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Sis isradimas siejasi su oiliarinio neurotrofinio faktoriaus
reoceptoriumi (oiliary neurotrophic faotor reoéptor, CNTFR) ir nu-
stato 8io reoceptoriaus nukleininiy rﬁgséiu; o taip pat aminoritgs-
4iu sekas. Be to, isradimas apima: (1) analizés sistemas, skirtas
ciliarinio neurotrofinio faktoriaus (oiliary neurotrophic factor,
CNTF) aktyvumui aptikti; (2) eksperimentines  modelines sistemas,

. kuriomis tiriama fiziologiné CNTF rolé; (3) teohninjus diagnosti-

kos sprendimus, skirtus neurologiniu biisenu, susijusiu su CNTF,
identifikavimui; (4) neurologiniuy ir raumeniniuy susirgimu, susiju-
siy su CNTF, terapeutinius gydymo sprendimus; ir (5) molekuliu,
homologisku CNTF ir CNTFR identifikavimo metodus. _ '

Ciliarinis neurotrofinis faktorius (CNTF) - +tai baltymas,
speoifiskai bhtinas visdiuko embriono oiliarinio ganglijaus neuro-
ny isgyvenimui laboratorinémis salygomis. (in vitro), zitr.:

. Manthrope et al.- J.Neurochem. 1980, V. 34, p.69-75. 0Ciliarinis

ganglijas anatomiskai iBsidéstes akiu orbitos ertméje. Jis yra
tarp isilginio rektuso (rectus) ir optinio nervo apvalkalo; prie
jo ateina parasimpatiniai nerviniai pluostai nuo akis judinanéio
nervo, kuris Jjaudina ciliarini, raumeni, o taip pat vyzdzio sfink-
teri (spinoter pupillae). .

Nustatyta, kad oiliarinio ganglijaus neuronai priklauso toms
neurolastelinéms poluliaoijoms, kurioms badingas apibréztas laste-
liu atmirimo periodisdkumas. Stebéjimo rezultatai patvirtino, kad
pusé visdiuko ciliarinio ganglijaus neurom, esandiu astunta para
besivystandiame embrione (E8), atmirdavo keturiolikts parsg (E14),
zilr.: Landmesser & Pilar,- J.Physiol. 1974; V.241, p.737-749.

Siame laikotarpyje oiliarinio ganglijaus neurcnai formuoja rys&ius

su savo tiksliniais audiniais, biitent, su ciliariniu kiinu ir oho-~
riodiniu (ochoriod) akies apvalkalu. Landmeseris ir Pilaras aptiko,
kad padalinus aki iki nurodyto lasteliu atmirimo periodo pabaigos,
pilnai prarandami oiliarinio ganglijaus neuronai ipsilateraliniu
(ipsilateral) ganglijumi, Zitr.: Landmesser & Pilar, - J.Physiol.
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1974, V.241, p.751-736. Priesingai, Narayanan ir Narayana stebejo,
kad ciliarinio ganglijaus neuronu lasteliu atmirima galima pris-
tabdyti, persodinant ir iauginant papildoma prading akies medziaga
(primordium) ir tuo bidu padidinant tikslinio audinio kieki,
3idir.: Narayanan & Narayana,- J. Embrion. Ex. Morphol. 1978, V.44,
p.53-70. Sie rezultatai siejasi su neurotrofinio faktoriaus, vei-
kiansio i, ociliarinio ganglijaus neuronus, tikslinio audinio dari-
" niu.

Buvo nustatyta, kad, dirbtinai kultivuojant ociliarinio gang-
1ijaus neuronus, ju isgyvenimui reikia ypatingo faktoriaus arba
_ faktoriu. Ciliarinio neurotrofinio faktoriaus (CNTF) arba faktoriuy

aktyvumas buvo identifikuotas vigéiuko raumeniniu lasteliu prepa-

‘rate (2idr.: Helfand et al.,- Dev.Biol. 1976, V.50., p.541-547;
Helfand et al., — Exp.Cell.Res. 1978, V.113, p.39-45; Benmnet &
Nurcime, - Brai Res. 1979, V.173, p.543-548; Nishi & Berg, Nature,
1979, V.277, p.232-234; Varon et al.,- Brain Res. 1979, V.173,
‘p.29-45); raumenu ekstraktuose (ziGr.: MoLennon &  Hendry,-
Neuroscy Lett. 1978, V.10, p.269-273); visséiuko embriono ekstrakte
(2itr.: Varon et al.,- Brain Res., 1979, V.173, p.29-45; Tuttle et
al.,- Brain Res., V.183, p.161-180); pagaliau, &irdies audinio
lasteliy preparate (diskusiju duomenys, 2ilOr.: Adler et al.,-
Soience 1979, V.204, p.1434-1436; Barbin et al.,— J.Neuroohem.,
1984, V.43, p.1468-1478.)

Adleris ir bendr. panaudojo kultivavimo lékstelése su mikro-
duobutémis, turindiomis oiliarinio ganglijaus neuronu kultiras,
analizés sistema, tam kad pademonstruotuy aptiktus viduakinius
tikslinio audinio turtingus CNTF, suzadinandiu to ganglijaus neu-
ronus, saltinius, 2iGr.: Adler et al., Nature, 1979, V.204,
" p.1434-1436. Dvylikos paru embrione yra daugiau negu 8000 trofi-
niuy vienetu(TV), o akies audinyje - 2500 TV, be to, matomai, ak-
_tyvumas lokalizuotas fragmente, apimandiame oilijarini, kiina ir
choriodini, apvalkala. ‘ »

Toliau, Barbinas ir bendr. pranesé apie medziagos su padidin-
tu ONTF kiekiu isskyrimo i& visdiuko embriono akies audinio meto-
dika, 2zilOr.: Barbin et al.,- J.Neuroochem., 1984, V.43, p.1468-
1478. Nustatyta, kad CNTF aktyvumas siejasi su audiniais, neprik-
lausandiais ciliariniam ganglijui ir apimanéiais » pavyzdziui,
sédmenini, 2iurkés nerva, Zidr.: Williams et al.,- Int.J.Develop.
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Neurosoi, 1984, V.218, p.460-470. Mentorpi ir bendr. paskelbé apie
aktyvaus gyvulinio oiliarinio neurotrofinio faktoriaus (CNTF) is&-
skyrima is sédmeninio suaugusios 2iurkés nervo, panaudojant frag-

- mentaoijos metodika, panasia i ta, kuri buvo panaudota, iskiriant

aktywvy ONTF i& vigdiuko akies, ZiGr.: Manthorpe et al.,- Brain
Res. 1986, V.367, p.282-286. Be Lo, Volersas ir Hendris aprasé me-
toda, kai mazdaug 20000 kartu padidinamas CNTF i& buliaus &irdies
audinio aktyvumas tokiomis salygomis, kurios artimos mnatiiralioms;
tuo padiu panaudovjamas heparininés ohromatografijos metodas,

zidr.: Watters & Hendry,- J.Neurochem., 1987, V.49, p.705-713.

ONTF aktyvumas taip pat buvo identifikuotas pazeistame smegenu, au-
dinyje, ziar.: Manthorpe et al.,- Brain Res., 1983, V.3, p.2219-
2229. Remiantis audiniu ekstraktu preparatuose esandiu aktyvumu,

primenandiu ONTF akiyvuma, buvo aprasdyta identifikavimo western—

blot metodu teohnika kartu su baltymy, rodandiu ONTF akbyvuma,

Juostu idenlifikavimu; metodas remiasi celiuliozés juosteliuw "pri-

.osiuvima" prie kultivavimo 1ékslelés su (S neuronais turinio ir

plotu, uZimtn islikusiomis lagtelémis, nustatymi, panaudojus da-
zus, speoiliskus gyvoms lasteléms, zidr.: Garnow et al.,- J.Neuro-
chem., 1985, V.5, p.1965-1971; Rudge et al.,- Develop. Brain Res.,
1987, V.32, p.103-110. Naudodami &i, metoda, Karnou ir bendr.
(zitar.: Carnow et al.,- J.Neurochem., 1985, V.5, p1965-1971) nus—

- taté, kad suaugusios Ziurkés sédmeninio nervo aktyvus CNTF ir sme-

genings kilmés aklyvos ONTP skiriasi dydzia (24 kD) nouo  visdinko
ONTF (20,4 kD). | |
Neseniai ONTP buvo klonuotas ir sintezuotas bakterinése eksp-
resinése sistemose. Tai aprasyta JAV No 07/570 651 patentinéje pa-
raidkoje, kurios antrasté "Cilijarinis neurotrofinis faktorius",
kuri paduota Sendtnerio su bendr. 1990 metuy rugpjﬁéio 20 diena.
Panaudojus rekombinantinius bandinius, buvo nustatyta, kad suau-
gusios ziurkés andiniuose &io faktoriaus (ONTF) iRNR yra 1.2 kb
dydzio. Taip pal buvo klonuotas ziurkés smegeny CNTF ir nustatyta,
kad jis koduojamas iRNR, turindia 5'-netransliuojams sriti, (77 bp)
ir atvira nuskaitymo rémeli (ORF) su 600 bp, be tn &i iRNR koduoja

L/}\

mazdaug 200 a.1r. ballyma, Zitr.; Stookly et :al.,~ Nature 1989,‘

V.342, p.920-923. Taip pat buvo klonuotas zmogaus CNTF, be to buvo
mistatyta ir koduojanti seka. Tai aprasyta paminétoje anséiau JAV
patentinéje paraiskoje. Koduojandios duoto OCONTF eekos issilaikeé
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taip pat, kaip ir preparato i& ziurkés audiniu sekos, kai tuo tar—
pu nekuoduojandiose sekose ivyko deleoijos.

Funkoinés oiliarinio neurotrofinio faktoriaus savybés

Sis faktorius (ONTF) turi eile biologiniu efektu. Kaip anks-

éiau minéta, CONTF buvo traktuojamas kaip aktyvumas, palaikantis
astuoniu paru (E8) visdiuko embriono oiliarinio ganglijaus neuronu
isgyvenima, be to ganglijus buvo traktuojamas, kaip parasimpatinés
" nervy sistemos komponentas. Sekandiuose Saltiniuose yra aprasyta
kitos biologinés preparatu, turinéiy CNTF aktyvuma, savybés.
' Saadatas ir bendr. (zilir.: Saadat et al.,- J.0ell Biol.,
v.108, p.1807-1816) nustate, kad ju maksimaliai isgrynintas sédme-
ninio ziurkés nervo ONTF preparatas sukelia kultiiroje cholinerging
simpatiniu 2iurkés neuronuy diferenoijaoija. Be-to, Hofmanas apti-
- ko, kad ONTF, isskirto is viséiuko akies, aktyvumas didino cholin-
O-acetiltransferazés tinklainés monosluoksnése kultiirose aktyvumo
lygi, 2itr.: Hoffman,- J.Neurochem., 1988, V.51, p.109-113.

Chjuzas ir bendr. tyré lasteliu populiaocija, esandisg poten-
oialiu biologinio glialinio (glial) aktyvumo saltiniu, kultirose,
isskirtose is perinatalinio (perinatal) optinio nevo ir 3iurkes
‘smegenu. Buvo pademonstruota, kad 8ios lastelés-Baltiniai didina,
_pirmiausia, oligopeptidu, o antra, antro tipo astrooitu kieki,
'2i0r.: Huges et al.,- Nature 1988, V.335, p.70-73. Priimtinose
kultliros auginimo salygose oligodendrooitiné diferenoijaoija, ma-

»tyt, vyksta tiesiog i85 lasteliu, esanaiy oligodehdrooitinio tipo
. astroocity (antro tipo - 0-24) saltiniais, tuo tarpu kai astroociti-
‘nei (antro tipo) diferenocijaoijai, ‘matyt, reikia 1nduku03an01o
baltymo, analogisko arba identisgko CNTF, 2iGr.: Anderson,- Trends
Neurosoi., 1989, V.12, p.83-85.

Heimansas ir Unsikeris nustaté, kad virsutinio skyséio sluok-
snio, kuri sudaro neuroblastomos lasteliu ekstraktai, ultracentri-
fugavimas pateikia efektus, analogiskus tiems, kurie siejasi su
viséiuko akies arba ziurkés sédmeninio nervo CNTF aktyvumu (zitr.:
Heymanns & Unsiker,- Proo.Natl. Acad.Soci. USA, 1979, V.4, p.7758-
7762.); tuo padiu buvo gautos nuorodos dél baltymo, analogisko,
bet ne identisko CONTF (pagal molekuline mase).

Analogibska CONTF aktyvumg ivairiuose ziurkes ir vigdiuvko audi-



niuose tyré Ebendalis (2iGr.: FEbendal,- J.Neurosoci.Res., 1987,
V.17, p.19-24). Panadu akbyvuma jis stebé&jo pladiame Ziurkés, bet
ne visdiuko audiniu spektre. Buvo pazyméta, kad kepenu lastelés,
bluznies T-lastelés ir Ziurkés skydliaukés lastelés ocharakterizuo-
Jamos Zemais aktyvumo, padedandio isgyventi ciliarinio ganglijaus
lasteléms, lygiais. Tuo tarpu &sirdies, smegenu, skeletiniy raumenu
audiniai pasizymi didesniu minéta isgyvenima skatinandiu aktyvumua.
Remiantis stebéjimais, tarp isbandytu audiniy auksdiausiu aktyvu-
mu, panadiu i CNTF, pasireiskia ziurkés kepenu audiniai.

Kadangi anksdiau minéti tyrimai parodé, kad daugelis audiniy
ir lasteliniu ekstraktu turi aktyvumus, padedanélus isgyventi neu-~
roninéms lasteliuy populiacijoms, savo ruoztu teigiamai reaguojan-
Gioms i CNTF, t.y. turi aktyvumus, padedandius iBgyventi a&tuoniy
paru (E8) visdiuko embriono oiliarinio ganglijaus neuronams labo-
ratorinéje audiniy kultiiry biocanalizés sistemoje, todél nurodytus
'aktyvumus negalima priskirti vieninteliam arba identiskam balty-
mai . Pavyzdziui, parodyta, kad seimai faktoriu, padedandiy augti
fibroblastams, kai kurie atitinkami polipeptidai arba baltymai,
esant vienintelei bioanalizei, pasizymi identisku biologiniu akty-
vumu, 2idr,: Dionne et al.,- EMBO J., 1990, V.9, p.2685-2692.

Pirmiausia buvo nustatyta, kad visdiuko akies STEA ir ziurkés

sédmeninio nervo neuronini, specifiskuma tam tikru laipsniu atstoja
neuroniniy lasteliu populiaoijos, reaguojandios i NGF. Nors ONTF
ir buvo nustatytas tam tikras neuroninio aktywvumo persidengimas su

e }»NGF, oharakteringiausi skirtumai tarp ju isryskéjo tiriant CNTF ir

NGF vaidmeni, besivystandiu neuronu populiaocijose, Ziiir.: Skaper &
Varon,~ Brain Res., 1986, V.389, p.39-46.

' Nezidrint i, Bkirtingus vaidmenis minétu populiaociju vystyme-
51, CONTF nuo NGF dar galima atskirti pagal molekuline mase, izoel-
ektrinio tasko reikéme, nesugebéjima inaktyvuoti antikiinais, spe-
oifiskais NGF, o taip pat pagal CNTF sugebéjima palaikyti CGF neu-
rony, isgyvenima laboratorinémis salygomis, Zitr.: Barbin et al.,-
J.Neurochem. 1984, V.43, p.1468-1478. Linas ir bendr. pranesé apie
tai, kad CNTF sekos néra homologiskos baltymu, apie kuriuos kalbé-
ta anksdiau, sekoms, zidr.: Lin et al.,- Soience 1989, V.246,
p.1023-1026.

Sendtneris ir bendr. patentinéje JAV No 07/570 651 paraisko-
Je, pavadintoje "Ciliarinis neurotrofinis faktorius" ir paduotojé
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1990 rugpjidio 20, pazyméjo, kad rekombinantinis CNTF padéjo isgy-
venti nugaros smegenu vidurinés ir pilvinés dalies neuronams, o be
to B8ie autoriai nustaté, kad ziurkés sédmeninio nervo isgrynintas
ONTF stabdo judéjimo neuronu atmirima 2iurkés naujagimio pazeista-
me veido nervo (VII kaukolinio nervo) audinyje, ziiir.: Sendtner et
al.,- Nature 1990, V.345, p.440-441. '

Augimo faktoriaus reoceptoriai

Per paskutinius keleta metu molekuliniame lygyje buvo charak-
terizuoti ir klonuoti ivairis reoceptoriai, apsprendziantys surisi-
mg ir reaguojantys i, baltyminius faktorius. Tai insulino, trombo-
oitu isskiriamo augimo faktoriaus, epiderminio augimo faktoriaus
ir giminingu jam faktoriu, fibroblastu isaugimo faktoriu, o taip
pat ivairids interleukinuy bei kraujodaros (hemopoezés) augimo fak-

toriu receptoriai. Remiantis naujausiais duomenimis tam tikri re-

oeptoriai gali ristis su priklausomy faktoriu visuma, tuo tarpu
kitais atvejais vienas ir tas pats faktorius gali veikti i prik-
lausomy faktoriu visumg, 2itr.: Tupu el al.,- Soienoce 1990, V.249,
p.1552-1655; Dionne et al.,- EMBO J., 1990, V.9, p.2685-2692; Miki
et al.,- Boienoce, 1991, V.251, p.72-75. Daugeli baltyminius fakto-
rius surisandiu reoeptoriu galima oharakterizuoti kaip nelasteli-

.nes grandis, atsakingas u2 speoifini faktoriaus surisima, kaip

transmembranines dalis, veikiandias patekima per membrans, ir kaip
vidulastelinius domenus, kurie ijungiami i inioijavimo komandos
priémimo-perdavimo sistema, jungiantis baltyminiam faktoriui su
nelasteline receptoriaus grandimi. Idomu tai, kad nors daugeli,
reoeptoriy sudaro vienintelé polipeptidiné grandiné, kitiems re-
ceptoriams aiskiai reikia (maziausiai) dvieju atskiru substrukti-
r, savo faktoriaus, esant auk8tam giminingumo laipsniui, surisi-
mui ir funkoinés reakoijos po surisimo saveikai, sifir.: Hempstead
et al.,—- Soienoce 1989, V.243, p.373-375; Hibi et al.,- Cell 1990,
V.63, p.1149-1157. Minéto receptoriaus nelastelinés ir 1lastelinés
grandys neretai pasireidkia kaip bendri struktiriniai motyvai su

‘atitinkamomis kitu receptoriu dalimis. Tai leidZia nusakyti evo-

liuoing ir funkoine priklausomybg tarp ivairiu reoceptoriu. Sie
tarpusavio rysiai daznai gali biiti pakankamai tolimi ir atspindeti
tik pasikartojandiu kai kuriuy bendru domeniniuy struktiiry panaudo-
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jima. Pavyzdziuj, kai kuric rcocptoriai, surifantys ncpriklausomus
faktorius, gali panaudoti "imunoglobulininius" domenus savo nelas-
telinése grandyse, tuo tarpu kiti reoeptoriai-savo dalyse, suri-
Bandiose faktorius, panaudoja "eitokin-receptorinius" domenus,
zitr.: Akira et al.,- The FASEB J. 1990, V.4, p.2860-2867. Dauge—
lis reoeptoriy, kurie turi skirtingus nelastelinius, surisandius
domenus (kurie tuo padiu suriBa skirtingus faktorius), turi gimi-
ningus intraocitoplazminius domenus, koduojandius specifines tiro-
zinui proteinkinazes, aktyvuojamas surisus faktoriu, 2Zitr.: Ulrich
& Sohlessinger,— Cell, V.61, p.203-212. Mechanizmai, kuriu pagalba
faktoriaus surisimas "aktyvuoja" priémimo-perdavimo komandos pro-
oesa, néra pilnai aiskits net tirozinkinaziu reoceptoriaus atveju.
Kitu receptoriu atveju, kada vidulastelinis domenas koduoja domens
su nezinoma funkoija arba sBuridantis komponentas aBooijuoja su
antru taip pat nezinoma funkoija baltymu, priémimo-perdavimo ko-
mandos aktyvavimas lieka dar labiau neaiskus, 2idr.: Hibi et al.,-
Cell 1990, V.63, p.1149-1157.

Isradimo esme

Sis iBradimas apima CNTF genus ir baltymus. Konkrediau, Jis
remiasi zmogaus CNTF geno klonavimu ir oharakterizavimu, o taip
* pat jo ekspresija COS lastelémis, i kurias jis buvo transfekuotas.
Sis iBsradimas nustato nukleininiu ritigsdiu sekas, koduojandias
CNTFR, o taip pat gaunamus is jo fragmentus. Jis taip pat numato
kaip gauti auksto laipenio isgryninta CNTFR baltyma ir sio baltymo
peptidinius fragmentus. ‘
Remiantis vienu isradimo aspektu, CONTFR bandinius, turinéius
“nukleining riigsti, taip pat kaip ir bandinius su antikiinais, gali-
ma panaudoti molekuliu, giminingu CNTFR, identifikavimui. Pavyzd-
ziui, siuo isradimu numatoma kaip gauti molekules, kurios sudaro
kompleksg su CNTFR ir dalyvauja jo funkocionavime. Remiantis kitu
sio iBradimo pavyzdziu, galima gauti receptoriaus molekules, homo-
logiskas arba pasizymindias antigeniniu krosreaktyvumu su CNTFR,
bet ne identiskas jam. Sie konkretiis variantai pagristi tuo, kad
CNTFPR pasizymi homologija kitoms biologiskai giminingoms moleku-
lems, kur pats specifiskiausias yra IL-6 reoeptorius, be to apima-
mi ir PDGF ir CSPF-1 receptoriai, prolaktininis receptorius, TL-2



ip IL-4 reoceptoriai, GM-CSF reoceptorius, nédiumo atvejui speocifis-—
kas alfa-1-beta-glikoproteinas, o taip pat karcinoembrioninis an-
tigenas bei auglio markeris.

' Siuo iBradimu taip pat numatomos analizés sistemos, kuriomis
aptinkamos ONTF aktyvuma turinséios lastelés, pasizyminéios aukstu
ONTFR iBskyrimo lygiu ir ypaé Jjautrios labai maZoms CNTF arba mo-
lekuliu, analogigku CNTF, konoentraoijoms.

Be to 8is iBdradimas, numato eksperimentines modeliuojandias
sistemas fiziologiniam CNTF vaidmeniui tirti. Jos apima gyvinu mo-
delius, tokius kaip: (1) gyvulius, kuriuose oirkuliuoja CNTFR pep-—
tidai, surisimo su ONTF metu konkuruojantys su lasteliniu reocepto-—
riumi ir i&sekinantys ONTF; (2) gyvulius, imunizuotus CNTFR; (3)
transgeninius gyvulius, turindius auksdtas CONTFR koncentracijas ir
todél superjautrius ONTF; (4) gyvulius, iBvestus panaudojus embri-
oniniu-kamieniniu lasteliu, i kuriu genomo buvo istrinti endoge-
ninio CNTFR genai, teohnologija (embrionio stem oell technology).

