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CHIMERINIS NEUROTROFINIS FAKT ORIUS,;FARMACINE KOMPOZICUA,
NUKLEININES RUGSTYS

Sis i¥radimas susijes su chimeriniais neurotrofiniais faktoriais, molekulémis,  kurias jeina dalis
gamtinés kilmés faktoriaus ir dalis, bent jau vienos kokios tai kitos molekulés, taip kad gauta chi-
meriné molekulé jgauna neurotrofinj aktyvumga. ISradimas remiasi, dalinai, $radimu to, kad chime-
rinés molekulés, turindios dalis dviejy skirtingy neurotrofiniy faktoriy, iflaiko i§ esmeés pilng biolo-
ginj aktyvumg ir, bent jau kai kuriais atvejais, {gauna unikaly diapazong neurotrofinio aktyvumo,
kuriame viena molekulé turi aktyvumg abiejy téviniy molekuliy.

2.1. CHIMERINIAI CITOKINAI

Kai kurios organizmno Igstelés sugeba gaminti faktorius, vadinamus citokinais, kurie veikia kaip
lasteliy rysSininkai, (mesendZeriai) tuo paciu koordinuoja biologines funkcijas. Pavyzdziui, limfocitai
gali gaminti limfokinus, faktorius, kurie sgveikauja su jvairiais imuninés sistemos komponentais ir jy
tikslas yra efektyviai valdyti imuninj atsakg. Neurotrofiniai faktoriai tai yra citokinai, kurie gali
skatinti nervy sistemos komponenty i$gyvenimg ir/arba diferencijacijg.

Kaip tarplgsteliniai rySininkai, citokinai paprastai sgveikauja su specifiném Igsteliy populiacijom
per citokiny receptoriaus molekules. Tokiu badu, citokinas nutaikytas j tam tikras receptoriy-
nesancias lasteles. Parodyta, kad citokinai gali bati panaudoti su tikslu jvesti toksines medZiagas |
Igsteliy populiacija, suriSant citoking su toksine medZiaga. PavyzdZiui, Siegall et al. (1989, Fed. An.
Soc. Exp. Biol. 3:2647-2652) susintetino kDNR, koduojandig citokingtransformuojantj augimo fak-
toriy alfg, su 5'-galu geno, koduojancio modifikuotg formg ekzotoksino A Pseudomonas, kuriam
buvo panaikintas Igstelinio atpaZinimo domenas. Gauta chimeriné molekulé buvo ekspresuota j Es-
cherichia coli, iSskirta ir, kaip pastebéta, buvo ypac citotoksiska Igsteléms, specifiskai ekspresuo-
jancioms epiderminio augimo faktoriaus receptoriy. Ogata et al. (1989 Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
86:4215-4219) gavo rekombinantinj chimerinj toksing, kuriame suriSantis lgstelinis ekzotoksino
Pseudomonas (PE) domenas buvo pakeistas pelés limfokino interleukinu 4 (IL-4); nustatyta, kad
chimerinis baitymas IL-4-PE40 yra citotoksiSkas receptoriy-nesanéioms pelés I1.-4 lastelinéms lini-
joms. Banker et al. (1989, J. Cell Physiol. 139:51-57) aprasé¢ chimers ricinoc A grandies ir epider-
minio augimo faktoriaus. Williams et al. (1987, Protein Eng. 1:493-498) pakeité difterijos toksino
receptorinio suri$imo domeng sintetinin genu, koduojandiu interleuking 2 (IL-2) ir transliacinj stop-
signalg. Nustatyta, kad difterijos toksino susiliejimo su IL-2 baltymas selektyviai slopina baltymy sin-
tezg receptoriy-nesandiose lastelése I11-2, tada kai 1astelinés linijos, neekspresuojandios receptoriy
IL-2, yra rezistentin€s toksino poveikiui.

Kiti tyrinétojai sukonstravo molekules rekombinantiniy DNR, kurios jjungia citokino geng, o taip
pat, bent jau dalj bakterinio geno. Dicou et al. (1989, J. Neurosci. Res. 22:13-19) susintetino pilng
DNR pelés prepro-nervo augimo faktoriaus su karboksiliniu galu beta-galaktozidazés geno Esche-
richia coli, o taip pat susintetino fragments genominés DNR, atitinkantj kodonams Zmogaus nervy
augimo faktoriaus 11-106 geno, su penktu kodonu beta-galaktozidazés amino galo. Abu bakteriniai
vektoriai asocijavosi su dideliy kiekiy chimeriniy baltymy ekspresija. Nors po bakteriniy lgsteliy
lizes didesné dalis pelés prepro-nervo augimo faktoriaus pasirodo netirpi, pagrindiné dalis #mogaus
chimerinio beta-nervinio augimo faktoriaus, matyt, yra supernatante. Neurotrofinis aktyvamas,
taciau, nebuvo pateiktas Siuose darbuose.

Nesenuose tyrimuose, Ibanez et al. (1990, EMBOJ. 9:1477-1483) apraso bandymus, atliktus su
nervy augimo faktorium, veikiant su sait-kryptine mutageneze. Xic et al. (1990, Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 87:3180-3184) apraSo panaudojimg chimeriniy opioidiniy peptidy, tiriant opiatinius recep-
torius. Ray et al. (1990, Mol. Endocrinol. 102:101) aptaria receptoriy-surifancio specifiskumo
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pakitimus atzvilgiu augimo hormono specifiSkumo, vykstandius rezultate genominiy ckzony
pakeitimo. Cunningham et al. (1990, Science 247:1330) sistemingai keité augimo hormono dalis su
tikslu identifikuoti mutantinius hormonus, kurie galéty prarasti gebéjimg suriSti augimo hormono
receptoriy. Cunningham et al. (1990, Science 247:1461) tyré sait-krypting prolaktino mutageneze,
duodanéia prolaktino varijanta, kuris sugeba susiristi su augimo hormono receptoriumi.

2.2. NEUROTROFINIAI FAKTORIAI

Nervy sistemos vystymasis ir §gyvenimas priklauso nuo baltymy, Zinomy kaip neurotrofiniai fak-
toriai. Pladiai iSplitusi nerviniy lasteliy mirtis lydi normaly vystymgsi centrinés ir periferinés nervy
sistemos ir, matyt, turi sprendziamg vaidmenj neurony, kurie projektuojasi j duoto taikinio sriti,
skai¢iaus reguliavime (Berg, D.K., 1982, Neuronal Development 297-331). Ekstirpaciniai ir trans-
plantaciniai periferiniy audiniy-taikiniy vystymosi tyrimai rodo, kad nerviniy Iasteliy mirtis vyksta
rezultate konkurencijos tarp neurony dél ribojimo i§gyvenimo faktoriy ("neurotrofiniy faktoriy")
kiekio, gaminamy jy projekcijy srityse. Dabar Zinomi keturi svarbiausi identifikuoti neurotrofiniai
faktoriai. Tai nervinio audinio augimo faktorius (NGF; Levi-Montalcini and Angeletti, 1968, Phys.
Rev. 48:534); Neurotrofinas-3 (NT-3; Hohn et al., 1990, Nature 344:339; Maisonpierre et al., 1990,
Science 247:1446), smegeninés kilmés neurotrofinis faktorius (BDNF; Barde et al., 1982, EMBOJ
1:549) ir ciliarinis neurotrofinis faktorius (CNTF; Lin et al., 1979, Science 246:1023).

2.2.1. NERVINIO AUDINIO AUGIMO FAKTORIUS

Nervinio audinio augimo faktorius (NGF) dabartiniu metu yra i§ visy neurotrofiniy molekuliy
pilniausiai charakterizuotas ir, kaip parodyta in vitro ir in vivo, yra svarbus simpatiniy ir nerviniy
sensoriniy neurony iSgyvenimui, kurie ankstyvajame vystymesi pas vis¢iukg ir Ziurke yra kile iS
nervinés skiauterés (Levi-Montalcini and Angeletti et al., 1963, Develop. Biol. 7:653-659; Levi-
Montalcini et al., 1968, Physiol. Rev. 48:524-569). Nustatyta, kad i$valyto NGF injekcijos | besivys-
tantj vis¢iuko embriona apsprendzia iSgyvenimo padidéjimg ir spinaliniy sensoriniy bei simpatiniy
neurony hipertrofija (Levi-Montalcini and Booker, 1960, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 46:373-384,;
Hamburger et al., 1981, J. Neurosci 1:60-71). Ir priefingai, pasalinimas ar izoliavimas endogeninio
NGF po anti-NGF antikiiny injekcijos trukusios parg Ziurkiy naujagimiams asocijuojasi su negriz-
tamais simpatin€s nervy sistemos paZzeidimais (LeviMontalcini and Booker, 1960, Proc. Natl. Acad.
Sci. 46: 384-391; Levi-Montalcini and Angeletti 1966, Pharmacol. Rev. 18:619-628). Poveikis NGF-
antikiiny netgi ankstesnéje vystymosi stadijoje antikiny injekcijomis in utero (j gimdg), ar pasyviu
transplacentiniu motininiy antikiiny pernesimu, sukelia Zymy nerviniy sensoriniy neurony skiauteri-
nes kilmes, tokiy kaip spinaliniai ir spinomedialiniai triSakiniai sensoriniai neuronpai praradimg
(Goodert et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1580-1584; Gorin and Johnson, 1979, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76:5382-5386). Iki 5iol beveik visi NGF tyrimai buvo skirti jo vaidmeniui peri-
ferineéje nervy sistemoje, taciau dabar atrodo, kad NGF taip pat veikia j centrinés nervy sistemos
neurony populiacijy vystymasi ir iSsaugojimg (Thoenen et al., 1987, Rev. Physiol. Biochem. Phar-
macol. 109:134-178; Whittemore and Seiger, 1987, Brain Res. Rev. 12:439-464).

NGF baltymo gausumas pazandin¢je liaukoje pas pelg leidZia, naudojant santykinai tradicine
baltymy chemijg, nustatyti jo pagrindine seka (Angeletti and Bradshaw, 1971, Proc. Natl. Acad. Sci.
68:2417-2420). NGF genas dabar klonuotas i§ daugelio rii§iy, jskaitant pel¢ (Scott et al., 1983,
Nature 302:538-540), Zmogy (Uilrich et al., 1983, Nature 303:821-825), karve bei vis¢iuka (Meier et
al., 1986, EMBOJ 5:1489-1493) ir Ziurkeg (Whittemore et al., 1988, J. Neurosci. Res., 20:402-410),
panaudojant pagrinde tradicing molekuling biologijg, kuri remiasi baltymine seka pelés NGF su
tikslu sudaryti tinkamus oligonukleotidinius zondus. NGF gausumas taip pat palengvina NGF
receptoriaus tyrimus, kas galu gale atvedé | molekulinj klonavimg vieno komponento NGF
receptoriaus i§ Zmogaus ir Ziurkés (Johnson et al., 1986, Cell 47:545-554; Radeke et al., 1987,
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Nature 325:593-597). Siuo metu gerai nustatyta, kad NGF néra visur esantis neurotrofinis faktorius.
Periferinéje nervy sistemoje NGF néra iSgyvenimo faktorius parasimpatiniams neuronams,
nerviniams sensoriniams neuronams plakodinés kilmés ar Zarniniams neuronams, Kaip nustatyta
tyrimuose in vitro ir in vivo. Be to, NGF neéra iSgyvenimo faktorius ir besivystantiems motoneuro-
nams (Oppenheim, 1982, J. Comp. Neurol. 210:174-189), nors $itie neuronai ekspresuoja vystymosi
metu bent jau Zemos formos NGF receptoriaus sritj (Raivich et al., 1985, EMBOI. 4:637-644). NGF
jtakos i Siuos neurony tipus nebuvimas apsprendé pajieskg kity neurotrofiniy faktoriy, ypa¢ tokiy
faktoriy, kurie galéty palaikyti i$gyvenimg spinaliniy motoneurony ir/arba parasimpatiniy krumply-
ninio ganglijaus neurony.

2.2.2. SMEGENINES KIL.MES NEUROTROFINIS FAKTORIUS

Neurotrofinj aktyvumag, galintj palaikyti vis¢iuky embriony dorsalinés $aknelés ganglijaus neu-
rony iSgyvenimga in vitro, identifikuoja "kondicionuotoje terpéje”, kurioje kultivuojamos Ziurkes
gliomos lgstelés C-6 (Barde et al., 1978, Nature 274:818 ). Aktyvumas nesineutraliznoja antiktinais
pelés NGF, kas rodo, kad kondicionuotoje terpéje yra kitas neurotrofinis faktorius. Analogiski akty-
vumai, kuriy negalima blokuoti NGF antikinais, nuosekliai pateikti suaugusios Ziurkés smegeny
normaliy astroglijiniy lasteliy kultirose (Lindsay, 1979, Nature 282:80-82; Lindsay et al., 1982, Brain
Res. 243:329-343), besivystanciy bei suaugusiy Ziurkiy smegeny ekstraktuose (Barde et al., 1980,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:1199-1203 ) ir besivystanéiy bei suaugusiy vis¢iuky nugaros
smegenyse (Lindsay and leters, 1984, Neurosci. 12:45-51 ). Tadiau nei vienu atveju nebuvo iskirtas
ar identifikuotas aktyvus faktorius(iai), ir $liko klausimas, ar stebétus aktyvumus sukélé vienas ir tas
pat faktorius ar skirtingi faktoriai.

Panaudojus kiaulés smegenis kaip prading medZiaga Barde et al. (1982, EMBOJ 1:549-553)
aprasé faktoriy, dabar vadinama smegeninés kilmés neurotrofiniu faktoriumi (BDNF), kuris, matyt,
skatina iSgyvenimg dorsalinés Saknelés ganglijaus neurony i§ vi§¢iuky embriony E10/E11. Nustatyta,
kad neurotrofinis aktyvumas yra aukstos-bazés baltyme (izoelektrinis taskas, pl 10.1 ), kuris
migruoja elektroforezés metu poliakrilamido gelyje su Natrio dodecilsulfatu (EF-PAAG su Na-
DDS) ir pasirodo kaip atskira juosta su molekuline mase 12.3 kDa. Pastebéta, kad auksta-baziné
prigimtis ir molekulinis dydis BDNF labai artimi monomerui NGF.

Geno BDNF klonavimas pirmagkart jvykdytas atitinkamai su parai$kos apraymu patentui JAV
Nr. 07/400591, paduotos 1989 mety rugpjicio 30 d., kuri jvesta | duota aprasyma kaip nuoroda. Be
galo maZus kiekius baltymo BDNF i§valo i§ kiaulés smegeny, kas leidZia nustatyti fragmentus ami-
norugstinés sekos, kurig savo ruoZtu, galima panaudoti konstravimui atitinkamy oligonukleotidy.
Sie sintetiniai oligonukleotidai paskui panaudojami kaip praimeriai polimerazés-grandininéje
reakcijoje (PCR) su KDNR-matrica, gauta i§ BDNF-gaminanéiy lgsteliy. PCR produktus naudoja
kaip zondus geny pilnos kDNR ir/arba genominio BDNF klonavimui i visos eilés rasiy, jskaitant
Zmogy, kiaulg, Ziurke ir pelg, ir nustato iy geny seka. Rekombinantinio BDNF ekspresija
atlickama COS lIgstelése.

Pirmas parodymas, kad BDNF neuroninis specifi$kumas skiriasi nuo NGF specifiskumo, buvo at-
liktas in vitro, ir kalbéta, kad #valytas BDNF palaiko Rgyvenima 40-50% sensoriniy neurony,
disocijuoty i§ vis¢iuko embriono nervinio mazgo plakodinés kilmés | E6, E9 ar E12 (Lindsay et al.,
1985, J. Cell. Sci. Supp. 3:115-129). NGF nerodé pastebimo poveikio j $iuos neuronus nei pats, nei
kartu su BDNF. Vélesniuose tyrimuose su eksplantato kultira buvo parodyta, kad BDNF palaiko
iSgyvenimg ir neuriting iSauga i kity plakodinés kilmés nerviniy ganglijy, jskaitant liezuvinio ryklés
nervo apatinj ganglijy, Kelinj ganglijy ir triSakio nervo ganglijy (Davies et al., 1986, J. Neurosci.
6:1897-1904), ir nei vienas i jy nebuvo jautrus NGF. Visuose auks&iau apraéytuosc tyrimuose neu-
tralizuojantys NGF antiktinai neturéjo jokio poveikio j BDNF aktyvumg. Be jo poveikio | kultyvuo-
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tus neuronus i§ periferinio ganglijaus, BDNF, kaip nustatyta, stimuliuoja igyvenima ir neuronine
diferencijacijg lgsteliy, kultyvuoty i§ paprastos putpelés nervinés skiauteres (Kalcheim and Gen-
dreau, 1988, Develop. Brain Res. 41:79-86).

Du paskutiniai BDNF tyrimai (Kalchelm et al., 1987, EMBOJ 6:2871-2873; Hofer, Barde, 1988,
Nature 331:261-262) parode fiziologinji BDNF vaidmeni, paukscio periferinés nervy sistemos vysty-
mesi. Jei sudaryti mechaninj barjerg in ovo pas E3/E4 (3 ar 4 embrionine diena) tarp besivystandio
dorsalinés Saknelés mazgo (DRG) ir taikinio centrinés nervy sistemos nerviniame vamzdelyje, tai
daugelis DRG neurony i$mirs (Kalcheim and Le Dourarin, 1986, Develop. Biol. 116:451-456).
Padaryta iSvada, kad $i neurony mirtis gali buti apspresta centrinés nerwy sistemos (nervinio
vamzdelio), nesancios neurotrofinj faktoriy, deprivacijos. Po to buvo pastebéta, kad BDNF, prijung-
tas prie lamininu padengtos sialastinés membranos, gali trukdyti Igsteliy zatj (Kalcheim et al., 1987,
EMBOJ 6:2871-2873). Nustatyta, kad BDNF injekcijos | paprastos putpelés besivystanéius kiausi-
nius sumazina ganglijaus lasteliy naturalia mirtj, kas nestebima NGF atzvilgin (Hofer and Barde,
1988, Nature 331:261-262). Be poveikio | periferinius sensorinius neuronus, kurie kile kaip i§ nervi-
nes skiauterés, taip ir i nervinés plakodés, BDNF palaiko centrinés nervy sistemos besivystandiy
neurony iSgyvenima. Johnson et al., (1986, J. Neurosci., 6:3031-3038) pateike duomenis, rodancius,
kad BDNF palaiko iSgyvenimg tinklainés ganglijiniy lasteliy, kultyvuoty i§ Ziurkés embriony E17.
Sie pranesimai ®plété tyrimus, kurie parodé, kad terpés kondicionavimas ir smegeny ekstraktai,
gauti 1§ tinklainés ganglijiniy lasteliy taikiniy sri¢iy, palaiko §iy neurony Sgyvenimg (McCaffery et
al., 1982, Exp. Brain Res. 48:370-386; Sarthy et al., 1983, J. Neurosci. 3:2532-2544; Turner et al.,
1983, Dev. Brain Res. 6:77-83).

Be poveikio | kultdroje besivystan¢iy neurony iSgyvenima, BDNF turi poveikj | suaugusios peri-
ferinés ir centrinés nervy sistemos kultyvuotus neuronus. BDNF, o taip pat ir NGF, stimuliuoja ak-
soning regeneracijg i§ suaugusios zZiurkés DRG neurony kultiiroje (Lindsey, 1988, J. Neurosci.,
8:2394-2405), nors suaugusiems sensoriniams neuronams, matyt, nereikia neurotrofiniy faktoriy
iSgyvenimui in vitro laike 3 ar 4 savai¢iy. Be to, suaugusios Ziurkes tinklainés kultirose BDNF skati-
na kaip iSgyvenimg, taip ir aksonin¢ elongacijg i§ tinklainés ganglijiniy lasteliy (Thanos et al., 1989,
Eur. J. Neurosci., 1:19-26). Be to, parodyta, kad BDNF ilgina Igsteliy i§gyvenima viduriniy smegeny
ventralinése kultirose, kaip iSmatuota pagal lasteliy kieki, kurios yra teigiamos tirozinhidroksilazei,
vizualiai stebéty su pagalba imunocitochemijos. Be to BDNF padidina i§gyvenimg cholinerginiy
neurony disocijuotoje lgsteliy kultaroje, gautoje i§ Ziurkés septalinés srities (paraiska patentui JAV
Nr. 07/400591, paduota 1989 mety rugpjicio 30 d.). NGF ir BDNF biologinio poveikio palyginimas
pateiktas 1 Lenteléje.

