ao LT 4063 B

(19)

VALSTYBINSPATENTUBIURS 2 PATENTO APRASYMAS

(11) Patento numeris: 4063 (51) Int.CL.%: C12P 21/00,
C12N 15/00,

(21) Paraidkos numeris: IP1818 C12Q 1/00,
CO7H 15/12

(22) Paraiskos padavimo data: 1994 01 28

(41) Paraidkos paskelbimo data: 1995 09 25

(45) Patento paskelbimo data: 1996 11 25

(60) SU duomenys: PCT/US 90/04916, 1990 08 29 SU 4895662, 1991 04 29

(31,32,33) Prioritetas: 400591, 1989 08 30, US 490004, 1990 03 07, US
570189, 1990 08 20, US

(72) |Sradéjas:
Andreas Hohn, US
Joachim Leibrock, DE
Karen Bailey, DE
Yves-Alain Barde, DE
Hans Friedrich Erwin Thoenen, DE
Peter Maisonpierre, DE
Mark E. Furth, US
Ronald M. Lindsay, US
George D. Yancopoulos, US

(73) Patento savininkas:
MAX PLANCK GESELLSCHAFT ZUR FOERDERUNG DER WISSENSCHAFTEN e. V.,
Bunsenstrasse 10, D-3400, Goettingen, DE
REGENERON PHARMACEUTICALS, INC., 777 Old Saw Mill Road, Tarrytown, NY
10591-6707, US

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

(83) Mikroorganizmo deponavimas:
ATCC 40763, ATCC 40764, ATCC 40765, ATCC 40766, US




LT 4063 B

(54) Pavadinimas:
Neurotrofino-3 genas, jo produktai ir jy gavimo bidas

(57) Referatas:

I3radimas yra susijgs su neurotrofinu-3 (NT-3), nauju smegeny neurotrofinio faktoriaus (BDNF) geny Seimos
nariu. Jis remiasi, dalinai, homologiniy BDNF ir nervy augimo faktoriaus (NGF) sritiy nukleino rags&iy sekose
identifikavimu. Pagal §j idradima, $ios homologinés sritys gali biti panaudojamos naujy BDNF/NGF geny Seimos
nariy identifikavimui; tokia metodika buvo panaudota identifikuojant NT-3. Sio iradimo pagalba galima gauti naujy,
giminingy BDNF/NGF, neurotrofiniy faktoriy, identifikuoty 3iais metodais, genus ir geny produktus. Pagal §j
iSradima NT-3 gali biti panaudotas diagnostikoje ir/arba neurologiniy susirgimy gydymui, jskaitant Alchaimerio ir
Parkinsono ligas. Kadangi buvo nustatytas naujas NT-3 aktyvumo spektras, skirtingai, nei BDNF ir NGF, tai NT-3
suteikia naujas vertingas galimybes atgaivinant ir regeneruojant centring nervy sistema,
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1
dis isradimas yra apie neurotropinag-3 (NT-3), nauja
smegeny neurotrofinio faktoriaus/nervy _ augimo
faktoriaus (BDNF/NGF) geny Seimos neurotrofinj

faktoriy. Genas, koduojantis NT-3, buvo klonuotas 1ir
sekvenuotas; rekombinantinis NT-3 buvo ekspresuotas
zinduoliy 1lastelése. Buvo nustatyta, kad NT-3 turi
ivairiapusi, biologini aktyvumg, jis skirtingas nei BDN
ir NGF. 8io i&radimo déka gaunamos nukleino rugsCiy
sekos, koduojandios NT-3, kuriy pagalba gaunami
isdgrynintas NT-3 baltymas, peptidy fragmentai arba
dariniai; o taip pat antikinai pried NT-3 baltymg ir
§iy antikanuy dariniai. Geno, koduojanc¢io NT-3 baltyma,
produktai gali biti panaudojami diagnostikai,
neurologiniy sutrikimy gydymui, tame tarpe: periferinés

neuropatijos, Alchaimeiro ligos ir Parkinsono ligos.

2. I8radimo idtakos

2.1. Neurotrofiniy faktoriy vaidmuo nervy sistemoje

Nervy sistemos vystymasis ir veikla priklauso nuo
baltymu, Zinomy kaip neurotrofiniai faktoriai. Normaluy
centrinés ir periferinés nervy sistemy vystymasi 1lydi
dideliu mastu vykstantis neurony lasteliy Zuvimas,
akivaizdu, kad tai 1labai svarbus procesas, kurio
pagalba reguliuojamas neurony skailius, kurie apsaugo
taikinio sriti (Berg, D.K., 1982, Neuronal Development,
297-331; Couvant ir kt.; 1984, 225, 1258-65). Tiriant
vystymosi metu periferinius taikinio audinius, Jjuos
ekstirpuojant ir transplantuojant, buvo nustatyta, kad
neurony lastelés Ziusta, konkuruojant neuronams dél juos
palaikan¢iy faktoriy ("neurotrofiniy faktoriy"), kurie
yra sintetinami jy apsaugos srityse. Siy pastebéjimy
déka buvo identifikuotas nervy augimo faktorius (NGF),
kuris geriausiai yra charakterizuotas (Levi-Montal-
cini ir Angeletti P.,U., 1988, Physiol. Rev., 48, 534-
69; Thanen H., ir Barole J., A., 1980, Physiol. Rev.,
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60, 1284-335). 1I3siaiskinti NGF vaidmeni, ir wveikimo
mechanizmg Zymiai palengvino tai, kad buvo . surastas
§iuo baltymu turtingas Saltinis - peles patino pazZandés
liaukos. Tai igalino i8gryninti §i Dbaltymg ir Ji
klonuoti (Ullrich ir kt., 1983, Nature, 303, 821-5,
Scott ir kt., 1983, Nature, 302, 538-40), o taip pat
gauti neutralizuojan&ius antikanus prie3 3i baltyma.
NGF palaiko tik ribotg skaiciy neurony, todeél buvo
postuluota, kad egzistuoja ir kiti neurotrofiniai
faktoriai (Varon S. ir Adler R., 1981, Adv. Cellular
Neurobiol., 2, 115-63, Barde ir kt., 1987, Prog. Brain
Res., 71, 185-9, Shide W.D. ir Johnson E.M., 1989, Ann.
Neurocl., 16, 489-506).

Dabar aisku, kad tokie faktoriai egzistuoja, bet del

mazos ju koncentracijos sunku Siuos faktorius
charakterizuoti molekuliniame lygyje. Vis delto,
idgryninus nedidelj, kieki smegeny, neurotrofinio
faktoriaus (BDNF') ir ciliarinio neurotrofinio
faktoriaus (CNTFE) , neseniai pasiseké juos dalinai

sekvenuoti (Leibrock ir kt., 1989, Nature, 341, 149-52;
Stockli ir kt., 1989, Nature, 342, 21-28 ir Lin ir kt.,
Science, 240, 1023-25). Nors konkrecios neurony
populiacijos pasiZymi specifidkumu, BDNF ir NGF (bet ne
CNTF) turi pakankamg struktiros homologija, o tai
igalina juos traktuoti, kaip vienos geny 3eimos
atstovus (Leibrock ir kt., 1989, Nature, 341, 146-52).

2.2. Kiti neurotrofiniai faktoriai

Paskutinj deSimtmetj buvo daug pranesimy apie
neurotrofini aktyvumg ivairiy audiniy ekstraktuose ir
jvairiy lasteliy kultidriniame skystyje. Beveik visais
atvejais 3iy baltymy iSgryninimas ir charakterizavimas
buvo apsunkintas dél S§iy baltymy maZos koncentracijos -
nuo pikogramo iki nonagramo viename audinio grame. Be

to periferiniy neurony atveju buvo atlikti adekvatis
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biologiniai tyrimai, o atsikartojanciy specifiniy
bandymy su centrinés nervy sistemos peuronais
nepasiseké atlikti. Atskiri periferiniy neurony tipai
buvo aptikti diskretisSkais, lengvai atskiriamais
ganglijais, tuo metu centrinés nervy sistemos (CNS)
neuronai yra labai heterogeniski. Identifikacijai
reikalingi specifiniai markeriai, pavyzdzZziui, antikinai
pries lasteles pavirsiy arba citostruktidriniai
komponentai, arba specifiniai histologiniai dazai, o
S§iuy markeriy pasirinkimas vyra ribotas. Todel Ilabai
sunku charakterizuoti neurotrofinius faktorius, nes: 1)
ju labai nedidele koncentracija, atvirkiciai nei NGF,
2) sunku atlikti su jais eksperimentus ir 3) Jju kiekiai

per mazi, kad gauti prie§ juos antikilinus.

2.2.1 Augimo faktoriaus, iSskirto i$§ smegeny, ir nervy

augimo faktoriaus palyginimas.

Neurotrofinis aktyvumas, kurioc déka palaikomas vidc&iuky
embriony dorsaliniy baziniy gangliijy neurony
gyvybingumas, buvo identifikuotas "kondicionuotoje
terpéje", kurioje buvo auginamos Ziurkiy gliomos C-6
lastelés (Barde ir kt., 1978, Nature, 274, 818). S§is
aktyvumas nebuvo neutralizuojamas antikinais pried
pelés NGF, tai 1liudijo, kad yra kitas neurotrofinis
faktorius Sioje terpeéeje. Véliau buvo apradyti pana3is
aktyvumai, kurie nebuvo neutralizuojami antiktnais
prie$ NGF, astrogeninése normaliy suaugusiy Ziurkiy
smegeny lgsteliy kultGrose (Lindsay, 1979, Nature, 282,
80-82, Lindsay ir kt., 1982, Brain Res., 243, 329-343)
ir besivystanciy ir suaugusiy Ziurkiy smegeny
ekstraktuose (Barde ir kt., 1980, Proc. Natl. Acad.
Sci. Usa, 17, 1199-1203),, ir besivystancio ir
subrendusio vi&&iuko nugaros smegenyse (Lindsay ir
Peters, 1984, Neuroscience, 12, 45-51). Bet nei vienu
atveju nebuvo iSgrynintas arba identifikuotas aktyvumo

faktorius (faktoriai) ir 1lieka neaiSku, ar pastebéti
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aktyvumai tai vienas ir tas pats faktorius, ar tai

skirtingi faktoriai.

Panaudojus pradiniu 3altiniu kiaulés smegenis Barde ir
kt. (1982, EMBO, 1, 549-553) prane3é apie faktoriy,
dabar vadinamu smegeny (iSskirtu is smegeny)
neurotrofiniu faktoriumi (BDNF), kuris matyt, palaiké
vis€iuky embriony E10/E11 dorsaliniy baziniy ganglijuy
neurony gyvybingumg. Buvo nustatyta, kad neurotrofiniu
aktyvumu pasizZymi labai Sarminis baltymas
(izoelektrinis ta3kas pI>10.1), SDS PAGE elektroforeze
nustatyta jo molekuliné masé yra 12.3 kD. ISgryninimo
faktorius buvo lygus 1.4x10°, bet iSeiga labai Zema-
apie 1 pg BDNF i3 1.5 kg kiaulés smegeny. Be to
paskutine gryninimo stadija buvo elektroforezé, todel
BDNF aktyvumas pilnai neatsistato del liekamojo SDS
(natrio dodecilsulfato) kiekio (Barde ir Thanen, 1985,
"Hormons and Cell regulation" wvol. 9, Damont ir kt.,
eds. Elservier Science Publishers, 385-390). PazZyméta,
kad pagal izotaska ir molekuline mase BDNF baltymas
artimas NGF monomerui. Bet BDNF pasiZymi tokiomis
savybémis, kurios yra skirtingos nuo Zinomy NGF savybiy
tuo, kad a) in vitro antikunai prie$§ NGF nepakeisdavo
BDNF aktyvumo, b) BDNF efektai buvo papildantys NGF ir
c) skirtingai nei NGF,BDNF neturejo jokio poveikio
vis¢&iuko embriono E 12 simpatiniams neuronams.

Paplldomal, tiriant smegeny ekstraktus buvo nustatyta,
kad neuroninis aktyvumas i% &io Saltinio veikia, matyt,

sensorinius neuronus vélesnése vystymosi stadijose, nei
NGF. Naudojant disocijuotg visCiuky embriony neurony
kultirg, auginamg ant polikationitinio substrato -
polilizino arba poliornitino, buvo nustatyta,, kad BDNF
palaiko daugiau, nei 30% E10/E11 (t.y., 10 arba 11
dieny iSsivystymo embriono) dorsaliniy baziniy ganglijy
nheurony gyvybinguma, bet, panasu, kad turi silpnag
poveiki tuy pacdiy neurony gyvybingumui i§ E6 (Barde ir
kt., 1980, proc. Natl. Acad. usa, 77, 1199-1203, zZiar.
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aukSc¢iau). panaSiomis sglygomis NGF palaiko 30-40% E6
DRG neurony gyvybingumg. Idomu tai, kad veliau buvo
nustatyta, kad kultivuojant ant substrato, padengto
nelgsteliniu matriciniu glikoproteinu - lamininu, kaip
NGF, taip ir BDNF palaiké gyvybingumg 50% DRG neurony
iS E6-E12 amZiaus vi3c¢iuky embriony (Lindsay ir kt.,
1985, Develop Biol., 319-328). Vélesniuose tyrimuose
buvo nustatyta, kad NGF ir BDNF poveikiai yra vienas
kitg papildantys, kai jie yra didelémis

koncentracijomis.

Ankstesniuose Levi-Montalcini (1966, " The Harvey
lectures" 60, 217-259) NGF neurony specifiskumo
tyrimuose buvo manoma, kad NGF néra visur esantis
neuroninis faktorius net ir sensoriniams neuronams, nes
NGF, kaip buvo nustatyta, neveikia tam tikry sensoriniy
ganglijy neurony is visciuko galvos, ypatingai
nodozinio ganglijo 10 kaukolés nervo. Véliau tyrimais
in vivo (Johnson ir kt., 1980, Science, 210, 916-918,
Pearson ir kt., 1983, Development Biol., 96, 32-36)
buvo parodyta, kad paSalinus embriogenezés metu,
nepakito neurony gyvybingumas daugumoje Ziurkés galvos
sensoriniy ganglijy, tuo metu, kai tokia operacija
Zymiai sumazindavo neurony skai&iy sensoriniuose
ganglijuose 1§ neurony keteros. Detalesniais tyrimais
in vitro (Lindsay ir Rohrer, 1985, Develop., Biol.,
112, 30-48, Davies ir Lindsay, 1985, Develop. Biol.,
111., 62-72, Lindsay ir kt., 1985, J. Cell. Sci.
Suppl., 3, 115-129) buvo ailkiai nustatyta, kad NGF
palaiko daugumos neurony, paimty i3 neurony keteros,
gyvybinguma, bet neturi jokio Zymaus efekto galvos

sensoriniy neurony plakodés gyvybingumui.

Pirma demonstracija BDNF neuroninio specifiskumo
skirtumo nuo NGF buvo bandymas in vitro, kurio metu
isgrynintas NGF palaikeé 40-50% sensoriniy neurony,

disocijuoty i35 nodozinio ganglijaus, paimto i3 visciuko
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plakodés embriono E6, E9 arba E12 gyvybingumg (Lindsay
ir kt., 1985 J. Cell. Sci. Supp., 3, 115-129). NGF
neturejo pastebimo efekto Siems neuronams kaip vienas,
taip ir kartu su BDNF. Veéliau, tiriant eksplantanty
kultaras, buvo parodyta, kad BDNF, matyt, palaiko
neurity 1§ kity sensoriniy ganglijuy, paimty i3
plakodeés, tame tarpe smilkinio, Soninio kuino ir
lateraliniy trisakiy ganglijuy gyvybingumg ir ataugimg
(Davies ir kt., 1986, J. Neuro. Sci., 6, 1897-1904), ne
vienas 18 jy nebuvo Jjautrus NGF. Visuose auk3&iau
minétuose tyrimuose neutralizuojantys antiktnai pries
NGF  nepakeisdavo BDNF  aktyvumo. Papildomi Siems
poveikiams kultivuojamiems neuronams i3 periferiniy
ganglijuy buvo nustatyta, kad BDNF stimuliuoja
gyvybingumg ir neuronine lasteliy, paimty i$ putpeleés
neurony keteros, diferencijacijg (Kalcheim ir Gendrean,
1988, Develop. Brain Res., 41, 79-86).

Iki Sio iSradimo nesugebéjimas gauti pakankamy BDNF
kiekiy imunizacijai trukdé antikidny prie$ BDNF gavima,
kurie reikalingi, norint palyginti juos su antikanais
prie$ NGF pagal juy poveiki neuronineéms populiacijoms ir
nebuvo galima atlikti BDNF/NGF kryZminio neutralizavimo
eksperimenty. Du neseni tyrimai, atlikti su BDNF,
(Kalcheim ir kt., 1987, EMBO, 6, 2871-2873, Hofer ir
Barde, 1988, Nature, 331, 261-262) parode, kad, vis
deélto, BDNF turi fiziologini vaidmenij, pauks3ciy
periferines nervy sistemos (PNS) vystymesi. Jei in ovo
(kiauSinyje) budavo iterpiama mechaniné pertvara tarp
E3/E4 DRG (3 arba 4 embrionaliné diena dorsaliniy
baziniy ganglijy) ir dJy taikiniu nervy vamzdelyje
centrineje nervy sistemoje, tai  btdavo stebimas
daugumos DRG neurony zuvimas (Kalcheim ir de Donarin,
1986, Develop. Biol., 116, 451-466) . Buvo manoma, kad
$is neurony Zuvimas gali bOti susietas su i3 CNS {(nervy
vamzdelio) neurotrofinio faktoriaus nepatekimu. Véliau

buvo pastebéta, kad BDNF, pritvirtinus prie lamininu
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padengtos sialastikines membranos, gali bati
iSvengiamas Sis 1lasteliy Zuvimas (Kalcheim- ir kt.,
1987, EMBO, 6, 2871-2873).

Buvo nustatyta, kad BDNF injekcijos i besivystandios
putpelés kiaudinius sumaZina nodoziniuose ganglijuose
nattraly 1lagsteliy Zuvimg, S$is efektas nepasireidkia
naudojant NGF (Hofer ir Barde, 1988, Nature, 331, 261-
262) . Papildomai Siam poveikiui periferiniams
sensoriniams neuronams kaip 1§ neuroninio gibrio, taip
ir 185 neuronines plakadés, buvo nustatyta, kad BDNF
palaiko besivystanc¢iy CNS neurony gyvybingumg. Johnson
ir kt. (1986, J. Neurosci., 6, 3031-3938) pateikeé
duomenis, kurie parodo, kad BDNF palaiko kultivuojamy
tinklainés ganglijaus lasteliy, paimty i3 E17 2Ziurkiy
embriony, gyvybinguma. Tai pratesé ankstesnius tyrimus,
kuriy metu buvo nustatyta, kad kondicionuotoje terpéje
ir smegeny ekstraktai 18§ taikinio srities tinklainés
ganglijaus lasteliy, matvyt, palaiko Siy neurony
gyvybingumg (Mc Caffery ir kt., 1982, Ex. Brain Res.,
48, 37-386, Sarthy ir kt., 1983, J. Neurosci, 3, 2532-
2544, Turner ir kt., 1983, Dev. Brain Res.).

Papildomai jo poveikiui besivystandiy kulttroje neurony
gyvybingumui, buvo nustatyta, kad BDNF veikia
periferinés ir centrinés nervy sistemos kultivuojamus
subrendusius neuronus. Buvo nustatyta, kad BDNF, kaip
ir NGF, stimuliuoja aksonine regeneracijg kultivuojamy
DRG neurony, paimty i$ suauqusios Ziurkés (Lindsay,
1988, J. Neurosci, 8, 2394-2405), tuo metu, kai
subrendusiems sensoriniams neuronams nebttini
neurotrofiniai faktoriai, norint Jjuos iSsaugoti in
vitro ilgiau 3 arba 4 savaites. Be to, kultivuojant
suaugusiy ziurkiy tinklainés lgsteles, buvo pastebéta,
kad BDNF palaiko ne tik gyvybingumg, bet ir pailgina
aksonus paimtus i$§ tinklainés ganglijy lasteliy (Thanos
ir kt., 1989, Eur. J. Neurosci, 1, 19-26).
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NGF ir BDNF biologinio poveikio palyginimas pateiktas
lenteléje 1.

5 Lentele 1.
NGF ir BDNF biologinio poveikio palyginimas*

Gyvybingumas**

BDNF NGF
Periferine nervy sistema

I. E6 visc¢iuko DRG - ++
E10 vis¢iuko DRG + ++
E12 wvi&¢iuko simp. (Barde - ++
ir kt., 1980, Zior.
auk3ciau)

II E6-E12 vi&ciuko DRG ++ ++
E6-E12 visc&iuko, stuburo ++ -
El2-simpatinis, vidciuko - ++
El2-ciliarinis, wvis&iuko - -

I11 E3-E14, viid&iuko:

kaklo +/++ ++
DM-trisakis +/++ ++
smilkinio +/++ -
kelio +/++ -
VL-triSakis ++ -
vestibuliarinis - -
mezencefalinis ++ -
10 (Davies ir kt.,1986, zZiar. auks$c&iau)

(Barde ir kt., 1987, Prog. Brain Res., 71, 185-189)

Centrineé nervy sistema

I E17 Ziurkes tinklaineés ++ -
ganglijaus lgstelés
(Johnson ir kt., 1986, J.
Neurosci., 6, 3031-3038)



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B

* - chronologine tvarka pagal publikacijos data;

poveikis tikrintas in vitro

*ox - nepalaiko gyvybingumo - (=), vidutinisSkas
gyvybingumo palaikymas - (+), geras gyvybingumo
palaikymas - (++).

2.2.2. Smegeny neurotrofinio faktoriaus neuroniniai
taikiniai

Periferiniy nervy ganglijuy sensoriniai neuronai kyla,
kaip buvo nustatyta, i8 dviejy, besiskirianc¢iuy viena
nuo kitos, laikiny embrionaliniuy strukttry, konkrecdiai,
i$ neuronines keteros 1ir neurony plakodZiy. Neurony
ketera yra neurony, autonominiy ganglijy satelitiniy
lgsteliy ir stuburo nervo sensoriniy ganglijy, t.y.,
DRG, pradZia. Neurony gubrio ir neurony plakodZiy
indeéelis formuojantis kaukolés nervo sensoriniy gangliju
buvo 1i3tirtas naudojant chimerine (putpelé/visciukas)
transplantacijos sistemg, sukurta Le Donarin (1973,
Develop. Biol., 20, 217-22, Noolen, 1978, Develop.
Biol., 67, 313-329, Narayanan ir Narayanan, 1980, Anat.
Rec., 196, 71-82, Ayer-LeZiev ir Le Denarin, 1982,
develop. Biol., 94, 291-310, D'Amico-Martel ir Soden,
1983, Am. J.Anat., 166, 445-468). Kaip paZyméta Lindsay
ir kt. (1985, J. Cell. Sci. Supp., 3, 115-129), dabar
manoma, kad maZy maZiausia pauk$céiams, VII, IX ir X
kaukolés nervo (kelio, smilkinio, nodozinis ganglijai,
atitinkamai) distaliniy ganglijy neuronai ir neuronai
vestibuloakustinio komplekso VIII kaukolés nervo yra
plakodés prigimties. TriSakis ganglijus V kaukoleés
nervo yra kaip 3ukinio ir plakodés prigimties (su
neuronais plakodes prigimties, dominuojantys
ventrolateraliniame poliuse maksilomandibuliarinéje

dalyje), bet Dbuvo nustatyta, kad satelitinés visy
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kaukoles ganglijuy lasteleés - pilnai plakodes

prigimties. .

In vitro eksperimentuose, naudojant ir eksplantuotas
ir disocijuotas, praturtintas neuronais, sensoriniy
stuburo ir kaukolés nervy neuronuy kulturas, buvo
nustatyta, kad sensoriniai neuronai, kile 13 neurony
gibrio, reaguoja i NGF, prieSingai, neuronai, kile i3
neurony plakodés (iskaitant ir ventrolateralineés dalies
triSakio ganglijaus neuronus ir visg vestibuliarinio,
kelio, smilkinio ir nodozinio ganglijy neurony
populiacija), pagrindinai neturi atsako NGF
embrionalinio vystymosi metu. Tiriant skirtumus ir NGF
baitinumg jiems, buvo nustatyta, kad (Zidr. lentele 1.)
ir sensoriniai neuronai i3 plakodés taip ir sensoriniai
neuronai 3ukinés prigimties, yra jautris BDNF, jis turi
itakos ju gyvybingumui ir neurity vystymuisi (Lindsay
ir kt., 1985, J. Cell. Sci. Supp., 3, 115-129, Lindsay
ir kt., 1985, Develop. Biol., 112, 319-328, Kalcheim ir
Gendrean, 1988, Develop. Brain Res., 41, 79-86).

Lentele 2.

Neurony, reaguojanciy ir nereaguojanciy i BDNF, sgradas
A. Reaguojantys neuronai

I. Vis¢iuko sensoriniai neuronai, kile i3 nervy gubrio,
a) nugaros baziniam gangliuje,

b) kaklo gangliuje,

c) dorsomedialiniame triSakiame gangliuje,

d) mezencefaliniame trigubame branduolyje** .

ITI. Vis¢&iuko sensoriniai neuronai, kile is

ektodermalinés plakodeés,
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a) nodoziniam gangliuje

b) vestibuliariniam gangliuje -
c) smilkinio gangliuje

d) kelio gangliuje

e) ventrolateraliniame trisakiame gangliuje.

ITI. Ziurkés tinklainés ganglijaus lastelés

IV. Vis&iuko tinklainés ganglijaus lastelés

B. Nereaguojantys neuronail

I. Vis¢iuko ir Ziurkés simpatiniai neuronai

II. ViSc¢iuko parasimpatiniai ciliariniai neuronai

* - Barde ir kt., 1987, Prog. Brain Res., 71, 185-189
* - Davies ir kt., 1986, Nature, 319, 497-499

*** - Rodriguez-Tebar ir kt., 1989, Dev. Biol., 136,
296-303

Tebar ir Barde (1988, J. Neurosci., 8, 3337-3342)
isStyre zyméto radioaktyviu izotopu BDNF suri$imo
parametrus su viS&iuko embriono dorsalinio bazinio
ganglijaus neuronais; §ie rezultatai patvirtina, kad
egzistuoja dvi BDNF receptoriy klasés, viena - su
aukstu afiniSkumu, kita su Zemu afini3kumu BDNF.
Simpatiniuose neuronuose neaptikta auk8to afiniZkumo

receptoriy.

Barde ir kt. (1987, Prog. Brain Res., 185-189) toliau
iStyreé Zinomus BDNF neurony taikinius. Iki &io idradimo
nebuvo galima identifikuoti lasteles, kurios sintetina
BDNF, todeél kad nebuvo nei antikiny, nei nukleino

rigsciy, specifiniy BDNF. Bandymai gauti monokloninius



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
12

arba polikloninius antik@nus buvo nesékmingi. Tai
trukdé BDNF klonavimui, fiziologinio efekto nustatymui
in vivo, izoliuojant Dbesivystandius neuronus nuo
BDNF, kiekybiniam BDNF nustatymui audiniuose, naudojant
imunologinius tyrimus, nustatyti BDNF 1lokalizacija,

naudojant imunocitochemijg.