Remiantis kitais &io isradimo variantais, ONTFR bandinius ga-
1ima panaudoti, identifikuojant lasteles ir audinius, kurie norma-
lioje arba pazeistoje biisenoje reaguoja i, CNTF. Pavyzdziui, paoci-
entui, serganéiam ligomis dél CNTF,gali pasireiksti CNTFR ekspre-
Bijos anomalijos. |

Be to idradime minétus genus ir baltymus galima panaudoti gy-

dymo tikslams. Pavyzdziui ( bet neapribojant isradimo), galima pa-
" naudoti ONTFR oirkuliavima CNTF konoentraocijoms traumuotose oent-
rinés nervy sistemos vietose issekinti. Kita vertus, rekombinanti-
ni, ONTFR gena galima iterpti 1 audinius, pavyzdZziui, i paocientu,
sergandiy lateraline amiotrofine skleroze, judéjimo neuronu audi-
nius. Tai galétu padéti, kai yra padides jautrumas ONTF.

Piedinéliu aprasymai

1 pies.

A) ekspresinio klonavimo schema, kurioje naudojama ligandu -
"etikeéiu" surigimo strategija. B) analizé, su antra karta Jjoduo-
tais antikinais, parodé, kad pfiesingai 00S lasteléms, 1 kurias
buvo transfekuota pradinés kDNR biblioteka, daugelje C0S lasteliu,
paveiktu lokia DNR transfekoija, pasireigké CNTF suridimo vietos
po vieno "paningo" (panning) oiklo ("radiaoini autografa" gaudavo,
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panaudojus 60 milimetru kultivavimo 1éksteles su C0S lastelémis, i

kurias buvo vykdoma transfekoija; kiekvienas juodas taskas reiskia

viena 00S lastele, patyrusia transfekoija ir rodandia CNTF surisi-
mo vieta). C) ta patli analizeé, kaip ir B) punkte, tik i COS laste-
les buvo transfekuota plazmidé, nekoduojanti CNTFR (neigiamas klo-
nas), arba plazmidé, koduojanti ONTFR (teigiamas klonas). Parodyta
tik maza kiekvienos kultivavimo 1lékstelés turinio dalis. D) é&ia
‘pateikti COS 1lasteliu (remiantis C punktu, su transfekuotais
teigiamais arba neigiamais klonais ) atrinkimo metodo aktyvuojama-
ja fluoresoenoija analizés rezultatai. '
2 pies.
‘ KDNR, koduojandios CNTFR, nukleininiu rtgsdiu seka (SEQ ID
No:1) ir ja atitinkanti aminoritigséiu seka (SEQ ID No:2).
3 pies.

Zmogaus hCNTFR homologija su "imunoglobulininiu" domenu ir.

"oitokin-receptoriniu" domenu. Skaidiai kairéje reiskia aminorigs-
6iu skaisiu, pradedant nuo pirmojo metionino. Istisuose rémeliuose
pazymétos identiskos liekanos ir islike intarpai. Homologijos mak-
gimizavimui ivesti trikiai. IL-6 reiskia interleukinas-6, CEA -
karoinoembrioninis antigenas, PDGF - trombooitu isskiriamas augimo
faktorius, CSF-1R - koloniju augimg stimuliuojantis faktorius-1,
alphal B-GP - alfa-1-beta-glikoproteinas, PRL - prolaktinas, EPO -
-eritropoetinas, IL-2 - interleukinas-2, IL-4 - interleukinas-4,
GM-OSF - granuloocitu makrofagu kolonijas stimiliuvojantis fakto-
rius. _
4 pies. .
Strukttriniai rysiai tarp CNTFR ir kitu giminingu jam recep-

toriu. Zmogaus IL-6 receptorius ir CNTFR turi imunoglobulinini, do-
mens, sulieta su risandio faktoriaus siidlomo domeno N-galu. Sitilo-
mas baltymas, analogiskas gp130, parodytas asooijuotoje su CNTFR
blisenoje (zifir. teksta). HuGRHR - Zmogaus augimo hormono reoepto-
rius, RbPRIR - triudio prolaktino receptorius, MoFRPOR - pelés eri-
tropoetino receptorius, HuIL2RB - Zmogaus interleukino-2 reocepto-
riaus beta-grandiné, HuIL6R - 2Zmogaus interleukino-6 receptorius,
HUuCNTFR (arba hCNTFR) - Zmogaus oiliarinio neurotrofinio fakto-
riaus receptorius, C - ocisteinas, X - nezinoma aminoritigstis, W -
triptofanas, S - serinas, F - fenilalaninas.
' 5 pies.
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ONTFR lokalizaoija audiniuvose. Ziurkés tiriamojo audinio RNR
buvo gauta, remiantis 8.1. skyriaus aprasymu. Kaip aprasyta 8.1.
skyriuje, CNTFR DNR fragmentai buvo gauti i8 ekspresiniuy, dariniu;
turinéiy duotus genus pCMX plazmidéje. Audiniu 2yméjimai: CB -
smegenélés, HB - pakausio dalies smegenys, MB - vidurinés dalies
smegenys, TH/HYR - taliamusas, STRI - dryzuotasis kiinas, HIP B -
hipokampusas B, HIP A - hipokampusas, CORT - galvos smegenu Zievé,
OLF - uodziamasis stormuo, AD BR - suaugusio individo smegenys, SK
- oda, HRT - &irdis, MUS - raumenys, LUNG - plaudéiai, INT - Zarny-
nas, KID - inkstai, LIV - kepenys, SPL - blugnis, THY - tymusas
(thymus), BE17 LIV - 17 paru embriono kepenys.

6 pies.

pCMX su Zmogaus CNTFR geno intarpu. pCMX sandara yra parais—
kos priede.

7 pies.

CNTFR ekspresijos skeleto raumenyse WNorthern-blot analizé.
Kiekvienu takeliu buvo leista po 10 pg bendro RNR kiekio. 1 take-
lis: pelés mioblasty lasteliuy linija C2C12mb; 2 takelis: miovamz-—
deliu (myotube) lasteliu linija C2C12mbt; 3 takelis: pelés miovamaz-—
deliu lasteliuy 1linija H902mt;74 takelis: pelés miovamzdeliu laste-
liu linija Lémt; 5 takelis: pelés raumuo (soleus); 6 takelis: pe-
1é¢s piradtu atpalaidavimo raumuo (extensor digitorum longus, EDﬁ);
7 takelis: skeleto raumuo su atjungtu nervu; 8 takelis: isgryninti
zmogaus miovamzdeliai; 9 takelis: skeleto raumuo (duotas RNR ban-
dinys nekondiocidkas); 10 takelis: suaugusios pelés smegenélés; 11
takelis: imituojantis darba raumuo (soleus); 12 takelis: pelés
raumuo (soleus), kuriam 72 valandas atjungtas nervas; 13 takelis:
imituojéntis darbg raumuo (EDL); 14 takelis: raumuo (EDL), kuriam
72 valandas atjungtas nervas. '

8 pies.

Dedinés uzpakalines galiinés, kurioje ohirurgigkai atjungtas
nervasg nuo raumens, anatominé sohema.

9 pies.

UNOP - 1 grupés gyvuliu (4 1lentelé) nedirbandys raumenys
(soleus); uztusuoti stulpeliai atitinka dedine puse, uzstrichuoti
- kaire puse; NONE - pazeistas (dediné pusé su at jungtu nervu) ir
kontrolinis (kairé pusé imituojanti darba) raumuo (soleus) be ko-
kios nors injekoijos; i8 2 grupés gyvuliu; AILB - pazéistas
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(desinys) ir kontrolinis (kairys) raumuo (soleus), paveikti
PBS/BSA (80); i 6 grupés gyvuliu; ONTF - pazeistas (desinys) ir
konkrolinis (kairys) raumuo (soleus), apdirbtas CNTF/BSA (8C); iB
5 grupés gyvuliu. Uztuduoti stulpeliai - pazeisti raumenys, uz-
Btrichuoti stulpeliai - kontroliniai raumenys.

Tam kad isradimo apradymas bitu aiskus ir detalus, jis sBu-
skirstytas i: |

(1) CNTFR klonavimas;

(2) ONTFR koduojanti nukleininé rigstis;

(3) ONTPFR peptidaij;

(4) CNTFR ekspresija;

(5) ONTFR giminingu molekuliu identifikavimas;

(6) iBsradimo pritaikymo sritis.

\
Ciliarinio neurotrofinio faktoriaus receptoriaus
klonavimas

8io idradimo tikslas - klonuoti atitinkamo faktoriaus (CNTF)
receptoriy (CNTFR) ir po to atrinkti lasteles-taikinius, ekspre-
suojanéias CNTFR. Numatant seku, koduojandiu OCNTFR, modifikavimo
biadus, &iuo isradimu siekiama idgryninti CNTFR baltyms ir Lliesio-

" giai klonuoti DNR, koduojandia CNTFR.

Pavyzdziui, lasteles—taikinius (target oulls), turlnélas ONTFR,
galima atrinkti (o ONTFR baltymsg idgryninti), panaudojus metodus,
gerai Zinomus &ios srities speoialistams ir skirtus re- oceploriaus
molekuléms iBgryninti. Pavyzdziui (bet neapsiribojant), pats CNTF
arba CONTF, sudarantis kompleksa "ONTF-etiketé" (t.y. prijungts
‘prie molekulés, kuria lengva aptikti, kaip tai aprasyta zemiau,
5.6.3. skyriuje, kur "etikete" (tag, label) gali biiti "ra- diaociné
etikele", antigeniné determinanté, antikiinas ir daugelis kitu),
gali buti griztamai swristas disulfidiniais tilteliais su
lastelémis-taikiniais, be to baltymai, asooijuoti su minétu laste-
liu-taikiniy membranomis, gali biti isgryninti tuo ar kitu metodu.
Sie isgryninimo metodai gali remtis SDS-PAGE, kada aptinkamas CNTF
arba gelyje susidaro kompleksas "CNTF-etiketé"; pavyzdziui, imkime
radioaktyvia etikete pazyméta CNTF, kuris (surista disulfidiniais
rysdiais su savo receptoriumi) vizualizuojamas gelyje autoradiogra-
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fijos pagalba. Kitu atveju, remiantis Western-blot metodika, gali-
‘ma panaudoti antikiing "anli-CNTF" arba "anti-etiketé" "CNTF-reocep-
torius" komplekso tokiuose geliuose vietai aptikti. Galima pasi-
naudoti elektroforeze gelyje, bpries isskiriant pakankama kieki,
baltyma, reikalingu reoceptoriaus peptidiniu fragmentu aminorigs-
6in sBekai nustatyti arba antikiino "anti-CONTF", kuris po to taiko-
mas, norint gauti isgrynintas CNTFR molekules i& lasteliu-taiki-
hiu. Aminoriiggaiu seka, nustatyta iéggrynintam CNTFR, toliau galima
panaudoti, identifikuojant defektuotus oligonukleotiduy zondus, ku-
~rie véliau naudojami klonuotos nukleininés rigsties, koduojandios
ONTPR, Oidentifikavime, projektuojant genominé DNR biblioteks arba,
kas labiau pageidautina, kDNR biblioteksa, sudaryta, panaudojus
lasteles-taikinius, gaminandias CNTFR.

‘ Kita vertus, CNTFR galima klonuoti substraktyvinés hibridiza-
oijos metodais, kuriais iRNR paruosiama i8 OCNTFR ekspresuojandiy
lasteliu-taikiniu, po to sekas, nekoduojandias CNTFR, galima rasti
hibridizuojant iRNR (arba gauta is jos kDNR) su iRNR arba kDNR,
gautomis i85 lasleliu, pvz., neuroniniuy, kurioms nebiildinga CNTFR
ekspresija. Nekoduojanti nukleininé rigsltis greidiausiai bus pa-
pildyta sekomis, koduojandiomis CNTFR.

» Nukleinine rigsti, paruosts i8 tiksliniu lasteliu, papildyty
sekomis, dél endogeninés ekspresijos koduojandiomis CNTFR ir/arba
nekoduo jandiomis, kaip minéta ankséiau, taip pat galima panaudoti
ekspresijos klonavimo teohnologijoje tiesioginiam OCNTFR klonavi-
mui. Pavyzdziui (bel neapsiribojant), galima paruodti Ilasteliu-
taikiniu bendragenomine DNR, oharakterizuojams CNTFR ekspresija, o
po to transfekuoti i lasteliu 1linija, kuriai nebiiddinga CNTFR eks-
presija ir kuri gauta i5 biologiniu risiu, besiskiriandiu nuo las-
teliurtaikiniu (pavyzdziui, DNR i8 lastelés, koduojandios 2Zmogaus
CNTFR, galima pernedti i pelés audiniu lastelg, - pavyzdziui
IL-188-0
tele) donoru. Tokias lasteles, kurios yra transfekuotos ir tik ne-
daugelis gali ekspresuoti CNTFR, galima identifikuoti "rozediu"
arba imunofluoresocenocijos metodu (zitr. 5.6.3.), be to Bias 1las-
teles galima isskirti, pavyzdziui, panaudojus aktyvuojamaja fluor-
esoencija, arba panaudojus magnetinius neséjus su prijungtais an-
tikiinais, arba "paningo" metodu (8ios metodikos gerai Zinomos esa-
mos srities speoialistams). DNR, koduojandia ONTFR, galima klonuo-
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ti i8 transfeklantu, produkuojandin receploriu, ir ,pésinaudojus
‘jais (transfektantais), sukurti genomine biblioteka, po to isskir-

ti ir padauginti klonus, kurie turi sekas, atitinkanéias OCONTFR

aminoriigsdiu sekas, arba sekas, homologidkas biologiniu ridsiu spe-—
oifiniams genetiniams elementams. Pavyzdziui, zmogaus DNR galima
identifikuoti pagal Alu pasikartojimo sekas, kurioms biidingas
aukstas daZnumas visame 2Zmogaus genome. Pavyzdziui (bet neapsiri-

bojant), galima paimti gyvulines lasteliu kultiras, i kurias per-

sodinta koduojanti CNTFR 2Zmogaus DNR, ir padauginimui atrinkti tas
lasteles, kurioms blidinga Zmogaus CNTFR ekspresija. Gautg i tokiy
lasteliu genoming DNR galima transfekuoti i gyvulines lasteliy
kultiras ir atrinkti lasteles, pasireiskiandias CNTFR ekspresija.
81, prooesa galima kartoti; juo siekiama kiekviename etape didinti
" Zmogaus DNR kieki lastelése, koduojandiose CNTFR. Kuriant biblio-
teka, klonuojama lasteliu (su ivykusia transfekoija), ekspresuo-
janéiu zmogaus (NTFR, genominé DNR. Klonai, turintys 2mogaus DNR
(ir identifikuoti, pavyzdziui, atrinkimo biidu, kuriuo nustatomi
biidingi 2Zmogui sekn elementai), turi didele lLikimybe atitikti se-
koms, koduo jandioms CONTFR (jei buvo pakartotos transfekoijos).

Lasteliu linijos arba pradinio audinio, kuriems biidinga CNTFR
ekspresija, RNR arba ekspresine kDNR bibliotéka, gauta i8 tokio
daltinio, apjungus (pulas) ir tiesiogine injekoija galima ivesti i
Xenopus oooitus. Oncitus, s8u injekuotais pulais, koduojandiais
CNTFR, galima identifikuoti, analizuojant funkoines reakoijas (pa-
yyzdziui, Jjomy ismetimo), kurios apibréztos ONTF veikimu i tokius
oooitus, arba, imant kita varianta, juos galima identifikuoti, ap-
tinkant CONTF surisimo vietas, esandias minétu injekuotu oocoitu pa-—
virgiuje. Kartojant teigiama efekta duodandiu puly isskyrima i vis
mazesnius ir mazesnius pulus, galiausiai identifikuojami klonai,
koduojantys CNTFR. . A

Kita vertus, ekspresiné kDNR bibliotleka gali bati - gauta is
lasteliu-taikiniu, turinéiu CNTFR, o po to panaudota pagreitintoms
ekspresijos analizéms. Pagal siiiloma isradimo variants nurodyta
ekspresiné biblioteka gali turéti SV 40 replikaoijos pradszia, to-
dé¢l pagreitintas ekspresijos analizes galima atlikti, panaudo jus
COS lasteles. Transfektantus, ekspresuojandius CNTFR, galima iden-
tifikuoti pagal ankstesni, aprasyma, be to DNR, koduojandis CNTFR,
galima ganti slandartiniais metodais. Nukleolidine seka, koduo jan—
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adia ONTFR, po Lo galima padauginti ir/arba parinkti Baiygas eksp-

resinése sistemose, panandojus metodus, anksdiau jau ocharakteri-

zuotus nukleotidinei riigssiai, koduojandiai CNTFR; tai apraégyta
patentinéje JAV paraigkoje No 07/570 651, paduotoje Sendtnerio ir
bendr. 1990 metais rugpjudio 20 ir pavadintoje "Ciliarinis neuro-
trofinis faktorius".

Pagal ypatinga isradimo varianta, aprasyta 6 skyriuje (ziir.
ﬁf 1 pies.), ekspresini ONTFR klonavima galima atlikii sekandiai:

"KDNR biblioleks galima paruosti i8 lasteliun linijos arba audinio,
ekspresuo jandio ONTFR (pvz., SH-SY5Y), taip kad kDNR isiterptu i

ekspresijos vektoriu. Po to minéta biblioteks galima transfekuoti
i tinkamg lasteline linija, pavyzdziui, i COS'MS lasteles, remian-—
tis DEAE/chlorokinine iransfekoijos metodika. Po persodinimo, pra-
éjus kelioms paroms, lastelés paimamos i& kultivavimo léksteliu ir
veikiamos "paningo" metodu, kuri pasifilé¢ Sidas ir Arufo, Zidr.:
Seed & Aruffo- Proo.Natl.Aoad.Soi.USA, 1987, V.84, p.3365—3369, ir

kuris turi siuos atvejus.

(1) Vietoj transfekuotu lasteliu inkubavimo su antireceptori-
niais anlikinais, &ios laslelés i8 pradziy inkubuo jamos ant ledo
30 min. su "etikete" pazymétu CNTF (pvz., su ONTF-myc kompleksu)
pb to oentrifuguojamos PBS buferio ir 2% Fiooll preparato misiny-
jé, tam kad bty padalintas ligando perteklius, ir galiausiai in-

- kubuojamos ant ledo 30 min. su antizymétu antikiinu, pavyzdZziui, su

"anti-myo" antikiinu 9E10.

(2) Minétos lastelés leidziamos per PBS buferio su 2% Fiooll-

preparato midini, o po to veikiamos antikinais, kuriu substanoija
padengtos lékstelés, be to turima galvoje antikiinas "anti-etike-
te&", pavyzdziui, kada "anti-etiketé" yra anlikinas 9E10 "anti-pe-
1&" (anti-mouse). R

Véliau, nuplovus nuo kultivavimo léksteliuy neprilipusias las-
teles, is Hirto (Hirt) tirpalo, gauto atskyrus suspensija prilipu-
siu lasteliu preparate, galima, esant 10-20 pg LRNR, issodinti
plazmidine DNR. Gauta plazmidine DNR po to galima ivesti i, tinka-
mas bakterijas, pavyzdziui i, DH10 B bakterijas, remiantis viena is
standartiniu metodiku, iskaitant ir elekiroporacija (eleotropora-
tion).Kultiros, isaugintos i& tokiu bidu transfdrmuotu bakteri ju,
véliau naudojamos plazmidinei DNR paruosti sekandéiam eukariotinés
transfekoijos ir "paningo" oiklui. Po tokio antro transefekeijos,
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- "paningo", plazmidinés DNR gavimo ir minéto transformavimo oiklo
Bias transformuotas bakteri jas galima paséti ant specialiai parin-
ktos terpés kultivavimo 1ékstelése. Toliau atskiras kolonijas ga-
1ima atrinkti ir panaudoti plazmidinei DNR gauti, be to DNR, pa-
ruosta is tokiu klonu, galima panaudoti atskirai- transfekoijai i
008 lasteles. Kita vertus, pries isbandani tas ar kitas atskiras
kolonijas, gali prireikti papildomu amplifikaoijos oiklu. Gaunamos
00S lastelés, ekspresuojandios ONTF surisimo vietlas. Sias lasteles
galima idenlifikuoti ivairiais melodais, pavydeiui, panaudo jus
netiesioginius surisimo analizés metodus (bet neapsiribojus jais),
o biitent, panaudojus indikatorinius antikiinue su radioaktyviomis
arba fluorescuojandiomis zymémis. Nukleininés riligities, koduojan-
dios ONTF, pavyzdys yra pCMX-hCNTFR (12) (6 pie&.), idsodinama

"kartu su NRRL ir 2ymima B-18789. Si nukleininé riightis aprasyta
tuo pasiu metu Deviso ir Jankopulo (Davis & Yankopoulas) pateikto-

“je JAV paraiskoje "Gyvinu ekspresijos vektorius". Tokiu biOdu iden-
tifikuotus klonus toliau galima analizuoti pagal restrikoiniy
fragmentu igsidéstyms ir, pasinaudojus standartiniais metodais,

‘nukleoﬂidina seka. Po Lo DNR, koduojandios CNTFR, fragmentais ga-
lima identifikuoti genominés kDNR, turindios CNTFR gena, 8ekas,
pavyzdziui, pasinaudojus standartiniu hibridizaocijos metodu, geno-
minés DNR bibliotekos sekas.

Vienakart gauta ONTFR gena toliau galima klonuoti arba subklo-
nuoti bel kurivo metodu, kuris gerai Zinomas sios srities speocia-
listams. Galima panaudoti dideli, Beimininko vektoriu sistemuy kieki
(vestor-host systems). Galimi vektoriai - tai kosmidés, plazmidés
:arba modifikuoti virusai (bet neapsiribojama jais). Vektoriné sis-
tema turi biti suderinia su naudojama lastele-seimininku. Nurodyti
vektoriai yra bakteriofagai (A-kilmés), o taip pat plazmidés, to-
kios kaip pBR322, pUC arba “"Stratagene" firminiai plazmidiniai da-
riniai "Bluesoript". Rekombinantines molekules 1 lasteles-8eimi-
ninkus galima transformuoti, transfekuoti, infekuoti,
elektroporuoti ir t.t.

ONTFR geng galima iterpti i, klonavimo vektoriun, kuri véliau
galima panaudoli binkamy lasteliu-Seiminiky  transformavimui, Jju
uzkrétimui arba lransfekavunui, btam kad susidarytuy daug Zinomu ge-
my, seku kopiju. Si operaoija vykdoma liguojant DNR fragmentas i
klonavimo vektoriu, turinti papildomas polilinkerines sekas. Vie-
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nok, Jjeli klonavimo vekloriuje néra restrikeijos sailu, papildansiy
DNR fragmenba, lai DNR molekuliu galai gali bili enzimatigkai mo-
difikuojami. Siekiant palengvinli minély ilerpimg i vektoriu, gali
bliti naudingas restrikcijos saity ijungimas i oligonukleotidinius
praimerius, naudojamus polimerazinéje grandininéje reakoijoje
(PCR). Kita vertus, bel kuri norimg saita galima guuti’ Tiguojant
linkerines sekas prie DNR galu. Sie linkeriai gali bitti speoialiai
chemiskal sintesuoli oligonukleolidai, koduojénhys sekas, abtpazys-—
tamas restriktaziu. Remiantis kita metodika, linijini vektoriu ir
CNTFR gena galima modifikuoti homopolimeriniu susiuvimu. v
Pagal atskirus idradimo variantus lastelin-Seimininku  trans-
formavimas su rekombinant inémis DNR molekulémis, kurios yra atski-
ras CNTFR genas, kDNR arba sintezuotos DNR sekos, ustikrina dau-

C giakopijinin geny susidaryma; tokiu bidu, daug minéto geno kopijy

galima gauli, auginant transformantus, atskiriant nuo Jju rekombi-
nantings DNR molekules, ir jei reikia, pakartotinai i&skiriant
iberpla gena 08 izoliuolos rekombinant inés DNR.

