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(57) Anoticia:

Je opisand rekombinantnid molekula DNA na podporu
rastu in vivo v centralnej nervovej sistave (CNS) ci-
cavca obsahujica latku vybranu zo skupiny skladajice;
sa z L1, N-CAM a glykoproteinu asociovaného s mye-
linom, latku odvodent z molekal, ktoré obsahuja
Struktirne motivy podobné homolégnym opakovaniam
1 a2 2 vo fibronektine typu Il a doménam podobnym
imunoglobinu I aZ II, Il a2 [V a V aZ VI, ktoré si spo-
jené s expresnou kontrolnou sekvenciou, modul4cia
rastu neurénov v CNS, spdsoby a sprievodné ltky,
kon3trukcie a prostriedky prispievajiice k zlep3eniu
rastu neurénov v CNS. Dalej je opisané pouzivanie
bunkovych adhéznych molekul, predovietkym nervo-
vych adhéznych molekul, ako aj L1 na podporu a zlep-
Senie takého rastu neurénov.
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Rekombinantna molekula DNA, vektor, transformovany hostitel,
protilatka, bunkovd kultira a bunkovy systém, transgénne
cicavce, farmaceuticky prostriedok, spOsob testovania latky
a skuskovy systém tohto testovania a pouzitie

farmaceutického prostriedku

R Oblast technik

Prelozeny vyndlez sa v$eobecne tyka moduldcie rastu
neurénov (nervovych buniek) v centrédlnej nervovej sustave
a zvlas+t spOsobov a sprievodnych latok, kon$trukcii
a prostriedkov prispievajicich k zlepS$eniu rastu neurénov
v centridlnej nervovej sistave. PredloZeny vyndlez sa tyka
najmé pouzZivania bunkovych adhéznych molekul a predovsetkym
nervovych adhéznych molekul, ako je L1, za tdelom podpory

a zlepSenia takéhoto rastu neurénov.

DoterajSi stav techniky

Schopnost neurénov predlZovat neurity je velmi délezita
- pre tvorbu nervovych spojeni podas vyvoja nervovej sustavy.
Tato schopnost je tieZ potrebnd na tvorbu novych spojeni
po¢as regeneracie, ak bola nervova sustava poskodena
v dosledku poranenia.

Neurity sa predlzuji predovsetkym poCas vyvoja
centralnej a periférnej nervovej suastavy vS$etkych druhov
vys$s$ich organizmov (Cajal (1928) Degeneration and
regeneration in nervous system, Oxford University Press,
London). T4to vlastnost prislicha axénom a dendritom. Avsak
u dospelych organizmov je obnoveny rast axénov a dendritov
v centrdlnej nervovej sistave zastaveny.

V periférnej nervovej sustave su ax6ény vsSetkych
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stavovcov schopné po spbsobenom poraneni opdt rast (Cajal
(1928); Martini (1994) J.Neurocytol. 23:1-28). Avsak
u cicavcov je obnoveny rast neuritov po poraneni obmedzeny
len na neuritové vybeZky. Obnoveny rast v nervovych
procesoch je v3ak moZn¥ u niZZich druhov stavovcov (Stuermer
et al. (1992) J.Neurobiol. 23:537-550). Naopak v centrélnej
nervovej silstave md potencidl pre obnoveny rast neuritov
vd&sina, ak nie vietky neurdny dospelych vySEich aj niZ3ich
stavovcov (Aguayo (1995) “"Axonal regeneration from injured
neurons in the adult mammalian central nervous system.”
In:Synaptic Plasticity (Cotman, C. W.,ed.,) New York, The
Guildford Press, pp.457-484).

Gliové bunky si rozhodujice determinanty kontrolujice
obnoveny rast axdénov. Gliové bunky cicavcov v3eobecne
umoZfiuji rast neuritov v centrdlnej nervovej sistave pocas
vyvoja (Silver et al. (1982) J. Comp. Neurol. 210:10-29;
Miller et al. (1985) Develop. Biol. 111:35-41; Pollerberg et
al. (1985) J. Cell. Biol. 101:1921-1929 a v periférnej
nervovej sistave dospelych jedincov (Fawcett et al. (1990)
Annu. Rev. Neurosci. 13:43-60). Gliové Dbunky dospelej
periférnej nervovej ststavy cicavcov mbZu po spbsobenom
poraneni revertovat do uréitého rozsahu na ich
predchadzajici rastovy potenciadl, &o im umoZfiuje podporovat
regenerdciu (Kalderon (1988) J. Neurosci. Res. 21:501-512;
Kliot et al. "Included regeneration of dorsal root fibres
into the adult mammalian spinal cord,"” In: Current Issues in
Neural Regeneration, New York, pp. 311-328; Calstedt et al.
(1989) Brain Res. Bull. 22:93-102). Gliové bunky centrélnej
nervovej stGstavy niektorjch ni%3ich stavovcov zostévajt
permisivne na rast neuritov v dospelosti (Stuermer et al.
(1992) J. Neurobiol. 23:537-550). Naopak gliové Dunky
centralnej nervovej sistavy dospelych cicavcov nie su
schopné podporovat obnovenie rastu neuritov po poraneni.

Niekolko rozpoznavacich molekil, ktoré vydavaji pokyn
na podporu alebo zastavenie rastu neuritov bolo

identifikovanych (Martini (1996)). Medzi rozpoznavacini
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molekulami podporujicimi rast neuritov md& prominentny vyznam
nervovad bunkovad adhézna molekula L1 (Schachner (1990)
Seminars in the Neurosciences 2:497-507). Rast neuritov
zavisly na molekule L1 Je sprostredkovany homofilnou
interakciou. Ll zosilfiuje rast neuritov na neuritoch
a Schwannovych bunkéach, ktoré exprimuji L1, a na
fibroblastoch transfekovanjch molekulou L1 (Bixby et al.
(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 84:2555-2559; Chang
et al. (1987) J. Cell Biol. 104:355-362; Lagenaur et al.
(1987) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 84:7753-7757;
Seiheimer et al. (1988) J. Cell Biol. 107:341-351; Kadmon
et al. (1990a) J. Cell Biol. 110:193-208; Wililams et al.
(1992) J. Cell Biol. 119:883-892). Expresia Ll je znaé&ne
zosilnend u dospelych my3i po prerusSseni periférnych nervov
(Nieke et al. (1985) Differentiation 30:141-151; Martini
et al (1994a) Glia 10:70-74). Pogas dvoch dni sa Ll
nahromadi v miestach kontaktu medzi neurénmi a Schwannovymi
‘bunkami, kde si koncentrované hlavne - na bunkovom povrchu
Schwannovych buniek, a nie neurénov (Martinl et al.
(1994a)). Schopnost homofilickej vdzby molekuly Ll je dalej
zogilnena molekuladrnou asociaciou s nervovou bunkovou
adhéznou wmolekulou N-CAM (Kadmon et al. (1990a); Kadmon
et al. (1990b) J. Cell Biol. 110:209-218 a 110:193-208;
Horstkorte et al. (1993) J. Cell Biol. 121:1409-1421). Okrenm
svojich vlastnosti, ktoré podporuji rast neuritov, sa Ll
zidastiiuje tieZ na bunkovej adhézii (Rathjen et al. (1984)
EMBO J. 3:1-10; . Kadmon et al. (1990b) J. Cell Biol.
110:209-218; Appel et al. (1993) J. Neurosci.
13:4764-4775), dalej na migrécii granulovych buniek (Lindner
et al. (1983) Nature 305:427-430) a tieZ na myelinacil
axénov (Wood et al.(1990) J. Neurosci. 10:3635-3645).

L1 obsahuje gest imunoglobulinovych domén a pat
homoldégnych opakovani podobnfch fibronektinu typu III. Ll
pdsobi ako signdlovy prevodnik, prilom proces rozpoznavania
je prvym krokom v komplexnej sérii udalosti vedicich ku
zmenam V ustalenej ftdrovni intracelularnych poslov. Tychto
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poslov zahfiiaji inozitol fosfaty, Ca2+, pH a cyklickeé
nukleotidy. (Schuch et al. (1990) Neuron 3:13-20;
von Bohlen a Hallbach et al. (1992) Eur. J. Neurosci.
4:896-909; Doherty et al. (1990) Curr. Opin. Neurobiol.
2:595-601), rovnako ako zmeny v aktivitéach protein kinaz,
ako si protein kindza C a pp60c-%r¢ (Schuch et al. (1990)
Neuron 3:13-20; Atashi et al. (1992) Neuron 8:831-842). L1
je tieZ asociovand s Xazein kindzou ¢typu II a inymi
neidentifikovanymi kinadzami, ktoré L1 fosforizuji (Sadoul
et al. (1989) J. Neurochem. 328:251-254). Rast neuritov
sprostredkovany molekulou L1 je citlivy¥ na blokovanie kanalu
Ca2* typu L a na toxine ¢&ierneho ka3la (pertussis). Tieto
nédlezy ukazujd na déleZitost kanalu Ca2+ a proteinov G pri
raste neuritov sprostredkovanom molekulou L1 (Williams
et al. (1992) J. Cell Biol. 119:883-892). Molekula L1 je
tie? pritomnd na proliferujacich, nezrelych astrocytoch
v kultidre. Neuritov§ rast je na t¥chto bunkdch podporovany
ovela lep3ie na nediferencovanych, Ll imunonegativnych,
astrocytoch (Saad et al. (1991) J. Cell Biol. 115:473-484).
AvEak v podmienkach in vivo bolo zistené, Ze astrocyty
exprimujd L1 potas akéhokoIvek vyvojového stavu za&inajic
13. dfiom embryondlneho v¥voja aZ do dospelosti (Bartsch
et al. (1989) J. Comp. Neurol. 284:451-462; a nepublikované
idaje).