2.2.3. Geno, koduojancio smegeny neurotrofini faktoriu,

klonavimas

BDNF geno klonavimas pirma karta atliktas ir apradytas
JAV parai$koje patentui No 07/400591, 1989.08.30, 3is
patentas pilnai ijungtas i &i i8radimg kaip nuoroda.
Sio patento trumpas apraSymas: i3 kiaulés smegenuy buvo
iSskirti labai maZi BDNF baltymo kiekiai, buvo

nustatyti Sio baltymo aminoriagscéiy liekany seky

fragmentai, kurie buvo naudojami atitinkandiy
oligonukleotidy sintezei. Sie sintetiniai
oligonukleotidai buvo naudojami pradmenimis

grandininéje polimerazinéje reakcijoje (PGR) su kDNR,
kaip matrica, gauta i3 lasteliy, produkuojan&iy BDNF.
PGR produktai buvo naudojami zondais, klonuojant pilng
kDNR ir/arba genominius BDNF jvairiy gyviny (Zmogaus,
kiaulés, Ziurkés, pelés) genus ir buvo nustatoma Siy
geny seka. Rekombinantiniy BDNF ekspresija buvo
atliekama COS lastelése.

3. Trumpas iSradimo apradymas

Sis isradimas yra apie neurotroping-3 (NT-3), neseniai
atrasta BDNF geny S$eimos nari. Sis i3radimas
grindZiamas, dalinai, BDNF ir NGF nukleino rugs&iy seky
homologijos identifikavimu (JAV patentas 07/400591,
zitr. auk3¢iau). Pagal 3i i3radimg, Sios homologijos
sritys gali buti panaudotos naujuy BDNF/NGF Seimos nariy
identifikavimui, tokia metodika ir buvo panaudota

identifikuojant NT-3. Pagal &i iSradimg galima gauti
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susietus su BDNF/NGF neurotrofiniais faktoriais genus

ir jy produktus, kurie identifikuojami Siuo metodu.

Sis isradimas, i§ dalies, tal rekombinantinés DNR
molekulés, koduojan¢ios NT-3. Konkreciai, 3$io iSradimo
viename variante galima gauti DNR, koduojancig NT-3,
iSskiriant 1§ Zmogaus DNR, arba juros kiaulytés DNR
arba Ziurkes DNR. Pagal 8§i iSradimg galima gauti
rekombinantinés DNR ekspresijos vektorius, kuriuose yra
bent dalis nukleino rGgs8&iy seky, pagrindine tokiuy,
kaip apradyta Fig. 2 (jidros kiaulyteés NT-3), Fig. 7
(Ziurkes NT-3). Pagal 83 1i8radimg galima gauti
rekombinantinés DNR ekspresijos vektorius, kurie gali
biti naudojami gaminant rekombinantini NT-3 baltymag ir

5io baltymo peptidus.

Alternatyviu 8io iSradimo variantu galima gauti NT-3
baltymus ir atitinkamus peptidus ir taip pat pagal 3io
iSradimo bOdus galima sintetinti ir i3gryninti S&iuos
junginius. Sis iSradimas apima ir antikinus pried NT-3

baltymus ir peptidus.

Pagal 83 idradimg NT-3 gali bati naudojami
diagnostikoje ir/arba neurologiniy pakenkimy gydymui,
tokiy kaip, bet jais neapsiribojant, periferiné
neuropatija, kaip diabetiné neuropatija, toksinés ir
maistinés neuropatijos, paveldimos neuropatijos ir
neuropatijos, susietos su AIDS, o} taip pat
degeneratyviniai susirgimai, tokie kaip, Alchaimeiro
liga. Buvo nustatyta, kad NT-3 palaiko dopaminergetiniy
neurony gyvybinguma; atitinkamai, palankiausiame
iSradimo pritaikyme, NT-3 gali buati naudojamas
Parkinsono ligos gydymui. Kadangi buvo nustatyta, kad
NT-3 pasiZymi aktyvumy spektru, skirtingu nei BDNF arba
NGF specifiSkumas, tai NT-3 galima panaudoti centrinés

nervy sistemos augimo stimuliavimui ir " remontui” .
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Taigi, i3radime apra3omas neurotrofino-3 baltymas (NT-

3), turintis amino rug3c¢iy seka:

Tyr Ala Glu His Lys Ser His Arg Gly Glu Tyr Ser Val Cys
Asp Ser Glu Ser Leu Trp Val Thr Asp Lys Ser Ser Ala Ile
Asp Ile Arg Gly His Gln Val Thr val Leu Gly Glu Ile Lys
Thr Gly Asn Ser Pro Val Lys Gln Tyr Phe Tyr Glu Thr Arg
Cys Lys Glu Ala Arg Pro Val Lys Asn Gly Cys Arg Gly Ile
Asp Asp Lys His Trp Asn Ser Gln Cys Lys Thr Ser Gln Thr
Tyr Val Arg Ala Leu Thr Ser Glu Asn Asn Lys Leu Val Gly
Trp Arg Trp Ile Arg Ile Asp Thr Ser Cys Val Cys Ala
Leu Ser Arg Lys Ile Gly Arg Thr,

arba funkciskai aktyvus baltymas, i3 esmés homologiskas
minétam NT-3 baltymui, arba minéto NT-3 baltymo subseka
arba jo homologas, apimantis funkcikai aktyvy peptida,
skirtas panaudoti Zmoniy arba gyvuliy nervy sistemos

ligos arba sutrikimo gydymui.

ISradime taip pat apraSoma farmacine kompozicija, i
kurig ieina neurotrofino-3 baltymo, turindio

aminorigsciy sekg:

Tyr Ala Glu His Lys Ser His Arg Gly Glu Tyr Ser Val Cys
Asp Ser Glu Ser Leu Trp Val Thr Asp Lys Ser Ser Ala Ile
Asp Ile Arg Gly His Gln Val Thr vVal Leu Gly Glu Ile Lys
Thr Gly Asn Ser Pro Val Lys Gln Tyr Phe Tyr Glu Thr Arg
Cys Lys Glu Ala Arg Pro Val Lys Asn Gly Cys Arg Gly Ile
Asp Asp Lys His Trp Asn Ser Gln Cys Lys Thr Ser Gln Thr
Tyr Val Arg Ala Leu Thr Ser Glu Asn Asn Lys Leu Val Gly
Trp Arg Trp Ile Arg Ile Asp Thr Ser Cys Val Cys Ala Leu
Ser Arg Lys Ile Gly Arg Thr,

arba funkciskai aktyvaus baltymo, i3 esmés homologi&ko
minétam NT-3 baltymui, arba mineéto NT-3 baltymo
subsekos, arba jo homologo, apimandio funkcidkai aktyvy
peptida, terapiskai efektyvus kiekis, bei antrasis
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citokino agentas, geriausiai NGF arba BDNF, kartu su

farmaciskai priimtu ne$ikliu.

ISradime taip pat aprasomas antiktGnas, antikino
fragmentas arba ju darinys, kurie atpazista
neurotrofino-3 baltymg (NT-3), turinti auksciau
parodytg aminorug$ciy seks, arba $io peptido fragmentg,

arba juy darini.

ISradime taip pat apraSomas auki¢iau apradyto antikino

gavimo budas, susidedantis i3 3iy stadijy:

(a2) gyvino (ne Zmogaus) imunizavimo neurotrofinu-3 arba
peptidu, turinciu neurotrofino-3 antigenine
determinante, norint pagaminti antiking, reaguojanti su

neurotrofinu-3;

(b) antikino, pasigaminusio (a) stadijoje, iSskyrimo i3

gyviano.

ISradime taip pat apra3omas nervy sistemos ligos arba

sutrikimo diagnozavimo in vitro badas, i kuri ieina:

(a) audinio sglytis su Zyméta detektuojama Zyme
antiktno molekule, kuri gali susijungti su
neurotrofino-3 baltymu, turindiu auksidiau duotag seka,
arba Sio peptido fragmentu arba jo dariniu, tokiomis

sglygomis, kuriose yra galimas toks susijungimas; ir
(b) nustatymas, ar ivyko toks susijungimas.

ISradime taip pat apradyta Zyméta detektuojama Zyme
antikino molekule, galinti susijungti su neurotrofino-3
baltymu, turindiu auk$&iau duotg aminortgsgiy, 3io
peptido fragmentu arba jy dariniu, skirta panaudoti
diagnozuojant in vivo nervy sistemos 1liga arba

sutrikimg.
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ISradime taip pat apraSoma farmacine kompozicija, |
kurig ieina terapiskai efektyvus kiekis neurotrofino-3
baltymo, arba jo subsekos, apimandios funkciZkai aktyvy
peptida, kur minétas neurotrofino-3 baltymas turi tokig

aminorugsciy seka:

Tyr Ala Glu His Lys Ser His Arg Gly GLu Tyr Ser Val Cys
Asp Ser Glu Ser Leu Trp Val Thr Asp Lys Ser Ser Ala Ile
Asp Ile Arg Gly His Gln Val Thr Val Leu Gly Glu Ile Lys
Thr Gly Asn Ser Pro Val Lys Gln Tyr Phe Tyr Glu Thr Arg
Cys Lys Glu Ala Arg Pro Val Lys Asn Gly Cys Arg Gly Ile
Asp Asp Lys His Trp Asn Ser Gln Cys Lys Thr Ser Gln Thr
Tyr Val Arg Ala Leu Thr Ser Glu Asn Asn Lys Leu Val Gly
Trp Arg Trp Ile Arg Ile Asp Thr Ser Cys Val Cys Ala Leu
Ser Arg Lys Ile Gly Arg Thr,

arba funkciskai aktyvaus baltymo, i3 esmés homologisko
minétam NT-3 baltymui, arba minéto NT-3 baltymo
subsekos, arba jo homologo, apimandio funkciskai aktyvy
peptids, kartu su farmaciskai priimtinu nesikliu,
pritaikyta intraderminiam, intraraumeniniam,
intraperitoniniam, intraveniniam, poodiniam,
intraventrikuliariniam arba intratekaliniam vartojimui,

arba jleidimui per implantuotg itaisa arba kateteri .

4. Figiry apra$ymas

Fig. 1. Ivairiy gyviny BDNF ir NGF nukleino rug3c&iy
seky palyginimas. Geno, koduojan¢io BDNF, sekos analizée
ir aminorugiciy liekany sekos analize parode, kad 3is
baltymas turi daug struktiriniy panadumy su NGF. Pagal
pirmine subrendusio BDNF seka, taip pat kaip ir bendra
struktirg ir panady procesinga, patikimai galima
teigti, kad NGF ir BDNF genai gali buti gaunami i3
vieno bendro pirminio geno. Viduje subrendusiy

polipeptidy, jeigu NGF sekoje tapatumo optimizavimui
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jvesti tik trys tarpai, tai tada yra 51 aminoridgsties
liekana ta pati visuose 1iki 3$iol Zinomuose ivairiy
rudiy NGF ir kiaulés, Zmogaus BDNF. Siose homologineése
srityse yra visos 6 cisteino liekanos, sprendZiant, kad
NGF ir BDNF turi pana$ia antrine struktirag. Be to,
keturi segmentai 1S 3Se3iy arba daugiau aminorugsciy
liekany taip pat matomi Siame pie3inélyje, kuriuose
visy rudiy NGF ir kiaulés BDNF yra identidki, arba
skiriasi ne daugiau nei viena konservatyvia
aminorugSties liekana. Tokiu buadu, galima teigti, kad

NGF ir BDNF yra artimi geny 3eimos nariai.

Fig. 2. Jury kiaulytés NT-3 geno ir aminorugsdiy
liekany seka. Aminorig3¢iy seka prasideda nuo pirmo ATG
kodono, kuris yra po 3' rémelio stop kodony. Pabrauktos
sekos nurodo naudojamy PGR pradmeny i3sidéstymg.
Vienintelé N-glikozilinimo konsensusiné seka pabraukta
du kart, o rodykle parodyta spéjama subrendusio NT-3

transkripcijos pradzZia.

Fig. 3. Subrendusios pelés NT-3, NGF (Scot ir kt.,
1983, Nature, 302, 538-540) ir BDNF (Leibrock ir kt.,
1989, Nature, 341, 149-152) aminorigsc¢iy liekanuy seky
palyginimas. Cia pateikta subrendusios pelés BDNF seka
100% identiska kiauleés BDNF sekai. Storesniu 3riftu ir
SeSeliais nurodytos aminortg3¢iy liekanos, identiskos
visiems trims baltymams, rodyklés nurodo cisteino
liekanas. Zvaigzdutémis nurodomi  tarpai, padaryti
struktiros optimizavimui. V1-V4 nurodyti kintantys
domenai, kuriy sudétyje yra daugiau nei trys artimos

aminorugs$¢iy liekanos.

Fig. 4. NT-3 iRNR pasiskirstymas pelés audiniuose.
Dvide$imt mikrogramy totalinés RNR buvo inesta j
kiekvieng takeli ir hibridizuojama su Zyméta 32P
dvispirale DNR. (A) Visuose audiniuose matoma

vienintele Jjuosta, kurios dydis apytikriai - 1.4 kb
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(tokstandiy baziy), silpniausias signalas stebimas
plauCiuose, stipriausias - Sirdyje. Skeleto raumuo buvo
paimtas i$ 3launies. (B) Tiriant smegenis, stipriausias

signalas buvo gautas Amono rage ir smegenélése.

Fig. 5. Sensoriniy neurony, 13skirty is nodoziniy
ganglijy, gauty is 8 dieny vi§&iuko embriono,
gyvybingumas. 5 tukstanciai lgsteliy buvo patalpinta 1
lékstele Ssu  poliornitinu-laminino substratu, gyvi
neuronai buvo skaiCiuojami po 24 valandy. Naudojama
BDNEF koncentracija buvo du kart didesné uZ minimalig
koncentraciija, reikalingg maksimaliam gyvybingumui.
Neliko né vieno gyvo neurono, kai nebuvo prideéta BDNF,
arba kondicionuotoje terpeje, naudojamoje praskiedus 1

50 su netransfekuotomis lgstelémis, arba lgstelémis,

transfekuotomis kontroline DNR.

Fig. 6. (A) PGR produktas, gautas naudojant 1B ir 2C
pradmenis (paZyméti R1B/2C), kurio pagalba galima
nustatyti naujag geng, NT-3, taip pat ir NGF ir BDNF
genus genomineje Ziurkés DNR. (B) Restrikcinis Ziurkes
NT-3 genominio klono Zemelapis. Buvo iSskirti i3
genomineés Ziurkeés bibliotekos du nepriklausomi
bakteriofago klonai, specifidkai hibridizuojantys su
R1B/2C zondais. Schematiskai pateikiamas restrikcinis
vieno klono Zemélapis, kuriame yra 19.5 kb intarpas.
Pastorinta 1linija pazyméta NT-3 atviras skaitymo
réemelis (ORF) (Zidr. Fig. 7A). Parodyta R1B/2C vieta.

Fig. 7. Ziurkés NT-3 seka ir jo homologiskumas Ziurkeés
NGF ir Ziurkes BDNF. (A) NT-3 nukleotidy ir
aminortg8éiy liekany seka. ORF, apimanti DNR seka
koduojanti NT-3 gena su transliavimu j aminorugsciy
liekany seka, kuri yra vir$ DNR sekos, zvaigzZzdutémis
pazymeta atviro skaitymo reémelio pradZia ir pabaiga.

Aminorags&c¢iy liekanos sunumeruotos nuo +1 pozicijos -
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pirmos aminorigsSties liekanos subrendusiame NT-3
baltyme (119 amino rug8¢iy liekanuy). Subrendnsio NT-3
baltymo atskelimo sritis apibréZta rémeliu, taip pat
pazyméta glikozilinimo sritis, kuri yra pried 3ig
atskelimo sritj. Kita potenciali atskélimo sritis,
panasiai i8deéstyta prie tarpinio procesingo srities NGF
(Darling ir kt., 1987, Cold Spring Harb. Spring Quant
Bio, 1, 427-34), bet kuri néra pasyvuota BDNF baltyme,
apibrezta rémeliu ir "?Cleave". Sedios cisteino
liekanos subrendusiame NT-3 baltyme vyra pabrauktos.
Probaltymo NT-3 transkripcijos inicijavimo metionino
kodonas (pozicija-139) yra starto sritis "B" taip pat
yra  pabraukta. Siame pie&inelyje nurodyta sait-
akceptoriné menamo intarpo riba (intronas, esantis
prieS nuo startinio kodono "B"). B) Palyginamoji
ziurkes NT-3 su Ziurkés NGF ir Ziurkés BDNF analizé.
MacVektor sekvenavimo kompiuteriné programa (programa
nupirkta i3 International Biotechnologies 1Inc.) buvo
panaudota analizuojant Ziurkés NT-3 ORF su NGF ir BDNF
geny ORF (naudojant lango dydi 20, maksimaly sutapimg
20%) . Zymis sutapimai matomi pagal $ios matricos
diagonale, apacioje pateikiamos produkto - NT-3 baltymo
- schematinis vaizdas; dvi homologijos sritys yra pries
subrendusi NT-3 baltymg, jos matomos sulyginant su NGF
ir BDNF, paZymétos I ir II. Kaip parodyta 3&iame
pieSinelyje, I sritis yra pried "B" starto sriti, nuo
kurios sintetinamas trumpas NT-3 probaltymas, tai
patvirtina, kad sintetinamas ir ilgesnis probaltymas.
C) NT-3, NGF ir BDNF homologijos ivertinimas srityse I
ir II. Sekos 3iose srityse taip sudéliotos, kad baty
maksimali homologija, su trakiais Jie paZymeti "-".
BDNF arba NGF sritys, sutampanéios su NT-3 nurodytos
ZvaigZdémis, sutapimai tarp NGF ir BDNF pazymeéti
taskais NGF sekoje. "+" vir3uje sekos nurodo liekanas,
kurios yra pilnai konservatyvios tarp Ziurkiy NT-3, NGF
ir BDNF seky ir kity iStirty gyvany. Parodyti NGF

sekoje nustatyti, anks&iau numatyti BDNF sekoje, ¢&ia



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
20

pateikiami NT-3 sekoje, sekantys saitai: signalinés
sekos skelimo sritis (Edwards ir kt., 1988, Mol. Cell
Biol., 8, 2456-64); tarpiné NGF skélimo sritis, kurios
néra BDNF sekoje, bet yra NT-3 sekoje; glikozilinimo
sritis; proteinolizés vieta, kurios pagalba atskeliami
subrendusieji faktoriai. D) Subrendusiy NT-3, NGF ir
BDNF baltymy seky palyginimas. Konservatyvios cisteino
liekanos paZymétos storu kvadratu. Simboliy: "*", ".»
ir "-"reik3més tokios pat kaip ir C). Nurodytas taip
pat ir C gale esantis skelimo saitas, kuris yra tik NGF

sekoje.

Fig. 8. NGF, BDNF ir NT-3 aktyvumy palyginimas
eksplantuotuose visc&iuko embriono (8 diena)
ganglijuose. Mikrofotografijos dorsaliniy baziniy
ganglijy (DRG) (nuotraukos A-D), nodoziniy ganglijy
(nuotraukos E-H), ir ganglijy simpatinés grandinés (SG)
(nuotraukos I-L), kultivavimas buvo atliekamas 24
valandas (DRG ir NG) arba 48 valandas. (SG) be Jjokio
neurotrofinio faktoriaus (Kontrolés: A, E, I) ir esant
COS 1lasteliy Supernatantui, kuriuose yra NGF (B, F, Iy,
arba BDNF (C, G, K) arba NT-3 (D, H, L). Beveik
nepastebimas neurity ataugimas kontrolineése kultirose
(500 pul 1asteliy Ssupernatanto i§ mocL-transfekuoty
lasteliy). NGF (10 2?1 cos lasteliy supernatanto)
sukeldavo stipry ataugy ataugimg nuo DRG ir SG, bet ne
NG. Padidinus NGF COS lasteliy supernatanto kieki nuo
20 iki 500 upl, nebuvo pastebimas joks poveikis NG. BDNF
(10 upl cCos lasteliy supernatanto) sukeldavo ataugy
ataugimg DRG ir NG, bet ne SG, padidinus kieki (nuo 20
iki 500 pl) neturéjo jokios itakos SG. NT-3 (20 pl COS
lasteliy supernatanto) DRG ir NG, ir 200 ul SG)
i§8aukdavo ataugy ataugima visuose trijuose ganglijy
tipuose, nors ataugimo inicijavimas buvo létesnis ir
Silpnesnis, nei SG. Ganglijai buvo kultivuojami kaip
eksplantantai halogeno gelyje (Lindsay R.M. ir Rohrer
M., 1985 Dev. Biol., 112, 30-48) terpéje F14, pridéjus
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5% arklio serumo, kaip apraSyta (Lindsay ir kt., 1985,
Dev. Biol., 112, 319-28). Padalos dydis - 200 um.

Fig. 9. NT-3 palaiko gyvybingumg ir stimuliuoja neurity
ataugimg didelées koncentracijos DRG neurony kulturose.
Fotografijos wvis¢iuko embriono (8 dienos) disocijuoty
DRG kultiary, praturtinty neuronais (daugiau 95%
neurony), paveiktos 48 valandas arba (A) mock-
transfekuoty COS lgsteliy supernatantu (500 pl), arba
(B, C) NT-3 transfekuoty lasteliy supernatantu (50 pl).
A ir B - mikrofotografijos tamsiame  lauke; A
(kontroliné kulttra) isgyveno maziau 5% neurony vienoje
lekSteleje; B - neuronuy kiekis iSlikes po $§io proceso
buvo apie 60% nuo inesSty i lekStele neurony kiekio. IS
reakcijos dydZio nuo kiekio kreivés buvo nustatyta, kad
maksimalus NT-3 efektas pasiekiamas naudojant wvisc¢iuko
E8 DRG neuronus. (C) Tos pacCios kultiros kaip ir (B)
faziy kontrastine mikrofotografija, bet didesniu
padidinimu. Atkreipkite demesi i dideli skaiciy ryS$kiuy
neurony lasteliy ir kad néra jokiuy kity ne neuroniniy
lgsteliy. Kultiros buvo gaunamos kaip apradyta (Lindsay
ir kt., 1985, Dev. Biol., 112, 319-28). Padalos dydis -
150 um. (C)

Fig. 10. NT-3, NGF ir BDNF ekspresijos palyginimas
grauziky audiniuose, ijvertinant Northern blotavimu. I3
nurodyty Ziurkiy audiniy (kairiosios fotografijos) arba
peliy audiniuy (deSiniosios fotografijos) buvo i3skirta
RNR (Auffray C. ir Rrougeon T., 1980, Eur. J. Biochem.,
107, 303-14). DeSimt mikrogramy RNR i3 nurodyty
Saltiniy buvo frakcionuojama 1% agarozés gelyje ir
perneSama ant nailoninés membranos 10x SSC; trigubas
blotavimas ir hibridizavimas buvo atliekamas (Mahmond
M. ir Lin V. H., 1989, Biotechniques, 7, 331-3) 68°C su
32p zymétais (Fleingerg A. P. 1ir Vogelstein, 1984,
Anal. Biochem., 137, 266-7) Ziurkés NT-3, Ziurkés BDNF
ir Ziurkés NGF DNR fragmentais, po to praplaunama 68°C
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su 2x SCC, 0,1% SDS. NT-3, BDNF ir NGF DNR fragmentai
buvo gaunami i3 ekspresijos sistemy, kuriose‘buvo 3iy
baltymy genai plazmidéje pCDM18, Xhol insertai, kuriy
dydis apie 775 bp buvo atskirti gélyje prie$§ Zyméjimg
radioaktyviu fosforu. Taip pat 3Siame pies. ideta
nuotrauka gélio, ry$Skinto etidio bromidu, tai igalina
ivertinti bendra DNR kiekj pavyzdZiuose.

Fig. 11. Zmogaus ir Ziurkés NT-3 geno DNR seky
palyginimas. Prognozuojamas transliacijos pradZzios
saitas pazZymétas "MATURE". Subrende Zzmogaus 1ir 2Ziurkes
NT-3 baltymai turi identidka aminorugs¢iy liekany seka,
tuo metu "prepro" sritys skiriasi 11 pozicijy, Jjos

pabrauktos.

Fig. 12. Zmogaus NT-3 ekspresija, naudojant
metobolitini Zymés ivedima. Po 5x10° COS-M5 lasteliy
i8séta 60 mm Petri lék3telése ir auginamos per naktj
37°C pilnoje DMEM terpéje su 10% fetalinio jau&io
serumo  (FBS). Sios lasteleés buvo transfekuojamos
(naudojant kalcio fosfatinj metody, aprasSyta Chen ir
Okayama, 1987, Mol. Cell. Biol., 7, 2745-52) su 20 ug
plazmidés pC8-hN3 (P1), kurioje yra Zmogaus NT-3 genas
su citomegalo viruso reqguliuojamu promotoriumi, arba
mocktransfekuojamos (be plazmidineés DNR) . Po 48 valandy
lagsteles buvo praplaunamos ir inkubuojamos 1 valandg 1
ml DMEM terpéje be metionino ir cisteino, pridéjus 1%
jauc¢io serumo. I kiekvieng kultira buvo idedama 35S-
metionino ir 35S-cisteino misinio (po 100 pCi
kiekvieno, New England Nuclear), po to lastelés buvo
inkubuojamos 4 valandas 37°C Sioje terpéje. Po 50 pl
pavyzdziy buvo sumaisoma su 25 pl dvigubos
koncentracijos pavyzdZio buferiniu tirpalu, kuriame
buvo natrio dodecilsulfatas (SDS), virinami 5 minutes
ir atliekama elektroforeze 15% poliakrilamidiniame
gelyje denattruojanc¢iomis sglygomis (SDS PAGE) Laemmli,
1970, Nature, 227, 680-685) . Sie baltymai i3
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poliakrilamidinio gelio po elektroforezes buvo
pernesami (3 valandas, 100 mA) ant nailoninés membranos
(" Immobilon", Millipore), naudojant buferinius tirpalus
apradytus Tavbin ir kt., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa, 76, 4350-4354. Membranos buvo dZiovinamos ore,
Zymeti baltymai buvo nustatomi autoradiografijos
pagalba (16 valandy, kambario temperatiroje, naudojant
fotojuosta Kodak X-AR ir sustiprinimo ekrang Cronex, Du
Pont) .

Fig. 13. Diagrama, kurioje parodyta likusiuy gyvy
tirozin-hidroksilaziniy lasteliy be NT-3 supernatanto
(0) ir su NT-3 supernatantu, esant Jjo praskiedimams
1:300, 1:100, 1:50 ir 1:25.

Fig. 14. Diagrama, analogi$ka aprasSytai Fig. 13,
iSskyrus tai, kad lasteliy koncentracija buvo 9000000

vienoje lékSteléje.

Fig. 15-A. NT-3, BDNF ir NGF sintetiniy transkripty
palyginimas. Dothibridizacija, naudojant radioaktyvius
oligonukleotidus, homologidkus atvirk3tinei sekai 5
galo, wvisi trys transkriptai buvo kontroliuojami, kad
buty lygios sintetiniy NT-3, BDNF ir NGF transkripty
koncentracijos (2ng), ivertinus Jju koncentracijg

spektrofotometriskai.

Fig. 15-B. NT-3, BDNF ir NGF iRNR 1lygiy ivertinimas
bendroje RNR, iSskirtoje i§ subrendusios Ziurkés galvos
smegeny, palyginant su RNR standartais. 10p totalinés
RNR, iSskirtos 18 subrendusios Ziurkeés galvos smegenu,
ir 4, 10 ir 20 pg sintetiniy transkripty, atitinkanéiy
kiekvienam neurotrofinui, buvo blotuojami su
specifiniais kiekvienam neurotrofinui, radioaktyviais

zondais.
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Fig. 16. NT-3, BDNF ir NGF geny ekspresija ir totaline
RNR (po 10 pg takelyje), iSskirta i8 Ziurkiy. embriony
(A), 13 besivystanCiu Ziurkés galvos smegeny (B) ir 1i$
perinataliniy ir suaugusiy gyviany audiniy {(C) .
Audiniai: A - BR: suaugusio gyvino galvos smegenys,
standartizuotos, Fig. 1B; Plac: placenta, EMB: visas
embrionas, SPC: nugaros smegenys; THY: timusas, LTV:
kepenys; HRT: Sirdis; BR: galvos smegenys. Transkripty

dydis nurodytas tistanciais baziy (kb) deSineje.