NukTeinine righlis, koduojanli ONTFR

Pasinaulo jus mebodais, similkiai aprafy beaiss ankpdian, o lLaip
pal 6 skyriaus pavyedsio (3i0e. Zemian),  buvo m.ntsi.éxtyl,a sekanlh i
nukleininés rngslies seka, 18 kurios nustatyta ja atitinkanti ami-
norigséiu seka. Zmogaus seka pavaizduota 2 pies. (SEQ ID No:1).
Pagal esamz igradimsg galima panaandoti Bia seks, Jos funkoionuo-

janti ekvivalenly arba &ios sekos fragmenlas, 18 kurin masiausias
-- yra 6 niukTeolidai. Be Lo &is §Srad fmas apima andinin genus, 15
Cekirbos 08 Kiand i, karvin, avin, kadiu, panksding arklin, &umy, o
haip pal primabu acvba kito biologinin rigin, kario organizmai Lari
- ONTF aklyvima. Pragmenlai, esanbys ONTFR sekos dal imis, Bugeba hi-

bridizuotis ir naudojami, pavyzdziui, analizuojant nukleininiy

Triighdiu hibridizaoi jos metodais: Soubhern-blo L, Northern-blot ir

pan. ‘

Pavyzdiiui, nukleininés rigsties seka, pavaizduoty 2 pies.
(SFQ TD No:i), galima keisli Laskinémis, insercinémis arba deleoi-
némis milaci jomis i gauti sekas, koduojansias funkoionaliai ekvi-
valentiskas molekiales. Pagal 8i i&radimg moleknle yra  funcionalus
ekvivalenlas molekulés, turindios Beky, pavaivduota 2 pies; (8EQ
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ID No:2), arba sulyginama sa ja pagal akbyvomg, jei sugeba surisli
CNTF; vienok, sueisanl ONTF, jai visai nebllinas homologiskumas,
lyginanl su analogifka nattivalin ONTFR. D&l koduojandin miklenti-
dinin sekn tdsigimimn, Siane (sradime galima  panandoli  ir kilas
DNR sekas, 16 esmés koduojandias  ba padia  aminoriighdiu seka 2
pies. (SEQ TD No:2). Tokions sekos apima (bel neapsiribojanl)  nuo-
kleobidines sekas, spandias pilnu arba daliniu CNTFR genu, pavaiz—
duotu 2 pied. (8FQ ID No:1) ir pertvarkytu, pakeitus ivairius ko-
donus, koduojandius funkcionaliai ekvivalentidkas aminorigssdiu
liekanas sekos ribose, tuo pasiu keidiant "tyléjima".Be to rekom-
binantines nuklentidines sekas, koduonjandias GNTFR  ir  alilinkan-
dian A1 T8rading, galima sukonsbeaobi Laip, kad hﬁtu mod L fikao bl
prooesai, knrinose dalyvanja arba ekspreesuo jasi ONTPR.  Pavywdsiui
(bel neapsiribojant), ONTPR gena  galima sujugli s -promuLovinm
(ak byvuo jundia) seka ir/arba su ribosomy surisimo saitu, arba re—
guliaoing seka gali bibki iberpba pasislinkusi i seku, koduojandiu
ONTFR, pradzia, paleidZianti CNTFR sckreoijq ir, tuo padiu, pa-
lengvinanti jo surinkima arba hinpriejnamnma,

Be Lo duoba ONTFR galima mualuoli  Taboratorinémis salygomis
(in vileo) arba gyvame organizme (in vivo), sicekianl sukarli  arba
suardyti Lranslivojandias, inioijuojandias  arba  lerminuojand ias
Bekng arba sickianlk sukurbi kodonojandin seisin L/avba naaju restb-
rikoiniu sailu susidarymo arba anksdiau buvusiu suardymo versijas,
tam kad palengvinli Lolesng modifikaoi ja Taboraborinémisa Balygomis
(in vitro)., Oia 5a1iMH naudobi bel kil 2inoms mabagenezés melboda,
iskailant (bel neapsiribojant)  saitmitagenese (rite-direched)
(210 Hulohinson el al. - J.Riol.0Chem. 1978, V.?253, p-6551); pa—
cnaudo jant Fitmos "Pharmaoia” TAB markés linkeri ir pan.

ONTFR peptidai

Siame 1éradlme taip pat pateikti ONTFR ba]fymn1, jo  fragmen-
tai ir dariniai, LnxlnLyb anksdjan mlnw[q aminorigAdin seka 2
pief. (SFQ TD No:?), arba ju funkoionaliows rkvivalenbai, o be Lo,
ballymai, homologiski mindlbiems ballymams, v sudaranlys  masiao-
siai 30% &iv homologu. Taip pab isradime paleiklbi Fragmenbal  arba
CNTFR baltymy dariniai, furintys maziausiai po 6 aminoriigilis i
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esanlys anligeniotmis delemninanbénis arba fuokoional iad ak byviais
Junginiais. ONTFR ballymo  sn Aaminorigsding . seka,  pavaindoola 2
pies. (SEQ TD No:?), molekul ing masé yra apie 42 kD.

CNTFR baltlymai arba ju fragmentai ar dariniai yra (bet neap-
siribojant) ballymai, Lurintys vieluj pirmjnaﬁ aminorigsdiu  sekos
pilna arba daling aminorigéoiu seka, i85 esmés ba, kari pavaizduola
2 pies., iskailanl pakeislas sekas, kwiose funkoional iai ekviva-
lentidkos aminorfgésin liekanos pakeistos kitomis, todél keidiasi
akbyvumas. Pavyedsiui, viena ar daugiau aminortgsdin liekanu sekos
ribose gali biiti pakeistos kita aminorigstimi, turindia analogigka
poliaridkumg ir veikiandia kaip funkoionalus ekviva]entés, 0 tai
Jau aklyvimo pasikell fmas. Aminoriigglies pakailalus galima  parin-
Kb Larp kilo bos kTasés, kariai priklauso &i aminorigsdlis, alslo-
vil. PavysdZiui, nepoliarinéms (hidrofobinédms) ami nortugslims prik-
lauso alaninas, lenoinas, izoleuninas, valinas, prolinas, fenil-
alaninas, lriplofanas ir melbioninas. Neolralans poliarigkumo  ami-
norfigslims priklaoso glioinas, serinas, Lreoninas, oisteinas, Li-
Poz inas, asparginas (e glulaminas. Teigiama krivi, lurindioms  ani-
nortghlims preiklanso anparginiog iv glalamining righlys. Sio  i&-
radimo sridlal priklauso ir CNTFR baltymai, ju fragmentai arba da-
riniai, vienaip are kilaip mwodifikuoli lransliaoi jos mebu  arba  po
Jus, pavywsdsini, fosTorilinanl, glikowilinanl, suaidaranl skersi—

o niams rySsiams, aoilinanl, proleclilbiskail skaldanl, surigant sa an-
Likdno molekule, membranine moleknle  arba kitu  ligandu, sitr.:
Ferguson el al.- Ann.Rev.Bioohen., 1988, V.57, p.285-320.

CNTFR peptidus, atitinkandius &1, idradima, galima paruoéti,

pasinaudojus metodikomis, pagristomir rekombinantings nukleininds

rhighlies ekspresi ja arba ohemindgs peplidy sinleses pagalba.

ONTFR ekspresi ja
» |
- Siekianl rekombinanbinio ONTFR ekspresijos, nukleolidine ge-
ka, koduojandia ONTPR ballyma arba Ju dali, galima ibeepb!l 0 bin-
kama, vekborin, Larinli ilerpiamos sekos, koduojandios bal lyma, hii-
Litms Leanskreipoi jos i bransl faoi jos elemenbos. Biibind Lranskrip-
oijos ir Lransiiacijos signalai gali biiki ir  pudiame ONTFR  gone

ir/arba flankuojandioss jo dalyse.  Sekow,  koduojundios  ballyma,

18
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ekspresijai ivykdyli galima pasirinkti veklboriu-seiminika i8 sis-—
tem eilés. Joms priklauso  (bel neapsiribojant)  gyviiny  audinin
Tasbedin, n2kedsla virisais, lokiais kaip vacoinia virms, adenovi-
s e pan. sisbenos; vabyds iy andinin, uzkerasby, pve., baoulovi-
thg, sislenos; mikroorganizinai, bokie kaip mielés, turindios mie-
liw veklorius, arba bakleri jos, transformuotos_bakteriofago, plaz-
midés arba kosmidés DNR. Siu vektoriu ekspresiniai elementai ski-
‘riasi stiprumu ir speoifiskumu. Priklausomai nuo vektoriaus-geimi-
ninko sistemos, galima pasinaudoti viernm i& tinkamy, transkripoijos
Ar transtiani jos elementa.

Pagal ypalingai pageidaubing isradimo varianta, ONTFR genas
gall biili ekspresi jos vekboriaus (pCMX) pavidale, issodinamoje su
NRRT: ir kitaip dar symima B-18790.

Bel kuriuo anksdian aprasylu DNR fragmenla ilerpimo i veklho-
rin metodu galima konsbruotbi ekspresi jos vektborius, lurinsius ohi-
merini genga, sudaryts is transkripoiniu—transliaoiniu signaliniuy
seku, o taip pat i5 baltyma koduojandiy seku. Tai rekombinantinés
DNR arba sinteszés laboratorinémis salygomis (in vitro) mebodai, o
taip pat vekombinaoi jos gyvame organivme (in vivo), lL.y. genetlnéﬂ
rekombinant jos. Nokleininds righlies  sekos,  koduojandios ONTFR
baltyma arba peptidini fragmenta, ekspresijs galima reguliuoti
antra nukleininés rigslies seka, tam kad ekspresuotusi CNTFR bal-
tymas arba peptidas &eimininko lasteléje, transformintoje rekombi-
inant‘ne DNR. Pavywdziui, ONTFR ekBpresi ja gal ima valdyli  promobo-
riniu-enhanosrinia elementu, Zinom B&ios srities spenialistams.
Promotoriams—entimnos: fams, kuriuos galima naudotli CNTFR eKepres i—
“Jous valdymui, priklauso (belb neapgiribojant): ankstyvoji enhanoe-
ring 8V 40 srilis (2ifir.: BRemmoist & Chiambon — Nalure, 19871,
V 290, p.304-310), MV promoborius— —enhanoeris,  promoborins—enban-
oerin, esanlis Rauso Sarkomos virse gal ioiame pawikaﬁLnjjme (3
'pakarLuJJmal; (it Yamamobo el al. - Oell, 1980, V.22, p.787-
797), Herpes viruso Limidinkinazinis promolorius-enhanoceris
(zidr.: Wagner el al. - Proo.Natl.Aoad.Soi.USA, 1981, V.78,
P.1444-1445), welalonino geno reguliacinés sekos (ziir.: Brinster
et al. ~ Nature, 1982, v.296, P-39-42); prokariobiniai ekspresijos
veklboriai, Lokie kaip Taklamazinis promolorins—enhanoeris (3.

Villa—Kamarolrr ol al., - Proo.Nabl.Aoad. 860 1154, 1978, V.75,
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p.ATPT-3731) arba lao prowmolorins—eohanceris (Zider.: De Boer ol

“l. - Proo.Nabl.doad.Soi.USA, 1983, V.80, p.21-25); baip pat zidr.

Cshraipsni "Nandingi baltymai, ganli 8 rekombinanlbinin bakberijn",

Zirnale "Soujenbifio American”, 1980, V.242, p.74-94; mieliu arba
kitn grybu promntoriniai-enhanceriniai e]&méﬂhmi, tokie kaip Gal 4
prowo borius; alkvholdehidrogenazés promolorius ARC; fosfogliverol-
kinazés promotorius PGK; sarminés fosfatazés promotorius, o taip
pat Zemiau isvardintos transkripoijos valdymo gyvinu lastelése,
kuriose pasireiskia audiniu speoifidkumas ir yra panaudotos trans-

‘geniniuose organizmucse, sritys: elastazés T geno valdymo sritis,

pasizyminbi aklyviunu aocinarinése kasos Taslelése (sifir.: Swifl et
al.— (=11, 1984, V.38, p.639-646; Ornilz el al.- Cold Spring
Harbor Symp. Quanl. Biol., 1986, V.50, p.399-409; MoDonald- Hexpra--

Aology, 1987, V.7, p.425-515); insulino geno valdymo srilis, akly—

vi kasos f-laslelése (2itr.: Hanahan- Nalure, 1985, V.315, p.115-
122); immoglobuline geno valdymo sritis, aktyvi limfoidinése Tas-
Lelévse (Ziter.: Grossoheld b al.- 0e11, 1984, V.38, p.647-658;
Adames el al.- Nalure, 1985, V.318, p.533—538;‘A1mxandﬁr =hoal.—

Mol.C0ell.Biol., 1987, V.7, p.1436-1444); viruso valdymo wsritis,

sukelianti pelés picno liaukos veézl, aklyvi kridbinkaulio  (masl),
testikuliarinése ir Timfoidinése lastelése (Zitr.: Teder el al.-

"0e11, 1986, V.45, p.4R5-495); albumino geno valdymo sreilis, aklyvi
- kepenyse (2i0r.: Pinkerl el al.- Gene & Develop., 1987, V.1,

P-2h8-276); d-reloproleino geno valdymo srilis, akbyvi kepenyse
(zilir.: Krumlaufl et al.- Mol.Cell.Biol., 1985, V.5, p.1639-1648;
Hammer el al.- Soisnce, 1987, V.235, p.53-58); a-I-antitripsino
geno valdymo srilis, aktyvi kepenyse (2ii.: Kelsey el al.- Genes
& Devel., 1987, V.1, p.161-171); f-globulino geno valdymo sritis,
aktyvi mieloidinese laslelése (Zinr.: Mogram et al.- Nature, 1985,
V.315, p.338-340; Kollias et al.- Cell, 1986, V.46, p.89-94); pag-
rindinio mieloidinio baltymo geno valdymo sritis, aktyvi b]igndeu—
drooilingése galvos smegeny, 1asbelése  (2i0ir.:  Readhead ol al.-
011, 1986, V.48, p.703-712); mioninings anlros lengvosios grandi-
nés geno valdymo seriling, aklyvi skelelo  ramenyse  (Ziir.:  Sani-
Natbure, 1985, V.314, p.283-286); ir pagaliau, gonadotroping atpa-
laidunjandio  hormono  geno  valdymo srilis, akbyvi hipololiame
(#iir.: Mason &b al.- Science, 1986, V.234, p.1372-1378).
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Fkepeoni jos vk lorios, Luriading ONTPR gonm, gal fma idenlifi-
kuoli Leimis pagrindiniais biidais: ‘

#) DNR-TNR hibiidivaoi ja;

b) geno-markerio speoilinig funkod jig bavimg arba nebuav fmoag

o) interboolby seko skspresi ja.

Remiantis pirmn biidu, svetinag gena, inﬁerluuta i ekaprmsijmﬁ
vekboriu, galima aplikli DNR-DNR hibridizacija, naodojant  bandi-
nins, kurin sekos howologiskos inserbuotam ONTFR genni. Pagal anl-
ra bilda, "rekowbinanhinis  veklorios/Seinininkas"  sistemns galima
Tdentifiknoti ir parinkli salygas, remianhis geno-markerio sgpeoi-
Pinin funkei i buvime arba nebuvimu, pavyzdziui, Limidinkinaziniu
aklyvumu, atsparumi antibiotikams ir pan., o biitent, funkoiju, pa-
rembu sveling gemy (berpime i vekboriu. Pavyzdziud, ilerpus  ONTFR
grna i duolo veklorians geno-markerio seka, 5inos rekomb inanbus,
burindius ONTFR inbarpa, galima fdembifikooli pagal geno-markeario
Fankoi jos pracvading. Remianbis beedTu badu, rekombinant ings o a)
resijos vekborins galim idenlifikaoli anad ivojant  svel fmo geno
produkla. Tokin amalivé gall biibi pavemla, pavysddiod, Fizikinemis
arba funkoindmis ONTFR geno produkilo savybémisg, o bithenl, rrezoep Lo-
Pians susicisim sa ONTF arba anbikiu.

Pagul kila variantsa, i lasteles, kuriose paprastai  nepasi-
reifdkia ONTFR ekspresija, galima LeansCekooli mkleinineg rhgiti,
koduo jandin ONTFR, ir iSbandyli, ar  jus ekbpresan ja Punkaoionaly
ONTFR, veikianb Leansfoklbanlos ONTF e po o anadizuojanh  oANP

Fiekio padide: jime.

Tdenlilikavus i idskyrus konkredig rekombinanbing DNR  mole-
kulg, Jja galima padauginbi vienu is daugelio metodw, 2inomy - &ios
srities specialislams. Pasirinkus tinkama lasteliu-seimininkuy sis—
tema ir atitinkamas auginimo salygas, galima padauginti rekombina-
nlinius ekspresijos vektoriues. Kaip mindla ahkﬁéian, Linkami eksp-
resijos vekboriai arba ju dariniail gali biali (bel neapsicibojant):
Zmogaus arba gyviinn vekloriai, pavysdzioi, vasoinia vims  arba
adenoviris; mieliu veklboriai; bak beriolagy  vekborial  (pvz., A
rasies); plaunidiniai i kosmidiniai DNR vekborial i parn.

Be Lo galima parinkli lasbeliu-8eimininkuy kawiecng, keldianli
iberptu seku ekspresija arba/ir geno produkta, suteikiant jam no-
rima BtPUktﬁ‘a. Fkspresijg, sukelta tam tikrais aktyvatoriais, ga-
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Tima susbiprrinlki Lam Likrais sbimmliatoriais. Tuo bida galima val-
dyti ONTFR baltymn, ganto genoinzineriniais nelodais, ckRpresi ja.
Ivairioms laslel iu-seimininku 106 ims budingi ovharakteringl speoi-
finiai mechanizmai, kuriu pagalba veikiami ir modifikuojami balty-
mai transliacijos metu ir po jos (pvz., glikozilinimas, skaldy-
maes). Galima parinkhbi lastelin 1inijas arba Tasteliu-&eimininky
sislemas, suleikiandias ekspresuo jamam  svebimam baltymui norimsg
modifikavima. Pavyzdziui, ekspresijos metoda bakterindje sistemoje
galima panandoli negl ikozilinto Serdies ballymo gavimui. Fkspresi-
Ja gyviin lastelése naudojama, norint gautib "savo" glikozilinta
heterologini, ONTFR ballyima. Be Lo, ivairios ehkspresio jandios "vek-
borins/Tanlelé-beinininkas" sisbemos gali iffaukbi reakod jas,  Lo-
kias kaip fvairaus Taipsnio proleolilinis skaldymas.

Tdenbifikavius rekombinanla, kuriame ekspresuo jasi FNTFR ge—
nas, bilina idanalinuoli geno produkla. Tai galima pasiekti anali-
tiniais melodais, deHdelh fizinémis ir funkoinémis produkto sa-
vybémis.

Tdenlifikavus ONTFR baltbyma, ji galima ifgryninki  standarti-
niais melodais: ohronalograli ja (pavyvdzini, jorm mainmg arba gl
Fillieapi ja), orabeifugavimeg, Livpoamo skicbumais parembu melodn i
kilais. Konkrediai, ONTFR ballyma galima isskieli shromabografing-
Jee imnning je kolondléje su prikabinba ONTR. Siame §&radime palbeik-
bos i nukleininiu rg8diy sekos, esandios komplemenlarios DNR apr-
ba RNR sekoms, koduojandioms ONTFR arba jo funkoionaliy aktyviaja
dall. Alskiru alveju, galima sintezuobi anlisensinius ol igonukleo-—
Lidus, komplemenlariug Lam bikrdems reoeplorians (ONTFR) IRNR sai-

Lamnes.
Moleknliu, giminigu ONTFR, idenbilikavimas

Aprasyta daug "reoceptorius-faktorius" sistemu, kuriose vienas
ir tas pats faktorius gali bati suridtas su daugeliu reoeptorlu
(2iGr. anksdiau).Be to &diuo di&radimu identifikuojami bet kurie
papildomi GNTFR reoeptoriai, o sohema tokia; kuria naudojo aprasy-
to Sia ONTFR gavimni, i&skyrus RNR Balbini, nandojamsy  ekspresines
KDNR bibliokekos sukiieime. Saltbini galima parinkhi laip, kad jis

.

isreikstu konkrelaus ONTRF reoeplorians ekspresija, be to galtinius
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gralima dverinki ONTF-mnrisime, kurio negal tma priskicrli ONTFR (pa—
lyginama jan ballymo, alsakingo ud CNTF-surismg lasteliy 1linijose
arba audinio pavyzdzioose su minégtu aia  ONTF, mistatymii  galima

prilaikyli georlinins bandiniog Qv peagenbos sn anbikiinais, gao-
Liain i85 mekos, koduojandios ONTFR). Kadangi  2inomi  reoeplorial,
Busirisanlys su dangiau nega vieno giminign fakboriumi (3i0r. ank-
sdiau), ONTFR identifikavimo melodika baip pel Lol apimli ir bel
kurio papildomo "savo™" Tigando, susiridgandio su minétu receptorin-
mi, Tdenhifikavim-.

