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(54)  Pavadinimas:
Smegeny neurotrofinis faktorius

(57) Referatas:

Sis igradimas susijes su nukleino rigstimis, koduojan&iomis smegeny neurotrofinj faktoriy (BDNF), o taip
pat BDNF baltymu, gautu dideliu kiekiu panaudojant Sias sekas, o taip pat su jo peptidiniais fragmentais ir
dariniais. Be to, iradime kalbama apie farmacines kompozicijas, turinCias veiklias BDNF geny produkty dozes,
arba , prie$ingai, antikiinus, nukreiptus pries BDNF geny produktus, o taip pat, atskirai paémus, BONF geny
produktai pagal i$radima yra vertingi gydymui ir diagnozavimui dopaminerginiy neurony sutrikimams, tokiems
kaip Parkinsono liga, o taip pat sensoriniy neurony pazeidimams ir tinklainés degeneracinéms ligoms. l$radimas
taip pat susijgs su antiklinais, nukreiptais prie$ BONF arba jo fragmentus, uztikrindamas pakankamo imunogeno
kiekio gamybos bida. Toliau, suteikdamas galimybe lyginti nukleinines BDNF ir neurony augimo faktoriaus
(NGF) sekas, $is i$radimas jgalina homologiniy nukleino seky sri¢iy identifikacija tarp BDNF ir NGF, tuo paciu
apibrézia BDNF/NGF genine Seima. I$radimas pateikia papildomy $ios $eimos nariy identifikacijos ir i§skyrimo
btda.
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1. Ivadas

Sis iSradimas susijes su nukleininémis sekomis, koduojan¢iomis smegeny
neurotrofinj faktoriy (BDNF), su pagrinde grynu baltymu, peptidiniais
fragmentais arba dariniais, gautais i§ jo dideliais Kickiais, o taip pat su
antikiinais, nukreiptais prie§ BDNF baltyma, peptidinius fragmentus ar darinius.
Papildomai iSradimas susijes su genais, kurie yra nauji nariai naujai apibréztos
BDNE/NGF geny $eimos, ir su §iy geny produktais. Taip pat, iSradimas susij¢s su
farmacinémis kompozicijomis, turin¢iomis veiklias BDNF geny produkty dozes,
arba, prieSingai, antikiinus, nukreiptus prie§ BDNF geny produktus, o taip pat,
atskirai paémus, BDNF geny produktai pagal iSradimg yra vertingi gydymui ir
diagnozavimui dopaminerginiy neurony sutrikimams, tokiems kaip Parkinsono
liga, o taip pat sensoriniy neurony paZeidimams ir tinklainés degeneracinems

ligoms.

2. ISradimo prielaidos

2.1. Nerviniy lasteliu Zuvimas ir neurotrofiniy faktoriu vaidmuo nervu sistemos

vystymesi

Pradiniame vystymosi etape daugelyje stuburiniy nervy sistemos daliy yra
Zymiai daugiau neurony nei aptinkama pas suaugusius gyvinus. Ankstyvo
vystymosi periodai pasiZzymi periodis$kai vykstanciu natiiraliu nerviniy lgsteliy
zuvimu.(Carr ir Simpson 1978, J. Comp. Neurol., 182:727-740; Cohan ir kt., 1984
Science 225: 1258-1265). Besivystanéiy neurony iSgyvenima, diferencijavimgsi ir
brendimg galima reguliuoti grei¢iau iSorinés aplinkos faktoriais arba
"epigenetiniais" faktoriais, negu grieZta paveldima genetine programa.
PavyzdZiui, cksperimentiniai darbai su viStos embrionais parode, kad periferiniy
lauky-taikiniy, tokiy kaip galiiniy uZuomazga ar akis, transplantacija ar
ckstirpacija ankstyvose vis¢iuko vystymosi stadijose gali sukelti atitinkama
sensoriniy simpatiniy ir motoriniy neurony, esanciy greta padidinto ar sumazinto

lauko-taikinio, kiekio padidéjimg ar sumaZejimg (Hamburger 1934, J.Exp.Zool
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68, 449; Hollyday ir Hamburger. 1976, J. Comp. Neurol. 170: 311-321;
Zandmesser ir Pilar 1976, J.Cell. Biol.,, 68:357-374). Laukés-taikinys gali
palaikyti tik ribotq kiekj neurony ir per normaly vystymosi procesg gali buti
atrenkamas perteklinis neurony kiekis, kad pritaikyti jam audinio-taikinio
neurotrofing galig. Atradimas ir i$skyrimas baltymo dabar vadinamo nervinio
augimo faktoriumi (NGF), leido iSkelti molekuling hipotezg, kad taikinys gali
reguliuoti neurony, kurie i§gyvena ir inervuoja §j audini, kiekj (Levi-Montalcini
ir kt. 1968, Physiol. Rev., 48: 524-569; Thoenen ir Barde 1980, Physiol. Rev.,
60:1284-1335).

Dabar gerai nustatyta, bent jau periferinéje nervy sistemoje, kad nerviniai
kurios yra lemiamos tam tikry tipy neurony iSgyvenimui (Korsching ir Thoenen,
1983, Proc. Natl. Acad. Sci JAV, 80: 3513-3516; Neumann ir kt. 1984, EMBO,
3:3183-3189; Shelton ir Reichardt 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 81: 7051-
7955; Korsching ir Thoenen 1985, Neurosci. Lett. 54:201-205).

2.2 Nervinio augimo faktorius

Nervinio augimo faktorius §iuo metu yra pilniausiai apibudinta tokio tipo
neurotrofin¢ molekule ir, tiek in vitro, tiek in vivo, buvo parodyta, kad jis bitinas
simpatiniy bei kilusiy i§ nervinés skiauterés sensoriniy neurony isgyvenimui
ankstyvoje tiek viS¢iuky, tiek ir Ziurkiy, vystymosi stadijoje (Levi-Montalcini ir
Angeletti, 1963, Develop. Biol 7:653-659; Levi-Montalcini ir kt., 1968, Physiol.
Rev 48: 524-569). ISvalyto NGF injekcijos | besivystancius vi§tos embrionus
parode, jog NGF sukelia didele stuburo smegeny sensoriniy neurony ir
simpatiniy neurony hiperplazijg ir hipertrofija (Levi-Montalcini ir Booker, 1960
Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 46:373-384; Hamburger ir kt., 1981 J. Neurosci I:60-
71). PrieSingai, paSalinimas arba suardymas endogeninio NGF, kasdien jvedant
anti-NGF  antikinus neonatalinéms Ziurkéms, galiausiai buvo susietas su
simpatinés nervy sistemos suardymu (Levi-Montalcini ir Booker, 1960, Proc.
Natl. Acad. Sci. JAV, 46:384-391; Levi-Montalcini ir Angeletti, 1966, Pharmacol.
Rev. 18:619-628). NGF antikiiny panaudojimas net anksciausioje vystymosi

stadijoje jvedant antikiinus | gimda ar pasyvaus transplacentinio motinos
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antikiiny perne§imo metu i$§aukdavo Zymy sumaZz¢jimg sensoriniy neurony,
kilusiy i§ nervinés skiauterés, tokiy kaip nugaros ir dorsomedialiniy trisakio
nervo sensoriniy neurony (Goldert ir kt., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV,
81:1580-1584; Gorin ir Johnson 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 76: 5382-5386).
Dar visai nesenai, beveik visi NGF tyrimai buvo susij¢ su jo vaidmeniu
periferinéje nervy sistemoje, bet dabar akivaizdu, jog NGF taip pat daro jtaka
kai kuriy centrincs nervq sistemos neurony populiacijy vystymuisi ir veiklai
(Thoenen ir kt, 1987, Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol. 109:145-178;
Whittmore ir Senger 1987, Brain Res. Rev. 12: 439-464).

Sékmingas didelio NGF baltymo kiekio atradimas suaugusio pelés patino
paZandés liaukoje (Cohen, 1960, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 46: 302-311) ir dar
ankstesnis auk$to NGF lygio atradimas gyvatés nuoduose (Cohen ir Levi-
Montalcini 1956, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 42:571-574) dave pakankamg NGF
kiekj, kad buty atlikti jo tyrimai fiziologijos, baltymy chemijos ir véliau
molekulinés biologijos (t.y. NGF ir jo receptoriaus molekulinio klonavimo)
srityse. Dideliy NGF kiekiy, esanciy suaugusio Ziurkés patino paZandés liaukoje,
funkcija licka neiSaidkinta, bet, akivaizdu, jog toks turtingas Saltinis negali
nevaidinti kokio nors vaidmens periferinés ir centrinés nervy sistemos vystymesi
ir palaikyme. Audinyje-taikinyje, inervuotame neuronais, jautriais NGF (tai
neuronai, kuriuos tiriant aptikta, kad nuo NGF priklauso jy iSgyvenimas, NGF
receptoriy auk$tas afiniSkumas, didelio specifilkumo NGF internalizacija ir
retrogradinis transportas), pastovus iSmatuojamas NGF lygis yra labai Zemas,
pikogramai ir nanogramai viename grame audinio, lyginant su tukstantj karty
didesniu lygiu suaugusio Ziurkés patino pazandés liaukoje. NGF nebuvo aptiktas
nors kiek Zymesniais kiekiais kraujo serume ir todél, akivaizdu, jog jis nera
cirkuliuojantis augimo faktorius ar hormonas (Suda ir kt., 1978, Proc. Natl. Acad.
Sci. JAV 75:4042-4046).

Be svarbaus pagrindinio NGF baltymo $altinio peliy pazandeje liaukoje
atradimo, svarby vaidmenj NGF biologijos ir biochemijos iSaiSkinime suvaidino
jautriy, patikimy ir efektyviy biologiniy eksperimenty atsiradimas. Besivystancio

viStos gemalo dorsalinés $aknelés mazgo (DRG) neuronai buvo vieni i3 pirmyjy,
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kuriuose in vitro aptiktas sugebéjimas reaguoti | NGF. Vis¢iuko E8-E12 DRG
cksplantanty kultiiros plazmos kreSulyje ir, véliau, vis¢iuko DRG kultiros,
praturtintos neuronais, pasirodé labai naudingomis bioeksperimentuose,
tiriandiuose NGF aktyvuma (pavyzdZiui, jo valymo metu), ir NGF biologijos in
vitro tyrimuose (Levi-Montalcini ir kt., 1954, Cancer Res. 4: 49-57; Levi-
Montalcini ir Angeletti 1963, Develop-Biol. 1:653-659; Greene 1977, Develop.
Biol. 58:96, ten pat, 58:106). Tai, kad disekcijos pagalba i§ vieno viStos embriono
galima gauti daugiau nei 40 DRG, nulémé platy biocksperimenty su NGF
isplitimg daugelyje laboratorijy.

Priedo prie galimybés gauti NGF baltymg dideliais kiekiais ir efektyviy
bandymy su NGF sistemy, trediuoju pagrindiniu faktoriumi, kuris jne$c svarby
indélj misy NGF biologijos supratime, yra santykinis paprastumas, kuriuo
gaunami NGF antikiinai i§ jury kiaulytés, triusio, avies ir t.t; atrodo, kad peliy
NGF yra labai imunogeninis. Cohen (1960, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 46:302-
311) gaudavo antikiinus prie§ NGF, i$skirta i§ peliy pazandés liaukos, ir kartu su
Levi-Montalcini ir Booker (1960, Proc. Natl. Acad. Sci JAV, 46:384-391), kad Sie
antikiinai sukelia simpatiniy mazgy destrukcijg arba "imunosimpatektomijg”, kai
juos kasdien jveda Ziurkiy naujagimiams (Levi-Montalcini ir Angeletti 1966,
Pharmacol. Rev. 18: 619-628).

NGF baltymo gausumas leidZia nustatyti jo pirming¢ seka panaudojant,
palyginti, tradicinius cheminius baltymy tyrimo metodus (Angeletti ir Bradshaw
1971, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 68:2417-2420). Daugelio gyviiny, tame tarpe
pelés (Scott ir kt., 1983, Nature, 302: 538-540), Zmogaus (Ullrich ir kt., 1983,
Nature 303-821-825), karvés ir vis¢iuko (Meier ir kt., 1986, EMBO 5: 1489-1493)
ir Ziurkés (Whittmore ir kt. 1988, J. Neurosci. Res. 20-402-410) NGF genas buvo
klonuotas, naudojant pagrinde jprastinius molekulinés biologijos metodus,
paremtus atitinkamy oligonukleotidiniy zondy suk@irimu, pasinaudojant peles
NGF baltymine seka. NGF prieinamumas taip pat Zymiai palengvino NGF
receptoriaus tyrima, déka ko galiausiai buvo atliktas Zmogaus ir Ziurkés NGF
receptoriaus molekulinis klonavimas (Johnson ir kt., 1986, Cell 47, 545-554;
Radeke ir kt., 1987, Nature 325:593-597).
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Dabar puikiai Zinoma, kad NGF néra visur paplitgs neurotrofinis faktorius.

Kaip nustatyta in_vitro ir in_vivo tyrimuose, periferinéje nervy sistemoje
greiciausiai NGF néra parasimpatiniy neurony, kilusiy i§ nervines plakodes
sensoriniy neurony arba Zarnyno neurony, i§gyvenimo faktorius. Dar daugiau,
greidiausiai NGF néra i§gyvenimo faktoriumi besivystantiems motoneuronams
(Appengeim, 1982, J. Comp. Neurol. 210: 174-189), nors Sie neuronai
ekspresuoja bent jau silphai afinine NGF receptoriaus formg savo vystymosi
metu (Raivich ir kt., 1985, EMBO, 4: 637-644). NGF neveiklumas tokio tipo
neuronams, paskatino kity neurotrofiniy faktoriy paieSka, ypa¢ faktoriy, kurie
palaikyty nugaros smegeny motoneurony ir/arba Kkrumplyninio mazgo

parasimpatiniy neurony iSgyvenima.

2.3 Kiti ncurotrofiniai faktoriai

Paskutiniais deSimtmedciais pasirodé gausiis praneSimai apie neurotrofinj
aktyvuma jvairiausiy audiniy ekstraktuose ir daugelio tipy lasteliy
kondicionuotose auginimo terpése. Tadiau, beveik visuose atvejuose,
iSgryninimas ir apibudinimas ty aktyviy medZiagy buvo apsunkintas labai maZais
ju kiekiais, piko- ir nanogramy ribose viename grame audinio.

Be to, nors buvo atlikti adekvatlis bioeksperimentai su periferiniais
neuronais, sukiirimas patikimy, pasikartojanéiy ir specifiniy eksperimenty su
centrinés nervy sistemos neuronais pasirod¢ problematisku. Tuo tarpu, kai
atskiri periferiniy neurony tipai, randami atskiruose, lengvai pasiduodanciuose
disekcijai mazguose, centrinés nervy sistemos neurony pasiskirstymas visada
labai nevienalytis. Taip, atskiry CNS neurony klasiy identifikacijai ir iSskyrimui
reikalingi specifiniai markeriai. Tokiy markeriy, pavyzdziui, antikliny, nukreipty
prie§ lgstelés pavirSiy arba citoskeletinius komponentus, arba specifinius
histologinius daZus, gavimo paZanga buvo labai ribota. Atitinkamai, pasirode,
kad labai sunku charakterizuoti neurotrofinius faktorius, kurie:

(1) ne tokie gausiis, kaip NGF (II) su jais sunku atlikti eksperimentus, (I1IT)

néra pakankamo jy kiekio, kad gauti antikiinus.
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2.3.1. Smegenu necurotrofinio faktoriaus (BDNF) palyginimas su mnervinio

augimo faktoriumi

Neurotrofinis aktyvumas, galintis palaikyti viStos embriono dorsalinés
Saknelés mazgo neurony iSgyvenima, buvo in vitro identifikuotas kondicin€je
terpeje, kurioje kultivavo Ziurkeés C-6 gliomines lagsteles (Barde ir kt., 1978,
Nature 274:818). Sis aktyvumas nebuvo neutralizuotas antikiinais prie§ peliy
NGF, kas leidZia tarti, jogkondicinéje terp€je yra kitas neurotrofinis faktorius.
PanaSus aktyvumai, kuriuos neblokuodavo NGF antikiinai, véliau aptikti
suaugusios Ziurkés galvos smegeny astroglijos normaliy lasteliy kultiirose
(Lindsay 1979, Nature 282:80-82 Lindsay ir kt.,1982, Brain Res 243:329-343) ir
besivystanciy ir suaugusiy Ziurkiy galvos smegeny ekstraktuose (Barde ir kt.,
1980, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 77:1199-1203) ir besivystancio bei subrendusio
vis¢iuko nugaros smegenyse (Lindsay ir Peters 1984, Neurosci 12:45-51). Bet, nei
vienu atveju nebuvo i8skirti ir identifikuoti veiklas faktoriai ir licka neaiSku, ar
stebetas aktyvumas priklauso vienam ir tam paciam ar keliems faktoriams.

Naudodamas kaip prading medZiagg kiaulés smegenis, Barde ir kt., (1982,
EMBO, I. 549-553) prane§¢ apie faktoriy, dabar pramintg smegeny
neurotrofiniu faktoriumi (BDNF), kuris gerindavo dorsalinés $aknelés mazgo i§
E10/E11 viStos embriono neurony iSgyvenimg. Buvo aptikta, jog neurotrofinj
aktyvumg turi labai Sarmingas baltymas (su izoelektriniu tasku pI didesniu uz
10,1), kuris elektroforezés gelyje su natrio dodecilsulfatu (SDS) migravo,
sudarydamas vienintele juosta, atitinkan¢iag molekuling mase 12,3 kD. I$valytas
faktorius buvo vertinamas 1,4 x 100, bet jo iSeiga buvo labai maza, apytiksliai tik
1 ug valyto BDNF i8 1,5 kg. kiaulés smegeny. Be to, kadangi paskutiné valymo
proceso stadija buvo gelio elektroforezé, BDNF aktyvumas negaléjo bati
pakartotinai visiSkai renatiiruotas, de¢l lickamojo SDS buvimo (Barde ir
Thoenen, 1985, "Hormones and Cell Regulation”, T 3, leid. Dumon ir kt., Alsvir
Science Publishers, 385-390). Buvo atkreiptas démesys, jog BDNF didelis
Sarmingumas ir molekulinis dydis labai panasiis | NGF monomero savybes.
Vienok, BDNF turi savybiy, kurios skiriasi nuo Zinomy NGF savybiy tuo, kad (a)

biocksperimente su viSciuko dorsalinés Saknelés mazgu, antikiinai prie§ NGF
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nedaré pastebimo poveikio BDNF biologiniam aktyvumui; (b) kaip pasirode,
BDNT ir NGF veikla papildo viena kita; ir (c) skirtingai nuo NGF, buvo aptikta,
jog BDNF neturi jtakos E12 viStos embriono simpatiniy neurony iSgyvenimui. Be
to, ankstyvesniuose smegeny ekstrakto tyrimuose pastebéta, jog Siy Saltiniy
neurotrofinis aktyvumas veikia sensorinius neuronus velesnése stadijose, nei
aktyvumas suristas su NGF. Naudojant disocijuotas vistos embriono neurony
kultliras, augintas polikatijoniniame substrate, tokiame kaip polilizinas arba
poliornitinas, buvo aptikta, kad BDNF palaiko iSgyvenimg daugiau kaip 30%
E10-E11 ( deimtos arba vienuoliktos embrioninio vystymosi dienos ) neurony is
dorsalinés 3aknelés mazgo, bet maZai veikia ty paciy neurony iSgyvenimg prie E6
(Barde ir kt., 1980, Proc. natl. Acad. Sci. JSV, 77: 1199-1203, auksciau). Buvo
paskelbta, kad NGF palaiko 30-40 procenty E6 DRG neurony iSgyvenima prie
panaiy salygy. Idomu, kad véliau buvo aptikta, jog auginant substrate,
padengtame ekstralgsteliniu matriciniu glikobaltymu lamininu, tick NGF tiek ir
BDNF palaikydavo i§gyvenima apytiksliai 50% DRG neurony i viStos embriony
E6-E12 amZiaus (Lindsay ir kt., 1985, Develop. Biol. 112: 319-328). Velesniuose
tyrimuose aptikta, jog NGF ir BDNF veikimai papildo vienas kitg, kai abi
medZiagos turi jsotinancias koncentracijas.

Ankstyvieji Levi-Montalcini (1966, Harvey Lectures 60: 217-259) NGF
neuroninio specifiSkumo tyrimai, leido numatyti, kad NGF nera visur paplites
neurotrofinis faktorius, net sensoriniy neurony tarpe, nes NGF neveike neurony
i§ tam tikry viS¢iuko galvos sensoriniy mazgy, ypac i§ deSimtojo galvinio nervo
mazginio ganglijo. Véliau in vitro tyrimai (Johnson ir kt., 1980, Science 210: 916-
918; Pearson ir kt., 1983, Develop. Biol. 96:32-36) parod¢, jog NGF trikumas
embriogenezés metu neturi jtakos neurony i§ daugelio Ziurkiy galvos sensoriniy
mazgy iSgyvenimui, tuo tarpu, panaSus poveikis stipriai sumaZina neurony
skaiGiy sensoriniuose mazguose, kilusiuose i§ nervinés skiauterés. Detalesni in
vitro tyrimai (Lindsay ir Rohrer 1985, Develop. Biol. 112: 30-48; Davies ir
Lindsay, 1985, Develop. Biol. 11:62-72, Lindsay ir kt., 1985, J. Cell. Sci. Suppl.

115-129) aiskiai parodé, kad NGF palaiko daugumos nervinés skiauteres
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sensoriniy neurony idgyvenimg, bet nedaro pastebimos jtakos galvos smegeny
sensoriniy neurony, kilusiy i§ nerviniy plakodziy iSgyvenimg.

Pirmuoju jrodymu BDNF neuroninio specifiskumo, skirtingo nuo NGF
aktyvumo, buvo in_vitro demonstracija, jog valytas BDNF palaiko 40-50%
sensoriniy neurony, disocijuoty i§ viséiuko embriono E6, E9 arba E12 amzZiaus
nervinés plakodés mazginio ganglijo (Lindsay ir kt., 1985, J. Cell. Sci. Suppl, 3:
115-123). NGF netur¢jo éastebimos jtakos Siems neuronams, veikdamas tiek
vienas, tiek ir kartu su BDNF.Véliau eksplantanty kultiry tyrimuose buvo
parodyta, kad BDNF palaiko aksono iSgyvenimg ir ataugimg sensoriniuose
mazguose, kilusiuose i§ nervinés plakodés, jskaitant klajoklio nervo smilkininj,
alkiininj ir ventrolateralinj mazgus (Davies ir kt., 1986, J. Neurosci. 6: 1897-
1904), i$ kuriy nei viename nebuvo aptiktas jautrumas NGF poveikiui. Visuose
aukitiau minétuose tyrimuose NGF antikiinai neturéjo pastebimos jtakos BDNF
aktyvumui. Be 3iy efekty, gauty su periferiniy mazgy neurony kultiromis, buvo
aptikta, kad BDNF skatina iSgyvenima ir lgsteliy neuroning diferenciacija
putpelés nervinés skiauterés neurony kultiirose (Kalcheim ir Geandreau 1988,
Develop. Brain Res. 41:79-86).

Iki Sio iSradimo, nebuvo jmanoma gauti pakankamo kiekio BDNF,
imuninés reakcijos sukélimui, kas stabdé anti-BDNF antikiny gamybg ir
palyginimg su antikiinais prie§ NGF pagal ju poveikj j neuronines populiacijas, ir
neleido jvykdyti BDNF/NGF eksperimentus su jy kryZmine neutralizacija. Du
neseni BDNF tyrimai (Kalcheim ir kt., 1987, EMBO 6: 2873; Hofer ir Barde
1988, Nature 331:261-262) vis délto parodé BDNF fiziologing rol¢ pauksCiy
periferinés nervy sistemos vystymesi. Jei kiauinyje tarp E3/E4 DRG ir jy CNS
taikinio nerviniame vamzdelyje buvo pastatoma mechaniné klittis, tai buvo
stebimas daugelio DRG neurony Zuvimas (Kalcheim ir Le Donarin 1986,
Develop Biol. 116:451-466). Buvo postuluota, kad $is neurony Zuvimas gali jvykti
dél to, kad CNS (nervinis vamzdelis) neteko neurotrofinio faktoriaus. V¢liau
pastebéjo, kad BDNF,pritvirtintas prie padengtos lamininu sialastinés
membranos, sugebéjo uzkirsti kelig Siam Zuvimui (Kalcheim ir kt., 1987, EMBO

6:2871). Buvo aptikta, kad injekcijos | putpelés kiauSinj sumaZino naturaliai
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vykstancia lasteliy mirtj mazginiuose ganglijuose, kas nebuvo pastebcta su NGF
(Hofer ir Barde 1986, Nature 331 :261-262). Be $io efekto, gauto su periferiniais
sensoriniais neufonais, kilusiais tiek i§ nervinés skiauterés tiek ir i8 nerviniy
plakodziy, buvo aptikta, kad BDNF palaiko besivystan¢iy CNS neurony
iSgyvenima. DZonsonas ir kt.(1986, J. Neurosci. 6: 3031-3938) pateiké duomenis,
rodancius, kad BDNF palaiko tinklainés ganglijiniy lasteliy iSgyvenimg
kultiirose, pagamintose i8 ‘iiurkiq E17 embriony. Tai derinasi su ankstesniais
tyrimais, parodanciais, kad kondicinés terpes ir smegeny ekstraktai paruosti is
sri¢iy-taikiniy, inervuojamy tinklainés ganglijiniy lasteliy, palaiko iy neurony
isgyvenimg (Mecaffery ir kt., 1982, Ex. Brain Res. 48:37-386; Sartley ir kt., 1983,
J. Neurosci 3:2532-2544; Turuer ir kt., 1983, Dev. Brain Res. 6:77-83).

Be §io poveikio j besivystanéiy neurony iSgyvenima kultirose, parodyta, jog
BDNF veikia suaugusius periferinés ir CNS neuronus jy kultirose. BDNF kaip ir
NGF stimuliuoja aksony regeneracija suaugusios Ziurkes DRG neurony
kultiroje (Lindsay 1988, J. Neurosci 8:2394-2405), nors suauge sensoriniai
neuronai nereikalauja neurotrofiniy faktoriy savo palaikymui in vitro 3 arba 4
savaiGiy bégyje. Be to, suaugusios Ziurkés tinklainés kultirose pastebéta, kad
BDNF skatina tinklainés ganglijiniy lasteliy iSgyvenima ir aksony tisimg (Thonos
ir kt., Eur. J. Neurosci 1:19-26). NGF ir BDNF biologiniy poveikiy palyginimas

pateiktas 1 lentel€je.

1 lentele
BDNF ir NGF* biologiniy aktyvumy palyginimas

Isgyvenimas **

Periferiné nervy sistema BDNF  NGF
(I E6 vis¢iuko DRG - ++

E10 vis¢iuko DRG - ++

E 12 vis¢iuko simpatiniai neuronai - ++
(II)  E6-E12 visciuko DRG ++ ++

E6-E12 vis¢iuko mazginis g. ++ -
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E12 viS¢iuko simpatiniai neuronai - ++
E12 vis¢iuko krumplinis mazgas - -
(Lindsay ir kt., 1985, 7r.auksc.

(II1)  E3-E14 vis¢iukas:

kaklo + /++ ++
DM-trisakis +/++ ++
smilkininis | e+ -
alktininis +/++ .
VL-triSakis (ventrolateralinis) ++ -
prieanginis - -
mezencefalinis ++ .

(Davies ir kt., 1986, Zr.auksc.)
(Barde ir kt., 1987, Proc. Natl. Res. 71:185-
189)
Centriné nervy sistema
(D E17 Ziurkés tinklainés ganglijin¢s lastelés ++ -
(Johnson ir kt., 1986, J. Neuroaci. 6:3031-
3038)
* publikacijy chronologine tvarka, in vitro aptikti efektai

**i§gyvenimo néra (-), vidutinis iSgyvenimas (+), geras iSgyvenimas (++)

2.3.2. Smegenu neurotrofinio faktoriaus neuroniniai taikiniai

Buvo aptikta, kad periferiniy nerviniy mazgy sensoriniai neuronai yra kilg
i3 dviejy skirtingy laikiny embriologiniy dariniy, biitent, i§ nervinés skiauterés ir
nerviniy plakodziy. Nerviné skiauter¢ duoda pradZig autonominiy mazgy ir
nugaros smegeny sensoriniy mazgy neuronams bei satelitinems Igsteléms t.y.
DRG. Nervinés skiauterés ir nerviniy plakodZiy indélis galviniy nervy sensoriniy
mazgy susidarymui buvo tyrinéjamas, naudojant putpelés/vis€iuko chimering
transplantavimo sistema pagal Le Donarin (1973, Develop. Biol. 20: 217-222;
Noden 1987, Develop. Biol. 67: 313-329; Narajanan ir Narajanan 1980, Anat.
Rec. 196: 71-82; Ayer - Le Liuze ir Le Donarin 1982, Develop. Biol. 34: 291-310;
D'Amico-Maratel ir Noden 1983, Am. J. Anat. 166: 445-468). Kaip nurodyta
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Lindsay ir kt. apzvalgoje (1985, J.Cell. Sci. Supp. 3:11-129), dabar manoma, bent
jau paukiCiy atveju, kad atunto, devinto ir deSimto galviniy nervy distaliniy
mazgy neuronai (alkiininis, smilkininis ir mazginis ganglijai, atitinkamai) ir
aStunto galviniy nervo vestibulioakustinio komplekso neuronai yra kilg tik is
nerviniy plakodziy. Tridakinis mazgas penkto galvinio nervo turi neuronus tick
skiauterinés tiek ir plakodinés kilmés (su plakodinés kilmes neuronais,
vyraujanciais virSutinio ir apatinio 7andy skiléiy ventrolateraliniame poliuje), tuo
tarpu visy galvos mazgy satelitinés lgsteles kilusios i$ skiauteres.

In_vitro cksperimentuose, naudojant tiek ir eksplantantus tiek ir
disocijuotas, praturtintas neuronais, nugaros smegeny ir galviniy nervy
sensoriniy neurony kulturas, buvo aptikta, kad sensorinial neuronai, kile i
nervinés skiauterés, reaguoja | NGF, o neuronai, kilg i$ plakodZiy (tame tarpe ir
neuronai i§ ventrolateralinés dalies nervo triSakinio mazgo ir vis neuroning
populiacijg prieanginio, alkiininio, smilkininio ir mazginio ganglijy) embrioninio
vystymosi metu pagrinde buvo nejautris NGF. NezZitrint 1 juy skirtumus
poreikiuose ir jautrume j NGF, tick plakodiniai, tiek ir skiauteriniai sensoriniai
neuronai, kaip buvo aptikta, reaguoja j BDNF, skatinant] iSgyvenimg ir aksony
augima (Lindsay ir kt., 1985, J.Cell. Sci. Supp. 3:115-129; Lindsay ir kt. 1985,
Develop. Biol. 112:319-328; Kalcheim ir Geandreau 1988, Develop. Brain Res.
41:79-86). Tebar ir Barde (Tebar ir Barde 1988, J. Neurosci 8: 3337-3342)
tyrinéjo, kaip vistos embriono dorsalinés Saknelés mazgo neuronai surisa
7ymétaji radioaktyvyjji BDNF; Sie rezultatai derinasi su dviejy BDNF receptoriy
klasiy egzistavimu, viena - su dideliu afiniSkumu BDNF, kita - su mazu
afiniSkumu. Simpatiniuose neuronuose receptoriy su dideliu  afiniSkumu
neaptikta.

Zinomi neuroniniai BDNF taikiniai toliau buvo nagrinéjami Barde ir kt.
apzvalgoje (1987, Prog. Brain Res. 71:185-189). Iki Sio iSradimo, lgsteliy,
sintetinan¢iy BDNF, identifikacija buvo nejmanoma, kadangi nebuvo nukleino
riigé¢iy ar antik@ininiy zondy, kurie yra specifiniai BDNF. Bandymai paruosti
poli- arba monokloninius antikiinus prie§ BDNF nepavyko. Si nesékmé antikiiny

gavime neleido atlikti molekulinio BDNF klonavimo, nustatyti fiziologinj
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veikima, vykstantj neuronuose in vivo, pasalinus i§ jy BDNF, kiekybinio BDNF
nustatymo audiniuose nustatymo, naudojant imunobandymus, ir atlikti BDNF

lokalizacijg, naudojant imunocitochemijg.

II lentelé

Reaguojantiu ir nereaguojanciu | BDNF neuronu sarasas™

A. Reaguojantys neuronai

1 Vis¢iuko sensoriniai neuronai, kilg i§ skiauteres:
a) dorsalinés Saknelés mazge,
b) kaklo mazge
¢) dorsomedialiniame triSakio nervo mazge
d) mezencefaliniame triSakiame branduolyje™*-
I Vis¢iuko sensoriniai neuronai, kilg i§ ektodermines
plakodés:
a) mazginiame ganglijyje
b) prieanginiame mazge
c¢) smilkininiame mazge
d) alktininiame mazge
¢) ventroloteraliniame triSakio nervo mazge
III Ziurkés tinklainés ganglijinés lastelés
B. Nereaguojantys neuronai
I Ziurkés ir vi§¢iuko simpatiniai neuronai
II Vis¢iuko parasimpatiniai krumplyniniai neuronai
*i§ Barde ir kt., 1987, Prog. Brain Res. 71:185-189
**7r. Davies ir kt., 1986, Nature 319: 497-499

3. Trumpas iSradimo aprasymas

Sis iradimas susijes su nukleino riigsciy sekomis, koduojanciomis smegeny
neurotrofinj faktoriy (BDNF), su iSgrynintu baltymu, o taip pat su peptidiniais
fragmentais arba dariniais, dideliais kickiais gaunamais i§ jo, ir su antikunais,
nukreiptais prieS BDNF baltyma, peptidinius fragmentus ir darinius. Sis

iSradimas pirmg kartg leidZia gauti pakankamus BDNF kiekius, kuriy pagalba
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galima biity gaminti anti-BDNF antikiinus ir palaikyti diagnostinj ir terapinj
BDNF panaudojimg.

Jvairiuose isradimo jkinijimuose, BDNF nukleino rgstys, baltymai,
peptidai, dariniai ir antikiinai, gauti pagal 3j iSradima, gali biti panaudojami
jvairiy nerviniy ligy ir sutrikimy diagnostikos ir gydymo metoduose, ir, atskirai
imant, diagnostikoje ir gydyme sutrikimy, susijusiy su sensoriniais neuronais, o
taip pat tinklain€s degenéracija. Be to, tam tikruose iSradimo jkiinijimuose,
BDNF nukleino riigstys ir BDNF geny produktai gali buati panaudoti
neuroblastominiy naviky, Parkinsono ir Alchaimerio ligy diagnostikai ir
gydymui. BDNF geny produktai papildomuose specifiniuose iSradimo
iklinijimuose, taip pat, gali buti panaudoti implantanty jjungimo | nervinj audinj
palengvinimui, arba, atvirk§iai, nervinés regeneracijos skatinimui po pazeidimy,
sukelty traumos, infarkto, infekcijos ir chirurginio isiki$§imo (po operacijos).

Isradimas taip pat susij¢s su farmacinémis kompozicijomis, turinc¢iomis
veikly kiekj BDNF geny produkty arba, i§ kitos pusés, su antikiinais, nukreiptais
prie§ BDNF geny produktus, ir kurie gali biiti panaudoti jvairiy nerviniy ligy ir
sutrikimy diagnostikai ir gydymui.

Papildomai, pateikdamas pilng BDNF nukleotiding sekg, Sis iSradimas
leidZia sulyginti BDNF ir NGF genus, tuo paciu identifikuoti homologinius
fragmentus ir apibréZti BDNF/NGF gening Seima. Atitinkamai, Sis iSradimas
susijes su BDNF/NGF genetinés $eimos papildomy nariy identifikacijos budu.
Konkrediame jktinijime, $is budas pagal i§radimg, naudojamas naujo, nc BDNF
ir ne NGF nario i§ BDNF/NGF genetinés Seimos identifikacijai. Toliau
iSradimas palaiko naujus narius i§ BDNF/NGF geny Seimos, nustatytus pagal

apra$yta biida, o taip pat jy geny produktus.

3.1. Sutrumpinimai ir ju reikSmeés

BDNF smegeny neurotrofinis faktorius
hBDNJ” Zmogaus BDNF

CAT cholinacetiltransferaze

CNS centrin€ nervy sistema

DRG dorsalinés $aknelés mazgas (mazgai)
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EDTR etilendiamintetraacto ragstis

NGF nervinio augimo faktorius

PFS | fiziologinis tirpalas buferizuotas fosfatu
PCR grandininés polimerizacijos reakcija
RNG periferiné nervy sistema

SDS natrio dodecilsulfatas

Tris 3. (hidroksimetil)aminometanas

4. Bréziniy aprasvmas

Fig.1. nukleotidiné seka ir i§ jos iSvesta aminoriigdciy seka kiaulés prepro
BDNF kDNR. Sioje fig. parodyta dviejy persidengian¢iy kDNR klony pilna
seka. Pabrauktos peptidinés sekos, gautos mikrosekvenavimo bidu (III lentel€).
Vienintelé N-glikozilinimo konsensuso seka, pabraukta dviem linijomis.
Subrendusios BDNF sekos pradZia pazyméta dviem ZvaigZzdutemis.

Fig. 2. NGF ir BDNF seky palyginimas

PaZymétos sritys, su daugiau kaip dviem aminoriigStimis, aptiktomis
identiskose vietose. Sios sekos prasideda nuo subrendusiy baltymy pirmyjy
aminorugsciy ir baigiasi su paskutinémis aminoriig§timis prie$ stop-kodonus. 51
aminortgstis yra bendros BDNF ir jvairioms NGF (Schwarz ir kt., 1989, J.
Neurochem. 52:1203-1209) tame tarpe $esios cisteino lickanos.

Fig. 3. Zmogaus, bezdZionés, ziurkés, pelés, Suns, karves, triusio, vis¢iuko
ir mieliy genominés DNR, hibridizuotos su Zymeétais 32P NGF ir BDNF zondais,
Eco RI pjuvio southern-blotingo autoradijogratija.

Fig. 4. Northern-blot analizé. IS kiekvieno audinio panaudota po 20 ug
bendros RNR kiekvienam takeliui ir sukryZminta su pelés BDNF 32P-Zymctuoju
kRNR zondu. Smegeny audinyje, skirtingai nuo kity septyniy audiniy, stiprus
signalas matomas apie 1,45 kD.

Fig. 5. Zmogaus BDNF kDNR seka ir i$ jos i§vesta aminortigiciy seka, bei
kiaulés, Ziurkés ir visciuko DNR seky palyginimas.

Fig. 6 . BDNF ekspresuojanti plazmidé pCMVI - pBDNF.

Fig. 7. (a) Antiserumo susiri§imo su BS peptidu rezultatai, nustatyti ELI SA

pagalba, panaudojant serijinj antiserumy skiedima.
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b) Kiekybinis susiri§imo nustatymas, skiedZiant 1:500 jvairius antiserumus
su 50 ng BDNF.

Fig. 8. Ap.dorotq su BDNF (punktyrinés linijos) ir kontroliniy (iStisines
linijos) kultiry, i§ ventraliniy viduriniy smegeny, imunohistocheminio dazymo,
tirozinhidroksilazés pagrindu, rezultatai.

Fig. 9. Ventraliniy viduriniy smegeny kultiry sunaudojamas dopaminas.
Kultiros su BDNF paiyrﬁétos punktyrinémis linijomis, kontrolin¢s kultiiros
pazymeétos iStisinémis linijomis.

Fig. 10. (a) BDNF poveikis i keleta CAT teigiamy lasteliy i$ galiniy
smegeny cholinerginiy neurony kultiiry.

(b) Galiniy smegeny cholinerginiy neurony kultiiras, turin¢ias tankj 260000
lasteliy (juoda juosta) arba 150000 lasteliy (punktyrin€ juosta) j duobute,
apdorojo su 150 ng/ml NGF. Buvo palyginti CAT imunoteigiamy lasteliy kiekiai
tarp apdoroty ir neapdoroty su NGF lgsteliy.

Fig. 11. CAT fermentinio aktyvumo poky¢iai galiniy smegeny cholinerginiy
neurony kultiirose, iSreiksti pikomoliais substrato, katalizuojamo per minutg,
kaip funkcija nuo BDNF koncentracijos,

Fig. 12. Astroglijos lagsteliy kultiros, su apytiksliai 60% sukibimu, buvo
veikiamos (a) epiderminio augimo faktoriumi arba (b) BDNF 46 valandas, o po
to inkubuojamos su [3H] metiltimidinu. Prijungto [3H] kiekis matuotas EGF ir
BDNF koncentracijy atzvilgiu (EGF epiderminio augimo faktorius).

Fig.13. Visc¢iuko, pelés, Ziurkés BDNF/NGF, kryZzminty su RIB/20 zondu,
EcoRI pjiviy southern-blotingas. NGF ir BDNF geny Eco RI fragmenty
padeétys, paZymétos kaip N ir B atitinkamai.

Fig. 14. BDNF ir NGF seky palyginimas su nauju BDNF/NGF geny Seimos
nariu, identifikuotu panaudojant PCR reakcijg peles DNR su praimeriais boksas
3/boksas 4: naujas genas (Cia Zymimas M3-4), o taip pat Zinomas Kkaip
neurotrofinas 3 (NT-3); rodantis tik koduojancio sialo seka, o taip pat iSvestg
aminorugsciy seka, palyginimui su peliy subrendusiu NGF ir su kiaulés, Ziurkes,
pelés arba Zmogaus subrendusiu BDNF. Briksnelis reiSkia pozicijas, kuriose

panaudota delecija vieno kodono i§ NGF tam, kad optimizuoti palyginimg
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BDNF ir M3/4 atzvilgiu. Rasytiniu $riftu nurodyti sutapimai aminortgsciy sekoje
ir/arba konservatyviis aminoragsciy pakeitimai.

Fig. 15. Zmogaus naviky jvairiy linijy lasteliy RNR, hibridizuotos su
7mogaus BDNF zondu, northern-blotingas.

Fig. 16. Amonio rago neurony BDNF mRNR lygiy depoliarizacijos efektas.

(a) BDNF mRNR ckspresija laike pirminése amonio rago neurony
kultirose, esant 50 mM k.'alio chlorido. Bendraja lasteling RNR ekstrahavo 1§
0,5x100 lasteliy, glikozilino ir analizavo elektroforezés ant 1,3% agarinio gelio
pagalba (Biziere, K. ir Coyk, T. Neurosci., 1978, Lett. 8:303; McGeer ir kt., 1978,
Brain Res. 139:381). RNR, pernesta ant filtry Hybond N- kryZmino su 32P-
zymétuoju kRNR zondu (specifinis aktyvumas 109 cpm/ug), kuris yra specifinis
pelés BDNF ir gautas nubégancios transkripcijos pagalba in vitro. Dvi virSutines
juostos atitinka (4 ir 1,5 kD) BDNF mRNR; dvi BDNF juostos (4 kb ir 1,5 kb)
yra ribonukleazei-A-atsparios ir atitinka du skirtingus transkriptus, kurie, taciau,
yra reguliuojami vienodu biidu, o apatin€ juosta (700 b) atitinka 10 pikogramy
trumpos BDNF mRNR standartinés iSeigos, kuri buvo prideta | pavyzdZius pries
RNR ekstrakcijg.

(b) Priklausomybé nuo kalcio. Neuronus inkubavo 3 valandas normalioje
augimo terpéje (CM), modifikuotoje terpéje be kalcio (-Ca) arba terpe€je su 10
mM nifedipino (NIF). Kur nurodyta (+K), ten buvo pridéta 50 mM KCl.

Fig. 17. NGF mRNR lygio pakelimas amonio rago neuronuose kalio ir
kainin¢s ragSties pagalba.Neuronai buvo inkubuojami 3 valandas kontrolin€je
terpéje (C) arba esant 50 mM kalcio chlorido (+K) arba 25 uM kaininés riigSties
(KA). RNR ekstrahavo ir nustaté NGF mRNR lygi kiekybines PCR reakcijos
(H) pagalba. Duoti jvertinimai: vidurkis +.

Fig. 18. Dozé-reakceija kreive, rodanti kaininés ruigSties poveikj. Amonio
rago neuronus inkubavo 3 val. prie jvairiy kaininés riagsties koncentracijy. RNR
ckstrahavo ir analizavo kaip aprasyta Fig.16 Jvertinimai tai vidurkis + SEM i§
trijy eksperimenty.

Fig. 19. BDNF ir NGF mRNR lygio padid¢jimo, sukelto apdorojimo

kainine riig§timi, priklausomybé nuo laiko. Bendraja Iasteling RNR ekstrahavo ir



17

LT 4011 B

analizavo kaip apraSyta Fig.16, iS amonio rago (a) arba Zievés (b) nurodytais
laiko momentais (valandomis) po kaininés ragsties (12 mg/kg) injekcijos | pilvo
ertme. Vieng vienkartine doze diacepamo (10 mg/kg) jvesdavo injekcijos pagalba
pracjus 90 min. po kaininés rugsties (dvi BDNF juostos (4 kb ir 1,5 kb) yra
ribonukleazei A atsparios ir atitinka du skirtingus transkriptus, kurie, taciau, yra
regulivojami panaSiu biidu). Parodytos reikSmes atitinka 1,5 kb BDNIF mRNR
(0) ir 1,3 kb NGF mRNR (o). Panasus lygio padidéjimas buvo gautas su 4 kb
BDNF mRNR. Duotos pieSinyje reikSmes atitinka vidurki £ SEM i§ 3-4
eksperimenty.