Fig. 17. NT-3, BDNF ir NGF geny ekspresija ir totaline
RNR (po 10 png takelyje), 1iSskirta 13 naujagimiy
diskretiniy nervy sistemos sric¢iy (A} 1r suaugusiy

gyvuany.

Sritys: BR: suaugusio gyvuno galvos smegenys,
standartizuota kaip Fig. 1B; CBL: smegenéles; HBR:
uZpakalines smegenys; MBR: vidurinés smegenys; DIEN:
tarpineés smegenys; STR: stralum ragas; HIP: amono ragas
CTX: neokorteksas; ADR: antinksciai; RET: tinklainé;

SCN: sedmeny nervas; SPC: nugaros smegenys.

Fig. 18. Kiekybinis NT-3, BDNF 1ir NGF transkriptuy
jvertinimas CNS srityse ir periferiniuose audiniuose,
naujagimiy ir suaugusiyjy. Buvo naudojamas gauty
blotavimo produkty, iskaitant ir gautus Fig. 16,17,19
ir Mezohpjero (Maisorpierre ir kt., 1990, Science, 247,
1446-1451), densitometrinis skenavimas. Visi 1lygiai
buvo normalizuoti pagal neurotrofino lygi suaugusiyjuy
galvos smegenyse; suaugusiujy galvos smegenyse tie
patys visiems neurotrofinams (Zitr. teksta) ir priimti
uz vieng vienetg kiekvienam neurotrofinui. Reik3meés,
didesnés nei mastelis, wuzZraSytos vir$s histogramy su
truokiais. Neuraliniai ir neneuraliniai méginiai
pazymeti piesSinéliuose. Méginiai: BRN galvos smegenys,
be smegeneliy; CBL: smegeneles; HBR: uzZpakalines

smegenys; MBR: vidurinés smegenys; DIEN: tarpines
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smegenys; STR: stralum; HIP:amono ragas; CTX:
neokorteksas; OLF: uodZiamosios duobeles; SPC: nugaros
smegenys; SCN sedmeny nervas; RET: tinklainé; ADR:
antinks¢iai; HRT: &§irdis LTV: kepenys; THY: timusas,
SKN: oda; MUS: skeleto raumenys; LNG: plaudiai, INT:
zarnynas; KID: inkstai; SPL: bluZnis.

Fig. 19. NT-3, BDNF, NGF ir NGFR geny ekspresija
vystantis nugaros smegenims (A, E) smegenéléms (B, F)
1r amono ragui (C, G). 10 ?g totalines RNR, iSskirtos
i85 skirtingu nurodytu vystymosi laiku, buvo palyginta
su Lvairiy transkripty ekspresija. Kiekybiniai
neurotrofiniy transkripty densitometrijos duomenys
pateikti E, F, G.

5. Detalus i3radimo apraSymas.

Sis isradimas susijes su neurotrofinu-3, nauju BDNF/NGF
Seimos neurotrofiniu junginiu, o taip pat su kitais
BDNF/NGF Zeimos nariais, kurie gali bati identifikuoti,
naudojant analogiskus metodus. AiSkesniam apradymui,
bet ne apribojimui, detalus i8radimo aprasymas

suskirstytas i sekandias dalis:

papildomy BDNF/NGF Zeimos nariy identifikacija,
neurotrofino-3 klonavimas,

- neurotrofino-3 ekspresija,

biologinio aktyvumo tyrimas,

neurotrofino-3 genai ir baltymai,

antikiny pries neurotrofing-3 gavimas ir

s S @) W & B O U B NG S

iSradimo pritaikymas.

5.1. Papildomy BDNF/NGF 3eimos nariy identifikavimas

NGF ir BDNF yra Sarminiai baltymai, kurie sudaryti i3
120 aminorugs&iy liekany, tarp kuriy yra 50%

homologija, tarp Ju yra ir 6 absoliuciai konservatyvios
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cisteino liekanos, kurios aktyviame NGF sudaro tris
disulfidinius tiltelius, tai buvo parodyta Bradshaw A.,
1978, Aann. Rev. Biochem., 191-216; Leibrock ir kt.,
1989, Nature, 341, 149-52. Lyginant evoliucidkai
divergentiniy NGF sekas, nustatyta, kad aminorugSciy
liekanos, flankuojan€ios cisteino liekanas, sudaro
labiausiai konservatyvias molekulés sritis (Meier ir
kt., 1986, EMBO, 5, 1489-93; Selby ir kt., 1987, J.
Neurosci. Res., 18, 293-8). Stebetina tai, kad S§ios
sritys labiausiai pana3ios tarp BDNF ir NGF (Leibrock
ir kt., 1989, Nature, 341, 149-52).

Racionali papildomy BDNF/NGF Seimos nariy paieska gali
bati atlikta pagal konservatyvius segmentus
homologinése NGF ir BDNF sekose. PavyzdZiui, papildomi
BDNF/NGF Seimos nariai gali biti identifikuoti
selekcijos budu, atrenkant i3 nukleino rugsc¢iy seky tas
sekas, kurios yra homologinés BDNF ir NGF, ir toliau
identifikuojant atrinktas sekas, kurios nehomologinés
BDNF ir NGF. Terminas ' nehomologineés" gali bati
naudojamas toms sritims, kuriose yra bent  Sedi
nukleotidai, kuriuose bent du nukleotidai skirtingi nei
NGF ir BDNF sekose.

Sis iSradimas yra rekombinantinés DNR, kurios
homologinés BDNF ir NT-3, arba, alternatyviai, NGF ir
NT-3, bet kuriose yra sritys, atitinkamai,
nehomologinés BDNF ir NT-3, arba NGF ir NT-3. Sie
papildomi  BDNF/NGF geny Seimos nariai gali buti
identifikuoti naudojant zondus, kurie atitinka
homologinéms sritims. Tolesneje analizeje buvo
nustatyta, kad $§iy BDNF/NGF/NT-3 geny 8$eimos nariy
sekos skiriasi nuo Zinomy BDNF/NGF/NT-3 geny Seimos
nariy seky. PavyzdZiui, palankiausias 8io i8radimo
igyvendinimas atliekamas sekanc¢iu budu. Kiekvienam i3
keturiy konservatyviems segmentams (rémeliai"),

nurodytiems lenteléje 3 (zigr. Zemiau), galima
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susintetinti oligonukleotidus, kuriy dydis - 10 - 20
nukleotidai, kurie koduoty visas jmanomas aminoruagsciy
liekanuy sekas, sutinkamas NGF arba BDNF su trimis arba
septyniais gretutiniais kodonais. Sunumeravus nuo N
subrendusiy polipeptidu galo (taip, kad His (134)
baltyme preproBDNF tampa His(l) subrendusiame baltyme),
Sie keturi rémeliai gali  bati charakterizuojami
sekanciai (aminordgsciy liekany numeracija pagal

subrendusius Zmogaus baltymus) :

Lentele 3.

Rémelis 1: NGF Gly(10) - Ser(19)
BDNF Gly(8) - Ser (17)

Rémelis 2: NGF Lys (50) - Cys(58)
BDNF Lys(50) - Cys(58)

Rémelis 3: NGF Gly(67) - Asp(72)
BDNF Gly(67) - Asp(72)

Remelis 4:NGF NGF Trp(99) - Cys(110)
BDNF Trp (100) - Cys(111)

Oligonukleotidai, susintetinti pagal rémeliy seky poras
(lentelé 3., gali bati naudojami pradmenimis
amplifikavimui PGR pagalbé, matrica naudojant RNR arba
DNR, 1iSskirtg i3 dominan¢iy 3Saltiniy. Siame 3$altinyje
gali buti iRNR arba kDNR arba genominé DNR bet kokiy
eukarioty, kuriuose galima polipeptido, giminingo BDNF
arba NGF, ekspresija. Atlikus tik S8ed3ias PGR (1 ir 2
remeliy pradmenys; 1 ir 3 rémeliy pradmenys; 1 ir 4
remeliy pradmenys; 2 ir 3 rémeliy pradmenys; 2 ir 4
rémeliy pradmenys; 3 ir 4 rémeliy pradmenys) galima
surasti geng arba geny produkta, kuriuose yra du i$
keturiy konservatyvios NGF ir BDNF nurodyty segmenty
sekos. Susintetinus kelis skirtingus kiekvienam
remeliui pradmenis, galima atlikti pilna paieska,
naudojant maZiau PGR. Taip pat galima keisti PGR metu

hibridizavimo grieZtuma, kad bity galima varijuoti
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nukleotidy sekas, palyginus su neZinomu NGF arba BDNF
genu. Jeigu gaunamas segmentas yra ankscCiau ‘nezinomas
BDNF/NGF genuy 3$eimos segmentas, tai 3is segmentas gali
biti klonuotas ir sekvenuojamas, ir panaudotas =zondu,
isskiriant pilng kDNR arba genomini klona. Po to galima
nustatyti nezinomo geno seka, analizuoti jo ekspresija
ir galima sudaryti geno produkta, kuris panaudojamas

funkcinei analizei.

Papildant, $io i3radimo pagalba galima, panaudojus
BDNF/NGF homologines sekas, sukonstruoti naujas
rekombinantines molekules, kurios yra BDNF/NGF geny
Seimos, bet nesutinkamos gamtoje. PavyzdZiui, bet ne
apribojimui, pagal &i i3radima galima sukonstruoti
rekombinantine molekule, apjungiant NGF ir BDNF geny
dalis. Tokia molekulé gali turéti ir NGF ir BDNF, ir
pasizZzymeti nauju biologiniu aktyvumu, iskaitant
agonistini ir antagonistini aktyvumus. Pirminés BDNF ir
NGF sekos taip pat gali biti panaudotos prognozuojant
molekuliy tretine strukttlrg, naudojant kompiuterinj

modeliavimg (Hopp ir Woods, 1981, Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 78, 3824-28); BDNF/NGF chimeriniai
rekombinantiniai genai gali bati  sukonstruoti i§
tretines strukturos ir biologinio aktyvumo
koreliacijos, taip pat gali biti sukonstruoti

chimeriniai genai, kuriuose bilty bet kurio vieno arba

keliy BDNF/NGF Seimos nariy dalys.

5.2 Neurotrofino-3 klonavimas

Is bet kokio organizmo NT-3 genas gali bati
identifikuojamas naudojant homologines tarp BDNF ir NGF
sritis, naudojant aukS¢iau apradytus metodus. Dvejuose
palankiausiuose, specifiniuose 5io idradimo
igyvendinimuose 3§is genas gali bati identifikuotas ir

klonuotas sekanciai:
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Pirmu atveju, vienas prasminis (arba 5') pradmuo, kurio
seka (naudojant IUPAC nomenklatira) yra - GGGGATCCGC
GGl TGU MGl GGl ATH GA, (pradmuo 1, kuriame yra BamHI
ir SacII restriktaziy skélimo sritys) ir antiprasminis
(arba 3') pradmuo, kurio nukleotidy seka - TCGAATTCTAG
AT 1CK 1AT RAA 1CK CCA (pradmuo 2, kuriame yra EcoRI ir
Xbal skelimo sritys), gali bati naudojami PGR (Saiki ir
kt., 1985, Science, 230, 1350-1354), ji atliekama,
panaudojant prekybinij termociklerj (pavyzdZiui,
"Perkin-Elmer Cetus") ir termostabilia DNR-polimeraze

i85 Thermus aquaticus (Tag-polimerazé). Apytikriai po

keturiy renatuiracijos cikly 45°C temperatiroje,
likusieji 36  ciklai gali  bati atliekami  49°C
temperatiroje. Gauti DNR  amplifikacijos produktai
i8gryninami elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje
pagalba, ir produktas, atitinkantis numatytg dydi (apie
137 baziy pory) eliuojamas i3 gelio, reamplifikuojamas
ir po to dviem restriktazémis suskaldomas, viena
skelianti NGF geng, to organizmo, kuris buvo naudojamas
segmento amplifikacijai, kita skelianti BDNF gena,
amplifikuoto segmento viduje. Nesuskaldyta DNR (ta,
kuri, spejama, kad nekoduoja nei NGF, nei BDNF) gali
bati iSskirta DNR elektroforeze poliakrilamidiniame
gelyje, eliuojama ir asimetridkai amplifikuojama (Innis
ir kt., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. Usa, 85, 9436-
9440) ir sekvenuojama (Sanger ir kt., 1979, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 72, 3918-3921), naudojant, pavyzdzZiui,

pradmenis 1 ir 2.

Pagal tokiu bidu gauta seka gali bati sukonstruoti
papildomi prasminiai ir antiprasminiai pradmenys, kurie
tiksliau atspindi naujo geno seka. PavyzdZziui, gali
buti naudojami papildomi prasminiai pradmenys, tokie
kaip GGGATTGATGACAAA (pradmuo 3), ir ACT CTC AGT GCA
AAA CTT CGC (pradmuo 4), ir antprasminis (5') - pradmuo
CGG ATC CGA ATT CTG CAG (T) 12V (pradmuo 5). RNR,

isskirta i3 audiniy, sugeband&iy produkuoti neurotrofinij
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aktyvuma, tokie kaip galvos smegenys (naudojant bet
kuri standartini metoda, pavyzdZiui aprasyta Okajama
1987, Meth. Enzymol., 154, 3-28), gali boti
transkribuojama atvirkstine tvarka, naudojant,
pavyzdzZiui, pradmeni, 5, kuris yra sukonstruotas
sutapimui su 3 poli (A) galais ir kuriame yra
restriktaziy BamHI, EcoRI ir Pstl skélimo sritys
(Leibrock ir kt., 1989, Nature, 341, 149-152) . Gauta
kDNR gali bati PGR pagalba amplifikuojama, naudojant
pradmenis 4 ir 5. Po to gali biti atliekamas Southern
blotavimas, naudojant paskutiniosios reakcijos
produktus ir hibridizuojama su oligonukleotidy seka
zyméta 32P, kuri sutampa su seka Zzemyn nuo 3 1ir 4
pradmeny seky. Tokiu budu identifikuoti DNR fragmentai
gali boti klonuojami i tinkama vektoriuy 1ir gaunamas
ilgesnis intarpas gali buti naudojamas tiriamo
organizmo genominés bibliotekos atrankai. Tokiu budu
identifikuoti teigiami klonai gali buti analizuojami
standartiniais restrikcines analizes metodais ir

nustatoma nukleotidy seka.

Kitu 8io i&radimo palankiausiu igyvendinimu gali buti
sintetinami oligonukleotidai, atitinkantys keturis
baltymo segmentus, kurie yra konservatyvus tarp NGF ir
BDNF. PavyzdZiui, Sios aminorugsc¢iy liekanuy sekos

(pateiktos Fig. 7D) gali bati:

1. Gly-Gly-(Tyr/Phe)-Ser-Val-Cys-Asp-Ser,

2. Lys-Gly-Tyr-Phe- (Tyr/Phe)-Glu-Thr-Lys-Cys,

3. Glu-Cys—-Arg-Ile-Asp,

4 Trp-Arg-Phe-Ile-Arg-Ile-Asp-Thr-(Ser/Ala)-Cys-Val-
Cys.

PG reakcijose gali bati naudojami prasminiai ir
antiprasminiai oligonukleotidai (15-26 nukleotidy
ilgio, atitinkantys 5-9 auks3ciau minety seky

aminoragsciy liekanoms kaip prasminés taip ir
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antiprasminés krypties, O talp pat nedegeneruoti
"galiniai" restriktaziy atpazinimo . sritys).
Amplifikavimo reakcijos tarp poruy, esanciy vird
prasminiy ir Zemiau antiprasminiy pradmeny gali buti
atliekamos standartinémis salygomis arba, pageidautina,
optimaliomis sglygomis kiekvienai pradmeny porai,
kurios parenkamos eksperimentiskai. PavyzdzZziui,
prasminis pradmuo (atitinkantis 1 amino rugs8ciy liekany
sekai, Zidr. auk3c¢iau) 5'-CAC TCG ACT CGA CAT CC-GTN-
TGY-GAY-WST-RTN-WS-3"' ir antiprasminis pradmuo
(atitinkantis 2 aminoragicdiy liekany sekai, zZiur.
auksc¢iau) 5'-CCA AGC TTC TAG AAT TC-CA-YTT-NGT-YTC-RWA-
RAA-RTA-YTC-3"' gali bdati naudojami amplifikacijos
reakcijoje, naudojant matrica genomine DNR arba kDNR is
tinkamo Saltinio. Amplifikacijos reakcijos produktai,
gauti naudojant pradmeny poras i virsy prasminius ir
Zzemyn einan¢ius antiprasminius, gali bati naudojami
zondais Southern blotavime hibridizuojant su genomine
DNR tam, kad identifikuoti PGR  produkta, kuris
hibridizuojasi su genomine DNR, kurioje vyra sekos,
homologinés zondams, taip pat ir sritys, nehomologinés
zondams (pavyzdZiui, ne-NGF ir ne-BDNF sekos). PGR
produktas, kuriuo identifikuojama nauja genominés DNR
seka, gali buti naudojamas genomines bibliotekos DNR
arba kDNR atrankai, taip pat klony, koduojan&iy naujus
NGF/BDNF $eimos narius, selekcijai.

5.3. Neurotrofino-3 ekspresija

Nukleotidy seka, koduojanti NT-3 baltyma, arba jo dali,
gali buti iterpta j atitinkamg ekspresijos vektoriy,
t.y., i vektoriy, kuriame yra batini transkripcijos ir
transliacijos elementai, reikalingi jterptos sekos
ekspresijai. Reikalingi transkripcijos ir transliacijos
elementai gali bati paimti i3 natyvaus NT-3 geno
ir/arba is jo flankuojané&iy sriciy. Ivairios

Seimininky-vektoriy sistemos gali buti naudojamos
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baltymus koduojanc¢iy seky ekspresijai. Sios sistemos
gali bati (bet neapsiribojant tik jomis) .Zinduoliy
lgsteliuy, infekuoty virusais (pavyzdZiui, karves
raupais, adenovirusu ir kt.) sistemos; vabzdZiuy
lasteliy, uzkrésty virusais (pavyzdZiui, bakulovirusu)
sistemos; mikroorganizmai - mielés su mieliy
vektoriais, arba bakterijos, transformuotos DNR
bakteriofagais, plazmidine DNR arba kosmidine DNR.
Palankiausiame 38io i8radimo igyvendinime ekspresijos
vektoriuje gali bdti promotorius CMV (Stephens ir
Cocket, 1989, Nucl. Acids Res., 17, 7110) ir SV40
replikacijos  Saltinis. 8iy  vektoriy  ekspresijos
elementai skiriasi pagal stiprumg ir specifiskumg.

Priklausomai nuo naudojamos vektoriaus-3eimininko

' sistemos, gali bati naudojami bet kokie tinkami

transkripcijos ir transliacijos elementai.

Bet kuris anksc¢iau apraSyty DNR fragmenty iterpimo
metody gali buti naudojamas konstruojant ekspresijos
vektorius, kuriuose yra chimerinis genas, kuriame yra
atitinkami transkripcijos/transliacijos kontroles
elementai ir seka, koduojanti baltyma. Sie metodai gali
bGti in vitro ir in vivo rekombinacijos (genetines
rekombinacijos). Nukleino rug3¢iuy sekos, koduojancios
NT-3 baltyma arba peptidini fragmenta, ekspresija gali
bati wvaldoma kita nukleotidine seka taip, kad NT-3
baltymas arba peptidas biaty ekspresuojamas 3eimininke,
transformuotame rekombinantine DNR. PavyzdZiui, NT-3
ekspresija gali btti kontroliuojama Zinomu elementu -
promotoriumi/ekshanseriu. Promotoriai, kuriuos galima
naudoti NT-3 baltymo ekspresijos valdymui, bet jais
neapsiribojant, gali btti: promotoriaus SV40 sritis
(Bernoist ir Chambon, 1981, ©Nature, 290, 304-310),
promotorius, esantis i1lgajame 3 terminaliniam
pasikartojime Sarkomos viruse Rous (Tamamoto ir kt.,
1980, Cell, 22, 787-797), herpes viruso timidin-kinazés
promotorius (Wagner ir kt., 1981, Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA, 78, 1444-1445), metalotionino geno
reguliatorinés sekos (Birnster ir kt., 1982, Nature,
296, 39-42), prokarioty ekspresijos vektoriai, tokie
kaip p-laktamazés promotorius (Willa-Kamaroff ir kt.,
1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 3727-3731), arba
tac-promotorius (DeBar ir kt., 1983. Proc. Natl. Acad.
Sci. UsA, 80, 21-25), ziar.. taip pat "Useful proteins
from recombinant bacteries" - Scientific American,
1980, 242, 74-94; augalineés kilmeés ekspresijos
vektoriai, kuriuose yra nopalin-sintetazés sritis
(Herrera-Egtrella ir kt., Nature, 303, 209-213) arba
promotorius 35S RNR Ziediniy kopisty mozaikos viruso
(Gardner ir kt., 1981, Nucl. Acids Res., 9, 2871), ir
fotosintetinio fermento ribulozo-difosfat-karboksilazes
promotorius (Herrera ir kt., Nature, 310,115-120),
promotoriy elementai i3 mieliy arba kitu grybu, tokie
kaip: promotorius Gal 4, ADC (alkoholdehidrogenazés)
promotorius, PGK (fosfoglicerinkinazeés) promotorius,
Sarminés fosfatazés promotorius, ir gyvulinés kilmés
transkripcijos kontrolés sritys, kurios pasizymi
specifiskumu audiniams ir buvo naudojamos
transgeniniuose gyvinuose: valdymo sritis elastazes I
geno, kuris yra aktyvus pankreatinése acinarinése
lgstelése (Swiff ir kt.,1984, cell, 38, 639-646, Ornitz
ir kt., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant Biol., 50,
399-409; MacDonanld, 1987, Hepatology, 7, 425-515),
insulino geno valdymo sritis, aktyvi kasos B-lastelése
(Hanalan, 1985, Nature, 315, 115-122), imunoglobulino
geno valdymo sritis, aktyvi 1limfoidinése lastelése
(Grosschedl ir kt., 1984, cCel, 38, 647-658, Adanus ir
kt., 1985, Nature, 318, 533-538, Alexander ir kt.,
1987, Mol. Cell Biol., 7, 1436-1444), peliy pieno
liauky auglio viruso valdymo sritis, aktyvi séklidése,
kraties, limfoidinése ir lytinése lgstelése (Zeder ir
kt., 1986, cCell, 45, 485-495), albumino geno valdymo
sritis, aktyvi kepenyse (Pinkert ir kt., 1987, Genes
and Devel., 1, 268-276), al-fetoproteino geno valdymo



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
34

sritis, aktyvi kepenyse (Krumlauf ir kt., 1985, Mol.
Cell. Biol., 5, 1639-1648, Hammer ir kt., 19987,
Hammer, 235, 235, 53-58), al-antitripsino geno valdymo
sritis, aktyvi kepenyse (Kelsey ir kt., 1987, Genes and
Devel., 1, 161-171), P-globino geno valdymo sritis,
aktyvi mieloidinése lastelése (Mogram ir kt., 1985,
Nature, 315, 228-340;; Kollias ir kt., 1986, Cell, 46,
89-94), 3arminio baltymo - mieino -geno valdymo sritis,
aktyvi galvos smegeny oligodendracitinése 1lgsteleése
(Readhead ir kt., 1987, Cell, 48, 703-712), miozino
lengvos grandinés-2 geno valdymo sritis, aktyvi skeleto
raumenyse (Sani, 1985, Nature, 314, 283-280), ir
gonadotropinio hormono geno valdymo sritis, aktyvi
hipotalame (Mason ir kt., 1986, Science, 234, 1372-
1378) .

Ekspresijos vektoriai, kuriuose yra NT-3 genas, gali
bati identifikuoti trimis bendrais bidais: a)
hibridizacija DNR - DNR, b) markerinio geno funkcijos
buvimas arba nebuvimas ir c) iterpty seky ekspresija.
Pirmuoju bidu iterpta i ekspresijos vektoriy svetimg
geng galima nustatyti DNR - DNR  hibridizacija,
naudojant sekas, kurios yra homologiskos iterptam NT-3
genui. Antruoju atveju sistema rekombinantinis
vektorius/Seimininkas gali bati identifikuojama ir
atrenkama pagal markerinio geno funkcija (pavyzdziui,
timidinkinazinis aktyvumas, atsparumas antibiotikams,
transformacijos fenotipas, akliuzinio intarpo
susidarymas bakuloviruse ir kt.). PavyzdZiui, jei NT-3
genas Lterptas i, vidy markerio sekos, tai
rekombinantai, kuriuose vyra NT-3 genas, gali bati
identifikuoti pagal markerinio geno funkcijos nebuvimg.
Treciuoju atveju, rekombinantiniai ekspresijos
vektoriai gali Dbuti identifikuoti tiriant iterpto
svetimo geno produktgy. Tokie tyrimai gali Dbuati
pagristi, pavyzdzZiui, fizikinemis arba funkcinémis NT-3

geno produkto savybémis bioeksperimentinése sistemose.
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Kai konkreti rekombinantiné DNR molekulé identifikuota
ir isskirta, tai jos padauginimui gali buti naudojami
keli Zinomi metodai. Kai nustatytos auginimo sglygos ir
tinkamas recipientas, rekombinantiniai ekspresijos
vektoriai gali bati padauginti. Kaip buvo aiZkinama
auks¢iau, galima naudoti ekspresijos vektorius arba jy
darinius, bet tuo neapsiribojant, : Zmogaus ir gyvuny
virusus, tokius kaip karves raupy arba adenovirusas,
vabzdzZiy virusus, tokius kaip bakulovirusas, mieliy
vektorius, bakterofago vektorius (pavyzdziui, lambda),

ir plazmidinius ir kosmidinius vektorius, ir kt.

Papildant, recipiento kamienai gali buti pasirenkami
taip, kad jis moduliuoty Lterpty seky ekspresijg, arba
moduliuvoty ir gaminty geno produkts, norimu specifiniu
biddu. Naudojant tam tikrus promotorius, galima
padidinti ekspresijg induktoriy pagalba; tokiu buadu
galima valdyti genu inZinerijos buadu sukonstruoto NT-3
baltymo ekspresija. Be to, ivairds recipientai pasizymi
charakteringais ir specifiniais transliacijos ir post-
transliacinio procesingo ir modifikacijos mechanizmais
(pavyzdzZiui, baltymy glikozilinimas, skaldymas). Gali
biti pasirenkamos lasteliy linijos arba Sistemos
recipienty tokios, kad gaunamos norimos ekspresuojamo
baltymo modifikacijos ir pageidaujamas jo procesingas.
Pavyzdziui, ekspresiija bakterijose gali buti naudojama
norint gauti neglikozilintg produktgy. Ekspresuojant
mielése, galima gauti glikozilintg produktg.
Ekspresuojant Zinduoliy lagstelése, galima gauti
"natyvy" glikozilintg heterologini NT-3 baltymg. Be to,
ivairios sistemos vektorius/éeimininkas gali 4takoti

tokias reakcijas, kaip ivairi proteinolize.

Specifiniame $§io iSradimo igyvendinime DNR, koduojanti
Prepro-NT-3 gali bati klonuota | pPlazmide pcMy,
amplifikuota, O po to panaudojama COS lasteliy
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transfekcijai kalcio fosfatiniu metodu (Chen ir
Okayama, 1987, Mol. Cell Biol., 7, 2745-2752), ir NT-3
baltymas iSskiriamas i3 kulturinio skysé&io (ziar.

PavyzdzZius 6 ir 7, Zemiau).

