamas II
maistu, kuris apraSytas zemiau. Tada fermentuojama toliau dar 10 h, kas 2 h surenkant

meginius. Po 10 valandy fermentatoriaus turinys at$aldomas Zemiau 20°C ir centrifuguojama.

Terpiy sudétis:

Serija 10 g/l
525¢g/
35¢1
4,0 g/
5,0 g1
1,0 g/
2,0 mi/
2,0 miNl
1,0 mi/l

I maistas 50 g/l
50 g/
450 g/l
8,75 g/l
10 mi/l
10 ml/1

II maistas 200 g/l

100 g/l
110 g/l

Vitaminy tirpalas (Serija, I maistas): 0,5 g biotino, 0,4 g folinés riigities ir 4,2 g
riboflavino i8tirpinama 450 ml H,O ir 3 ml 10 N NaOH ir supilama j 500 ml H,O. 14 g
piridoksino-HCI ir 61 g niacino i$tirpinama 150 ml H,O ir 50 ml 10 N NaOH ir supilama j

Mieliy akstrakto
(NH4)2804

KoHPO4

KH,PO,

Gliukozes
MgSQO4e7H,O
Vitamino tirpalo
Mikroelementy tirpalo
P2000 Antifoam
Baktotriptono

Mieliy ekstrakto
Gliukozés
MgSO4e7H,0O
Vitaminy tirpalo
Mikroelementy tirpalo
Baktotriptono

Mieliy ekstrakto

Gliukozeés

LT 4265 B

generacijy/h, kontroliuoti naudojama programuojama automatiné sistema (vadinama
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250 ml H;O. 54 g pantoteninés riigsties iStirpinama 200 ml H2O ir supilama j 250 ml. Visi

trys tirpalai sumai$omi ir praskiedziama iki 10 litry tiirio.

Mikroelementy tirpalas (Serija, I maistas):
Gelezies(III) chloridas (FeClze6H,0): 27 g/l
Cinko chloridas (ZnCl,#4H»0): 2 g/l
Kobalto chloridas (CoCl,e6H;0): 2 g/l
Natrio molibdatas (NaM0O42H,0): 2 g/l
Kalcio chloridas (CaCl,#2H,0): 1 g/l
Vario sulfatas (CuSO4e5H,0): 1,9 g/l
Boro rugstis (H3;BO3): 0,5 g/l
Mangano chloridas (MnCl;#4H>0): 1,6 g/l
Natrio citrato dihidratas: 73,5 g/l

Pelés OB polipeptido valymo biidas
Valymas atliekamas pagal tokias stadijas (jei kitaip nenurodyta, Sios stadijos atliktos
4°C temperatiiroje):

1. Lasteliy pasta. E.coli 1asteliy pasta suspenduota 5 kartus didesniame 7 mM EDTA, pH
7,0, tiryje. EDTA tirpale esancios lastelés toliau skaldytos, du kartus praleidziant pro
mikroskystintuva. Suskaldytos lastelés centrifuguojamos esant 4,2k aps/min 1 h Beckman JB-
6 centrifugoje su J5-4.2 rotoriumi.

2. Inklitzijos kiineliy plovimas #1. Auk3¢iau minéto centrifugavimo nuopilas pa3alintas, o
nuosédos resuspenduotos 5 kartus didesniame 7 mM EDTA, pH 7,0, tirpalo tiryje ir
homogenizuotos. 'Mi§inys centrifuguojamas taip, kaip aprasyta 1 stadijoje.

3. Inklinzijos kiineliy plovimas #2. Nuopilas nuo auk3$¢iau minéto centrifugavimo
padalinamas, o nuosédos resuspenduojamos 10 karty didesniame 20 mM Tris, pH 8,5, 10
mM DTT ir 1% deoksicholato tirpalo tiiryje ir homogenizuojamos. Sis misinys
centrifuguojamas taip, kaip aprasyta 1 stadijoje.

4. Inklinzijos kineliy plovimas #3. Nuopilas po auk3¢iau minéto centrifugavimo
paSalinamas, o nuosédos resuspenduojamos 10 karty didesniame distiliuoto vandens tiiryje ir

homogenizuojamos. Sis miginys centrifuguojamas taip, kaip aprasyta 1 stedijoje.
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5. Renatiiravimas. Nuosédos renatiiruojamos 15 karty didesniame 10 mM HEPES, pH
8,5, 1% natrio sarkozino (N-laurilsarkozino) tirpalo tiiryje, kambario temperatiroje. Po 60
minuéiy j tirpala pridedama vario sulfato iki 60 mM ir maiSoma per naktj.

6. Sarkozino paSalinimas. Renatliruotas miSinys praskiedziamas 5 turiais 10 mM Tris
buferio, pH 7,5, ir centrifuguojamas taip, kaip aprasyta 1 stadijoje. Nuopilas surenkamas ir
maiSomas maisikliu 1 valanda su 20-50 me8y Dowex 1-X4 dervos chlorido forma (0,006%
bendro praskiesto renatiiruoto misinio tiirio). Sis misinys supilamas j kolonéle ir surenkamas
iSbéges skystis. HPLC metodu patikrinamas sarkozino paSalinimas.

7. Nusodinimas riigStimi. Ankstesnés stadijos iSbéges skystis surenkamas, pariigStinama iki
pH 5,5 ir laikoma kambario temperatiiroje 30 min. Sis misinys centrifuguojamas taip, kaip
apradyta 1 stadijoje.

8. Katijony mainy chromatografija. Ankstesnés stadijos nuopilas partigStinamas iki pH 4,2
ir supilamas ant CM Sepharose Fast Flow. Naudojamas 20 kolonélés tiriy druskos
gradientas, esant 20 mM NaOAc, pH 4,2, 0-1,0 M NaCl.

9. HIC chromatografija. I sumaiSytos ankstesnés stadijos CM sefarozés piky frakcijas
(nustatyta pagal UV analizés duomenis) pridedama amonio sulfato iki 0,2 M. Panaudojamas
20 koloneles tiiriy atvirks$¢ias drusky gradientas, esant 5 mM NaOAc, pH 4,2, 0,4-0 M

amonio sulfato. Si medziaga koncentruojama ir diafiltruojama j PBS.

Rezultatai
Zemiau duodami C57B16J peliy (8 savaitiy amziaus) procentiniai (%) svorio

skirtumai, lyginant su bazine linija.:

8 lentele
Svorio mazéjimas, esant nepertraukiamai infuzijai
Laikas (dienos) Tirpiklis (PBS) Rekombinantinis OB polipeptidas
1-2 dienos 3,24 + 1,13 1,68 £1,4
3-4 dienos 4,3 + 0,97 -2,12 £ 0,79
5-6 dienos 4,64 = 0,96 -4,62 £ 1,3
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Kaip matyti i lentelés, po 6 dieny nepertraukiamos infuzijos, gyvuliuky, gavusiy OB
polipeptida, kiino svoris sumazéjo daugiau nei 4%, lyginant su bazine linija. Tai yra daug
greitesnis svorio maZzéjimas, lyginant su maZéjimu, esant intrperitoninéms (i.p.) injekcijoms.
Laukinio tipo (normaliy) peliy, gavusiy rekombinantinio OB polipeptido 10 mg/kg dozés i.p.
injekcijas, svorio sumazéjimas po 32 dieny injekcijy laikotarpio buvo tik 2,6-3,0% ir nebuvo
didesnis nei 4% bet kuriuo metu per dozavimo laikotarpj (duomenys neparodyti). Sie
duomenys rodo, kad esant nepertraukiamai infuzijai, 20 karty mazesné doze (0,5 mg/kg
lyginant su 10 mg/kg) duoda didesnj svorio sumazéjima per trumpesnj laikotarpj.

Pateikti rezultatai yra statistiskai reik3mingi, pvz., -4,62% su p<0,0001.

14 PAVYZDYS: Rekombinantinio Zmogaus OB polipeptido klonavimas ir ekspreéiia

Siame pavyzdyje duodamos rekombinantinio Zmogaus versijos OB polipeptido
analogo gavimo metodai ir kompozicijos.

Zmogaus versijos OB DNR sukonstruota i3 pelés OB DNR taip, kaip apradyta
auksdiau duotame 13 pavyzdyje, pakeidiant sritj tarp Miul ir BamHI viety dvigrandinine
DNR (padaryta i3 sintetiniy oligonukleotidy), kurioje buvo sukonstruota 20 kodony. Pelés 35
subrendusios padéties arginino ir pelés subrendusios 74 padéties leucino kodonai buvo
nepakeisti. Mlul vieta parodyta po i3tisine linija Zemiau duodamoje sekoje. Si DNR perkelta
i pCFM 1656 vektoriy (ATCC, depozito Nr. 69576) tokiu paciu bidu, kaip ir

rekombinantinio pelés baltymo atveju, kaip apraSyta auksciau.

Rekombinantinés 3mogaus met OB (dvigrandés) DNR ir aminorigtiy sekos (SEQ ID NOS: 96

ir 97)

CATATGGTACCGATCCAGAAAGTTCAGGACGACACCAAARACCTTAATTARAACGATCGTT
1 ——=——=--- fommm——— pmmmm e ———— o ————— o s i S o + 60

GTATACCATGGCTAGGTCTTTCAAGTCCTGCTGTGGTTTTGGAATTAATTTTGCTAGCAA
M VvV P I 0 K VvV ¢ D DT KTULIIXKTTIWV -

ACGCGTATCAACGACATCAGTCACACCCAGTCGGTGAGCTCTAAACAGCGTGTTACAGGC
Bl s fmm—————— o tommm————— Frmim i o +120

TGCGCATAGTTGCTGTAGTCAGTGTGGGTCAGCCACTCGAGATTTGTCGCACAATGTCCG
T R I N D I S H T Q S vV S S K Q R V T G -

CTGGACTTCATCCCGGGTCTGCACCCGATCCTGACCTTGTCCAAAATGGACCAGACCCTG
12—~ ————m— i = Fommm————— trmmmm———— fmm—————— o ————- +180
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GACCTGAAGTAGGGCCCAGACGTGGGCTAGGACTGGAACAGGTTTTACCTGGTCTGGGAC
L b ¥F I P G L H P I L T L S KM D Q T L -
GCTGTATACCAGCAGATCTTAACCTCCATGCCGTCCCGTAACGTTCTTCAGATCTCTAAC

CGACATATGGTCGTCTAGAATTGGAGGTACGGCAGGGCATTGCAAGAAGTCTAGAGATTG
AV Y Q ¢ I L T s M P S R NV L QQ I S N -
GACCTCGAGAACCTTCGCGACCTGCTGCACGTGCTGGCATTCTCCAAATCCTGCCACCTG