Fig. 20. Antikonvulsanty poveikis j kaininés ragsties sukeltg BDNF mRNR
ckspresija. Ziurkéms j pilvo ertme suleisdavo (10 mg/kg) diacepamo (DZ), MK-
801 (1 mg/kg) (MK) arba ketamino (20 mg/kg) (KET) 15 min. prie$ kaininés
rigsties injekcija (12 mg/kg) (+Ka) arba fiziologinio tirpalo (kontrol¢). Po 3 val.
amonio rago audinys buvo panaudojamas bendrosios RNR i8skyrimui, kaip
nurodyta Fig.16 Duotos pieSinyje reik§més atitinka vidurkj =+ SEM i§ 3
eksperimenty.

Fig. 21. Pertvarinés lasteliy kultiiros. A-fazokontrastiné lasteliy augimo
kultaroje, priklausomai nuo laiko, mikrografija. Lagsteles patalpindavo j l€kstele
su tankiu 1,3 10° lIgsteliy i cm? ir palaikydavo 5 HS/NS, kaip apraSyta tekste.
Nurodyti laiko momentai: A, C - 1 diena, C, D - 2 dienos ir D, F - 4 dienos.

Specifiniai Igsteliy tipams markeriai buvo panaudoti lasteliy populiacijy,
ACL histochemiskai nudazyty neurony (G, H) ir NGF receptoriams
imunoteigiamy neurony (I), identifikacijai. Skalés mastelis - 25 pm.

Fig. 22. Disocijuoty pertvariniy lasteliy reakcijy | poveiki su BDNF ir NGF
palyginimas, remiantis AChE kiekiu lastelése.

A. Reakcijy | BDNF (25 ng/ml), NGF (50 ng/ml) arba j abiejy ligandy
derinj, esant jvairiems tankiams lékS$telése, palyginimas.

B. Cholinerginiy neurony reakcijy | jvairias BDNF ir NGF koncentracijas
(nuo 0 iki 50 ng/ml) palyginimas. Lastelés, su kuriomis buvo gauti Sie rezultatai,
buvo auginamos 11-12 dieny terpéje, turincioje sieros. Duotos piesinyje reikSmeés

atitinka vidurkj + SEM i§ 6-9 eksperimenty.
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Fig. 23. Stulpelinis grafikas, atvaizduojantis BDNF ir NGF prid¢jimo
uZlaikymo jtakg j disociavusias pertvaros kultiras. BDNF (50 ng/ml) ir NGF (50
ng/ml) pridédavb i disociavusias lasteliy kultaras su 5-6 valandy (+12), 5 dieny (-
5/+7) arba 7 dieny (-7/+5) uzlaikymu. Kultiros buvo palaikomos 12 dieny.
Lasteles suskai¢iuodavo remdamiesi teigiamu histocheminiu dazymu. Rezultatai
iSreiksti kaip vidurkis = SEM i8 4-5 pakartojimy.

Fig. 24. Stulpelinis tf‘;rafikas, atvaizduojantis BDNF ir NGF sugebéjima
reguliuoti NGF receptoriams imunoteigiamy lasteliy kiekj. NGF receptoriy
imuninis tyrimas buvo atliktas su monokloniniu antiktinu 192-IgG prie skiedimo
121000. Disocijuotas pertvaros lasteles patalpindavo j indg su tankiu 1,3 x 109
lasteliy j kv. cm ir veikdavo be pertraukos 12 dieny. Lyginimas buvo atlickamas
tarp jsotintos NGF dozés ir jvairiy BDNF doziy (nuo 0 iki 100 ng/ml). Pateikti
vidurkiai + SEM i§ 4 pakartojimy.

Fig. 25. Pertvaros cholinerginiy neurony reakcijos i BDNF (A) ir NGF (B)
dozes, sukelianc¢ias CAT aktyvumg. Kultiiras patalpindavo } I€kSteles, padengtas
poliornitinu ir lamininu, su 6 mm duobutémis ir palaikydavo 12 dieny su 5
HS/NS. Lastelés buvo veikiamos su BDNF ir NGF pra¢jus 5-6 valandoms po
patalpinimo | lekStele. Faktorius pakeisdavo kas 3 dienas, kai keisdavo terpg.
Parodyti vidurkiai £ SEM i§ 5-6 pakartojimy.

Fig. 26. AChE fermentinio aktyvumo priklausomybe nuo BDNF ir NGF
doziy. Ziurkés pertvaros cholinerginiai neuronai buvo auginami 12 dieny terpéje,
turinioje sieros, su hormoniniais priedais. Lasteles buvo veikiamos su BDNF
(tusti kvadratéliai) ir NGF (uZpildyti kvadratéliai), kaip aprasyta Fig. 25. pateikti
vidurkiaix SEM i§ 6-9 pakartojimy. AChE aktyvumas nepaveiktose kulturose
buvo 16,442 nmolio (HR) duobuté.

Fig. 27. CAT fermentinio aktyvumo, sukelto BDNF pagalba,
priklausomyb¢ nuo laiko lyginant su aktyvumu, sukeltu NGF pagalba. Laiko,
batino CAT aktyvumo suzZadinimui, nustatymga atliko su lgstelemis, patalpintomis
] leksteles su tankiu 2,3 x 109 lasteliy | kv. em., kurios buvo auginamos skirtingus
laiko periodus terpé€je, turinéioje sieros ir hormoniniy priedy bei egzogeniniy

faktoriy. Lasteles i§ pradZiy paveikdavo su BDNF (tusti kvadratéliai) ir NGF
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(uzpildyti kvadratéliai) praéjus 5-6 valandoms po patalpinimo | I¢kSteles.
Rezultatai tai aktyvumas paveiktose kultiirose, isreikStas procentais nuo
aktyvumo nepaveiktose kultiirose (n=6, BDNF 12 dieny n=3).

Ilig. 28. Glijos lgsteliy poveikio | BDNF sugebéjimg sukelti CAT fermentinj
aktyvuma palyginimas.

Pertvarinés lgstelés buvo patalpinamos j l€ksteles 2,3 x 107 lIasteliy j kv. cm
tankiu. Praéjus 5-6 valandoms po séjos terpe pakeisdavo arba terpe, neturincia
sicros, arba terpe su siera, kickvienu atveju, turinCia 1% NS, kaip nurodyta
apraSo tekste. 24 valandoms pridédavo citozin-arabinozida (1 puM), kad dar
labiau sumazéty astrocity kiekis. Sios kultiros po to palaikomos 12 dieny.
Pateikti vidurkiai+SEM i$ 4 pakartojimy.

Fig. 29. Stulpelinis grafikas, atvaizduojantis BDNF ir NGF poveikj j auksto
afiniskumo cholino sunaudojimo lygj. Cholino suvartojimo tyrimas buvo atliktas
su lastelémis, laikomomis 11 dieny su tankiu 1,3 x 107 lasteliy j kv. cm. Su BDNF
(50 ng/ml) arba NGF (50 ng/ml) buvo veikiama visg auginimo periodg. Pateikti
vidurkiai £ SEM i§ 5 pakartojimy su BDNF ir 10 pakartojimy su NGF-.

Fig. 30. SDS lapas su 35S-Zymétaisiais reakcijos produktais, po Zmogaus
smegeny neurotrofinio faktoriaus skaldymo su tripsinu ir Arg-G endoproteinaze.

Fig. 31. Grafinis atvaizdavimas bioeksperimento su DRG, lyginancio
nepaveiktg CHO-hBDNF ir suskaldyta endoproteinaze CHO-hBDNF. Aksony
ataugimas buvo jvertinamas skaléje nuo 0 iki 5, Zyminciais maksimaly
bioaktyvuma.

Fig. 32. E14 Ziurkiy ventraliniy mesencetaliniy disocijuoty Igsteliy kultiiry,
nudazyty po 9 dieny auginimo su monokloniniu antikinu pries
tirozinhidroksilaze (TH), fotomikrogratijos, fazokontrastiné (A) ir Sviesos lauke
(B,O).

A ir B. To paties lauko fazokontrastiné ir Sviesos lauko fotografijos,
rodancios maZzg TH+ neurony skaiciy Siose kultiirose. Tik vienas TH+ ncuronas
(stréliuké) matosi lauke, turiniame daug fazoryskiy neurony su ilgais aksonais.
AkivaizdZiai matosi keletas ne neuroniniy lgsteliy remiantis morfologija, arba

dazant su GFAP (neparodyta).
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C. Ryskaus lauko fotografija, rodanti 2 TH+ neuronus (maZos streliukés)
lauke, turinciame apic 98 fazoryskias lasteles neuroninés morfologijos. Skales
mastelis 100:1 M

33 pav. E14 Ziurkiy ventraliniy mezencefaliniy lgsteliy 6-dieniy kultiry
stipriai padidintos fotomikrografijos, rodancios skirtingg TH+ neurony
morfologijg, kai kurie i§ jy su ekstensyviu aksony augimu ir labai iSvystytais
augimo konusais (A, B). Kultiiros buvo sukurtos ir nudaZytos kaip apraSyta Fig.
32. paaiskinime. Skalés mastelis = 25 um.

Fig. 34. BDNF pagerina TH+ dopaminerginiy mezencefaliniy neurony
iSgyvenimg kultirose, priklausomai nuo dozés, kas akivaizdZiai matosi
kultivuojant su trijy dieny periodais.

A. Palyginimas TH+ neurony skaiciaus kultiirose i§ E14 Ziurkiy ventraliniy
mezencefaliniy lgsteliy, veikiamy su BDNF (iStisin¢ linija) arba be BDNF
(punktyriné linija). Paveiktose kultiirose, BDNF (50 ng/ml) pridédavo viena
kartg antrg auginimo diena. Trecig dieng nebuvo aptikta skirtumo tarp kontroles
ir paveikty kultary, bet 8-ta dieng TH+ neurony kiekis paveiktose su BDNF
kultiirose buvo didesnis 1,8 karto uZ kontrolg. Ivertinimai duoti kaip vidurkis i§
dviejy pavyzdZiy.

B. BDNF poveikis | TH+ neurony iSgyvenimo pageréjima priklauso nuo
dozes. TH+ neurony kiekj nustatydavo dvigubose kultirose po 8 dieny auginimo
terp€je be BDNF arba terpé turéjo didéjancias koncentracijas BDNF, pridéto
antrg dieng.

C. NGF neturéjo jtakos | TH+ neurony iSgyvenimg. Kad jvertinti BDNF
specifiskuma, kultliras taip pat augino veikdami su arba be NGF (50 ng/ml), 8
dienas ir analizavo TH+ lasteles. NGF, pridétas antra diena, nepadidino TH+
neurony iSgyvenimo kultiirose, patikrintose 6-tg ir 8-t3 dieng. Pateikti rezultatai
tai vidurkiai i§ dviejy leksteliy.

Fig. 35. Pakartotinos BDNF dozés dar labiau padidina TH+ neurony
iSgyvenima, lyginant su vienkartiniu BDNF pridéjimu antrg dieng. Kulturas
paruosdavo kaip apraSyta tekste. Rekombinantinj Zmogaus BDNF iSvalydavo i3

COS M5 lasteliy supernatanta. Kultliras paveikdavo arba vieng kartg pridedami
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(SA, punktyras) BDNF (50 ng/mM) antrg dieng arba pasikartojan¢iomis BDNF
dozémis (50 ng/ml) 1, 2, 4 6 ir 8-ta dienomis (MA-daugkartiniai pridéjimai;
i8tisin€ linija) arba augino be BDNF (kontrol¢; tuscios juostos). Nurodytu laiku
kultiros buvo tiksuojamos ir nudazomos TH imunoaktyvumo nustatymui.

BDNF papildymai daugkartiniais pridé€jimais 2,7 karto padidino TH+
neurony kiekj 1l-ta diena lyginant su kontrole, tuo tarpu, maksimalus
padidéjimas, gautas viena karta pridéjus BDNF, buvo Siek tick maZiau nei du
kartai po 11 dieny. Pateikti tipiSki keliems eksperimentams vidurkiai i§ dviejy
pavyzdziy.

Fig. 36. Uzvelintas BDNF pridéjimas nepadidindavo TH+ neurony kiekio
tokiu laipsniu kaip pridéjimas antra diena. Kultiiras paruodavo kaip aprasyta
tekste, iSskyrus egzogeninio BDNF pridéjimo laiko momentus. Antrg dieng visos
kultiros buvo perkeltos j neturinéig sieros terpg ir buvo pridedamas BDNF (50
ng/ml, kiaulés galvos smegeny BDNF) tik vieng kartg antrg arba penktg arba
septinta dieng (CD2, CDS5, CD7). Sesta, a$tuntg ir defimta auginimo dienag TH+
neurony kiekis buvo nustatomas dvigubose kultiirose. Siame eksperimente,
vienintelis BDNF pridéjimas antrg dieng TH+ neurony kiekj 10-tg dieng
padidino 3 kartus. Kada BDNF pridédavo su uZlaikymu, penkts dieng, TH+
neurony kiekio padidejimas 10-tg diena, lyginant su kontrole, buvo maZesnis nei
2 kartai, ir Sis TH+ lasteliy kiekio skirtumas tarp paveikty ir kontroliniy kultiiry
nekilo toliau tesiant kultivavima. Kontrolé - tuscios juostos, BDNF pridéjimas
antrg dieng - punktyras, BDNF pridéjimas penkta dieng - iStisiné linija, BDNF
pridejimas septinta dieng - diagonalinés punktyrinés linijos.

Fig. 37. Priklausomas nuo dozés BDNF poveikis | auk$to afiniskumo
GABA suvartojima amonio rago kultirose. | kultiras pridédavo dalinai
iSgrynintg, skirtingy skiedimy hBDNF (rotofor-idvalyta i§ COS M5
supernatanty). Buvo aptikta, kad prie skiedimo 1 x 102 BDNF maksimaliai
skatina aksony ataugimg vis¢iuko E8 dorsalinés Saknelés mazguose. Auksto
afiniskumo 3H-GABA suvartojimg matavo pra¢jus 8 dienoms po apdorojimo su

BDNF in vitro.



2 LT 4011 B

Fig. 38. BDNF apsaugo juodosios medZiagos dopaminerginius neuronus,
auginamus kultiroje, nuo neurotoksinio MPP+ poveikio. Kultiiros buvo
kuriamos i§ E14 Ziurkiy embriony kaip apraSyta prie Fig.1 Po 24 val. in vitro
auginimo, terpe pakeisdavo | terpe, neturincig sieros. Po 3 dieny auginimo, Sios
kultiiros buvo suskirstomos j 4 grupes, po 6 1€kSteles (35 mm) kiekvienoje. Viena
grupe laiké kaip kontrole, o kitas veiké su: (I) 10 ng/ml pagrindiniy fibroblasty
augimo faktoriumi (BFGF; jaucio galvos smegenys), Boerninger-Mannheim; (II)
50 ng/ml peliy NGF ir (IIT) 50 ng/ml BDNF. Kultiiras laike dar 24 val., o, po to, |
tris lékSteles i§ kiekvienos grupés, 48 valandoms, buvo pridedama po 1 puM
MPP+ (Research Biochemicals, Inc., Natick. MA). Sio eksperimento, trukusio
viso 6 dienas, pabaigoje visos lekStelés buvo apdorotos TH imunoreaktyvumo
nustatymui ir kiekvienoje grupéje buvo nustatytas TH+ Iasteliy kiekis. Pateikti
duomenys atspindi TH+ neurony kiekj po apdorojimo su MPP+, kuris buvo
apskaiciuotas procentais nuo TH+ neurony kiekio panaSiose kultlirose,

negavusiose MPP +. Pateikti vidurkiai = SEM i§ trijy kulttry.

5. Detalus iSradimo aprasymas

Sis isradimas susijes su nukleino riigiciy sekomis, koduojanéiomis smegeny
neurotrofinj faktoriy (BDNF), o taip pat su BDNF baltymu, peptidiniais
fragmentais ir dariniais, gaunamais dideliais kiekiais panaudojant Sias nukleino
rugsciy sekas. Be to, iSradimas susijgs su farmakologinemis kompozicijomis ir
terapiniais BDNF taikymais, pirmg karta aprilpindamas priemonémis,
leidZian¢iomis gaminti pakankamus kiekius pagrinde gryno BDNF klinikiniams
taikymams. ISradimas taip pat apie antikiinus, nukreiptus prie§ BDNF arba jo
fragmentus, ir pateikia buda pakankamo imunogeno kiekio gavimui. Toliau,
suteikdamas galimybe palyginti BDNF ir NGF nukleino rigdciy sekas, Sis
iSradimas leidZia identifikuoti BDNF ir NGF nukleino rugsciy seky homologines
sritis, tuo paciu, apibréZzdamas BDNF/NGF genin¢ Seimg. ISradimas pateikia
papildomy Sios geny Seimos nariy identifikacijos ir iSskyrimo biida.

ApraSymo aiSkumui, bet nenorint sumaZinti iSradimo apimties, toliau jis
aprasomas Siuose skyriuose:

(I) BDNF valymas
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(IT) BDNF biocksperimentai

(IIT) BDNF baltymo mikrosekvenavimas

(IV) DNR, koduojanéios BDNF, klonavimas

(V) BDNF ekspresija

(VI) BDNF genai ir baltymai

(VII) anti-BDNF antikiiny gavimas

(VIII) BDNF/NGF génq $eimos papildomy nariy identifikacija
(IX) isradimo nauda (pritaikymo galimybés)

(X) tarmacinés kompozicijos

5.1. Smegenu neurotrofinio faktoriaus valymas

Tam, kad identifikuoti BDNF koduojanc¢ia nukleino ragstj, i8 audiniy
galima iSgauti mikrogramus BDNF baltymo, i§ kurio galima nustatyti
aminorligi¢iy seka, kuria, po to, galima naudoti oligonukleotidiniy zondy
kirimui. Kadangi BDNF baltymas yra labai retas, tai aminoriigs¢iy sekos dalis,
kurig galima nustatyti, praktiskai labai ribota. BDNF galima iSgauti i$ kiaulés
smegeny Barde ir kt. (1982,EMBO, 1:549-553) arba Hofer ir Barde (1988,
Nature 331: 261-262) apraSytais budais.

Geriau iSgauti BDNF pagal Zemiau pateikta smulky btido apraSymag, kuris
pateiktas kaip pavyzdys, o ne tam, kad apriboti iSradimo apimtj; Sios srities
specialistas gali panaudoti jvairias modifikacijas. Dél BDNF retumo, iSgryninimo
procese geriau naudoti apie 6 kilogramus smegeny audinio. Smegeny audinys
homogenizuojamas natrio fostato buferyje, esant natrio sulfato koncentracijai 0,2
M ir apytiksliai pH 6, turinéiame 1 mM EDTR ir 1 mM SvieZiai prideto
tenilmetansulfonilfluorido, taip kad santykis tarp smegeny audinio ir skyscCio
buty 1 kg smegeny 2 litrams skyscio. Po to, gali biiti panaudota druskos riigstis,
kad miSinio pH padaryti lygia 4, ir, po to, miSinys gali biiti maiSomas apytiksliai 2
valandas prie 4°C. Toliau miSinj galima centrifuguoti 25 minutes prie 20000. Po
centrifugavimo gaunamas supernatantas, naudojant natrio Sarmg jo pH
padaromas lygus apytiksliai 6, ir po to sumaiSomas su 1 litru, prie§ tai
isbrinkintos karboksimetilceliuliozés (SeSiems kg. smegeny audinio), ir vél pH

sukoreguojamas iki 6, naudojant 0,1 M natrio fosfato tirpala. Po keliy
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praplovimy bendrai pa¢mus apytiksliai 20 litry 0,1 M natrio fostato, pH 6, ko3elg
iSpilama | kolonq ir praplaunamas tuo paciu buferiu, turin¢iu 0,13 M Na(l,
pageidautina iki ryto. Aktyvios frakcijos identifikuotos jautriu BDNF
bioeksperimentu (7Zr. skyriy 5.2 ) NaCl ir veliau atlickama dialize, keliomis
partijomis, apytiksliai 5 litruose 5 mM kalio fosfato prie pH 6,8. Dializuotos
frakcijos po to gali biiti patalpintos j hidroksiapatiting kolong, turincia sluoksnio
tirj apytiksliai lygy 20 ml kiekvienam pradiniam smegeny audinio kilogramui;
hidroksiapatitinéje kolonoje i$ anksto turi biiti pasiektas pH 6,8, naudojant 5 mM
kalio fosfata, dar prie$ jdedant méginius. Si kolona po to iSplaunama tiesiniame
gradiente nuo 500 ml 5 mM kalio fosfato iki 500 ml 700 mM kalio fosfato,
abiejuose esant PH apie 6,8. BDNF aktyvumas optimaliai iSplaunamas
apytiksliai prie 500 mM kalio fosfato koncentracijos. Gautos aktyvios frakcijos
veliau gali biiti privestos iki galutinio moliaringumo, apie 700 mM kalio fosfato,
ir perkeltos | fenilsefarozin¢ kolong (turincig apie 5 ml tirj kiekvieniems 6 kg
pradinio smegeny audinio), su pH 6,8, privestu 700 mM kalio fosfato tirpalu. Po
praplovimo su apytiksliai 40 ml to paties buferio, BDNF aktyvuma galima
iSplauti 0,1 M kalio fosfatu, pH 6,8, o po to BDNF aktyvumg galima dializuoti
distiliuotame vandenyje, ir véliau liofilizuoti. SDS gelio elektroforezes atlikimui
su pavyzdziu, liofilizuota medZiaga patalpinama j buferj, turintj 0,1% SDS,
geriau, neturintj merkaptoetanolio, ir po to patalpinamas j SDS geli su
akrilamido gradientu (tiesiniu) nuo 10 iki 25 %. Po elektroforetinio atskyrimo
pabaigos gelis gali buti daZomas apie 10 min. su COOMASSIE BLUE, o po to
iSblukinamas apie 20 min.Juostg, migruojanciag citochromo-c markerio lygyje,
galima iSpjauti ir elektroforetiskai iSplauti i§ gelio. SDS didZigja dalimi galima
paSalinti pagal Veber ir Kuter (Weber ir Kuter 1971, J. Biol. Chem. 246:4504-
4509). Reikia pastebéti, kad, bendru atveju, SDS paSalinamas nepilnai. Sekos
nustatymui, BDNF valymo procesas buvo modifikuotas pagal Hofer ir Barde
(1988, Nature 331:261-262), taip, kad nenaudojama paskutin€je valymo stadijoje

gelio elektroforezes.
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5.2. Smegenu neurotrofinio faktoriaus biotyrimai

Pagal §j iSradimg gali buti panaudota bet kuri sistema, kokybiskai arba
kickybiskai aptinkanti BDNF aktyvumg. Tokie bioeksperimentai gali biiti
naudojami gamtinio arba rekombinantinio BDNF identifikacijai ir/arba
aktyvumo iSmatavimui.

Bet kuris Zinomas biotyrimas, aptinkantis BDNF, ¢ia gali biiti panaudotas.
Pvz., DRG neuronai (vi§tos embriono dorsalinés Saknelés mazgo) gali biiti
panaudoti tokiame BDNF tyrime, kaip aprasSyta Barde ir kt. (1980, Proc. Natl.
Acad. Sci JAV 77:1199-1209).

Konkreciai, gali biiti surenkami 6-14 dieny vi§tos embriony dorsalinés
Saknelés mazgai, geriau 10-12 dieny, panaudojant Zinomga $ioje srityje disekcijg,
ir nedelsiant patalpinami | nedidelj tarj terpés F-14 (padaryta i§ GIBCO F-12, su
priedais pagal Vogel ir kt. - Vogel 1972, Proc. Natl. Acad. Sci JAV, 69:3180-
3184), kuria reikty pasibaigus disekcijai pakeisti | buferizuotg fosfatinj, neturintj
Ca2t ir Mg2t jony fiziologinj tirpala (PBS), turintj apie 0,1% tripsino.
Apytiksliai po 20 min. inkubavimo prie 37° C, §iuos mazgus galima centrifuguoti
ir du kartus perplauti F14 terpe, turindia apie 10% (taris:tiiris) Siluma
inaktyvuoto arklio serumo. Siuos mazgus po to galima iskaidyti $velniu
trituravimu (apie 10-15 aspiracijy) panaudojant maZa, apie 1 mm diametro
silikonizuotg Pastero pipete. Likusius audinio gumulélius po to geriau pasalinti
praleidZiant lasteling suspensija per nailoninj sieta, turintj apie 40 um diametro
poras. Lasteliy suspensijg dabar galima 210 min. patalpinti  inda i§ plastikinés
medziagos, kuriame per tg laika daugelis ne neuroniniy lgsteliy turi prilipti prie
indo plastikinio pavir$iaus, palikdamos suspensijoje praturtintg neuronais lasteliy
populiacija. Po to, lasteles galima praskiesti iki koncentracijos apytiksliai 5 x 103
Igsteliy j vieng terpes, esancios inde, milimetrg (geriau terpe F14 su pridétu 10%
taris/thiris Siluma inaktyvuotu arklio serumu su antibiotikais), ir galima jas
iSskirstyti j 1¢ksteles, padengtas poliornitino arba poliornitino/laminino medZiaga
(Zr. Zemiau).

IS kitos puses, bet neuzdedant apribojimy, BDNF bioeksperimentai, kurie

santykinai nejautriis NGF, gali tam tikrose salygose biiti geresni uz sistemas,
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panaias j aukiCiau apraSyta DRG sistema, galinia, esant salygoms, reaguoti ir |
BDNF ir | NGF. Santykinai BDNF specifinéje sistemoje turéty buti tinklainés
ganglijiniy la(stejliq kultiiros, o taip pat neurony, kilusiy i§ nerviniy plakodZiy,
kultiros.

Perinatalines tinklainés lgsteles galima auginti pagal biidus, apraSytus
Johnson ir kt. (Johnson 1986, J. Neurosci. 6: 3031-3038). PavyzdZiui, tinklaines
gali buti paSalintos 1§ “perinatalinio gyviino ( Ziurkiy atveju terminas
,perinatalinis® Zymi perioda nuo 17-os embriono dienos ir toliau iki
postnataliniy jaunikliy 48 valandy amzZiaus), po to tinklain¢ praplaunama su PBS
ir inkubuojama PBS, turinCiame apie 0,05-0,1% tripsino, apie 15 minuciy prie
apytiksliai 37 °C. Po proteolitinio skaidymo, tinklainé¢ praplaunama F14 terpe,
turindia apie 10% tiris/tiris §iluma inaktyvuoto arklio serumo (F14-HS). Po to
tinklainés iSskaidomos $velniai ipilstant pipete nedideliame tliryje (apie 1-10 ml)
tik pagaminto F14-HS. NeiSsiskaidZiusiems audiniams leidZiama nusésti ir
pipetés pagalba iStraukiamos likusios Igstelés ir terp€, skirtos kulttrai.

I§ kitos pusés, BDNF bioeksperimentuose pagal iSradimg galima naudoti
lasteles kilusias i§ nerviniy plakodZiy. Embriony galviniy nervy eksplantantai,
pavyzdZiui, ventrolateralinés triSakinio mazgo dalies arba prieanginio, alk@ininio,
smilkininio ar mazginio mazgo, gali biiti auginami kolageno gelyje, padengtame
auginimo terpe, kaip aprasé Davies ir kt. (Davies, 1986, J. Neurosci 6 1897-
1904), arba iSskaidyti pagal Barde (Barde, Proc. Natl. Acad. Sci. 1980, 77:1199-
1203).

Kadangi buvo nustatyta, jog reakcija | BDNF gali biti deSimt karty
sustiprinta pakeiéiant poliornitino auginimo substratg i laminino-poliornitino
substratg (Barde ir kt., 1987, Prog. Brain Res. 71:185-189), eksperimentus su
BDNF geriau vykdyti naudojant laminino turinéius substratus. Auginimui
pavir$iai gali buiti paruoSiami, pavyzdZiui, (I) 8-10 -iai valandy padengiant juos
steriliu poliornitino tirpalu; (II) praplaunant keletg karty steriliu vandeniu; (II)
apytiksliai dviem valandoms padengiant paviriy PBS tirpalu, turinciu apytiksliai

25 pg/ml laminino (Johnson ir kt., 1986, J. Neurosci 6: 3031-3038).
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Bet kurioje biotyrimy sistemoje pagal iSradimg, Zinomais Sioje srityje
metodais, galima nustatyti priklausomybés kreive nuo BDNF dozés. Naudojant
iSskaidytus visdiuko sensorinius mazgus, buvo aptikta pus¢ nuo maksimalaus
iSgyvenimo prie apytiksliai 5 ng/ml valyto BDNF koncentracijos, o maksimalus
i§gyvenimas - tarp 10 ir 20 ng/ml valyto BDNF (Barde ir kt., 1987, Prog. Brain
Res. 71:185-189).

5.3. Smegenu neurotrofinio faktoriaus baltymo mikrosekvenavimas

BDNF baltymo, gauto i§ smegeny, seka gali biiti nustatyta jprastais
metodais, bet reikia pabréZti, jog dél jo ypatingo retumo Zymi dalis BDNF
baltymo sekos negali buti nustatyta patikimai. Galima nustatinéti §io baltymas
seka tiesiogiai arba pradZioje suskaldyti panaudojant proteazes arba Kitus

Zinomus $ioje srityje junginius, jskaitant, bet neapsiribojant, Staphylococcus

aureus V8, tripsing ir cianogenbromida. Peptidy sekas galima nustatyti
panaudojant automatizuotg Edmano degradacija, pasinaudojant
mikrosekvenseriumi su dujine faze, pagal Hewick ir kt. (1981, J.Biol. Chem.
256:7990-7997) ir Hunkapillar ir kt. (1983, Methods Enzymol. 91: 227-236) bida.
Feniltiogidantionin-aminoriigiéiy aptikimas, po to, gali biiti atlickamas pagal
Lottspeich (1985, Chromatography  326: 321-327). Galima  aptikti
persidengiandius seky fragmentus ir véliau juos panaudoti ilgesniy fragmenty

gretimoje sekoje iSskyrimui.

5.4. DNR, koduojanciy smegeny neurotrofinj faktoriu, klonavimas

BDNF retumas stipriai trukdo panaudoti standartinius metodus BDNF
geny klonavime. PavyzdZiui, jei turima baltymo seka panaudota generavimui
komplementaraus Zymétojo oligonukleotidinio zondo, o Sis zondas panaudotas
kDNR, gauty i3 audiniykurie, kaip numanoma, sintezuoja BDNF, biblioteky
skryningui, tai teigiamy klony kiekis, greiciausiai, bus nejtikétinai maZas. Sis
isradimas leidZia klonuoti BDNF gena, panaudojant metodiky derinj, apjungiant}
tinkamg BDNF baltymo kickio iSgryninima, BDNF baltymo mikrosekvenavima,
oligonukleotidinio zondo gavimag, kDNR bibliotekos sukiirima, amplifikacija,
pagrista gautgja BDNF aminoriigitiy seka ir, pagaliau, BDNF geno selekcija. Sis

budas pagal iSradima geresniame variante, numato gauty i$ audiniy nukleino



28

LT 4011 B

riigsciy seky amplifikacijg, panaudojant grandining polimerazés reakcija (PCR)
(Saiki ir kt., 1985, Science 230: 1350-1354), tam kad padidinti BDNF sekuy, skirty
klonavimui, kieki. Zemiau pateiktas smulkus $io biido apraSymas.

Visy pirma, iSvalyto BDNF baltymo aminoriigiciy seka panaudojama
dedukcijai oligonukleotidiniy praimeriy, vartojamy PCR reakcijose. Del
genetinio kodo iSsigimimo, keletas nukleotidiniy triplety gali Zyméti vieng ir tg
pacia aminorugst], todél reikia sintezuoti keleta oligonukleotidy duotai
aminorugsciy sekai, kad gauti visg aibe potencialiy nukleotidiniy seky; gautieji
oligonukleotidai minimi kaip i$sigime¢ praimeriai.

Grandininei polimerazés reakcijai biitinas tiek praimeris su prasminiu sitlu
tieck ir antiprasminis praimeris. Atitinkamai, aminorigs¢iy secka gali bati
panaudota kaip praimeris vienam DNR siiilui, o antras praimeris, homologinis
paprastai aptinkamai DNR sekai, tokiai kaip atkarpa timidininiy lickany,
gaunamy revers-transkripcijos pagalba i§ poliadenozininiy mRNR uodegy, gali
biti naudojami kaip praimeriai antro DNR sialo. Sie praimeriai véliau
panaudojami polimerazes grandinin€je reakcijoje su nukleino riigééiy matrica,
kuri, kaip sp¢jama, turi BDNF koduojancias sekas, tokia kaip genominé DNR
arba, geriau, kKDNR, gauta i§ mRNR, surinkty i§ audiniy, kurie, kaip numanoma,
sintezuoja BDNF. DNR reakcijos produktai po to analizuojami elektroforeze,
kad nustatyti ar DNR reakcijos produkto molekulinis dydis sutampa su laukiamu
BDNTF geno dydZiu ir, geriau, nukleotidy seka.

Taciau, del dviejy iSsigimusiy praimeriy panaudojimo grandininéje
polimerazes reakcijoje, padidinancioje amplifikacijos tikimyb¢ toms nukleino
rigsciy sekoms, kurios nekoduoja BDNF, labiau priimtinas blido variantas
numato tik vieno iSsigimusio praimerio panaudojimg, o kitas praimeris tiksliai
atitinka BDNF seka. Kad identifikuoti tikslia BDNF seka, aminortigiciy seka,
gauta panaudojant i$valyta BDNF baltyma, panaudojama abiejy iSsigimusiy
praimeriy, tiek prasminio tiek ir antiprasminio, konstravimui. DNR reakcijos
produktas, gautas panaudojant tuos praimerius PCR reakcijoje, naudojandioje
nukleino rugstj kaip matrica, koduojan¢ig BDNF, yra nukleino ragsties

fragmentas, koduojantis aminorig§Ciy fragmenta, naudojamag praimeriy
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suk@irimui, ir jis gali biiti numatomo ilgio (t.y. kaip minimum, baziy pory, pagal
ilgi, kiekis, kuris apskai¢iuojamas dauginant aminorigiciy lickany kiekj i§ trijy).
Nustadius DNR reakcijos produkto seka, ja galima palyginti su patvirtinta
aminoriigiciy seka, kad dar karta sitikinti jog amplifikuota nukleino rugsciy seka
gali i§ tikryjy koduoti BDNF peptidinj fragmenta. Nors galima panaudoti bet
kurj nukleino riigsties sckos nustatymo biida, Zinomg Sioje srityje, tinkamiausias
dezoksinukleotidinés grandies nutraukimo budas (Sanger ir kt., 1979, Proc. Natl.
Acad. Sci. JAV, 72: 3918-3921). Sekos nustatymas gali biiti atliktas panaudojant
iSvalyta geliu arba geriau klonuotg DNR reakcijos produkty. Gautoji DNR
reakcijos produkto seka gali biiti panaudota oligonukleotidinio praimerio,
atitinkancio tikslig sekg, koduojanc¢ia BDNF, sukiirimui. Sis praimeris gali biiti
panaudotas su antru praimeriu, kuris gali biiti issigimgs, tam kad padidinti
BDNF seky kiekj, lyginant su pradzioje pateiktu tikslios sekos fragmenty kiekiu.
PavyzdZiui, bet nenorint apsiriboti, prasminis praimeris gali atitikti tikslig
nukleotiding BDNF seka, o anti-prasminis praimeris gali bati iSsigimusiu
praimeriu, homologiniu sekos sridiai, kuri yra Zemiau fragmento su nustatyta
nukleotidy seka, pvz., mRNR poliadenozininé dalis, kaip atvirksciai nuskaityta i3
kDNR. Po to, gali reikéti panaudoti panasy biidg kad atstatyti scka auk3Ciau uz
fragmenta, su nustatyta nukleotidy seka; pvz., antiprasminis praimeris atitinka
tikslia BDNF seka, o prasminis praimeris yra iSsigimes praimeris, homologinis
BDNF sekos sriciai, esanciai auk$¢iau uz fragmenta, su nustatyta nukleotidy
scka, pvz., 5' poliadenozino galas gali buti prijungtas prie 5' kDNR galo,
panaudojant terminaling dezoksinukleotidtransferaze. Atitinkamai, viso BDNF
geno arba mDNR seka gali biiti gaunama panaudojant panasig sintezg.

DNR reakcijos produktai gali biiti klonuojami, panaudojant bet kurj 18
Zinomy $ioje srityje bidg. Galima panaudoti didelj kiekj Zinomy vektorius-
Seimininkas sistemy. Tarp galimy vektoriy,pavyzdziui,bet nenorint apsiriboti, yra
kosmidés, plazmidés arba modifikuoti virusai, ir vektorin€ sistema turi buti
suderinama su lgstele-Seimininku. Tokiais vektoriais yra, pavyzdZiui, bet ne
apsiribojant, bakteriofagai, tokie kaip i$vesti i§ liamdos, arba plazmides, tokios

kaip pBR 322, pUC arba Bluescript (Stratagenas) - plazmidiniai dariniai.
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Rekombinuotos molekulés j Iastele-Seimininkg gali biti jvedamos panaudojant
transformacijg, transfekcija, infekcija, elektroporacijg ir t.t.

BDNF génas istatomas | klonuojantj vektoriy, kuris panaudojamas
transformuojant, transfekuojant arba infekuojant atitinkama lgstele-Seimininka,
kad susigeneruoty daugybé geno seky kopijy. Tai galima pasiekti atlickant DNR
fragmento prijungimg prie klonuojanéio vektoriaus, kuris turi komplementarius
lipnius galus. Taciau, jeigli komplementariis restrikcijos saitai, naudojami DNR
fragmentavimui, neegzistuoja klonuojandiame vektoriuje, tai DNR molekulés
galai gali buti fermentiskai modifikuoti. Gali pasirodyti naudinga jstatyti
endonukleazinio skaldymo restrikcijos saitus ir oligonukleotidiniy praimeriy,
naudojamy grandininéje polimerazés reakcijoje, saitus, kad palengvinti jterpimg
1 vektoriy. I8 kitos pusés, bet kuris norimas saitas gali biiti gaunamas prijungiant
nukleotidines sekas (linkerius) pric DNR galy; tarp 3iy prijungty linkeriy gali
buti specifiniy chemiSkai sintezuoty oligonukleotidy, koduojandiy restrikciniy
endonukleaziy atpazinimo sekas. Kitame biido jkiinijime, suskaidytas vektorius ir
BDNF genas gali biiti modifikuoti, panaudojant homopolimerinj priauginima.

Konkrecinose  jkiinijimuose,  lastelés-Seimininko  transformavimas
rekombinuotomis DNR molekulémis, kurios jterpia iSskirta BDNF kDNR gena,
arba sintezuota RNR seka, leidZia gencruoti daugybe geno kopijy. Tuo biidu, §is
genas gali buti gaunamas dideliais kiekiais, auginant transformantus, i$skiriant
rekombinuotas DNR molekules i§ transformanty ir, jei bitina, atstatant jterpta
gena i§ i§skirtos rekombinantinés DNR.

Pagal labiau priimting i§radimo jkiinijima, kai jau klonas, kiles i§ kKDNR ir
koduojantis BDNF, sugeneruotas, jis gali biiti iSskirtas panaudojant standarting,
zinomg technologija. Pavyzdziui, Zymétas nukleino riigéciy zondas gali biti
gautas i BDNF klono ir panaudotas nukleino rigiciy hibridizacijos genominiy
DNR biblioteky skryningui, panaudojant, pvz.,Benton ir Davies biidg (1977,
Science, 196:180), kurj jic naudojo bakteriofagy bibliotekoms, ir Grunstein ir
Hognes biida (1975, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 72: 3861-3865), skirtg

plazmidziy bibliotekoms. Atstatyti klonai po to gali biiti analizuojami
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kartografuojant restrikcinius fragmentus ir nustatant nukleotidy sekg, naudojant

gerai Zinomus budus.

Toliau i§ kKDNR biblioteky galima identifikuoti papildomus kDNR klonus,

panaudojant sekas, gautas iSradime.

5.5. Smegenu neurotrofinio faktoriaus geno ekspresyvumas

Nukleotidiné seka, koduojanti BDNF baltymo ar jo dalj, gali biiti jstatoma |
tinkamg ekspresyvy vektoriy, t.y. vektoriy, turintj biitinus elementus jstatytos
baltyma koduojandios sekos transkripcijai ir transliacijai. Bitini transkripcijos ir
transliacijos signalai gali buti gaunami i§ gamtinio BDNF geno ir/arba i§ jo
flanginiy sriciy Daugybé vektorius-Seimininkas sistemy gali biti panaudota
baltymo koduojancios sekos ckspresijai. PavyzdZiui, tame tarpe, bet
neapsiribojant, sistemos su Zinduoliy lastelémis, infekuotomis virusy (pvz.,
karvés raupy virusu, adenovirusu ir t.t.); vabzdZiy lasteliy sistemos, infekuotos
virusy (pvz., bakulovirusu); mikroorganizmai, tokie kaip miel€s, turincios
mielinius vektorius, arba bakterijos, transformuotos bakteriofaginés DNR,
plazmidinés DNR ar kosmidinés DNR. Siy vektoriy ekspresyvumo elementai
skiriasi pagal savo jéga ir specifiSkuma. Priklausomai nuo vartojamos vektorius-
Seimininkas sistemos, galima panaudoti bet kurj i§ daugybés tinkamy
transkripciniy ir transliaciniy elementy.

Bet kuris i§ anksCiau apraSyty DNR fragmenty jterpimo | vektoriy budy,
gali buiti panaudotas konstravimui ekspresyviy vektoriy, turinCiy chimerinj gena,
sudarytg i$ atitinkamy signaly, valdanciy transkripcija (transliacijg), ir baltyma
koduojancios sekos. Tarp $iy bidy yra DNR in vitro rekombinacija ir sintezes
technologija, o taip pat in vivo rekombinacija (genetiné rekombinacija).

Nukleino rigsciy sekos, koduojancios BDNF baltyma ar peptidinj
fragmentg, ekspresija gali biti reguliuojama antra nukleino riigiciy seka, taip
kad BDNF baltymas ar peptidai ekspresuojami Seimininke, transformuotame
rekombinantinés DNR molekulés pagalba. Pavyzdziui, BDNF ekspresija gali
biiti valdoma bet kuriuo promotoriniv/entachanseriniu elementu, Zinomu Sioje
srityje. Tarp promotoriy, galin¢iy valdyti BDNF ekspresija, yra, pavyzdZiui, bet

neapsiribojant tik jais, ankstyvoji promotoriné¢ SV40 sritis (Bernast ir Chambon,
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1981, Nature 290:304-310), promotorius, turintis ilgajame 5' gale Raus sarkomos
viruso pakartojimg (Yamamoto ir kt, 1980, Cell 22:787-797), herpio
timidinkinazés promotorius (Wagner ir kt., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci JAV 78:
1440-1445), metalotionino geno reguliuojanti seka (Brinster ir kt., 1982, Nature
296: 39-42), prokariotiniai ekspresyvumo vektoriai, tokie kaip B-laktamazés
promotorius (Willa-Kamaroff ir kt., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 75: 3727-
3731) arba tac—promotoriﬁs (DeBaer ir kt., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV
80:21-25), Zr. taip pat | Scientific American straipsnj "Useful baltyms from
recombinant bacteria"(S.A. 1980, 242:74-94), augaliniai ekspresijos vektoriai,
tame tarpe nopalinsintetazés promotoriné sritis (Herrera -Estrella ir kt., Nature
303:209-213) arba Ziedinio kopiisto mozaikos ligos viruso RNR 35S promotorius
(Gardner ir kt., 1981, Nucl. Acids. Res. 9:2871) ir fotosintetinio enzimo
ribulozobifosfatkarboksilazés promotorius (Herrera - Estrella, 1984, Nature
310:115-120), promotoriniai elementai i§ mieliy arba kity gryby, tokie kaip Gal4
promotorius, ADC (alkoholdehidrogenaz¢) promotorius, PGK
(fosfoglicerinkinazé) promotorius, Sarminés fosfatazés promotorius, ir Zemiau
idvardintos  sritys, valdancios gyviiny transkripcija, turinios specifiSkuma
audiniams ir buvo naudojamos trasnsgeniniuose gyviinuose: elastazés -1 geno
valdanCioji sritis, aktyvi pankreatinése acinarinése lgstelése (Swift ir kt., 1984,
Cell, 38: 639-646; Ornitz ir kt., 1986, Cold Spring Harfor Symp. Qant. Biol.
50:399-409; MacDonald 1987, Hepatology, 7:425-515), insulino geno
kontroliuojanti sritis, aktyvi pankreatinése beta-lgstelése (Hanahan, 1985:
Nature 315: 115-122), imunoglobulino geno kontroliuojanti sritis, aktyvi
limfoidinése lastelése (Grosschedl ir kt., 1984, Cell, 38:647-658; Adams ir kt.,
1985, Nature 318:533-538; Alexander ir kt., 1987, Mol. Cell. Biol. 7: 1436-1444),
pelés pieno liaukos naviko viruso kontroliuojanti sritis, aktyvi séklidése,
kratin¢je, limfoidiniuose dariniuose ir iSmatose (Leder ir kt., 1986, Cell. 45:485-
495), albumino geno kontroliuojanti sritis, aktyvi kepenyse (Pinkert ir kt., 1987,
Genes and Devel,, 1: 268-276), alfa-fetobaltyminio geno kontroliuojanti sritis,
aktyvi kepenyse (Krumbauf ir kt., 1985, Mol. cell. Biol. 5: 1639-1648; Hammer ir

kt., 1987, Science 235: 53-58), alfa-I-antitripsino geno kontroliuojanti sritis,
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aktyvi kepenyse (Kelsey ir kt., 1987, Genes and Develop 1:161-171), beta-
globino geno kontroliuojanti sritis, aktyvi mielininése Igstelése (Morgan ir kt.,
1985, Nature 315: 338-340; Kallias ir kt., 1986, Cell. 46:89-94), pagrindinio
mielino baltymo kontroliuojanti sritis, aktyvi galvos smegeny oligodendrocituose
(Readhead ir kt., 1987, Cell, 48: 703-712), miozino lengvosios 2-grandies geno
kontroliuojanti sritis, aktyvi skeletiniuose raumenyse (Sani 1985, Nature 314:
283-286), ir gonadotropinib, i8laisvinancio hormong, geno kontroliuojanti sritis,
aktyvi hipotalamuse (Mason ir kt., 1986, Science 234: 1372-1378).