LENTELE 1
BDNF ir NGF* biologinio aktyvumo palyginimas
Periferine nervy sistema ISgyvenimas
Ganglijai: BDNF  NGF**
(D Vis¢iuko E6 DRG - ++
Vis¢iuko E10 DRG + ++
Vis¢iuko E12 Simpatinis - ++
(Barde et al., 1980, auki&iau)

(II) Viséiuko E6-E12 DRG ++ ++

Vis€iuko E6-E12 Mazginis ++ -

Viséiuko E12 Simpatinis - ++



Vis¢iuko E12 Krumplyninis - -
(Lindsay et al., 1985, aukiciau)
(11I1) Vis¢iuko E3-E14:

Tuséiasis (gnl. jugulare) 4+ ++
DM-trisakis +/++ ++
Uolinis +/++ -
Kelinis : +/4++ -
Vestibulinis - -
VL-trisakis ++ -
Viduriniy smegeny trifakis ++ -

(Davies et al., 1986, aukséiau)
(Barde et al., 1987, Prog. Brain Res., 71:185-189)
Centrin€ nervy sistema

(I)  Ziurkés E17 tinklainés ganglijinés lastelés ++ -
(Johnson et al., 1986, J. Neurosci., 6:3031-3038)

(II) Viduriniy smegeny ventraliniai dofaminerginiai neuronai ++ -

(IIT) Priekiniy smegeny bazaliniai cholinerginiai neuronai ++ ++

(paraiSka patentui JAV Nr. 07/400591,
paduota 1989 mety rugpjicio 30 d.)

*  Chronologine tvarka atitinkamai publikacijos datai;
efektai tirti in vitro

** Néra iSgyvenimo: (-); silpnas iSgyvenimas (+);
geras iSgyvenimas (++)

Subrendusio BDNF prognozuojamos pirminés struktiros analize parodé jo ypatingg tapatuma su
NGF; tiktai su trimis intarpais, jvestais | NGF sekg kartiravimo optimizacijai, 51 tapatumas yra
bendras jvairiems NGF (nuo gyvatés iki Zmogaus) ir BDNF. Svarbu, kad j Siuos tapatumus jeina
Sesios cisteino liekanos.

2.2.3. NEUROTROFINAS-3

Pastebétas atitikimas tarp NGF ir BDNF kelia prielaida, kad abu Sie faktoriai gali biiti stambes-
nes artimai suriSty neurotrofiniy molekuliy Seimos nariais. Kai homologines sritis panaudojo, kad
sukonstruoti oligonukleotidinius praimerius, naudojamus polimerazes-grandininéje reakcijoje, sie-
kiant identifikuoti naujus narius geny BDNF/NGF $eimos, aptiktas naujas Seimos narys, pavadintas
neurotrofinu-3, ir genas NT-3 klonuojamas i§ pelés, Ziurkés ir Zmogaus (Ziureti paraiskg patentui
JAV Nr. 07/490004, paduota 1990 mety kovo 7 d. ir jvestg | §j aprasyma kaip nuoroda). Pilna struk-
tira subrendusios pelés baltymo NT-3, sudaryta i§ 119 aminortgsciy su iSskaifiuotu pl apie 9.5, at-
spindi tai, kas nustatyta NGF ir BDNF; pasirodo kad numanoma signaliné seka 18 aminortigsciy
(parodanti 5 ir 9 aminorigstinius identiSkumus BDNF ir NGF, atitinkamai) tesiasi proseka i§ 121
aminorugsties (lyginant su proseka i§ 103 aminoriigéciy pelés NGF ir proseka i§ 112 aminorigiciy
pelés BDNF). Palyginimas subrendusiy pelés NGF, BDNF ir NT-3 iSry$kina 54 aminorigstinius
identiSkumus (1 Pav.) Visos 6 cisteino lickanos, kurios NGF ir BDNF ijtrauktos j disulfidiniy tilteliy
susidarymg (Leibrock et al., 1989, Nature 341:149-152; Angletti, 1973, Biochem. 12:100-115), yra
tarp iSlikusiy liekany. AnalogiSkai, subrende¢s Ziurkés NT-3 dalinasi 57% aminorigstinés
homologijos su Ziurkiniu NGF ir 58% aminoriigstinés homologijos su Ziurkinin BDNF; 57 i§ 120
liekany (48%) dalinasi tarp visy trijy baltymy (1D Pav.). Ir vél Sesios cisteino liekanos Ziurkiniy
NGF ir BDNF pilnai lieka Ziurkiniame NT-3, o didZiausios homologijos tarp trijy baltymy sritys
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susigrupavusios aplink $ias cisteino lieckanas. Be homologijos tarp NT-3, NGF ir BDNF tose risyse
stebima auksto lygio konservacija nukleinortigstinés sekos tarp Ziurkinio ir Zmoginio NT-3 srityje,
kuri koduoja subrendusj polipeptidg (119 aminorugs$ciy). Zmogaus ir ziurkés genai mazdaug 92%
turi homologijg DNR-sekoje. Tadiau, nei vienas skirtumas nukleotidy sekos tarp Zmogaus ir Ziurkés
Sioje srityje neduoda aminorugstinio pakeitimo; i$skirta aminorugstine seka subrendusios ziurkes ir
Zmogaus (o taip pat ir pelés NT-3) yra absoliuciai identi$ka, primenanti apie auksto lygio
konservacija BDNF, kas rodo pilng identiSkuma aminorigstinés sekos subrendusio polipeptido tarp
Ziurkes, pelés, Zmogaus ir kiaulés. PrieSingai, aminorigstiné scka subrendusio Zmogaus NGF ir
grauziky (pelés ir Ziurkes) NGF skiriasi mazdaug 10%.

NT-3 neurotrofinio aktyvumo tyrimai rodo, kad NT-3 sugeba skatinti i§gyvenimg ir neuritine
1Saugg disocijuoty neurony dorsalinés §aknelés ganglijaus kultiroje. Be to, NT-3 skatina neuriting
iSaugg i8 cksplantaty kaip mazginio ganglijaus, taip ir simpatinio ganglijaus, tada kai BDNF skatina
iSaugg i§ mazginio ganglijaus, bet ne simpatinio ganglijaus, o NGF skatina iSaugg i§ simpatinio
ganglijaus, bet ne i§ mazginio ganglijaus. Todél NT-3 turi platesnj veikimo specififkumg, negu
BDNF ar NGF.

NT-3 gali bati svarbus nervy sistemos vystymosi faktorius. Lyginant santykinj kiekj transkripty
NGF, BDNF ir NT-3 smegenyse naujagimiy ir suaugusiy peliy nustatyta, kad NT-3 buvimo lygis
naujagimiy smegenyse yra aukstesnis nei suaugusiose smegenyse. RNR NT-3 lygiai centrinéje nervy
sistemoje yra Zymiai aukstesni per fetalinj vystymasi ir ry$kiai sumaZéja suaugusiems.

2.2.4. CILIARINIS NEUROTROFINIS FAKTORIUS

Ciliariniai neurotrofiniai faktoriai (CNTF) tai - baltymai, kurie specifi$kai skatina gemaliniy
vis¢iuky krumplyninio (ciliarinio) ganglijaus neurony i§gyvenimg in vitro (Banthorpe et al., 1960, J.
Neurochem. 34:69-75). Krumplyninis ganglijus anatomitkai i§déstytas akiduobéje, tarp tiesiojo
raumens ir regimojo nervo; jis gauna parasimpatinio nervo skaidulas i§ akies motorinio nervo, kuris
inervuoja krumplyninj raumenj ir vyzdZio sfinkterj. Nustatyta, kad neuronai krumplyninio mazgo
tarp neuroniniy populiacijy turi tam tikrus lasteliy mirties periodus. Vii¢iuko krumplyninio gangli-
jaus pus¢ neurony, esanciy 8 embrioning dieng (E8), mirsta pries E14 (Landmesser and Pilar, 1974,
J. Physiol. 241:737-749). Per tg patj laiko tarpa neuronai krumplyninio ganglijaus sudaro junginius
su jy audiniais-taikiniais, o bitent, su krumplyno kinu ir akies gyslaine. Landmesser and Pilar (1974,
J. Physiol. 241:751-756) nustaté, kad akies pasalinimas ankséiau lgsteliy mirties periodo sukels pilng
krumplyninio ganglijaus neurony netekimg ipsilateralinéje puséje. Narayanan and Narayanan (1978,
J. Embryol. Ex. Morphol. 44:53-70) nustaté, kad, implantuojant papildoma akies uZuomazga ir tuo
paciu padidinant kiekj tinkamo audinio-taikinio, galima sumaZinti krumplyninio ganglijaus neurony
mirt. Sie rezultatai palaiko neurotrofinio faktoriaus, kuris veikia krumplyninio ganglijaus neuronus,
egzistavimo galimybe.

Kaip nustatyta, kultiroje krumplyninio ganglijaus neuronams (CG), kad Sgyventy reikalingas
faktorius(iai). Ciliarinio neurotrofinio faktoriaus(iy) aktyvumas (CNTF) identifikuotas kondicionuo-
tose terpese: visty raumeny lasteliy (Helfand et al., 1976, Dev. Mol. 50:541-547;, Helfand et al.,
1978, Exp. Cell Res. 113:39-45; Bennett and Nurcombe, 1979, Brain Res. 173:543-548; Nishi and
Berg, 1979, Nature 277:232-234; Varon et al., 1979, Brain Res. 173:29-45), raumeny ekstrakty
(McLennan and Hendry, 1978, Neurosci. Lett. 10:269-273; Bonahandy et al., 1980, Neurosci. Lett.
18:197-201), visty gemaly ekstrakte (Varon et al., 1979, Brain Res. 183:161-180) ir terpéje, kondi-
cionuotoje Sirdies lgstelémis (Ziir. pavyzdziui, Adler et al., 1979, Science 204:1434-1436 and Barbin
et al., 1984, J. Neurochem. 43: 1468-1478). CNTF isvalytas ir iSskirtas i§ Ziurkés seédimojo nervo, ir
aminorugstiné seka jvairiy fragmenty nustatyta dujy-faziniu mikrosekvenavimo biuidu; gautg amino-
rugsting seka naudoja Ziurkés geno CNTF klonavimui, panaudojant klopavimo metodikas su
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polimerazés-grandinine reakcija (paraiska patentui JAV Nr. 07/408172, paduota 1989 m. rugséjo 15
d., ir paraiska patentui JAV Nr. 07/429517, paduota 1989 m. spalio 31 d., kurios jvestos | duotg
aprasg kaip nuorodos). Po to Ziurkés CNTF zonda naudoja Zmogaus CNTF geno klonavimui. Paly-
ginimas nukleinorigstiniy seky Zmogaus ir Ziurkés CNTF rodo, kad Zmogaus genas turi vienintelj
introng toje pat padétyje, kaip ir Ziurkés genas CNTF. Zmogaus introno sckos, matyt, turi Zymius
nukrypimus nuo Ziurkiniy, nors tai neatitinka koduojancios srities Zymios konservacijos vaizdo.

Remiantis nukleotidine seka galima prognozuoti, kad CNTF turi molekuling mas¢ apie 22.8 kDa
(i8skaifiuota dydziui maZdaug 200 aminorugsciy), kas atitinka molekulinei masei, jvertinus
natiralios kilmés CNTF su pagalba poliakrilamidinés gelio-clektroforezes analizes (22.5 kDa;
Saadat et al., 1989, J. Cell Biol. 108:1807-1816). Tokiu badu, CNTF aminortigitiné scka isreiskia
pozymius citozolinio baltymo, tai yra, nei vieno signalinio peptido, nei vienos konsensualios-sekos
glikolizei néra ir yra tiktai viena cisteino lickana padétyje 17. Jokios seky homologijos nepastebéta
tarp CNTF ir NGF, BDNF ar fibroblasty augimo faktoriaus (FSF) ir purpurino, kiekvienas is kuriy
asocijuojasi su aktyvumais skirtais i$gyvenimui, analogi$ku tiems, kurie yra CNTF (Unsicker et al.,
1987, Proc. Natl. Sci. USA, 84: 5459-5463; Schubert et al., 1986, J. Cell Biol. 102:2295-2301). CNTF
budinga eile biologiniy efekty. I§ pradziy CNTF buvo aprasytas kaip palaikantis viséiuko E8
krumplyninio ganglijaus (parasimpatinés nervy sistemos komponento) neurony iSgyvenimg. Saadat
et al., (1989, J. Cell Biol. 108:1807-1816) pastebejo, kad labiausiai iSvalytas preparatas CNTF
Ziurkés sédimojo nervo indukuoja cholinerging diferencijacija Ziurkés simpatiniy neurony kultiroje.
Be to, Hoffman (1988, J. Neurochem. 51:109-113) nustaté, kad viStos akies CNTF aktyvumas,
padidina lygj cholin-O-acetiltransferazinio aktyvumo tinklainiy monoshuoksniy kultirose. Hughes et
al., (1988, Nature 335:70-75) tyré prenataliniy Ziurkiy regimojo nervo ir smegeny bipotencialiniy
lasteliy-pirmtaky populiacija; manoma, kad §i Iasteliy populiacija duoda pradZig tiek
oligodendrocitams, tiek ir antro tipo astrocitams. Tyrimai rodo, kad oligodendrocity diferencijacija
vyksta i§ lgstelés-pirmtako oligodendrocito-tipo 2-astrocitas (0-2A), nesant bet kurio konkretaus
augimo faktoriaus, tada kai antro tipo astrocity diferencijacijai reikia specifinio indukuoto baltymo.
Hughes et al., pastebéjo, kad baltymas, indukuojantis antro tipo astrocitus analogiskas ar identiskas
CNTF (Zidr. taip pat Anderson, 1989, Trends Neurosci. 12:83-85). Be to parodyta, kad
rekombinantinis CNTF skatina i$gyvenima mediodorsaliniy neurony nugaros smegeny kultiiroje, o
CNTF sedimojo Ziurkés nervo ivalytoje formoje, apsaugo motoneuronus nuo indukuotos mirties
paZeisto naujagimeés Ziurkés snukio nervo (n. facialis) (paraiska patentui JAV Nr. 07/429517,
paduota 1989 m., spalio 31 d., kuri jvesta j duotg aprasg kaip nuoroda).

2 Lentel€je pateikti aktyvumai, asocijuoti su NGF, BDNF, NT-3 ir CNTF; matyt, yra ir papil-
domi aktyvumai, nors kol kas ir nenustatyti.

2 LENTELE
Lastelés, atsakingos uZ neurotrofinius faktorius

L Lasteles, atsakingos uz NGF
A. Simpatiniai neuronai
B. Nerviniai sensoriniai neuronai skiauterinés kilmés
C. Dorsalinés Saknelés ganglijai E6-E12
D. Priekiniy smegeny bazaliniai cholinerginiai neuronai
I1. Lastelés, atsakingos uz BDNF
A. Sensoriniai neuronai, kil¢ i§ nervinés skiauterés
(I) dorsalinés $aknelés ganglijai (E10/E11)




(I1) tuséiasis ganglijus (gnl. jugulare)
(II1) triSakio nervo dorsomedialinis ganglijus (DM)
(IV) viduriniy smegeny triSakio nervo branduolys
B. Sensoriniai neuronai, kil¢ i§ ektoderminés plakodés (I) mazginis ganglijus (gnl. nodosum)
(II) vestibulinis ganglijus
(III) uolinis ganglijus
(IV) kelinis ganglijus
(V) trisakio nervo ventrolateralinis ganglijus
C. Tinklainés ganglijus
D. Viduriniy smegeny dofaminerginiai neuronai
E. Priekiniy smegeny bazaliniai cholinerginiai neuronai III. Lastelés, atsakingos uz NT-3
A. Dorsalines Saknelés ganglijus (DRG)
B. Simpatinis ganglijus
C. Mazginis ganglijus
IV. Lasteles, atsakingos uz CNTF
A. Krumplyninis ganglijus E8 (gnl. ciliare)
B. Simpatiniai cholinerginiai neuronai
C. Astrocitai 2 tipo
D. Nugaros smegeny mediodorsaliniai neuronai
E. Motoneuronai (pavyzdZiui, veido nervo motoneuronai)
F. Neuronai DRG E10

Sis ifradimas priklauso chimeriniams neurotrofiniams faktoriams, kurie nesa savyje bent dalj
gamtinés kilmeés lastelinio faktoriaus ir dali bent jau vienos kokios tai kitos molekulés, taip kad
gauta chimeriné molekul¢ jgauna neurotrofinj aktyvuma. Isradimas, dalinai remiasi i§radimu to, kad
chimerinés molekulés, turincios dalis NGF ir BDNF, tikriausiai, turi neurotrofinj aktyvumg ir atski-
rais atvejais iSreiSkia platesnj aktyvamo spektra, negu spektras bet kurios giminingos molekulés.
Isradimas, be to, remiasi iSradimu to, kad chimerinés molekulés, jjungianéios neurotrofinio fakto-
riaus sekas, o taip pat papildomas peptidines sekas, gali iSlaikyti neurotrofinj aktyvuma ir kai kuriais
atvejais netgi gali turéti stipresnj aktyvuma nei tévinis faktorius. Sitas i¥radimas pareiskia nukleini-
nes rugstis, koduojancias chimerinius neurotrofinius faktorius, $iy chimeriniy neurotrofiniy faktoriy
ekspresijos budams, baltymams chimeriniy neurotrofiniy faktoriy ir peptidiniy fragmenty bei jy
dariniy, antikinams, nukreiptiems prie§ chimerinius neurotrofinius faktorius, siekiant nustatyti
specifiSkumo determinantus, ir metodams diagnostikos bei neurologiniy sutrikimy gydymo, i kuriuos
jeina pateikiamo iSradimo chimeriniai neurotrofiniai faktoriai. Sitas i¥radimas taip pat pateikia eile
konkreciy rekombinantiniy plazmidZiy, koduojandiy biologiskai aktyvius neurotrofinus.

Chimeriniai neurotrofiniai faktoriai atitinkamai iradimui turi eil¢ privalumy pries neurotrofinius
faktorius gamtinés kilmés. Chimeriniai neurotrofiniai faktoriai gali, pavyzdziui, turéti aktyvumag
dviejy neurotrofiniy faktoriy vienoje molekuléje arba gali tarnauti kaip endogeninio neurotrofinio
faktoriaus superagonistai, tuo pa¢iu uZtikrindami padidinto biologinio atsako gavimg prie Zemesniy
doziy. Be to, chimeriniai neurotrofiniai faktoriai atitinkamai $iam #radimui gali buti naudingi nu-
taikant aktyvy junginj j lgsteles, atsakingas uZ neurotrofinj faktoriy. Be to; konstrukcija chimeriniy
neurotrofiniy faktoriy, kurie islaiko specifinj biologinj aktyvumg, tadiau yra nutaikyti j faktoriaus
pogrupe - atsakingas Igsteles, gali uZtikrinti neurologiniy sutrikimy gydyma, ta¢iau pasalinti apribo-
jimus placiai iSplitusio téviniy molekuliy(és) aktyvumo.

4. BREZINTU APRASYMAS
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1 Pav. pateiktas schematinis strategijos vaizdas, naudojamos konstruojant chimeras BDNF-NGF,
panaudojus tris oligonukleotidinius praimerius ir vienlaipte polimerazésgrandining reakcijg. Prai-
merius konstruoja taip, kad reakcijos produktas galéty jjungti restrikciniy fermenty Narl ir Notl
skilimo saitus, kurie palengvinty produkto insercijg po sekvenavimo prepro-sritics BDNF | ekspre-
suojancig plazmide pC8hB(PI). Uzbniksniuoti ploteliai Zymi NGF scky, o atviri ploteliai Zymi
BDNF sekg.

2 Pav. pateiktas schematinis strategijos vaizdas, naudojamos konstruojant chimeras BDNF-NGF,
panaudojus keturis oligonukleotidinius praimerius trilaiptéje polimerazeésgrandininéje reakcijoje.
Uzbriksniuoti ploteliai Zymi NGF seka, iStisiniai ploteliai Zymi vektoring sekg ir atviri ploteliai Zymi
BDNF seka.

