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BIOLOGISKAI AKTYVAUS CILIARINIO NEUROTROPINIO FAKTORIAUS
GAMYBOS BODAS IR PANAUDOJIMAS

Sis ifradimas skirtas rekombinantinés DNR molekuléms,
koduo janéioma eiliarin] neurotropint faktoriy <CGNTF>, ir peptidams
be.i proteinams, susidarantiems 1£ jo. CONTF ir jam giminingos
moleku-lés,‘éauﬁos pagal 8| isradimg, galli bati panaudotos fvairiy
~nerviniy ligy gydymui. . - '
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Jau 'tdentifikuoti keli fpkt.orial; kurie daro {taka nervy si1atemos
augimult S ¢ 'vys't,ymuisi. Manoma, kad Sie faktorial gali valdinti

svér‘l:?q vaidmeni neuroniniy pbpuliaci Ju iggyvenimo palaikymui

subrendusio Je, "o tailp pat ‘hqsubrendusio_je aiatemo je. Daugelio
neuroniniy pobuliaci Ju normaliame vystymesi yra t.am tikras
lagteliy 2Zuvimo latkotarpis, per kuri ZQva dauguma pradinés
populiaci jos nariy <(Hamburger ir Levi-Montalcini, 1949, J. Exp.

Zool. 11I: 457-501; Hamburger, 1958, Amer.J.Anat. 102! 365-410;

Hamburger, 1275, J. Comp. Neurol. 1560 §35-%544; Cowan ir wengler,
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1968, J. Exp. Zool, 168&: 105-124; Rogers ir Cowan, 1973, J. Comp.
Neurol., 147: 291-320; Clarke ir dCowan, 1976, J. Comp. Neurol.
167: 143-164; CGlarke ir kt., 1976, [J. Comp. Neurol. 1&7: 125-142;
Hollyday ir Hamburger, 1976, J. Comp. Neurol, 170: 311-320, Varon
ir Bunge, 1978, Annual Rev. Neur. ], 327-3&62>. Buvo parodyta, kad
neurony ifgyvenimas proporcingas inervuotos teritordjos dydZiui:
kuo maZXesné duotos neurony popullacijos taikinio Zzona, tuo
maZesnis skai&luz neurony, kurie ifgyvenz po neurony Zaties
laikotarpio. Buvo padaryta prielaida, kad ezan&io #&loje zono je
neuroninio faktoriaus kiekis gali bati susi jes sU neurony
igzyvenimu.

Kol kas lablausial apibOdintasz {2 #iy neuroniniy molekuliy yra
nervy augimo faktorius (NAF), ir in vitroc bel in vivo parodyta,
kad jis yra batinas simpatiniy ir nervinés keteros kilmés
sensoriniy neurony ifzyvenimui ir vis&iuko, ir Ziurkes ankstyvame
vystymesl <(Levi-Montalcini ir Angeletti, 1943, Develor Biol. 7:
653-659; Levi-Mantalaini  in Ut 1958 Physiol. Rev 48: 524-5é69
Buvo nustatyta, kad i&valyto NAF injekci jos i besivystanti
vig&iuko embriona sukelia masyvia hiperplazijs ir nugaros =smegeny

sensoriniy neurony bei simpatiniy neurony hipertrofi ja
(Levi-Montalcini ir Bucer, 1260, Proc. Natl. Acad Sci. JAV, 464:
373-384; Hamburger ir kt. , 1981 » J. Neurosci. I: &0-71).
PrieZingai, endogeninio NAF pasalinimas arba sekvestraci ja
kasdieninémis antikaony prieg NAF injekcijomis naujagiméms Ziurkéms
galilausiai sukélé simpatinés nervy sistemos destrukci jg

{Levi-Montalcini ir Bucer, 1940, Proc. Natl. Acad Scl. JAV, 44
384-391; Levi-Montalcini ir Angeletti, 1946, Pharmacol. Rev. 18:
617-628>. NAF velkimas antikOnais netgd ankstyvuo ju vystymosi
laikotarpiu arba antikany ivedimu i gimds, arba pasyvaus
transplacentinio motinos antikngy pernef£imo badu, kaip buvo
parodyta, sukelia Zymig nervinés keteros sensoriniy neurony, tokiy
kaip nmugaros smegeny sensorinial neuronal beil dorsomedialinial
trigakial neuronal, Z0ti d{(Goedexrt ir kt., 1984, Proc. Natl Acad.
S5ci., JAV, 81: 1580-1584; Gorin ir Jhonson, 1979, Proc. Natl.
Acad. Sci., JAV, 76 5382-5386>. Dar nesenial bevelk visi NAF
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tyriné jimai buvo =sukoncentruoti aple jo vaidmeni periferiné je
nervy sistemoje, bet dabar manoma, kad NAF taip pat daro itaksy
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centrinés nervy sistemos neurony specifiniy populiacijy vystymuisi
ir palaikymui <(Thoenen ir kt. , 1287, Rev. Physiol. Biochenm.
Pharmac. 109: 145-178; Whittmore ir Seiger, 1987, Brain Re=s. Rev.

12: 439-444).

Neurotropiniai faktoriai, kurie nebuvo taip gerai apibodinti kalp
NAF, apima smegeny neurotropin] faktoriy (SNTF) ir ciliaring
neurctropini faktoriy J(CONTF).

2.2. Cillariniz neurotropinis faktorius

Ciliariniai neurotropiniai faktoriali <CNTF> yra proteinal, kurie
specifisdkal reikalingi vig&iuko embriono cillarinio gan.zl jo
neurony ifgyvenimui in vitrog (Mantorp ir kt., 1980, J. Neurochem,
34: &9-73). Anatomigkal ciliarinis gangll jas yra is=sidéstes
akiduobés viduje 1ir gull tarp tiesiojo lateralinio raumens ir
optinioc nervo maksties; 1= gauna parasimpatines nervines
skaidulas 18 akies Jjudinamojo nervo, kuris inervuoja vyzdZio
cillarini ir sutraukiamsii raumenis, o tadp pat lygiuosius

raumenis, esanéius akies kraujagysliniame apvalkale.

Buvo nustatyta, kad ciliarinio gangli jo neuronai priklauso
neuroninéms populiaci joms, kurios turi tam tikrus lastelinés
Zaties periodus. Buvo pastebéta, kad ciliariniame vig&iuko
gangld juje pusé neurony, turimy B8-ta embrioninioc vystymosi {EW
dieng, 2Zuvo Ei14 <(Landmesser ir Pilar, 1974, J Physiol, 241:
737-749). Per ta pati lalkotarpi ciliarinio gangll jo neuronai
sudaro junginius su Jjy taikinio audinials, batent., ciliariniu kanu
ir akies kraujagy=liniu apva.lkalu.’ Landmesser ir Pilax 1974,
JPhysiol. 241: 715-73&> pastebéjo, kad akies pagZalinimas pries&
lgatelinés ZOtiez lalkotarpj sukelia beveik visigdks ciliariniy
gangl jg = neurony Zuvimag ipsilateraliniame gangli juje.
Priesingal, Narajan 1ir Narajan <1978, J. Embriol. Ex Morphol.,
44: 53-70> pastebé jo, kad implantuojant papildomg akies uZuomazgs,
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kartu padidinant turimo talkinio kiek{, ciliarinio gangll jo
neurony =0tis gall bOti sumaZinta Sie rezultatal derinasi su
neurotropinioc faktoriaus, kuris veikia ciliarinio gangll jo
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neuronus, egzistavimu.

Nustatyta, kad cillarinio gangl jaus <Cad neuronai kultaro je
reikalauja faktoriaus arba faktoriy iZgyvenimul. Ciliarinio
neurotropinio faktoriaus <(arba faktoriy) aktyvumas buvo rastas
kondicionuotose terpése su vii&iuko raumeny lastelémiz (Bennett ir
Nurcombe, 1979, Brain Res. 173 543-%<: Nishi 1ir Berg, CeE
Nature 277: 232-234; Varon ir kt, 1979, Brain Res. 173: 29-3435),
raumeny ekstraktuose (Mc.Lennan ir Hendry, 1978, Neurosci. Lett,
10: 269-273; Bonhady ir kt., 1980, Neurosci. Lett. 18: 197-2013,
vig&iuko embriono ekstrakte (Varon i1ir kt., 1979, Brain Res. 173:
29-45; Tuttle ir kt., 1980, Brain Res. 183: 161-180), ir terpéje,
turin&ioje sirdies Ilastelly <Helfand ir kt., 19746, Dev. Biol SO
541-547; Helfand ir kt.,, 1978, Exp. Cell. Re=s., 113: 39-45;
svaretymui taip pat Zior. Adler ir kt., 1979, Science, 204:
1434-14346 ir Barbin ir kt., 1984, J. Neurochem., 43: 14468-1478).

Adler <1979, Sclence, Z04: 1434-1436) naudo jo eksperimentine
sistemsy, paremtas CO-neurony . mikrolunkinémis kultaromi=s
{pademonst.ruoti tad, kad akies vidaus raumeny audiniuvose,
inervuotuose CGE-neuronaiz, yra turtingas CNTF Saltinis). I& 8000
trofiniy vienety (TV), eszan&iy embrione EIZ, 2500 TV buvo rasta
akies audiny je; aktyvumas pasirodé lokalizuotas daly je
{frakci jo jed, turingio je ciliaring kans ir kraujagysling
apvalkala, su specifiniu aktyvumu, maZdaug 20 karty didesniu negu
embrioniniuose ekstraktuose apskrital.

Véliau Barbin ir kt. pranefé (1984, J. Neurochem., 43: 1448-1478)
apie CNTF i viZ&iuko embriono akiez audinio isSvalymo metodiks.
Taip pat buvo nustatyta, kad ONTF aktyvumas susijes =su ne-GG
audiniais, {skaitant 2Ziurkés sédmenini nervyg (Williams ir kt.,
1984, Int. J. Develop. Neurosci. 218: 460-470>. Mantorp ir kt.
{1986, Brain Res. 3467: 282-284> paskelbé apie Zinduoliy CNTF



S

aktytvumo iSvalymg is suaugusios Ziurkés sédmeninio nervo
ekstrakty, naudojant frakcionavimo metodiks, panafia | ta, kuri
buvo naudojama CNTF aktyvumo iZskyrimul i& vidfiuko akies. Be to,
Watters ir Hendri, 987, J. Neurochem., 49: 705-713> aprasieé CNTF
maZdaug 20000 karty didesnio aktyvumo ifvalymo 1i& versiuke 4&irdies
raumens bQda nedenataruotose salygose, naudo jant heparino-afinine
chromatografijs. CNTF aktyvumas taip pat buvo identifikuotas
paZzeisty smegeny audinyje (Mantorp ir kt. 983, Brain Re=s.,, 2&7:
47-56; Nieto~Sampedro ir kt., 1983, J. Neurosci.,, 3@ 2219-2229).
CGarnow ir kt. <1985, J. Neurosci, 5 1955-1971> ir Rudge Iir kt.
€1987, Develop. Brain Res., 32: 103-110> aprafé CNTF aktyvumo 14
audiniy ekstrakty Iidentifikavimo badus po IlIasteliniy ekstrakty,
atskirty elektroforeze, blotingo ant nitrocelluliozinio popleriaus
{Western-blotingas> 1ir paskui baltymo Juosty, turindiy CNTF
aktyvums, identifikavimsa nitroceliuliozés inokuliavimu
Cd-neuronais ir lastelly iZgyvenimo =zony identifikavimu, naudojant
vitalinius daZus. Sie bOGdai buvo naudojami aktyviy polipeptidy
nevalytuose ekstraktuose molekulinés masés nustatymul. Naudodami
2{ bada, Kanov ir kt. 1985, J- Neuro=sci., O 19465-1971)
pastebé jo, kad suaugusios Ziurkés sédmeninio nervo CNTF-aktyvumas
yra kitokiy idmatavimy <24 Kd> negu viiZiuko CNTF <20.4 Kd>.

2.3. Cillarinio neurotropinio faktoriaus funkcines savybés

Yra aprafyti keli CNTF biologiniai poveikial, nors #&iy aktyvumy
molekuliné prigimtis nebuvo geral suprasta. Kaip buvo minéta
auk&éiau, CNTF ankséiau buvoe aprasytas kaip aktyvumas, kuris
palaiko vis&iuko embriono Eg8 ciliarinio gangl jo, kuris yra
parasimpatiné=s nervy =sistemos=s dalis, neurony ifpyvenimsy.
Preparaty, turinéiy CNTF aktyvums, kity bicloginiy savybiy
apragymas yra toks:

Saadat. ir kt.. <1989, J- Cell. Biol., 108: 1807-1814>
pastebé jo, kad Svariauzi Z2iurkés sédmeninio nervo CNTF preparatai
sukelia cholinerging diferenciacijg naujagimiy Ziurkiy virfutinio
kaklo gangli jo neurony kultoroje. Hoffman <1938, J. Neurochem. 51:
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109-113> taip pat nustaté, kad CNTF aktyvumas & vis&iuko akles
padidina cholin-O-acetiltransferazinio aktyvumo lygi tinklainés
monoslucksnio kultOrose.

Hughes ir kt. (1988, Nature 335: 70-73> Iistyré bipotencialiy
glljos lasteliy-pirmtaky populiaci {5 perinataliy Ziurkiy akies
nerve ir jy smegenyse; manoma, kad 1& #ios lastelly popullacijos
i&=sivysto visy pirma oligodendrocital ir paskui 2 tipo astrocitai.
Tyriné jfimuose daroma prielaida, kad oligodendrocitiné
diferenciacija i&=sivysto Ilasteldje- pirmtake 0-2ZA Ol godendro-
citas~2 tipo—astrocitas) nesant Jokio ypatingo augimo faktoriaus,
tuo tarpu 2 tipo astrocity diferenciacija reikalauja specifinio
proteino buvimo. Huzhes=s ir kt. pastebé jo, kad proteinas,
indukuo jantis 2 tipo astrocity atsiradims, panafus arba identiskas
CONTF <%iar. taip pat Anderson, 1989, Trends Neuro=zci., 12: 83-835).

Heymanns ir Unzicker <1987, Proc. Natl Acad. Seci., JAV, 84:
7758-7762> pastebéjo, kad didello greifio neuroblastiniy Ilasteliy
ekstrakty supernatantal parodé poveikius, panafius { tuo=s, kurie
susl je su vidgéiuko embrionoe akies arba sédmeninio Ziurkés nervo
CNTF aktyvumu. Buvo nustatytas proteinas, kuris buvo panasgus
pagal molekuline mase { ONTF, bet ne identiskas.

Ebendal <1987, J. Neuro=sci. Re=s. 17: 19-24) {leskojo CNTF
aktyvumo daugelyje Ziurkés ir viZéiuko raumeny. Buvo stebimas gana
platus aktyvumy, padedandéiy ciiariniy neurony iggyvenimui,
diapazonas Ziurkiy audiniuose, bet ne vi&&iuko raumeny=e; buvo
nustatyta, kad Zlurkés kepeny Ilastelés, bluZnies T-lastelés ir
pazandikaulinés laukoas Ilastelés susijusios su maZu aktyvumu,
padedan&iu Cd8 iSgyvenimui, tuo tarpu Sirdies, smegeny ir
skeletiniy raumeny audinial buvo susije su didesniu aktyvumu,
padedangiu GG ifgyvenimul. Tarp iftirty audiniy did®iausia=s CNTF
aktyvumas buvo pastebétas Ziurkés inkste.

Nors auk&&iau pateikti pavyzdZial parodé, kad daugelis audiniy ir
lasteliy ekstrakty turi panasaus { CNTF savybes aktyvumo <Ly,
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jle palaiko vi&g&iuko embriono E8 ciliarinio gangl jo neurony
iggyvenima biloeksperimentuose audiniy kultarojed, negalima buvo
daryti prielaidos, kad vieninteli= arba identiskas proteinas yra
atsakingas u® Ziuos aktyvumus. Kaip parodyta fibroblasty augimo
faktoriy <FAF> 3Zeimai, pvz., keletas skirtingy polipeptidy arba
baltymy galli pasiZyméti identidku biologiniu aktyvumu viename

bioeksperimente.

I pradEiy buve nustatyta, kad vig&iuko akies ir Ziurkés
sédmeninio nervo CNTF neuroninis specififgkumas apima neurony
populiaci jas, atzakingas {reguliuo jan&ias) NAF. Taciau tiriant
CNTF 1ir NAF vaidmeni neuroniniy populiacijy vystymesi labiau
iZry&ké jo ONTF ir NAF charakteristiky skirtumai. Skaper ir Varon
(1984, Brain Res. 389: 39-46> nagrinéjo D5G (viid&iuko embriono
dorsalinéz #&aknies ganglijo) neurony i#gyvenimo poreikius tarp
embrioniniy dieny E&6.5 ir E15. Buvo pastebéta, kad DRG neuronai,
1% prad%iy reaguojantys tik { NAF, po to pradéjo reaguoti ir |
CNTF, o gallausial su amZiumi prarado reakcija | Siuvos abu
faktorius. Be skirtingo vaidmens vystymesi, CNTF gall skirtis nuo
NAF molekuline mase, izoelektriniu tagku, nesugebé jimu
inaktyvuotis antikOnais prie# NAF ir CNTF =sugebéjimu palaikyti in
vitro NAF-nepriklausomy CG neurony iZgyvenima <(Barbin ir kt.,
1984, J. Neurochem. 43: 1468-1478).

3. Trumpasz i¥radimo apra¥d¥ymas

8is iZradimas skirtas nukleino =sekoms, koduo janéioms ciliarini
neurotroping faktoriy CCNF>, ir proteinams, peptidam= bei
dariniams, gaunamiems 1% Jjo. JIvairiuose ifradimo {gyvendinimuose
nukleino sekos, proteinai ir peptidai pagal &{ idradimg gall boti
naudo jami ivairiy nerviniy susirgimy ir sutrikimy gydymui,
iskaitant, pvz., bet tuo neapsiribo jant, Alzhaimerio Hegsn ir
Parkinsono liga.

Papildomuose jgyvendinimuose CNTF nukleino ragitys, proteinai ir
peptidai pagal 3| iZradima gali bati naudojami  judinamyjy neurony
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Hey, iskaitant, pvZ., bet tuo neapsiribo jant., amiotrofine
lateraline =skleroze <(Lou Gehrig Hegad, gydymui. Specifiniuvozse
iZradimo jgyvendinimuosze CNTF gall bati naudojamas nugaros smegeny
neurony augimo palaikymui, tuo suteikiant bads gydyti nugaros
amegeny paZeidimus, sukeltus traumos, infarkto, infekcijos, maisto
nepakankamumo arba toksiZky medZiagy.

Tollau #is iSradimas pateikia nauja chemiikai gryno CNIF gavimo
bada.

I&radimas talp pat susijes su farmacinémis kompozicijomis, kuriy
sudétyje yra efektyvus CNTF-geniniy produkty kiekis ir kurios gali
bati naudojamos nerviniy ligy ir sutrikimy diagnostikal bei

gydymul.

Bis iZradimas skirtas CNTF klonavimui, sekos nustatymui ir
ekspresijai ir pateikia pirma karts Zmogaus CNTF gavimo badsy,
naudo jant. Emogaus QNTF-koduo Jandia= nukleino sekas. Toliau,
CNTF-nukleino =sekos gali bOti naudojamoz identifikavimui nukleino
seky, koducjan&iy CNTF arba homologines CNTF molekules jvairiuvose
gyvanuose ir audiniuose. Papildomame apecifiniame igradimo
igyvendinime buvo identifikuotas peptidinis fragmentas , turintis
CNTF-aktyvums, ir sudarytas antikonas CNTF-pept.idui,

neutralizuo jantis CNTF -aktyvuma.

3.1 Sutrumpinimai

BRCN bromido cianogenas

ca ciliarinis gangli jas

CNTF ciliariniz neurotropinis raktorius

DEG dorzalinés Saknies gangl jas

Eg, E9 ir t.t. embrioninio vystymosi diena

GFRP gli jos fibrillarinis ragstinis proteinas

NAF nervo augimo faktorius

TV trofinis vienetas; vienas toks vienetas mililitrul

lygus CNTF-aktyvumo kiekiui, palaikan&iam puse
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maksimalaus neurony iZgyvenimo i-ame ml kultariné=
terpeés.

4. BreéeXiniy aprafymas

1 bré%. kDNR klonavimas <a), nukleotidy ir gauta Ziurkés CNTF
aminorogX&iy seka <(b>Naudojami kalp pavyzdZiai oligzonukleotidai
parodyti <cd, o Jy atitinkamos pozicijos <bd. (b> pabraukto=
aminoragitys atitinka peptidy =sekas, gautas & triptiniy {T1-T8>
ir BRCN (CB1-4) CNTF fragmenty. Nukleotidy lygy je seko=s,
atitinkantios koduo jan&isg srity, yra igakirto=s, o signaliné
poliadenilinimo =eka pabraukta. Aminorogscéiy kompozici ja tokia,
kaip gauta 18 iSvalyto CNTF ir kaip numatyta i& CONTF kDNR ddD.

2 bré%. Dvimateée gelio elektroforezé CNTF, kuris buvo
iggrynintas naudojant <{a) DEAE-jony mainy chromatografija ir
preparatyvine SDS-poliakrilamidinio gello elektroforeze; <bd DEAE-
Jony mainy chromatografiis, preparatyvine SDhS-poliakrilamidinio
gello elektroforeze ir toliau chromatografi ja, panaudo jant.
kolonéle Bakerbond Gold G4 Widepore.

3 bréZ vid&éiuko embriono E8 ciliarinio ganglijo kultivuoty
neurony ifgzyvenimas, dalyvau jant tranasformuoty lasteliy Hela
supernatantams ir ekstraktams: E& ciliarinial neuronai augo,
dalyvaujant supernatantams ad 1ir ekastraktams; b) lasteléms Hela,
transformuotoms plazmide be intarpo <{AD ir plazmide, apimand&ia
Ziurkés CNTF kDNR klona E prasminéje <o) ir nepraszminéje {md

orientaci jo je.

4 bréZ. Cad CNTF-mRNR Northern-blot-analizé suaugusios
Ziurkéz audiniuose (&la naudojami tokie paZymé fimad: BR-smegenys;
LIV-kepenys; KiD-ink=stail; MC-raumuo; SK-oda; SCI-sé&dmeninis

nervas; SP-nugaros smegenys; (b> RNR, gauta 1Z& Ziurkeés Jaunikliy
tokio amZiaus: PO~ naujagimiy; P4- keturiy dieny; P13-tryliko=s
dieny.

S bréZ. Rekombinantinis rCNTF trijuose gkirtinguose E.coli
Stamuose. Takells I: standartiniai baltymy markeriai; nurodyta
trijy proteiny molekuliné masé. Takeliali I-3: bendras baltymas,
ekstrahuotas £ E.coli W3110 gF, E.coli HBici ir E.coli MC1041,
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kiekvienas-geimininkas pCP-rCNTF-C-1. Ekatraktus ruosé ir
analizave ant. 8-25%Z poliakrilamidinio gradientinio gelio, kaip
apragyta aukftiau (Panayotatos ir Fontaine, 1988, [J. Biol. Chem.
260: 3173-3177D.

& bré%. ad PCR-%Zmogaus CONTF generuotas =zondas Southern-blot
hibridizacijoje prie Eco RI Zmogaus ir Ziurkiy genominiy DNR
suvirdkinimams. b> Radioaktyvus Ziurkés CNTF Zzondas
Southern-blothibridizaci joje prie Eco RI Zmogaus ir Zlurkés
genominiy DNR suvirsSkinimams.

7 bré%. Daliné CNTF-koduo janti seka i Zmogaus genominés DNR,
amplifikuota PCR; palyginimazs su Zinoma Ziurkés CNTF-koduo janéia
seka. Skirtumai tarp Zmogaus ir Ziurkés 1iSskirtoje aminortgsciy
sekoje parodytl ZvailgZdutémis. Skirtumail DNR seko je parodyti
nelygybés Zenklu ).

8 bré%. Zmogaus CNTF seka:

ad Zmogaus nukleino ir aminoragstiy seka;

b> Zmogaus ir Ziurkés aminoragadéiy seky palyginimas;
c) Zmogaus ir Ziurkés nukleotidy =seky palyzinimas;
d> Pilnas Zmogaus genominés CNTF sekos restrikcijos
Zemeélapis;

9 bré#. AntikOnai prief =intetini peptida (14 aminorags&iy
-ISAL-ESHYGAKDKQ), paremtsy CNTF seka {C-baigiamoji sritisd,
sugebantys inhibuoti bioclogini iZvalyte Ziurkés CNTF aktyvuma po
imunonusodinimo.

10 bréd. Sintetinio CNTF peptidinio fragmento i zZ8
aminorggséiy neurotropinio aktyvumo demonstraci ja.

i1 bréx. Netiesioginiai tyrinéd jimai imunofluorescenct ja,
naudo jant Ziurkés antikonus pries& CNTF-biologidkal aktyvy peptida
i& 28 aminoragZéiy, surisdts su Ziurkés sédmeninio nervo
fiksuctomis sekcijomis ir paskul sureagavusio su rodaminu Zymétu
antiZiurkiniu IgG. DidZioji rodyklé rodo perak=sonini apdaZyma;
nedidelé rodyklé rodo taskus prie Zyméty aksoniniy struktary.

12 bréZ. Z2iurkiy embriony E14 mediodorsaliniy nugaros smegeny
la=steliy disociuoty kultary fazokontrastinés fotomikrograrijos.
Kulttros igaugintos per 72 valandas ant pouornit.ininio‘ substrato,
dalyvaujant.:
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Akontrolinei terpei.
B.terpei, papildytali Ziurkés nervo augimo faktoriumi
{NAF> arba
C.terpei, papildytali Ziurkés rekombinantiniu cillariniu
neurotropiniu faktoriumi (CNTF), gauto E.coli.
Reikia paZyméti platy neurony iSgyvenima ir neurity ataugima,
esant. CNTF. Viena padala= 100 um.

13 bréZ. Motoneurony Iir glijos Ilasteliy kitimai nau jagimiy
Ziurkiy veido nervo branduoliuose su unilateraliniaiz veldo nervo
paZeidimais. Unillateralinis nervo paZeidimas, nesantisz BSA-turinti
gdltq—f?dltj implantanta;

{A> Nissl-apdaZyti motoneuronai veido nervo branduoly je
paZeistoje puse je;

(B> Nissl-apdafyti motoneuronal veido nervo branduoly je
nepaZeistoje pusé je (kontroléd;

{C) veido nervo branduolys paZeistoje puséje, apdaZytas
anti-GFAP antikanu.

14 bréZ. Motoneurony ir glijos lasteliy kitimai nau jagimiy
Ziurkiy (su unilateraliniais veido nervo paZeidimaizd veido nervo
branduolivose. Unilateralinis veido nervo paZeidimas, nesantis
CNTF-turinti gello-puty pavidalo implantanta:

(A Nissl- apdaZkyti veido nervo branduoclio motoneuronai
paZeistoje puséje;

(B> Nissl- apdaZ%yti veido nervo branduolio motoneuronai
nepaXeistoje puséje (kontrolédd;

(C> Veido nervo branduolys paZeistoje puséje, apdaZytas
anti-GFAFP antikGnu; ir

<D> Veido nervo branduolys nepaZeisto je pusé je,
apdaZytas anti-GFAP antikoOnu.

15 bréZ, Kompiuteriu gauto=s hidrofiligkumo, pavirgiaus
tikimybés, lankstumo, antigeninio indek=o, amfifilinés spiralés,
amfifilinés plokftelés schemos ir antriné struktara:

Cad) Ziurkés ir
{b)> Zmogaus CNTF.

14 bré¥. Ekspresai jos plazmidZiy pagrindiniai poZymial.

Promotorius (IacUVS), ribosomas surigantis tafkas d(rbsi 3, CNTF,
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ampR ir kanR genal, o talp pat mutacifos copl1d<0> ir kanid0d.
Plazmidinése konstrukcijose panaudoti restrikcinial saitai Asel,
Eagl., Ndel ir Pvul, kalp aprafyta tekste.

17 bréx. Zmogaus CNTF ir PCR-praimeriai, naudo jami
klonavimui. IZskirta proteina kodojantios srities DNR seka, su
isdéstyta auks&iau isvesta baltymo seka. Tamsios rodyklés
rodo 1 ekzono paskutini nukleotids ir 2 ekzono pirmsy nukleotids;
5~ {r 3’-terminalinés introninés sekos parodytos skliaustelivo=zse
virg rodyklly. Rodykliémis parodytos pasirinkty oligonukleotidiniy
praimeriy poliarifkumo padétys 5 ir 3% PvaigZdutés nurodo

nesuderinamumus. Praimeriy <nue 5 1ki 3’> oligonukleotidy =seko=s

yra tokios:

CNTF.23: GUTTTCACAGAGCATTCACCS;

CNTF.21: AGGUCCTGATGCTTCACATAGGATTCCGTAAGAG;
CONTF.22: CTCTTACGGAATCCTATGTGAAGCATCABGAECCT;
CNTF.10: GCAAGCTTCTAGAATTCOCAGGCATCCCATCAGCCT;
CNTF.24: GAGACHGCCETAACTOTTACATTTTCTTGTTATTAG;
CNTF.11: GACGTCGAGTCGACATCGGAGATGACTGAGGCAGA.

18 bré:. Zmogaus ir Ziurkéss CNTF ekspresijos palyginimas,
naudojant jvairius vektorius. Bendras baltymas 12 nurodyty Stamy
buvo analizucjamas ant 8-257 polakrilamidinio gelio, apdaZzyto
Koomasi. Nurodytos markeriy molekulinés maszsés (Simtai=s> -M, o taip
pat juosty, atitinkanély Zmogaus CONTF, Ziurkés CONTF, ampR ir kank
proteinus, pozicijo=.

17 bré¥. CNTF iS&valymas. <(Ad>: 2iurkés CNTF. {B>: Zmogaus:
GNTF. Lizatas: bendras lastelinis proteinas; 8 M GuACi:
dializuotas ekstraktas; 05, 5, 10, 5S0: proteino kiekis Hg
pakrauto ant kiekvieno takelio po DEAE-Sepliacel arba Fast-S.

20 bréZ. Nuo dozés priklausanti ciliariniy neurony reakciija i
natraly ir rekombinantini Ziurkés CNTF. Vis&iuko embriono Eg8
disociuoty cillariniy neurony ifgyvenima=s, esant didé jantiems
Ziurkéz CNTF kiekiams, ifmatuctas kalp aprafyta skyrelyje 12.7.

21 bréZ. VidZiuko embriono E10 dorsalinés Saknies gangll jy
(DéG) eksplantantiniy kultary <A,BD ir di=sociuoty, vif&iuko
embriono E8 ciliariniy ganglijy <€ praturtinty neuronais kultary
<C,D,E> fotomikrografijo=s. A, B yra kontrolés <(A) tamsaus lauko ir
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apdoroty CNTF <(B; GSmg/ml> eksplantanty DRGE mikrografijos po 48
valandy kultaroje. €, D ir E yra kontrolés <G ir CNTF-apdoroty
<D, 100 mgrsml; E,5 mz/mld ciliarinio ganglijo neurony disocijuoty
kultory fazokontraztinéa mikrografijos. Skalés mastells = 400 um
(A, B> ir 50 um <C,D,BED.

22 bréZ Istiesintos CNTF proteiny sekos. Parodytos Zmogaus
¢(hu), Ziurkés Ortd ir triusico ((rbd aminorogiéiy =ekos. Joms i
definé=s parodytas ekspresijos vektorius, koduojantis kiekviens is
iy molekuliy. Panelyje (AD tadkals paZymétos liekanos, identifkos
ty padiy gyvany rasiy seky laukiniam tipui. Liekanos,
besiskiriantios  nuo laukinio tipo, parodytos didZiosiomis
raidémis. Atllekamos prijungtos lMdekanos kailp svetimo peptido
dalliz parodytoz maZosiomis raidémis.

23 brék Ventraliniy nugaros smegeny lasteliy
fazokontrastiné mikrografija po & dieny kultaroje. Lastelés buvo
usétos 0.5 x 107 lastelly { 35 mm indelf tankiu ir buvo laikomos
terpéje Fi12 MEM HSSFCSB.EOX.

24 bréZ.  Neurofilamentiniali <«NF> lygiai ventraliniy NUgArocs
raumeny neurony kultoroje. Kultaros paséjimo dieng buve apdirbtos
CNTF <10 ng-ml> arba NAF (50 ng/ml> ir 7-ta dieng buvo tiriami
NF-lyzial. NF-proteinas buvo randamas NF-antikanu (RT-97),
reakci jog produktai buvo vizualizuo jami, naudo jant. OPD kaip
substratsg, ir esant 490 nm matavo OD (vidurkis * SEM), n=3.

25 bréx. CNTF poveikis AchE-turin&iy neurony iggyvenimui.
Ventraliniy nugaros =smegeny neuronal buvo auginami kultaroje 7
dienas, po to apdirbami AchE histochemijai. ApdaZytos la=stelés
buvo skaifiuojamos, padidinus 32 kartus ir buvo ifreiZkiamos kaip
bendras kiekis X5 mm indelyje, n=3.

26 bréZ. A. Augimo faktoriy poveikis CAT aktyvumui
ventraliniy nugarozs smegeny kulttroje. KultaQros paséjimo diens
buvo apdirbamos FAF (50 ng/ml>, CNTF <10 ng-/ml>, NAF <S50 ng/ml>
arba PBS/BSA 0.5 mg/mld). CAT buvo iZreikstas CPM/35 mm indely je
{vidurkis SEM)>, n=3.

B. Didé jan&iy CNTF poveikis CAT aktyvumud. Ventralinio
rago lastelés paséijimo diena buvo apdirbamos ivairiomis CNTF
(ngs/ml> dozémis. 7-ty diens kultaros buvo surenkamos CAT-
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aktyvumo, iSreikZto pmoi {vald matavimams 35 mm indely je
Cvidurkis SEM), n=3 kiekvienal dozei.

27 bréZ, CNTF poveikis CAT- aktyvumui, pridéjus su uZlaikymu
CNTF <10 ng/ml> 0.2 arba & diensy, ir =zsurenkant kultaras CAT-
aktyvumo matavimul atitinkamal 7,9 ir 13 diena. CAT i&reisSkiamas
CPM (ng proteinod 35 mm indelyje (vidurkis SEM), n=3.

28 bréZ. CNTF <10 ng/ml> poveikis CAT-aktyvumui ventraﬁniq
nugaros smegeny su sumakinta glija kultarose. Aga € <0.5 nM) buvo
pridedama prie kultory antra diens. Septinta diena Ilasteles buvo
surinktos ir buvo tiriamas Jjy CAT- aktyvumas &reikdtas COFPM>
35 mm indelyje (vidurkis SEM), n=3.

29 bréi. CNTF (10 ng/ml> ir NAF (S50 ng/ml> poveikis CAT-
aktyvumui su  i2valyty ventraliniy NnuUgAaros smegeny neurony
metrizamidiniu gradientu. CAT {vidurkis SEMD buvo igreiksta
pmotsval.”/16 mm, n=3.

30 brész. Aukstaafininio GABA {=isavinimo padidéjimo laikinas
pakitimasz CNTF apdirbtose Amono rago kultOroszse. Amono rago
neuronai buvo patalpinti { kultors ir laikomi, esant arba nesant
CNTF <10 ng/ml> tri= skirtingus laiko tarpus, pries pradedant
matuoti GABA <(A) isisavinima ir neurofilamentinio proteino B>
lygius. Rezultatal yra aktyvumo apdirbtose kultarose procentai,
lyginant su neapdirbtomis kontrolinémis kultaromis.

31 bréi. Priklausomybéz nuo Amono rago neurony CNTF dozés
kreivés. Amono rago neuronal buvo kultivuojami, esant arba nesant
jvairioms CNTF koncentraci joms <0.001 - 10ng./ml> ) dienas.
Kultivuo jamo laikotarpio pabailgo je buvo matuo jamas CAD
aukdtaafininis GABA ({i=isavinimas, <B> neurofilamentinis proteinas
ir (C> CAD- fermentinis aktyvumas.

32 bréz. CNTF povelkis NSE-, CAD-, ir kalbindinui- teigiamy
Iasteliy kiekiui. Amono rago neuronal buvo laikomi kultaroje esant
arba nesant. CNTF {10 ng/ml> 8 dienas. Buvo atliktas NSE, CAD Iir
kalbindino imunoapdaZymas, kalp parodyta A ir B.

I3Z bréZ. Priklausant.l nuo dozés GABA- ir AchE- imunoteigiamy
neurony reakcija { CNTF kiekius. Amono rago neuronai buvo auginami
kultoroje, esant j{vairioms CNTF Kkoncentracijoms <0.001~-10 ng/mld.
ImunoapdaZymas buvo atliekamas GABA ir AchE, kalp parodyta A ir B.
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%4 bré% UZdelsto CNTF pridéjimo poveikis CNTF sukeliamam
auk&taafininio GABA ({sisavinimo padidéjimui. A. CNTF <10 ng/mb
buvo pridétas 0, 1, 2, I arba 4 dlena po Amono rago lasteliy
patalpinimo kultaro je. Aukitaafininis GABA i=sisavinimas buvo
nustatomas 8 diena kultaroje. B. CGNTF <10 ng/ml> buvo pridétas |
Amono rago lasteles po 0 arba 3 dieny, aukdtaafinini=s GABA
isisavinimas buvo nustatomas 11 diens kultaro Je.