Buvo padaryta iSvada, kad MGF sintetinamas kaip dvi
skirtingos probaltymy formos - ilga ir trumpa (Darling
ir kt., 1983, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol, 48,

'427-483) . Trumpa forma analogidka "prepro" BDNF ir NT-3

formom. Pagal 3i iSradimg gali bati naudinga naudoti
ekspresines sistemas, kuriose yra DNR, koduojanti
analogiskg ilggja BDNF arba NT-3 formg. DNR, koduojanti
Sias ilggsias probaltymy formas, gali bati
identifikuojama sekvenuojant kDNR genomineés DNR sritis,
esanCias prie$§ sritis, kurios koduoja subrendusius BDNF
arba NT-3, ir nustatant atviro skaitymo rémelius.
Lyginant NT-3 geno seka su NGF ir BDNF sekomis buvo
nuspetas ilgy ir trumpy NT-3 baltymo probaltymy
egzistavimas (Fig. 7B). Subrendusiy BDNF arba NT-3
baltymy ekspresijos efektyvumas i3 ilgos arba trumpos
ju probaltymo formos gali priklausyti nuo naudojamos
ekspresijos sistemos ir gali skirtis jvairiose lasteliy

linijose.

5.3.1. Geno ekspresijos produkto identifikacija ir

gryninimas

Kai identifikuojamas rekombinantas, kuris ekspresuoja
NT-3 gena, geno produktas gali bati analizuojamas.
Analize atliekama remiantis produkto fizikinemis ir
aktyvumo savybemis, zymint produkta radioaktyviu

izotopu ir po to sekandia elektroforeze.

Kai NT-3 baltymas identifikuotas, tai ji galima
i8gryninti standartiniais metodais: chromatografija
(pavyzdZiui, 3jony mainy, afinine, gelchromatografija),

centrifuojant, frakcionuojant i&sodinimu, arba kitu
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standartiniu baltymy gryninimo metodu. Produkto
aktyvumas gali buati nustatomas naudojant _(bet tuo
neapsiribojant) tinkamus vi&diuko embriono dorsaliniy
baziniy neurony tyrimus, simpatiniy ganglijy arba

ganglijy kilusiy i% neuralineés plakodes.

5.4. Neurotrofino-3 biologinio aktyvumo tyrimas

Pagal &1 iSradimg galima naudoti bet kokig sistemg,
kurios pagalba galima kiekybiSkai arba kokybiskai
nustatyti NT-3 aktyvumg. Kadangi NT-3, skirtingai nei
BDNF ir NGF, itakoja neurity, kaip i3 nodoziniy
gangliju, taip ir simpatiniy ganglijy, ataugimui, tai
bet kuri i3 3§iy sistemy, papildant dorsaliniy baziniy
ganglijy kultdra (DRG), gali bUti naudojama nustatant
NT-3 biologini aktyvumg. DRG  tyrimai gali bati
atliekami kaip apradyta Barte ir kt. (1980, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77, 1199-1203). Nodoziniy ganglijy
sistema tyrimams gali bati naudojama kaip apradyta
Lindsay ir kt., 1985, Dev. Biol., 112, 319-328).
Simpatiniy ganglijy Sistema tyrimams gali biati
naudojama kaip apradyta Barde ir kt., 1982, EMBO, 1,
549-553) .

5.5. Neurotrofino-3 genai ir baltymai.

Naudojant auk$&iau apraSytus metodus (Ziir. taip pat
skyrius 6 ir 7) buvo nustatytos nukleotidy sekos ir i
juy iSvestos aminoragiciy liekany sekos. Buvo nustatyta
peles genominio NT-3 seka, kuri pateikta Fig. 7. Buvo
nustatyta zZmogaus genominio NT-3 seka, kuri pateikta
Fig. 11, tame pieSinélyje taip pat pateikiama ir
Ziurkés DNR seka. Kiekviena seka arba ju funkciniai
ekvivalentai gali bati naudojami 3iame i&radime.
Papildomai, i3radimas susijes su genais ir baltymais,
kurie gali bati idskirti 1§ kiaules, jauc¢io, katés,

pauks8¢iy, arklio arba triudio, o taip pat i3 primaty ir
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i% kity gyviany, kuriuose yra NT-3 aktyvumas. I3radimas
susietas su NT-3 aminorugs$c¢iy liekany sekomis, kurios
sudarytos bent is 10 nukleotidy, taip ) pat su
subsekomis, kurios hibridizuojasi su NT-3 sekomis,
kurios naudojamos, pavyzdziui, hibridizuojant, Southern
ir Northern bolatavimuose; ir kt. Siuo iSradimu galima
gauti NT-3 baltyma, Jjo fragmentus, darinius, kuriy
aminorug8c¢iy liekany sekos pateikiamos Fig. 2, 7 ir 11,
arba 3iy junginiy funkcinius darinius. Sio i3radimo
pagalba gauti NT-3 baltymo fragmentus arba darinius,
kuriuose yra antigenine determinante (arba
determinantes), arba darinius, kurie pasizymi funkciniu
aktyvumu. AprasSymo tekste terminas " funkciskai aktyvus"
reiSkia turintis teigiamg NT-3 baltymo aktyvumg pagal
tyrimus, pavyzdziui, tiriant vis¢iukuy embriony DRG,

nodozinius arba simpatinius ganglijus.

PavyzdZziui, nukleino rugS¢iy sekos, pateiktos Fig. 2, 7
ir 11, gali DbaOti pakeistos aminorugs$tis pakeiciant,
papildant arba paSalinant, bet $Sie pakeitimai i3saugo
funkciskai ekvivalentes molekules. Koducjanciy
nukleotidy sekos degeneracijos deéka, kitos DNR sekos,
koduojanc¢ios 13 pagrindy tas pacias aminoruag3&iy
liekanuy sekas, pateiktas Fig. 2, 7 ir 11, gali bati
naudojamos praktikoje sutinkamai su 3$iuo i3radimu. Jos
apima, bet tuo neapsiribojant, nukleotidy sekas,
kuriose yra visa arba NT-3 geno dalis, pateikta Fig. 2,
7 ir 11, kuriose yra ijvairiy kodony pakeitimai, kurie
koduoja funkciSkai ekvivalentes aminorug3c¢iy liekanas
Siose sekose, ir produkuojant "tylias" mutacijas.
AnalogiSkai kaip NT-3 baltymams, arba ju fragmentams
arba dariniams Siam iSradimui priklauso, Dbet tuo
neapsiribojant, tokie baltymai, kuriy pirminé
aminorugs$ciu liekany seka visa arba dalis pateikta Fig.
2, 7 ir 11, apimant pakeistas aminorigs&iy liekany
sekas, kur aminorug3¢&iy liekanos pakeistos funkciskai

ekvivalentiskomis, atsirandant tyliai mutacijai.
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PavyzdZiui, viena arba kelios aminortgs$ciy liekanos
vidury sekos gali btti pakeistos kitomis panasiomis
savo poliariSkumu, kuri vyra funkcinis ekvivalentas,
sudarydama tyliuosius sekos pakeitimus. Pakeitimai gali
bati atlikti tipuy, kuriems priklauso pakeidiama
aminortgSties liekana, viduje. PavyzdZiui, nepolinés
{hidrofobineés) aminortig8¢iy liekanos yra alaninas,
leucinas, valinas, prolinas, fenilalaninas, triptofanas
ir metioninas. Polinés neutralios aminoruagsc¢iy liekanos

yra glicinas, serinas, treoninas, cisteinas, tirozinas,

asparaginas ir glutaminas. Teigiamos aminorigscéiy
liekanos (83armineés) - argininas, lizinas ir histidinas.
Neigiamos (rigdtinés) - asparagino ir gliutamino

rigstys. Sis i3radimas apima NT-3 baltymus arba ijy
fragmentus arba jy darinius, kurie diferentiskai
modifikuojasi transliacijos metu arba po jos,
pavyzdziui, glikozilinant, vykstant proteinolizei,
jungiantis su antikinais arba su kitais 1lgsteliy

ligandais, ir kt.

Papildomai, $is NT-3 baltymas gali bati papildomai
mutuotas in wvitro arba 1in vivo, norint sukurti
ir/arba suardyti transliavimo, iniciavimo ir/arba
terminavimo sekag, arba sudarant koduojanCios srities
variacijas ir/arba sudarant naujas restriktaziy skeélimo
sritis arba pa3alinant esandias tam, kad palengvinti
tolesni in wvitro modifikavia. Gali biuti naudojama bet
kurie mutagenezés metodai, apimantys, bet
neapsiribojant, kryptinga mutageneze in vitro
(Hutchinsen ir kt., 1978, J. Biol. Chem., 253, 6551),
naudojant TAB® linkerius (Pharmacia) ir kt.

5.6. Anti-neurotropinas-3 antikiny generavimas

Pagal $i iSradimg NT-3 baltymas, taip pat jo fragmentai
arba dariniai gali bati naudojami kaip antigenai

generuojant anti-NT-3 antikGnus.
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Tam kad sustiprinti imunini atsakg NT-3, NT-3
aminorug8&iy liekany seka gali bati analizuojama tam,
kad nustatyti imunogenines molekulés sritis.
PavyzdZziui, aminortg3¢iy seka gali bati analizuojama
kompiuteriu, nustatant pavir$inius epitopus pagal
aprasyta metoda Weals, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 78, 3824-3828, kuris buvo sékmingai pritaikytas
identifikuojant antigeninius peptidus Hepatito B
pavirSiniame antigene. Alternatyviai Lvairiy gyvany NT-
3 baltymy sekos gali biti analizuojamos, nustatant
santykinai nehomologines sekos sritis; Sios
nehomologinés sekos su didesne tykimybe bus

imunogeniSkos skirtingoms gyviny rasims.

Norint gauti monokloninius antik@nus prie§ NT-3,
gali buti naudojamas bet kuris metodas, kurio pagalba
galima gauti stabilias lgsteles, produkuojanc¢ias
monckleoninius antiklnus. PavyzdzZiui, hibridominé
technologija, sukurta Kohler ir Milstein (1975, Nature,
256, (495-487), taip pat triomine technologija -
Zzmogaus B-lgsteliy hibridoma (Kozbor ir kt., 1983,
Immunology today, 4, 72), EBV - hibridominé
technologija Zmogaus monokloniniy antikiny sintetinimui
(Cole ir kt., 1985, Kn. "Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy", Alan R., Ziss Inc., p. 77-96) ir kiti

panasius metodai, kurie apima §i iSradimg.

Monokloniniai antikanai terapijai gali bati Zmogaus
monokloniniai antiktnai arba chimeriniai Zmogaus-pelés
(arba kituy gyviny rasiy) monokloniniai antikdnai.
Zmogaus polikloniniai antik@nai gali buti gaunami bet
kuriais Zinomais metodais (pavyzdzZiui, Teng ir kt.,
1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 7308-7312; Kozbor
ir kt., 1983, Immunology today, 4, 72-79; Olsson ir
kt., 1982, Meth. Enzymology, 92, 3-16).
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Chimeriniy antiktGny molekules gali bati 4s pelés

dalies (Morrison ir kt., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci.
usa, 81, 6851, Takeda ir kt., Nature, 314-452) .

Ivairios Zinomos proceduros gali bati naudojamos
pPolikloniniy antikiny su  NT-3 baltymy epitopais
generavimui . Antikiny gavimui ivairas gyvinai gali bati
imunizuojami NT-3 baltymo arba jo fragmenty, arba
dariniy injekcijomis tokiems gyvunams, bet tuo
neapsiribojant, kaip: triusiai, peles, Ziurkeés ir kt.
Ivairgs adjuvantai gali buati naudojami imuninio atsako
Sustiprinimui, jJu pasirinkimas priklauso nuo gyviny
rasies, adjuvantai gali buti, bet tuo neapsiribojant,
Freido mineralines alyvos (pilnas ir nepilnas
adjuvantas), aliuminio hidroksidas, pavirSiaus aktyvios
medZiagos tokios, kaip lizolecitinas, pluroniniaji
polioliai, polianijonitai, peptidai, alyvos emulsijos,
Sraiges limfos hemocianinai, dinitrofenolis ir
pPotencialiaj naudingi Zmogui adjuvantai - BRC (Bacille

Calmette Guerin) ir Corynebacterium parvum.

Molekulinis antikany klonas NT-3 baltymo epitopui gali
bati atrenkamas Zinomy metody pagalba. DNR
rekombinantinés technologijos (ZiGr. pavyzdziui
Maniatis "Laboratorinis molekulinio klonavimo vadovas",
1982, Cold Spring Harbor, N-J) pagalba galima
sukonstruoti nukleinines Sekas, kurios koduoty
monokloniniy antikiany molekules arba antigeng
suriSandias Siy molekuliy sritis.

Antikany molekuleés gali buati iSgrynintos Zinomais
metodais, pavyzdziiui, imunoafinine arba imunoadsorbcine
chromatografija, kitomis chromatografijos raSimis
tokiomis, kaip HPLC (efektyvi skysciy chromatografija),
arba derinant ivairias chromatografiju rasis ir kt.
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Antikdny fragmentai, kuriuose yra molekulés epitopas,
gali buti generuojami Zinomais metodais. PayvyzdZiui,
tokie fragmentai gali bati, bet tuo neapsiribojant,
F(ab')2 fragmentas, kuris gali biti gaunamas skaldant
antiktno molekules pepsinu; Fab' fragmentas, kuris gali
biti generuojamas suardant disulfidinius tiltelius
F(ab')2 fragmente, ir 2Fab arba Fab fragmentas, kuris
gaunamas antikdno molekule suskaldZius papainu ir

suardZius reduktoriumi.

5.7. I3radimo pritaikymas.

Sis iiradimas susietas Su  NT-3 nukleino ruagsdiy
sekomis, su idgrynintu NT-3 baltymu, peptidiniais
fragmentais arba dariniais. NT-3 gali bati gaunamas
pakankamais kiekiais diagnostikai ir terapiniam
naudojimui. Analogiskai, anti-NT-3 antikdnai ir NT-3
nukleotidiniai zondai gali bdti naudojami diagnostikai
ir terapijai. Daugumoje atveijy pageidautina naudoti NT-
3 genus arba genu produktus ty padiy gyviny ruaGdiy
diagnostikai ir terapijai, nors specifiniais atvejais

gali biti naudingas kryiminis NT-3 panaudojimas.

5.7.1. Panaudojimas diagnostikoje.

Sis iSradimas, kuris susietas su nukleino rugsciy
sekomis, koduojanciomis NT-3 baltymg, NT-3 baltymu,
peptidy fragmentais arba NT-3 dariniais, o taip pat su
antikinais pries NT-3 baltyma, peptidus arba darinius,
gali buati panaudotas susirgimy arba nervy sistemos
sutrikimy, kurie suristi su NT-3 ekspresijos
pakitimais, diagnostikai.

Ivairiuvose isradimo igyvendinimuose NT-3 genai ir jiems
atitinkan€ios nukleino ragsc¢iy sekos ir subsekos,
apimant ir komplementarias sekas, gali bati naudojami

diagnostinei hibridizacijai. NT-3 nukleino ragscéiy
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sekos ir subsekos, kurios sudarytos apytikriai 15
nukleotidy, gali bati naudojamos . zondais
hibridizuojant. Hibridizacija gali bati naudojama

bikles Lvertinimui, prognozei, diagnostikai arba
Stebejimui  pakitimy arba ligy, susiety su NT-3
ekspresijos pakitimais, apimant, konkre¢iai bikles, del
kuriy ivyksta sensoriniy neurony pakenkimai. Tokios
ligos ir biuklés yra, Dbet tuo neapsiribojama, CNS
traumos, infrakcija, infekcija, degeneratyvine nervy
liga, augliai arba pooperaciniai pakitimai, apimantys,
bet tuo neapsiribojama, Alchaimerio liga, Parkinsono
liga, Chantingtono choreja. Pavyzdziui, totaliné RNR i3
paciento audinio gali buti istirta ir nustatyta, ar yra
NT-3 baltymo iRNR, NT-3 iRNR kiekio pakitimas nurodys
neurony degeneracijsj.

Alternatyviame 3io iSradimo  igyvendinime antikinai
prie§ NT-3 baltymg, peptidinius fragmentus arba
darinius gali bati panaudoti nervy sistemos sutrikimy
ir ligy diagnostikai, konkre¢iai, sensoriniai pakitimai
ir tinklainés degeneratyviniai susirgimai, o taip pat
pakenkimai ir ligos, 1i3vardintos anksciau. AntikGnai,
pagal 35i isradimg, gali bati panaudojami, pavyzdziui,
hibridizacijai "in sity" (vietoje), naudojant paciento
audinius, jei toks tyrimas reikalingas. Kitame
pavyzdyje antikianai pagal $§i i3radimg gali buti
naudojami ELISA, Nustatant ir/arba jvertinant NT-3
kiekius, esané&ius tirpaluose; panadiu bidu antikinai
pagal 31 iSradimg gali bati  naudojami Western
blotavimui nustatant ir/arba ivertinant NT-3, esandius

audiniuose arba tirpaluose.

Tolesniame 3io isradimo igyvendinime NT-3 baltymas,
peptidiniai fragmentai arba dariniai gali bati
naudojami nervy sistemos pakenkimy ir ligy
diagnostikai. Konkre&iu atveju, bet ne apsiribojant,
Zyméeti NT-3 baltymai arba peptidiniai fragmentai gali
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bati naudojami audiniy arba lgsteliy, turiné¢iy NT-3
receptorius, identifikacijai tam, kad identifikuoti NT-
3 receptoriy ekspresijos aberacijas ir PO to ivertinant
potentcialius nukrypimus nuo normos audiniuose arba

lgsteliy reakcijag i NT-3.

5.7.2. Pritaikymas terapijoje.

Sis isradimas, Susijes su nukleino rigsciy sekomis,
koduojan&iomis NT-3 baltymus, su baltymais,
peptidiniais fragmentais arba dariniais, taip pat
antikinais prie3 NT-3 baltyma, peptidus arba darinius,
gali bati panaudotas nervy sistemos ligy ir pakenkimy,
kurie susije su NT-3 baltymo ekspresija arba kurie gali
pasireik3ti del NT-3 poveikio organizmui arba su NT-3

antikinais, gydymui.

Ivairiuose 3&io iSradimo igyvendinimuose NT-3 baltymas,
peptidiniai fragmentai arba dariniai gali buti ivedami
pacientams, kuriy nervy sistema pakenkta traumy,
chirurgijos, iSemijos, infekcijos, medZiagy apykaitos
susirgimy, bado (maisto trikumo), esant augliams arba
apsinuodijus. Ivairiuose specifiniuose Sio iSradimo
igyvendinimuose NT-3 gali buati jvedamas lokaliai prie
sensoriniy neurony, kurie buvo ispjauti, apimant, bet
neapsiribojant, dorsalinius bazinius ganglijy neuronus
arba bet kuriuose audiniuose: kelio, smilkinio arba
nodoziniame ganglijuje; vestibuloakustiniame komplekse
VIII kaukoles nervo, ventrolateraliniame poliuse
maksilomandibuliarinés dalies triZakiame gangliuje,
mezencefaliniam trigubam branduolyje 1 ir Simpatiniuose
ganglijuose. Gali  bati pageidautina ivesti NT-3
peptidus arba NT-3 baltymg sorbuotus ant membranos,
pavyzdziui, silastiko membranos, kuri  gali bagti
implantuojama arti Pazeisto nervo. 8is iSradimas taip
pat gali bati pPanaudojamas, pavyzdziui, pacienty,
serganciy diabetine neuropatija, pavyzdzZiui,
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multipleksine mononeuropatija ir diabetine periferine

neuropatija, greitesniam atsistatymui. .

Papildant, diabetinés neuropatijos atveju NT-3 peptidai
arba NT-3 baltymai taip pat gali buati naudojami kity

periferiniy neuropatijy gydymui, iskaitant, bet
neapsiribojant, sekandias: neuropatija, susijusi su
virusine infekcija, iskaitant: igyto imunodeficito
sindromg (AIDS), infekcine moncrukleozé su polineuritu,
virusinis hepatitas su pclineuritu, Geine-Bare
sindromas (pclineuritas) ; neuropatija, Susieta su
botulizmu, toksinés polineuropatiijos, iskaitant

neuropatijas, susijusias apsinuodijimu Svinu arba
alkoholiu: maistineés neuropati:-cs, iskaitant subastrig
kombinuotg degeneracija; angiopatinés neuropatijos,
iskaitant neuropatijos, susietas su Sistemine raudonaja

vilklige (lupus erythematosus) ; neuropatijos, susietos

Su sarkoidinémis ligomis; karcinomatozine neuropatija;

kompresine neuropatija (pavyzcdziui, rieso  tunelio
sindromas) ir paveldimos neuropatijos. Paveldimos
neuropatijos, kurios gali buti gydomos NT-3 arba

susietais su NT-3 baltymais, gali bati Seivikaulio
muskulatiros atrofija, "familial disntonia" ir

progresuojanti hipertonine neuropatija.

Kituose 3io iiradimo igyvendinimuose NT-3 baltymas arba

peptidiniai fragmentai arba dariniai gali biati

panaudoti igymty bliseny gydymui arba
neurodegeneraciniams pazZzeidimams, iskaitant, bet
neapsiribojant, Alchaimerio liga, Parkinsono 1igg,

iSseétine skleroze, amiotrofine lateraline skleroze ir

Chantingtono choreja.

Specifiniame 3io iSradimo igyvendinime NT-3 baltymo
arba $Sio baltymo peptidiniy fragmenty arba dariniy
ivedimas gali buati atliekamas su chirurgine audinio

implantaciija, gydant Alchaimerio ligag ir/arba
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Parkinsono ligg. Kaip parodyta 11 dalyje, ziar. Zemiau,
NT-3 palaiko dopaminergetiniq neurony  gyvybingumg;
dopaminergetiniai neuronai Zgsta Sergant Parkinsono
liga, NT-3 gali buti naudojami gydant Parkinsono liga,
$io gydymo metu, jei tai bitina, jvedamas pacientui
terapidkai efektyvus NT-3 kiekis. Parodyta, kad apie 35
% pacienty, serganCiy Parkinsono liga, pasireiskia
Alchaimerio tipo demencija; NT-3, gautas pagal 3i
i8radimg, gali buti naudojamas terapiniam Alchaimerio
ligos su Dauno sindromu gydymui . Papildant, kaip
pademonstruota 12 dalyje, (zZiuar. Zemiau) dideli NT-3
kiekiai eksperimentuojami Nervy sistemai vystantis ir
diferencijuojant; atitinkamai, NT-3 gali buti
naudojamas nervy sistemos vystymosi nukrypimams gydyti,
tokiems kaip Dauno sindromas, o taip pat gydant
nukrypimus, susietus sy lgsteliy dediferenciacija,
tokiy kaip augliai arba esant pazeidimams, kurie
atsiranda Te€generuojantis nervy Sistemai. NT-3, gautas
pagal 3j iSradimg, gali buati naudojamas ivairiy
demencijy gydymui, O taip pat Lgimty komutacijos
paZzeidimy gydymui .

Tolesniame 3io iSradimo igyvendinime NT-3 baltymas, jo
fragmentai ir dariniai gali batji naudojami kartu sy
kitais citokinais tam, kad pasiekty norimg neurotropinj
efektqy. PavyzdZiui, bet ne apsiribojimui, NT-3 pagal §j
iSradimg, gali bGti naudojamas su kitu agentu,
pavyzdziui su BDNF arba NGF, norint pasiekti
sinergetinj stimuliuojanti poveikj neutrony augimui
ir/arba palaikyti gyvybingumg ir arba funkcijos
i1Ssaugojimui arba Sustiprinimui, "sinergetinis"
poveikis ¢ia pamineétas ta prasme, kad kombinacijos NT-3
baltymo arba peptidinio fragmento arba darinio su kituy
agentu duoda efektg, kuris vyra Stipresnis, nei
naudojant $iuos agentus atskirai. NT-3 gali veikti
Sinergetidkai su kitais peptidiniais faktoriais,
kilusiais is CNs ir kurie neéra pilnai charakterizuoti
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augant, vystantis, palaikant diferencijuotas funkcijas
ir ivairiy neurony subpopuliaciju centrineje nervy
sistemoje gyvybingumo palaikymuil. Alternatyviai NT-3 1ir
antro neurotropinio agento poveikis gali boti

papildantis.

Remiantis pilna NT-3 molekulés charakteristika pagal 31
i3radimg gali Dbuti sukonstruoti nauji peptidiniai
fragmentai, dariniai arba NT-3 baltymo mutantai, kuriy
poveikis galil bati kaip antagonistu visoms arba kail
kurioms NT-3 funkcijoms. Tokie NT-3 antagonistail gali
buti naudojami selektyviam sensoriniy neurony
padalinimui, pavyzdiiui, gydant chronidky skausmy
sindromag. Kitame S§io idradimo igyvendinime antikinai
pried NT-3 baltyma arba peptidini fragmentg arba jo
darinius gali buti ivedami pacientams, sergantiems
ivairiais neurologiniais susirgimais. Pavyzdziui, toks
gydymas galil bati taikomas pacientams, kuriy organizme
produkuojamas  per didelis NT-3 kiekis. Anti-NT-3
antikinai gali bati naudojami, norint idvengti
aberatinés sensoriniy neurony regeneracijos
(pavyzdziui, PO operacijos), arba kaip buvo mineta

aukd&iau, gydant chronisko skausmo sindromg.

NT-3 pasiskirstymas audiniuose, kaip aprasyta 6 ir 7
dalyse, Zemiau, rodo, kad didesni NT-3 iRNR kiekiail yra
ekspresuojami galvos smegenyse, inkstuose, 3&irdyje 1ir
bluzZnyje, lyginant su kitais audiniais. NT-3 baltymas,
produkuojamas ne nervy audiniuose, gali buti identiskas
arba neidentiskas ekspresuojamam galvos smegenyse.
Atskiros NT-3 formos gali funkcionuoti kaip nervy
audiniuose, taip 1r ne nervy audiniuose; NT-3
ekspresijos pakitimai gali liudyti apie ligas, kurios
veikia nervy sistemg, ir kitas organy sistemas.
Alternatyviai, giminingos NT-3 3Seimos molekulems gali
atlikti ivairias funkcijas nervy ir ne nervy

audiniuose. Todel NT-3 pagal 31 isradima gali buati
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naudojamos gydymui 1ligy, susiety su nervy Sistema, o
taip pat nervy reguliuojan&iy ne nervy audiniy. ligas,
iskaitant Sirdji, hemopoetine, inksty ir

retikuloendotelines sistemas.

Be to, kaip nurodyta 6 dalyje, Zemiau, NT-3 ekspresija
sustipréjusi nesubrendusiuose gyvinuose, lyginant su
suaugusiais. Pagal 3i iSradimg NT-3 gali bGti naudingas
gydant vystymosi nukrypimus arba, alternatyviai,
stimuliuojant nervy sistemos atsinaujinimg po CNS

pakenkimy.

5.8. Vaistineés formos.

Pagal §i iS8radimg aktyviy kompozicijuy sudeétyje gali
biti visas NT-3 geno produktas arba tik Jjo dalis
(dalys), apimant baltymg, peptidinius fragmentus arba
jo darinius, arba antikinus (arba antikiany fragmentus)
prie$s NT-3 baltyma, peptidinius fragmentus arba jo
darinius, arba derinyje su bent vienu kitu agentu,
tokiu kaip NGF arba BDNF; S5ios kompozicijos gali bati
jvedamos su bet kokiu steriliu biosuderinamu farmaciniu
neSikliu, iskaitant, bet neapsiribojant, fiziologinj
tirpala, buferini fiziologini tirpala, dekstroze ir

vandeni.