Ekspresuojancius vektorius, turinéius BDNF geno intarpus, galima
identifikuoti trimis pagrindiniais bidais: (a) DNR-DNR hibridizacija, (b)
nustatant yra ar néra markerinio geno funkcija ir (c) jstatyty seky ekspresija.
Pirmuoju atveju, svetimg gena, istatytg j ekspresuojantj vektoriy, galima aptikti
hibridizuojant DNR su DNR, panaudojant zondus, turin¢ius sekas, homologines
jstatytam  BDNF genui. Antruoju atveju, sistema rekombinantinis
vektorius/Seimininkas identifikuojama ir iSskiriama remiantis buvimu ar
nebuvimu tam tikros markerinio geno funkcijos (pvz., timidinkinazinis
aktyvumas, atsparumas antibiotikams, transformacinis fenotipas, susidarymas
okliuziniy kiiny bakulofaguose ir t.t.), apspresty svetimo geno jstatymu |
vektoriy. Pavyzdziui, jei BDNF genas istatomas | vektoriaus markerinio geno
sekg, tai rekombinantai, turintys BDNF intarpg, gali biiti identifikuoti nustatant
jog néra markerinio geno funkcijos. TreCiuoju atveju, rekombinantinius
ekspresuojancius vektorius galima identifikuoti eksperimentiSkai tiriant svetimo
geno produktg, kurj ekspresuoja rekombinantas. Tokie tyrimai gali biti paremti
BDNF geno produkto fizinémis ir funkcinémis savybémis bioeksperimentingje
sistemoje, kaip aprasyta auksciau 5.2. skyriuje.

Po to, kai konkreti rekombinantiné DNR molekul¢ identifikuota ir iSskirta,
jos dauginimui galima pasinaudoti keliais Zinomais metodais. Kai sukurta
tinkama Seimininko sistema ir augimo sglygos, tai ekspresuojantys vektoriai gali
buti padauginti ir gauti dideliais kiekiais. Kaip anksCiau paaiSkinta, galima
naudoti ekspresuojancius vektorius, pavyzdZiui, bet neapsiribojant, Siy tipy:

Zmogaus ir gyviuny virusai, tokie kaip karvés raupy virusas arba adenovirusas,
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vabzdziy virusai, tokie kaip bakulovirusai, mieliniai vektoriai, bakteriofaginiai
vektoriai (pvz., liamda) ir plazmidiniy bei kosmidiniy DNR vektoriai, ir tai toli
grazu ne viskas.

Be to galima parinkti tokj lasteliy-Seimininky kamiena, kad jis tam tikru
norimu budu moduliuoty jstatytos sekos ekspresija arba modifikuoty ir gaminty
geno produktg. Tam tikry promotoriy sukeliama ekspresija gali biiti
sustiprinama esant kai kuriems induktoriams; taip galima valdyti geny inZinerijos
pagalba gauto BDNF baltymo ekspresija. Be to, jvairiis Igsteliniai-Seimininkai
turi jiems budingus ir specifinius mechanizmus, kad atlikti transliacinj ir post-
transliacinj baltymy procesingg bei modifikacijas (pavyzdZiui, glikozilinimas,
skaldymas). Gali biiti parenkamos tinkamos lgsteliy linijos ar $eimininkiy
sistemos, kurios atlicka norimg ekspresuojamo svetimo baltymo modifikacij ir
procesingg. PavyzdZiui, kad pagaminti produktg neglikolizuoto baltymo pavidalu,
gali buti naudojama ekspresija bakterin¢je sistemoje. Ekspresija mielése duoda
gliukolizuoty produkts. Ekspresija Zinduoliy lastelése naudojama norint gauti
natyvy heterologinio BDNF baltymo glikolizavimg. Be to, jvairios
ckspresuojancios  vektorius/Seimininkas sistemos daro jtaka procesingo
reakcijoms, tokioms kaip proteolitinis skaldymas iki jvairaus lygio.

Konkreciam iSradimo jkiinijime, DNR, koduojanti prepro-BDNF, gali biiti
klonuojama plazmidéje pCMY, amplifikuojama ir toliau panaudojama COS
lasteliy transtekcijoje, naudojant kalcio fosfato metoda (Chen ir Okayama 1987,
Mol. Cell. Biol., 7:2745-2752); BDNF aktyvumas po to gali biiti surenkamas i3

Igsteliy auginimo terpés (Zr. pavyzdj 10 skyriuje, Zemiau).

5.3.1. Ekspresuoto produkto identifikacija ir valymas

Po rekombinanto, kuris ekspresuoja BDNF geng, identifikavimo, §io geno
produkta reikia iSanalizuoti. Tai atlickama eksperimentiskai, pasinaudojant
produkto fizikinémis ir funkcinémis savybémis.

Po identifikacijos BDNF baltymas gali bati iSskiriamas ir valomas
standartiniais blidais, tame tarpe chromatografija (jonine, afinine ir filtruojan&ios
kolon¢lés chromatografija), centrifugavimu, diferencialiniu tirpumu arba bet

kuriuo kitu standartiniu baltymy valymo bidu. Funkcinés savybés gali biti
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jvertintos panaudojant bet kurj i§ Zinomy, jautriy BDNF eksperimenty, tame
tarpe, pavyzdZiui, bet neapsiribojant vien tik jais, panaudojant viStos embriono
dorsalinés éakn'elés mazgus, perinatalinés Ziurkés tinklainés lastelés arba
neuronai, kile i§ nerviniy plakodziy.

Svarbu, kad biidai naudojami BDNF paruo$imui i§ galvos smegeny audinio,
produkuoja nepilnai aktyvy BDNF, dél esancio lickamojo SDS, kadangi Sie
budai paskutineje stadijoje naudoja geling elektroforeze su SDS (Barde ir
Thoenen ir kt., 1985, "Hormones and Cells Regulation”, t. 9, leidykla Diumon ir
kt,Elsvire Science publications, 383-390). Skirtingai nuo Zinomy bidy, Sis
iSradimas leidzia i$skirti BDNF, kuris gaminamas panaudojant rekombinantines
nukleino riig8¢iy molekules ir kuriame néra SDS, ir tod€l turi pilng aktyvuma.
PavyzdZiui, bet neapsiribojant, anti-BDNF antikiinai pagal iSradimg (tokie kaip
antikiinai, nukreipti prie§ kiaulés BDNF B5-33 aminortagsciy fragmenta, aprasyti
11 skyriuje Zemiau) gali biiti panaudojami rekombinantinio BDNF surinkimui
imunoprecipitacijos arba afinin€s chromatogratijos pagalba, ir, tuo biidu, gaminti
neturincias detergento ir pilno aktyvumo BDNF molekules.

Kitame iSradimo jkiinijime, prepro BDNF fermentiniu biidu paverciamas |
subrendus; BDNF, panaudojant, pavyzdZiui, endoproteinazg Arg-C (7r.,
pavyzdZiui, 17 skyriy Zemiau).

5.6. Smegenu neurotrofinio faktoriaus genai ir baltymai

Panaudojant auk$¢iau apraSytus budus (o taip pat Zr. 6 ir 9 skyriy
pavyzdZius, Zemiau) buvo nustatytos atitinkamy nukleino rigsciy sekos, o i$ jy
deduktyviai buvo gaunamos aminoriig§¢iy sekos. Buvo nustatyta kiaulés BDNF
kDNR seka, pavaizduota Fig.1 Buvo nustatyta Zmogaus genominés DNR BDNF
seka, pavaizduota Fig.5, kuriame taip pat pavaizduotos kiaulés, Ziurkés ir
vis¢iuko DNR sckos. Kiekviena i§ Siy seky arba jy funkciniai ekvivalentai gali
biiti panaudoti pagal iSradima.

Be to, iSradimas susijes su BDNF genais ir jy baltymais, iSskirtais i kiaulgs,
jaucio,arklio, pauksciy, kaciy ar Suny, o taip pat primaty ar kity gyviiny riisiy,
kuriose aptinkamas BDNF aktyvumas. ISradimas toliau skirtas BDNF nukleino

v

rugsciy subsekoms, turinciomis bent jau deSimt nukleotidy, be to Sios subsekos
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turi hibridizuojamas BDNF sekos dalis,kurios, pavyzdZiui, naudotos nukleino
rigsciy hibridizacijos eksperimentuose, southern ir northern-blotinge ir t.t.
ISradimas taip 'pat pateikia BDNF baltyma, ir jo fragmentus bei darinius,
atitinkanCius aminortigiciy sekas, pateiktas 1 ir Fig.5, arba jy funkcinius
ckvivalentus. ISradimas taip pat pateikia BDNF baltymy fragmentus bei darinius,
turinius antigeninj determinantg (ar determinantus), arba kurie yra aktyviis
funkciskai. Cia naudojarhas terminas ,funkcinis aktyvumas“ reiskia, jog
aptinkamas teigiamas aktyvumas, eksperimentuose, jautriuose Zinomoms BDNF
tunkcijoms, pavyzdziui. bandymuose su vistos embriono DRG.

PavyzdZiui, nukleino rigsties sckos, aprasytos 1 ir Fig.5, pakaitomis,
papildymais arba delecijomis gali biiti pakei¢iamos j funkciskai ekvivalencias
molekules. D¢l nukleotidiniy koduojanciy seky issigimimo, praktiskai, pagal
iSradimg naudojamos kitos DNR sekos, kurios i§ esmés koduoja tas pacias
aminoragsCiy sekas, pavaizduotas 1 ir Fig.5 Tame tarpe, bet neapsiribojant vien
jomis, nukleino rligiciy sekos, turindios visus ar dalj BDNF geny, pavaizduoty 1
ir Fig.5, ir kuriose pakeisti kai kurie kodonai, kurie koduoja funkciSkai
ckvivalencias aminoriigi¢iy lickanas Sios sekos viduje, t.y. sekos su tyliomis
mutacijomis. Analogiskai, BDNF baltymai arba jy fragmentai ir dariniai, pagal
iSradimg, tame tarpe tie i§ jy, kurie, pavyzdZiui, bet neapsiribojant tiktai jais,
savo pirminéje aminoriigiciy sekoje turi i§ esmés visa ar dalj aminoriigsciy sekos,
pavaizduotos 1 ir Fig.5,0 taip pat pakeistas sekas, kuriose viena aminortgsties
lickana pakeista funkcionaliai ekvivalendia aminoriigsties lickana, atitinkancia
tylia mutacijy. PavyzdZiui, viena ar daugiau aminoriigiciy gali biiti pakeistos
kitomis aminoriigdtimis panaSaus poliskumo, kurios veikia kaip funkciniai
ckvivalentai, i$Saukdamos tylias mutacijas. Viduje sekos aminoriigities pakaitalas
gali buti iSrinktas i$ kity nariy tos pacios klasés, kuriai priklauso keiCiamoji
aminorugstis. Pavyzdziui, nepolines (hidrofobines) aminoriigstis sudaro alaninas,
leucinas, izoleucinas, valinas, prolinas, fenilalaninas, triptofanas ir metioninas.
Neutralias polines aminoriigdtis sudaro glicinas, serinas, treoninas, cisteinas,
tirozinas, asparaginas ir gliutaminas. Teigiama kriivj turindias (bazines)

aminorlgstis sudaro argininas, lizinas, histidinas. Neigiama kravi turinias
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(rtigdcias) aminortigstis sudaro asparagino ir gliutamino riigstys. Isradimas taip
pat skirtas BDNF baltymams ar jy fragmentams ir dariniams, kurie transliacijos
metu ar po jos”buvo diferenciSkai modifikuoti, pavyzdziui, glikozilinimo arba
proteolitinio skaldymo metu, jjungiant j antikino molekulg arba kitg lasteling
liganda ir t.t.

Papildomai, galima sukelti Sio BDNF in vitro arba in vivo mutacijas,
transliacijos seky susidaryrhui ir/arba suardymui, iniciacijai ir/arba terminacijai,
arba sudarymui koduojanéiy sri¢iy variacijy ir/arba suformavimui naujy saity
restrikcinéms endonukleazéms, arba egzistuojanciy restrikciniy saity suardymui,
kad palengvinti tolimesnj modifikavimg in vitro. Gali buti panaudota bet kuri
specialistui Zinoma mutagenezés technologija, tame tarpe, pavyzdZiui, bet

neapsiribojant, nukreipta | saitg in vitro mutagenezé (Hutchinson ir kt., 1978, J.

Biol. Chem. 253:6551), panaudojimas TAB® linkeriy ("Farmacija") ir t.t.

3.7. Antikunu, nukreipty prie§ smegenu neurotrofinj faktoriu, generavimas

Pagal iSradimg BDNF baltymas arba jo fragmentai ir dariniai gali biti
panaudoti kaip mutagenai anti-BDNF antikiiny generavimui. Ankstesnieji
bandymai sukelti anti-BDNF imuninj atsakg nepasiseké, gal bit, dél to, kad buvo
mazi kickiai gryno BDNF. Dabar pakankamo BDNF kiekio gavimo problema
iSspresta, panaudojant BDNF  baltymy gamyboje rekombinanting baltymy
sintezeés technologijg (pagrista BDNF nukleino riigi¢iy sekomis pagal isradimg),
leidZiancig pagaminti santykinai didelj kiekj BDNF-.

Kad dar labiau padidinti imuninés reakcijos prie§ BDNF tikimybe, BDNF
aminortugsciy seka analizuojama, kad identifikuoti tas molekulés dalis, kurios
turi padidintg sugebéjima imunizuoti. PavyzdZiui, aminorigiciy sekoje
kompjuterio pagalba identifikuojami pavirSiaus epitopai, naudojant Hopp ir
Woods btidg (Hopp ir Woods, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 78:3824-3828),
kuris buvo sékmingai panaudotas antigeniniy peptidy identifikavimui
pavirSiniame hepatito antigene. I§ kitos pusés, galima lyginti iSvestas jvairiy
gyvany rusSiy BDNF  aminoriigdciy sekas ir identifikuoti  santykinai
nchomologines sritis; $ios sritys grei¢iausiai bus ir mutagenikos skirtingy risiy

gyviinuose.
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Monokloniniy antikiiny, nukreipty prieS BDNF, gaminimui galima
panaudoti bet kurig technologija, kuri gali generuoti antikiinus, panaudojant
Igsteliy linijas, stabilias kultiirose. Pavyzdziui, $is iSradimas apima: hibridomos
technologija, kurig sukaré Kohler ir Milstein (1975. Nature 256: 495-497),
triomos technologija- Zmogaus B-lasteliy hibridomos (Kozbar ir kt., 1983,
Immunology Today 4:72) ir EBN-hibridomos technologijg, skirtg Zmogaus
monokloniniy antikiiny gaWbai (Cole ir kt., 1985, "Monoclonal antibodies and
Cancer Therapy, leid. Alan P. Liss, Ink., 77-96) ir j jas panaSias.

Zmogaus monokloniniai antikiinai arba chimeriniai Zmogaus-pelés (arba
kity gyviny raSiy ) monokloniniai antikiinai tinka terapiniams taikymams.
Zmogaus monokloninius antikiinus galima gauti bet kuria i§ daugelio specialistui
Zinomy technologijy (pvz., Teng ir kt., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 80:7308-
7312; Kazbor ir kt., 1983, Immunology today 4:72-79; Olsson ir kt., 1982, Meth.
Enzymol 92:3-16).Chimerinés antikiny molekulés gali turéti antigeng risantj
domena, gautg i§ pelés, ir pastovias sritis gautas i§ Zmogaus (Morrison ir kt.,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 81:6851; Takeda ir kt., 1985, Nature 314:452).

Polikloninius antikiinus prie§ BDNF epitopus galima gaminti panaudojant
jvairius specialistui Zinomus budus. Antiking gamybai, jvairls gyvinai-
Seimininkai, tame tarpe, pavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti, tokios rusys
kaip triusiai, pelés, Ziurkés ir t.t.,imunizuojami, jvedant BDNF baltymus arba jo
fragmentus ar darinius. Kad sustiprinti imunologing reakcija, priklausancig nuo
$eimininko tipo, gali bati panaudoti jvairiis adjuvantai, tame tarpe, pavyzdZiui,
bet neturint tikslo apsiriboti, pilnas arba nepilnas Freund adjuvantas,
mineraliniai geliai, tokie kaip aliuminio hidroksidas; pavirSiaus aktyvios
medziagos, tokios kaip izolecitinas, pliurono poliolai, polianijonai, peptidai,
aliejinés emulsijos, "Keyhale Limpet" izocianinas, dinitrofenolis ir potencialiai

naudingi Zmogaus adjuvantai, tokie kaip BCG (Bacille Calmette-Guerin) ir

Corynebakterium parvum.

Antikiino molekulinis klonas prie§ BDNF epitopa gali buti pagamintas

naudojant Zinomus budus. Nukleino riigiciy sekos, koduojancios monokloninio
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antikino molekule arba jos antigeno suriSancig sritj, konstravimui galima
pasinaudoti rekombinantinés DNR metodologija.

Antikino molekulés gali biiti gryninamos panaudojant Zinomus metodus,
pavyzdZiui, imunoabsorbcing arba imunoafining chromatogratija, taip pat tokius
chromatografinius metodus, kaip HPLC (didelio efektyvumo skyscio
chromatografija) arba jy derinius. Antikiiny fragmentai, turintys molekules
idiotipa, generuojami pagal Zinomas technologijas. Pavyzdziui, bet neturint tikslo
apsiriboti, tokiais fragmentais yra F(ab')y fragmentas, kuris gaunamas antikiino
molekulg virSkinant pepsinu, Fab' fragmentai, kuriuos galima gauti redukuojant
disulfidinius tiltelius F(ab')y fragmento, o taip pat 2Fab ir Fab fragmentai,
gaunami apdorojant antikiino molekul¢ papainu ir redukuojanciu reagentu.

Vienuolikto skyriaus pavyzdys apraSo polikloninio antiserumo gaminima,

nukreiptg prie§ BDNF baltymo B5-33 peptidinj fragmenta.

5.8. Papildomy geny Seimos nariu identifikacija

BDNF koduojancio geno sekos analize ir iSvedimas i§ jos BDNF
aminortig§ciy sekos leido aptikti, kad Sis baltymas turi daug struktiriniy
sutapimy su NGF (Fig.2). Pirminé subrendusio BDNF seka kaip ir bendra
struktiira bei galimas procesingo rezimas i§ baltymo-pirmtako liudija, kad NGF
ir BDNF genai gali biiti gaunami i§ bendro motininio geno i§ subrendusiy
polipeptidy srities, jeigu | NGF seka jvesti trys trikiai sutapimo optimizacijai. I§
viso 51 identiSka aminorugstis yra bendros anksciau Zinomiems NGF i8 daugelio
gyviiny riisiy ir kiaulés bei Zmogaus BDNF. Sie sutapimai apima visas eSias
cisteino lickanas, kas leidZia manyti, jog NGF baltymai ir BDNF turi labai
panadia antring¢ struktlirg. Be to, galima aptikti keturis segmentus i§ SeSiy ir
daugiau aminortgséiy, kuriuose visy anksfiau minéty gyviny rasiy NGF
baltymai ir kiaules BDNF sutampa arbaba skiriasi ne daugiau kaip vienu
konservatyviu aminor@igties pakeitimu. Tuo biidu, galima buty manyti jog NGF
ir BDNF, greiciausiai, yra vienos geny $§eimos labai giminingi narbaiai.

Racionali Sios BDNF/NGF geny Seimos papildomy nariy paieSka gali buti
vykdoma pasinaudojant egzistavimu, netikéty konservatyviy fragmenty, turinciy

stiprig homologija tarp BDNF ir NGF, pavyzdziui papildomi BDNF geny Seimos
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nariai identifikuojami iSrenkant i§ nukleino riigiCiy seky aibés tas sekas, kurios
homologiskos tick BDNF tiek ir NGF. Toliau i$ jy nustatomos tos, kurios, be to,
turi nukleino riigiciy sekas nehomologiskas NGF ir BDNF. Terminas
"nchomologiskas” ¢ia naudojamas pazymeti sriciai, kuri turi bent jau apie SeSis
gretimus nukleotidus ir kurioje bent du nukleotidai skiriasi nuo NGF ir BDNF-.
Labiau priimtinas iSradimo jkiinijimas numato tokj biidg. Sutinkamai su
kickvienu i§ keturiy koriscrvatyviq segmenty, aprasSyty auksiau, gali buti
sintezuota grupe iSsigimusiy oligonukleotidy, kuri apima visas galimas
koduojancias sekas aminoriigstims, aptinkamoms tick BDNF tiek NGF per 3eSis
gretimus kodonus. Sunumeravus juos subrendusiy polipeptidy amino galo
atzvilgiu (taip kad His 134 prepro BDNF atitikty His I brandZiame baltyme), Sie
keturi konservatyviis segmentai ("boksai") gali biiti apibiidinami $iuo biidu
(numeracija Zmogaus subrendusio baltymo atZvilgiu, DNR secka atvaizduota

Fig.1).

III lentelé
DNR sekos
1 boksas NGF Gly10-Ser19
EDNF Gly8-Ser17 587-616
2 boksas NGF Lys50-Cys58
BDNF Lys50-Cys58 715-739
3 boksas NGF Gly67-Asp72
BDNF Gly67-Asp72 764-781
4 boksas NGF Trp99-Cys110
BDNF Trp100-Cys111 863-898

Sintetiniai oligonukleotidai, gauti i§ boksy seky pory, parodyty 3 lenteléje,
gali buti panaudoti kaip praimeriai tam, kad panaudojant PCR reakcija
amplifikuoti sekas i§ potencialiai dominancio $altinio (RNR arba DRN). Tai gali
buti mRNR arba kDNR arba genominé DNR i§ bet kurio eukarioto, kuris gali
ckspresuoti baltyma, artimg BDNF arba NGF. Atlikus tik SeSias PCR reakcijas

(butent: 1 bokso praimeris su 2 bokso praimeriu; 1 boksg su 3 boksu; 1 boksg su
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4 boksu; 2 boksa su 3 boksu; 2 boksa su 4 boksu; 3 boksa su 4 boksu) galima
aptikti gena arba geninj produkta, turintj kartu su NGF ir BDNF bet kuriuos du
1§ keturiy nurddytq segmenty su konservatyviomis sekomis. Jeigu norima
sintezuoti kiekvienam boksui kelis skirtingus iSsigimusius praimerius tai vis dar
galima atlikti pilng perrinkimg su palyginti nedideliu kiekiu PCR reakcijy. Taip
pat galima keisti hibridizacijos salygy grieZtuma, naudojamy praimiruojant PCR
reakcijas, norint pasiekti didesni ar maZesnj panaSumo laipsnj tarp neZinomo
geno ir NGF arba BDNF. Jeigu anks¢iau nezinomo BDNF/NGF geny $eimos
nario segmentas s¢kmingai amplifikavosi, §j segmentg galima klonuoti ir
nustatyti jo pirming sekg, bei panaudoti kaip zondg pilnos kDNR arba
genominio klono isskyrimui. Tai, savo ruoZtu, leis nustatyti pilng neZinomo geno
nukleotiding seka, iSanalizuoti jo ekspresijg ir pagaminti jo baltyminj produktg
funkcinei analizei.

Aprasytas auksCiau metodas buvo panaudotas naujo geno, giminingo
BDNF ir NGF, identifikavimui, apra§ytam 13 skyriaus pavyzdyje, Zemiau.
Papildomai 3is iSradimas leidZia panaudoti BDNF/NGF seky homologija naujy
rckombinantiniy molekuliy kiirimui, kurios yra BDNF/NGF geny Scimos
narémis, bet nesutinkamas gamtoje. PavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti,
pagal i§radimg rekombinantiné molekulé gali buti sukonstruota jungiant tiek
NGF tiek ir BDNF geny dalis. Tokia molekulé galéty turéti tick BDNF tiek ir
NGF savybes ir rodyti naujg biologinj aktyvuma, tame tarpe, tiek agonisty tick ir
antagonisty. Pirminé NGF ir BDNF seka taip pat gali buti panaudota molekuliy
tretinés struktiiros nuspéjimui kompjuterinio modeliavimo pagalba (Hoor ir
Woods 1981, Proc. Matl. Acad. Sci, JSV, 78:3824-3828); BDNF/NGF chimeriniai
rckombinantiniai genai gali bditi kuriami jvertinant koreliacijg tarp tretinés
struktiiros ir biologinés funkcijos. Analogiskai, tokiu biidu gali buti sukonstruoti
chimeriniai genai, turintys bet kurio vieno ar keliy nariy dalis i§ BDNF/NGF

geny §eimos, tame tarpe naujo nario, aprasyto 13 skyriuje.

5.9. ISradimo panaudojimas

Sis iSradimas skirtas BDNF nukleino riigiéiy sekai ir pagrinde Svariam

baltymui, peptidiniams fragmentams arba dariniams gautiems i3 jo. Dabar, pirma
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karta BDNF gali biiti gaunamas kiekiais, pakankamais diagnostiniams ir
terapiniams taikymams. PanaSiai, pirma kartg diagnostikoje ir terapijoje galima
naudoti antik@inus prie§ BDNF, gautus i§radimo déka, o taip pat nukleino rugsciy
zondus. Daugumoje atvejy, diagnostiniams ir terapiniams tikslams, labiau
priimtina naudoti BDNF genus arba geninius produktus i§ vieny ir ty paciy rasiy,
nors tam tikrose o isradimo jkiinijimuose gali pasirodyti naudinga taikyti

tarprasinj BDNF.

5.9.1. Diagnostiniai taikymai

Sis iSradimas, skirtas nukleino riigdtims, koduojanc¢ioms BDNF, ir
baltymams bei peptidiniams fragmentams arba dariniams, gautiems i§ jo, o taip
pat antikiinams, nukreiptiems pries BDNF baltyma, peptidus arba darnius, kurie
gali biti panaudoti nervy sistemos ligy ir sutrikimy, susijusiy -su BDNF
ekspresijos paterno pakitimais, diagnostikoje.

Jvairiuose i§radimo jktnijimuose BDNF genai ir susijusios su jais nukleino
rigitiy sekos ir subsekos, tame tarpe komplementarios sekos gali biiti
naudojamos diagnostinés hibridizacijos tyrimuose. BDNF nukleino riigsciy sekos
ir jy subsekos, turindios apie penkiolika nukleotidy gali buti naudojamos kaip
hibridinimo zondai. Hibridizacijos eksperimentai gali biti naudojami sutrikimy
ir ligy, susijusiy su BDNF ekspresijos pakitimais, tame tarpe, atvejais kai
paZeidZiami sensoriniai neuronai ir tinklainés neurony degeneracija, aptikimui,
prognozei, diagnozei arba biisenos monitoringui. Tarp tokiy ligy ir atvejy yra,
pavyzdziui, bet neturint tikslo apsiriboti, centrinés nervy sistemos traumos,
infarktai, infekcijos, degeneraciniai nerviniai susirgimai, piktybinés ligos ir
pooperaciniai pakitimai, tame tarpe, pavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti,
Alchaimerio, Parkinsono ligos, Hantinktono liga ir degeneracings tinklain€s
ligos. PavyzdZiui, paimto paciento audinio pavyzdZio bendra RNR gali bti istirta
ietkant BDNF mRNR, o BDNF mRNR kiekio sumaZejimas rodo neurono
degeneracija. Santykinai auksti BDNF mRNR lygiai aptikti neuroblastominio
naviko lastelése (7r. Zemiau 14 skyriy); atitinkamai, konkreciame i§radimo
jkiinijime, aptikimas padidinty mRNR kickiy naudojant BDNF nukleino riigsciy

zondus gali biiti panaudotas neuroblastominiy naviky diagnostikoje. Kadangi
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daugumoje audiniy sintezuojami labai mazi BDNF kiekiai, tai BDNF mRNR yra
ypa¢ naudingi naviky markeriai.

Alternatyviuose isradimo jkiinijimuose, antikiinai, nukreipti prie§ BDNF
baltyma, peptidinius fragmentus arba darinius, naudojami nervy sistemos ligy ir
sutrikimy diagnostikoje, tame tarpe sensoriniy sutrikimy ir tinklainés
degeneraciniy ligy, kaip ir sutrikimy bei ligy, i$vardinty auksciau. Antikunai
pagal iSradimg gali biiti naudojami, pavyzdziui, in_ situ hibridizacijos
technologijoje, panaudojant audiniy pavyzdZius, gautus iS pacienty, jei toks
jvertinimas reikalingas. Kitame pavyzdyje, antikiinai pagal iSradimg gali buti
panaudojami ELISA procedirose, skirtose BDNF kiekiui, esanciam audiniy ir
skys&iy pavyzdziuose, aptikimui ir/arba iSmatavimui; analogiSkai antikiinai pagal
isradima gali biti naudojami vestern-blotingo analiz€je, skirtoje BDNF kiekiui,
esandiam audiniy ir skyséiy pavyzdZiuose, aptikimui ir/arba iSmatavimui.
Antiklinai pagal i§radima, kurie jungiasi su BDNF ELISA ir Vestern-blotingo
procediirose, aprasyti Zemiau 11 skyriuje.

Kituose iSradimo jkinijimuose, BDNF baltymas, peptidiniai fragmentai
arba dariniai gali bhti naudojami nervy sistemos sutrikimy diagnostikai.
Konkrediam jkiinijime, pavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti, Zymétas BDNF
baltymas arba Zyméti peptidiniai fragmentai gali biti naudojami aptikimui
audiniy ir lgsteliy, kurios ekspresuoja BDNF receptorius, tam kad identifikuoti
BDNF receptoriaus ekspresijos aberacijas ir, atitinkamai, potencialius audiniy ir

lasteliy reakeijy | BDNF nukrypimus nuo normos.

5.9.2. Terapiniai taikymai

Sis iSradimas, kuris skirtas nukleino riigstims, koduojanioms BDNF, ir jo
baltymams bei peptidiniams fragmentams arba dariniams, o taip pat antikiinams,
nukreiptiems pries BDNF baltyma, peptidus arba darinius, gali btti panaudotas
gydymui nervy sistemos ligy ir sutrikimy, susijusiy su BDNF ekspresijos paterno
pakitimais arba kurios kyla dél BDNF ar antikiiny pries ji veiklos.

Jvairiose i§radimo jk@inijimuose, BDNF baltymas bei peptidiniai fragmentai
ar jo dariniai jvedami pacientams, kuriy nervy sistema paZeista traumos,

chirurgiSkai, iSemijos, infekcijos, medZiagy apykaitos sutrikimy, maisto trikumo,
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piktybinémis ligomis ir toksinémis medziagomis. Bitent, iSradimas gali bati
panaudotas paSalinimui salygy, kuriuose atsiranda sensoriniy neurony ir
tinklainés ganglijiniy lasteliy paZeidimai, jvedant terapiskai veikly BDNF
baltymo arba peptidiniy fragmenty ar dariniy kiekj. Jvairiose konkreciose
iSradimo jkiinijimuose, BDNF jvedamas vietiniu biidu netoli pazeisty sensoriniy
neurony, tame tarpe, pavyzdziui, bet neturint tikslo apsiriboti, greta dorsalinés
Saknelés mazgo neurony arba bet kurio i§ audiniy: alkiininio, smilkininio ir
mazginio mazgy; galviniy aStunto nervo vestibiulioakustinio komplekso,
ventrolateralinis polius triSakinio mazgo virSutinio ir apatinio Zando dalies;
viduriniy smegeny tridakio nervo branduolio. Gali biiti pageidautina, giminingus
BDNF peptidus ir BDNF baltymus jvesti panaudojant absorbcijg ant
membranos, pavyzdZiui, sielastinés membranos, kurig galima implantuoti netoli
pazeisto nervo. Sis iSradimas taip pat gali biti panaudotas pacienty atstatymo
pagreitinimui po diabetinés neuropatijos, pavyzdZiui, daugybinés neuropatijos.
Kituose idradimo jkiinijimuose, BDNF baltymus arba jo peptidinius fragmentus
ar darinius galima panaudoti gydymui jgimty stoviy ar neurodegeneraciniy
sutrikimy, tame tarpe, pavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti, Alchaimerio liga,
Parkinsono liga, Parkinsono-Plius sindromas (kuriuose Parkinsono simptomai
sukelti dopaminerginiy neurony degeneracijos), tokiy kaip progresyvinis
supranuklearinis paralyZius (Stil-Ri¢ardsono-OlSevskio sindromas), alyvos-tilto-
smegenéliy atrofijos, Shy-Drager sindromas-daugybiné sistemine atrofija ir
Guamano Parkinsonizmo silpnaprotiskumo kompleksas, o taip pat Hantingtono
choréja; atsikirai paémus iSradimas gali bati panaudotas gydymui jgimty arba
neurodegeneraciniy sutrikimy, suri§ty su sensoriniy nervy disfunkcijomis ir
tinklainés degeneracinéms ligoms. PavyzdZziui, BDNF baltymus arba jo
peptidinius fragmentus ar darinius pagal iSradimg galima panaudoti gydymui
paveldimos elastinés paraplegijos su tinklainés degeneracija (Kjelino ir
Bernardo-Solco sindromai), tinklainés pigmentozés, Stargardto ligos, Asero
sindromui (tinklainés pigmentozé su jgimtu kurtumu) ir Refsumo sindromui

(tinklainés pigmentozée su jgimtu kurtumu ir polineuropatija), ir tai tik dalis ligy.
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Gali buti, kad BDNF sintezés defektas ar reakcija j ji yra sindromy, pasizyminéiy
tinklainés degeneracija ir kitomis sensorinémis disfunkcijomis, prieZastis.

Konkrediuose  iSradimo ikinijimuose, BDNF baltymo arba peptidiniy
fragmenty ir jo dariniy jvedimas derinamas su chirurginiu audinio implantavimu,
gydant Alchaimerio ir/arba Parkinsono liga. Kaip aptariama 12 ir 18 skyriuose,
BDNF priklausomai nuo dozés (Fig. 34.) galima panaudoti dopaminerginiy
juodosios medZiagos neurbnq i3gyvenimo pagerinimui, tuo paciu panaudojant
BDNF CNS dopaminerginiy neurony ligy, tame tarpe, pavyzdZiui, bet neturint
tikslo apsiriboti, Parkinsono ligos (ypa¢ po, Zemiau, 21 skyriuje pateikty
duomeny, rodanciy, kad BDNF galima panaudoti neurotoksiSkumo, sukelto
MPP toksino, kuris sukelia parkinsonizmo sindroma, pasalinimui), gydymui.
Papildomai, pastebéta, jog BDNF palaiko CNS cholinerginiy neurony
isgyvenimg (Zr. Zemiau j 12 ir 16 skyriy), ir tame tarpe neurony i§ bazaliniy
galiniy smegeny, kas rodo, jog BDNF gali biiti naudingas gydant sutrikimus,
susijusius su cholinerginiais neuronais, tame tarpe, pavyzdZiui, bet neturint tikslo
apsiriboti, Alchaimerio ligg. Parodyta, kad apie 35% pacienty su Parkinsono liga
turi Alchaimerio tipo silpnaprotiskuma; BDNF, gautas pagal iSradima, gali biti
naudingas kaip vienintel¢ terapiné priemoné tokio tipo ligy kompleksams.
Panasiai, BDNF, gautg pagal §j iSradima, galima panaudoti gydymui Alchaimerio
ligos, apjungtos su Dauno sindromu. BDNF, gautg pagal § iSradima, galima
panaudoti jvairiausiy silpnaprotysciy, o taip pat ir jgimty nesugebéjimy mokytis,
gydymui. Taip pat buvo aptikta, kad BDNF grei¢iausiai palaiko astroglijiniy
Iasteliy proliferacija, ir tuo paiu BDNF gali biiti taikomas CNS randy
formavimosi sumazinimui (pavyzdZiui, po chirurginio jsiki§imo, traumos ar
infarkto), o taip pat BDNF gali biiti taikomas gydant CNS navikus astroglijinés
kilmés. Dar viename i§radimo jkiinijime, BDNF gali biiti naudojama NGF
receptoriaus ekspresijai reguliuoti, ir todél ji gali bati naudinga jvesti pacientui
pries arba kartu su NGF, jei tai bitina gydymui.

Kaip pateikta Zemiau 15 skyriaus pavyzdyje, jvedant kainine riigstj galima
sustiprinti BDNF ekspresijg (ir Siek tick maZiau NGF ekspresijg) neuronuose,

tame tarpe amonio rago ir Zievés neuronuose. Pastebéta, kad (Zr. Zemiau 15
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skyriy) inhibuojant ne NMDA receptorius galima blokuoti Sia kaininés riigSties
sukelta BDNF ekspresija. Atitinkamai, ekspresija giminingy BDNF peptidy ir

padio BDNF pagal iSradimg gali biiti sukeliama in vitro ir in vivo, jvedant kaining

riigdtj arba jai giminingus junginius, arba karbachola, histaming ar bradikinina,
arba jiems giminingus junginius, kurie kaip nustatyta turi panasy poveiki in vitro
arba in vivo, arba panaudojant ne NMDA glutamatiniy receptoriy agonistus, ar
kitus vaistus, kurie sustiprina ar silpnina acetilcholino, histamino arba
bradikinino veikima. Jvedant kaining riigstj arba jai giminingas molekules arba
ne NMDA receptoriy agonistus taip pat galima isSaukti NGF ekspresijg.

Kituose i§radimo jkiinijimuose BDNF baltymas, jo fragmentai arba
dariniai, naudojami derinant su kitais citokinais, tam kad gauti norima
neurotrofinj efekta. PavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti, BDNF pagal
igradima naudojamas kartu su NGF arba griau¢iy raumeny ekstraktu, kad gauti
sensoriniy neurony sinerging augimo stimuliacija, ¢ia naudojama iSsireiSkimg
"sinerginis" reikia suprasti taip, kad kombinacijos i§ BDNF baltymo, jo peptidiniy
fragmenty bei dariniy su antru reagentu veikimas yra stipresnis uZ veikima to
padio kiekio 3iy medZiagy atskirai. Numatoma, jog BDNF gali funkcionuoti
sinergiskai su kitais peptidiniais faktoriais, kilusiais i$ CNS, kuriuos dar reikia
pilnai apibudinti, darydami jtaka j augima, vystymasi ir i§gyvenimg ivairiausiy
tipy neuroniniy populiacijy centrinéje nervy sistemoje.

Toliau numatoma, jog pasinaudojant pilna BDNF  molekulés
charakteristika, gali biiti sukurti nauji peptidiniai fragmentai, dariniai arba
BDNF mutantai, veikiantys kaip kai kuriy ar visy BDNF biologiniy funkcijy
antagonistai. Tokie BDNF antagonistai naudingi selektyviam sensoriniy neurony
gydymui, pavyzdziui, gydant chroninio skausmo sindromus.

Dar kituose §io isradimo jkiinijimuose, antikiinai, nukreipti prieS BDNF
baltyma arba jo fragmentus ar darinius, gali biiti jvedami pacientams,
sergantiems jvairiomis neurologinémis ligomis ar sutrikimais, ir kuriems bitinas
toks gydymas. Pavyzdziui, toks gydymas reikalingas pacientams, kenciantiems
nuo BDNF perprodukcijos. Antikiinai prie§ BDNF gali biiti panaudoti sensoriniy

neuroziy aberantiniy regeneracijy pasalinimui (pavyzdZiui, po operacijy) arba
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kaip buvo aptarta aukséiau, gydant chroni$ko skausmo sindromus. Kadangi
neuroblastominiame audinyje yra didZiulis kiekis BDNF mRNR tai gal bit
BDNF yra autokrininio naviko augimo faktorius neuroblastomy atveju;
atitinkamai, terapiniais tikslais gali biiti jvedami antik@inai prie§ BDNF, kad

sukelty naviko regresija, konkreciame idradimo jkiinijime.

5.10. Farmacinés kompozicijos

Veiklios kompozicijos pagal iSradima, kurios turi savyje pilng ar dalj BDNF
geninio produkto, tame tarpe baltyma, peptidinius fragmentus ar darinius, arba
antikinus (arba antikiiny fragmentus), nukreiptus prie§ BDNF baltymg arba jo
peptidinius fragmentus arba jo darinius, arba turi kombinacijg i§ BDNF su antru
reagentu, tokiu kaip NGF arba griau¢iy raumeny ekstraktas, gali biti jvedami
kartu su bet kuriuo biologiskai suderinamu farmaciniu nesikliu, tame tarpe,
pavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti, su fiziologiniu tirpalu, buferiniu
fiziologiniu tirpalu, dekstroze ir vandeniu.

BDNF  baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys gali turéti
aminorugsciy sckg arba jo subseka, i§ esmés sutampanéia su pavaizduota Fig. 1ir
5; gali pasirodyti, kad pranadiau naudoti BDNF baltyma, turintj konkrediai visa
ar dalj aminoriigdciy sekos nuo apytiksliai 134 aminoriigsties iki apytiksliai 252
aminoragsties, kaip parodyta Fig. 1, arba funkcigkiai ekvivalendia scka, jel ta
seka turi savyje funkcionaliaja BDNF molekulés dalj. BDNF gali bati gautas i$
seky, atitinkanc¢iy BDNF genus, i§ bet kuriy tinkamy gyviiny rasiy, tame tarpe,
pavyzdZiui, bet neturint tikslo apsiriboti, tokiy kaip Zmogus, kiaulé, Ziurke,
visciukas, karve, Suo, avis, ozka, katé. triusis ir t.t.

Koks BDNF baltymo, peptidinio fragmento, darinio ar antikiino kiekis
pasirodys efektyvus gydant konkrety sutrikimg ar biisena, priklausys nuo S$iy
metodais. Kada tai jmanoma, pageidautina pirma nustatyti dozes-reakcijos
priklausomybés kreive ir farmacing kompozicija pagal isradima in_vitro,
pavyzdZiui, BDNF bioeksperimentinése sistemose, aprasytose aukiciau, o po to
naudojant gyviino modelj, prie§ tikrinant kompozicijos poveikj Zmonéms.

Remiantis duomenimis, gautais in_vitro, konkrediame i¥radimo iklinijime,
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farmaciné kompozicija, efektyviai padedanti sensoriniy neurony iSgyvenimui,
gali sudaryti vieting BDNF baltymo koncentracija tarp mazdaug 5 ir 25 ng/ml ir
geriau tarp 10 ir 20 ng/ml. Papildomame konkreciame iSradimo jkinijime,
farmaciné kompozicija, efektyviai gerinanti dopaminerginiy arba cholinerginiy
neurony augimg ir isgyvenima, gali sudaryti vietine BDNF baltymo koncentracijg
tarp mazdaug 10 ir 100 ng/ml.

Tarp jvedimo biidy yra, pavyzdzZiui, bet neturint tikslo apsiriboti, injekcijos |
odg, raumenis, pilvo ertme, venas, po oda arba per burnos ir nosies ertme.
Papildomai, farmacing kompozicijg pagal isradima gali biiti pageidaujama jvesti |
centring nervy sistema bet kuriuo tinkamu biidu, tame tarpe naudojant
intraventrikuliarines arba intratekalines injekcijas; intraventrikuliarine injekcija
gali buti palengvinama jvedant i skrandj kateterj, pritvirtintg, pavyzdZiui, prie
rezervuaro, tokio kaip Ommaya rezervuaras.