35 bréZ. Uzdelsto CNTF pridéjimo poveikis CNTF sukeliamo
neurofilamentinio proteino padidéjimui. A. CNTF <10 ng/mb buvo
pridedamas skirtingals laiko momentais <0, 1, 2 arba 3 diens) po
Amono rago lasteliy patalpinimo kultaro je. Neurofilamentinio
proteino lygial buvoe matuojami 8 diens. CNTF <10 ng/mb buvo
pridéta prie Amono rago lasteliy 0 ir 3 diens, o 11 diena buvo
nustatomi neurofilamentinio proteino lygial.

34 bréZ. CNTF poveikis praturtintoms neuronai=s kultoroms.
Amono rago kultQros buvo laikomos esant arba nesant jvairioms CNTF
koncentraci joms <0.001-10 ng/ml> 8 diena=s. 24 valandoms prie Amono
rago kultory buvo pridéta citozino—arabinozido <€0.3 nM>, kad baty
sumaZintas gl jos kieki=.

37 bréZ CNTF sukeliamo GABA- isisavinimo ir
neurofilamentinic proteino padidéfimo priklausomybé nuo paséliy
tankio. Amono rago lasteléz buvo pasétos 71400 Ilasteliy uz::m2
tankiu. Lastelés buvo lalkomos esant arba nesant CNTF {10 ng/mb a
dienas iki GABA i=zisavinimo <(A> ir neurofilamentinio proteino B>
matavimo.

38 brék. Apsauginis CNTF poveikis gliutamato sukeltam
toksigkumul Amono rago kultOrose. Amono rago neuronal buvo laikomi
kultaro je esant arba nesant CNTF <10 ng/mld 7 diena=z. 15-al min.
buvoe pridéta gliutamato skirtingomis koncentraci jomis <100 -
1000 nm2>, po to lastelés buvo kultivuojamos nesant gliutamato arba
CNTF 20 wvalandy. Lasteliy iggyvenimas kultivavimo laikotarpio
pabaigoje buvo vertinamas MTIT- bandymu, paremtu MTT <3-<4,5~
dimetiltiazol-2~11>-2,5-difeniltetrazol~-bromido> transformaci ja
<konversija> { violetini produktg gyvybingomis Ilastelémis. MTT-
daZzal buvo pridéti, esant zalutinei 0.5 mg/ml koncentraci jai.
DaZzai, i=sisavinti gyvomizs lastelémis, buvo istirpinti pridedant
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0.02 N HCl izopropanoclyje po 5 wvalandy, ir buvo matuojama OD
{egant 570-650 nmd.

39 bréz. Didé jan&iy Ziurkés CNTF koncentraci jy poveiki=s
mitotiniam Ziurkész Amono rago astrocity indeksui. Astrocitai buvo
velkiami CNTF koncentracijomi=, kalp nurodyta, 24 valandas ir
Zymimi 3H-t..imid:lm.x {1 mssduobelei 150 uld> paskutines 2 inkubavimo
valandas.

40 breéZ. CNTF bandymad "sumustinio" tipo antikOnais.
Indeliai ELISA <Falcon 315 probindd buvo padengti
50 ul/ducbelei gdug/ml oZio anti-Ziurkés Iz8 Zb CGAMIz G2b,
Caltag>. Indeliai buvo inkubuojami 40(’: temperatOroje iki ryto,
perplauti ir blokuo jami 2 valandas su e oA A S50 mM
bikarbonatiniame bufery _je,' pH 9. Po perplovimo {1 indelj pridé jo
50 pl/duocbelei apimandio antikondo RP 3-12 (kultaros {2 hibridomos
supernatanto skiedinys 1:5> ir inkubavo viens wvalanda =u ‘“r.t.".
Po perplovimo pridédavo seri finius Zmogaus CNTF standarto
skiediniuse <10 ng/mi-7 pg-/ml ribos=se) arba serd jinlus bandomo
pavyzdZio skiedinius. Po valandos =su "r.t.* ir perplovimo buvo
pridéta 50 ul-/duobeled pranegandéio antikano RPI12-2 {kultaros
supernatanto skiedinys 1:53 {ir inkubavo su "r.t". Po perplovimo
50 plr/ducbelel Sarminés fozfatazés 1:1000 =skiediniu  buvo pridéta
Zymétojo oZio anti-pelés IgGI (GaMigGI, Catlag) reagento. Indelis
buveo inkubuojamas 1 valandsy su L, po to perplautas,
ifryskintas pNPP ir skaiéiuojama =su 405 nm skaitikliu ELISA
{Molecular Devices Thermo Max).

41 bréX, Du Zmogaus CNTF bandymai “"sumustinio® tipo
antikOnai=s. Didé jantys rekombinantinio  Zmogaus CNTF kiekiai buvo
tiriami, panaudojant monokloninius antikonus RP3-I2 ir RpI2-2,
reakcl jo je, apragytoje 40 bréZ.

42 bréZx. Vig&&iuko embriono nugaros =megeny mot.oneuronat,
Zyméti rodaminizocianatu. Lastelés buveo fiksuotos 4% formaldehidu
po S valandy kultoro je. <A> fazokontrastinés ir <B>
Tluorescensinés to pafio laukoe nuotraukos. Skaldés mastelis =25Hm.
Pastebékite, kad maZesniy igmatavimy lastelés is deginés
neZymétos.

43 bréX. Vig&iuko embriono nugaros sSmegeny motoneurony
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igeyvenimo kitimas laike {uZztusuoti apskritimukai> dalyvau jant.
arba <¢(neuftuZXuoti apskritimukaid nedalyvaujant rekombinantiniam
#*jurkés CONTF, SO0 ng/ml

44 bréZ, Vig&iuko embriono nugaros smegeny motoneuronal po &
dieny kult.aro je, dalyvau jant CAD arba nedalyvau jant <B>
rekombinantiniam Ziurkés CNTF, 1 mg/ml Skalés mastells =100 pm.

4% breéZ. Rekombinantinio Ziurkéz CNTF idgyvenimo aktyvumas
vig&iuko embriono nugaros smegeny motoneuronams kultaroje <A> ir
priklausomybés kreivés nuo CNTF koncentraci jos <B> ir FAF
koncentracijos <C)>. 3Sie aktyvumali buvo tiriami po 3 dieny
kultaroje. <B> heparinas <1 upg/ml> buvo pridétas | kultars tik
pirmas 24 valandas tam, kad baty i&vengta Ilasteliy atsiskyrimo,
sukellamo heparino pertekliumi, tuo tarpu rOgftiniz FAF dalyvavo

visas 3 dienas.

S. Smulkus i¥radimo aprafymas
iz iAradimas skirtaz nukleino =sekoms, koduo jan&ioms clliaringi
neurotroping faktoriy CCGNTF>, talp pat. CNTF- proteinams,

peptidiniams fragmentams ir dariniams, gautiems 1& jo dideliai=
ldekiais. Be to, iZradimas skirtas farmakologiném=s kompozicijoms,
o talp pat terapiniam ir diagnostiniam cllarinic neurotropinio
faktoriaus panaudojimui. AAZkumul, bet ne apribo jimui Sis
iZradimas aprafomas tokiomis dalimis:

<an ONTF 1Zvalymas

<aD Bioek=sperimentai su CNTF

<IIID CNTF =eky nustatymas

<av DNE, koduojan¢ios CONTF, klonavimas
<V CNTF geno ekspresiija

<VID CNTF genal ir proteinai

{VIID Antikany priesf CNTF generavimas
CYIIID ISradimo panaudo jimas

5.1 Cillarinio neurotropinio faktoriaus ifvalymas

CNTF pgali boti iSvalytas i& bet kurio prieinamo éaltinlo,
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iskaitant, pvz., viZ&iuko embriono akj, sédmens nerva ir sédima ji
raumeni, panaudo jant specialistui Zinoma technologi ja. Kaip
pavyzdys, tuo iiradimo neapribojant, CNTF gali boOti gautas i&
viz&iuko embriono akies pagal bada, apragyta Barbin ir kt. (1984,
J. Neurochem. 43: 1468-1478), ir &is darbas kalp nuoroda jeina i
igradima. Trumpai, kraujagy=linis apvalkalas, vaivoryk&tinis-
cilarinis konas ir ten esantis pigmentinia epitells viasl kartu
vadinami CIPE, gali boti ifimami i& 15 dieny vis&iuko embriono
akies, kalp apragyta Mantorp 1ir kt. {1960, J Neurochem, 34:
&£9-75) ir surenkami subalansuotame druskos tirpale. Geriau, kal
ekatraktal gaunami i, pvZ., 300 embriony akiy, kurie
homogenizuo jami, pvz.,, 74&-1luose ml Salto vandens, panaudo jant
teflonstikling homogenizatoriy ir pa=skul centrifguo jami =41}
105 x g 1 valandsg 40(‘.: temperatoroje. Paskul supernatantas gall
bati surinktas ir padarytas 001 M NaH2P0 e kurio pH 7, o paskui
patalpintas { jony mainy kolonéle <(pvz, Vhatman DES32 celiuliozé,
subalansuota fosfatiniame buferyje). Kolonéld paskul gali bati
iZplauta eliventu su maZdaug 30 ml/val. srauto greiéiuy, naudo jant.
20 ml kiekvienam i&plovimul 0.07, 0.25 ir 0.5 M NaCl fosfatiniame
buferyje. 0.25 M NaCl elluentas paskuli gali bati koncentruotas iki
maZdaug 2 ml tario ultrafiltracija <(pvz.,, naudojant 50 ml Amicon
cell ir PM10 <{atkarpa 10000 daltonyp/ultrafiltracinés membranos).
Retentatas paskul gall botli =urinktaz, sujungtas su dviem 05 ml
lastelly iSplovimais 025 M NaCl buferiu ir koncentruotas iki
0.4 ml <(pvz, naudojant 3I ml Amicon Cell ir PM 10 filtrad.
Idvalytas ekstraktas po to gall bati padétas kalp =luoksniz ant
sacharozés gradienty (pvz., 200 1 ekstrakto 4.6 mililitrams 5-20%
tie=sinly =sacharozés ingredienty? ir tada centrifoguotas {pvz.,
naudo jant SW 45 rotoriy =su 65000 aps/min. 15 valandy 4%¢
temperataro jed. 4.8 ml gradienty paskui gall bat.i surinkti
penkioze frakcijose: I frakcija <2 ml, II frakcija <0.3 mbD, I
frakcija 1.2 mb, IV frakcija <03 ml) ir V frakci ja <1.0 mid.
III frakcija po to gall bati padaryta 0.1% tritone x-100 ir po to
koncentruota iki 0.2 ml, panaudo jant ultrafiltraci ja, kaip
apragfyta auksStiau.
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Analitinel gello elektroforezeti igvalytas CNTF gall bati
iZanalizuotas, panaudojant 157 skirian®isa ir 457 renkandcls SDhs-
poliakrilamidinio gelio plok&tele. ISvalytiem=s CNTF arba

pmlekuliniq masiy standartams gali bati atlikta elektroforezé,
gelis iZpjautas ir apdirbtas talp: polipeptidali vizuallzuo jami be
fiksaci jos, nusodinant surisdtsa su proteinu SDS gello inkubaci jos
0.25 KCI metu ir ufkrasant CNTF standarty ir juosty pozicijas.
TakeHal gall boti filksuoti ir apdaZyti Zydruoju Koomasi. Kiti
takelial paskul gall bati sup jaustomi gabaléllais, igplaunami
eliuentu, inkubuojant Tritonu x-100, o po to gall bati tiriamas
eliuato CNTF aktyvumas. \

Sédmeninic nervo ekstraktas gall bati frakel jonuotas tomis
paciomis stadi jomis {DEAE Jony mainy chromatografti ja,
centrifggavimaz su sacharozés tankio gradientu ir preparatyviné
SDS-PAGE?>, kurios buvo naudojamos CNTF igvalymui iz vigtos
embriono akies (Eior. auk&&iauw), ifskyrus tal, kad pgalimi trys sio
bodo pagerinimai:

<I> po nervo ekstrakto pakrovimo DEAE Jony mainy kolonédlé
gali boti periodigkal iZplauta <d{eliucijad betarpidkal -.15 M NaGCl
(vieto] perplovimo 0.07%Z NaCl ir elucijo= su 0.25 M NaCl);

<II> gabaléliai gali boti idpjauti 18 24 kD srities <(vieto]
20 kD sritiesd preparatyvinio 5DS gelio; ir ‘

<1115 CNTF aktyvumas gali boti eliuuo jamas is
individualiy gelio gabaléliy detergente 0.1%2 Tritone x—100; po to
inkubuo jamas iki ryto 4°C temperataro je {zrei&iau, negu
elektroforezine eliucija iki ryto per karbamidinius gelius)d,
Detergentas Tritonas x-100 po to gall bati pagalintas supernatanto
inkubavimu =su 100 ul ek=stragelio suspensi jos {firma Pierce
Chemicals, Rockford, II> {rutuléliais, =z valandas 40(3
temperatorojel. Proteino koncentracija po to galima nustatyti
pagal bet kur{ Zinoma specialistui bada.

AukaZiau pateiktus bodus galima toliau patobulinti taip:

Po eliucijos 1& preparatyvinio gelioc SDS-PAGE CONTF gali bati
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igvalytas 1ki homogeninés struktaros ir atskirtas nuo sSbhs
atvirkd&ios fazés chromatografija, naudojant kolonélés FPLG arba
HPLC, kuri yra biosuderinama skystiné sistema, esanti inertinés
kolonos viduje; tinkamesniame {gyvendinime FPLC koloné&lé yra
Bakerbord Cold C a Widepore kolonélé <(7.75 mm x 10 cm kolonélé,
padengta auksu ir sugebanti veikti, esant neigiamam 200-250 psi
slégiul vandeniné je mobilio je fazé je 1.0 ml/min. grei&iud,
elluuo jama acetonitrilo gradientu nuo 0 iki &0%. Buvo pastebéta,
kad CNTF eliuuojamas vieninteliu piku su 50-55% acetonitrilo
(Zior. & sk. Zemiau). Sis vienintelis pikas, turintis CNTF, gali
bati koncentruotas Speed Vac, kuriame oras pakeistas inertinémis
dujomis, tokiomis kalp argonas. Sios inertinés dujos,  pasirodo,
yra batinos, kad baty i&vengta CNTF- aktyvumo praradimo, kuris
bana deél vieno ar daugiau metionino Hku&iy oksidact jo=s.
Labiausiai oksiduojasi CNTF, kai jis daugiau nebéra tirpale.

AnalogiZkal aktyvumas, padedantis ciliariniy neurony iZgyvenimui,
gali bati gautas 1% Airdies audinio, naudojant heparino-afinine
chromatografijsa, kalp aprasyta Watters ir Hendry, 1987, J-
Neurochem. 49: 705-713, bodu, kurie jeina { 2&{ {&radimy kaip

nuoroda.
5.2. Bioekzperimental su cillariniu neurotropiniu faktoriumi

Ciliarinio neurotropinio faktoriaus aktyvumas gali bati
jvertintas, naudojant jautrias CONTF sistemas in vitro ir in vive,
kurios Zinomos =specialistui. Pvz.,, bet +tuo neapribojant Ii&radimo,
gali bati padarytos =sistemos in vitrg, kurios matuoja CNTF-
aktyvumsg, kiekybiZkal nustatant 24 valandy vi&&iuko embriono ES8
gangll jo ciliariniy neurony iZgyvenima vienaslucksnése kultarose.

Pvz., ciliariniali ganglijai gali bati surinkti is E&8 vigéiuko
embriony, di=ocijuoty (su maZdaug 20 toakst. gangli jy lasteliy
iSeigad ir paskul atskiesty NEBM terpéje, turinfioje 207 arklic
serumo, kaip aprafyta Varon ir kt., 1979, Brain Res. 173: 29-43.
Apie S0 mikrolitry Iastelinés suspensijos, turindios 1000 neurony
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{2000 lasteliy> gali bati paskul pasétos mikrotitravimo indeliuose
ir paskui gall bati pridétas numat.omas CNTF aktyvumas:.
Kultivuo jami indeliai paskui laikomi 3706‘ temperataroje 5% (302 24
valandas, po to kultaros gall bati fiksuoto=s, pridedant 200 upl 22U
gliutaraldehido NEBA terpéje, ir iZgyvenusiy neurony kiekis gall
bati nustatytas vizualiai , tieziog paskal&iuo jant per
fazokontrastinl mikroskops.

5.3. Ciliarinic neurotropinio faktoriaus proteino seky nustatymas

CNTF proteino sekos gall boti nustatytos tiesioginiu badu arba i
pradZ:iy suskaldant bet kokia proteaze arba kitu tam tik=slui
tinkamu Junginiu, Zinomu specialistui, iskaitant, PVZ., bet
neap=iribo jant,, Staphvlococcus aureus V8, +tripsing ir bromido
clanogens. Peptidy sekos: gall bati nustatytos=, panaudo jant
automatizuotsy Edmano degradaci ja dujiniame- faziniame
sekvenatoriuje pagal Hewick ir kt. boda <1951, J. Biol. Chem. Z5&:
7990-7997 ir Hunkapillar ir kt., 1983, Methods Enzymol. 91:
3909-417).

Feniltiogidantoino aminorogféiy nustatymas gall bati atliktas
pagal Lott=speich ir kt., 1985, Ghromat.ography,' 324: 321-327.
Perzidengiantys aminorogséiy sekos fragmental gali boOti nustatyti
ir panaudoti miSrios sekos illgesniy atkarpy igvedimui.

S5.4. DNR, koducjan&ioz ciliarini neurotropini faktoriy, klonavimas

Tinkamo (pakankamo sekos nustatymuid GNTF proteino kiekio
igvalymas 1& Ziurkés =sédmeninio nervo {galino atlikti CNTF DNR
klonavims. Standartiné strategija tokiam kionavimui turéty
susidéti 12 komplementaraus oligonukleotidinio zondo, paremto
Zinomos aminorOg#&iy =sekos =segmentu, sudarymu ir tokio zondo
panaudo jimo  skriningui kDNR biblioteky, gauty i% audinio, kuris,
kaip manoma, sintezuoja mRNR, koduo janéia CNTF. Ta&iau b3 |
strategi ja pasirodé problematiné dél zantykinali ma%o mRNR turinio,
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o taip pat dél +to, kad faktiné CNTF peptidy, nustatyty
mikrosekvenavimu <1 bré%), seka kiekvienu atveju pareikalauty
nepageidaujamo aukito lygio degeneraci jos olgenukleotidiniuose
zonduose, kad baoty pritaikyti visi galimi variantai {pa=sirinkimaid
kodony konkretiems aminorngs&iy lku&iams. Sis ifradimas pateikia:
geno klonavima kDNR sintezavimo bGdu, degeneruoty oligonukleotidy
praimeriy, paremty CNTF peptidy mikrosekvenavimu, poroz gavima,
iy praimeriy panaudojims CNTF koduo janéios sekos segment.o
amplifikaci jai, treéio degeneruoto oligonukleotido panaudo jima
amplifikuotos sekos (segmento) Iidentifkumo patvirtinimui, tikslios
&io sezmento nukleotidy sekos nustatyma ir tik=ly
oligonukleotidiniy praimeriy =sinteze bel panaudojima CNTF geno
Hku&ico amplifikacijai. Siame btide pagal iZradimg tinkamesnis jo
izyvendinimas numato audiniy nukleinorOgséiy seky amplifikacti jos
panaudo jima grandinine polimerazés reakcija ((PCRY (Saiki ir kt.,
1985, Science, 230: 1350-1354). Toliau pateikiamas =smulkus 2io
bado igyvendinimo, kuriam teikiama pirmenybé, aprasymas.

Pirmiausiai amino rag&&iy seka, gauta 1i& iSvalyto CNTF proteino,
gali bati panaudota dedukci ja ig&vesti oligonukleotidinius
praimeriu=s jq‘ panaudo jimui reakcijoje PCR. Dél genetinio kodo,
kuriame kel tripletai gall apibrézti viens ir ta padéls
aminorQgs&t), degeneracijozs, duotal aminorogdéiy =ekal turdi bati
sintezuoti keli oligzonukleotidai, kad aprapinty daugybine=s
potencialios nukleotidy =ekos kombinacijas; gauti oligonukleotidai
tollau minimi kaip degeneruoti praimeriai. '

PCR reikalauja praimeriy ir kaip prasminiy, ir kaip anti-prasminiy
DNR =ialy. Atitinkamal degeneruotas oligonukleotidinia praimeris,
atitinkantiz viens CNTF aminorOgsties =seks, gali boti naudojamas
kalp praimeris kitam DNR =ialul <(pvz, prasminiam), o kitas
degeneruotas oligonukleotidinis praimeris, homologinis antram CNTF
aminoragséiy sekos segmentul, gali baotli naudojamas kaip praimeris
antram DNR =ialui {pvz., anti-prasminiam). Geriau, kai Sle
praimerial parenkami pagal misris Zinomos aminoragssiy sekos
atkarpa, taip kad atitinkamas DNR reakcijos produktas, gautas dél
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&{y praimeriy panaudojimo PCR, galéty baoti numatomo dydZio t.y.
turéti ilgi, pagal bazinly pory kieki lyguy dviejy praimeriy illgiy
saumal plius trigubas skaiéiu= aminoragiéiy Hku&iy proteino
segmente, surigto su segmentals, atitinkantials Zluo= du
praimerius). Sle du praimerial paskul gali boti panaudoti PCR =u
nukleinorogadiy matrica, kuri, kalp numatom , apima CNTF-
koduo janéios seko=s, tokios kalp genominé DNR arba, geriau, kDNR,
gauta iZ mRNR, surinktos i& audinio arba Ia=steliy, kurio=
tinkamesniu atveju sintezuoja CNTF. Reakcijos DNR produktal paskui
gali bati ifanalizuoti elektroforeze, kad b0ty nustatyta, ar DNR
reakci jos produktas yra pagal mase panagus | numatyts, DNR
reakci jos produktai tollau gali boti i2analizuoti hibridizacija =u
Zymétu zondu, gautu 11X degeneruoto oligonukleotido, atitinkanéio
aminorogs&iy sekas tarp dviejy praimeriy, naudojamy PCR, segmenty.
DNR reakcijos numatyto dydZio produkto seka gall baoti palyginta =u
nustatyta aminorogséiy =eka patvirtinti tai, kad amplifikuota
nukleinorggséiy seka 18 tikryjy gali koduoti CNTF peptidini
fragments. Nors gall bati panaudotas bet. kuris specialistui
Zinomas nukleinorggséiy sekos nustatymo badas, genrdiau naudoti
didezoksinukleotidinés grandinés terminacijos badg Sangexr iIr kt.,
1979, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 72: 3918-3921). Sekos nustatymas
gali bati atliktas, panaudojant gello i&valyts arba, kas gerdau,
kionuota DNER- reakcijos produkts. ‘"Uodega', apimanti Zinomas
talkinio sekas iSrinktoms restrikcinéms endonukleazéms, gali boOti
fterpta prie kiekvieno oligonukleotidinio praimerio, naudo jamo
PCR, 5* galo, kad palengvinty DNR- reakcijos produkty klonavims.

DNR- reakcijos produkto seka gali bati paskul - panaudota
ologonukleotidinio praimerio, atitinkanéio tikslig CNTF-
koduo jan&ia seks, sudarymul. Sisg praimenris paskui galdi bati
panaudotas kartu su antru praimeriu PCR, kad baty padidintas CNTF-
koduo jantios sekos dydis virs to, kuri nuatato tikslios pradZiocje
nustatytos sekos fragmentaz. Pvz.,, bet ne iiradimo apribojimui
"areito kDNR galy amplifikavimo" baodas <(PAGE> <MA. Frohman ir
kt., 1988, Proc. Natl Acad. Sci, JAV, 85: 8998-9002> gali baoti

panaudotas zsegmenty 1£ Zinomos tikslios sekos srities klonavimui
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prie kDNR molekuliy atitinkamal S* ir 3’ galy Tuo badu, kad
gautume klona, igple&iantf iki 3’ galo, prasminio =ialo praimeri=s
gali atitikti tikslisg CNTF nukleotidy seks, tuo tarpu
antiprazminis praimeriz gall bati homologinis segmentas Zinomos
sekos, kurd gall boti i2déstyta Zemiau sgekvenuojamo fragmento,
pvz.,, mRNR 3’ poliadenozino “uodega" kaip atgal perskaityta kDNR;
praimeris tuo atveju apimty atkarps oligo-dT. Gali boti batina
panaudoti pana%y boadg auks&iau sekvenuoto fragment.o sekos
atztatymul (gavimul i£ naujo); pvz.,, antiprasminioc =iolo praimeris
gall atitikti tikslia CNTF nukleotidy =eks, o prazminio slalo
praimeris galli buati homologidkas auk#&&iau sekvenuoto fragmento
sritial, pvz, 5’ poliguanozino "uodega", pridéta prie kDNR rid
galo, panaudo jant. terminaline dezoksinukleotidtransferaze
(praimeris Ziuo atveju apima atkarps oligo-dc).

Amplifikuotiems fragmentams paskul gali boti nustatytos sekos arba
geriau, kal Jle klonuojami ir tada nustatomos sekos. Kadangi
tikslas oligonukleotidai nuo kDNR 5’ ir 3* gzaly jau nustatyti, tai
&ie tikslas nukleotidai gall bati panaudoti PCR~- reakci jo je
tarpiniy nukleino rogi&ty seky gavimui, 1ir paskul gall bati
klonuoti PCR reakcijos produktai.

DNR reakcijos produktal gali bati klonuoti naudo Jjant bet kury
specialistul Zinoma buds Gall baoti panaudota labai daug Zinomy
sistemy vektorius- Zeimininkas. Galimi vektoriai apima, pvz.,, bet
Jais neapsiriboja, kosmides, plazmides arba modifikuotus virusus,
tafiau vektoriné zsistema turi boti suderinta =u panaudota lastele-
Zeimininku. Tokie vektorial apima, pvz.,, bet Jjais neap=iribo ja,
bakteriofagus, tokius kaip lambda dariniai, arba plazmides, tokias

kaip pBR322, pUC arba BLUESCRIPT (STRATAGEN)>- plazmidinius
darinius. Rekombinantinés molekulés gali boti jvestos | lasteles-
Zeimininkus tran=sformaci ja, transfekci ja, infekci ja,

elektroporaci fa ir t.t.

CNTF genas gali bati jterptas { klonuo Jant] vektoriy, kuris gali
bati naudo jamas #H atitinkanéiy lasteliy- Zeimininky
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tranzformavimui, transfekcijal arba infekeijal taip, kad baty
gauta daug geninly =eky kopi jy. Tal gall boti igyvendinta
Hguojant DNR fragmenty | klonuo janti vektoriy, kuris turd
komplementarius lipnius galus. Taéiau Jei komplementarag=s
restrikciniy tasky, naudojamy DNR fragmentavimui, klonucjanéiame
vektoriuje néra, tai DNR molekuliy galai gali bati fermentiskai
modifikuoti. Gali bati naudinga inkorporuoti restrikciniy
endonukleaziy taskus { oligonukieotidinius praimerius, naudojamu=s
grandininé je polimerazés reakci jo je, kad boty palengvintas
{terpimas | vektorius. Alternatyviai bet kuris pageidau jamas
saltas gali biOti gautas nukleotidiniy =seky ddinkeriy) legiravimu
prie DNR gzaly; tie legiruoti lnkeriai gall apimti apecifinius,
chemigdkal =intezuotus oligonukleotidus, koduojan&ius restrikciniy
endonukleaziy atpaZinimo sekas. Alternatyviame igyvendinime
suskaldytas wvektorius ir CNTF genas gali buti modifikuoti

homopolimeriniu priauginimu.

Specifiniuoze {gyvendinimuose Igsteliy- Zeimininky transformavimas
rekombinantiniy DNR molekulémis, kad baty inkorpoructas i&skirtas
CNTF genas, kDNR arba =sintezuota DNR seka, {galina generuoti
daugybines geno kopijas. Tuo bOdu genaz gall boti gautas dideliais
kiekiais, ifauginant transformantus, i&skiriant i3 transformanty
rekombinantinés DNR molekule ir, kai boOtina, atstatant iterpty
gena is iSskirtos rekombinantinés DNR.

Pagal tinkamesni ifradimo {gyvendinims, kadangi 1% kDNR Jau gautas
klonas, koduo janti=s CNTF, galima igskirti binomini klona,
koduo jantj CNTF, panaudojant =standartinius specialistui Zinomus
badus. Pvz.,, Zymétas nukleinorogi&iy zondas gali buoti gautas i
CNTF klono ir panaudotas genominiy DNR biblioteky skriningui
nukleinoragsdiy hibridizaci jos badu, naudo jant., pvz., badas,
sukurts Benton ir Davis (1977, Science, 198: 1800 bakteriofagy
bibliotekoms, bei Grunstein ir Hogness baudsa (1975, Proc. Natl.
Acad. Sci., JAV, 72: 3961-3965) plazmidinéms bibliotekoms.
Atstatyti klonai paskui gall bati anallzuo jami sudarant,
restrikcinius- fragmentinius Zemélapius budais, gerai Zinomais
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specialistam=.Be to, 1& kDNR bibHotekos galli bnoti identifikuoti
papildomi kDNR klonai, naudo jant =sekas, gautas pagal apibréZzimsa

5.5. Ciliarinio neurotropinio faktoriaus geno ekspresija

Nukleotidy seka, koduojanti CNTF proteins arba jo dalf, gali bati
iterpta { atitinkams ekspresijo=s vektoriy, t.y. wvektoriy, kuris
turi elementus, bOtinus jiterptoz proteins koduo jan&ios sekos
tranzkripci jai ir transliaci jai. Batini transkripciniai ir
transliaciniai =signalai gall boti taip pat tiekiami natOralaus
CNTF geno irsarba Jjo flankuojandioms sritims. Jvairios sistemos
vektorius- feimininkas gali bati panaudotos proteins koduojanéios
sekos ekspresi jal. Sio= sistemos apima, pvz., bet. Jjomis
neapsiribo ja, Zinduoliy Igsteliy sistemas, infekuot.as virusu
pvz., karvés raupy virusu, adenovirusu ir t.t)D; vabzdZiy
lasteliy sistemas, infekuctas virusu {pvz., bakulovirusu);
mikroorganizmus, tokius kaip mielés, turinfius mielly vektorius,
arba bakterijas, transformuotas DNR bakteriofago, plazmidine DNR
arba kosmidine DNR. 5Siy vektoriy ekspresijos elemental gkiria=i
pagal jéga ir specififkuma. Priklausomai nuo naudojamos =sistemos
vektorius- #eimininkas gall bati naudojamas bet koks 18 Zinomy
daugybiniy transkripciniy ir transiaciniy elementuy.

Bet kuris {2 anks&iau aprazyty DNR fragmenty {terpimo { vektoriy
bady gali buti panaudotas sukonstruoti ekspresi jos vektorius
turinéiusg chimerini gens, =susidedantius & atitinkamy signaly,
kontroliuo janéiy transkripci jatransliaci jg ir proteing
koduo jandias sekas. Sie' badai galf apimti DNR rekombinacijos ir
sintezés technologijas in vitro, o talp pat rekombinacija= in_vivo
{genetines rekombinacijas)> NukleinorogZéiy =seky, koduojandiy CNTF
proteing arba peptidini fragmentsa, ekspresi ja gall bati
reguliuc jama antra nukleinoragséiy s=seka talp, kad CNTF proteinas
arba peptidas igskiriamas Seimininke, transformuotame
rekombinantinés DNR molekule. Pvz.,, CNTF ekspresija gali boti
reguliuo jama bet kuriuo promotoriniuw” padidinand&iu elementu,

Zinomu specialistams.
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Promotorial, kurie galf bati naudojami CONTF ekspresijos valdymui,
apima, pvz.,, bet tuo neapsiriboja, 3SV40 ankstyvajs promotoriaus
zriti (Bernolst ir Chamben 1981, 290 303-3103; promotoriy, esanty

3 ilgame terminaliniame Rauso sarkomos viruso pakarto jime
{Jamamoto ir kt., 1940, Cell, 22: 787-797), herpes viruso
timidino~kinazés promotoriy <(Vagner ir kt., 1981, Proc. Natl.

Acad. Sci. JAV, 78: 144-1445), metalotionino Zeno reguliacines
sekas (Brinster ir kt., 1982, Nature, 2941 39-42); prokariotinius
ekspresi fos vektorius, tokius kalp beta-laktamazés promotorius
(Villa-Kamaroff ir kt., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci., JAV, 75
3727-37315 arba tac promotorius (DeBoer ir kt., 1983, Proc. Natl
Acad. Sci., JAV, 8o 21-25, 2Ziar. talp pat “Scientific american®,
1960, 242:74-24, straipsni "Userful proteins from recombinant
bacteria'; augalinius ekspresi jos vektorius, apimangius
nopalin-sintetazés promotoriy <Aerrera-Estrella ir kt., Nature,
S035: 209-213> arba spalvoty koposty 355 mozalkinés lgos viruso
RNR promotoriy (Gardner ir kt., 198i, Nucl. Acids Res. @:2871> ir
promotoriy foto=sintetiniam fermentui ribulozo- bifosfat.-
karboksilazel (Herrera- Estrella ir kt., 1984, Nature J10
115-120); promotorinius elementus 12 mieliy arba kitokiy grybeliy,
tokiy kaip Gal4 promotorius, ADS- <(alkoholinés dehidrogenazés)
promotoriy, PGK- {fosfoglicerin-kinazeés promotoriys, Sarminés
fosfatazés promotoriy, ir tokios transkripct jos valdymo sritis

gyvanuose, kurios igrydkina audiniy specifiskumsy, ir buvo

naudo jamos transgeniniuose gyvnuose: elastazés I Zeno
kontroliuo janéia sriti, kuri yra aktyvi skrandZio Haukos
lastelére (Swift ir kt., 1984, Cell, 3B: 639-444; Ornitz ir kt.,
1986, Cold =pring Harber Symp. Quant.. Bicl 50 ZFP=0

MacDonald, 1987, Hepatology Z: 425-3135); insulino, kuris aktyvus
pankreatitinése beta-lasteléze, geno valdymo sriti <(Hanahan, 1985,
Nature, 315 115-122>, imunoglobulino, kuris aktyvus lHmfoidiné=se
lastelése, geno valdymo srit]i <(Cros-scheld ir kt., 1984, Cell, 38:
647-46358; Adames ir kt., 1935, Nature, 318: S33-538, Alexander ir
kt., 1987, Mol. Cell. Biol. 7: 1434-1444), pelés pieno Haukos
auglio viruso, kuris aktyvus lytinése Naukose ir pleno Haukos

lastelézse bei limfoidinése lastelése, valdymo sriti <(Leder ir kt.,
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19864, {Z‘;ell, 45: 485-495); albumino, kuris aktyvus kepenyse, geno
valdymo sriti (Pinkert ir kt., 1987, Genes ir Devel, 1: 268-2746>,
alfa-fotoproteino, kuris aktyvus kepenyse, geno valdymo sriti
Krumlauf ir kt., 1987, Science, 235 53-582; alfa-i-antitripsino,
kuris aktyvus kepenyse, geno valdymo sriti <Kelsey ir kt,, 1987,
Genes ir Devel, 1:161-1712; beta-globino, kuris aktyvus
mieloidinése lastelése, geno valdymo sarit{ Mogram ir kt., 1985,
Nature, 315 338-340; Kollas ir kt., 1986, Cell, 46: 82-945;
mielino pagrindinio proteino, kuri=s aktyvus galvos sEmegeny
olgodendrocituose, geno valdymo srit{ <(Readhead ir kt,, 1287,
Cell, 43:703-712>, lengvos grandinés-2 miozino, kuris aktyvus
skeletinivose raumenyse, geno valdymo =riti Sani,, 1985, Nature,
314: 7= -28483; ir  ig2ladsvinandio genadotropinio hormono, kurds
aktyvus pagumburyje, geno valdymo sriti (Masen ixr kt, 1986,

Sclence, 234: 1372-13785.

Ekspresi joa vektorial, kurie apima CNTF geno intarpus, gall boti
identifikuoti trimis pagrindiniais badais:

(a> DNR-DNR hibridizaci ja;

{b> markerinio geno funkcijos buvimu arba nebuvimu; ir

{cd jterpty seky ekspresija.
Pirmame bnde svetimo geno, {terpto | ekspresijos vektoriy, buvimas=s
zali buti aptiktasz DNR-DNR hibridizaci ja, panaudo jant zondu=,
apimanéius sekas=s, kuriozs yra homologinés CNTF genul. Pagal antra
badg =istema rekombinantinis vektorius/2eimininkas gali baoti
identifikucta ir gall bati atlikta jos =elekcija pagal tal, anr
markerinio geno funkcijos yra, ar néra <(pvz., timidin- kinazés
aktyvumo, pasipriefinimo antibiotikams, transformaciniam
fenotinui, okliuzijo=s kany susidarymui bakuloviruse ir t.t.D,
igfaukiamy svetimo geno jterpimu | vektoriy. Pvz., Jjei CNTF genas
jterptas { vektoriaus markerinio geno =seksy, tal rekombinantai,
turintys intarpsy CNTF, gali baoti identifikuoti markerinio £eno
funkci jos nebuvimu. Pagal tre&ia bOda rekombinantiniai ekspresijos
vektoriai gali bati identifikuoti svetimo geno produkto
ekspresi jos #luo rekombinantu déka. Silo produkto tyrinéjimal gzali
bati paremti, pvz.,, CONTF geno produkto fizinémis ir funkcinémis



29

savybémis bloeksperimento sistemose, kalp apragyta skyrelyje 5.2.