Kilas isradimo aspeklas, kad ONTPR teka gal ima panandobi  mo-
Tekiul in, 5iminingu-ﬂNTFR, identifikavimii. Reoeplorios (ONTFR)  Li—
i elemenlos, giminigus su daugeliu kily receploriu. Nelasleline
CNTFR dalis turi "immoglobnlinini® domena N-gale, taip pat dir
"oilokin-receplorin” domena, ablskirla nuo "imunoglobulininio"
trumpa Barnyrine dalimi. Nopes dangel ini reoeplopriu bUdingas  howmo-
Togiskumas "ifmanoglobnlininiam" ip "ojtokin-reoaptoriniam" dome-
nams, Lik vienam, o bitlbenl TT-6 revepboriui kartu su ONTPR, bidin-
gas konkrelus numatyty domenn issidéslymas. I8 o&ia matyti, kad
IT-6 raceptoriaus bhaltymas giminigiausias ONTF Peueptnylnl. Tdnmu,
kad TT-6 1eosplorius panagus | ONTFR 51 Luo, kad laged Tabui 1rump4
inbranibopTazming, domens, Kurris, malyl, nereikalingas iniod juoja-
wievms absakans | TT-6 surifima (L. Hihi' ehooal.- Cell, 1990
V.63, p.1149-1157). Neseniai klonuolas nai jas tarpininkas (pavadi-
ntas gp130), perduodantis signala TT~6 reoeploriul. Pals Jis nesia-
rida TT—h, bel padidina TT-6 PH(%ﬂlLUIWFuJH IR TS 5iu[hnigunwy“ir
biilinas siganlo predavime | TT-6 reoeplorin (200, anksdiah Hibi
ethoall ). ONTPR kloniav i parodoma, kad Ais peoeplorins karbin s
IT-6 reoeploriuni buwel gana svarbias savybes, neapliklas kiluose
zinomuose receplorincse, ir Luo bidu abskleids i nauja  reoeplo-
rin Beima. Howologinins abilikimas barp Sia pirmy dvieju minglos
Brimos veoepboring kaip frodo esanms ifradimag,  galima  panandol ]
papiTdom giminign reoeploriy idenbifikavimud, panaudo janl, DNR ar-
ba bandinius eu anlikinais, alilinkandiais homologidkas  srilis,
arba vykdanl grandininin reakoi ju slralegija, dalyvaujant polime-
razei kartu su  idsigimisiais oligonukleotidais, atitinkanaiais
analogifikas aminorfighdin homologiskas srilis, 2. : Maisonpierre
el al.- Svienve, 1990, V.247, p.1146-1151. Bsoamas (&radimas pri-



taikomar i chaperimenliskai osbalanl, @ ONTFR nandoja Ly pali
pignalo perdavimo barpinioka, kaip i TT-6 reeeplorios,  ar jis
nando ja giminiga moleknle. Pagal fan, receploring,  giminigy ONTFR,

Pdenb i Fikav imas praveesto fe naojo, Tigandu, kurie ridbasi ri Siais
reaeploviais, idenbilikay ine, :

Pagul si idradime pasicinkla DNR bibliobeka yra sadaryla 08
genominés DNR, Leikianl pirmenybe kKDNR bei dalyvanjanlt n]lHnuUk]H—
obidams, abilinkanlicos ONTPR sekas, ir eganfos  pagal  bhal bymines
is nkIeinings fighlies sekor, mindhos  anks-
Aian i pavaizduolos 2 pies. (SEQ TD No:1), Mindhos DNR bibliole—

kot pagalba pavyksla idenbifikuobi klonus, koduojandius naujus an-

sekos duomeni s aArba

ksdiau minélos &eimos narius. Mazéjant selektyviosios hibridizaci-
Jos griezlumii, pavyksla identifikuobi siek tiek neatitinkanéius
Seimos narius. Taip pal gali pasirodyti nandingas panaudo jimas se-
ku, i8 esmés primbing minélos seimos nariams, kuriu sekos nustati-
né jamns. Ronservatyvios sekos gali biiti ypas naundingos, idenlifli-
kuo janl papildomus Be lmos narius. Biblioleks galima parinkti, pa-
sinaudojus, pavysdzini, hibridizaoi jos metodais, kuriuos pasitile
Benlonas ir Devisas (4i0r.: Benbon & Devis— Soience, 1977, V.196,
b-180) arba Grundleinas ir Hognesas (zidr.: Granstein & Hogness-
Prooc.Natl.Acad.Soi.USA, 1975, V.72, p.3961-3965). Po to klonai,
identifikuoti hibridizaoijos metodu, analizuojami tolian ir ana-
lizés eigoje gallma identifikuobi naujus deimos narius, pasinaa-
dojus P&Htriknini@ fragmemtbu kartivavimo melodais i nus babagl
Jiems sekas Lokiais welodais, kurie gerai Zinomi minélos srities
speoialistams.

Tdenlifikuojanl papildomus CNTFR superéeimos narius, gali bi-
ti naudingas grandininés reakoijos, dalyvaujant polimerazei, teoh-
nologijos panaudojimas, sinr.: Saiki el al.- Ssienoe, 1985, V.230,
p.1350-1354. Pavysdziui, vykdanl minéta’reakoija, galima naudoti
Jautry ir nejautry praimerius, atitinkanéius - Zinoma ONTFR seka,
teikiant pirmenybe kKDNR kaip &ablonui. Gali priveikti tokio &iny
praimeriun projektavimo, kurio resul babas biilu resbrikoiniy Frag-
menbu 1 jongimas, Lai palengvinbu mingtos reakoi jos produking i hesp—
im0 Liokamas klonavimo vek boring. Grandininégs reskoijos, daly-
vanjanl pol hmeraze i, produkbos galima ilerplbi 1 Linkamis  vekbo-

rius, o ganbus kTonus po Lu galima i8rasivoll, siekiant gauli nau-
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Jus Beimos narius. Tokl isrisiavima galima vykdyti standartiniais
metodais, iskaitant hibridizaoine analizeg su bandiniais, abilinka—
ndiais Zinomas sekas. Pavyzdidini, esanl Zemam selekbyvoamii, gnlima
hibridizuobi bandymines seei jas,  alibinkanoias gk il fogas ONTFR
ballymo wsieilis, panando jaol kopijavimo  Fithegs,  Larindius klonn
DNR, kuri ganla vykdanl grandining reakoija su pol inerase  (nindha
anksdian). Reikia pamingli, kad skirtingus klonus su vienais Dban-
diniais galima hibridizunti, o su kitais ne. Nanjus Seimos narius
baip pal galima fdenbifikuoli, didinant hibridgzaoi jos seleklyvums,
kada nauji narviai, neidenbiski bandiniams, gantiems 18 Zinomy na-
riu, hibridiguwlusi ne laip  inlensyvial, bel esanb  aukdbesn Lam
selektyvumui. Kita vertus, naujus Beimos narius galima identifi-
kuoti restriktuy kartiravimu arba standartiniais sekuy, analizés me—
todais, siekiant isaiskinti skirtumis restrikin zemé&lapiuose arba
sekose, palyginis su Zinomais Beimos nariais.

Savo papildomiose abvejuose &is 1&radinas paleikia molekules,
sudarandias kompleksa sn ONTFR i tuo  padiv galindias  dalyvaul i
ONTFR funkoionavime. PavyzdZiul, remianlis sekos analizés diomeni—
mir, buvo nasbalyla, kad vitgi ONTFR nelbuei oiloplavsminio  domeno.
TE bikrugu, sis eeoeplorios gall junglbis prie membranos per gliko-
zilfosfalidilinuzilola (GPT-rysys, #iiar.: Ferguson et al.- Ann.
Rev.Bioohem., 1983, V.57, p.2R6-320). Taui 1eidsix bedghi, kad  ma-
Ziansiai viena kila molekald, asooijuojanbi so ONTFR, dalyvanja
Kignalo pemdavime Tasbelés meubrana. Tokisa molekuls gall bull, pa-
vyzdZziui, ballymas gp130, kuris asooijuoja s TT—6, #ifir.: Taga =l
al.- Cell, 139893, V.58, p.573-581. Tui ypad Likelina esant  homolo-
gijai tarp ONTFR iv TT-A reaeplborians. Molekales y  Aasooi juobar s
CNTFR anl Taslelds membranos, galima (8skicrli i fdeobifikaoli bel
knriuo Zinomn melodu,  iskailanl  (hel neapsicribojant)  skeesining
cheminiu rySiu susidaryma, issodinima anlikiinu  "ant i—-CNTFR" arba
"ONTF-etikebe" in/arba kitos baltym arba skyﬁﬁiu‘gryninfmu tie Lo
s, »

Toliau, Biame i&radime paleiklos moleknlés, kurios skiriasd
nuo ONTF i gali eishis sy ONTFR. Tail molekulés, kurios kunkuruuja
s ONTF ir kilais normaliais Tigandais rysyje su  ONTFR ip apima

pepbidus, peplidinius darinius ir peptidinius Junginius.
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Ta&radimo prilaikymas
Analizés sislemos

Siame i&radime pasifilybos anal izés sistemos, karig pagalba
ga]ima-aptikti ONTF akbyving arba aklyvomos, analogibks ONTFR O e
pasireiskiandins veikban 1 pepbidinius acha neprplidinias jungi-
nivus, mwaloo janl, Cimiologing reakoi jq | ONTF Taslele je arba  lasle-
i Tindjoju, be o winglos Taslelés oharakberizuo jamos ONTFR  mo-
Tekulin ekespresi ja. Fiziologineg reakoi ja gali buall bel kuris i
biologinin ONTF «lekbn, iskailant, (bt neapsiribojant)  efeklos,

- ¥

aprasybius 2 skycinje, o Laip pal apibeds nukieininin rigss

[N Y o s

"

ki (pavysd2ing, elemenln,  esandio prowoloviair-ernhanoeriain,
slivkLieinio gen) Lyeanskeipoi jos suaklyvinim, ONTRP mod i Cikay L,
Lransl iaci ja arba fosforilinima, antreinin procesn indukai jq, kaip

alsaka i Liesiogin ar neliesiogind, ONTP veikimg, o be Lo morfolo—

ginins pokydins, Lokins kaip nenribiniu alaogn susidaryinas arba
Bavybe Pfeyvenhi Tasbeloms, Lok §oms kaip oiliariuio  ganglijaus
Taslelés, judajimo nearonai, Purkinje Tastelés, hipotoliame laste-
T i pan. '
Remianbis ablskici ir pranaSesnio DSead i varianlbu, funkoine
larpusavio saveika barp ONTP {1 ONTFR galima slebetli pagal vis di-
déjant i 9 &kart pasireiskiandin® pimminio reagavimo gemy  veikime,
‘kurinos suakLyvins drngybhe Lranﬁmmmbvaniniu signalu, sbimulivo jqamg
cangimo Pakbovimi; dia priklause (el neapsicribojant)  o-fos e
o= jun. Pavyrddind, "iskarel pasice i Ak fand i grog suaklyvinimg  pa-
Tima aplikbi Norlhern-blol anmi Pafts mebodn {(Lokin gty RNR O kopi ju
kivki). Pagal isskivhind idmadimo varianla  o-fos e n—jun  iRNR
kieki galima noslaly i, (Sanal ivavies Norlbhern=biol  welodu  [RNR,
gaula 15 Likslinin Tasle i, inkubuoly esanl ONTP, kada ONTF akty-
vumas pasireiskia o-fos ir o—jun kiekio padidejimu. Reikia pAaZymd-—
-{i, kad pagal alekivoas i&radino varianlas,  pavas  Tasbeles-—laiki-
s, buringias nikTeining  eigsli, kKoduo jand s rekombinanl ini
ONTFR, arba pariok bas sorisanl s ONTF, gali privelbli garanlijos,
kad Taplelés—laikinial sharakberingai alilikbu ONTF  arba Jungi-
niams, kuriu akbyviunas analogibskas ONTF. 8io i&radimo kontekste
berminas "aklyvumas, analogiskas ONTF aklyviamui® ivestas nopint
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pazymébi biologini aklyvima, kuris panasos (nors gall buli, o galli
ir nebiiti identidkas) ONTP akbyvimni. Panadiis Ak lbyvimai gali apim-

Li (bel neapsivibojanl) aklyvamus, aprasybus anksoiag 2.2. skyriu-

~Jje, o taip pat i&kart veikiandin  konkredin promolorin (enhanoe-

ring, bokin kaip fos ie jun, aklyvavima.

Sis isradimas paleikia nanjas analizeés sislemas, karias gl i-
wa panaudoli alrenkant junginius pagal juy ONTF-akbyvumg ir akbyvu-
ma, analogiska jam. Lasleles-taikinius, kurios ridasi su ONTF, ga—
lima gauti, btransfekuojant i jas mikleining  1hgali, koduojansisg
CNTFR, arba jas galima idenbifikuoli ir atskirti, pavyzdzini, vei-
kiant fIaoresaenni ja, 1rosesin sedimenlaoi ja arba ribolo skiedimo
meboduy mprasy o 2emian 5.6.3. skyriuje.

Gavus ir idenlifikavus Likslines lasteliy linijas, reikia at-
rinkti lasteles, ypad jaubrias CNTF. Tokios lastelés~-taikiniai ga-
1i turéti dideli ONTFR molekuliy kieki. Sias lasteles—taikinius
galima idenlifiknobi, pavyzdzioi, ablrenkanl lasleles, kurios, in-
dukuotos sisbemojs "ONTF-elikelé" jv iminofInoresocennidkal  anali-
wolos, pasireiskia ankshesnio fluoresoenci jos  intensyvumu.  Kiba
vertus, laslelés, ypads jaublrios ONTF, gall reikslis aukstesne bio-
logine reakoija, pavyzdzind, &olinis  i&kart reagiojandin genn
(o-Tos T o= jun) prodok b prdidd: Jimas, kaip abviakqs | QTR soeisd -
mae Remianlio sinad ivim sinbemomis su Tapslalamin daikiniais, ypacs
Janbeiomis ONTR, Siame i&radime mumbomi albeink imo mebodai  pagal
ONTF-ak byvima i1 analogiskas jam akblyvamus, be Lo Siais’ me bodais
galima aplbikbi Zemos ONTP akbyvumus.

Alskivn alveju, remianlis rekombinanl inds DNR panaido jimo me—
Lodika, Slame i&radbme gannamos lashelds—Laikioiai  (ONTF salivil-
gin), knrios e indined jos mebodiy pagalba pasisymi didesnio
Jrtbrnmy SNTF. Pavyedsini, ONTFR grng, klonola mindlais  anksofan
5.1 skyrivge melodais, palima ileepli | TrpheTes, deimlal remgno-
Jandias i ONTR, Loddl sbebima didesnd rekombinanlbinio ONTPR o
ekbpresija, o Lokios gen inZinerijos biidu gamamos  Tastel&n- Lai-
kiniai skiriasi didesne ONTPR motekal iu savo pavieisioje  ekespresi-
Jet. '

Priesingal minélam alvejui (arba kaip papitdymas), galims s-
komstmioti Tastelen—laikining, Loringias rekowbinanlini, gena,  pa—

Bizyminbl anksln skspresi jos Tygiu, reagnojanl su ONTFR. Gerian,
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Jeign Lokio vekombinanbinio geno prielaida - asooi jaoi ja so Teng—
val aplinkamnu produkbu. Pavyzdziui (bel neapsiribojant), iskarl
reaguojandio geno transkripoijos valdymo sritis (o blitent, promo-
torines—enhanaen-ines  sritis)  galima  panandoti junginio, kuris
ivedamas i Tasbeles-laikinios, reporleringo zrno ekepresi jos  val-
dyme. Jeigu junginygs, Lurinlis iskarel e jan i gena derriny je
repocherinin penn, ahaeak Leeivno Jamas auhs ba erhrspresd oo Tas el e
b ihininose (shipraoas promoboriams arba didelio kopiju kiekio dé-
ka), lai jungioi galima panandoli alaakoi i, ONTFR surigima ensghip-
pinhi. Pavywddioi (bel neapsicibojanlk),  promolorin (enhanoeeri),
reagno janh i 0, ONTFR (pyve., o-Tos arba o= jund, palima panaondol i ap-
Linkeun ceporberiniyg genyg ekspresi jos valdyme:, iskallant f-gal iak-
tozidarnés, angimo hormono, ohloramPenikolaoel ] brans Cerands,  fos-
fuLPanSfevaméB, neomloino, Tiuoiferasds arba f-glinkoromidants pe-
nus. Nurody ko eeporberinio geng prodok by Aaphikimas gali btk Tape-
mAciniig junginin janleia ONTF aklyvies (arba pAanasans jam) ndika—
Lo iomi .

Aprasy bus ankesdian junginios, koduojandins ONTFR avba burtin-
dius reportevini gena, galima iterpli i Likslines Tasteles bet ki

rivo mebodin,  iskad banh (bel neapsicibojanl) Lransfekol ja, elekbro-

poraoija, suderinfus kaloeio fosfako i DRAR  deksbreno me Lodns,

Tasheling pabianks (os1] gun), o laip pal isvedimg gyvinuy, esandiy
anksdiau mingbu junginin, kaip transgen, neséjais, be to  is Bin
gyviinn andiniu galima aleinkli Iasleles-taikinius (ONTF alzvilgiu)
Jau ankesdian mindlais metodais.

Sio iBradimo analizés sistemos garanlbuo ja elfekbyvu, Farmacinin
Janginin, nandingu, susirgimams d&1 ONTF gydyli, parinkimq. Pavyw-
A2 00 (el neapsicibojanl), gall peireikli  parink i Févnnanirni
agenla, pasidyminli ONTF-akbyviam e besrapinin efeklu, esanl  sige-

genéliu audiniu idsigimimii. Pagal alskirs i&radimo varianba gali-
ma idenbifikaoli iv isskicki Purkinge Tapleles, reaguojandias i
ONTF, o po Lo anginhi kaThivavimo 1ok bel b wikeoduobulése.  Fianl,
Al i L inkaun e rk ied Timams, kol Livay fmo Lerrpery, 3 konria preidébas ban—
Aomae s apgenbas arba ONTF, po Lo gralima  i8dalinki  po dnobules,
karbu suw Liokama konleoline lerpe. Po o Lo lapleles  galima  Lieli
stebint kaip pageréja ji isgyvenimas, kaip vyshosi alangos i

pan., be Lho galima ousbalyli absolindias - sanlykines  bandomo jo

~
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agenbo de ONTF S byviono e ikSmes . K bas pravysdys parodd, kad Jodes

- .. . - . . . - —
Jimo pouronn pazacsisbos vielos Lbeiloiamai reagio ja ), GNTE ARV O

- 2

Sendtner =l a) ., - Waliee, 1380, V.345, p.440. Rerifihim, Sino alve jn

.y

b nadinga identiTivuo bl junginius, paoasius i, ONTF ir galin-

—

dius slabdybi judsjimo neurong atmirima po aksotomijos. Judéjimo
Peieons, reagno jandios i ONTR, gal ina oando bl anad s ts s Leamorses
ddenb il Tkuo janl jungioines, naod tngus Judéjimo  neuromy susi reimn
gydyme. Tverlbiom, kad ONTP ook Lyviag slabdo Judd Jimo nesaronn Al-
mivimA pooaksobomi jos (bad ypad svarbos Al i, renkand, prydymo
merhodis, kail padeinlos sloaboro sunegenyry esanl o amiolrotine]  Jabe-
vad ine i shierore it D diabeline ] oeicopal i Jaiy o bithenlh  peo jek oo
Jand vaisbos, koeie galeho bl efekbyviie, gydanl minélus susirgi-
mus, iskaitant vaislus, kuriy priveikbi galvos smegenn kranjioiam
barjerui iveklii), via svarbi Lareel | palikim= i jaulieia  aleinkino

v ®

sisbema, koed ewlogs Sio PSrmad hino principais.  Kilame  pavywudy je
rasbaly by kad konkeed | ane s g ime paes e Bk s netbeinioga konk -
relas andinio reakoi ja 0 GNTF, i cacionalos minébo susicrgimo gy-
dymas galelo btk ONTF injekoija pacienbui. Vienok, gali pasirody-
Li nandingos T lokios molekulés, kurios, palyginus su injekuo jam
CNTPF, Luri ilgesni skilimo pusperiodi arba veikia kaip ONTF 2Zadin-
Lojai, arba rmkreiplos i konkrelbuy audini. Todél Sio isradimo mebo—
dai taikylind efeklyvioms ir janbeioms abeink bno Bishemoms, Ko iars
galima vaudobi fdenlifikuojal molekules su  norimomis sBavybémis,
sukurti. Analogiskas analizés  sisbemas ealima nandoli ONTE

Anbagonisbames idenlifikuoli,

Eksperimenlings model inés sislemos

Slame i5radime paleiklbos [ eksperinenlings sislemos, skirbos
Tiziologiniam ONTF vaidmeniui bLirti. Siose sislemose ONTF  balty-
mas, peptidinis fragmentas arba dariniai gali bitti injekuoli  arba
gaubi padioje sislemoje. Minglas model ines sisbemas galima nandoli
tiriant ONTP pertekliaus efekins, o baip pal pasibaigus jo o resiae-
sams . Eksperimenlines wodelines sislenas galima  nandoli  Lirianl
reakoiju efekbus I CNTF susilpné jimg arba suslipréjima lasteliy
kultirose arba andiniuose, visame gyvimo organizme, konkrediose
laglelése arba andiniuose, andinin knltiien sistemose, o taip pat

*
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.ypuhiugu Taiko inlervaly melbu  (pavyzdziui, embrriogenezés), kada

ONTFR ekspresija reguliuojana paleidziamuoju arba nuosekliai regu-—
liuvojamu promotoriumi (enhanceriu). Atskiruose {&radimo variantuo—
s galima nandoli OMV promolorin (e :nhanosi ) ONTFR  ekspresi jail

Y

Lranmgenininose gy viinore valdybi. Waondo janas dia v Leansgreniniai
St g
gyvinai™ Lerminas peikTanso gyviems Leansgenioiaoes gyviinams,  i&s-
sKyrus Zmogi, v oapina Liransgenines movaikas, kada kai kurios arba
visos organivm Tasbelés Lori bransgena, be Lo gyviems organizmans
prriklauso bel lurios bLu]uglnés riasys, iéskyrus zmogn, ir sie or-
ganizmai gali bati fivesti bet Kwiue  29nom meLodu,  iskaitant
(bet neapsivibojanl) mikroinjekol ja, Tasbel iy sruliejimag, Lransfek-

s o
.

0137, elekliropormaci jq e pan. Pavyzd2ini, pyviitai pali bithi (&ves-
Li vigonln mikeoingekai jos mebodn, 2ine.: Brionsber ol “al.—  Proo,
Neh TLodoad.Soi U84, 1943, V.32, p.443R-444>.

Siame Pdradime paleiklos i anbohoninio rusirgimo  model inds
sislemos, kada anloimuninis alsakas nukreiplas i GCNTFR. Tokie mo-
deliai - tai gyvinai, immizaoti immogenigkais ONTFR kiekinis, be
Lo greian,  jei slalyba, kad organizne gaminasi speoifiski  ONTFR
antikinai (anli-ONTFR) iv/arba igyvlas Taslelinis  fmond belas.  No-
rinl sukurrbi Lokig modeling sislemy, gall bali naudinga ONTFR, ku-
ris risasi su 1munu5t1mu11atorlum1, priskyrimas tokiam kaip Ba011—
le Calmette Guerin (BOG).

Padidinto ONTF aktyvumo modelinés sistemos

Pavyzdzini (bet neapsiribojant), galima sukarbi eksperiment |-
neg modeling sioslbena, skivka perbekliniams ONTT akbyvimo e ek Lams
Livli. Tokioje e hemo je reakold ja 0 ONTR galima  rusbiprinti £enn)
ingineri jors meLodo, padidinus ONTFR moleknl iy shaidiu anl modell-
nés sistemos Tanslelin pavirdians, Tyginanl wn TanleTdmin,  jeveik-

. P

bomin grm indinemel jos mebodais. Gal i pasirody Ll pranasesonu GNTFR

iy . . e

Smolekud in skaiaiaus dJidd jimas anl lasleliy pavirdiaus, kurios pap—

rastail ir padios charakbeprd izu0Jamos ONTFR moTeknlin eRRPIesT jau.

Sickianl padidinli ONPPR molekul i B skaiting,  Tapleles gAal e
verik L genn i ineri jos merbodaing pavynd2 iod,  O&Kienjank Vi,
burindiu CNTFR gensm. Kila verlbus, ONTFR pong galima Lrang Pekuoli
lasleles.

Juelgu modeling sislema yia gyviuo vrganivnas, lal rekombinan—
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tinio ONTFR geng galima ivesli i organizma, uzkresdiant virfasu, tu-
rindiu CNTFR gena. Pagal kita varianta, galima sokurti transgenini,
gyviino organiving, burinli CNTFR geng transgeno pavidalu.