Toliau, gali reikéti jvesti farmacing kompozicija pagal iSradimg lokaliai |
sritj, kurig reikia gydyti; tai galima padaryti, pavyzdZiui, bet neturint tikslo
apsiriboti, vietine infuzija chirurgines operacijos metu, injekuojant kateterio
pagalba arba implantuojant, be to, minétas implantantas gali biti poringas arba
neporingas arba i§ Zelatininés medZiagos, tame tarpe membranos, tokios kaip
sialastinés membranos arba pluostas.

Iradimo pagalba galima gauti farmacines kompozicijas su BDNF baltymu,
peptidiniais fragmentais arba dariniais, kurios jvedamos liposomy, mikrodaleliy
ar mikrokapsuliy pagalba. Jvairiuose iSradimo ikiinijimuose tokios kompozicijos
naudojamos tam, kad palaikyti pastovy BDNF ar jam giminingo produkto
i§laisvinimo greitj.

Numatoma, jog j zonas, kuriose reikia padidinti ar sumazinti BDNF
koncentracija, jmanoma jvesti lasteles, kurios gamina BDNF ir jam giminingas

medZiagas, BDNF antagonistus arba antiktnus pries BDNF-.
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6. Pavyzdys: kiaulés smegenu neurotrofinio faktoriaus molekulinis klonavimas

ir apibiidinimas

Kadangi BDNF labai retas audiniuose, tai BDNF geno klonavimui
negalima pritaikyti tradiciniy metody. Vietoje to, ribota kiekj baltymo seky
i$plecia naudodami amplifikuotos DNR technologija iuo budu:

(I) i§ kilogramy kiaulés galvos smegeny buvo iSgryninti mikrogramai
BDNF. |

(I) T3valytas BDNF analizuotas baltymy mikrosekvenavimo technologijos
pagalba ir buvo nustatyta aminoriigitiy seka fragmento i§ 36 aminoriigiciy
liekany.

(II) Pasinaudojant nustatyta aminoriigiéiy seka (II), sintezuojami

oligonukleotidai, kurie panaudojami kaip praimeriai polimerazés grandinin€je

reakcijoje, panaudojant kaip matrica kiaulés superior colliculus KDNR, tam kad
amplifikuoti DNR koduojancig atitinkama aminoriigi¢iy fragmenta.

(IV) Nustatoma DNR reakcijos produkto (III) seka, ir

(V) Sintezuojami atitinkami oligonukleotidiniai praimeriai ir panaudojami

polimerazés grandininéje reakcijoje su kiaulés superior colliculus kDNR, tam kad

sugeneruoti persiklojan¢ius DNR fragmentus, atitinkandius BDNF mRNR
auksCiau, o taip pat Zemiau seky, koduojanciy pradinj fragments i§ 36 seky. Tuo
budu, dviejuose persiklojanciuose fragmentuose buvo klonuojama visa sritis,
koduojanti kiaulés BDNF.

Smulkus kiekvieno i§ etapy apraSymas, o taip pat tolimesnis BDNF geno

apibudinimas pateikti Zemiau.

6.1. Medziagos ir metodai

6.1.1. BDNYF iSgryninimas is§ kiaulés smegenu

BDNF iSgryninimas i§ kiaulés galvos smegeny buvo atlickamas
panaudojant procediira, i§ esmés sutampandia su apraSyta pas Hafer ir Barde
(Hafer ir Barde 1988, Nature 331: 261-262).

Sesi kilogramai kiaulés galvos smegeny buvo homogenizuojami "Ultra-
Turrax" homogenizatoriuje, 0,2 M natrio fosfato buferyje prie pH 6, turinéiame 1

mM EDTR ir $vieZiai jpiltg fenilmetansulfonilfluoridg (1 mM) santykiu 1 kg
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smegeny dviems litrams buferio. Panaudojant 1 M HCI, supernatanto pH
sukoreguojamas iki 4 ir maiSoma 2 val. prie 4° C. Po 25 min. prie 20000 g
centrifugavimo sujungti supernatantai (1 M NaOH pagalba sukoreguoti iki pH
6), atitinkantys 3 kilogramams smegeny, maiSomi 2 val. su 1 litru i§ anksto
isbrinkusios karboksi-metil-celiulioze, ir 0,1 M natrio fosfato pagalba
stabilizuojama iki pH 6. Po dviejy praplovimy su bendrai paémus 20 litry 0,1 M
natrio fosfato prie pH 6, gautq koselg i8pylé | kolong ir iki ryto plaudavo tame
paliame buferyje, turindiame 0,13 M NaCl. Aktyvias frakcijas iSplove su
fosfatiniu buferiu, turincio 0,5 M NaCl, o po to dializavo 2x5 1 5 mM Kkalio fosfate
prie pH 6,8. Dializuotos frakcijos, gautos apdorojant 2x3 kg pradinés medZiagos,
patalpinamos | hidroksiapatitinés kolonos 130 ml sluoksnj, kuris i§ anksto
stabilizuojamas 5 mM kalio fosfatu prie pH 6,8. Po to kolong iSplaudingjo
tiesiniame kalio fosfato gradiente nuo 500 ml 5 mM iki 500 ml 700 mM prie pH
6,8, be to BDNF aktyvumas buvo iSplaunamas prie 500 mM kalio fostato
koncentracijos (Zr., Barde ir kt., 1982, EMBO, 1:549-559). Pridedant 1 M kalio
fosfato, gautos aktyvios frakcijos privedamos iki 700 mM kalio fosfato
koncentracijos ir patalpinamos | 5 ml fenil-sefarozing kolona, stabilizuoty 700
mM kalio fosfatu prie pH 6,8. Po praplovimo 40 ml to paties buferio, BDNF
aktyvumas iSplaunamas 0,1 M kalio fosfatu pric pH 6,8, dializuojamas
distiliuotame vandenyje ir liofilizuojamas. Liofilizuota medZiaga, prie$ SDS gelio
elektroforeze, perkeliama | buferj, turintj 0,1% SDS, bet be merkaptoetanolio,
kaip apras¢ Barde ir kt. (1982,EMBO, 1: 549-553), o po to perkeliama j SDS
gelj, turintj akrilamido, su tiesiniu (o ne eksponentiniu) gradientu nuo 10 iki 45
%. Po elektroforetinio atskyrimo pabaigos, gelis trumpai daZzomas (10 min.) su
"Koomassi blue", blukinamas 20 min., o juosta, migruojanti citochromo "¢" lygyje,
i$pjaunama ir i$plaunama i§ gelio, SDS $alinamas kaip apra$e Barde ir kt. (1982,
EMBO, 1:549-553). ISgryninimo procedira, po kurios galiausiai sekdavo sekos
nustatymas, buvo modifikuota pagal Hofer ir Barde (1988, Nature 331:261-262)

ir jos paskutinéje stadijoje nenaudojama gelin€ elektroforeze.
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6.1.2. Baltymo sekos nustatymas

BDNF scka nustatinéjama tiesiogiai (55 pmol, kaip apibréZiama
aminoriig8Ciy analizéje su pradine iSeiga 40 pmol amininio galo histidinui), arba
skaldoma 8iuo badu: 5-10 ug BDNF (i§ penkiy skirtingy ruosSiniy) skaldomi pagal
Sig procediirg. V8: lu g S. aureus V8 pridedamas prie 5 pg BDNF, su 0,2
NH4COg3, pH 8, turin¢io 10% acetonitrilo (bendras tiris 50 ul), ir inkubuojamas
iki ryto kambario tempefatﬁroje. Tripsinas: 1 pg TPOK- apdoroto tripsino
(jaucio kasos liauka, Sigma, tipas XIII) pridedamas prie 8 pg BDNF, esanéio
Tris-HCI (0,1 M, pH 8), turindio 10 mM CaClp (bendras taris 40 pl) ir
inkubuojama iki ryto prie 37° C. Ciano bromidas (CNBr): 10 ul BDNF
inkubuojami 3 val. kambario temperatiiroje (bendras tiiris 60 ul) su 10%
(svoris/tiris) CNBr 70 % (tuiris/tuiris) skruzdziy ragsties tirpale (koncentracijos
galutines). Pridéjus 500 ul HyO reakcijos pabaigoje, meginys koncentruojamas
iki 500 ul, panaudojant greitaeigj vakuuminj garintuva. 50 pl Tris-HCI (1,0 M su
pH 8) pridedama kartu su 5 pul beta-merkaptoetanolio, ir meginys inkubuojamas
iki ryto prie 37° C. Pridéjus 5 ul jodmetano, meéginys iSgarinamas iki sausumo,
naudojant greitaeigj vakuuminj garintuva. Buvo aptikta, kad po skaldymo su
CNBr batina atlikti BDNF atstatyma ir alkilinima, kaip parodé SDS gelio
elektroforezé Swank-Munkres ir HPLC (1971, Anal. Biochem 39: 462-477), be
atstatymo fragmentai negaunami. Tai rodo, jog BDNF turi disulfidinius tiltelius,
kurie iSsidéste tokiu biidu, kad nei vienas skélimas neislaisvina peptidy. Po visy
skaldymy, iSdZiovinti méginiai pakartotinai suspenduojami 0,1 % 3-fluoracto
rugstyje (TFA) ir patalpinami | atvirkstinés fazés HPLC kolong ("Applied
Biosystems") ir peptidai iSplaunami 60 min 0,1 ml/min greiciu, tiesiniam
gradiente 0-60 % acetonitrilo, esancio 0,1 % TFA tirpale. Detcktavimas buvo
atlickamas prie 214 nm naudojant Waters 441 UV detektoriy. Siy peptidy sekos
buvo nustatomos naudojant automatizuota Edmano degradacija dujiniu
mikrosekventoriumi (modelis 47 A, "Applied Biosystems"), pagal Hewick
(Hewick 1981, J. Biol. Chem. 256: 7990-7997) ir Hunkapillar (1983, Methods
Enzymol 91:227-236). PTH aminoriigi¢iy aptikimas buvo vykdomas pagal
Lottspeich (Lottspeich, J. Chromatogr 326: 321-327).
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6.1.3. DNR matricu paruoSimas

Kiaulés genominé DNR buvo isskiriama pagal Herrmann ir Frischlauf
(1987, Metchods Enzymol 152: 180-183) metoda.

kDNR paruosimui i§ 6 gramy superior colliculus kiaulés galvos smegeny

iSskiriama bendroji RNR. Audinio méginius paimdavo disekcijos buidu ir
uzgaldydavo skystame azote vietinéje skerdykloje. RNR ekstrakcijai naudoti
standartiniai metodai (Okayama ir kt., 1987, Methods Enzymol 154: 3-20). 80 pg
bendrosios RNR buvo transkribuojami naudojant atvirksting transkriptaze i3
pelés leukemijos viruso Moloney (BRL, pagal gamintojo instrukcija, iSskyrus
pridéjimg 1 ul RNR sin ir be aktinomicino D), panaudojant praimerio misSinj
CGGATCCGAATTCTGCAGTTTTTTTTTTIT su A, C arba G kaip galiniu 3'
nukleotidu (oligo 3, sukurtas suderinamumui su 3' poli-A atkarpa ir turintis Bam

HI, ScoRI ir Pst I atpaZinimo saitus).

6.1.4. Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininé reakcija buvo vykdoma pagal metoda aprasyta

Saiki ir kt. (Saiki 1985, Science 230: 1350-1354).

6.2. Rezultatai ir aptarimas

6.2.1. Baltvymo sekos nustatymo rezultatai

Baltymo sekos nustatymo rezultatai pateikti IV lentel€je.

IV lentele

Eksperimenti$kai nustatyta BDNF peptidine scka

N-terminalas HSDPARRGELSV

A% XVTAADKKTAVD

V8 KVPVSKGOLKQYFYE
CNbr XGGTVTVLEKVP (V) (S)
CNbr GYTKEGXRGIXRGI
Tripsinas (T) AVDMSGGTVTVLEK

Tripsinas ALTMDSK
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Sujungta seka:
VTAADKKTAVDMSGGTVTVLEKVPVSKGQLKQYFYE, pabrauktos
aminoriigstys, kbduojamos oligonukleotidiniais praimeriais, naudojamais PCR
reakcijoje Zr. auk$iau | 6.12. skyriy. Keturi gretimi aminoriigiéiy seky
segmentai buvo nustatomi naudojant Edmano degradacija, kurig buvo galima
naudoti 36 aminorigsciy iSskyrimui, sudaranéiy apytiksliai trecdalj visos

aminoriigiéiy sekos.

6.2.2. Oligonukleotidu sintez¢ ir PCR reakcijos panaudojimas, DNR

koduejanciai aminoriigiciy fragmenta, gavimui

Du pilnai isigime¢ 17-madciai oligonukleotidiniai praimeriai buvo sintezuoti
cheminiu blidu pasinaudojant sekomis, kurios koduoja du segmentus i§ Sesiy
aminoragsciy, kurie yra 36 aminortigiciy lickany fragmento, apraSyto auks$ciau
6.2.1. skyriuje, amininiame ir karboksiliniame galuose, atitinkamai. Konkrediai,
buvo chemiskai susintezuoti du atskiri 17-maciy nukleotidy miSiniai (suderinti su
visais galimais kodonais ir sukurtais oligo 1 ir oligo 2), pasiremiant scka
AADKKT (prasminé) ir KQYFYE (antiprasminé) (pabraukti III lenteléje) ir po
130 pmol kiekvieno praimerio buvo pridéta prie 1 pg kiaulés genominés
matricines DNR. Buvo atlikti 35 ciklaj amplifikacijos, panaudojant PCR
reakcijas, pagal gamintojo nurodymus (Gene Amp T™| Perkin - Elmer Cetus).
Denatiiracija truko vieng minutg prie 94° C, praimeris buvo renatiruojamas dvi
minutes prie 45° C ir ple¢iamas dvi minutes prie 72° C. DNR juosta, nuspéto
dydzio (101 bp), ispjove i§ 3 % agaro gelio (nudazyto etidium-bromidu) ir
asimetriskai amplifikavo kaip apradyta pas Innis ir kt. (Innis, 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. JAV, 85: 9436-9440) su 100-kartiniu pertekliumi arba oligo I, arba

oligo 2.

6.2.3. kDNR fragmento nukleotidiné seka

Gauty prasminiy ir antiprasminiy DNR fragmenty nukleotidinés sekos
buvo nustatomos dezoksinukleotidinio grandininio terminavimo metodu (Sanger
ir kt,, 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 72:3918-3921), naudojant, kaip
praimerius, oligonukleotidus 1 ir 2, Zymétus galuose su 32P. Gauta nukleotidiné

seka tur¢jo tik atvirg nuskaitymo rémelj, nepertrauktg grandinés nutraukimo
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kodonu. Iivestoji i§ $io atviro nuskaitymo rémelio aminoriigdciy seka pilnai
sutapo su komplementaria aminoriigiCiy seka, nustatyta analogiSkai sriCiai

kiaulés BDNF.

6.2.4. Visos kiaulés BDNF kDNR klonavimas

Visa sritj, koduojandia kiaulés BDNF, molekuliskai klonavo dviejuose
persidengiandiuose fragmentuose. Kad gauti BDNF kDNR 5" srit] (prasminio
sitilo atzvilgiu) buvo sintezuojamas 50-matis oligonukleotidirﬁs praimeris, turintis
21 baze i§ aukiGiau aprasytos srities tikslios sekos, esanc¢ios BDNF prasminiame
siile, tam kad panaudoti jj kaip prasminj praimerj. Sio praimerio nukleotidiné
secka buvo oligo 4, (5)CGGATCCGAATTCTGCAGTTTTTTITITITX
(pabraukta seka, atitinkanti Fig.l1 prasminj BDNF sidla, nuo 643 iki 663
pozicijos, koduojantj aminorigiciy seka Thr-Ala-Val-Asp-Met-Ser-Gly (dvi
pirmosios bazés Gly kodono). Sio praimerio 5' gale buvo fjungti-9 papildomi
nukleotidai, kad sukurti skaldymo saitus restrikcinéms endonukleazéms, del Spe
I ir Sal I, naudojant molekuliniame klonavime. Buvo sukurtas trigubas iSsigimes
31-matis oligonukleotidinis praimeris, komplementarus atkarpai poli-A,
pradedamai bet kuriuo nukleotidu (T, C arba G) kDNR prasminiame sitle, tam
kad biity atpaZinimo saitai Bam HI, Eco RI ir Pstl restrikcinéms nuklcazems. Sic
antiprasminio praimerio (oligo 3) seka buvo (59
CGGATCCGAATTCTGCAGTTITTTTITTITTTX (3'), kur x=A,C arba G.
Sintetiniai oligonukleotidiniai praimeriai buvo naudojami seky i3 kiaulés superior
colliculus kDNR, kurios paruosimas apraSytas auksCiau, amplifikavimui
panaudojant PCR. Konkreciai 3' amplifikuota DNR buvo gauta naudojant 10
litry reakcinio misinio, skirto atvirktinei transkripcijai, 150 pmol prasminio
praimerio (oligo 4) ir 150 pmol (oligo 3) kaip antiprasminj praimerj PCR
reakcijoje. Southern-blot-analizé buvo atlickama su amplifikuotais - DNR
produktais; ir juosta, duodanti hibridizavimo signalg su 32P-Zymetuoju gale
oligonukleotidu  AAGGATCCTGCAGTTGGCCTTTCGAGAGGC (oligo 5,
naudojamo kaip antiprasminis praimeris Zemiau apraSytoje 5' reakcijoje, bei
turinéio Bam HI ir Pst I atpaZinimo saitus), buvo iSpjaunama, ekstrahuojama

"glassmilk" metodu (clean genas, suvirskintas Eco RI ir Sall, buvo klonuojamas
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Bluescript SK* plazmidés (Stratogen) pagalba) ir atlickama nukleotidinés sekos
analize.

Kad gauti likusiy BDNF koduojanéia seka (aukidiau arba 5 dalj), kRNR
paruosdavo kaip apraSyta aukiciau ir pric 5' galo prijungdavo poli-A uodegas,
panaudodami terminaling dezoksinukleotidine transferaze. Ta patj miSinj, i§ 31-
maciy oligonukleotidy, kiekvienas i§ kuriy turéjo auksciau aprasyta atkarpg i$ 12
nuosekliai einandiy T lickany, panaudojo praimerio, komplementaraus
prijungtoms poli-A uodegoms, gavimui. Buvo susintezuotas vienintelis 30-matis
oligonukleotidinis praimeris, turintis 17 baziy, atitinkandiy komplementary siiilg,
su BDNF koduojancia seka, ir restrikciniy endonukleaziy BamHI ir Pstl
atpazinimo saitus. Praimeris turéjo tokia seka : (59
AAGGATCCTGCAGTTGGCCTTTCGAGACGG (3") (oligo 5' 7r. auksiciau),
pabraukta sritis, komplementari prasminio siiilo BDNF koduojanéiai sekai nuo
709 iki 693 pozicijos (Fig.1). Si seka atitinka segmentg, koduojantj aminorig§ciy
sekg Pro (paskutinés dvi kodony bazés) Val-Ser-Lys-Gly-Gln. Siuos praimerius
pridedavo prie DNR, su poli-A uodegomis, ir, kaip aukiGiau, PCR reakcijy
pagalba amplifikuodavo. Reakcijos produktus i§pjaudavo Pstl pagalba ir
Bluescript  vektoriumi klonuodavo bei nustatydavo nukleotiding scka,

panaudodami dezoksinukleotidinio grandininio terminavimo metoda.

6.2.5. Kiaulés BDNF kDNR nukleotidiné seka

Apjungta nukleotidiné seka, nustatyta i§ kiaulées BDNF kDNR fragmenty,
parodyta Fig.l kartu su iSvestaja aminoriigitiy seka. Si seka turi atvirg
nuskaitymo rémelj polipeptidui i§ 252 aminortgséiy. Iniciatorinis Met kodonas
(ATG) identifikuojamas aptinkant du gretimus sekos terminacijos kodonais
(TAG-TGA) tame paciame nuskaitymo rémelyje, pradedant 36 baziy poromis
auksCiau. Kiaulés BDNF amino-terminalas, nustatytas gryno baltymo sekos
ticsiogines analizés pagalba, atitinka polipeptido lickana His 134. Tuo budu,
nukleotidinés sekos duomenys rodo, jog subrendes BDNF gaunamas procesingo
pagalba i§ motininio polipeptido. Tiesiog pries His 134 lickana yra scka Arg-Val-
Arg-Arg. Tokios sekos, su viena pagrindine aminorigsties liekana, po kurios eina

neutrali lickana, o po to dar dvi pagrindinés lickanos, tai saitai-taikiniai, skirti
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polipeptidy pirmtaky proteolitiniam procesingui. ISvesta subrendusio BDNF
aminorigsciy seka iSpranaSauja baltymg su 119 aminorfigd¢iy (su molekuliniu
svoriu 13311 daltony) su $arminiu kraviu (pI =9,99) ir kurio savybés atitinka
preliminaria BDNF charakteristika, gauta jvertinant biologiskai aktyvy faktoriy
po jo iStrakcionavimo dvimates gelio elektroforezés pagalba. BDNF daliy
aminoriigsciy seka, gauta panaudojant baltyming aminoriigiciy seky analize (i$
viso 64 aminor{igitiy liekanos), visiskai sutapo su aminoriigiéiy seka, isvesta i§
kDNR klony nukleotidiniy seky (Fig.1, pabraukta). Si polipeptido pirmtako seka
derinasi su BDNF procesingu bent jau d.viejuose etapuose: pirma, signalinis
peptidas, greiCiausiai i§ 18 liekany, turi biiti skaldomas nuo amino-terminalo ir
po to, subrendusio polipeptido atpalaidavimui, skeliamas tarp Arg 133 ir His

134. Jei Sis modelis teisingas, tai pirmtakg reikty Zyméti kaip BDNF.

7. Pavyzdys: BDNF genas skiriasi nuo NGF geno pas ivairiu rii§iu stuburinius

7.1. Medziagos ir metodai

7.1.1. NGF ir BDNF DNR zondy paruosimas

I3 firmos "British biotechnology Ltd" buvo gauta plazmidé su sintetiniu
genu, koduojanciu subrendusj Zmogaus NGF ir be sekos, koduojangios normaly
zmogaus NGF, turintis keleta uZkonservuoty kodony pakeitimy, patogiy
restrikciniy saity, skirty endonukleaziniam skaldymui, jvedimui. PCR pagalba
buvo sintezuoti du 18-maciai oligonukleotidiniai praimeriai, tam kad
amplifikuoti §io geno 270 br segmentg, koduojantj aminoriigi¢iy lickanas nuo 9
iki 111 pozicijos. Zymétojo DNR zondo gavimui, buvo atlikta 10 PCR reakcijy
cikly su 32P-dOTP. BDNF zondas buvo gautas panaudojant panaSias
proceduras, iSskyrus tai, kad amplitikacija buvo atlickama kaip prading medZiagg
naudojant kiaulés genoming DNR ir amplifikuotas segmentas atitiko sritj,
koduojancig subrendusio BDNF 28 - 111 aminortigstis. Komplementaraus siiilo
(antiprasminio) praimeris, atitinkantis aminorigsciy sritj 106-111, buvo
sintezuotas su seka (5') ACATACACAGGAAGTGTC (3'). Prasminio siiilo
oligonukleotidinis praimeris buvo pagamintas i§ aminorigiciy lickany, i3 srities

28-33: (§') GCAGTGGACATGTCGGGT (3'). Su Siais dviem zondais buvo
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atlickama southern-blot-hibridizacija (Southern, 1975, J. Mol. Biol. 98:508-517)
gricZtose salygose 2 x SSC prie 68 °C. |

7.1.2. Ivairiu gyviinu riisiu BDNF genu nukleotidiniu seku nustatymas

Tie patys du apradyti aukséiau 18-madiai oligonukleotidai, apimantys
subrendusio  kiaulés BDNF  sritj, koduojanc¢ig 28-111 aminoriigstis, buvo
panaudoti kaip praimeriai standartinése PCR salygose, amplifikuojant 252 br
segmenty 1§ kiaulés, Ziurkés, visciuko ir Zmogaus DNR, ir g‘autq DNR reakcijos
produkty nukleotidy seka buvo nustatoma dezoksinukleotidinio grandininio
terminavimo metodu (Sanger ir kt., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 72: 3918-
3921). Kai kuriais atvejais amplifikuotos DNR juosta iSpjaudavo ir
ckstrahuodavo po agarinio gelio elektroforezés ir prieS nukleotidinés sekos

nustatymg pakartotinai amplifikuodavo. Kitais atvejais amplifikacija nebiitina.

7.2. Rezultatai ir aptarimas

Iki 8io iSradimo BDNF baltymas buvo i$grynintas tik i§ kiaulés. Svarbiausia
reikme turéjo pademonstravimas, kad BDNF tai ne Sialp sau kiaulés nervinio
augimo faktoriaus beta-subvienetas (beta-NGF ar tiesiog NGF, kaip ¢ia minéta),
kurio iSgryninimas ir molekulinis klonavimas iki $iol nebuvo aprasSytas. Tai buvo
ypac svarbu, kadangi anksciau buvo prane$ama, kad kiaulés BDNF fizikinés
savybes, faktiSkai, sutampa su beta-NGF monomero savybémis i§ daugelio
gyviiny rasiy. Anksciau buvo sunku nustatyti tiksly sarysj tarp BDNF ir NGF,
kadangi nebuvo neutralizuojanéiy antikiiny prie§ kiaulés BDNF ir buvo
nezinoma kiaulées BDNF aminoriigi¢iy arba nukleotidy sekos. Galima buvo
skaityti, kad biologinio aktyvumo skirtumai stebimi tarp BDNF ir NGF, galéjo,
pavyzdziui, tiesiog atspindéti NGF skirtumus tarp kiaulés ir kity gyviny risiy
(pavyzdZiui, pelés), arba galéjo kilti déka NGF baltymo molekulés diferencinés
modifikacijos jvairiuose audiniuose (pavyzdZiui, kiaulés smegenyse ir pelés seiliy
liaukoje), arba déka baltymo modifikacijy, atsitiktinai padaryty vienoje 1§ stadijy
(ar stadijose) valant kiaulés smegenis.

Jei biity buve nustatyta, kad BDNF tiksliai skiriasi nuo NGF, tai bity
svarbu nustatyti ar BDNF genas yra pas kitus gyviinus, ypaé pas Zmogy. ki Sio

iSradimo Sia tema nebuvo informacijos, kadangi BDNF buvo idvalytas tik is
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vienos rusies. Tai, kad daugelyje neapdoroty ekstrakty ir kondicionuoty terpiy,
aptiktas neurotrofinis aktyvumas, kuris, greiiausiai, skiriasi nuo NGF, dar
nereiskia jog eézistuoja medZiaga, kuri bty identiSka ar i§ esmés ekvivalenti
kiaulés BDNF.

Palyginimas iSvestos kiaulés BDNF aminoriigi¢iy sekos su keliy gyvany
risiy (Zmogaus, karvés, jiros kiaulytés, peles, visciuko ir gyvatés) Zinomomis
NGF sekomis parode, kad BDNF daug maziau susicta su bet kurio stuburinio
NGT, nei jvairiy riaSiy NGF tarpusavyje (Fig.2). Netiketa brandaus BDNF
pirminés struktiros ypatybé yra panaSumas j NGF struktirg, tik su trimis
trikiais, kurie jvesti suderinamumo optimizavimui, yra 51 sutapimas bendras
skirtingoms NGF (nuo gyvatés iki Zmogaus) ir BDNF (Fig.2). Svarbu, kad tarp
$iy sutapimy yra $esios cisteininés lickanos. Nors dar neZinomas tikslus BDNF
disulfidiniy i$sidéstymas, aiSku, kad tokie tilteliai yra (3 lentel¢, paaiskinimas). 3
triptofaninés ir 2 fenilalanininés lickanos, aptiktos BDNF molekul€se, yra tose
paciose pozicijose NGF molekuléje. Reikia paZzymeti, kad 6 asparagino rugsties
lickanos (i§ 7, esanciy BDNF) ir 7 valino (i§ 9) yra tose paciose pozicijose tiek
pas Zinduoliy NGF tiek ir BDNF. Sios penkios aminoriigitys sudaro apie puse
sutampandéiy aminoriigiciy tarp abiejy baltymy. PrieSingai, yra keletas rySkiy
skirtumy tarp BDNF ir visy NGF. Papildomai, prie jau minéty trijy trukiy, yra 21
pozicija, kur aminoriigstys sutampa visuose NGF, bet skiriasi BDNF molekuléje.

Didzioji dalis pirmtako sekos néra gimininga NGF sekai su dviem
iSimtimis: numanoma sekretineé BDNF signaline seka turi 5 sutampandias
aminorugstis (i§ 13 aminoriigsc¢iy) ir aplamai nuostabiai panasi | peles NGF
signaling seka, kurioje, kaip buvo parodyta, skilimas vyksta po alaninines
lickanos, esancios 18 pozicijoje metionino, indukuojancio transliacija (Edvads ir
kt., 1983, Mol. Cell. Biol.8:2456-2464). Atrodo jmanoma, kad alaninas, kuris taip
pat BDNF molekuléje yra 18 pozicijoje, yra potencialus skaldymo saitas, skirtas
BDNF signalinés sekos paSalinimui. Kitas panaSumas su NGF prasideda prie
vienintelés konsensuso N-glikozilinimo sekos (du kartus pabraukta Fig.1),
atitinkantis asparaginui 126. Sis asparaginas yra uz a$tuoniy aminorfigiciy pries

sk¢limo saita, duodantj pradZig brandZiam BDNF. Tokia pat struktiira aptikta
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kelivose NGF; kaip ir seka Arg-X-Basic-Arg, sudaranti keturias paskutines
aminorGgstis pirmtake (Schvarts ir kt., 1989, J. Neurochem. 52:1203-1209).

Irodymas, .kad NGF ir BDNF koduojami skirtingais genais skirtinguose
gyviinuose, buvo gautas paruosiant DNR zondus i§ molekuliniu biidu klonuoty
zmogaus NGF ir kiaulés BDNF ir atliekant southern-blot-hibridizacijg su
genomine DNR, kuri suvirSkinta restrikcine endonukleaze EcoRI. Genominé
DNR buvo analizuojama Siose riisyse: Zmogus, bezdZioné, Ziurké, pel€, Suo,
karve, triusis, vi§¢iukas ir mielés. DNR buvo skaldoma su EcoRI ir analizuojama
southern-blotingu dvigubuose filtruose su Zmogaus NGF ir kiaulés BDNF 32p-
zymétuoju zondu. Kiekvieno zondo atveju visuose organizmuose, i§skyrus mieles,
aptikta vienintel¢ juosta. Dauguma atvejy, juostos, hibridinancios NGF ir BDNF
zondus bet kuriame organizme, tur¢jo skirtingus judrumus elektroforezés metu,
nors kai kuriuose atvejuose (pav., pelés DNR) EcoRI fragmentai hibridizuoti
NGF ir BDNF zondais, buvo apytiksliai vienodo dydzio ir negal€jo biti iSskirti
elektroforezés blidu naudotose salygose ( Fig.3).

Dalis sekos, koduojanéios brandy BDNF, buvo amplifikuota PCR pagalba
18 genominés DNR kiaulés, viséiuko, Ziurkés ir Zmogaus, ir buvo nustatyta
nukleotidine seka. Kiaulés genominés DNR amplifikuotos srities sekos analizé
tiksliai patvirtino seka, gautg kiaulés smegeny kDNR molekuliniu klonavimu.
Taip pat buvo nustatytos Ziurkés, Zmogaus ir vii¢iuko BDNF genomines sekos
Siame 252 br segmente (5 pav.). Reikia paZyméti, kad gauta Ziurkés ir 7Zmogaus
Sios sritics aminoriigs¢iy seka bent jau aminoriigstys 28-111, identiska kiaulés
BDNF sckai, nors skirtinguose riiyse aptikta keletg skirtingy nukleotidy (pvz.,
konservatyviis pakitimai trecioje kodono pozicijoje). Pas viiGiuka Sioje zonoje
buvo vienintelé aminorfigitiy pakaita, 61 subrendusio baltymo lickana pas
vid¢iukg yra lizinas lyginant su metioninu, esanéiu Zinduoliy BDNF. Seky
analizés duomenys kartu su eksperimentiniais duomenimis i§ southern-blot-
hibridizacijos, vienareik$miskai jrodo, kad BDNF koduojamas labai konservuotu

genu, kuris skiriasi nuo geno koduojancio NGF.
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8. Pavvzdys: BDNF RNR ckspresija nerviniame ir kituose audiniuose

8.1. Medziagos ir metodai

8.1.1. RNR paruosimas

Bendroji RNR buvo ekstrahuota i§ suaugusiy peliy pateliy pagal Okajama
ir kt. (1987, Methods Enzymol 154:3-20). Trumpai, uZSaldytus audinius
homogenizavo 5,5 M guanidintiocianate, centrifugavo SiukSliy paSalinimui ir
supernatants, pernestg ant cezio trifluoracetato pagrindo, privedé iki 1,51ug/ml
tankio. Po 24 val. centrifugavimo prie 125000 g baket-rotoriuje SW-27
(Bekman), RNR pakartotinai suspendavo ir nusodino etanoliu ir 8 M amonio
acetatu, bei saugojo prie -70° C. Elektroforezé buvo atlieckama pagal Lehrach ir
kt. (Lehrach 1977, Bilchemistry 16: 4745-4751) 1,3 % agaro-formaldehido
geliuose. RNR perkélé ant nailoniniy membrany (Hybond-N Amerscham ) ir
hibridino iki ryto 1 ml 2 x SSC tirpale, turinciame 50% formamido su peles
BDNF 32P_kRNR zondu (107 cpm Zr. Zemiau), prie 62°C. Praplovimas truko 60
min. prie 65°C 0,1 x SSC tirpale. Po praplovimo inkubavo 60 min. kambario
temperatiroje su 0,1 pg/ml RNR'azés A (Farmacia) ir plévelg eksponavo 48 val.

prie -70°C (su intensifikuojanciu ekranu).

8.1.2. DNR zondo paruosimas

Pelés smegeny hDNR buvo sijojama dviem nepriklausomais BDNE
oligonukleotidais. Dvigubi teigiami klonai buvo iskiriami ir subklonuojami |
Bluescript SK*1 plazmidziy (Stratagen) EcoRI saitg. Buvo nustatoma
nukleotidiné seka, atitinkanti kiaulés sekos 350-828 nukleotidams (Zr. Fig.1).
Sitoje sekoje buvo aptikti tik keturiy aminorigd¢iy skirtumai tarp pelés ir kiaules
BDNF, kas rodo, kad 3is kiaulés ir pelés BDNF domenas stiprial
uzsikonservaves. Vienintelis siiilinés RNR zondas buvo paruoStas panaudojant
$ig matricg ir T3 polimeraze (Promega). Sio zondo specifinis aktyvumas buvo

108 cpm/ug.

8.2. Rezultatai ir aptarimas

BDNF mRNR ekspresijos i$ nervinio audinio palyginimui su kitais audiniai

buvo naudojama northern-blot analizé. Northern-blot analiz¢ buvo atlickama
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naudojant pelés audinius, leidZiandius greiciau atlikti RNR ekstrakcijg, nei su
kiaules audiniai. 32P-kDNR zondas aptiko signalg apytiksliai 1,45 kb smegenyse
(4 pav.) ir nugaros smegenyse (duomenys neparodyti). Svarbu kad nebuvo
aptiktas signalas nei vienam kitam audinyje, tame tarpe, inkstuose, Zarnyne,
plauciuose, kepenyse, tulzyje, Sirdyje ir raumenyse (4 pav.). Laikant, kad kiaulés
mRNR dydis yra panasus su pelés mRNR, kDNR seka parodyta Fig.2 sudaro
daugiau nei 80% pilnos mRNR sekos.

Svarbus pastebéjimas BDNF fiziologijos transdiferenciavimesi yra tai, kad
mRNR, koduojanti §j baltyma, aptinkama tik centrinéje nervy sistemoje, ir
neaptinkama nei viename i§ septyniy ne nerviniy audiniy, BDNF mRNR buvo

aptikta ne tik galvos smegenyse, bet ir nugaros smegenyse ir superior colliculus

(seka parodyta Fig.1, gauta i$ superior colliculus KDNR matricos). Tai patvirtina

mintj, kad BDNF yra neurotrofinis faktorius taikininés kilmés, ir kad
reaguojantys | BDNF neuronai arba priklauso CNS arba susije¢ su CNS
struktiromis. I8 tikryjy, visi neuronai, kurie, kaip Zinome, reaguoja | BDNF arba
patenka j CNS, kaip dorsalinés $aknelés ar sensoriniy galviniy mazgy neuronai
(Lindsay, 1985, Chem. Biol. 112: 310-328; Davies, 1986, J. Neuroscience, 6:
1897-1904) arba yra CNS neuronai, kaip tinklainés ganglijinés lastelés (Jonson,
1986. J. Neuros., 6:3031-3038). Biitina dar nuodugniau atlikti tyrimus, kad
tiksliau nustatyti BDNF sintezés viety pasiskirstyma centrin€je nervy sistemoje,
bet jau dabar aiku, kad BDNF mRNR pasiskirstymas labai skiriasi nuo NGF
mRNR, aptinkamos daugelyje ne CNS audiniy (Choiman, 1984, EMPO 3:3183-
3189; Schelton 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 81: 7951-7955).

9. Pavyzdvs: Zmogaus ir Ziurkés BDNF genu molekulinis klonavimas ir

apibudinimas

9.1. Medziagos ir metodai

9.1.1. Geninés DNR ir KDNR bibliotekos
Suaugusio Zmogaus tinklainés kKDNR ir liambda- ZAPII biblioteka buvo

gauta i§ Stratageno. Zmogaus placentos genominés DNR biblioteka, esanti

EMBL3/SP6/T7, buvo gauta i§ Klontex. Zmogaus vaisiaus smegeny kDNR
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biblioteka, esanti AgtIl, buvo gauta i§ Klontex. Ziurkés genominés DNR
biblioteka, esanti EMBL3/SP6/T7, buvo gauta i§ Klontex. Abi genominés
bibliotekos buvo paruoitos dalinai suskaidant genomines DNR restrikcine
nukleaze Sau3A ir jstatant | vektoriaus BamHI saitg. Ziurkés smegeny kDNR

biblioteka, esanti liambda-ZAPII buvo gauta 1S Stratageno.

9.1.2. BDNF DNR zondu pgruoéimas

Zyméti su 32P BDNF DNR zondai buvo gaminami panaudojant tuos
pacius oligonukleotidinius praimerius, apraSytus aukS¢iau 7.1.1. skyriuje,
panaudojant PCR reakcijg su Zmogaus genomine DNR, kad amplifikuotysi sritis,
koduojanti 28-111 Zmogaus BDNF aminoriigsCiy lickanas. Paraleliai buvo gautas
specifinis Ziurkés BDNF zondas Zymétas 32P, panaudojant Ziurkes genoming

DNR kaip matrica PCR reakcijoje.

9.1.3. Biblioteku skryningas

Liambda-faginiy biblioteky skryningas buvo atliktas standartiniais metodais
(Benton ir Davies, 1977, Sci. 156: 180-182; Maniatis ir kt., 1978 Cell. 15:687-
701), hibridinant 50% formaldehide su dekstransulfatu ir Denharto tirpalu prie
42°C. Filtrai i§ anksto buvo hibridizuoti 50% formamide prie 42°C su 5xSSCPE
10% Denchardt, 0,5 mg/ml lasiSos spermos DNR, 0,1% SDS ir 10%
dekstransulfato. Hibridizacija buvo atlickama tame paciame buferyje tik
Denchardto tirpalo buvo 2%, lasiSos spermos DNR buvo 0,1 mg/ml, o SDS ir
dekstrino sulfato nebuvo. Po hibridizacijos filtrai buvo praplaunami prie 68°C.
Zmogaus BDNF zondg naudojo Z?mogaus genominés bibliotekos ir tinklainés
kDNR bibliotekos skryningui. Ziurkés BDNF zondg naudojo Ziurkés genominés
bibliotekos ir kDNR bibliotekos skryningui. Biblioteky skryningui buvo
naudojami Zmogaus ir Ziurkés NGF zondai, paruosti kaip apraSyta aukSciau

7.1.1. skyriuje.

9.2. Rezultatai ir aptarimas

Buvo perrinkta bent jau 670000 démiy i8S kiekvienos bibliotekos. Teigiamais
zmogaus klonais skaitési tie i$ jy, kurie kryZminosi su Zmogaus BDNF zondu, bet

nesikryZmino su apraSytu auk$¢iau Zmogaus NGF zondu. BDNF genominiai
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klonai buvo gauti i§ Zmogaus ir i§ Ziurkiy biblioteky su daZniu, viena BDNF geno
kopija kiekvienam haploidiniam genui. Zmogaus ir Ziurkés bibliotekose buvo
perrinkta apytiklsliai milijonas démiy. Trys teigiamos buvo gautos i§ Ziurkés
genomings bibliotekos ir viena i§ Zmogaus. Teigiami klonai i§ Zmogaus tinklainés
kDNR ir Ziurkés smegeny biblioteky buvo gauti su daZniu, kuris derinosi su labai
Zemu geny ekspresyvumo lygiu; i3 670000 Ziurkés smegeny kDNR klony buvo
identifikuoti tik du teigiarﬁi klonai; i§ 670000 Zmogaus tinklainés kDNR klony
buvo identifikuotas tik vienas teigiamas klonas. Nebuvo rasta nei vieno teigiamo
klono i§ 670000,esan¢iy DNR bibliotekoje, paruostoje 1S Zmogaus vaisiaus
smegeny. Zmogaus BDNF kDNR ir genominiy klony nukleotidiniy seky
nustatymas buvo vykdomas, panaudojant sintetinius oligonukleotidinius
praimerius, kurie buvo tikslios kopijos seky, koduojanciy Zmogaus. ir Ziurkés
BDNF, kaip aprasyta auksiau 7.2.1. skyriuje. Ilgiausias, gautas Zmogaus BDNF
klonas, turéjo intarpg apytiksliai nuo 1,6 iki 1,8 kbr, ir, kaip tikétasi, tur€jo tikslig
sekg dalies Zmogaus BDNF, nustatyto po tiesioginio amplifikavimo i3 Zmogaus
genomines KDNR, kaip aprayta auksiau 7.2. skyriuje. I§sami §io kDNR klono
sckos analizé (5 pav.) parodé, kad joje yra atviras nuskaitymo rémelis,
koduojantis polipeptida i§ 247 aminoriigciy, panaus, bet ne identiskas kiaulés
BDNF pilno ilgio pirmtakui. Viduje srities, atitinkandios subrendusj BDNF
polipeptida (pvz., nuo His 134 kodono iki grandinés galo kodono) nebuvo aptikta
skirtumo iSvestoje aminoriigiciy sekoje. Visi nukleotidy pakeitimai tarp Zmogaus
ir kiaulés buvo konservatyviis koduojamos sekos atzvilgiu. Polipeptido, spéjamo
BDNF pirmtako, lickana turéjo tam tikrus skirtumus Zmogaus ir kiaulés
aminorgiciy sckose, o labiausiai rySkus skirtumas tai, kad Zmogaus BDNF gene
triksta penkiy i$ SeSiy vienas paskui kit einandiy Ser kodony, esanciy pas
kiaulg, dél ko sutrumpéja polipeptidas (247 vietoj 252 a. r.).

Bibliotekos, paruostos EMBL3 vektoriuje, turi svetimus 10-25 kbr dydzio
intarpus. Tikslus dydis intarpo, esanéio smulkiai i§tirtame Zmogaus genominio
BDNF klone, nebuvo nustatytas. Tadiau, §is klonas, turintis vienintelj restrikcinés
endonukleazés Eco RI fragmenta, apytiksliai 4 kbr dydZio, kuris buvo

kryZminamas su Zymétu BDNF zondu, buvo naudojamas bibliotekos skryningui.
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Sis fragmentas turi laukiama ilgj, gautg remiantis Zmogaus genominés DNR su
kiaulés BDNF zondu Southern-blot-hibridizacijos rezultatais, kaip apraSyta
auks&iau. Nukleotidinés sekos analizé buvo atlikta su Zmogaus klonu,
panaudojant sintetinius oligonukleotidus, kurie yra kDNR sekos, veikiancios
kaip praimeriai DNR sintezés nuo bakteriofaginés matricines DNR metu. Buvo
aptikta, jog nukleotidy scka, koduojanti spéjamg Zmogaus BDNF pirmtaka,
identiska sekai zmogaus kDNR klonui, iskyrus vienintel] nukleotido 785
pakeitima prepro-srityje, atitinkantj aminorigstics metionino (ATG) pakeitima
valinu (GTG), 7r. Fig.5 Sis pakeitimas gali atspindéti polimorfizmg Zmogaus
genome. Kaip ir zmogaus NGF atveju, nebuvo aptiktas nei vienas nitronas viduje
sekos, koduojancios spéjama Zzmogaus BDNF. Ziurkés kDNR sekos duomenys

taip pat pateikti Fig.5

10. Pavyzdys: rekombinuoto BDNF ekspresija

10.1 Medziagos ir metodai

10.1.1. Vektoriaus paruoSimas BDNF ekspresijai

Seka, atitinkanti kiaulés prepro BDNF buvo paruosta panaudojant
oligonukleotidinius praimerius (po 150 pmaol kiekvienas):

ATAATCTAGATGACCATCCTTTTCCIT (prasminis sitilas)

ATAATCTAGACTATCTTCCCCTCTTAAT (antiprasminis sitilas)

PCR reakcijoje ir panaudojant 1 pg kiaulés genominés matricos (kiekvienas
praimeris turi papildoma saitg). Amplifikacijos reakcija atlikta kaip aprasyta,
isskyrus tai, kad renatiiracijos temperatiira buvo 50°C. Po suskaldymo su Xbal,
amplifikuota DNR jstatoma j Xbal saita pCMV plazmidéje, kad pasigaminty
pCMV'-pBDNF-! (-1 reiskia prasming orientacijg Fig.6 ir atitinka COS+ V

lenteléje), ir plazmidg jvesdavo j bakterija XL-1 elektroporacijos budu.