Kadangi konkreti rekombinantinés DNR molekulé identifikuota ir
iZskirta, tal dabar Jjos dauginimul gali boti panaudoti keli
speclalistams Zinomi bodal. Kal mukurta tinkama Seimininko sistema
ir augimo =alygos, ekspresijos vektorial gali bati padauginti ir
gauti didelial=s kiekiais. Kaip anksdiau buvo alZkinama,
ekspresi jos vektoriai, kurie gall buati panaudoti, apima tokius
vektorius ir jy darinius (bet jals neapsiribojad:

-Zmogaus arba gyvony virusus, tokius kalp karvés raupy -
virusas arba adenovirusas;

-vabzdZziy virusus, tokius kaip bakulovirusas;

-mieliy vektoriai;

~bakteriofaginiai vektoriai {pvz., lambda), o taip pat
plazmidiné=s ix kosmidinés DNR.

Be to, lastelés- Seimininko #&Atamas gali baoti parinktas toks, kad
moduliuoty jterpty seky ekspresija arba modifikuoty ir gaminty
geno produkts specifiniu norimu badu Tam tikri promotoriat gall
sustiprinti ekspresijs, esant tam tikriems faktoriams, talp OCNTF
proteino, gauto geny inZinerija, ekspresijg galima kontroliuoti.
Be to, ivairios lastelés- Seimininkai pasiZymi badingails ir
specifiniais mechanizmais proteiny translaciniam ir
potransliaciniam apdirbimui ir modifikavimui {pvz.,
glikozilinimas, suskaldymas). Gall bati parinktos tinkamos
Seimininky sistemy lastelinés Und jo=s, kad baty pasiekta
ig=skiriamo svetimo proteino pageldaujama modifikaci ja ir
apdirbimas. Pvz.,, gali boti panaudota ekspresi ja bakteriné je
siatemoje, kad boty gautas neglikozilintas Serdinis proteino
produktas. Ek=spres=si ja mielésge duos glikozilint.g produkta.
Ekspresi ja Zinduoliy Iasteldze gali boti panaudota atlikti
"natOraly"” heterologinio CNTF proteino glikozilinima, Be to,
j{vairios ekspresinés s=istemos vektorius- Zeimininkas gali turéti
itakos technologinéms reakci joms, tokioms kaip proteolitinis
suskaldymas iki tam tikro lygio.
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Specifiniame iZradimo jgyvendinime koduojanti CNTF DNR gali bati
klonuo jama i plazmide pCMV, amplifikuojama ir po ;,o naudo jama  Hela
Iastelly transformavimui DEAE-dekstrino badu, po to CNTF-
aktyvumas gall bati =surinktas £ Ilasteliniy ekstrakty <Eior. &
skyrelio pvz. Zemiaud.

Kitame =pecifiniame ifradimo {igyvendinime DNR, koduojanti CNTF,
gali boti inkorporuota | atitinkams ek=presl jos vektoriy ir
panaudota £. coli transformavimui, taip gaunant bilologigkal aktyvy
CNTF <(Ziar. 7 skyrelio pvz. Zemiaud.

Atskiruose iSradimo igyvendinimuose CNTF ekspresija E. coli geriau
atlilekama panaudojant. vektorius, kurie apima viens is tokiy
vektoriy: lac UVS promotorius, kuris gali boti kontroliuo jamas
laktozinio operono; stiprus ribosomy surizimo saltas, pvZ.,
ribosominis surifantis bakterdiofago T7 saitﬁs; mutaci ja plazmidés
valdymo replikacija =srityje, kuri galli padidinti kopi jy skal&iy;
arba mutacija, kurdi apriboja proteino ekspresiis pasiprieginimu
antibiotikui. Tinkamesniame konkred&iame igyvendinime CNTF
ekapresi ja pagal & isradima atliekama, naudojant wvektoriy pRPN12,
kuris gali 3I0-50 karty padidinti CNTF ekspresija, lyginant su
kitais vektorials <12 skyrellis Zemiaud. Kitame tinkamame isradimo
igyvendinime eckspresijos vektorius pRPN38 gali bati naudo jamas
CNTF gamybal E. coli. Kituose tinkamuose igyvendinimuose Zmogaus
CNTF gali bati ifskiriamas E. cgli, panaudojant vektoriy pRPN4O.
IZradimas taip pat pateikia molekules, kurios yra funkciniai
ekvivalentidkos plazmidéms pRPN12, pRPN3g, pRPN39 ir pRPN4O,
kurios apima ekvivalentinius elementus {promotoriy, ribosomas
suriganti =aits ir t.LD, kurie veda prie palyzinamy CNTF
ekspresi jos lygiu.

5.5.1. IEskirto geno produkto identifikavimas ir i¥valymas
Kal identifikuotas rekombinantas, i&skiriantis CNTF gens, reikia

analizuoti geno produkts. Tai galima pasiekti eksperimentais,
paremtais fizinémis ir funkcinémis produkto savybémis. Kai
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identifikuotas CNTF proteina=, Ji=s gall bati igskirtas ir
igvalytas standartiniai=s badai=s, apimanéiais chromatografi ja
<pvz., jony mainy, afining ir kolonélés chromatografija idmatavimy
nustatymui), centrifogavimg, diferencialini iZtirpinima arba bet
kuri kit Zinomsg proteiny i&valymo badq. Funkcinés savybés gali
bati {vertintos, panaudojant bet kuri Zinoms CNTF tyrimo bads,
iskaltant, pvz., eksperimentus su vig&iuko embriono ciliarinio
gangli jo neuronails.

Svarbu paZyméti, kad pagal buadg, numatyts CNTF gavimui is
sédmeninic nervo audinio, gaunamas CNTF, kuris bus nevisifkai
aktyvus dél Hekamojo SDS buvimo, kadangi &ie badai kaip paskutine
savo stadijsa apima preparatyvine gello elektroforeze. PrieZingai,
iz iSradimas pateikia CNTF su optimaliu bhiocloginiu aktyvumu
igvalymo badsy, kuris tinkamas baltymintam sekvenavimui,
panaudo jant HPL(; &is i&radimas talp pat {galina rekombinantinio
CNTF, gauto i%Z rekombinantiniy nukleinorags&iy molekuliy arba
chemizkali =intezuoto, kuris yra laisvas nuo SDS ir visigkal
aktyvus, isskyrims.

5.6. Cillarinio neurotropinio faktoriaus genail ir proteinai

Naudo jant smulkiai aprafytus auk&&iau badus, o taip pat bodus,
apragytus Z%emiau, buvo nustatytos tokios nukleinorggiZiy sekos ir
gautos jy atitinkamos aminoraGgseiy sekos. Buve nustatyta Ziurkés=
CNTF kDNR seka ir ji parodyta I bréZ Buvo nustatyta 2Zmogaus
genominé CNTF-seka, kuri parodyta 8 bré%. Kiekviena 1i& =&iy seky
¢arba jy funkciniai ekvivalentai> gali boti panaudota pagal &1
iZradimg. Be to, iZradimas skirtas CONTF genams ir proteinams,
gautiems 18 kiaulés, avies, karvés, arklo, pauks&io, katés ir
Suns, o taip pat i£ primaty ir bet kuriy kity Saltiniy ir gyvany
raziy, kuriose yra CNTF- aktyvumo. Id&radimas toliau skirtas CNTF-
nukleinorags&iy posekéms, apimandioms bent 10 tokiy posekiy
nukleotidy, kurie apima sugebandias hibridizuoti=s CNTF sekos
atkarpas, kurios naudojamos, pvz.,, nukleinoragadiy hibridizaci jo=

bandymuose, Southern bei Northern blotinguose ir t.t. Ifradimas
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taip pat patelkia CNTF proteinus, fragmentus ir jy darinius pagal
aminorog&&éiy sekas, pateiktas 1 ir 8 bréZ arba jy funkcinius
ekvivalentus. I&radimas talp pat pateikia CNTF- proteiny
fragmentus ir darinius, kurie apima antigeninj determinants <d{usd
arba kurie yra funkciniai aktyvios. Panaudotas &ia terminas
“funkciniai aktyvus" gall reiksti “pasiZymintis teligiamu aktyvumu"
Zinomy CNTF funkcijy eksperimentuose, pvz, vig&iuko embriono
ciliarinio gangli jo bandymuose.

Pvz., nukleinorags&iy sekos=, parodytos 1 ir 8 bréZ, gall boti
pakeistos pavadinimy, pridéjimy ir deleci jy badu, po kuriy
gaunamos  funkcinial ekvivalentigkos molekulés, Dél nukleotidiniy
koduo jan&iy =seky degeneracijos pagal & iSradima praktikoje gzali
bati panaudotos kitos DNR sekos, kurios koduoja i esmés tas
patias aminorqgaéiy sekas, kalp parodyta 1 ir 8 bré%x Sios sekos
apima, pvz., bet Jjomis neapsiriboja, nukleotidy =ekas, apimanéia=
1 ir 8 bréak parodytus CONTF genus pilnai arba Jjy dalis, kurios
gall boti pakeistos pavaduojant jvairius kodonus; kurios koduoja
funkcinial ekvivalentinius aminorggadiy Hku&ius tos =ekos vidu je,
tuo bodu atlikdamos tylig mutacijs. Panafiai CNTF proteinai arba
fragmental, arba jy darinial pagal 2&{ apibréZimg apima, pvz, bet
Jai=s neaps'hdbo ja, tokius, kuriuose kaip pirminé aminorQgsdéiy
=eka, yra dalis arba visa aminortogs&iy =seka, i& esmés talp, kaip
parodyta 1 ir 8 bréz, iskaitant pakeistas sekas, kuriose
pavaduoti funkciniai ekvivalentiski aminorQgsdiy Hkudiai sekos
viduje veda prie tylios mutacijos. Pvz., vienas ar daugiau
aminorags&iy Hkuély =sekos viduje gali bati pavaduoti kitu
aminortgsdiy panafiu  polarigkumu, kuris veikia kaip funkcinis

ekvivalentas, vedantiz prie tylaus pakeitimo. Pavadinimail
aminorg&tiy sekos viduje gall boti parinktl 1% dviejy tos padios
klasés, kuriai priklauso duota aminorogstis, nariy. Pvz.,

nepoliarinés- hidrofobinés aminorugitys apima alaning, izoleucins,
valing, proling, fenilalaning, triptofang ir metionina. Pollarinés
neutralios aminoragstys apima glicizering, treoning, cisteing,
tirozing, asparaging ir gliutaminasg,. Telgiamai pakrautos
aminorggitys {(2arminés) apima argining, llzina‘ ir histiding.
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Neigiamal pakrautos (ragstinés> aminorOgstys apima asparagino ir
glutamino ragitis. [ iSradima tailp pat j{traukti CNTF proteinai
arba fragmental, arba Ju dariniai, kurie diferencialiai
modifikuoti transliacijos metu arba po jo=, pvz, glikozilinimo
metu, proteolitinic suskaldymo, antikano ligavimo prie molekulés
arba kito Igstelinio ligando metu ir tt. 8 =skyrelyje Zemiau
pateiktas bilologidkal aktyvaus rekombinantinio CONTF = ekspre=ijos
E. coli pavyzdys, kartu nurodant, kad neglikozilintas CNTF yra
biclogisdkal aktyvus=s.

Be to, rekombinantini CNTF koduojanéios nukleinorqgs&iy sakos
pagal &i ifradimsa gall bati sukonstruotosz taip, kad pagerinty CNTF
apdirbimg ir ekspre=l ig. Kaip pavyzdy=s, tuo neapsiribo jant,
signaliné seka gall boti jterpta aukf&iau koduojantios CNTF s=sekos,
tuo leidZiant CNTF i&skyrima ir tuo pa&iu palengvinant CNTF
surinkima arba jo bloprieinamums.

Be to, duotas CNTF gali bati mutuotas in vitro arba in vivo
tranzlHacijos, imitacijo= ir/arba uZzbaigzimo sukorimui ir/arba
sugriovimul, arba dél varianty koduojandiose srityse sudarymul
ir/arba naujy restrikciniy saity endonukleazéms sudarymul, arba
egzistuojanéiy salty 1iSardymui, kad baOty palengvintas tolegsnis
modifikavimas in vitro. Gali boti panaudota bet kokia specialistui
Zinoma technologija, {skaltant, pvz., bet tuo neapsiribojant, in
vitrg nukreipto tafko mutagenezge (Hutchinson ir kt., 1978, ]J.
Biol. Chem., 253: 645513, iitiesintojy pritaikymag <("Farmacija") ir
tt.

5.7. AntikOny prie¥ ciliarini neurotropini faktoriy sukGrimas

Pagal ifradimy CONTF proteinas arba jo fragmental ar, dariniai gali
baoti panaudoti kaip imunogenas antiktony priesd CNTF generavimui.
Riboty CNTF kiekiy problemos buveo i{Avengta, =suradus zalimybe
gaminti palyginus gausius CNTF-proteino kiekius, panaudo jant
proteino =intezész badus CNTF nukleinoragséiy seky pagal =3 |
igradima pagrindu.
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Toleaniam imuninés reakci jo= pries CNTF gerinimut CNTF
aminorfgE&iy seka gall bati  i2analizuota, kad boty identifikuotos
molekulés dalys, kurios gall bati susi jusios su padidé jusiu
imunogeniZkumu. Pvz.,, aminorogsély seka gall boti iganalizuota
kompiuteriu, identifikuo jant pavirsfinius epitopus, kaip
pailiustruocta 15¢ad> 1ir <¢b> bréZinivo=ze, kurie rodo kompluteriu
gautas atitinkamai Ziurkés ir Zmogaus CNTF hidrofiligkumo,
pavir&inés tikimybés, lankstumo, antigeninio indekso, amfifilinés
spiraléé, amfifilinés plok§tumos ir antrinés atruktaros diagramas,
Alternatyviai, CONTF i& {ivairiy gyvaony rafiy aminoragséiy sekos
galéty bati lyginamos tarpusavy je, kartu identifikuo jant
santykinal nehomologines sritis; Sios nehomologinés =sritys baty 2u
didesne tikimybe imunogeninés tarp jvairiy gyvany roasiy.

Gaunant monokloninius antiktnus, nukreiptus priesd CNTF, gali boaoti
panaudota bet kokia technologija, pagal kurig gaminamos antikOno
molekulés stabillais lastelinials Stamais kultaroje. Pvz, i =31
igradimsa jjungtos tokio=s technologi jos, kaip hibridominé
technologija, pirma karts sukurta Koler ir Milshtein <1975,
Nature, 254: 495-497)3, o talp pat Zmogaus B—lqst,euné. hibrodomos
triominé technologija (Kozbor ir kt., 1983, Immunology Today, 4:7)
ir EBV-hibridominé technologija Zmogaus monokloniniy antikany
gamybai <(Cole ir kt., 1985, “Monoklonal Antibodies and cancer
Therapy', p.77-96) ir kitos panafios technologijos.

Monokloniniai antikonai terapiniam naudojimui gali bati Zmogaus
monokloniniai antikonai arba chimeriniai Zmogaus, Ziurkeés {arhba
kity rafiy gyviny) monokloninial antikOnal. Zmogaus monokloniniai
antikanai gali boti sukurti pagal bet kurisg is daugelio
apeciallstams Zinomy technologijy <Pvz., Teng ir kt., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sci., JAVY, 80:7308-7312; Kozbor in kt., 1983,
Immunology Today; 4:72-79; Ollson ir kt., 1982, Meth. Enzymol.,
22 F-146D.

Chimerinés antikony molekulés gali bati gautos, iZlaikant Jose
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Ziurkés antigens surifant{ domens ZXmogaus pastoviomiz sritimis
{Morrison ir kt., 1984, Proc. Natl Acad. Sci, JAV, 81:6851;
Takeda ir kt., Nature, 1985, 314: 452D.

Ivairts specilalistui Zinomi badal gali baoti panaudoti polikloniniy
antikany CNTF epitopams gamybal. Antikany gamybal {vairas gyviny
Zeimininkal galli boti  imunizuojami CNTF- proteino {arba Jo
fragmento ar dariniyd injekcijomi=z, jiskaitant, pvz., bet Jais
neapsiribojama, triufius, peles, Ziurkes ir t.t. Imunologiné=s
reakci jos padidinimui gall bati panaudoti jvairas priedai,
at=siZvelgiant { gyvano- Zeimininko ro&{, {iskaitant, pvz.,, bet tuo
neapribo jama, Freinda {pilng ir nepilnad, mineralinius gelius,
tokius kaip aliuminio hidroksidas; pavirsiaus aktyvias medZiagas,
tokia= kaip H=zolecitinas, plirono poliolai, poliani jonai,
peptidai, allejinés emulsijos, tipo “keyhole limpet" hemocianinai,
dinitrofenclis; ir potencialiai naudingus EZmogaus adjuvantus,

tokius kalp BGE (BCG-Bacille Calmette Guerin) ir Corynebacterium
parvum.

Molekulinis antikOno priex CNTF epitopa klonas gali bati gautas
Zinomals bOdals. Nukleinorag#&iy =ekos, kuri koduo Ja monokloning
antikong, arba jos antigens =surifan&ios srities sudarymui gall
bati naudojamas rekombinantinés DNR bodas {(Ziar. laboratorini
Maniatis wvadovéli "Molekulinis klonavimas", 12462, Cold Spring

Harbor, New York)D.

Antikany molekulés gali bati iSvalytos Zinomais badai=, pvz.,
imunocabsorbci ja arba inuncafinine chromatograri ja, tokials
chromatografiniais bodais, kaip HPLC <didelio efektyvumo skystiné
chromatografi jad, arba jy deriniais ir t.t.

Tailp pat Zinomais badais gali bati generuo jami antikony
fragmentai, kurde turi molekulés idiotipg. Pvz.,, tokie fragmentai,
{&radimas jais neapsiribojad apima F(ab’)z Tfragments, kuris gali
bati gautas pepaininiu antikano molekulés virgkinimu; Fab?
fragmentus, kurie gali bati gauti sumaZinant disulfidiniy
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fragmento F(ab’)z tilteliy kiek{; ir fragmentus 2Fab arba Fab,
kurie gali boti gauti apdirbant antikOno molekules papainu ir
redukuo jansiu (atstatanéiud agentu.

2 =akyrelio pavyzdys aprasgo gavima polikloninio antizerumo,
nukreipto pries peptiding CNTF proteino, sudaryto is 14
aminorags&iy, fragmentsy.

17 skyrelio pavyzdys aprafo keturis monokloninius antikonus pries
CNTF, kuriuos pateikia =&is iZradimas, batent, RP3-12, RFPIZ-1,
RPIZ-2 ir RPIZ~-9.

5.8. I¥radimo panaudo jimas

Siz i&radimas skirtas CNTF nukleino rogsSEiy sekom=, o talp pat
gryniems proteinams, peptidiniams fragmentams arba dariniams,
gautiems & {y. CNTF proteinal, peptidal ir dariniai, antikanai
pries CNTF ir CNTF nukleinoragf&iy =zondal gali baoti panaudoti
diagnosgtiniuose terapiniuoge taikymuose. Diagno=stiniams ir
terapiniams tikslams geriau naudoti CONTF genus arba geny produktus
i£ ty padiy gyvony rafiy, nors specifinivoze {gyvendinimuose gali
bati naudingi ir skirtingy rasiy CNTF panaudo jimai.

5.8.1. Diagnostiniai panaudo jimail

Sis iAradimas, kuris =skirtas nukleinortgitims, koduojan&ioms CNTF,
proteinams, peptidiniams fragmentams arba gautiems i Jju
dariniams, o taip pat antiknams, nukreiptiems prieg
CNTF-proteiny, peptidus arba Jjy darinius, gali bati naudo jamas
nervinés sistemos sutrikimy, kurie gall boti =usije su pakitimais
CNTF ekspre=zijoje, diagnostikad.

Ivairiuose igradimo {gyvendinimuoze CNTF genail ir atitinkamo=s
nukleino sekos ir posekés, {skaitant komplementarias =sekas, gall
bati naudo jami diagnostinés hibridizaci jos bandymuose. CONTF
nukleinorog&éiy sekos arba jy posekés gall boti naudojamos kaip
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hibridizaciniai zondai <(posekés turi apimti bent 10 nukleotidy.
Hibridizacinial eksperimentai gall bati naudo jami suradimui,
prognozavimui, diagnostikal ir monitoringui bokliy, sutrikimy arba
gy, susijusiy su CNTF ekspresijos pakitimais, {skaitant, atskiru
atve ju, bokles, vedan&ias prie neurony, kurie, kaip Zinoma, atsako
i CNTF, tokiy kaip parasimpatiniai neuronai, cholinerginiai
neuronai, nugaros smegeny neuronat, neuroblasty Iastelés ir
antinks&ly s=megeny lgstelés, paZeidimo 1ir degeneracijos. Tokios
Hgos ir bokléz apima <(bet isSradimasz jomis neapsziribojad, pvz,
CNS traumg, infarkts, infekcija, degeratyvini nerving susirgims,
piktybini darini arba pooperacinius pakitimus, iskaitant {(bet
iZradimas tuo neapsiribojad Alzhaimerio Hegs, Parkinsono Hes,
Chantingtono choréjs ir amiotropine lateraline skleroze. Pvz.,
bendra RNR 1{i£& audinio pavyzdZio, paimto 1% ligonio, gall bati
iZtirta, ar yra mRNR CNTF, ir mRNR CNTF kiekio sumaZkeéjimas rodo

neuronine degeneract jg.

Alternatyviuose igradimo igyvendinimuose antiktnai, nukreipti
prie& CNTF proteing, peptidinius fragmentus iIir Jjy darinius, gali
bati naudojami nervy sistemo= ligy ir sutrikimy diagnostikai,
iskaitant, atskiru atve ju, tas neuromy populiaci ja=s bed
klinikinius susirginus ir sutrikimus, kurie buvo igvardinti
aukséiau. Antikonai, nukreipti prie& CNTF proteinus pagal =31
igradima gali bati panaudoti, pvZ., imunohizstocheminiam CNTF
aktyvumo identifikavimui audiniy gabalélivoge arba biops=i jai is
paciento, jel toks j{vertinimas reikalingas. Kitas pavyzdy= vyra
antikono pagal & id&radims panaudojimas ELISA procediOroszse GNTF,
esandio audiniy arba skys&ly pavyzdZiuvose, suradimul irarba Jo
kiekio iZmatavimui; analogifgkai antikonal pagal £ iSradimgy zali
boti naudojami Western-blot analizéje CNTF, esanéio audiniuose
arba sky=sd&iy pavyzdZziuo=se, suradimul ir7arba igfmatavimul.
Antikonas pagal 3 iSradimsg, kuris suriga CNTF ir imunonu=zsodina
i, apragytas 11 skyrelyje Zemiau.

Tolimesniuose ifradimo igyvendinimuoze CNTF proteinas, peptidiniai
fragmentai arba dariniai gall boti panaudoti nervy sistemos gy
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ir =utrikimy diagnostikai. Atskirame j{zgyvendinime ddfradimas tuo
neapribo jamas>, pvz., Zyméti CNTF proteinas arba peptidiniail
fragmentai gali boti X panaudoti audiniy ir lasteliy, kurios
igskiria CNTF receptoriy, Iidentifikavimui, kad baty identifikuoti
CNTF receptoriaus ekspresijos nukrypimal ir, vadinasi, potencialas
nukrypimai nuo normos audiniy arba lastelly reakcijoje CNTF.

Si=s {&radimas taip pat pateikia imunocloginius tyrimus CNTF kiekio
matavimul =skys&io pavyzdyje, kuris yra antikOninizs "sumugtinio"
baoda=s, numatantis pirmo antikGno pried CNTF suridima su  tvirtu
pagrindu. Suristo pirmo antikono pavelkimas tirpalu, kuriame yra
CONTF, =alygose, {galinantiose pirmo antikOno surifims =su CNTF,
paskul surifto su pirmu antikanu CONTF pavelkimas antikanu pries
CNTF, kuris tinkamesniu atveju nukreiptas { kita CNTF epitopa negu
pirmas antikOnas, salygoze, jgalinantiose CNTF surifima su antru
antiktonu, po to antro antikono surifimo su CNTF suradimas,
naudo jant. specilalistul Zinomus bGdus, {skaitant <(bet 1&radimas tuo
neapribo jama=), pvz., antro antikOno surisimsg su anti-
imunoglobulino antikonu, =sujungtu su indikatorine medZiaga, tokia
kaip fluorescensinis Junginys=s, arba su Junginiu, turinéiu
radioizotopy, arba su fermentu, kuris gall produkuoti signals
kolorimetriniame bandyme. Tinkamesniame igradimo igyvendinime
monokloninial antikonal RP3-1Z2 ir RPIZ-2 gall bati panaudot.i
tokiuose antikany tyrinéjimuose, kaip ‘“sumuitinio" tipo Zmogaus
CNTF tyrinéjimai (Ziar. 17 skyrelfi Zemiau). Toks badas gall bati
panaudotas kailp jautrus eksperimentas CNTF lygiy matavimui, ir
galli bati panaudotas nerviniy =susirgimy, susijusiy su nenormalia
CNTF ekspresi ja, diagnostiko je. /

5.8.2. Terapiniai panaudo jimai

Sis ifradimas, kuris skirtas nukleinortg£tim=s, koduojantioms CNTF,
ir proteinams, peptidiniams fragmentams arba dariniam=, gautiems
ig =2y s=eky, o taip pat. antiknams, nukreiptiems pries
CNTF-proteins, peptidus arba darinius, gali baoti panaudotazs nervy
sistemos lgy arba sutrikimy, kurie gali bati susi Je =u pakitimais
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Ivairiuose i#radimo jgyvendinimuose CNTF proteinas, peptidiniai
fragmentai arba darinial gall bati jvedami pacientui, kurio
nerviné sistema buvo paZXeista traumos, chirurgijos, ischemi jos,
infekecl jos <(pvz., poliomelito arba AIDSD, medZiagy apykaitos
gy, maisto nepakankamumo, plktybiniy dariniy, toksiniy agenty
arba dar neZinomos kilmés degeneracinés Hgos. Ivairiuose
specifiniuose iiradimo {gyvendinimuose CNTF gall bati jvedamas
prie nugaros smegeny neurony, kurios galli baoti paZzeiatos, PVvVZ.,
traumos, infarkto, infekcli jo=, degeneracinés ligos arba
chirurginic isiki®imo; 10 skyriaus pavyzdyje pailiustruotas CNTF

panaudo jimas nugaros smegeny neurony ifgyvenimul padéti.

CNTF nukleinoragstys, peptidai ir dariniai pagal £{ iZradima gall
boti naudojami motoneurcony sutrikimy gydymui. 11 skyrelio pavyzdys
iliustruoja nuostaby CNTF efektyvumsa, padedant i&gyventi neuronams
perpjautame veido nerve. Atitinkamai atskiruvose igradimo
igyvendinimuose CNTF arba peptidal ar Jjo dariniai gali bati
panaudoti Bela paralyZ®iaus <(CNTF> arba paralyZziaus, apimanéio
veido nervag, gydymui, taip pat kity Jjudamosios neurony =istemos,
iskaitant <(bet iSradimas tuo neapsiribo jad, pvz., amiotropine
lateraline =kleroze, progresyviaig nugAaros Traumeny atrofijs,
progresyvy bulbarin] paralyZiy, pirming lateraling skleroze ir
nuzaros raumenyy atrofiijy {Berdningo-Hofmano Hega ir

Kugelbergo-Belandero ligad ix po-poliomielitinl sindroma.

Mot.oneurony degeneracija ir Zotis nugaros raumeny ventraliniame
rage yra patofiziologinic proceso pagrindinis aspektas, sergant
amiotropine lateraline skleroze (ALS; Lui Geringo liga)d, nugaros
smegeny paZeidimais 1ir atitinkamomis lpomis. Zemiau pateikti
rezultatai 10 ir 14 =skyrelluose rodo, kad CGNTF gall bati
naudo jamas tokly susirgimy gydyme nugaros smegeny motoneurony

iZgyvenimo padidinimui ir cholinerginés ekspresijos sustiprinimui.
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Be to, kalp patvirtinta duvomenimis, pateiktai= i8 skyrely je
Zemiau, farmacinés kompozicijo=s, apimancios pagrinding fibroblasty
augimo faktoriy, arba geriau CNTF ir pagrindini fibroblasty augimo
faktoriy, gali bati panaudotos Judamy jy neurony iggyvenimo
padidinimui, o taip pat auks&éiau nurodyty motoneurony ligy

gydymul.

Siz iZradimas taip pat gall bati panaudotas, pvZ., pacienty,
sergandiy diabetinémis neurcpati jomis, pvz., mononeuropati jos
multipleksu arba impotenci ja, iZgd jimo pagreitinimui. Kituose
igyvendinimuo=ze CONTF proteinas arba peptidinial fragmentai ar Jjy
dariniai gali bati panaudoti j{gimty lgy arba neurodegeneraciniy
sutrikimy, iskaltant {i&radimas Jai= neaps=iribo jad, pvZ.,
Alzhaimerio lgs, =enéjims, periferines neuropatija=s, Parkinsono
Hga, Chantingtono choréijs ir motoneurony ligas bel sutrikimus;
atskiru atveju, igradima=s gali bati panaudotaszs izgimty
neurodegeneraciniy =s=utrikimy, su=i jusiy su cholinerginiais

neuronais, gydymui;

Buvo parodyta, kad Alzhaimerio liga apima selektyvig cholinerginiy
neurony Zat{ bazalinése priekinése smegenyse ir, kaip parodyta,
35% sergandtiyjy parkinsonizmu kamuoja Alzhaimeric tipo demencija;
CNTF, gautas pagal =3 | ig&radimsg, gall bati naudingas kaip
vieninteli=s terapinis agentas Siam kompleksiniam susirgimui.
Analogidkal CNTF, gautas pagal #£{ i4&radima, gali bati naudojamas
terapiskai Alzhaimeric lgos kartu =su Dauno sindromu gydymui.
CNTF, pgautas pagal £{ 1ig%radima, g2ali boti naudo jamas ivairiy
demenci jy, kaip ir {gimty apmokymo sutrikimy, gydymui.

Kalp parodyta 15 ir 1& =skyrelluose Zemiau, buvc pastebéta, kad
CNTF pa=iZymi kellals aktyvumais Amono rago Ilastelése, iskaitant
padidinty GABA isizavinimsg, neurofilamentinio proteino ir
GAD-fermento ekspre=i jos sustiprinimsg, GABAerginiy neurony
isgyvenimo padidé jimg, Amono rago neurony ifgyvenimo padidinima ir
Amono rago astrocity iSgyvenimo padidinims. Atitinkamai {vairiuose
ig#radimo jigyvendinimuose CNTF gali bati panaudot.as nerviniy
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susirgimy su pagireigkiantiu jo povelkiu Amono rago lasteléze,
gydymui, iskaitant gydyma <(bet i&radimas tuc neapribojamas), pvz,
Alzhaimerio ligo=z, infarkto ir toksiniy paZeidimy.

CNTF, CNTF peptidai, antikonai arba dariniali pagal =i igradimag
taip pat gali bati naudojami gydyti auglius, prasidedandius nervy
zsistemos audinyje, {skaitant. giloblastomsa ir melanoms, kylandélsa {2
melanocity, iszxivys&iusiy 12 nervinés keteros.

Gall buti pageidautinas CNTF giminingy peptidy arba CNTF proteino
ivedimas absorbcija ant membranos, pvz., silastiko membrano=s,
gelio arba puto=s, kurie gali boti implantuoti arti prie paZeisto
Nnervo. Specifiniame ifradimo izyvendinime CNTF proteino,
peptidiniy fragmenty arba dariniy jvedimas gall boOti panaudotas
kartu =su chirurgine audiniy arba kity uZzdelsto medikamento
atpalaidavimo substancijy, iskaitant mikrosferas, mikrokapsules
arba sintetinius implantantu=s, implantaciia, gydant Alzhaimerio
ligg, amiotropine lateraline skleroze arba kitas motoneurony ligas
Uzskaitant, pvz., Verding-Hofmano ligad ir Parkinsono liga.

Tolimesniuose igradimo {gyvendinimuose CNTF proteinas, fragmentai
arba dariniai gali bati panaudoti kartu su kitais citokinais,
norint pasiekti norimg neurotropini efekty. PavyzdZiui, bet
neapribo jimui, pagal #{ ifradims CONTF gali boOti panaudotas kartu
su NAF, norint pasgiekti stimulivojanti poveik{ augimui ir neurony
iggyvenimul. Nustatyta, kad CNTF gali veikti sinergetiskai su
kitalis, =susidarandials CNS peptidiniais Taktoriai=s, kurie dar
nepilnal apibadinti, augant, vyastantis ir ifgyvenant placiam
neuroniniy subpopuliaci jy diapazonul centring je ir periferiné je

nervy sistemo je.

Remiantis pilna CNTF molekulés charakteristika nustatyta, kad gall
bati sukurti nauji CNTF peptidinial fragmentai, dariniai arba
mutantai, kurie sugeba veikti kaip kai kuriy arba visy biologiniy
CNTF funkcijy agonistal arba antagonistai.
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Kituose tolesniuose ifradimo j{gyvendinimuose antikOnai, nukreipti
prieg CNTF proteina arba peptidinius fragmentus ar Jjo darinius,
gali bati j{vedami pacientams, kendéiantiems nuo {vairiy nerviniy
sutrikimy ir Hgy, ir kuriemas toks gydymas reikalingas. Pvz.,
pacientams, sergantiems CNTF gamybos pertekliumi, gali reijkéti
tokio gydymo. Antikanal prief CNTF gall bati naudojami apsaugal
nuo sensoriniy neurony aberantinés regeneracl jos {pvz.,

pooperacinésa) arba chronifky skausmy sindromo gydymui.
S.8.3.Farmacinés kompozici jox

Aktyvios kompozicijos pagal &{ if&radimg, 1 kurias gall {eiti vizas
arba dalis CNTF geninio produkto, jskaltant proteing, peptidinius
fragmentus arba darinius, gautus 1% Jo, arba antikdnai {arba
antikOny fragmentaid, nukreipti priex CNTF proteins, peptidinius
fragmentus arba darinius, arba CONTF darinys su kitu agentu, tokiu
kaip NAF, gall buati jvedamos bet kokiame steriliame
biosuderinamame nesé ju je, iskaltant., pavyzdZziui, bet ne
apribojimui, fiziologini tirpals, dekstroze ir vandeni.

CNT proteinas, peptidinis fragmentas arba darinys gali apimti
aminorQg#fiy =eks arba jos poseke, kaip parodyta 1 bréZ (Eiurkés)
ir 8 bréZdZmogaus sekad. CNTF gali bati gautas is sekos,
atitinkanfios bet kokic tinkamo gyvano, iskaitant, bet iXradimas
tuo neapribojamas, Zmogy, kiaule, =Ziurke, vii&iuks, karve, Suni,
avi, oZi{, kate, triuzi ir t.t., CNTF genus. '

CNTF proteino, peptidinic fragmento, darinic arba antikano kiekis,
kuris bus efektyvus gydant konkrety susirgima ar bakle, galli bati
nustatytas standartinials kiinikiniai=z bodais. Kai galima,
pageidautina nustatyti reakcijos kreive, priklausantia nuo dozés
ir i&tirti farmacines kompozicijas pagal & iSradima pirmiausiai
in witro, t.y. CNTF-bioeksperimentinése sistemoze, apragfytoze
auks&iau, o paskul naudingoze gyvaony modelinése =zistemose, pries
pradedant. jas naudoti Zmonéms. Remiantis duomenimis, gautais in
vitrao, specifiniame o igradimo izyvendinime farmaciné
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kompozici ia, kuri efektyvi ciliariniy gangli jy neurony
iggyvenimo padidinimui, gali duoti vietine CNTF proteino
koncentraclijg apie 2 mg./ml Papildomame specifiniame igZradimo
igyvendinime farmaciné kompozicija, kuri efektyvi cholinerginio

tipo neurony ifgyvenimo padidinimui, gali duoti vietine CNTF
proteino koncentracija apie 40 trofinly vienety milildtrui. .

Ivedimo bodal apima (bet tuo ifradimas neapribo jamas), pvz.,
jvedimus { ods, { raumenis, { pilva, intraveniniusg, poodinius,
oralinius ir intranazalinius bodus. Be to, gali boti pageidau Jama
ivesti rarmacines kompozicijas pagal £{ iZfradimg 1 centrine nervy
aistems bet kuriuo tinkamu bodu, jiskaitant {vedima { skrandj ir
intrarektaline injekci 5. Injekci ja i skrandj gali bati
palengvinta kateteriu, pvz., pritvirtintu prie rezervuaro, tokio

kalp Omajo rezervuaras.

Be to, galli boti pageidautina naudoti farmacines kompozici jas
pagal i&radima vietoje, =rityje, kuriai toks gydymas reikalingas;
tal gali boti pasiekta, pvz. bet iZradimas tuo neapribo jamas,
vietine infuzija chirurginés operacijos metu arba in Jekclja, arba
kateteriu, arba implantavimo badu, ir tada implantantas gali bati
porétas, neporétas arba { Zelating panasi medZiaga, iskaitant
membranas, toklas kalp sialastiko membranos arba pluostal.