CTGGAGCTCTTGGAAGCGCTGGACGACGTGCACGACCGTAAGAGGTTTAGGACGGTGGAC
b L ENL R DIL L HV L A F S K S C H L =
CCATGGGCTTCAGGTCTTGAGACTCTGGACTCTCTGGGCGGGGTCCTGGAAGCATCCGGT

GGTACCCGAAGTCCAGAACTCTGAGACCTGAGAGACCCGCCCCAGGACCTTCGTAGGCCA
p W A S G L E T L D S L G G V L E A S G -
TACAGCACCGAAGTTGTTGCTCTGTCCCGTCTGCAGGGTTCCCTTCAGGACATGCTTTGG

ATGTCGTGGCTTCAACAACGAGACAGGGCAGACGTCCCAAGGGAAGTCCTGTACGAAACC
Yy s T E v v A L § R L Q G §$ L Q D M L W =

CAGCTGGACCTGTCTCCGGGTTGTTAATGGATCC
A2 ]~ ——momm e Fmmmm————— fomm——————— s 454
GTCGACCTGGACAGAGGCCCAACAATTACCTAGG

Q L D L s P G C *

Fermentacija
Auk3Ciau minéto Seimininko lasteliy fermentacija, norint gauti rekombinantinj
zmogaus OB polipeptida, atlikta auk3ciau apradytomis rekombinantinés pelés OB medziagos
gavimo sglygomis. Analizuota ir koreliuota rekombinantinés Zmogaus OB medzZiagos (ir

nedideliy bakterinio baltymo kiekiy) iSeiga (gramais litrui) ir pradinis valymas, tiriant

baktering ekspresija:
9 lentele
Zmogaus OB polipeptido ekspresijos analizé

Laikas OD ISeiga Ekspresija
(@600 nm) (&/L) (mg/ODel)

Ind. +2h 47 1,91 41

Ind. +4h 79 9,48 120

Ind. + 6h 95 13,01 137

Ind. + 8h 94 13,24 141

LT 4265 B
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Ind. + 10 h 98 14,65 149

Sutrumpinimai: Ind. + _ h reiSkia valandas po baltymo ekspresijos indukcijos, kaip aprasyta 13 pavyzdyje
rekombinantinés pelés medZiagos ekspresijos atveju, naudojant pCFM 1656.
0.D.: optinis tankis, iSmatuotas spektrofotometru miligramai O.D. vienetui litrui

mg/O.Del: ekspresija mg baltymo O.D. vienetui litrui.

Rekombinantinio Z2mogaus OB pblipeptido valymas

Rekombinantinis zmogaus baltymas gali biiti valomas, panaudojant metodus,
panasius j tuos, kurie buvo naudoti rekombinantinio pelés baltymo valymui, kaip aprasyta
aukséiau duotame 13 pavyzdyje. Rekombinantinio Zmogaus OB polipeptido gavimui 8 stadija
buvo atlikta, parfigitinant 7 stadijos nuopila iki pH 5,0 ir uZpilant jj ant CM sefarozes greito
srauto kolonélés. 20 kolonélés tiriy druskos gradientas realizuotas esant 20 mM NaOAc, pH
5,5, 0-0,5 M NaCl. 9 stadijoje skiedziamas i§ CM sefarozes kolonélés iSbeéges skystis 4 tiiriais
vandens, ir nustatomas pH=7,5. I §j misinj dedama amonio sulfato iki 0,7 M. Panaudojamas
20 kolonélés tiiriy atvirk$Gias druskos gradientas, esant 5 mM NaOAc, pH 5,5, 0,2-0 M

amonio sulfato. Pirnmosios stadijos buvo identiskos.

15 PAVYZDYS: Dozés-atsako tyrimai

Papildomas tyrimas parodé, kad yra nuo dozés priklausantis atsakas | nepertraukiama
OB baltymo jvedima. Siame tyrime laukinio tipo peléms (nenutukusios, CD-1 pelés,
sverian¢ios 35-40 g) jvedamas rekombinantinis pelés OB baltymas, naudojant panasius j 12 ir
13 pavyzdziuose apraSytus metodus. Rezultatai buvo tokie (kiino svorio sumaZ€jimo %,

lyginant su bazine linija, iSmatuoti taip, kaip aprasyta auksciau):

10 lentelé

Dozé-atsakas, esant nepertraukiamam jvedimui

Doze Laikas Kiino svorio sumazejimo %
0,03 mg/kg/per dieng 2 diena 3,5%
1 mg/kg/per diena 2 diena 1,5 %
1 mg/kg/per diena 4 diena 14 %
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IS lentelés matyti, kad didinant dozg¢ nuo 0,03 mg/kg/per dieng iki 1 mg/kg/per diena,
svorio praradimas padidéjo nuo 3,5 iki 7,5. Taip pat svarbu paZzyméti, kad 14-ta dieng 1

mg/kg/per dieng dozé sukélé 14 % kiino svorio sumazejima.

16 PAVYZDYS: Leptino ijtaka j ob/ob peliy kiino sudétj

Sesiolikos savaidiy amziaus C57B1/6J ob/ob pelés 33 dienas buvo veikiamos 5
ng/kg/per dieng pelés leptino doze, tirpikliu arba negavo preparato. Antrajame eksperimente
7 savaiciy amziaus ob/ob pelés 12 dieny buvo veikiamos 10 ug/kg/per dieng Zmogaus leptino,
pelés leptino dozémis arba tirpikliu. Tada pelés buvo numarintos ir jvertintas bendras kiino
svoris, kiino sudétis, insulino ir gliukozés kiekiai. Siy eksperimenty duomenys yra pateikti 11

lenteléje
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Kiino sudéties duomenys rodo leptino poveiki j tris kiino dalis: riebaly masg, lieso
kiino masg ir vandens masg. Sie duomenys rodo, kad leptinas labai maZina riebaly masg ir
turi ribota poveiki i liesa kiino mase. Taliau poveikis j liesa kiino masg yra statistidkai
nepatikimas.

Insulino ir gliukozés kiekiy palyginimas paveiktose leptinu ir kontrolinese
(nepaveiktose) pelésé rodo, kad leptinas maZina cukraus ir insulino kiekius kraujuje ir

tokiu biidu gerina $iuos diabeto rodiklius.

17 PAVYZDYS: Dideliy leptino doziy poveikis laukinio tipo peléms

Norint atlikti liesumo kontrole, ob/ob peléms (C57B1/6] +/?) vieng karta per dieng
i.p. bidu buvo leidziama 10 ug/g pelés leptino arba tirpiklio (PBS) ir kitas dvi savaites
matuojamas kiino svoris ir maisto suvartojimas. Pradedant nuo 4-tos dienos, pastebimas
7ymus kiino svorio maZzéjimas ir Zymus maisto suvartojimo maZéjimas pirmaja savaitg.
Tadiau po vienos savaités abiejy peliy grupiy maisto suvartojimas buvo vienodas.
Antrosios savaités gale gyvuliukai buvo numarinti ir nustatyta ju kino sudetis. Kiino
sudéties analizés rezultatai parodyti 12 lenteléje. Sie duomenys rodo lepting gavusiy

gyvuliuky riebaly kiekio sumaZéjima, lyginant su PBS gavusiais gyvuliukais.
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Antrame eksperimente parodyta du kartus per dieng leidziamy 12,5 ug/g pelés
leptino i.p. doziy poveikis laukinio tipo C57B1/6J peléms. Pastebétas labai didelis kiino
svorio ir maisto suvartojimo sumazéjimas, susijes su du kartus per diena leidziamomis
polipeptido injekcijomis. Siame eksperimente gyvuliukai buvo patalpinti metabolinése
kamerose. Maistas buvo milteliy pavidalo Purina #5001 dieta. Sis maistas skyrési nuo
ankstesniy eksperimenty maisto, kuriuos sudaré dieta, susidedanti i§ kramtomo maisto,
tapiokos ir vandens. Taigi, metabolinése kamerose naudotas maistas buvo kaloringesnis, ir
tai paaiSkina, kodél suvartoto maisto kiekis skiriasi nuo gyvuliuky suvartoto maisto,

kuriame buvo vandens.

Toliau duodamos literatiiros Saltiniy, susijusiy su auki¢iau duodamu apraSymu ir

ypatingai eksperimentinémis metodikomis ir aptarimais, sarasas

Bahary et al., Genimics, 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 nutrition in obesity: Approaches to the molecular
genetics of obesity”, in Genetic Variation and Nutrition, pp. 90-101.11, Simopoulos and
Childs eds., S. Karger, Basel (1990).

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

Sis iSradimas gali bati realizuotas kitokiomis formomis arba kitokiais bidais,

nenukrypstant nuo jo esmés arba jo esminiy charakteristiky. Todél apradyma reikia laikyti
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visokiais poziliriais kaip iliustracinj, o ne apribojant; iSradimo apimtis yra nustatyta
pridedamoje apibréztyje, ir turima galvoje, kad jame apimami visokie pakeitimai, kurie
jeina j jo prasmes ir ekvivalentiSkumo sfera.