3 Pav. pateiktas schematinis strategijos vaizdas, naudojamos konstruojant neurotrofiniy faktoriy
myc-Zymetas chimeras.

A. Konstravimas myc-Zyméto NGF; myc-seka uzbruksniuota, o atviri ploteliai Zymi NGF sekg.

B. Konstravimas myc-Zyméto BDNF; myc-seka uZbriksniuota, o atviri ploteliai Zymi BDNF sekg.

4 Pav. 50 mkl °S-zyméto COS-lastelinio supernatanto peptizuoja 15% elektroforeze poliakrila-
mido gelyje su natrio dodecilsulfatu (EF-PAAG su Na-DDS), ir Zymétus baltymus elektroforetiskai
pernesa ant neiloninés membranos. Membrana eksponuoja juosteléje per naktj, ir gauta autoradio-
gramg fotografuoja. Takelis 1, COS MOCK; Takelis 2, Zmogaus BDNF; Takelis 3, mBDNF/3' myc
(BM1); Takelis 4, pelés NGF; Takelis 5, mNGF/3' myc (NM1). Molekulinés masés standartai
pateikti.

5 Pav. pateikta chimeriniy neurotrofiniy faktoriy nuo R1 ki R10, BM1 ir NM1 i§vesta amino-
rugstine seka.

6 Pav. pateikti rezultatai kolorimetrinés analizés MTT dorsalinés faknelés ganglijaus (DRG)
arba simpatinio ganglijaus (SG), paveikty su pagalba (A) BDNF, (B) NGF arba (C) BM1, myc-
Zymétu BDNF. Spektrinis absorbcijos sugebéjimas prie 570-650 nm atidétas priklausomai nuo
didéjancio praskiedimo COS lgsteliy supernatanto, turinéio neurotrofinj aktyvamga.

7 Pav. pateiktas schematinis strategijos vaizdas, naudojamos konstruojant chimeras NGF-BDNF,
panaudojus keturis oligonukleotidinius praimerius trilaiptéje polimerazésgrandininéje reakcijoje.
Praimeris A tai yra praimeris T7, praimeriai B ir C skiriasi tarp dvylikos chimery ir pateikti 10 Len-
teleje, o praimeris D tai yra praimeris T3. UZbrik3niuoti ploteliai Zymi vektoring seka, atviri plote-
liai Zymi preproseka, ploteliai su taskiniu punktyru reiSkia seka subrendusio NGF, o iStisiniai
ploteliai Zymi BDNF seka.

8 Pav. A. Modifikuotas vektorius PBJ-5, naudojamas chimeriniy neurotrofiniy faktoriy NGF-
BDNF ekspresijai. Vektorius turi geng, suteikiantj stabilumg atvilgiu ampicilino (iStisiné strélé),
pBR322-pradZia replikacijos (atvira strél¢), promotorius SR (punktyriné strélé; Takebe et al., 1988,
Mol. Cell. Biol. 8:466-472) ir klonuojantis saitas (uZbrik3niuotas plotelis), turintis splaisingo riba,
saitg poli-A ir restrikcinés endonukleazeés skaldymo saitus Not I, Soc I ir Eco R1.

B. Rezultatai metabolinio Zyméjimo COS Igsteliy, transfekuoty laukinio tipo NGF, vektoriaus
(kontrolinio) ir chimery NGF-BDNF $1-512. 40 mkl COS Igsteliy supernatanto pakrauna tiesiogiai
ir elektroforezuoja su 12.5% EF-PAAG su Na-DDS.

C. EF-PAAG su Na-DDS atZvilgiu metabolitkai Zyméty

baltymy Igsteliy COS supernatantuose, transtekuoty NGF laukinio tipo, vektoriaus (kontrolinio)
ir chimery NGF-BDNF $1-S12, imunoprecipituoty su anti-NGF antikinu. Imunoprecipitacijg vykdo
su 400 mkl supernatanto. Elektroforezg atlieka su 12.5% poliakrilamidiniu gelin su natrio dodecil-
sulfatu. ‘
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9 Pav. pateikta diagrama chimery S1-S12, kurioje atviri ploteliai Zymi sekg NGF ir iStisiniai
ploteliai Zymi seka BDNF. A) Virsutiné ploksté: Palyginimas aminortgstinés sckos tarp molekuliy
NGF, i$skirty i§ jvairiy rasiy.B) Apatiné ploksté: Palyginimas aminorigstinés sekos tarp seky NGF
ir BDNF.Auksti stulpeliai: Duotoje padétyje priimtos auksto-kintamumo rigitys. Zemi stulpeliai:
Duotoje padétyje pritmti tik konservatyviis aminoragstiniai pakeitimai.Neéra stulpeliy: Aminorugstys
duotoje padétyje islieka ribose kickvieno Zinomo NGF ir BDNF.

10 Pav. pateikta iSvesta chimeriniy neurotrofiniy faktoriy S1-S12 aminorigstine scka.

11 Pav. pateikta aminorugstiné seka NGF, BDNF ir NT-3. Strelés rodo j cisteino liekanas. Kin-
tandios sritys V1-V4 paZymetos i$ vir§aus.

5. SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS

Isradimo geresniam supratimui (neapsiribojama pateikta medZiaga) smulkus pateikiamo
isradimo apraSymas padalintas | tokius padalinius: (I) i$radimo chimeriniai neurotrofiniai faktoriai,
(II) chimeriniy neurotrofiniy faktoriy konstravimas; (III) chimeriniy neurotrotiniy taktoriy ekspre-
sija; (IV) neurotrofiniy faktoriy analizé, kad nustatyti jy aktyvumg ir neuroninj specififkuma; (V)
antikiinai, nutaikyti j chimerinius neurotrofinius faktorius; (VI) pareikiamo i§radimo naudingumas.

5.1. ISRADIMO CHIMERINIAI NEUROTROFINIAI FAKTORIAI Pateiktas iSradimas pa-
reiSkia chimerinius neurotrofinius faktorius, kurie (I) jjungia bent dalj lastelinio faktoriaus, o taip
pat dalj bent jau vieno kitokio baltymo, ir (II) turi neurotrofinj aktyvumg. Chimeriniai neurotrofi-
niai faktoriai pareskiamo i$radimo gali jjungti 1stelinius faktorius arba jy dalis, kurie patys savaime
gali arba negali turéti neurotrofinj aktyvuma, kaip pavyzdZiui, nervy augimo faktorius, smegeninés
kilmeés augimo faktorius, neurotrofinas-3, ciliarinis neurotrofinis faktorius, fibroblasty augimo fak-
torius (rugstinis ar bazinis, o taip pat giminingy $eimy nariai), epidermio augimo faktorius, auglinis
augimo faktorius beta, auglinis augimo faktorius alfa, interleukinas 1, interleukinas 2, alfa-interfe-
ronas, beta-interferonas, gamainterferonas, augimo hormonas, vazoaktyvus Zarninis peptidas, vazo-
presinas ir insulinas.

Chimerinés molekulés §io Sradimo jjungia bent jau dalj lgstelinio faktoriaus, o taip pat dalj bent
jau vieno kitokio peptido ar baltymo, kur nurodytas baltymas gali arba negali kilti i junginio, kuris
turi neurotrofinj aktyvuma. Sitas peptidas ar baltymas gali jjungti, pavyzdZiui, pilnai ar dalinai, neu-
rotrofinj faktoriy, lastelinj faktoriy, toksing, ferments, imunoglobuling ar kitg peptiding seka, kuri
gali ar negali bati asocijuota su funkeiniu aktyvumu ir gali arba negali bati antigenine.

PavyzdZiui, Sitas ifradimas siiilo tokias chimerines molekules, kurios turi neurotrofinj aktyvuma,
kaip i§déstyta 5.4 Skyriuje, Zemiau: (I) chimering molekule, kuri jjungia du pilnus neurotrofinjus
faktorius; (II) chimering molekule, kuri jjungia vieng pilng neurotrofinj faktoriy, suriSta su vienu
pilnu ne-neurotrofiniu Igsteliniu faktoriumi, (III) chimering molekulg, kuri jjungia dalis dviejy neu-
rotrofiniy faktoriy; (IV) chimering molekule, kuri turi dalj neurotrofinio faktoriaus, o taip pat dalj
ne-neurotrofinio Igstelinio faktoriaus; (V) chimering molekulg, kuri jjungia bent jau dalj neurotro-
finio faktoriaus ir peptiding seks, kuri gali arba negali bati antigenine; (VI) chimering molekule,
kuri jjungia bent jau dalis dviejy neurotrofiniy faktoriy, o taip pat peptidine seka, kuri gali arba ne-
gali buti antigenine.

Sio i§radimo chimeriniai neurotrofiniai faktoriai gali buti taip pat suristi su peptidiniais junginiais.
PavyzdZiui, pageidautina prijungti angliavandeni, lipiding dalj ar kita organinj junginj prie chimeri-
nio neurotrofinio faktoriaus. Tokie junginiai galéty {jungti toksinius agentus, agentus trukdandius
daugintis, auk3to-imunogeniskumo agentus, angiogeninius agentus, anti-angiogeninius agentus, ko-
aguliantus, anti-koaguliantus, fluorescuojancius junginius, radioaktyvius junginius ir taip toliau.

Kai jungiamos dalys neurotrofinio faktoriaus ar kito Igstelinio faktoriaus su dalimis neurotrofinio
arba kito Igstelinio faktoriaus, pageidautina sudaryti chimering molekule taip, kad dalis vieno fak-
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toriaus biity delecijuota, o paskui pakeista dalimi kito faktoriaus, kas uZtikrinty palaikymg artimo
dydzio vieno i§ téviniy faktoriy reikiamame lygyje, nors iSradimas neapsiriboja tokiu varijantu. Be
to, jeigu du faktoriai jjungia homologines sritis, pageidautina, kad homologinés sritys bty tarpusavy
pakei¢iamos, kas uztikrinty sukirimg chimerinés molekulés, kuri buty homologine (bet skirtinga)
atzvilgiu abiejy téviniy faktoriy. Papildomame varijante(tuose) faktoriaus sritis, kuri, kaip manoma,
turi minimalig funkcijg, gali biti pakeista sritimi kito faktoriaus ar kito peptido, kuri yra biologiskai
aktyvi; tokios chimeros gali turéti padidintg téviniy faktoriy biologinj aktyvuma. Alternatyviai, fak-
toriaus sritis, kuri asocijuojasi su nepageidautinu biologiniu aktyvumu, gali biti pakeista dalimi kito
faktoriaus arba kito peptido, taip, kad nepageidauting aktyvumg galima baty sumaZinti arba
pasalinti; tokie varijantai gali biti naudingi, sudarant chimerinius neurotrofinius faktorius su mini-
maliais nepageidautiniais pasaliniais efektais ar toksisSkumu.

Alternatyviai, pareiksto iSradimo chimerinés molekulés gali koduotis nukleininiy rugsciy scka,
kur seka, koduojanti Igstelinj faktoriy, pertraukiama sekos, koduojancios peptidg ar baltyma, taip
kad chimerinis neurotrofinis faktorius, koduojamas tokios molekulés, charakterizuojamas faktoriaus
baltymo insercija. Papildomai $is i§radimas siulo amino-galines, o taip pat karboksilo-galines jungtis
tarp, bent jau faktoriaus dalies ir kito peptido.

Kai kuriais atvejais, kai homologinés dalys dviejy faktoriy sukeistos, chimeriné molekulé gali
efektyviai skirtis nuo vieno i jos téviniy junginiy vienintele aminoragstimi; tokie chimeriniai neuro-
trofiniai faktoriai pareifkiami Sitame iSradime ir pateikiamos pavyzdZiais chimeros S-6 ir S-11,
kurios aptariamos 8 Skyriuje.

Pageidautinuose varijantuose $itame iSradime chimeriniai neurotrofiniai faktoriai gaunami
pakeiiant atitinkamas dalis gmminingy neurotrofiniy faktoriy. Ypa¢ pageidautini varijantai $ito
isradimo kai molekulés chimeriniy neurotrofiniy faktoriy jjungia dalis dviejy ar daugiau nariy iden-
tifikuotos Seimos "neurotrofiny’, tame tarpe NGF, BDNF, NT-3 ir kity. Atitinkamai varijanto
specifiskumui dalis neurotrofiny $eimos nariy galima i§déstyti taip, kad islaikyti antring ir/arba tre-
ting molekules struktirg. Papildomuose iSradimo varijantuose insercija neurotrofinés Seimos pepti-
diniy seky ar pakeitimg dalies, koduojancios neurotrofinés Seimos sekg, peptidine seka neneuro-
trofinés Seimos galima jvykdyti taip, kad islikty antriné ir/arba tretiné struktira ir konformacija,
asocijuota su neurotrofiny seimos nariais. Panaudota fraze "antriné ir/arba tretiné struktira ir kon-
formacija, asocijuota su neurotrofiny Seimos nariais" gali bati skirta sekai, struktiriniams ir
cheminiams poZymiams, budingiems neurotrofiny Seimos nariams, butent, ilgiui apie 120 amino-
ragstiniy liekany, pl maZzdaug tarp 9 ir 10, ir 6 cisteino lieckanoms, i§déstytoms maZdaug (tarp pen-
kiy aminoriigs¢iy) prie aminoriagséiy 14, 57, 67, 79, 108 ir 110, arba analogi§kose pozicijose su
nuoroda | insercijg ar delecijy homologinéje sekoje, bidingg neurotrofing Seimos nariams;
pavyzdZiui, Zuvies NGF seka nesa insercijg i§ 22 pory pagrindy suaugusios aminoruagsties 65, kuri,
manoma, turi Kilpa kad, palikty struktirg likusiai molckulés daliai konformacijoje, analogiska kon-
formacijai zinduolio NGF. Sio #radimo ypa¢ pageidautinuose varijantuose chimeriniai neurotrofi-
niai faktoriai, jjungiantys bent jau viena narj neurotrofiny Seimos, turi bent keturias cisteino licka-
nas mazdaug anks¢iau nurodytose padétyse. Labiau pageidautinuose varijantuose $io iSradimo chi-
meriniai neurotrofiniai faktoriai jjungia bent penkias cisteino liekanas maZdaug auks¢iau nurodytose
padétyse. Labiausiai pageidautinuose varijantuose $is iSradimas siilo chimerines molekules,
ljungiancias Sesias cisteino lickanas maZdaug auki¢iau nurodytose padétyse. Papildomuose pagei-
dautinuose varijantuose $io iradimo chimeriniai neurotrofiniai faktoriai jjungia bent keturias cis-
teno liekanas maZdaug auks¢iau nurodytose padétyse ir turi pl mazdaug tarp 9 ir 10. Labiau pagei-
dautinuose varijantuose chimeriniai neurotrofiniai faktoriai jjungia bent penkias cisteino lickanas
mazdaug auks€iau nurodytose padétyse ir turi pI maZdaug tarp 9 ir 10. Labiausiai pageidautinuose
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varijantuose $io isradimo chimerinés molekulés jjungia Sesias cisteino lickanas mazdaug auksciau
nurodytose padétyse ir turi pI mazdaug tarp 9 ir 10. Sitas iSradimas pareiskia nukleinines rugstis,
koduojanéias chimerinius neurotrofinius faktorius, o taip pat baltymus chimeriniy neurotrofiniy fak-
toriy ir jy peptidinius fragmentus ir darinius. Pageidaujamuose varijantuose $io iSradimo chimeriniai
neurotrofiniai faktoriai jjungia dalj bent vieno nario i§ neurotrofiny $eimos (Zitr. auk$ciau), tame
tarpe (bet neapsiribojant) NGF, BDNF, ir NT-3, kuriy sekos pateiktos 11 Pav. Pageidaujamuose
specifiniuose iradimo varijantuose chimeriniai neurotrofiniai faktoriai turi aminorigsting seka,
pateiktg 5 ir 10 Pav. chimerinéms molekuléms R1-10, BM1, NM1 ir S1-S12. Molekules chimeriniy
neurotrofiniy faktoriy $io iSradimo {jungia, neapsiribojant, tas, kurios turi kaip pirmin¢ aminorugs-
ting sekq visg arba dalj aminorigstinés sekos, kaip parodyta 5 ir 10 Pav., jjungiant pakeistas sekas,
kuriose funkciskai ekvivalentinés aminorigstinés liekanos pakeistos liekanomis sekoje, duodancioje
ramy pakcitimg. PavyzdZiui, vieng ar daugiau aminoragstiniy lickany toje sekoje galima pakeisti
kita aminoragstimi analogisko poliariSkumo, kuri veikia kaip funkcinis ekvivalentas, gaudama ramy
pakeitimg. Aminorugstys pakeitimui sekoje gali buti pasirinktos i5 kity klasés nariy, kuriam priklau-
so aminortigétis. PavyzdZiui, nepoliarinés (hidrofobinés) aminoriigstys, jskaitant alaning, leucing,
izoleucing, valing, proling, fenilalaning, triptofang ir metjoning. Poliarin€s neutralios aminorugstys,
iskaitant glicing, sering, treonina, cisteing, tirozing, asparging ir glutaming. Teigiamai uZkrautos
(bazinés) aminortgstys, jskaitant argining, lizing ir histiding. Neigiamai uzkrautos (rigstinés) amino-
rugstys, jskaitant asparagino ragsti ir glutamino rigstj. | Sio radimo apimtj taip pat jjungti balty-
mai arba fragmentai arba jy dariniai, priklausantys chimeriniams neurotrofiniams faktoriams, kurie
modifikuoja diferencijuotai per ar po transliacijos, pavyzdziui, glikozilinimo metu, proteolitinio
skaldymo, surifant su antikiino ar kito lastelinio ligando molekule ir taip toliau. Sis iradimas taip
pat pasiilo molekules nukleininiy rig$ciy, kurios koduoja aminoriigstines sekas, pateiktas 5 ir 10
Pav., arba jy dalis ar funkcinius ekvivalentus. Be to, $is iSradimas pasiilo plazmides pBJ51mN/hB-S1
iki S12, pC8hB/mN-R1 iki R10, pC8hmN/myc-NM1 ir pC8hB/myc-BM1, pateiktas 10 Skyriuje,
Zemiau, o taip pat nukleinorugstines sekas, koduojancias chimerinius neurotrofinius faktorius, kurie
yra Siose plazmidése.

Sis i¥radimas pasitlo chimerinius neurotrofinius faktorius, kurie jjungia lastelinj faktoriy, bet
kurio gyvo organizmo kilmes, jskaitant, pavyzdZziui, Zmogaus, beZdzionés, kiaules, avies, jaucio,
arklio, Suns, kates, paukscio lastelinius faktorius.

5.2. CHIMERINIY NEUROTROFINIU FAKTORIU KONSTRAVIMAS

Nukleininés ragstys, koduojancios chimerinius neurotrofinius faktorius, gali biti sudarytos
panaudojant standartinius rekombinantiniy DNR (geninés inZinierijos) metodus, pavyzdZiui, su-
pjaustant ir suauginant nukleining ragstj, koduojancig lgstelinius faktorius ir/arba kitus peptidus,
panaudojant restrikcinius fermentus ir DNR-ligazes. Alternatyviai, nukleininiy rugiciy sekos gali
bati sudarytos, panaudojant cheming sintezg, pavyzdZiui, tvirtafaze fosforamiding technologija.
ISradimo pageidautinuose varijantuose polimerazés-grandining reakcija (PCR; Saiki et al., 1985,
Science 230:1350-1354) galima panaudoti, kad jvykdyti nukleininiy rag$ciy sekos splaisingg
iSpletimo budu (Horton et al., 1989, 77:61-68), tuo paciu produkuojant pateikto iSradimo chimeri-
nius neurotrofinius faktorius. Kaip detaliai iSnagrinéta 6 Skyriuje, Zemiau, chimeriniai neurotrofiniai
faktoriai gali bati gauti vienlaipte PCR, panaudojus tris oligonukleotidinius praimerius arba, alter-
natyviai, trilaipte PCR, panaudojus keturis oligonukleotidinius praimerius. 1 ir 2 Pav. pateiktas
schematinis vaizdas $iy dviejy metodiky. PavyzdZiui, nukleining rigstj, koduojandia bent dalj 1aste-
linio faktoriaus (X), galima priversti vykdyti splaisingg iki nukleinorigstinés sekos, koduojanéios eu-
kariotinj peptida (V), sudarius tris oligonukleotidinius praimerius, vienas i§ kuriy atitinka daliai se-
kos X ("X praimeris"), kitas atitinka daliai sekos Y ('Y praimeris"), o tredias turi dalj abiejy seky X
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ir Y ("XY praimeris"). Taip pat pageidautina inkorporuoti tinkamus saitus | praimerius restrikcijos
endonukleaziy skaldymui. 3 Lenteléje Zemiau pateikti praimeriy pavyzdZziai, kuriuos galima panau-
doti, kad gauti chimeras BDNF-NGF. Siuos tris oligonukleotidus (pateikti 1 Pav. kaip praimeriai A,
C ir B, atitinkamai) galima apjungti vienlaiptéje PCR, ir pageidautina, kad praimeriai X ir Y daly-
vauty didesniais kickiais, negu praimeris XY, pavyzdziui, su santykiais X:XY:Y apie 100:1:100. Ma-
trica, naudojama PCR, gali biati mi$inys nukleininiy rigsciy, koduojanéiy lgstelinj faktoriy ir peptidy
arba baltymga, skirtus splaisingui. Padétis saito splaisingo apspresta tiltelinio nukleotido (pavyzdziui,
praimerio XY). Salygos amplifikacijos, paprastai naudojamos $ioje technikos srityje, gali buti,
pavyzdziui, tokios: 1 minuté prie temperatiiros apie 94°C, 2 minutés prie temperataros apie 43°C ir
3 minutés prie temperatiros apie 72°C laike 35 cikly, panaudojus standartinius tirpalus ir metodus
polimerazés-grandininés reakcijos. Gautas PCR-fragmentas po to gali buti iSvalytas gelyje,
panaudojus gelioelektroforeze, suskaidytas atitinkamais endonukleaziy restrikcijos fermentais ir po
to insercijuotas j tinkama vektoriy klonavimui.