I&radimas taip pateikia farmacines kompozici jas, j{skaltant CNTF
proteinu=, peptidinius fragmentus arba iy dariniu=, {vedamus
liposomomiz, mikrodalelémis arba mikrokapsulémi=s. Ivairiuvose
igradimo jizyvendinimuose gali bati naudinga naudot.i tokia=z
kompozici jas, kad baty pasiektas palaipanis CGNTF arba Jam
giminingy produkty atpalaidavimas.

Numatoma galimybé jvesti Ilasteles, aktyviai produkuojan&ias CNTF,
CNTF giminingas substancijas, CNTF-antagonistus, antikQnus pries
CNTF =rityje, kuriai reikalinga sumaZinta arba padidinta CNTF

koncentraci ja.
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5.8.4.Molekulinial zondal pagal 5| ifradimg gali bati naudojami
naujy CNTF- homologif¥ky molekuliy identifikavimud

Molekulés, pasiZyminéios CONTF-aktyvumu, bet besziskirianéios pagal
molekuline mase, buvo identifikuoctos jvairiose gyvony Iir audiniy
rafy=ze, i{skaltant viZ&iuko embriono aki, Ziurkés sédmenini nerva,
paZelsta smegeny audini, &irdies Iasteles, neuroblastiniy lasteliy
supernatantus (Heymanns ir Un=sicker, 1987, Proc. Natl. Acad Sci,
JAV, 84: 7758-77462> ir antinks&iy smegeny =luoksni (Un=sicker ir
kt., 1985, Neurosci. Lett. 40! 127-132>. NeZinoma, kiek 1& jy vyra
identigkos arba skiriasi nuo CGNTF, aprafyto &la; gali bati, kad
bus rasti papildomi OGNTF &altinial ir 1»r0fy=. Rekombinantinéds DNR
molekulés pagal &f 14radimg arba antiktnal, nukreipti prie& CNTF
proteinus arba peptidinius fragmentus pagal i%radimg, gali bati
panaudoti naujy homologiniy CNTF molekuliy charakterizavimui.

PavyzdZiui, bet ne igradimo apribo jimui, CNTF- koduo jan&io=s
rekombinantinés DNR molekulés gali baoti panaudotos kailp =zondai
naujy molekuliy, kurios yra homologigkos, bet ne identiZXkos CNTF
molekuléms, aprasytoms 1 ir a8 bréZ., identifikavimui. To=
molekulés gall pasiZyméti arba nepasiZymeéti CNTF aktyvumu, ir gall
susidaryti i& ty pa¢iy arba kity genominiy =eky, kailp molekulés,
pateiktos 1 ir 8 bré% Sios nau jos molekulés galé jo bati
identifikuotos panaudojant CNTF- koduojanéiy seky, parodyty 1 {ir &
bréZ., dalis kaip oligonukleotidiniusz praimerius PCR raakci jo je,
panaudo jant. kalp matrica arba genomine DNR, arba lasteliy ENR,
kurios geriau iZskiria CGNTF-homologs.

Panagiai antikQnali pried CNTF gall bati naudo jami polizsomy,
sintezuo jantiy CGNTF homologinius proteinus, nusodinimui, ir tokiu
badu surinkta RNR paskul gali baoti PCR-amplifikuota, panaudo jant
oligonukleotidinius praimerius pagal &1 igfradima. Manoma, kad
naudo jant.  &{ bady galima identifikuoti ir klonuoti kelety
CNTF-giminingy molekuliy.

b. Pavyzdys: Molekulinis klonavimas, Ziurkes ciliarinio
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neurotropinio faktoriaus (CNTF> ekspresi ja ir regioninis

pasiskirstymas.
6.1. Med¥iagos ir badai
6.1.1. CNTF i¥valymas ir suskaldymas

CNTF buvo valomas, kaip aprafyta anks&iau (Laadat ir kt., 1989, J.
Cell. Biol. 108: 1807-18163. Papildomal po elektroeliuci jos =111
preparatyviniu poliakrilamidiniu geliu CNTF buvo patalpinamas
7.7% x 100 x mm Bakerbond Gold C4 Widepore kolonéléje 1ir elluuotas
0.1 4 trifluoracto rogitimi bel acetonitrilu su 0-450% gradientu.
Biologidkai aktyvus proteinas buvo i&plautas eliucija viename pike
su S50-55% acetonitrilo. 4 pg idvalyto CNTF, kurio pirmas
igmatavimas buvo izoelektrinis fokusavimas pH 3.5-10.0
gradiente, o antras ifmatavimas buvo 12% SDS poliakrilamidinio
gelio elektroforezé, 2D-gello analizé parodé, kad &is proteinas
migravo kalp vienintelé démé (Saadat ir kt., 1989, J Cell Biol.
108: 1807-1814, Ziar. 2 bréx)d. Lyglagre&ial buvo atliekama CNTF,
kuriam nebuvo atliekama papildoma valymo stadi ja Bakerbond
Gold C4 Videpore kolonéléje, 2D-gelio analizé.

Vienintelis pikas, turintis CNTF, koncentravosi "Speed vake",
kuriame oras buvo pakeistas argonu. Buvo nustatyta, kad argonas
gvarbus, uZkertant kelig CNTF- aktyvumo praradimui, kuris

atsiranda, oksiduojantis vienam ar daugiau metionino Hku&iy.

BRCN- suskaldymui §{ 30 ug ifvalyto CNTF buvo pridéta skruzdZiy

rogaties (su galutine 70 tario % koncentracijad ir BRCN <10 tario

%> Po trijy valandy kambario temperataroje buvo pridéta 500 pl

HEO, ir medZ2iaga buve koncentruota iki =0 73} bei nedelsiant

patalpinta Bakerbond Gold Cq Widepore kolonelé je. Triptiniam

suskaldymui 30 ul chromatografiskal igvalyto CNTF buvo »
i&dZiovinta, vél istirpinta S0 ul 0.1 M tris-HGl {pH 8.0>, kuriame

buvo 10 mM CaCl_ ir 3 pg TPK tripsino (aigmad, ir inkubuojama iki

2
ryto 3700 temperataroje. Gauti fragmentai buvo pakrauti i
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Bakerbond Gold C4 Widepore kolonéle ir eliuuojami, panaudo jant. tas
patias salygas (srauto greitis 1 ml/min—l, 0-60% acetonitrilo
gradientas &0 min, monitoringas su 214 nm). Pikali buvo surenkami
ranka. Peptidy aminorogi&iy sekos buvo nustatytos automatizuotu
sekvenatoriumi <(Applied Bilosyatems, Eskerskorn ir kt., 1988,
Elektroforezé, 2: 830-838).

I&valyto CNTF aminorogséiy kompozicija buvo nustatyta 5 ug ONTF
hidrolize ir derivatizacija ninhidrinu (Tsugita ir kt., 1987,

Biochem., 102: 1593-1597).
&6.1.2. CNTF kDNR klony generavimas

kDNR buvo =zmintezuojamos if kultivuoty =Ziurkés astrocity bendros
RNR <(Okayama ir kt., 1987, Method= Enzymology, 154: 3295,
panaudo jant oligopraimerius bs <oligonukleotidiniai praimeriai
pateikti 1C bréx) ir atvirkatine transkriptaze <(Bethesda Research
Laboratories?. Pirmas kDNR sidlas buvo kaip matrica specifiniy
CNTF segmenty amplifikacijai, panaudojant PCR <(Salki ir kt., 1988,
Science, 239: 487-491>. Klonas A buvo generuotas, panaudo jant
degeneruotus praimerius olgo-1 ir 2, o PCR praimeris buvo
identifikuotas oligo-11, subklonuotas ir nustatyta jo =seka. Sio
dalinio klono seka buvo naudojama praimeriy 3 ir 4 =intezavimul
kDNR galy amplifikacijai <(RACE> pagal anks&iau apragytus badus.
Gautos kDNR buve subklonuotozm { vektoriy Bluescript SK+ ir» buvo
nustatytos jy sekos <(klonai B ir C). Oligonukleotidas 7 buvo
gautas 12 genominio klono seko=s {Carroll, dar nepublikuoti
rezultatai>. S8ig praimeris buvo naudojamas klone D sukirimui,
panaudo jant ta pati RACE bada, kaip ir klonui . Pilno 1ilgio kDNR
klonas <(E> ekapre=sijal eukariotinése lastelé=ze buvo gauta=
naudo jant praimerius 9 ir 10 PCR reakcijal.

6.1.3. Northern-blot analizée

RNR buvo ekstrahuojamos 1& {vairiy =Ziurkés audiniy, panaudojant
guanidin-tiocianatinés ekstrakcijos boOdyg <(Cmomezynski ir Sacchi,
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1987, Anal. Biochem. 1&62: 156-159). Toks pat kiekis RNR (30 mg
RNR, isskyrus mRNR {5 raumeny, kurios buvo 50 ugd buvo
glikozilintas ir buvo atllikta elektroforezé ant 1.2 % agarozinio
gelio <(Lindholm ir kt., 1988, Biol. Chem. 2638 16348163510
Ipléstinés mRNR CNTF ekspresijos sédmeniniame Ziurkés nerve
jivertinimui buvo atliekama 2% ug bendro=s RNR, iZskirtos i&  Ziurkés
sédmeninio nervo, elektroforezé. PO, P4 ir P13 bréza (bd skirti
RNR, gautas i& naujagimiy, 4 dieny ir 13 dieny Ziurkiy =sédmeninio
nervo. Zinomiems kiekiams 847 bp CNTF transkripto <(sintezuoto in
vitro panaudojant ribozondine sistems Promegad taip pat buvo
atlikta elektroforezeée atskiruo=e takelluose tam, kad baty
identirfikuota CGNTF- mRNR pavyzdZiuose. Po elektroforezés buvo
atliktas wvakuumo blotingas ant neiloniniy filtry {Hybond-N,
Amersham) ir filtrai buvo hibridizuo jami SOOC temperataro je 50%
formamide <(Lindholm, auk£&iaud, panaudojant dvisial{  ““P-Zyméta
kDNR zondq koduo jan&ial CNTF sri&ial 600 bpd. Paskui filtral buvo
perplauti, 60 valandy velkiami x-spindullais, po to buvo

fotografuotos autoradiogramos.
&.1.4. Rekombinantinio CNTF ekspresija

Ekspresi jos vektorius su citomegalo-virusiniu promotoriumi {Devido
Raselo dovana) buvo panaudotas subklonuoti CNTF pilno ilgio klona
able jose orientaci jose. Transfekci jai buvo naudo jamos Hela
lastelés, kadangi Zioms lagteléms nebuvo rasta bazalinio
ekspresijos aktyvumo, padedan&io ciliariniy neurony isgyvenimui.
Kiekviens 100 mm kultivavimo indeli transfektavo 10 ug vektoriaus
DEAE-Dek=strano badu {Spandidos D. A, Wilhie NM., 1984,
Transcription and translation. A Practical approach, 1-48>. Po 48
valandy kultoroje supernatantai buvo pafalinti, ir lastelés buvo
perplautos triskart Zaltu PBS ir lizuotos S5 mM fosfatiniame
buferyje, turindiame o0mM NaCl {pH 7.0). Po Hzato
ultracentrifagavimo (100 000x g, 30 min> buvo nustatytos proteino
koncentraci jos ir prie kultivuoty Es-ciliariniy neurony buvo
prideta j{vairios koncentracijos =supernatanty. IZgyvene neuronai

buvo =suskaifiuoti po 24 wvalandy kultaroje, kaip buvo apragyta
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anks&iau <(Hughes ir kt., 1988, Nature, 335: 70-73). Kiekvienas
tagkas 3 bré% rodo trijy nustatymy vidurki; Juostos yra
standartinézs klaldos=s.

&6.2. Rezultatai
&.2.1. OCNTF aminorftg¥fiy sekos nustatymas

CNTF buvo isvalytas 12 Ziurkés =édmeninio nervo kaip apradyta
aukX&iau. D&l aminorOgséiy, bromido cianogeno (BRCN> ir triptiniy
fragmenty (N-galas blokuotas) kiekybiniam {vertinimui buvo batina
papildoma valymo stadi ja Bakerbond Gold kolonélé je. Ivairiy
fragmenty aminorogs&iy seka buvo nustatoma dujiniu-faziniu
mikro=sekvenavimu, pateikusiu daugiau kaip 50% bendros sekos, tai
puikiai derinasi su tuo, kas igvesta 1% kDNR ir sudaro nukleotidy
seksa, parodyts 1 bré% Iivalyto CNTF aminoragséiy =sudétis parodyta
1 <(d> bréZ.

&.2.2. CNTF kDNR klony sudarymas ir sekos analizé

Ziurkés s=megeny astrogljosr lastelliy kultaros buvo naudojamos kaip
RNR 2altiniai molekuliniam klonavimul; s&ios lastelés jau Zinomos
kaip esminiy CNTF kiekiy gamintojai <(Lilllen ir kt., 1988, Neuron,
I: 485-494>. Po jvairiy PCR-etapy <{naudo jant kalip praimerius
sintetinius oligonukleotidus, gautus is aminorOgstiy duomenyy,
gauty kaip apragyta 6.2.1 skyrelyje Zemiau> klony A, B ir 1]
nukleotidy sekos nustaté trumps netranslivots =eky i& 77 bp ir
atvirag =skaltymo rémeli 1E 400 bp, numatydami 200 aminorogséiy
ilzio proteing =u 3’ netranslivota aritimi i% 436 bp, kuri
baigia=i Poli CAD gale <1 bréZ). Vienas rémely je esant.is
transliaci jo= iniciaci jos saltas buvo lokalizuotas 78-80
nukleotidy sekos pozicijoje. Stop-kodonas, i&déstytas 5 prie &io
iniciaci jos =salto 72-74 pozicijoje, 1ir C 75 ir 8i pozici jo je,
tenkina patogaus tran=sliaci jos iniciaci jos sailto reikalavimus
pagal Kozak <1989, J. dCell. Bilol. 108 229-241)>. Stop- kodonas
H78~-680 eina po sekos koduojanéios peptida CBZ. Paskutiné ragstis,
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nustatyta mikrosekvenavimu, buvo homo=serinas, rodantis, kad
metioninas, numatytas 18 nukleotidy sekos, kuris buvo po

transliaci jos modifikuotas, sudaro C-galsy.

Nors dvibaziné <(Arg-Argd seka i3 ir 14 numatytos sekos pozicijose
sudaro potencialy potransliacinio suskaldymo =saits, i&valyto CNTF
aminorQgs&iy sudétis (1<d> bré%d kalba priefd toki suskaldymsa:
aminorggstys fenilalaninas, argininas ir alaninas, esantio=s
N-terminaliné je srityvje, neredukuotos kity aminoragZéiy ativilgiu,
kuriy #ioje =rityje néra (pvz., izoleucino)d. Be to, numatyta
molekuliné masé aminoragstiy sekal 18 200 aminoragséiy 22.8 kD>
yra kaip tik tal, kas {vertinta pagal PAGE analizés rezultatus
225 kD> (Saadat Iir kt., Ziar. auka&iaud. Tuo badu CNTF
aminorogifiy seka rodo citozolinio proteino poZymius, t.y. be
signalinic peptido, be konsensuso seky glkozilinimui ir tik
vienas cisteino likutis 17 pozicijoje. Nustatytos CNTF sekos
palyginimas su sekomizs pagal kompiuteric duomenis be FIR ir EMBO
nenustaté rydkaus panafumo su bet kuriuo 18 Zinomy baltymy.
Atskiru atveju, nebuvoe homologijos su nervy augimo faktoriumi
(NAF>, =megeny neurotropiniu faktoriuml (SNF> arba fibroblasty
augimoe faktoriumi <(FAF> ir Purpurinu, kiekvienas & kuriy yra
susi jes su iSgyvenimu, su aktyvumu, panafiu CNTF (Unsicker ir kt,,
1987, Proc. Natl. Acad. Sci., JAV, £4: 35459-5463; Schubert ir kt,,
1984, J. Cell. Biol. 102: 2295-2301).

6.2.3. Rekombinantinio CNTF ekspre=sija

Tikimybé, kad CNTF yra citoplazmatiniz proteinas, buvo patvirtinta
etebé {imais, kad pilno 1lgio KkDNR klono ekaprezija Hela lagateléze
privedé prie to, kad aktyvaus CNTF ekspresija vyko, bet Jjis nebuvo
iZlaisvintas { kultOrine terpe (3 bréid> Todél manoma, kad CNTF
vra molekulé, pana%i { FAF ir Interleukina-1 <(IL-I>, kurie gilial
veikia laateles, bet kurie yra citozolinial proteinai. FAF nebuvo
nustatytas iSlaisvinimo mechanizmas (Abraham ir kt., 1984, Science
233 545-548). PrieZingai, IL-1, kaip buvo pademonstruota,
ig=silaisvina i& stimulivoty makrofagy nekonvenciniu mechanizmu po
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suskaldymo specifiniu fermentu (konvertaze) (Kostura ir kt, 1989,
Proc. Natl. Acad. Seci.,, JAV, 8é&: 5227-5231). Ypatingo démesio
vertaz nesenas atradimas, kad makromolekulés gali bati inestos
(eksportuot.os) is mieliy citozolio nesé jais, kurie rodo
struktarine homologija =su valstinic pasipriesinimo cHkoproteinu
Zinduolly lgstelése (McGrath ir Varshasky, 1989, Nature, 340:
400-404>. BeHeka dar idsiaiSkinti, ar Zis gHkoproteinas gali
veikti talp pat, kailp neféjas Zinduolly lastelése.

&.2.4. Northern-blot-analize

CNTF-mRNR pa=siskirstymo suaugusios Ziurkés audiniuvose
Northern-blot-analizé <4 bréZ) surado vienintele apie 1.2 kb
dydZic juosta Kol kas stipriausias 1£ =surasty signaly buvo
signalas sédmeninic nervo Northern-blotuose, ir =silpnas sisnalas
dalyvavo nugaros =smegeny ekstraktuoge. Tadiau nustatomo signalo
nerado raumeny ir odos mRNR, t.y. maZiau 2 ng CNTF-mRNR 50-tyje ME
bendros RNR. Zemi CNTF~mRNR lygiai raumenyse ir odoje rodo, kad
didelis CNTF kieki=s, ezantis sédmeniniame nerve, néra CNTF,
retrogradifkal transportuotas i& periferijos, kaip NAF atveju, bet
yra lokaliali zintezuotaz CNTF.

Be to, CNTF-mRNR ekspresijos eiga <{pagal vystymosi laiks> skiriasi
nuo tokios NAF ekspresijos eigos (Thoenen 1r kt., 1987, Blochem.
Pharmacol. 109 145-178>. CNTF-mRNR nebuvo rasta sédmeniniame
naujagimiy Ziurkiy nerve, ir pasidaré pastebima tik 4-ta diens
<4<h> bré&Z). I&pléstine laikine CNTF-mRNR ek=spresi jos eliga
numato, kad CNTF nejtrauktas 4§ neuroninio iZgyvenimo reguliavima
perinataliniame laikotarpy je, kadangi Iraumeny reguliuo jamos
lastelinés 2Zaties laikotarpis Jjau baigia=si, kada pragsideda CGNTF
sintezéas padidéjimas (Oppenheim, 1984, J. Comp. Neurol., 244
281-284; Johnson ir kt., 1980, Science, 210! 2146-518).

6.3. Aptarimas
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Auk&Ziau apragyti CNTF iZvalymo badail pirmakart pateikia priemones
gaminti CNTF tokiais kiekialz, kuriy pakanka aminorQgféiy aseky
nustatymul. Neatliekant paskutinés valymo stadl jos kolonéle
Bakerbond Gold €4 Widepore, CNTF preparate buvo keletaz uZtersty
peptidy, kaip parodyta 2(a> bréZ Bet po iSvalymo FPLC/HPLC
kolonélé je Bakerbond Gold €4 Widepore buvoe identifikuota tik viena
démé 2D  gelio elektroforeze (2¢b)> bréZ.>, tuo parodydama, kad
valymas faktifkal bailgtas. Reikia paZyméti, kad norint igvalyti
CNTF, buvo isbandyta keletas HPLC kolonéliy, kol buveo rasta, jog
kolonélé Bakerbond Gold C4 Widepore yra efektyvi. IZkelta
hipotezé, kad auksinio padengimo inertigkumas padeda CNTF
igvalymui.

Nors CNTF-aktyvumas buvo {£ pradZiy apibadintas kaip vif&iuko
ciliariniy neurony i&gyvenimo in vitrog faktorius <(Adler ir kt.,
1979, Sclence 204: 1434-1534D, nesenial buvo parodyta, kad
aktyvumal, aprasyti kaip CNTF, susidarantys ir viZ&iuko audiny je,
ir Ziurkész audinyje, padeda {vairiy kity tipy neuroniniy Igsteliy
iggyvenimui (Barbin ir kt., 1984, J. Neurochem. 43: 1468-1478 Iir
Manfhorpe ir kt., 1984, Brain res. 3&87: 282-284) ir buvo parodyta,
kad Ziurkés sédmeninio nervoe CNTF {takoja vig&iuko embriono
simpatiniy neurony diferenciacijs, blokuodamaz Jjy replikacijas ir
indukuodamas VIP (vazointestinalinio peptidod> imunoreaktyvums ir
cholin-acetiltransferazés aktyvumg <Chat) {Ernsberger ir kt.,
1289, Neuron, 2: 1275-1284), o talp pat nau jagimiy Ziurkiy
simpatinés grandinés gangli jy neuronuose (Saadat i kt.,, 1989, .
Cell. Biol. 108: 1807-18163. Be to, ifvalytas i sédmeninio
Ziurkés nervo CNTF padéjo biopotencially O02A Iasteliy-pirmtaky
diferenciacijai { 2 tipo astrocitus <(Hughes, 19&8, Nature, 335:
70-73> in vitrpn. Kad buaty nustatyta, koklos CNTF funkct jos
pasireidkia in wvitro, bOtina nustatyti jo pirmine struktarg,
lasteline ekspres=i jg, igpléstine reguliaci ja ir lokalizaci ig.
I&vesta i& kDNR aminorogi&iy =seka ir pilno ilgio kDNR klony
ekspre=sija rodo, kad CNTF yra citozolinis proteinas. Tas faktas
kartu su regioniniu CNTF pasiskirstymu ir Jo igpléstine eksprezi ja



92

patvirtina, kad CNTF gali neboOti neurotropinic veikimo taikinio
faktorius. Tokiu baodu manoma, kad CNTF rodo neurotropines ir
diferencialines =savybes tik po to, kal s iZsilaisvina arba
paZeidZiant lasteles, arba dél dar nevisai aiskiy mechanizmy

veikimo.

Susumuo jant. tai, kas pasakyta, CNTF skiriasi nuo Zinomy
neurotropiniy faktoriy NAF ir BNNF kon=struktyvaus iglaigvinimo
mechanizmo nebuvimu, ekspresijos trukme vystymosi laikotarpiu ir
regioniniu pasiskirstymu. Gall bati, kad CNTF vaidina fiziologini
vaidmeni kaip diferencialini= faktorius, ir Jo neurotropiné
funkcija, gal bat, pasireiskia tik patofiziologinése baseno=se
labiau negu embrioninio vystymosi laiku.

7. Pavyzdys: CNTF ekspresija E.coll
7.1. MedZiago=z ir boadail
7.1.1. CNTF ekspresijos vektoriaus konstravimas

Ziurkés ONTF genas (rCNTF> buve jterptas {1 ekspresijos vektoriy
pCP93, panaudo jant sinteting oligodezoksiribonukleotiding
praimeri, komplementary sekai, jungiandiai 5’ geno galg ir antra
praimeri, komplementary sekal, jungiandiai priegingo " DNR sidlo
geno 3 gala. Abu praimeriai buvo sukurti paZinimo seko=s
restrikcinio fermento BspMI {jungimul. Jy sekos pateiktos Zemiau:

5 CAGTTACCTGCGGGGATGEGCTTTCGCAGAGCAAACAC 37

5 GAGAGGTATGAGCAGGTGGCTACATCTGCTTATCTTTGE 3°.

Sie praimeriai buvo gauti standartinéje grandininéje polimerazés
reakci joje, panaudojant pCGMV-rCNTF-C-1 DNK kaip matricas ir
komercini PCR rinkini, keliz mikrogramus 437 bp fragmento, kuri=s
buvo ifvalytas elektroforeze ant 5% poliakrilamidinio gelio, po to
& ju=sia elektroeliuci ja. Eliuuoctas fragmentas paskui buvo
virdkinamas BapMI ir gautas 419 bp fragmentas buvo vél iZvalytas
tuo padiu bodu. Po buky ir Hpniy BspMI galy sukiarimo
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standartiné je reakci jo je, panaudo jant Klenovo polimeraze,
fragmentas buvo liguo jamas b} vieninteli vektoriaus pCP93

restrikcini =aits, kuris buvo padarytas bukas apdirbant S1
nukleaze standartinéje reakcijoje.

7.1.2. Bakterijos, turinfios CNTF ekspresijos vektoriy,
identifikavimas.

E.coli W31 101qF kompetentinés lastelés buvo transformuctos Sia
lguota DNR ir buvo atliktas atrinkimas pagal plazmidZziy dydi, po
to Jos buvo charakterizuojamos DNR restrikcine analize ir
sekvenavimu, panaudojant =standartinius badus (Panayotatos N.,
1987, In Plasmids: A Practical Approach, Hardy KJG, ed. IRL
Press, Oxtfordd.

7.2. Rezultatal ir svarstymas

Buvo nustatyta, kad viena iZ plazmidZiy (pCP-RCNTF-C-I)> nesa pilng
rCNTF gens, jterptsy teisinga orientaci ja ir translaciname
skaitymo réme prie ribosominio vektoriaus surigandio signalo. Sios
plazmidés duodamy kopijy kieki=s buvo triskart didesni=s negu
motininés plazmidés del 1400 bp DNR vektoriaus delecijo=s.

Lastelése E.coli W3l 101qF—/rCNTF—C—I buvo auginamos skysto je
kultaroje, dalyvaujant laktoral <(taip, kad aktyvi transkripcija ir
transliaci ja vykty per rCONTF gens, ir buvo nustatyta, kad jle turi
labal daug (2-35% bendro Igstelinio proteino> biologiskad aktyvaus
rONTF. Tai buvo nustatyta elektroforeze ant. poliakrilamidiniy
geliy su 2-25% gradientu, po to apdaZzymu Koomasi, kalp parodyta 4
bréz. Papildomai dar buvoe pagaminti proteino ekstraktal 1& ty
padiy lasteliy, lizuoty apdirbant lMzocinu su4 trimis po to
&jugiais uZsaldymo ir atitirpdymo ciklais. Baltymas, ekstrahuotas
Ziuo badu i& keliy mikrolitry kultaoros, padéjo neurity igpgyvenimul
ir ataugimul iki 50% Ziurkés embriono Ei0 ciliarinio gangli jo
neurony ir aple 30%Z E8 dorsalinés saknies ganglijo neurony po 24
ir 48 valandy in vitro. Maksimalus aktyvumas buvo stebimas maZiau
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kaip 1 nanogramui rONTF. Toks aktyvumas nebuvo rastas
kontroliniuvozse ekztraktuose ir tose pactio=e lastelese~-

Zeimininkuose, nefanéiose #{ plazmidini vektoriy be rDNR geno.

Zmogaus CNTF seka, pakeista geny inZinerija, prarandant intronines
sekas, buvo jterpta i vektoriy pCP%3 ir panaudota kompetentinio
E.coli transformavimo. Buvo nustatyta, kad tranaformuota
bakterija, nefanti rekombinantine Zmogaus CNTF =seka, igreiske
atitinkamos molekulinés maséz proteing Zmogaus CNTF; o baltymy
ekatraktal pasiZyméjo CNTF aktyvumu eksperimentuose ant DPG.

8. Pavyzdys: EZmogaus geno klonavimas
8.1. MedZiagos ir badail

8.1.1 Plazmidiniai ir faginiai DNR vektoriai
Zmogaus genominé DNR buvo gauta 1 Zmogaus DNR placentos (CGlontech
firmad. pBLUESCRIPT plazmidinis vektorius buvo gautas i
Stratagene firmos. Bakteriofaginiz vektorius EMBL-3 SP&/T7 buvo
gautas i€ CLontech firmos.

8.1.2. Polimerazés grandinéz realkcija (PCR)
PCR buvo vykdoma standartinése =salygose, kalp sialoma pagal
Perkins- Elmer/ Cetus 40 cikly, kiekvienam ciklul =susidedant arba
i inkubacijos 1 minute ‘?40(3 temperataro je, 2 minutes 400(3 apr SOOC.‘
temperatOroje, arba 1 minute SOOC temperataroje ir 2 minutes 7‘200‘
temperatQro je.

8.2. Rezultatal ir svarstymas

8.2.1. Zmogaus CNTF geno egzistavimo akivaizdumas

Southern blot hibridizacija grieZtose Zmogaus genominés DNE,

suvirdkintos EcoRI restrikcine endonukleaze, salygose nustaté, kad
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vienintelis ma%daug 10 kb DNR fragmentas parodé =ilpng homologi ja
su Ziurkés CONTF =zondu (& bré%., panelis b) Norint molekuliariai
klonuoti numatoma Zmogaus CNTF gens, buvo stengiama=zi sustiprinti
tokico geno segmentus polimerazés grandinés reakci ja {FCRD,
panaudo jant oligonukleotidiniy praimeriy, atitinkanéiy tikslias
#iurkés ONTF geno sekas, poras. Kad $Sis badas pavyktuy, reikéty,
kad Ziurkés ir Zmogaus ONTF geny du trumpl =egmental baty
identisgki arba bevelk identiski DNR =ekoje.

Buvo tiriamas penkiy oligonukieotidy, kuriy kiekvieno ilgis nuo
17 iki 21 baziy pory, sugebéjimas sukelti amplifikuo janéis DNE
segmenty =sinteze PCR bOdu, panaudojant bendra genomine DNR kalp
matrica. Visos penkios oligonukleotidinés poros buvo parinktos 1i&
antro Ziurkés CNTF geno ekzono. Buvo ifkelta hipotezé, kad Imogaus
ONTF genas turéjo turéti panagis intron-ekzonineg struktars kalp
*jurkés genas. Tik viena praimeriy, paZyméty CNTF 10 ir CNTF 114,
pora sukélé DNR fragmento 1i& Zmogaus genominés DNR tokio pat
dydzio amplifikaciijy, kokia bty buvusi gauta is ty padciy
praimeriy, naudo jant Ziurkés DNR-matricas {270 bp. Dideli=
amplifikaci jos laipsnis ir maZesnis fonas buvo stebimi, kai PCR
buvo atliekama kartu =u DNR sinteze, atliekama aukstezsné je
erieftesnéd jed temperatoroje CSDOCS). GNTF 10 ix» CNTF 11 =ekos buvo
tokios:

CNTF 10 36~mat., antiprasminio =itlo, aminoragstim=s
“EADGMPA"; po 2 bazes kiekvienas terminalinéms aminoragstims;
galas su daugybiniais klonuojanélais taskalsd

5* ~CCAAGCTTCTAGAATTCGCAGGUCATCCCATCAGCCT- 32

CNTF 11 (34-mat., prasminis, aminorugstims EMTEAE; 2 bazés
terminaluli  aa, baigtinis A; daugybinis klonuojantis =alitas prie
oligonukleotido 5 galo >

5 ~GAGTCGAGTCGACATCEGAGATUACTBAGGCAGA-

{Seko=s, atitinkantio=s Ziurkés CNTF, pabrauktos; papildomi
nukleotidai' buvo pridéti daugybiniy klonavimo =saity aprapinimui

tolesnéms klonavimo stadijomsd.
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PCR reakcijoz produktali buvo atskirti elektroforeze ant 2%
agarozinio gello (su Zema lydymo=si temperatara; NuSieve). Teigiama
maZdaug 270 bp Juosta buvo iZpjauta ir reamplifikuocta PSR,
panaudo jant tag pa&la praimerdy pora uf 35 cikly 30 =ek. :;=°c,
1 min. SOOG, 1 min 720(‘}). Reamplifikuctas DNR fragmentas veél buvo
valomas elektroforeze ant 2% agarozinio gelio, ir naudojo kaip
matricas DNR seky nustatymui didezoksinukleotidy grandinés
uzZbaigimo baduy, panaudo jant komerciskal prieinama rinkini
(rinkinys "FASTaq" i firmo=s IBI>. Praimerial seky nustatymul buvo
CNTF 10 ir CNTF 11, o talp pat du vidinial praimeriai, parinkti
pradiniy duomeny apile seks pagrindu, gauty terminaliniais
praimeriaiz. Pilna Zmogaus amplifikuoto segmento seka parodyta
& bréZz 5 seka apima atviras skaitymo rémeli polipeptido
segmentuli, labal panafiam { Zlurkés CGNTF.

8.2.2. Zmogaus CNTF geno , amplifikuocto PCR, fragmento klonavimas

Zmogaus CNTF geno amplifikuotas fragmentas buvo =subklonuotas |
plazmidini vektoriy pBLUESCRIPT perpjaunant Jj{ EcoRI ir Xhoil, ir
Hguo jant prie DNR, perpjautos tais padiais fermentais,
vektoriaus. DNR buvo jvesta 1 kompetentines Stamo X1L.-I-Blue
(Stratagzen) E.coli lasteles, o transformantai buvo atrenkami pagal
pasipriefinims ampicilinui. Plazmidiné DNR buvo valoma
standartiniais badails, {terpti Zmogaus DNR fragmental buvo
igp jauti EcoRI ir XNhol, igskirti ir paZzyméti naudoti kaip
hibridizaci jos zonda. 2yméjimas buvo atliktas, naudojant. PCR su
DNR maZdaug 20 ng kiekiu kaip matrica ir oligonukleotidus CNTF 10
ir CNTF 11 kalp praimerius reakcijos miginyje, turiniame Tagz DNR
polimeraze (Perkin-ElmerCetus>, d4ATPP, daTP, dTTP ir 32P—d(}Tl'-"
gedius ciklus po 1 min. 94°C, 2 min. 50°C ir 3 min. 72°C. Zymétas
fragmentas buvo atskirtas nuo neinkorporuoto dCTP standartiniais
chromatograriniais bOdaizs.

Tam, kad nustatytume, ar turi DNR fragmentas, =surastas Zmogaus
genominé je DNR 2iurkés CNTF =zondu, =ekas, kuri galéty bati
amplifikuota PCR su praimeriails CNTF 10 ir CONTF 1i, radioaktyviail
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Zymétas Zmogaus fragmentas buvo naudo jamas: kaip zondas
Southern-blot hibridizacijoje Zmogaus ir Ziurkés genominése DNR,
suvirdkintose EcoRI (4 bréZm panelis da>»»). Zondas buvo stipriail
hibridizuotas maZdauz i0 kb Jjuostoje, kuri hibridizavosi prie
Ziurkés CNTF =zondo. Priefingai, Zmogaus zondas hibridizavo=zi
silpnai prie maZdaug 4 kb Juostos Ziurkeés genoming je DNR,
neatskiriamal nuo juostoz, kuri hibridizavozi stiprial su Ziurkés
CNTF =zondu. 3Sie rezultatali kartu su sekvenavimo rezultatails
patvirtina, kad Zmogaus DNR turi Ziurkés CNTF geno homologa.

8.2.3. Zmogaus CNTF geno klonavimas i¥ genominés bibliotekos

Radicaktyviai Zymétas Zmogaus CNTF, aprasfytas auks&iau, buvo
panaudotas Zmogaus DNR genominéds bibliotekos skriningui
bakteriofago vektoriuje EMBL-3 SP&/TZ. b3 | biblioteka turéjo
ZMogaus: placentarinés DNR, gautos daliniu restrikcinéds
endonukleazés Sau3a suvirdkinimu, fragmentus, {terptus | vektoriy
prie saito BamHl. Bakteriofagali buvo paséti E.coli #Atame LE3Z92, ir
mazdaug 750 000 démiy buvo israsiuota hibridizaci jo= badu
dublikate su zondu ir naudojant salygas, kailp aprasyta Benton ir
Davis (1977, Science, 126 180-182> ir Mahmoadi ir Lin, 1989,
Biotechiques, I: 331-333>. Buvo identifikuota tik viena teigiama
démé, ir rekombinantiniz fagas buvo ifskirtas trimis vienos démés=
ig=kyrimo ciklais, ' naudojant hibridizaci jg =4 Zmogaus CNTF
- zondu pozityvy identifikavimui. Rekombinantinis bakteriofagas,
nesantis Zmogaus CNTF gensg, buvo pafymétas AhCONTF-C-I. Buvo gauti
Stamai tolesnei analizei igauvginant skystoje kult.oro je,
panaudo jant bakterijas LE392 kaip Seimininka.

Zmogaus CNTF sekos, buvusios AhCNTF~-C-1I, buvo analizuo jamos toliau
PSR amplifikaci ja ir DNR seky nustatymu. Amplifikaci ja
2w pora praimeriy, vidiniy prie 270 bp Zmogaus fragmentui,
pirmiausial sekvenavo <(2ior. auk&f&iaud ir naudo Jo patvirtinimui,
kad teisingas fragmentas dalyvau jJa ig&valytame fago klone. Sie
oligonukleotidai buvo pakyméti GNTF 13 ir ONTF 16 <(sekos pateiktos
Zemiaud. Kaip ir buvo laukta, PCR reakcti jo je R naudo jant.
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MhONTF-C-1 kalp matrica ir iuos praimerius, buvo amplifikuotas
apie 128 bp praimerizs. PCR buvo atliekama kalp auk&iiau, bet su 35
ciklaiz, =udarytais 1& 1 min. ‘?400, 2 min. SOOC.‘ temperatoro je,
Z min. 7206 temperat.aro je.