Siame apradyme cituojami jvairis literatiros 3altiniai, jie visi ¢ia pridedami pilnai.
Sidloma iSradimg galima jgyvendinti pagal auks$Ciau duodama apradyma, lengvai
prieinamus literatliros Saltinius ir pradines medZiagas. Vis délto, pareiskéjai 1995 m.
rugpjucio 9 d. deponavo Amerikos tipiniy kultliry kolekcijoje (12301 Parklawn Drive,
Rockville, MD, 20852-1178, USA) pagal Budape$to sutartj apie mikroorganizmy
deponavimg patentavimo tikslais tokius mikroorganizmus: E. coli H14, turindia pETH14
plazmidg (depozito Nr. 69880) ir E. coli M9, turintia pETM9 plazmide (depozito Nr.
69879).
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(B) TELEFAKSAS: 201 343-1684
(C) TELEKSAS: 133521

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:1:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 2793 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: dviguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(A) APRASYMAS: ob kDNR
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pelé
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 57..560
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:1:

GGATCCCTGC TCCAGCAGCT GCAAGGTGCA AGAAGAAGAA GATCCCAGGG AGGAA 56

ATGTGC 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 Ile GIln 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 Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
35 40 45

CAGTCG 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 lle Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp GIin Thr Leu Ala
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65 70 75 80

GTC TAT CAA CAG GTC CTC ACC AGC CTG CCT TCC CAA AAT GTG CTG CAG
Val Tyr Gin Gln 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 CTG CTG GCC
lle Ala Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala
100 105 110

TTC TCC AAG AGC TGC TCC CTG CCT CAG ACC AGT GGC CTG CAG AAG CCA
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
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 CAA CAG
Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ser Leu Gin Asp Ile Leu Gln Gln

344

392

440

438

536

145

TTG GAT GTT AGC CCT GAA TGC TGA AGTTTCAAAG GCCACCAGGC TCCCAAGA
Leu Asp Val Ser

ATCATGTAGA
ACACATCCAT
CAATGCTTGA
AGGGGACTCT
TCCCACCTGC
GGTGAGGTAG
GGCTGCATCC
TTATTCTGCA
GGGTCAGCCA
CCCGAGGCAA
TCTATGCAGG
ACTCTATCCA
AGCAGATGAA
TTAGAGGGAG
TCTGAAAGGG
ACAAAGGAGT
AAGCTACAGG
GACAGTGAGC
CTCACAATGC
TTGGTTCATC
GGGAATGAGA
GCCAGGGCCC
CTTGGGTTTT

150

165

155

Pro Glu Cys *

160

GGGAAGAAAC CTTGGCTTCC AGGGGTCTTC AGGAGAAGAG

CATTCATTTC

CTCAAGTTAT
CACCTAGTTC
TCCGGGTACA
GGATGGGTAG
ACACACAGCT
TTCTATTITG

TCTCCCTCCT GTAGACCACC
CCACACAACT TCATGAGCAC
TTCAGCAAGT AGAGATAAGA
TGTTCCTCCG TGGGTACACG
AGCCTTTGGG CTGTCTCAGA
CGAAACTCCC AAGCAGCACA
GATGGATCTG AAGCAAGGCA

GGATGAGGAA GGCTCCTGGG GTGCTGCTTT

ACCTAATTIT

TAGCGCTCAA
AACACGTTTG
TTTTGTCAAG

GGTGAAGGAT
TGAGGCATTT
TGACTCTTTC

CCTTTTGTTG
CCCAAGAAAA
GTTTCTTAAG
CAAAGTAGAA
AATCACTTAG
CAGGCCAGGC
TCCATCACCC

TGAGTGACTG GAAGGAAGGT
GATTGACCTC TGGTGACTGG
CAGCGGCATT GCCGGGAGCA
TGTAATATGT ATCTATGTGC
CCGGAAGTGT TCTCTGAATT
TCTTACCTCT GTGGCCACAT
CGGAACATTT GGAGTGTACC
GCATATTGCT GAGCTCAGGG
GGGTCCCTGG TGTAGATCTC
CAGGTAGAC TTTGCATGCC
CCCTGTCTCC CACCCATTCT
CAGATGGTCC TGAGCCCTGG
TGCCAGAATT GCCCTTCGGG
CTGCACCCTA TGTCACCATC

CATCCAAAGG
AAGGAGGGGC
GCCATCCCAT
CTTCGCTGCG
GTCTTTGGGA
CGATGGAAGC
TCAGCTTTTT
CAATCCTATT
TGGGATCTTC
TTTTGTTTCT
TAGGCTAGGT
ACCTGAGGGT
ACATATGTGT
AGTGTGGCTT
AGGCACCCTT
AGTGAGGGCC
CAAGGTTGTC
AATATGTGGT
GTGGGGAGTT
GCCAGCACTG
CTGGAGGATG
AAACTGGGGG

588

AGCCATGTGC 648
CATGACTCCA 708
CAGCCTGCAG 768
CCCCTCCATG 828
GCCCAGGAGA 888
GCACCGTGAA 948
ACTTATTTAT 1008
CAGGCTTTGG 1068
GATGGGTCTG 1128
CAAACAAGAG 1188
ATTGTGACTG 1248
TATTATCAAA 1308
AGAGGATGTG 1368
GGTAGGCTTT 1428
TGTGAAAAGG 1488
GGAGGGGCTA 1548
CCACATTTGA 1608
CAGGGTTGAT 1668
TCTCATCTGA 1728
TTGTTCCAGT 1788
CTGAGGAAGT 1848
AACAAAGGGG 1908
GCAGATCAGT 1968



GAGAGGACAC
CTGTCTGGTG
TCCCTGTGGT
GAAGTACAGT
GGGGAACCCT
CACTCCTATG
TCCAAAATGC
TTTGAGTATA
ATTTATATTT
AATAACGTTG
CTCAAAAACC
AGCTTATACC
TGAAGTGTGC
GTGCTAAGAG

TTGATGGAAA
CTGTGAGCTA
TAGACCCTAC
GCTGTCTTCA
GCTTGCAGTC
GTAGCACACT
TTGGGACTAG
TATAAAATGA
CATAATACCG
TATGCATGAA
TTGGGGTTTT
TAAAACCATA
CCTTCCAGCC
AGGAGTTGGA
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GCAATACACT TTAAGACTGA GCACAGTTTC
GAGAAGCTC CCACATACAT ATAAAAATCA
TCGCGGCGGT GTACTCCACC ACAGCAGCAC
ACAGGTGTGA AAGAACCTGA GCTGAGGGTG
TATTGCATTT ACATACCGCA TTTCAGGGCA
GTTGACAATA GGACAAGGGA TAGGGGTTGA
AAGAGTTTTG GATTTTAGAG TCTTTTCAGG
GATATCTTGG GGATGGGGCC CAAGTATAAA
TATAGACACT GCTTGAAGTG TAGTTTTATA
AGACGTTTTT ACAGCATGAA CCTGTCTACT
GGAGCAGTTT ]JGGATCTTGGG TTTTCTGTTA
ATGGCAAAC GGCTGCAGGA CCAGACTGGA
AGGTCATACC CTGTGGAGGT GAGCGGGATC
GGTAGATTTT GGAGGATCTG AGGGC

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:2:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 168 aminorigitys
(B) TIPAS: aminoriigstis
(D) TOPOLOGUA: linijiné

GTGCTCAGCT 2028
GAGGCTCATG 2088
CGCACCGCTG 2148
ACAGTGCCCA 2208
CATTAGCATC 2268
CTATCCCTTA 2328
CATAGGTATA 2388
CATGAAGTTC 2448
CAGTGTTTTA 2508
CATGCCAGCA 2568
AGAGATGGTT 2628
TCCTCAGCCC 2688
AGGTTTTGTG 2748

2793

(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(A) APRASYMAS: pelés ob polipeptidas
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:2:

Met Cys Trp Arg
1 S

Val GIn Ala Val Pro
20

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

Ile Gln Lys Val GIln Asp Asp Thr Lys
25 30

Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser
40 45

Arg Gly Leu Asp Phe lle Pro
60

Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala
75 80

Val Leu Thr Ser Leu Pro Ser Leu GIn
83 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 Leu Pro GIn Thr Gly Leu Gin

Ser Tyr

Thr Leu Ile

35

Ser Val
50

Leu His

Lys Thr Ile WVal His Thr

Gln Ser Ala Lys Gln Val Thr

55

Ile Leu Ser
70

Gly
63

Val

Pro Leu Ser

Tyr Gln Gin GIln Asn Val

Ser

Cys Ser Lys Pro
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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 GIin Asp Ile Leu Gln Gin
145 150 155 160
Leu Asp Val Ser Pro Glu Cys *
165
(2) INFORMACUJA APIE SEQ ID NO:3:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 700 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: dviguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: kDNR
(A) APRASYMAS: zmogaus ob kDNR, kur N reiskia bet kokj nukleotida
(iii) HIPOTETISKA: Ne
(iv) ANTIPRASMINE: Ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 46..546
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:3:
NNNGNNGTTG CAAGGCCCAA GAAGCCCANN NTCCTGGGAA GGAAA ATG CAT TGG 54
Met His Trp
1
GGA ACC CTG TGC GGATTC TTG TGG CTT TGG CCC TAT CTT TTC TAT CTG 102
Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu Phe Tyr Val
5 2 10 15
CAA GCT GTG CCC ATC CAA AAA GTC CAA GAT GAC ACC AAA ACC CTC ATC 150
Gln Ala Val Pro Ile GIn Lys Val Gin Asp Asp Thr Lys Thr Leu lle
20 25 30 35
AAG ACA ATT GTC ACC AGG ATC AAT GAC ATT TCA CAC ACG CAGTCA GTC 198
Lys Thr He 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 CAG 246
Ser Ser Lys GIn Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His
55 60 65
CCC ATC CTG ACC TTATCC AAG ATG GAC CAG ACA CTG GCA GTCTAC CAA 294

Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gin Thr Leu Ala Val Tyr Gin
70 75 80
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CAG ATC CTC ACC AGT ATG CCT TCC AGA AAC GTG ATC CAA ATATCC AAC
Gin Ile 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 TTCTCT 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 Gin Asp Met Leu Trp Gin Leu Asp Leu
150 155 160

AGC CCT GGG TGC TGAGGCCCTT GAAGGTCACT CTTCCTGCAA GGACTNACGT
Ser Pro Gly Cys
165

TAAGGGAAGG AACTCTGGTT TCCAGGTATC TCCAGGATTG AAGAGCATTGCATGGACACC
CCTTATCCAG GACTCTGTCA ATTTCCCTGA CTCCTCTAAG CCACTCTTCC AAAGG

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:4:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 167 aminortigstys
(B) TIPAS: aminortig§tis
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(A) APRASYMAS: 2mogaus ob polipeptidas
(vi) ORIGINALUS SALTINIS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:4:

342

350

438

486

534

585

645
700



Met
Phe
Thr
Gln
Gly
65
Val
Ile
Phe
Asp
Val

145

Leu

152

His Trp Gly Thr Leu Cys Gly Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu

Val Gln
20

Tyr

Ile
35

Val

Leu Lys

Ser Ser

50

Leu His

Tyr Gln

Ser Asn

Ser Lys

115

Ser Leu

130
Ala Leu

Gly

Ser

Asp Leu Ser

5
Ala Val Pro

Thr Ile Val

Gln
55

Ile Leu Thr
70

Leu Thr

Ser Lys

Ile
85

Leu Glu Asn

Cys His Leu

Leu
135

Gin

Gly Val

Arg Leu
150

Pro Gly
165

Cys

Ile

Gln
25

10
Lys

Thr Arg Ile
40

Lys
Leu
Ser
Leu
Pro
120

Glu

Gly

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:5:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 166 aminorhgstys
(B) TIPAS: aminoriigstis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(A) APRASYMAS: pelés ob polipeptidas neturintis Gln 49 padétyje
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pelé
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:S:

Met

Ser

Thr

Ser

Leu
65

15

Val Gin Asp Asp Thr Lys

Asn  Asp

val Thr Gly Leu
60

Asp Gln Thr Leu Ala

Ser

Met

Lys

Pro Ser

90

Met
75

Ile
45

Asp

Arg Asn

Arg Asp Leu Leu His

105

Trp Ala

Ala

Ser

Ser

Ser

30

Ser His Thr

Phe Ile Pro

80

Ile Gin
95

Val Leu Ala
110

Val

Gly Leu Glu Thr Leu
125

Gly Tyr Ser

140

Thr Glu Val

Leu GIn Asp Met Leu Trp Gin

155

160

Cys Trp Arg Pro Leu Cys Arg Phe Leu Trp Leu Trp Ser Tyr Leu
5 10 15
Tyr Val Gln Ala Val Pro Ile Gin Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys
20 25 30
Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp 1Ile Ser His Thr
35 40 45

Val Ser Ala Lys Gin Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly

50 55 60

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

LT 4265 B



153

Tyr Gln Gln Val Leu Thr Ser Leu Pro Ser GIln Asn Val Leu Gin 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 GIn 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 Gin Gly Ser Leu GIln Asp lle Leu Gln Gin Leu
145 150 155 160
Asp Val Ser Pro Glu Cys
165
(2) INFORMACIUA APIE SEQ ID NO:6:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 167 amino ragstys
(B) TIPAS: aminoriig§tis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(A) APRASYMAS: zmogaus ob polipeptidas neturintis Gln 49 padétyje
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:6:
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
Ser Val Ser Ser Lys Gin Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly
50 55 60
LeuLeu His Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gin Thr Leu Ala
65 70 75
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 Lew Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val
130 135 140
Ala Leu Ser Arg Leu Gin Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gin Leu
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(D) TOPOLOGUA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(A) APRASYMAS: 2G7 egzonas

(iii) HIPOTETISKA: ne

(iv) ANTIPRASMINE: ne

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:7:

GTGCAAGAAG AAGAAGATCC CAGGGCAGGA AAATGTGCTG GAGACCCTG TGTCGGGTCC 60
NGTGGNTTTG GTCCTATCTG TCTTATGTNC AAGCAGTGCC TATCCAGAAA GTCCAGGATG 120
ACACCAAAAG CCTCATCAAG ACCATTGTCA NCAGGATCAC TGANATTTCA CACACG 165
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(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:8:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (praimeris)
(A) APRASYMAS: 2G7 egzono PCR 5’ pradmuo
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:8:

CCAGGGCAGG AAAATGTG

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:9:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 22 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: 2G7 egzono PCR 3’ pradmuo
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: taip
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:9:

CATCCTGGAC TTTCTGGATA GG

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:10:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 23 aminoriigitys
(B) TIPAS: aminortigstis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(A) APRASYMAS: N-galinis signalinis peptidas
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:10:
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22

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

Ser Tyr Val Gln Ala Val Pro
20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:11:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 287 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigdtis
(C) GRANDINES TIPAS: dviguba
(D) TOPOLOGIJA: cirkuliariné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (plazmidé)
(A) APRASYMAS: pET-15b ekspresijos vektorius
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: T7 promotorius
(B) PADETIS: 20..37
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: lac-operatorius
(B) PADETIS: 39..64
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 108..243
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: His-Tag
(B) PADETIS: 123..137
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: trombino skaldymo vieta
(B) PADETIS: 184..196
(xi) SEKOS APRASYMAS: 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
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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 Gin *
40
287

AAACGGGTCT TGAGGGGTTT TTTG

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:12:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 45 aminorigstys
(B) TIPAS: aminoragstis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: haltymas
(xi) SEKOS APRASYMAS: 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 Gin
35 40

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:13:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 32 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: pelés 5 pradmuo
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:13:

CTTATGTTCA TATGGTGCCG ATCCAGAAAGTC 32

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:14:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 32 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
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(D) TOPOLOGUA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: pelés 3’ praimeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: taip
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:14:

TCCCTCTACA TATGTCTTGG GAGCCTGGTG GC 32

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:15:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 32 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Zmogaus 5’ pradmuo
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:15:

TCTATGTCCA TATGGTGCCG ATCCAAAAAGTC 32

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:16:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 32 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rtigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (praimeris)
(A) APRASYMAS: 2mogaus 3’ praimeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: taip
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:16:

TTCCTTCCCA TATGGTACTC CTTGCAGGAA GA 32

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:17:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
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(A) ILGIS: 11 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino ragstis

(C) GRANDINES TIPAS: dviguba

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: kDNR

(A) APRASYMAS: akceptoriaus susijungimo vieta ob
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(ix) BRUOZAS:

(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: akceptoriaus susijungimo vieta
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:17:

AGCAGTCGGT A

(2) INFORMACLJA APIE SEQ ID NO:18:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 16 aminoriigiciy
(B) TIPAS: aminoriig§tis
(D) TOPOLOGIJA: nezinoma
(il) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(A) APRASYMAS: ob peptido fragmentas
(v) FRAGMENTO TIPAS: vidinis
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pelé
(xi) SEKOS APRASYMAS:

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

(2) INFORMACLIJA APIE SEQ ID NO:19:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 15 aminoriigiciy
(B) TIPAS: aminoragstis
(D) TOPOLOGIJA: nezinoma
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(A) APRASYMAS: ob peptido fragmentas
(v) FRAGMENTO TIPAS: vidinis
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:

Lys
15
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Thr

11
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(A) ORGANIZMAS: pelé
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:19:

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

(2) INFORMACLJA APIE SEQ ID NO:20:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 aminorugiciy
(B) TIPAS: aminorigstis
(D) TOPOLOGIJA: neZzinoma
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(A) APRASYMAS: ob peptido fragmentas
(v) FRAGMENTO TIPAS: vidinis
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pelé
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:20:

Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro GIn Thr Ser Gly Leu GIln Lys Pro Glu
1 5 10 15
Ser Leu Asp

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:21:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 aminorigicéiy
(B) TIPAS: aminoriigstis
(D) TOPOLOGIJA: nezinoma
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(A) APRASYMAS: ob peptido fragmentas
(v) FRAGMENTO TIPAS: karboksilo galas
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pele
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:21:

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

Ser Pro Glu Cys
20

(2) INFORMACIA APIE SEQ ID NO:22:
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(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 414 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: dvibuba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(il) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(A) APRASYMAS: Zmogaus ob geno dalis, turinti nekoduojandia seka aukiiau pirmo egzono,
koduojangia pirmojo egzono sekg ir pirmojo introno 5’ sritj
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(4) ORGANIZMAS: Zmogus
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 38..181
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: pirmojo introno 5’ sritis
(B) PADETIS: 182..414
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: Zmogaus ob geno 5’ nekoduojanti seka, i§ kurios buvo generuotas
HOB 1gF DNR pradmuo
(B) PADETIS: 11..28
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: Zmogaus ob geno introniné seka, i kurios buvo generuotas HOB 1gR
pradmuo ‘
(B) PADETIS: 241..260
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:22:

GGTTGCAAGG CCCAAGAAGC CCATCCTGGG AAGGAAA ATG CAT TGG GGA ACC CTG 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 Gin Ala Val
10 15 20

CCC ATC CAA AAA GTC CAA GAT GAC ACC AAA ACC CTC ATC AAG ACA ATT 151
Pro lle Gln Lys Val Gin 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
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AAGAAACATT TATTGAACGC CTCCTGAATG CCAGGCACCT ACTGGAAGCT GAGAAGGATT 321
TTGGATAGCA CAGGGCTCCA CTCTTTCTGG TTGTTTCTTN TGGCCCCCTC TGCCTGCTGA 381
GATNCCAGGG GTTAGNGGTT CTTAATTCCT AAA 414

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:23:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 48 aminorigstys
(B) TIPAS: aminoriigstis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(i) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(A) APRASYMAS: 2mogaus ob baltymo, koduojancio pirma egzona, N-galiné dalis

(xi) SEKOS APRASYMAS: 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 GIn Asp Asp Thr Lys
20 25 30
Thr Leu lle Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr
35 40 45

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:24:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 801 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: dviguba
(D) TOPOLOGTIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genomin¢)
(A) APRASYMAS: zmogaus ob geno dalis, turinti pirmo introno 3’ sritj, antrojo egzono koduojancia
sekg ir 3’ nekoduojancia seka
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 291..648
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: pirmojo introno 3’
(B) PADETIS: 1..290
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(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: zmogaus ob geno HOB introniné seka, i$ kurios buvo generuotas
HOB 2gF pradmuo
(B) PADETIS: 250..269
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: Zmogaus ob geno nekoduojanti 3’ seka, i3 kurios buvo generuotas
HOB 2gR DNR pradmuo |
(B) PADETIS: 707..728
(xi) SEKOS APRASYMAS: 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 CAGTCA 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 TTATCC 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 CAA ATATCC 440
Gln GIn Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile GIn Ile Ser

35 40 45 50
AAC GAC CTG GAG AAC CTC CGG GAT CTT CTT CAC GTG CTG GCCTTC TCT 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 ACCTTG 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
Leu Ser Arg Leu GIln Gly Ser Leu GIin 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 GAGCATTGCATGGACACCCC 748
TTATCCAGGA CTCTGTCAAT TTCCCTGACT CCTCTAAGCC ACTCTTCCAA AGG 801
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(2) INFORMACLJA APIE SEQ ID NO:25:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 119 aminorigsciy
(B) TIPAS: aminorigstis
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(A) APRASYMAS: zmogaus ob baltymo C-galiné dalis
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:25:

Gln Ser Val Ser Ser Lys Gin Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe

LT 4265 B

Ile Pro
15

Ile Gln
Leu Ala

80

Glu Val
95

Trp Gin

1 5 10
Gly Leu His Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gin Thr Leu Ala
20 25 30
Val Tyr Gin Gln Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val
35 40 45
Ile Ser Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val
50 55 60
Phe Ser Lys Ser Cys His Leu Pro Trp Ala Ser Gly Leu Glu Thr Leu
65 70 75
Asp Ser Leu Gly Gly Val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr
85 90
Val Ala Leu Ser Arg Leu Gln Gly Ser Leu Gin Asp Met Leu
100 105 110
Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys
115

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:26:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 8 aminoriigstys
(B) TIPAS: aminoriigstis
(D) TOPOLOGIJA: neZinoma
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(v) FRAGMENTO TIPAS: vidinis
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: mielés pichia
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:26:

Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala
1 5

(2) INFORMACUA APIE SEQ ID NO:27:
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(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 4 aminorug3tys

(B) TIPAS: aminorigstis

(D) TOPOLOGIJA: nezinoma
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(v) FRAGMENTO TIPAS: vidinis
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:

(A) ORGANIZMAS: mielés pichia
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:27:

Glu Ala Glu Ala
1

(2) INFORMACUJA APIE SEQ ID NO:28:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 4 aminoriig3tys
(B) TIPAS: aminortigstis
(D) TOPOLOGIJA: neZinoma
(i) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(v) FRAGMENTO TIPAS: vidinis
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: mielés pichia
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:28:

Leu Glu Lys Arg
1

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:29:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijine
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: HOB 1gF DNR pradmuo, generuotas i§ Zmogaus ob geno 5’ nekoduojancios sekos
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:29:

CCCAAGAAGC CCATCCTG 18
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(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:30:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rugstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: HOB 1gR DNR pradmuo, generuotas Zmogaus ob geno pirmos introninés sekos
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: taip
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:30:

GACTATCTGG GTCCAGTGCC 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:31:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rugstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (praimeris)
(A) APRASYMAS: HOB 1gF DNR pradmuo, generuotas i§ Zmogaus ob geno pirmos introninés sekos
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:31:

CCACATGCTG AGCACTTGTT 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:32:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 22 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: HOB 2gr DNR pradmuo, generuotas i§ Zmogaus ob geno 3’ nekoduojancios sekos
(iii) HIPOTETISKA: ne
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(iv) ANTIPRASMINE: taip

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:32:

CTTCAATCCT GGAGATACCT 22

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:33:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 51 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: dviguba
(D) TOPOLOGIJA: cirkuliariné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR
(A) APRASYMAS: pPIC.9 klonavimo vieta
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:33:

CTCGAGAAAA GAGAGGCTGA AGCTTACGTA GAATTCCCTA GGCCGGCCGG G 51

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:34:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 40 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: PCR 5’ pradmuo Zmogaus ob kDNR sckos amplifikacijai
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:34:

GTATCTCTCG AGAAAAGAGT GCCCATCCAA AAAGTCCAAG 40

(2) INFORMACLJA APIE SEQ ID NO:35:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 31 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
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(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: PCR 3’ pradmuo Zmogaus ob KDNR sekos amplifikacijai
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: taip
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:35:

GCGCGAATTC TCAGCACCCA GGGCTGAGGT C 31

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:36:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 40 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: PCR 5’ pradmuo pelés ob kDNR sekos amplifikacijai
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:36:

GTATCTCTCG AGAAAAGAGT GCCTATCCAG AAAGTCCAGG 40

(2) INFORMACLIJA APIE SEQ ID NO:37:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 31 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: PCR 3’ pradmuo pelés ob kDNR sekos amplifikacijai
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: taip
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:37:

GCGCGAATTC TCAGCATTCA GGGCTAACAT C 31

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:38:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 4 aminorigstys
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(B) TIPAS: aminoriigstis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas

(A) APRASYMAS: N-galinis renatiiruoto pelés ob baltymo tetrapeptidas po trombino skaldymo

(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pelé
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:38:

Gly Ser His Met
1

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:39:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigtis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1734
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:39:

CAAGACAAAT GAGATAAGG

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:40:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1734
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:

19
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(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:40:

AGAGTTACAG CTTTACAG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:41:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino ragitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suriimo vietai specifinis PCR pradmuo sWS5494
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:41:

CTAAACACCT TTCCATTCC 19

(2) INFORMACUJA APIE SEQ ID NO:42:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 22 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS494
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:42:

TTATATTCAC TTTTCCCCTCTC 22

(2) INFORMACUA APIE SEQ ID NO:43:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
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(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rtigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suriSimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS883
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:43:

TGCAGTAAGC TGTGATTGAG 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:44:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS883
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:44:

GTGCAGCTTT AATTGTGAGC 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:45:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2359
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(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:45:

AGTGTTGTGT TTCTCCTG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:46:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2359
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:46:

AAAGGGGATG TGATAAGTG 19

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:47:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suris§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2336
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:47:
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GGTGTTACGT TTAGTTAC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:48:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos surisimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS§2336
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:48:

GGAATAATGA GAGAAGATTG 20

(2) INFORMACLJA APIE SEQ ID NO:49:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigtis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1219
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
{A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:49:

GCTCAACTGA CAGAAAAC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:50:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
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(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1218
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:50:

GACTATGTAA AAGAAATGCC 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:51:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos surisimo vietai specifinis PCR pradmuo sWS51402
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:51:

AAAGGGCTTC TAATCTAC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:52:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1402
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
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(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:52:
CCTTCCAACT TCTTTGAC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:53:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWS5999
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:53:

TAAACCCCCT TTCTGTTC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:54:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS999
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:54:

TTGCATAATA GTCACACCC 19

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:55:
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(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 22 baziy porOS
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1751
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:55:

CCAAAATCAG AATTGTCAGA AG 22

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:56:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1751
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:56:

AAACCGAAGT TCAGATACAG 20

(2) INFORMACIA APIE SEQ ID NO:57:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
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(A) APRASYMAS: Sekos surisimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1174

(iii) HIPOTETISKA: ne

(iv) ANTIPRASMINE: ne

(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:57:

AATATCTGAC ATTGGCAC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:58:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1174
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:58:

TTAGACCTGA GAAAAGAG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:59:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigdtis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2061
(iiiy HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:59:
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GTTGCACAAT ACAAAATCC 19

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:60:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suriimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2061
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:60:

CTTCCATTAG TGTCTTATAG 20

(2) INFORMACLJA APIE SEQ ID NO:61:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos surisimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2588
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:61:

ATCACTACAC ACCTAATC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:62:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
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(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suriimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2588
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:62:

CCATTCTACATTTCCACC - 18

(2) INFORMACLIJA APIE SEQ ID NO:63:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 24 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijine
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS808
(iti) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:63:

GGCTGTGTGA GCAAGATCCT AGGA 24

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:64:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 23 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos surisimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS808
(iii) HIPOTETISKA: ne
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(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:64:

TTGCCAGGCA AAGAGGGCTG GAC 23

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:65:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigtis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1392
(iit) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:65:

CTCAGGTATG TCTTTATC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:66:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWS51392
(ili) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:66:

TGTCTCTGCA TTCTTTTC 13
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(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:67:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1148
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:67:

GACACATACA AACACAAG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:68:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1148
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:68:

ATTGAGTTGA GTGTAGTAG 19

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:69:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
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(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos surisimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1529
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:69:

CAGGGATTTC TAATTGTC 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:70:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:.
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suriS§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS1529
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:70:

AAAAGATGGA GGCTTTTG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:71:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 21 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2619
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
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(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:71:

CGTTAAGGGA AGGAACTCTGG 21

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:72:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suridimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2619
(ili) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:72:

TGGCTTAGAG GAGTCAGGGA 20

(2) INFORMACUA APIE SEQ ID NO:73:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigtis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suriSimo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS404
(ili) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:73:

ACCAGGGTCA ATACAAAG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:74:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
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(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$§imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS404
(iti) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:74:

TAATGTGTCC TTCTTGCC

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:75:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2367
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:75:

CAATCCTGGC TTCATTTG

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:76:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: Sekos suri$imo vietai specifinis PCR pradmuo sWSS2367
(iii) HIPOTETISKA: ne
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(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:76:

AAGGTGGGTA GGATGCTA

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:77:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:UT528 markeris

(iii) HIPOTETISKA: ne

(iv) ANTIPRASMINE: ne

(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: zmogus

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:77:

TGCAGTAAGC TGTGATTGAG

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:78:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(il) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:UT528 markeris
(iti) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:78:

GTGCAGCTTT AATTGTGAGC
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(2) INFORMACUA APIE SEQ ID NO:79:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFMa065zg9 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:79:

AGCTTCAAGA CTTTNAGCCT

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:80:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
 (A) APRASYMAS:AFMa0652g9 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:80:

GGTCAGCAGC ACTGTGATT

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:81:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino ragstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
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(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFMal25wh1 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:81:

TCACCTTGAG ATTCCATCC

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:82:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFMal25wh1 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:82:

AACACCGTGG TCTTATCAAA

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:83:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM309yf10 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: zmogus
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(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:83:

CATCCAAGTT GGCAGTTTTT

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:84:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigtis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM309yf10 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:84:

AGATGCTGAA TTCCCAGACA

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:85:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 16 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM218xf10 markeris
(ili) HIPOTETISKA: ne '
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:85:

TGGGCAACAC AGCAAA

(2) INFORMACILJA APIE SEQ ID NO:86:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
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(B) TIPAS: nukleino riigtis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM218xf10 markeris
(iiiy HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:86:

TGCAGTTAGT GCCAATGTCA

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:87:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 16 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM206xcl markeris
(iif) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:87:

CCAGGCCATG TGGAAC

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:88:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM206xcl markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
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(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:88:

AGTTCTTGGC TTGCGTCAGT 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:89:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 16 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM 199xh12 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:89:

TCTGATTGCT GGCTGC 16

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:90:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 17 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFM 199xh12 markeris
(ili) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:90:

GCGCGTGTGT ATGTGAG : 17
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(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:91:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFMa345wc9 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZM AS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:91:

AGCTCTTGGC AAACTCACAT 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:92:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riigstis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS:AFMa345wc9 markeris
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Zmogus
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:92:

GCCTAAGGGA ATGAGACACA 20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:93:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 24 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigitis
(C) GRANDINES TIPAS: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijine
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(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR (pradmuo)
(A) APRASYMAS: pelés Pax4 geno pradmuo
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pelé
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:93:

GGGAGCCTTG TCCTGGGTAC AAAG

(2) INFORMACLJA APIE SEQ ID NO:94:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 491 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino ragstis
(C) GRANDINES TIPAS: dviguba
(D) TOPOLOGUJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: kDNR
(A) APRASYMAS: Rekombinantinis pelés met ob
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: pelé
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 41..478
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:94:

TCTAGATTTG AGTTTTAACT TTTAGAAGGA GGAATAACAT ATG GTA CCG ATC CAG
Met Val Pro Ile Gln
1 5

AAA GTT CAG GAC GAC ACC AAA ACC TTA ATT AAA ACG ATC GTT ACG CGT
Lys Val Gin Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr Arg
10 15 20

ATC AAC GAC ATC AGT CAC ACC CAG TCG GTC TCC GCT AAA CAG CGT GTT
Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val Ser Ala Lys Gln Arg Val
25 30 35

ACC CGT CTG GAC TTC ATC CCG GGT CTG CAC CCG ATC CTA AGC TTGTCC
Thr Gly Leu Asp Phe Ille Pro Gly Leu His Pro Ile Leu Ser Leu Ser
40 45 50