Ak ma4 L1 kapacitu podporovat rast neuritov, je nutné
zistit, &i expresia L1 a infch &lenov imunoglobulinove]
rodiny v astrocytoch md2e obist potencialne inhibicné
molekuldrne cesty, ktoré sa uvadzaji, Ze si pritomné na
gliovych bunkdch a myeline v dospelej centridlnej nervovej
sistave Schachner et al., Perspectives in Developn.
Neurobiol. in Press: Schwab et al. (1993) ann. Rev.
Neurosci. 16:565-595). Toto mé& zvlastny vyznam pre vyvoj
déinnych stratégii sliZiacich na lieé¢dbu slabosti spbdsobenej
porusenim alebo poranenim nervovych tkaniv CNS a t¥ka sa to
podstaty tohoto yynalezu.
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Podstata vynédlezu

Vv stlade s predlofenym vyndlezom Jje opisand latka
prisluiné spbsoby vedice k moduldcii nervového rastu
najmé k takému rastu, ktory mb%Ze Dbyt podporovany
centrélnej nervovej sistave (CNS) a predovietkyn

< <

myelinovanom nervovom tkanive. Latky, ktoré s predmetom
predloZeného vynélezu, si vfznaéné vo svoje] schopnosti
podporovat takj nervovy rast v prostredi, na ktoré sa
tradi&ne pozeralo ako na inhibujice znéme rastové faktory.
Toto inhibujice prostredie zahffia hlavne tie inhibiéné
molekuly, ktoré sd pritomné na gliovych bunkadch a myeline
centridlnej nervovej sistavy.

Latky, ktoré si predmetom predloZeného vyndlezu, patria
do skupiny nervovfch bunkovych adhéznych molekil. Latky,
ktoré si predmetom predloZeného vyndlezu, si vybrané zo
skupiny molekidl patriacich do imunoglobulinovej rodiny,
obzvlast t¥ch clenov, ktori sprostredkovavaji nervovi
bunkovi adhéziu nezavislid na Ca?*. Do tejto skupiny patria
L1, N-CAM a glykoprotein asociovany s myelinom. Iné bunkové
adhézne molekuly, ktoré méZu tieZ ovplyviovat nervovy rast
v CNS sd laminin, fibronektin, N-cadhedrin, BSP-2 (my3i
N-CAM), D-2, 224-1A6-A1, L1-CAM, NILE, Nr-CAM, TAG-1
(axonin), Ng-CAM a F3/Fll.

Latky, ktoré si predmetom predloZeného vynalezu, patria
do novej rodiny tu uvadzanej ako rodina Ll nervovych
rekognicénych molekdl. Tato rodina zahria L1, NgCAM,
neurofascin, neuroglian z Drosophily, L1.1 a Ll1.2 =zo
zebriéky a iné molekuly. TA&to skupina latok obsahuje domény
podobné imunoglobulinu a opakovanie podobné fibronektinu,
ktoré si charakteristické u L1 a v tejto sivislosti vykazujd
pozoruhodni kolinearitu, vysoky stupeii N-glykozidicky
spojenych karbohydratov, ktoré zahrfhaja karbohydratovi
Etruktiru HNK-1, a vykazuji vzor proteinovych fragmentov
obsahujicich hlavny pruh 185 kD a men3ie pruhy 165 a 125 kD.
Latky, ktoré st predmetom predloZeného vyndlezu, tieZ
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zahrfiaji fragmenty bunkovych adhéznych molekil a 1ich
napodobehiny, ktoré moduluji rast neuritov v CNS. Tieto
latky =zahrffiaji zvlast molekuly, ktoré obsahujid SBtruktirne
motivy charakteristické pre extracelularny matrix, najma
opakovania podobné fibronektinu typu III a doménam podobnym
imunoglobulinu. Tieto Struktirne motivy zahrfiajd
predovietkym tie, ktoré sid Struktirne podobné opakovaniam
1 az 2 u fibronektinu typu III a doménam podobnym
imunoglobulinu I a% II, III aZ IV a V aZ VI.

PredloZeny vynalez sa tfka spbsobov podporujicich
a zosiffiujicich nervovi regenerdciu in vivo a prisluinych
genetickych konStrukcii, ako s plazmidy, vektory,
transgény, apod., a tieZ farmaceutickych prostriedkov, ktoré
md%u byt pouZité na zvladnutie podstaty tychto spbsobov.
La&tky, ktoré si predmetom predloZeného vynédlezu, méZu byt
pripravené najmd ako vektory alebo plazmidy a vnesené do
nervovych buniek centrédlnej nervovej shstavy, teda tam, kde
je regenericia potrebna, napr. technikami génovej terapie
tak, aby dosZlo k podpore poZadovaného nervového rastu. Ina
stratégia mad za ciel! formuldciu jednej alebo viacerych l1atok
v prostriedku, ktory mé%Ze byt podobne priamo dopraveny na
miesto CNS, ako je parenterdlne podanie. Podanie takéhoto
prostriedku mé%e skér sliZit za dCelom inhibicie neZ podpory
nervového rastu vplyvom homofilickej vidzby. Tento efekt mdie
byt potrebnfy v zvlastnych pripadoch, kde sa mbZe objavit
alebo sa uZ objavuje neZiadici alebo nekontrolovatelny rast,
doho sa rozSirene tfka tento vynalez.

V zhode s tym schopnost latok podielat sa na
homofilickej vizbe spbsobuje schopnost antagonistov k t¥mto
latkam, vratane protilatok, pdsobit ako aktivatory a t¥m
participovat na podpore nervového rastu a regeneracii. Tento
vynélez sa tak roz8irene t¥ka aj pripravy vhodnych
konstrukcii a pripravkov obsahujicich protildtky k t¥mto
14tkam za uUdelom terapeutického pouZitia. Protilatky k Ll
mé%u tieZ, napr., napomahat séasti ku skifkam vedicim
k objavu tfchto 1latok alebo k identifikédcii dalSich latok,
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ktoré mdZu mat aktivitu a vyuZitie ako v diagnostike, tak aj
v terapii, v zhode s predloZenym vyndlezom. Hlavne, ako je
opisané niZSie s odkazom na 1izolaciu a charakterizaciu
CHL1, o Je analdég L1, protilatky ako polyklonalne
protilatky m6Zu byt pouZité na identifikéciu dalSich €lenov
rodiny L1 CAM molek@l. PredloZeny vyndlez sa teda rozSirene
t¥ka aj takychto &lenov CAM, ktoré si izolované pouZitim
tfchto protilatok. Tento vynélez tiei zahrfia diagnostické
aplikdcie, kde je napriklad potrebné uréit potencial pre
nervovy rast, alebo pre aktuadlny vyvoj tohoto rastu v CKS
pomocou detekcie a merania pritomnosti, mnoZstva a aktivity
jednej alebo viacerych latok, ktoré sl predmeton
predloZeného vynalezu. Podobne, ako je opisané nizZsie, tento
vynalez sa tfka skidok, vratane skiSok vedicich Xk objavu
tychto 1latok, ktoré aktivuji 1latky, ktoré s predmetom
predloZeného vynélezu. Napr., nejaké latky ndZu byt
testované na modulaciu pomocou skiZky obsahujicej latku,
ktora ije predmetom predloZeného vyndlezu, alebo bunkovi
1iniu alebo kultidru vyvinutd v spojeni s ifou.

Kréatko opisané, predloZeny vynélez tieZ zahria
transgénne mySie linie exprimujice nervovi adhéznu molekulu
v diferencovanych astrocytoch a gliovych bunkdch a v bunkéch
a v tkanivach 2z nich odvodenjch. Toto sa t¥ka obzvlast
nervovej adhéznej molekuly L1. Astroglidlna expresia Ll
zosilfiuje rast neuritov v tkanive centrdlnej nervove]
sistavy odvodenej z tjchto transgénnych my3i.