10.1.2. BDNF ckspresija COS lastelése

pCMVI-pBDNF DNR i§ teigiamy klony (patikrintus kryZminimu su oligo
5, Fig.2) buvo iSpjauta i§ Xbal ir Pst I. Gauty produkty dydis leido nustatyti
intarpy orientacija, ir abi plazmides buvo naudojamos COS lgsteliy transfekcijai

pagal kalcio fosfato budg (Chen ir kt., 1987 Mol. Biol., 7:2745-2752), ir auginimo
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terp¢ surinkdavo po 24 valandy. BDNF aktyvumas buvo tiriamas
bioeksperimentais su viStos embriono dorsalinés $aknelés mazgais, smulkiai

apraSytais auksciau.

10.2. Rezultatai ir aptarimas

E8 vis¢iuko nugaros smegeny sensoriniai neuronai buvo patalpinami j inda,
palaikant tankj 6000 | duobute, inkubuojami 24 valandas ir po to suskai¢iuojami
(Lindsay ir kt., 1985, Devélop. Biol. 112:319-328). Buvo vertinamas vidurkis i$
trijy skaiCiavimy =+ standartinis nukrypimas. Vartojant, BDNF ir NGF
koncentracijos buvo 1ng/ml, prie kuriy buvo stebimas maksimalus iSgyvenimas,
veikiant kickvienam i§ faktoriy. COS+ tai lastelés, transfekuotos plazmidémis,
turin¢iomis BDNF intarpus prasminéje orientacijoje, o COS tai lastelés,
transfekuotos plazmidémis, turinciomis BDNF intarpg atvirkiCios orientacijos.
COS priklauso netransfekuotoms lasteléms. PraskiedZiant daugiau nei 1:20
nebuvo pastebétas iSgyvenimo padidéjimas, lyginant su kontrole COS ir
kondicionuotose COS terpése. Visuose eksperimentuose be NGF, monokloniniai
antiktinai prie§ NGF (Korsching ir kt., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 80:3513-
3516) buvo naudojami 1 ng/ml koncentracijos. Kaip parodyta V lenteléje, tik
terpeje, gautoje i§ COS Igsteliy kultiiry, neSanéiy pOMVI-pBDNF plazmides su
prasmine orientacija, buvo pastebétas visciuko sensorinio neurono idgyvenimo
padid¢jimas, lyginant su kontrolinémis reik§mémis. IS to daroma isvada, kad
rekombinantinis BDNF yra biologiskai aktyvus. Toliau, BDNF, iSskirto i3 kiaulés
smegeny, pridejimas Zymiai nepakélé sensorinio neurono i$gyvenimo lygio,
pasickto vien tik rekombinantiniu BDNF, tuo paciu rodydamas, kad
rekombinantiné BDNF sugeba jsotinti BDNF receptorius. Taip pat buvo aptikta,
kad rekombinantinis BDNF, kai vartojamas kartu su NGF, gali veikti papildomai

ir sinergetiskai, pagerindamas vis¢iuko sensoriniy neurony i§gyvenima.

V lentele
Kultivuojamy vis¢iuko sensoriniy neurony isgyvenimas
COS terpe (galutinis skiedimas) I:20 I:50 1:200
COS+ 2,510£263 2,833%£171
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COS- 21116

COS 250487

BDNF + COS+ 2,516209
NGF + COS+ 5,770+72
tik BDNF 2,718+424

11. Pavyzdys: Antikiinu prieSs BDNF generavimas

11.1. MedZiagos ir metodai

Polikloninj antiseruma, specifinj BDNF molekuléms, Zymimg serad,

generavo balto triuio NZ, imunizuodami sintetiniu peptidu

11.1.1. Peptidu sintezé ir ju sujungimas su neSikliu

Peptidas, sudarytas i§ 34 aminoriigi¢iy liekany, Zymimas kaip B5, buvo
sintezuotas jprastiniais metodais. Sis peptidas turi Zemiau parasyta aminorigiciy
seka, kuri atitinka 33 lickanas i§ subrendusios BDNF (153-185 lickana i§ pilnos
kiaulés prepro BDNF sekos, parodytos 1 pav) su papildoma cisteino lickana
amino gale (parodyta raSytiniu $riftu), skirta prisijungti prie baltymo nesiklio,
panaudojant m-maleimidobenzoinés riigdties -N-hidroksisukcinimidg (MBS):
pagal norg: Cys-Val-Thr-Ala-Ala-Asp-Lys-Lys-Thr-Ala-Val-Asp-Met-Ser-Gly-
Gly-Thr-Val-Thr-Val-Leu-Glu-Lys-Val-Pro-Val-Ser-Lys-Gly-Gln-Leu-Lys-Gln-
Tyr. B5 peptidas buvo sujungtas su albuminu i$ jaucio serumo, panaudojant bis-
diazo-benziding (BDB). SvieZias BDB buvo paruoStas iStirpinant 46 mg
benzidin-HCl. 35 mg NaNOj i§tirpinami 1 ml vandens ir pridedama jo prie
benzidino tirpalo, maiSant 1 valanda prie 4°C. 21 mg BSA buvo iStirpinamas 3 ml
0,16 M borate, 0,13 M NaCl, pH 9. Apie 15 mg BS peptido istirpindavo 1,5 ml
borat-NaCl buferyje, pH 6. Peptido tirpalg pridédavo prie BSA tirpalo ir
padédavo ant ledo, 1 ml BDB pridédavo prie BSA peptidinio tirpalo, ir reakcijos
miSinj inkubuodavo maidydami 2 valandas prie 4°C; tuo metu pH buvo stebimas
ir palaikomas 9 lygyje pridedant, jei reikia, nedidelius kiekius 0,5 M NaOH.
Reakcijg nutraukdavo pridédami 0,2 ml 1% buferizuoto fenolo tirpalo. Reagenty
pertekliy pasalindavo dializés pagalba buferizuotame fosfatu fiziologiniame

tirpale (PBS).
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11.1.2. Imunizacija

I3 viso $esi triudiai buvo imunizuoti pagal 3ias procediiras:

Triusiai 1 ir 4 - BS peptidu, prijungtu savo O galu prie BSA, panaudojant
BDB;

Triusiai 2 ir 3 - BS peptidu, sujungtu savo N galu su BSA, panaudojant
MBS;

Triudiai 5 ir 6 - BS pebtidu, sumaiSytu su milteliy pavidalo nitroceliulioze.

Visais atvejais pirmam imunizavimui naudodavo 1 ml imunogeno (100ug
B5/500ug nitroceliuliozés S ir 6 triusiams), esancio 0,5 ml PBS + 0,5 ml pilno
Freindo adjuvanto. Sj misinj injekcijos pagalba jvesdavo po oda keliose nugaros
vietose. Antrajg imunizacijg atlikdavo po 3 savailiy, ir ji bGdavo identiska
pirmajai, iSskyrus tai, kad vietoj pilno Freido adjuvanto buvo naudojamas
nepilnas adjuvantas. Sekandias injekcijas atlikdavo kas keturios - $eSios savaités.
Pracjus 1 savaitei po imunizacijos i§ triusiy imdavo kraujg ir paprastai tikrindavo
antiserumo  sugebé¢jimg  suri§ti gryng B5 peptidg eksperimentuose su

imunosorbentu, suriStu su fermentu (ELISA).

11.1.3. Antikiiny susiriS§imo su BDNF aptikimas

100 pg antigeno (BS5 peptido), esancio vandenyije, jpildavo j indo, skirto
praplaudavo vandeniu ir blokuodavo 100 png 1% Zelatina 30 min., kambario
temperatiroje. Duobutes praplaudavo 3 kartus distiliuotu vandeniu, o po to
pridédavo 100 pg antiserumo ir palikdavo iki ryto prie 4°C. Po to duobutes
praplaudavo tris kartus su PBS/0,5% tritono A-10, o po to | duobutes pridédavo
100pg peroksidazinio Zyméto antitriudinio imunoméginio (skiedimas 1:1000) ir
inkubuodavo kambario temperatiiroje 3 valandas. Duobutes praplaudavo 2
kartus ir pridedavo 100 ug ABTS (10 mg ABTS "Sigma" itirpindavo 10 ml 0,1 M
natrio citrato, pH 4, + 10 pg HpO») ir inkubuodavo apytiksliai 5 min. kol
pasirod¢ spalva. Reakcija nutraukdavo pridédami 10 pg 1% NaN3. PavyzdZius

skiesdavo 1:5 vandeniu ir matavo optinj tankj prie 415 nm.
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11.2. Rezultatai ir aptarimas

Antiserumas i§ 4 triusio (Lega 4) parodé auksciausig titrg (Fig.7c ) ir buvo
panaudotas tolifnesniuose eksperimentuose. Antikiinai i 4 serumo dalinai buvo
igskirti nusodinant amonio sulfatu; ir prie dalies antiserumo maiSant letai
pridedamas lygus tiiris sotaus amonio sulfato, ir tirpalas buvo maiSomas dar 15
min, o po to dar centrifuguojamas pric 2000 g. Nuosédos praplaunamos du
kartus 50% sociame amohio sulfate, o po to vel iStirpinamos PBS tiryje,
atitinkandiame pradinj serumo tirj. Amonio sulfatg pasalindavo dializés btidu
kelis kartus keiGiant PBS. Dializuotg tirpalg iSpilsté | 1 ml tiirius ir liofilizavo
panaudojant greitaeigi vaakuminj garintuva. Antikiing pavyzdys i§ 4 serumo
pakartotinai suspendavo 0,5 ml vandens ir tikrino reaktyvumg | BS peptida,
panaudojant ELISA. Reakcija buvo aptikta esant praskiedimui 1:4000.

Polikloninius antikiinus prie§ sintetinj peptida (BS5), atitinkantj kiaules
BDNF fragmentg i§ 33 aminoriigifiy, generavo imunizuodami triusius, kaip
apraSyta auk3Ciau. Serumas 4, parodes didZiausig titrg prieS sintetinj peptida,
pademonstravo reaktyvuma prie$ valyta BDNF i$ kiaulés smegeny, panaudojant
ELISA (7b pav.). Silpnas reaktyvumas taip pat buvo aptiktas atlickant
imunoblotingg (duomenys neparodyti). Taciau antiserumas nesugebg€jo blokuoti
BDNF aktyvuma biocksperimentuose su vistos embriono dorsalinés Sakneles

sensoriniais neuronais.

12. Pavyzdys: nauji BDNF biologiniai poveikiai
Sie rezultatai rodo, kad BDNF gali:

(I) palaikyti iSgyvenimg ir i$8aukti pilnai diferencijuoty biiseng
dopaminerginiuose CNS neuronuose;

(IT) palaikyti cholinerginiy CNS neurony iSgyvenima;

(IIT) slopinti astroglijiniy lasteliy proliferacijg. Sie biologiniai BDNF
poveikiai anksGiau nebuvo apraSyti. Kadangi dopaminerginiai neuronai,
cholinerginiai neuronai, ir astroglijinés lastelés gali biiti susietos nervinémis
ligomis arba sutrikimais, BDNF gali biiti naudingas gydant neuropatologijas,

apimandias Sias lgsteliy populiacijas.
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12.1. Medziagos ir metodai

12.1.1. Substantia nigra dopaminerginiy neuronu kultivavimo metodai

Ventralinés vidurines smegenis disekcijos pagalba i§imdavo i§ jvairaus
amZiaus Ziurkiy embriono smegeny, nuo 13 dienos embrioninio vystymosi (E13)
iki 15 embrioninés dienos. Paprastai, kiekviename eksperimente naudodavo
pavyzdZius i$ dviejy karty. Disekcijos tirpalas turéjo $ig sudétj: NaCl, 138,8 mM;
KCl, 2,7 mM; NapHPO4 7H0, 80 mM; KHpPOy, 1,5 mM gliukozé, 6 mg/ml;
BSA 0,1 mg/ml, pH 7,4. Sis tirpalas po paruosimo buvo sterilizuojamas per filtra
su 0,2 um poromis. Disekcijg atlikdavo nesteriliose salygose. Kada audinius
iStraukdavo i§ visy smegeny, likusias procediiras atlikdavo steriliose sglygose.
Audinio fragmentus patalpindavo j 35 mm kultivavimo inda ir smulkindavo
mazomis Zirklémis. Po to prie audinio pridédavo 2 ml mitybinés terpés F-12,
turinios 0,125% tripsino, ir inkubuodavo prie 37°C. Gale $io inkubacijos
periodo, prie suspensijos pridedama DNR H 1 taip, kad galutiné koncentracija
buty 80 ng/ml. Buvo atlieckama kita identiska inkubacija ir po to audinio
suspensijg pridédavo prie 8 ml auginimo terpés, sudarytos i§ minimaliai biitinos
terpés (MEM) su pridétais 2 mM gliutamino, 6 mg/ml gliukozés, 5 vienctais/ml
streptomicino  ir - 7,5%  fetalinio ver§iuko serumo (FCS). Pavyzdys
centrifuguojamas ant centrifugavimo staliuko kambario temperatiiroje prie 300
aps/min 5 minutes. Terp¢ paimdavo jsiurbdami ir 2 ml augimo terpés pridedami
prie lIgsteliy nuosedy. Su pipete, turindia 1 mm anga, lgstelés buvo trituruojamos
astuonis kartus. Likusiems lasteliy fragmentams leisdavo nusésti, veikiant Zemés
traukos jégai, ir, lasteliy kiekio nustatymui,buvo paimtas didesnis supernatanto
meginys, skaifiuojant su hemocitometru. Po lgsteliy tankio nustatymo, Sias
lasteles perkeldavo | kultivavimo 1éksteles, iSlaikydami tankj 50000 lasteliy j
kvadratinj centimetrg.

Kultivavimo indai paruoSiami dieng prie§ disekcija. Audiniy indai (24
duobutés, 2 cm? kiekvienai duobutei) i§ anksto padengiami poliornitinu
(molekuliné mas¢ 30000-70000 g/M) naudojant 0,5 mg/ml kiekj kambario
temperattroje 3 valandas. LekSteles gausiai perplove vandeniu ir po to apdorojo

peliy lamininu, 5 mg/ml prie kambario temperattros 3 valandas. Po to indus
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perplove vandeniu kaip ir auks¢iau ir inkubavo auginimo terpeje iKi ryto prie 37°
C drégnesnéje atmosferoje, sudarytoje 1§ 5% COp, 95% oro. Terpe i§ indy
pasalino sekanéia diena ir pakeité SvieZia auginimo terpe. Kada lasteleés buvo
patalpintos | auginimo indus, juos perk¢le | inkubatoriy prie 37°C ir 5% CO»
(95% oro) 24 valandoms. Auginimo terp¢ keité | miSinj neturintj sieros (SFM) I:1
(turis/turis) misinys (BEM) "Basal eagle Medium"” terpes ir mitybin€s terpes F-12
su gliukoze (33 mM), glutémino (2 mM), NaHCO3 (15 mM), HEPLS (10 mM),
pridedant insulino (25 pg/ml), transferino (100 pg/ml), putresino (60 pg/ml),
progesterono (20 nM), natrio selenito (30 nM), penicilino (5 vnt/ml),
streptomicino (5 mg/ml), ir T3 (30 nM). Kai kuriuose eksperimentuose i$valytus
NGF ir BDNF pridédavo | kultiiras po terpés keitimo, pra€jus dviem kultivavimo
dienoms.

Tirpalai, naudoti dopaminerginiu neurony auginimui, buvo ruoSiami
naudojant vandenj i§ reagento Milli-Q vandens sistemos. Audiniy auginimo
terpés misinys buvo gautas i§ Gibco laboratorijos, Santa Clara, California, kaip ir
ver$iuko fetalinis serumas (partijos numeris 43N1086) ir peliy lamininas. Visi kiti
terpes komponentai buvo pirkti»pas Sigma Chemical (St. Louis, MO) ir buvo
testuoty lgsteliy kultiry reagenty tipo. Poliornitinas ir DNAH I taip pat buvo
gauti i§ Sigma. Tripsinas buvo gautas i§ Worthington (Freehold, N.J.), partijos
numeris 3667. Komerciniai chemikalai buvo analitinio Svarumo ir nupirkti 1§
Baker Chemical (Philipsburg, N.J.). Eksperimentuose naudota BDNF i§ kiaules
smegeny iSskyré dr. Barde, pagal savo metodikg (Y.A. Barde, 1982, Zr.

auksciau).

12.1.2. Kulturu iS ventraliniu viduriniu smegenu imunocitochrominio dazymo

budai

Kiekvienam eksperimentui buvo gaminami SvieZi fiksuojantys tirpalai.
Dazant tirozin-hidroksilaze (TH), fiksatoriumi buvo 4% paraformaldehidas
fostatiniame Sorensono buferyje. Sorensono buferis buvo ruoSiamas pridedant
0,2 M KH»POy4 tirpalo prie 0,2 M Nas;POq kol pH pasiekia 7,3. Véeliau | tirpala
pridédavo paraformaldehidg ir trumpai pakaitindavo, kad jis iStirpty, ir

atSaldydavo iki kambario temperatiros pries vartojima.
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Procediiros pradZiai, kultivavimo terpe pasalindavo i§ kultivavimo indy
atsargiai i$siurbiami ir j indg atsargiai pridédavo atitinkamo fiksuojancio tirpalo.
20 minuciy inkuvbuodavo kambario temperatiiroje. Po to sekdavo 3 praplovimai
fostatiniame Sorensono buferyje, po 5 min. kiekvienas, lengvai sukant. Lasteles
po to inkubuodavo 30 min gesinan¢iame tirpale prie kambario temperatiiros,
lengvai maiSant. Gesinantis tirpalas, skirtas kultiroms daZzomoms su TH,
sudarytas i§ fosfatinio Sorénsono buferio, turin¢io 2% normalaus arklio serumo.
Po to, kultiros inkubuojamos pralaidumg didinan¢iame buferyje 30 min.
kambario temperatiiroje, lengvai mai§ant. Kultiroms, kurios daZomos su TH,
tirpalas buvo sudarytas i§ Sorensono buferio su 0,2 % saponino ir 1,5%
normalaus arklio serumo. Po pralaidumo pakélimo stadijos, kultiros buvo
inkubuojamos su pirminiais antikiinais iki ryto prie 4°C. Antikiinai prie§ Ziurkés
TH, tai peliy monokloniniai antikfinai IgG2a izotipo. Jy koncentracija buvo 40p
g/ml 10 mM Na;PO,, 50 mM NaCl, 0,2% saponino tirpale pric pH 7,5. Po
inkubacijos su pirminiais antikiinais kultiiras tris kartus praplaudavo po 15 min.
kiekvieng kart atitinkamame didinanéiame pralaidumg buferyje. Po to, kultaras
inkubuodavo su antriniais antikiinais, konjuguotais su biotipu, biitent, su
biotipuotais arklio antipeliniais IgG. Sis inkubavimas truko 2 val. lengvai maisant
kambario temperatiroje. Toliau, seké praplovimai, sutampantys su aukitiau
apraSytais, po to kultiros inkubavimas su i§ anksto suformuotu krieny
peroksidazes x-biotipuotu kompleksu (reagentas ABC, laboratorija Vektor,
Burlingance, CA), paruosta pagal gamintojo instrukcijas. Po 30 min. inkubacijos
prie kambario temperatiiros, lengvai maiSant, $ios kulttros buvo praplaunamos
kaip apraSyta anksciau.Po to kultiras inkubuodavo su 55 mM Tris-HC, turinéio
0,5 mg/ml diaminobenzidino ir 0,01% vandenilio peroksido, su pH 7,5. Reakcijos
produktui buvo leidZiama vystytis 2-5 minutes ir po to tirpalg paSalindavo ir
kultiras kelis kartus praplaudavo lediniu PBS. Tada nustatydavo teigiamy
lasteliy kiekj kvadratiniame centimetre.

Paraformaldehidas ir gliutaraldehidas buvo gauti i§ FLUKA Chemical.
Rinkiniai Vectastain, turintys normaly antiserumg (naudojamg kaip blokuojantj

reagenta), biotipuotas afiniskai i$valytas antiimunohemoglobulinas, avidinas DH,
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ir biotipuotas HRP-H buvo nupirkti i§ Vektor. Diaminobenzidinas buvo gautas i$

BRL (Gaithersberg, MD).

12.1.3. Budai, naudojami 3H-dopamin0 suvartojimo ventralinése vidurinése

smegenyse, nustatvymui.

3H-dopamino (3H-DA) suvartojimo tyrimai buvo atlickami pagal Dal Togo
ir kt. (1989, J. Neurosci 8:733-745) su neZymiais pakeitimais. Tam skirtas buferis
buvo sudarytas i§: NaCl 136,8 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO407H20 8mM,
KH>POy4 1,5 mM, gliukozés 5,0 mM, CaClp 1,0 mM, MgSO4 1,0 mM, askorbino
rigsties 0,1 mM, pargilino 0,1 mM, su pH 7,4. Kai bitina, prie Sio buferio
pridedama 5,0 uM BZT (benzotropino mezilotas).

Lasteles praplaudavo vieng kartg su i§ anksto paSildytu buferiu (37°C) ir
i$pilstydavo | 2 cm® duobutes po 0,4 ml §io buferio. Po to kultiiras palikdavo
parengtiniam inkubavimui 5 min., prie 37°C. Gale §io parengtinio inkubavimo |
buferj (230 nm, 40°C (mM)) pridédavo 0,1 ml 3H-DA taip, kad galutiné H-DA
koncentracija buferyje biity 50 nM. Kultiirg inkubuodavo 15 min. prie 37°C, o po
to 4 kartus praplaudavo su 0,5 ml apraSyto buferio prie 4°C. Du papildomus
perplovimus atlikdavo su lediniu PBS (10 mM Na3POy, 150 mM NaCl, pH 7,6).
Po to, kai baigiamas paskutinis perplovimas, prie lgsteliy, esanciy 2 cm?
duobutése, pridédavo po 0,2 ml 0,2 M NaOH ir palikdavo stoveti kambario
temperatiroje 2 val. Po to, surinkdavo NaOH ekstraktg ir suskai¢iuodavo
scintiliaciniame skaitiklyje (Pakkard, LS 500 TD) su 10 ml scintiliacinio skyscio
Ultimagold.  Specifinj vartojimo apskaiciavimg atlikdavo nutraukdami
suvartojimg su 5 uM BZT. Paprastai, tai sudarydavo 70-90 % suvartojimo.

IH-DA buvo gautas i§ NEN (Boston, MA). Askorbatas, pargilinas, BZT ir
gliukozé buvo gauti i§ Sigmos (St. Luis, MO). Scintiliacinis skystis Ultragold
buvo pirktas i§ Pakkard (Seterling, VA).

12.1.4. Bazaliniu galiniu smegenu cholinerginiu neuronu Kultiiruy gavimo budai

Bazaliniy galiniy smegeny cholinerginiy neurony pirminés kultiros buvo
gautos 18 17 dieny amZiaus Ziurkiy embriony. Konkreciai, cholinerginiai

neuronai, naudoti Siame tyrime, buvo gauti i§ medialinio pertvarinio branduolio
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ir diagonalinés Broko juostos branduolio. Si neuroniné populiacija pirmiausia
jsiskverbia | amonio ragg. Disocijavusiais misrias kultiiras (neurony ir glijos)
gaudavo Siuo badu.

Pertvaring sritj iSlaisvindavo disekcijos blidu i§ aplinkiniy audiniy ir
paSalindavo i§ vaisiaus smegeny. Po to audinio gabalélius surinkdavo,
smulkindavo Zirklémis ir apdorodavo 12,5 % tripsinu 20 min. prie 37°C. Tripsing
inaktyvuodavo praskiesdami induose esancia terpe, ( Dulbekko modifikuota
MEM terpe (DMEM), kuri turi 1% penicilino ir streptomicino, 5% arklio
serumo ir 1% N35-hormoninio priedo). Lasteliy suspensija (vienintelg) gaudavo
trituruodami suskaldytus audiniy fragmentus su Pastero pipete. Disociavusias
[asteles skaiCiuodavo hemocitometro pagalba ir paskirstydavo j indus su tinkamu
tankiu indy terpei. Praéjus 3-6 val. po i$séjimo, | kultiras pridedami testiniai

ligandai, o po to lasteles augino in vitro 10 dieny keisdami tepg kas 3 dienas.

12.1.5. Bandymai su cholinacetiltransferaze

Po apdorojimo lasteles naudodavo arba eksperimentuose su fermentu CAT
(cholinacetiltransferazé) arba imunologikai daZydavo su CAT, pagal Sia
metodikg. Monokloniniai antikiinai prie§ CAT buvo nupirkti i Beringer
Manngeim Biochemical Co. Eksperimento pabaigoje lastelés du kartus
praplaunamos su DMEM.Kultirg fiksuodavo dviem stadijomis. 50 pl 4%
paraformaldehidg pridédavo prie 50 ul DMEM ir inkubuodavo 10 min. Sj tirpala
padalindavo ir pakeisdavo 100 pl 4% formaldehidu, ir inkubuodavo 30 min.
kambario temperatiiroje. Po tiksavimo, lasteles praplaudavo 3 kartus fiziologiniu
tirpalu (PBS), buferizuotu fosfato pagalba, ir padarydavo juos pralaidZiais
inkubuodami 30 minuéiy su 0,5 mg/ml saponinu. Detergentg pasalindavo trimis
praplovimais su PBS ir 30 minuéiy pridédavo blokuojantj 5% triuSio normalaus
serumo tirpalo. Po blokuojancio tirpalo paSalinimo, pridédavo pirminiy
antiktny, praskiesty 1:3 1% triusio normaliu serumu, ir kultiirg inkubuodavo iki
ryto prie 4°C. Sj tirpala, turintj pirminj antikiing, paSalindavo praplaudami su
PBS. SuriStg imunoglobuling aptikdavo Vectastain "ABC" metodu.
Diaminobenzidino tetrahidrochlorida (DAB) naudodavo kaip peroksidazés

reakcijos substrata, kurig paprastai vykdydavo 1-5 min. Reakcijg nutraukdavo
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skalaudami kulttras 2 kartus 0,1 M Tris-HCl pH 7,2. Kultiirag saugojo 30 mM
Tris, turin¢iame 0,15 M NaCl, 42% glicerino ir 0,15% Zephiran (Pierce
Chemical Co., Rockvills, I L) prie 4°C, pH 7,6.

12.1.6. Grynu kulturu iS astroglijiniy lasteliy generavimo metodas

Grynas glijos lasteliy kultliras paprastai ruo§davo pagal McCarthy, K.D. ir
DeVellis (McCarthy, K.D. ir DeVelles, J. 1980, J. Cell. Biol 85:890-902) metoda
i$ pirmos ar antros postnatalinés dienos amZiaus Ziurkés amonio rago. Amonio
ragus paSalindavo 5 jaunikliams ir susmulkindavo Zirklémis. Audinio gabaliukai
po to paveikiami 2 ml 0,125% tripsino 20 min, pric 37°C. Proteaze
inaktyvuodavo praskiesdami terpe (10% verSiuko fetalinio serumo (Gibco),
DME, 0,5% penicilino (3000 mkg/ml) ir 0,5% gliutamino). Vienintelé Igsteliy
suspensija buvo gauta praleidziant suvirSkintus audiniy fragmentus per Pastero
pipet¢ su persmauka. Lasteles atskirdavo centrifuguodami 5 min. prie 900
aps/min, pakartotinai suspenduodavo léksteliy terpéje ir po to suskaiGiuodavo
hemocitometru. Vienintel¢ lgsteliy suspensija buvo padalinta | tris dalis,
kieckvieng | audiniy auginimo inda, turintj 75 cm? ploto ir lasteles augino
apytiksliai iki 80%-nio susiliejimo. Po to lgsteles pakartotinai augino,
panaudodami tripsinizacijos metoda, panaSy j kg tik aprasytajj. Glijos lgsteles

suskai¢iuodavo ir patalpindavo j indus, iSlaikydami tankj 10000 lasteliy j 0,9 cm?2.

12.2. Rezultatai

12.2.1. BDNF poveikis tirozinhidroksilazei, esanciai ventraliniu viduriniu

smegenu Kulturose

Imunocitocheminj daZymg, koks aprasytas auk$ciau 12.1.2. skyriuje,
naudojo jvertinimui BDNF poveikio | lasteles, turinias teigiamg atsakg j
tirozinhidroksilaze (TH) (8 pav.). Maksimalus padidéjimas, daugiau kaip 200%
lyginant su kontrole, buvo aptiktas 8 dieng ventraliniy viduriniy smegeny lgsteliy
kultlirose, stimuliuotose su BDNF. Anksciau 3-Gig dieng buvo stebimas tik labai

silpnas padidejimas kultiirose, stimuliuotose su BDNF.
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12.2.2. BDNF poveikis i ventraliniu viduriniy smegenu Kultiru dopamino

suvartojima

3H-dopamino (3H-DA) sunaudojimas buvo matuojamas Dal Taco ir kt.
metodu (1983, J. Neurosci 8:733-745) su nedideliais pakitimais, kaip apraSyta
auksciau 12.1.3. skyriuje. Nedidelis dopamino jsisavinimo padidéjimas buvo
aptiktas 8-t auginimo dieng ventraliniy viduriniy smegeny kultirose,

stimuliuotose su BDNF (9 pav.).

12.2.3. BDNF poveikis i galiniu _smegeny cholinerginiu _ neurony

cholinacetiltransferazés ekspresija

Fig. 10 a pateiktas BDNF poveikis CAT-teigiamy lasteliy kiekiui po 12
dieny auginimo in_vitro. CAT-lasteliy padidéjimas 5,9 karto buvo aptiktas
prid¢jus 100 ng/ml BDNF, o apskaiciuota ECso reik§mé buvo 10 ng/ml. Kaip
teigiama kontrol¢ buvo naudojamos kultfiros, turinéios tankj 26000 (juoda
juosta) arba 150000 (punktyriné juosta) lgsteliy vienoje duobutéje, kurias
apdorodavo tuo paciu budu, bet tik su NGF (Fig.10 b). Tankis, 260000 lgsteliy j
duobutg, atitiko tankj, naudota tiriant BDNF. Sis CAT-imunoteigiamy lasteliy
kickio padidéjimas yra panaus j padidéjimg, apie kurj buvo pranesta anksdiau.
Potencialus BDNF sugebejimas veikti cholinerginius neuronus taip pat buvo
patikrintas, matuojant CAT-fermentinj aktyvumg (F. Fonnum; L
Neurochemistry, 1975, 24:407-409). Fig.11 pavaizduoti CAT pakitimai, gauti
apdorojant su BDNF. Siuo atveju buvo gautas 1,8 karto padidéjimas, veikiant su

100 ng/ml BDNF, ir apskaiciuotas ECso buvo 61 ng/ml.

12.2.4. BDNYF ir EGF poveikis i astroglijos lasteliu kultiiras

Buvo parodyta, kad II tipo astrocitai turi didelj afiniskumg receptoriams i3
neurotransmiteriy ir neuropeptidy aibés. Taip, astrocitai gali reaguoti j
neuronines kilmés signalus. D¢l Sios prieZasties, o taip pat todél, kad II tipo
astrocitai yra pirminiy kultiiry lgstelinis komponentas, buvo tiriamas galimas
tiesioginis BDNF poveikis | glijos lgsteles.Prie$ pridédami augimo faktoriy Sias
lasteles laike 4 dienas in vitro, kad jy susiliejimo procentas pasiekty 60%, o po to
apdorodavo 42 val. su NGF ir BDNF. Po 18 val. inkubavimo j terp¢ pridedamas
[3H] metiltimidinas. EGF poveikis pateiktas Fig. 12 a. Kaip buvo skelbta
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aukSCiau, aptikta, kad EGF yra astrocity mitogeninis faktorius. Maksimali
reakcija buvo aptikta veikiant su 10 ng/ml EGF, kuris duodavo 5:2 karto didesnj
(3H] metiltimidino jsisavinima. Fig. 12 b. parodytas BDNF poveikis | [3H]
metiltimidino jsisavinimg. Reakcija | BDNF buvo dvifazé: labai maZos dozés (0,1
ng/ml) davé silpng timidino jsisavinimo padidéjimg, o dozés didesnés uz 1 ng/ml
BDNF sulaikydavo [3H]| metiltimidino jsisavinima. 5 ng/ml BDNF dozé davé
24% inhibavima, tuo paéiu padidindama glijos lasteliy proliferacijos laipsnj

apdorojimo periodo metu.

12.3. Aptarimas

Sie eksperimentai in vitro aiskiai rodo, kad BDNF palaiko iSgyvenimg arba
sukelia pilng diferencijavimgsi dopaminerginiuose neuronuose i§ besivystancios
pelés juodosios medZiagos, kaip parodyta daZant tirozinhidroksilaze ir dopamino
suvartojimo kitimu 8iy neurony kultirose, paimtose i§ Ziurkés embriono
viduriniy smegeny. Kadangi biitent $ie neuronai degeneruoja Parkinsono ligos
metu, tai didel¢ tikimybe, kad BDNF gali turéti terapinj potenciala gydant
Parkinsono ligg arba sumaZindamas neurony praradima, arba padidindamas
tirozinhidroksilazes kiekj (fermenta, apribojantj dopamino sintezés lygj), arba,
gal buit, abiem keliais.

Be to, kaip ir nervinio augimo faktorius NGF, BDNF veikia j Ziurkiy
bazaliniy galiniy smegeny cholinerginiy neurony i§gyvenima, kaip parodyta CAT
daZymo  padidéjimu, CAT aktyvumo padidéjimu  ir  sustipréjusiu
acetilcholinesteraziniu  dazymu  Ziurkés embriono medialinio pertvarinio
branduolio ir diagonalinés Broko juostos branduolio kultiirose. Atitinkamai, pats
BDNF arba kartu su NGF gali biti naudingas gydant ligas ir sutrikimus, kurie
susij¢ su bazaliniy galiniy smegeny cholinerginiais neuronais, tame tarpe,

pavyzdZiui, Alchaimerio liga.

13. Pavyzdys: Naujo BDNF/NGF genetinés Seimos nario identifikavimas

Naujy BDNF/NGF genetinés Seimos nariy identifikavimo biidas
panaudojant PCR su iSsigimusiais oligonukleotidais, pagristais aminoriigiciy
uzkonservuotais tarp NGF ir BDNF segmentais (1-4 boksai, Zr. 5.8 poskyrj), i§

pradZiy buvo bandomas nustatant ar gali abi poros tokiy praimeriy biiti
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panaudotos amplifikavimui tiek NGFgeno tiek ir BDNF geno i3 keliy riisiy
gyviiny genominés DNR. Sis biidas véliau buvo panaudotas naujo geno, kuris turi
homologija su’ NGF ir BDNF visuose minétuose keturiuose boksuose,
identifikavimui.

13.1. Medziagos ir metodai

13.1.1. Polimerazés grandininé reakcija

PCR reakceija buvo vykdoma i$ esmés taip kaip apraSyta auk3ciau 6 skyriuje.

13.2. Rezultatai

13.2.1. NGF ir BDNF sekuy i§ genominés DNR amplifikacija

ISsigimg sintetiniai oligonukleotidiniai praimeriai buvo sintezuoti pagal
segmentus boksas 1 ir boksas 2 i§ uzkonservuoty tarp NGF ir BDNF
aminorugsciy seky (7Zr. auk3ciau 5.8. sk.) ir buvo naudojami PCR reakcijoje su
ziurkeés genomine DNR kaip matrica. Tikslios praimeriy sekos buvo tokios
(8sigimimo  pozicijos su miiniu i§ dviejy ar daugiau baziy, jjungty
oligonukleotidy sintezés stadijoje, parodyti skliausteliuose; pabrauktos uodegos
su restrikciniy endonukleaziy skélimo daugybiniais saitais, kurie lengvina
jungimg j vektoriy sekan¢iame klonavimo etape; A =adeninas, G=guanidinas,
C=citozinas, T=timinas ir N=miginys i§ A,C,G,T):

boksas 1 (prasminis), praimeris IB:

S-GACTCGAGTCGACTCGGTGTG(C, T)GACAG(C,T)(AG)

T(C, T,A)AG-3'

boksas 2 (antiprasminis), praimeris 2C:

S'-CCAAGCTTCTAGAATTCA(C,T)TT(N)GT(C,T)

TC(A,G)(A, T)A(A,G)AA(A,G)TA

300 ng miSinio su kiekvienu i8sigimusiu praimeriu pridedama prie 300 ng
ziurkes genominés DNR 10 ul standartiniame PCR reakciniame misinyje. Buvo
atlikti 35 ciklai, kuriy kiekvienas susidéjo i§ 1 min. inkubavimo prie 94°C, 2 min.-
prie 43°C ir 2 min.- prie 72°C. BDNF ir NGF geny amplifikacijos, vykdomos
PCR pagalba naudojant Siuos praimerius, laukiamas produkto dydis buvo 175

baziy poros, tame tarpe dvi 17-matés uodegos (pabrauktos), jjungtos patogumo
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délei tolimesnéms klonavimo stadijoms. Reakcinio misinio elektroforezé ant 8%
poliakrilamido (5% glicerino) davé pagrinding juosta amplifikuotos DNR su
lauktu dydZiu, 175 poros baziy.

13.2.2. Seku, komplementariu BDNF/NGF zondui i$ jvairiu gyviinu rusiy

scnominiy DNR, aptikimas

175 bp juosty pasalino i§ gelio elektroeliucijos biidu ir amplifikavo toliau,
antroje PCR reakcijoje, septyniy cikly reakcijos salygose, identiSkose su pirmos
PCR salygomis, iSskyrus tai, kad koncentracijos dGTP, dATP ir TTP buvo
sumazintos iki 50 uM, ir vietoje numatyto dCTP naudojo Zyme alfa 32p_dCTP.
DNR produktg su radioaktyvia Zyme iSskirdavo i§ reakcinio misinio
chromatografiniu biidu tolygioje kolonoje. Sj zonda, paZyméta RIB/2C (Ziurkés
DNR, amplifikuotai i§ praimeriy IB ir 2C), po to panaudojo jvairiy gyviny
genominiy DNR komplementariy seky aptikimui (rezultatai, gauti su Ziurke,
pele ir visCiuku parodyti Fig.13), po perskaldymo su Eco RI restrikcine
endonukleaze ir blotingo su nitroceliulioze, pagal Southern hibridizacijos btds,
su genomine DNR, suvirskintos su EcoRlI, kaip parodyta Fig. 13.

EcoRI fragmenty i§ genominés DNR, turin¢ios NGF ir BDNF sekas,
dydZiai buvo nustatyti kontrolése paraleliuose blotuose, panaudojant Zmogaus
NGF ir BDNF zondus su radioaktyviomis Zymémis, gautus PCR reakcijos
pagalba i3 klonuoty geny. NGF ir BDNF genominiy EcoRI fragmenty padeétys
parodytos Fig.13, kaip N ir B, atitinkamai. Rezultatai panasios analizés parodyti
Fig.3 ir ckvivalentis rezultatai buvo gauti su Zmogaus zondu, kaip su kiaules
BDNF zondu Fig.3 Kaip parodyta auki¢iau, NGF ir BDNF zondai kryZminosi su
vieninteliu jvairiy stuburiniy genominés DNR EcoRI fragmentu. PavyzdZiui,
7iurkés DNR BDNF bandymas metu aptikta juostg apytiksliai 8.8 kb, tuo tarpu
NGF bandymo metu aptikta juosta apie 10,4 kb.

Kaip parodyta Fig.13 visoms tirtoms rG8ims (pateikti viSCiuko, pelés ir
ziurkés duomenys), zondas RIB/2C kryZminosi su DNR juosta neatskiriama nuo
juostos, identifikuotos NGF zondu, taip pat kaip su DNR juosta, neatskiriama
nuo DNR, identifikuotos BDNF zondu (pelés NGF ir BDNF genominiai EcoRI

fragmentai turi tg patj elektroforetinj judruma apytiksliai 11,3-12,0 kb). Tai rodo,
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jog iSsigimg oligonukleotidiniai praimeriai IB ir 2C gali bati panaudoti
amplifikacijai seky tiek i§ NGF, tiek ir i§ BDNF geny. Reikia paZzymeéti, kad kai
kuriais atvejais buvo pastebetos papildomos juostos genominiame Southern-
blotinge, hibridizuotame zondu IB/2C. PavyzdZiui, pelés genominéje DNR,
suskaldytoje su EcoRI, aptiktos bent jau dvi papildomos juostos (Zymétos X1 ir
X2,turin¢ios dydj apytiksliai 10,0 kb ir 1,5 kb, atitinkamai), kurios neatitiko nei
NGF nei BDNF. Panasiai bent jau dvi papildomos juostos buvo aptiktos
hibridizuojant su Ziurkés DNR (XI, X2 apytiksliai 7,3 ir 1,2 kb atitinkamai), ir
bent jau viena buvo vi¢iuko DNR (X, apytiksliai 2,6 kb). Kai kuriais atvejais taip
pat buvo aptinkamos papildomos juostos, nepaZymétos Siame paveikslélyje.
Tokiy juosty, nepriklausan¢iy nei prie NGF nei pric BDNF, aptikimas nurodo
galimg egzistavimg papildomo genetinés Seimos nario (nariy). AnalogiSkai,
naudojant Kkitus komplektus praimeriy pory ir genominiy DNR matricy
(duomenys neparodyti) aptikdavo juostas, aiskiai besiskiriandias nuo Zinomy

juosty, priklausanciy BDNF ir NGF geny sekoms.

13.2.3. Naujo geno, giminingo BDNF ir NGF identifikavimas

Konkretus hipotezés patikrinimas, apie tai kad naujas genas, susietas su
NGF ir BDNF, gali bati identifikuojamas PCR reakcijos pagalba, panaudojant
i8sigimusius oligonukleotidinius praimerius, buvo atliekamas panaudojant boksas
3 ir boksas 4 praimerius (Zr. auksciau 5.8. skyriy) ir pelés genomine DNR, kaip
matricg. Sintezuoti i§sigime¢ praimeriai turéjo Sias sekas:

3 boksas (prasminis):

5-GGGGATCCGCGGITG(T,C)(C,A)GIGGIAT(T,C,A)GA-3

4 boksas (antiprasminis)

S-TCGAATTCTAGAIIC(T,G)IAT(AG)AAIC(T,G)ICCA-3'  kur G-
guanidinas, A-adeninas, C-citozinas, T-timinas ir I-inozinas; miSiniai i$ daugiau
nei vienos bazes vienoje pozicijoje parodyti skliausteliuose. Reikia pazyméti kad
inozinas naudojamas kai kuriose pozicijose, atitinkandiose tredig (nepastovig)
bazg¢ kodone, kad jgalinty genetinio kodo i8sigimimg. Taip pat galima naudoti
miinj i§ keturiy jprastiniy DNR baziy victoje inozino, ir su tokiais praimeriais

buvo gauti i§ esmés sutampantys rezultatai.
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Naudojant i$sigimusia boksas 3/boksas 4 praimeriy porg, PCR su
genomin¢mis NGI ir BDNF sckomis i§ pelés DNR, kaip tiketasi, turéjo
amplitikuoti segmentus apytiksliai 30 bp dydZio. Naudodami praimerius
parodytus aukscéiau, PCR reakcija vykdé 4 ciklais su renatiiracijos temperatiira 45
°C, o po to dar 31 ciklag su renatiiracijos temperatiira 49°C. Produktai buvo
analizuojami gelio elektroforeze, ir buvo stebima pagrindine juosta, laukiamo
dydzio. Pelés NGF genas turi restrikcinés endonukleazes Hind II skélimo saitg
srityje tarp boksas 3 ir boksas 4, tuo metu kai BDNF Sioje srityje turi skelimo
saita Apal fermentui. Todél buvo laukta, kad skaldant PCR amplifikacijos
produkta su HindII ir Apal, galima pasalinti NGF ir BDNF sekas 1S pagrindin€s
produkto juostos. Taciau, kada PCR produktas buvo pilnai suskaldytas Siomis
restriktazémis liko amplifikuotoje DNR. Tai leidZia manyti be NGF ir BDNF

geny buvo amplifikuotas bent jau vienas naujas genas.