Alternatyviai, kaip parodyta 2 Pav., chimeriniai neurotrofiniai faktoriai gali bati gauti trilaipte
PCR, panaudojus keturis nukleotidus. Oligonukleotidai, kurie gali, pavyzdziui, buti panaudoti, kad
gauti chimeras BDNF-NGF arba NGF-BDNF, pateikti 4 ir 10 Lentelése, atitinkamai. Kad jvykty
splaisingas tarp nukleotidiniy seky X ir Y galima sudaryti tokius praimerius: (I) praimeris X,
atitinkantis sekai X (A praimeris 2 Pav.), praimeris Y, atitinkantis sekai Y (D praimeris 2 Pav.),
praimeris XY, atitinkantis abiem sekom X ir Y (B praimeris 2 Pav.), o taip pat praimeris XY,
taipogi atitinkantis subsekoms abiejy X ir Y, bet papildomai homologinis praimeriui XY (C praim-
eris 2 Pav.). Vienoje reakcijoje PCR praimeriai X ir XY amplifikuoja i§ matricos sekas X, ir gauna
nukleining ragstj, jjungiancia dalis seky X ir Y. Kitoje reakcijoje PCR praimeriai Y ir XY' ampli-
fikuoja i$ matricos sekas X ir gauna nukleinorigsting sekg, jjungianéig dalis sekos X ir Y, kuri persi-
dengia su dalimi Y molekulés nukleino rigsties, gautos kitoje PCR reakcijoje. Kai produktai dviejy
PCR apjungti ir amplifikuoti su pagalba PCR, gali biiti gauta nukleinorigitiné molekul€, turinti
sekos Y insercijas sekoje X. Sio metodo modifikacija, panaudojus dvi skirtingas matricas, taip pat
gali buti pritaikyta atitinkamai 3iam i§radimui. Reakcijy PCR, i§valyma PCR produkty ir
suskaldymg su restrikcijos endonukleazés fermentais galima po to panaudoti chimerinio neurotrofi-
nio faktoriaus gauto geno klonavimui, pagal Zemiau pateiktg aprasyma.

Reakcijos DNR-produktus galima klonuoti, panaudojus Z2inomg metods. Galima panaudoti visg
eil¢ Zinomy i§ literatiiros sistemy vektorius-§eimininkas. Galimi vektoriai apjungia, pavyzdZiui,
kosmides, plazmides ar modifikuotus virusus, taciau vektoriné sistema turi biti suderinama su nau-
dojama Zyme-Seimininke. ] tokius vektorius jeina, pavyzdZiui, bakteriofagai, tokie kaip liambda-
dariniai, arba plazmidés tokios, kaip pBP322, arba plazmidiniai dariniai Bluescript R
(Stratagenas). Rekombinantinés molekulés gali buti introdukuotos i Igsteles-seimininkes per trans-
formacijg, transfekcija, infekcijg, elektroporinimg ir taip toliau.

5.3 CHIMERINIYJ NEUROTROFINIY FAKTORIU EKSPRESIJA

Nukleotiding sekg, koduojanéig chimerinio neurotrofinio faktoriaus baltymg arba jo dali, galima
insercijuoti j tinkamg ekspresuojantj vektoriy, tai yra, vektoriy, kuris turi bitinus elementus trans-
kripcijai ir transliacijai insercijuotai baltyma-koduojanciai sekai. Batini transkripcijai ir transliacijai
signalai taip pat gali biti pateikti gamtinio geno chimerinio neurotrifinio faktoriaus ir/arba jo
flanginémis dalimis. Galima panaudoti visg eil¢ sistemy vektoriusieimininkas baltyma-koduojanéios
sekos ekspresijai. | tokias sistemas jeina, pavyzdZiui, sistemos Zinduoliy lgsteliy, uzkréstos viruso
(pavyzdZiui, raupy viruso vakcinos, adenoviruso i taip toliau), sistemos vabzdziy lgsteliy, uzkrestos
viruso (pavyzdZiui, bakuloviruso); mikroorganizmai tokie, kaip mielés, turindios mielinius vektorius,
arba bakterijos, transformuotos bakteriofago DNR, plazmidinés DNR arba kosmidinés DNR. §iq
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vektoriy ekspresuojantys elementai varijuoja pagal jy atsparumg ir specifiskumg. Priklausomai nuo
naudojamos sistemos vektorius-§eimininkas galima panaudoti bet kokius i§ daugybés tinkamy trans-
kripciniy ir transliaciniy elementy. Ekspresuojanciy vektoriy sudarymui, turin¢iy geng chimerinio
neurotrofinio faktoriaus, kuris jjungia atitinkamus signalus transkripcinés/transliacinés kontrolés ir
baltymg koduojandias sckas, galima panaudoti bet kurj i§ budy, anksciau aprasyty insercijai DNR-
fragmento j vektoriy. ] $iuos bidus gali jeiti metodikos rekombinantiniy DNR in vitro ir sintetinés
metodikos, o taip pat rekombinacijos in vivo (genetiné rekombinacija). Ekspresija nukleinorigstines
sekos, koduojancios baltymg chimerinio neurotrofinio faktoriaus ar peptidinj fragments, galima
kontroliuoti su antra nukleinorigstine seka tam, kad baltymas ar peptidas chimerinio neurotrofinio
faktoriaus biity ekspresuotas Seimininke, transformuotame su molekule rekombinantines DNR.
Pavyzdziui, ekspresija chimerinio neurotrofinio faktoriaus gali buti kontrolinojama bet kurio ele-
mento promotorius/ekspanseris, Zinomu duotoje technikos srityje. Promotoriai, kurie gali buti
panaudoti reguliavimui ekspresija chimerinio neurotrofinio faktoriaus, tai yra, pavyzdZiui, citomega-
lovirusinis (CMV) promotorius, sritis ankstyvo promotoriaus SV40 (Bernoist and Chambon, 1981,
Nature 290:304-310), promotorius, esantis 3' ilgio galiniame pakartojime viruso Rauso sarkomos
(Yamamoto et al., 1980, Cell 22:787-797), promotorius herpeso timidinkinazés (Wagner et al,,
1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:144-145), reguliatorinés sekos geno metalotionino (Brinster et
al., 1982, Nature 296:39-42); prokariotiniai ekspresijos vektoriai, tokie kaip beta-laktamazinis pro-
motorius (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 75: 3727-3731) arba tac-promoto-
rius (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25); Zidr. taip pat "Naudingi baltymai i§
rekombinantiniy bakterijy" Scientific American, 1980, 242:74-94; augaliniai ekspresijos vektoriai,
jungiantys promotoring sritj nonalinsintetazés (Herrera-Estrella et al., Nature 303:209-213) arba
RNR-promotorius *°S kopiisty mozaikos viruso (Gardner et al., 1981, Nudl. Acids Res. 9:2871), o
taip pat promotorius fotosintetinio fermento ribulozobifosfatkarboksilazés (Herrera-Estrella et al.,
1984, Nature 310:115-120); promotoriniai elementai i§ mieliy ar grybeliy, pavyzdZiui, promotorius
Gal 4, ADC (alkocholdehidrogenazé)promotorius, FGK (fosfoglicerinkinazé)-promotorius, promo-
torius Sarminés fosfatazés bazéje, ir kitos gyviiny transkripcinés kontrolés sritys, kurios iSreiskia
audiniui specifiskumg ir naudojamos transgeniniuose gyvinuose: sritis valdanti elastazés 1 gena, kuri
yra aktyvi pankreatinése acinarinése lgstelése (Swift et al., 1984, Cell 38:639-646; Ornitz et al., 1986,
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); sritis
valdanti insulino genga, kuri aktyvi pankreatinése betalgstelése (Hanahan, 1985, Nature 315:115-
1220, sritis valdanti geng imunoglobulino, kuri aktyvi limfoidinése 1astelése (Grosschedl et al., 1984,
Cell 38:647-658; Adames et al., 1985, Nature 318:533-538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol.
7:1436-1444), sritis valdanti virusg pelés pienliaukés auglio, kuri yra aktyvi testikulinése, kritinés,
limfoidinése ir pieno-liaukos lastelése (Leder et al., 1986, Cell 45:485-495), sritis valdanti albumino
genomg, kuri yra aktyvi kepenyse (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1: 268-276), alfa-fotopro-
teino geng valdanti sritis, kuri yra aktyvi kepenyse (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5: 639-
1648, Hammer et al., 1987, Science 235:53-58); alfa-1antitripsino geng valdanti sritis, kuri yra aktyvi
kepenyse (Kelsey et al., 1987, Genes and Devel. 1:161-171), betaglobulino geng valdanti sritis, kuri
yra aktyvi mieloidinese Igstelése (Mogram et al., 1985, Nature 315:338-340; Kolliad et al., 1986, Cell
46:89-94), sritis valdanti mielino bazinio baltymo gena, kuri yra aktyvi oligodendrocity Iastelése
smegenyse (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-712); sritis valdanti lengvos grandies-2 miozino gena,
kuri yra aktyvi skeleto raumenyse (Sani, 1985, Nature 314:283-286), ir sritis valdanti gonadotropinj

Slaisvinimo hormono geng, kuri yra aktyvi hipotalamuse (Mason et al., 1986, Science 234:1372-
1378).
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Ekspresuojandius vektorius, turinCius mtarpus geno chimerinio neurotrofinio faktoriaus, galima
identifikuoti trim pagrindiniais keliais: (a) DNR-DNR hibridizacija, (b) buvimas ar nebuvimas
"markerinio” geno funkcijy ir (c) insercijuoty seky ekspresija. Pirmu keliu buvimg svetimo geno, in-
sercijuoto i ekspresuojantj vektoriy, galima aptikti DNR-DNR hibridizacija, panaudojus zondus,
turindius sekas, homologines insercijuotam genui chimerinio neurotrofinio faktoriaus. Kitu keliu
rekombinantine sistema vektoriuseimininkas galima identifikuoti ir iirinkti remiantis buvimu ar
nebuvimu "markerinio geno funkcijy" (pavyzdZiui, timidinkinazinio aktyvumo, rezistentiSkumo an-
tibiotikams, transformacinio fenotipo, susidarius jjungimo kinams bakuloviruse ir taip toliau),
i$8aukty insercija svetimy geny j vektoriy. PavyzdZiui, jeigu genas chimerinio neurotrofinio fakto-
riaus insercijuotas sekoje vektoriaus markerinio geno, rekombinantai, turintis chimerinj neurotrofinj
faktoriy kaip intarpa, gali bati identifikuoti remiantis markerinio geno funkcijy nebuvimu. Treciu
keliu vektoriai rekombinantinés ekspresijos gali bati identifikuoti, analizuojant svetimo geno pro-
dukta, ekspresuoto rekombinantu. Tokios analizés gali remtis, pavyzdZiui, fizinémis arba funkci-
némis chimerinio neurotrofinio faktoriaus geninio produkto savybémis biologiniy praby sistemoje,
kuri aprasyta, Zemiau, Skyriuje 5.4.

Po identifikacijos ir konkredios rekombinantinés DNR molekulés iSskyrimo, jos isdauginimui
galima panaudoti kelis bidus, gerai Zinomus duotos srities technikoje. Nustadius tinkamg Seiminin-
ko sistema ir auginimo sglygas, rekombinantinius ekspresuojancius vektorius galima iSdauginti ir
gauti jy tam tikrg kiekj. Kaip pafyméta auksciau, j naudojamus ekspresuojandius vektorius jeina,
pavyzdziui, tokie vektoriai arba jy derivatai (dariniai): Zmogaus arba gyviny virusai, tokie kaip
raupy vakcinos virusas ar adenovirusas; vabzdZiy virusai, tokic kaip bakulovirusas; mieliy vektoriai,
bakteriofaginiai vektoriai (pavyzd¥iui, liambda), o taip pat plazmidiniai ir kosmidiniai DNR-vekto-
riai. Be to, galima iSrinkti $tamg lgstelés-$eimininko, kuris moduliuoja ekspresija insercijuoty seky
arba modifikuoja ir perdirba geninj produkts specifiniu badu. Ekspresija i kai kuriy promotoriy
galima padidinti, esant tam tikriems induktoriams; taip, pavyzdZiui, galima kontroliuoti ekspresijg
chimerinio neurotrofinio faktoriaus baltymo, gauto geninés inZinierijos metodais. Be to, skirtingos
13stelés-Seimininkai turi charakteringus ir specifinius baltymy transliacinio ir post-transliacinio
procesingo ir modifikacijos (pavyzdZiui, glikozilinimas, skaldymas) mechanizmus. Tinkamos lasteliy
linijos ar Seimininko sistemos gali buti atrinktos tam, kad garantuoty biiting modifikacijg ir
procesinga ekspresuoto svetimo baltymo. PavyzdZiui, ekspresijg bakterin¢je sistemoje galima
panaudoti, kad gauti baltyminj produktg su neglikozilintu branduoliu. Ekspresija mielése duos glik-
ozilinta produkts. Ekspresijg Zinduoliy lgstelése galima panaudoti, kad uztikrinti "natiraly" glikozil-
inima chimerinio neurotropinio faktoriaus heterologinio baltymo. Be to, skirtingos sistemos eks-
presijos vektorius/Seimininkas gali jvairiu laipsniu jtakoti j procesingo reakcijas, tokias kaip proteo-
litinis skaldymas.

Sio iSradimo specifiniuose varijantuose DNR, koduojandias chimerinius neurotrofinius faktorius,
galima ekspresuoti sistemoje lgsteliy COS atitinkamai metodams, pateiktiems Skyrinose 6 ir 8,
#emiau. Po rekombinanto identifikacijos, kuris ekspresuoja geng chimerinio neurotrofinio faktor-
iaus, geninis produktas turi bati analizuojamas. Tokia analizé paremta fiziném ir funkciném pro-
dukto savybém. Zitréti Skyriy 5.4.

Po to, kai identifikuotas chimerinio neurotrofinio faktoriaus baltymas, jj galima iSskirti ir iSvalyti
standartiniais metodais, tokiais kaip chromotografija (pavyzdZiui, jony pakeitimo, afininé ir gelio-fil-
traciné kolonéliné chromotografija), centrifigavimas, diferiancialinis tirpumas, arba naudojant bet
kuria kita standarting baltymy i¥valymo metodika. Be to, §io ifradimo chimeriniy neurotrofiniy fak-
toriy baltymai ir peptidai gali biti gauti, panaudojus cheminés peptidinés sintezés standartines me-
todikas, kurios irgi yra gerai Zinomos duotos srities technikoje.
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5.4. NEUROTROFINIJ FAKTORIY ANALIZES DEL CHIMERINIY NEUROTROFINIY
FAKTORIUY

Sio iSradimo chimeriniai neurotrofiniai faktoriai iSrei$kia neurotrofinj aktyvuma. Panaudotas &ia
terminas "neurotrofinis aktyvumas' siejasi su biologiniu poveikiu | nervy sistemos lsteles,
pavyzdZiui, neuronus, astrocitus, glijines lasteles, oligodendrocitus, glijinius makrofagus ir Svano
1gsteles (lemocitus). Biologinis efektas - tai pakitimai struktiroje ir/arba nervy sistemos lgsteles
fiziologijoje, kuris nejvyksta, nesant chimerinio neurotrofinio faktoriaus poveikio tiesioginio arba
per tarpininkus. PavyzdZiai biologinio efekto tai yra igyvenimo prailginimas, neurity iSauga, iSsau-
gojimas arba i§vystymas diferencijuoty funkcijy (tokiy kaip fermento ekspresija, pavyzdZiui, cholin-
acetiltransferazés arba tirozinhidroksilazés) arba, atvirks¢iai, lgsteliy mirtis arba dediferencijacija.

Neurotrofinio aktyvumo buvimg galima nustatyti, panaudojus bet kurig Zinomg tokio aktyvumo
analize, o taip pat sistemas, kurios gali buti sukurtos ateityje. Biologinés analizés sistemos tai gali
buiti sistemos testavimo in vitro, tokios kaip audiniy kultiros biologiniy praby sistemos, panaudojus
audiniy cksplantatus, lasteles gautas i§ audiniy, arba imortalizuotas lgsteliy linijas, pavyzdZiui,
gautas i galvos smegeny, nugaros smegeny arba periferinés nervy sistemos, o taip pat sistemos
testavimo in vivo, kuriose chimerinis neurotrofinis faktorius gali biti jvestas gyviui; neurotrofiniai
efektai gali biiti nustatyti tokiam gyviui, panaudojus jam cheminius, histologinius ar elgesinius tes-
tus. Be to, chimerinis neurotrofinis faktorius gali biiti inkorporuotas transgeno pavidalu j transgeninj
gyvi neZzmoginio tipo, o jo biologiniai poveikiai gali bati iSmatuoti nurodytam gyviui. Pavyzdziui,
neurotrofinj aktyvumg galima Bmatuoti panaudojus bet kurig i§ tokiy biologiniy praby sistema,
gerai Zinomg specialistams: (I) sistema dorsalinés Saknelés ganglijaus, kaip aprasyta darbe Barde et
al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:1199-1203, kuri jvesta j duotg aprasymg kaip nuoroda; (II)
sisterna mazginio ganglijaus analizes, kaip aprasyta darbe Lindsay et al., 1985, Dev. Biol. 112:319-
328, kuri jvesta | duotg aprasymg kaip nuoroda; (III) simpatinio ganglijaus analizé, kaip aprasyta
darbe Barde et al., 1982, EMBOIJ 1:549-553, kuri jvesta | duota apraSymg kaip nuoroda; (IV)
krumplyninio mazgo analizé, kaip aprasyta darbe Adler et al., 1979, Science 204:1434-1436, kuri
jvesta | duota apraSyma kaip nuoroda; (V) nugaros smegeny neuronai. Nugaros smegenis galima
pasalinti tiriamam gyviui aseptifkai, perpjovus kaudaliai ir i§laisvinus nuo sensorinio ganglijaus ir
smegeny. Po to nugaros smegenys gali bati padalinti j ventralinius ir mediodorsalinius segmentus at-
skiroms kultiuroms, o audiniai supjaustyti j smulkius gabalélius ir disocijuoti milteliais per Pastero
pipete | 50% DMEM (Lanksciai) ir 50% Hemso F12 maitinan¢io misinio (Lanks¢iai), papildyto 33
mM gliukozés, 2 mM glutamino, 15 mM NaHCO;, 10 mM HEPES, 25 mkg/ml insulino, 100
mkg/ml transferino, 60 mkm putrescino, 20 nM progesterono, 30 nM Na-selenito, 0.5 mkg/mli
penicilino G, O.5 mkg/nl streptomicino ir 2.5 mkg/ml jaucio seruminio albumino. Miltelinimg po to
galima pakartoti du kartus ir supernatantus galima sugrupuoti ir nufiltruoti per 40 mkm filtrg Tetko.
Disocijuotas ventralines Iasteles po to galima paséti  1ékteles kultivavimui, padengtas poli-D-lizinu
(10 mkg/ml), su tankiu 0.5 milijono lasteliy | 35 mm Iékstele. Disocijuotas mediodorsalines 1asteles
galima paséti su tankiu 1.5 milijono lgsteliy j 35 mm lékstele, padengta poli-D-lizinu (10 mkg/ml),
poli-L-ornitinu (10 mkg/ml) arba poli-L-ornitinu plius lamininas (5 mkg/ml); (VI) priekiniy smegeny
bazaliniai cholinerginiai neuronai (nuoroda j parai$ka patento JAV Nr. 07/400591); (VII) viduriniy
smegeny ventraliniai dofaminerginiai neuronai (nuoroda i parai$ka patentui JAV Nr. 07/400591);
(VIII) lastelés PC12.