AAA ATG GAC CAG ACC CTG GCT GTA TAC CAG CAG GTG TTA ACCTCC CTG
Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr GIn Gln Val Leu Thr Ser Leu
55 60 65
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CCG TCC CAG AAC GTT CTT CAG ATC GCT AAC GAC CTC GAG AAC CTT CGC
Pro Ser Gln Asn Val Leu GIn 1Ile Ala Asn Asp Leu Glu Asn Leu Arg
70 75 80 85

GAC CTG CTG CAC CTG CTG GCA TTC TCC AAATCC TGC TCC CTG CCG CAG
Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys Ser Leu Pro Gin
90 95 100

ACC TCA GGT CTT CAG AAA CCG GAA TCC CTG GAC GGG GTC CTG GAA GCA
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
Ser Leu Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg Leu GIn Gly Ser
120 125 130

CTT CAG GAC ATC CTT CAG CAG CTG GAC GTT TCT CCG GAA TGT TAATGGA
Leu Gin Asp Ile Leu Gln Gin Leu Asp Val Ser Pro Glu Cys
135 140 145

TCC

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:95:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 146 aminoriigitys

(B) TIPAS: aminoragstis

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas

(A) APRASYMAS: rekombinantinis pelés met ob baltymas
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:95:

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 GIn Ser Val Ser

20 25 30

Ala Lys GIln Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro
35 40 45

Ile Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala Val Tyr Gin Gln
50 : 55 60

Val Leu Thr Ser Leu Pro Ser Gln Asn Val Leu GIn 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 GIn 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 Ile Leu Gln GIln Leu Asp Val Ser
130 135 140

Pro Glu Cys

295

343

391

439

488

491
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145

(2) INFORMACUA APIE SEQ ID NO:96:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 454 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigdtis
(C) GRANDINES TIPAS: dviguba
(D) TOPOLOGUA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: DNR
(A) APRASYMAS: Rekombinantinis Zmogaus ob
(iii) HIPOTETISKA: ne
(iv) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALUS SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: 2mogus
(ix) BRUOZAS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 4..444
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:96:

CAT ATG GTA CCG ATC CAG AAA GTT CAG GAC GAC ACC AAA ACCTTA ATT 43
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 96
Lys Thr Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ille Ser His Thr Gin Ser Val
20 25 30

AGC TCT AAA CAG CGT GTT ACA GGC CTG GAC TTC ATC CCG GGT CTG CAC 144
Ser Ser Lys GIn 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 GTATAC CAG 192
Pro Ile Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln
50 55 , 60

CAG ATCTTA ACCTCC ATG CCG TCC CGT AAC GTT CTT CAG ATC TCT AAC 240
Gln Ile Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Leu Gln Ile Ser Asn
65 70 75

GAC CTC GAG AACCTT CGC GAC CTG CTG CAC GTG CTG GCA TTC TCC AAA 288
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 336
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 384
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 432
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Ser Srg Leu Gin 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) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:97:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 147 aminortigstys
(B) TIPAS: aminoriigitis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(A) APRASYMAS: Rekombinantinis Zmogaus met ob baltymas
(xi) SEKOS APRASYMAS: 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 lle Asn Asp Ile Ser His Thr GIn Ser Val Ser
20 25 30

Ser Lys GIn Arg Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro
35 40 45

lle Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp GIn Thr Leu Ala Val Tyr Gin Gln
50 55 60

Ille Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Leu GIn Ile Ser Asn Asp
65 70 75 80

Leu Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser
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 GIn Gly Ser Leu Gin Asp Met Leu Trp GIn Leu Asp Leu Ser
130 135 140

Pro Gly Cys
145

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:98:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 21 aminoriigstis
(B) TIPAS: aminortigstis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
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(v) FRAGMENTO TIPAS: N-galinis His-tag
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID NO:98:

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

Met
5 10 15

1

Arg Gly Ser His Met
20

(2) INFORMACIJA APIE SEQ ID NO:99:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 20 aminorigiciy
(B) TIPAS: aminorugstis
(D) TOPOLOGIJA: linijine
(ii) MOLEKULES TIPAS: peptidas
(v) FRAGMENTO TIPAS: N-galinis His-tag
(xi) SEKOS APRASYMAS: 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



197

LT 4265 B

ISRADIMO APIBREZTIS

1. Nutukimo (OB) polipeptidas, kuriame yra 145-167 aminoriigstys, galintis
moduliuoti gyviiny kiino svorj, turintis aminoriigi¢iy seka, pavaizduota SEQ ID NO:2 arba
SEQ ID NO:4 arba jo aleliniai variantai, analogai arba fragmentai, turintys ta patj
biologinj aktyvuma.

2, OB polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis turi aminortig§¢iy
seka SEQ ID NOS: 5 arba 6.

3. OB polipeptido pagal 1 punkta imunogeninis fragmentas.

4. OB polipeptido imunogeninis fragmentas, besiskiriantis tuo, kad jis yra
pasirinktas i3:

Val-Pro-Ile-Gln-Lys-Val-Gln-Asp-Asp-Thr-Lys-Thr-Leu-lle-Lys-Thr  (SEQ ID

NO: 18);

Leu-His Pro-Ile-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

(SEQID NO: 20) ir

Ser-Arg-Leu-Gln-Gly-Ser-Leu-Gln-Asp-Ile-Leu-GIn-Gln-Leu-Asp-Val-Ser-Pro-

Glu-Cys (SEQ ID NO: 21).

5. Zmogaus OB polipeptido analogas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
jame viena arba daugiau aminoriigi¢iy, pasirinkty i3 53, 56, 71, 85, 89, 92, 95, 98, 110, 118,
121, 122, 126, 127, 128, 129, 132, 139, 157, 159, 163 ir 166 aminoriigi¢iy (pagal SEQ ID
NO:4 numeracija), yra pakeista kita aminortigstimi.

6. Zmogaus OB polipeptido analogas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad
jame pakei¢iama nesutampanciomis su pelés OB polipeptido aminoriigitimis, kaip
parodyta SEQ ID NO: 2.

7. Zmogaus OB polipeptido analogas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad
pakei¢iama alaninu.

8. Zmogaus OB polipeptido analogas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad

jame:
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(a)  serino liekana 53 padétyje yra pakeista glicinu, alaninu, valinu, cisteinu,
metioninu arba treoninu;

(b)  serino lickana 98 padétyje yra pakeista glicinu, alaninu, valinu, cisteinu,
metioninu arba treoninu; arba

(c)  arginino liekana 92 padétyje yra pakeista asparaginu, lizinu, histidinu,
glutaminu, glutamino riigdtimi, asparto riigétimi, serinu, treoninu, metioninu arba cisteinu.

9. OB polipeptido analogas pagal 1 ir 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis turi
83 procenty arba didesng aminorGigéiy sekos homologija su ymogaus OB polipeptido
aminoriigiéiy seka, kuri parodyta SEQ ID NOS: 4 arba 6.

10  Zmogaus OB polipeptido analogas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad
jame:

(a)  viena arba daugiau asparto riigsties liekany yra pakeista glutamino rigstimi;

(b)  viena arba daugiau izoleucino liekany yra pakeista alaninu;

(c)  viena arba daugiau glicino arba valino liekany yra pakeista alaniny;

(d)  viena arba daugiau arginino liekany yra pakeista histidinu;

(¢) viena arba daugiau tirozino arba fenilalanino liekany yra pakeista
triptofanu;

(f)  viena arba daugiau i§ 121-128 liekany (pagal SEQ ID NO: 4 numeracija)
yra pakeista glicinu arba alaninu; arba

(g) viena arba daugiau liekany, esandiy 54-60 arba 118-166 padétyse (pagal
SEQ ID NO: 4 numeracija) yra pakeista lizinu, glutamino riigdtimi, cisteinu arba prolinu.

11. OB polipeptidas pagal bet kurj i§ 1, 2, 3, 5, 6 arba 9 punkty, besiskiriantis
tuo, kad:

(a)  jis turl paéalintas 1-21 liekanas; ir

(b) jis yra (a) poskyrio polipeptidas, turintis metionina 21 padétyje; arba turintis
glicino-serino-histidino-metionino seka (SEQ ID NO: 38) 18-21 padetyse; arba turintis
metionino-glicino-serino-serino-histidino-histidino-histidino-histidino-histidino-histidino-
serino-serino-glicino-]eucino-valino-prolino-arginino-glicino-serino-histidino-metionino
seka (SEQ ID NO: 98) 1-21 padetyse.

12. OB polipeptidas, besiskiriantis tuo, kad jis turi SEQ ID NO:4 pavaizduotas 22-

167 aminoriigstis, ir, esant reikalui, N-galinj metioning.
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13. OB polipeptidas pagal bet kurj i3 1, 2, 3, 5, 6 arba 9 punkty, besiskiriantis tuo,
kad:

(a)  jis turi paSalintas 1-21 liekanas; arba

(b)  jis yra (a) poskyrio polipeptidas, turintis leucino-glutamino riigities-lizino-
arginino- glutamino riigSties-alanino-glutamino riigities-alanino seka (SEQ ID NO: 26)
14-21 padétyse; arba turintis glutamino riigities-alanino-glutamino riigties-alanino seka
(SEQ ID NO: 27) 18-21 padétyse; arba turintis leucino-glutamino riigsties-lizino-arginino
seka (SEQ ID NO: 28) 18-21 padétyse; arba turintis metionino-glicino-serino-serino-
histidino-histidino-histidino-histidino-histidino-histidino-serino-serino-glicino-leucino-
valino-prolino-arginino-glicino-serino-prolino seka (SEQ ID NO: 99) 2-21 padétyse; arba’
turintis glicino-serino-prolino seka 18-21 padétyse.

14. OB polipeptidas pagal bet kurj i§ 7, 8 arba 10 punkty, besiskiriantis tuo,
kad:

(a)  jis turi paSalintas 1-21 lickanas; arba

(b)  jisyra (a) poskyrio polipeptidas, turintis metioning 21 padétyje; arba turintis
glicino-serino-histidino-metionino seka (SEQ ID NO: 38) 18-21 padétyse; arba turintis
metionino-glicino-serino-serino-histidino-histidino- histidino-histidino-histidino-histidino-
serino-serino-glicino-leucino-valino-prolino-arginino-glicino-serino-histidino-metionino
seka (SEQ ID NO:98) 1-21 padétyse; arba turintis leucino-glutamino rigsties-lizino-
arginino-glutamino riigdties-alanino-glutamino riigsties-alanino seka (SEQ ID NO: 26) 14-
21 padetyse; arba turintis glutamino riigities-alanino-glutamino riigities-alanino sekg
(SEQ ID NO: 27) 18-21 padétyse; arba turintis leucino-glutamino rigsties-lizino-arginino
seka (SEQ ID NO: 28) 18-21 padétyse; arba turintis metionino-glicino-serino-serino-
histidino-histidino-histidino-histidino-histidino-histidino-serino-serino-glicino-leucino-
valino-prolino-arginino-glicino-serino-prolino seka (SEQ ID NO: 99) 2-21 padétyse; arba
turintis glicino-serino-prolino sekg 18-21 padétyse.