Tie?, ako je opisané, tento vyndlez zahfiia spbsoby
vedice k zosilneniu rastu neurénov CNS, Xk zlepSeniu pamiti
a ku zvfSeniu synaptickej vykonnosti, ako je to merané
pomocou stabilizacie dlhodobej potenciacie a inymi podobne
uZitoénfmi metddami. Zahrnuté siG tieZ spbsoby testovania
la4tok a iné manipulédcie, Xktoré upravuji pbsobenie tejto
nervovej adhéznej molekuly.

V zhode s tym Jje hlavnou podstatou tohoto vyndlezu
poskytnit transgénny organizmus cicavca, ktorého gliové

bunky exprimuji exogénne nervové adhézne molekuly.
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Dalsou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit bunkovi
kultdiru obsahujicu gliové bunky transgénneho organizmu
cicavca.

Dalsou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit systém
bunkovej kultiry obsahujici poskodené alebo neposkodené
optické neurdény alebo iné éasti nervového systému
transgénneho organizmu cicavca.

E3te dalSou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit
spbsob, ako posilnit nervovy rast neurbénov CNS, ktory zahfia
pestovanie tychto neurdénov na systéme kultiry gliovych
buniek.

DalSou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit spdsodb
ako posilnit nervovy rast neurénov CNS, ktory =zahFfia
pestovanie t¥ychto neurdénov na optickych neurdénoch alebo
infch &astiach nervového systému umiestnenom v systénme
bunkovej kultiry.

Eite dalsou podstatou tohoto vyndlezu Jje poskytnit
spbsob, ako posilnit rast neurénov CNS, Xktory =zahfia
sekréciu nervovej adhéznej molekuly implantovanou bunkou.

Dalsou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit spdsob,
ako zlepSit pamédt, &o zahffia aplikdciu mnoZstva buniek
optického nervu alebo inych casti nervového systému
uniestnenych v systéme bunkovej kultiry do mozgu cicavca za
idelom zlepSenia pamiti.

Dalsou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit spbsob,
ako zlepfit pamit, zahffiajice dopravenie vektoru, ktory
umoZfiuje expresiu nervovej adhéznej molekuly vV gliovych
bunkach, ku gliovyfm bunkam mozgu cicavca, ktory ma potrebu
takéhoto zlepSenia pamidti.

DalZou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit spbsob,
ako zlep3it pamit, &o zahffia sekréciu nervovej adhéznej
molekuly implantovanou bunkou.

Dalsou podstatou +tohoto vynalezu je poskytnit spbsob,
ako zlepEit synaptickd d&innost v CNS cicavca, ktory ma tdto
potrebu, zahffiajici podavanie mnozZstva buniek systému

gliovej bunkovej kultury do mozgu cicavca.
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DalZou podstatou tohoto vynédlezu je poskytnit spbsob,
ako zlep3it synaptickd vykonnost v CNS cicavca, ktory ma
tito potrebu, zahffiajici poddvanie mnoZstva buniek optického
nervu alebo inych &asti nervového systému umniestnenych
v systéme bunkovej kultdry do mozgu cicavca.

DalSou podstatou tohoto vynidlezu je poskytnit spbsob,
ako zlep3it synaptickid GEinnost v CNS cicavca, ktory méd tito
potrebu, ¢&o zahfiia dopravenie vektoru, ktory umoZiuje
expresiu nervovej adhéznej molekuly v gliovych bunkéch, do
gliovych buniek mozgu cicavca.

DalZou podstatou tohoto vyndlezu Jje poskytnit spbsob,
ako zlepsit synaptickd vy¥konnost, ¢o zahffia sekréciu
nervovej adhéznej molekuly implantovanou bunkou.

Dal%ou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit spbsodb
testovania schopnosti 1atky alebo inej entity modulovat
aktivitu nervovej adhéznej molekuly, &o zahffia pridanie
neurénov CNS do systému gliovej bunkovej kultdry; pridanie
testovanej latky do systému bunkovej kultiry; meranie
neurondlneho rastu neurénov CNS; korelovanie rozdielu
v Grovni neurondlneho rastu buniek v pritomnosti tejto latky
vo&i kontrolnej kultire, do ktorej nebola pridand Ziadna
latka.

Dalsou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit spbdsodb
testovania schopnosti 1latky alebo inej entity modulovat
aktivitu nervovej adhéznej molekuly, ¢&o zahfila pridanie
neurdnov CNS do optického nervu alebo inych &asti nervového
systému bunkovej Kkultiry; pridanie testovanej latky do
systému bunkovej kultiry merania neuronalneho rastu neurdnov
CNS:; korelovanie rozdielu v drovni neurondlneho rastu buniek
v pritomnosti tejto 1atky voéi kontrolne] kultire, do ktorej
nebola pridand Ziadna latka.

DalZou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit testovaci
systém na skiiSanie 14tok na ich schopnost modulovat
produkciu nervovej adhéznej molekuly, ¢&o zahffia systém
gliovej bunkovej kultiry a neurdnov CNS pridanych do tohoto

systému.
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Dalsou podstatou tohoto vynédlezu je poskytnit testovaci
systém na skiSanie schopnosti 1latok modulovat produkciu
nervovej adhéznej molekuly, &o zahffia pestovanie systému
gliovej bunkovej kultiry zaolkovanej tymito latkami;
pridanie neurénov CNs do systému bunkovej kultiry;
a sledovanie neuronadlneho rastu za tGfelom stanovenia vplyvu
latky.

Dalsou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit testovaci
systém na skidSanie schopnosti 1latok modulovat produkciu
nervovej adhéznej molekuly, &o zahfiia pestovanie optického
nervu alebo inych &asti nervového systému umiestneného
v systéme Dunkovej kultiry zaotkovanej tymito latkami;
pridanie neurénov CNS do systému Dbunkovej kultiry;
a sledovanie neuronédlneho rastu za ddelom stanovenia vplyvu
latky.

DalSou podstatou tohoto vyndlezu je poskytnit testovaci
systém na skiSanie schopnisti 1latok modulovat produkciu
nervovej adhéznej molekuly, ¢&o zahffia zaolkovanie kultiry
neurénov CNS t¥mito 1latkami; pridanie rozpustnej nervovej
adhéznej molekuly; a sledovanie neurondlneho rastu za ucelom
stanovenia vplyvu léatky.

Iné podstaty a vyhody sa stani zjavnymi odbornikom
v odbore z prehladu néasledného podrobného opisu uvedeného

s odkazom na obrazky.
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Prehlfad obridzkov na vykrese

Obr.1 ukazuje mapu chimérického transgénu GFAP-L1.
My&ia cDNA L1 dlha 4,05 kb Dbola vnesend do ex6nu 1
upraveného génu GFABR pomocou linkerov NotI. V tejto
kon3trukcii je pred cDNA Ll miesto zostrihu neskorého génu
SV40 (V) a za cDNA L1 je polyadenylainé signadlové miesto
(pA) SV40. Umiestnenie kodénu ATG od L1 a polyadenylaény
signal si znazornené. Exény si zndzornené ako obdiZniky.

Obr.2 ukazuje analyzu Nothern blot RNA 2z mozgu
pochadzajicu 2z réznych transgénnych linii. 10 upg celkove]j
RNA z celého dospelého mozgu bolo nanesenych do kaZdej drahy
a bolo prébovanfch myS3ou cDNA L1. Doba expozicie bola 3 dni.
Drahy 1 azZ 3, mozgy od réznych transgénnych mladat
(drdha 1: linia 3426; drdha 2: linia 3427; draha 3:
linia 3418; draha 4: mozog 2z netransgénnej kontroly). Je
vidiet, %e hladina transgénnej mRNA L1 (8ipka) je rbzna pri
troch transgénnych liniach, priéom najvyssia je pri
1inii 3426, stredna pri linii 3427 a najnizsia pri
1inii 3418. Pozicia rRNA 28S a 185 je ukdzand na pravom
okraji.

Obr.3 ukazuje umiestnenie mRNA L1 v dospelych
nepoikodenych (A, C a E) a po3kodenfch (15 dni po po3kodeni,
B a D) optickfch nervoch 2z netransgénnej (A, B a E)
a transgénnej my3i (C a D) z linie 3426 metdédou hybridizacie
in situ. U zvierat divokého +typu je mRNA L1 detekovatelna
len v neuronadlnych bunkdch sietnice, ale nie v gliovych
bunkach optického nervu (A a B). U transgénnych zvierat si
viditel’né bunky obsahujice transkripty L1 v optickom nerve
(C a D). Hustota buniek pozitivhnych na L1 je najvy33ia
v nemyelinovej blizsej casti nervu. Hustota buniek
pozitivnych na L1 v nerve je mierne =zv¥Send po podkodeni
(porovnajte € a D). Rozmiestnenie buniek exprimujicich L1
(C a D) je v optickom nerve podobné ako u buniek
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exprimujicich GFAB (E). Meradlo u E je 100 um (pre A az E).