5.5 ANTIKUNAI, NUTAIKYTI ] CHIMERINIUS NEUROTROFINIUS FAKTORIUS

Atitinkamai $iam ifradimui baltymas, chimeriniy neurotrofiniy faktoriy fragmentai ar dariniai
gali biti panaudoti kaip imunogenas chimeriniy neurotrofiniy faktoriy antikiiny generavimui. Kad
padidinti imuninio atsako j chimerinius neurotrofinius faktorius sukélimo tikimybe, chimerinio neu-
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rotrofinio faktoriaus aminorugsting sckg galima analizuoti, siekiant identifikuoti molekulés sritis.
kurios gali asocijuotis su padidintu imunogeniSkumu. PavyzdZiui, aminorigsting sekg galima anali-
zuoti su kompiuteriu, kad identifikuoti paviriinius epitopus atitinkamai metodui Hopp and Woods
(1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:3824-3828), kuris su pasisekimu naudojamas identifikuoti an-
tigeninius peptidus pavirSinio antigeno Hepatito B. Alternatyviai, galima palyginti i$ jvairiy rasiy
iSvestas chimerinio neurotrofinio faktoriaus aminorugstines sekas, o santykinai nehomologines sritys
gali bati identifikuotos; Sitos nehomologinés sritys jvairiose rusyse bus labiau imunogeninés.

Kad gauti monokloninius antikinus, nutaikytus j chimerinj neurotrofinj faktoriy, galima panau-
doti bet kurig metodikg, kurj duoda antikano molekules i§ stabiliy Iasteliy linijy kultdros.
Pavyzdziui, Siame iSradime tokios metodikos, kaip hibridomo-metodika, pirmakart sudaryta Kohler
and Milstein (1975, Nature 256:495-497), o taip pat triomo-metodika, metodika hibridomos
Zmogaus B-lgsteliy (Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4:72) ir metodika hibridomos EBV,
kad

gauti Zmogaus monokloninius antikinus (Colo et al., 1985, darbe "Monokloniniai antikinai ir gy-
dymas nuo vezio", Alan R. Liss, Inc P. 77-96), o taip pat kitos metodikos. Monokloniniai antikiinai
terapiniam panaudojimui gali buti Zmogaus monokloniniai antikunai arba chimeriniai Zmogauspelés
(arba kity risiy) monokloniniai antikinai. Zmogaus monokloniniai antikinai gali biti gauti bet
kuriuo budu, i§ daugelio Zinomy §ios srities technikoje (pavyzdZiui, Teng et al., 1983, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80:7308-7312; Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4:72-79; Olsson et al., 1982,
Meth. Enzymol. 92: 3-16). Gali biti gautos chimeriniy antikany molekulés, turin¢ios pelés antigeng-
suriSantj domeng su Zmogaus konstantinémis sritimis (Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:6851; Takeda et al., 1985, Nature 314:452).

Ivairas budai Zinomi i8 literatiros, gali biiti panaudoti kad gauti poliklonialinius antikanus chi-
merinio neurotrofinio faktoriaus epitopams. Kad gauti antikinus jvairiis gyviaiSeimininkai gali bati
imunizuoti su chimerinio neurotrofinio faktoriaus baltymo injekcija, tame tarpe, pavyzdZiui, triusis,
pel€, Ziurke ir taip toliau. Kad padidinti imunologinj atsakg gali biti panaudoti jvairds adjuvantai,
priklausomai nuo Seimininko risies, ir j juos jeina, pavyzdZiui, Freindo stimuliatorius (pilnas ir ne-
pilnas), mineraliniai geliai, tokie kaip aliuminio hidroksidas, medZiagos aktyvaus-pavirsio, tokios
kaip lizolecitinas, plurono poliolai, polianijonai, peptidai, alyvinés emulsijos, hemocianinai, dinitro-
fenolas, o taip pat potencialiai naudingi Zmogaus stimuliatoriai tokie, kaip BCG (Bacille Calmette-
Cuerin) ir Corynebacterium parvam.

Antikino molekulinis klonas chimerinio neurotrofinio faktoriaus epitopui gali biti gautas Zino-
mais budais. Metodika rekombinantiniy DNR (Ziiir., pavyzdZiui, Maniatis et al., 1982, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York)
gali biti panaudota, kad sukurti nukleinorigstines sekas, kurios koduoja monokloninio antikino
molekule arba jos suri§imo su antigenu sriti.

Antikuny molekulés gali biti iSvalytos Zinomais metodais, pavyzdZiui, imunoabsorbcine arba
imunoafinine chromatografija, tokiais chromatografijos metodais, kaip skyséiy auksto iSskyrimo
chromatografija, arba kombinacija duoty metody.

Fragmentai antikiiny, kurie turi molekulés idiotipg, gali biti gauti Zinomomis metodikomis.
PavyzdZiui, | tokius fragmentus jeina, be apribojimy: fragmentas F(ab"),, kuris gali biti gautas
pepsinui virSkinant antikino molekuls; fragmentai Fab', kurie gali buti gauti atsta¢ius disulfidinius
tiltelius fragmento F(ab"), o taip pat fragmentai 2 Fab arba Fab, kurie gali buti gauti veikiant an-
tikino molekules su papainu.

5.6. ISRADIMO NAUDINGUMAS
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Sis i$radimas siiilo chimeriniy neurotrofiniy faktoriy genus, o taip pat jy baltymus, kurie gali bati
panaudoti su jvairia diagnostine ir terapine paskirtimi. Sio i¥radimo chimeriniai neurotrofiniai fak-
toriai jjungia molekules, kurios (I) apjungia aktyvumg dviejy neurotrofiniy faktoriy vienoje
molekuléje; (II) turi unikaly aktyvumo spektrg atzvilgiu gamtinés kilmeés faktoriy; (III) funkcionuoja
kaip superagonistai gamtinés kilmes faktoriaus; arba (IV) funkcionuoja kaip antagonistai arba in-
hibitoriai gamtiné¢s kilmés faktoriaus.

Pasiulyto isradimo chimeriniai neurotrofiniai faktoriai gali buti panaudoti diagnostiniais tikslais.
Pavyzdziui, chimeriniai neurotrofiniai faktoriai Sio iSradimo jjungia peptidg tag, tokj kaip myc tag
(Ziar. 7 Skyriy, Zemiau), kuris gali susiristi su Zymétu antikiinu. Toks chimerinis neurotrofinis fakto-
rius gali buti suriStas su lastelémis, atsakingomis uZ neurotrofin{ faktoriy, ir, su pagalba surisanéios
zymes, gali tarnauti kaip indikatorius lasteliy, atsakingy uZ neurotrofinj faktoriy, o duota metodika
gali buti naudinga diagnozuojant arba tiriant nervy sistemos paZeidimus. Pageidautina, pagaminti
chimerinj neurotrofinj faktoriy diagnostiniams tikslams, kuris turéty minimaly neurotrofini akty-
vuma.

Sis iradimas taip pat siiilo chimeriniy neurotrofiniy faktoriy panaudojimg jvairiais terapiniais
sumetimais. Chimeriniai neurotrofiniai faktoriai uZtikrina pirmenybe, tam tikrais atvejais, pasic-
kiant aktyvumg, paprastai asocijuotg su keliais neurotrofiniais faktoriais vienoje molekuléje, ir/arba
iSplétimg aktyvumo diapazono uZ giminingos chimerinés molekulés aktyvumo riby. PavyzdZiui, chi-
meros NMI1, turindios NGF, suriSta su myc-antigeniniu peptidu, ireiSkia aktyvumg biologinése
analizeése, panaudojus dorsalinés Saknelés ganglijy, mazginj ganglijy ir simpatinj ganglijy; prie$ingai,
prigimtinis NGF parodo neZymy (arba nulinj) aktyvumg mazginio ganglijaus analizése. Tuo re-
miantis, NM1 turi iplésta aktyvumo diapazona, nes veikia | tuos lasteliy tipus, kurie, kaip taisyklé,
néra atsakingi uZ téving molekule, tai yra NGF. Si aplinkybé ypa¢ svarbi tais atvejais, kai pageidau-
tina indukuoti atsaka simpatiniuose, parasimpatiniuose ir sensoriniuose neuronuose, pavyzdZiui,
esant amiloidinei polineuropatijai, diabetinei neuropatijai ir disautonominei polineuropatijai. Nors
dorsalinés Saknelés ganglijus, simpatinis ganglijus ir mazginis ganglijus gali buti atsakingi uZ neuro-
trofiny kombinacinj poveikj, pavyzdZiui, BDNF ir NGF, arba tiktai faktoriaus NT-3, chimeriné
molekulé, paZeidzianti visus tris lasteliy tipus, gali biti santykinai laisva nuo pasaliniy efekty, kurie
gali bati i85aukti, jvedus BDNF plius NGF arba tiktai NT-3. Be to, chimeriniai neurotrofiniai fakto-
riai gali rodyti labiau ireiksta aktyvumg, negu jy sutinkami gamtoje oponentai, pavyzdZiui, kaip
parodyta 6 Pav., BM1, jjungiantis dalis BDNF ir myc-peptido, jgauna aukstesnj aktyvuma skatinti
isgyvenima, nei BDNF dorsalinés $aknelés ganglijuje ir simpatiniame ganglijuje. Kaip nustatyta,
NGF ir BDNF turi papildoma neurotrofinj aktyvumga; atitinkamai su $iuo iradimu vienintelis chi-
merinis neurotrofinis faktorius gali bati panaudotas, kad gauti aktyvumg daugybés giminingy fakto-
iy vienoje molekuléje.

Sio i¥radimo papildomuose varijantuose chimeriniai neurotrofiniai faktoriai gali jjungti toksinj
komponentg ir gali buti panaudoti, kad eliminuoti sergancias lgsteles, atsakingas u# chimerinj neu-
rotrofinj faktoriy, pavyzdZiui, lasteles arba auglius, uzkréstus viruso ir turindius nervinés sistemos
kilme.

Ivairinose varijantuose pateikto iSradimo baltymas, peptidiniai fragmentai ar dariniai chimeriniy
neurotrofiniy faktoriy gali biti jvesti pacientams, kuriy nervy sistema paZeista traumos, chirurginés
invazijos, iSemijos, infekcijos (pavyzdziui SPIDo), metabolinio susirgimo, maistiniy medziagy defi-
cito, piktybiniy ar toksiniy medziagy. Iiradimo papildomuose varijantuose baltymas, peptidiniai
fragmentai ar dariniai chimeriniy neurotrofiniy faktoriy gali biiti panaudojami gydymui jgimty
buviy ar neurodegeneratyviniy sutrikimy, jskaitant tame tarpe, pavyzd¥iui, Alcheimerio liga,
sen¢jima, periferines neuropatijas, Parkinsono liga, paveldima suaugusiyjy choréjg, o taip pat mo-
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toneurony ligas ir sutrikimus. Dabartinio radimo specifiniame varijante jvedimg baltymo ar pepti-
diniy fragmenty, arba chimeriniy neurotrofiniy faktoriy dariniy galima panaudoti, derinant su
audinio chirurgine implantacija ar kity kompozicijy prolonguotu veikimu, gydant Alcheimerio liga,
pasaling amiotrofing skleroze ir kitus motoneuroninius susirgimus (jskaitant, pavyzdziui, Verdnigo-
Hofmano ligg) ir Parkinsono susirgimus. Parodyta, kad Alcheimerio liga pasirei$kia selektyviu cho-
linerginiy neurony praradimu priekiniy smegeny bazaliniuose branduoliuose. Taip pat parodyta,
kad mazdaug 35% pacienty su Parkinsono liga kendia nuo silpnaprotystés Alcheimerio tipo; todél
chimerinis neurotrofinis faktorius, gautas atitinkamai Siam iSradimui, gali biiti naudingu agentu $io
kompleksinio susirgimo terapijoje. Analogiskai, chimerinis neurotrofinis faktorius, gautas atitinka-
mai Siam iSradimui, gali buti panaudotas terapiskai gydant Alcheimerio ligg poroje su Dauno sin-
dromu. Chimerinis neurotrofinis faktorius, gautas atitinkamai Siam iSradimui, gali biti panaudotas,
gydant visg eile delecijy, o taip pat jgimty sugebejimy pazeidimus.

Sio i¥radimo kituose varijantuose baltymas, fragmentai ar dariniai chimeriniy neurotrofiniy fak-
toriy gali bati panaudoti poroje su kitais citokinais, kad pasiekti pageidaujamg neurotrofinj efekta.
Aktyvios kompozicijos pasiilyto iSradimo, j kurias gali jeiti chimerinis neurotrofinis faktorius, iskai-
tant baltyma, peptidiniai fragmentai ar dariniai, arba antikiinai (ar antikiny fragmentai) nutaikyti
prie$ baltymg, peptidiniai fragmentai ar dariniai chimeriniy neurotrofiniy faktoriy, arba derinys
chimerinio neurotrofinio faktoriaus su kitu agentu, tokiu kaip NGF, gali biiti jvesti bet kuriam
steriliame biosuderintame farmaciniame nesejyje, jskaitant, pavyzdZiui, druskos tirpalg, buferinj
druskos tirpala, dekstrozg ir vandenij. Kiekis baltymo, peptidinio fragmento, neurotrofinio faktoriaus
ar antikuno darinio, kuris bus efektyvus, gydant sutrikimus ar bivius, priklauso nuo sutrikimo ar
buvio prigimties ir gali buti nustatytas standartiniais klinikiniais metodais. Kur galima, reikia nus-
tatyti priklausomybes kreive "dozé-efektas” ir iSradimo farmacines kompozicijas in vitro, pavyzdiui,
chimeriniy neurotrofiniy faktoriy biologinés analizés sistemose, Zemiau apragytose, o po to testuotas
su tinkamu gyvio modeliu prie§ bandyma su gyviais.

[ ivedimo budus jeina, pavyzdZiui, jvedimas i raumenis, jvedimas per pilvapléve, | vens, po oda,
perorali$kai ir per nosj. Be to, pageidautina $io i§radimo farmacing kompozicijg jvesti i centring
nervy sistemg bet kuriuo tinkamu badu, jskaitant intraventrikuling ir vidiniy apdangaly injekcijg; in-
travenine injekcija gali bati palengvinta pagalba intraveninio kateterio, pavyzdZiui, prijungto prie
rezervuaro, prie tokio kaip Ommay rezervuaras. Jvedimo budai gali biti taip pat pateikti perkrau-
namais ar biologiskai irstanéiais jrenginiais.

Be to, pageidautina $io ifradimo farmacines kompozicijas jvesti j lokalig sriti, reikalingg gydymo;
tai pasiekiama, pavyzdZiui, lokaliai jvedant chirurginio jsiki§imo metu su pagalba injekcijy, su pa-
galba kateterio ar pagalba inplantato, o nurodytas inplantatas yra poringa, neporinga ar geliné
medZiaga, jskaitanat membranas, tokias kaip sialastinés membranos, ar skaidulos. Sis iradimas taip
pat sitlo farmacines kompozicijas, turin¢ias baltymus, peptidinius fragmentus ar darinius chimerinio
neurotrofinio faktoriaus, jvestus per liposomas, mikrodaleles ar mikrokapsules. Sio iradimo jvai-
rivose varijantuose galima panaudoti taip pat kompozicijas, kad pasiekti palaipsnj iSlaisvinima chi-
merinio neurotrofinio faktoriaus ir produkty, suristy su chimeriniu neurotrofiniu faktoriumi.

6. PAVYZDYS: BDNFNGF IR MYC-ZYMETY CHIMERINIU NEUROTROFINIU
FAKTORIU KONSTRAVIMAS IR EKSPRESIJA

Konstruoja visg eile genetiSkai modifikuoty molekuliy NGF ir BDNF, siekiant iitirti, ar tokia
modifikacija pakeis NGF ar BDNF veikimo specifitkumg. Konstravimas vykdomas, panaudojant
polimerazes-grandinine reakcija (PCG), kad atlikti geny splaisingg ekstencijos bidu (Horton et al.,
Gene 77:61-68).

6.1 MEDZIAGOS IR METODAI
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6.1.1. CHIMERINIU MOLEKULIYy KONSTRAVIMAS

Naudoja metodikas, prie kuriy chimerinés molekulés gaunamos vienlaiptés polimerazés-grandi-
ninés reakcijos metu, panaudojus tris oligonukleotidinius praimerius arba, alternatyviai, trilaipte
polimerazés-grandinine reakcija, panaudojus keturis oligonukleotidinius praimerius. Sias metodikas
naudoja, kad gauti devynias chimeras, pazymétas R2-R10, | kurias jeina dalys seky, koduojanciy
BDNF ir NGF, ir dvi chimeras, NM1 ir BM1, kuriose nukleininé riigstis, koduojanti dalj myc-
baltymo, "Zymeéto" atzvilgiu NGF ir BDNF, atitinkamai; kur tag-seka yra tokia: glu-liz-leu-ile-ser-
glu-glu-asp-leu. Chimeroms R1 hNGF amplifikuoja su 5'-oligo, turindiam restrikcinj saita Clal, ir 3'-
oligo, turin¢iam saitg Notl. Fragmentg PCR (polimerazes-grandininés reakcijos) po to subklonuoja |
saitus Narl/Notl ir plazmides pC8hB(PI). ’

Kad gauty chimerg R1 naudoja tokius oligonukleotidus: 5'-Oligo; 5-GCTTACCTGAT-
CGATCATCATCCCATCCCATCTITC; 3-Oligo; 5-GCTATGCGCCGCGGATCCTTATCATCT-
CACAGCC

6.1.1.1. CHIMERINI MOLEKULI KONSTRAVIMAS PANAUDOJUS VIENLAIPTE
POLIMERAZES-GRANDININE REAKCIJA

1 Pav. pateiktas schematinis vaizdas trijy oligonukleotidy panaudojimo (pazyméta A, B ir C)
vienlaiptéje polimerazésgrandininéje reakcijoje (PCR; Saiki et al., 1985, Science 230: 1350-1354),
kad atlikti geninj splaisingg ekstencijos bidu, panaudojus bido modifikacijg, pateikta darbe Horton
et al., (1989, Gene 77:61-68). Trys oligonukieotidus "A", "B", ir "C" paéme¢ santykiu 100:1:100 vien-
laiptéje PCR panaudoja su dviem templatais hBDNF (ekspresuojanti plazmidé Zmogaus BDNF ir
pCD18, paZzyméta kaip pC8-hB(PI)) ir hANGF (Zmogaus sintetinis genas NGF, pristatytas i§ British
Biotechnology Ltd.). Per pirmus kelis ciklus asimetriné amplifikacija duoda daugiausia viengrandi-
ninj produkta A-B, kurj po to amplifikuoja su pagalba oligonukleotido C, susidarant sintezés pro-
duktui A-C. Panaudojus 3j metods, pakeitimus dideliy daliy molekulés BDNF jvykdo suliejant dalis
molekulés subrendusio BDNF su dalimi molekulés NGF. Suliejimo padétj nustato déka vidurinio
oligonukleotido ("B"), kuris susideda i§ NGF sekos prie 5'-galo, ir BDNF sekos prie 3'-galo. Naudoja
tokias amplifikacijos salygas: 1 minuté prie temperatiiros 94°C, 2 minutés prie temperatiros 43°C ir
3 minutés prie temperatiros 72°C laike 35 cikly. Fragmentg PCR valo su geliu, pervirskina su
Narl/Notl ir subklonuoja j atitinkamas saitus plazmid#iy pC8hB(PI). Si metods naudoja tam kad
sudaryti chimeras R2-R5 (paZymétos nuo pC8hB/AN-R1 ki pC8hB/hN-RS). 3 Lenteléje pateikti trys
oligonukleotidai, nandojami kad gauti chimeras R2, R3, R4 ir RS, jskaitant 5'-oligonukleotidg
(atitinkantj A praimeriui 1 Pav.), vidurinis oligonukleotidas (atitinkantis B praimeriui 1 Pav.) ir 3'-
oligonukleotidas (atitinkantis C praimeriui 1 Pav.).