15. OB polipeptido sutrumpintas analogas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jame (pagal SEQ ID NO: 4 numeracijg ):

(a)  paSalinta viena arba daugiau liekany, esanciy 121-128 padétyse;

(b)  pasalintos 1-116 liekanos;

(¢)  paSalintos 1-21 ir 54-167 liekanos;
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(d)  pasalintos 1-60 ir 117-167 liekanos;

(e) pasalintos 1-60 liekanos;

(f)  pasalintos 1-53 liekanos;

(g) pasalinta viena arba daugiau lieckany 121-128 padétyse ir pasalintos 1-21
lickanos, arba

(h) jis yra (a)-(g) poskyriy analogas, turintis N-galing aminorligdt] arba
aminorigsciy seka, pasirinkta i$ grupés, susidedangdios i3:

(1)  metionino,

(2)  glicino-serino-histidino-metionino sekos (SEQ ID NO: 38),

(3) metionino-glicino-serino—serino-histidino-histidino-histidinor
histidino-histidino-histidino-serino-serino-glicino-leucino-valino-prolino-arginino-glicino-
serino- histidino-metionino sekos (SEQ ID NO:98),

(4)  leucino-glutamino riig§ties-lizino-arginino-glutamino riigities-alani-
no-glutamino riigdties-alanino sekos (SEQ ID NO: 26),

(5) glutamino riigSties-alanino-glutamino riigities-alanino sekos (SEQ
ID NO: 27),

(6)  leucino-glutamino riigties-lizino-arginino sekos (SEQ ID NO: 28),

(7 metionino—glicino-serino—serino-histidino-histidino-histidino-
histidino-histidino-histidino-serino-serino-glicino-leucino-valino-prolino-arginino-glicino—
serino-prolino sekos (SEQ ID NO: 99); ir

(8)  glicino-serino-prolino sekos.

16.  Rekombinantinis OB polipeptidas pagal bet kurj i$ 1-15 punkty.

17. Chemiskai sintezuotas OB polipeptidas pagal bet kurj i§ 1-15 punkty.

18. OB polipeptido pagal bet kurj i§ 1-17 punkty chimeriné forma.

19. OB polipeptido darinys pagal bet kurj i§ 1-18 punkty, besiskiriantis tuo, kad
jame yra viena arba daugiau prie jo prijungty cheminiy grupiy.

20.  Darinys pagal 19 punkta, besiskiriantis tuo, kad prijungta cheminé grupe yra
vandenyje tirpus polimeras.

21.  Darinys pagal 20 punkts, besiskiriantis tuo, kad 3is vandenyje tirpus

polimeras yra polietilenglikolis.
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22.  Darinys pagal 21 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra mono-, di-. tri- arba
tetra-polietilenglikolintas darinys.

23. Darinys pagal 22 punkts, besiskiriantis tuwo, kad jis yra
monopolietilenglikolintas N-gale.

24.  Darinys pagal 23 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra OB polipeptidas,
turintis sekos SEQ ID NO:4 22-167 aminortigi¢iy liekanas, arba SEQ ID NO:6 22-166
aminoriigsciy liekanas.

25.  Darinys pagal 23 punkts, besiskiriantis tuo, kad jis yra OB polipeptidas,
turintis sekos SEQ ID NO:4 22-167 aminoriigsiy liekanas, arba sekos SEQ ID NO:6 22-
166 aminoriigséiy liekanas ir turi metioning 21 padetyje.

26.  Isskirta nukleino rigsties molekulé, besiskirianti tuo, kad ji koduoja OB
polipeptidg pagal bet kurj i§ 1-6, 9 arba 11 punkty.

27.  Isskirta nukleino riigSties molekulé, besiskirianti tuo, kad ji koduoja OB
polipeptida pagal bet kurj i§ 7, 8, 10, 13, 14 arba 15 punkty.

28. DNR molekulé, skirta OB polipeptido, pasizymincio zinduolio kiino svorio
moduliavimo biologiniu aktyvumu, ekspresijai gauti, besiskirianti tuo, kad Sia DNR
pasirenka is:

(a) DNR molekuliy, parodyty SEQ ID NOS: 1 ir 3 arba jy fragmenty;

(b)  DNR molekuliy, kurios hibridizuojasi su DNR molekulémis, apibréztomis
(a) poskyryje, arba galinciy hibridizuotis jy fragmenty; ir

(c)  DNR molekuliy, kurios koduoja aminorigsciy sekos, koduojamos bet kurios
18 auksciau minety DNR molekuliy, ekspresija.

29. DNR molekulé¢ pagal 28 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra Zmogaus
genomine DNR molekulé, kurios seka yra SEQ ID NO: 22 ir 24.

30. DNR molekulé pagal 28 punkts, besiskirianti tuo, kad ji koduoja
polipeptida, turintj aminorligsciy seka, pasirinkta i§ aminoriigsiy seky, kurios yra:

(a) SEQIDNO:2;

(b) SEQID NO:2 22-167 aminoriigstys;

(c) SEQIDNO:#4;

(d) SEQID NO:4 22-167 aminorugstys;

(e) SEQIDNO:5
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(f) SEQIDNO:522-166 aminorugstys;

(g7 SEQIDNO:6

(h) SEQID NO:622-166 aminoriigstys; ir

(i) (b), (d), (f) arba (h) poskyriy aminoriigi¢iy sekos, turinCios N-galing
aminoriigstj arba aminoriigiCiy seka, pasirinkta iS:

(1)  metionino,

(2) glicino-serino-histidino-metionino sekos (SEQ IID NO: 38),

(3) metionino-glicino-serino-serino-histidino-histidino-histidino-
histidino-histidino-histidino-serino- serino-glicino-leucino-valino-prolino-arginino-glicino-
serino-histidino-metionino sekos (SEQ ID NO:98). -

31.  DNR molekulé pagal 30 punkta, besiskirianti tuo, kad ji koduoja (b), (d), (f)
arba (h) poskyriy aminoriigdciy sekas, turindias N-galing aminoriigsciy seka, pasirinkta is:

(1)  leucino-glutamino riigéties-lizino-arginino-glutamino riigities-alanino-glut-
amino riigities-alanino sekos (SEQ ID NO: 26),

(2)  glutamino riigsties-alanino-glutamino rigsties-alanino sekos SEQ ID NO:
27),

(3)  leucino-glutamino riigsties-lizino arginino sekos (SEQ ID NO: 28),

4) metionino-g]icino-serino-serino-histidino-histidino-histidino-histidino-
histidino-histidino-serino- serino-glicino-leucino-valino-pro]ino-arginino-glicino-serino-
prolino sekos (SEQ ID NO: 99), it

(5) glicino-serino-prolino sekos.

32.  DNR molekulé pagal 26 punkta, besiskirianti tuo, kad ji turi seka, i3destyta
kaip baltyma koduojanti SEQ ID NO:3 seka.

33. DNR molekulé pagal 26 punkta, besiskirianti tuo, kad ji turi seka, iSdéstyta
kaip SEQ ID NO:3 22-167 aminoriigstis koduojanti seka.

34.  Detektuojama zyme paZyméta nukleino riigsties molekulé, besiskirianti tuo,
kad ji gali hibridizuotis su DNR molekule pagal bet kurj i§ 26-33 punkty.

35.  Vektorius, besiskiriantis tuo, kad jame yra DNR molekulé pagal bet kurj i3
26-33 punkty.

36.  Ekspresijos vektorius, besiskiriantis tuo, kad jame yra DNR molekulé pagal
bet kurj i% 26, 28, 32 arba 33 punkty, operatyviai sujungta su ekspresijos kontroline seka.
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37.  Ekspresijos vektorius, besiskiriantis tuo, kad jame yra DNR molekulé pagal
29 arba 31 punkta, operatyviai sujungta su ekspresijos kontroline seka.

38.  Ekspresijos vektorius, besiskiriantis tuo, kad jame yra DNR molekulé pagal
27 punkta, operatyviai sujungta su ekspresijos kontroline seka.

39.  Vienalgstis Seimininkas, besiskiriantis tuo, kad jis yra transformuotas arba
transfekuotas DNR molekule pagal 26 arba 27 punkta arba ekspresijos vektoriumi pagal
bet kurj i$ 35-38 punkty.

40.  Vienalastis Seimininkas pagal 39 punkta, besiskiriantis tuo, kad §j vienalastj
Seimininka pasirenka i§ bakterijy, mieliy, Zinduoliy lasteliy, augaly lasteliy, vabzdziy
lasteliy ir Zmogaus lgsteliy audinio kultiiroje.

41.  Vienalastis Seimininkas pagal 40 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis
vienalastis Seimininkas yra bakterija, pasirinkta i§ E. coli, Pseudomonas, Bacillus, ir
Streptomyces, zinduolio Igstele, pasirinkta i§ CHO, R1.1, B-W, LM, COS 1, COS 7, BSC1,
BSC40, BMT10 ir vabzdzio Sf9 Iastelés.

42.  Vienalastis Seimininkas pagal 40 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis
vienalgstis Seimininkas yra mielés, pasirinktos i§ Saccharomyces, Pichia, Candida,
Hansenula ir Torulopsis.

43,  Zinduolio lastelé, besiskirianti tuo, kad ji turi OB polipeptida koduojancia
DNR seka, ir yra modifikuota in vitro taip, kad duoty didesng OB polipeptido ekspresija
homologinés rekombinacijos, kurig sudaro ekspresijos reguliatorinés sekos jterpimas
betarpiSkai prie OB polipeptida koduojanéios sekos, biidu.

44.  Lastele pagal 43 punkty, besiskirianti tuo, kad joje esanti ekspresijos
reguliatorine seka, ir homologiné rekombinacija pakei¢ia mutantinio OB polipeptido
ekspresijos reguliatoring seka.

45.  Lastele pagal 43 punkta, besiskirianti tuo, kad joje esancios ekspresijos
reguliatorinés sekos intarpas néra OB polipeptido reguliatoriné seka.

46. OB polipeptido gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad j jj jeina:

(a) lastelés pagal bet kurj i§ 39-45 punkty kultivavimas salygose, kuriose vyksta
OB polipeptido ekspresija; ir

(b)  ekspresuoto OB polipeptido i8skyrimas.
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47. Bidas pagal 46 punkts, besiskiriantis tuo, kad lastelé yra bakterija arba

mieles.