13.2.4. Naujo genetinés Seimos nario apibudinimas

Atsparus skaldymui PCR reakcijos produktas buvo iSplautas i§ gelio ir
panaudotas kaip matrica asimetrinése PCR reakcijose, kuriose vienas i$ pradiniy
iSsigimusiy praimeriy buvo 10-100 karty didesnés molinés koncentracijos,
lyginant su kitais praimeriais. Sis asimetrinis amplifikavimas leido pagaminti
viensiiiles DNR matricas, tinkancias nukleotidiniy seky nustatymui grandininio
terminavimo biidu. Naujo geno (Zymimo c¢ia No 3/4, bet taip pat minimo kaip
neurotrotinas-3) sekos analize buvo toliau iSplésta PCR pagalba, amplifikuojant
tarp tikslaus praimerio, esancio tarp boksas 3 ir 4, ir poli-A sekos 3' geno
transkripto gale, naudojant strategija "greita KDNR galy amplifikacija" (RACE),
apraSyta M.A. Frahman, M. K. Dush ir G.R. Martin, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV,
85: 8998-9002 (1988). DNR nukleotidy sekos nustatymas parode, kad buvo
amplifikuotas naujas genas, turintis atvirg nuskaitymo rémelj, galintj koduoti
polipeptida, skirtingg nuo NGF ir BDNF, bet labai gimininga savo aminoriigsciy
scka su abiem (14 pav.).

Pradinis patvirtinimas, kad 3is naujas genas koduoja neurotrofinj faktoriy,

buvo gautas nustatant jo ekspresyvumo paterng Ziurkés audiniuose, northern-
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blot-hibridizacijos biidu. Si analizé parodé, kad §is naujas genas ekspresuojasi

daug stipriau smegeny audinyje, nei kuriame kitame tirtame audinyje.

13.3. Aptarimas

Kaip parodyta auk3¢iau (Zr. Fig.13), DNR zondas, gautas PCR
amplifikacija, naudojant praimerius boksui 1 ir 2, su Ziurkés genomine DNR kaip
matrica (RIB/2C), susikryZmino su naujomis juostomis papildomai prie juosty,
kurios, kaip Zinoma, turi NGF ir BDNF geny sekas, i§ kiekvienos tirtos gyviiny
rusies DNR, suskaldyty su Eco RI. Pana$i analizé buvo atlikta panaudojant
radioaktyviai Zymétg naujo geno zonda, amplifikuotg panaudojant praimerius
boksas 3 ir 4 su peliy genomine DNR (M5/4). Kiekvienu atveju, M5/4 zondas
hibridizavosi su vienintele pagrindine juosta i§ genominés DNR, suskaldytos
EcoRI pagalba, ir skirtinga nuo juostos, turinios NGF ir BDNF sekas. Reikia
pazyméti, kad EcoRI fragmentai, gauti i§ pelés, Ziurkés ir vis¢iuko genominés
DNR, kuriy hibridizacija su zondu M3/4 buvo stebima, visais atvejais sutapo su
viena i$ naujy juosty, gauty kryZminant su RIB/2C. Tai buvo fragmentai: 19,0 kb
EcolR fragmentas i§ Ziurkiy DNR (X1 i§ Fig.14), 7,3 kb fragmentas i§ Ziurkiy
DNR (X1 i§ Fig.14), 2,6 kb juosta i§ vis¢iuko DNR (X i§ Fig.14). Tai leidzia
manyti, kad buvo amplifikuotos vieno ir to pacio geno dalys i§ Ziurkés DNR,
panaudojant praimeriy porg IB/2C, ir i§ pelés DNR su praimeriais 3 ir 4.Taigi
bent vienas naujas genas turi homologijos su NGF ir BDNF visuose keturiuose
homologijy boksuose, aprasytuose auks§ciau.

Homologiniy boksy tarp NGF, BDNF ir papildomo genetinés $eimos nario
(pavyzdziui, M3/4, Zinomo taip pat kaip NT-3) id¢ja ¢ia buvo isreiksta pirminiy
aminoriig8Ciy seky pagalba ir naujy $eimos genetinés identifikacijos budais.
Taciau, svarbu turéti omenyje, kad, greiciausiai, papildomai galima jtraukti Siy
neutroniniy faktoriy antring ir treting struktlira, jy saveika su specifiniais
faktoriais, tam, kad racionaliai konstruoti naujas molekules, turincias potencialia
teraping verte.

PavyzdZiui, NGI turi 6 cisteininés liekanas, ir visos jos, kaip parodyta,
jtrauktos j disulfidiniy tilteliy sudarymg. Sunumeravus juos nuo N galo iki C galo,

kaip cisl-cis6, gauname disulfidinius tiltelius cis 1-cis-4, cis 5 ir cis 3- cis 6. Visu
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Sesiy cisteino liekany pozicijos uZsikonservavo tarp NGF ir BDNF, ir trys
cisteino liekanos segmente M3/4 iSsidésciusios tiksliai kaip NGF ir BDNF cis 4,
cis 5 ir cis 6. I8 to galima daryti prilaida apie glaudy rysj tarp visy geetinés Seimos
nariy antrin€s struktiros, kuri pagrinde yra apsprendZiama uzkonservuotomis
cisteino lickanomis. Reikia paZzymeti, kad minétieji NGF ir BDNF homologijos
boksai apima 5 i$ 6 cisteino lickany (cis 1 bokse 1, cis 2 bokse 2 cis 3 bokse 3 ir
cis 5 ir cis 6 bokse 4). Tai p:alaiko mintj, kad cis liekanos ir jy artimiausi kaimynai
vaidina svarby vaidmenj neurotrofinio faktoriaus bendros struktiiros
suformavime. Sie struktiriniai determinantai, apsprendZiantys aukStg afiniskuma
specifin€je  saveikoje  su  receptoriais, kaip ~manoma, kickviename
neurotrofiniame faktoriuje, yra iSsidést¢ unikaliose molekulés vietose.

Atitinkamai, nauji chimeriniai genai gali biiti gaunami rekombinuojant tarp
Seimos nariy (pvz., in_vitro rekombinacijos arba tiesioginés geny sintezés
pagalba) bet kuriame i jau apraSyty keturiy homologijos boksy arba dar kur
nors molekul€je. Atrodo, kad tokie chimeriniai baltymai turi panaSig antring
struktiirg del uzsikonservavusiy cis liekany ir kity aminortigi¢iy liekany, bet gali
tureti naujas biologines savybes. Pavyzdziui, BDNF/NGF chimeriniai baltymai
gali buti bifunkcionallis sgaveikos su BDNF ir NGF receptoriais poZiiriu.
Chimeriniai baltymai taip pat gali skirtis nuo motininés molekulés (ar molekuliy)
savo dvimate struktiira ir kitomis fiziko-cheminémis savybémis. Chimeriniai
baltymai taip pat gali funkcionuoti kaip bet kurio savo motininés molekulés
antagonistai.

Aktyviis BDNF/NGF fragmentai gali bati panaudoti kity 3eimos nariy
kirimui, remiantis Ziniomis apie kritines "Serdines" sritis atitinkamam
susilankstymui, plius informacija apie tai, kokios sritys biitinos specifinei sgveikai
su receptoriais.Palyginimas naujy Seimos nariy su jau Zinomais, gali biti
panaudotas naujy homologijos boksy aptikimui, kuric gali padéti vykdant
paieskas papildomy BDNF/NHF genetinés §eimos nariy. PavyzdZiui, sulyginimas
"M3/4" su BDNF leido aptikti kai kuriuos naudingus homologijos boksus. Vienas
18 jy, ypac jdomus, turi ketvirta uZsikonservavusig cis liekang, vienintelé, kurios

nebuvo auksciau apradytose 1-4 boksuose. Segmentas, turintis tg cis liekang, tai
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18 tikryjy pakankamai ilgas tapatumo segmentas arba segmentas su
uzkonservuota aminortgs¢iy seka, kurig turi BDNF ir "M3/4", biitent: His Trp
Asn Ser Gln Cys /Arg arba Lys/ - Thr/Thr arba Ser/ -Gln/ Ser arba Thr-Tyr-Val-
Arg-Ala-Leu-Thr. Sio segmento viduje galima parinkti bent jau du homologijos
boksus, naudingy iSsigimusiy oligonukleotidy sintezei (pvz., His-Trp-Asp-Ser-
Gln-Cys reikalauja 36-kartés degeneracijos 18-maciui praimeriui arba 48-kartés

17-maciui, naudingu boksu biitu taip pat ir Tyr-Val-Arg-Ala-Leu-Thr).

14. Pavyzdys: Padidinta BDNF ekspresija neuroblastomu lastelése

14.1. Medziagos ir metodai

14.1.1. Lasteliu linijos
CHP100, CHP126, CHP134, CHP234, LANI, LANS5, NB9, SV5V, V79,
FO1, BU2, HO1, HL60 ir COL 320 tai Igsteliy linijos, palaikomos laboratorijoje

dr. Fred Alt, kuris davé DNR northern-blotingo tyrimams (Fig. 15 ). Visos
Iasteliy linijos yra i$ Zmogaus naviky. CHP100 lgsteliy linija i§ neuroepiteliomos,
CHP126, CHP134, CHP234, LANI, LAN5, NB9 ir SV5V - neuroblastomos
Igsteliy linijos, V79 - retinoblastomos lasteliy linija, FO1, BU2, HO1 -
melanomos lgsteliy linijos, HL60 - promielocitinés leukemijos lasteliy linija,

COL 320 - storosios Zarnos neuroendokrininés karcinomos lgsteliy linija.

14.1.2. RNR paruosimas

RNR paruoSimas ir northern-blotingo vykdymas, i§ esmés buvo toks pats
kaip ir 8.1.1. skyriuje, Zr. auk$¢iau, panaudojant Zmogaus kDNR pilno ilgio
zondg. Kiekviename gelio takelyje northern-blotingo vykdymui buvo panaudota
10 pg bendrosios RNR (Fig. 15), iSskyrus tai, kad RNR LANI takelyje buvo
maZiau apkrautas, o SV5V atveju panaudotas 1 pg poli (A)T RNR.

14.2. Rezultatai

Fig.15 pateikti BDNF zondo, sukryZminto su RNR pavyzdZiy panele, gauta
1§ daugelio Zmogaus lasteliy linijy, northern-blot analizés rezultatai. Didelis
kiekis RNR, susikryZminusios su BDNF zondu, buvo aptiktas CHP234 ir LANS
lasteliy linijose, ir maZesni kiekiai buvo aptikti CHP126 ir CHP134. Visos

teigiamos linijos buvo kilusios i§ Zmogaus neuroblastominiy naviky.
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15. Pavvzdys: Ziurkés amonio rago BDNF ir NGF RNR reguliavimas, kuris yra

priklausymas nuo aktyvumo, vykdomas dalyvaujant ne NMDA glutamatiniams
rcceptoriams

15.1. MedZiagos ir metodai

15.1.1. Ziurkiu apdorojimas kainine riigtimi

Pracjus 90 min., judesiy aktyvumo nuslopinimui, Ziurkéms paprastai buvo
duodamas diacepamas (valium), po to kai kainin€ riigstis (12 mg/kg gyvos masés)
buvo jvesta | pilvo ertmeg. Kaip parodyta Fig.19 valium, duotas po kainin¢s
ragsties, netur€jo jtakos tolimesniam BDNF ir NGF mRNR lygio padidéjimui.
Ziurkés amonio rage, praéjus 3 val. po kaininés riigsties jvedimo, ir negavusios
Valium, turéjo panaSius BDNF ir NGF mRNR lygio padid¢jimus, lyginant su

gyvinais, gavusiais kainine riigstj, o po to valium.

15.1.2.Amonio rago lasteliu kultiiry paruoSimas

Amonio rago smegenys i§ Ziurkiy E17 embriony buvo iSimami disekcijos
bidu ir inkubuojami 20 min. prie 37°C fiziologinio tirpalo PBS fosfatiniame
buferyje, be kalcio ir magnio jony, turin¢iame 10 mM gliukozés, 1 mg/ml
albumino, 6pg/ml DNR'azés ir 1 mg/ml papaino. Po praplovimo tirpalu be
papaino, amonio rago lgsteles atsargiai disocijavo nusausinta Pastero pipete.
Lasteles surinkdavo centrifuguodami mazu greiciu, pakartotinai suspenduodavo
DMEM tirpale, pridédavo 10% verSiuko fetalinio serumo ir pasédavo
plastikinése auginimo lékstelése tankiu 0,5 x 100 lasteliy 35 ml, prie§ tai
padengtose poli-DL-ornitinu (0,5 mg/ml) ir lamininu (5 g/ml). Praéjus 3 val. po
s¢jos, terpe pakeisdavo | neturinCig sieros terpg, kuri turéjo priedus, kaip
apraSyta Brewer ir Cotman (Brain Res. 497:65, 1989), bet be glutamato.
Neuronai iSlikdavo gyvybingi kultiiroje iki 3 savaiciy ir paprastai buvo naudojami

cksperimentuose pracjus 7 dienoms po s€jos.

15.1.3. RNR amplifikavimas

Bendrgjg lastelées RNR ekstrahuodavo kaip apraSyta pas Chomeynsky ir
Sacci (Anal. Biochem 1987, 162: 156-159) i§ 0,5 x 100 lasteliy, po to kai buvo
pridedama sutrumpintos RNR atstatomojo standarto (fig.30 ). NGF mRNR ir
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kRNR buvo amplifikuojamos kartu atvirkStinés transkripcijos reakcijos /
polimerazés grandininés reakcijos (RT/PCR) bendrame inde, turin¢iame 1/5
ckstrahuotos RNR, 1xRT/PCR buferj (10mM Tris-HCI pH 8,5, 10 mM KCl, 1,5
mM MgCly, 0,1 mg/ml Zelatinos 0,1 % tritono X- 100), 0,25 mM dNTP, 0,1 pg
kiekvieno i§ 5' ir 3' praimeriy, 5 vnt. RNRazés (Promed), 3,2 vnt. AMU-
atvirkitiné transkriptazés (Life Science) ir 2 vnt. Taq polimerazés (Genefit)
bendrame 25 ml tiryje. S misinj padengé mineraliniu tepalu ir inkubavo 30 min
prie 41 °C, pakaitino iki 92°C 60 sekundZiy, renatiiravo praimerius prie 35°C 60
sek. ir plété praimerius prie 72 °C 60 sek. Amplitikacijos produktai (203 bp 18
NGF mRNR ir 153 bp i§ atstatomojo standarto) atskirdavo ant 3%
Nusieve/Agarose 3:1 gelio (FMC Bioproducts), atliko Sarminj blotingg su
membrana Hybond N plus (Amersham) ir kryZzmino kaip aprasyta (Haumann ir
Thoenen 1986, J. Biol. Chem. 261:9246; Lindhold ir kt., 1988, J. Biol. Chem.
263:16348).  Absoliuciam kiekybiniam paskaiCiavimui, Zinomas kiekis
transkribuotos in__vitro mRNR ir atstatomasis standartas kartu buvo
amplifikuojami paraleliose reakcijose, pagal neseniai apraSyta Wang ir kt.

metoda (PNAS 86:9717-9721, 1989).

15.2. Rezultatai ir aptarimas
BDNF ir NGF yra genominés Seimos nariai, turintys apytiksliai 50%

identiskos aminoriigi¢iy sekos (Leibrock ir kt., 1989, Nature 341-149). Sios
molekulés turi grieztai konservuotus domenus. Siy domeny viduje esandios 6
cisteino lickanos greitiausiai jtrauktos | $iy molekuliy trimatés struktiros
stabilizacija, kuri biitina jy biologiniam aktyvumui. Taciau NGF ir BDNF taip
pat turi skirtingy domeny, kurie nulemia jy skirtingg neuroninj specifiskuma
(Lindsay ir kt., 1985, Dev. Biol. 112:319; Jonson 1986, J. Neurosci 6:3031; Hafer
ir Barde 1988, Nature 331:261; Rodriguez - Tebar ir kt., 1989, Dev. Biol.
136:296). Be to, skirtumas tarp $iy neurotrofiniy molekuliy patvirtinamas jy
sintezavimo vietomis, NGF ekspresuojasi tiek periferijoje (Korsching, S ir
Thoenen, H. 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 80:3513; Ebendal ir kt., 1983,
Exp. Cell. Res. 148:311; Heimann ir kt., 1984, EMBO, 3:3183; Dhelton ir
Richardt, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 81:7951), tick ir centrin¢je nervy
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sistemoje (Korsching ir kt., 1985, EMBO, 4:1389; Shelton ir Reichardt, 1986,
Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 83:2714; Whittemore, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci.
JAV, 83:817; Lérge ir kt. 1986, Science, 234:352). Inervacijos tankis neuronais,
reaguojandiais | NGF, atspindi NGF kiekj, esant] atitinkamuose audiniuose-
taikiniuose (Korsching ir Thoenen 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 80:3513;
Ebendal, 1983, Exp. Cell. Res. 148:311; Heimann ir kt., 1984, EMBO, 3:3183;
Dhelton ir Richardt, 1984,‘Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 81:7951; Korsching ir kt.,
1985, EMBO 4:1389, Schelton ir Reichardt, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV
83:2714, Whittemore ir kt., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 83:817; Larg ir kt.,
1986,Science, 234:352). Skirtingai nuo NGF, BDNF pagrinde ekspresuojasi tik
CNS neuronuose ir juose esantys BDNF mRNR kiekiai daug didesni uZ NGF
mRNR kiekius, pavyzdZiui, apytiksliai 50 karty amonio rage. Periferinéje nervy
sistemoje NGF sintezuojamas jvairiy tipy nenervinémis lgstelemis (Bandtlow ir
kt., 1987, EMBO, 6:891), tuo tarpu galvos smegenyse NGI pagrinde
lokalizuojasi neuronuose, kaip pademonstruota in_situ kryZminimo pagalba
(Rennert ir Heinrich 1986, Biochem. Biophys. Res. Commun 138: 813; Ayer-
Lezievre ir kt., 1988, Science 240:1339; Whittmore ir kt. 1988, J. Neurosci. Res.
20:403). Tadiau, i3auginti astrocitai 1 tipo, kaip parodyta, taip pat gamina Zymius
NGF kiekius (Lindsay 1979, Nature 282:80; Furukava ir kt.,, 1987, Biochem.
Biophys. Res. Com. 142:395). Neurony ir astrocity santykinis jnaSas |
sintezuojamg galvos smegenyse NGF pakol kas neiSaiskintas. Jvertinant tai, kad
pagrindiné BDNF ir NGF mRNR ekspresija vyksta centrin€je nervy sistemoje,
buvo tiriami Sie klausimai: ar gali neuroninis aktyvumas daryti jtakg Siy dviejy
RNR kiekiui, ir jei taip, tai koks transmiteris (-iai) gali dalyvauti reguliacijoje.
Pirmoje eksperimenty serijoje neuroninés kultiiros buvo paruostos i§ Ziurkes E17
embriony amonio rago. Kaip parodyta Fig. 16a. amonio rago neurony
depoliarizacija, sukelta didele (50 mM) kalio koncentracija, padidindavo BDNF
mRNR kiekj. Maksimals lygiai buvo pasiekti tarp 3 ir 6 valandy po kalio
koncentracijos pakélimo. Kalio sukelta BDNF mRNR padid¢jima galima buvo
nuslopinti, pasalinant i§ terpés kalio jonus, ir sumaZinti inhibuojant kalcio

patekima nifodipinu, blokuojanéiu transportavimo kelius (Fig.16b).
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Kadangi, naudojamos Zmoniy Amonio rago kultiiros buvo sudarytos i§
misrios neurony populiacijos, turincios skirtingus transmiterin€s ir receptorinés
ckspresijos paternus, ¢ia buvo tiriamas skirtingy fiziologiniy ir sintetiniy
receptoriniy agonisty veikimas | BDNF ir NGF ekspresija. Rezultatai, pateikti
VI lenteléje, rodo, kad i§ visy tirty medziagy - kaininé ragstis, glutamatinio
receptoriaus agonistas (Managhan ir kt. 1989, Annu. Rev Pharmacol Toxicol
29:365), iki Siol davé didZziausia BDNF mRNR padid¢jima amonio rago
neuronuose. PrieSingai, kitos medzZiagos, tokios kaip karbaksolo (muskarino
receptorinis agonistas) ir, Siek tiek maziau, histaminas ir bradikininas tik Siek
tick, nors ir pastebimai, didindavo BDNF mRNR (VI lentel¢). Kadangi NGF
mRNR lygis amonio rago neuronuose labai Zemas, ¢ia buvo sukurtas kiekybinis
polimerazés grandininés reakcijos buidas, tinkantis NGF mRNR pakitimy
nustatymui. Panaudojant § metoda, nustatyta, kad amonio rago neuronuose
BDNF mRNR lygiai, kaip ir NGF mRNR lygiai, buvo pakeliami kalio ir kaininés
rugsties pagalba (Fig.17).

Kaip parodyta Fig.18, maksimalus BDNF mRNR padidéjimas amonio rago
neuronuose buvo gautas su kainine riigStimi prie koncentracijos 25 pM.
Tolimesnis jos koncentracijos kelimas mazindavo BDNF mRNR lygi, kas,
greiCiausiai, atspindi toksinj dideliy kaininés riig§ties koncentracijy poveiki
amonio rago neuronams (Fig.18). Anksciau buvo skelbta apie neurotoksiSkuma,
perduodamag glutamatiniu receptoriumi (Chai ir kt., 1978, J. Neurosci. 7:357;
Rothman, ir Olney, 1987, Trends Neurosci, 10:299, Chai 1988, Neurosci, 1:623)
jvairiems CNS neuronams, po to kai panaudojami analogai, Zadinancio
aminoruagstinio glutamato. Taciau, kaininés rugsSties koncentracijos, bitinos
amonio rago neurony BDNF ir NGF mRNR ekspresijos sustiprinimui, gali bati
tiksliai atskirtos nuo koncentracijy sukelianéiy neurotoksiSkuma.

Tam, kad kainin¢s rugsties veikimg iStirti detaliau, ¢ia buvo tiriama, ar
galima uZblokuoti BDNF mRNR lygio padidéjimg kuriuo nors i§ Zinomy
glutamat-receptoriy antagonisty (Managhan ir kt., 1989, Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol 29:565). Kinureno riigdtis, glutamat-receptorinis plataus spektro

antagonistas, taip pat kaip ir CNQX, konkurentinis ne NDA receptoriy
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inhibitorius (Managhan ir kt., 1989 Annu. Rev. Pharmacol. Toxical.29:365),
pilnai blokavo kaininés riigSties sukeliama BDNF mRNR padidéjimg amonio
rago neuronuose (VII lentelé). I§ kitos pusés, MK-801, kuris specifiSkai blokuoja
MNDA receptorius, negaléjo uZblokuoti BDNF mRNR padidéjimo  Siuose
neuronuose. Be to, pats NMDA nekeit¢ BDNF mRNR lygio (VI lentel€). Tai
reiskia, kad kaininé rugstis veikia tiesiogiai per savo receptorius ir kad $is
poveikis daromas ne del iﬁékyrimo endogeninio glutamato (kuris taip pat veikia |
NMDA receptorius). Tuo budu, galima teigti, kad kainin¢ riigstis in vitro pakelia

BDNF mRNR lygius, panaudodama ne NMDA receptorius.

V1 lentele
Jvairiy receptoriniy agonisty poveikis | BDNF mRNR ekspresija

neuroninése kultlirose

Priedai % nuo kontroles
nieko 10045
karbaksolas (50uM) 220425
karbaksolas (50uM)+ atropinas (10uM) 85£15
nikotinas (100pM) 1107
histaminas (50uM) 15012
serotoninas (100uM) 95+6
dopaminas (100uM) 1157
norepinefrinas (25 uM) 7510
substancija "M" (1 uM) 8519
somatostatinas (1 pM) 11048
bradikininas (1 uM) 155%15
kaininé ragstis (25 pM) 136570

NMDA (25 uM) 105+70
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VII lentelé
Ivairiy glutamatiniy receptoriy antagonisty poveikis | kaininés rugsties

sukelta BDNF mRNR ekspresijg

Priedai % nuo kontroles
nieko 10060

kaininé rugstis 25 uM) 1250460
kinureno ragstis (1 pM) 7016

kinureno ragstis (1 uM)+ kaininé 847
rugstis (25 uM)

CNQX (10 uM) 109+6
CNQX (10 uM) +kaininé ragstis (25 1037
M)

MK-801 (5 uM) ' 9615
MK-801 (5 uM) + kainin¢ rugstis (25 p 113080
M)

Jvertinimui 3iy in_vitro tyrimy fiziologine reikSme, buvo tiriama ar veikia
panasiis mechanizmai in vive. Abiejy lyCiy suaugusias Ziurkes Wistar, 180-200 g
svorio, apdorodavo 12 mg/kg kainine riig§timi. Po jvairiy laiko periody, bﬁvo
nustatomi BDNF ir NGF mRNR lygiy pakitimai amonio rage ir Zieveje,
panaudojant northern-blot-analizg. Fig.19 rodo, kad kainine rugstis sukelia
BDNF ir NGF mRNR lygio padidéjima abiejuose galvos smegeny srityse. BDNF
mRNR padidéjimas buvo Zymiai didesnis uZ NGF mRNR padidejimg. Be to, dar
po 24 valandy po kaininés riigsties jvedimo mRNR lygiai iSliko padidinti. BDNF
ir NGF mRNR kitimas laike parodé, kad maksimalus padid€jimas amonio rage
pasiekiamas pra¢jus 3 valandoms po kaininés riigsties jvedimo (Fig.19). Idomu
pazyméti, kad pries BDNF ir NGF mRNR lygio padidejima, pakildavo S-fos
mRNR lygis: Sic du reiskiniai gali sutapti atsitiktinai, kaip nesenai buvo parodyta
sédimojo nervo pazeidimo atveju (Hengerer ir kt., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.

JAV, 87:385). Be to, egzistuoja uzlaikymas tick BDNF, tick ir NGF mRNR
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padidéjimo Zieveje, lyginant su padidéjimu amonio rage, rodantis kad signalai,
sukeliantys BDNF ir NGF ekspresijos sustiprejimg, plinta nuo amonio rago |
kitas smegeny sritis. Sie duomenys sutampa su anksciau paskelbtais duomenimis
(Morgan ir kt., 1987, Science 237: 192), rodydami, kad c-fos padid¢jimas,
sukeliamas konvulsantinio metrazolio, pradZioje jvyksta amonio rage, o po to
Zieveje.

Ankstesni tyrimai jrodé, kad NMDA receptoriai, tokie kaip NGFI-A (Cole
ir kt., 1989, Hattge, 340: 474) itraukti | amonio rago mRNR reguliavimg, tode¢l
¢ia buvo tiriama ar gali NMDA receptoriy antagonistai MK-801 ir ketaminas
blokuoti BDNF ir NGF mRNR padidéjimg in vive. Taciau, patvirtindamas
rezultata, gauta in vitro, MK-801 neinhibuodavo kaininés riigties sukelto BDNF
mRNR padid¢jimo amonio rage, nors jis efektyviai slopindavo traukulius,
kilusius dél NMDA receptoriy aktyvacijos (Fig.20.). GreiCiausiai §i receptoriy
NMDA aktyvacija kyla dél endogeninio glutamato, i§laisvinamo kaininés rugsties
pagalba (Bizer ir Koil, Neuroscience, 1988, Lett 8: 303; ir kt., 1973, Brain Res.
139:381). AnalogiSkai, NGF mRNR padidé€jimas amonio rage po jo apdorojimo
kainine rigstimi nebuvo nutraukiamas nei MK-801 nei ketamino pagalba.
Ankstesniame tyrime Gall ir Isachson (1989, Science 243:758) buvo parodyta,
kad elektrolitiniai paZeidimai, sukeliantys limbinius traukulius, pakelia NGF
mRNR kiekj Ziurkes amonio rage. Taciau, Sie rezultatai, gauti su MK-801 ir
kainine ragstimi, parode, kad reikia aiSkiai atriboti traukuliy padidéjimg ir
BDNF ir NGF ekspresijos padidéjima. Ziurkiy apdorojimas diacepamu (Valium)
prieS kaininés ragsties injekcija pilnai blokuodavo BDNF ir NGF mRNR
padidéjimg Ziurkiy amonio rage (Fig.20.). Blokuojantis diacepamo etektas
BDNF ir NGF mRNR padidéjimui, greiciausiai, kyla del neurony aktyvumo
slopinimo, inhibitorinés GABA-erginés sistemos pagalba. Taciau, pracjus 30
min. po kaininés rigsties jvedimo (ty. maZdaug po 30 min. nuo konvulsijy
pradzios), BDNF ir NGF mRNR padidéjimas negaléjo biiti daugiau blokuotas
diacepamu, kas rodo, kad, santykinai, trumpo aktyvumo padid€jimo periodo gali
uztekti, kad inicijuoti ivykiy kaskada, vedantj prie dviejy neurotrofiniy faktoriy

mRNR ¢kspresijos padidejimo.
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Sis tyrimas parodé¢, kad ne NMDA receptoriai gali buti jtraukti | BDNF ir
NGF mRNR reguliacija amonio rage, tuo biidu atskiriant §j reguliavimo
mechanizma nuo anksCiau apraSyto Cole ir kt. (1989, Nature 340:474), kuris
skaité, kad amonio rago mRNR koduojantys genai, greiciausiai reguliuojami
glutamatiniy receptoriy NMDA- subtipais. Buvo paskelbta, kad kai kurie i3
kaininés rigsties poveikiy j neuronus taip pat gali biiti perduodami glutamatiniy
receptoriy quisqualate - tipo pagalba(Monaghan ir kt, 1989, Annu. Rev.
Pharmacal. Toxical. 29: 365).

Galiausiai, §is iSradimas parodé¢, kad neuroninis aktyvumas reguliuoja lygi
mRNR, koduojanéios neurotrofinius faktorius BDNF ir NGF, Ziurkés amonio
rage ir Zievéje. I§ visy tirty medZiagy tik kaininé riigdtis, veikdama per ne NMDA
glutamatinius receptorius, sukeldavo BDNF ir NGF mRNR padid¢jima tiek in
vivo, tick ir amonio rago neurony kultiirose. PrieSingai, nebuvo duomeny, kad
periferijoje  NGF sintez¢ ne neuroninése lastelese reguliuoty jprastines
transmiterinés medZiagos ar neuropeptidai, i§laisvinami inervuojanciy neurony
(reaguojanéiy j NGF) (Barde ir kt., 1984, J. Cell. Biol. 99: 839; Hellweg ir kt,
1988, Exp. Cell. Res. 17:18). BDNF pagrinde ekspresuojasi centrin¢je nervy
sistemoje ir egzistuoja bent jau dalinis persiklojimas tarp centriniy keliy,
naudojanéiy glutamatg kaip neurotransmiteri, ir sri¢iy, kurios, kaip parodyta,
turtingos BDNF ir NGF mRNR (Hafer ir kt., EMBO) - spaudoje-/; Monaghan ir
kt., 1989, Annu. Rev. Pharmacol. Toxical 29:365). Konkreciai, egzistuoja
stebinantis panasumas tarp NGF mRNR pasiskirstymo, kaip parodyta
kryZminimu in_situ (Hat EMBO, spaudoje) ir kaininés rtgsties receptoriy,
i§ryskinty autoradiografijos pagalba amonio rage, galiniy smegeny Zieveje ir
smegenclése (Monaghan ir kt., 1989, Annu. Rev. Pharm. Toxical. 29:365). Sie
duomenys derinasi su hipoteze, kad glutamatas yra fiziologinis transmiteris,

regulivojantis BDNF ir NGF mRNR centrinéje nervy sistemoje.
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16. Pavyzdys: Smegenu neurotrofinis faktorius padidina iSgyvenima ir funkciju

difcrencijavimasi Ziurkés pertvaros cholinerginiuy neuronu Kultirose.

16.1. MedZiagos ir metodai

16.1.1. Disocijuotu lasteliu gavimas ir lasteliu auginimo salygos

Pertvaros sritis i$ Ziurkiy (Sprague - Dawley) po 17 dieny néStumo (E17 -
17-ta embriono diena) iSlaisvinama disekcijos pagalba i aplinkiniy audiniy.
Audinio fragmentai buvo surenkami, 3 kartus praplaunami su Ham F-10 ir po to
perneSami j 35 mm lékStele, skirta audiniy kultivavimui, ir susmulkinami.
Suspensijg i3 atskiry lasteliy daré inkubuodami audinj su 0,25 % tripsino 20 min.,
prie 37°C. Po tripsino inaktyvacijos S min. inkubavo kambario temperaturoje
auginimo terpé€je (Zr. Zemiau), turinioje 50 pg/ml DNR-azés pirmo tipo
(Sigma), ir gabaléliai buvo disocijuoti periodiskai praleidZiant fragmentus per
susiaurintg Pastero pipetés galiukg. Disocijavusias lasteles po to centrifugavo
prie 300 g 45 sek., nupildavo supernatanta ir pakartotinai centrifugavo. Laisvy
Igsteliy nuosédas pakartotinai suspendavo ir sujungé augimo terpe€je, o lasteliy
iSeigg nustatydavo panaudodami hemocitometra. Pagaliau Sias Igsteles pasedavo
j 6 mm duobutes, padengtas poliornitinu (10 pg/ml) ir lamininu (10 pg/ml).
Lasteliy gyvybingumg tikrindavo po 24 val. augimo kultiiroje, nustatydami
lasteliy sugebejima nepraleisti | save melynajj tripang.

Normali augimo terpé SHS/N3 kultiiroms, sudarytoms i§ neurony ir glijos,
turéjo: 5% (taris/turis) arklio serumo (Gibco), 1% priedy No3 (thris/taris)
(Romijin ir kt., 1982, DW. Brain Res. 2:583-589), 0,5% (tiris/tiris) gliutamino
(200 mM, Gibceo) ir 0,25% (turis/tiris) penicilino-streptomicino (10000 vnt./ml ir
10000 pg/ml, atitinkamai) (Gibco), modifikuotoje Dulbekko terpeje (DMEM).

Praturtintos neuronais kultiiros buvo ruoSiamos pakeiciant augimo terpg po
5-6 valandos po paséjimo ant DMEM, turincia: 1% priedy No3, 0,5% gliutamino
ir 0,25% penicilino ir streptomicino. Abiejose salygose naudojo apdorojimg su
citozin-arabinoze (1 uM per 24 valandas) kad apriboty glijos lasteliy

proliferacijg.
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16.1.2. Cholin-acetiltransferazés (CAT) aktyvumo tyrimas

Augimo terpe pasalindavo i3 kultiiros praplaudami Igsteles du kartus su 100
ul PBS. Lasteles lizuodavo per vieng cikla uZSaldymo-atleidimo ir 15 minuciy
inkubuodami 50 mM KH,POy4 prie pH 6,7, turin¢io 200 mM NaCl ir 0,15%
(tiris/tiris) Tritono - 100. Paimdavo du mikrolitrus Igsteliy lizato ir tikrindavo
CAT aktyvumg pagal procediirg mikro-fonum (micro-Fonnum) (Fonnum 1975,
J. Neurochem, 24: 407-409). Galutinis medziagy misinys buvo: 0,2 mM [14C]
Acetil-CoA/NEN 54,4 pCi /molis/, 300 mM NaCl, 8 mM cholinbromido, 20 mM
etilen-diamin-tetraacto ragties ir 0,1 mM neostigmino 50-yje mM NaHPO4
(prie pH 7,4) buferio. Prie Siy fermento ir substrato koncentracijy, fermentine
reakcija iSliko tiesine 90-120 minuciy. Cholin-acetiltransferazés indukavimo
specifiskumas buvo tikrinamas pridedant specifinj CAT aktyvumo inhibitoriy, N-
hidroksietil-4-(1-naftilvinil)piridiniuma (HNP), eksperimento metu (White, H.L.
ir Cavallito, C. Y., 1970, J. Neurochem 17:1579-1589).

16.1.3.Acetilcholinesterazés (AChE) aktyvumo tyrimai

Lizatuose esandios AChE lygis buvo matuojamas Potter (Potter. 1967, J.
Pharmacology ir Experimental Therapeutics 156:500-506) bei Johnson ir Russel
(Johnson ir Russel 1975, Anal. Biochem. 64: 229-238) budais su nedidelémis
modifikacijomis.

Lizatus ruo$davo 50 mM KHpPOy buferyje su pH 6,7, turin¢iame 200 mM
NaCl ir 0,25 (taris/tiiris) Tritono X-100, sujungdavo juos [3H]acetilcholino jodidu
(NEN, NEN-113, 73,3 m Ci /mmolis/, etopropavinu (0,1 mM) %) 50-yje mM prie
pH 7,0. Po 15 min. inkubavimo prie 37 °C, reakcijg nutraukdavo pridédami 100 p
| stop-buferio, turindio: 1 M chloracto riigsties, 0,5 M NaOH ir 2,0 M NaCl
Specitinj AChE aktyvumg nustatydavo pridédami 1,0 (10‘6) M neostigmino.

16.1.4. Cholino auksto afiniSkumo jsisavinimo matavimas

Cholino jsisavinimas per auk$ta afiniSkuma, Nat - priklausomas
mechanizmas buvo tyrinéjamas Vaca ir Pilar metodu (Vaca ir Pilar 1979, J. Gen.
Physiol. 73:605-628). Lastelés buvo praplaunamos 1 kartg 100 pl F10 (Ham), po
to, praplaunant 100 pl Tyrodes tirpalu. Praéjus 10 min. po depoliarizacijos,

sukeltos Tyrodes tirpalo, turingio 25 mM Kkalio, lgsteles inkubavo 20 min.
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kambario temperatiiroje su [3H] cholinu (NEN, NEN109, 0,11 uM, 86,7 Ci
(mmolis) normaliame Na¥, arba turindiame Lit jony, Tyrodes tirpale.
Isisavinimo reakcija buvo nutraukiama lgsteliy dvigubu praplovimu su PBS.
Akumuliuotg choling ekstrahuodavo inkubuodami kultiiras maziausiai 20 min.
100 pl Salto acetono, turin¢io 1 M skruzdziy rigsties. Po to tirpig frakcija
pasalindavo ir suskai¢iuodavo. Specifinis cholino jsisavinimas yra skirtumas tarp

bendro ir Na+ priklausomo cholino jsisavinimo.

16.1.5. Histocheminis dazymas su acetilcholinesteraze

Cholinerginés Iastelés buvo identifikuojamos, jas histochemiskai daZant su
acetilcholinesteraze, naudojant modifikuotg Geneser-Jensen ir Blackstadt biida
(1971, Z. Zellfordt 114:460-481). Po kultiiry fiksavimo 4% paratormaldehide,
Sios lgsteles buvo inkubuojamos 5-6 dienas prie 4 °C, esant AChE substratiniam
tirpalui, turinCiam tokj miSinj: 4 mM acetil-li¢Gio-cholino jodo, 2 mM vario
sulfato, 10 mM glicino ir 10 pg/ml Zelatinos 50 mM acetatiniame buferyje su pH
5,0. Reakcijos produkto iSrys$kinimg (vizualizacija) atlikdavo pagal ankstesnj

aprasg (Hartikka, Hefti 1988, J. Neurosci 8:2967-2985).

16.1.6. Imunohistocheminis daZzymas NGF-receptoriu pagrindu

Kultiiras praplaudavo du kartus su DMEM ir po to fiksuodavo 4%
paraformaldehidu. Po to, lasteles apdorodavo 3-4 valandas natrio fosfato
buferyje su pH 7,4, turinéiame 5% jaucio serumo albumino, 0,02% Tritono X-
100 ir 5% sacharozés (Hartikka 1988, J. Neurosci 8: 2567-2585). NGF-R
aptikdavo panaudodami monokloninj antikiing 192-IgG (Taniuchi ir Johnson
1985, J. Cell. Biol. 101: 1100-1106; Chandler ir kt., 1984, J. Biol. Chem 259:6882-
6889) ir praskiesdami 1:1000 buferyje, turindiame 5% arklio serumo. Kultiras
inkubuodavo su praskiestu antikiinu 15-18 valandy pric 4°C. SuriSta peliy
imunoglobuling aptikdavo su biotinuotu arklio antipeliniu IgG (1:200 Vector).
Imunoreaktyvias lasteles identifikuodavo panaudodami 3', 3'-diaminobenziding,

kaip substratg suristai peroksidazei.
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16.1.7. BDNF ir NGF iSvalymas

BDNF idvalyma i§ kiaulés galvos smegeny ir NGF 1§ pelés patino pazandes

liaukos atlikdavo pagal ankstiau paskelbtas procediras (Barde ir kt., 1982,
EMBO, 1:549-553; Lindsay ir kt, 1985, Dev. Biol. 112: 313-328).
Rekombinantinis BDNF, naudotas dalyje iy tyrimy, buvo apibiidintas anksciau

(Maisonpierre ir kt., 1990, Science 247: 1446-1451).

16.2. Rezultatai

Pertvaros lasteliy kultiirose, esan¢iose duobutése, padengtose poliornitinu-
lamininu, per 24 val. iSauga aksonai, be to daugelis lasteliy turi charakteringg
fazo-ry$kia soma (Fig. 21 a ir b). D¢l nenutriikstancio aksony augimo in vitro, 2-4
dieng padidéjo lasteliy kontakty kiekis (palyginti Fig. 21 cir d su 21 e ir f). Net
po 4 dieny kultiroje buvo labai maZai ne neuroniniy lasteliy, kadangi, neatrasta
suploty fazo-tamsiy lasteliy. BDNF poveikio | pertvaros cholinerginiy neurony
i$gyvenimo kultiirose jvertinimui buvo naudojamas histocheminis dazymas AChE
pagrindu ir imunohistocheminis daZymas AChE receptoriy pagrindu. Tipiska
AChE -teigiamy lgsteliy morfologija parodyta Fig21 g, h. Keletas NGF
receptoriams teigiamy neurony parodyta 21 i pav. BDNF dave 2,4 karto AChE
teigiamy lgsteliy kiekio padidéjimg maZo tankio (apibréZiamame kaip lasteliy
tankis tarp 66700-133300 lasteliy | cm2) 7iurkiy embriono pertvaros lasteliy
kultirose, kaip parodyta Fig.22 a. Prie to pacio lasteliy tankio NGF poveikis
buvo Sick tick maZesnis (1,9 karto). Tai, kad aptikome jog BDNF kaip ir NGF
gali duoti AChE teigiamy neurony kiekio padidéjimg pertvaros kultirose,
paskatino mus tirti ar ie du faktoriai veikia | panaSias ar skirtingas neurony
populiacijas. Kaip rodo treia panelé Fig. 22 a., pridéjus kartu BDNF ir NGF iki
prisotinto lygio, nebuvo gautas didesnis AChE teigiamy neurony kiekio
padidéjimas, nei gautas su kiekvienu i3 faktoriy atskirai. Neurony iSgyvenimo
atzvilgiu, Sie rezultatai nurodo, kad cholinerginiai neuronai Ziurkés pertvaros
kultiirose, reaguojanciose j BDNF ir NGF, turi biiti glaudZiai persidengianciose
populiacijose.

BDNF poveikis j AChE teigiamy neurony idgyvenima priklausé nuo tankio,

pric kurio augo lastelés (Fig.22 a.). Esant dideliems pastlio tankiams (nuo
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200000 iki 266000 Igsteliy j cm2), nei pats BDNF, nei kartu su NGF, nedavé
AChE cekspresuojanciy neurony kiekio padidéjimo. Tai gali jvykti dél
padidéjusio endogeninio neurotrofinio aktyvumo lygio arba, i$ kitos pusés, dél
skatinancio i§gyvenimg padidéjusio tarplastelinio (lastelé-lastelé) kontakto,
atsirandancio d¢l dideliy lgsteliy tankio.

Pric Zemy lasteliy tankiy AChE teigiamy lasteliy kiekis didéjo
priklausomai nuo BDNF koncentracijos, maksimali reakcija buvo stebimas prie
dozes 10 ng/ml, prie kurios AChE teigiamy lasteliy kiekis duobutéje padidéjo
nuo kontroliniy reikSmiy 163,2+12,9 iki 388+26,2 apdorotose kultirose
(padideéjimas 2,5 karto). Palyginimui maksimali reakcija | NGF buvo pastebéta
prie 30 ng/ml ir davé AChE teigiamy lasteliy kickio padidéjimg duobutéje nuo
121,047,6 iki 231.7£12,9 (padidéjimas 1,9 karto). Horizontali sritis (plato )
kreiveje, grafiSkai atvaizduojanti lasteliy reakcijg, atrodo stabili BDNF ir NGF
atveju, ta prasme, kad nemazéja AChE teigimy neurony kiekis esant dozéms 100
ng/ml.