CONTF 13: 5§ -GUCAGCGACTTOGAGAAG- I (antiprasminis)

CONTF 16 5 -TACGCTTCCATGTTTTATTGEG- 3* (prasminisd
{&ie praimerial taip pat turéjo = "uodegsy™, turincis sekas
daugybiniam klonavimo tadkui- &ia tik dalis sekos CGNTF).

Tam, kad boty nustatyta, ar klonas AhCNTF-G-1 turéjo GNTF
koduo jan&ios sekos 5° ir 3 galus, buvo atliekama PCR reakci Ja,
panaudo jant tikslig seks, t.y. nedegeneruoctus praimerius,
atitinkandius Ziurkés s=ekos, koduo janéios CNTF, galus. Reikia
pastebéti, kad =sugebé jimas amplifikucti DNR {2 Zmogaus genominio
klono rodyty buvimag atitinkamos Zmogaus genomo =rities, bet DNR
nepavykusi amplifikacija galéjo {vykti arba dél koduojandios seko=s
galo nuo klono nebuvimo, arba dél divergencijos tarp =Ziurkés ir
Zmogaus nebuvimo. Praimerial, naudoti bandymui, ar yra galimas
Zmogaus CNTF-koduojan&ioz =sekos = galas, buvoe CONTF 13 (Ziar.
auk&&iaud ir CNTF 14. Paskutinis oligonukleotidas turéjo 227 bazes,
atitinkanéias Ziurkés CNTF koduojan&ios sekos 5 galsy {pra=smini=z
sialas) ir taip pat turéjo papildomas negiminingas sekas prie 5
galo (nenurodytad, turinéias daugybinius restrikciniy
endonukleaziy paZXinimo taskus amplifikuoty fragmenty potencialaus
klonavimo palengvinimui.
CNTF 14: 5 -ATGGCTTTCOCAGAGCAAACAG-3’.
Su  nukleotidy pora CNTF 13 ir CNTF 14 buvo amplifikuotas
maZdaug 1.4 kb fragmentas, maZdaug 1.4 kb nuo matricos AhCNTF-C-1.
Bis dydis yra lauktas=s, su salyga, kad Zmogaus CNTF genas turd
introng maZdaug tokio pat dydZfio, kaip ir tas, kuris buvo rastas
Ziurkés CNTF gene. Nesékmingi buvo analogiski bandymai
amplifikuoti srit{ tarp Zinomos vidinés Zmogaus CNTF geno s=sekos ir
koduo Jantios =ekos 3° galu. Praimeriai buvo CNTF 156 {Eiar.
aukZ&iaud ir CNTF 15, kuris turi Z%fiurkés koduo Jantios asekos 3!
galo seks (antiprazminisd:
CNTF 15: 5 -CTACATCTOCTTATCTTTOEG- 3*.
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Sekos analizé buvo atliekama su klonuoto Zmogaus CNTF geno galais,
ir patvirtino panafums su Ziurkés CNTF genu, bet buvo rasti kel
aminorog&&iy pakeitimai  koduotame proteine. DNR =seko= analizés
rezultatal Zmogaus CNTF koduojan&ios =sekos vidu je ir palyginimas
su Siurkés =eka parodyti 3 bréZ Duomenys suderinami =u Zmogaus
genu, turinéiu panagy introng toje pa&ioje pozicijoje, kaip ir
Ziurkés CNTF genas; Yra ilga aminoragsciy identiZkume, Jjungiandio
intron-ekzoninius Junginiu=, atkarpa (ESYVKHQGLNKH). Introno
viduje Zmogaus sekos 2ZBymiai skyrési nuo Ziurkeés, su ryskiu
kontrastu prie easminés koduojandios =rities konservaci jos. Yra
viena =sritis, kurioje penkios ar Zedios aminorggstys skirias=si
Zmogaus ir Ziurkés CNTF (Zmogus: HVLLAR; Siurké: QGMLTKD; ir dar
dvi atkarpos, kuriose skiriasi trys i& keturiy aminoragsdéiy
¢Emogus: TEHS; Ziurké: AEQT, pozicijos 4-7, ir ZMOLZUs:: NNKK,
siurké: KDFQ pozicljose 194-197, 8(B> bréz.).

9. Pavyzdys: Suzidaran®iy CNTF peptidinyg fragmenty panaudo jimas
9.1. Med¥iago=s ir bodail
g.1.1. Peptidy sinteze

Peptidai buvce sintezuojami kietafaziniu peptidiniu tipo "Applied
Biosystems" sintezatoriumi, panaudojant f-moc chemija.

9.1.2. Lastelly kultivavimas

Vid&iuke embriono ciliarinio ganglijo kultaros buvoe sukurtos ir
palaikomos Hughes ir kt. badu <1988, Nature, 335: 70-73D.

9.1.3. Imunizaci jog procedara
Antikonai prie® CNTF peptida i& 14 aminorogstiy (SALESHYGAKDDKQ>

buve gauti, imunizucjant triusius peptidals, sujungtais =su KLH
(hemocianinas "keyhole limpet'). Kad boty gautas Jjunginys cKLBH, 14
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aminorogséiy peptidas buvo C-gale ifpléatas Cys Hku&iu. KLH
ir peptido susiuvimas buvo pasiektas, naudo jant 100~kartini
peptido pertekliy ir MBS ¢(m-maleimidobenzoil-n-
hidroksisukcinimidil-eteris) kalp susiuvanti agentas.

Triusiui buvo {leizta 1 mg konjugato <KLH-peptido> pilname Freido
adjuvante. Po trijy =avail&iy triugiui buvo jleista dar 1 mg
konjugato nepilname Freido konjugate ir dar po dviejy =savallly
%1 injekcija buvo pakartota Dar po dviejy savai&iy buvo paimta=s
gyviny kraujas ir gaminamas =serumas. Buvo nustatyta, kad Si=
serumas imunonusodina abu imunogenus, o taip pat iSvalyts Ziurkés

sédmeninio nervo CGNTF.
9.2. Rezultatai ir svarstymas

2.2.1. Antikomy, nukreipty prief A =zintetinj peptidsn,
sugebé jimas neutralizuotl CNTF aktyvumy

Prisotinanéius CNTF kiekius inkubavo &su surigtai=s su
protein-A-sefarozés antikonais ir is triusio, imunizuoto
sintetiniu peptidu iz 14 aminoragséiy {ISALESHYGAKDKQ),

priegimuninio =zerumo, ir iz jo imuninio =erumo. Po inkubavimo ir
centrifogavimo supernatantai buvoe tiriami del du sugebé jimo
palaikyti vig&iuko embriono E&8 ciliarinio ganglijo neurony augima.
Normali reakcl ja i CNTF dozes matyti kontrolinfuose
supernatantuose. FaktiZkai nebuvo rasta CNTF aktyvumo po
imunonu=sodinimoe antikonais prieid CNTF peptidini fragmentsy 16
bréZ.d.

9.2.2. Sintetinio CNTF peptidinio fragmento

neurotropinis aktyvumas

Vid&iuko embriono E& cilarinioc gangll jo neuronait buvo
kultivuo jami 2 dienas, dalyvaujant {vairioms =sintetinioc peptido 1%
28 aminorOgZdiy, gauto i& pirminés CNTFzeko=, koncentracijoms, ir

buvo skaifiuojamas neurony ifzyvenimas. Buvo stebima priklausomybé
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nuo dozé=z tarp peptido koncentracijos ir neurotropinio aktyvumo

<10 bréZ%.>. Buvo naudojama zeka MVLLEQKIPEHEADGMPATVGDGGLFEK.

9.2.3. AntikOny, nukreipty prief =sintezuots peptids,
sugebeé jfimas identifikuoti lastele=s, turinfias CNTF

AntikOnai, nukreipti pried 28-aminorggs&éiy peptids, buve panaudoti
imunofluorescensiniuose Ziurkés sédmeninio nervo audinio
bandymuose. Triusio antikOnai, nukreipti pries &1 28-aminorQgiéiy
peptida, buvo inkubuojami su fiksuotals Ziurkés =sédmeninic nervo
gabaléliais 1ir tie nervy gabaléliai paskul reagave su rodaminu
Zymétais anti-triufio IgG antikOnails. Kaip parodyta 11 bréz., buvo
stebimas periakzoninis apdaZymas, kartu matant, kad CGNTF gal baoti
sintezuo jamas Svano lastelémis. Be to, buvo vizuallizuotos
atruktiro=s, ezandio= akzoniné je citoplazmo je {ii breéZ,, maza
rodyklé), kurios boty =suderintos su aksonine =sinteze arba CNTF
transportu i aksonus. 2Zyméfimas galdéjo boti  blokuotas, pridedant
CNTF peptido pertekliy. {(parodyta aukstiaud.

10. Pavyzdy=: Cillarinis neurotropinis faktorius padeda nugaros

smegeny neurony i¥gyvenimul
10.1. MedZiagos ir badai
10.1.1. Eksperimentinial gyvanai

Ek=sperimentams naudojo Ziurkes HSD {(Sprague-Dawley). Nes&ias
Ziurkes dusino anglies dvideginiu ir embrionus greital iSimdavo
bei patalpindavo lediniame fiz. tirpale PuckG tolesnei
dissekel jal.

10.1.2. Audiniy kultivavimas
Nugaros smegenis aseptifkal pagalindavo 1% 14 dieny amZiaus

vidéiuko embriony. Nugaros smegenis pjové kuadaliai galvelei,
iglaisvindavo i= sensoriniy zangl jy ir smegeny apvalkalo
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¢meningo). Nugaros =smegenis paskul padalindavo { ventralinius ir
dorsalinius segmentus atskiroms kultroms. Nugaros smegeny auding
susmulkindave i ma%us gabalélius ir mechaniZkai di=oci jucdavo
sutrindami per Pastero pipete nustatytoje terpé]je, susidedané&io je
i 50% bazinés terpés Eagle, BME(Zibko> 1ir 507 maitinanéio miZinio
Fi17? Nan <(Zibko>, pridedant 33 ml gliukozés, gliutamino <2 mMD,
NaHCO_, <15 mM>, Hepes <10 mM>, insulino 25 pugs/mld, transferino
<100 :g/ml), putresino <40 uMd>, prohesteronc (20 nM>, Na selenito
{30 nM>, penicilino ¢ <O.5 yg/mgd, streptomicino €05 pg/mid ir
verd&iuko serumo albumino (2.5 ugs/mld. Susmulkinima kartojo dukart,
supernatantus surinko | bendrs indg ir filtravo per neilonini
filtrg (Nitex, Tetko) <40 uMd. Lasteliy bendro kiekio i&eiga buvo
nustatoma hemocitometru, paskai&iv———avimo metu dalyvau jant
mélynajam tripanui. Disocijuotos ventralinés Ilastelés paskui buvo
pasétos 0.5 min. laatelly 35 mm indeliui, padengtam poli-D-lizinu
€10 ugs/mld, tankiu  Disocljuoctos neurodorsalinés lasteléds buvo
pasétos 1.5 min. 35 mm indeliui, padengtam poli-D-H=zinu
<10 ug/mld, poli-L-ornitinu <10 ugs/mld ir poli-L-ornitinu su
limininu <5 mg/ml>), tankiu Siy kultory apdirbimas buvo atliekamas
Juos uZszéjant. Kultarozs buvo laikomos 3700‘ ?5% oro {ir 354 CO,
miginy je, esant beveilk 100% drégnumui. Kult.oriné terpé buv;
keifiama kas trelia arba ketvirts diens. Per savaite Sio=s kultoros

turé jo pirmiausiai neuronus {apdaZytus neurofilamentiniu
monokloniniu antikonu RT 97 (Wood 1ir Anderton, 1981, Blosci. Rep.
I: 263-268) ir tik su keliais agtrocitais, apda¥kytals

fibriliarinic ragstinio baltymo gl jo= antikOnais {Bignami ir
Dahl, 1973, Brain Res. 45 FFE-402), kaip buvo numatyta

imunocitochemi ja.
10.2. Rezultatai ir zsvarstymas

10.2.1. Cilarinio neurotropinio faktoriaus (CNTF)> poveilkis

nugaros smegenty mediodorsaliniams (MDY neuronams

MD kultaros neifgyveno ’aukééiau nusakytoje terpéje pirmas 48-72
valandas. Lastelés pradéjo  =sudaryti koloni jas ir galy zale
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atsiskirdave nuo substrato. Tafiau po vieno apdirbimo CNTF <20 ng
rekombinantinico Ziurkés CNTF Z2-uome ul E.coli- ekstrakto 1-am ml
kultaros> pasé jimo metu MD neuronai parodé padidintg iSgyvenima po
48 valandy; jle buvo geral pritvirtinti prie substrato ir leddo

neuritus (12 bré%)) Vargu ar skirtingzumas 'buvo gautas deél
lastelly pri=i jungimo laipsnio, kadangi lastelés ir
kontroliniuose, ir CNTF- apdirbtose kultarose buvo geral

pritvirtintos po 3 valandy po paséjimo. Be to, panafius rezultatus
daveée skirtingi naudoti substratai. Tuo biOdu manoma, kad CNTF
sugeba padidinti MD neurony iSgyvenima tose kultaro=ze. Taip pat
buvo nustatytas proteino lygis. GNTF- apdirbtos kultaoros turéjo &
kartus daugiau proteino vienam indeliui, negu neapdirbtos
kontrolinés ir NAF- apdirbtos (G0 ng/mld kultdaros {1 Lenteléd).
Kadangi sio= kultOros pirmiausial turéjo neuronus, tail proteino
lygiy padidé jimas taip pat rodo neurony ifgyvenimo padide jima.

10.2.2. CNTF poveikis nugaros smegeny ventraliniams neuronams

Nugaros smegeny ventralinio segmento kultaros, praturtintos
somatiniais motoneuronais, kaip buvo tik=liai fikauota
viZ&iuko embriono Jjudamyjy neurony tyrinéjimy apragymuose {Dohrman
ir kt., 1986, Dev. Biol. 118: 204-221 ir Zior. 18 pvz. Zemiauw ir
patvirtinta Siame Fiurkés embriono motoneurony tyriné jime
imunocitochemi ja, panaudojant CAT- antikGnus (CAT- cholin- acetil-
transferazéd. Nustatytoje terpéje ventraliniali neuronat iggyveno
geral, bet gallausial ZGdavo po savaités, gal bat dél nebuvimo
faktordy, iSskirty glijos Ilaasteliy <(kadangi Siose kultoro=e vIa
palyginus maZai gli josd. Esant CNTF {2 ul/mil, vaentraliniai
neuronai ifgyveno daugiau kalp savaite, neZzymiai padidé jant
proteino ir CAT fermento lyziams lyginant su kontroliniai=
pavyzdZiais (Ziar. II lenteled.
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I lentelée

Mediocdorsaliniai neuronai buvo apdirbti CONTF (2 pl/mb ir NAF
¢S50 ng-mld arba neapdirbti paséjimo { indelius metu. 7-ta dieng
kultoros buvo surenkamos, haudojant Bradford buoda (1976, Anal.
Biochem. 72: 248-254)

kontrole CNTF NAF
He proteinosindeliui 20 120 20
I1 lenteleée

Ventraliniai neuronai buvo apdirbti CNTF <2 ul/mb ir NAF
(50 ngs/ml> arba neapdirbti pazéjimo metu. 7-tg dieng kultGros buvo
surinktos SAT fermento lygiy nustatymui (Hartika ir Hefti, 19838,

J. Neuro=ci.,, 8 2967-29835) proteino matavimams.

proteinas CAT aktyvumas
pgsindeliut CPMindeliui
kontrolé 33 590+24.52
GNTF 45 959.59+24 32
NAF 38 L£21.25¥33.59

11. Pavyzdy=z: I¥valytas i¥ Ziurkeés séedmeninio nervo CNTF uZkerta
kella paZeidimo sukeltal lastelinei motoneurony 20&iai naujagimiy
Ziurkiy veido nerve ((VII kaukolés nerve)d.

11.1. Med¥iagos ir bOdai

Ziurkiy naujagimiy veido nervai buvo iZpjauti i& vienos pusés 1ir |
paZeidimo vietas buvo idéti gelio-puty pavidalo implantantal,
turintys arba 5 ug verfiuko serumo albumino, arba 5 ug CNTF.
PaZeisty gyviny grupé be gelio-puty pavidale implantanty buvo
naudo jama kontrolei. Po vienos savalités gyvOnai buvo pritrenkti ir

Jiems buvo daromos =sekcijo= smegeny kamieno, turin&ioc veido nervo
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branduoli toje pacioje puséje, kaip ir paZeidimas ddpz=ilaterallial
paZeidimuid, o taip pat veido nervo branduoli i& kitoz pusés,
priegingos paZeidimul (kontralateraliaid. Kcmt.ra.lateraunis velido
branducolys buvo naudojamas vidinel kontrolei. Veido branduoliy
zekci jos buvo nudaZytos arba Nissl daZais <(motoneurony daZymuil,
arba antikOnals gl jos lastelly reakcijos { paZeidima nustatymui.

11.2. Rezultatai ir svarstymas

Kaip buve parodyta 13A ir B bré%, veido nervo paZeidima=z ir
BSA-turindic gelio-puty pavidalo implantanto patalpinimas sukellia
motoneurony sumaZzé jima; be to, Sie iglike neuronai buvo
suglaudinti ir suriesti. Tadiau pazirodé, kad veaido nervo
paZeidimas ir CNTF-turinéio implantanto patalpinimas buvoe susijes
su i& eamés didesniu motoneurony iZgyvenimu <(i14A ir B bréz.;
motoneuronai 14A bréZiny je daug labiau primena aveikus
motoneuronus nepazeistoje pusé je {14B bréz >, negu
susirauvkslé jusius degeneructus motoneuronus 13A bréZinyje. Be to,
buvo pastebéta, kad CNTF veikimas buvo labiau nukreiptas i
mot.oneurony iSgyvenimg negu § uZkirtimsa kello gliozei; palyginamas
gliozés kieki=s buvo stebimas facialiniuos=se branduoliuose,
ipsilateraliniuose veido nervo paZeidimui BSA- apdirbtoze ixr CNTF-
apdirbtose Ziurkése (130 ir 14C bréZ.).

Buvo paskalfivotas motoneurony kiekis neapdirbty, BSA- gelio
putomia apdirbty ir CNTF apdirbty Ziurkiy veildo branduclivose;
duomenys pateikti II1 lentelé je.

Gyvinuose, kurly paZeidimal buvoe apdirbti gelio- putomis+ BSA,
buvo =stebima 290% motoneurony ips=silateraliai paZeidimui zoti=,
Gyvonuose, apdirbtuosge gelio-puty pavidalo implantantu,
impregnuotu OCNTF, motoneurony bendraszs kiekis buvo 70% normos
(maZddaug 307 Zatisd,

Pagaliau, buvo nustatyta, kad po naujagimiy Ziurkiy veido nervo

paZeidimo 0% veido nervo branduolio motoneurony degeneravo per 1



Lo

&b

savaite. CNTF pridéjimas { veldo nervo ifpjova Zymial sumaZino
neurony %0t{ po nervo sekcijos, kaip parodyta 14A Dbréz. ir III
lentelé je; buvo nustatyta, kad CNTF iSgelbéjo bent 607 veido nervo
neurony, kurie normaliai boty Zuve po aksony perpjovimo. Tuo bodu
pademonstruota, kad CNTF yra motoneurony ifgyvenimo in vivo

faktorius.
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III lentele
CNTF gelbé ja veido nervo motoneuronus nuo akotomi jos sukeliamos

lasteliy Zoaties

Apdirbimas Motoneurony veido nervo

branduolivose kiekis

paZzeisto je nepazeizsto je
{kontroliné je>
pusé je pusé je
1 2 3
kontrolé (be gelio-putyd HB85 2985
330
<8300
Gelio-putos+BSA (Sugd 775 33460
645 JFZ00
440 3150
<6200 32712
Gelio-putos+CNTF (5 ugd 2205 3425
3445 -
1270 2990
3095 3490
21200 {3301>

12. Pavyzdy=z: Auk¥tas rekombinantiniy Zmogauns ir Ziurkes E.coli
ciliariniy neurotropiniy faktoriy ekspresijos ir i¥valymo lygis.

12.1. MedZiago=zs ir btdai
12.1.1. Bakterinial ¥tamai ir plazmides
Tolesniuose tyriné jimuose buvo naudo jamas E.coli Stamas

301 1olaclgF, kuris perprodukave laktozinio operono represoriy ir
motininius plazmidinius vektorius pCP93, pCP110, pblko ir pblki
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{Ranayotatos, 1988, Gene, 74: 357-3463; Panayotoz 1ir kt., 1989, ]J.
Biol Chem. 264: 15066-15069). Vektoriai CNTF ekspresi jai buvo
sukon=struoti Zemiau parodytu badu, o Jjy atitinkamos savybés
pateiktos IV lentelé je.

12.1.1.1. Z4urkeés CNTF vektoriai
12.1.1.1.1. Vektorius pRPi}

IZ kDNR klono buvo gautas 422 bp DNR fragmentas, koduojantis pilng
Ziurkés CNTF proteing (Stockli ir kt., Nature, 342: 920-923> PCR
reakei ja. Sio fragmento gavimui naudoti oligodidezoksiribo—-
nukleotidiniai praimeriai buvo =sukonstructi 5’ galo, koduo janéio
alaning prie amino terminale proteino, generavimui ir 19 bp
terminaci jai virs TAG terminacinio kodono prie 3 galo.
Ekspres=sijos vektorius pCP93 buvo iftiezintas =su Sall, padarytu
bukiu apdirbant. nukleaze SI, gaunant 3920 bp fragments, kuris buvo
isvalytas elektroforeze ant agarozinio gello. Tokiu badu gautas
vektorius ir PCR fragmentai buvo Hguoti 1r transformuoti E.coli
W3011olaclgF. Buvo atliekamas transformanty skriningas pagal dydi
ir sudarytas restrikcinis Zemélapis pageidau jamai plazmidedi
{1& bréz), ir teigiamas kandidatas (pRPN11> buvo patvirtintas DNR
sekvenavimu laukiamo pilno ilgio geno, sujungto su translaci Jos
iniciacijos teisingame =skaitymo réme, pernesimui. Taéiau, kaip
buvo aptarta Zemiau, buvo rasta vieninteléd bp mutacija CNTF gene
pRPN11 pradinés =Ziurkés kDNR atZvilgiu, kuri sukelia asparagino
inkorporaci jg vieto] tirozino 193 proteininés =sekos pozici jo je. 3 |
mutaci ja, kuri iZkilo, tur bat, PCR amplifikaci Jos metu, buvo
perneita { visus kitus vektorius, nefan&ius Ziurkés CNTF gens.

12.1.1.1.2. pRPN1Z

51 plazmidé identifka plazmidei pRPN11, ifskyrus vienintele bp
mutaci j5 kopijas kontroliuojantioje srityje {copi), kuri padidina
kopijy =kaifiy lastelése- Zeimininkuose maZzdaug penkiskart. Tai
buveo padaryta pakeiZiant DNR tarp tasky Eagi ir PYUL taskai=s
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(pagal laikrodZio rodykled su ta padia seka nuo pCP110
¢(Panayotatos ir kt., 1989, J. Biol. Chem. Z64: 15066-15069D.

12.1.1.1.3. pRPN37

DNR sritis tarp dviejy Asel restrikciniy saity, apimanti beta-
laktamazini gens pRG12 (16 bré%)d, buvo pakeista DNR segmentu,
perducdan&iu pasipriefinims kanamicinui (kanR>. Siame vektoriuje
kanR genas yra kontroliuojamas <(transkripcijad Jo nataralaus

promotoriaus.
12.1.1.1.4. pRPN38

51 plazmidé identigka pRPN37, i{&skyrus 4 bp nukreiptos mutacijo=s
salty, kuriz minimizuoja promotoriaus kankR jéga {Panayotatos,
1988, Gene, 74: 3I57-3463).

12.1.1.2. Zmogaus CNTF vektoriail
12.1.1.2.1. pRPN32

5i plazmidé-analogas pRPN11, ifskyrus tai, kad Ji nefa Zmogaus
zeng vietoj Ziurkéz., Kad vykty Emogaus CNTF ek=spresi ja i
bakterijaz, buvo bOtina pagalinti introng, skiriantj proteing
koduo jan&las sekas. Tal buvo {gyvendinta, panaudojant PCR sritiz
flankuojanéias £{ introna, amplifikaci jai ir sujungimui t.okiu
bodu. Buvo vykdomos dvi reakcijos, kiekviena =su 100 ng genominés
C.1 DNR kaip matricos (17 bréZ.)>: vienoje dalyvavo 1 uM CNTF 23
praimeris ir 10 nM CNIF 21 praimeri=s, o kitoje 1 uyM CNITF 24
praimeri=z ir 10 nM CNTF 22 praimerisz. Po 10 PCR cikly {kiekviens
cikla mudaré inkubacija 1 min. 94°C, 2 min. 50°C ir 2 min. 72%C
temperatOroje>, du vaizdai buvoe s=sujungti ir buvo atlkti dar 25
ciklai DNR terminiame cikleryje. Dél to, kad vidiniai praimeriai
CNTF21 ir CONTFZ2 yra pilnai komplementaris vienas kitam, pirmos
PDR reakcijos stadljos produktai gall bati paskui renataruoti. Be
to, antroje reakcijos =tadijoje dél didesniy CNTF 23 ir CNTF 24



O

\

70

praimeriy koncentracijy gaunami sintezés pilno ilgio pageidaujamo
produkto didell kiekial. Vidiniai praimeriai buvo parinkti, kad
baty galima =sujungti du koduojantios =srities segment.us, talp
gaunant introno delecijs. Galutinés PCR reakci jos produktal buvo
ifanalizuoti elektroforeze ant agarozinio gello, ir buvo rasta tik
viena pagrindiné juosta etid-bromidiniame apdaZyme. Jos dydis—
ma%daug 400 bp, ir daliné nukleotidy seka rodé, kad &1 juosta yra
tiksliai atkirpta Zmogaus CNTF koduojanti =ritis.

5 {Zorinis praimeris CNTF 23 (17 bréZ> buvo sukurtas buko galo,
koduo jan®ic alanina prie proteino amino galo, generavimui. 3’
iforinis praimeris CNTF 24 <17 bréx) uztikrindavo Eagl
reatrikcini =aitz 12 bp vird CNTF koduojandios sekos galo. Si=
praimeris taip pat buvo sukurtas taip, kad pakeisty tinkams TAG

wZbaigimo kodonsg kodonu TAA, kuris buvo maZziau Iinkes
transliaciniam perskaltymud E.coli. PCR fragmentas buvo
sup jaustytaz Eagl ir gautas 612 bp fragmentas buvo valomas

elektroforeze ant poliakrilamidinio gelo. Ekzpre=zl jos vektorius
pCP%Z, kuris u%tikrina ATdE iniclacijos kodons, buvo linearizuotas
Sati, padarytas buku apdirbant nukleaze SI, szuvirdkintas Eagl ir
gautas 3I4634 bp fragmentas buvo valomas elektroforeze ant
agavozinio gelio. Tokiu boOdu gautas vektorius ir PCR fragmental
buvo lguoti ir transformuoti E.coli W31i10iaclgF. Transformantai,
negdantys pageidaujamas molekule=s, buvo identifikuo jami
rezstrikciniy Zemélapiy sudarymu ir buvo bandomi dél pageidaujamo
dydZio proteino buvimo ir indukavimo.

Baltymy sintezés analizé gelio elektroforeze indukuotose kultarose
E.coliW3iiO0iaclgF, nesandiose vieng is plazmidZziy- kandidadiy
CpRPN3Z2>, parodé, kad vyra maZzdaug 27000 molekulineés masés
proteininé Juosta, kurios nebuvo indukuoto=se kontrolinézse
bakteri jos, nefanéios plazmidini vektoriy pCP?3, kultoro=se. 0Oreiti
proteino ekstraktal =sSiose kultOrose parodéd, kad yra bioclogiskal
aktyvus CNTF.
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12.1.1.2.2. pRPN33, pRNP39, pRPN40

Ifskyrus Zmogaus CNTF geno buvimg vieto] Ziurkés, Slos plazmidés
yra analogigkos atitinkamai pRPN1Z, pRNP37 ir pRNP38, ir jo= buvo
sudarytos tuo pa&iu bodu, panaudojant plazmide pRPNZ2 kaip
motinine. Sritis, kontroliuojanti kopijavima tarp tasdky Eagl ir
Pyul <pagal laikrodZio rodykle> pRPN3Z buvo pakeista ta pacia seka
nuo pCP110 pRPN33 sukorimui. Paskui kopijuojanti beta- laktamaze
sritis tarp Asel restrikciniy =aity pRPN33 buvo pakeista mutuota
kanR =sritimi pblki <(Panayoto=z, 1988, Gene, 74: 354-363> pRPN 40
sukQrimui. Pagaliau sritis tarp restrikciniy saity Ndel ir Bglll
pRPN40 ir pbikO (Panayotos, 1988, Gene, 74: 357-3463> buvo pakeista
pRPN39 sudarymui, kurioje kanR genas yra kontroliuocjamas laukinio

tipo promotoriumi.
12.1.2. Baltymy sintezeées indukavimas

Lastelés buvo kratomos buljone "LB* 3?°Ct.emperatur-o je ik 0D5Q0=1.
Buvo pridéta laktozés ki 1% galutiné=s koncentraci jo= ir

inkubavimas tesésgi 16-20 valandy.
1Z.1.3. "Greita" baltymy ekstrakcija

PavyzdZiai gelio elektroforezei buvo ruosiami resuspenduo jant
lastelly debr{ 1& 0.5 ml kultaro=s 0D590=2, 0.16 ml Hzavimo
buferio (100 mM trisHCL, 107 glicerino, 4% natrio dodecilzulfato,

0.5 mg~s/ml mélynojo bromfenolo (pH 4.8> ir virinant % minutes.

“Selektyvi ekstrakcija ir =oliubilizacija’- <=is buadas i pradZiy
buvo aprasytas rekombinantiniam Zmogaus leukocitariniam
interferonui alfa-2 <{(Thatcher Iir Panayotatos, 1286, Methods
Ezymol. 119 16&6-177>, ir fis buvo taikomas tokiu modifikuotu
badu:

Indukuoty kultary lastelés buvo resuspenduotoz ir saugomos Zemiau
-‘200(3. Po apdirbimo NHzocimu klampis suapensi ja praleido pex
prancazisks prezg (SLM- Aminco), esant 8000 p=i slégiui,



1

72

centrifggavo su 11000 x g ir buvo apdorojamas debris {(Thatcher ir
Panayotatos, 1986, Methods Enzymol. 112:1466~176D. Po
sekinan&ios medZiagos, =ollubilizuotos 8M guanidino chloridu pries
buferi D <10 mM trisHCl, pH 80, SmM EDTK, 0.1 mM ditiotreitolo),
dializés ir centrifogavime =su 11000 x g, skystas supernatantas
buvo aseptifkal praleistas per Millipor "Sterifil D-GV" filtra.

12.1.4. Chromatografija

Filtratas buvo patalpintas 25 mM NaCl ir 0.5 ml/min. greiciu
praleistas per DEAE kolonéle Sephacell (Farmacija?, subalansuota
buferiu E 20 mM trisHCL, pH 8.0, 0.1 mM cDTK, 0.1 mM
ditriotreinolo, 25 mM NaCl>. Kolonelé buvo perplauta
vienaslucok=aniu Zio buferio tariu ir buvo atlikta elluci ja
trislucksniais torials su tiesiu gradientu 25-500 mM NaCl tame
pafiame buferyije. Rekombinantinis Ziurkés CGNTF buvo elluuojamas =u
250-350 mM NaCl, tuo tarpu Zmogaus CNTF elluavo su 50-100 mM.

Ziurkés CNTF surinktos visos pilko frakcijos buvo dializuojamos
pried buferi E, sterilizuojamos per filtrs Iir buvoe saugomos -?OOG

temperataro je.

Zmogaus CNTF, =urinktoz viszos plko frakcijos 1& DEAE kolonélés
Sephacei buvo privestos iki 40 mM MES (Boeringer> pH &0, 6.1 mM
EDTK, 0.1 mM ditiotreitole <(buferiz @), praleistos per 02z m
Milleks friltra 1ir patalpintos | = x 10 cm Fast-5 kolonéle
(Farmacija’ =su srauto greifiu 1.0 ml” val. Po perplovimo buferiu @
dviejy =lucksniy taryje, turindiame 250 mM NaCl, buvo taikomas
trizslucksnis torico gradientaz 250-1000 mM NaCl buferyje 4. Piko
frakeijos buvo dializuotos pries buferi E, sterilizuotos per

filtra ir =augomos —7000 temperataro je.
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12.1.5. Peptidy analize
12.1.5.1. 24iurkes CNTF
Rekombinantinis Ziurkés CNTF (S0 pgd buvo suskaldytas BrCN, kailp

aprafyta (Stockli ir kt. Nature, 342: 920-923>. Gautl peptidal
buve atskirti atvirkitinés fazészs HPLG, panaudojant RP G4, ir

chromatograrinis bandinys buvo lyginamas su chromatografiniu
bandiniu BrON- suskaldvto Ziurkés sédmeninio nervo CNTF. Buvo
atlikta anksdiau identifikucto peptido, kaip labiausiai
C-terminalinio, aminorogséiy analizé. Papildomal identifikavo

N-terminalini peptida ir taip pat atliko aminorQgsciy analize.
12.1.5.2. Zmogaus CNTF

Rekombinantinis Zmogaus OCNTF {400 p.> 1.5 ml 0.1% TFA/ =507
acetonitrilo buvo koncentruotaz "Spid wvake" iki galutinio 300 ul
torio. Pavyzdys buvo patalpintas minikolonéléje ((Vydac C-4, 214
TPH, 300 A, 10 uMd ir trizkart perplautas 0174 TFA-10%
acetonitrile ir atlikta eliucija su 0.1%4 TFA/ 704 acetonitrilo.
Eliuatas buvo koncentruojamas "Spid vake” 1iki maZdaug 10 yl. G-
terminalinis suskaldymas buvo atliekamas su 2% Karboksipeptidaze 4]
ir R (Boeringer ir Manheim, =ekvenuojantis laipsniaz> 20 ul bendro
tario, esant SSOG, pH 379, S0 ir 6.12, 1iki kuriy prieinama,
pridedant natrio citrato ({galutinés koncentracijos 0.01-0.05 M.
Inkubavimo intervalais nuo 10 1iki &5 min. pridédave 3 ul 99%
skruzdZiy rogaties ir 200 pmol amino etanolio <{naudojamo kaip
vidinizs =standartas) ir pavyzdZial buvo patalpinti §{ minikolonéle
kaip apragsyta auki&&iau. Buvo atlikta suskaldyty aminoragidiy
eliuci ja ir kolonélé dukart perplauta 0.1% TFA/ 107 acetonitrilu.

AminorQgsty=s buvo dfiovinamos ir analizuojamos po derivatizaci jo=
gu O-fluordialdehidu. Buve atlikta CNTF eliucija 1% kolonélés =u
70%  acetonitrilo, elluatas buvo koncentruotas=s iki 10 pd ir

suskaldymas buvo pakartotas.
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12.1.4. Bilologinis aktyvumas

Biologinise rekombinantinio CNTF aktyvumas buvo tiriamas su
vig&iuko embriono dorsalinés Zaknies ganglijy <DPG> eksplantantais
ir ciliarinic gangli jo €CaEd dizoci juotomis kultaromis, kaip
apragyta Lindsay ir Rohrer, 1985, Devel. Biol,, 112 30-48.
Trumpai, DPGE buvo iZimti disekcija i& via&iuko embriony 10-tag
inkubavimo dieng <Ei10> ir 5-4 gangliju=s eksplantavo i i ml
kolageninio gelioc matrikso 35 mm audiniy kultivavimo indelius. Po
gello =usidarymo, pried jdedant Emogaus CNTF C1-20 pld iki
galutinés nuo 100 pg iki 100 ngsml koncentracijos, buvo pridéta
1 ml augimo terpés Fi14 audiniy kultivavimui {Imperial Lebs,
Did¥icji Britanijad), praturtintos 5% inaktyvuoto Siluma arklic
serumo (Zibkod. €@ buvo i&imtli disekcija {4 vid&iuko embriony ES8
ir inkubuoti 30 minudiy 0.25% tripsine Vortingtond, buferiniame
fiziologiniame tirpale be kalcio ir magnio fosfato. Paskui
gangli fal buvo triskart perplauti terpéje Fi4, turinéio je 5%
arklio s=serumo, pries Juos disocijucjant vienintele je lasteliné je
zsuspensi joje =sutrinant per Pastero pipetés angs. GG neuroniy
praturtinimaz buvo pasiektas Iastelinés suspensijos paséjimu 3.3
valandos i 60 mm indel{f , ir tuo laiku neneuroninés Iastelés
{fibroblastal ixr Svano lastelésd stipriai prisitvirtine prie
plastiko, tuo tarpu ryd&kio fazés neuronal pa=siliko suspensi jo je.
Ig&valyti neuronai buvo ' patalpinti i proliornitinu-lamininu
padengtus 35 mm indelius 3000- 10000 neurony” indeliui tankiu.