CNTFR ekspresijos garantijai biitina jo gena istatyti uz tin-
kamos prromotorinés (enhancerinés) sekos. Gali biti naudinga ista-
tyti CNTIFR gena uz konstitutyvaus ir/arba speoialaus audininio
promotoriaus (enhanoerio), iskaitant (bel neapsiribojant) enolaze,
specifisks ONS newwonui, nervinio audinio ir Lirozino hidroksila-
zini, promotoriu, metalotionini paleidziamaji, promotoriu, promobo-
rin, kuris suaklyvinamas UV &viesa ir kuris yra HIV viruse (Zjiar.,
Valey b al.- Nalues, 1988, V.333, p.73-81), Taipsnidkai regulino-
Jamas promo loriaus.,

Reakolija i endogenini ONTF gal ima susbiprinti, padidinus las-
belinin ONTFR moleknd in kieki. Jei modelind sislema buri mazai
CNTF arba isvis jo nebluri, tai ji galima ivesti i sistema. Gali
biiti naudingas papildomo ONTF ivedimas i modeling tam, kad galétu-
me dverbioli perteklinio ONTF  akbyvumo efektus. Kai  dél CNTF,
esandio ekspresi jos rezulbalu (arba sekrebuojamo CNTF), gali pa-—
sirodybi pranasesnis padidinlo CONTF aklyvumo efeklu Lyrimo melodas
Tasteléms, kurioms jan biidinga ONTFR ekspresija. Bilu dar geriau
ivykdyli ONTFR ekspresija visose lasbelése (Laip vadinama total ine

ekspresi ja) i viilian nuslalyti, kokioms Tasleléns badinga funk-

- oionall savybé reaguoli i ONTF, o tai leisiu  identifikuoti antry

reoeplorini komponenta, jeign toks egzistuoja.
PaZeminbo ONTF akbyvomo modelinégs sitbemos

Kita vertus (bel neapsiribojant), yra galimybé sukurti ekspe-
rimentineg modeling sistema, kuri leistu tirti’ efektus, esant Zeman
CNTF aktyvumui. Tokia sistema galima identifikuoti proo&sus  arba
neuronus, kariems reikia ONTF ir kurie aleilyje galélu bili gydymo
objeklain., Tokioje wisbemoje galima susilpoinbi reakoljq 1 CNTF,
esant rekombinantinio ONTFR molekuléms, neasooijuotomis su laste-
lin pavirgiumi ir paveiktomis geny inZinerijos melodais fLokiu bi-
du, kad bitty neefektyvios reakoijos i ONTP perdavimo meohanizme.

Pavyszdziui, i sislema galima ivesti baltyms, peptids arba
CNTFR darini, tam kad jis papildytu endogenini, CNTFR, susiridant
su ONTF, tuo sumazindamas reakoijos su ONTF galimybe. Reoceptorius
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(ONTFR) gali biili laisvas (vell-free), kaip injekuojamas i sisle—
ma, taip ir gaunamas padioje sistemoje. Pavyzdziui, CNTFR baltymo
preparata, neturinti transmembraninio domeno, galima gauti i5
lasteliy padioje sistemoje, taip pat ir beinkarini ONTFR, kuris
gali biiti sekreluolas 18 ekspresunjandios lastelés. Kita vertus,
ballyma, peplida avrba ONTFR darini galima injekuoti 1, larplaste-
lineg ertmg, pasdioje sistemoje.

Pagal papildomus isradimo variantus rekombinantini, CNTFR gena
galima panaudoti endogeninio geno inaktyvavimui, tai atliekama ir
homologinés rekombinanijos bidu, todél konsiruojama lastelé, audi-
nys arba gyvas organizmas sn CNTFR triikumu. Pavyzdsziui (bel neap-
siribojanl), rekombinantinio CNTFR gena galima pertvarkyti geny
inzinerijos metodais taip, kad jis turéin iterpba mitaoija, pavyzé
dZiui, neo-geng, inaklyvaojanki ONTFR. Tnkl darini, esanli, su Lin-
kamu promotoriimi (enhanoerin), galima injekhnti i, Tagtele, pavys-—
dzini, i swbriono shbem laglele, panandojanl Lransfekol ja, Lreansdu-
koija, injekolja ir pan. Véliau lasleles, Lurinsias minéta darini,
galima alrinkli pagal alsparumg G 418. Po to galima identifikuotbi
lasleles be paZeisbo ONTFR geno, pavyzdziui,: Sauthern ir Northern
blotingais arba analizés ekaspresijai metodais. Tolian, lasheles be
paZeislo ONTFR geno galima sulieli sa ankslyvosios embriono vysly-
mosi mladijos Tanlelémis iv Lbokio biida sokorli Lransgening, pyva
vrganizma su ONTFR defioilu. Tokio gyviino sulyginimas su  gyviinu,
Knriame nepasiveiskia endogeninio ONTF ekspresija, parodytu, kad
Bie du fenotipai pilnai atitinka vienas kita ir kad juose néra pa-
pildomy faktoriny arba receplorin, analogisku ONTF.

Toki gyva organivmg galima  panaudoli, nuslalanl speoifines
neuronines populiacijas arba kilus prooesus, pasirveiskiandius gy
vame organizme (in vivo) ie papraslai priklausandius nuo ONTF. To-
A&l bikeéhina, kad Sios populiacijos ir prooesai  pasireiks, Jelgn
gyviino organivuas skiriasi neekspresuojami ONTFR ir bodél  reaguo-
Jjai ONTFR.

Kita vering, ballymas, peptidas arba rekombinanlinioc CNTFR
darinys, kurie konkurnoja su endogeniniu CNTFR, gali sislemoje ig-
reiksli ekspresija anl lasbeliy pavivéiaus, bel bLuo padiu biitn su-
daryti taip, kad nedalyvauly reakoijos i CNTF surisimg  perdavimo
mechanizme.

Apragyti anksdian baltymai, peptidai ir rekombinantinio ONTFR

*
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dariniai gali riglis sn ONTF, esanl giminiguno  laipsnini, analo-
giskam ONTFR ir ONTF arba besiskiciandian mio jo.  Norint efekly-
viau susilpninli sugebé jima reaguoli i ONTF, reikétu, kad balty-=
mas, peptidas arba ONTFR darinys galéliy rishis  su ONTP, esanl
auksbesniam gininiguno laipsniui negu Las, kuri idreiskia  “"savas"
reveploriug.

Kai baltymas, peplbidas arba ONTFR darinys gaminasi panioje
model ingje sislemoje, nukleinine rogali, koduojandia minédbus bal-
tymus, galima ivesli i sislema infekuojant virusa, transdukoi jos,
transfekoijos ir pan. metodais, o taip pat transgeno pavidalu.
Kaip aprasyla anksdiau, ONTFR gena galima igtatyti w2 tinkamo kon-
trolTinojandio prowoloriaus (enhanoerio), paleidziandiojo  promo Lo—
rians arba laipeniskai regul ino jamo promoloriaus.

Pagal alskira isradimo varianla, laslelés ONTFR endogeninis
genas gali biti veikiamas mutantiniu ONTPFR genu homologinés rekom-
binani jos biidu.

Pagal kila i&radimo varianla, ONTFR ekspresija galima suma-
Zinti, esanl ekwpresuojandiose ONTFR laslelése nedideliems DNR ir
RNR kickiams, madinanbiems ONTPR jautiuma ie efeklyviai  Zeminan-
diais ONTFR ballymo wkspresija.

Diagnoslikos abve jai

Remiantis igradimi, ONTFR bandiniue galima naudoti identifi-
kuojant lasleles ir andinius, reaguojandius i ONTF normalioje ir
ligotoje bisenose. Siame idradime pateikbi lasteliu, reaguojansin
i, CNFTR aplikima, identifikavimo biidaj. CNTFR skepresija  gal ina
ikaiskinbi pagal #&io ruoeptoriaug iRNR  branskripoi ja  arba pagal
CONTFR baltymo iransliaocijq. ONTFR ekspresija galima aptikti, pa-
sinaudojus bandiniais, identifikuojandiais nukjeinine rigsti, arba
CNTFR baltyma.

Viena eilé bandiniu, naudo jamy CNTFR ekspresijai aptikti, tai
nukleininin rig&diy bandiniai, kurinos galima naudoti ONTFR koduo-
Jandios RNR aplikimui bet kuriuo 2inoma me bodu, iskaitant (bet ne-
apsiribojant) hibridivaoi ja in silu,  Novihern-blol  analise  avba
PCR lechnikea.

Anlra «ilé bandiniu, knrinos baip pat galima panandoti, tLai

elbikelbinlo ONTF bandiniais bai aprasy ba palenbing je JAV paraiskoje
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Remiankis esamn idradimi, Lerminas "elbikelinbas ONTP" reikéty
CNTF molekule, pribvirtinia prie anlro, lengvai aptinkamo, jungi-
nio ("etiketés"). Apfinkamu Junginiu galeétu biti radioizotopas,
fluoresonojanti molekulés dalis arba ligandas, galintis rislis su
receploriumi, arba junginys, aptinkamas kolorimetrigkai arba pasi-
syminlis kalaliliniu aklyvamu. Taskirliniuose variantuose elikele
galély bill anbligeniné delerminanteé, pavyzdziui, antikinas, galin-
tis ristis su elikele. Kiba atvejn pati etikele gali bhti  antiki-
nas: viename idradimo varianle elikeld yra anlikinas RP3-17. Biitu,
geriau, kad elikebé neitakotby biologiniam ONTP aklyvumui ir kad
Jjos aptikimo metodai labai netrukdylu, ONTF ridantis su recepbo-
riumi. :

Elikelg prie ONTF prikabinbi galima bel kuriuo Zinomu metodi.
Pirmenybé leikiama kovalentiniams ry&iams, vienok, kai kuriais
atvejais reikia ir nekovalentiniy jegu (pavyzdziui, jei etikete -
imunoglobulino molekulé).

Etiketé gali Liili bel kokio molsknlinio dydzio, lLasian aplin-
kama bel neluri ilakoli biologiniam ONTF  aktyvioai. Jei  elikels
yra anligening delerminanlé, lai reikélu, kad ja buddrytu ma iau—
siai 5-15 aminoriigésdiu.

Iliustruojamas (bet neapsiribojant) igskirtinies &io  i&radimo
metodas, kurinn galima etiketinti ONTF, panando janl  "1iekamg ja"
PCR reakolja, kada rekombinanbtinis ONTF sukonstruotas taip, kad
savo C-gale turi dedimbt aminoriigséiu, atitinkandiu zinoma antige-
nine determinante. Pavyzdziui (bet neapsiribojant), &1 antigeniné
determinanté gali alilikti tam Likra zimogaus o-myo  pro Loonkogeni-
nio ballymo epitopa. _

Pavyzdziui (bet neapsiribojant), "liekamosios" PCR metodu ga-
lima pritvirtinti etikete su desiméia myo aminoriigddiu (manoma,
kad siuo biddu galima pritvirtinti bet kurig aminoriigédiu etikete).
POR 5'-praimeri, atitinkanli ONTP seka, pasislinkusia trupuli ar—
diau i pradsia, palyginus su oharakteringa dalimi, kuri yra kerpa—
ma restriktazés bakterinéje sistemoje, galima naudoti PCR reakoi-
Joje kartu su "liekamuoju" praimeriu, kurio nukleotiduy sBeka ati-
tinka ONTF 3'-galo seka ir seka, koduojandia peptidine etikete,
kai Sablonu naudojama kDNR i lasteliu, reaguojandiu i, CNTF.

PCR reakoijoje taip pat turi dalyvauti 3'-praimeris, atitin-
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kantis "liekamojo" praimerio seka ir apimantis mikleotidine seka,
karinje yra resbeiklazés kirpimo  sailai. Taskivliniuvose varian-—
buose gali bitki 5'- ir 3'-praimerin perlekliog, lyginant su "1 ie-
kamo ju" praimeciu, o POR reakoija Larp 5'—praimerio ir "1 ijekamo—
Jo" praimerio baiglusi po keleto gios reakol jus oiklu, buo tarpu,
priedingai, reakoija tarp 5'-praimerio ir 3'-praimerio prasidétn
bei testusi iki pilnos "ONTF-elikete" sekos ir didelés ibeigos.
"Tiekamajai" teohnikai nereikia ilgy praimerin, kurin sintezé au-
ddbinga i ilgalaiké. Kompleksini "ONTF-elikefs" produkla gal ima
gelfilleaoli e veikhi resbriklazémis, kurios kerpa saitbuose, is-
balyluose produkbo galuose, o po Lo subklonuobl  § abilinkamos
ekbptesinio veklborians resbrikoinins  saibus. Pavyzdziui, "ONTF-
myo'" etikelel gaubti imami sekéntys praimeriai: 5'-praimeris 5'GA(
TCG AGT CGA CAT OGG AGG OTG ATG GGA TGGOQ 3¢ (SEQ TD No:3) ir 1lie-
kamawis 3'—praimeris 074 AAG ACT 00T CTAGA CAT CGO GGG CGT ATCG 3
(SEQ TD No:4), be to &iuns praimerins galima imbi  tokiais wmanly-
. kiais: 100 ng 5'-praiwerio, 100 ng 3'-praimerio ir 1 ng "liekamo-—
Jo" praimerio. Smlkian ziaréli 6 skyriuje. Sigtemos "ONTF—etike—
Let ekspresija galima ablikbi remianlis rekombinantinio ONTF  ekr-
presija; bal  apradyla minégbo je pPatentingje  JAV  paraitkoje No
O7T/570 651, o baip pal paraibskoje POT No WO91/04316, kuri publi-
kuola 1990 melais balandzio 4 ir kurios aulorius Sendineris £
bendr.
Siame ifradime pasiilyla etiketé, esanti iminoglobulinu  arba
Jo dalimi, pavyzdsziui, antikiino molekulés fragmentas Fo, F(ab) ar-
ba F(fb). Elikelé Luri susirisdti su ONTF ir bibi poliklioninin arba
monokloninin anbikinu. ‘
Remiantis &iuo isradimg ebikelintag ONTP gal lima inkubuobi kar-
tu Bu laslelémis Lokiomis salygomis, kuriomis ONTF risdtusi su jo-
mis (prisitvirtintu prie ju). Dagniausiai tiai galima pasiekli
standartinése kultivavimo salygose. Pavyzdziui, isskirtiniame i5-
radimo variante lasleles galima inkubuoli sn  eliketintu  ONTF 30
min. Jei elikeld — anlikiino molekulé, lal gerian, kad i8 pradsiug
CNTF susiristy su lastelémis, o po Lo nuplauti Jas nuo nesusirisu-
Bio ligando ir ivesli etiketés Jungini, — antikiina "anti-CNTF".
Atskiruose i&radimo atvejuose etiketinta ONTF ant Tastelin,
reéguojanéiu i, ONTF dir zemian vadinamy laslelémis-taikiniais, ga—

Tima apbikli Laip vadinama rozeline analize, kada indikalorines
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Taslelen, galindias rislis sn elikele, iokubuoja karlu su lasbelé-
mis, turindiomis sistems "CNTF-etiketé", taip kad sios indikatori-
nés lastelés susilieja su "ONTP-elikete" kompleksais Iastelin pa-
virsdings, be Lo suridlos indikalorings lasbelés sudaro rozedig pa-
vidalo kKlasberius apl ink "ONTF-etikets® sislems  lurindias  Tagle-
Tes. Sias coneles galima pamabyli sbandartine mikroskopine lLeohni-
ka, naudojama lasbeléms kul bivavimo 1¢kslelése, arba atskirti las-
teles, paverstas ir nepaversias rozetémis, pagal lLanki oenlri fluga—
vitnu. Atskirame isskivtiniame i&radimo varianbe lasteles-taiki-
nius, pavyzdziui, nenronines, galima surinkti knllivavimo lék&te-—
lése su danyg (iki A0) duobudiv, esanl mazdang 200 lasteliu  duobn-
t&je kKonoenlbraoi joms ir panaudo janl lerpe, pvz., RPMI 1640, kurio-
Je yra 10% versiuko embriono serumo (FBS) ir 2 mM glutamino. Tas-
telés, isskirsblylos po 1lékstelés duobutkes,  inkabuojamos 16-24
val., 37°C drégnoje aplinkoje su 5% anglies dvideginio, tam kad
prisilvirbinby 1gsteles. Veliau lerpés ir lastelin kultiiros 1iku-—
Lis pakalinamars, o laslelés inkubuoJamos 30 min. keambario Lempera—
LNroje kartn su elikebinlu ONTF. Po Lo laplelés keliskart planna-
moss FizioToginin draska Lirpalu (PRS), lLumrinnin kaloio, magn io bed
1% Jjandio seramo albuming. Pasal inant nesurisla 1igands, 30 min.
kambario Lemperealiivo je inkubuo jama su ant ikiininiu Junginiu (konoe-
ntraoija apie 10 lg/ml), atpazystandin elikeles moleknleg. Véliaa,
Lam kad pasalinti nesurisls ant ikiing, 1aptelés keliskart plannamos
fiziologinia deusky Lirpalu. Po Lo Taslelés-Laikinial, tarindios
"ONTF—rLikebd" sinbema, surigba su oanl ki "anli-elikeles",  inko-
buo jamos kKambario Lempralbiiroje 1 val. su 0.2% suspensija, kurioje
yra rozetes sudarandios indikatorinés lastelés, kurios risasi su
antikiinais "anti-etikete", pvz., indikatorinés lastelés, turinséios
"triuBis-(anti-pelé)" imunoglobuling. Pagaliau, kultivavimo 1éksa-
telés plaunamos PBS ir fazokontrastiniu mikroskopu Llrjamos TOZE~
tés. Pavyzdziui, jei antikiinas "anti- eliketé" gautas i& pelés, tai
indikatorines lasteles galima paruo&ti, padengiant eritrooitus,
pavyzdziui, Zmogaus 0O(+) eritrooilus, antikino Junginiu "anti- (pc~
1&¢s8 imunoglobulinas), gautu is kiiny biologinin rigiu gyvin,. Tndi-
kaborines lasleles galina parnogli, inkubuojant eribroodbus s oan-
tikiin "anli-immnoglobul inas", kurio konosenlracsi ja didesnd negu 1
Hg/ml, 0.01% O~01*nH20 ir alskieslo drusku tirpale pagal Albino ir
bendr. pasitilyta precedira (Albino et al.- J.Exp.Med., 1981,
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V.154, p.1764-1778). Kilame varianle galima pasinaudoli magneLiniy,
nesé ju melodu ir kitais sioje srityje sinomais metodais.

Remiantis kitais isradimo variantais, etiketinta ONTF ant
lasteliu-taikiniu pavirsiaus galima aptikti, pasinaudojus imuno-
fluoresoentiniu metwdu, kada molekulé, raguojanti su etikete, tei-
kiant pirmenybe anlikiinui, fluoresouoja pati arba koks nors kitas
galutinis junginys. Fluoresocenoija galima stebéli mikroskopu arba,
pasinaudojus lasleliu atrinkimo teohnika, fluoresoencijos 1itakoje
atrinkti Tasteles, Lirindias "ONTF-elikele" sisbema. Alskirame irp
isskirtiniame (Sradimo varianbe (imank pavyzdziu), lasteles—laiki-
niug galima vél suspenduolbi  analiliniame buferyje, kuriame yra
pertekling "CNTF-etikeié" konoentracija bei 0.05% natrio azido, 30
min. 4°0 temperatiroje. Po to lastelés triskart plaunamns analiti-
niame buferyje, kaskarl oenlrifuguojal 800 aps/min, 5 min. Tolian
lastelés 30 min. 4°0 inkubuo jamos kartu su antikiino Jjunginiu "an-
ti-etikete", kurio konocentracija apie 10 lg/ml, plaunamos, kaip
mintta anksdian, v vel inkubuojamos 30 min. 4°0 karln  su bioki-
ninku aonli-imunoglobud it bei "slesplavidin-Texas Red" kompl eksn.
Po o Taslelés plannamos, vel suspenduo jamos dispersiniams  Lirps—
Te, widengiawos dangleliais i Liriawos fluoresoenbine mikroskopi-
Jja.

Siame i&radime Laip pat, numalybi kitu Lipuy ebikesin aphbikimo
me bodai, pavywdzini, ohromogeninin ebikedin, katalitiniu elbikedin
ir pan. Bel kurios konkredios ebiketis aptikimo metodai priklan-
8ys nuo elikelés snkel iann signalo salygu.

Dar vienas Linkamas bandings yra anl ikiinas "anl I -ONTFRY.

Remianlis &Siao iSradimy, ONTFR bal Lyma, jo fragmenlos v dn-
rinins gal ima rdobi kaip minogenus, - gensraojandius. anbikinus
"an b I-ONTFR". Tsisavinas rekombinantinius, palyginus dideliu ONTFR
balbymo kiekiu gaminimosi, meLodns, pagristns ONTFR nukleotidy se-
komis, abilinkandiomis minéla iBradima, galima biity igspresti kie—
kybing ONTFR problema.

Siekianl padidinbi fmininés reakoi jos tikimybe (sn  ‘"anti-
ONTFR"), galimwa analizuoli ONTFR aminorigsdin seks ir idenlifikuo-
ti tas molekulés dalis, kurios itakoja padidints imunogenigkums.
Pavyzdziui, aminorigédin seksa galima analizuoli  kompiuberiu v
fdentifikuoli pavirsinine epilopus, gauli  kompiulerines hidrofi-

Tigkumo diagramas, pavicsiaas Lik imybiskome, Tankstuma, anligenini,
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rodikli, anfifiling spirale, anmfifiling iskloling, o taip pal anl-
™ine ONTFR strukiiira. Kita vertns, pavyko sulyginli i ivairiy
biologinin rusiuy igvestas CONTFR aminorigisiu sekas, be to buvo
identifikuolos palyginli nehomologiskos srilys: eiléje biologininy
rigin Slos srilys greidiansiail iminogeniskos.

MonokToninin anlikiinn, nukeeiply i ONTFR,  paruos ine galima
naudobli bel kwrivos melodus, kuriais antikiing molekulés gaminasi
nepertravkiamo augimo lasteliu 1inijuy kalliroje. Pavyezdgiui, &lam
iBradimui priklauso hibridominis melodas, kupi pirmasis abliko Ke-
leris ir Mildleinas, 2idr.: Kohler & Milstein-— Nature, 1975,
V.?56, p.495-497, o laip pal triominis mebodas, L.y. hibridominis
mebodas su Zmogaus B-lastelémis, 2itr.: Kozbor et al.- Immunology
Today, 1983, V.4, p.72, taip pat ir EBV - hibridominis Zmogaus mo-—
nokloniniw anbikiiny metodas, #iir. monografi ja: Cole et al., Mono-
olonal anlbibodies and oanosr Lherapy,— ed.ATan R.Zi8s, Tno., p.77-
96) ir pan.

Terapenliniam gydymai skivhi wonokloninial antikiinai galéby
blbi Zmogaus monvkloninial anlikiinai arba 10himeripiai monokloni-
niai antikiinai i& zZmogaus ir pelés (arba i& kitu Dbiologiniu ria-
Bin). Zmogaus monokloniniug antikiinus galima sukirti  remiantis
ivairiais Sioje srrilyje Zinomais mebodais,  #ite.: Tong eb al.-
Proos.Nall.Aoad.8oi. USA, 1983, V.80, p.7308-7312; Kovbor el al.-
Thmunology  Today, 1983, V.4, p.72-79; Olsson et al.— Melh.
Enzymol., 1982, V.92, p.3-16. Galima sukonstruobi ohimerinin
antikiinn molekules, lurindias pelés domens  (surisanti anbigensg)
kartu su pasloviomis 2mogaus sritimis, 2ifir.: Moreison el al.-
Prog.Nall.Aoad.80i. TISA, 1984, V.81, 1.6851; Takeda ol al.- Nalu-
e, 1985, V.314, p.452.