Aisku, kad kultﬁroée su mazu lgsteliy tankiu, ir BDNF ir NGF sugeba
padidinti lasteliy, aptinkamy AChE histochemija, skaic¢iy. Galbat $is padidéjimas
kilgs dél iSsigelbejimo cholinerginiy lgsteliy, kurios Zusta kultiiroje dél augimo
faktoriaus trikumo, pries tai buvusiy lasteliy papildymui, arba dél cholinerginio
markerio, AChE, indukcijos. Bandant diferencijuoti Sias galimybes, véliau buvo
atlikti papildomi eksperimentai (Fig. 23) su kult@ry serijomis, palaikomomis i§
viso 12 dieny. Vieng kultliry grupe, apdorotg praéjus 5-6 val. po paséjimo, islaiké
su BDNF ir NGF visas 12 dieny. Antra kultiry grupe laiké be augimo faktoriy 5
dienas, o po to apdorodavo su BDNF arba NGF likusias 7 dienas (-5/+7).
Palyginus Sias dvi kultliry grupes, matosi, kad reakcija | BDNF ir NGF, pridétus
po S dieny, i§ esmés tokia pat, kokia matési kai lgstelés pastoviai augo Siy
faktoriy aplinkoje (palygink istisines ir punktyrines juostas Fig.23). Tadiau,
trecioje grupeje kulttiry, kurioje BDNF ir NGF buvo tik paskutines 5 dienas (-
7/+5) rezultatai buvo stebétinai skirtingi. Siose salygose nei NGF nei BDNF
nesugebejo padidinti AChE teigiamy lasteliy kiekio. Kituose eksperimentuose

buvo nustatyta, kad pertvariniy neurony eksponavimas 3-4 dienas su NGF arba
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BDNF yra nepakankamas, kad Zymiai padidéty AChE enziminis aktyvumas, ir,
tuo paciu, kad lastelés baty aptiktos AChE dazymu. ".7/+5" kultirose nebuvo
aptikta AChE teigiamy neurony kickio padidéjimo todel, kad augimo faktoriui
neuZteko cksponavimo laiko AChE teigiamy lasteliy indukavimui. /n_vivo buvo
parodyta (Monotero ir Hefti 1988, J. Neurosci 8:2986-2999; Higgins ir kt., 1989,
Neurosci. 3:247-256), taip pat kaip ir in vitro, kad NGF sugeba reguliuoti savo
paties receptoriy, matuojaqnt tick mRNR tiek ir baltymo lygyje. Kadangi buvo
aptikta, jog BDNF rodo panasius efektus kaip ir NGF pertvariniy kulttry
cholinerginio fenotipo indukavime ir lasteliy iSgyvenime, buvo tikrinama
potenciali galimyb¢ su BDNF reguliuoti NGF receptoriy lygius, apibréZtus IgG-
192 imunoteigiamy lgsteliy kiekiu. Prie 10 ng/ml, BDNF 3 kartus padidino NGF
receptoriniy imunoteigiamy lasteliy skaiciy, kaip parodyta Fig. 24. Jdomu, kad
prie didesniy koncentracijy (25-100 ng/ml) BDNF poveikis progresyviai mazgjo.
Tuo bidu, atsakas j doze, $iuo atveju, Zymiai skyrési nuo stebéto BDNF poveikio
Sioms kultiroms prie kity parametry, pvz., vertinant AChE teigiamas lasteles.
Teigiamos kontrolés atlikimui, Sios Igsteles buvo apdorojamos su 50 ng/ml
koncentracijos NGF, kas taip pat sukeldavo trigubg teigiamy lasteliy kiekio
padidéjimg. Todél, remiantis IgG dazymu, BDNF daro apytiksliai vienodg
efekta, lyginant su NGF, reguliuojant NGF receptoriy ekspresijos padidéjima.
Papildomai prie poveikio | lasteliy iSgyvenima, buvo tiriamos BDNF
galimybés skatinti lgsteliy cholinerginio fenotipo bruoZus. Tiesinis CAT
aktyvumo padidéjimas buvo aptiktas pertvarinése kultlirose, iSaugintose su
didéjandiais kiekiais BDNF iki 50 ng/ml, kai reakcija jsisotindavo 1,8 karto
padidéjimo lygyje, lyginant su kontrolinémis reik$mémis, kaip parodyta Fig. 25.
CAT aktyvumo indukavimas paraleliose kultiirose, apdorotose su NGF, pasieke
plato prie 25 ng/ml, padidéjimas 3,4 karto lyginant su kontrolinémis reikSmemis.
Reakcija | BDNF arba NGF neparodé Zymaus sumaZejimo | tris kartus didesng
koncentracija, pakankama gauti jsisotinimo efektui. CAT aktyvumo indukavimas
BDNF arba NGF pagalba neturéjo jtakos | HNP - nepriklausomo transterazinio

aktyvumo lygj (HHNP =N-hidroksietil-4-(1-nattilvinil/piridiumas).
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Atradus, kad BDNF kaip ir NGF didina CAT aktyvumg pertvarinése
kulturose, buvo tiriamas Iasteliy atsakas j bendrag poveikj abiem faktoriais (VIII
lentelé). Siuose eksperimentuose buvo naudojamos dvi BDNF koncentracijos, 5
ir 25 ng/ml, kurios padidino CAT aktyvumg 1,4 ir 2,6 karto, atitinkamai. Kada
prie BDNF prijungé NGF (50 ng/ml), kuris pats didino CAT aktyvuma 2,8 karto,
CAT aktyvumo lygis atspindejo bent jau papildomg efekty (VI lentelé).
Naudoty NGF koncentraéijq atveju, grynai papildomas efektas dél NGF davé
padidejimg atitinkamai 4,2 ir 5,4 karto vir§ kontroliniy reik§miy. I3 tikryjy,

stebetos reikSmes buvo Siek tiek auk$tesnés uZ paprastg papildoma efekta.

VIII lentelé
Poveikis CAT aktyvumui, vienu metu pridéjus BDNF ir NGF

Koncentracija _ CAT-aktyvumas Kontrolé (%)
(ng/ml) (pmol (HR) duobuté)

Kontrolé 561,3434,8

(50) 1546,3489,7 280

BDNF (5) 768,0425 4 240

BDNF (25) 1470,1+66,2 260

NGF (50) +BDNF 2767,6+177,2 490
(5)

NGF (50) +BDNF 3742,0669,3 670
(50)

Pertvarinés lIastelés buvo auginamos 12 dieny ant 5HS/N3, esant
nurodytoms trofiniy faktoriy koncentracijoms, CAT aktyvumas buvo nustatomas
kaip apraSyta. ReikSmés tai vidurkis £ SEM i§ 3-5 pakartojimy.

Buvo patikrinta galimybé jvykti biologinei reakcijai, stebimai apdorojant su
BDNF, jvykti déka BDNF priklausomo i§skyrimo endogeninio NGF. Istirti §j
klausimg, buvo panaudoti monokloniniai antikiinai prie§ NGF (antikiinas 27/21,
Korsching ir Thoenen 1983), blokuojantys bet kokig su NGF susijusig reakcija.
Kaip parodyta IX lenteléje NGF poveikis | CAT aktyvumg buvo Zymiai

sumaZzintas anti-NGF antikiinais, tuo tarpu BDNF indukuota reakcija i§ esmés
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liko nepakitusi. Reikia paZyméti, kad pagrindinis CAT aktyvumo lygis sumazejo
apytiksliai 20% kultirose, apdorotose pries NGF, lyginant su neapdorotomis
kultiiromis (kohtrolé). Vis délto, pastebétas CAT aktyvumo padidéjimas
pertvarinése kultirose, sukeliamas BDNF, atrodo yra tiesioginis efektas,

nereikalaujantis tarpininko, endogeninio NGF padidéjimo pavidale.

IX lentele
Anti-NGF poveikis | NGF ir BDNF sugeb¢jima indukuoti fermentinj CAT

aktyvumg

CAT-aktyvumo pmol (HR) duobuté % nuo kontroles
koncentracija
Kontrolé 517.5313,2 -
BDNF (25) 1021.6+106,1 197
NGF (50) 1139.040,99,1 220
Kontrole+Anti- 418.7427,0 81
NGF
BDNF+Anti-NGF 819,2+68,8 158
NGF+Anti-NGF 551,0£27,0 107

Po 12 dieny auginimo SHS/N3 terpéje, esant nurodytoms  trofinio
faktoriaus koncentracijoms, pertvarinés lastelés (pasetos 2,3 (103) lasteliy cm?
tankiu) buvo surinktos. CAT aktyvumas buvo nustatomas kaip apraSyta
eksperimentiniy metody skyriuje, pateikti duomenys, tai vidurkis = SEM i8S 3eSiy
pakartojimy.

Taip pat buvo tiriama galimybé, kad AChE aktyvumas panasiai
reguliuojamas, kaip ir CAT aktyvumas, su BDNF arba NGF pagalba (Fig. 26.).
Skirtingai nuo CAT aktyvumo, AChE priklausomybé nuo BDNF arba NGF
dozés, panadu, yra tiesiskai didéjanti iki 50 ng/ml. Prie Sios koncentracijos NGF
ir BDNF padidindavo AChE aktyvumg 274% ir 237%, atitinkamai, lyginant su
neapdorotais kontroliniais pavyzdziais. Buvo tiriamas BDNF ir NGF sukelto

CAT aktyvumo padidéjimo priklausomybé nuo laiko (Fig. 27.). Kultirose,
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apdorotose su 50 ng/ml BDNF, CAT aktyvumas padidéjo iki 170% kontroliniy
reik$miy per tris dienas. Sis augimas tesési iki Sestos dienos, kada buvo pasiektas
plato 2,5 karto padidéjimas lyginant su kontrolinémis reik§mémis per visas
likusias tyrimo dienas. PrieSingai, CAT reakcija | NGF (50 ng/ml) buvo
greitesne, ir pasieké jau treig dieng 2,5 karto virSijima kontroliniy reik$miy.
Toliau CAT aktyvumas augo tiesiSkai pasickdamas 3,2 karto vir$ijimg kontroliniy
reikSmiy po 12 dieny. |

Buvo parodyta, kad astrocitai, auginami kurj laikg kultiroje, be NGF dar
sintezuoja jvairius neurotrofinius aktyvumus (Lindsay 1979, Nature 282: 80-82;
Lindsay ir kt., 1982, Brain Res. 243:329-343; Aldsay ir kt., 1989, Dev. Brain Res.
48:225-241). Nors mes uZtikrinome, kad Siame tyrime BDNF poveikis negali
jvykti NGF lygio padidéjimo pagalba, aisku, kad BDNF gali veikti netiesiogiai
per kity neurotrofiniy faktoriy ekspresijos reguliavima, ypac glijos lastelése. Kad
jvertinty ne neuroniniy lasteliy jtakos galimybe¢ | BDNF poveikj CAT aktyvumui
pertvarin¢se kultirose buvo lyginama cholinerginiy neurony reakcijos | BDNF
misriose glijos-neurony kultiirose ir praturtintose neuronais kultarose (Fig. 28 ).
Kultarose, praturtintose neuronais, CAT aktyvumo reakcija | BDNF apraSoma
varpo formos kreive; maksimalus padidéjimas buvo gautas prie dozés 5 ng/ml, o
prie koncentracijos 25 ng/ml buvo aptiktas Zymus fermentinio aktyvumo
sumazejimas (p>0,001, lyginant su 15-25 ng/ml BDNF). PanaSiai kaip ir
parodytame Fig. 25. rezultate, CAT reakcija | BDNF, esant susiliejusiam glijos
Igsteliy sluoksniui, buvo tiesin€ iki didZiausios tirtos dozés 25 ng/ml BDNF-.

Esant ne neuroninéms Iasteléms reikdavo didesniy BDNF lygiy
ckvivalenCiam CAT aktyvumo padidéjimui lyginant su aktyvumu, aptinkamu
analogiSkai apdorotose kultiirose, praturtintose neuronais. Vis délto, BDNF
sugeb¢jimas  maksimaliai  stimuliuvoti  CAT  aktyvuma  pertvariniuose
cholinerginiuose neuronuose, i§ esmés buvo vienodas tiek su, tiek ir be glijos
lgsteliy.

Remianti CAT ir AChE aktyvumu, dabar akivaizdu, kad BDNF gali veikti
panasiai kaip NGF stiprindamas cholinerginius fenotipinius markerius. Kad tai

istirti toliau, BDNF poveikis | Na¥-priklausomg, auksto afiniskumo cholino
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jsisavinimg buvo lyginamas su NGF poveikiu (Fig. 29.). Lastelés buvo auginamos
12 dieny su 30 ng/ml BDNF ir jos akumuliuodavo choling iki 3,0 karto didesnio
lygio nei kontrolé. Paraleliose kultirose NGF (25 ng/ml) sukeldavo 2,3 karto

akumuliuojamo cholino padid€jima.

16.3. Aptarimas

Lyginant su nustatytais efektais periferiniuose neuronuose (Barde ir kt.,
1982, EMBO J., 1:549-553; Lindsay ir kt., 1985, Dev. Biol., 112:319-328; Davies
ir kt., 1986; J. Neurosci 6:1897-1904; Hofer ir Barde, 1988, Nature, 331: 262-263)
BDNF neuroninis specifiskumas centrinéje nervy sistemoje apibudintas prasCiau.
Iki $iol, vieninteliai Zinomi, reaguojantys neuronai priklauso nedideliai
subpopuliacijai, Thr-1 teigiamos tinklaines ganglijinés lastelés, pirmiausia
identifikuotos Ziurkes E17 embriono tinklainés kultiirose (Johnson ir kt., 1986, J.
Neurosci 6:3031-3038). Tolimesni tyrimai taip pat nustaté, kad BDNF taip pat
veikia suaugusias tinklainés ganglijines lasteles eksplantantinése kulturose
(Thanos ir kt., 1989, Eur. J. Neuro 1. 19-26).

Siame tyrime parodyta, kad BDNF pagerina iSgyvenimg cholinerginiy
neurony kultirose i§ Ziurkés embriono pertvaros, kaip parodyta AChE
histocheminiu daZymu, padidina jvairiy cholinerginiy fenotipiniy markeriy
ekspresija, ty. AChE ir CAT aktyvumg, ir didelio afinikumo cholino
jsisavinima. Papildomai buvo aptikta, kad BDNF padidina NGF receptoriaus
ekspresijg pertvarinése Kulturose.

Pradiniuose eksperimentuose buvo aptikta, kad BDNF padidina AChE-
teigiamy neurony kiekj E17 pertvarinése kultiirose apytiksliai dvigubai. NGF
atveju (Hartikka ir Hefti, 1988, J. Neurosci 8: 2967-2985), Sis efektas labiausiai
iSrySkéja esant Zemiems lasteliy tankiams. Jdomu, kad vienu metu pridejus
BDNF ir NGF nebuvo gautas tolimesnis AChE teigiamy lgsteliy kiekio
padidéjimas vir§ lygio, gauto veikiant kiekvienam i3 augimo faktoriy atskirai. Sie
duomenys patvirtina, kad BDNF ir NGF i§ esmés veikia ta pacig pertvariniy
cholinerginiy neurony populiacijg.

Kaip anksciau skelbta apie NGF (Hefti ir kt., 1985, Neuroscience 1:55-58),

BDNF nepakeldavo cholinerginiy neurony i$gyvenimo kultiirose, sukurtose su
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palyginti dideliais Igsteliy tankiais. Buvo aptikta, kad cholinerginiy neurony
18gyvenimas, iSreikStas kaip santykis su pasétomis lastelémis, geresnis prie
didesniy lasteliy tankiy, nei pric maZy lasteliy tankiy, net nepridéjus jokio
neurotrofinio faktoriaus. Egzistuoja keletas galimy $ito paaiskinimy, tame tarpe
padidintas kontaktas tarp lgsteliy, palankus padidinto ne neurony Iasteliy kiekio
poveikis arba statesnis uz tiesinj endogeninio neurotrofinio aktyvumo didéjimas.
Kas dél paskutinés galimybés, tai nebuvo aptiktas Zymus padidéjimas
endogeninio NGF lygio, kadangi anti-NGF pertekliaus pridéjimas | neapdorotas
kultiras su dideliu tankiu pagrindinj CAT aktyvumg sumazino tik 20%. Tokiose
kulturose endogeninis NGF galédavo 3,4 karto pakelti CAT aktyvuma.

Kaip aptikta baltymy lygyje ir mRNR lygyje, daugelyje pranesimy
nurodoma, kad NGF gali reguliuoti savo pacio receptoriaus ekspresija j didéjimo
puse tick neuronuose, auginamuose kultiirose, tiek ir in_vivo.Siame i$radime
NGF receptoriy aptikimui buvo panaudotas monokloninis antikiinas IgG - 192.
Sis  monokloninis antikiinas buvo apibudintas tiek sensoriniuose Ziurkés
neuronuose tiek ir Ziurkes galvos smegenyse (Taninchi ir Johnson 1985, J. Cell.
Biol. 101:1100-1106). Patvirting Hartikka ir Hefti aptikta reiskinj, kad NGF gali
padidinti savo paties receptoriy lygj pertvarinése kultiirose, kas pastebima pagal
IgG-192 imunoteigiamy lIgsteliy kiekio padidéjimg, mes papildomai aptikome,
kad BDNF padidina IgG-192 imunoteigiamy lasteliy kiekj iki 3 karty. Reakcija j
BDNF buvo dvifazé, pasireiskianti tuo, kad prie dideliy koncentracijy 25-100
ng/ml ribose, BDNF nedavé tokio Zymaus teigiamy lasteliy kickio padidéjimo,
kaip prie 10 ng/ml. [domu, kad $is reakcijos tipas visikai skirtingas nuo to, kaip
BDNF sukeldavo AChE teigimy neurony kiekio padidéjima. Paskutiniu atveju,
pric auksty BDNF koncentracijy nebuvo pastebétas maksimalaus efekto dél
BDNF sumaZ¢jimas. Reikia pazyméti, kad nesenai buvo parodyta, jog Zemo
afiniSkumo NGF receptorius taip pat sicjamas su panasiu afiniSkumu, kas leidZia
laikyti, kad NGF ir BDNT receptoriai Zemo afiniskumo gali sutapti (Rodriguez-
Tebar ir kt., 1990, Binding of Brain-Derived Neurotrophic Factor to the Nerve
Growth Factor Receptor, Neuron, 4, 487-492).
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Galimas BDNF ir NGF veikimy panaSumas buvo jtariamas, atradus, kad
BDNF kaip ir NGF is8aukdavo AChE aktyvumg. Nors taip pat buvo aptikta, kad
BDNF gerina cholinerginiy neurony igyvenimg panaSiu laipsniu kaip ir NGF,
BDNF poveikis j CAT aktyvumg nebuvo toks didelis kaip NGF poveikis.
Keliuose eksperimentuose maksimali CAT indukcija BDNF pagalba buvo 1,8-2,6
karto padidéjimo ribose, tuo tarpu, NGF atveju paprastai buvo stebimas
padidéjimas daugiau kaip‘3 kartus. Tuo biidu, nors, gal biit, yra tam tikras
pana$umas tarp BDNF ir NGF veikimo mechanizmy, pilnai jmanoma, kad
cgzistuoja  subtilis skirtumai jy atitinkamy receptoriy ekspresyvume ir
reguliavime, 3iy receptoriy susijungime su antriniu tarpininku (tarpininkais),
biitinais CAT aktyvumo indukavimui.

Kitimy laike tyrimai patvirtino prielaida, kad skirtumai tarp BDNF ir NGF
CAT aktyvumo indukuoto lygio, gali rodyti skirtingus reguliavimo kelius.
Neuronai pertvarinése kultirose reaguodavo i BDNF CAT aktyvumo padidéjimu
iki 6 dieny, kada reakcija iSeidavo j plato. PrieSingai, NGF sukeltas CAT
aktyvumas nuoZulniai tiesiskai kilo nuo 3 iki 12 dienos. Indukuoto CAT
aktyvumo kilimo nutriikimas 6-ta dieng kultiirose, apdorotose su BDNF, gali
rodyti pakitimus ekspresijos vystymesi arba BDNF receptoriy, arba bitino
reakcijai komponento. Jvertinant tai, kad cholinerginiy neurony (AChE teigiamy
neurony) kiekis, aptinkamas didelio tankio kultarose 12-t3 dieng, nepriklauso
nuo egzogeninio BDNF ar NGF, atrodo, kad mazai jtikétina, kad diferencialinis
nerviniy lasteliy Zuvimas vyksta dél kitimo laike skirtumy, kurie buvo aptikti
indukuojant CAT aktyvumg su Siais dviem augimo faktoriais.

Pradiniuose cksperimentuose, kuriuose buvo cholinerginiai lgstelés 18
bazaliniy galiniy smegeny veikiami su BDNF, nebuvo daromos prielaidos apie
pirminius lgsteliy tipus, neurony ar glijos, atsakanciy i Siuos faktorius. Nors
matavimai atlikti labai praturtintose periferiniy neurony kultirose, jrodo, kad
BDNF daro savo jtaka tiesiogiai neuronams (Lindsay ir kt., Dev. Biol. 112:319-
328; Lindsay, 1988, J. Neurosci 7:2354-2405), galima numatyti, kad BDNF sukelti
neuroniniai efektai aptikti $iame tyrime, galéjo biiti i83aukti BDNF pirminio

poveikio | astroglija arba kitas neuronines lgsteles. Taciau, buvo aptikta, kad
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BDNF vienodai efektyvus indukuojant CAT aktyvumg kai egzistuoja susiliejes
monosluoksnis, pagrinde i$ astroglijiniy lgsteliy, arba kai i§ kultiiry, Zymia dalimi
pasalinamos glijos lastelés, apdorojant mitozes inhibitoriumi, citozin-arabinoze.
Siuose eksperimentuose atliktas jdomus pastebéjimas - priklausomybés nuo
BDNF dozés kreiviy forma §iuose dviejuose atvejuose aiskiai skyrési. Esant glijos
monosluoksniui, reakcija | BDNF "buvo tiesinis augimas didinant BDNF
koncentracijg. Kultiirose, praturtintose neuronais, reakcija i BDNF priklausomai
nuo jo dozes pasistime j kairg. Vienas i§ galimy 3iy rezultaty paaiskinimy bity
toks, kad glija pati gali ekspresuoti BDNF receptoriy, tuo padiu sumaZindama
efektyvig koncentracijg ligando, skirto neuronuose lokalizuotiems receptoriams.
Is kitos pusés, slopinantis astrocity poveikis galéjo biiti tiesioginis,
nepriklausantis nuo jtakos i ligando koncentracija ar receptoriaus ekspresija, ir
persiduoti, pavyzdziui, Zymiai sustiprintos BDNF degradacijos pagalba. Apie
panasius rezultatus prane$é¢ Hartikka ir Hofti (1988, J. Neurosci 8:2567-2985), o
taip pat Honeger ir Lenua (1982, Dev. Brain Res. 3,225-238). Buvo
pademonstruota, kad glijos lIgstelés i3 jvairiy smegeny sri¢iy gali daryti Zymia
itakg suriSty su jomis neurony morfologijai (Prochiantz ir kt., 1979, Proc. Natl.
Acad. Sci. JAV, 76:5387-5391; Prochiantz ir kt., 1981, Nature 293:570-572). Tuo
bldu pertvarin¢ glija gali turéti arba membraninés arba sekretorinés kilmés
savybes, kurios gali veikti slopindamos cholinerginio fenotipo ekspresija.
PanaSiose eksperimento salygose dabar buvo iStirtos amonio rago astrocity
reguliatorinés savybés.

Is pateikty duomeny, aisku, kad ir BDNF ir NGF sugeba stiprinti
pertvariniy cholinerginiy neurony funkcija. Idomu jvertinti tikimybe, kad du
labai giminingi neurotrofiniai faktoriai veikia vienintel¢ neuroning populiacija.
Buvo tam tikry prielaidy, kad BDNF ir NGF veikla ankstyvoje periferiniy
neurony vystymosi stadijoje persidengia, ypa¢ dorsalinés S$aknelés mazgo
neurony subpopuliacijoje ir jy pirmtaku, o po to, véliau issiskiria ir veikia
nepriklausomai  skirtingose populiacijose (Lindsay ir kt., 1985, Dev. Biol.
112:319-328: Esberger ir Rohrer, 1988, Dev. Biol., 126: 420-432; Barde 1989,
Neuron 2:1525-1534).
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Tadiau tai nebuvo tiksliai nustatyta, panaudojant atitinkamus markerius
sensoriniy  neurony  subpopuliacijy  aptikimui. Kadangi §is  tyrimas
sukoncentruotas embrioninése pertvarinése kultiirose, vieninteliame vystymosi
laiko momente, E17, tai, galbiit, toks atsiskyrimas jvyks vélesnése pertvaros
vystymosi stadijose. Tuo budu, gali bati jdomu tirti pertvariniy cholinerginiy
neurony reakciju j BDNF ir NGF laikinius ir erdvinius skirtumus. Dabar, bty
jdomu istirti  BDNF po..vciki cholinerginiams bazaliniy galiniy smegeny
neuronams in_vivo, nes $iuo metu turima duomeny, kad NGF i§ amonio rago
jtrauktas j galiniy smegeny cholinerginiy neurony normaly vystymasi ir
palaikyma in vivo. Bus jdomu nustatyti, vaidina ar ne BDNF panasia rolg in vivo.
Nesenas atradimas, kad BDNF mRNR ypa¢ gausi amonio rage, patvirtina tokj
BDNF vaidmen;.

17. Pavyzdys: fermentinis BDNF virtimas aktyviu ir subrendusiu BDNF

17.1.Medziagos ir metodai

Komerciné endoproteinazé Arg-C (iSgryninta i$ peliy paZandés liaukos)
buvo naudojama fermentiniam pavertimui didelés, pirminés formos hBDNF
(prepro BDNF) | biologiskai aktyvy subrendusj baltyma. Sis fermentinis
skaldymas buvo atliekamas in vitro reakcija. Sios fermentinés reakcijos substratu
buvo prepro BDNF, sintezuotos su CHO-DG i§ 44 lasteliy, kurios buvo iSskirtos
i lasteliy auginimo terpe ir surinktos. Auginimo terpé buvo sudaryta i§ F-12
(Ham) terpés, neturincios nukleotidy, ir papildytos 1% verSiuko fetalinio serumu
(FBS) ir po 1% penicilinu ir streptomicinu. Reakcija vykdé prie 37°C 3 min.
naudodami 5 vienetus fermento ir 50 ul lgsteliy CHO-GD44 lgstelinio
supernatanto, turincio prepro BDNF. Siose sglygose buvo atliktas prepro BDNF
skaldymas iki subrendusio hBDNF.

17.2. Rezultatai ir aptarimas

Prepro-forma rekombinantinio hBDNF (apytiksliai 31000 daltony) pilnai
paversdavo | subrendusig bioaktyvig hRBDNF forma (apytiksliai 12000 daltony) in
vitro, panaudojant endoproteinazg¢ Arg-C. Rekombinantinis Zmogaus smegeny

neurotrofinis faktorius buvo sékmingai pagamintas Zinduolio Igstelese (CHO-
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DG44). hBDNFE genas buvo stabiliai integruotas | CHO lastelés genomg ir
amplifikuotas  panaudojant  metotreksating ~ amplifikavimo  strategija.
Rekombinantinis hBDNF buvo sekretuojamas j terpe ir rodé biologinj aktyvuma.
Metabolinis  Zymeéjimas  su  véliau  sekanéia  elektroforeze ant  SDS
poliakrilamidinio gelio (15%) pademonstravo, kad didzioji dalis sintezuoto
[39S]- Zymétojo hBDNF produkto, sekretuoto | terpg, migravo prepro-formos
pavidale su molekuline mase 31000 (Fig. 30. 2 takas). [358]- Zymetasis baltymas,
sckretuotas 1§ CHO-DG44 laukinio tipo lasteliy, parodyti Fig. 30., 1 takas. Kad
pagaminty labiausiai subrendusiag hBDNF forma (molekulinés masés 12000),
sukiire specialia in_vitro strategija fermentiniam prepro-formos hBDNF
skaldymui.

Tripsininio skaldymo produktai parodyti Fig. 30., 3-6 takai. Jaucio kasos
tripsinas (pirktas i Vortingten), neturintis chemotripsino, buvo iStirpinamas
fiziologinio tirpalo fosfatiniame buferyje ir j tirpalg pridédavo 50 pl [39S]-
zymétojo CHO lastelinio hBDNF méginio. Buvo naudojamos 25, 50, 75 ir 100 p
g/ml tripsino koncentracijos. [39S]- Zymetieji reakcijos produktai parodyti Fig.
30. 3-6 takai, atitinkamai. Fermentinio skaldymo reakcija vykdé prie 37°C 5
minutes. 31000-prepro-hBDNF Zymés intensyvumo laipsniskas maZéjimas buvo
lydimas atitinkamu jos padidéjimu 12500-produkte. Subrendusi hBDNF forma
(molekulinés masés 12000) Siose salygose nesigeneravo. Fig. 30. 7 takas parodo
[398]-zymétuosius reakcijos produktus po CHO - lgsteliy hBDNF fermentinio
skaldymo su endogenine Arg-C, iSskirta i§ pelés paZandés liaukos ir gauta i8
Beringer Mangeim Chemicals, Inc. Buvo atstatyta 100 vnt. $io fermento i§
liofilizuotos formos su 100 nl vandens Milli-Q ir buvo saugoma prie -20°C.
Fermentiniam CHO Igsteliy hBDNF skaldymui buvo naudojami 5 vat. (5 nl)
fermento ir 50 nl [355]-2ymétojo baltymo i§ CHO lgsteliy supernatanto, turin¢io
prepro hBDNF (Fig. 30. 2 takas). Kaip matosi i§ Fig. 30. 7 tako, 5 vnt.
endoproteinazés - C sugebédavo paversti prepro-formos hBDNF (31000 m.s.) j
subrendusig formg hBDNF (12000 m.s.) per 5 minutes prie 37 °C.

CHO-lagsteliy, ekspresuojanciy hBDNF, supernatanto fermentinis
apdorojimas endoproteinaze Arg-C padidino BDNF biologinj aktyvumg lyginant
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su neapdorotu supernatantu. CHO-DG44 lasteliy, ekspresuojanciy hBDNEF,
supernatantai buvo apdorojami endoproteinaze Arg-C 3 minutes prie 37°C. 200
ni supcrnatanto' apdorodavo su 20 vnt. fermento ir tyré tick apdoroto, tiek ir
neapdoroto hBDNF fiziologinj aktyvuma, panaudodami eksplantantus i§ E8
vitdiuko dorsalinés Saknelés mazgo. Pragjus 24 valandoms po hBDNF pridejimo,
jvertindavo kokybiskai aksony ataugima. Pastebéta, kad, sutinkamai su tuo kas
apraSyta auksciau, apdoroti su endoproteinaze BDNF pavyzdziai tur¢jo Zymial
didesnj hBDNF bioaktyvuma uZ kontrolinius (neapdorotus) pavyzdZius.
Koncentraciné kreivé pagal $iuos duomenis pateikta Fig. 31.

Ir pabaigoje, iSvalyta endoproteinazé Arg-C gali buti naudojama
subrendusios bioaktyvios rekombinantinio neurotrotinio faktoriaus formos
gavimui i§ Zmogaus smegeny i3 nepilnai procesinguoty molekuliy-pirmtaky (t.y.,
pro-BDNF). Pagal §j naujg metodg bus galima iSvystyti efektyvig, plataus masto
bioaktyvaus Zmogaus BDNF gamyba i3 7induoliy lgsteliy kultiry. PavyzdZiui,
galima imobilizuoti endoproteinazg Arg-C ant kietos matricos ir jjungti stadija

efektyvios koloninés chromatografijos.

18. Pavvzdys: smegenu neurotrofinis faktorius padeda Ziurkés ventraliniu

viduriniu smegenu dopaminerginiy neuronuy iSeyvenimui ir subrendimui

18.1. Medziagos ir metodai

18.1.1. Lasteliu Kulturos

Disocijuotos kultiros buvo kuriamos mechaniniu ir fermentiniu btadu
suskaldant ventraliniy viduriniy smegeny audinius, iSgautus i§ Ziurkes embriony
E14-E15 amZiaus disekcijos bidu. Paprastai audinj, surinktg i§ dviejy ar trijy
7iurkiy vady embriony, i§ vienu metu apseklinty Sprague-Dawley risies Ziurkiy,
apdorojo tripsinu (0,123%, Vortington) F-12 (Gibco) terpeje 20 minuciy prie 37°
C. Po praplovimo augimo terpéje (MEM, turinti Siuos priedus: gliutaminas 2
mM, gliukozé 6 mg/ml, penicilinas G 0,3 vnt/ml, streptomicinas 5 ug/ml,
verdiuko fetalinio serumas 7,5%). Audinys buvo trumpai centrifuguojamas prie
7emy apsuky S minutes ir nuosédas trituruodami suskaldé. Palaukus 1-2 minutes

kad nedispergavusios lastelés nusésty, vienalyte lgsteliy suspensijg pasédavo j 35
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mm I¢kSteles (iS anksto padengtas poliornitinu ir lamininu Lindsay ir kt., 1985,
Dev. Biol. 112: 315), turingias auginimo terpe, tankiu 5x104 lasteliy j kv.cm. Po
inkubacijos augimo terpéje iki ryto, leidZiant lasteléms jsitvirtinti, lastelés buvo
auginamos su ir be BDNF tam tikroje terpéje, neturinéioje serumo, aprasytoje
Bottenstein ir Sato (Bottenstein ir Sato 1979, Proc. Natl. Acad. Sci JAV, 76:514),
iSskyrus tai, kad insulino buvo 20 ng/ml. Dopaminerginiy lasteliy vizualizacijai,
kultiras fiksavo 4% paraformaldehidu, ilgai praplovinéjo, padaré pralaidZiomis
0,02% saponinu Sorenseno buferyje su 1,5% arklio serumo, ir daZé
monokloniniu antikinu prie§ Ziurkés TH (firma Boehringer, Mangheim).
Suristas pirminis antikiinas buvo vizualizuojamas, naudojant rinkinj Vectsastasin

ABC (Vector laboratorijos).

18.1.2. Dopamino jsisavinimo matavimas

Kultiiros buvo ruoSiamos, kaip apraSyta auk$Giau 18.1.1. skyriuje, ir
auginamos nurodyta kiekj dieny su ar be kiaulés BDNF 50ng/ml. Dopamino
Isisavinimas buvo nustatomas trigubose kultiirose nurodytais laiko momentais.
Lasteles i8 anksto praplaudavo specialiame buferyje, tokios sudéties: 136,8 mM
NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM NapHPO4¢7H,0, 1,3 mM KH,POy, 5 mM gliukozés,
1 mM CaClp, I mM MgSQOy, 0,1 mM askorbato ir 0,1 mM pergilino su pH 7,4.
PavyzdzZius, kuriuose buvo tiriamas ne neuroninis 3H—dopamino jsisavinimas,
laiké nurodytame benzotropino buferyje (BT), esant 5 uM koncentracijai.Po
praplovimo lasteles i§ anksto pasildydavo iki 37°C 5 minutes SvieZiame buferyje
ir buvo pridedamas 3H-dopaminas (NEN, 40°C (mmolis)) iki galutinés
koncentracijos 50 nM. Po to kultiiras inkubuodavo prie 37°C 15 minudiy, tirpala
pasalindavo ir lgsteles perkeldavo ant ledo, 4 kartus perplaudavo apraytu
auksCiau, lediniu buferiu. Lasteles surinkdavo pridédami 0,5 M NaOH j
kultivavimo l€ksteles ir lasteles, esancias Sarminiame ekstrakte, suskai¢iuodavo
scintiliaciniame Bekman skaitiklyje su 15 mls UltimaGold (scintiliacinis skystis).
Specifinis neurony jsisavintas dopaminas buvo nustatomas remiantis tuo, kad
isisavinimas (cpm), stebimas nesant BZT, buvo maZesnis uZ jsisavinima, esant
BZT. Paprastai, tarp 70 ir 90% bendro jsisavinimo galima buvo inhibuoti BZT

pagalba. Replikuotose kultiirose kickvienu laiko momentu TP +neurony kiekis
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buvo nustatomas imunocitocheminio dazymo pagalba ir parodyticji rezultatai tai

isisavinimas, normalizuotas remiantis TH +bazé pagrindu.

18.1.3. Laikiné BDNT ckspresija
COS M5 lasteles transfekuodavo  vektoriumi CDMS8, turinCiu seka,

koduojandia 7mogaus BDNF. Pracjus 72 valandoms po transfekavimo
surinkdavo 50 ml kultiiros supernatanto ir dializuodavo 6 M karbamido.
Dializuotas supernatantas apjungiamas su amfolinais (pH 3,3-10 BioRad) 4,3
valandoms. Surinkdavo frakcijas, dializuodavo 25 mM NaPOy4 buferyje su pH 7,6
pasinaudodami dializés vamzdeliu, kurj i§ anksto praskalaudavo su BSA (0,5
mg/ml), kad i§vengti nespecifinés adsorbcijos. Buvo tikrinamas frakcijy
aktyvumas, skatinantis aksony ataugima E8 cksplantanty kultiirose i§ vis¢iuko
dorsalinés 3aknelés mazgo. Aktyvios frakcijos buvo surinktos | rezervuarg.
Rezervuare esandiy frakcijy aktyvumo analizé SDS PAGE pagalba ir veliau
sidabriniu dazymu (Wraey ir kt., 1981, Anal. Biochem. 118:157) ant 8,18% gelio
parodé, kad yra silpna juosta 68 kD atitinkanti BSA ir vienintelé juosta
apytiksliai 12 kD atitinkanti tai, kas anksciau buvo aptikta su kiaulés BDNF
(Barde ir kt., 1982, EMBO, 1:549) (duomenys neparodyti). Lyginamuosiuose
biocksperimentuose, atlickamuose su cksplantantais i vistos dorsalincs Sakneles
mazginio ir simpatinio mazgy, skirtuose valyto rekombinantinio Zmogaus BDNF
specifinio aktyvumo ir neuroninio specifiSkumo nustatymui, gauti rezultatai buvo

panasis su iSgryninto kiaulés BDNF rezultatais.

18.1.4. hBDNF gavimas i transfekuotuy CHO lasteliy

CHO-DG44 lasteles maloniai padovanojo dr. L.Chasin (Kolumbijos
universitetas, JAV). Sios lastelés turi maZai dihidrofolat-reduktazes (dhfr)
(Urlaub ir Chasin 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV 77: 4216-4220). CHO - DG44
lasteles laiké F-12 (Ham) terpéje su 10%verSiuko fetalinio serumu, 1%
penicilinu ir streptomicinu ir 2 mM gliutaminu. Lasteles perzitiredavo du kartus
per savaite ir, paprastai, tikrindavo ar neuZkréstos mikoplazma. Pries
transtekcija visa plazmidiné DNR buvo iSvalyta dviguba cezio chloridine
elektroforeze. Zmogaus smegeny neurotrofinio faktoriaus geng subklonavo 1

ekspresuojantj Zinduoliy vektoriy pCDM8, tam kad pagaminti pC8hB kaip buvo
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apraSyta anksCiau (Maisonpierre ir kt., Science 247,1446-1451). Susilpnintos
dihidrofolat reduktazés gena, p410, maloniai perleido dr. L.Chasin. Sios dvi
genetinés konstrukcijos kartu buvo transtekuotos | CHO-DG44 Igstelés,
panaudojant elektroporacijg (iStirta Shigekawa ir Dawer 1988, Biotechniques
6:742-751). Apytiksliai 1 x 106 lasteliy transfekavo 20ng pC8hB ir 0,2 ng p410.
Pracjus 48 valandoms po transfekcijos, CHO-DG44 lastelés skaidé selektyvioje
terpeje, sudarytoje i$ neturindios nukleotidy F-12 (Ham) terpés, be timidino ir
hipoksantino; -HT, plius 10% dializuoto verSiuko fetalinio serumo ir 1%
penicilino ir streptomicino.

Atskiras kolonijas i$skirdavo praéjus apytiksliai 10 dieny po lasteliy
patalpinimo | selektyvig terpe be nukleotidy. Individualiai atrinktos kolonijos,
atsparios augimui terpéje F-12 ( -HT), be nukleotidy, apdorodavo su 0,02 arba
0,05 arba 0,1 uM metotreksato, kad inicijuoty geno amplifikavimg (Alt ir kt.,
1978, J. BIOL. Chem 253: 1357-1370). Atsparias MTX (metotreksatui) kolonijas
augindavo telkiniuose ir toliau amplifikuodavo su 1,5 arba 2,0 arba 2,5 uM
MTX. Buvo iSskirta vienintelé kolonija, atspari 2,5 uM MTX ir atrinkta plataus
masto auginimui ir hRBDNF gamybai. Sio klono analizé Southern-blot pagalba
(klonas DGZ 1000-B-2,5) parodé 50-karting BDNF geno amplifikacijg lyginant
su laukinemis CHO-DG44 lastelémis. Bioeksperimentai su viStos E8 embriono
dorsalinés Sakneles mazgy (DRG) eksplantantais parodé, kad Sis klonas
produkavo apytiksliai 9,5 ng/ml hBDNF (neparodyta). Rekombinantinj hBDNF
gamino dideliu mastu kultivuodami DGZ 1000-B-3-2,5 Iasteles 400 cm? roller-
flakonuose. Terpe surinkdavo praéjus apytiksliai 4 dienoms po to, kai lgstelés
susiliedavo. BDNF iSvalymas i§ auginimo supernatanto buvo atlickamas kaip

nurodyta auks¢iau, COS supernatanto atveju.

18.2. Rezultatai ir aptarimas

Apibudinimas molekuliniy signaly, kontroliuojan¢iy neurony i$gyvenimg ir
taikiniy inervacijos specitiSkuma, turi tundamentalig reik3me ne tik todél, kad tai
padeda suprasti kaip sudaryta nervy sistema, bet ir todél, kad tai, greiciausiai,
leis geriau suprasti mechanizmus, palaikandius ir atstatancius subrendusius

neuronus tam tikrose sinaptinése konfigiiracijose. Kadangi placiai pripaZinta,
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kad neurony iSgyvenimas ir palaikymas priklauso nuo specifiniy, taikininés
kilmés neurotrofiniy faktoriy (Levi-Montalcini ir Angeletti, 1969, Physiol. Rev
48:534; Thoenen ir Barde 1980, Physiol. Rev 60:1284; Purves 1988, "Body and
Brain", HaRevard University Press, Cambridg Barde, 1989, Neuron 2:1525;
Lindsay 1988, The Making of the Nervous Systems, Oxford, p-148), tai iki Sio
laiko labai maZas kiekis tokiy molekuliy buvo pilnai apibudintos. Iki Siol
parodyta, kad tik 2 neurotrofiniai faktoriai, nervinio augimo faktorius (NGF) ir
smegeny neurotrofinis faktorius (BDNF) selektyviai palaiko jvairias neuronines
populiacijas in_vive (Levi-Montalcini ir Angeletti, 1968, Physiol. Rev 48:534;
Barde 1989, Neuron 2: 1525; Leibrock ir kt., 1989, Nature 341:149).

Neuroniniy lasteliy kultiros pladiai taikomos bioeksperimentuose,
skirtuose  neurotrofinio aktyvumo identifikavimui lastelése ir = audiniy
ekstraktuose (Levi-Montalcini ir Angeletti, 1968, Physiol. Rev 50:1284; Lindsay
1988, The Making of the Nervous System, Oxford, Varon ir Adler 1981, Adv.
Cell Neurofid. 2:118) ir i$valyty neurotrofiniy faktoriy neuroninio specifiSkumo
(arba specifiSkumy) nustatymui (Ebendal, 1989, "Ner Growth Factors’, John
Wiley ir kt., 1982, EMBO J. 1:549; Davies ir kt, 1986, J. Neurosci 6:1897;
Lindsay ir kt., 1985 Dev. Biol. 112:319).

Iki Siol daugelis tyrimy koncentravosi jvairiy klasiy neurony
neurotrofiniuose poreikiuose periferinéje nervy sistemoje. Pakol kas, geriausial
apibudintu neurotrofiniu faktoriumi buvo NGF, déka jo pricinamumo: buvo

parodyta, kad NGF in vitro ir in vivo biitinas neurony subpopuliacijy isgyvenimui

ir palaikymui tiek periferinéje, tiek ir centrinéje nervy sistemoje (Levi-
Montalcini ir Angeletti, 1968, Physiol. Rev. 48:534; Thoenen ir Barde, 1980,
Physiol. Rev., 60:1284; Whittemore ir Seiger, 1987, Brain Res. Rev. 12:439,
Snider ir Johnson, 1989, Ann. Neurol. 26:489; Hefti ir kt., 1989, Neurobiology of
Aging 10:515; Martinez ir kt., 1987, Brain Res. 412: 295; Takei ir kt., 1988, J.
Neurochem. 51:111, Hartikka ir Heffi, 1988, J. Neurosci. 8:2967). Sunkumai,
identifikuojant neurotrofinius augimo faktorius nespecifiniams centrincs nervy
sistemos neuronams, kilo dél riboto priéjimo prie i$valyty neurotrofiniy faktoriy

preperaty, skirtingy nuo NGF, o taip pat dél sunkumy paruoSiant vienalyCius



112

LT 4011 B

specifiniy neurony populiacijy preparatus. Du neseni pastebéjimai paskatino
mus iStirti BDNF veikimg j CNS (juodosios medZiagos) dopaminerginiy neurony
iSgyvenima. Pirmiausia, dabar aisku, kad BDNF genas ekspresuojamas centringje
nervy sistemoje, ir sglyginai aukstesniuose lygiuose uZz NGF geng (Leibrock ir
kt., 1989, Nature 341:149). Antra, buvo skelbta, kad baltymas, iSvalytas i§ jaucio
striatum, juodosios medZiagos dopaminerginiy neurony taikinio, ir turintis
charakteristikas, akivaizdziai panaSias | BDNF charakteristikas, gali gerinti in
vitro 13gyvenimg dopaminerginiy neurony, paruosty i§ jaucio viduriniy smegeny
(Dal Toso ir kt., 1988, J. Neurosci 8:733).