48.  Bidas pagal 46 arba 47 punkta, besiskiriantis tuo, kad j ji jeina dar ir:

(c) OB polipeptido chromatografavimas per Ni-chelatus sudarancia kolonelg; ir

(d) OB polipeptido valymas, panaudojant gel-filtracija.

49.  Budas pagal 48 punkta, besiskiriantis tuo, kad po (c) stadijos ir pries (d)
stadija dar atliekamas OB polipeptido chromatografavimas per stipriy katijonity kolonéle.

50.  Antikiinas, besiskiriantis tuo, kad jis yra specifinis OB polipeptidui pagal bet
kurj i3 1-18 punkty, arba polipeptidui, gautam 46-49 punktuose apibreztu badu.

51. - Antikiinas pagal 50 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra monokloninis arba
polikloninis antikiinas.

52.  Antikiinas pagal 51 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra paZymétas
detektuojama Zyme.

53.  Gyvybingy lasteliy linija, besiskirianti tuo, kad ji produkuoja monokloninj
antikiing pagal 51 punkta.

54. OB polipeptidui specifinio antikiino gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad j
ji jeina:

(a) OB polipeptido pagal bet kurj i$ 1-18 punkty ir/arba polipeptido, gauto 46-
49 punktuose apibréztu biidu, konjugavimas su baltymu-nesikliu;

(b)  gyvulio-Seimininko imunizavimas (a) stadijos OB polipeptido fragmento-
baltymo-nesiklio konjugatu, sumaiSytu su stimuliatoriumi; ir

(¢)  antikiino igavimas i$ imunizuoto gyvulio-Seimininko.

55. OB polipeptido buvimo nustatymo meéginyje bidas, besiskiriantis tuo, kad j
ji jeina: '

(a)  méginio, kuriame gali buti OB polipeptido, salytis su antikGnu, kuris
specifiskai jungiasi su OB polipeptidu salygose, leidzianiose susidaryti reakcijos
kompleksams tarp antikiino ir OB polipeptido; ir

(b)  antikino ir méginyje esanio OB polipeptido reakcijos kompleksy
susidarymo nustatymas; 3is reakcijos kompleksy susidarymas rodo, kad méginyje yra OB

polipeptido.
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56.  Biidas pagal 55 punkta, besiskiriantis tuo, kad antikiing prijungia prie kieto
pagrindo.

57. OB polipeptido kiekio biologiniame meéginyje nustatymo in vitro biidas,
besiskiriantis tuo, kad j jj jeina:

(a)  reakcijos kompleksy biologiniame meéginyje susidarymo detektavimas pagal
55 arba 56 punkta; ir

(b)  susidariusiy kompleksy kiekio jvertinimas; 3is reakcijos kompleksy kiekis
atitinka OB polipeptido kiekj biologiniame méginyje.

58.  Zinduoliy ligos, susijusios su padidintais arba sumaZintais OB polipeptido
kiekiais, nustatymo arba diagnozavimo in vitro biidas, besiskiriantis tuo, kad j jj jeina:

(a) OB polipeptido kiekio jvertinimas biologiniame meginyje i§ Zinduolio
organizmo pagal 57 punkta; ir

(b)  kiekio, nustatyto (a) stadijoje, palyginimas su OB polipeptido kiekiu,
esanciu normaliame subjekte, arba tiriamame subjekte ankstesniu laiku; OB polipeptido
kiekio padidéjimas, lyginant su normaliais kiekiais, rodo liga, susijusig su padidintais OB
polipeptido kiekiais, o OB polipeptido kiekio sumaZéjimas, lyginant su normaliais
kiekiais, rodo liga, susijusia su sumazintais OB polipeptido kiekiais.

59.  Zinduoliy ligos, susijusios su padidintais arba sumazintais OB polipeptido
kiekiais, terapinio gydymo kontroliavimo in vitro biidas, besiskiriantis tuo, kad biologiniy
meginiy, gauty 1§ Zinduolio, kuris yra gydomas nuo ligos, susijusios su padidintais arba
sumazintais OB polipeptido kiekiais, serijoje nustato OB polipeptido kiekius pagal 57
punkta.

60. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad j ja jeina OB polipeptidas
pagal bet kurj 1§ 1-18 punkty, arba OB polipeptidas, gautas 46-49 punktuose apibréztu
biidu ir farmaciSkai tinkamas nesiklis.

61. Farmaciné kompozicija pagal 60 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra skirta
gyviino kiino svorio sumazinimui.

62. Farmaciné kompozicija, skirta gyviino kiino svorio padidinimui, besiskirianti
tuo, kad i ja jeina OB polipeptido pagal bet kurj i§ 1-18 punkty arba OB polipeptido,

gauto 46-49 punktuose apibréztu biidu, antagonistas ir farmaciskai tinkamas nesiklis.
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63. Farmaciné kompozicija pagal 62 punkta, besiskirianti tuo, kad antagonistg
pasirenka i3 antikiino, kuris susijungia ir neutralizuoja OB polipeptido aktyvuma, OB
polipeptido fragmento, kuris susijungia, bet neaktyvuoja OB polipeptido receptoriaus, ir
OB polipeptido antagonisto, kuris yra maza molekulé.

64. Antiprasminés nukleino rugsties molekulés, hibridizuojamos su nukleino
riigitimi, koduojancia OB polipeptida pagal bet kurj i3 1-4 arba 9 punkty, panaudojimas
vaisto, skirto zinduoliy kiino svorio modifikavimui, gamyboje.

65. Nukleino riigities molekulés, koduojancios OB polipeptida pagal bet kurj i3 1-
18 punkty ir/arba OB polipeptida, gauta 46-49 punktuose apibréZtu bidu, panaudojimas
geny terapijos vaisto, skirto gyviino kiino svoriui modifikuoti, gamyboje. .

66. OB polipeptido pagal bet kurj i$ 1-18 punkty, ir/arba OB polipeptido, gauto
46-49 punktuose apibréztu bilidu, panaudojimas vaisto, skirto gyviino kiino svoriui
modifikuoti, gamyboje.

67. OB polipeptido panaudojimas pagal 66 punkta vaisto skirto sutrikimy,
pasirinkty i§ diabeto, aukdto kraujospiidzio ir auk3to cholesterolio kiekio, gydymui,
gamyboje.

68. OB polipeptido panaudojimas pagal 66 punkta vaisto kombinacijoje su
vaistu, skirtu diabeto, auksto kraujospiidzio ir auksto cholesterolio kiekio gydymui,
gamyboje.

69. OB polipeptido pagal bet kurj i$ 1-18 punkty, ir/arba OB polipeptido, gauto
46-49 punktuose apibréztu biidu, antagonisto panaudojimas vaisto, skirto gyviino kiino
svoriui padidinti, gamyboje.

70.  Panaudojimas pagal 69 punkta, besiskiriantis tuo, kad antagonistg pasirenka
i$ antikiino, kuris jungi‘asi ir neutralizuoja OB polipeptido aktyvuma, OB polipeptido
fragmento, Kkuris jungiasi, bet neaktyvuoja OB receptoriaus, ir OB polipeptido
antagonisto, kuris yra maza molekulé.

71.  Panaudojimas pagal bet kurj i3 66-70 punkty, besiskiriantis tuo, kad vaistas
yra skirtas intraveniniam, intraarteriniam,r intraperitoniniam, intraraumeniniam,

subkutaniniam, peroraliniam arba pulmonariniam vartojimui.
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AGAGGTGGTGGCTTTGAGCAGGCTGCAGGGCTCTCTGCAGGACATTCTTCAACAGTTGGA
EVVALSRLOGOGSILA b I L aaU¢LD

qmqumn%nqm>>ﬂmnqm>>m444n>>>mmnn>nn>mmnqnnn>>m>>qn>qnq>n>mmm
*

AAGAAACCTTGGCTTCCAGGGGTCTTCAGGAGAAGAGAGCCATGTGCACACATCCATCAT
TCATTTCTCTCCCTCCTGTAGACCACCCATCCAAAGGCATGACTCCACAATGCTTGACTC
AAGTTATCCACACAACTTCATGAGCACAAGGAGGGGCCAGCCTGCAGAGGGGACTCTCAC
CTAGTTCTTCAGCAAGTAGAGATAAGAGCCATCCCATCCCCTCCATGTCCCACCTGCTCC
GGGTACATGTTCCTCCGTGGGTACACGCTTCGCTGCGGCCCAGGAGAGGTGAGGTAGGGA
TGGGTAGAGCCTTTGGGCTGTCTCAGAGTCTTTGGGAGCACCGTGAAGGCTGCATCCACA
CACAGCTGGAAACTCCCAAGCAGCACACGATGGAAGCACTTATTTATTTATTCTGCATTC
TATTTTGGATGGATCTGAAGCAAGGCATCAGCTTTTTCAGGCTTTGGGGGTCAGCCAGGA
TGAGGAAGGCTCCTGGGGTGCTGCTTTCAATCCTATTGATGGGTCTGCCCGAGGCAAACC
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GCCAGGCTGCCAGAATTGCCCTTCGGGCTGGAGGATGAACAAAGGGGCTTGGGTTTTTCC
ATCACCCCTGCACCCTATGTCACCATCAAACTGGGGGGCAGATCAGTGAGAGGACACTTG
ATGGAAAGCAATACACTTTAAGACTGAGCACAGTTTCGTGCTCAGCTCTGTCTGGTGCTG
TGAGCTAGAGAAGCTCACCACATACATATAAAAATCAGAGGCTCATGTCCCTGTGGTTAG
ACCCTACTCGCGGCGGTGTACTCCACCACAGCAGCACCGCACCGCTGGAAGTACAGTGCT
GTCTTCAACAGGTGTGAAAGAACCTGAGCTGAGGGTGACAGTGCCCAGGGGAACCCTGLT
TGCAGTCTATTGCATTTACATACCGCATTTCAGGGCACATTAGCATCCACTCCTATGGTA
GCACACTGTTGACAATAGGACAAGGGATAGGGGTTGACTATCCCTTATCCAAAATGCTTG
GGACTAGAAGAGTTTTGGATTTTAGAGTCTTTTCAGGCATAGGTATATTTGAGTATATAT
AAAATGAGATATCTTGGGGATGGGGCCCAAGTATAAACATGAAGTTCATTTATATTTCAT
AATACCGTATAGACACTGCTTGAAGTGTAGTTTTATACAGTGTTTTAAATAACGTTGTAT
GCATGAAAGACGTTTTTACAGCATGAACCTGTCTACTCATGCCAGCACTCAAAAACCTTG
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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
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