Antikiiny pries ONTFR gaminimosi salygoms parinkti tinka ivai-
rios zinomos prooediiros. Galima imunizuoti, injeknojant ONTFR bal-
tyma, jo fragmenta arba darini i eilés gyvinu-seimininky, organiz-
mus, iskaitant (bet neapsiribojant) trivdiues, peles, 2iurkes ir
pan. Priklausomai nuo biologinés &eimininko risies, immnine rteak-
oija galima sustiprinti ivairiais adjuvanlais: froindo preparalais
(piTouais iy nepilnais), mineraliniais geliais, pavyzdzini, aliumi-
nio hideoksidu, pavirdianeg aklyviomis medsiagomis, pavyzdziui, 1i-
zoleticibing, pluroniniais  poliolais, poliani jonais, peplidais,

aliejinemls comlsi jomis: hemoolaninais (keyhiole Timpel),  dinilbro-
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fenoliu, o laip pal polensialial Zmogui priimtinais adjuvantais,
tokiais kaip Bacille Galmeblle Guerin (BCG), pagal iau, mikroorgani-
zimar Cornebacberiam parvinn.

Molekulini anlikiino klona pries ONTFR epibopa galima parmiosti
Zinomais melbodais. Konsbruojanb nukleolido seks, kodno jandia mono-
kloniniv anbikiino molekulg arba jos dali, surisandia anligena, ga-
VTima pasinaudoti rekombinantinés DNR metodika, 2itr.: Maniatis et
al.~ Moleoular Cloning. A Taborabtory Manual. 0old Spring  Harbor
Taboralory; ed. 0old Spring Harbor, New York.

Anlikino mwolekules galima iBgryninii zinomais metodaié, pa-
vyzdziui, immoabsorboija, imunine ohromalografija, HPTO, o taip
pal derinanl jas. ,

Siame isradime numatomas ne tik antikiine molekuliu, bet ir jo
fragmenlu pritaikymas. Anlikiino fragmentai, turinlys molekulés
idiotipa, generuojami Zinomais metodais. Pavyzdsiui, tokie frag-
mentai apima (bel neapsivibojant): Fab) Fragmenta,  kuri  gal iina
ganli, veikiaol anlikiing subsbanoi ja pepsingg Pab Fragmenbos, kur-
ie gaunami redukuojanl P(ab) Pragmenlo  disul fidinius tiltelius;
pagaliau, Fab fragmentus, kuriuos galima generuoti, veikiant anli-
kiino molekule papainu bei redukuojandin agenln.

Minglne bandinins galima naudobi eksperinenbingje praklikoje,
identifikuojant lasteles arba audinius, kurie anksdiau neekspresa—
vo ONTFR. Be to 6&iuos metodus galima naudoti, identifikuojant
ONTFR ekspresija neatilinkandinose norna audiniuose, pavyzdsiai,
piklybiniy augliy audiniuose. Papildomuose i&radimo variantuose
Bile metodai gali biiti diagnostiskai taikomi, lyginant sveiky ir
sergandiu pacienly CNTFR ekspresija lastelése, skysdiuose arba au-
diniunse. Terminni "skystis" priklanso bet kuris organizmo  skys—
tig, bel konkeedial Lirima galvoje kraujas arba oerebralinis nUga—
ros smegeny skyglis. Paoienbo ONTFR ekspresijos skirtumas, lygi-
nant su sveiku Zmogwni, ‘gali rodyti, kad susirgimas tiesiogiai ar
netiesiogiai siejasi su CNTFR metabolizmu. Pavyzdziui, ONTFR lygio
padidéjimas galétu reiksti, kad paciento liga priklauso nuo padi-
déjusio organizmo jautrumo normaliems ONTFR kiekiams, arba, prie-
Bingai, leidzia teiglhi, kad paciento CNTFR kiekiai tokie mazi, jog
receptorin skaiding padidéja el kompensaoi jos. Sias  anlologijas
galima alskicrli, veikianl pasienls ONTP. Jeigu wavijaula  blogd ja,
bai, mablyl, jis kendia nouo superjanteomo ONTF, Jjeign laisosi, - ma-

LI
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byl, Jawm Leitkela ONTF. AL Linkamai galima parinkbi v gydymo  kur—
Ba, skirianl CNTF arba jo antagonislg. Eksprﬁéijos skirtumis gali-
ma aptikti baltymi ir/arba RNR Tygmeny je, pavyzdzini, matuojant
paciento ONTFR balbymo arba RNR kiekius ir lyginant juos su sveiky
Zmoniu rodikliais.

Ankedian minelus bandining galima nandobi, alsipenkanl Taslea-
Tes, reagnojandias i ONTP, Lam kad prilaikyli jas  jan  aprasylose
analivén sislemone (S0, : palenting JAV paraisks No  07/532 285)

arba slandarlindgse Taslelin parinkimo ir abeink imo provediirose.
Terapembinio laikymo siilys

Isradime paleikli melodai, kada Pacients, kendianti, pavyzd-
zind newrologinin, ﬁquikimu,.gydu efeklingu  ONTFR  ballymo, Jjo
peplbidinio fraguenlo arba darinio kiekio. Gydymo melodai, apiman-
tys padio ONTFR, ONTPR slimiliatorio=gadinlo jn, ONTFR anbagonisby
(konknrno jand iy su endogeniniu CNTF)  arba anbikimy, "anti-CNTFR"
skyrima, irgi priklauso esamam isradimui. '

Eramas idradimas numato ir farmaoines sudétis, knriose ONTFR
balbymms, peplidinis Fraguenlas arba darioys kowb inuo jrmas s tin-
kamu Farmacinin nesd ju, , |

Teida famas Livk bendeas, Lick Tokalinis ONTFR Dballymo, pepli-
dinio fragmenlo arba darinio paskyrimas. Gulima nandobi  beb  kupi
tinkama Biai srisiai paskyrimo biida,  iskailbanl (bel neapsiribo-
Jant) injekoijas i vena, po apvalkalu, | arlberija, per nosies ir
burnos ertme, po oda, i pilvo ertmg, taip pal viebine injekoija
Arba ohirarging iskiepijim-. Taip pal mmatylj reoeplat, remiand is
Kuriain organizme vegnliuo jamai iésiskicia ak lyvis komponenlai.

Aiskéjant misn supralimai apie neuroissigimima d&l neurotran-~
mos, bikeiausial, pasiskes endogeninio ONTF Lrofinio efekbo  sima—
3&jimo nauda. Todel gali pasirodyti naudinga, kad nervinés sisle—
mos bravmo lose dalyse biilig ONTR anlagonintai, iskaitanl (bel re—
apsiribojanl.) nelasleling, (oel1-ree) ONTF, kuris pyBio su CONTF
metu galétyu konkuruoti su endogeniniu  lasteliniu reoceploriumi.
Siomis salygomis tinkslingiau, kad i pazeista viets ONTP anbagoni-
Btas patektu lokaliniu keliu, negn bendru.

Pricgingai, kal kuriain alvejnis sveikabos Biisens galil  pape—
réli nuo padidinlos reakof jos 1 ONTF. Todel Likslinga pacientni,
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kendiaudian nno esamo sulrikimo, padidinli ONTF molekuliv  skaidiy
arba surigimo gimininguma. Tai galima pasiekti geny, ferapijos pa-
galba. Rekombinanlkinio ONTFR tinkamose lasthelése igskirtine eksp-
resija galima pasickli, panaudojus ONTFR grnans valdomis  speoifi-
nins andiniu arba paleids famiosins promotorius (enhanoering)  arba
Tokal iskai uzkrébus nesidanginandiais virusais su ekombinant iniu
ONTFR genu. Bergandios biisenos, kurios gali pageréti deél padidinto
Jautrumo ONTF, apima (bet neapsiribojan L) Jjudéjimo neuronmy funkoi-
nius subrikimus, iskailant amiolrofine ]atera]ine skleroze, Wer-
ding-Hof fman 1iga, ohroniska proksimal inin nugaros raumeny abrofi-
Jas, 0 laip pal 1ickamaji poliomelitini, sindroma. Toki gydqu gali-
ma laikyli, esanl neurologiniams sulbrikimams dél diabeto, Parkin-
sono bei Alogeimerio ligy atvejais.

Toliau, isradimas nomatbo kunkvuéju bipu Audjniu ir lashkelin
disfunkoiju gydyma, paskiriant CNTF, Jjei Sie andinial arba lasle-
lés ekspresuoja ONTFR. Ypatingame i&radimo variante parodyta, kad
ONTFR genae ekspresiuojasi ranmenn lastelase (2itir. 8 skyriu) ir

‘kad ONTF stabdo raumena masés Laip ral ir m]nf1h111|n10 bal bymo

mazé jima, kuris siejasi so abrofija, esanl A!Jungtnm nervai gyvame
organivme (in vivo), 2idr. 9 skyrin. Alilinkamai, esamas i&radimas
numatbo ranmemy Taslel iy disfunkoiji, o  laip pal neuroraumeninio
komplekso sulrikimu gydymo melodus, remiantis kuriais pacientui
sBkiriama: (1) nukleininés rugsties molekulés, kuriy nukleotiduy se-
ka koduoja ONTFR, jo funkionalia aklyvia dali  arba darini, laip
kad galély ekspresuotbisg arba (2) ONTP fakborins,  jo  funkoionali
aklyvi dalis arba darinys. Tokie subrikimal apima ( bel neapsipri-
bojanl) susirgimus, kuriu fundamentalus patologinis pozymis yra
distrofinis raumenu pasikeitimas. Pavyzdziuni, lokia raumeniné al-
rofija gali biti nerve alsijungimo paseling, kai nervo framos  al-
veju prarandamas kontaktas tarp raumens ir ji valdandio nervo,
taip pat esant metabolitiniam iBdsigimimui arba del uzdegimo, pavy-—
zdziui, Guillian-Barre sindromo atveju, gali biiti  oharaktberizuota
periferine neuropatija arba boksiko- —ekologiniais, arba medikamen-
tiniais nervy pazeidimais. Kitame isradimo variante raumenineg at-
rnf1aa yra nervo 4ts|Jung1mo paseskmé Jdé&1 judd jimo NEUrOmy nenyopsa—
bijos. Tokia juddjimo neuropal i ja apima (hel, Neapsiribojanl) som-
gHsio organizno neuro judé jimo Adisfunkoi jas, iskailanl amiolrofineg
lateraline skleroze (AIS), arba Gehring liga, vaiky ir paauglin
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nigaros raumeny alrofija, auloimining judéjimo nenropati ja su dau-
glafokalinin kondukoiniu bloku (mullifooal conduslion blook). Ki-
bame idradimo variantbe raumeny, atrofija yra ohronidkos neveiklos
pasekmé. Ji gali atsitikti del ligotu biisenu, apimanadiu (bet neap-
siribojant) paralysin dél ‘sumidimo, nigaros smegenuy kanalo pagei-
dimus, Lrauminius skelelo pazeidims (lozius, raisséiy palempimus
arba isnarinimis), o taip pat ilga guléjima lovoje. Remjanlis  dar
vienu i&radimo varianbu, raumeny atrofija yra metabolitinio streso
arba mitybos nepakankamimo pasekmé, iskailant (bel neapsiribo jant,)
vegini idsekimg ir kilas ohroniskag ligas, badavimg arba rabdomio-
Tizeg (rhabdomyolysis), endokrinines ligas, lokias kaip (bel neap-—
siribojanl) skydliaukés susirgimus ir diabelus. Raumenineé atrofija
taip pat gali biiti apibrésta raumeny, distrofijos sindromu, iskai-
tant (bet neapsiribojant) Duchenne'o ir Beoker'io distrofija; mio-
tonine, raigdiu-mendiu-pediu, Emery-Dreifuss, ckulofaringealine
(ooulopharingeal) mendiu-pedin, apimandia galines, distrofija;
igimta diﬁtrdfija; o baip pat dislrofi ja, ginoma. kaip paveldins
perifering miopalija. Kilame §&madino varianle raumening  alrofija
apibrddla igimla miopabija, apimandia (hel, neapgirvibojant) igimta
Benign'o hipoloni ja, nugaros smegen nemaling (nemaline) miopali-
Ja, o laip pal miobubuline vidubranduol ine (centromiolear) miopa—
tija. Be to, nukleinines rigstys, koduojandios ONTFR, o taip pat
ONTF, jo aklyviis fragmentai ip dariniai, gali biiti naudingi gydant
astrias (tokasines arba nzdegimines) miopal i jas. Miopatijos, vyks—
tandios kaip uzdegiminio raumeninio susirgimo pasekmé, apima (bet

'neapsiribojant) polimiozita ir dermatomiozita. Toksines miopatijos
gali pasireiksti, veikiant agentams: (bet neapsiribojant), amioda-

ronui, ohlorokinui, klofibratui, kolohioinui, doksorubicinui, eti-
To spiritni, hidrnksfohlorokinui, organofosfatams, periheksilinui
ir vinkridtinui.

Remiantis kita i&radimo varianba, pasicnlus, kendiandius nuo
CNTFR pertbekliaus, superjautrumo CNTF, ONTF pertekliaus ir Pan.,
galima gydyti, paskiriant RNR arba oligodesoksinukleotidus, kurie
efektyvial mazina jantruma ONTR ip atitinka esritis, kodno jandiagp
ONTFR gena, Luo padio magindani ONTFR ekspresi ja.
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Pavywvdys: ekspresinis ONTPR klonav imas
Mendd imgon e mebodad

Reaeplorians ekspresings bibliolekos sudarymas

KDNR ‘bibliobekal sudaryli naudolas ekspresijos vekborins pOMX
(aprasylag JAV paraiskoje No 07/678 408, paduotoje 1991 metais
kovo 28), esantis vekboriaus pODM8 darinio (zifr. Cuga: Seed- Na-
ture, 1987, V.329, p.840-842), « iRNR &altiniu imbos SH-SYSY 1as-

belés, gautos i& dr. June Bidler.
"Paningo" welodas

"Paningo" welodas, kuriam parinko BAlYygAar Seedtas  iv Aruffo
(zi0r.: Seed & Araffo- Pros.Nalbl.Aoad.Soi. USA, 1987, V.84,
pP.3365-3369), buvo modifikuntas taip: vietoj 1astelin inkubavimo
su antikiinais, alpaZyslandiais reseploriu, Jjos inkubuojamos su
“"CNTF-myo" (1 pg/ml) sistema ledo vonioje 30 min., ligando perlek-
1iui pasalinti leidziamos per PBS ir 2% Fiooll preparalo misini,
ir po bto inkubuojamos su anlikinu 9E10 (gaubu 1B organizaocijos On-
ocogen Scoienve, Manhasset, 1ISA) ledo vonioje 30 min. Toliau laste-
lés dar karta leidziamos per minéta migini ir vykdomas "paningas"
kultivavimo 1ekstelése, padengtose pelés monokloninio ant ikiino
"anti-myo" peplido subslanoi ja, gaula is Tirmos Sigma. Tekdbelés
buvo ruodiamos sekandiai. Rakberiologings 60-milime by Faloon 1007
(arba ekvivalensios joums) Lipo 1¢kslelés arba 10-centimetriy Fisher
8-757-12 tipo Tékételdés buvo padengtos monokloninio antikino: "an-
ti-myo" substanoija, ateskiesta iki 10 pg/ml 50 uM Tris-HO1 pH 9.5
Lirpalu. Kiekvienai Hb-oenbimetry Tekslelei padengli imta po 3 ml
antikiino subsbanci jos v po 10 ml 10~oentimelm,  lékstelei. Taip
padenglas 1&késleles 1aike 1.5 val., po lo subslanoija pernesddavo i
antra 1&kslele ir po 1.5 val., - i, bredig l1ékstele. Tékiteles bris—
kart plandavo 0.16 M NaCl Lirpalu, po Lo inkubuodavo 3 ml ver&iuko
serumo albumine (BSA), kurio komoentraoi ja 1 mg/ml fiziologiniame
PBS Lirpale. "Paninga" vykdé sekandiai. Iasleles kullivavo 100-mi-
Timetru 1ékateldse. Po to 18 kiekvienos lékdlelés nusiurbdavo Lep—
pg ir pridédavo po 2 ml PBS, 0.5 mM EDTA ir 0.02% azido tirpalo.
Toki, mi&sini, inkubuodavo 37°C 30 min., bLam kad surinktn  lasteles

mio Tékstelin., Tastelin kul Linra energingai sumaiBydavo Lrmpa pas—
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tero pipele, surinkdavo lasbeles nuo kiekvienos 1ekélelds i, oent-
rifigini, mégintuveli ie sukdavo 4 min. P00g. Ganlas  Tasleles  vél
suspenduodavo 0.5-1.0 m1 PBS, FEDTA, avido ir 5% vm-%iukb smbriono
seruno (FBS) misiny je i inkubnodavo sn "ONTF~myc" siskema  Tedo
vonioje 30 min. Po Lo idédavo lygu titei, PBS, EDTA ir azido misi-
nio, abrargiai suformaodavo virdulini, sluoksni i 3 ml PBS, EDTA,
azido bei 2% Fiooll preparato ir ocentrifuguodavo 4 min. 200g, pa-
sibaigus Avelniai nusiurbdavo virgdulini, skysdio sluckeni. Tolian
Tasleles 30 min. Teddo vonioje inkubuodavo su anlikiinu 9F10, po Lo

. Teisdavo per PBS, FDTA, azido ir 2% Fiooll ml%lnl. Tokias lasbelen
palalpindavo i 0.5 ml PBS, EDTA, azido ir 5% versiuko embriono se—
rumo (FBS) misini. Lasleles kartu imdavo ne daugiau kaip i5 dv1eJu
60-milimetru lé¢ksteliy vienai 60-milimetru 1lékstelei, padengtai
antikiino substancija, ir laikydavo kambario temperatiiroje 1-3 val.
Neprilipusias prie lékastelés lagteles pasalindavo, plaunant PBS ir
5% serumo midiniu arba terpe (uztenka 2-3 plovimy po 3 ml).

Klonmu, turindiu CNTFR gena, identifikavimas

Ekspresinés bibliotekos DNR plazmidé buvo transfekuota i,
COSM5 lasteles (apie 250-500 ng kiekvienai 100-milimetrined 1e&kE-
teled; transfekiota dviejose 1ékstelése), pasinandojus  slandarli-
nin DEAR ir ohlorokino miginio mebodu. Pradjus  dviem  dienom  po
bransfekoi jos, Tasbeles sarinkdavo e vykdydavo  "paninga" pagal
modifikuola Seed'ov i Aruffo metods.

Nuplovus nuo 1ékételiu neprilipusias lasteles, Tuckdavo vip—
Butinio sluoksnio Hirto skysdius (Zifir.: Hirl- J.Mol. Binl., 1967,
V.26, p.365-369) ir issodindavo DNR plazmidg su 10-20 pg LRNR. Re-—
miantis gamintojo instrukoija, Busidariusia DNR ivesdavo i bakte-
rijos DH10B (Eleotomax, BRL) organizma elektroporacijos metodu.
Tsaugintas i8 elektroporuoty bakteriju kultiiras naudojo DNR plaz-
midei paruosti kilam transfekoijos ip "paningo" oiklui. Netiesio- -
giai analizuojant joduoto antikiine Burisim4  su  surinklomis mw
lék&lelin COS laslelémis, kuriose yra lransfekuota DNR plasmide,
aiskiai matomas Zymus COS lastelin, ekspresuojansiy ONTFR, kiekis
(duomenys patleikli 1B pies.; analizés melodai  Zemjan). Tvykdz ius
minétu Lrans Cek Lan by anbra oiklsy "paningas-NDNR plazmidés ifsskyri-
mas-elek broporaci ja", bLeansformuotomis baklerijomis, susidariusio-
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mig eleklroporaocijos meblu, uzsétos 1ékslelés su ampicilinu. Véliau

atrinktos individualios bakberiju kolonijos. DNR plazmide, gauta-

18 kiekyieno minéto klono, transfekavo i 005 lasleles individua-—
liai tolesniam Lyrimui. 14-oje i& 15-kos istirtu plazmidzin ivai-
g analizés metodail, iskailanl Zemiau aprasybos nelbiesioging  an-—
Likiino surisimo analisg, o laip pal  aklbyvuo jama ja f]nnvesnwnhija
Tasbelin aleinkim analive, parodé ONTF sarisimo vielbas bersiekep—
resuo jand fose Lramns fekao Lode (008 Tasbelére.

e e, .y 12
Tiesloging suridin su

SI—hCNTF kompleksu analizé

I, 005 lasteles transfekuota DNR plazmidé i8 bibliotekos, pra-
burtintos bibliolekos arba i& individualiu klonu. Po 48 val. Lherpé
pakeidiama i 0.25 ml surigdimo buferin tirpals RPMT 1640, kuriame
yra 10% FBS, 0.1% NaNy v pals kompleksinis rakiorius 22 T-nONTP
arba karbu sn neelikebinbu WONTP.  Tnkubuojama 60 min. kambario
19ST—h(‘,N’PF pagalinamas, o laste-

1és briskarl po 1 ml plaunamos surisimo buferiu ir lizuojamos0.25

temperatiiroje. Po Lo bLirpalas su

ml 0.1 n NaOH. Tizalas perkeliamas 1§ polistirolini megintuvel i
(12x75 mm), palalpinta i gama-skaitliuka. Nespeoifinise suridimas
nustatomas, pridéjus maziausiai 100-kartini neetiketinto hONTF
perteklin. Po paskulinio plovimo Ték&heles anloradiografuo jamos.

Tapleliu alrinkimo melodas akbyvuojamaja FInoresocenoi ja

Transfekuotos €08 1astelés nuosekliai inknbuojamos s "ONTP-
myo" kumplakﬂu,'antikﬁuu 9F10 ir anlikim ﬂuéka—(anhj—pelé)" B
FITC-etikele. Toliau, laslelés surenkamos mio Tekstelin ir anali-
zuo jamos ak byvuo jamos ios fTuoresoensi jos 1asteliy atrinkimo melo-
du. Transfekoi,jos rezultatai, panaudojus leigiamas ir neigiamas
plazmides, atspindéti 1D pies. 00S laslelés, bransfekuotos plazmi-
de ir pasizymindios CNTFR ekspresija, pagal Ai analizés melods
oharakterizuo jamos daugybe populiaoiju, fluoresoun jandiu,  zymiai
intensyvian.

hONTF jodinimas
15 min. 2070 Lemperatiivoje 10 pg hONTR (560 pg/mi 10 mM Na
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fosfatiniame tirpale, pH T7.4) jodino natrio jodidu Nad (1

mKiuri) sn 6 ng/ml lakloperoksidaze (Sigma). Po 15 min. reakoija
staigial stabdoma lygiu buferio tiiriu: 0.1% BSA, 0.1 M NadJ, O0.1%
~oibooshromo G, 0.3% OHAo, 0.06% fenn]iu_raudnﬁnjn ir 0.02% NaN. T&
©ganbo Livpalo paimami lygis bandiniai, igsodinlo T04  balbymo 1ra-—-
dioaktyvumui paskaidinoti. Likusi dalis leidsiama per Bio-Rad
FD-10 kolon&lg, nulygsvarinta 0.05 M Na fosfato, 0.1 M NaGl, 0.5
mg/ml protamine sulfato ir 1 mg/ml BSA tirpaln. Apjungns  gaulag

Frakoijas, walno janas {ssodinto TCA ballymwo vadioak byviomaes.
ONTFR sekos gavinmas

Seka buvo gaunaina, pasinandojus firmos US Bioohemioal rinki-
‘niu dvigrandei DNR spiralei (didezoksi), ranandojant sekvenaze
(pagal gamintojo instrukoijas).
1254

Antikino "ozka-(anti-pelé)" g netiesioging suri&imo

anal ive

T 008 Tasleles buvo persodinta DNR plazmidé i85 bibliolekos,
praturltinlos bibliokekos arba individual in klom. Pradjus 48 val.,
Taplelds nuonekd iai inkubuo jambs 30 min. Tedo vonioje PBS  builery-

-Je, kuriame yra 0a, Mg ir 5% FBS, su:

1) 1 pg/ml "CNTF-myo" sistema;

2) 10 pg/ml anbikiinu 9E10;

3) 0.55-1.00 wKiuri/ml antikiinn "anli-pelé® (GaM) karlu su
51.