Obr.4 ukazuje dvojiti imunofluorescendni mikroskopicki
lokalizdciu L1 (A a B) a GFAP (C) nepoSkodenych (A a C)
a poskodenych (28 dni po podkodeni, B) optickych nervov
z dospeljch transgénnych zvierat (linia 3426, A a B)
a zvierat divokého typu (C). Imunoreaktivita L1 v optickych
nervoch transgénnych zvierat je podstatne zvy¥8end po
poskodeni (porovnajte A a B). Vzor imunoreaktivity L1 pri
poSkodenych transgénnych nervoch je podobny vzoru
imunofarbenia GFAP v nepo3kodenych nervoch divokého typu.
Gandlidnové axény nemyelinovanych sietnicovych buniek
pozitivnych na L1 si pritomné v nepoS$kodenom nerve divokého
typu (). Meradlo u C je 50 um (pre A az C).

Obr.5 ukazuje dvojitd imunofluorescenéni mikroskopicki
lokalizéciu L1 (A a D) a GFAP (B a E) v pestovanych
astrocytoch 2z transgénnych zvierat linie 3426 (4, B a C)
a zvierat divokého typu (D, E a F). Je vidiet, Ze len bunky
z transgénnych zvierat exprimujd L1, a astrocyty zo zvierat
divokého typu s negativne na L1. Meradlo u F je 30 um (pre
A azZ F).

Obr.6 ukazuje (A) analfzu Western blot po3kodenych
(15 dni po poskodeni) a nepo3kodenych optickych nervov
z transgénnych zvierat a zvierat divokého typu. 25 ug
celkového proteinu po&kodenych (drdhy 1, 3 a 5) alebo
nepo8kodenych nervov (dréahy 2, 4 a 6) bolo nanesenych
a detekovanych pomocou polyklondlnych protiladtok afinitne
purifikovanfch proti Ll. Proteinové extrakty boli pripravené
z mysej transgénnej linie 3426 (dréhy 1 a 2), 3427
(drdhy 3 a 4) a zo zvierat divokého typu (drdhy 5 a 6). Je
vidiet zvySenie v expresii Ll u transgénnych zvierat
v porovnani s netransgénnymi kontrolami. Po poskodeni
optického nervu sa zvySenie mnoZstva L1 objavilo

u transgénnych =zvierat, a naopak nnoZstvoe L1 u zvierat
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divokého typu kleslo. Molekulové hmotnosti (v kD) si

vyznadené na Yavom okraji.

Obr.7 ukazuje priklady rastu neuritov z mySich
cerebeldrnych neurdnov pestovanych na kryostatovych sekciach
optickych nervov divokého typu (A a B) a transgénnych
(C a D) zvierat (linia 3426). A a C predstavuji nepoSkodené
optické nervy, B a D reprezentuji poSkodené optické nervy.
Meradlo u D je 50 um (pre A a% D).

Obr.8 ukazuje a porovnava diZky neuritov cerebelarnych
neurénov udrZiavanych na kryostatovych sekcidch nepoZkodenych
(c) a poskodenych (1) optickych nervoch (28 dni po
poZkodeni) =zo zvierat divokého +typu (WT) a transgénnych
zvierat (linia 3426, 3427 a 3418). Je vidiet, Ze diZka
neuritov na sekciich z transgénnych zvierat je vdéSia neZ na
sekcidch 2o zvierat divokého +typu. Neurity transgénnych
1inii sG viZdy dlh3ie na po3kodenych neZ na nepo$kodenych
nervoch. Na druhej strane diZky neuritov na nepo3kodenych
alebo po3kodenfch nervoch zvierat divokého typu nevykazujid
v§znamnj rozdiel. Je vidiet, %e diZka neuritov koreluje
pozitivne s hladinou expresie L1 pri réznych transgénnych
linidch (vid tiez ddaje z analyzy Western blot). Stredné
hodnota + Standardné odchylka priemeru od jedného
reprezentativneho pokusu (z 12) je znidzornena.

Obr.9 je graf znazoriujici dizky neuritov cerebeldrnych
neurdnov udrZziavanych na kryostatovych sekciich
neposSkodenych (c) a poikodenych (1) optickych nervov (28 dni
po poskodeni) =zo zvierat divokého typu (WT) a transgénnych
zvierat bez preinkubicie a po preinkubacii sekcii s afinitne
purifikovanymi polyklondlnymi protilatkami proti L1
(anti L1) a proti my3im pelefiovfm membrénam (anti pedeil).
Neuritové diZfky na neurdnoch bez preinkubacie s akymikolvek
protilatkami boli vzané, ako 100% a neuritové diZky na
sekciach tych istych neurénov ziskanych po pbdsobeni
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protilatky boli vyjadrené v pomere k tejto hodnote. Vyznamné
zniZenie (60%) dlZky neuritov pésobenim protiléatok proti Ll
bolo zistené na kryostatovfch sekcidch =z transgénnych
zvierat. Cisla hore predstavuji celkovy pofet neurédnov
meranych pre kaZdd hodnotu. Stredné hodnoty % Standardné
odchylka si 2z najmenej Styroch nezavislych experimentov

vykonanych vo dvojici.

Obr.10 ukazuje a porovnadva neuritové dizky mySich
cerebelarnych (A) a Xkuracich DRG (B) neurdnov na povrchu
astrocytov pripravenych zo zvierat divokého typu (WT)

a transgénnych zvierat (linia 3426) v nepritomnosti
protilatok a po preinkubacii sekcii s afinitne
purifikovanymi polyklondlnymi protilatkami proti L1

(anti L1) a proti my3im peefiovim membranam (anti peceil).
Neuritové dizky na astrocytoch bez preinkubacie
s akymikolvek protilétkami boli vzaté ako 100% a neuritové
diiky na povrchu astrocytov ziskanych po pbsobeni protilatky
boli vyjadrené v pomere k tejto hodnote. Vyznamné zniZenie
(pridbliZne 40%) dizky neuritov je vidiet len na transgénnych
astrocytoch po preinkubdcii povrchov s protilatkami proti
L1. Strednd hodnota % Standardna odchy¥lka s vzaté
z najmenej 100 neurénov 2z dvoch nezavislych experimentov
vykonanfch v Btvorici. * uvddza stredné hodnoty, ktoré sa
podstatne 1i8ili (p < 0,05, Mann-Whitney U test) z kontroly
(astrocyty divokého +typu alebo transgénne Dbez pbsobenia
protilatok).

Obr.11 demonStruje obnoveny rast axdénov in vwvivo
v optickom nerve (0 aZ 2000 um). 6 aZ 8 tyZdiiov staré
transgénne my5i GFAP L1 a my3i divokého typu boli poranené
a po 14 dioch sledované na biotinovy ester znaceny
fluoresceinom za f1celom oznadenia ganglidénovych axdénov
anterostupfiovym znadenim. Kazdy bod reprezentuje Jjedno

zviera.
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Obr.12 ukazuje obnoveny rast axdénov in vivo v optickom
nerve (0 aZ 800 um). 6 aZ 8 tyZdiiov staré transgénne mysSi
GFAP L1 a my8i divokého typu boli poranené a po 14 diioch
sledované na biotinovy ester znadeny fluoresceinom za icelom
oznatenia gangliénovych axbénov anterostupfiovim znadenim.

Kazdy bod reprezentuje jedno zviera.

Obr.13 ukazuje vplyv injekovania kuracich protilatok
proti L1 do IMHV na vyhybacom teste (strata pamidti)
v jednoskiskovom pasivnom vyh¥bacom cvideni. KaZdy bod
reprezentuje skupinu vtékov, ktoré dostali injekcie
protildtok proti L1 (anti L1) (uzavreté kruhy) alebo
fyziologického roztoku (otvorené Stvorce) v ¢ase vzhladom na
uvedené cvidenie. Vietky zvierata boli testované 24 hodin po
cvideni (*, p ¢ 0,05 medzi fyziologickym roztokom a skupinou
protilétok, ksi?).

Obr.14 porovnava dva grafy ukazujice vplyv injekcii
Ig I a$ IV a fragmentov FN v &ase -30 min. a +5,5 hod. na
udrZanie pamidte pri pasivohom vyhybacom cvideni. VsSetky
zvieratd boli testované 24 hodin po cvi&eni. Polet zvierat
v kazdej skupine je zndzorneny na histogramoch (*,
p < 0,05, **, p < 0,005).