Eksplantantinése kultaros=e CNTF aktyvumas buvo nustatomas
jfvertinant skaiduly ataugimsa apdirbtose kultGrose palyginimui su
kontrole. Skaiduly ataugimas buvo skai&iuo jamas pagal skale
0..5+, palyginant kultiras su reakcijos 1 eksplantuoty DPG NAF
fotografijomis.

Dizoci juotose €6 neurony kultorose CGNTF aktyvumas buvo nustatytas,
paskaitiuo jant 38-ta valanda processg ifzyvenusiy neurocny procentus
kontroliniuvose ir CGNTF apdirbtose kultarose. Visais atve jais
rezultatail gauti 12 triguby kultary.
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12.1.7. Kiti bodai.

Ekzimatiniy reakci jy salyzo=, DNR elektroforezé ir kitos
technologi jo=, naudotos Sluose tyriné jinuos=se, buvo anksdéiau
smulkial aprafytos (Panayotozs N. 1937, K. G. Hardy <Ed>D Plasmids:
A Practical Approach, IRL PFPress, Oxford, U. K. p. 853-1746>. DNR
=ekos nustatymas buvo atliktas su rinkiniu “Sequenase Version” 2.0
CUCB korporacijad, panaudojant 4 mg =uperspiralinés plazmidés kalp

matrica.
12.2 Rezultatal ir =zvarstymas

AukStiau aprafytais svetimy proteiny ekspresi jos E.coli
tyriné jimaisbuvo identifikuocti keli parametrai, kurie gali bati
susi je su aukitu ekspresijos lygiu ir gali palengvinti biologigkai
aktyvaus produkto igskyrima. Buvo naudojami ekspresijos vektoriail,
kurie pasiZymi keliais svarbiais poZymiai=, iskaitant lacUVs
promotoriaus regullavims laktozinio operonco represoriumi; stipry
bakteriofago T7 ribosomin{ =urifanti =saltay; mutacija replikacinés
plazmidé=s kontrolés srityje kopi jy skaldiaus padidinimui; ir
mut.aci ja proteino pa=sipriesinimo antibiotikui ekspresi jos
apribojimui. Buvo specialiai tirtas dvie jy paskutiniy poZzymiy
povelikis CNTF gamybal E.coli

12.2.1. Ziurkes CNTF ekspresija
12.2.1.1. Kopijy =skat¥iaus povelkis

Proteino =sintezés laktoze indukuotose E.coli Ztamo W3it10iaclgF-~-
pRPNi1 kulttirose analizé gello elektroforeze nustaté, kad yra
santykinal =ilpna maZdaug 24000 kD dydZio polipeptido ekspre=ziia,
toks dydie numatomas Ziurkés CNTF, kurio nebuvo indukuotose
kontrolinéze bakterijos, negancio= vektoriy pCP23, kultaros=se
(18 bréz). Lastelly, nefan&iy pRPNil, ekstraktai taip pat turéjo
Zymius CONTF aktyvumo kiekius.
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Proteino lygiy indukuotose #eimininky pRPNZ7 lastelése parode, kad
2iurkés OCONTF =sudaro 10-207% bendro lastelinio proteino ir kad
sintezavosi tik pusé gio lyglo kanRkR proteino. Priegingai,
lasteléze- Seimininkuoze pRPN38, kurio=s nesa mutantini kank
promotoriy, CNTF sudarc 50-70% bendro Ilastelinio proteino, tuo
tarpu kanR proteinoc nebuvo rasta <18 bréZ ir IV lenteléd. I
eamés didesné CNTF ekspresija, kuri buvo stebima =su pRPN3S8,
manoma, vyksta betarpiZkal dél pasiprieginimo antibiotikam=s geno
ekspres=ijos lygio sumaXé jimo, kalp buvo pastebéta ir =svarstyta deél
kity proteiny, kuriy ekspresija Siais vektorials vyko aukdtai=
lygiais (Panayotato=z, 1988, Gene 74: 357-3463), minimizuocjant kanR
promotoriaus pajéguma ir sumaZinant konkurencija aifkiai apriboto
pajégumo sintezuotal lastelei.

12.2.2. Z2mogaus CNTF ekspresija

Santykiniai Zmogaus CNTF, gautoe keliais vektoriais, ekspresi jos
lygiali parodyti 18 bréZ. ir pateikti v lentelé je. Maksimalos
lygiai =u kiekvienu vektoriumi buvo maZesni, negu lygial, kurie
buvo stebimi analogigkiems vektoriams, nefantiems Ziurkés gena,
bet bendras modelis buvo toks pat; 3I0-50-kartinis padidéjimas vél
buve =stebimas =su didesnico kiekio kopiju <(copld plazmidémis, ir
maksimals lygiai vélgi buve gauti su  didelio kopijy kiekio ir
maZzo pasiprieginime  kanamicinui ekspresi jos geny kombinaci ja.
Zmogaus CONTF ekspresijai redukuoto kanR (pRPN3Z9 pries pRPNaO)
poveikis buvo buvo #iek tiek maZiau aftrus, negu poveikls Ziurkés
CNTF ekspresijai pRPN3I7? pried pRPN3Z8. To buve tikétasi, kadangi
dvie jy transkripciniy vienety konkurencija tampa akivalzdi tik
tada, kal Ilastelés sintezavimo mechanizmal tampa apriboti, t.y.

kai rekombinantinio proteino lygial yra labal auk&ti.

Ziurkés CNTF gamybos E.coli lygis Siuose tyriné jimuose buvo
nepaprastal aukftas. Tail, matyt, vyksta del palankaus keliy
Takt.oriy derinio, izkalitant palyginus setipraus promotoriaus,

stipraus ribozominés translacinés iniciacijos =ignaloe, vektorinés
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plazmidé=, kuri leka =stabili, e=sant palyginus= dideliam kopi jy
kiekiui ir minimaliai selektyvaus pasipriesinimo antibiotikams
proteinc sintezei, panaudojimo. Be to, rekombinantinio proteino
gamyba nusakoma paties proteino fizinémis savybémis ir jo
stabilumu Seimininke. Tuo atZvilgiu Ziurkés CNTF ypad tinka
ekspre=sijal E.copli. Zmogaus CNTF ekspresija taip pat labai
efektyvi, nors ir truputi{ maZzesnials kiekiais.

12.2.3. Ziurkes ir Zmogaus CNTF {¥valymasz

Kaip ir kiti rekombinantiniai proteinai, kuriy ekspresija E.coli
yra aukfto lygio, CNTF buvo déugiausiai netirpiuvose dariniuose;.
85-20% Ziurkés ir 60-707%4 Zmogaus proteino priedinosi ekstrakel jai
neutraliu buferiu. CNTF ir kity 1% esmés hidrofobiniy proteiny,
ufdaryty dariniy konuose, ekstrakciia ir soliubilizaci {a buvo
pasiekta &M guanidino chloridu. Vélesnis létas guanidino
pagalinimas dialize nusodino hidrofobinius Seimininko proteinus,
ir tirpale liko daugliau 5% grynumo Ziurkés CNTF ir daugiau 0%
grynumo  Zmogaus CNTF (19 bréZ)d. Dél to uZteko vienintelé=s
chromatogratijos stadl joe (DEAE Sephaceld rekombinantinio Ziurkés
CNTF i&valymuil iki o99%, kaip nustatyta pagal santykinius
specialiai perkrauty poliakrilamidiniy geliy intensyvumus C19A
bré%.> ir HPLC analize. I& dalles dél =ilpnesnio Zmogaus proteino
afinigkumo DEAE Sephacel buvo batina pridéati antra
chromatografi jos stadijag (Fazt 55, kad buty pasiektas daugiau kaip
9% grynumas (19B bréz)).

12.2.3.1. IReiga

Ekspresi joa lygiy ivertinimo duomenys ir prielaida, kad bendras
proteino turinya drégname lasteliniame debryije sudaroe 515 svorio
% proteino, jgalina lalkyti, Jjog teorinis lygi=s yra 30-90 mg
Ziurkézs CONTF drégno lastelinio debrio gramui. Faktiné i2eiga buvo
20 mg Ziurkez CNTF ir & mg Zmogaus CONTF. Dauguma nuostoliy Zmogaus
CNTF atveju yra dél to, kad "tirpus" CNTF ekstrahuojamas ir
pazalinamas dariniy kony gavimo metu.
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12.2.3.2. Charakterizavimas

Rekombinantinis ir Ziurkés, 1ir Zmogaus CNTF, gautas auksdiau
apragytais bOdais, buvo daugiau kaip 99% grynumo. Siy proteiny
pirogenigkumas buvo labal maZ%as {15 ng/mg proteinol pagal tests
<Limuluz Amebocyte Lysate {(Aszoclates of Cape Codd>. Be to, buvo
nustatyta, kad =£ie CNTF yra biologidkal aktyvas piromoliniame
lygyje. Rekombinantinial Ziurkés ir Zmogaus CNTF proteinai buvo
apdoroti BrCN, ir N-terminaliniai ir C-terminaliniai peptidai buvo
identifikuoti bei buvo atllekama aminorggsciy =udéties ir/arba
zeko= analizé. N-terminaliniy peptidy analizés parodé, kad
abie juose, Ziurkés ir Zmogaus proteinuo=se " N~terminaliné
aminoragitis buvo kiekybigkal iSskirta kalp alaninas. tai leidZzia
manyti, kad iniciuocjantis metioninas buvo kiekybiZkal pagalintas,
kaip yra bendru atveju E.coli, kada antras likutis yra nedidelé
aminorigitiz alaninas. CONTF, igvalyto 1& Ziurkés sédmeninio nervo,
N-terminalas buvo blokuctas ir, manoma, iflaiko terminaling
metionine likutj.

Karbokzilo gale Zmogaus rekombinantiniam CNTF buvo gauta laukiama
terminalinio BrCN peptido seka, Priegingai Ziurkés CNTF
C-terminalinico peptido aminorogféiy sudéties analizé parodé, kad
tuo metu, kai ji=s turéjo laukiamzy sudéty, Jjame nebuvo laukiamo
t.irozine Hkuéio ir buvo nelauktas asparaginas. DNR =sekos anallzé
parodé tagkine wmutacijs, tirozino pakeitimo azparaginu 193
pozici joje pavidalo; akivaizdu, kad tai ivvko Ziurkés CNTF
klonuotos kDNR kopijavimo metu PCR originalaus ekspresi jos
vektoriaus pRPNi1 sudarymui. Mes nustatéme, kad & mutacija yra
CNTF srityje, neeaminéje biologiniani aktyvumui.

Ziurkés ir Zmogaus CNTF turi vienods skaiéiy aminoragsciy
{paskailfiuvotos molekulinés masés atitinkamai 22780 ir 22700
pagalinus N-terminalini metionina) ir skiria i&pletiamas savo seky
dalis. Ta&fau ir ant atstatantio, ir ant neatstatandio

poliakrilamidinio SDS gelio Zmogaus CNTF migruoja kiek lé&iau,
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negu Z*iurkés CNTF (19 bréZod. Siy dviejy molekuliy, panafiy pagal
struktarsa ir lygiy pagal ilg{, skirtingas mobilumas, tur bat,
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atspindi kai kurias nejprastas konstruktyvias ZMOgaus proteino

ypatybes.

12.2.4. Blologinis aktyvumas

Rekombinantinis Ziurkés CNTF, i&valytas aukstiau aprasytu badu,
buvo vizsifkal aktyvus. 20 bré% parodytos disociuoty, praturtinty
neuronais vii&iuko embriono E8 ciliariniy ganglijy kultary su
CNTF, gauty i& 2Ziurkés sédmeninio nervo, ir rekombinantiniu
Ziurkés CNTF priklausomybés nuo CN doziy kreivés (Stockli ir kt,,
Nature, 342 920-923>. Proteino, ifvalyto i2 =sédmeninio nervo,
aktyvumas buvo nustatomas, esant S5 ng/ml, o maksimalus neurony
ifgyvenimas buvo matyti, esant' 1-2 ng/ml (ECSO=80 ngs/ml>. Tame
patiame eksperimente ifvalytasz rekombinantinis Ziurkés CNTF buvo
aktyvus, esant 2 ng/ml, o prisotinimas buvo stebimas, esant
0.5-1.0 ng/ml (ECSO-—-ES ngsml arba 1.5 pM). Tuo badu, igvalytas
rekombinantinis Ziurkéz CNTF buvo bent jau toks pat aktyvus, kailp
ir natyvus proteinas, igvalytas i zédmeninio nervo.

Lygiagrediuose eksperimentuose taip pat buvo tiriamas igvalyto
rekombinantinio Zmogaus CNTF biologiniag aktyvumas. i £ pradéiy
naudo jo wvis&iuko embriony E10 eksplantantus DRG greitam ir pusiau
kiekybiniam CNTF aktyvumo =suradimul E£.coli lizatuose. Dalyvaujant
CNTF, buve stebimas skaiduly ataugimas, tuo tarpu nesant
neurotropinio faktoriaus, buvo =astebimas tik nedidelis ataugimas
arba jo 12 visc nebuvo 12 kontroliniy gangljy <(21A, B bré%).
Mak=zimalus =skaiduly ataugimas, esant pakankamiemz CNTF  tariams,
buvo apie 50-70% to, koks buvo su pakankamais NAF lyglais.

Labiau specifiniai neurotropinio iggyvenimo matavimail buvo
atliekami di=ocijuotose, neuronais praturtintose wviZ&iuko embriono
E8 ciliariniy ganglijy kultdrose. Po 48 valandy kontrolinéze
kultarose beveik visi neuronai degeneravo ¢21C bré%), tuo tarpu
maziausiai &0-70% neurony, paséty esant prisotinantiems CNTF
kiekiams, ifgyveno ir i2leido ilgus neuritus <21 D, E breéz.). Sie
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specifiniali poveikial cillariniams neuronams buvo stebimi su

sub-nanograminiais bakteriniy lgsteliy lzaty kiekiais, o taip pat
su ifvalytu rekombinantiniu proteinu. iz tokiy ek=zperiment.y,

daryty su didéjanéials gryno baltymo kiekials, buve nustatyta, kad

rekombinantinis Zmogaus CNTF yra toks pat aktyvus, kalp ir Ziurkés
CNTF, vig&iuko ciliariniy neurony atZvilgiu.
Cia apragfyta CNTF ekspreszija ir ifZvalymas gali batdi lengvai

numatomi farmacinel gamybai. Tal gall turéti didele reikSme dél
to, kad neseniai buvo pademonstruota, jog CNTF gali padéti
paZeisty motoneurony ifgyvenimul ek=sperimentinivose

{Sendtner ir kt., 1990, Nature, 34%: 440-44i).

gyvanuose

1V Lentele
plazmide bendri ypat. CNTF % Amp arba kan
poZymialx poZymialx
pRPN11 lac.rbsl. amp.cop+ 1-2 maZiau 0.
Ziurkeés
pRPNi1Z tas patzs amp.copi 30-50 1-2
pRPN37 tas pat= kanO.copi 3-10 5-10
pRPNZ=E tas pats kanl.copti 50-70 maZiau 0
pRPNZE2 lac.rbsl. amp.cop+ i-2 maziau O
Zmogaus
pREN3ZX lac.rbsl. amp.copl 10-20 i-2
Zmogaus
pRPN3% tas pats kanO.copl 15-25 5-10
pRPN4O tas pats kanl.copl 25-3% maZiau 0.
*lac: lacUVS promotorius; rbesl: ribosominis Jungiantizs tagkas;
Ziurkés: Ziurkés CNTF genas; Zmogaus: Zmogaus CNTF genas; amp:
pasipriefinimo ampicilinui genas; kanQ, kani: laukinis arba
mutantinis kanR geno tipas; cop+,copiplazmidé su normaliu arba
dideliu kiekiu. procentai nuo bendro Iastelinio

proteino.
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13. Pavyzdys: Maodifikuoto ir nupjauto ciliarinio neurotropinio
faktoriaus proteino poveikis biologiniam aktyvumui

13.1. MedZiago=s ir buadal
13.1.1. Motininiy ekszspresijos vektoriy konstrukceija

Motininiy ekspresijos vektoriy »rCNTF, pRPNii, pRPNZ7 ir pRPN4O
sukOrimas geny inZineri jos badais apragytas 121.1.1.1,
i2.1.1.13 ir 12,1122

13.1.2. Modifikuoty Zmogauz ciliarinio neurotropinio faktoriaus

vektoriy sudarymas

Plazmidé pRPN108 buvo sukurta, pakeifiant DNR seka tarp unikalaus
Aati1l ir Nhel restrikciniy =zaity pRPN3Z fragmentu, nefandiu ta
patia =eks, modifikuots dviejoze pozicijose, iddézstytose 15 bp
aukSdiau nuo =salto Nhel. Tal buvo paziekta sintetiniu
oligonuklectidiniu 3* praimeriu, kuris apémé Nhel s=saitsy ir tris
likufius, kurie pakeité TGT cisteino kodong gca kodonu alaninui.
Bis %’ praimeris buvo naudojamas kartu su 5’ praimeriu, apimandiu
Aatll =altyg pageldaujamos sekoz gavimui nuo pRPN33 PCR reakclja.
Tuo badu, pRPNIOZ identiskas pEPN33, iSskyrus alanino kodong
aminorog&tiai 17 hGNTF (2Z bré%). Plazmidé pRPN109 buvo kuriama
i& pRPN33 tuo padiu budu, kaip ir pRPN108, isSskyrus tai, kad 3
praimeris, apimantizs Nhel salitsy, apémé du Hkutius, kurie
transformavo TGOT cieteino kodong { ATE kodona serinul. Tuo badu,
pRPN102 yra identigkas pRPN108, iggkyrus tai, kad 17 aminoragséiai
yra serino kodonas hCNTF (22 breéZ.).

Plazmidé pRPNS? buvo sukurta paSalinant DNR sekas tarp unikaliy
regtrikciniy =aity BamHl ir Nrul plazmidéje pRPN33. Plazmidé je
pRPNS9 hCNTF genc seka nutraukta uZ 185 kodono, ir tolesné seka
koduoja 10 papildomy aminoragséiy, neatitinkan&iy hCNTF ir
tranzliacinio- terminacinic kodono (22 bréZ.).
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Plazmidé pRPN112? buvo sukurta sudarant pRPN40 i& pRPN33 MS2),
kada buvo apkeista restrikcinio fragmento, nefanZio hCNTF geno
dal{f tarp Asel tafky, orientacija. Plazmidéje pRPN112 hCNTF genas‘
nutrauktas 1% karto po 145 kodono ir tolesné =seka {veda du
kodonus; vienas aminorOgs&ial decitinuid, neatitinkanéiai hCNTFir
transliacinio-terminacinic kodono {22 bréZ.).

Plazmidé pRPNS8Z buve sukurta PCR fragmento, besibaigiandio prie
BstXI tagky ir koduojandio paskutines 133 hCNTF aminordgstis,
iterpimu i BstXI geno, koduojanéio proteina, nehomologini CNTF,
zaitsy. Plazmidé je pRPNE8Z gautas sintezuotas proteinas sudarytas is
35 svetimo proteino aminorggdéiy =u  tollau eilnandials 2 glicino
Hkudiaiz ir 133 hCONTF likudiais (22 bréZ).

13.1.3. Modifikuoto Zlurkeés ciliarinico neurotropinioc faktoriaus

vektoriy sudarymas

Plazmidé pRPN4S buvo sudaryta jterpiant tarp unikaliy restrikciniy
plazmidés pRPN1Z saity Sakl ir Nrul PCR fragments, sukurtsy taip,
kad boty jvezstas transliacinis-terminaciniz kodonas tuoj po  rCNTF

145 kodono (22 bréZ.).

Plazmidé pRPN110 buvo sukurta pakeidiant DNR sekaz tarp unikaliy
Nhel ir Eagl restrikciniy salty plazmidé je pRPN fragmentu,
nesfantiu  ta padlyg seks, modifikuotsy prie vienintelio nukleotido,
kuris paverdéia TAT tirozino kodona AAT kodonu asparaginui.

Tai buvo pasiekta 3’ praimeriu, kuris tesési nuo mutacijai skirtos
pozici jos iki rCNTF geno 3’ galo ir uZz kurio é&jo Eagl atpaZinimo
seka. Sia I’ praimeris buve naudojamas kartu su 5 praimeriu,
apimantiu Nhel saits, kad boty galima gauti pageidaujamg seky 12
pRPN12 PCR reakcija Plazmidé _jé pPRPN110 Ziurkés CGNTF genas koduo ja
proteing, identisks proteinui, koduojamam Ziurkés DNR (22 bréZ.).
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13.1.4. Ciliarinio neurotropinio faktoriausz biocloginial tyrimai

Biologinis aktyvumas buvo tiriamas, naudojant dorsalinés Saknies
gangli jus ir Sarba dizociuotus ciliariniu=s neuronus, ix
nustatomas, kaip aprafyta 12.1.6 skyrelyje. Tirpus proteinas= buvo
ekstrahuo jamas is indukuoty bakterijy, kiekvienos plazmidés
feimininkus ‘“greitos" baltymy ekstrakcijos badu, aprafytu 1Z.1.3

skyrely je.

13.2. Rezultatal ir svarstymas

Biologinio aktyvumo tyrimy rezultatal parodeé, kad modifikuoti
hCNTF proteinai, koduojami plazmidése pRPN108 ir pRPN10%9, kailp ir
nup jautas proteinas, koduojamas plazmidé je pRPNS5%?, buvo tokie pat
aktyvas, kalp ir pilno ilgio proteinas, koduoc jamas motininé je
plazmidé je pRPN33:. Priegingali, nup jautas proteinas, koduotas
plazmidé je pRPN112, buvo neaktyvus.

Sie rezultatai rodo, kad unikalus cestino Hkutis, kuris yra
Zmogaus, Ziurkés ir triudio CONTF =ekos 17 pozicijoje gali bati
modifikuoctas be akivaizdaus aktyvumo praradimo. PanaZiai
paskutiné=s 15 hCNTF aminorQgadéiy néra batino= aktyvumui.
Priegingai, 55 paskutinly aminorogséiy pasalinimas nuo hCNTF
karbok=silo galo atima jo aktyvums Todél kritiné sritis aktyviam
hCNTF yra tarp 144 ir 1846 aminoridgsties.

Rezultatal su nupjautals ir modifikuotals Ziurkés CNTF proteinais
suderinami ir toliau =susiaurina =riti, kritine CNTF aktyvumui.
Paskutiniy 35 aminoragsdiy proteine, koduo jantiame pRPN&S,
pagalinimas ilnaktyvavo #£] proteinsg, tuo tarpu tirozino pakeitimas
azparagino likudiu 193 pozicijoje neturéjo {takos aktyvumul. Sie
rezultatai toliau nustato srities, kritinés CNTF aktyvumui, »ribas
ik sekos tdf rogssty 166 ir 186.
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14, Pavyzdys: Papildomi CNTF poveikial nugaros smegeny

ventraliniams neuronams
14.1. MedX¥iago=z ir badati
14.1.1. Ekzperimentinial gyvimai

Viziems eksperimentams buvo naudojamos Sprag-Daulli <HSD arba
Zivie-Milerd Ziurkés. NéZ&ios Ziurkés buvo dusinamos, kalp
aprasyta 10.1.1.

14.1.2. Audiniy kultivavimo technologiia

Nugaros smegenys buvo aseptigkal ifimamos i% Ziurkiy embriony,
kaip apragyta 10.1.2 skyrelyje. I&imtas audinys buvo susmulkintas
i maZus gabalélius ir inkubuojamas 0.1% tripsino (Zibko> ir 0.1% I
tipo dezoksiribonukleazés (Sigmad 37’00 temperataroje 20 minuéiy.
Tripsino tirpalas paskui buveo atskirtas, perplautas ir pakeistas
terpe, kurioje yra 45% minimallos botinos Eagle terpés <MEMD, 45%
maitinan¢io Chemo miZinic F12, 5% versiuko vaisiaus serumo
(Zibko>, 5% arklio serumo <(Zibko), gliuvtamino (2 mM>, peniciline @
€0.5 vien.ml> ir streptomicino <05 ng/ml>. Kultara paskui dukart
mechaniskal buvo disocijuojama minkftu susmulkinimu per Pastero
pipete toje patioje terpéje, visi supernatantal buvo surinkti ir
nufiltruoti per neilonini filtra <NiteX, Tetko; 40 nmd. Gautas
bendras Iastelinis kiekis buvo nustatytas hemocitometru,
skaié}gr/imo metu dalyvau jant. mélyna jam tripanui. Disoci juotos
ventralinés lastelés paskul buvo uZsétos maZdaug 5S0000 iastely
kvadratiniam cm indely je, padengtame poli-L~orni-L-ernitinu
{10 ng/ml> {r lamininu <5 ng/mb. Apdirbimas buvo atliekamas
pasé jimo dieng, ifskyrus eksperimentus su uZdelstu apdirbimu, kur
uZdelsimas buvo nuo 2 iki & dieny Kultaros buvo lalkomos S?DC
temperataroje 95% ore su 5% CO_ beveik 1007 =antykinéije drégmé {e.
Kultariné terpé buvo kei&iama mgidaug kas 3-4 dienos. Antry diena
neneuroniniy lasteliy kiekio sumaZinimui buvo pridéta mitotinio
inhibitoriaus sitozin-arabinozido CAga G; 0.5 nMd. 7 diens
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lastelés buvo surinktos cholin- acetiltransferazés (CAT, Fonnum,
1975, J. Neurochem. 24: 407-30%> ir proteino nustatymul (Bradford,
1976, Annal. Biochem. 72 LA 2540, arba fiksuotos 4%
paraformaldehide eksperimentams =su neurofilamentiniu Taktoriumi
¢NF> «(Doherty ir kt., 1984, [J Neurochem. 4% 111611220 ir
imunocitochemi jos eksperimentams. Kai kurios kultdros buvo
auginamos nustatytoje terpéje, turinficoje [0% Fi12 ir 50% MEM,
glivtamino (2 mM), insulino 5 nz/ml, transferino {100 ng/mb,
prohesteronce (20 nM>, putrezino {100 nM) ir natrio selenito
<30 nM> <(Bottenstein ir Sato, 1979, PNAS, 74 514-S17). Siose
kultorosze serumo turinti terpé buvo pakelsta nustatyta terpe pirmg

dlens.
14.1.3. Ekzperimentail neurofilamentinio proteino nustatymui

Fo lastelly rik=avimo 4% paraformaldehide 40(3 temperataro je dwvi
valandas kultOros buvo permobilizuotos (padidintas pralaidumas> ir
blokuotos pagal bodus, apragsytus Doherty ir kt. <1984, J-
Neurochem. 42: 1116-11225. Neurofilamentini= proteinag buvo
surandamas , naudojant monoklonini antikona RT27 (Vud ir Anderton,
1781, Bioscl. Rep. 1@ 2463-2682, naudojant 1: 1000 atskiedims.
Reakci jo=s produktas buvo vizualizuo jamas, naudo jant
O-fenilendiaming (ORD> kalp substrats, ir buvo matuojamas optinis

tankiz su 490 nm.

14.1.4. Eksperimental CAT {(cholin-acetiltransferazés)

nustatymui.

Kultaros buvo renkamos, lizuojant lasteles 20 mM  tris-HC1 <(pH 8.6
tirpale, turinfiame 0.1% tritono X-100. Du mikrolitral Ilastelinio
Hzato buvoe atskirta ir buvo tiriamas CAT-aktyvumas pagal
mikro-Fonum bada {(Fonum, 1975, J- Neurochem. 24: 407-409).
Galutiné substrato sudétis buve 0.2 mM [1 %1 Acetil-Coa <NEN,
54.4 mCirsmmold, 200 mM NaCl, 8 mM cholino bromido, 20 mM CDTK, ir
0.1 mM neostigmino S0-tyje mM NaH_PO buferic <(pH 7.4>. Tokiose

2 4
fermento ir substrato koncentracijoze reakcija buvo tiesiné Q0-120
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minu&iy. Indukavimo specifigkumas CAT nustatymui buvo tirtas,
pridedant. aspecifinio CAT aktyvumo inhibitoriau=s
N-hidroksietil-4-(i-haftilviniDpiridino CHNPD eksperimento metu
¢White ir Cavallito 1970, J. Neurochem. 17: 1579-158%).

14.1.5. Histocheminiz apda¥ymaz acetilcholinezterazés (AchE)

nustatymui

Cholinerginés Iastelés buvo identifikuo jamos histocheminiu
apdaZymu AchE nustatymui pagerintu Geneser-Jensen Iir Blackstadt
buodu <1971, Z.2ellforsch, 114: 460-481)>. Po kultary fiksavimo 4%
paraformaldehide lastelés buvo inkubuoc jamos bl dienas
4°Ct.emperat.m~o Je, dalyvaujant AchE- subatrato tirpalui,
susidedanéiam 1% 4 mM acetiltiocholin-jodo, 2 mM vario sulfato,
10 mM glicino ir 10 ngsml Zelatino 50 mM acetatinio buferio <(pH
5.0). Reakcinio produkto vizualizacija buvoe atliekama, kaip buvo
apragsyta ankséiau <(Chatric ir Cherfti, 1938, J. Neurosci. g,
2967-2985).

14.1.6. Yentralinio ragoe lasteliy frakcionavimaz metrizamide
tankio gradiente

Frakcionavimo procedora <Dohrman ir kt., 1986, Dev. Biol 1ia:
209-2210 buvo modifikucta 1% bado, aprafyto Schnaar ir Schaffner,
19281, J. Neurosci 1@ 204-207>. Metrizamidas buvo igtirpintas
terpéje FIZMEM (1:1> {r buvo paruostas laipninis gradientas,
susidedantis i€ 3 ml 174 metrizamido, 3 ml 12% metrizamido ir Zml
8% metrizamido. Vi=sos kitos=s atadi joa buvo atliekamos 406‘
temperatroje. Ventralinio rago lasteliy suspensi ja 2.5 mld,
gauta kaip aprasyta ankséiau, buvo uZdéta ant laipsninio
gradiento, wvamzdeli (mégintuvélid centrifagzavo su 2500xg 20
minuéiy, naudodami besisupanti rotoriy. Centrifaguojant buvo gauti
trys Ia=teliy slucksnial su padalinimo pavirdials 0-8% I
frakcija>, &-12% dI frakcija> ir 112-17% <111 frakci jad. Zio=
Iasteléd=s nuo kiekvienozs frakeijos buvo surinktos maZzame taryje

Capie 1 mld, pasétos, apdirbtos ir tiriamos=s, kaip aprasyta.
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Neuronal i 1 frakcijos buvo laikomi kondicionuotoje terpéje,
ig=kirtoje i& kultivuoty nugaros smegeny lasteliy.

14.2. Rezultatal ir svarstymas
14.2.1. Bendra kultOry morfologlija

Ventralinico rago lastelés, auginamos turindéioje serumo texrpé je,
buvo priveatos prie mifriy neurony-glijos kultary. Po 23 valandy
zll ja s=utirdgtéjo ir prazidéjo proliferacija, tuo tarpu keletas=s
neurony pradéjo  leizti neurdtus. Tadlau po 48 valandy dauguma
neurony ifleldoe neuritus 1ir parodé badinga ryskios fazeés sSoma
{23 bréz) 23 diena pridéjus AraC, neneuroninés lastelés pradéjo
Zoti ir ats=siskirti, palikdamos neuronais praturtints kultors,
turinéia aple 5% glljos. Nustatytoje terpéje kultaros taip pat
turéjo apie 5% gljos, kuri toliau galéjo boti dar sumaZinta
apdirbant =su Ara U¢. Rago motoneurony metrizamido gradientu
ifvalytose kultarose O frakcijad galiausial nebuvo zU jo=, ir
daugiau kalp 20% neurony buve cholinerginial neuronai.

14.2.2. CNTF poveikiz neurofilamentinic proteino lygiams

Norint jvertinti CNTF poveilki neuronams, buvo matuo jami
neurofilamentinio proteino (NF)> lygiai. NF kiekio padidinimas du
kartus buvo rastas CNTF apdirbtose <10 ngsml> ventralinic rago
kultarose, lyginant su neapdirbtomis kultoromis <(kontroléd. NGE
poveikio nebuve matyti <24 bré2) Tai leidZia manyti, kad CNTF
padeda ventraliniy neurony isgyvenimui ir/arba neuritiniam
ataugimul kultOrose.

14.2.3. CNTF poveikis AchE-turiniy neurony i¥gyvenimud

Norint iZsiaidkinti, ar NF lygiy padidéjimas turi {takos neurony
iggyvenimo padidéjimul ar neurity ataugimui, buvo atliekamas
histocheminis apdaZymas AchE, kadangi dauguma ventralinio rago

kultorose yra cholinerginiai motoneuronai. Buvo nustatytas 2.5
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karty AchE+ neurony padidé jima=s CNTF apdirbtose kultarose
€10 ng-/mld, lyginant =u neapdirbtomi=z kultOromi=s. NAF poveikis
buvo nedideliz. Zie rezultatai leid®ia manyti, kad CNTF padidina
neurony ifgyvenima, kas gall bati sus=sije su NF lygiy padidé jimu.

14.2.4. CNTF poveikis CAT aktyvumui

Norint jvertinti CNTF itakay transmiterinei fenotipinei
ekspresijai, buvo nustatomi CAT altyvumo lygiai. CAT yra AchE
gintezéz apribojantis fermentas. Kalp parocdyta 26 brézE,, CNTF
pridéjimas 10 ng/ml)4 kartus padidino CAT aktyvumg po 7 dieny
kultaroje, tuo tarpu kity augimo faktoriy , tokiy kaip NAF
<50 ng/mbD ir FAF (50 nz/ml> pridéjimas jokio poveikio neparodé.
Sis cheolinerginio aktyvumeo padidéijimas priklauso nuo dozés, ir
maks=simall reakct ja buvo pasiekta, egant i ng/ml CNTF
koncentraci joms (Z6B bré%)d. 5is  padidéjimas pasireidgké po trijy
dieny po apdirbimo ir, matyt, nepriklausé nuco kultary tankio. Sie
rezultatai leidZia manyti, kad CNTF taip pat stimuliuvo ja
cholinergine transmiterine ekapreszi ia, kadangi CAT aktyvumo
padidé jimas yra 1.4 kartus didesnis negu cholinerginiy neurony
kiekio padidéjima=s; t.y. ifgyvenusiy cholinerginiy neurony AchE

ekspresija vienam neuronui yra didesné.
14.2.5. Eksperimentas su uZdelstu apdirbimu

Ventralinio rago lastelés buvo padalintosz | tris grupes, kaip
parodyta 27 bréZ 27A bréZ. CNTF <10 ng/mld buvo pridéta prie
lagtelly paséjimo metu, 1ir Igstelés buvo laikomos =su CNTF 7
diena=s. 27B ir C bréZ. pailiustruotame eksperimente kulttros buvo
laikomos be ONTF arba 2, arba & dienas, {r paskui apdirbtos CNTF
<10 ngrsmld dar 7 dienas. Atidétas CNTF pridéjimas k- | dieng
sumazino CAT aktyvumo padidéjima 1.2 karto. Tafiau uZdelsus 4
dienas, CONTF dauglau nebegalédjo turéti {takos CAT aktyvumui
(27 bréZ) Tail leidZia manyti, kad yra CNTF jautriy neurony,
kurie nesant CNTF normaliai %0va praédjus kelloms dienoms po

pasé jimo, populiaci ja. Esant ONTF Sios lastelés igpyvena ir AchE
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ekapresija yra padidinta.

14.2.6. CNTF povelkis ventralinio rago kultoroms nezant glijos

Gl jo=s lasteliy kiekis kultOrose buvo sumaZintas dviem badals: ad
apdirbant antimitotiniu agentu <Ara €, 05 nM> ixr bd naudo jant
augimo terpe be zerumo. Kiekvienu atveju glijos= populiacijos buvo
sumaZintos ikl maZdaug 5% bendro Igsteliy kiekio, bet CNTF
poveikis CAT aktyvumui liko nepakites (28 bré%). Sie rezultatal
rodo, kad ONTF poveikis CAT aktyvumui vargu ar perducdamas per
gl jg, bet yra tiesioginé neurony reakcija.

14_.2.7. CNTF poveikis {¥valytiems metrizamidiniu gradientu

motoneuronams

Ventralinio rago kultaoros buvo praturtintos cholinerginiais
neuronai=s. Kad kultoros bty homogenifkos, motoneuronali dar buvo
valomi i% ventraliniy nugaros smegeny pagal tankio gradients,
Metrizamidinio gradiento stadija leidZia jgyvendinti motoneurony
selekci a5, paremts Jy lablau plaukiantiaizs {dengvaisd tankiaiz.
Gautose kultOroze buvo daugiau kaip 80% motoneurony, kaip buvo
parodyta anks&iau Snaaro ir Safnerio (1981, J Neurosci. 1:
204-207). Isvalytose motoneurony kultarose <10 ng/mb> CNTF
stimuliave 10-kartini CAT aktyvumo padidé jimsa, palyzinus =su
neapdirbtomis kult.aromis 29 bréZ). Metrizamidini=s gradientas
igalino atskirti didelius motoneuronus nuo galimo uZtergianéio
maiq cholinerginiy priesSgangliniy simpatiniy neurony pulo.
Rezultatai ludija, kad CNTF padeda ifgyvenimui ir stimuliuo ja

cholinergine ekspresija motoneuronuosze.