3 LENTELE
Oligonukleotidiniai praimeriai, naudojami sudarant chimeras R2, R3, R4 ir RS

CHIMERA R2

5'-Oligo; 5'-GATGCTGCAAACATGTCCATG

Vidurinis oligo; 5-CTTATCCCCAACCCACACGCTAATACTGTCACACACGC 3'-Oligo; 5'-
GCTATGCGGCCGCGGATCCTTATCATCTCACAGCC

Tuos pat 5'-oligo ir 3'-oligo panaudoja CHIMEROMS R3-R5

CHIMERA R3

Vidurinis Oligo; 5'-GACGGGATTTGGGTCCCGGCACTTGGTCTCGTAGAAG
CHIMERA R4

Vidurinis Oligo; 5'-GAGTTCCAGTGCTTTGAGTCTATGCCCCTGCAGCC



CHIMERA RS
Vidurinis Oligo; 5'-GACAAAGGTGTGACTCGTTCGGCACTGGGAGTTCCAATG

6.1.1.2. CHIMERINIYJ MOLEKULIYJ KONSTRAVIMAS, PANAUDOJUS
TRILAIPTE POLIMERAZES-GRANDININE REAKCIIA

2 Pav. pateiktas schematinis vaizdas keturiy oligonukleotidy panaudojimo (pazyméta A, B, Cir
D) trilaiptéje polimerazés-grandinineje reakcijoje, kad jvykdyty geninj sujungima ekstencijos badu.
Kadangi praimeriai B ir C jjungia dalj sekos NGF, galiniai reakcijos produktai bus molekulés,
kuriose santykinai maZos sekos BDNF bus pakeistos seka NGF.

Kaip parodyta 2 Pav. hBDNF vektoriuje BLUESCRIPT (Stratagenas) amplifikuoja su pagalba
5'-oligonukleotido (A) ir vidurinio oligonukleotido (B), tada kai hBDNF plazmid¢je pCDMS8 ampli-
fikuoja su viduriniu oligonukleotidu (C) ir 3'oligonukleotidu (D). Siuos du fragmentus PCR isvalo
gelyje ir alikvotus apjungia tolimesnéje reakcijoje. Kadangi du viduriniai oligonukleotidai turi persi-
dengiancias sekas NGF prie 5'-galo, du fragmentai PCR A-B ir C-D sugeba hibridizuotis tarpusavy
su pagalba 5-' ir 3'-oligonukleotido, duodami PCR fragmenta, kuris turi nedidelj pakeitima NGF. Sj
fragmenta pervirskina su pagalba Narl/Notl ir klonuoja j atitinkamus saitus plazmidéje pC8-hB(PI).
Panaudojus du templatus BDNF, klonuotus jvairiuose vektoriuose kaip pradin¢g medZiaga, kiekvie-
nas su unikaliu galiniu oligonukleotidu (praimeris A ir D, atitinkamai) klaidina dél netikry negatyvy
gavimo pana$umo. Sj metods panaudoja chimery R6-10 (pazymétos pC8hB/hN-R6, pC8hB/hN-R7 -
pC8hB/hN-R10) konstravimui. Dél chimeros RS tenka pasakyti, kad pIS-hB naudoja kaip templatg
praimeriams A ir B, tada kai sintetinj hNGF naudoja kaip templatg praimeriams C ir D. 4 Lenteléje
pateikti oligonukleotidiniai praimeriai, naudojami sudarant chimeras R6, R7, R§, R9 ir R10.

4 LENTELE
Oligonukleotidai, naudojami sudarant chimeras R6, R7, R8, R9, ir R10, NM1 ir BM1

CHIMERA R6
5' - Oligo (A)
5' - GATGCTGCAAACATGTCCATG

Vidurinis Oligo (B)
5" - GCCTTTCTAGAGAGCACACATACACAAGAAGTGTC

Vidurinis Oligo (C)
5'- GTGCTCTCTAGAAAGGC

3' - Oligo (D)
5' - GCTATGCGGCCGCGGATCITATCATCTCACAGCC-3'

CHIMERA R7
5'- Oligo (A)
5' - GTAAAACGACGGCCAGT-3'

Vidurinis Oligo (B)
5'- CAGCACTGTCACCTCCTTGCCCGACATGTCCACTGC

et
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Vidurinis Oligo (C)
5'- AAGGAGGTGACAGTGCTGGCCGAGGTCCCTGTATCAAAAGGC-3'

3' - Oligo (D)
5' - CAAAGATCCTCTAGAGTCGC-3'

Tie patys 5' ir 3' oligo buvo naudojami Chimeroms R8-R10

CHIMERA RS

Vidurinis Oligo (B)
5' - TCTGAATACACTGTTGTTAATAGGGACCTTTTCAAGGAC-3'

Vidurinis Oligo (C)
5'- ATTAACAACAGTGTATTCAGACAATACTTCTACGAGACC-3'

CHIMERA R9

Vidurinis Oligo (B)

5'- AACAGGATTGGAGGCTCGGCACTTGGTCTCGTAGAA
Vidurinis Oligo (C)

3' - CGAGCCTCCAATCCTGTTGAGAGTGGCTGCAGGGGGCATAG

CHIMERA R10

Vidurinis Oligo (B)
5'- GTATGAGTTCCAGTGTTTGGAGTCTATGCCCCTGCAGCC

Vidurinis Oligo (C)
5' - TCCAAACACTGGAACTCATACTGCCGAACTACCCAGTCG

NM1

5' - Oligo
5' - CGGTACCCTCGAGCCACCATGCTGTGCCTCAAG-3'

Vidurinis Oligo

5' - CAGATCCTCCTCAGAAATCAGCTTTTGCTCACCTCCTCTTGTAGCCTTCCTG

3' - Oligo
§' - GCTATGCGGCCGCTACAGATCCTCCTCAGAAATC-3'

BM1

5'- Oligo
5' - CGGTACCCTCGAGCCACCATGACCATCCTTTTCCTT

Vidurinis Oligo
AATGGTAATGTAC-3

3' - Oligo
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5' - GCTATGCGGCCGCTACAGATCCTCCTCAGAAATCAGCTTTTGCTCACCTCCTTT
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5' - GCTATGCGGCCGCTACAGAATCCTCCT CAGAAATC-3'

6.1.1.3. CHIMERINIY MOLEKULIU, JJUNGIANCIYJ MYC "TAG" KONSTRAVIMAS

Vienlaipte reakcijg PCR, panaudojus tris oligonukleotidinius praimerius, aprasytus auksciau,
naudoja konstruojant ekspresuojandias plazmides, koduojancias NGF ir BDNF, Zymdtas su 10 ami-
norigiéiy antigeniniu peptidiniu fragmentu Zmogaus myc-baltymo (paraiSka patentui JAV Nr.
07/532285, paduota 1990 mety birZelio 1 d., kuri jvesta | duota apra$yma kaip nuoroda). Vienlaiptes
PCR metodikg naudoja, kad gauti PCR-produkta, turintj pelés NGF geng (i plazmidés, koduo-
jancios liga NGF pirmtaka), vadinama pB15-NGF, surista tilteliu, koduojanéiu du glicinus, su scka,
koduojandia myc-epitopa 10 aminorug$ciy dydZio; praimeriai PCR sudaryti taip, kad duoty PCR-
produkta, kuriame delecijuoti gamtiniy geny NGF paskutiniai du kodonai, nes egzistuoja galimybe,
kad aminoriigstys, koduojamos iais kodonais, gali pateikti saita proteolitinio skaldymo, duodantj
myc-epitopo praradima. Kad sudaryti mNGF, Zyméto su myc prie 3'-galo (pazZymetas pC8hmN/myc-
NM1), pelés NGF su ilgu prepro (20 ng) amplifikuoja su pagalba 5'oligonukleotido, vidurinio oligo-
nukleotido ir 3' oligonukleotido su koncentracijom 100, 1 ir 100 ng, atitinkamai (3A Pav.). Naudoja
tokias amplifikacines salygas: 1 minute prie temperatiros 94°C, 2 minutés prie temperatiros 43°C ir
3 minutés prie temperatiiros 72°C per 35 ciklus. Gautg PCR produktg po to pervirskina ir klonuoja j
Xhol/Motl - pervirskintg vektoriy CD18. BDNF, Zymétg myc-epitopu prie 3'-galo (paZymeétas
pC8hB/myc-BM1), konstruoja panaudodami analogiSk strategija (3B Pav.).

Panasia metodika naudoja, kad gauty PCR produkta, turintj geng Zmogaus BDNF, suriSta per
tiltelj, koduojantj du glicinus, su seka, koduojanéia myc-epitopg i§ 10 amino rugiciy; kaip ir su
chimera NGF/myc, PCR praimerius konstruoja taip, kad gauti PCR produkta, kuriame delecijuoti
paskutiniai trys kodonai gamtinio geno BDNF, dé¢l galimybés to, kad amino rigstys, koduojamos
Siais kodonais, gali pateikti saita proteolitinio skaldymo, duodantj myc-epitopo netekima. PCR
produkta po to pervirskina su pagalba Narl/Notl ir subklonuoja i teving plazmide ekspresijos -
#mogaus BDNF, pC8hB(PI), siekiant gauti ekspresuojancia plazmidg pC8hB/myc(BML1).

6.1.2. CHIMERINIO NEUROTROFINIO FAKTORIAUS EKSPRESIJOS KONSTRUKCLIYJ
TRANSFEKCUJA IR EKSPRESIJA COS LASTELESE

Plazmidine DNR kiekvienai Zinduoliy ekspresijos konstrukcijai, apra$yty auki¢iau, gauna
dvigubo sluoksniavimo cezio chlorido gradiente biidu. I$valyta plazmidine DNR po to transfekuoja
bendros precipitacijos metodu kalcio fosfate (Chon and Okayama, Mol. Cell. Biol. 7:2745 (1987)) i
lasteles COS-MS. Po to lgsteles COS-MS paséja | 60 mm indelius 24 valandas prie$ transfekcijg su
tankiu 5x10° lasteliy j indelj i 2.5 ml Iglo terpés, modifikuotos Dulbeko badu, turindios gliukoze
(4500 mkg/ml) ir 10% fetalinio veriuko serumo. Po 48 valandy po transfekcijos surenka terpes bio-
loginei prabai i§ transfekuoty lgsteliy. Metabolinj Zyméjima irgi atlieka tuo pat metu (infra).

6.1.2.1. METABOLINIS GYDYMAS

Po 48 valandy po transfekcijos lasteles COS-MS patalpina i 3 ml beseruminés DMEM (Iglo terpé
modifikuota Dulbeko metodu) be metjonino ir cisteino, ir turin¢ios insulino, transferino ir seleno.
Lasteles augina minimalioje terpéje viena valanda prie temperatiros 37°C 5% CO,. Vieng mililitra
beseruminio DMEM pasalina ir lasteles COS-M5 Zymi su pagalba **S-metjonino ir **S-cisteino (100
mkkub. dinimy/ml) per 4 valandas. Supernatanta Zyméty lasteliy COS-MS surenka ir analizuoja po-
liakrilamido gelio-elektroforeze su natrio dodecilsulfatu. 4 Pav. pateikta skiriamoji galia Zymety
hBDNF, mNGF, hBDNF/myc (chimera BM1) ir mNGF/myc (chimera NM1).

6.2. REZULTATAI IR APTARIMAS

Geny NGF ir BDNF dalis suaugina naudodami praimeriy ekstencijg polimerazés-grandininéje
reakcijoje. Chimerines molekules gauna su santykinai dideliais (chimeros R1-R5) arba maZais (R6-
R10) ploteliais, pakeistais NGF sekomis. Aminorigitiné chimery R1-R10 seka pateikta 5 Pav.
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Chimeros R1-R6 jjungia dalis Zmogaus BDNF ir Zmogaus NGF, o chimeros R7-R10 jjungia dalis
¥mogaus BDNF ir pelés NGF. 5 Lenteléje pateikti sumariniai rezultatai kiek maZdaug uZima
BDNF ir NGF sekos chimerose R1-R10.

S LENTELE
Chimera Nuoseklumas BDNF Nuoseklumas NGF

R1 preproseka pilna brandi
seka

R2 preposeka liekanos 18-120

R3 preposeka liekanos 59-120
lieckanos 1-58

R4 preposeka liekanos 73-120
liekanos 1-72

R5 preposeka lickanos 82-120
lieckanos 1-81

R6 preposeka liekanos 111-120
liekanos 1-110

R7 preposeka lickanos 34-41
lickanos 1-33
lickanos 42-118

R8 preposcka lickanos 44-50
lickanos 1-43
liekanos 51-118

R9 preposeka lickanos 59-66
liekanos 1-58
lickanos 67-118

R10 preposcka liekanos 73-79
lickanos 1-72
liekanos 80-118

Be to gaunamos chimerinés molekulés, kurios koduoja NGF ir BDNF, Zymétus antigeniniu pep-
tidu i¥ 10 amino rigsdiy baltymo myc. Iivestos aminorugstinés seckos NGF/myc (chimera NM1) ir
BDNF/myc (chimera BM1) pateiktos 5 Pav.

Chimerines konstrukcijas transfekuoja i 1asteles COS-M5 bendros precipitacijos keliu kalcio fos-
fate. Chimery R1-R10 ekspresijg jvertina metaboline Zyme ir biologinio aktyvamo analize. Kad
pademonstruoti ekspresija NM1 ir BM1, lasteles COS, transfekuotas su pagalba NM1 arba BM1,
metaboliskai Zymi /°S/-metjoninu, supernatantams atlicka poliakrilamiding gelio-elektroforezg, ir
po to elektroforetiskai atskirtus baltymus transfekuoja prie neiloninés membranos ir atlieka auto-
radiografija (4 Pav.). BDNF ir chimerai BM1: pagrindiné juosta Zyméto baltymo identifikuota kaip
juosta dydZio 31 kDa, atitinkanti $iy baltymy pirmtakui. Lyginant pirmtako juostos intensyvumg,
matyti, kad §ie du baltymai ekspresuoti santykinai vienodai. Sio baltymo juostos dydZio 31 kDa néra
takelyje COS-MOCK (takelis 1). NGF ir chimerai NM1 stebima vienoda ekspresija $iy baltymy su-
augusiy formy (maZdaug 12.5 kDa). Kaip laukiama, myc-Zymétas NGF (NM1) migruoja kiek
1é¢iau, negu NGF. Visos chimeros BDNF/NGF (R1-R10) daugumoje ekspresuoja pirmtako baltyma
31 kDa dydZio lygiuose, analogitkuose BDNF ekspresijos lygiams.




25

7. PAVYZDYS: CHIMERINIJ NEUROTROFINIJ FAKTORIU R1-R10, BM1 IR NM1
NEUROTROFINIS AKTYVUMAS

7.1. MEDZIAGOS IR METODAI

7.1.1. BIOANALIZES, NAUDOJANT AUDINIY EKSPLANTATUS

Visas chimeras (R1-R10, o taip pat BM1 ir NM1), jskaitant gamtinius BDNF ir NGF, ekspresuo-
ja i lasteles COS-MS, kaip aprasyta aukic¢iau. Supernatantams, surinktiems i§ transfekuoty lgsteliy,
atlieka biologine analize, naudodami audiniy eksplantatus ir disocijuoty lasteliy kultdras pagal jy
gebéjimg indukuoti specifiniy ganglijy neuriting iSaugg. Chimery aktyvumg jvertina matuodami
isgyvenamumg kultivuoty disocijuoty lgsteliy i§ dorsalinés saknelés ganglijaus (DRG) arba simpati-
nés grandinés ganglijaus (SG). Mazgus atkerta i§ vii¢iuky embriony E8-9 ir surenka | seruming
terpe (DMEM, papildyta 10% versiuko gemalo serumu, streptomicinu, penicilinu ir glutaminu). Po
tripsinizacijos su pagalba 0.5% tripsino (Worthington) lgsteles atsargiai susmulkina | miltelius ir po
to perséja | 60 mm plastmasinius indelius be dengimo. Stadija iSankstinio paséjimo (2-3 valandas)
leidZia prisijungti ne-neuroninéms lasteléms. Neprijungtas neuronines lasteles po to grupuoja, cen-
trifuguoja, resuspenduoja seruminéje terpéje ir suskai¢iuoja hemocitometru. Neurony isgyvenims
galima jvertinti arba suskaiCiuojant lgsteliy skaiciy, arba kolorimetrinés analizés budu, remiantis
virtimu MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i)-2,5-difeniltetrazolio bromidas) j purpurinj produkts, veikiant
gyvybingoms lastelems. Kad suskaiciuoti 1gsteles, jas paséja su tankiu 24000 lgsteliy/ 35 mm indelyje
ir kultivnoja 48 valandas, esant ar nesant supernatantui COS, turindiam ekspresuoty chimery
baltymo. MTT metodui lgsteles paseja su tankiu 1000 l1gsteliy/A2-idubime. Praejus 40 valandy po
pas¢jimo, prideda dazg MTT su koncentracija 0.5 mg/ml. Gyvybingy 1asteliy paimta daza soliubi-
zuoja, pridéedami 0.08 n. H(Cl tirpalo izopropanolyje po 8 valandy, ir iSmatuoja spektrinj absorbcijos
sugebéjimg (570-650 nm). Spektrinj absorbcinj sugebéjimg atideda priklausomai nuo jvairaus
pridéto supernatanto COS praskiedimo lygio.

7.1.2. LASTELIY PC12 BIOLOGINE ANALIZE

Supernatantus lasteliy COS-MS5 i transfekuoty lasteliy surenka analizei, praéjus 48 valandoms
po transfekcijos, panaudodami lgsteliy PC12 diferencijacija. Lasteles PC12 paséja | 24-jdubimy in-
delius (Costar) su tankiu 1 x10° Igsteliy j jdubima. Lasteles PC12 kultivuoja RPMI 1640 su 6%
verSiuko gemaliniu serumu ir 6% arkliniu serumu. Supernatantus COS prideda | lgsteliy PC12
kultirg (bendras tiris 1 ml) su jvairiais praskiedimais nuo 1:5 iki 1:500. Neuritin¢ $auga skai¢iuoja
arba kaip + (dauguma lgsteliy, ekspresuojandiy neuritus), arba kaip - (labai maZai, jeigu tiktai yra,
Igsteliy, ekspresuojanciy neuritus).

7.2. REZULTATAI IR APTARIMAS

7.2.1. EKSPLANTATY ANALIZE IR ASOCIJUOTY LASTELIY KULTUROS

Analizes in vitro, panaudojus viS¢iuky periferiniy mazgy cksplantatus naudoja, kad nustatyty
NGF ir BDNF biologinio aktyvumo skirtumus. Tuo metu kai abu faktoriai veikia j sensoriniy neu-
rony, aptikty dorsaliniy Sakneliy mazguose (DRG), populiacijas, kilusiy i§ nervinio volelio, tiktai
BDNF palaiko mazginio ganglijaus plakodinés kilmés (NG) sensorinius neuronus. Priesingai, NGF,
one BDNF, gali palaikyti i§gyvenimg ir augima paravertebralinés grandies simpatiniy ganglijy (SG)
neurony. ISradimo pareiskéjas naudoja §ias ganglijy analizes in vitro kad nustatyty, kaip chimerinés
konstrukcijos ekspresuoja BDNF, NGF ar aktyvumus NGF ir BDNF. I$bando chimery R7, R8, R9,
R10, BM1 ir NM1 neurotrofinj aktyvumg dorsalinés $aknelés ganglijuje, mazginiame ganglijuje arba
simpatiniame ganglijuje, panaudojus eksplantaty analizes. Kaip pastebéta auki¢iau, abu, NGF ir
BDNF, skatina neuriting i$augg i vi$¢iuko E8 dorsalinés $aknelés ganglijaus (DRG). Tiktai BDNF
ckspresuoja aktyvumg neuritinei iSaugai, kas nustatyta tyrimuose su mazginiu ganglijum (NG), o
NGF, ne BDNF, ekspresuoja aktyvumga, nustatyta, panaudojus simpatinj ganglijy (SG; 6 Lentelé).



/ 7/

26
Chimera RS BDNF/NGF skatina neuriting iSaugg i§ DRG ir SG, o tai yra NGF-tipo bioaktyvumo
rodiklis. I§ chimery, Zyméty epitopu i§ 10 amino rugiéiy c-myc proto-onkogeno, BM1 ekspresuoja
aktyvumg SG, charakteringg NGF-tipo aktyvamui, tada kai NM1 ekspresuoja toki patj aktyvuma
NG, charakteringg BDNF-tipo aktyvumui (6 Lentel€).