Obr.15 porovndva sériu grafov ukazujdcich vplyv
protilatok proti L1 (anti L1) na LTP v pyramidalnych
neurénoch v oblasti CAl1 krysich hypokampalnych rezov.

a) Priemerné (n=4) EPSP zaznamenané pred a 50 min. po
(3ipka) TBS v kontrolnom mieste, ktoré nebolo injekované
protiléatkou.

b) Priemerné (n=4) EPSP zaznamenané pred a 50 min. po
TBS (8ipka) za pritomnosti kralidich polyklonalnych
protildtok proti L1 (Rathjen et al. (1984)).

c) Casovy sled EPSP po&iato&ného sklonu pred a po TBS
za pritomnosti protilatok proti L1 (frakcia IgG,
koncentracia 6,2 mg/ml) alebo polyklondlnych protilatok
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imunoglobulinovym doménam I aZ IV rekombinantne exprimovanym
v bupkdch CHO (Hynes (1992) Cell 369:11-25) (antisérum
obsahujice pribliZne 1 mg/ml gpecifickych protiléatok)
a nasledujicich kontrél:
(1) Kontrola LTP (Ziadne protilatky),
(2) za pritomnosti frakcie 1IgG polyklondlnych protilétok
proti my3im pelefiovym membranam (3,5 mg/ml), ktoré silne
reagujd@ s krysimi hypokampdlnymi rezmi (Lindner et al.
(1983) Nature 305:427-430),
(3) v pritomnosti kréali&ieho neimGnneho séra a
(4) za pritomnosti protildtok proti L1 bez indukcie LTP
s TBS (6,2 mg/ml; vid tieZ e,f). Vfsledky si vyjadrené ako
stredné hodnoty * S.E.M z percent pociatofného sklonu EPSP
zo zakladnej hodnoty =zaznamenanej poas 20 min. pred TBS
(n=5) 2z rezu 2 hajmene]j 3 zvierat; hodnoty LTP za
pritomnosti protilatok proti L1 sa 1i{8ia od kontrol LTP
vp<O0,001 pre protildtky proti L1 a v p < 0,01 pre
protilatky proti imunoglobulinovym doménam I az 1IV.

d) Koncentraénd zavislost poklesu v LTP pbsobenin
frakcie 1gG polyklonalnych protildtok proti L1 (koncentracia
6,2 mg/ml); 2 mg/ml; 0,6 mg/ml; 0,06 mg/ml; p < 0,0001. Ako
kontrola si uvedené vy¥sledky 2z polyklondlnych protilatok
proti membranam peene (3,5 mg/ml).

e) Priemerné (n=4) EPSP zaznamenanej pred pred
a 60 min. po (8ipka) podanie polyklondlnych protilatok
oproti L1 bez pritomnosti TBS. f) Priemerné (n=4)
intracelularne excitacné postsynaptické prady (EPSP)
zaznamenané pred a 30 min. po (Sipka) podanie polyklonalnych
protilatok proti L1 bez pritomnosti TBS.

Obr.16 demonstruje vplyv imunoglobulinovych domén I a2
1V, polyklondlnych protilatok proti NCAM a oligomanosidovych
glykopeptidov na LTP.

a) Gasovy sled po&iato&ného sklonu EPSP pred a po TBS
za pritomnosti imunoglobulinovych domén I az IV (216 ug/ml;
3,2 mM; v 20 mM Tris/HC1 pPH 7.6; p < 0,01)
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a fidbronektinovych (FN) homolégnych opakovaniach I az
V (225 pug/ml; 3,8 mM; v 20 mM Tris/HCl pH 7,6) od Ll
v porovnani s kontrolnou LTP (20 mM Tris/HC1 pH 7,6).
b) &asovy sled po&iatoéného sklonu EPSP pred a po TBS
za pritomnosti protilatok proti NCAM (frakcia 1IgG,
3,9 mg/ml), antiséra proti axoninu-1l, a nasledujice
kontroly:
(1) neiminne kriliéie sérunm,
(2) frakcia IgG neiminneho kraliéieho séra (3,0 mg/ml)
a (3) za pritomnosti protilatok proti NCAM (3,9 ng/ml,
p < 0,06) bez indukcie LTP s TBS. c) &asovy sled
poiatoé&ného EPSP pred a po TBS za pritomnosti
oligomannozidovych glykopeptidov, kontrolnych glykopeptidov
odvodenych z azialofetuinu (pridbliZne 100 uM) a bez
pritomnosti glykopeptidov., V¥sledky s vyjadrené ako stredné
hodnoty *S.E.M z percent potiatoéného sklonu EPSP zo
z&kladnej hodnoty zaznamenanej poas 20 min. pred TBS (n=5

alebo 6) z rezov z najmenej 3 zvierat.

Obr.17 graficky ukazuje vplyv protildtok proti L1
a oligomannozidovych karbohydritov na predtym stanoveni LTP
a na synapticki transmisiu sprostredkovani receptormi NMDA.

a) &asovy sled poé&iato&ného sklonu EPSP pred a po TBS
za pritomnosti protilatok proti Ll aplikovanych ako pocas
pokusu (6,2 mg/ml), tak aj po 10 min. od TBS (6,2 mg/ml).

b) &asovy sled po&iatoného EPSP pred a po TBS za
pritomnosti oligomannozidovych Kkarbohydratov aplikovanych
ako po&as pokusu (100 uM), tak aj po 20 min. od TBS
(100 uM).

c) Priemerny (n=4) EPSP receptora NMDA zaznamenany za
pritomnosti CNQX (30 uM) pred a po 30 min. ($ipka) aplikécii
protilatok proti Ll1. d) Priemerny (n=4) EPSP receptora NMDA
zaznamenany za pritomnosti CNQX (10 uM) pred a po 60 min.
(%ipka) aplikacii oligomannozidovych karbohydratov. Visledky
v a) a b) sG vyjadrené ako stredné hodnoty + S.E.M z percent
po&iato&ného sklonu EPSP zo zdkladnej hodnoty zaznamenane]j
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po&as 20 min. pred TBS (n=5 z rezov z najmenej 3 zvierat).

Obr.18 ukazuje nukleotidovi sekvenciu 4,43 kb dlhého
inzertu c¢DNA v Xklone pX#2 a odvodend aminokyselinovi
sekvenciu my$i CHL1l. Najdlh3i otvoreny ¢itaci ramec (bp 296
a bp 3922) obsahuje 1209 aminokyselin a Je zakonéeny
terminadnym koddénom TGA. Dve hydrofébne oblasti predstavujid
signdlny peptid (aminokyseliny 1 aZ 24) a transmembréanovi
oblas® (1082 a2 1104) si podtrhnuté. Dve Sipky ukazujd 5'
a 3' konce Xklonu 311 izolovaného =z kniZnice lambda gtll.
Potencialne miesta pre glykozidéciu na asparagine (Hubbart
a Ivatt, 1981) si oznadené pod aminokyselinovou sekvenciou
plnymi znakmi diamantu. Imunoglobulinové domény si gislované
rimskymi Eislovkami od I do VI pod konzervovanym
tryptofanom. Charakteristické cysteiny si oznadené kriZkom.
Opakovania podobné FN sa &islované Fl az FS
a charakteristické tryptofany (chybajice v Fl1, F2: W 732,
F3: W 830, F4: W 936, F5: W1053) a tyroziny/fenylalaniny
(F1: Y 682, F2: Y 781, F3: F 888, F4: Y989, chyba u F5) si
zaramované. Z&atvorka zvyraziiuje sekvencie RGD a DGEA
(aminokyselinové zvySky 185 aZ 187 a 555 az 558).
Netranslatované sekvencie s oznaéené <¢Cislami Xkurzivou.
Sekvendné tddaje s dostupné 2z EMBL/Genebank/DDBJ pod &islom
X94310.

Obr.19 ukazuje doménovd Struktdru, kédujicu oblast
bakteridlne exprimovaného proteinového fragmentu a graf
hydrofobicity myS8i CHL1.

(a) diagram znazorfiuje gtrukturdlne rysy odvodené
z primdrnej sekvencie CHL1. Cisla uvadzaji aminokyselinovi
sekvenciu od miesta podiatku translicie. Imunoglobulinové
domény I aZ IV si oznadené poloviénymi kriZkami (&isla
aminokyselin uvadzaji cysteiny tvoriace disulfidové
mostiky). Opakovania podobné FN 1 a%2 5 sG symbolizované
ordmovanim (&isla aminokyselin wuvadzajd hranice domény).