NT-3 baltymo, peptidinio fragmento arba darinio
aminorugs&cliy liekany seka arba subseka gali buti
pagrinde tokia, kaip pateikiama Fig. 2, 7 ir 11; gali
buti pageidautina naudoti NT-3 baltyma, nuo 140 iki

apytikriai 258 aminorigSties liekanos, kaip pavaizduota

Fig. 2, nuo 1 iki apytikriai 119 aminorag$ties
liekanos, kaip pavaizduota Fig. 7, arba nuo 1
aminorugSties liekanos, paZymétos "subrendes" (mature)

Fig. 11 iki peptidinés grandinés galo, pavaizduotos
Fig. 11, arba kurio sudétyje yra funkcidkai ekvivalenti

seka, kadangi $i subseka, kaip spéjama, funkcionali NT-
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3 molekulés dalis. NT-3 seka gali Dboti bet kuriy
tinkamy gyvany NT-3 geno seka, jskaitant, Dbet tuo
neapsiribojant, Zmogaus, kiaulés, Ziurkeés, visciuko,
karves, 3&uns, avies, ozkos, kates, triusSio ir kt.
Naudojami NT-3 baltymo, peptidinio fragmento, darinio
arba antik@iny kiekiai, kurie efektyvis gydant ligas
arba busenas, priklauso nuo pakenkimy 1r Dbuseny
prigimties, Sie kiekiai gali bati nustatyti
standartiniy klinikiniy tyrimy metu. Kai imanoma,
pageidautina nustatyti atsako priklausomybe nuo
preparato kiekio pradiioje 1in vitro, pavyzdZiui
biologiniuose NT-3 tyrimuose, apradytais auk3ciau, po
to modelinése sistemose su gyvinais, o tik po S8iy
tyrimy atlikti tyrimus Zmonéms. Remiantis duomenimis,
gautais in vitro, specialiame Sio iSradimo
igyvendinime, vaistine forma, pagal §i i3radima,
efektyviai palaikanti sensoriniy neuronu gyvybingumg,
gali palaikyti vietine NT-3 baltymo koncentracijg apie
0.1-10 pg/ml.

Vaistinio preparato ijvedimo badai gali buti, bet
neapsiribojant tik jais, intrakutaninis,
intramuskulinis, intraabdominalinis, i vena, po oda,
oralinis 1ir intranazalinis. Papildomai, gali Dbioti
naudinga vaistini preparata, pagal 38i iSradimg, ijvesti
i, centrine nervuy sistemg bet kokiu tinkamu budu,
iskaitant intragastrinij ir intrarektalini;
intragastrinis ijvedimas gali buti atliekamas kateterio
pagalba, pavyzdZiui, pritvirtinto ©prie rezervuaro,

tokio, kaip Ommaya.

Gali buti naudinga $io iSradimo vaistines formas ijvesti
lokaliai i tas sritis, kuriose reikalingas gydymas, tail
gali bati pasiekiama, pavyzdzZziui, bet tuo
neapsiribojant, vietine infuzija chirurginés operacijos
metu, injekcija kateterio pagalba arba implantuojant,

implantantas gali buUti poringas arba neporingas, arba
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gélinis, iskaitant membranas, tokias, kaip sialastinés

membranos arba plausai. .

Pagal §i idradimg farmacines kompozicijos, kuriy
sudetyje yra NT-3 baltymai, peptidiniai fragmentai arba
dariniai, gali bati ivedamos liposomy forma,
mikrodalelémis arba mikrokapsulémis. Ivairiuose §io
iSradimo igyvendinimuose gali bati naudinga naudoti
tokias vaistines formas tam, kad pasiekty pastovy NT-3

arba jam giminingy produkty i&siskyrimg.

Siuo iSradimu numatomas lagsteliy, aktyviai
produkuojanc¢iy NT-3, giminingas NT-3 substancijas, NT-3
antagonistus arba anti-NT-3 antikGnus ijvedimas i tas
sritis, kuriose reikalinga padidinta arba sumaZinta NT-

3 koncentracija.

6. Pavyzdys. Pelés neurotrofino-3 geno klonavimas ir

charakterizavimas

6.1. MedZiagos ir metodai

6.1.1. Polimerizaciné grandininé reakcija

Pagal dvi aminorug3¢iy liekany sekas, kurios yra
konservatyvios BDNF ir visuose Zinomuose NGF, buvo
susintetinti du oligonukleotidiniai pradmenys (Leibrock
ir kt., 1989, Nature, 341, 149-152). Prasminio (arba
5') pradmens seka: GGG GAT CCG C GGl TGY MGY GGl ATH GA
(Pradmuo 1, UPAC nomenklatidra, 1=Inozinas), Siame
pradmenyje yra BamHI ir SacII skelimo sritys;
antiprasminio (3') pradmens seka: TCG AAT TCT AG AT 1CK
1AT PAA 1CK CCA (pradmuo 2), 3iame pradmenyje yra EcoRI
ir Xbal skélimo sritys.

PG reakcija (Saiki ir kt., 1985, Science, 230, 1350-54)

buvo atliekama naudojant 1lpg pelés genominés DNR,
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atliekant reakcija "Perkin-Elmer Cetus" termocikleryje
su Ta-polimeraze {(Gene Ampm). Po 4 cikly, kai
renatidravimo temperatura buvo 45°C, likusieji 36 ciklail
puvo atliekami esant renatdracijos temperatirai 49°C.
Gauti amplifikacijos produktai buvo laukiamo dydZio -
137 baziy pory, buvo eliuojami i3 poliakrilamidinio
gelio, atlikta pakartotine amplifikacija ir suskaldyti
HindIII ir Aral, pirmoji restriktaze perskelia peles
NGF, o antroji - peles BDNF. Nesuskaldyta DNR Dbuvo
eliuuojama ir asimetriSkai amplifikuojama (Janis 1r
kt., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 9436-9440)
ir sekvenuojama (Sanger ir kt. 1979, Proc. Natl. Acad.
Sci. Usa, 72, 3918-3921), naudojant pradmenis 1 ir 2.
Remiantis tokiu badu gauta seka, buvo susintetinta du
papildomi prasminiai pradmenys, atitinkantys
nukleotidams 808-822 (pradmuo 3) ir 824-844 (pradmuo 4)
prie ju buvo prijungta Sall ir PstI skélimo sekos. RNR
puvo ekstrahuojama suaugusios peles galvos smegeny,
kepeny 1ir raumenuy (Okayama ir kt., 1987, Meth.

Enzymology, 154, 3-28)ir atvirkstinés transkriptazes

pagalba buvo transkribuojama, naudojant atiprasmini
(3') pradmeni: CGG ATC CGA ATT CGT CAC (T)12V (pradmuo
5), sukonstruotas kad sutaptu su 3'" poli(A) galu,

turintis BamHI, EcoRI ir Pstl skélimo sritis,
reikalingas klonavimui (Leibrock ir kt., 1989, Nature,
341, 149-152). &ios 1iRNR buvo PGR amplifikuojamos,
naudojant pradmenis 3 ir 5, reamplifikuojamos,
naudojant pradmenis 4 1ir 5. Southern blotavimas buvo
atliekamas su paskutiniosios reakcijos produktais 1ir
nibridinama su 32P pazymétu gale oligonukleotidu,
atitinkan¢iu fragmenta nuo 879 iki 893 nukleotido.
Tokiu bidu identifikuoti DNR fragmentai buvo klonuoti i
Bluescript® sk’ vektoriuy ("Stratagene") ir ilgesnysis
gautas insertas (460 baziy pory) buvo naudojamas EMBL3
peliy genominés bibliotekos (Klontex) skryningui. Buvo
nustatyti du teigiami klonai, ir vieno klono DNR buvo

suskaldyta jvairiomis restriktazemis. Restrikciniai
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fragmentai buvo zonduojami 460 baziy poruy insertais:
700 bp HindIII ir 4000 bp PstI buvo subklonuoti i,
Bluescript® SK' vektoriy. Pademonstruota pilna HindIII
seka 3 ir 57 galuose pratesta naudojant PstI

fragmentg.

6.1.2. Northern blotavimas.

Totaliné RNR buvo ekstrahuojama i3 suaugusios moters
(Okayama ir kt., 1887, Meth. Enzym., 154, 3-2),
atliekama elektroforezé 1.3% formaldehidu susiltame
agarozes gelyje (Hetrach irkt., 1977, Biochem., 16,
4743-4751) . RNR buvo perne3ama ant nailoninés membranos
(Hydond-N, Amerscham) ir hibridizuojama per nakti 42°C
1 ml 200 mM natrio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH
7.2), kuriame buvo 40 % formamido, 5x Denchardto
tirpalo ir 200 pg/ml lasiSos spermos DNR. Naudojamas
atsitiktinis dvispiralis zondas buvo Zymétas  32P
(Feinberg ir kt., 1979, Anal. Biochem., 137, 266-267)
atitinkantis sekai nuo nukleotido 319 iki 1093 (Pies.
2) . Specifinis aktyvumas buvo 1.3x10° cpm/pg, 10’cpm
buvo pridéta | hibridizacijos buferinj tirpalgs.
Praplaunama buvo 60 min. su 0.1xSSC buferiniu tirpalu
su 0.5 % SDS. Filtrai buvo eksponuojami 5 dienas - 70°C

Su sustiprinanc¢iu ekranu.

6.1.3. Neurotrofino-3 ekspresija

Oligonukleotidiniai pradmenys buvo sintetinami pagal
pirmuosius 19 nukleotidus (plius EcoRI skélimo
sritis)ir paskutiniuosius 19 nukleotidus (plius BamHI
skelimo sritis atviro skaitymo remelyje, pateiktoje
Fig. 2). ©Po PGR amplifikacijos, naudojant matrica
pateiktg Fig. 2 PstI genominj fragmentg, gautas
produktas buvo klonuojamas i EcoRI - BRamHI skeélimo
sriti ekspresijos vektoriuje pCMV (Anderson ir kt.,
1989, J. Biol. Chemn. 264, 8222-8229). Buvo nustatyta
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NT-3 intarpo seka vektoriuje pCMV. Lastelés COS-1 buvo
transfekuojamos naudojant kalcio fosfatinj bidg (Chen
ir Okayama, 1987, Mol. Cell. Biol., 7, 2745-2752),
kultivavimo terpé buvo surenkama, kaip aprasyta
auksc¢iau (Leibrock ir kt., 1989, Nature, 341, 149-152) .
Kontroliné terpe buvo gaunama paveikus COS-1 lasteles
kalcio fosfatu, arba pCMV/NT-3 konstruktu i& kurio buvo
pasalintas NT-3 geno stop kodonas. Abiejose terpése
nebuvo biologinio aktyvumo, kai praskiedimas - 1:50.
Disocijuoti nodoziniai ganglijai ir neuronai buvo
kultivuojami 24 3ulinéliy lékitelése (Lindsay ir kt.,
1985, Dev. Biol. 112, 319-328), BDNF buvo i&skirtas i
kiaulés galvos smegeny (Hofer ir Barde, 1988, Nature,
331, 261-262).

6.2. Rezultatai ir jy aptarimas.

Pagrindiné problema, norint charakterizuoti
neurotrofinius faktorius, yra maZas jy kiekis. Kaip
NGF, taip ir BDNF buvo charakterizuojami, naudojant
baltymy gryninimo metodus (Cohen ir kt., 1960, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 46, 302-311, Barde ir kt., 1982,
EMBO, J1, 549-553). Toks metodas yra tinkamas NGF, nes
jo kiekiai suaugusios pelés pazandés liaukoje yra labai
dideli, taip 1ir BDNF, nes galima pakankamai daug
kiaulés smegenuy panaudoti eksperimentams. Pagal NGF ir
BDNF nustatyta seky homologija galima teigti, kad

ivairi strategija gali baGti taikoma, charakterizuojant

kitus $ios genu 3eimos narius (Leibrock ir kt., 1989,
Nature, 341, 149-152). Detalios peliy NGF ir BDNF
aminorigs¢iy seky (a.s.) analizés metu buvo nustatytos

dvi a.s. sritys po 6 aminorugd&iy liekanas (a.r.1.),
jos pabrauktos Fig. 2, Sios sritys labai patogios kaip
pradmenys, atliekant PGR (Saiki ir kt., 1985, Science,
230, 1350-1354). Peliy genominé matrica buvo naudojama,
nes NGF 1r BDNF genuose néra introny, pertraukianciy
egzonini biologiskai aktyviy baltymy kodavima. Sio buado
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deka buvo amplifikuojamos NGF ir BDNF sekos, kurios po
to buvo suskaldomos restriktazemis. Buvo sekwvenuotas
likes nesuskaldytas DNR fragmentas ir nustatyta seka,
kuri néra nei BDNF, nei NGF. Du specifiniai prasminiai
(5") pradmenys buvo susintetinti tolimesném PG
reakcijoms, naudojama matrica buvo komplementari DNR,
susintetinta atvirk3tine RNR, ekstrahuota i3 peliy
galvos smegeny, raumeny ir kepeny, transkripcija; 3!
pradmuo buvo sukonstruotas taip, kad sutapty su poli (A)
sekomis Fig. 2). Amplifikuojant pavyzdZius i% trijy
audiniy buvo gauti panasSaus dydzZio produktai, kurie
buvo klonuojami ir panaudoti peles genominés
bibliotekos skryningui. Tokiu badu nustatytas vienas
genominis klonas buvo sekvenuojamas Fig. 2). Pagal
atvirg skaitymo rémeli buvo nustatyta, kad galimas
baltymas, kurio sudetyje yra 258 a.r.l. (pradedant nuo
pirmosios liekanos metionino, surasto po 3! stop kodony
rémelyje), 8&is baltymas buvo pavadintas neurotrofinu-3
(NT-3). Visais ativilgiais bendra spéjamo baltymo
struktidra yra panadi NGF ir BDNF, spéjama signaline
grandiné yra 18 a.r.l. (i3 kuriy 5 ir 9 a.r.1. yra
identiskos BDNF ir NGF, atitinkamai) pratesiama pro-
seka 18 121 a.r.1. Tokios pro-sekos, spéjama, kad
dalyvauja baltymo struktirizavimesi ir taisyklingy
disulfidiniy tilteliy susidaryme (Edwards ir kt., J.
Biol. Chem. 263, 6810-6815), taip pat buvo nustatytos
ir peliy NGF (103 a.r.l.) ir peliy BDNF (112 a.r.l.).
Vienintelé potenciali N-glikozilinimo sritis yra 9
a.r.l1. (BDNF ir NGFS8 a.r.l.) prie$ proteinazeéms labilig
sriti, sudarytag i3 baziniy aminorugsciy liekanuy, kuria
prasideda subrendes NT-3 baltymas (Fig. 2, rodykle) .
Subrendes NT-3 baltymas, spéjama, kad sudarytas i§ 119
aminorugsd&iy liekany (santykiné molekuline masé 13.625
D, pI - 9.3). Lyginant peliy NGF, BDNF ir NT-3 buvo
nustatyta 54 a.r.1l. homologija (Fig. 2). Visos SeSios
cisteino liekanos, Zinoma kad NGF ir BDNF visos jos
sudaro disulfidinius tiltelius (Leibrock ir kt., 1989,
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Nature. 341, 149-152, Angeletti 1973. Biochem., 12,
100-115), 1ir jos yra konservatyvioje molekules_ dalyje
(Fig. 3, rodykle). Reikia paZymeti, kad lyginant NT-3
sekg su NGF ir BDNF sekomis, joje maziau tik 7
identiskomis aminortgsc¢iy liekanomis (lyginant peliy
NGF su BDHF, jose yra 61 identiSka aminorug3&iy
liekana). Tokiu buadu, beveik 50% baltymo pirminés
struktiros yra konservatyvi, tai matyt reikalinga
bazinés tretines struktiros susidarymui, bendros
visiems trims Dbaltymams. Papildant, Siose trijose
sekose yra 4 wvariabiliGs domenai, muo 7 iki 11
aminorugs§ciy liekany (pazymeéti YI-Y4 Fig. 3), jie,

matyt, apsprendiia specifi$kumg neuronams.

Tiriant NT-3 geno ekspresijg, RNR buvo ekstrahuojama i$§
ivairiy pelés audiniy ir analizuojama NT-3 specifiniu
zondu (Fig. 4). Visuose i3tirtuose audiniuose buvo
nustatyta vienintelé 1.4 tukst. baziy dydZio juosta.
Bet 1iRNR ekspresijos dydis buvo labai ivairus. Galvos
smegenyse (Fig. 4B) ekspresija buvo nevienoda,
didZiausia iRNR ekspresija buvo smegenélése ir amono
rage. Sie rezultatai demonstruoija, kad NT-3 iRNR
pasiskirstymas audiniuose skirtingas, nei BDNF ir NGF
iRNR pasiskirstymas. I3 tikryjy, NGF iRNR sutinkama
pagrindinai tik galvos smegenyse, o NGF iRNR vos
pastebima tokiuose audiniuose, kaip kepenys arba
skeleto raumenys (Heumann ir kt., 1984, EMBO, 3, 3183-
3189) . Idomu, kad amono rage, kur ekspresuojama NGF
iRNR (Korshing ir kt., 1985, EMBRO, 4, 1389-1393), taip
pat ekspresuojama BDNF ir NT-3 iRNR, ir didesniais

kiekiais, nei kitose galvos smegeny srityse (Fig. 4B).

Tam, kad jsitikinti ar NT-3 baltymas yra biologiskai
aktyvus ir sekretuojamas, seka, koduojanti visag
baltymg, buvo klonuojama i ekspresijos vektoriy (pCMV) ,
kuris buvo naudojamas COS lagsteliy (bezdZzioniy inksty
lasteles) transfekcijai (Fig. 5). Zinant, kad NT-3 iRNR
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yra periferiniuose audiniuose, buvo kultivuojami
ivairds visCiuko embriono neuronai, kurie prasitesia i
Siuos audinius ir jy gyvybingumui reikalingi trofiniai
faktoriai. Judesio neuronai, i3skirti i3 kiaulés 6
dieny embriono (E6) galvos smegeny (Dohrman ir kt.,
1986, Dev. Biol., 118, 209-221), ciliariniai neuronai
(E8) ir disocijuoti simpatiniai neuronai (E11)
neislikdavo, esant NT-3. Bet buvo pastebéta sensoriniy
neurony, 1iSskirty i§ E8 pirminiy sensoriniy gangliju,
reakcija. Kaip pavaizduota (Fig. 5), NT-3 palaiko 30%
neurony, iSskirty i$ nodozinio ganglijaus, gyvybingumg.
Be to, 8§is efektas, papildantis BDNF, sintezuojandio
centrinése projekcinése srityse, ir Zinomo savo
poveikiu nodoziniy neurony subpopuliacijai, veikimg
(Lindsay ir kt., 1985, Dev. Biol., 112, 319-328), ir
S§ie abu faktoriai kartu palaiko daugumg neuronuy (90%),
ziar. Fig. 5. Svarbu paminéti, kad NT-3 iRNR sutinkama
visceraliniuose $io ganglijaus taikiniuose, iskaitant
Sirdi, kepenis ir plaucius (Fig. 4A). Sensoriniy
neurony populiacijos, reaguojanc¢ios i  NT-3, buvo
aptiktos E8 disocijuotoje dorsaliniuose baziniuose ir
triSakiuose ganglijuose, o taip pat ES8 simpatiniy
ganglijy eksplantantuose. Tokiu badu, NT-3 pasiZymi iki
Siol necharakterizuotu biologiniu aktyvumu,
pasireiSkianc€iu kai kuriuose periferiniuose audiniuose,
iskaitant kepenis (Lindsay ir Tarbit, 1979, Neuro. Sci.
Lett., 12, 195-200) ir skeleto raumenis (Davies, 1986,
Dev. Biol., 115, 56-67) ir palaiko visceraliniy ir
propriorecetyviniy sensoriniy neurony, neturinciy
atsako NGF, gyvybingumg (apzvalgai zidr. Davies, 1987,
Development, 101, 185-208).

Kartu Sie faktai liudija, kad NT-3 yra neurotrofinis
faktorius, giminingas pagal savo struktirg ir funkcijas
NGF ir BDNF, pirmiem dviem neurotrofinams. Sidlomas

pavadinimas "neurotrofinas" (NT) &ios klaseés baltymams
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ir pagal analogijg interleukinams, numeruojami  juy

atradimo seka.

7 Pavyzdys: Ziurkiy neurotrofino-3 klonavimas ir

charakterizavimas.

Homologija tarp NGF ir BDNF buvo panaudota klonavimo
strategijai, norint surasti papildomus &§ios Seimos
narius. Cia apra$oma geno, koduojanc¢io tredig BDNF/NGF
Seimos nari, kuris pavadintas neurotrofinas-3,
klonavimas. Sis naujas faktorius pasiZymi apibréztu
biologiniu aktyvumu ir speciotemporaline ekspresija,
lyginant su NGF ir BDNF.

7.1. MedZiagos ir metodai

7.1.1. Polimerizaciné grandininé reakcija (PGR)

Buvo susintetinti degeneruoti oligonukleotidai,
atitinkantys keturiems baltymy seky segmentams, kurie
yra konservatyvias NGF ir BDNF; 3&ie baltymy seky
fragmentai, kurie gali bati sutinkami ir NGF ir BDNF

sekose, pateiktose (Fig. 7D) yra Sie:

1. Gly-Glu-(Tyr/Pe)-Ser-vVal-Cys-Asp-Ser;

2. Lys—Glu—Tyr—Phe(Tyr/Phe)—Glu—Thr—Lys—Cys;

3. Gly-Cys-Arg-Ile-Asp;

4. Trp—Arg—Phe—Ile—Arg—Ile—Asp—Thr—(Ser/Ala)—Cys—Val—
Cys.

PG reakcijose buvo naudojamos serijos degeneruoty
prasminiy ir antiprasminiy oligonukleotidy (degeneruota
sritis - 15-26 nukleotidai, atitinkantys 5-9

aminorigsc¢iy liekanoms nurodyto baltymo kaip prasmine,
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taip ir antiprasmine kryptimi, o talp pat nedegeneruota
"uodega", koduojanti restriktaziy skélimo sritis).
Amplifikacijos reakcija tarp virsutiniy pory ir
apatiniy antiprasminiy pradmeny buvo atliekama
sglygomis, rekomenduojamomis Perkin-Elmer-Cetus,
iSskyrus tai, kad renattravimo temperatuira, Mo™*
koncentracija ir trukmé buvo kei¢iami, norint
optimizuoti amplifikacijos salygas kiekvienai pradmeny
porai. Tiksli 1B prasminio pradmens (koduojancio
baltymo sekos nuo "1" ir aukidiau sriti) seka buvo: 5'-
GAC TCG AGT CGA CAT CG-GTN-TGY-GAY-WSN-RTN-WS-3" ir 2C
antiprasminis pradmuo (atitinkantis atiprasminiams
kodonams baltymo sekai nuo "2" ir auksciau) seka buvo:
5'-CCA AGC TTC TAG AAT TC-CA-YTT-NGT-YTC~RWA-RAA-RTA-
YTG-3' (sutrumpinimai pagal IUPAC kodus). Analizuojant
sekg buvo nustatyta, kad 1B oligonuklecotide buvo du
neatitinkantys nukleotidai, palyginus su NT-3 seka, kai
2C oligonukleotide buvo vienas nesutampantis
nukleotidas. Radioaktyviosios Zymes ivedimas buvo
atliekamas amplifikacijos pagalba Perkin-Elmor/Cetus,
ivedant sekandius pakeitimus: 1-10 ng matricos DNR
zemos lydymosi temperatiros agarozeje buvo jdedama i
reakcijos midini, kuriame buvo nezymeti dATP, aGTP ir
DTTP kuriy galutineé koncentracija - 50 uM; buvo
pridedama 50 pCi o’’P-dGTP (3000 Ci/mol) 50 pl reakcijos
misinio ir atliekami 7 amplifikacijos ciklai.
Amplifikacijoje naudojami pradmenys buvo identidki

degeneruotiems pradmenims, naudojamiems pradinéje PGR.

7.1.2. Ziurkés genominés DNR bibliotekos Southern

btolingas, naudojant NT-3 zondg .

PG reakcijos produktas R1B/2C buvo gautas
amplifikuojant nuo matricos genomines Ziurkés DNR,
naudojant degeneruotus pradmenis 1B ir 2C, tai aprasyta
skyriuje 7.1.1. Gautas PGR produktas, naudojant
degeneruotus pradmenis 1B ir 2C (pazymetas R1B/2C), yra
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naujas genas, NT-3, o taip pat NGF ir BDNF genai
Ziurkés genominéje DNR. Genominé DNR buvo . gauta 1is
FiSerio Ziurkiy kepeny (Maniatis ir kt., 1982,
Molekulinis klonavimas, Laboratorinis vadovas),
suskaldyta EcoRI ir 10 pg jos buvo frakcionuojama 1%
agarozes gelyije. Si DNR buvo pernesta ant
nitroceliuliozés, naudojant 10xSSC buferini tirpalg
(Maniatis ir kt., 1982, Molekulinis klonavimas,
Laboratorinis vadovas) ir hibridizuojama (Mahmoud ir
Lin, 1989, Biotechniques, 7, 331-3) su Zymétu 32P
R1B/2C PGR produktu 60C ir atplauta 2xSSC/0.1 % SDS
65°C temperatiroje. Buvo nustatytos NT-3, NGF ir BDNF
Juostos, NGF ir BDNF juosty padétis buvo is anksto
nustatyta, naudojant specifinius zondus. Dydis

nurodytas tikstaniais baziy i3 kairés puses.