Po kiekvieno etapo lastelés p]aunamuﬁ lriskart po 5 min. PBS
ir 5% FBS mi&siniu.

Kiekvienam individualiam klonui bendra radioaktyvumo riba

12

kiekybisdkai nustatoma rankiniu gama-skailliuku.

Rezultatai ir ju aptarimas
Apribota analizé (restriotion analysis)

Bsant apribotai analizei, 14 teigiany klonu issiskyreé i ketu-
rias klases:

a) 12 = 17 (2 kb),
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b) 11 =15 = 16 (2 kb), ,

0) 14 =18 = 19 = 111 =114 = 115 (4 kb),
d) 110 = 112 = 113 (1.6 kb), ‘
(13 klony buve neigiami).

I
]
I

Veikianl resbriklazse Pob 1, kiekvienos klasés nariai  pagigy-
me jo vienody juoshn vaizdn. V&1 iaa Apribola analizé alskleids, kad
kelurios klonu klasés dengé viena kila, be bo buve duomenys  apie
sekas deV.li‘LJnu, kad Bios klasés oharakler ~fzu0 jamos pergidengian—
diomin 5'—ga1u sBekomis. Kdlp kuriozas, irodyla, kad bh) klasé ski-
riasi neleisingai orientunlu vektorians intarpu enkariolinio pro-
molorians aldvilgin. 1 lenleldje malyli, kad #die klonai nuo kil
skiriasi masesne ckspresija Transkripoija &iuose klonuose gali
didéti rmuo silpno paslépto promotorians H]]IIHS, esandios  ardiau
prie vekboriaus polilinkerio pradzios.

Transkripoija ir transliaoija laboratorinémis
Balygomis (in vilro)

Ballymi, koduogjamy minétomis keturiomis klomi klasémis, oha-
rakterizavimai reikia, kad visi jie biity  transkribuojami nuo T7
promotoriaus 5*' vektorinio polilinkerio srityje. Su transliaoijos
laboratorinémis salygomis (in vitro) produktais buvo atlikta PAGE-
SDS elektroforezé. 2

a) klasés atveju baltymas netranﬂllnojdmas kadangt Jig ne-
teisingal orientuotas promotoriaus T7 alzvilgiu. Kily lrlJu kldﬁlu

- atveju gauli vienodo dydzio baltymai (mazdaug 42 kD), tai palvir-

tina, kad tos klasés koduoja viena ir ta pati, baltyma.
. | . , \

1 lentels | | S

7 Suriaimo '25T_GaM kompleksu kionuose su ONTFR kiekybine'
- charakteristika ‘ ,

- 'Klonas " Lo Skillmu skaidius per m1nute
AT 2000

12 S R SR 1 SRR R 8500

13 ! A ORI 600

14 S S 9000

16 ‘ S 2000

16 ‘ , ' ' 1600

17 ’ 6000

18 . 7500
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Snrisimo s ONTF analivd

Neliesiogings sarisim "ONTF-myo" komplekso sn anbikiinn  "an-
Li—pelé"™ 9R10 - anbikiinn 1;—.:5]'"”4)"'/;1\'&1“"‘(‘rt“l‘i"‘l’(zﬂt",)" analiznés resul-
talal paleikbi 1B ir 10 pies. bei 1 lenlelgje. Kaip matyti 1B
pies., kairdje esandios 1ekastelés turinys gaﬁnamas; transfekuojant
nepraturblinta biblioteka, fuo Larpn TakEleld desingje - pvaLubLin—
Los bibliolekos, LransTekuolos DNR plazmide, rezullatas, i&silai-
kes po vieno paningo oiklo (panandojns masdang Lokl pal TNR kieki,

keaip b nepraloaclinloje bibTiolekoje). Malybi, kad juod  Lagskel iy
devigian desing je Takslelajir, be Lo kickvienas baskas alilinka vie—
ninkele 008 Tahede, ehapreso jand iq kompTeheso HONTF-my o™ soaei & imo
viela, aplinkama radiograli jos mebodu. ‘

Individualiems leigiamiems klonams, mingliems 6.2.1.  skyrin-
Jrs bendra radioak byviuns kickybiskai naslalingjo  rankinia gama—
skailliukn. 1 lenleléje paleikli bokios analivés individual in klo-
g 11=115 e} biabad rodo, kad 14 05 15 Klonng vsharak Lerivoo jani
ONTR surisimo vieloa ekspresija, Lai jau.hu\m nuslabyla neliesiogi-
nes anb ikiino sorisimo anal ive. Pragmenbai, paiml] is Tekdlelin  su
kai Ruriais individoal fais klonais, bave papildomai ?auturadiugf‘~
Fuoki kalp parodylba 10 pies.

Antras nelicsioginio sorisino irodymas, kuris pateiktas 1D
pies., remiasi "ONTF--myo" panaadojinn, kuris po to veikiamas anti-
kiino 9B10  subslbanoija,  anlikino  "ogka-(anbi-pelé&)", etiketinto
FITC, substanci ja e aklyvoo jamosios Flooresoene jos Tasbel iy al-
ik imo e bodig, '

Transfekuolos Leigiamy klony 0S8 laslelés rodé  100-kartini
ONTFR ekspresijos padidéjima, palyginus su  transfekuotu neigiam,
kTormy Tashleldmis.

Nelirsioginiai Huriéfmn,pﬂnaudnjuﬁ "ONTF-mya", donomenys  buve

B -1 _ . ,
prlvirbinkbi Licsioginia "77T=0ONTF saeisim (2 Tenlels) . Pransfe-
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hnobos GOS8 Tasleldn chspreesaoja eeoeplorin, kuris speod Figkal ri-
Gasi s Jodintn, o baip pab i "ONTP-myo", ligandu, bal ocharakle-
‘ringa SH-SYSY lasteléwms, i& kmriy ONTFR buvo klomiolas. Palyg]’rms
s SH-SYS5Y Taslelémin, kiekvienal beansfekuoblal 008 Jaslelel pris-—
Kirviama 30 karby dangian receplorin,

2 lenlelé ,

Jodinbo ONTF sarisimo anal ios

(1?51'—»6".7\7'1‘7'1 konoenberani ja 2016 nM)
Charakleringas Siuskaidinobi ] Charaklerinras  Suskaiosiuotbi
skilimu skaid.  skilinai perc | skilimg skaio.  skilimal per
permin. _ wmin. 1 lasb. | per min. min. 1 Tash.
. | : -
1412 AT x 1078 | 1784 4.78 x 1073

Pasbabonr.
VienasTuoksnd surisime anal jzé buvo atlikta kultivavimo 1&ks—

[
lelése su 20 duobusiu, kuriose po 3 x 107 SH-8Y5Y lasteliun arba po
[

.

6.5 x 104 005 laslelin. Charakberings skilimn skaisiu  per min.

rasdavo, alimanl winelo skaidians veikémg kal  yirn 1000-Karlinis
teebikelinko ONTR perleklios 06 analogiskos eeikfods, esanb minég-
Loms konoenbeaod jouss i 1p5Tr~ﬂN"K‘F‘. NesLvans Fekuo botie Tas belése b‘pé—-
oifinis suridimas neapliklas.

‘ Pragjus 48 val. pn lpransfekoi jos, 008 lastelés analizuotos
DEAE dekslrane, be Lo nuslbalyla, kad sékningai bransfekuota,  kaip
binyklé, 20-40% Tarsbelin. Taikanl, kad Lieansfekod jg sekiningai -
Taike P0% Tanlel in, charaklecingas skiliong skaioios per omin. paro—
déz kiskviena beansfekuola 003 Tasleld pasireiskia 30 karlu inben-

syvesne ekspresi ja, negn SH-S8YSY Jaslelés.

ONTFR seka ir homnlogija su kilais angimo faktorin

reaeploriais

‘ ONTFR burri molyvus, bendrus su eile kiby receploriu. Nelaste—
Ting ONTFR dalis msavo Nepale Lori Liek "Tonnoglobul inini"  domens,
Livk "oitokin-reorplorini® dowens, abskirla nuo  pirmojo  Lrumpa
garnyrine sritimi. Nors dangelis  reoceptorin pasizymi  homologi ja

Lick "imunoglobulininiam®, Liek Yoilokin-receploriniam"  domenams
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(zitr. 3 pied.), Lik vieno, o bilenl 716 reoeplorians, &in domsnng
issidestynas yra Lohs pal, kaip i ONTPR (Zithe. 3 i1 4 pief.).
Reikdtbu, kad TI-6 ballymas yra labiausial giminingas ONTFR  (2i0r.
4 pies.). Tdoma, kad TT=6 preceplocios bl o analogiskal Limmpq o=
Loplazming, domeney, koris, malyl,  oenando jasas risimost s TT-6
snzadinimo reqkod jo e (2ine.: Hibl el Aal.). Neseniail buvo  klonuo-
Litss nan jus signalo barpininhas-perdavé jas gpt30 reoeplorinl TT-6.
Tir paks nesicifsa oo 10-6, bel padidioa seibsioo su TL-6 0 giminin-
gmo-Taipeni ir bilitas signalo, aleinandio i TT—-6,  perdavimii
(#ifir.: HibL b al.). ONTFR klonavimas alskleide, kad &is ir TT-6
reoephborins bupd svarbias ypalybes,  hariosn neaplbinkamos K P lore
Zinomose reoeplocivose, Te buo padio charakberivan ja nanja reoep-
borda seimg. IS analogl ju bacp TL-6 i ONTFR. galima Leigli, kad
CNTFR naudoja by pall signalo tarp i,ninka—perdavéja. arba analogibka
j’am molekule. Pagaliau, reoeptoriu, giminingu ONTFR, identifikavi-
mas turéty padéti, identifikuojant naujus ligandus, kurie ri&tusi
su Siais receploriais.

Pavyzdys: CNTFR lokalizacoi ja andinyje
MedZiagos i melodai

ONTE bandinio pacuod ioes

Koduo jandios WONTFR srilies klonavimas i ekspresijos vektoriy
pOMX aprasytas patentingje JAV paraifkoje "Mammalian FRxpresion
Veolbor!, padoaoloje karla su Sia. Galulinis  ekspresijos  veklorios
pavaizdaotas 6 pies. Nothern-blol analizés melodal biaveo sinbesoo—
Liass i1 parsndolas ONTFR sekor POR bandings (no 889 iki 1230 bavds

Tirkanos).
RNR paruoh s i Nolhern-blol anal fads melodas

Buvo parnosli Ziarkin Spragoue-Dawlley alrinkiy au«‘ﬁnﬂl pJjua-
Vlcl.l, kuarie ifkarli uzdaldybi skyslame azole.  RNR bandiniail  bovo
idskirti, homogenizuojanl andinius 3 M Ti00 irh M urea msiny je
(ziar.: Bolhwell el al.— Melhods of Cloning and Analysis of Buca-
ryotioc Genes, Boston, MS, ed. Jones & Barletk, :1990). RNR moleku—
1és (10 pg) frakoionuojamos elektroforezés metodu per kvadruplika-

Linins  (quadeaplikale) 1% agarozinius-Tormaldehidinius gelius
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(2itr. Bolthwell el al.), po Lo kapiliariskai pernesamos ant nailo-

niniy membranu "Magna Graf" (firma Mioron Separations Tno.) ir 10

karty plaimama S80 Lirpaln (pH 7). RNR anodekulés  prikabinamos
rhersiniain rySiais prie meobranos, eksponno jant TV Gviesoje i
rendo janl "Slealal ioker" mackhés Tinkeri (Fioma Shealagen Tnol), o
po. Lo hibridivio jamos 680 su radioaklyviais elikebinlais  bandi-
niais buferyje: 0.5 M Na fosfabo (pH 7), 1% BSA, firmos "Sigma
Tno." V frakoija, 7% SNDS, 1 mM EDTA (Zifir.: Mahmoudi et al.— Bio-
teohniques, 1989, V.7, p.331-333); o bLaip pal 100 pg/ml  DNR  i&
akﬁsLiékai veiklos, denaliituotos lasigos spermos. Filtraitriskart
plaunami 68°0 SSO ki 0.1% 8SNS Livpaln ir anloradiogra fuo jami mio
1 paros Tki 2 wavaiain 7070, redojanl viens  arba  da "Oronex
markes (i Do Ponl) shiprinlavas, o Laip  pal MSAR-5"  narkas
(Firmna Kodak) renloeno plokibeTles. Nodag s egrtius elidsio bromi-
dut, maﬁyLi, kad shirlioguose bandiniuose i&ryskéja ekvivalenhiaki
totalinés RNR kiekiai (2ifir.: Maisopiers sl al.- Soienoe, 1990,
V.24, p.1446-1451).

Rezul balai

5 pies. malyli, kad ONTFR iRNR pavyko aplikli NS andininoge,
sédweniniame nerve iv anlinhsdiuvose (maZais kicklais), o baip pal
raumenyse. Tai reikstu, kad CNTF pasizymi ne tik neurotrofiniu,
bet.ir mictrofiniu aktyvumu ir galima paaiskinti tiek ON3S, tiek
raumeny, kai kuriuos susirgimus, tokius kaip Duohemne's raumeniné
distrofija ir igimba miotoning distrofija, kada panientail kendia
mentaliniu pristabdyma.  ONTFR ekspresija  raameniniame  audinyje
Teidzia teighi, kad ONTF dalyvauja  rsumen, Tiziologijoje. Tokiu
blidu, veikdamas nenronus, ONTR papildomai ir svarhiad gnli  veikli
ravmenieg, kaip mioleofinis agenlas,  arba, kila verbus, ibakobi
raumeny, vystymasi ir diferenocijaoija.
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Pavyvidys: irodymas, had ONTFR s lashelés paviesiond

rifasi clikorilfosTabidiTioosiloliniais (GPT) rysiais

Medziagos ir welodai

Tastelds SH-AYSY hullivoo jaumos 84 dobnd i Faloon Lipo kulli-
vavimo Ték&lelése su RPMT, papildyloa 10% neak byvinbin PBS. Fkeperi-
mentuose, kuriuose iki surigsanl ONTF veikla ]ipaZu (paliekant kon-
EroTinius bamdinie), Lestopds peadand §neme s iuerbianl, o Tasheldr dn-
kairl plaonamor PBES, koeiame: yrea Ga jre Mg, po Lo inkubuo jamos :45
min. 3790 PRS (e, Me) s (b be) specifine Tosfalidilinosiloluld
FouTol ipave PT-PTaY (gl jue kot imod ja OO mil/inl ), grulba Fﬁ
Fivmos Boehringer Mannbeim (kal.  No 1143-0h9).  Toliaun Tasleldés
Liriskarl plaonsmos soaeisino bufeein: PRS (O, Mz) i 5% FBS. P Lo
30 min. kanbario Loempensaliieo ji inkabuo jana s 250 (1] sureising  bu-
feriu, turindiu jodinta ONTP (kone. apie 100 pM)  ir esanl 1000-
kartiniam neclikelbinto ONTR (atba be jo) perbteklioai. Fksperimen—
buose, kurinose jodinlas ONTR btk surislas prics veikianh  fosTo-
Tipase PT=-PTOY, T hed e pivmismsiia 45 min. 370 Pnkubno jamos  si—
FESTmo bulery jo oo jodindag ONTF, esanl neelikelinlo ONTF (arba - be
Jo) perleklini. Toliau lasbelés dukart plaunamos PBS (Ca, Mg) ir
inkubuo jamos 45 min. PBS (Ca, Mg), turindiame arba ne fosfolipaze
PTI-PIC (galuliné kono. 500 miJ/ml).

Rezultatai ir ju aptarimas

CNTFR seka parodé, kad koduo jamo ballymo seka baigiasi hidro-
Fobine dalimi, v Kinrion yiwm nesiloplaminial domenald, neburinbys
nei "sbop lrausfer" sekos, nei siboplazminio domeno. Tokia sbhruk-
thira primena C—galus membraniniv bal bym, pasizymindivn  Lransmemb—
raniniu domenu Leikunns i prilvivbinly prie Jasleles pavirgians
COFT ryBiais (2101, Ferguson & Will tams, 1938), Todal bavo al1likhi
rkmperimenlal ) horiais siek b tuslady iy, A Likeal ONTFR prie Tas-
belés risasi per GPT. 3 Ienbeld jo parodyla, kad, paveikus lasleles
BH-SY5Y fosfolipave PT-PTO, jos dang ian nesnurisa ONTR. Tai patvir—
tina ta fakta, kad ONTFR vikasi sn Taslele per GPT. Vienok, ONTF,
Jau susirisusi su SH-3Y5Y laslelémis, negal ima negalima alpalai-
duoti, veikianl fosfolipase PT-PIO (Zitr. 3 lent.). Idoma pazymé-

ti, kad Lirpi TT-6 reveplorians foma  dideles Likimybe priklauso

N
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anbram membraniniam balbymai (gp 130), kuris bithinas signalui  nuo
“TT-6 perduobi. Tokin biidn, ONTFR alpalaidavimas sustabdomas, aso-
uijuojant ONTF, jo reocepbtorini ir tarpininkai (gp 130 arba jo ana-
Topguil). Kila verlus, ONTF suribimas gall keisti CNTFR struktiira,
tod&dl jis bampa wafian jaoubiesois PosTolipasei PT-PTO (kai kuriecms
GPT-1yAio balbymans bidingos foomos, albsparios PT-PTO).

Svarbus yra bas Faklas, kad ONTFR cifasi prie lapleTéds pavie-—
Bians per GPT. Tad ploemesis angimo Faklopriaons pavysdys, koaris  di-
dina bLikimybe Kibicis reocplorians risbis per GPT. Kail kurie bal-
bymai tarei abi Tormas: rysio per GPT beil  Lransmembraninius dome-
nus. Nustatyti faklai rodo, kad ONTFR bLuri allernatyvius O-galus,
galindius koduoti lLransmembranini, donena, o analogidkai IL-6  furi
Porma, galindia eiklis per GPT. Tos angimo Taklorioa reoeplori,
Forvmon, ksion ridameis pee GPT, pali pasieeikili nanjais peoeplori-
nio rwguliavfmn i alpalaidavimo meobhanivmaisn, Pavyedsini, pavir—
Rinin reoeploring besicifandio per GPT,  slopinimas  galil  greilai
pasireiksli, alsipalaiduojanl reoeploriams oiloplazminiu  fosfoli-
pazin poveikyje. Tokie alpalaidnoli receplorial gali veikbi 0 ki-
b Tapbeles Livk savarankitkai, Liek surisimo bisenoje, panasiai
kaip birpus T7-h receptorios pademonsteavo La pall, rigsanlis  TT-6
rnak byvaolomis Tasleldmis, haeioms charak beringa gp 130 ekepresi-
N |

Tikimybd, kad ONTFR alpaiaidavimas, veikianl PT-PTO, blokuo j=

o H
Pl

CONTF overikime, gali boki Linkaniail prilaikyla. Siais Faklais  gal hoa
pabvivbioli, k=ad sbkebimi ONTP <feklal  apibrésli klonuobu  ONTFR.
Terapentidkai fosfolipaze PT-PTO gaTiMa nandol i ONTFR alpalaidavi-
i iry, galbill Hlokoo janl ONTF poveiki, kai manoma, kad (.‘:N'T‘F"‘dk hy—
viunas kenk is. |

Jei ONTFR alpalaidavimas (veikianlk PT-PT0),  sugebantin  hlo-
kuobi ONTF, apibeddbae Lefgnbo komplehno sasidarymn barp ONTF,  jo
reoeptoriaus hei signalo tacpininko-perdavejo ballymo, Lai Bia re-
oeplorians ypalybe 2ud ima panaadol i, osbabanl i klnnuh.jmnk L pe—

pininko-perdave jo molekule.
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3 denbele
Fosfolipavis PT-PT3O veikimo ilaka cifankis ONTR so Taslelémis
SH-SYHY

Radioakbyving skil i sk, per min.

Ber prarlekd Taas Su perlekliumi
N ) (1 ) R c_(01d) ___
Poveikis fosfolipawe PT-PTO 1440 » 370
be PI-PLO 420 310
su PT-FT.4

ONTEF surifimas pries

verikianl PT-PTO
be PT-PIO 172560 310
s PT-PT0 ' 1060 300

CNTF povelkis skelebo caomsnios, su abjunglu nerva gyvame
pelés organivme (in vivo)

Oia aprasylo eksperimentn bikslas yra 1861007 igeryninbo e
f Y [ J gryn

kombinanlinio ONTF poveliki skelelo raumenims,  su o atjiunglu nerva

gyvame organizme (in vivo), i nnslabylbi, ar gali CNTF susbabdyli

kai kurinos [’Hnul.ipinilm !n')kyl'\‘illﬁ, HF‘:&TH) atrofi .’jEﬂ.., susicbal s
nervo aljungime, v pasiceiskiandiai, pavgzdziui, raumernt, mases, o
konkrediai, miolfibrilinio balbymo, prarvadima.  Autoriai nustaté
ONTF ekapresija bick miovansde] tuose, Lick  skelebo ranmen, mio-—
blastuose, o Laip pat, kad ONTP stabdo tiek  raomem mwares,  Liek
miofibeilinio ballymwo pravadimm, erant alieoll jai s aLJungLu' frepe—

Vi,

ONTF ektipresi ja skelelo ranneng miovamnzsde] Duose e

mioblas buose

BNR bandiniai, paimbi 15 ivairin 2iurkes andiniu, analizuoti
Northern-blol mebodo, norvinl fdentifikuoli pitminius laslelinius
ONTF taikinios (6 pied.). Bandinio, ganlo i koduo jandios  hONTFR
sribies, Leanskeiplas yea oapie 2 kb, korio rhspresi ja, 18 esnds,
riboja ONS, iasskyrus oelikélal ankshos kiekins  skelebo rAaumenyse
i Zemus - anlinksdiuone bei sédineningane nerve.