Potenciilne miesta pre N-glykosiddciu sdi ozna&ené pln¥mi
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kriZkami. Signdlny peptid a transmembranovad oblast je
vyznadenid zubatym ordmovanim.

(b) Pod&iarknutie vyznacduje poziciu c¢DNA kédujica
rekombinantny protein produkovany v E. coli.

(c) Graf hydrofodbicity (Kyte a Doolittle, 1982)
odvodene] aminokyselinovej sekvencie ukazuje
charakteristické rysy integrélneho membradnového proteinu
s putativnou fidrofébnou signalnou sekvenciou
a transmembranovou doménou (*). Pozitivne hodnoty oznaduji
hydrofobicitu. Cislovanie v sidradniciach uvadza poziciu

aminokyseliny.

Obr.20 ukazuje porovnanie intraceluldrnych domén
molekal rodiny Ll. Sekvencia intracelularnych domén
zadinajicich prvym aminokyselinovim zvySkom po putativnych
transmembrianovych oblastiach s porovnané pre mySi CHL1,
ny5i L1, Xkuraci Nr~CAM, kuraci Ng-CAM, kuraci neurofascin,
Drosophilia neuroglia a L1.2 zo zebriéky. Cisla uvadzajid
pozicie aminokyselin u CHL1 a 8Sedé ordmovanie vyznaluje
medzery vykonané do sekvencie CHL1. TotoZné aminokyseliny,
ktoré sG vo viadSine sekvencii, si vyznadené Eiernou farbou.
Tri zAatvorky (I, II a III) vyznaduji vysoko konzervované

iseky.

Obr.21 je analyza Northern blot mRNA CHL1 a Ll
z ré6znych tkaniv my8i a krysy.

(a) Poly (A) RNA (2ug) z mozgu bez cerebella (drahy 1
az 5), miechy (dradhy 3, 7) a dorzalnych korefiovich ganglii
(drdhy 4, 8) a celkovej RNA (10ug) z cerebella (drahy 2, 8)
z devat dni starej my3i hybridizované s riboprébami CHL1
(drdhy 1 aZ 4) alebo L1 (drdhy 5 aZ 8). Poly (A) RNA (1 ug)
2z radvin (draha 9), slinivky (draha 10), pelene (dréha 11),
t¥musu (drédha 12) a poly (&) RNA (0.5 ug) =z griev
(drdha 13) a pliac (draha 14) z devdt dni starej my3i boli
hybridizované s riboprdébou CHL1.

{(b) Celkova RNA (20 ug) PC12 Dbuniek indukovanych
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(dridha 1) a neindukovanych (draha 2) s NGF, buniek COS-1
(drdha 3) a celkovd RNA (30 ug) z cerebella devdt (draha 4)
a Sest (draha 5) dni starych kry¥s boli hybridizované

s riboprébou CHL1. Znadky RNA si uvedené na lavom okraji.

Obr.22 demonStruje Specifiénost polyklonalnych
protilatok proti CHL1 a expresiu CHL1 v rbznych tkanivach.

(a) Anal¥za Northern blot mozgu =z imunopurifikovaného
s L1 (drdha 1 (2 upg)), N-CAM (drédha 2 (2 Hg)), MAG (drdha 3
(2 ug)) a proteinového fragmentu purifikovaného
rekombinantnou anidénovou vymennou chromatografiou (drdha 4
(0,1 ug)) pomocou protilatok proti CHL1.

(b) Analyza Northern blot rozpustnych (S)
a nerozpustnych (M) frakcii detergentovych lyzdtov hrubych
membran z mozgu (drédha 1), pecene (drdha 2), plic
(drédha 3), ladvin (drdha 4) a <criev (dréha 5) devdt dni
starych my5i. Cisla nalavo (b) uvadzaji molekulové hmotnosti
imunoreaktivnych prizkov CHL1 2z mozgu (drdha 1) a pecene
(dradha 2). Standardy molekulovych hmotnosti si uvedené na

Iavom a pravom okraji.

Obr.23 ukazuje detekciu CHL1 na tranzientne
transfekovanych bunkach COS-1. Povrchové kultiry COS-1
buniek transfekovanych CHL1 (a) a netransfekovanych (c) boli
imunofarbené polyklondlnymi protilédtkami proti CHL1. (b,d)
zodpovedajice mikrografie £féazového Kkontrastu pre (a,c).

Ciarka v d = 30 pre a aZ d.

Obr.24 ukazuje lokalizdciu mRNA CHEL1 a L1 v sekciéch
mySej sietnice, optického nervu a cerebelarneho kortexu
pomocou hybridizadnej analyzy in situ. V sietnici 7 dni
starej starej my8i je mRNA L1 detekovatelnd v ganglidnovych
bunkéch lokalizovanych v ganglidénovej bunkovej vrstve
(1 v a) a v amakrinovych a horizontilnych Dbunkéach
lokalizovanych vo vnitornej pedefiovej vrstve (2.v 1). Iné
bunkové typy vV sietnici alebo gliovych bunkdch v optickom
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nerve neobsahuji detekovatelné hladiny transkriptov L1 (a).
nRNA CHL1 je po t¥Zdni detekovatelnd v gangliénovych bunkéch
a v niekolkych bunkdch lokalizovanych na vnitornom okraji vo
vnitornej vrstve pedene (b). Gliové Dbunky lokalizované
v blizSich (t.j. blizko sietnice) oblastiach optického nervu
sG silne znalené prébou z antisense cRNA CHL1l, naopak gliové
bunky lokalizované vo vzdialenej3ich oblastiach si viditelné
az po tyZdni (b). V cerebeldrnom kortexe dva dni starych
my§i sG transkripty L1 detekovatel!né vo hviezdicovych
a kosicékovych bunkéch \' molekularnej vrstve (mol)
a v Golgiho a granulovych bunkdch v internej granulove]j
vrstve (iGl:d). Transkripty L1 si rozmiestnené v podobnom
vzore, s jedinou vfnimkou, Ze akékolvek znafenie je <taZko
viditelné v tenkjch &astiach molekuldrnej vrstvy (b). Sekcie
hybridizované prébou sense cRNA CHL1 nie si oznatené (pre
7 dni stard sietnicu a opticky nerv, pozri c).

Obr.25 ilustruije imunofluorescencénid mikroskopicku
lokalizéaciu CHL1 v kultidrach astrocytov. Dvojité
imunoznadenie pestovanych my3ich astrocytov bolo vykonané
s polyklonalnymi protilatkani proti CHL1 (a,d)
a s polyklondlnymi protilatkami proti GFAB (b,e), (c,f) si
zodpovedajice mikrografie fézového kontrastu pre (a,b)

a (d,e). Ciarka vcaVF=20umnpre aaz2c a d az f.

Obr.26 Jje analyza Western blot deglykozilovane] CHL1
rozpustnych (S) a nerozpustnych (M) f£frakcii detergentovych
lyzatov hrubjch membran z mozgu sedem dni starych my5i Ddoli
inkubované s N-glykoziddzou F (N), O-glykoziddzou (0),
obidvoma enzymami (N+0) alebo bez enzymu (-) a zldcené
s protilatkami proti CHL1 vo Western blote. Standardy
molekulovej hmotnosti si wuvedené v kD na pravom okraji.
Molekulové hmotnosti glykozilovanych a deglykozilovanych
proteinovych komponentov CHL1 s wuvedené Vv kD vV raméeku

nizsie.
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Obr.27 ukazuje pritomnost karbohydréitu MNK-1
v imunoprecipitatoch CHL1 z. mozgového tkaniva. CHL1 bola
imunoprecipitovana z detergentovych lyzatov =z celého
mozgového tkaniva z devdt dni starého mySieho mozgu pomocou
protilatok proti CHL1. Mozgové lyzaty (dréha 1)
a imunoprecipitédty (drahy 2,3) boli rozdelené na SDS-PAGE,
blotované a inkubované s monoklondlnou protildtkou 312 proti
epitopu HNK-1 (drédhy 1,2) alebo protilatkami proti CHL1
(draha 3). Standardy molekulovych hmotnosti si uvedené v kD

na pravom okraji.

Obr.28: Rast neuritov hipokampalnych neurdnov
v spolodnej kultire s transfektantmi L929.

Hipokampalne neurény odvodené od krys embryonalneho
dfia 18 boli pestované v subkonfluentnej monovrstve
transfektantov 1929 alebo rodi&ovskfch buniek L929. Po 11 az
12 hod. spolo&nej kultivacie boli Dbunky fixované a oznadené
monoklonédlnou protilatkou 412 (rozpoznéavajici epitop
karbohydratu HNK-+) alebo polyklondlnou protilatkou proti
NCAM. Pre meranie dizky celého neuritu bol urdeny len
najdlh3i neurit na kaZdej vetvi kvolli velmi rozvetvenému
charakteru neurénov v tejto kultire.