7.1.3. Neurotrofino-3 ekspresija

Ekspresiné Ziurkés NT-3 sistema buvo sukonstruota
naudojant PGR, amplifikuojant koduojan¢iag trumpg NT-3
probaltyma sriti, kurios dydis 3.2. kb, Ziurkés PstI
genominis fragmentas (Fig. 6B), kuris pratesia NT-3
geng; naudojamy PGR sintetiniy oligonukleotidy galuose
buvo XhoI skélimo sritys tam, kad buty galima
amplifikuotag koduojancig sriti iterpti i XhoI skélimo
sriti polilinkeryje ekspresijos vektoriuje pCDM81

(Seed, 1987, Nature, 329, 840-42) . Konkretus
nukleotidai, naudoti amplifikacijai Ziurkes NT-3
koduojanciai sridiai, buvo: virSutinis prasminis

pradmuo - 5'-CGG TAC CCT CGA GCC ACC ATG TCC ATC TTG
TTT TAT GAG-3' (pabrauktas ATG atitinka kodonui "B"
startineje srityje,su seka Zemyn nuo ATG, kuri sutampa
su NT-3 seka; i virsy nuo ATG yra sintetiné Xhol
skelimo sritis), ir apatinis antiprasminis pradmuo -
5'-CGG TAC CCT CGA GAT GCC AAT TCA TGT TCT TCC G-3"'
(pabrauktas tripletas yra komplementarus terminavimo

kodonui NT-3 gene; &is tripletas flankuotas tikslia
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antiprasmine NT-3 seka, o 5' $io pradmens gale yra Xhol
skélimo sritis). Ziurkes NT-3 ekspresijos plazmidé buvo
pazymeta pC8-N3 (Pl). Pana$i strategija buvo naudojama
iterpiant NGF ir BDNF koduojanCias sekas i XhoI skélimo
sriti i ta pati vektoriy pCDM8, NT-3 , NGF ir BDNF
ekspresinemis konstrukcijomis buvo transfekuojamos,
kaip aprasSyta Okayama ir Berg (1982, Mol. Cell. BIOl.,
5, 1136-42) COS-M5 lastelés, 5x10° lasteliy 60 mm
leksteleje ir kultivuojamos 2.5. ml Dulbeco Modified
Eagle terpeje su daug gliukozés (4500 mg/ml) ir 10%
stambiy raguoc¢iy fetalinio serumo; supernatantai buvo

surenkami po 72 valandy.
7.2. Rezultatai

7.2.1. Neurotrofino-3 geno klonavimas

Laukiamo dydZio (kaip buvo prognozuojama i% NGF ir BDNF
seky) amplifikacijos produktai buvo gauti, naudojant
ivairias degeneruoty pradmeny poras. Siems produktams
pradzioje buvo atlikta restrikciné analize tam, kad
nustatyti NGF, BDNF arba nauju seky kiekius. Visais
atvejais, dazZzant etidio bromidu, buvo gauti
restrikciniai fragmentai, atitinkantys tik NGF ir BDNF
sekoms. Bet naudojant tuos padius PGR produktus kaip
zondus, hibridizuojant Southern blotavimu Ziurkes
genoming DNR, buvo nustatyta, kad vienas produktas
(pazymetas R1B/2C, zidr. (Fig. 6A) identifikavimo nauja
genominés DNR seka be NGF ir BDNF (Fig. ©6A); tokiu
budu, atliekant PGR  produkty skryningg Southern
blotavimu, buvo galima identifikuoti retai
amplifikuojamas sekas, kurios nebuvo nustatytos kitais
metodais. R1B/2C zondu taip pat buvo nustatytos naujos

sekos evoliucisSkai diverguojandiuy rudiy genomineje DNR

(iskaitant Zmoguy, pele, visCiukg 1ir =xenopsus),
speéjama, kad Siuo zondu buvo identifikuotas

funkcionalus genas.
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Sio geno iSskyrimui ir skryningui buvo naudojamas
RIB/2C zondas, o taip pat specifiniai NGF ir BDNF
zondai (Maniatis ir kt., 1982, Molekulinis klonavimas,
Laboratorinis vadovas), buvo skryninguojama Ziurkés DNR
genomineé biblioteka (gauta i3 "Clontex laboratories,
Inc", Palo Alto, CA), paruoSta 18 Sprague-Dawley
Ziurkiy DNR (dalinai suskaldyta Sau3A restriktaze ir
klonuota i EMBL3/SP6/T7 bakteriofago vektoriy). Buvo
nustatyti du nepriklausomi bakteriofagy klonai, kurie
hibridizavosi su R1B/2C =zondu, bet nesihibridino su
dviem kitais zondais. Analizuojant Ziurkiy genominiy
intarpy restrikcinius Zemélapius, buvo nustatyta, kad
jie yra vieno ir to paties geno (Fig. 6B). Bakteriofago
klonas su ilgiausiu intarpu buvo paZzymétas ¢rN3 (Gl).
Sekvenoujant gena, identifikuota RI1B/2C zondu, buvo
nustatyta, kad jis koduoja naujg NGF/BDNF $eimos nari

(Fig. 7), jis buvo pavadintas Neurotrofinu-3.

7.2.2. Subrendusio neurotrofino sekvenavimas.

DNR sekvenavimas buvo atliekamas dvigubos
dezoksinukleotidinés sekos nutraukimo metodu (Sanger ir
kt., 1977. Proc. Natl. Akad. Sci. USA, 74, 5463-7),
naudojant rinkini "Sequenase" version 2.0, gaminamu
Biochemical Company USA, naudojant procediras,

rekomenduojamas gamintojo.

NGF turi du aiSkius probaltymus, vadinamus "ilguoju"
(prasideda nuo "A" starto srities) ir " trumpuoju"
(prasideda nuo "B" starto srities), Jie skiriasi ilgiu
ir sekomis N gale (Darling ir kt., 1987, Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol., 1, 427-34, Selby ir kt.,
1987, Mol, Cell. Biol., 7, 3057-64, Edwards ir kt.,
1988, Mol, Cell. Biol., 8, 2456-64). Ir is ilgo ir
trumpo probaltymo galima gauti proteinolize subrendusj,
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NGF baltymg, kuris yra 120 aminorugsciy liekany id N
probaltymy galo.

Sekvenuojant keliy gyvany rusiy NGF genus, buvo
nustatyta, kad didesnioji sekos i§ N galo vyra
atskiruose egzonuose, iSskyrus keturis kodonus (Val-
His-Ser-Val), kurie yra 5' egzono gale, kuris koduoja
pilng trumpaji probaltyma ("B" starto sritis). Anks&iau
¢ia buvo pademonstruota, kad du i3 keturiy kodony (Val-
X-X-Val), taip pat ir suri3imo sritis RNR splaisinge,
kuris yra pries juos, yra konservatyvis ir yra virs
konservatyvios starto srities "B" BDNF  genuose,
iSskirtuose i3 ivairiy gyviany rusiy; tai igalino
padaryti prielaida, kad egzistuoja ilga ir trumpa BDNF
probaltymo forma. Yra konservatyvi kodony seka Val-X-X-
Val taip pat ir splaisingo suridimo sritis ir spejama
introno riba parodyta (Fig. 7a). 8ios sekos analizées
déka buvo nuspétas koduojan&iy egzony egzistavimas NT-3
gene, kuris koduoja 1ilgaji probaltymg. Suradus pries
"A" startine sriti konservatyvig seka, dar labiau
sustiprino tai, kad egzistuoja ilgoji BDNF probaltymo
forma ir paaiskéjo svarbus evoliucinis $§io ilgojo
probaltymo vaidmuo visiems NGF $eimos nariams. Numatyta
subrendusio NT-3 baltymo N galo seka yra iprasta
proteinaziy skélimo sritis (Arg-Arg-Lys-Arg), 3ji vyra
panasi i sekas, esanCias NGF ir BDNF baltymuose (Fig.
7A, C). Kai kuriy gyviny radiy NGF baltymy C gale dvi
aminorug8¢iy liekanos vyra pa$alintos proteinazémis.
Skirtingai nei NGF, Ziurkés NT-3 neturi potencialios
proteinaziy skélimo srities baltymo C gale (Fig. 74,
C), todél buvo padaryta isvada, kad kaip ir wvisuose
Siuo metu iStirtuose BDNF baltymuose, taip ir NT-3

baltyme, C gale néra proteinaziy modifikavimo.

Pagal $iuos teiginius spéjamas subrendusio NT-3 baltymo
dydis yra 119 aminorugs&iy liekany, apskaiciuotas pI

yra apie 9.5. Pagal dydi, bendra baltymo kavi, NT-3



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
63

baltymas labai panaSus i NGF ir BDNF. Septynios
subrendusio NT-3 baltymo aminorug$¢iy liekanos _C gale
skiriasi nuo NGF ir BDNF. Pradedant nuo aStuntos
aminorugSties liekanos subrendusiame NT-3 baltyme
optimaliam sutapimui reikalingas dviejuy aminorug3ciy
liekany trukis BDNF baltyme ir vienos aminorugs$ties
liekanos vienintelio intarpo baltyme NGF (zZiar. Fig.
7D) . Subrendes Ziurkés NT-3 baltymas turi 57 % sekos
homologija, lyginant su Ziurkes NGF, ir 58 % sekos
homologija, 1lyginant su Ziurkes BDNF, 57 i3 120
aminorigs¢iy liekany (48 %) yra bendros visiems trims
baltymams (zZitr. (Fig. 7D). SeSios cisteino liekanos,
nustatytos NGF ir BDNF, yra konservatyvios ir jos yra
NT-3 baltyme, didZiausios homologijos sritys 3Siuose
trijuose baltymuose yra sukoncentruotos apie $Sias

cisteino liekanas.

7.2.3. Neurotrofino-3 probaltymo analize

Virs numatomos skélimo srities, kuriag nuskelus,
gaunamas subrendes NT—3 baltymas, yra bendra
glikozilinimo sritis - (Asn-X-Thr/Ser) (Ziur. (Fig. 74,
C), 8i sritis buvo nustatyta toje pac¢ioje padétyje ir
NGF ir BDNF (Ullrich ir kt., 1983, Nature, 303, 821-5;
Leibrock ir kt., 1989, Nature, 341, 149-52). Ar turi S8i
glikozilinimo sritis koki nors vaidmeni NT-3, NGF arba
BDNF probaltymy procesinge lieka neifaidkinta.

Toliau 1lyginant NT-3 probaltymo seka su NGF ir BDNF
probaltymy sekomis, matomos dvi homologijos sritys
prie$ subrendusio NT-3 seka (sritys I ir 1II (fig. 7B,
C). Pagal I homologijos sritj galima teigti, kad
egzistuoja  Ziurkés NT-3 gene starto sritis "B"
(nustatyta NGF genui), nuo kurios btty sintetinamas
trumpasis probaltymas i§ 258 aminorigs¢iy liekany,
panaSaus dydZio kaip ir trumpasis NGF probaltymas (241
a.r.l.) 1ir trumpasis BDNF probaltymas (249 a.r.l.),
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startinis metionino kodonas, sekrecine signaliné seka
ir signalinés sekos atskélimo sritis trumpyjy 3iy trijy
faktoriy probaltymy vyra konservatyvios (Fig. 7C).
Todeél, kad I homologijos sritis yra pries starto sritij
"B", galima numatyti egzistuojantij ilgajj NT-3
probaltyma, kurio transkripcija prasidés nuo startinio
kodono "A" (ZiGr. Fig. 7A, B, C). Kaip buvo nustatyta
NGF (Ullrich ir kt., 1983, Nature, 303, 821-5, Selby ir
kt., 1987, Mol.Cell. Biol., 7, 3057-64), ir spejama
BDNF, tokia startiné sritis, matyt, bus koduojama
papildomuose egzonuose i virdy vieninteliam egzonui,

kuris koduoja visa trumpaji probaltymg.

Papildomai I ir 1II homologijos sri&iai, 1lyginant
hidrofilines NT-3, NGF ir BDNF baltymy sritis,
nustatyta, kad wvirs subrendusiy baltymy esandios

probaltymy sekos yra panaSaus hidrofili&kumo.

7.2.4. Neurotrofinas-3 pasiZymi neurotrofiniu aktyvumu

Stebetina NT-3, NGF ir BDNF homologija igalina su
didele tikimybe teigti, kad NT-3 gali pasiZyméti
neurotrofiniu aktyvumu. NGF ir BDNF palaiko periferinés
ir centrinés nervy sistemos atskiry neurony populiacijy
gyvybingumg in vivo ir in vitro (tai i8nagrinéta
Whiimore ir Senger, 1987, Brain Res. Rev,, 12, 439-64,
Lindsay, 1988 "The Making of the Nervous System" p.
149-65, Davies, 1988, Trends Genet., 4, 139-43) .
Pavyzdziui, naudojant bet kuri i$§ minety faktoriy,
vystantis pauk3¢iy embrionui, iSvengiama natiralaus
neurony Zuvimo periferiniuose ganglijuose (pav., Hoffer
ir Barde, 1988, Nature, 331, 261-2) . Pridéjus j
eksplantuotus ganglijus NGF ir BDNF is3aukiamas neurity
ataugimas (Davies ir kt., 1986, J. Neurosci, 6, 1897-
1904), o pridejus | disocijuoty ganglijaus neurony
kulturas, $ie faktoriai palaiko neurony gyvybigumg ir
inicijuoja jy diferenciacija (Lidsay ir kt., 1985, Dev.
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Biol., 112, 319-328). Tyrimai atlikti in vitro,
naudojant kelis vi&&iuko periferinius ganglijus, buvo
naudojami nustatyti neurotrofiniy NGF ir BDNF aktyvumy
skirtumus. Abu 3Sie faktoriai veikia sensoriniy neurony
populiacijas 18 dorsaliniy baziniy ganglijy nerwvy
keteroje (DRG), ir BDNF palaiko nodozinio ganglijaus
sensorinius neuronus (MG) (Lindsay ir kt., 1985, Dev.
Biol., 112, 319-328). Skirtingai nei BDNF, NGF gali
palaikyti gyvybingumg ir skatinti augimg simpatiniy
ganglijy neurony (SG) (Barde ir kt., 1983, EMBOJ, 1,
549-553) .

Tam, kad nustatyti potencialy NT-3 biologinj aktyvumg,
Ziurkés NT-3 genas buvo iterptas i pCDM8 vektoriy
(Seed, 1987, Nature, 329, 840-842), tai buvo naudojama
trumpalaikei BDNF ir NGF ekspresijai Zinduoliy
lastelése. Si konstrukcija buvo sudaryta  NT-3
trumposios probaltymo formos ekspresijai, ekspresuojant
trumpasias NGF ir BDNF probaltymy formas buvo gaunami
biologiskai aktyvis junginiai (Edwards ir kt., 198s,,
Mol. Cell., Biol., 8, 2456-64, Leibrock ir kt., 1989,
Nature, 341, 149~152). NT-3, NGF ir BDNF geny
konstrukcijos buvo transfekuotos i COS lasteles; buvo
surenkamas kultiry supernatantas, 1§ pradZiuy, naudojant
ivairias koncentracijas, buvo tiriamas neurony 1% DRG
eksplantanty sugebéjimas ataugti (Ziur. Fig. 8). Pirmas
irodymas, kad NT-3 genas koduoja neurotrofinj aktyvumg
buvo tai, kad 3io geno produktas iZ%aukia intensyvy
neurity i8 DRG eksplantanty ataugimg (Fig. 8).

Norint nustatyti ar NT-3 tiesiogiai veikia neuronus,
buvo tiriama Sio faktoriaus itaka koncentruotose
disocijuoty DRG neurony kultdrose (Fig. 9). Kai
faktiskai nebuvo 8&vano lasteliy ir fibroblasty, NT-3
palaiké gyvybingumg ir stimuliavo ataugimg neurity 60 %
DRG neurony. Zinant kad BDNF ir NGF kartu palaiko 100 ¢
DRG neurity gyvybingumg (Lindsay 1ir kt., 1985, Dev.

o\
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Biol., 112, 319-328), galima teigti, kad NT-3 palaiko
lasteliy gyvybingumg ty, kurios sgveikauja su vienu i§

dviejuy faktoriy.

7.2.5. NT-3 neurotrofinis aktyvumas skiriasi nuo NGF ir
BDNF aktyvumy.

Tolesniam NT-3 neuroninio specifidkumo tyrimui buvo
tiriamas NG ir SG eksplantantuose. Kaip buvo tikétasi,
bandymai patvirtino, kad NGF i3aukia SG neurity
ataugimg, bet ne visciuko embriono E8 eksplantanty NG;
BDNF  iSaukdavo NG neurity ataugimg, bet ne SG
eksplantanty. Idomu, kad NT-3 iSaukdavo NG ir S§G
eksplantanty neurity ataugimg (Fig. 8), tai 1liudija
apie platesni NT-3 specifidkuma, nei NGF arba BDNF. Bet
NT-3, kaip ir NGF ir BDNF, nepalaiké gyvybingumo arba
neisaukdavo ataugimo eksplantanty neurity arba
disocijuoty praturtinty neuronais kultarose is
ciliarinio vis¢iuko ganglijy. Kaip buvo pademonstruota
auk$¢iau, parasimpatiniai neuronai, kurie yra 3Siame
ganglijuje, reaguoja i Ziurkiy GNTF, neuronini faktoriy
ne 1i$ NGF/BDNF/NT-3 geny 3&eimos. (Manthorpe ir kt.,
1986, Brain Res., 367, 282-6; Stockli ir kt., 1989,
Nature, 342, 21-28). Nebuvo pastebéta reakcijos nei
vieno $io eksperimento metu, kai buvo naudojamas COS
lasteliuy, transfekuoty kontroliniais vektoriais,
supernatantai (Fig. 8) . Lenteleéje IV  pateikiami
pavyzdiniy bandymy, nustatant eksplantuoty vigd&iuko
embriony E8 DRG, nodoziniy ganglijuy (NG) ir
paravertebraliniy simpatiniy ganglijy (SG) reakcijag i
ivairias NT-3 koncentracijas. Ganglijai buvo
kultivuojami nurodytg lenteleje laikg taip pat kaip
eksplantantai 1 ml kolageno gelio, kaip aprasyta
Lindsay ir Rohrer, 1985, Dev. Biol., 112, 30-48).
Ataugy ataugimas buvo ijvertinamas nuo 0 iki 5, kai 5 -
maksimalus ataugy ataugimas, stebimas dorsaliniuose

baziniuose ganglijuose, naudojant soCig nervy augimo
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faktoriaus doze (NGF) (1-10 ng/ml). Ziurkés NT-3 buvo
naudojamas is kondicijonuotos COS-M5 lasteliy,
transfekuoty, kaip apradyta auk3¢iau, plazmide pC8-rN3
(Gl), terpés. Visomis tikrintomis dozémis, didesnémis
nei 50 praskiedimu, NT-3 iSaukdavo Zymy ataugy ataugimg
visy tipu eksplantuotuose ganglijuose, nors esant mazai
koncentracijai $i reakcija simpatiniams ganglijams buvo
silpnesné. DidZiausia ataugy ataugimo reakcija,
naudojant NT-3, buvo gauta dorsaliniams baziniams
ganglijams, ji buvo artima NGF ir BDNF reakcijai.
Didziausia nodoziniy ganglijy reakcija, naudojant NT-3
buvo Zymiai didesné, nei naudojant BDNF. NGF neveike
nodoziniy gangliju. DidZiausia simpatiniy gangliijy
reakcija, naudojant NT-3, buvo maZesné, nei naudojant
NGF ir buvo stebima tik esant dideléms NT-3
koncentracijoms, nei buvo reikalinga dorsaliniy baziniy

kultdroms arba nodoziniams ganglijams.
Lentele IV

Rekombinantinis Ziurkés NT-3 iZaukia ataugy ataugimg

Siems eksplantantams:

E8 visciuko embriono dorsaliniy baziniy ganglijy

DRG - E8 vis$¢iuko embriono dorsaliniy baziniy ganglijy
NG - E8 viiciuko embriono nodoziniams ganglijy

SG - E8 vis&iuko embriono paravertebraliniy

parasimpatinés grandines gangliijy.

Ataugy ataugimo jivertinimas

DRG NG SG
24 val. 24 val. 24 val.
Kontrole 500 pl mock- 0-0.5 0 0

transfekuoty
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Cos lasteliy

supernatanto

NT-3 10 pl 1lasteliy 2-3 2-3 0-0.5

supernatanto

NT-3 50 pl 1lgsteliy 3-4 2-3 0-0.5
supernatanto

NT-3 200 pl lagsteliy 5% 2-3 0-1
Ssupernatanto

NT-3 500 pl lasteliy 5* 0-2 1-2

supernatanto

Atauguy ataugimo jvertinimas buvo atliktas kiekvienu

atveju su 4-6 pakartojimais.
*Esant didesnéms NT-3 koncentracijoms, ataugy ataugimas
sumazeja, tai buvo nustatyta pagal ataugusiy ataugy

ilgi, eksplantantuose ir Ju skai¢iy NG eksplantantuose

7.2.6. Ziurkés neurotrofino-3 aktyvumas pasireiskia

Zinduoliy neuronams.

Tam, kad nustatyti, ar veikia Ziurkés NT-3 Zinduoliy
neuronus, buvo pakartoti eksperimentai su
eksplantantais, naudojant dorsalinius bazinius
ganglijus, paimtus i§ 14 dieny Ziurkiy embriony (Lent.
5). I8grynintas NGF buvo naudojamas kaip kontrole.
Ziurkiy E1l4 eksplantantai dorsaliniai baziniai
ganglijai (po keturis ganglijus 1 ml kultdros) buvo
kultivuojami 24 valandas, beveik taip pat kaip vigcéiuko
ganglijus (Fig. 8, Lent. 4), nepridedant neurotrofinio
faktoriaus (kontrole), pridéjus nervy augimo faktoriaus
is peles paZandeés liaukos (NGF) arba pridedant
rekombinantinio Ziurkeés NT-3 (kodicijuonuota COS-M5
lgsteliy, transfekuota plazmide pC8-rN3 (P1), kaip

aprasyta auk$¢iau, terpé). Kiekviename ganglijuje buvo
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ivertinamas ataugy ataugimas (ZiGr. Lent. 4). 13
pateikty rezultaty matyti, kad NGF ir NT-3 iS3aukdavo
smarky ataugy ataugimg eksplantanty dorsaliniuose

baziniuose ganglijuose.
Lentele V.

NT-3 poveikis Ziurkes embriono eksplantanty dorsaliniy

baziniy ganglijy ataugu ataugimui.

Ataugy ataugimo ivertinimas (E14 Ziurkiy DRG)

Kontrole 0 0 0

NGF (pelé, 5 ng/ml) 4 4 4 3
NT-3 20 pl, Ziurkeés 3 3 3 4
NT-3 Cos lasteliy

supernatantas

Ataugy ataugimas jvertintas nuo 0 iki 5, pateiktas

kiekvienam ganglijui atskirai.

Kadangi DRG, NG ir SG eksplantantai reaguoja bent i du
1§  trijy giminingus neurotrofinius faktorius, tai
maksimali reakcija, pasireidkianti Siems ganglijams
priklauso nuo naudojamo faktoriaus. DRG  atveju,
reakcija i sodias NGF, BDNF ir NT-3 koncentracijas buvo
santykinai ekvivalentiZka. Bet NG maksimali reakcija j
NT-3 buvo stipresné, nei i BDNF; SG maksimali reakcija
i NT-3 buvo Zymiai silpnesné ir uzdelsta, lyginant su
NGF.

7.2.7. Neurotrofino-3 sintezés sridiy tyrimas.

Buvo nustatyta, kad vystantis neuronams, ju
gyvybingumas priklauso nuo atitinkamy neurotrofiniy

molekuliy. Ilgam gyvybingumui, net Suaugusiems, gali



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
70

buoti reikalingas neurotrofinis palaikymas. (Thansen ir
kt., 1987, Ciba. Found. Symp., 126, 82-95) . Kitais
atvejais subrendusiy neurony gyvybingumas gali daugiau
nepriklausyti nuo neurotrofinio faktoriaus; bet buvo
nustatyta, kad tokie faktoriai stipriai ijtakoja neurony
diferencijuotg fenotipa (Lindsay 1ir Harmar, 1989,
Nature, 337, 362-364) . Nustacdius neurotrofinés
molekulés sintezés sritis, padéty iSsiaiskinti Jjuy

fiziologini vaidmeni.

NT-3 sintezés sric¢iy tyrimui ir norint palyginti NT-3
ekspresija su NGF ir BDNF ekspresijomis, buvo atliekami
trisluoksniai RNR, gauty is ivairiuy subrendusios
Ziurkeés audiniuy, Nouthern blotavimai, buvo
hibridizuojama su zondais, specifiniais kiekvienam $§iam
genui (Fig. 10). Kaip buvo pademonstruota anksc&iau
(Neumann ir kt., 1984, EMBO, 3, 3183-9; Shelton ir
Reichardt, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 7951-
7955), NGF 1iRNR ekspresija buvo didzZiausia galvos
smegenyse, Sirdyje ir bluzZnyje; pédsakai buvo nustatyti
kituose 1iStirtuose audiniuose. BDNF ekspresija buvo
labiau lokalizuota; didZiausia ekspresija buvo
nustatyta galvos smegenyse (Liebrock ir kt., 1989,
Nature, 341, 149-152), <Zymas kiekiai buvo nustatyti
Sirdyje, plauCiuose ir raumenyse. Kaip ir NGF atveju,
NT-3 transkriptas (1.4 kb) buvo nustatytas visuose
tirtuose suaugusiy gyvany audiniuose. Bet visuose
periferiniuose audiniuose NT-3 iRNR ekspresijos 1lygis
buvo geriausiu atveju toks pats kaip suaugusiy gyvany
galvos smegenyse ir tik kai kuriais atvejais (pav.,

inkstuose, bluZnyje) buvo didesnis.

Taip pat buvo iStirtas NGF, BDNF ir NT-3 ekspresijos
lygis naujagimiy ir subrendusiy peliy galvos smegenyse.
Skirtingai nei NGF ir BDNF atveiju, NT-3 1RNR
ekspresijos lygis naujagimiy galvos smegenyse buvo

didesnis, nei subrendusiy gyviny (Fig. 8). Detalesnés
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analizeés metu buvo nustatyta, kad NT-3 iRNR ekspresijos
lygis centrinéje nervy sistemoje Zymiai didesnis
vaisiaus vystymosi metu ir PO to mazéja iki subrendusiy

lygio.

7.3. Aptarimas.

NGF, BDNF ir naujausio &ios Seimos nario, NT-3,
Struktiros analize leido nustatyti kelias
konservatyvias sritis, ir buvo padaryta isvada, kad Siy
faktoriy funkciniai skirtumai yra apsprendZiami
sekomis, kurios yra ne konservatyviose srityse.
Spejimas, kad egzistuoja ilgosios ir trumposios visy
triju baltymy probaltymo formos, iskeéle intriguojandéius
klausimus apie Siuy probaltymy formy €gzistavimg 1in
vivo. Ilgosios probaltymy formos gali biti efektyviau
Procesuojamos, nei trumposios. Bet, vektoriai,
ekspresuojantys trumpasias probaltymy formas, isskiria

biologiskai aktyvias medZziagas COS lastelése.

Nustacius, kad 3ie trys neurotrofiniai faktoriai
ekspresuojami specifiskai vystymosi stadijose ir
skirtinguose audiniuose, sustiprina teiginij, kad
nervinis vystymasis skirtingas laike ir skirtingai
lokalizuotas ir priklauso nuo diskretiniy neurotropiniy
aktyvumy. Pagal NT-3 ekspresija, priklausoma nuo
vystymosi, galima teigti, kad $is faktorius gali buti
svarbus ankstyvoje nervy sistemos vystymosi stadijoje.
Pradinis NT-3 neurotrofinio aktyvumo charakterizavimas
in vitro kartu su tuo, kad NT-3 iRNR dominuoja ir
Suaugusiy gyviny smegenyse ir Suaugusiy gyviny
periferiniuose audiniuose igalina padaryti isvadg, kad
NT-3 gali tureti placig itaka neurony funkcijoms
ir/arba Suaugusiy gyviny neurony gyvybingumui
palaikyti. Platesné NT-3 ekspresija igalina teigti, kad
Sis faktorius veikia ir ne nervy sistemos lasteles,
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tokias prielaidas padaré NGF baltymui (Otten ir kt.,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 86,10059-10063) .

Nors 1iki $iol aiskiai nepademonstruota, kad neuronai
gali reaguoti wvienu metu i kelis neurotrofinius
faktorius, faktai igalina padaryti prielaida, kad NGF
ir BDNF gali veikti persidengiandias neurony
populiacijas. PavyzdZiui, ijvedus NGF arba BDNF gali
iSsaugoti daugumg DRG neurony, kurie normalaus pauksciy
vystymosi metu Ziva (Hofer ir Barde, 1988, Nature, 331,
261-2) . Misy nustatytas NT-3 poveikis vis&iuko
periferiniams ganglijams patvirtina, kad atskiri
neuronai gali reaguoti i daugybe giminingy faktoriy.
Jeigu tai teisinga, tai kyla idomis klausimai.
Pavyzdziui, receptoriy komponentai ir/arba signaly
transdukcijos mechanizmai trims giminingiems
neurotrofiniams faktoriams gali bati bendri. Vienu metu
reaguojantys neuronai gali tureéti kelis receptorius,
specifinius konkrediam neurotrofiniam faktoriui arba
vieninteli receptoriy, kuris gali iSSaukti reakcija
ivairiems neurotrofiniams faktoriams. In vivo 3ie
ivairus faktoriai gali vienu metu bati visiems
reaguojantiems neuronams. Labiau tikétina, kad
egzistuoja erdviniai §iy receptoriy pokyc¢iai laike
(pav. Davies ir kt., 1987, Nature, 326, 353-358). Gali
buti, kad i4vairGs faktoriai yra ivairiose to paties
neurono vietose (pavyzdZiui, sensorinis neuronas gali
suristi skirtingus faktorius periferinése ir centrinése
srityse (Kalcheim ir kt., 1987, Le Douarin, EMBO, 6,
2871-2873). Jei skirtingi faktoriai susiri%a su kai
kuriais neuronais, tai ju poveikis gali bati kaip

nereikalingas, taip ir komplementarus.