6 LENTELE
Palyginimas chimery BDNF, NGF, BDNF/NGF ir myc-Zyméto neurotrofinio faktoriaus, analizuo-
jant eksplantuota embrioninj vi§&iuko dorsalinés 3aknelés ganglijy (DRG), mazginj ganglijy (NG) ir

simpatinj ganglijy (SG).
Chimeros DRG NG SG
R7 (250 mkl) 3 1 0
R8 (250 mkl) 3-4 2 3
R9 (250 mkl) 2-3 2 0
R10 (250 mkl) 34 2 0
NGF 5 1 5
BDNF 3 2 0.5
pCDMS kontrole (250 mkl) 0-1 0.5 0.5
BM1 (250 mkl) 2-3 2 1-2
NM1 (100 mkl) 5 3 5

Reik$més atspindi neuritinés Saugos laipsnj ir dendritinj i8sifakojima, kur 5 reiSkia maksimalig
reikime ir 0O reiskia, kad néra neuritinés iSangos. Reik$més gautos trijuose savarankiskuose ekspe-
rimentuose. Neuriting $augg skai¢inoja po 24-48 valandy, pridéjus neurotrofimio faktoriaus. 8 Len-
teléje priklausomybeés "doze - efektas" tyrimas rodo, kad neuritinés iSaugos indukcijos atZvilgiu NM1
turi aktyvuma, palyginama su aktyvamu NGF dorsalinés $aknelés ganglijuje ir simpatiniunose gangli-
juose, taciau yra aktyvesni mazginio ganglijaus analizése. AtZvilgiu myc-Zyméto NGF 7 Lentele
rodo, kad NM1 islaisvina maZdaug 63% dorsalinés $aknelés ganglijy neurony prie koncentracijos 50
mkl, tada kai NGF iSlaisvina tiktai mazdaug 47%, kas rodo, kad NM1 atzvilgiu neurony iSgyvenimo
gali funkcionuoti kaip NGF agonistas. 6 Pav. rodo kolorimetrinés analizés rezultata, panaudojus
MTT neuronams DRG ir SG, paveiktiems su BDNF, NGF arba BM1. Kaip parodyta 6 Pav., BM1
aktyvumas skatina i§gyvenimg Zymiai labiau, negu aktyvumas BDNF, atZvilgin DRG ir SG.
Analogiskai NGF, aktyvumas DRG ir SG nesititruoja netgi praskiedus 1:1000 supernatantag COS
BM1. Tokiu budu 3'-myc Zymetos molekulés BDNF turi aktyvumg SG.

7 LENTELE
Aktyvumo NGF ir NM1 palyginimas, analizuojant iSgyvenimg disocijuoty neurony DRG 1§ vis¢iuky
E8 embriony
Neurony DRG kiekis
NGF 5 mkl 336
20 mkl 440
50 mkl 408
NM1 5 mkl 344

20 mki 446
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50 mkl 542

Suskai¢iuotas DRG neurony kiekis atitinka 3.6% bendro ploto ir yra vidurkinis rezultatas i
dviejy indeliy. COS NGEF islaisvina mazdaug 47% DRG neurony prie koncentracijos 50 mkl: esant
ekvivalentiniam tiriui NM1 islaisvina mazdaug 63% ncurony.

8 LENTELE
Aktyvumo NGF ir NM1 palyginimas, analizuojant eksplantatus DRG, NG ir SCG vis¢iuky E8 em-
briony
DRG NG SCG
NG1 5 mkl 1 2 2
10 mkl 4 0.5-1 2-3
20 mkl 4-5 0.5-1 34
30 mkl 5+ 1-2 4-5
40 mkl 5+ 0 S5+
60 mkl 5+ 0 5+
NM1 5 mkl 1-2 1-2 0-0.5
10 mkl 2 2-3 0.5-1
20 mkl 34 3-4 2-3
30 mkl 4-5 4-5 5
40 mkl 5+ 5+ 5+
60 mkl 542 543 542

Pridéjus neurotrofinj faktoriy po 24 valandy suskaiciuoja neuriting iauga.

7.2.2. PC12 BIOLOGINES PRABOS

Ziurkés lastelés PC12, kaip parodyta, skiriasi tarpusavyje atsakais j visg eil¢ agenty, tame tarpe i
i nerviniy lasteliy augimo faktoriy. Diferencijuojantis atsakas, indukuotas nerviniy lgsteliy augimo
faktoriaus, asocijuojasi su lasteliy proliferacija ir ilgy neuritiniy ekstencijy iSauga. Todgél si diferen-
cialiné analizé tinka identifikuoti molekules su aktyvumu, artimu nerviniy lasteliy augimo faktoriaus
aktyvumui. iradimo pareiSkéjas iStyré visas keturias chimerines konstrukcijas ir gamtinius BDNF ir
NGF, ju sugebéjima indukuoti lasteliy PC12 neuriting iSaugg.

Kaip parodyta 9 Lenteléje, NGF turi Zymy neuritus skatinanti aktyvuma netgi praskiedus 1:250,
NM1 taip pat aktyvus praskiedus 1:250. Chimera R8 (kuri ekspresuoja aktyvuma simpatinio ganglijo
- ¥itir. 1 Lenteléje.) sugeba indukuoti neuriting i$augg PC12 lasteliy, esant praskiedimui 1:50. Nuos-
tabu, kad analogi$ki rezultatai gauti ir su BM1, be to BM1 ifreiskia neorotrofinj aktyvuma, kurio
néra giminingoje molekuléje BDNF. BDNF ekspresuoja tik nezymy aktyvuma neuritinés iSaugos
lastelése PC12, esant praskiedimui 1:5. COS-MOCK yra neaktyvus. Chimeros R1-R5 ir R7, R9 ir
R10 taip pat néra aktyvios. Tokiu budu, audiniy eksplantaty ir 1asteliy PC12 analizése aptikta, kad
pridéjus negiminingas sekas prie C-galo molekulés BDNF ir NGF jgauna naujg biologinj aktyvuma,
Kurio néra tévinése molekulése. ~

‘9 LENTELE
Biologiné analizé lgsteliy PC12 su chimeromis
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Chimeros 1.5 1:25 1:50 1:100 1:250 1:500

COS-MOCK - - - - - -

BDNF +/- - - - - -

NGF + + + + + +

NM1 + + + + + +

BM1 + + + - - -

R8 + + + - - -

Lasteles PC12 suskai¢iuoja neuritinei i$augai 24-48 valandos po neurotrofinio faktoriaus pridéjimo.

8. PAVYZDYS: CHIMERINIU NEUROTROFINIY FAKTORIU NGF/BDNF
KONSTRAVIMAS IR EKSPRESIJA
Konstruoja chimerinius neurotrofinius faktorius, kuriuose sritys NGF pakeistos atitinkamomis sri-
timis BDNF.
8.1. MEDZIAGOS IR METODALI
8.1.1. CHIMERINIU MOLEKULIUYJ KONSTRAVIMAS

Chimeras NGF/BDNF konstruoja trilaiptéje polimerazés grandininéje reakcijoje (PCR), panau-
dojus keturis oligonukleotidus, kaip aprasyta Skyriuje 6.1.1.2, auk3¢iau. Kiekvienu atveju labiausiai
nutolusiais praimeriais (atitinkamai A ir D 2 Pav. ir 7 Pav.) yra oligonukleotidai T7 ir T3
(Stratagen). 7 Pav. pateiktas strategijos vaizdas, naudojamos konstruojant chimeras, o 10 Lenteléje
pateiktos sekos oligonukleotidiniy praimeriy, atitinkanciy praimeriams B ir C 7 Pav. Nuoseklumas
praimerio T3: 5- ATTAACCCTCA CTAAAG-3, o seka praimerio T7: 5-AATACGAC
TCACTATAG-3". Trumpiau tariant, KDNR, koduojan¢ig pelés beta-NGF, atpjauna jos pradiniuose
saituose Smal ir Pstl (Scott et al., 1983, Nature 302, 538) ir subklonuoja j restrikcinius saitus
Smal/Pst1 plazmidés pKS (Stratagen). Gauta plazmidé KS-NGF tarnauja kaip templatas visoms
tolimesnéms PCR-amplifikacijoms. Chimerines molekules konstruoja, amplifikuodami 5'-
fragments, panaudodami praimerj T7 kartu su oligonukleotidiniu praimeriu, apimanciu pagei-
dautinas dalis NGF ir BDNF. 3'-fragment3 po to amplifikuoja panaudodami praimerj T7 ir antra
sukonstruotg praimerj NGF/BDNF. Du gautus fragmentus i$skyria ir i$valo gelyje. Antroje stadijoje
PCR-amplifikacijos 100-300 ng kiekvieno fragmento sujungia, sintezuoja ir amplifikuoja panaudo-
dami praimerius T7 ir T3. Visas reakcijas PCR atlieka prie tokiy salygy. Denatiiruoja 3 minutes prie
temperatiiros 94°C su tolesniais 25 ciklais denatiiracijos/renatiiracijos 1 minut¢ prie temperatiros
94°C, 2 minutes prie temperatiros 50°C ir 3 minutes prie temperatiiros 72°C. Po to vykdo ekstencija
10 minuéiy prie temperatiros 72°C. Rinkinj PCR Gene-Amp Kit (Cetus) naudoja pagal gamintojo
nurodyma. Po to amplifikuotus fragmentus supjausto su pagalba ECO R1 ir Saclll ir subklonuoja |
atitinkamus restrikcinius saitus modifikuoto ekspresuojancio vektoriaus pBJ-5, turin¢io alfa-promo-
toriy SR (8 Pav.; Takebe et al., 1988, Mol. Cell. Biol. 8:466). Taciau chimeroje 1 Notl naudoja
subklonavimui vietoje Sacll, nes vidinis saitas Sacll jau sukurtas. Visas chimeras sekvenuoja ribose
pilnos amplifikacinés srities, panaudodami Sekvenazés protokols (Stratagen).

10 LENTELE
Oligonukleotidiniai praimeriai, naudojami konstruojant chimeras CM1 - 12

CHIMERA $-1
Praimeris 1(B) NGF (A3-9) - --> BDNF 1-7 (33-mer)  GATGA
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5'-CGGGCGGGGTCCGAGTGGGATGAGCGCITGCTC

Praimeris 2(C) (33-mer)
5'- CG GAC CCC GCC CGC CGC GGG GAGTICTCAGTGT -3

CHIMERA S-2
Praimeris 3(B) NGF(A10-22) - - -> BDNF 8-20 (37 mer)
5'- AAT GCT CTC GCA CAC GCT CAG CTC CCC CAT GTG GAA G - 3'

Praimeris 4(C) (39-mer)
5'- CGTG TGC GAC AGC ATT AGC GAG TGG GTT GGA GAT AAG AC-¥

CHIMERA S-3
Praimeris 5(B) NGF(A23-33) - - BDNF 21-33 (45 mer)
5'- C CAC TGC CGT CTT TTT ATC CGC CGC CGT AAC CCA CAC ACT GAC AC - 3'

Praimeris 6(C) (44 mer)
5T AAA AAG ACG GCA GTG GAC ATG TCG GGT AAG GAG GTGACAGTGC-3%

CHIMERA S+4
Praimeris 7(B) NGF (A34-42) - - BDNF (34-42) (38 mer)
5'- T TTC GAG GAC CGT GAC CGT GCC GCCCIT GAT GTCTGT G -3

Praimeris 8(C) (41 mer)
5'-GTC ACG GTCCTC GAA AAA GTC AACATT AACAACAGTGTATT -3

CHIMERA S-5
Praimeris 9(B) NGF (A43-50) - -.BDNF (43-50) (30 mer)
5-GCCTTT CGA GAC GGG CACCTC GGC CAG CAC-3'

Praimeris 10(C) (42 mer)
5'- CCC GTCTCG AAA CGC CAA CTG AAG CAGTACTTITTIT GAG ACC-3'

CHIMERA S-6 (21-mers)
Praimeris B NGFTYR-54A:
5'-CAG TAC TTT TAT GAG ACC AAG -3'

Praimeris C NGFTYR-54B:
5-CTT GGT CTC ATA AAA GTA CTG -3

CHIMERA S-7
Praimeris 11(B) (38-mer)
5'-TT TGT GTA CCC CAT AGG ATT GCA CIT GGT CTC AAA AAA -3

Praimeris 12(C) (35-mer)
5'- CCT ATG GGG TAC ACA AAG GAG GGG TGC CGG GGC AT - 3'

CHIMERA S-8
Praimeris 13(B) (33-mer)
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5'-GGA GTT CCA GTG CCT CTT GTC GAT GCC CCG GC -3

Praimeris 14(C) (35-mer)
5'- AGG CAC TGG AAC TCC CAG TGC ACCACT ACT CACA -3

CHIMERA S-9
Praimeris 15(B) (37-mer)
5'- AC ATA CGA CTG GGT AGT TCG GCA GTATGA GTT CCAGT -3

Praimeris 16(C) (37-mer)
5'- ACT ACC CAG TCG TAT GTG CGG GCG TTG ACAACAGATG -3

CHIMERA S-10
Praimeris 17(B) (36-mer)
5" AT TCG TTT TTT GCT ATC CAT TGT CAACGCCIT GACG -3

Praimeris 18(C) (38-mer)
5'- TG GAT AGC AAA AAA CGA ATT GGC TGG AGG TTCCGG - ¥

CHIMERA S-11 (21-mers)
(B) NGFSER-108A: 5'- G ATA GAC ACT TCCTGT GTG TG - 3'

(C) NGFSER-108B: 5'- CA CAC ACA GGA AGT GTCTATC-3

CHIMERA S-12
Praimeris 19(B) (37-mer)
5'-TCC CCT CTT AAT GGT CAA AGT ACACACACAGGCTGTG-3

Praimeris 20(C) (36-mer)
5-TG ACC ATT AAA AGG GGA AGATGA CTT GCCTGC AGG A - 3" ****

8.1.2. CHIMERINIY NEUROTROFINIY FAKTORIY EKSPRESIJA COS LASTELESE

Lasteles COS-7 transfekuoja chimerinémis konstrukcijomis panaudodami metods DEAE-Dek-
stran-Chiorochin. Trumpai sakant, 1gsteliy kultiras suskaldo vieng dieng pries transfekcija, taip, kad
bity apie 750000 lgsteliy | 60 mm indelj su kultira. Gauna transfekcinj mifinj, turintj 5 mki DNR
(apie 5 mkg), 1 ml DMEM (be serumo) ir 25 mkl 20 mg/ml DEAE-Dekstrano. Kultivuotas lasteles
COS-7 po to perplauna trys kartus 5 ml beseruminéje terpéje DMEM. Prideda transfekacinj miSinj
(auks&iau) ir inkubuoja 30 minuéiy prie temperatiros 37°C. Po to 2 ml beseruminés terpés DMEM
apjungia su 20 mkl 8 ml chlorochino ir prideda tiesiai | miSinj lgsteliy COS-7/DNR/DEAE-Dek-
strano, kurj po to inkubuoja 2.5 valandos prie temperatiiros 37°C. Po to supernatantg nusiurbia i
lasteliy ir pakeitia 2 ml beserumine DMEM, turin¢ig 10% dimetilsulfooksido (DMSO). Po to
lasteles inkubuocja kambario temperatiroje 2 minutes 30 sekundZiy, po to jas perplauna 5 ml
DMEM, kurig nusiurbia ir pakei¢ia maZdaug 2.5 ml $viezia DMEM plius 6% arklio serumo ir gele-
#imi papildyta 6% versiuko serumo. Po to analizuoja lasteliy chimeriniy neurotrofiniy faktoriy eks-
presija per 48-72 valandas, kaip nurodyta Zemiau.

8.2. REZULTATAI IR APTARIMAS

Gauna chimerines nukleinoragstines molekules turinéias DNR dalis, koduojanéias NGF, po to
molekules pakeitia atitinkamomis sritimis BDNF su pastoviais intervalais. 11 Lentel€je patcikta
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delecija NGF srities kartu su insercija atitinkamos srities BDNF kickvienai chimerai. Tenka
paZyméti, kad S-6 ir S-11 nesa tik taskines mutacijas, kurias irgi gauna panaudojus trilaipte
polimerazés-grandining reakcija (PCR).

11 LENTELE
CHIMERA NGF SRITIES DELECIJA BDNF SRITIES INSERCUJA

Tre Met His Arg
S-1 NGF (d 3-9 / BDNF 1-7)

Gli Val Gli Val
S-2 NGF (d 10-22 / BDNF 8-20)

Gli Gli Tre Gli
S-3 NGF (d 23-33 / BDNF 21-33

Liz Val Gli Val
S-4 NGF (d 34-42 / BDNF 34-42)

Asn Arg Pro Liz
S-5 NGF (d 43-50 / BDNF 43-50)

Glu Cis Glu Cis
S-6 NGF (d 51-58 / BDNF 51-58)

Arg Cis Asn Cis
S-7 NGF (d 59-68 / BDNF 59-68)

Arg Cis Arg Cis
S-8 NGF (d 69-80 / BDNF 69-80)

‘ Tre Tre Arg Tre

S-9 NGF (d 81-91 / BDNF 81-91)

Tre Fen Met Fen
S-10 NGF (d 92-101 / BDNF 92-102)

e Cis Ile Cis
S-11 NGF (d 102-110 / BDNF 103-111)

Val Gli Tre Arg
S-12 NGF (d 111-120 / BDNF 112-119)

BDNF sekoa pakeitimo sritys pateiktos grafifkai 9 Pav., o aminoriigitinés sekos S1-12 pateikti 10
Pav. Reikia pazyméti, kad kiekviena ¥ S1-12 turi dalj sekos, koduojancios pelés NGF, ir dalj sekos,
koduojandios Zmogaus BDNF.

Chimerinius neurotrofinius faktorius S1-12 kickvieng transfekuoja  lasteles COS-7, panaudojus
metodg DEAEDekstran-Chlorochin. Ekspresijg chimeriniy neurotrofiniy faktoriy i$matucja meta-
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boliskai Zymédami su pagalba /*S/-metjonino su tolimesne elektroforeze poliakrilamidiniuose ge-
linose Zyméto lastelinio supernatanto ir autoradiografija. Duomenys pateikti 12 Lenteléje kaip
procentinis kiekis atzvilgiu NGF laukinio tipo. Duomenis gauna palygindami autoradiogramy
Fymétus intensyvumus, specifiskai nukreiptus { juosta subrendusio NGF dydzio mazdaug 13 kDa (8B
Pav.) ir po chimery NGF laukinio tipo it NGF/BDNF imunoprecipitacijos, panaudojus antikinus
NGF (8C Pav.).

9. PAVYZDYS: CHIMERINIU NEOROTROFINIYJ FAKTORIY S1-12 NEUROTROFINIS
AKTYVUMAS

9.1. MEDZIAGOS IR METODAI

Biologines analizes, panaudojus dorsalinés Sakneles ganglijy (DRG), simpatinj ganglijy (SG),
mazginj ganglijy (NG) ir feochromacitomos PC12 lasteliy linijas daZniausiai vykdo taip, kaip
aprasyta 7 Skyriuje, auksciau.

9.2. REZULTATAI

NGF-aktyvuma chimery S1-12 i§ pradZiy jvertina, panaudoj¢ lasteles PC12. Neuriting iSaugg
PC12 panaudoja kaip aktyvumo NGF mats. Kiekvienos chimeros aktyvumg nustato atZzvilgiu
rekombinantinio laukinio tipo NGF (NGF-wt) aktyvumo, iSreiksto transfekuotomis 1gstelémis COS-
7, kurios laisvai gauna ekspresijos reikime lygia 100% (12 Lentel¢). Specifinj aktyvumg kiekvienos
chimeros nustato, jverting koncentracijg chimerinio neurotrofinio faktoriaus, panaudojus elektro-
foreze poliakrilamidiniuose gelinose su natrio dodecilsulfatu, atlickamos atzvilgiu metaboliskai
#yméty supernatanty lasteliy COS-7, vél laisvai suteikdami rekSme 100% neurotrofiniam aktyvu-
mui, asocijuotam su lgstelémis COS-7, transfekuotomis NGF - wt.