Detalesnéd ONTFR analivzeé skelelo ravimenyse allikba, kaip miné-
ta anksdian, Norlhern-blol analizés meboda, panaudojus iRNR, gaulg

i5 konkredin pelas ramnenn (& Tu, T& f&skichy ZOLANS  TAIINEN, mio-
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vamadeT iu, 06 kelolo shelobo rmamenn Tasbel in Tinijgu, biek pelia,
tiek Zinvkin (2ine. 7 pies.). Panado jus ganla 18 Zmogais ONTFR
bandini, kai kiarivorse raomerny RNR megininose aplikbos dvi iRNR mi-
Bys: 2.0 11+ 1.7 kb. 7 pies parodylas ONTF ekspresi jos pasireiski-
mas raumenn Tasteldse, Lick  wmioveansdel inose,  Liek mioblas lnose,
kurde ganbi Lick s pelin (1 ir 2 lakeliai), Liek is Ziurkiu (3 ir
4 takeliai), o baip pal Ziurkés moudonojoje Telo pamnerns (roTeus)
Tasleleje i badlojojr prailo pmoguens BDT (ex bensor digilorm Ton-
eus) TasleTane (alilink=anad 5 i b lakeliai). Nuslbalyla, kad ONTFR
iRNR kiekis padidejo Liek solens ratieny je (12 Lakelin), Liek  ip
EDT ranmeny jeo (14 Lakelis), karionose peies 72 val.  buvo  ablikla
cshirurging nervo aljungimo  operacija, siekiant palyginti &iuos
raumenis su o imiloo jandiais darbs kibos  kiino puses  konlroliniais
renen imi s (alibinkemad 11 T 13 bakeliai). Tdoma, kad dJiddiansina
ehspresi ja pasiceiskd RNR bandiniuose, kireie gauli 08 Zmogaus enb-
crfono mkkelelo caenn miovanyded e Sie miovanzdel ial buvo kulti-
vuoti, o po to igskirbti i Pibroblastu arba kilu neraumeninig las-
teliu atrenkanlt, aklyviw jamosios fluoresocenocijos lasteliuw atrinkimo
-metlodu, prie& idskirianl iRNR (8 takelis). Autoriai nustate ir

~identifikavo Northern-blob melodu dvi skirtingas ONTFR iRNR rasis

rammemy 1asteléses, Laip pal, kad ONTFR 1.7 kb ilgio tbranskripbas
.5¢Piauv8kbprhﬁavuﬁi mioblasby 02012mh Tasleliy Tinijoje (1 tLake-
1is). Tai galétn reikéti allernatyviai giminings reoesplorjaus for-

M.

Raumenu wasés, o kavbo ir miofibrilinio ballymo, maséjimo d41

atrofijos (al jungus nerva) suslabdymas ONTF Pak Loriomi
Chirnrging neevo al jungimo operaei ja

4 Tenleld je maady bos pyviing gropas, naondolos mindLiems kTao-
simams Livli. Kaip Laioykle, kichvicna grupe sudaré Lrys gyvinai,

kuriems atlikta pirming 20 om ipjova defing je azpakalingje galing—
Je, dubens viduryje. Ramens darbo imitaoijai Lokia pal 20 om  ip-
‘Jnvz—x padavy la i kaied je Erlning jes.

2-6 grupiu gyvinams soleus raumeny je, dedinéje uZpakalindje
galinéje, atlikta chirurginé nervo atjungimo operacija: pasalina-
mas dubens viduryje dedinio sédmeninio nervo segmenlbas (2-5 mm) ir

tn
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paliekama periforinio meervo dalis (32-35 mm), 8 pies. A. Kairys
raumuo ablicka koobroleés funkoi ja: juo imituojamas darbas, lengvai
dirginant sédmeninio nervo vieta, nutolusig 32-35 mm nmun  soleus
raumens inervani jos Ladko. Visos ohiraginds operaoi jos  padary bos
gyviinams, paveikliems Tengva  ohloro—penlabarbilboline  anesbesi ja,
dovnojank 0.3 ¢ 1 kg pyvo svorios 1 konleoT inds grapés gy viinans
nebuvo ablikla nel oeevo albjungimo operaci ja, nei kokios nors  in-

Jrkoi jos. Kickvieno gyviino masé 100-150 g.
Gydymans

1 1 @ grapés gyvinai nebuvo gydomi. 3 grupés  gyviinams kas—
dien 4 dienas i dedinés i1 kaires galinin vidario dabens  ranmenis
injekavo PBS i BSA (1 ang/ml) misini. 4 grapés gyvinams kasdien 4
dienas i tuos pasius vamenis iojekavo sioarkés rONTR (1 meg - 1 kg
gyvo svoriod fe R3A {1 we/ud) wisini. 5 gropas gyviinames  kardien,
bl po oda, Tojekavo (ONPF Te BBA misini. A grupss  gyviinams  kas—

dicn po oda ingekavo FRA T1r BEA wmibsind.

4 Tenleld

Gropes | Gyviion ske | Chicueginis | Al junglo neevo | Gydymas
e erupt e 1 prolokolas ] periodas, val. |
1 3 Ne: opernoli 36 Negyd.

2 SR Abjunbas ded. —~f. ~H.

galiin. nervas;

Kedotr palnnd

il Lbuo s daebna
3 -t . " . PBS+BSA,

1 mg/ml

4 =" —"— - CNTF+BSA,
1 mg/ml
i, raumenis
ONTT+DOA,
1 g/ ml
po oda

G o e N FRO+RAA,

|
|
|
I-

Ravmiemnin mands e badlymo wivkio Lyrimeaes

Pragjus 96 val. po ohirurgings  nervo  aljhmgtnn npeTan jor,

i e

e g

e - anl
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gyvunal dekaplboude, 0 soleus raumenys kruopsdiai 1Bp3aunam1 nuo

- Baumgysleés 1k1 pausgyrlés. Po 1o 18 soleus raumens preparato,

- padéto ant ledo, skalpeliu padalinamos sausgyslés ir raumuo iskart
pasverlamas. Miofibrilinio baltymo homogenatai ruosiami” iB - gyviino

‘ ‘Boleus IRUMenY, kurie BupJauHLomi gabaliukais ani ledo gallame
‘"”;kambabyde ir homogenizuojami PBS buferyje, kuriame yra 0. 32 M Ba-
7 :foharozes bei 3 oM MgOl (2.5% v/v). Homogena las oentrifugquamas ‘

-800 g. Po to virsubiniame skyssdio ﬂ1uokﬂnyJe ana]]zuoaamaa bendras .
- raumerns miofibrilinio ballymo kiekis, naudojant "Bio-Rad Dye Bin-
dlng" metoda, kuri, rekomenduoja analizés preparaluy gamlntoaal.

9 pies. maltyli, kad 8viezias raumuo su al jungtu nervu gveltal
praranda svori, (p < 0.01); mazdaug 25% per 96 val. Kasdieninés PBS

_ir BSA injékoijus neilakojo siam masés praradimui. Vienok Ziurkiu,

- kurioms kasdien injekavo CNTF (1 mg — 1 kg gyvo svorio), suleus
Ao sukatjungbu nervu Lik 5% mazesne mase skyrési nuo kontroli- -
nio, imituojanéio darba, kitos kino pusés raumens. Soleus raumens,

- tiek su atjungtu nervu ir ONTFR poveikiu, liek imituojanéiu darba,
Bviesios masés dydziai labai nesiskyré nuo neoperuotu kontroliniuy,
raumeny, atitinkamu dydziu. ONTF, kuri, injekavo po oda 4 dienas (5
grupé), taip pat zymiai iéreidké, kad gali sbabdyli miofibrilinio
baltymo mazéima (181 aljunglo nerv”), o padgia ir éviezios AL~
meninio audinio masés masé jima (2itr. 5 lenk.).

5 lentelés

Raumeninio audinio pavyzdys | Bendras miolfibril. | Darbo imitavimo

| balt. kiekis, | prooentlnls (%)
_ L | mg 1 raumeniui | POdlkllB
1 grupé - neatjungtu nervu 7.5 80
2 grupé — aljungbn. nervu, 5.8 80
- o be ingekotlju, A
- darbo imitavimag, 7.2
be injekol ju -
3 grapé - abjungbu nervi 5.2 75
4+ PBS i raumenis
) . — darbo imitavimas, 6.9
R + PBS 1, raumenis i
4 grupé - at junglu nervu 6.5 83
+CONTF i raumenis R
-~ darbo imitavimas 7.8
o +ONTF 14, raumenis
5 grupé - aljunglu nervu h.6 93
+ CONTF »o oda R
- darbo jmilavimas 7.1
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+ ONTF po oda

h ogrupds — atjungln nesvn 5.3 . AT
+ PRS ey il
- darbo imi Lav imas 7.9

+ FBS po vda

Purtbabea .
Paleik i duomenys rodo bendra ballymo kieki vammenyje (viena-

mes bandiny je apjonghi 3 raomenys) .

Rasdieninds ONTF injeked jos G paomeniv somad ing i baka bendream
miofibrilinio ballymo kiekind.

Avborial nnetaté, kad ONTFR ekopraosd jo pasimeinkia Liek  ske-
Terhinin ranmenn miovameadeT inose, Lok mioblavbnone T kel alpof]-
Jnﬁ alveju (sl junegns nerva) ONTR shabdo Liek caoonenn masés, Lok

miofibrilindo bad Lymo s ima.

Mk b o depos i L

arery

Prepowd Legs pam b G0 Mo Apre oo Lo Reweroeah i leer 0o T
Lion NBRL", adiesqas: 1815 Norlh Universily Shieel, Peoria, T11i-
nois, 61604, USA. ‘

E.coli bakterija tnri plasmide pOMX-hONTFR, o biilenk, eREpe—
Bine plavmide, luringis sekan, kodno jancias hONTFR (snleikianl jai
‘papi1duma kods NRRT, R-187R9) .

Ansdian cilnola keTolan priceia 141{1,, Kincin barinys pamind bas s
naoroda § fad Ling . ’

Bramar ifradimas neapriciboja wreibimis, aprabytomis &lame
leksle, o baip pat pavyzdsin varianluose, kurie pateikti eilei i&-
radimo aspekbu iliusbruobi, baip pab kibtuore funkoigkai lygiaver—
diuose varianluose. Fakligkai jvaivios jaradime modifikaoijos  bus
aitkios Bior rritien rpecialietbans (o Jor eal i priklansy i Lam
Likreomws wedl s, charak b b v jamomes §Erad fine apibrézbies  punk-
tais.
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APIBREZTIS

1. Isgryninta nukleininés rlgsties molekulé besiskirianti
tuo, kad koduoja oiliarinio neurotrofinio faktoriaus reoeptoriu
(CNTFR) .

2. Nukleininés rigsties molekulé,pagal Apibrézties 1 punkta,
besiskirianti tuo, kad pasizymi seka, i5 esmés pavaizduota 2 pies.
(SEQ ID No:1), arba maziausiai se&iu nukleotidu fragmentu.

3. Nukleinines rﬁgsties-molekulé, pagal Apibrézties 2 punkta,
besiskirianti tuo, kad yra KDNR.

4. Isgryninta nukleininés rigéties molekulé besiskirianti
tuo, kad turi magiausiai Sesiuy nukleotidu sekos (2 pies. SEQ ID
No:1) dali,.

5. Isgryninta nukleininés rigsties molekulé besiskirianti
tuo, kad turi maziausiai sesiu nukleotidu sekos (2 pies. SEQ 1ID
No:1) dali, be to su mutacija.

6. Isgryninta antros nukleinines rogsties molekulé besiski-
rianti tuo, kad turi pirmos nukleininés rigsties (2 pies. SEQ ID
No:1) dali, galindia hibridizuotis.

7. IBgryninta nukleininés rigsties molekulé besiskirianti
tuo, kad koduoja baltyma, kurio aminoritgsoiu seka pavaizduota 2
pies. (SEQ ID No:2), arba jo dali, maziausiai i& &esiu aminoritgs-
diu, arba jo darini.

8. Organizmas besiskiriantis tuo, kad turi nukleininés rigs-
ties molekule, pagal Apibreézties 1, 2 ir 7 punktus.

9. Organiémas, pagal Apibrézties 8 punklba, besiskiriantis
tuo, kad yra mikroorganizmas. |

10. Mikroorganigzmas, pagal Apibréties 9 punkta, besiskirian-
tis tuo, kad yra bakterija.

11. Mikroorganizmas, pagal Apibreézties 9 punkta, besiskirian-
tis tuo, kad yra mielés.

12. Organizmas, pagal Apibrézties 8 punkta, besiskiriantis
tuo, kad yra transgeninis gyvinas.

13. Lastelé besiskirianti tuo, kad turi nukleinine rigsti,
pagal Apibreties 1, 2 ir 7 punktus. ‘

14. Imortalizuoty lasteliu linija besiskirianti tuo, kad turi
nukleinine rtgsti, pagal Apibreézties 1,2 ir 7 punktus.

15. Nukleininés rigsties molekulé, pagal Apibrézties 1, 2 ir
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7 punktus, besiskirianti tuo, kad pasizymi seka, galindéia kontro-
liuoti genu ekspresija.

16. Isgryninto CNTFR molekuleé besiskirianti fuo, kad turi
aminorigssiu seka, pavaizduota 2 pies. (SEQ ID No:2), arba jos da-
1i, turindia maziausiai &esias aminoriigstis.

17. Monokloninis antiktnas, pagal Apibrézties 16 punkta, be-
siskiriantis tuo, kad atpazysta CNTFR.

18. Lastelés, suristos su CNTF, identifikacijos metodas, be-
siskiriantis tuo, kad aptinkama CNTFR ekspresija. '

19. Metodas, pagal Apibréfties 18 punkta, besiskiriantis tuo,
kad nustatoma CNTFR koduojanti RNR, hibridizuojant 1lastelés, ku-
rioje manoma yra CNTFR koduojanti RNR, bandini su méginiu nuklei-
- ninés rigsties, turinéios maziausiai 6 nukleotidu seka, pavaizduo-
tg 2 pies. (SEQ ID No:1).

20. Budas, pagal Apibrézties 18 punkty, besiskiriantis tuo,
kad CNTFR baltymas nustatomas: (1) veikiant lastele CNTFR speoifi-
Bku antikiinu tokiomis salygomis, kuriomis vyksta imunospecifinis
surisimas, ir (2) aptinkant antikino ir lastelés susirisima. '

21. Analigzés sistema besiskirianti tuo, kad tikrinami farma-
oiniu junginiu aktyvumai, lyginant su CNTF, ir pasizyminti laste-

lémis, turinsdiomis rekombinantinés nukleininés rigsties molekule,

kurios seka pavaizduota 2 pies. (SEQ ID No:1), arba jos dali, ne
mazesng negu sedi nukleotidai.

22. Analizés sistema besiskirianti tuo, kad tikrinami farma-
oiniu junginiu aktyvumai, lyginant su CNTF, ir pasizyminti laste-
lémis, ekspresuojandiomis rekombinantini. CNTFR baltymg arba fun-
koionaliai aktyvia jo molekulés dali. |

23. Analizés sistema, pagal Apibrézties 22 punkta, besiski-
rianti tuo, kad pasiZzymi rekombinantiniu CNTFR baltymu, turindiu
aminorigsdiu seka, pavaizduots 2 pies. (SEQ ID No:2), arba maziau-
siai Besiu aminorigssiu fragmenta.

24. Eksperimentiné modeliné sistema fiziologiniam CNTF povei-
kiui tirti besiskirianti tuo, kad pasizymi lastelémis, kurios turi

rekombinantine, koduojandia CNTFR nukleinine, rigsti ir Bavo pa-

virsiuje ekspresuoja padidinta reoceptoriu (CNTFR) kieki, 1lyginant
su to padio tipo lastelémis, bet neturinosiomis nukleininés rogs—
ties, koduojandios CNTFR.

25. Sistema, pagal Apibrésties 24 punkta, besiskirianti tuo,
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kad yra transgeninio gyvino organizmas.

26. Transgeninio gyvino (bet ne Zmogaus) organizmas besiski-
riantis tuo, kad turi transgens, kuris koduo ja rekomblnantlnl
ONTFR, neasooijuojanti su lastelés pavirsiumi.

27. Transgeninio gyvino (bet ne Zmogaus) organizmas besiski—
riantis tuo, kad turi transgena, kuris koduoja rekombinantini
FNTFR neturinti, biologinioc atsako i CONTF. '

28 Paoiento, susirgusio del CNTF, diagnostikos blidas besiski-
riantis tuo, kad aptinkami CNTFR kiekio gkirtumai lastelése arba
audiniuose, lyginant su sveiko Zmogaus analogisku lasteliu arba
audiniu CONTFR kiekiu. ‘

29. Paoiento, susirgusio dél CNTF, diagnostikos bidas besis=-
kiriantis tuo, kad aptinkami ONTFR kiekio skirtumai skysdiuose,
paimtuose i& paciento organizmo, lyginant su sveiko Fmogaus analo-
gigku skyssiu CNTFR arba jo fragmentu kiekiu.

30. Paciento, susirgusio del CNTF, diagnostikos biidas besis-
kiriantis tuo, kad paciento bandinyje aptinkami CNTFR RNR kiekio
skirtumai, lyginant su sveiko smogaus analogigku bandiniu. |

31. Bldas, pagal Apibrézties 30 punkia, besiskiriantis tuo,
kad CNTFR RNR kiekis nustatomas, hibridizuojant nukleininés rugs-
ties bandini su nukleininés riigdties méginiu, fturindiu dali esekos
(maziausiai i Bsesiu nukleotidu), pavaizduotos 2 pies. (SEQ 1ID
Noz:1). '

32. Biidas, pagal Apibrézties 30 punkta, besiskiriantis tuo,
kad CNTFR arba jo fragmento kiekis nustatomas: (1) veikiant laste-
'1es arba audini, antikiinu, specifikku minétam reoeptoriui, tokiomis
salygomis, kuriomis vyksta imunospeoifinis surisimas su CNTFR, ir
(2) matuojant surisandio antikiino kieki.

33. Blidas, pagal Apibrészbties 30 punkta, besiskiriantis tuo,
kad ONTFR kiekis nustatomas: (1) veikiant lasteles arba audini, 2y-

métu CNTF tokiomis sglygomis, kuriomis vyksta surigsimas su CNTFR,

ir (2) matuojant zyméto CONTF kieki.

34. Paoiento, kendiandio neurologiniu susirgimu, gydymo biidas
‘besiskiriantis btuo, kad pacientui skiriamas efekiyvus CNTFR ba]tY—
mo, jo funkecionaliai akhyvaus fragmento arba darinio kiekis.

35. BlOdas, pagal Apibreézties 34 punkta, besiskiriantis tuo,
kad ONTFR bal Lymas, jo peplidnis fragmentas arba  darinys = sugeba
suristi CNTPF.
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36. Bidas, pagal Apibrézties 34 punkta, besiskiriantis tuo,
kad skiriamas ONTFR lokaliniam efektni pasiekfbi.

37 Paociento, kendiandio neurologiniu susirgimu, gydymo meto-
das besiskiriantis tuo, kad pacientui jvedama nukleininés rugéflps
molekulé, kodHOJdnfl (INTFR arba jo fHHk”IUH4|]4, aktyvig dali, to-
kiu biidu, kad 8ios nukleotidinés sekos veikimas pasireiskia tera-
peutiskai efektyvaus CNTFR (arba jo dalies) kiekio gaminimusi.‘

38. Bidas, pagal Apibreties 34, 35 arba 37 punktus, besiski-
riantis tuo, kad gydomas neurologinis sutrikimas yra trauminis.

39. Bidas, pagal Apibrézties 34 punktsy, besiskiriantis tuo,
kad gydomas neurologinis sutrikimas yra judéjimo neuronu disfunk-
oija.

40. Bilidas, pagal Apibréties 39 punkta, besiskiriantis tuo,
kad gydomas susirgimas yra amiotrofiné lateraliné sklerozé.

41. Parmaoiné kompozicija besiskirianti tuo, kad turi ONTFR
baltyma, jo peptidinius fragmentus arba darinius, o taip pat far-
maciskai tinkamg neséja.

42. Farmaoiné kompozioija besiskirianti tuo, kad turi amino-
rigssiv seka, nesiskiriandéia nuo pavaizduotos 2 pies. (SEQ; ID
No:2), arba jos dali (ne maziau 6 aminoriigédin), o taip pat farma-
oidkai tinkama nesé ja.

43. Molekuliu, giminingu CNTFR ir sudaransiu seima, apimandéia
IL-6 receptoriu, identifikavimo blidas besiskiriantis tuo, kad:

(1) tikrinama DNR biblioteka klonais, kurie hibridizuojasi su
CNTF receptoriu koduojandia nukleinine rﬁgstimi;

(2) isskiriami ir dauginami klonai, galintys hibridizuotis su
CNTFR koduojandia nukleinine rigstimi;

(3) nustatomos klonu, isskirtu ir padaugintu (2) stadijoje,
nukleotidu sekos; ir

(4) palyginamos (3) stadijoje nurodytos nukleotidu sekos su
Zinomy, Seimos nariu sekomis.

44. Paociento, kendiandio raumeniniu lasteliu funkoiniu sutri-
kimu, gydymo bidas besiskiriantis tuo, kad paoientui ivedama nuk -
leininés rigsties molekulé, koduojanti ONIFR arba Jjo funkbionalia
aktyvia dali, tokiu bldu, kad minétos nukleotidinés sekos veikimas
paoiento organizme pasireiskia terapeutiskai efektyv1u CNTFR (arba
Jjo dalies) kiekiy gaminimusi.

45. Isgryninta molekulé besiskirianti tuo, kad skiriasi nuo
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ONTF ir konkuruoja su juo, risantis su CNTFR.

46. Sistema besiskirianti tuo, kad modeliuoja autoimunini su-
sirgimg ir yra gyvino, imunizuoto imuncgenigku CNTFR kiekiu, corga-
nizmas.

47. Isgryninta antros nukleininégs rigsties molekulé besiski-
rianti tuo, kad yra komplementari, pagal ApibréZties 1 punkta, nu-
kleininés rigéties mulpkulpl. _

48. Isgryninta antros nuklplnxnéﬁ rigsties molekulé besiski-
rianti tuo, kad yra komplementari, pagal Apibrézties 2 punkta, nu-
kleininés rigsties molekulei (arba jos fragmentui).

49. Isskirtu lasteliu kompozioija besiskirianti tuo, kad eks-
presuoja rekombinantini CNTFR arba jo funkoionalia aktyvia dali.

50. Paniento, kenadiandio nervu-raumeny arba raumeny, susirgi-
mu, gydymo bldas besiskiriantie tuo, kad paocientui injekuocjamas
afekbtyvus ONTF baltymo, jo funkoionalios aktyvios dalies arba da-
rinio kiekis.

51.. Paciento, kendiandio audinin arba kokios nors ruéles las-
+Plju susirgimu, gydymo biidas besiskiriantis tun, kad paocientni
injekuojamas efektyvus CONTF baltymo, jo funkoionalios aktyvios da-
lies arba darinio kiekis, be to minéto tipon audinys arba lastelés
paciento ir sveiko Zmogaus organizmnose ekspresuoja CNTFR. ‘

52. Budas, pagal Apibrézties 50 punkta, besiskiriantis tuo,
kad gydoma raumenu atrofija.

53. Bludas, pagal Apibrézties 52 punkta, besiskiriantis tué,
kad gydoma denervaocija, chroni&ka neveikla, metabolitis stresas ir
nepakankamos mitybos atvejis.

54. Bldas, pagal Apibrézties 52 punkta, besiskiriantis tuo,
kad gydoma raumenu, atrofija, kuri yra raumenu distrofijos sindro-
mo, igimtos miopatijos, raumenu uzdegimo ir toksinés miopatijos
rezultatas.

55. Budas, pagal Apibrésties 52 punklsa, besiskiriantis tuo,
kad gydoma raumeriv, atrofija, kuri yra nervo traumos, periferinés
neuropatijos, subrikimo de&l vaistu arba toksinu ir judéjimo neuro-
nopatijos rezul latas.

56. Nukleininé riigstis besiskirianti tuo, kad turi ONTFR nuk-
leotidy, seka, kuri yra pCMX-hCNTFR plazmideje, deponuotoje NRRL ir
pazyméta B-18789.
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