(A) Rast neuritov Jje podporovany CHL1 a inhibovany
protiladtkami. Neurény Dboli pestované s transfektantmi CHL1
(CHL1) alebo bunkami L929 (L929) s (+AB) alebo bez
polyklonédlnych protilatok proti rekombinantnej CHL1
(500 upg/ml purifikovaného I1gG, pridaného 45 min. po
napldtovani) a na transfektantoch L1. Priemernd celkova
diska neuritov z 4 a% 5 nezdvislych experimentov je uvedena.
Odchylky st Standardné chyby priemeru.

(B) Rézne linie CHL1 podporuji rast neuritov lepSie nez
11. Neurdény boli pestované na dvoch réznych transfektantoch
CHL1 (linia CHL1 1, linia CHL1 2) s mierne r6znymi hladinami
expresie, na rodi&ovskych L929 (L929) a na transfektantoch
£1 (L1). Celkova diska neuritov je podand ako percento
buniek L929 z kontroly (ctr). Odchylky si 3tandardné chyby
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priemeru.

(C) Podpora diZky neuritov ovplyviiuje diZky vZetkfch
tried neuritov. Graf kumulativnej frekvenénej distribicie
celkovej dlizky neuritov hipokampdlnych neurdénov pestovanych
spolocne s transfektantmi CHL1 (linie CHL1 1 a 2)
a s rodidovskymi bunkami L929 (L929) s (+AB) alebo bez
pbsobenia protilatok Jje podany v (A). Percento neurénov
s neuritmi dlhSimi alebo rovnako dlhymi ako dana diZka
x (vertikalna os) boli vyznatené ako funkcia dizZky
neuritov x (horizontdlna os). Hodnoty pochadzaji 2z jedného

reprezentativneho experimentu.

Obr.29: Rast neuritov maljch cereberdlnych neurdénov
v spolo&nej kultire s transfektantmi L929.

Cerebeldrne neurédny odvodené z 6 aZ 7 dni starych mySsi
boli pestované 20 hod. na transfektantoch CHL1 (CHL1l), CHL1
transfekovanych neexprimujicich bunkach L929 (slepé vzorka),
rodiéovskjch bunkach L929 (L929) a na transfektantoch L1
(L1). Farbenie l&atok bolo vykonané, ako uz bolo opisané na
obr.7.

() CEL1 podporuje rast neuritov malych cerebelarnych
neurénov. Je uvedené priemernid celkova dizka neuritov
z troch experimentov. Odchylky sG 3tandardné chyby priemeru.

(B) CHL1 podporuje tieZ rast neuritov malych
cerebelarnych neurdénov lepSie neZ Ll. Celkova di%ka neuritov
je podand ako percento buniek L1929 =z kontroly (ctr).
Odchylky si Standardné chyby priemeru.

(C) ZvySenie rastu neuritov cerebeldrnych neurdnov
vplyvom CHL1 ovplyviiuje vietky triedy neuritov. Graf
kumulativnej frekvenénej distriblcie celkovej diZky neuritov
percenta neurénov s neuritmi dlhdimi alebo rovnako dlh¥mi
ako dana dizka x (vertikdlna os) boli vyznalené ako funkcia
diZky neuritov x (horizontalna os). Hodnoty pochadzaji
z jedného reprezentativneho experimentu.

Obr.30: Rast neuritov hipokampalnych neurdédnov po
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pbsobeni rozpustnej CHL1.

Hipokampélne neurdény boli pestované na miskéach
potiahnutych poly~L-lyzinom 12 hod. s pridanim supernatantov
(40 ug/ml celkového proteinu) hrubfch membranovych
preparédcif +transfektantov CHL1 (CHL1), rodifovskych buniek
L929 (L929) alebo transfektantov L1 (L1). Farbenie a meranie
diiky neuritov bolo vykonané, ako uZ bolo opisané (obr.7).

(2) Rozpustnad CHL1 z transfektantov L929 podporuje rast
najlepéie. Absoldtna diZka najdlh3ieho neuritu a celkova
di2ka neuritov sG uvedené. Hodnoty si priemerom 2z troch
experimentov. Odchylky si Standardné chyby priemeru.

(B) Rozpustnd CHL1 podporuje mierne zvy¥Senie poctu
neuritov. Celkova dlZka neuritov v percentéch neuritovej
di2ky hipokampdlnych neurénov po pdésobeni transfektantov
odvodenych =z rodidovskych buniek 1L929 (ctr) Je uvedena.
Hodnoty st priemerom z troch experimentov. Odchylky st
Standardné chyby priemeru.

(C) Rozpustna CHL1 tieZ ovplyviiuje rast neuritov
vietkych +tried neuritov. Grafy kumulativnej frekvencnej
distribicie celkovej dizky neuritov z jedného

reprezentativneho experimentu sdi uvedené.

Obr.31: Kvantitativna agrega®nd analyza a stabilita
proteinov CHL1 a L1 v transfektantoch L929.

(3a) Kvantitativna analyza agregéacie bunkovych
transfektantov S2. Za icelom detekovania agregacie
transfekovanej bunky CHL1 (CHL1) (ctr) a L1 (L1l) boli
pestované (v hustotédch pribliZne 3 x 106 buniek/ml) 18 hod.
v médiu s (+ind) alebo bez (-ind) indukcle transgénove]
expresie pomocou CuSOs4. Pofet <&astic Dol spoéitany na
hemacytometre na zadiatku a na konci inkubacie. Percento
agregacie bolo vypofitané pomocou indexu (1-N/N0)x100. N18
s NO predstavuji pofet d&astic na konci alebo na zafiatku
inkubacnej peridédy. Hodnoty si priemerom zo Styroch
nezavislych experimentov. 0Odchylky si Standardné chyby

priemeru.
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(B) Kinetika agregécie transfektantov L929.
Transfekované CHL1 (CHL1), transfekované CEL1 neexprimujice
1929 (slepd vzorka), rodifovské L929 (L929) a transfekované
L1 (Ll1) bunky boli odmyté =z tkanivovej kultiry pdsobenin
roztoku trypsin-EDTA s nizkou koncentraciou, premyté
a inkubované v 37°C v polystyrénovich skimavkadch. Cast
ka%dej vzorky bola odobranid kaZdfch 30 min. Pocet éastic bol
spofitany na hemacytometre. V¥sledky sG vyjadrené, ako je to
opisané v (A). Hodnoty si priemerom z troch nezavislych
experimentov. Odchylky si Standardné chyby priemeru.

Spbsod uskutoénenia vynédlezu

PredloZeny vyndlez sa tyka pouZitia urditych latok tu
oznadovanjch ako "neurdlne rastové moduldtory CNS" (CNGM)
a zvlast triedy neurdlnych bunkovych adhéznych molekil tak,
ako si tu definované a ich schopnosti podporovat rast
neuritov v centralnej nervovej sistave (CNS). VSeobecne si
neurény vyvinutej centrédlnej nervovej sistavy povaZované za
neschopné obnoveného rastu, ¢o je spbsobené inhibitorovymi
nolekuldrnymi mechanizmami pritomnymi na gliovych bunkéach.
Latky a spOsoby predloZeného vyndlezu mbZu byt pouZité na
prekonanie tejto 1inhibicie a na podporu rastu neuritov
v CNS.

Latky podla tohoto vynélezu zahffiaji a mdZu Dbyt
selektované z akejkolvek bunkovej adhéznej molekuly, ktora
ja schopnd modulovania a podporovania rastu neuritov v CNS
a zvlast potom molekul patriacich do imunoglobulinovej
rodiny. Molekuly sid vyberané predovietkym z C&lenov
imunoglobulinovej rodiny, ktori sprostredkovavajid neurondlnu
bunkovi adhéziu nezdvisld na Ca2+, vratane L1, N-CANM
a glykoproteinu asociovaného s myelinom. Vyndlez taktieZ
zahriia fragmenty t¥chto molekdl, analégy a pribuzné
molekuly, ktoré maji aktivitu podporujice neurity. Zv1ast
vihodné 3Struktirne motivy pre tieto f£fragmenty a analégy
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zahfiiaji domény podobné k homolégnym opakovaniam
k fibronektinu typu III (zv1ast opakovania 1 a 2)
a imunoglobulinovym doménam (zvlast doménam I-II, TIII-IV
a V-VI). PretoZe 1latky podla tohoto vyndlezu a najméd
&lenovia rodiny L1 a CAM vykazuji homofilickd v&zbu, ako
tieto 1&tky, tak aj ich antagonisti a zvlast protilatky
k nim, mbZu slGZit ako aktivatory s ohladom na receptory pre
tieto latky, a mdZu tak byt vyuZité ako na diagnostické, tak
aj na terapeutické aplikdcie rovnakym spbsobom a na ten isty
G%el ako p&vodné 1&tky. L1 pOsobi ako receptor a protiléatka
proti nej mbé%fe byt vyuZitéd ako aktivator k rastu neuritov,
ako je to opisané nizSie, a na nervovi regeneraciu, najmd
v CNS. Tato schopnost 3je dalej demon3trovand moZnostou
protilatok proti L1 sliZit spdsobom, ako jdentifikovat
dalZich &lenov rodiny nervovych rekogni&nych molekil Ll
a CAM, ktoré tu sldZia ako latky, a vyndlez sa tak roz3iruje
na molekuly, ktoré sa identifikované, izolované
a charakterizované pomocou t¥chto protildtok. Z tychto
dévodov Jje trieda 1latok, identifikovand ako modulatory
nervového rastu v CNS, povaZované za zahfiiajticu aj
protiladtky proti molekuldm rodiny CAM, ako je L1 a jej
analégy, ako je CHL1l, opisané niZdie.