15. Pavyzdys: Cillarinico neurotropinio faktoriaus poveikis Amono
rago kultaroms
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15.1. Med¥iago=z ir bodail
i5.1.1. Amono rago lastelly kultaros

Amono ragal buvo iZimti disekcija 1% Ziurkés embriony Ei18-19 ir
surinkti terpéje F10. Audinial buvo susmulkinti, dukart perplauti
terpe F10 (Zibko) ir trip=ininti 0.25% tripsino (Z2ibkod 20 minuéiy
37°C1 temperatroje. Tripsinas buvo inaktyvuotaz pridedant =serumo
turinéioa terpé=s, s=udarytos 12 minimalios boOtinos terpés <MEM>,
pridedant. verfiuko vaisiaus éerumo C(FCS, 10%>, gliutamino {Z mMD,
penicilino (25 vien.ml> ir streptomicino 25 nz/ml. Pi=socijuotos
lastelés, gauto=s minkstu sutrynimu, buvo surinktos ir
centrifoguotos maZame greityje K00 aps. min.> 30 sekundZiy.
Centrifogavimas buvo pakartotas dukart, ir lastelly debris paskui
buvo resuspenduoctas serumo turinéioje terpéje. Lastelézs paskul
buvo pasétozs & mm duobeléze arba 35 mm indelivose, padengtuose
poliornitinu <10 ngsmb ir lamininu <10 ngs/mld. Daugely je
eksperimenty lastelés buvo uzétos maiu maZdaug 71000
Iasteliywkv.em tankiu. Po 35-4 valandy po paséjimo terpé buvo
pakeista terpe be =erumo, tuoc metu turinéia 1% NZ ir
penicilino-streptomicino (atitinkamal 25 vienml ir 25 ng/mb, Iir
buvo pridéta CNTF. Terpe kelté kas tris arba keturias dienas.,

naujal pridedant faktoriaus.

Kad bty gautos neuronais praturtintos kultaros, 24-ioms valandoms
buvo pridéta citozino- arabinozido {(Ara G, 0.3 nMd. Tokioze
salygose Amono rago kultaros turéjo makdaug 5-10% glijoa Iasteliy,
kaip jvertinta GFAP imunochemi ja.

15.1.2. Eksperimentaz GAD fermentinnio aktyvumo nuztatymrd

GAD fermentinis aktyvumas buvo nustatomas Kimuros ir Kiri jamos

badu <1975, Jap. Farm. 25: 189-1955 iZlalsvinimo 1 4(30 i&

2
=

L—[i-lg(}] glintamo ragities matavimais. Lastelés 3% mm
indelivose buvo HMzuojamoz 30 nl tirpalo, turinfioc S0 mM KH_PO 4
pH 7.22 ir 02572 Tritono X-100, =sugramdytos ir =surinktos. Buvo
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tiriamas: penkiy mikrolitry laateliy Hzato GAD fermentini=
aktyvumas. Tipifkame bandyme reakcijos miZinyje buvo 057 mM
L—[l—lq(}] glivtamo rogZties «NEN, NEC-713, 5246 mcis R moli=s
gliuvtamo rogfties 3 mMd>, piridoksal-fosfato <0.2 mM> ir AET
{1 mM> buferyie I{HQPO a =0 mM, pH 7.2>. 5iose reakcijos =alygose
fermentiné reakcija pasirodé tieziné 1ki 25 wvalandos. Inkubavimas
buvoe atliekamas 7 valandas 3’70(3 temperataroje, 1ir reakcija buvo
uZbaigta jleidu=s 25 nl 8N HESO a {1 reakcijos miZini. Ink;.x:avimas po
to buve tLesiamas dar &0 minudéiy. I2lalsvintas (}C)2 buvo

gaudomas pagrindiniame Hyamine tirpale ir zskaifiuojamas.
15.1.3;. Neurofilamentinio proteino matavimas

NF proteinas buvoe skaifluojamas Doherty ir kt. bodu (1284, J
Neurochem. 42: 1115-1122), kaip aprafyta 14.1.3 skyriuje.

15.1.4. Aukito afiniZkumo GABA {zizavinimo matavimas

Auksto afinigkumo GABA {sisavinimas buvo matuojamas naudojant
bpagerintq Tomozavos 1ir Apelio boda <1284, Brain Res. 329:
ii1-1245. Lastelés buvo perplautos specialiu buferiu, turinéiu
i40 mM NaCl, 26 mM KCGlI, 1 mM KHEPO4, 1 mM NaEHP04, & mgrsml
gliukozés, 1 mM MgClz, i mM (‘.'3012, 0.1% BSA. Po perplovimo
lastelés buvo inkubuojamos Siame =specialiame buferyje S minutes
37%¢ temperatiro je. Pazkul buvo pridéta 3I*I—GIABA ¢NEN, NET-192IX,
II1.4 CIX mol> 1iki galutinés 12 nM koncentracijos, ir inkubavimas
buvo atliekamas 370(‘} temperatroje 10 minuéiy. Véllau lastelés
buvo laikomos ant ledo ir triskart perplautos nurodytu buferiu.
Lastelés buvo inkubuojamos =u 6G.14 H NaOH 2 valandas kambario
temperataroje, ir buvo =skai&iuojamas SH—GABA ekstrakte. Buvo
nustatyta, kad i{=zisavinimas 3H—GABA vyko tlesiskal bent jau 1ki 30
minuciy. I=zizavinimaz GABA neneuroninése lastelésze buvo inhibuotas
pridé jus 2 mM B-alanino, tuo tarpu specifini=s neuronams
isizavinimas buvo patikrintas nipekotine rOgfties inhibavimu su
1 mM.
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15.1.5. Imunocistocheminis apdaZymas GAD ir GABA tyrimams

Lastelés buvo fiksuotos 4% paraformaldehidu 30 minudiy kambario
temperataroje 1ir perplautoz PBS. GAD apdaZymul Igstelés buvo
daromos pralaidfios perplovimais & eilés S04, 70% ir S50%
etanoliu. Sios kulttros buvo blokuctos perplovimu is eilés  PBS,
turindiu 5% normalaus triusfio =erumo 1§ wvalandy, ir inkubuo jamo=
aviez antikOnu pries GAD 1440 esant atskiedimul 1:64000 iki ryto
40(‘1 temperatroje. Po trdjy perplovimy PBS lasteléz buvo
inkubuo jamos biotiniruotu triufico antiktnu prief avi esant bent
1:400 atskiedimui F0 minu&iy kambario temperataro je. GABA
apdazymui Iastelész buvo permobilizuotos Tritonu X-100 €0.25%>
Tris-HCl (0.1 M, pH 7.3) ir blokuotos 107 normalaus oZ%io serumo 90
minuéiy prieg inkubavims triufic anti-GABA antikonu <1: 5000> iki
ryto 400 temperattroje. Po trijy perplovimy PBS lgsteléds paskui
buvo inkubuotos biotiniruotu oZio anti-triufio antikGnu esant bent
1:200 atskiedimui 90 minudiy kambario temperatQroje. GAD- ir GABA-
imunoreaktyvios lastelés buve vizualizuotos, panaudojant rinking
"Vectastasin ABC" (Vector Labs).

15.1.6. Imunchistocheminis apda¥ymas tyrimams g neuronams
specifine enolaze (NSE)
Po fiksavimo 4% paraformaldehidu lastelés buvo blokuojamos 10%
normaliu oZio serumu FPBS, turinéitt - 0.1% Tritono X-100. Lastelés
paskul buvo inkubuotos su pradiniu antikonu {(triusio anti-NSE,
1:5000> 1kd ryto 40'(3 temperataro je. Lastelés paskui buvo
inkubuo jamoz =u antriniu antikonu <(OXio, anti-triugio, 1:700) bent
70 minuciy kambario temperataroje. NSE- imunoteigiamos Ia=stelés
buvo vizuallzuo jamos, naudojant rinkini “"Vectastasin ABG" Vector

Labs).
15.1.7. Histocheminizs apdaZymas tyrimams su kalbindinu
Lastelés buvo dukart perplautos PSH ir fiksuoto=s 4%

paratrormaldehidu 30 minu&iy kambaric temperataroje. Po perplovimo
1% normaliu arklico serumu (NHS) ir blokavimo 5% NHS PBS valands
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kambario temperatoro je lastelés buvo inkubuo jamo=s pelés
anti-antikalbindino antikonu <{atskiedimas 1:1000> 1% NHS iki »ryto
40(1 temperataroje. Paskul lastelés buvo perplautos triskart =su 1%
NHS ir inkubuojamos su antriniu antikanu {arklio, anti-peles,
atzkiedimas 1:400> 70 minudiy kambario temperataro je.
Imunoreaktyvies kalbindinul lastelés buvo vizualizuotos, naudo jant
“Vektastasin ABC" (Vector Lab=s).

" 15.1.8. Histocheminiz apdaZymaz tyrimams su

acetilcholinesteraze

Histocheminis apdaZymas acetilcholintransferazés tyrimams buvo
atliekamas pagal Genezerio-Jenseno ir Blekftadto badus <1971,
ZZellforach 114: 460-481). Lastelés triskart buve perplautos PSB
ir fiksuotos 4% paraformaldehidu kambario temperat.aro je =0
minuéiy. Fiksuotos lastelés paskul buvo inkubuojamos reakci jos

miZinyje, turinfiame 350 mM acetano buferio {pH 5.00, 4 mM
acetiltiocholin- jodo, 2 mM vario sulfato, 10 mM glicine ir
i0 ngsml Zelatinod. Nespecifinés cholinesterazés buvo inhibuotos
jjungiant 0.2 mM etopropazino i terpe inkubavimui.
Cholinesterazinio apdaZymo specififkumas buvo patikrintas

pridedant neo=ztigmino <5 nMd. 7 dieny inkubavimo pabaigo je
Zelatinas buvo i{&tirpintas trumpa inkubacija 37°C temperataro je.
Lastelés buvo perplautos vandeniu, 1 minute apdirbtos 1.254 NaZS
ir vél perplautos vandeniu. Paskui jos buvo apdirbtos 1 minute =su
1% AzNO_, perplautozs vandeniu ir PSB.

—r
=

15.1.9. Ciliarinis neurotropinis faktorius
CNTF, naudotas wvisuose tyrinéjimuose, buvo rekombinantinis Ziurkés
CNTF, gautas ekspresija ir idvalytas kalp apraidyvta 12 pavyzdylje

aukséiau.

15.2. Rezultatai
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Kada Amono ragai buvo imami ig& embriony E12 ir patalpinami
kultoro je, didZioji neuroninész populiacijos dalis buvo sudaryta 1S
postmimotiniy piramidiniy neurony. Po 5-4 dieny po pasé jimo
neuronai jau leido neuritus, 1ir buvo palludyta=s tarplastelinis
kontaktas po 1 dienoa kultoroje. Buvo aidkiai matyti ryZkios
fazéz lastelés su ilgomis ataugomis.

Amono rago neuronal buvo kultivuojami maZu tankiu <maZdaug 7i
tokst. lasteliy kv. cm), dalyvaujant arba nedalyvau jant. CNTF
fvairiais laiko tarpais. Po ilgo Amono rago kultaory apdirbimo CNTF
€10 ng/mb padidé jo la=teliy sugebé jimas isisavinti 3H—GABA
30 breéxd Lalkinas CGNTF sukelto s=pecifinic neurony {sizavinimo
GABA padidé jimo pakitimas buvo létas, kaip parodyta 30A bré%  CONTF
apdirbimas produkavo nedidel{ GABA isisavinimo padidéjima & dieng
kultaroje, ir maksimalus, pvz.,, padidéjimaz 4 kartus palyginus su
neapdirbtails kontrolinials pavyzdZZials buvo stebimas po £ dieny po
CNTF pridé jimo. Ilgesnis iki 11 dieny laikotarpis
kultoroje nesukélé didelio pageréjimo. Tolesniam CNTF poveikio
Amono rago neuronams kultaroje jvertinimul kiekybig&kail buvo
nustatomas neurofilamentini=z proteinas, panaudo jant. antiknus
prieg neurofilamentinli proteing ({RT 97D, paskui ELISA. Buvo
nugtatyta, kad neurofilamentas tik truputy padidé jo & diens
kultdroje ir buvo maksimaliai padidéjea 8 diens (30B bréz).
Panagus ir isisavinimo GABA, ir NF proteino vystymasis lalke buvo
stebimas su i ng-ml CNTF.

CNTF poveikis priklauso nuo dozés, kaip parodyta 31 bréz
Specifinis GABA isisavinimas neuronais buvo padidintas 0.01 ng/ml,
ir buvo maksimaliai padidintazs maZdaug 3 kartus Iasteléze,
apdirbtoze 0.1 ng/ml CNTF po 2 dieny CZ1A bréz.). Didesnes
iki 350 ngs/ml  koncentracijos nesukélé didesnioc GABA i=i=savinimo
padidé jimo. Panagiai neurofilamentinisz proteinas CNTF apdorotose
kultGro=se buvo talp pat padidintas nuc doziy priklausan&iu badu,
pasiekiant plato =su 0.1 ngsml CNTF (31B bréZ.). Didesnés iki
S0 ngosml CNTF koncentraci jos nepadidino neurofilamentinio

proteino kiekio dar labiau. Kaip papildomas kelias CNTF poveikio
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GABAerginiams neuronams kulttroje buvo matuo jamas GAD fermentinis
aktyvumas kultiroze inkubuotose =u CGNTF 8 diena=s. Buvoe nustatyta,
kad CNTF sukéléd GAD aktyvumo padidé jima Amono rago neuronams nuo
doziy priklaugsanéiu bodu (3EiC bréZd Taip gauta priklausomybés
nuo dozézs krelvés forma buvo panasi i kreive, gautsy iki
i=zizavinimo GABA ir neurofilamentinio proteino. Maksimalus 3.8
karty GAD aktyvumo padidéjimas  buvo =stebimas su 0.1 ng/ml  CNTF.
Tam, kad isStirty, ar yra CGNTF povelkiz GAD aktyvumul dél aktyvumo
indukavimo Slame fermente arba dél igzyvenamo jo poveikio
GABAerginiams neuronams, buvo nustatytas GAD imunoreaktyviy
neurony lastelése, augintoze su arba be CNTF, kiekis Su 10 ng/ml
koncentracija CNTF padidino NSE ir GAD teigiamy neurony kieki
atitinkamal 2.2 ir 23 kartus (32A breaZ. ). Imunohistocheminis
apdaZymas naudojant antikOng prief GABA parodeé tokius pactiu=s
rezultatus {(3IZA bréZ)). Kalbindinas buvo lokalizuotasz Amono rago
neurony subpopuliaci jose, iskaitant dantytyg vingi, CAl
piramidinius neurconus ir kai kuriuos internsuronus <(BalmbridZ ir
Miler, 1982, Brain Res. 245: 22FZ-229). Amono rago kultary
apdirbimas CNTF {10 ng/mld =u nedideliu tankiu sukélé kalb&no—
teigiamy lasteliy padidéjima tris kartus <(32ZB bré%f). Po 8 dieny
kultaroje acetilcholinesterazés- teigiamy Ilastelly kiekis tailp pat
buvo padidintas maZdaug 17 karty OCNTF apdirbtoze kultarose
palyginus su kontroliniais pavyzdiials {33B bréz . Norint
pateikti daugiau {rodymy tam, kad CNTF veikia kaip iZgyvenimo
faktoriuz GABA erginiy neurony kultoroje 1i&gelbéijimui labiau negu
GABA erginio fenotipinic poZymio induktorius, atliko papildomus
eksperimentus. CNTF buvo pridéta {vairiaizs momentais po pazé jimo
ir nustatinéjo GABA {zizavinima arba neurofilamentinic proteino
lygius 8 diens kultaroje. Kailp parodyta 34A bré%., kada CNTF
pridé jimas buvo =sulaikytas viena diens, CNTF indukuotas GABA
isisavinimo padidéjimas, tirtas po 7 dieny, suma%éjo. Kada CNTF
buvo pridéta trefia diena po paséjimo, CNTF daugiau nepadidino
GABA {sizavinimo. CNTF indukuotas= neurcfilamentinio proteino
padidé jimas buvo panafiai sumaZintas, kal CNTF pridéjimas buvo
uZdelstas triz dienaz (35SA bréZ). Kad baoty pafalinta tikimybé,
Jog 2&is pastebeéjimas buvo nepakankamos faktoriaus ek=spozici jos
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rezultatas, atlike toki bandyma.

CNTF buve pridéta prie lasteliy tredéis diena kultaro je, ir
lastelés buvo apdirbtos faktoriumi 8 dienas prief GABA isisavinimo
ir neurofilamentinic proteino matavima Toklose salygore CNTF
negalé jo sukelti GABA isisavinimo padidéjimo, ir neurofilamentinio
proteino poveikis neurofilamentiniam priteinui buvo Zymiai
maZesniz (34B, 35B breéZ).

Buvo parodyta, kad astrocitali yra turtingas keliy neurotropiniy
faktoriy, i{skaltant NAF, =2Zaltiniz. Kad baoty i&tirta, ar CNTF
veikia per tokiy faktoriy 1iSlaisvinima i2 glijos Ilasteliy labiau
negu tieziogiali { neuronus, buvo tiriamas CNTF indukuotas GABA
isizavinimo padidéjimas neuronais praturtintose kultiirose. Kaip
parodyta 36 bré%, Aga C apdirbtoze kultaroze CNTF padidino GABA
isisavinimag 2.4 kartus, lyginant su neapdirbtais kontroliniai=
pavyzdiiais. GABA jisisavinimo stimuliacija buvo panasfi { reakcijy
neurony-gli jo=s migriose kultorose (-Agald arba neuronais
praturtintoze kultOrose (+Agal)d). Be to, reakcljos priklausomybés=s
nuo GNTF dozés AgaC apdirbtose kultorose kreivé buvo truputy
pastumta | kaire, taip kad CNTF koncentraci ja » relkalinga
maksimaliali reakcijal, buvo maZesné <0.03 ngsmb, lyzinant su
0.1 ng/ml

CNTF povelkis GABA erginiams neuronams priklausé nuo tankio,
kuriuo buvo apsétos lastelés. Esant maZzam 71000 lasteliy kv.
cm pasé jimo tankiul, CNTF {10 ng/ml> padidino GABA {s=si=savinima 2.4
kartus (37A bréz)d. Esant didesniam 143000 lasteliykv. cm
paséjimo tankiui, CNTF nesugebé jo Zymiai padidinti GABA
jsisavinima prisotinanéiomis koncentraci jomis <10 ng-/ml. CNTF
poveikis neurofilamentinio proteino iSlaikymo lygiul buvo panagiai
priklausomas nuo lastelinio tankio <(37B bréZz). Tal gali bati del

padidé jusio neurotropiniy faktoriy lygio didelio tankio
kultirose. Amono rago neuronal kultoroje, kaip buvoe parodyta
anks&ian, yra Jjautras glivtamatiniam neurotoksigkumui (Mat.t=zon

MP. ir kt., 1988, J Neurosci. 8§ 2087-21000. Mes ivertinome
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neurotoksinius glivtamato 10-1000 nM koncentraci jy povelikius
kalorimetriniu MTT bandymu, kalp parodyta 38 bré% Ezant 1 mM
koncentraci jai, glivtamatas sumaZino lasteliy iggyvenima ki
maZdaug 10%. Esant CNTF <10 ng/mb, lasteliy iSgyvenimas po
zliutamato poveikio buvo padidintas.

15.3. Svarstymas

Buvo parodyta, kad CNTF padidina keliy skirtingy neurony
populiaci jy ifgyvvenimg kulttoroje. Be to, buvo parodytaz { CNTF
panagus aktyvumas, sukeliantis 2 tipo astrocity diferenciacijs 1
el jos Iasteliy- pirmtaky kultaroje <(Chju ir kt., 1988, Nature
335: 70-73, Liljen ir kt.., 1788, Neuron 1: 485-494>. Mes
paliudi jome naujsa CNTF povelki centrineje nervy sistemoje, t.y.
tai, kad CNTF palaiko neurony, Ils=skirty i1i& E18 Amono rago,
ifgyvenimg in vitrc. Amono rago neurony apdirbimas CONTF padidina
GABA i=sisavinima ir kartu padidina GAD fermentini aktyvums.
Neurofilamentinioc proteino lygiai Amono rago kultorose analogifkai
didé jo dalyvaujant. CNTF. Reakecijos 1 doze tyrimal rodo korellacija
tarp £iy skirtingy markeriy ir maksimaly GNTF poveiki, pasiekta su
0.1 ng-ml CNTF. Didesné=s CNTF koncentraci jos didelés jitakos

neturdé jo.

CNTF poveiki galima paaiskinti selektyvia GABA erginiy selektyviy
markeriy indukcija. Tadlau uZdelzsto CNTF pridé jimo rezultatal
kalba daugiausiai apie CONTF {fgyvenimo poveiki. Nustatyta, kad kai
pridéjimas buvo ufdelzstaz 3 dienaz, iz daugiau nerodé SAavVo
povelkio GABA erginéms lagteléms. Nors neurofilamentiniz proteinas
viz dar buvo Zymial padidintas, poveikis buveo Zymiail silpnegnis:,
negu ta=s, kuris buvo stebimas pridedant. GNTF paséjimo dienas.

Priklausantys nuo tankio CNTF velksmai rodo, kad esant didesniam
tankiui, Ilgateléms idgyvenimui, atrodo, nereikia CNTF. Tai gali
hoti dél lokalinio endogeniniy neurctropiniy faktoriy arba
astrocity iflaisvinimo, arba dél tarplasteliniy saveliky. Buvo
parodyta, kad neurony ifgyvenimas padidintas nesant astrocity
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¢(Banker ir CoWan, 1977, Brain Res. 126: 3I97-4235). Gall bati, kad
su tuo susijes faktorius yra CNTF arba neurcotropiny sSeimos narys.
Neuronais praturtintose kultorose CNTF poveikis GABA jsisavinimul
ir neurofilamentiniam proteinui buve toks pat. Duomenys ryskiai
priegtarauja astrocity vaidmeniui CGNTF poveiky je ir igalina
manyti, kad poveikis daromas betarpiskal neuronams. Panaudodami
myc—tag CNTF ligands ir antikOns prieg My, mes turime
paliudi jimg, kad neuronuose yra receptorial CNTF.

Padedantisz Amono rago neurony isgyvenimui CNTF aktyvumas, matyt,
neapsiriboja GABA erginials neuroconais. Yra paliudi jimas, kad
acetilcholinesterazés~imunopozityviy la=steliy kKieki= taip pat
didd jo dalyvaujant CNTF. AhcE -hiztocheminio apdaZymo intensyvumaz
buvo Zymiai labiau ifreikftas CNTF apdirbtose kultOrose. Tal gall
bOti svarbus CNTF wvaidmen=s, kaip galimo retrogradiﬁio iggyvenimo
ix diferenci juo jandio faktoriaus cholinerginiams neuronams

medial ceptum, nurodymas.

Dvie jy bendry neuroninio fenotipo markeriy NSE ir NF ekspresi ja
padidé jo esant CNTF. NF proteininés akumuliacijos matavimas buvo
atliktas panaudo jant fermento suristsy imuno absorbenta.
Monokloninis antikdnas (RT%7), naudotas eksperimente, atpazino
daugiau=ia 200 kD NF proteino triplete forms ir nedideliu laipsniu
150 kD subvienets.

Ank=&iau buvo parodyta, kad PT97 surisimo laipsnis galéjo tarnauti
kailp etaloninis neurity ataugimo, atszskiru atveju, aksony ataugimo
indek=sas kultivuotiems neuronams (Doherty ir kt., 1984, Neurosci.
Lett. 51: 55-403. Amono rago 8 dieny kultaros =u CNTF parodé
tankesni ir sudétingesni ataugy tinkla iz santykinio proteino
kiekio padidéijimas galéjo bati paprastai antrinis padidintam
neurony iZgyvenimui. Alternatyviai CNTF gali daryti selektyvy
poveiki neurity ataugimo indukavimui.

CNTF aktyvumo specifigkumas, padedantis iSgyvenimui, buvo
nustatytas dviejy kity neurotropiniy faktoriy, Zinomy, kad Jjie yra
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Amono rage, povelkiy tyrimais (Mezon ir kt., 1990, 3Sclence, 247:
1446-1451). Sutinkant su prieféjusials stebé jimais, kad NAF néra
igeyvenimo faktorius Amono rago neuronams, mes negaléiome rasti

jokio NAF poveikio GABA erginiam=s neuronams.

Kitas neurotropinés Zeimos narys BDNF taip pat, atrodo, nepadeda
GABA erginiy neurony ifggyvenimui kultaroje. I& kitos pusés, buvo
parodyta, kad bFAF yra svarbus ifgyvenimo Amono rage faktorius
(Wallicke ir kt., 1984, PNAS USA, 83 3012-30186> 1ir, gal bat.,
veikia kaip neurotropiniz faktorius CNS (Morrizon ir kt, 19586,
PNAS, JAV, 83 7537-7541; Anderson ir kt., 1988, Nature, 322
I450-3461). Panagial  kalp bFAF, CGNTF aktyvus es=zant  labai Zemoms

koncentraci joms.
Buvo parodyta, kad Amono ragas paZeidZiamas kellais
neurodegeneraciniais susirgimais, iskaitant Alzhaimerio liga,.

Pazlépti mechanizmal, sukellantys selektyvig Amono rago formacijos
degeneracijg, dar nesuprasti. IZkelta hipotezé, kad igsaukiantis
aminoritgféiy neurotransmiteris gliuvtamatas gall wvaildinti svarby
vaidmeni ligos procese. Demonstraclja, kad CNTF gali palaikyti
Amono rago neurony ifgyvenima in vitrog, gali duotd svarbius
nurodymuz neudegeneraciniy susirgimy gydyme bady =sukdrimuil. Bus
svarbu nustatyti, ar gali CGNTF apginti Amono rago neurohus nuo
glivtamatinio neurotok=sigkumo, kaip buvo atveju su FAF Matt=son ir
kt., 1986, PNAS, 83: 7537-7541)5. Informaciné RNR CNTF buvo
neseniai rasta Amono rage Nothern-blot analize {Masiakowski,
privatas=s ryEiaid. Lasteliy tipo CNTF sintezés in vitrg
apecififkumas dar nenustatytas. Flziologinis CNTF vaidmuo Amono
rage jam vystantis in vivo pasilieka nenustatytas, bet &1y
tyriné jimy sSviezoje CNTF gall bati endogenini=s neurotropini=s
faktorius =u potencialiu vaidmeniu neurony iZgyvenimo Amono rage

reguliavime.

16. Pavyzdys: Ziurkés CNTF padidina Ziurkeés Amono rago
astrocity proliferacija kultaroje
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1&.1. MedZiapgos ir boadal
16.1.1. Ziurkeés Amono rago astrocity gavimas

Amono ragai buvo ifimti disekcija i3 #iurké=s embriony Ei8 ir
surinkti terpéje Fi0 <Zibko), turintioje 24 mM Hepe=z. Audiniai
buvo zusmulkinti { ma¥us gabalélius ir tripsinizucti 0.25%
tripsinu (13 Amono ragy penkiems ml 0.25% tripsino> 20 minudiy
37°C temperat.aro je. DNRazé buvo pridéta iki galutinéds
0.2 ngsml koncentracijos per 10 minuéiy. Reakcija buvo =sustabdyta
lygiu DME toriu, pridedant 10% verdiuko wvailsiaus Serums, ir

audiniai buvo dukart perplauti.

Di=soci juoctos lastelés, gautoz minkdtu sutrynimu, buvoe surinktos
DME-FCS, ir suspensija buvo praleista per 20 mm “Nitek=" ekrany
{Tetko) mediiagos gabaliuky pasalinimui. Lasteliy gyvybingzumas
buvo nustatomas, panaudojant igskyrima mélynuoju tripanu. Lastelés
paskui buvo uZsétos | plastmasinius T75 tipo indeliu=s kultivavimui
audinic =su 4.82:-:10& lgsteliy vienam indeliui tariu. Terpé buvo
kei®iama { DME-FGS <10 md 1, 3, 5, 7 ir 9 diena po paséjimo. 7 ir
2 dieng indeliai buvo kratomi rankomis oligodendrocity ir bet
kokiy ifgyvenusiy neurony pasalinimui. 10 dieng astrocitai buvo
pasalinti su 0.25% tripsinu ir uZséti 96 duobeliy pucdeliuvose

tyrimams.

16.1.2. CNTF mitotiniai eksperimental su Ziurkeées

Amono rago astrocitais

Mitotiniams eksperimentams astrocitai buvo paséti 16000 lasteliy
duobelei tankiu DMEM terpéje, turintioje 104 verd&iuko vaisiaus
serumo, 4-ioms valandoms, kad jle prisijungty. Lastelés paskui
buvo perplautos, ir buvo pridéta 150 pl nustatytos terpés (DMEM,
0.5% BSAD. 24-ioms valandoms buvo pridéta rekombinantinico Ziurkés
CNTF, gauto kalp 7 =skyriaus pavyzdyje. Lastelly Zyméjimas buvo
atHekamas pazkutines 2 & 24-1y valandy inkubacijes laikotarpio,
panaudojant 1 pCGi  duobeled EH-tim:ldino <NEN, 20 Ci/mMD. Po
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inkubaci jos lastelés buvo apdirbtos taip: ducbelés buvo dukart
perplautos PBS ir inkubuojamos 4%¢ temperataroje 1iki ryto 50-tyje
ml 10% trichloracto roOgstyje <(TCAD. Pasalinus TCA, Iastelés buvo
perplautos &altu vandeniu, soliubilizuotos 100-e ul 1H NaOH, ir
skai&iuo jamo= sky=ztiniu scintiliaciniu skaitliuku su 10 ml
akvazolio.

16.1.3. (19°1)-CNTF suri¥imas

Amono rago astrocitai buve auginami 37 mm2 indelHuoge iki maZzdaug
80-907. =zusilie fimo. Astrocity monosluckanial i& prad¥iy buvo
perplauti < ml) dukart Chemo F12 terpéje. Paskul prie kultarozs
buvoe pridéta Fi12 (1 ml), ir lastelés buvo inkubuojamoz ant ledo 15
minudciy. Terpé paskui buvo pakeista tokiu pat toariua Zalto Chemo
Fi2. 1 duocbelez, kurios buvo =skirtos nekonkurentinio paskaiéiavimo
nustatymui, buvo pridéta neZyméto CNTF <C100x neZzymeéto CNTF
pertekliaus), ir kultaros buvo inkubuojamos 40(’1 temperataro je dar
&0 minudiy. ! 25I--GNTF‘ (gautas panaudo jant Voltono-Chantero
reagents, 10 mld, turintis maZdaug 280 000 dpm, es=sant 12 uGi
nanomoliui> buvo pridétas prie kiekvienos kultGros, ir inkubaci ia
teméd 400 temperataroje jivairials laike tarpals 1iki 460 minuéiy.
Nezurista CNTF pasalino perplaudami Iasteles triskart <(po 2Z ml
kikviena kartsd Saltu PB3, turindiu 10 ug-ml BSA. Lastelés buvo
soliubilizuotos kultiory inkubavimu bent. 20 minuéiy kambario
temperatiiroje 05 ml 20 mM tris-HCl, pH 7.2, 0.i5 M NaCl, 1%
tritono, 0.1%Z 5SDS, 1% dezoksicholato. Lastelinis lizatas=s buvo
atzkirtas ir kultdoroz buvo dukart perplautoz (po 250 ul kiekviensg
karts> =u PBS, turindiu 10 gyl ml BSA. Nuoplovos kartu =u lasteliy
lizatu buvo surinktos { pulus ir skal&iuo jamos gama— skaitluku.

i6.2. Rezultatai

Proliferacijos tyrimo rezultatai, pateikti 3I? bré%, rodo dvifaze
reakcijos 1 doze kreive su didéjandiomis CNTF koncentracijomis,
Elurkés Amono Tago astrocitams. CNTF sukelia 3l*I-i’.dmi«:lim:-
inkorporaci jos padidé jima ikt 0.0 ng~-ml dozés, E=zant
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koncentraci joms, didesnéms negu 0.1 ng-/ml, CNTF praranda savo

sugebéd jima stimulivoti Igstelly proliferact ja.

Biologiné astrocity reakcija i CNTF »rodo, kad =Sios lgstelés neda
funkcinius CGNTF 1receptorius. Du  papildomi faktal liudija, kad 1
tipo astrocitai atlieka CNTF receptoriy ekspresijg =savo Iastelés

125

pavirg&iuje. Surigdimo eksperimentai su < I3 monokloninése
kultoro=ze pademon=stravo konkurentinius ligando-receptorinius
saitus; Maksimalus stebétas specifinis 125]—CNTF‘ surdgimas yra 1%

bendro CNTF, pridéto prie kiekvienos kultoros. Be to, Nothern-blot
analizé parodé, kad CNTF stipriai indukuoja betarpigko po jo geno
c—-fos  ekspresijs. Maksimall mRNR  indukeija buvo =stebima po i
valandos, o po dviejy valandy ji griZo i normaly bazini lygi.

17. Pavyzdy=s: Nauji monokloniniai antikonal prie¥ ciliarinj
neurotroping faktoriy ir ‘“sumu¥tinio” eksperimentas =u dviem

antikGnais Zmogaus ciliariniam neurotropiniam faktoriui
17.1. MedZiagos ir boadai

17.1.1 Monoklonaliniy antikony ciliariniam neurctropiniam

faktoriul generavimas
17.1.1.1 Imunizaci jos badas
Peliy CB&FI/J patelés buvo inokuliuojamos 10-40 ug rekombinantinio
Zmogaus CNTF <(gauto kalp apradyta 12 pavydyjed pilname Freido
adjuvante ir paskul pakartotinai inokuliuojamos rGNTF pllname

Freido adjuvante tris savaites iki maZdaug & ménesiy.

17.1.1.2. Hibridomos formavimas
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BluZnies lastelés 1% imunizuoty pelly buvo sujungtoz =su mielomos
SP270  lastelémis santykiu 2:1 <dimfocity lastelés: mielomos
lasteléds), panaudojant PEG 4000, po to jo= buvo kultivuotos=s
pilname RPMI =su 2% HAT <(hipoksatinas, aminopterinas ir timidinas),
esant mazZzdaug 105 limfocity ducbele je tankiui, selekci jai

hibridomoms.
17.1.1.3. Hibridomy skriningas jy CNTF-reaktyvumul iZtirti

Antikanai, reaguo jantys su Zmogaus CNTF C{hCNTFD buvo
identifikuojami i& pradZiy =u fermentu susijusiu imunosorbentiniu
eksperimentu (ELISA) =u rekombinantiniu hCNTF, sujungtu su
plastmasinials indeliais. AntikOnal toliau buvo charakterizuo jami
ELISA ir Vestern- imunoblotingu pagal juy =sugebéjimsg reaguoti
rekombinantiniu hCGNTF, rekombinantiniu Ziurkés CNTF <(CNTF> ir
pakeistomis hCNTF formomi=, kalp aprasyta auk&&iau. .

17.1.2. Zmogaus CNTF varianty gavimas

Ekspresi jos ir vektoriy igvalymo badais, apragytais 13.1.2
skyrelyje, buvo generuotos {vairioa Zmogaus CNTF formozs. Trumpal,
Zmogauz GNTF variantinis proteinas #1112 buvo gautas vektoriaus
pRPN11Z2 eksprezija, ir = neturi 55 aminorogsdiy Hkudiy,
prarasty nuo Zmogaus GNTF  karboksilo terminalinic galo. Proteinazs
#8327 yra sintezuotas proteinas, kurio pirmos &6 Zmogaus  CNTF
aminoroagitys yra pasalintos deleci ja, ir molekulés Hkuti=
prijungtas prie neidentifikuoto Zmogaus proteino. Proteinas =49
buvo geneructas, panaudojant pRPNS?, ir jame néra hCNTF 15
aminortgsadéiy prie karboksilo galo (22 bré®.).

17.1.3. Dviejy =saity imunoeksperimento metodika

Kad baty nustatytas CNTF kiekis biologinés medZiagos pavyzdZiuose,
baty geriau padaryti imunologini eksperiments Slam proteinui.
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Vienas toks jautrus ir patogus imunoeksperimentas yra “sunugtinio”
bodasz =u dviem antikOnais Zior,, pvz., E.Charlow ir D.Lein
v"Antiktnai: Laboratoriniz vadovélis", 1988, Cold Spring Harbor
Laboratory, New York, p.578-583) Pagal # bada 1£ pradZiy pirmas
antikOnas sujungiamas =zu tvirtu pagrindu ir jam leidZiama reaguoti
su tirpalu, turindiu reikiama antigens; Paskui antram antikanui,
paprastai nukreiptam { kit antigenc epitopa, leidZiama reaguoti

su antigenu, surigtu =u pirmu antikonu, ir kiekybiZkali nustatomas

antras suriztas antikOnas, kuri= turd bati betarpifkail
proporcingas surifto antikono kiekiui. Viename gio bado
igyvehdinime ir pirmas, ir antras antikinas yra monoklonini=s
antikOnas.