NGF, BDNF ir NT-3 individualaus ir potencialaus
komplementaraus vaidmens demonstravimas bus paremtas
informacija, kuri turi labai svarbig reik3me, norint

suprasti nervy Sistemos normaly vystymgsi ir
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egzistavimg. Tyrimai atlikti su gyvianais jgalina
manyti, kad NGF gali boti naudingas gydant
degeneratyvinias neurologines busenas (Snider ir
Jonson, 1989, Amer. Neurol., 26, 489-506; Ficher ir
kt., 1987, Nature, 329, 65-8; Phelps ir kt., 1989,
Neurobiol Aging, 10, 205-7). ©Naujo NGF/BDNF 3eimos
nario klonavimas ir jo potenciali sgveika su kitais
§ios Seimos nariais inicijuoja naujus galimus $iy
baltymy terapinius pritaikymus, gydant

neurodegeneracinius susirgimus.

8 Pavyzdys. Zmogaus neurotrofino-3 geno klonavimas ir

charakterizavimas.

8.1. Rezultatai.

zZondo (R1B/2C), naudojamo Ziurkes NT-3 geno
identifikavimui, paruosimas buvo atliekamas kaip
apraSyta 7 skyriuje. Zondas buvo gautas polimerazineés
grandinines reakcijos (PGR) pagalba i$ Ziurkés
genomines DNR, naudojant degeneruotus nukleotidinius
pradmenis, atitinkan¢ius dviem nurodytoms rémeliuose
aminorig8¢iy liekany sekoms, sutampanéiomis NGF ir BDNF
genuose. NustaCius su RI1B/2C zondu DNR molekuliy
populiacijas, atitinkan¢ias naujam genui, buvo i3
pradziy nustatyta blotuojant Ziurkés genomine DNR,
suskaldyta restriktaze EcoRI, Siuo zondu buvo
nustatytas naujas DNR fragmentas be laukiamuy fragmenty,

atitinkanc¢iy NGF ir BDNF genams.

Kai  buvo naudojamas Zzymetas  32P R1B/2C zondas
analizuojant Zimogaus genomine DNR, suskaldyta
ivairiomis restriktazémis, kaip ir Ziurkés DNR atveju,
hibridizavosi juostos, atitinkanc¢ios NGF ir BDNF
genams, © taip pat ir papildomos juostos. PavyzdZiui,
skaldant HindIII restriktaze, buvo stebima nauja (t.y.,
ne-NGF, ne-BDNF) juosta, kurios dydis - apie 1.8 kb,
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skaldant BamHI - buvo stebima nauja juosta, kurios
dydis - apie 15 kb; ir skaldant EcoRI - buvo stebimos
naujos juostos, kuriy dydZiai 8 ir 12 kb (dvi juostos
galéjo buti dél polimorfizmo EcoRI restrikcijos srityse
zmogaus genominéje DNR). Sie duomenys irodo, kad
zmogaus DNR yra NT-3 genas, kuris yra konservatyvus

Ziurkéms ir Zmogui.

Zmogaus NT-3 genas buvo isskirtas genominés bibliotekos
skriningu, kaip aprasSyta iSskiriant Ziurkés NT-3 gena
(ZiGr. pavyzdZiui, 7 skyriy). Konkrec¢iau, biblioteka,
sudaryta dalinai suskaldZius genomine DNR i3 Zmogaus
placentos Sau3A restriktaze, klonuota Dbakteriofago
vektoriy AEMBL3/SP/T7 ("Clontex" 1Inc.), buvo tikrinama
R1B/2C zondu, o taip pat Ziurkiy NGF ir BDNF zondais.
Buvo laukiama, kad Zmogaus NT-3 klonas hibridizuosis su
R1B/2C zondu, bet nesihibridizuos su NGF ir BDNF
zondais. Vienas toks fago klonas buvo identifikuotas i3
8x10° patikrinty. $is klonas paZymétas OhN3 (Gl), kaip
buvo nustatyta, turéjo apie 16 kb dydZio Zmogaus DNR
intarpa. Sio klono DNR buvo skaldoma restriktazémis ir
atrinkti restrikciniai fragmentai buvo subklonuojami j
plazmide pBluescript (Stratagene) DNR sekos analizei.
Fig. 11 parodyta: Zmogaus NT-3 geno seka ir i3 jos
iSvesta produkto aminorug§¢iy liekany seka ir i

palyginta su Ziurkés NT-3 seka.

8.2. Aptarimas.

Analizuojant sekas buvo nustatyta, kad Zmogaus ir
ziurkeés NT-3 nukleotidy ir aminoragsciy liekany sekos
tarpusavyje yra didZiai konservatyvios. Viduje srities,
koduojancios subrendusi baltymag (119 aminorugsciy
liekanos) Ziurkes ir zmogaus geny DNR sekos
homologiskumas yra 92 %. Bet néra né vieno skirtumo
ziurkés ir Zmogaus geno nukleotidy sekoje, kurie

pakeisty koduojamas aminorug3¢iy liekanas, pateiktos
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subrendusiy Ziurkées ir Zmogaus NT-3 (ir subrendusio
pelés NT-3, zZiGr. Skyrius 6, auks&iau). baltymy
aminorugsciy liekany sekos yra identisSkos. Tai primena
dideli BDNF konservatyvumg, 35io baltymo sekos pilnai
identiskos i8skirto 18§ ziurkiy, pelés, ZImogaus ir
kiaules. Skirtingai, subrendusio Zmogaus NGF ir
grauziky (peles arba zZiurkés) NGF baltymy aminorGgsciy

o)

liekany sekos skiriasi apie 10 %.

Be to Zmogaus ir Ziurkes NT-3 probaltymy aminorugs$ciy
liekany sekos taip pat mazZai skiriasi (skirtingos
sritys pabrauktos Fig. 11). Vir3 spéjamos proteinaziy
skélimo srities, polipeptidas Arg-Arg-Lys-Arg, Zmogaus
baltyme néra vieno kodono (pried§ Pro), kuris yra
Ziurkes gene. Vienas Zmogaus aminorugsciy liekany sekos
blokas 18 keturiy skiriasi nuo Ziurkes preptro NT-3, ir
6 aminorutg38c¢iy liekanos yra pakeistos tarp 3iy bloky ir

spejamos proteinaziy skélimo srities.

9. Zmogaus NT-3 biologinis aktyvumas

Kadangi  subrendusio Zmogaus NT-3 Dbaltymo i3vesta
aminorugs¢iy liekany seka yra identi3ka subrendusiam
Ziurkés NT-3, galima patikimai numatyti, kad Zmogaus ir
Zziurkes NT-3 baltymai pasizZymes tomis paciomis
identiskomis biologineémis savybemis. Neurotrofinis
zmogaus NT-3 aktyvumas buvo patvirtintas, iterpiant
klonuotg Zmogaus geng i plazmidini ekspresijos vektoriy
pCDM8, transfekuojant gauta plazmide pC8-hN3 (Pl) COS-
M5 1lasteles (kaip apraSyta Okayama, 1987, Mol. Cell.
Biol., 7, 1745-52), 1ir po to tiriant neurotrofinij
aktyvuma transfekuoty lasteliy terpéje. Zmogaus NT-3
genas buvo amplifikuojamas PGR pagalba i3 bakteriofago
éhN3 (G1) ir iterpiamas i ©plazmidini ekspresijos
vektoriy pCM8, tuo pac¢iu buadu, kaip ir Ziurkés NT-3
genui (Pavyzdys 7); gauta plazmidé buvo pazyméta pC8-
hN3 (Pl). Buvo nustatyta wvisa NT-3 geno intarpo
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nukleotidy seka ir palyginta su genomine seka,
nustatyta, kaip aprasyta auk3&iau, tam, kad patvirtinti
ar PGR ir klonavimo metu nebuvo jvesta jokiy mutacijuy.
Transfekcijos ir analizés metodai buvo identiski

naudotiems, jvertinant Ziurkés NT-3 aktyvumg.

Kaip buvo spéjama, buvo nustatyta, kad Zmogaus NT-3
pasizymi neurotrofiniu aktyvumu, tiriant jo aktyvumg 9
dieny vi8c¢iuko embriono eksplantanty dorsaliniuose
baziniuose ganglijuose ir nodoziniuose ganglijuose
(zigr. Fig. 8, Lent. 1IV) po 24 wvalandy paveikus
imitacisdkai transfekuoty COS-M5 lgsteliy,
kondicijonuota terpe (supernatantu), transfekuoty
plazmidémis (visos jos yra i ekspresijos vektoriaus
pCDM8), koduojantiy rekombinantini Zzmogaus BDNF arba
rekombinantini Ziurkés NT-3 (rNT-3; plazmidé pC8-rNT3
(Pl1), arba rekombinantiniu Zmogaus NT-3 (hNT-3;
plazmide pC8-hN3 (Pl). BDNF plazmide buvo pasirinkta
kaip teigiama kontrolé, nes BDNF pasiZymi neurotropiniu
aktyvumu ir nodoziniuose ganglijuose, ir dorsaliniuose
baziniuose ganglijuose. Kaip matoma Lent. IV, ir
Ziurkeés ir Zmogaus rekombinantiniai NT-3 vidutinémis
dozeémis (palyg. Lent. 1IV) pasiZymi tokiu pat aktyvumu,
kaip ir BDNF dorsaliniuose baziniuose ganglijuose ir
aktyvumas Zymiai didesnis, nei BDNF aktyvumas
nodoziniuose ganglijuose. Nebuvo pastebéta skirtumy

tarp Zmogaus ir Ziurkés NT-3 aktyvumo.
Lentele VI.

Rekombinantinis Zmogaus NT-3 baltymas, produkuojamas
COS lastelése, pasizymi tuo paciu aktyvumu, kaip ir
rekombinantinis Ziurkés NT-3, tiriant nodoziniuose
ganglijuose ir vis&iuko embriono eksplantanty

dorsaliniuose baziniuose ganglijuose.
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Lentele VI.:

Ataugy ataugimo jvertinimas

DRG NG
Kontrole 0 0 0 0 0.5 0 0
BDNF': 20 pnl Cos{ 3 3 3 3 3

supernatanto

Imitacija: 20 pupl COS| 0 | 0.5 0 0 0 0

supernatanto

Zmogaus NT-3: 20 pul| 3 2 4 3 3 3

COS supernatanto

Ziurkés NT-3: 20 pl| 3 4 4 3 4 3 4
COS supernatanto

Ataugimo jvertinimas pateiktas nuo 0 iki 5 pagal 1-5
atskirus ganglijus po 24 valandy kultivavimo.

Pateikiamas kiekvieno ganglijaus ivertinimas.

10. Zmogaus NT-3 geno produkto identifikavimas

metabolidkai Zymint.

Numatytas subrendusio NT-3 polipeptido dydis (Ziurkes
ir Zmogaus) yra 119 aminorigs&iuy liekanos, kuriy
molekuline mase 13.6 kD. Tam kad nustatyti
eksperimentiSkail subrendusio Zmogaus NT-3 polipeptido
dydi, lastelés buvo transfekuojamos zmogaus NT-3
ekspresine plazmide ir metaboliskai Zymima, o po to
kodicionuota terpe buvo tikrinama ar yra Jjoje norimas
polipeptidas. Eksperimente, kurio rezultatai pateikti
Fig. 12, COS-M5 lasteles buvo transfekuojamos plazmide
pC-hN3 (Pl) (apraSyta auks&iau), lasteleés buvo Zymimos

[35

buvo surenkama ir frakcionuojama SDS PAGE

. . . 35 \ . PRSI . . .
S] metionino ir [ 7S] cisteino midiniu, augimo terpé

elektroforezes pagalba 15 % akrilamidiniame gelyje,
baltymai buvo perneSami ant membranos (pagrinde, kaip

aprasyta Fowbin ir kt., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci.




10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
78

USA, 76, 4350-4354), Zyméti polipeptidai buvo nustatomi
autoradiografija. Imituojancéios transfekcija. lastelés
buvo naudojamos kaip kontrolée (takelis paZymétas
"Mosck"). Kaip parodyta Fig. 12, ekspresijos plazmide
pC8-hN3 (Pl) ekspresavo vieninteli polipeptida, kurio
nustatytas dydis yra apie 14 kD (paZymétas piesSinelyje
NT-3), kurio nebuvo kontroleje. Pagal &io metodo
paklaidg, tai gerai sutapo su spéjamu subrendusio NT-3

baltymo dydzZiu.

11. Neurotrofinas-3 palaiko dopaminenergetiniy neurony

i3 Ziurkés embriono ventralinio mezencefalono kultidry

gyvybingumg

Ziurkés embriono E14 ventraliniy viduriniy smegeny
kultira buvo paruoSiama pagal parai&ka JAV patentui Nr.
07/400 591, pateikta 1989 rugpjuacio 30 d., kuri pilnai
ijungta i 38i i3radimg kaip nuoroda. Kultira buvo
uzséjama, esant lasteliy tankumui - 100 tokst. lasteliy
1 cm® arba 50 takst. lasteliy 1 cm2 (Zidr. Fig. 13 ir
14), 1ir buvo auginamos be neurotrofinio faktoriaus
(kontroleés) arba su didejanciais COSs lasteliy
supernatanto kiekiais, kuriame buvo rekombinantinis
Zmogaus neurotrofinas-3. Po 8 dieny kultivavimo
lastelés buvo fiksuojamos ir daZomos monokloniniais
antikianais pries tirozin-hidroksilaze (TH) -
dopaminergetiniy neurony merkeriu. Kaip matome Fig. 13
ir 14, didéjant NT-3 kiekiui, dideja TH teigiamy
lasteliy, iSgyvenusiy po 8 dienuy, kiekis, maksimalus Jjy
kiekis yra 2.5 karto didesnis, nei kontroléeje,
praskiedus 1:25 NT-3 COS lasteliy supernatanta. Buvo
nustatyta, kad iSgrynintas neuroninio augimo faktorius
neturi itakos, o NT-3 efektai buvo analogiski BDNF

veikimui.
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12. Pavyzdys. NT-3, BDNF ir NGF besivystancioje Ziurkés

nervy sistemoje: paraleliniai ir receptoriniai

ekspresijos pasiskirstymai

12.1. Metodai

12.1.1. MedZiagos ir dissekcijos

Spraque-Dawley Ziurkés i35 Harlan Spraque-Dawley Inc.
buvo naudojamos visoms dissekcijoms. Subrendusiy gyviany
galvos smegeny dissekcijos buvo atliekamos pagal
standartines mikroskopines anatomines Zymes. Kortekso
meginiai apeme neokorteksg ir dorsalines uoslés Zievés
sritis. Tarpiniy smegeny méginiai buvo paimti naudojant

smegeninius ruoZus (stria medullaria) ir kryZiuojant

regos nervus atitinkamai kaip dorsalines ir ventralines
Zymes. Viduriniyjuy smegeny méginiai buvo i% colliculi

superior ir colliculi inferior, dorsalidkai, ir tesesi

link smegeny ventralinio pavir$iaus iki 1labiausiai
iSsikisusio hipofizio krasto. UZpakaliniy smegeny
meginiuose nebuvo smegenéliy, bet juose buvo hipofizis
ir pailgosios smegenys. Reikia pazymeéeti, kad buvo
naudojami tik pagrindinés stritumo sritys, tam, kad
isvengti uZterSimo gumburo audiniais. Hipokampuso

meginiai buvo imami nuo fimbria/fornix srities iki

kaudalinio poliuso. Naujagimiy galvos smegeny
dissekcijos Dbuvo atliekamos, naudojant analogiskas

Zymes, i8skyrus stria medullaria. Embrioniniams

audiniams gauti buvo naudojamos dirbtinai apvaisintos
Ziurkes, Zymint apvaisinimo data, pazymeétag E1,
naujagimio pasirodymo diena Zymima PO. Suaugusios

ziurkes svéré nuo 150 iki 275 gramus (6-8 savaiciuy) .

12.1.2. RNR iSskyrimas ir Nothern blotavimas.

Pasirinkti audiniai buvo i3pjaunami 1is Zziurkiy ir

staigiai uZSaldomi skystame azote. iRNR buvo iSskiriama
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homogenizuojant 3M LiCl/6M uréjoje, kaip aprasyta
(Bothwell ir kt., 1990, "Eukariotiniy geny klonavimo ir
analizes metodai", Jons ir Bartlett, Bostonas, MAa).
Gauta RNR (10 pug) buvo frakcionuojama elektroforezes
pagalba keturiuose 1 % susiitos agarozés geliuose
(Bothwell ir kt.) ir perne$ama ant nailoniniy membrany
(Magna Graph, Micron Separations) naudojant 10x
standartini citratini fiziologini tirpalg, pH 7.0. Sios
RNR UV pagalba buvo liguojamos (Stratalinker®,
Stratagene Inc.) ir hibridizuojama 68°C temperatiroje
su radioaktyviais =zondais 0.5 M natrio fosfatiniame
buferiniame tirpale (pH 7.0) su 1 & jauc¢io serumo
albumino (Frakcija V, Sigma), 7 % SDS, 1 mM EDTA
(Mahmondi ir Liss, 1989, Biotechniques, 7, 31-33) ir
100 pg/ml suardytos ultragarsu la%i%os spermos DNR.
Filtrai buvo praplaunami 68 °C temperatiroje su 2xSSC,
0.1 % SDS ir eksponuojama nuo 1 dienos iki dvieijy
savaiciy su sustiprinan&iu ekranu (Cronex®, Du Pont),
naudojant  rentgeno juostg (XAR-5, Kodak) - 70°C
temperatiroje. ISryskinus keturis gelius etidio
bromidu, buvo nustatyta, kad ivairiuose audiniuose
nustatyta vienodi totalinés RNR kiekiai (Mainsonpierre
ir kt., 1990, Science, 247, 1446-1451), tai buvo
patvirtinta hibridizuojant kelis blotus su zondu,
specifisku 28SrRNR.

12.1.3. NT-3, BDNF, NGF ir NGFR zondy paruo$imas.

NT-3, BDNF ir NGF koduojan¢iy sri&iy klonavimas i,
ekspresijos vektoriy pCMM8 (Aruffo ir Secel, 1987,
Proc. Natl. Acad. Sci. USAa, 84, 8573-8577) buvo
apradytas anksc¢iau (Maisanpiere ir kt., Ziuar.
auksciau). Visos XhoI intarpo Siose plazmidése 800
baziy pory (bp) buvo idskiriamos akrilamidiniame gelyje
ir elektroeliuuojamos (Botthwell ir kt., 1990), po to
buvo Zymimos 32 P atsitiktiniy SeSetuky metodu

(Bothwell ir kt.); hibridizuojant su kiekvienu zondu



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
81

Sintetinius NT-3, BDNF ir NGF transkriptus (zZziar.
Zemiau), buvo nustatyta, kad zondas, specifinis vienam
nheurotrofinui, nesihibridina su giminingy neurotrofiny
transkriptais. Ziurkés NGFR zondas buvo 1.6 kb Ncol
kDNR  fragmentas, iSpleiantis ziurkés NGFR baltymo
kodavimo sriti (Radeke ir kt., 1987, Nature, 325, 593-
597).

12.1.4. Sintetinio transkripto gavimas ir kiekybinis

nustatymas.

Fago T7 promotorius, esantis ekspresinése
konstrukcijose pCDM8/neurotropinas, aprasytose
auksciau, buvo naudojamas gaunant sintetinius RNR
transkriptus, atitinkané&ius prasmine sricdiy,

koduojan&iy NT-3, BDNF ir NGF orentacijg. I3 pradiiy
Siy sintetiniy transkripty kiekis buvo nustatytas
spektrofotometriskai. veéliau transkriptai buvo tiriami,
Zymint jo gala (Bothwell ir kt.) 30 nukleotidy =zondu,
kuris buvo hibridintas prie bendro 5' galo (i& kart po
T7 promotoriaus) visiems trims transkriptams.
Densitometriskai skanuojant (Kompiuterinis
densitometras, serija 300, "Molecular Dynamics, Inc.")
sintetiniy transkripty dot- ir Northern blotus,
hibridizuotus su oligonukleotidiniu zondu,
(hibridizavimas ir atplovimas buvo atliekamas 55°C
temperatiroje, kitos operacijos, kaip aprasdyta
auksc¢iau) buvo patvirtinta, kad ekvivalentiniai
Sintetiniy transkripty kiekiai gali bati panaudoti kaip
tikslds standartai (duomenys pateikti Fig. 15A).

12.1.5. Kiekybinis neurotrofiniy transkripty kiekio

nustatymas densimetruojant.

Transkripty koncentracijos ivairiuose pavyzdziuose buvo
normalizuojamos iki standartinio pavyzdzio is

subrendusios Ziurkes galvos smegeny (Ziar. auksciau)
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sekan¢iu bidu. Ekvivalentines subrendusiy smegeny RNR
pavyzdziy alikvotos buvo uZnedamos 1 kiekviena blotg.
Kiekvieno pavyzdzio signalo intensyvumui nustatyti buvo
atliekamas jvairios ekspozicijos autoradiografy
densitometrinis skanavimas. Kiekvienai skanuojamai
ekspozicijai buvo nustatomas kiekvieno pavyzdZio
signalo intensyvumas. Kiekvienai skanuojamai
ekspozicijai kiekvieno pavyzdZio signalo intensyvumas
buvo dalyjamas i3 subrendusiy smegeny pavyzdZio signalo
intensyvumo toje pacioje ekspozicijoje, taip buvo
normalizuojama visi nustatymai pagal standartizuotus
subrendusiy smegeny pavyzdzius. Fig. 18 pateiktas
transkripty lygis ivairiuose pavyzdZiuvose normalizuotas
pagal subrendusiy smegeny lygi, subrendusiy smegeny
lygis buvo priimtas lygiu 1.0. Nustacius fg
neurotrofinio faktoriaus subrendusiy smegeny pavyzdzio
totalinés 1 mg RNR, pasiseké nustatyti tikruosius
transkripcijos lygius (fg/hqg) pavyzdzZiuose,
normalizuotuose pagal subrendusiy smegeny pavyzdi, .

12.2. REZULTATAI

12.2.1. NT-3, BDNF ir NGF iRNR kiekybinis nustatymas ir
Jju kiekiy palyginimas suaugusiy Ziurkiy galvos

smegenyse .

Northern blotavimas buvo naudojamas NT-3, BDNF ir NGF
transkripty kiekybiniam nustatymui ir jy ekspresijos
palyginimui Lvairiuose audiniy pavyzdzZiuose.
Kiekybigkai kiekvienas neurotrofinio faktoriaus
transkriptas ivairiuose pavyzdZiiuose buvo nustatomas
pagal tikslius sintetinius standartus. Sintetiniy NT-3,
BDNF ir NGF transkripty RNR, kuriy koncentracija buvo
tiksliai nustatoma (Zidr. Fig. 15A ir paaiskinimus),
buvo ineSami blotavimo metu, taip pat buvo inesama 10
?g totalinés RNR, iSskirtos 18 subrendusiy Ziurkiy

smegeny. Buvo hibridizuojama su radioaktyviais zondais
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ir daromi autoradiografai (Fig. 15B) . Skanuojanti
densimetrija buvo naudojama subrendusiy _ smegeny

pavyzdzio ir Sintetiniy Standarty hibridizacijos
signaly palyginimui. Siy tyrimy metu buvo nustatyta,
kad visuose pavyzdZiuose buvo apylygiai iRNR kiekiai
(NT-3 transkripty - 40 fg, BDNF transkripty - 45 fg ir
NGF transkripty - 30 fg 1 ng totalinés RNR) wvisy
neurotrofiny subrendusiose Ziurkés smegenyse. Visuose
kituose blotavimuose buvo ineSama standartinio
subrendusiy Ziurkiy smegeny pavyzdzio alikvota, tokiu
budu kiekybiskai buvo Lvertinama neurotrofiniy faktoriy
transkripty ekspresijos lygiai (Ziar. Zemiau) . Tam, kad
palengvinti vizualinj visy trijy neurotrofiny
transkripty ekspresijos lygio jvertinimg Lvairiuose
pavyzdZiuose, ekspozicijos buvo parenkamos taip, kad
Signalo intensyvumas nuo  standartinio subrendusiy
Ziurkiy smegeny pavyzdZio baty toks pats visiems
neurotrofinams, normalizuojant signalus kity audiniy

pavyzdZiy pagal atitinkamg Standartg.

12.2.2. NT-3, BDNF ir NGF geny ekspresija iSry&kina

bendrus ir individualius vVystymosi poZymius.

Tiriant neurotrofinio geno ekspresijg Ziurkiy
embrionuose buvo nustatyta, kad visi trys neurotrofinai
staigiai ekspresuojami tarp 11 ir 12 embriono vystymosi
dienos. Fig. 16A: visi trys neurotrofiny transkriptai
rySkis El1l1 ir E12 embrionuose. Laikas, kurio metu
vyksta neurotrofiny geny ekspresijos staigus
padidéjimas, sutampa su periodu, kai faktiskai vyksta
neurogeneze (kaip periferine, taip ir centrine), ir
Sutampa su 3iy neurony formuojamy aksony vystymosi
pradzia (ziuar., pavyzdZiui, Altman ir Bayer, 1982, Aadv.
Anat. Embryol. Cell. Biol. vol. 74; Altman ir bayer,
1984, ten pat, vol. 85) .
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Nezidrint i, Sig neurotrofiniy geny ekspresijos
koordinacijg embriogenezes metu, lyginant su

standartiniu galvos subrendusiy smegeny pavyzdZiu, buvo
nustatyta, kad NT-3 1iRNR ekspresija yra didesné

ankstyvuosiuose embrionuose (180 fg/ng totalinés RNR),

tuo metu, kai BDNF iRNR - maZiausia (5-10 fg/ng
totalinés iRNR), o NGF iRNR - tarpinis lygis (30 fg/ng
totalinés  iRNR) (Fig. 16A) . Tarp NT-3 ir  BDNF

ekspresijos yra abipusis ry3ys besivystancCiose galvos
smegenyse (Fig. 16B) arba stipriai inervuotoje Sirdyje
(Fig. 16C) - 18 pradZiuy aukS3tas NT-3 ekspresijos lygis
mazeja, tuo metu, kali Zema pradiné BDNF ekspresija
didéja kol suaugusiame gyvine galy gale susilygina; NT-
3 ekspresija lieka pastovi. Idomu, kad NT-3 ekspresija
dideja vystantis kepenims ir timusui, organams, kurie
yra silpnai inervuojami ir kuriuose nepasireiskia
pastebima BDNF iRNR ekspresija (Fig. 16C).

NGFR transkripto embrionalineé ekspresija, matyt,
prasideda pries neurotropinio geno ekspresijos
padidejimg ir yra nelauktai auk3ta ankstyvosiose
nugaros smegenyse, ir mazeja galvos smegeny,
prenatalinio vystymosi metu ir postnatalinio &irdies

vystymosi metu (Fig. 16A, B ir C).

12.2.3. NT-3, BDNF, NGF ir NGFR ekspresijos palyginimas

suaugusiyjy ir naujagimiy nervy sistemose.