Fig.32a. demonstruoja tipiska disocijuoty ventraliniy viduriniy smegeny
lasteliy vaizdg po 9 dieny auginimo kultiiroje. Faktiskai visos Sios lastelés turéjo
fazorySkius perikarijonus ir ilgas ataugas. Keletas lasteliy buvo aigkiai
fibroblastinés morfologijos bet nebuvo aptikta astroglijos lasteliy, kai kultiira
nudaz¢ su antikiinu prie§ astroglijinj markerj, glijinj fibriliarinj riigstinj baltymag
(GFAP; Bignami ir kt., 1072, Brain Res. 43:429). Dopaminerginiy neurony
vizualizacijai Siose kultiirose, buvo atlickamas imunocitocheminis daZymas su
monokloniniais antikiinais prie§ TH. Kaip tikétasi TH+ neurony kiekis
kulturoje buvo nedidelis (stréliukés, Fig.32 b, c) ir kito priklausomai nuo
auginimo laiko, tarp 0,1 ir 0,5 % nuo paséty lasteliy. Tarp TH+ lgsteliy buvo
neuronal, turintys skirtingas morfologijas, kaip parodyta Fig.33.

Visose kultirose visais atvejais buvo stebimas laipsniskas TH+ lasteliy
kickio maZéjimas (Fig.34a, Fig. 35.) po pirmy 3-4 dieny in vitro. 8-t auginimo
dieng, pavyzdziui, TH+ lasteliy kiekis kontrolinése kultirose sudaré tik 25%
kiekio, aptinkamo panasiose kultiirose antrg dieng (Fig. 35.). Taciau, kultiirose,
apdorotose BDNF, TH +lgsteliy praradimas buvo Zymiai sumaZintas lyginant su
kontrole. Visuose iStirtuose laiko momentuose po 8 dieny in_vitro, TH+lasteliy
kickis apdorotose su BDNF kultirose buvo didesnis nei neapdorotose
kontrolinese kultiirose, pavyzdziui, 1,8 karto didesnis po vienintelio BDNF
pridejimo (34a pav.) ir 3 kartus didesnis po daugkartinio pridéjimo (Fig. 35.).
Net pridedant tik viena karta | kultiiras, palaikomas 8 dienas, BDNF veikimas

priklauso nuo jo dozes (34b pav.). Patvirtindamas ankstesnius pranesimus (Dal
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Toso ir kt., 1988, J. Neurosci 8:733; Knusel ir kt., 1990, J. Neurosci 10:558), NGF
(50 ng/ml) nedaré jtakos TH+ lgsteliy kiekiui (Fig.34c).

Toliau nagrinéjant BDNF poveikj | dopaminerginius neuronus Siose
kultiirose buvo tiriamas TH+lasteliy sugebéjimas jsisavinti 3H-dopamina. Kaip
parodyta X lenteléje, sugebejimas jsisavinti dopaming (normalizuotas pagal
TH+neurona) Zymiai padidejo po 8 dieny auginimo kultiiroje, bet po to krito.
Tadiau buvo aptikta, kad BDNF nekeicia TH+-lasteliy sugebéjimo jsisavinti
dopaming, kadangi tos pacios laikinés charakteristikos ir panasios reikSmés buvo
aptiktos, tick esant, tiek ir be BDNF (X lentel¢). Remiantis §iuo rezultatu, buvo
i%kelta hipotezé, kad BDNF, greiCiausiai, veikia tiesiogiai, gerindamas
dopaminerginiy neurony iSgyvenima viduriniy smegeny kulttirose, o ne
indukuoja dopaminerginio fenotipo ekspresijg neuronuose, kurie nebitinai
reikalauja BDNF savo i$gyvenimui. Tolimesniam §ito tyrimui, buvo atlikti
eksperimentai, kuriuose TH+neurony kiekis buvo nustatomas kultiirose, kuriose
BDNF pridéjima pradZioje uZlaikydavo kelety dieny. Aptikta, kad kai BDNF
pridéjimas uZlaikomas iki 5 dienos, o TH +lasteliy kieki nustatydavo 6, 8 ir 10
diena, Siose kultiirose buvo akivaizdZiai maZiau dopaminerginiy lasteliy, lyginant
su paraleliomis kultiromis, kuriose BDNF buvo pridedamas 2-3 diena (Fig. 36.).
BDNF pridéjimas, nors ir uZzlaikytas, aiSkiai didindavo TH+neurony kieki,
lyginant su kontrole, tadiau nagrinéjant ckvivalenciuose laiko momentuose buvo
aptikta, kad uZlaikytas prid¢jimas nickada neisgelbédavo tick neurony, kiek
BDNF pridéjimas 2-3 diena.

Kartu paémus, Sie rezultatai priedtarauja hipotezei, kad BDNF veikia
didindama TH geno ekspresija fiksuotame lasteliy skaiciuje ir palaiko hipoteze,
kad BDNF veikia didindamas dopaminerginiy neurony isgyvenima, kurie kitaip
7iity, jei Sio faktoriaus nebiity pridéta | kultiras ankstyvoje stadijoje. Buvo
paskelbta keletas publikacijy apic viduriniy smegeny dopaminerginiy neurony
subrendimo stimuliavima ir iSgyvenimo didinimg in_vitro, panaudojant arba
ckstraktus i§ taikiniy audinio arba jvairius neurotrofinius faktorius (Dal Toso ir
kt., 1988, J. Neurosci. 8:733; Knusel ir kt., 1990, J. Neurosci 10:558; Prochiantz ir
kt., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. JAV, 76:5387; Di Porzio ir kt., 1980, Nature,
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288:370; Prochiantz ir kt., 1981, Nature 293:570; Denis-Donin ir kt., 1983, J.
Neurosci 3:2292). Taciau iki Siol nebuvo publikacijy apie pilnai iSvalytg molekule
tiesiogiai arba sélektyviai palaikancia TH+neurony i§gyvenima, kai visiSkai néra
glijos Igsteliy arba vykstant Igsteliy dalinimuisi (kas buvo stebéta, pavyzdZiui, su
IGF-1 arba FGF, Dal Toso ir kt., 1988, J. Neurosci 8: 733). Sutinkamai su
ankstesnemis publikacijomis, kuriose buvo naudojami pelés ankstyvo embriono
audiniai (Dal Toso ir kt.:, 1988, J. Neurosci 8:733), E14 lastelés i§ Ziurkés
ventraliniy viduriniy smegeny buvo auginamos tam tikroje terpéje, neturincioje
serumo, ir Sios lgsteliy kultdros, kaip pasirodé, i§ esmés neturi astrocity ir
fibroblasty. Naudojant $iuose tyrimuose santykinai Zema lasteliy tankj, 30000
lasteliy j cm? eilés, buvo sumaZinti efektai bet kurio Imanomo endogeninio
neurotrofinio aktyvumo ir buvo galima tiksliau apskaiciuoti lgsteles. Ivertinant
pateiktus rezultatus, atrodo, kad neurotrofinis faktorius, Dal Toso it kt. (1988, J.
Neurosci 8:733) dalinai i8valytas i§ jaucio striatum, greidiausiai, yra BDNF. I§ to
galima padaryti prielaida, kad BDNF gaminamas striatume ir jsisavinamas
dopaminerginiy neurony ataugomis, nusitgsian¢iomis nuo juodosios medziagos.
Taciau, iki Siol northern-blot-analizés pagalba neaptiktas striatumo audinyje
didesnis BDNF (ar kity neurotrofiny $eimos nariy) mRNR kiekis.

Aisku, kad net daugkartiniu BDNF pridéjimu negalima iSsaugoti visy
juodosios medZiagos dopaminerginiy neurony, tirtame auginimo periode. Sis
fenomenas jau buvo stebimas eksperimente su panaSiomis salygomis, atliktame
Dal Toso ir kt. (1988, J. Neurosci 8:733), kuris parod¢, kad Sis Zuvimas gali biti
suriStas su naudotu lasteliy tankiu; prie didesniy lgsteliy tankiy (4 kartus
didesniy nei naudoti Cia) galima buvo aptikti didelj kiekj katecholamin-
fluorescuojanciy lasteliy ir spontaninis iy lasteliy iSnykimas mazéjo. Gal bit,
tarplgstelinis kontaktas bitinas ilgalaikiui Siy Igsteliy iSgyvenimui.Tolimesni
tyrimai, ypal, skirti BDNF poveikiui ventraliniy viduriniy smegeny
dopaminerginiy neurony vystymuisi ir palaikymui in vivo, yra biitini, kad suvokti
fiziologing prasm¢ apraSytos ¢ia BDNF veiklos. Turint omenyje specifinj
juodosios medziagos dopaminerginiy neurony Zuvima Parkinsono ligos metu,

ypac pageidautina aptikti neurotrofinj faktoriy, kuris pasirinktinai veikia j §ias
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lasteles. Todél Cia pateiktas atradimas, kad BDNF palaiko iSgyvenimg Siy
neurony, reagoujanéiy j NGF, skatina toliau vykdyti eksperimentus su gyvinais,
kurie leis nustafyti, ar gali BDNF apssaugoti dopaminerginius neuronus nuo
neurotoksinio poveikio 6-hidroksidopamino arba MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridinas). Tokie tyrimai gali nulemti nauja terapinj parkinsonizmo

gydymo biida.

X lentele
BDNF tiesiogiai nedidina dopamino jsisavinimo ventraliniy viduriniy
smegeny kultiirose

3H-dopamino jsisavinimas (cpm(TH) + neuronas/15 min)

auginimo dienos kontrole paveiktos su BDNF
3 0,5120,1 095402

6 4,540,3 3,140,6

8 18,545,3 27,312

10 3,3740,24 2,2140,18

19. Pavyzdys: BDNF priklausomai nuo dozés inhibuoja gama-aminosviesto

riigstics isisavinima

19.1. MedZiagos ir metodai

19.1.1. Amonio rago lasteliu kultiiros

Amonio raga disekcijos blidu pasalindavo i§ E18-E19 Ziurkés, Sprague-
Dawley riisies, embriono ir surinkdavo F10 terpéje. Audinius smulkindavo, du
kartus praplaudavo F10 (Gibco) terpéje ir tripsinizuodavo 0,25% tripsinu
(Gibco) 20 min. prie 37°C. Pepsing inaktyvuodavo pridédami terpg su serumu,
sudaryta i§ minimaliai batinos terpés (MEM) su pridétais ver§iuko fetalinio
serumu (FCS 10%), gliutaminu (2 mM), penicilinu (25 vnt./ml) ir streptomicinu
(25 vnt./ml). Disociavusias lgsteles gaudavo atsargiai trituruodami, surinkdavo ir
centrifuguodavo prie mazy apsisukimy (500 aps./min) 30 sek. Centrifugavimg
pakartodavo du kartus ir Igsteliy derbis buvo pakartotinai suspenduojamas

terpéje su serumu. Po to lgstelés palikdavo 6 mm duobutése arba 35 mm
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lekstelese, kurios buvo padengtos poliornitinu (10 ug/ml) ir lamininu (10 pg/ml).
Daugumoje eksperimenty lasteles sédavo mazu tankiu, apytiksliai 71000 lgsteliy
| cm2. Praéjus 5-6 valandoms po lasteliy s¢€jos, terpe pakeisdavo kita, neturindia
serumo Ir sudaryta i§ 1% N3 ir penicilino-streptomicino (25 vnt./ml ir 25 pg/ml
atitinkamai), be to buvo pridedamas BDNF. Terpg keité kas tris-keturias dienas,

pridedami BDNF kiekvieng kartg i$ naujo.

19.1.2. Gama-aminosviesto rugsSties (GABA) didelio afiniSkumo jsisavinimo

matavimas

Didelio afiniSkumo GABA jsisavinima matuodavo pagal patobulintg
Tamazawa ir Appel metodika (1986, Brain Res. 399: 111-124). Lastelés buvo
praplaunamos specialiame buferyje, turiniame 140 mM NaCl, 2,6 mM KCl, 1
mM KHPOy, I mM NapyHPOy, 6 mg/ml gliukozés, 1 mM MgClp, 1 mM CaCl,
ir 0,1% BSA. Po praplovimo lastelés buvo inkubuojamos nurodytame buferyje 5
min. prie 37°C. Po to pridédavo 3H-GABA (NEN, NET-19IX, II1.4 Ci
(mmolis)) iki galutinés koncentracijos 12 mM ir inkubuodavo 10 min prie 37°C.
Po to lIgsteles laiké ant ledo ir tris kartus praplové nurodytu buferiu. Lasteles
inkubavo su 0,14 NaOH 2 val. kambario temperatiiroje ir apskai¢iuodavo 3H-
GABA kiekj ekstrakte. Aptikta, kad 3H-GABA jsisavinimas buvo tiesinis bent
jau 30 minuciy. GABA jsisavinimg ne neuroninése lgstelése inhibuodavo
pridédami 2 mM R-alanino, tuo tarpu neurony specifinis jsisavinimas buvo

patikrintas inhibuojant 1 mM nipekotinine riigstimi.

19.2. Rezultatai ir aptarimas

Neseniai mes aptikome didelio BDNF kickio poZymius amonio rago
kultirose, praturtintose neuronais, bet ne amonio rago astrocituose. Sie
duomenys patvirtina, kad BDNF lokalizuojasi amonio rago neuronuose. Kad
patikrinti BDNF poveikj amonio rago neuronams Kultliroje, lgstelés buvo
apdorojamos jvairiomis BDNF koncentracijomis (rotofor-valytoms i§ COS
supernatanty). Po aStuoniy dieny apdorojimo matuodavo didelio afiniskumo
GABA jsisavinimg neuronuose. Kaip parodyta Fig. 37., BDNF priklausomai nuo
dozes inhibuodavo GABA jsisavinima. Tuo biidu BDNF gali daryti jtakg GABA-

erginiy neurony iSgyvenimui ir/arba fenotipinei ekspresijai. BDNF nedaré jokios
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jtakos neuronams, turintiems glutamato (kaip jvertinta matuojant glutamato
jsisavinima), nei j neurofilamentinio baltymo lygi. Tuo bidu, BDNF veikimas

amonio rago kultiirose specifiSkai nukreiptas i GABA-erginius neuronus.

20 Pavyzdvs: BDNF apsaugo nuo toksiniu MPP+ efektu

20.1. MedZiagos ir metodai

20.1.1. Neurotrofiniu faktoriuy poveikio i SH-SVSV lasteles, apdorotas su MPP+,

iSmatavimas

SH-SV5V lasteles paséjo | lékSteles su 24 duobelémis 1 x 109 lgsteliy |
duobute tankiu. Pragjus 24 valandoms po s¢jos, lasteles apdorodavo
neurotrofiniais faktoriais. Praéjus 24 valandoms po apdorojimo neurotrofiniais
faktoriais, lasteles apdorodavo su MPP+ (10 uM). Praéjus 48 valandoms po
apdorojimo su MPP+, gyvybingas lasteles suskaiCiuodavo pahaudodami
paalinimg su tripanu mélynuoju. Kaip neurotrofiniai faktoriai buvo naudojami
mNGF-COS (skiedimas 1:5), hBDNF-COS (skiedimas 1:5), valytas rCNTF iS E.
coli (15 ng/ml), igvalytas bFGF i§ jaucio smegeny (25 ng/ml), INT3-COS
(skiedimas 1:5) ir iSvalytas hREGF (25 ng/ml).

20.1.2. Necurotrofiniu faktoriu poveikio i ventraliniu viduriniu _smegenu

Kultiiras, apdorotas su MPP+, iSmatavimas

Ventraliniy viduriniy smegeny disocijavusiy lgsteliy kulttras ruose 1§ E14
Ziurkiy embriony pagal nustatytas metodikas (Zr. auksCiau 18 skyriy). Pra€jus 48
valandoms po kultiry sukiirimo, jas apdorodavo atitinkamu neurotrofiniais
faktoriais, kaip nurodyta. Tarp neurotrofiniy faktoriy buvo hBDNF (rotofor-
valytasis i§ CHO-lasteliy, <50 ng/ml), iSvalytas mNGF (50 ng/ml), tINT-3 (COS
supernatantai skiesti 1:50), i§ jaucio smegeny (10 ng/ml) ir i§valytas tCNTF 18 E.
coli (25 ng/ml). Praéjus 24 valandoms po neurotrofiniy faktoriy pridéjimo, Sios
kultiiros buvo apdorojamos su MPP+ (1 uM). Pragjus 48 valandoms po
apdorojamo, identifikuodavo TH+ neuronus imunohistochemiskai ir juos
suskaiciuodavo. Gauti vidurkiai i§ trijy nepriklausomy eksperimenty su trimis

méginiais kiekviename eksperimente. TH+ neurony kiekis po apdorojimo su
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MPP+ atvaizduoti skersinémis lauZytomis linijomis. Atviros linijos atvaizduoja

TH+ neurony kiekj be apdorojimo su MPP +.

20.2. Rczultatai’ir aptarimas
Kada atskirai buvo bandomi BDNF, NGF, CNTF, NT-3, bFGF ir EGF

sugebejimai apginti lasteles nuo 1-metil-4-fenil-piridino (MPP+) toksiskumo, tai
eksperimentiniai matavimai mélynojo tripano pasalinimu, parodé¢, kad tik BDNF

ir NGF Zymiai apsaugo nuo MPP+ toksiskumo (XI ir XII lentelés).

XI lentele
SH-SV5V lasteliy apsaugojimas nuo MPP+ toksiskumo BDNF ir NGF

pagalba
Rezultatai: Gyvybingy lasteliy kiekis
(%gyvybingy)
menamas transfekavimas
(COS-Mock) (1:5) 0,4 x 104 (5%)
BDNF-COS (1:5) 1,2x 100 (67%)
NGF -COS (1:5) 1,7x 109 (84%)
CNTF 0,6 x 104 (14%)
NT-3 0,7x 104 (20%)
bFGF 0,4 x 104 (11%)
EGF 0,1x 104 (5%)
XII lentelé
BDNF ir NGF jtaka MPP + toksiskumui
Apdorojimas Gyvybingy lasteliy
%
COS -MOCK (1:2) 13
(1:5) 5
(1:10) 3
(1:20) 6
(1:50) 7
(1:100) 2
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COS BDNF (1:2) 73
(1:5) 67
(1:10) 65
(1:20) 42
(1:50) 30
(1:100) 25
COS NGF O a2) 88
(1:5) 24
(1:10) 63
(1:20) 50
(1:50) 47
(1:100) 34

Duomenys rodo, kad BDNF daro Zymy gynybinj poveikj prie§ MPP+
toksikuma ventraliniy viduriniy smegeny kultiirose, tuo tarpu bFGF daro
mazesnj cfekta (Fig. 38.). Buvo aptikta, kad apdorojimas su MPP+ sumaZina
85% teigiamy tirozin-hidroksilazei neurony kickj, lyginant su kontrolinémis
kultdromis, ir tik 40% kultirose, i§ anksto apdorotose su BDNF (pries
ekspozicija su MPP+). Manoma, kad MPP+ yra aktyvus metabolitas toksinui
MPTP, kuris, kaip buvo pastebéta, sukelia panasy } Parkinsono sindroma in vivo,
kas yra priimtas Parkinsono ligos sisteminis modelis. Tuo biidu, BDNF ir NT3
apsauginis poveikis rodo, kad 3ie junginiai gali biiti panaudoti gydant Parkinsono

liga arba i§vengiant neurologinio paZeidimo po toksino poveikio.

21. Mikroorganizmu deponavimas

1989 m. rugpjicio 30 d. JAV kultiry tipy kolekeijoje, 12301 Parklain Drive,
Rockville, Maryland 20852, buvo deponuoti Sie rekombinantinis bakteriofagas ir
plazmidine DNR:

ph BDNF -C-1 40648
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Ah BDNF -G-140649
Sis isradimas neapsiriboja pateiktais apra§yme specifiniais jgyvendinimais.
IS tikryjy, ivairﬁus iSradimo pagerinimai, papildomai prie aprasyty jkiinijimy, bus
akivaizdus specialistui 1§ auk3Ciau pateikto apraSymo ir jj lydin¢iy pieSiniy.
Tokius patobulinimus apima Zemiau einantys apibrézZties punktai. Jvairios

cituojamos publikacijos yra jtrauktos | apraSg pilnomis nuorodomis.
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APIBREZTIS

1. Rekombinantinés DNR molekulé, besiskirianti tuo, kad turi nukleotiding
seka, koduojaﬁéiq smegeny neurotrofinj faktoriy (BDNF) arba jo subscka,
apytiksliai sudaryta bent jau i§ 10 nukleotidy.

2. Rekombinantinés DNR molekulé pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad
smegeny neurotrofinis faktorius, koduojamas nukleoty sekos arba subseky, yra 18
esmés toks, kaip parodyta Fig.1, nuo apytiksliai 167 nukleotido iki apytiksliai 927
nukleotido, o Fig.1 yra §io punkto dalis.

3. Rekombinantinés DNR molekulé pagal 1 arba 2 punkta, besiskirianti
tuo, kad ji turi KDNR seka.

4 Rekombinantinés DNR molekulé pagal 1 arba 2 punkta, besiskirianti
tuo, kad ji turi genominés DNR seka.

5 Rekombinantinés DNR molekulé pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad
turi zmogaus DNR seka arba subseka, i3 esmés tokia, kaip parodyta Fig.5, o Fig.
5 yra §io punkto dalis.

6. Rekombinantinés DNR molekulé pagal 5 punkta, besiskirianti tuo, kad ji
turi bent dalj sekos i esmés tokios, kaip pavaizduota Fig.5, tarp apytiksliai 974 ir
1440 nukleotidu.

7 Rekombinantinés DNR molekulé pagal 1 arba 2 punkta, besiskirianti tuo,
kad turi kiaulés DNR seka.

8. Rekombinantinés DNR molekulé pagal 5 punkta, besiskirianti tuo, kad ji
yratokia kaip vektoriuje, pasirinktame i§ grupés, susidedancios i§ phBDNF-C-1,
deponuotame ATCC su numeriu 40648, ir AhBDNF-G-1, deponuoto ATCC su
nemeriu 40649.

9. Rekombinantinés RNR molekulg, besiskirianti tuo, kad yra
komplementari rekombinantinés DNR molekulei pagal 1 arba 2 punkta.

10. Nukleino riigities seka, besiskirianti tuo, kad ji koduoja baltyma,
homologinj aminortigs¢iy sekai, parodytai Fig.1, arba $ios sekos daliai.

11. Nukleino riigsties seka, besiskirianti tuo, koduoja baltyma, i§ esmeés

homologinj aminoriigsciy sekai, atvaizduotai Fig.5, arba §ios sekos daliai.
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12. Nukleino rigsties seka, besiskirianti tuo, kad ji yra i§ esmés homologiné
aminoriigsties sekai, atvaizduotai Fig.1, arba jos daliai, galin¢iai hibridintis.

13. Rekombinantinés DNR molekulé pagal 1 arba 2 punktus, besiskirianti
tuo, kad nukleino riigities seka, koduojanti BDNF baltyma arba jo peptidinj
fragmenta, yra reguliuojama antra nukleino riigSties seka taip, kad smegeny
neurotrofinio faktoriaus baltymas arba peptidas ekspresuojasi $eimininke,
transformuotame rekombinantinés DNR molekulés.

14. Rekombinantinés DNR molekulé pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad
ji yra pCMN-pBDNF-1.

15. Nukleino riigities vektorius, besiskiriantis tuo, kad jame yra DNR
molekulé pagal 1 punkta.

16. Rekombinantinis mikroorganizmas, besiskiriantis tuo, kad jame yra
DNR molekulé pagal 1, 2 arba 12 punktus.

17. Rekombinantinis mikroorganizmas pagal 16 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis yra bakterija.

18. Rekombinantinis mikroorganizmas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo,
kad jis yra mielés.

19. Lastelé, besiskirianti tuo, kad joje yra rekombinantinés DNR molekule
pagal 12 punkta.

20. Lastelé, besiskirianti tuo, kad joje yra rekombinantinés DNR molekule
pagal 13 punkta.

21. Nukleino rigities seka, besiskirianti tuo, kad ji koduoja aminorugsciy
seka, i$ esmés, sutampancia su seka atvaizduota Fig.1 arba jos subseka, turinCig
antigeno determinantg.

22. Isgrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad jo aminoriigs¢iy seka i§
esmés sutampa su seka, atvaizduota Fig.1, arba turi subseka, turinig antigeno
determinanta.

23. Isgrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad turi aminoriigs¢iy seka, i8
esmés, sutampandia su seka atvaizduota Fig.l, arba jos subseka, turincig

funkciskai aktyvy peptida.
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24. Isgrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad jis turi aminoriigsciy seka, 18

esmeés, sutampanéig su atvaizduota Fig.5, arba jos subseka, turin¢ia antigeno
determinanta. i

25. Igrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad jis turi aminoragsciy seka, 18
esmés, sutampancia su atvaizduota Fig.5, zmogaus BDNF seka, arba jos subseka,
turinéia funkciskai aktyvy peptida.

26. I3grynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad turi aminorigiciy seka, 1§
esmes, sutampancig su atvaizduota Fig.1, turinéia apytiksliai nuo 134
aminorigities iki apytiksliai 252 aminoriigéties, arba jos subseka, turinCig
antigeno determinantg.

27. Isgrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad turi aminorigsciy seka,
koduojama nukleino rigsciy sekos, i§ esmes, sutampancig su viS¢iuko BDNF
seka, atvaizduota Fig.5 arba jos subseka, turincig antigeno determinantg.

28. Isgrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad turi aminoriigsciy seka,
koduojama nukleino riigiciy sekos, 18 esmeés, sutampandia su visciuko BDNF
seka, atvaizduota Fig.5, arba jos subseka, turin¢ig funkciSkai aktyvy peptida.

29. Isgrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad turi aminoriigsciy seka,
koduojama nukleino riigiciy sekos, I8 esmés, sutampancia su ziurkes BDNF seka,
atvaizduota Fig.5, arba jos subseka, turin¢ia antigeno determinanta.

30. Isgrynintas baltymas, besiskiriantis tuo, kad turi aminorugsciu seka,
koduojama nukleino rigsciy sekos, i§ esmés, sutampancig su viséiuko BDNF
seka, atvaizduota Fig.5, arba jos subseka, turinéia funkciSkai aktyvy peptida.

31. BDNF baltymo arba jo fragmento gavimo budas, besiskiriantis tuo, kad
augina rekombinantini mikroorganizma, turintj DNR molekule pagal 1 punkta,
taip, kad $ia DNR molekulg ekspresuoja mikroorganizmas, ir i§skiria ekspresuota
BDNF baltyma arba fragmenta.

32. BDNF baltymo arba jo fragmento gavimo budas, besiskiriantis tuo, kad
augina rekombinantinj mikroorganizma, turintj DNR molekule pagal 2 punkta,
taip, kad Sig DNR molekule ekspresuoja mikroorganizmas, ir iSskiria ekspresuoty

BDNF baltyma arba fragmenta.
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33. BDNF baltymo arba jo fragmento gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad
(a) augina rekombinantinj mikroorganizma, turintj DNR molekule pagal 13
punkty, tokiose salygose, kad & DNR molekulé ckspresuojasi tokiame
mikroorganizme, ir (b) i§skiria ckspresuota BDNF baltymg arba fragmenta.

34. BDNF baltymo arba jo fragmento gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad
(a) augina rekombinantinj mikroorganizma, turintj DNR molekule pagal 14
punkta, tokiose salygose, kad §i DNR molekulé ckspresuojasi mikroorganizme, ir
(b) iskiria ekspresuota BDNF baltymg arba fragmenta.

35. BDNF baltymo arba jo fragmento gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad
(a) augina rekombinantinj Seimininka, turintj DNR molekule pagal 2 punkta,
tokiose salygose, kad §i DNR molekulé ckspresuojasi Seimininke, ir po to (b)
ekspresuotg BDNF baltyma arba fragmenta isskiria.

36. Budas pagal 35 punkta, besiskiriantis tuo, kad S$eimininkas tai
eukarijotiné Igstelé.

37. Budas pagal 36 punkta, besiskiriantis tuo, kad Seimininkas tai
transgeninis neZzmogiskas gyviinas.

- 38, Produktas, besiskiriantis tuo, kad ji gauna 31-34 punktuose apibréztu
bidu.

39. Produktas pagal 38 punktg, besiskiriantis tuo, kad jame néra detergento.

40. Produktas pagal 35 arba 38 punktus.

41. Antikiinas, antikiino fragmentas arba jo darinys , besiskiriantis tuo, kad
Jis atpazjsta BDNF baltyma, peptidinj fragmentg arba darinj.

42.. Antikinas, antikiino fragmentas arba jo darinys pagal 41 punkta,
besiskiriantis tuo, kad jis yra gaunamas bidu, kuriame gyviinas-Seimininkas yra
Imunizuojamas BDNF baltymu, peptidiniu fragmentu arba dariniu, kurie
(baltymas, fragmentas arba darinys) yra gauti auginant rekombinantinj
organizma, ekspresuojantj rekombinantinj nukleino riigsties vektoriy, koduojantj
BDNF baltyma, peptidinj fragmenta arba darinj.

43. Antikiinas, antikiino fragmentas arba jo darinys pagal 41 punkta,
besiskiriantys tuo, kad juos gauna panaudojant nukleino riigiéiy vektoriy, kuris

turi nukleotiding seka, i§ esmés tokia kuri atvaizduota Fig.1.
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44. Antikiinas, antikiino fragmentas arba jo darinys pagal 41 punkts,
besiskiriantys tuo, kad jie yra gaunami biidu, kuriame imunizuoja gyvina-
Seimininka isgrynintu BDNF baltymu, peptidiniu fragmentu arba dariniu pagal
23 punkta.

45. Antikiinas, antikiino fragmentas arba jo darinys pagal 41 punkta,
besiskiriantis tuo, kad jis atpaZista B5 peptidinj fragments, turintj 153-185
lickanas i$ aminoriigsdiy sekos, i§ esmés sutampangéios su seka, atvaizduota Fig.1.

46. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
labai gryno BDNF baltymo farmakologiskai priimtiname nesiklyje.

47. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
labai gryno, funkciskai veiklaus BDNF peptidinio fragmento arba darinio
farmakologiskai priimtiname neiklyje.

48. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
labai gryno, funkciskai veiklaus BDNF peptidinio fragmento arba darinio su
antigeniniu determinantu farmakologiskai priimtiname nesiklyje.

49. Farmaciné kompozicija pagal 47 punkta, besiskirianti tuo, kad BDNF
peptidinis fragmentas arba darinys turi bent jau dalj aminoriig¢iy sekos, i§ esmes
sutampanéios su seka, atvaizduota Fig.1.

50. Farmaciné kompozicija pagal 46 punkta, besiskirianti tuo, kad BDNF
baltymas turi aminoriigi¢iy seka, i§ esmes sutampandia su seka, atvaizduota Fig.1.

51. Farmaciné kompozicija pagal 46 punkta, besiskirianti tuo, kad BDNF
baltymas turi aminorfigiiy seka, i esmés sutampancia su seka , atvaizduota
Fig.1, nuo apytiksliai 134 aminorugsties iki apytiksliai 252 aminortgsties.

52. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
produkto pagal 35 arba 38 punktus farmakologiSkai priimtiname nesiklyje.

53. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
produkto pagal 39 punkta farmakologiskai priimtiname neSiklyje.

54. Farmaciné kompozicija pagal 50 punkta, besiskirianti tuo, kad ji gali
padidinti neurony augima.

55. Farmaciné kompozicija pagal 50 punkta, besiskirianti tuo, kad ji gali

padidinti neurony iSlaikyma.
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56. Farmaciné kompozicija pagal 50 punkta, besiskirianti tuo, kad ji sugeba
palaikyti diferencijuota lastelés funkcija.

57. Farmaciné kompozicija pagal 50 punkta, besiskirianti tuo, kad baltymas,
peptidas arba darinys yra gliukozilinti.

58. Farmaciné kompozicija pagal 50 punkta, besiskirianti tuo, kad baltymas,
peptidas arba darinys néra gliukozilinti.

59. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
antikiino, kuris atpaZjsta BDNF baltyma arba peptidinj fragmenta arba jo darinj.

60. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
derinio, susidedancio i labai gryno BDNF baltymo arba jo peptidinio fragmento
arba darinio ir antro agento.

61. Farmacine kompozicija pagal 60 punkta, besiskirianti tuo, kad
nurodytas derinys pasizymi sinergizmu BDNF funkcinio aktyvumo atzvilgiu.

62. Farmaciné kompozicija pagal 60 punkta, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra nervinis augimo faktorius.

63. Farmaciné kompozicija pagal 60 punkta, besiskirianti tuo, kad antrasis
agentas yra kitas BDNF/NGF $eimos narys.

64. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra efektyvus kiekis
baltymo arba peptido, kurie apima : (a) pirmaja aminoriigi¢iy seka, homologing
dviems skirtingiems Zinomiems BDNF/NGF Seimos nariams, ir (b) antraja
aminoriigiéiy seka, kuri néra homologiné nei BDNF, nei NGF, arba jy darinio.

65. Nukleino riigities molekulé, turinti bent jau 10 nukleotidu, i§ esmes
sutampanéiy su pavaizduotais Fig.5, skirta nervy sistemos ligy arba sutrikimy
diagnozavimui, sudarant kontakta tarp audinio ir paZymétos, nustatymui
uztikrinti, nukleininés rigities molekulés, salygose kuriose gali vykti hibridizacija,
ir nustatant jvykusia hibridizacija.

66. Nukleino riigities molekulé, turinti bent jau 10 nukleotidy, i§ esmes
sutampanéiy su pavaizduotais Fig.1, skirta nervy sistemos ligy arba sutrikimy
diagnozavimui, sudarant kontaktg tarp RNR, surinktos i$ audinio, arba sudarant

kontakta tarp kDNR, pagamintos i§ RNR, surinktos i§ audinio, ir nustatymui
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uztikrinti pazymétos $ios nukleino riigsties molekulés salygose, kuriose gali vykti
hibridizacija, ir nustatant jvykusia hibridizacija.

67. Nukleino riigSties molekulé pagal 65 arba 66 punkts, skirta nervy
sistemos ligy arba sutrikimy, pasirinkty i§ grupés, kurig sudaro navikai,
degeneracinés ligos, tinklainés ligos ir sensoriniy neurony ligos, diagnozavimui.

68. Nukleino riigities molekulé pagal 65 arba 66 punkty, skirta
neuroblastomos diagnozavimui.

69. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, skirtas nervy
sistemos ligy arba sutrikimy diagnozavimui, eksponuojant audinj su aptikimo
uztikrinimui paZzyméta antikiino molekule, sugebancia susijungti su $iuo baltymu,
fragmentu arba dariniu, salygose, kuriose gali vykti $is susijungimas, ir nustatant
susijungima. _

70. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 69
punkta, skirtas nervy sistemos ligy arba sutrikimy diagnozavimui atlickamam in
vivo.

71. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 69 punkta,
skirtas nervy sistemos ligy arba sutrikimy diagnozavimui atlickamam in vitro.

72. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 69 punkta,
skirtas nervy sistemos ligy arba sutrikimy, pasirinkty i§ grupés, kurig sudaro
navikai, degeneracinés ligos, tinklainés ligos ir sensoriniy neurony ligos,
diagnozavimui.

73. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 71 punkta,
skirtas sutrikimo, tokio kaip jgimtas tinklainés sutrikimas, diagnozavimui.

74. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 69 punkta,
skirtas neuroblastomos diagnozavimui.

75. BDNF baltymas, jo funkciskai aktyvus peptidinis fragmentas arba
darinys, skirtas naudoti kaip vaistas nervy sistemos ligy arba sutrikimy gydymui.

76. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 75 punkta,
skirtas naudoti kaip vaistas ligy arba sutrikimy, tokiy kaip sutrikimai, sukelti

toksinio agento poveikio, gydymui.
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77. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 75 punkta,
skirtas ligy arba sutrikimy, sukelty maisto trukumo, gydymui.

78. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 75 punkta,
skirtas naudoti kaip vaistas nervy sistemos ligy arba sutrikimy, tokiy kaip
degeneracinés ligos, gydymui.

79. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 78 punkta,
skirtas naudoti kaip vaistas degeneraciniy ligy, tokiy kaip tinklainés ligos,
gydymui.

80. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 79 punkta,
skirtas naudoti kaip vaistas tinklainés ligy, sukelty paZeidus regos nerva,
gydymui.

81. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 78 punkta,
skirtas degeneraciniy ligy, tokiy kaip “Parkinsono-plius” sindromas, gydymui.

82. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 78 punkta,
skirtas degeneraciniy ligy, tokiy kaip Alchaimerio liga, gydymui.

83. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 78 punkta,
skirtas degeneraciniy ligy, tokiy kaip Hantingtono choréja, gydymui.

84. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 78 punkta,
skirtas degeneraciniy ligy, tokiy kaip Parkinsono liga, gydymui.

85. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 81 punkta,
skirtas naudoti kaip vaistas “Parkinsosno-plius” sindromo, pasirinkto i§ grupés,
susidedangios i§  progresyvinio paralyziaus  (Stilo-Ri¢ardsono-Olsevskio
sindromas) olivopontocerebralinés atrofijos, Sai-Dregerio sindromo (daugybiné
sisteminé atrofija) ir Guamanskio parkinsoninés demencijos komplekso,
gydymui.

86. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 84 punkta,
skirtas naudoti kaip vaistas tuo atveju, kai Parkinsono ligos simptomai yra sukelti
toksinio agento.

87. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 75 punkta,
skirtas naudoti kaip vaistas nervy sistemos ligy arba sutrikimy, tokiy kaip nervy

sistemos pazeidimai, gydymui.
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- 88. BDNF baltymas, jo peptidinis fragmentas arba darinys, pagal 85 punktg,
skirtas naudoti kaip vaistas nervy sistemos pazeidimy, sukelty tokiy atveju, kaip
trauma, operacija, infarktas arba piktybinis darinys, gydymui.

89. BDNF baltymo, jo peptidinio fragmento arba darinio derinys su
antruoju agentu, skirtas nervy sistemos ligy arba sutrikimy gydymui.

90. Derinys pagal 89 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis pasizymi sinergizmu
BDNF funkcinio aktyvumo atzvilgiu.

91. Derinys pagal 89 punkta, besiskiriantis tuo, kad antrasis agentas yra
nervo augimo faktorius.

92. Derinys pagal 89 punkta, besiskiriantis tuo, kad antrasis agentas yra
kitas BDNF/NGF Seimos narys.

93. Derinys pagal 89 punkta, skirtas sutrikimuy, sukelty toksinio agento
poveikio, gydymui.

94. Derinys pagal 89 punkta, skirtas ligy ir sutrikimy, tokiy kaip
degeneracinés ligos, gydymui.

95. Derinys pagal 94 punkta, skirtas degeneraciniy ligy, pasirinkty i§ grupes,
kuria sudaro Alchaimerio liga, Hantingtono choréja, tinklainés ligos ir
Parkinsono liga, gydymui.

96. Derinys pagal 89 punkta, skirtas ligy arba sutrikimy, apimanciy nervy
sistemos pazZeidimus, gydymui.

97. Derinys pagal 89 punkta, skirtas nervy sistemos pazeidimy, sukelty
tokiy atvejy kaip trauma, chirurginé operacija, infarktas arba piktybinis darinys
bei toksinis agentas, gydymui.

98. Derinys pagal 89 punkta, skirtas ligy arba sutrikimy, apimanciy
sensoriniy neurony ligas arba sutrikimus, gydymui.

99. Derinys pagal 89 punkta, skirtas ligy arba sutrikimy, apimanciy igimta
tinklainés liga, gydymui.

100. Ekspresuojamo nervy sistemos lastelese BDNF kiekio padidinimo
biidas, besikiriantis tuo, kad nervy sistemos lasteles veikia kainine ruig§timi arba

giminingu jai junginiu.
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101. Ekspresuojamo nervy sistemos lastelése BDNF kiekio padidinimo
budas, besikiriantis tuo, kad nervy sistemos lasteles veikia ne NMDA
receptoriaus antagonistu.

102. Ekspresuojamo nervy sistemos lastelése BDNF kiekio padidinimo
biidas, besikiriantis tuo, kad nervy sistemos lasteles veikia vaistais, pasirinktais i§
grupes, susidedancios i karbacholio arba bradikinino.

103. Ekspresuojamo nervy sistemos lastelése NGF kickio padidinimo
biidas, besikiriantis tuo, kad nervy sistemos lasteles veikia kainine rugstimi arba
giminingu jai junginiu.

104.Ekspresuojamo nervy sistemos lastelése NGF kiekio padidinimo biidas,
besikiriantis tuo, kad nervy sistemos lasteles veikia ne NMDA receptoriaus
antagonistu.

105. Ekspresuojamo nervy sistemos lastelése NGF kiekio padidinimo
budas, besikiriantis tuo, kad nervy sistemos Iasteles veikia vaistais, pasirinktais i3
grupes, susidedancios i§ karbacholio, histamino arba bradikinino.

106. Dopaminerginiy neurony iSgyvenimo gerinimo bidas, besiskiriantis
tuo, kad neuronus veikia efektyviais BDNF kiekiais.

107. Cholinerginiy neurony i§gyvenimo gerinimo biidas, besiskiriantis tuo,
kad neuronus veikia efektyviais BDNF kiekiais.

108. Budas pagal 105 punkta, besiskiriantis tuo, kad cholinerginiai neuronai
yra pagrindiniai priekiniy smegeny cholinerginiai neuronai.

109. Budas pagal 105 punkta, besiskiriantis tuo, kad cholinerginiai neuronai
yra pertvariniai cholinerginiai neuronai.

110. Astroglijos lasteliy proliferacijos slopinimo bfidas, besiskiriantis tuo,
kad astroglijos lIasteles veikia efektyviu BDNF kiekiu.

111. Gama-aminosviesto riigsties jsisavinimo neuronuose inhibavimo biidas,
besiskiriantis tuo, kad neuronus veikia efektyviu BDNF kiekiu.

112. NGF receptoriy lasteliy pavirsiuje ekspresijos reguliavimo biidas,

besiskiriantis tuo, kad lasteles veikia efektyviu BDNF kiekiu.
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113.Aktyvaus BDNF i§ maziau aktyvaus molekulinio pirmtako gavimo
budas, besiskiriantis tuo, kad pirmtako molekule veikia efektyviu
endoproteinazes Arg-C kiekiu.

114. Buidas pagal 111 punkta, besiskiriantis tuo, kad efektyvus
endoproteinazes Arg-C kiekis yra 0,1 vieneto mikrolitre.

115. Aktyvi BDNF forma, besiskirianti tuo, kad ji yra gauta pagal 111 arba
112 punkty bida.
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FIG. 1
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| FIG.1 (Tesinys)
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FIG.2

HSDPARRGELSVCDSLSEWVTAADKKTAVIMSGGTVTVLEKVRVSKGRLKQYFYETKCD .. BONE
SSSHPIFHRGEF SVCDSVSVWY.  GDKTTATDIKGKEYMYLGEVNINNSVFKQYFFETKCRD smogaus NGF
SSSHPVEHRGEF SVCDSISVV.  GIKTTATDIKGKEVHYLGEVNINNSVFKQYFFETKCRD jaucio NGF
SSTHPVFHHGEF SVCDSVSYWY. . ADKTTATDIKGKEVTYLAEVNVNNNVFKOYFFETKCRD  Kiaulés NGF
SSTHPVEHHGEF SVCDSVSVWV .. GIKTTATDIKGKEVIVLAEVNINNSVFROYFFETKCRA  pelés NGF
TAHPVLHRGEF SVCDSYSHWY . . GDKTTATDIKGKEVTYLGEVNINNNVFKQYFFETKCRD  VisCiuko NGF
EDHPYHNLGEHSVCDSVSAWY. . . TKTTATDIKGNTVTYMENYNLNKVYKQYFFETKCKN  9Yvatés NGF

MGY TKEGCRGI DKRHVNSQCRTTASYVRAL THDSKKR I GYRF IRIDTSCVC ILTIKRGR iaulés BDNE
PNPVDSGCRGIDSKHVNSYCTTTHTF VKAL THDGKQ., AAVRF TR1DTACYCVL SRKAVRRA Imogaus NGE
PNPVDSGCRGIDAKHWNSYCTTTHTF VKAL THDGKQ . AAWRF TR1DTACVCVL SRKTGARA jaugio NGE
PSPYESGLRGIDSKHVNSYCTTTHTF VKAL TTDNKQ, AAVRF IRIDTACYCVLNRKAARRG  Kiaules NGF
SNPVESGCRGDSKHVNSYCTTTHTF VKAL TTDEKQ. AAVRF TRTDTACYCVL SRKATRRG pelés NGF
PRPVSSGCRGIDAKHVNSYCTTTHTFVKAL THCGKQ. AAWRF TRIDTACVCVL SRKSGRP visciuko NGF
PNPEPSGCRGIDSSHYNSYCTETDTF IKALTHEGNQ. ASVRFIRIETACVCVITKKKGN  9Yvatés NGF
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FIG.5 (Tesinys)
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