Eksplantatinés kultiiros dorsalinés $aknelés ganglijaus (DRG), mazginio ganglijaus (NG) ir sim-
patinio ganglijaus (SG), gautos & vis¢iuky E8 embriony, po to veikiamos lygiy kiekiy S1-12, NGF-
wt ir vektoriaus (neigiamas kontrolés pavyzdys), transfekuoty supernatantais lasteliy COS-7. Po 24
valandy nustato kultdroje skaiduly Saugg kaip atsakg j NGF rekombinantinio laukinio tipo, vekto-
rinj negatyvy kontrolinj pavyzdj arba chimeras S1-12 (12 Lentel¢) laisvoje skaléje nuo 0 iki 5 paly-
gindami su standartiniy fotografijy rinkiniu, paimtu remiantis standartinémis reakcijomis j dozes
nuo DRG iki NGF vis¢iuky E8 embriono, esant dozavimo lygiui nuo 0 iki 20 ng/ml. Dydis 0 rodo,
kad néra atsako; dydis 1 rodo pastebimg aktyvumg su i¥auga apie 10-50 skaiduly (ekvivalentiSkai
jprastam atsakui nuo 20 iki 100 pikogramas/ml NGF); dydis 2 rodo vidutin aktyvuma su iSauga
daugelio skaiduly su akivaizdZiu halo; dydis 3 rodo gera aktyvuma su iSauga daugelio ilgy skaiduly;
dydis 4 rodo stipry aktyvuma su gausia skaiduly iSauga ir dydis 5 rodo masyvy skaiduly augima, kas
ekvivalentiska maksimaliam atsakui pradiniame NGF lygyje (apie 1-10 nanogramas/ml). Rezultatai
eksplantaty 12 Lenteléje rodo maksimalia skaiduly auga, pastebimg prie pradiniy lygiy kiekvieno
supernatanto, nustatytg priklausomybés dozé-efektas analizéje. Supernatantus analizuoja diapazono
ribose nuo 0.1 iki 83 mkl prie galinio tirio 2 ml. Kituose tyrimuose eksplantaty aukstesnés koncen-
tracijos S4 asocijuojasi su aukstesném iSaugos reik$meém.

12 LENTELE
Sarasas jjungty supernatanty:
Klonai Santykinés Specifinis Eksplantaty*
ekspresijos aktyvumas duomenys
lygis atzvilgiu

lasteliyPC1I2 DRG NG  SG
NGF -wt 100% 100% 5 1 5
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Vektorius --- --- 0 0 0
S-1 200% 25% 5 1 5
S-2 100% 100% 5 2 5
S-3 100% 100% 5 3 5
S-4 20% 100% 1 1 1
S5 5% 100% 1 1 1
S-6 100% 100% 5 3 5
S-7 50% 100% 5 2 5
S-8 100% 100% 5 2 5
S-9 100% 100% 5 4 5
S-10 100% 100% 5 4 5
S-11 50% 50% 5 1 5
S-12 100% 50% 5 3 5

* skaiduly i$auga per 24 valandas

9.3. APTARIMAS

Netikéta, bet i duomeny sekty, kad neZidrint pakeitimo NGF sri¢iy BDNF seka, dauguma
chimery NGF-BDNF ilaiko pilng aktyvums lgsteliy, atsakingy uz NGF. ]vairas kiekiai daugumos
chimeriniy neurotrofiniy faktoriy rodo aukstus aktyvumo lygius, skatinand¢ius neuriting ifaugg, PC12
lasteléms, kurie lygintini su aktyvumu NGF laukinio tipo. Ten, kur yra Bimtys, S-1, matyt,
pastebimai maZiau aktyvus, negu NGF laukinio tipo, o chimeros S-11 ir S-12 Breiskia apie 50%
NGF specifinio aktyvumo. Tadiau, iSlaikymas pilno aktyvumo NGF, daugumai chimery yra
nelauktas, i§ prad#iy laukta, kad kai kurie maZiau svarbus pakitimai kritinése srityse NGF seka gali
duoti Zymy aktyvumo netekimg.

Be to, nustatyta, kad dauguma chimeriniy neurotrofiniy faktoriy i cia tirty, kaip pavyzdZiui
NGF, indukuoja maksimaly atsakg dorsalinés $aknelés ganglijuje ir simpatiniame ganglijuje kaip jy
eksplantatai. Kaip parodyta 12 Lenteléje, faktiskai visos iSmegintos chimeros rodo maksimaly akty-
vuma atvilgiu dorsalinés $aknelés ganglijy ir simpatiniy ganglijy. Pastebéta, kad chimera S-12 turi
specifinj aktyvumg 3-5 kartus didesnj, negu NGF dorsalinés $aknelés ganglijy eksplantatuose, tai
rodo, kad S-12 gali biti "superagonistu” NGF aktyvumo, bent jau kai kurioms taikinio lastelems.
Galimas paaiskinimas S-12 aktyvumo kaip superagonisto, gali buti tame, kad pakeitimas BDNF
sekos gali sukelti konformacinius pakitimus struktiroje NGF, kas duos aktyvumo S-12 padidéjima
receptoriui NGF, arba, alternatyviai, padidinta stabilumg S-12 irimo procesams. Be to, dauguma
chimery rodo papildoma aktyvamga atZvilgiu ganglijaus, paprastai atsakingo uz BDNF daugiau,
negu uz NGF. NGF palaiko iSgyvenima ir neuriting ifaugg i§ vii¢iuky embriony dorsalinés Sakneles
ganglijaus sensoriniy neurony ir simpatinés grandinés paravertebraliniy ganglijy eksplantaty
kultiry, tadiau nerodo Zymaus poveikio j eksplantatus sensoriniy neurony mazginio ganglijaus,
turinéio plakoding prigimtj (Lindsay et al., 1985, Dev. Biol. 112:319). Priesingai, BDNF palaiko
iSgyvenima ir neuritine iSauga i eksplantaty dorsalinés $aknelés ganglijaus ir eksplantaty mazginio
ganglijaus, tadiau nerodo jokio poveikio | simpatinius ganglijus. Kaip parodyta 12 Lentel¢je,
dauguma rii$iy i§ chimeriniy neurotrofiniy faktoriy NGF-BDNF indukuoja skaiduly iSaugg mazginio
ganglijaus eksplantatams nuo vidutinés iki stiprios, kas charakteringa BDNF-tipo aktyvumui. Chi-
meros 3, 4, 6, 9, 10 ir 12, visos rodo mazginiy ganglijy aktyvuma, kuris Zymiai virsija bet kurj efekta,
stebéta atzvilgiu NGF. Todél atrodo, kad visa eilé seky modifikacijy, pradedant nuo amino galo iki
karboksilo galo NGF, gali duoti BDNF-tipo aktyvamg arba aktyvumg kity neurotrofiny $eimos
nariy.
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10. MIKROORGANIZMU DEPONAVIMAS
Tokios kDNR yra deponuotos Amerikos Tipiniy Kultiry Kolekcijoje (ATCC), Rokvile, Merilende:

Chimeriniy molekuliy pavadinimas Sutrumpinimas Depozito Nr.
pBJ51mN/hB-54 S4 40859
pBJ51mN/hB-59 S9 40861
pBJI51mN/hB-510 S10 40858
pBJ51mN/hB-S812 S12 40860
pC8hB/hN-R8 R8 40862
pC8hmN/myc-NM1 NM1 40864
pC8hB/myc-BM1 BM1 40863

Sis i¥radimas neturi bati ribojamas &ia aprasyty specifiniy varijanty apimties. I3 tikro, jvairios
isradimo modifikacijos, be aprasyty &ia, pasidarys aiskios Sios srities technikos specialistui, kai jis
perZiiirés apragyma ir pateiktus bréZinius. Tokios modifikacijos krenta | pateiktos iSradimo formules
apimtj.



190

35

ISRADIMO APIBREZTIS

1. Chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis neurotrofinj aktyvumg ir turintis (I) bent jau dalj
lgstelinio faktoriaus ir (II) bent jau dalj kito peptido.

2. Faktorius pagal 1 punkts, besiskiriantis tuo, kad lastelinis faktorius yra neurotrofinis fakto-
rius.

3. Faktorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad lgstelinis faktorius yra nerviniy lgsteliy
augimo faktorius.

4. Faktorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad lastelinis faktorius yra neurotrofinis fakto-
rius smegeninés kilmes.

5. Faktorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad lastelinis faktorius yra neurotrofinas-3.

6. Faktorius pagal 1 punkts, besiskiriantis tuo, kad lgstelinis faktorius yra ciliarinis neurotro-
finis faktorius.

7. Faktorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra lastelinis faktorius.

8. Faktorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra neurotrofinis faktorius.

9. Faktorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra nerviniy lgsteliy augimo fak-
torius.

10. Faktorius pagal 1 punkty, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra neurotrofinis faktorius
smegenines kilmes.

11. Faktorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra neurotrofinas-3.

12. Faktorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra lgstelinis neurotrofinis fak-
torius.

13. Faktorius pagal 1 punkts, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra antigeninis peptidas.

14. Faktorius pagal 1 punkts, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra dalis myc-baltymo.

15. Faktorius pagal 14 punkts, besiskiriantis tuo, kad peptidas yra peptidas, turintis sekg
GLU-GLN-LIZ-1 EU-ILE-SER-GLU-GLU-ASP-LEU.

16. Faktorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad 1gstelinis faktorius yra neurotrofinis fak-
torius, kuris yra neurotrofiny geny Seimos narys.

17. Faktorius pagal 16 punktg, besiskiriantis tuo, kad turi izoelektrinj taska (pI) apie 9-10.

18. Faktorius pagal 16 punktg, besiskiriantis tuo, kad jjungia keturias cisteino liekanas,
iSsidéséiusias tokiose keturiose chimerinio neurotrofinio faktoriaus aminorigstinés sekos padétyse:
maZdaug prie amino riigSties 14, maZdaug prie amino rugsties 57, maZzdaug prie amino rigsties 67,
maZdaug prie amino ragsties 79, maZzdaug prie amino rugsties 108 ir maZzdaug prie amino rigsties
110, arba analogiSkose padétyse atZvilgiu insercijy arba delecijy homologinéje sekoje, kuri biadinga
neurotrofiny $eimos nariams.

19. Faktorius pagal 16 punktg, besiskiriantis tuo, kad jjungia penkias cisteino liekanas,
iSsidésciusias tokiose penkiose chimerinio neurotrofinio faktoriaus aminorugstinés sekos padeétyse:
mazdaug prie amino riigSties 14, maZdaug prie amino ragsties 57, mazdaug prie amino rigsties 67,
maZdaug prie amino rigsties 79, maZdaug prie amino rigsties 108 ir maZdaug prie amino rigsties
110, arba analogiskose padetyse atZzvilgin insercijy arba delecijy homologinéje sekoje, kuri bidinga
neurotrofiny Seimos nariams.

20. Faktorius pagal 16 punkta, besiskiriantis tuo, kad jjungia Sesias cisteino lickanas, iSsidés-
¢iusias tokiose Sesiose chimerinio neurotrofinio faktoriaus aminorugstinés sekos padétyse: mazdaug
prie amino rigsties 14, maZdaug prie amino riigSties 57, maZdaug prie amino ragsties 67, maZzdaug
prie amino rigsties 79, maZdaug prie amino rigsties 108 ir maZdaug prie amino rigsties 110, arba
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analogiskose padétyse atZvilgiu insercijy arba delecijy homologineje sekoje, kuri budinga neurotro-
finy Seimos nariams.

21. Faktorius pagal 17 punkts, besiskiriantis tuo, kad jjungia keturias cisteino lickanas,
i$sidésdiusias tokiose keturiose chimerinio neurotrofinio faktoriaus aminorugstines seckos padetyse:
maZdaug prie amino ragities 14, maZdaug prie amino ragsties 57, mazdaug prie amino rugsties 67,
ma?daug prie amino rigities 79, maZdaug prie amino rugsties 108 ir maZdaug prie amino rugsties
110, arba analogiskose padétyse at¥vilgiu insercijy arba delecijy homologin¢je sckoje, kuri budinga
neurotrofiny Seimos nariams.

22. Faktorius pagal 17 punkts, besiskiriantis tuo, kad jjungia penkias cisteino liekanas,
i$sidés¢iusias tokiose penkiose chimerinio neurotrofinio faktoriaus aminorigstines sekos padetyse:
maZdaug prie amino rigsties 14, mazdaug prie amino rigsties 57, mazdaug prie amino ragsties 67,
maZdaug prie amino rigsties 79, maZdaug prie amino rigsties 108 ir maZdaug prie amino rugsties
110, arba analogiskose padétyse atZvilgiu insercijy arba delecijy homologinéje sekoje, kuri budinga
neurotrofiny $eimos nariams.

23. Faktorius pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad ijjungia Sesias cisteino lickanas, iSsidés-
diusias tokiose Sesiose chimerinio neurotrofinio faktoriaus aminorugstinés sekos padétyse: mazdaug
prie amino rigsties 14, maZdaug prie amino rigsties 57, maZdaug prie amino rigsties 67, maZdaug
prie amino ragsties 79, maZdaug prie amino riigéties 108 ir maZdaug prie amino rugsties 110, arba
analogiskose padétyse at¥vilgiu insercijy arba delecijy homologinejé sekoje, kuri budinga
neurotrofiny Seimos nariams.

24. Faktorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S1,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminortgsting
sekg, i§ esmés pateiktg chimerai S1 10 Pav.

25. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S2,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorigsting
seka, i§ esmés pateikta chimerai S2 10 Pav.

26. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S3,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorugsting
seka, i§ esmés pateiktg chimerai S3 10 Pav.

27. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-34,
kuri yra deponuota ATCC su depozito numeriu 40859, arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chi-
merinis neurotrofinis faktorius, turintis aminoragiting seka, i§ esmés pateikta chimerai S4 10 Pav.

28. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S5,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorugsting
seky, 1§ esmés pateikta chimerai S5 10 Pav.

29. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ5S1ImN/hB-S6,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminoriigsting
seka, i§ esmés pateiktg chimerai S6 10 Pav.

30. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S7,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminortigsting
seka, i§ esmés pateiktg chimerai S7 10 Pav.

31. Faktorius pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S8,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorugsting
seka, i§ esmés pateikta chimerai S8 10 Pav.
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32. Faktorius pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S9,
kuri yra deponuota ATCC su depozito numeriu 40861, arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chi-
merinis neurotrofinis faktorius, turintis aminoriig$ting seka, i§ esmés pateikta chimerai S9 10 Pav.

33. Faktorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S10,
kuri yra deponuota ATCC su depozito numeriu 40858, arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chi-
merinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorigsting seka, iS esmés pateikta chimerai S10 10 Pav.

34. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S11,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminoriigsting
sekg, i§ esmés pateiktg

chimerai S11 10 Pav.

35. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pBJ51mN/hB-S12,
kuri yra deponuota ATCC su depozito numeriu 40860, arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chi-
merinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorigsting seka, i§ esmés pateikta chimerai S12 10 Pav.

36. Faktorius pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R1, arba
jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminortigsting sekg, is
esmes pateiktg chimerai R1 5 Pav.

37. Faktorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R2, arba
jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorigiting seka, i
esmes pateikta chimerai R2 5 Pav.

38. Faktorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R3, arba
jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminoragsting seka, i§
esmeés pateiktg chimerai R3 5 Pav.

39. Faktorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R4,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorigsting
seka, 1S esmes pateiktg chimerai R4 5 Pav.

40. Faktorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-RS, arba
jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminortigsting sekg, is
esmes pateikta chimerai RS § Pav.

41. Faktorius pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R6,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminoriig§tine
seka, i§ esmés pateiktg chimerai R6 5 Pav.

42. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantistuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R7,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminordgsting
seka, i§ esmées pateikta chimerai R7 5 Pav.

43. Faktorius pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R8,
kuri yra deponuota ATCC su depozito numeriu 40862, arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chi-
merinis neurotrofinis faktorius, turintis aminortgsting seka, i esmés pateiktg chimerai R8 5 Pav.

44. Faktorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R9,
arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorigstine
seka, i§ esmes pateikta chimerai R9 S Pav.

45. Faktorius pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/hN-R10, arba
jo funkcinis ekvivalentas, kuris yra chimerinis neurotrofinis faktorius, turintis aminorigstine seka, i$
esm¢és pateiktg chimerai R10 5 Pav.

46. Faktorius pagal 1 punkty, besiskiriantistuo, kad koduojasi plazmide pC8hmN/myc-
NM1, kuri yra deponuota ATCC su depozito numeriu 40864, arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris
yra NM1 § Pav.
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47. Faktorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad koduojasi plazmide pC8hB/myc-

BM1, kuri yra deponuota ATCC su depozito numeriu 40863, arba jo funkcinis ekvivalentas, kuris
yra BM1 5 Pav.

48. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad jos sudétyje yra chimerinis neurotrofinis fak-
torius, kuris turi neurotrofinj aktyvumg ir jjungia (I) bent dalj 1astelinio faktoriaus ir (II) bent dalj
kito peptido.

49. Farmaciné kompozicija pagal 48 punkts, besiskirianti tuo, kad lgstelinis faktorius yra neu-
rotrofinis faktorius.

50. Farmacine kompozicija, besiskirianti tuo, kad savo sudetyje turi chimerinj neurotrofing
faktoriy pagal punktus 16, 17 arba 18.

51. Nukleininés rugsties molekule, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 1 punkta
arba jo funkcinj ekvivalenta.

52. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofini faktoriy pagal 2 punktg
arba jo funkcinj ekvivalenta.

53. Nukleinines riigsties molekule, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 3 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents.

54. Nukleininés rugsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 4 punkta
arba jo funkcinj ekvivalents.

55. Nukleininés rugsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 5 punktg
arba jo funkcinj ekvivalenta.

56. Nukleininés riigstics molekule, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 6 punktg
arba jo funkcinj ekvivalenta.

57. Nukleininés ragsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 7 punktg
arba jo funkcinj ekvivalentg.

58. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 8 punkts
arba jo funkcinj ekvivalents.

59. Nukleininés rugsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 9 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents.

60. Nukleininés ragsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 10
punkta arba jo funkcinj ekvivalents.

- 61. Nukleininés ragsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 11

punkta arba jo funkcinj ekvivalenta.

62. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 12
punktg arba jo funkcinj ekvivalents.

63. Nukleinines rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 13
punktg arba jo funkcinj ekvivalenta.

64. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerini neurotrofinj faktoriy pagal 14
punkta arba jo funkcinj ekvivalents.

65. Nukleininés rigSties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 15
punktg arba jo funkcinj ekvivalents.

66. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 16
punktg arba jo funkcinj ekvivalenta.

67. Nukleininés riigities molekul¢, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 17
punkta arba jo funkcinj ekvivalenta.

68. Nukleininés ragSties molekul¢, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 18
punkta arba jo funkcinj ekvivalenta.
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69. Nukleininés ragsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 19
punktg arba jo funkcinj ekvivalents.
70. Nukleininés riigties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 20
punktg arba jo funkcinj ekvivalenta.
71. Nukleininés rigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 21
punktg arba jo funkcinj ekvivalents.
72. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 22
punktg arba jo funkcinj ekvivalents.
73. Nukleininés rigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 23
punkta arba jo funkcinj ekvivalenta.
74. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofin faktoriy pagal 24
punkta arba jo funkcinj ekvivalenta.
75. Nukleininés rigsties molekulé¢, koduojanti chimerinj neurotrofini faktoriy pagal 25
punkta arba jo funkcinj ekvivalents.
76. Nukleininés ragities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 26
punktg arba jo funkcinj ekvivalents.
77. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 27
punktg arba jo funkcinj ekvivalents.
78. Nukleininés rigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 28
punktg arba jo funkcinj ekvivalents. '
79. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 29 punkts
arba jo funkcinj ekvivalents.
80. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 30 punkts
arba jo funkcinj ekvivalentg.
81. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 31 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents.
82. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 32 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents.
83. Nukleininés ragsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 33 punkta
arba jo funkcinj ekvivalents. '
84. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 34 punkts
arba jo funkcinj ekvivalenta. '
85. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 35 punkta
arba jo funkcinj ekvivalents.
86. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 36 punkts
arba jo funkcinj ekvivalents.
87. Nukleininés riigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 37 punkta
arba jo funkcinj ekvivalents.
“88. Nukleininés rigsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 38 punkts
arba jo funkcinj ekvivalents. ‘
89. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 39 punkta
arba jo funkcinj ekvivalents. '
90. Nukleininés ragsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 40 punkty
arba jo funkcinj ekvivalents.
91. Nukleininés rigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 41 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents.
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92. Nukleininés rugsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 42 punkta
arba jo funkcinj ekvivalentg. ,

93. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 43 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents.

94. Nukleininés rugities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofini faktoriy pagal 44 punkta
arba jo funkcinj ekvivalentg.

95. Nukleininés rugities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 45 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents.

96. Nukleininés rugsties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 46 punkts
arba jo funkcinj ekvivalentg.

97. Nukleininés riigéties molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 47 punkts
arba jo funkcinj ekvivalentg.

98. Nukleininés riigities molekulé, koduojanti chimerinj neurotrofinj faktoriy pagal 48 punktg
arba jo funkcinj ekvivalents. 4
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