Erdviniam neurotrofiniy geny ekspresijos Ziurkeés nervy
sistemoje pasiskirstymui nustatyti ir tam kad suprasti
kaip aiskus i8sivyste smegeny profiliai saveikauja tarp
atskiry galvos smegeny sriciy, buvo tiriama
neurotrofiniy geny ekspresija naujagimiy smegenyse ir
suaugusiy Ziurkiy smegenyse. Visy $§iy trijy faktoriy
ekspresija buvo diskretiné erdveéje ir vystymosi laike
(Fig. 17). Kiekybinis transkripty ekspresijos lygiy

nustatymas, Jiskaitant ir periferiniuose audiniuose,
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pateiktas grafiskai Fig. 4. Pagrindinis pana3umas tarp
visy trijy faktoriy - tai auk3tas ekspresi}os lygis
suaugusiuyjy hipokampuse. Skirtumai - suaugusiyjy

periferiniuose audiniuose, kur NT-3 ir NGF ekspresija
yra pana$Si (Maisonpierre ir kt., Zifir. auk3ciau). Tarp
NT-3 ir BDNF ekspresijos yra ai3ki paralelé suaugusiyjy
smegenyse (Fig. 17B, 18B); idomu tai, kad abiejy
faktoriy néra striatume. Bet NT-3 ir BDNF pasiZymi
idomiais ir, matyt, tarpusavyje susijusiais skirtumais,
kai lyginama ekspresija naujagimiuose ir suaugusiyjy
smegenyse (Fig. 17A, B ir Fig. 18A, B). NT-3 ekspresija
yra didZiausia naujagimiuose, ir Zymiai didesné, nei
suaugusiuyju, maziau subrendusiose smegeny srityse
(t.y., smegeneleése, hipokampe (amono rage) ir
neokortekse). BDNF ekspresija abejose Siose srityse yra
pati maZiausia, ir pati didZiausia, panasiai kaip
suaugusiyjy, daugiau kaudalinése smegeny srityse, nei
srityse, kurios subresta anksdiau (t.y., wuzZpakalines
smegenys, vidurinés smegenys ir tarpines smegenys) .
Kaip ir subrendusiose smegenyse, 'taip ir naujagimiy

striatume NT-3 ir BDNF transkriptai neaptinkami.

Palyginus NT-3 ir BDNF ekspresijos lygius su NGF iRNR
ekspresijos lygiu, nustatyta, kad NGF iRNR ekspresijos
lygiai maZiau skiriasi tarp naujagimiy ir suaugusiy
gyvany smegeny audiniuose (Fig. 17, 18) NGF ekspresijos
lygis uosles duobelése yra didesni pas naujagimius, kai
NGF ekspresijos 1lygis hipokampe ir neokortekse yra
didesnis pas suaugusius gyvinus. NGFR iRNR ekspresijos
lygiai buvo didesni naujagimiuose, nei suaugusiyjy
smegenyse, 1i8skirtinai auk3tas 1lygis buvo naujagimiy

smegenelese ir uZpakalinése smegenyse (Fig. 17A, B).

12.2.4. NT-3, NGF ir DBNF ekspresijos tyrimas

diskretiniy centrinés nervy sistemos sric¢iy vystymosi

metu.
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Tam kad patvirtinti nuomone, kad NT-3 Zymiau
ekspresuojamas ankstyvosiose centrinés nervy. sistemos
sri¢iy vystymosi stadijose, o BDNF ekspresuojamas
pagrindinai vélesnése ty paciy sriciy vystymosi
stadijose, buvo tiriama neurotrofiniy faktoriy geny
ekspresija, vystantis trims centrinés nervy sistemos
sritims, kuriy brendimo periodas yra skirtingas.
Neurogeneze, po kurios prasideda natiralus lasteliy
Zuvimas, prasideda nugaros smegenyse labai anksti (E12-
E13) ir pasibaigia kelias dienas prie3 gimimg (Altman
ir Bayer, Zidr. auk3¢iau). Skirtingai, dauguma neurony
smegenelese ir hipokampe (amono rage) (ivertinama pagal
granuliolasteliy populiacijas) atsiranda po gimimo
(pavyzdziui, Altman, 1996, J. Comp. Neur., 128, 431-
474; Schlessinger ir kt., 1975, J. Comp. Neur., 159,
149-176) . Velesnése smegenéliy vystymosi stadijose per
pirmgsias tris savaites po gimimo vyksta intensyvi
neurogeneze, neuroblasty migracija ir neurony
diferencijacija (Large ir kt., 1986, Science, 234, 352-
355); 8is padidéjimas jvyksta daug véliau perinatalinio
proceso, pasireiskiantis granuliolasteline
proliferacija (pavyz., Altman, 1986, Ziar. auks&iau) ir
cholinergetiniy neurony i3 bazaliniy prekiniy smegeny
ataugy isiterpimu (Koh ir Ioy, 1989, J. Neurosvi, 9,
2999-3018), bet sutampa su tolesne cholinergetine 3§iy
neurony diferencijacija (Xarge ir kt., auksc¢iau) .

Misy atlikty besivystandiy nugaros smegeny tyrimy metu
(Fig. 5A, E) buvo nustatyta auk3ti NT-3 ekspresijos
lygiai E12-E13 (150-280 fg/ng totalinés RNR), kurie
mazesni po gimimo ir beveik nenustatomi subrendusiuose
gyvunuose. BDNF iRNR vos pastebima E12-E13, pasiekia
savo maksimalig reikSme gimimo metu (10-20 fg/ng
totalinés RNR) ir po to maZéja. NGF iRNR didZiausia
ekspresija stebima E12~E13 nugaros smegenyse (15-25
fg/ng totalinés RNR), bet 10 karty ekspresija mazZesne,
nei NT-3 iRNR ekspresija toje pacioje stadijoje. Idomu
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tai, kad NGFR ekspresija didesné ankstyvosiose nugaros
smegenyse; Si ekspresija anksdiau buvo koreliuojama su
naujuy formuojancéiy judesius neurony ankstyvosiose
nugaros smegenyse naturaliu 1lgsteliy Zuvimo periodu
(Ernfors ir kt., 1989, Neuron, 2, 1605-1613).

Velyvosios vystymosi stadijos smegenélése (Fig. 19B, G)
per pirmgsias tris savaites po gimimo ekspresuojami
gana dideli kiekiai NT-3 iRNR (500-820 fg/ng totalinés
RNR), o BDNF ekspresija pradeda didéti tik Sio periodo
gale, ankstyvosiose smegeneliy vystymosi stadijose buvo
aptinkamas tik labai maZas NGF iRNR kiekis. NDFR
ekspresuojamas dideliais kiekiais ankstyvojoje
smegeneliy vystymosi stadijoje ir po to mazéja pries
pradedant maZzéti NT-3 iRNR kiekiui.

Amono rage (Fig. 19C, G) kaip BDNF taip ir NGF iRNR
kiekiai didéja nuo mazZy kiekiy E17 iki vidutiniy kiekiy
gimimo metu ir pasiekia didZiausius kiekius
suaugusiuose gyvinuose. Nors visi trys neurotrofiny
transkriptai ekspresuojami panasSiais kiekiais
suaugusiyjy gyviny amono rage, NT-3 ekspresija Zymiai
didesné, nei BDNF ir NGF E17 ir naujagimiy amono rage;
NT-3 ekspresijos lygis amono rage yra aukitas kaip ir
perinatalinése smegenélése (820 fg/ng totalinés RNR).
Skirtingai nei neurotrofiny, NGFR ekspresija mazéja

vystantis amono ragui.

Visose trijose CNS srityse, kurios buvo iStirtos, NT-3
ekspresija didesné vystantis 3ioms sritims, o po to
mazeja iki subrendusiy gyviny lygio, tuo tarpu mazi
BDNF iRNR kiekiai pradZioje didéja iki subrendusiy
lygio, panasiai kaip NT-3. Skirtingai nuo tarpusavyje
suridty NT-3 ir BDNF ekspresijos profiliuy, NGF
ekspresija nepasireidkia kokia nors nuoseklia eiga; NGF

daugiau ekspresuojamas (nors labai maZais kiekiais)
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ankstyvosiose smegenyse ir smegenélése, nei vélyvajame

amono rage. .

12.3. Aptarimas.

Sios analizés metu buvo nustatyti trijy neurotrofiny
transkripty ekspresijos panaSumai ir skirtumai laike ir
ekspresijos srityse. NT-3, BDNF ir NGF transkripty
kiekis wvienu metu padideja tarp 11 ir 12 Ziurkes
embriogenezés dienos. Sios ekspresijos padidéjimas
sutampa su intensyvia neurogeneze (pav., Altman ir
Bayer, 1982, 2Ziar. auksc&iau); (pav., Altman ir Bayer,
1984, ziur. auk3&iau). Sis sary3is patvirtina tai, kad
visi trys neurotrofinai yra labai svarbGs nervy
vystymuisi, galima i8skirti periods, kai visi
neurotrofinai tampa batini post-mitotiniy neurony
gyvybingumui. Vis délto, ju ekspresijos momentai gali
nurodyti ir kitus neurotrofiny vaidmenis

besivystantioje nervy sistemoje (ZiGr. Zemiau).

Nors ekspresijos intensyvumo pikas vyksta vienu metu
visy trijy neurotrofiny, ekspresijos lygiai, kuriuos
jie pasiekia ankstyvuosiuose embrionuose, stipriai
skiriasi. NT-3 iRNR kiekiai didZiausi embrionuose; o
BDNF iRNR ekspresuojama mazZiausiais kiekiais. Sis NT-3
ir BDNF ekspresijos kontrastas i3lieka beveik kiekvienu
iStirtu momentu. Vystantis NT-3 ekspresija stipriausia
CNS srityse, kuriose vyksta proliferacija, migraciija ir
neurony 1ir proneurony diferencijacija; ir paprastai
staigiai sumazeja subrendusiose CNS srityse.
Atvirksciai, BDNF  ekspresija didZiausia tose CNS
srityse, kuriose jau jvykusi neurogenezé ir, iprastai,
padideja, kai 3ios CNS sritys subresta. Stebétina, kad
NT-3 ir BDNF transkripty kiekiai, kurie yra
subrendusiyjy gyviany CNS srityse yra vienodi.
Tarpusavio ry8ys tarp NT-3 ir BDNF ekspresiju,

vystantis CNS, papildant Jjy panaSiais ekspresijos
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profiliais suaugusiyjy gyviany CNS, nurodo tai, kad NT-3
ir BDNF gali kai kuriais atvejais saveikauti, su tomis
paCiomis neurony populiacijomis CNS. Jei tai teisinga,
tai remiantis misy gautais duomenimis, galima teigti,
kad NT-3 labai svarbus $iy neurony vystymuisi (matyt,
tikslinés inervacijos metu), o BDNF veikia neuronus
veliau (t.y., kaip brendimo ir gyvybingumo palaikymo
faktorius). NGF ekspresija lokaliai kinta vystantis,
bet 8ie kitimai skiriasi nuo NT-3 ir BDNF. NGFR iRNR
ekspresucjami kiekiai neturi specifinio ry3io su bet
kuriuo 1i8 38iy triju neurotrofiny geny ekspresija, tai
gali bati susieta su tuo, kad NGFR vyra bendras
individualiy neurotrofiniy receptoriy komponentas
(Radriguez-Tebar ir kt., 1990, Neuron, 4, 487-492).
NGFR ekspresija turi tendencijg biti didesne ankstyvoje
CNS sriCiy vystymosi stadijoje; masy tyrimais buvo
nustatyti idomls, vystymosi eigoje reguliuojami, NGFR
ekspresijos pokyciai, kurie yra tolimesniy tyrimy

objektas.

NT-3 ir BDNF pasiskirstymas subrendusioje CNS pana3us,
0 Jjuy pasiskirstymas suaugusiy gyvany periferiniuose
audiniuose = skirtingas; platesnis NT-3 transkripty
periferinis pasiskirstymas gali atspindéti jo aktyvuma
platesniam spektrui periferiniy lasteliy (nervy
lasteliuy ir neturiné¢iy ry8io su nervy sistema),
skirtingai nei BDNF (Maisonpierre ir kt., ziar.

auksciau) .

Nors ir yra svarbls irodymai, kad NGF ir BDNF svarbuis
ankstyvojoje nervy sistemos vystymosi stadijoje, masy
atlikta analize nustatyta labiau nuoseklesné ir
rySkesné didelés NT-3 ekspresijos ir ankstyvaus nervy
sistemos vystymosi koreliacija. NT-3 iRNR kiekiai
besivystanfiose smegenélése ir naujagimiy amono rage
kelis kartus didesni, nei bet kuriy neurotrofiny bet

kuriuose audiniuose arba smegeny srityse ir daugiau nei
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20 karty didesni wuZz bet kuriy neurotrofiny kiekius
suaugusiy gyviany smegenyse. Nustacdius, kad NT-3,
naujas, giminingas NGF baltymas, gali palaikyti bent
kai kuriy BDNF ir NGF priklausomy neurony gyvybingumg
(Maisonpierre ir kt., auk3c&iau) ir, kad Jjo ekspresija
laike aiskiai sutampa su kritiniais nervy sistemos
vystymosi periodais, galima teigti, kad NT-3 vyra
fiziologinis agentas, atsakingas uZ kai kurias svarbias
vystymosi funkcijas, kurios anksciau buvo priskiriamos
BDNF ir NGF. Nauji $ios geny Seimos nariy vaidmens
tyrimai yra labai svarbis, nes antikinais pried$ 3iuos
faktorius galima paveikti Jjuy funkcijas (Whitlmore,
senger, 1987, Brain Res. Rev., 12, 439-464).

Nors mes anksCiau pademonstravome, kad NT-3 gali veikti
kaip klasikinis neurony gyvybingumg palaikantis
junginys (Maisonpierre ir kt., auk$c¢iau), ivertinant,
kad NT-3 veikia kaip 18 taikinio kiles faktorius,
apribojus kurio ekspresijg vyksta neurony selekcija ir
atranka, visa tai jokiu biudu neeliminuoja kity svarbiy
NT-3 funkcijy (taip pat kaip ir kity neurotrofiny
atveju) . NT-3 ekspresijos pasiskirstymas
besivystanioje nervy sistemoje yra panasus i nestino
(naujo filamentinio tarpinio baltymo, kurio ekspresija
yra charakteringa CNS sritims neurogenezés metu Lendahl
ir kt., 1990) ir i SNAAPA - ankstyvojo neurity
antigeninio markerio - (Jamamoto ir kt., 1986, J.
Neurosci, 6, 3576-3594). Skirtingai nei NGF (Cleoo ir
kt., 1989., Devel. Biol., 134, 30-37), didelé NT-3
ekspresija stebima pries simpatinéms ataugoms
pasiekiant Sirdj. Tokiu bldu, NT-3 gali bati susieta su
vystymosi procesais, kurie neapima neurony gyvybingumo
palaikymg, iskaitant proliferaciijg (proneurony
diferencijacija) ir/arba lasteliy arba aksony
migracijos valdymg; tolesné prielaida apie toki
potencialy NT-3 fiziologini vaidmeni remiasi naujais

tyrimais - vienas neurotrofiny (t.y., NGF) gali tureti
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itaka proneurony proliferacijai in vitro. Prie3ingai,
BDNE nors transkribuojamas ankstyvosiose .vystymosi
stadijose, gali turéti bendresnij vaidmeni daug veéliau

po pradinio neurony Zuvimo ir selekcijos periodo.

Visy triju neurotrofiny ekspresijos profiliai
Suaugusiuose gyvlnuose yra stebétinai panasis - visi
trys neurotrofinai ekspresuojami palyginamai dideliais
kiekiais suaugusiyjuy amono rage. Cholinergetiniy
neurony ataugu bazaliniy priekiniy Smegeny amono rage
nutraukimas Jjtakoja atrofijg ir sumazeja mediatoriy
sintezé neuronuose (tai i8nagrinéta Smider ir Jonson,
1989, Am. Neurol., 26, 489-506) . Panasi atrofija
susieta su seny Ziurkiy "atminties" testy Dblogu
atlikimu, Zmonems - su Alchaimerio liga.
Cholinergetiniy neurony ataugy i bazalinius priekinius
smegenis atrofija gali buti griztama modeliuose su
Ziurkeémis, ivedant  NGF. Cia pateikiami duomenys
nepriesStarauja tokiai galimybei, kad subrendes amono
ragas normaliai tiekia bazaliniams priekiniams
smegenims visus tris neurotrofinus, turint omeny, kad
NGF ir BDNF veikimas yra komplementarus
cholinergetiniams neuronams kultiroje, atspindint
tikrus fiziologinius &iy junginiy vaidmenis. Bet NT-3
ekspresija labai didele ankstyviausioje amono rago
vystymosi stadijoje, o po to sumazéja iki suaugusiuyijy
dydZio, kuris panaSus NGF ir BDNF dydZiams. &§i didele
ankstyvoji NT-3 ekspresija leidZia padaryti prielaids,
kad NT-3 gali tureéeti unikaly vaidmeni valdant arba
sukuriant ankstyvuosius darinius i bazaliniy prekiniy
smegeny arba kitus hipokampo aferentus, arba Zvaigzdéty
progranuliolgsteliy proliferacija; santykinai maZi NGF
ekspresijos kiekiai ankstyvojoje amono rago vystymosi
stadijoje liudija, kad NGF tokio vaidmens neturi

(Large, auk3&iau).



10

15

LT 4063 B
92

13. Mikroorganizmy deponavimas

Pateikiami Zemiau mikroorganizmy kamienai buvo
deponuoti 1990 m. vasario men. 28 d. Amerikos kultdry
tipy kolekcijoje (American Type Culture Collection,
12301, Parkland drive, Rock Ville, Maryland, 20852) :

Kamienas ATCC

kolekcijos numeris
Bakteriofago DNR  ¢hN3 (G1) 40763
Bakteriofago DNR  ¢rN3 (G1) 40764
Plazmide pC8-rN3 (P1) 40766
Plazmide pC8-hN3 (P1) 40765

Sis iSradimas neapsiriboja pateikiamais apraSyme
idradimo igyvendinimo pavyzdZiais. IS tikrujuy galimos
ivairios id3radimo modifikacijos, papildant pateikiamg
aprasyma, kurios bus suprantamos specialistams 1i§
pateikto aprasymo ir pridety piedSiniy. Tokias
modifikacijas apima $io iSradimo ApibrezZtis. Apradyme
cituojami ivairts Saltiniai, kurie naudojami kaip

nuorodos.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Neurotrofino-3 baltymas (NT-3), turintis
aminorigs&iy seka:

Tyr Ala Glu His Lys Ser His Arg Gly Glu Tyr Ser Val Cys
Asp Ser Glu Ser

Leu Trp Val Thr Asp Lys Ser Ser Ala Ile Asp Ile Arg Gly
His Gln Val Thr

Val Leu Gly Glu Ile Lys Thr Gly Asn Ser Pro Val Lys Gln
Tyr Phe Tyr Glu

Thr Arg Cys Lys Glu Ala Arg Pro Val Lus Asn Glu Cys Arg
Gly Ile Asp Asp

Lys His Trp Asn Ser Gln Cys Lys Thr Ser Gln Thr Tyr Val
Arg Ala Leu Thr

Ser Glu Asn Asn Lys Leu Val Gly Trp Arg Trp Ile Arg Ile
Asp Thr Ser Cys

Val Cys Ala Leu Ser Arg Lys Ile Gly Arg Thr,

arba funkciSkai aktyvus baltymas, i§ esmés homologiskas
minetam NT-3 baltymui, arba minéto NT-3 baltymo subseka
arba jo homologas, apimantis funkciZkai aktyvu peptida,
skirtas panaudoti Zmoniy arba gyvuliu nervy sistemos

ligos arba sutrikimo gydymui.

2. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba Jjo homologas,
arba Sio homologo subseka pagal 1 punkta, be s i s -
ki rianty s tuo, kad jie yra skirti panaudoti

gydymui kombinacijoje su antru citokino agentu.

3. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba $§io homologo subseka pagal 2 punkta, b e s i s -

k i r i anty s tuo, kad jie yra skirti panaudoti
gydymui kombinacijoje su antruoju citokino agentu,
kuris yra pasirinktas i§ nervy augimo faktoriaus (NGF)

ir smegeny neurotrofinio faktoriaus (BDNF).
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4. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba 38io homologo subseka pagal bet kuri is$ aukSciau
pateikty punkty, b e s i s k1 r i antys tﬁo, kad
jie yra skirti panaudoti nervy sistemos 1ligos arba

sutrikimo, kuris yra degeneraciné liga, gydymui.

5. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba 3io homologo subseka pagal 4 punktg, b e s i s -

kiriantys tuo, kad jie yra skirti degeneracines
ligos, kuri yra Alchaimerio 1liga, Hantingtono 1liga,
issetiné skleroze, amiotrofine lateraline sklerozé arba

Parkinsono liga, gydymui.

6. NT-3 baltymas arba Jjo subseka, arba jo homologas,
arba 3io homologo subseka pagal bet kuri is$ 1-3 punktuy,
besis kiriantys tuo, kad jie yra skirti
nervy sistemos ligos arba sutrikimo, kuris yra nervy

sistemos suzalojimas, gydymui.

7. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba $io homologo subseka pagal 1, 2, 3 arba 6 punkta,
besis kiriantys tuo, kad jie yra skirti
nervy sistemos ligos arba sutrikimo, kuris yra

periferine neuropatija, gydymui.

8. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba Sio homologo subseka pagal 1, 2, 3 arba 6 punktg,
besis kiriantys tuo, kad jie yra skirti
nervy sistemos ligos arba sutrikimo, kuris yra

diabetiné neuropatija, gydymui.

9. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba Sio homologo subseka pagal 1, 2, 3 arba 6 punktga,
be s is kir iantys tuo, kad jie yra skirti
nervy Sistemos ligos arba sutrikimo, kuris yra

alkoholine neuropatija, gydymui.
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10. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba Sio homologo subseka pagal 1, 2, 3 arba 6 punkta,
besiskiriantys tuo, kad jie yra skirti
nervy sistemos ligos arba sutrikimo, kuris yra
neuropatija, susijusi su igyto imunodeficito sindromu,

gydymui .

11. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba 3io homologo subseka pagal 6 punkta, b e s i s -

ki r i an t y s tuo, kad Jie yra skirti nerwvy
sistemos suzZalojimo, kuri sukéle trauma, chirurginé
operacija, infarktas, infekcija arba piktybinis

susirgimas, gydymui.

12. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba 3io homologo subseka pagal 6 punkta, be s i s -

ki r i a n t y s tuo, kad jie yra skirti nervy
sistemos ligos arba sutrikimo, kuri, sukéle

apsinuodijimas toksiniu agentu, gydymui .

13. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba 3io homologo subseka pagal 6 punktg, be s i s -

k i r i a n t y s tuo, kad Jie yra skirti nervy
sistemos ligos arba sutrikimo, kuri, sukélé badavimas,

gydymui .

14. NT-3 baltymas arba jo subseka, arba jo homologas,
arba Sio homologo subseka pagal 4 arba 6 punkta, b e -

sis kirianty s tuo, kad jie yra skirti nervy
sistemos ligos arba sutrikimo, kuris yra igimtas

sutrikimas, gydymui.

15. Farmaciné kompozicija, b e s i s k i r i ant i
tuo, kad i ja ieina neurotrofino-3 baltymo, turin&io

aminorugsdiy seky:



10

15

20

25

30

35

LT 4063 B
96

Tyr Ala Glu His Lys Ser His Arg Gly Glu Tyr Ser Val Cys
Asp Ser Glu Ser i

Leu Trp Val Thr Asp Lys Ser Ser Ala Ile Asp Ile Arg Gly
His Gln Val Thr

Val Leu Gly Glu Ile Lys Thr Gly Asn Ser Pro Val Lys Gln
Tyr Phe Tyr Glu

Thr Arg Cys Lys Glu Ala Arg Pro Val Lys Asn Gly Cys Arg
Gly Ile Asp Asp

Lys His Trp Asn Ser Gln Cys Lys Thr Ser Gln Thr Tyr Val
Arg Ala Leu Thr

Ser Glu Asn Asn Lys Leu Val Gly Trp Arg Trp Ile Arg Ile
Asp Thr Ser Cys

Val Cys Ala Leu Ser Arg Lys Ile Gly Arg Thr,

arba funkciskai aktyvaus baltymo, i3 esmés homologidko
minétam NT-3 baltymui, arba minéto NT-3 baltymo
subsekos, arba jo homologo, apiman¢io funkciskai aktyvy
peptida, terapiskai efektyvus kiekis, bei antrasis
citokino agentas pagal 2 arba 3 punkta kartu su

farmaciskai priimtinu ne8ikliu.

16. Farmaciné kompozicija, b e s i s k i r i ant i
tuo, kad i jg ijeina neurotrofino-3 baltymo, turindio

aminorig3c¢iy seka:

Tyr Ala Glu His Lys Ser His Arg Gly GLu Tyr Ser Val Cys
Asp Ser Glu Ser
Leu Trp Val Thr Asp Lys Ser Ser Ala Ile Asp Ile Arg Gly
His Gln Val Thr
Val Leu Gly GLu ILe Lys Thr Gly Asn Ser Pro Val Lys Gln
Tyr Phe Tyr Glu
Thr Arg Cys Lys Glu Ala Arg Pro Val Lys Asn Gly Cys Arg
Gly Ile Asp Asp
Lys His Trp Asn Ser Gln Cys Lys Thr Ser Gln Thr Tyr Vval
Arg Ala Leu Thr
Ser Glu Asn Asn Lys Leu Val Gly Trp Arg Trp Ile Arg Ile
Asp Thr Ser Cys
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Val Cys Ala Leu Ser Arg Lys Ile Gly Arg Thr,

arba funkciSkai aktyvaus baltymo, i§ esmés homologisko
minétam NT-3 baltymui, arba mineto NT-3 baltymo
subsekos, arba jo homologo, apimanio funkciskai aktywvy
peptida, terapiskai efektyvus kiekis, kartu su
farmaciskai priimtinu nesikliu, pritaikyta
intraderminiam, intraraumeniniam, intraperitoniniam,
intraveniniam, poodiniam, intraventrikuliariniam arba
intratekaliniam vartojimui, arba jleidimui per

implantuotg jtaisg arba kateteri .

17. Antikianas, antikino fragmentas arba ju darinys,
besiskirianty s tuo, kad jie atpazista
neurotrofino-3 baltyma (NT-3), turinti aminorigséiy
seka pagal 1 punkta, arba jo homologa pagal 1 punktg,
arba 3io peptido fragments, arba jo darini.

18. Antikino pagal 17 punkta gavimo bidas, b e s i s -
kiriantis tuo, kad jis susideda i3 3iy stadijuy:

(a) gyvano (ne Zmogaus) imunizavimo neurotrofinu-3 arba
peptidu, turinc¢iu neurotrofino-3 antigenine
determinante, norint pagaminti antikana, reaguojanti su

neurotrofinu-3;

(b) antikino, pasigaminusio (a) stadijoje, iSskyrimo 13

gyvano.

19. Monokloninio antikino pagal 17 punkta gavimo btdas,
besiskiriantis tuo, kad jis susideda is

§iy stadiju:

(a) hibridomy, galinc¢iy isskirti antikinus,

imunologiskai reaktingus neurotrofinui-3, dauginimo; ir
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(b) monokloninio antikGno gavimo is padauginty

antikadnus produkuojanc¢iy hibridomy. .

20. Nervy sistemos ligos arba sutrikimo diagnozavimo in

vitro budas, be sis kiriantis tuo, kad i 3ji

ieina:
(a) audinio sglytis su Zymeta detektuojama Zyme
antikidno molekule, kuri gali susijungti su

neurotrofino-3 baltymu, turinciu sekg, apibreézitg 1
punkte, arba 3io peptido fragmentu arba jo dariniu,
tokiomis salygomis, kuriose yra galimas toks

susijungimas; ir

(b) nustatymas, ar jivyko toks susijungimas.

21. Budas pagal 20 punkta, b e s i s kiriantis
tuo, kad diagnozuojama nervy sistemos liga arba
sutrikimas yra pasirinktas 15 auglio, degeneracinés

ligos arba sensorinio neurono ligos.

22. Zyméta detektuojama Zyme antikino molekulé, galinti
susijungti su neurotrofino-3 baltymu, turinciu
aminorutug3ciy seka pagal 1 punktg, $io peptido fragmentu
arba jy dariniu, skirta panaudoti diagnozuojant in

vivo nervy sistemos ligg arba sutrikimg.
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