Sis dviejy saity eksperimentas, skirtas Zmogaus CNIF, schematiskai
pavaizduotas 40 bréZ. Svarbu, kad afinigkal iSvalytas antrinis
antikOnaz, =pecifinis pelé=s imunoglobulino G poklasei {Ig3<b
parcdytu atve jud, adsorbavosi eksperimentiniame indelyje ir buvo
naudo jamas  hibridominiy lgsteliy pirmo monockloninio supernatanto
uZzémimui. Pazkui buvo pridéta Zmogaus CNTF, {ir jam buvo leista
susirigti zu pirmu moncokloniniu  antikOnu. Antras anti-CNTF kito=
poklagés monolkloninisz antiknas (RP12-2, pelés IgGId, taip pat 1i&
nefrakcionuoty hibridominiy kultory supernatanty, buvo pridétas jo
surigimul su bet kuriuo CNTF uZimtu pirmu monokloniniu antikonu.
Taip suriitos bet kurios EPi2 dvi molekulé= buvo paskul rastos,
panaudo jant.  afinifkal i&valyts antrini antikong, specifini pelés
IgGI, sujungtiniam su foatfatfaziniu substrato para-nitrofenilo
fosfatu, kurio suskaldymas indukuoja =apalvots reakeijos produkts

{matavo ezant 405 nm abzorbed jaid.

17.2. Rezultatal ir svarstymas

Klasés, atstovau jamos tia RP3-12 ir RrRP3Z-17, monokloniniat
antikonal buvo sukuriami tame padiame sgusiliefimo eksperimente,
panaudo jant splenoccitus i vienintelés imunizuotos Ziurkés. Ir
RP3ZE-12, ir 317 nereagavo su bet kuria 1& ifZbandyty dviejy
karbok=ilo terminaliniy hCNTF delecijy, o taip pat nesurigo CNTF,
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kalp parodyta V lenteléje. Tagiau fjle reagavo su sintezuotu
proteinu =82, kuriame i&liko hCNTF karboksilo galas. Tuo budu &ie
antikonal atpaZista epitopsy {arba arti igdétytus epitopusd,
ixdé=tyty prie hCNTF  karboksilo terminalinio galo, viduje arba
perdengdami segmenta 12 15 karboksilo terminaliniy aminorQgséiy
Hkué&iy, pagalinty delecija i& hCONTF proteino 59, Priegingai,
monokloninial RP1Z-2 ir RP12-9 antikonai reagavo su hCNTF proteinu
#59 ir proteinu #1112, kaip ir su =intezuotu <{(gulietu, sulydytw
proteinu 32, Abu Sie antikonai gall atpaZinti epitopus,
igdéstytus tarp maZzdaug 446 ir 145 hONTF. Zemélapiy duomenys rodo,
kad epitopai, atpaZistami RPi:«z—g ir RP12-%, turi bati bent ma¥daug
40 aminorugZ&iy Hku&iy virZ aminorogs&iy, atpaZistamy RP3-12 arba
RP3-17 (22 bré%)d. AntikGnal RP12-2 ir RP12-9 skiriasi avo
sugebé fimu atpaZinti Ziurkés CONTF (V lenteléd, nurodydami, kad jie
atpaZzi=sta jvairius epitopus, iz kuriy vienas (tas, kuri=s
atpafistamas RP-12-9), gal bat, gerai konservuotas tarp grauziky
ir primaty Siy visy monokloniniy antikany sugebé jimas suristi
denattiruots proteina Western-blot eksperimente leidZia manyti, kad
jie atpaZizsta paprastus epitopus, =sudarytus i£ misriy arba Ilabai
arti iggidé=diusiy aminoragsSeéiy Hkudiy, greifiau negu

konformacinius epitopus.

Pradiniai eksperimentai buvo atliekami tam, kad nustatyty, kokio=
monokloniniy antikany prief hCNTF poros buvo tinkamos dvie juy
antikany "sumuftinio' i&vystymui £lam ligandui. Eksperimentas buvo
skirtaz tam, kad baOty {vertinti antikionai ankstyvoje stadijoje,
prieg gamyba pilnu mastu arba reagenty valyms, panaudo jant.
pokla=séz s=specifiniusz anti- pelés imunoglobuline reagentus vieno
monokloninic antikano imobilizaci jai prie tvirto pagrindo ir antro
"praneganéio” monokloninio antiktno =uradimui. Deél reikalavimo,
kad Zie du monokloniniai antikonai turi bati is skirtingy
poklasiy, tik tam tikros monckloniniy antikony poros galéjo boti
jvertintos siuc bodu. Pulk(Os rezultatal buve gauti =u pora RP3I-12Z
ir RPiZ-2 aprasytame “sumugtinio" aksperimente.

41 bréz. pateikti dvie jy antikany “sumugtinic" eksperiment.o
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rezultatail, titrucjant su didéjandlals kiekvieng karty dukart?>
rekombinantinio Zmogauz CNTF kiekiaiz nuo 7.8 plkogramy vienam
ekzperimentui 50 su 0.154 ng-ml> iki =500 pikogramy
ekaperimentui (S0 ul su 10 ng/mid. Buvo rastas jtikinamas
signalas, didesnis u% fonini <0.44%10.010 absorbcijos vienetyd su
155 pikogramais Zmogaus CNTF, ir eksperimentas buvo tiesinis iki
patiy aukiéiauziy tirty lygiy. Bet kurdio 14 monokloniniy antikiony
pakeitimas netinkamu to= padics klasés peléz mielomos proteinu
(MOPc-141, poklazé Ig@26 vietoj RPi2-2> s=sumaZino signalo  jéga iki
foninio lygio. Tuco bidu net naudo jant nevalytus proteininius
supernatantus, galéjo bati pademonstruoti puikis rezultatal dviejy
antikony "sumuitinio” eksperimente su monokloniniai= antikOnai=
RP3~12 ir RP12-2. Sie monokloninial antikonai gali boti  iSvalyti
iprastais badais 12 hibridomo=s lasteliy, kurios buvo auginamos
terpé je be smerumo, supernatanty. Tikimasi, kad bioty gana paprasta
padaryti paprastesn] “sumudtinic” eksperiments, kuriame vienas
monokloninig antikOnas gali boti betarpifkal suristas su tvirtu
pagrindu, tuo tarpu antras monokloninis antikOnas bty betarpifkail
sujungztiniz su *reporteriu” {pranesanciu komponentu)d, pvz.,
radioizotopu, tokiu kaip Jjodas-125: arba fermentu, tokiu kaip
Sarming fosfatazé, krieny perocksidazé arba beta-galaktozidazé,
arba haptenu, tokiu kaip bilotinas, kuris gali bati gautas
naudo jant Zyméta aviding arba =streptaviding, tokiu badu padarant
akivaizdZia specifinio tipo antriniy antiktny batinybe.

Gia aprasytas labai specifinis Jautrus dvie jy antikiny
“sumuftinio” tyrimas gali botl pritaikytas daugelyje =situact jy,
kurio=se pageidautina nustatyti kiekybini Zmogausz CNTF dalyvavima.
Pvz.,, jis gali boti panaudotas EZmogaus CNTF monitoringul valymo
procedirose. Analogifkal Sis tyrimas gali baoti panaudotas CNTF
monitoringui po injekcijos eksperimentiniams gyvanams audiniy,
kuriuo=ze ji=z lokalizuojasi, nustatymui. Pagaliau =iz tyrimas gali
btati panaudotas OCNTF lyziy 2Zmogaus audiniuoze ir/ arba kano
sky=diuose {pv=z., serume arba cerebrospinaliniame skystyjed
nustatymul. Dél to, kadangi CONTF yra nervy Ilgsteliy viduje ir
paziZymi neurotropiniu aktyvumu, pasidlyta, kad proteinas turi
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iZzilaisvinti , atsakydamas { {vairius neuroninius paZeidimus arba
susirgimus. Tuo bodu, CNTF lygis atitinkamuose nelastelinivozse
skys&iuose turi duoti kiekybini diagnostini tokiy bakliy, kaip

neuropatija ir neuroniné degeneracija, matavimo mats.

V Lentele
Monokloniniy antikaony reaktyvumas § Zmogaus CNTF, delecinius
Zmogaus CNTF mutantus ir Ziurkeées CNTF

klo— po— h h r h h h r

nas klazé CNTF CNTF CNTF CNTF CNTF CNTF CNTF
(592 <592 <1120

RP3-12 1gG62b =+  -= == 4+ - - -

RP3-17 1gG2a R & R - -

RP12-2 1g6G1 ++ ++ - ++ ++ ++ —

RFP12-9 1gG} ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

*h—i:mogaus s r~Ziurkés.

18. Ciliarinis neuwrotropinis faktorius padeda nugaros smegeny
motoneuromy i¥gyvenimid kulttroje

i8.1. MedZiagos ir badai
1i8.1.1 La=stelly kultivavimas

Motoneuroniniai audiniai buvo igimami disekci ja po stereo~
mikroskopu i& vig&iuko embriony E&6 nugaros smegeny Jjuosmens dalles
ir buveo saugoml Saltame subalanzuotame Chenkso druskos tirpale be
magnio ir kalecio, pridedant glivkozés 4 g/mld  (HBSS). Audiniai
buvo perplauti HBSSE ir apdirbti 0.33% tripsino HBSS 37’0(3
temperatOroje lengval kratant, perplauti #&altu HBSS  ir gvelnial
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trituructi trimis stadijomis =u S—peré jimo maifymu 1 ml #alto 0.1%
zo jos pupeliy trip=sino inhibitoriaus <Sigma> HBSS per ifdeginty
sillkonizuots Pastero pipete. Kiekviena Ia=ztelinio supernatanto
suspen=i ja buvo filtruo jama per 50 M neiloning tinkleli,
zurenkama { puly ir =slucksniu uZdedama ant 4 ml =Zalto &.8%
metrizamido (Fliuko2 HBSS 25 mM HEPES <pH 7.4 12 ml
silikonizuntame  koginiame stikliniame mégintuveély je. Mégintuveli=
buvo centrifﬂguatag Bu 400 2 15 minudiy 406‘ temperataro je ir
tarpinis =sluoksnia (0.5 mld> buvo =urinktas | kity silikonizucty
mégintuveéli, turinti 4.5 ml Zaltos kultOrinés terpézm Celiukozés
miginys> (4 gsld, pridedant SvieZial paruostos L-15 Leibovit=o
(2ibko) terpé=z, 0.15 M natrio bikarbonato, inaktyvuoto =iluma ir
nufiltruoto arklio =serumo bel penicilino G (105 vienety mld,

santykiu 73:15:10:0:1, neutralizuoto su buferiu S% co... Po

cesztrlfugavima su 100 g 7 minutes 40(3 temperataro je supernatantas
buve atskirtas ir lastelés lengval resuspenduotos kultariné je
terpéje Ir uZsétos Oreinerio 4 duobeliy kultivavimo indelincese
{duobeliy diametras 10 mm, Firma "Greiner ir =0Onats", Nurtingen,
VFR> 1000-2000 Ilasteliy ducbelei tankiu. 3Sie indeliai buvo is
anksto padengti poli-DL-ornitinu Sigma, 0.5 mg 015 M natrio
borato buferyje <(pH 83> iki »ryto 40(.."‘ temperataro je, dukart
perplauti buferiniu fiziocloginiu tirpalu (PBS> ir paskul padengti
lamininu> <Zibko, 10 ug~-ml kultivavimo terpéje be serumod, ir
patalpinti 5% Co,_ -~ inkubatoriy iki lasteliy pasé jiimo S5-6&

2
valandas). Lastelés buvo inkubuojamos sudrékintoje terpéje S% 0()2
ir 95% oro atmosferoje. PavyzdZial buve pridedami po valandos po
pasé jimo, ir kultivavimo terpé buvo keifiama po 24 ir 72 valandy.

Pradin{ lasteliy kieki skal&iavo po 3 valandy po pasé jimo.

18.1.2. Retrogradinis motoneuraony Zyme jimas ir motoneurony kultory

grynumo jvertinimas

Kai kuriuose eksperimentuose motoneuronal buvo retrogradifkai
paZzymétl fluorescenginiais daZals in vivo pries$ Igsteliy paruosima
U Dorman ir kt., 1984, "Blologijos iZvystymas", 118: 209-221>
motoneuroninés Iasteliy populiaci jos identifikavimui. Kiaufiniy,
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inkubuoty 5 diena=, lukste daré nedideleg skylute. Nedideli
rodamino-izotiocianato (Sigma) kristaly gabalélial buvo jvesti
dvie jose-tri jose vieto=se kiekvieno je i% uZpakaliniy galoniy

109

{klubeD, ir skyluté kiauginyje buvo uZkli juota celofanu.
Kiauiniai buve inkubuojami dar 24 valandas. Kal kurie i& apdirbty
neurony buveo dalinami | uZfaldytas =ekcijas po formaldehidinés
fiksacijos. Nugaros =smegeny viduje buve rastoz Zymeé Jimui tik
lateralinés motoneurony kolonijos. Kiti embrionai buvo naudo jami
lgsteliy gavimui, naudojant auk&&iau apragyta bads dZiar. akyreli
i8.1.1D.

Po penkiy valandy kultoroje lastelés buve perplautos sSiltu HBSS,
fiksuotos 4% formaldehidu PBS kambario temperatdroje 20 minudiy,
perplautos FPBS ir paskul patalpintos glicerino PBS <11 po
dengian&iais stiklais. I& bendro lasteliy skaitiaus maZdaug 83%
buvo paZyméti ir identifikuojami kaip mot.oneuronai <42 bréZ.).
Daugelis Zyméty motoneurony buvo didelés Ilastelés, o likusios
lastelés buvo tarpinio dydZio. Nebuvo paZymétos maZos Ilastelés. IE
kitos pusés eksperimentuose, kuriuose Igstelés nebuvo paZymétos
fluorezscesiniais daZals, maZdaug 70% bendro lastelly kiekio buvo
didelés atdkios fazész lastelés su  apvaliomis lasteliy somomis,
maZdaug 20% buvo tarpinio dyd#io neuronal dJ{daugelis 1& {y galé jo
bati motoneurcnaid ir maZdaug 10% buvo maZi nesubrende neuronai
(jie turéjo { neuronus panafias ataugas =u daiginiais koOglai=s, bet
turé jo tamsios fazeés, pusiauplokstis lasteling =omad. Neuroniniy
Iasteliy arba nebuvo, arba jyu buve ma¥isu kalp 2% Apibendrinant
galima paszakyti, kad bent 83% lasteliy yra motoneuronai, tuo tarpu
Hku=zie i vra neZyméti motoneuronai, nedideléd dalls =sudaryta i&
neidentifikuoty vidutinio dyd¥ico motoneurony ir maZdaug 10%
nesubrendusiy nedideliy neurony Mes talp pat radome, kad jei
Zymétos lastelés buvo kultivuojamoz =au  viddéiuky embriony raumeny
ekatraktu <U. Dorman ir kt., 1986, "Blologijoa i&vystymas", 118
209-211), tal fluorescenzsinés teigiamos lastelés sumaZéjo dydZiu
pexr kelets dieny. Kadangi bendras lasteliy kiekis ir dideliy
Ia=steliy kiekis mazéjo daug lédiau, tali yra praradimas irarba
fluorescenci jos igblukimas, bet ne lasteliy Zotis. Todél tam, kad
jvertinty pavyzdiiy iggyvenimo aktyvumy, iprastuos=e
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ekasperimentuose kaip motoneuronal buvo skaidivo jamos didelés

alzkios fazés Ilastelés labiau negu fluore=scencifkai teigiamos
lasteles.

18.2. Rezultatal ir svarstymas

18.2.1. Ciliarinio neurotropinio faktoriaus (CNTF) poveikis

vikfiuky embriony nugaro=z smegeny motoneuronams kultaro je

Daugelis motoneurony Zuve per tris dienas tusiiy kontroliniy
pavyzdZiy kultoroje. Dalyvaujant rekombinantiniam Ziurkés CNTF,
apie 70% buvo gyvi po trijy dieny kultoroje ir apie &0% po  Sesiy
dieny kultoroje (43 ir 44 bréx)> Kadangi daugelis motoneurony Zuvo
per tris dienas tusS&iose kultOrose, ifgyvenimo aktyvumai buvo
vertinami tre&ls diena. Reakclijos { CNTF  priklausomybés nuo jo
koncentraci jos kreivé parodé 45 breZ.d, kad ECSO (koncentraci ja,
reikalinga S0% iSgyvenimuid> CNTF buvo tik apie 20 pg/ml {1 pMd,

t.y. beveik tokia pati, kalp ciliariniams neuronams. Sis Zymus
GNTF  iSgyvenime aktyvumas su labal Zema ECS o labai palaiko
nuomone, kad CNTF gall vaidinti esmini vaidmenti motoneurony

ifgyvenime in vivg, kaip buvo parodyta <Ziar. i1 pavyzdi aukséiau,
Zentner ir kt., 1990, Gamta, 345 440-441).

18.2.2. Poveikis specifiniy neurotropiniy molekuliy ir
citokinyg i¥gyvenimul

I visy igbandyty molekuliy CNTF ir pagrindinis fibroblasty augimo
faktorius {(FAF) pasirodé galingiausiomis molekulémis (VI lentelé).
Roga&tinio FAF ifdgyvenamasis aktyvumas galéjo batl padidintas, kai
kultaroje buvo pridéta heparino, kuris isimaigé { rag&tinio FAF
proteolitine degradacija. ] insuling panafaus 1 ir 11 augimo
faktoriaus <{IAF>, o taip pat insulino povelkis buvo nefymus:,
Reakcijos { &1y aktyviy molekully koncentracija kreivés  parodé,
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kad didZiausias poveikiz ifgyvenimui galéjo boti gautas:
ad> CNTF: 64% iggyvenimo su 1 ng/mi;
b> pagrindinig FAF: S5i% au30 ng/ml;
) ragstinis FAF: 18% su 300 ngsml;
d> rog&tinis FAF, dalyvaujant 1§ mgrsml  heparino: 3I5% su
100 ng-/ml;
ed> IAF-I: 153 =s=u 100 ng/ml;
> JAF-II: 15% =u 300 ng/mi;
g inzulinas:146%Z su 25 ugs/ml
E reik&émés buvo: 0.023 ngs/ml CNTF  ir 0.26 ng-ml pagrindiniam -

50

FAF. I ir II IAF, o taip pat insulinul patikimos EGEO reikifmés
negalé jo bati nustatytos, kadangi maksimalds poveikiai buvo labai
maZzi, lyginant su kontroliniais pavyzdZiais. Heparine koncentacija

buvo esminé rogstinio FAF aktyvumo padidinimui. Naudotos Siuvose

ek=sperimentuose koncentraci jo=s €1 pgs/mld, atrodo, nebuvo
maksimalios ragstinio FAF iggyvenimo aktyvumo padidinimo
ativilgiu. Tatiau didesnés heparino koncentraci jos sukeldavo
neurony atsiskyrimg nuo kultivavimo indelly. Netgli =su 1 pg/ml

heparino neurony atsiskyrimas prasidéjo po 3 dieny inkubaci jos.
Beta—-NAF, BDNF, PDAF, EAF, TAFa, TFG beta I, IL-3 arba 1IL-46, arba
IFNc neparodé jautiamo poveikic netgl =u  dozémis, virsgi jandiomis
maksimalias koncentracijas (bicloginio poveikio kitiems Igsteliy
tipams atZvilgiud, Taip pat NT-3, naujas neurotropiniy faktoriy
BDNF.“NAF geny Zeimos nays, buvo naudojamas 2iuvose eksperimentuose.
NT-3 proteino, produkuojamo transfekuotomis cgs Ilastelémis, Lkuris
palaiko embriony nodozixw/zg%{x)éfi)jo neurony isgyvenima kultaroje,

koncentraci jos, matyt, neparodo poveikio motoneurony ifgyvenimui.
18.2.3. CHNTF, pagrindinio FAF ir IAF-1 derinys

Naudo jant. CNTF ir pagrindinio FAF kombinaci jg optimaliomis
koncentraci jomis, buvo gautas 1007 motoneurony ifgyvenimas vieng
zavaite (VII  lenteléd Tas pats buve teiginga CNTF, pagrindinic
FAF ir IJAF-1 kombinacijai. Vieno paties IgF-1 poveilkis buvo
nedidelis (VI lenteléd), bet i{&rydkéjo, kai jisz buvo naudo jamas:
derinyje arba su ONTF irarba su pagrindiniu FAF <(VII lentelé).



e

112

VI Lentele
Zinomy molekuliy poveikial motoneurony i¥gyvenimut

molekulé koncentraci ja iégyvenimasa:)
kontr. - -
3 NAF <(pelés> 10 pg/ml -
BDNF (kiaulés) 10 pgrsml -

NT-= I -

CNTF (Ziurkész rekomb.) 500 pgs/ml 4
pagr. FAF (Zm. rekomb. i0 ngs/ml ++
rOgit.. FAF (Em. rekomb.} 300 ngsml

1+

ragst. FAF+heparinas
PDAF (rekomb.>

EAF <(peléd

TAF a {Zm. rekomb.)
TAF beta I

<kiaulés rekomb.)

IL-1 beta (Zm. rekomb.)
IL-3 (pelé= rekomb.>
IL-4& (pelés rekomb.D
IFNc <{Ziurkés rekomb.D
IAF-1I ¢(Zm. rekomb.>
IAF-II <(Zm. rekomb.>
insulinas (ver&iuko)

transferinas (Zm.>

100 ng/ml+i g-/ml
S ngsml
10 ng/ml
10 ng/mil
5 ngsml

100 vien.ml
100 vien./ml
50 vien./ml
1000 vien./ml
100 ng~/ml
300 ngsml

25 ugsml

100 lg/mid

++

I+ 1+ i+

i+

vertinamas

kontrolinio

pavyzdZio, "p"

ad: poveikis ifgyvenimui buvo tiriamas po

minusais ir

pavyzdZzio

maZiau 0.01);

pliusais: -

++ apie

(iggyvenimas:8.3+3.8%,
» apie 13-20% (statistigkai labai

35-50%;

VIl Lentelés

skiriasi nuo
+++ apie
Rezultatal surafyti { lentele 12 akirtingy eksperimenty.

trijy dieny kultaroje ir
neZymiai
vidurkis+30,

tudsio

skiria=si nuo
p=18>,
kontrolinio

SS5-75%.
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Papildomi CNTF, pagrindinio FAF ir IAF-II povelkiai

Faktoriai Motoneurony 1égyvenimasa
kontrolinia pva. 4.8+1.0

IAF-I <1 pgsmid 14.5405 "

pagr. FAF (30 ng/mi> 51.9%36

CONTF {1.5 ng-mb 60.715.9

pagr. FAF C+IAF-I> 7614417

CNTF+ IAF-I 87.0+4.5"

pagr. FAF+CONTY 8.2+30

pagr. FAF+CGNTF+IAF-I 10251’53”5

a): neurcony ifgyvenimas buveo tiriamas po trijy dieny kultaro je,
paskaidiuvo jant lasteles asrityje, kurd atitinka kiekvienoz duchelés
dugno 23%. Vidurkis+ SEM {(p=4).

*3: p makiau negu 0.05;

#>: p ma¥kiau negu 0.01;

NS: neZymus.

T-bandymo rezultatal nurodyti tik reikZmiy palyginimul su arba be
IAF-I, kadangi OAF-I poveikis santykinai ma%as. Kity palyginimy
skirtumai nedideli {p maZiau kaip 0.01D.

19. Mikroorganizmy deponavimas

ATCC <Amerikos kultary tipy kolekcijoje, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20 852> buvo deponuoti tokie rekombinantiniai
bakteriofagal ir rekombinantinés plazmidés:

ATCC numeris deponavimo

data
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plazmidé pCP g CNTF-C-I 40 455 89-12-9
plazmidé pCMV-g-CNTF-C-1 40 654 a7-12-9
bakteriofagaz hCNTF-C-1 40 &57 89-12-9
hibridoma RP3-12 0-1 g}-\‘i‘*»
hibridoma RP12-2 0-1 g}B

NRRL <(Zemés okic tiriamojoje kultory kolekcijoje, 1815 North
University Street, Peoria, Illincis &1604) buve deponuotos tokios
rekombinantines plazmidés:

numeris deponavimo
data
plazmidé pRPN3IE F0-8-15
plazmidé pRPN4O 20-8-15
Si= igradimas neapsiribo ja specifiniais Jjo jzvvendinimais,
pateiktai=s aprasyme. I& tikryjy =io= srities apeciali=tul iZ

apragymoe ir pridedamy pavyzdZziy bus akivaizdfios jvairios Eio
igradimo modifikaci jos. IZradimas taip pat apima tokias
modifikact jas pagal pateikiamos apibréZties punktus. Ivaira=s
literataros =Saltiniai, cituoti tekste, jeina i apragymas kaip

Hteratros nuorodos.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1.  Biologifkal ciliarinio
taktoriaus bakterijose gavimo badas, besiskiriantis tuo, kad

Cad isaugina bakterine lastele, bakteriniu
ekspresi jos vektoriumi, apimanciu DNR

aktyvaus Zmogaus neurotropinio

transformuotsg

CAGAGCATTC
AGGAAGATTC
CAAGAACATC
AGCTGACCGA
TTGOCCAGUC

AGCTATACAT
TACTCCTGGA
CATGETCTCT

AGTAAGATCC
GOAGCCATTA

ATGGECTTTCA
CTGGCTAGCA
AGGGCCTOAA
CAGTGGAGTS
CCATGTTTTG
ACTTCCATCA
GAGTTAATGA
TGTTGGAGAT
GACAGTEGAC
CCAGCACETS TATTGCTAAC AACAAGAAAA TG

kur ~ minédtas bakterinis

mineto je

vektorius
lastelé je sugeba
bakterine je lastelé je,
gautas Zmogaus ciliarinis neurotropinis vektorius;

(b>
gamyby minétoje bakterinéje lastelé je;

Ccd) ig=kiria biologitkai
neurotropini fakt.ciri,q i£ minetos bakterinés lastelés.

bati
nukreipti
kad boty

ekspresi jos sugeba
bakteriné je

nurodytos DNR ekspresijs minétoje

replikuotas ir

sukelia Zmogaus ciliarinio neurotropinio faktoriaus

aktyvy Zmogaus ciliaring

2.

Badas pagal 'punkt.q, be=iskiriantis tuo, kad bakteriné

ACCGBCTGACC CCTCACCAETC UGGACCTCTE TAGCCGCTCT AT

GTTCAGACCT GACTAECTCTT ACGGAATCCOT ATGTGAAGCA TC
AACCTGUACT CTGQCGGATGU GATGCCAéTG'GCAAGCAGTG AT
GUCAGAGCAEA CTCCAAGAGA ACCTTCAAGC TTATCGTACC TT
TCTTAGAAGA CCOAGCAGGTE CATTTTACCC CAACCGAAGG TO
ACCCTTCTTC TCCAAGTCAC TGCOTTTGCA TACCAGATAG AG
ATACAAGATC CCCCGCAATG AGGCTGATGG GATGCCTATT AA
TTGAGAAGAA GCTOTUGGGC CTAAAGGTGEC TOCAGGAGCT TT
ATCCATGACC TTCATTTCAT TTCTTOTCAT CAGACTGGGA TC
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lastelé yra E.colj. o

o
'

‘3.:' Y 'i'gndgs pagal 1 arba 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad
bakt.e'rinié ekspresi Jos" vektorius yra pRPN40, deponuotas NRRL,
registiraci jos numeris B-,18‘i01.

+
v

. '
N 4 [}

4. Bakt.eriﬂsekspresi Jos vektorius, épimant.is: DNR

ATGGCTTTCA CAGAGCATTC ACCGCTGACC CCOTCACCGETC GGUGACCTCTG TAGCCOCTCT AT
CTGGCTAGCA AGGAAGATTC GTTCAGACCT GACTGCTCTT ACGGAATCCT ATGTGAAGCA TC
AGGGCCTGAA CAAGAACATC AACCTGEGACT CTGCGGATGG GATUCCAGTGE GCAAGCACTG AT
CAGTGGAGTA AGCTGACCGA GUCAGAGCGA CTCCAAGAGA ACCTTCAAGC TTATCGTACC TT
CCATGTTTTG TTGGCCAGGC TCTTAGAAGA CCAGCAGGTGE CATTTTACCC CAACCGAAGGE TG
AGTTCCATCA AGCTATACAT ACCCTTGTTC TCCAAGTCGC TOGCCTTTGCA TACCAGATAG AG
GAGTTAATGA TAC&GCTGGA ATACAAGATC CCCCGCAATGE AGGCTGATGG GATGCCTATT AA
TGTTGGAGAT CGTGGTCTCT TTGAGAAGAA GCTGTGGGEAEC CTAAAGGTGC TGCAGGAGCT TT
CACAGTGGEAC AGTAAGGTCC ATCCATGACC TTCGTTTCAT TTCGTTCTCAT CAGACTGGGA TC
COAGCACGETG GGAGCCATTA TATTAGCTAAC AACAAGAAAA TG

kur minétas bakterinis ekspresi jos vektorius sugeba bat{
replikuctas minétoje bakterinéje Igsteléje ir =augeba - nukreipti
nurodytos DNR ekspresija minétoje bakterinéje Ilastelédje, kad baty

gautas Zmogaus ciliarinis neurotropinis vektorius.

5. Bakterinis ekspresijos vektorius pagal 4 punktsy, Zymimas
PRPN4O ir deponuotas NRRL, registracijos numeris B-18701.

6. Bakterineé lastelé, transformuota  bakteriniu ekspresi jos
vektoriumi pagal 4 punkta. ‘

7. Baktemné la=steleé, transaformuota bakteriniu ekspresi jos
vektoriumi pagal 5 punkta. ‘

i

8. Bakteriné lastelé pagal & arba 7 punktsy, besiskirianti tuo,
kad. bakterija yra £,coli. H



117

9. Guiarir\io. neurotropinio faktoriaus C(CNTFD, kurio
aminorQg&£diy seka yra tokia, kaip parodyta Fig.8A, panaudo Jimas
Zmogaus arba gyvulio ktno gydymui nuo motoneurony, kuriy lasteliy
kanai priklauso centrinei nervy sistemai, ligy arba motoneurony

sutrikimy.

10. CNTF pagal 9 punkts, kur CNTF yra gaunamas badu pagal bet
kur{ 1-3 'punkta:

11. CNTF pagal 9 arba 10 punktsy panaudojimas ligy ar sutrikimy,

=us=ijusiy su nugaros smegenimis, gydymui.

12, CNTF pagal 9 arba 10 punkta panaudojimas ligy ar sutrikimy,

susi jusiy su veido nervo motoneuronais, gydymui.

13. CONTF pagal 9 arba 10 punkta panaudo jimas amiotrofinés
lateralinés zklerozés gydymui.

14. CNTF pagal 9 arba 10 punkts panaudojimas pirminés lateralinés
sklerozés, progresyvaus bulbarinio paralyZiaus, nugaros raumeny

atrofi jos arba po-poliomielitinio sindromo gydymuli.

15. Ciliarinio neurotropinio faktoriaus CONTF), kurio
aminorogseiy seka yra tokia, kaip parodyta Fig.8A, panaudo jimas
Zmogaus arba gyvulio kGno gydymui nuo motoneurony, kuriy lasteliy

kQnai prikiauso centrinei nervy sistemai, pakeidimo.

16. UNTF panaudo fimas pagal 15 punkts, kur CNTF. yra gaunamas bGdu
pagal bet kuri 1-3 punkta.

17. CNTF Panaudo jimas pagal 15 arba 16 Ipunkta, kur paZeidimas yra
sukelt;as ' traumos, chirurgi jos, infarkto, infekci jos arba
piktybinio Jproceso. “ | _ '

,18." CNTF panaudojimas pagdl 15 arba 16 punkt.q, kur pazZeidimas yra
sukelt,as toksinés medziagos

Coee
Al
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19. CNTF panaﬁdo Jimas pagal 15 arba 16 punkta, kur paZeidimas yra
sukeltas malsto nepakankamumo.
20. CNTF panaudojimas pagal 15 arba 16 punkta, kur paZeidimas

susi jes su nugaros smegenimis.

21. Jillarinic neurotropinio Taktoriaus CCNTFD, kurio
aminorogsdéiy seka yra tokia, kalp parodyta Fig.8A, panaudo jimas
Zmopaus arba gyvulio kono motoneurony, kuriy lasteliy kanai

priklauso centrine! nervy sistemal, degerxeracl Jos sumaZinimui.

22. CNTF panaudojimas pagal 21 punkty, kur CNTF yra gautas badu
pagal bet kuri 1-3 punkta.

- 2. CNTF pan;':\udo jimas pagal bet kur{ 9-22 punkta, besiskiriantis
tuo, kad CNTF yra paskiriamas, jvedant Iasteles, kurios aktyviai’
gamina CONTF.

24. CNTF panaudojimas pagal bet kuri 9-23 punktsy, kur liga arba

sutrikimas yra degeneracinis.

25. Zmogauz  ciliarinis neurotropinis rfaktorius <h-CNTF), gautas
badu pagal bet kur{ 1-3 punktsy.

26. “Farmaciné kompoiici_ja, susidedanti {2 aktyvaus ingrediento ir
farmaciskal, prii,m‘t.inqlr nesé jo, besiskirianti tuo, kad aktyvus
in‘g#ﬁediep‘tas‘ yra h-CNTF pagal 25 punkta.

Wy

T
{

27." Monbkloninls antikanas lh—GN’I‘»Yaktm*iui, apibréZztam 25 punkte.

28. " Mom;kloninis antikanas " h-CGNT ' faktoriui, gautam panaudo jant

hibridomsy RP3-12, deponuots ATCC, registraci jos numeris
ATCCO-CRL-10531; arba #io antikOno fragmentas ar darinys.

¥

. . t
Al ot

29. Monokloninis antiktnasz h-CNT faktoriui, gautam panaudo jant
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hibridoma RP12-2, deponuotsy ATCC, registracijos numeris ATCC HB

10532; arba sio antikino fragmentas ar dariny=s.

30. Monokloniniz antik@nas, kuri=z konkurentiniu badu inhibuo ja
antikano pagal 28 arba 29 punkts suridima.

31. CNTF panaudojimas pagal 24 punkts, kur degeneracine liga yIa

periferiné neuropatija, Parkinsono liga arba Huntingtono choreé ja.

32. Zmogaus  ciliarinio neurotropinio faktoriaus (GONTF), kurio
amixxox‘-ngééiq aeka vyra tokia, kaip parodyta Fig.8A, panaudo jimas
- Zmogaus arba gyvulio kono, s:ex\ga;néio nervy =silstemos liga ar

sutrikimu, gydymui.

33. h-CNTF panaudo jimas pagal 32 punkts, kur nervy sistemos liga

ar sutrikimas apima nervy sistemos paZeidima.

34. h~CNTF panaudo jirhas pagal 32 arba 33 punkty, kur ONTF yra
gaunamas badu pagal bet kuri 1-3 punktsy. .

1

35. 3 h=CNTF panaudo jimas pagal bet kuriy 32-34 punktsy, kur liga yra
Alzhaimerio lga.. '
" o :' ‘| . P

‘ [
[8

f . RN ' U]
I 38. . h-CNTF panaudo jimas pagal bet kury 32-35 . punkta,
begiskiriantis tuo, kad 2Zmogaus arba gyvulio kdnas gydomas

-r}gugd Jant kartu antra teraping medZiaga. ‘ |

v
(-

37. ©h=GNTF panaudo _umas. pagal 36 punkts, kur antra terapineé
medZiaga yra nervy  augimo faktorius arba sEmegenyy kilmes
neurotropinis faktorius.
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0ligo Seka :,(5' - 3') Pozici ja
1 CCCGGGAATTCGARCARAARATHCC 468 - 481
2 CTGCAGATATCTTYTCRAANARNCC 525 - 538
3 CTGCTAGAGTCGACAAGCTTTTGAAAATGAGGCTGATGGGATG 482 - 503
4 CGTCTAGAGTCGACAAGCTTACCATCTCCAACTGTGGCAGG ~ 504 - 524
5 CGGATCCGAATTCTGCAGTTTTTTTITTITTTY ATAIL
6 CCGGATCCGCGGCCGLLCCccecccecce GTAIL
7 CCTCTAGACTCGAGTGCTTGCCACTGGTAC 243 - 263
8 AATATCAACCTTGACTCAGTGGAT 215 - 238
9 CCTCTAGAATGGCTTTCGCAGAGCAAACA 78 - 98
10 CCTCTAGACATCTGCTTATCTTTGGCCCC 657 - 677
11 GARAAYGARGCIGAYGGIATGCC 483 - 505
12 CTCCTCIAGCTGRTAIGCAAAKGCRCTIACCTG 419 - 451

SUSITARIMAS DEL PAZYME JIMY
H=A, € arba T, bet ne G
N=A, C, G arba T

K=G arba T

I=Inozinas

Y=C arba T (pirimidina=s)
R=A .arba 6 {(purinas)

V=A, C arba G, bet ne T

Fig. 1C s
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ISGRYNINTAS NUMATYTAS

~ CNTF I¥ kDNR
Asx 171 16
~Thr 9.9 \ 12
Ser 9.7 14
Glx 30.5 30
Pro n. d. 5
Gly 11.7 11
Ala 14. 4 14
Val 11.9 11
Met 7.3 9
Ile 7.7 8
Leu 24.5 26
Tyr 4.3 4
Phe 6.4 6
His 6.2 8
Lys 10.2 10
Arg 1.1 i1

Cys n.d. - 1
Trp n.d. 4

Fig. 1d &2 .



6/68

BAZINIS
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Fig. 2a .
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BAZINIS
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Fig- 5 . -~
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Zmogaus Piurkes

zondas . zondas

’6 .

-

Zlnogaug J L Ziurkes Zmogaus J L ﬁiuvk as

Fig.6a i .. - Fig. 6 b °
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