PredloZeny vynédlez sa t¥ka v jednom aspekte ektopickej
expresie neurdlnych rastovfch modulétorov CNS (CNGM) alebo
neurdlnych bunkovych adhéznych molekdl na diferencovanych
astrocytoch in vivo. Bolo zistené, Ze tieto molekuly
zosilfiuja rast neuritov na jednovrstvovych kultirach
astrocytov a kryostatovych sekcii nepo&kodenych
a poskodenych dospelych my3ich optickych nervov, a tieZ
in vivo, v experimentoch s deformidciou optického nervu
u transgénnych zvierat. ZvySena schopnost rastu neuritov je
imerna hladine ektopickej expresie CNGHM. Toto je
demonStrované porovnavaninm odlisnych transgénnych 1linii
podla tohoto vyndlezu, ktoré exprimujd r&zne bazalne hladiny
CNGM kédovanych transgénom, a koreldciami naslednej zvyEenej
expresie CNGM po poruSeni optického nervu.
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Malo by byt uznané, Ze aj ked optické nervy, ako
porusené, tak aj neporuSené, si vhodné na pouZitie podla
predloZeného vyndlezu, mbd%u byt podobne pouZita akakolvek
Sast nervovej ststavy, vratane tasti mozgu a miechy.

Rast neuritov je zavisly na hladindch expresie CNGM
v astrocytoch, &o demonstruje Specificky efekt spdsobeny
CNGM v podpore rastu neuritov v transgénnych =zvieratach.
Inhibicia rastu neuritov polyklonadlnymi protilatkami proti
CNGM, ale nie protildtkami proti my3im membrénam peédene,
dalej podporuje tiuto 3Specificitu, zv143t, pretoZe obidve
protilatky reaguji dobre s bunkovymi povrchmi neurdnov
a astrocytov transgénnych zvierat.

Vo vyhodnom vyhotoveni je CNGM molekula Ll. Biologické
efekty L1 mdZu byt inhibované protilatkami proti L1, ¢éo
ukazuje, %e L1 je homofilicky aktivna v konfiguracii trans
v bunkovom povrchu transgénnych astrocytov. Dalej druhovo
Specifické protildtky proti L1, ktoré nereaguji s kuracimi

dorzalnymi korefiovymi ganglidnovymi neurénmi, inhibujd
neuritovy rast v tomto type neuronidlnej bunky na
transgénnych astrocytoch. Tieto zistenia jednoznadne

identifikuji L1 ako aktivnu molekulu pbsobiacu trans
a ukazuji, Ze ektopicka expresia L1 gliovymi bunkami, ktorym
normdlne ch¥ba expresia L1, =zosilfiuje rast neuritov in
vitro.

Zosilnenie rastu neuritov na gliovych bunkach
sprostredkované transgénom, ktoré normdlne neexprimujd L1
in vivo, ukazuje, Ze gliové bunky dospelej centrdlnej
nervovej sistavy cicavca méZu byt viac prispbsobené na
neuritovy rast. Strata molekil, ktoré podporuji rast
neuritov cez gliové bunky (Smith et al. (1986) J. Comp.
Neurol. 251:23-43; Smith et al. (1990) Dev. Biol.
138:377-390) sa preto ukazuje byt kompenzovand expresiou
rekogni&nej molekuly, ktord je normdlne velmi exprimovanéa
v gliovych bunkdch v dospelej periferdlnej nervovej slstave
cicavca (Niecke et al. (1985); Bixby et al. (1988) J. Cell.
Biol. 107:353-362; Seilheimer et al. (1988) J. Cell. Biol.
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107:341-351).

Fenotyp dospelych astrocytov 2 predloZenych
transgénnych 1inii m6Ze byt modifikovany smerom k schopnosti
obnovit expresiu Ll Schwannovymi bunkami po sp8sobeni
poikodenia. Zv¥Senie expresie L1 Schwannovymi bunkami je
pravdepodobne sprostredkované neurotropinmi aktivovanymi po
poskodeni autokrinnymi mechanizmami (Seilheimer et al.
(1987) EMBO J. 6:1611-1616). Podobne mbZe byt expresia L1
astrocytmi v kultire aktivovana TGF-beta a NGF (Saad et al.
(1991)). Vytvorenim my3i s transgénom GFAB-L1 jJe neschopnost
zrelych astrocytov odpovedat na nervové poranenie prekonana
aktivdciou molekuly L1. Expresia L1 mdZe byt zvla3t vihodnd
pre rast neuritov v myelinovanych dridhach centréalnej
nervovej sistavy, ktoré normidlne obsahuji niekolko molekil,
ktoré inhibuji rast neuritov (Schachner et al., Perspectives
in Developm. Neurobiol. in Press; Schwadb et al. (1995) Ann.
Rev. Neurosci. 16:565-595).

PredloZeny vyndlez demonStruje, Ze inhibiiné pbsobenie
astroglialnych a oligodendroglialnych buniek mbdZe Dbyt
prekonané, prinajmenSom s&asti, rast neuritov Jje umoZneny
podporujicimi vlastnostami latok tu definovanymi a zv14ast
ako je 1ilustrované aktivitou ektopicky exprimovanej Ll.
Expresia L1 v astrocytoch sa da tieZ kompenzovat inhidiénymi
efektanmi vykondvanymi oligodendrocytmi. Permisivne
a nepermisivne molekuldrne mechanizmy preto nemusia byt
lokalizované na +tom istom type bunky, aby sa objavil rast
neuritov. Namiesto toho mdZu Dbyt tieto molekularne
mechanizmy 2zdielané medzi réznymi typmi buniek. Bunkova
a molekularna manipuldcia L1 a inych molekidl podporujicich
rast neuritov mdZe preto umoZnit zosilnenie regenerativnej
kapacity dospelej centradlnej nervovej sistavy po poraneni
alebo chorobe.

Ako Dbolo uk&zané vySSie, predloZeny vynadlez sa tyka
podpory neurdlneho rastu v CNS, vratane takého rastu, ktory
je potrebny pre regenerdciu 3truktir, k strate ktorjch doslo
vplyvom poranenia alebo choroby, rovnako ako t¥ch Struktir
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a tkaniv vykazujidcich nekompletni alebo nehotovi formaciu.
Litky podT¥a tohoto vyndlezu tieZ vykazujd neuroprotektivny
alebo nervovo ochranny efekt, ako je to ilustrované niZiie,
a napr., m8%u byt podidvané za 1celom inhibovania neuralnej
degenerdcie alebo straty rbznej povahy.

Vyndlez sa tieZ tyka Xkon3trukcii a prostriedkov
obsahujucich alebo dopravujucich latky podXa tohoto
vynélezu, bud podporovanin expresie istych latok
prostrednictvom génovej terapie a podobne, alebo exogénnym
podidvanim tychto latok, kde je to vhodné alebo potrebné, vo
forme farmaceutickych prostriedkov za uUdelom liedenia
poranenych alebo chorych Struktir CNS. V tomto spojeni Jje
uvaZované, Ze 1isté latky st schopné vykonavat rast
podporujici efekt, ked sd takto poddvané, aj ked je znéme,
¥e &lenovia uvedenej skupiny, ako Jje L1 a N-CAM, sa viaZu
homofilicky a m&%u tak byt viac 4&inné, ked si podavané
pomocou expresie. Vyndlez sa tfka obidvoch typov ciest
a protokolov, kde je to moZné.

Malo by byt tieZ uvedené, Ze sa predloZeny vynalez tyka
pouZitia sekrétujicich buniek CNGM za tZelom modulécie
nervového rastu, regenerdcie a preZivania nervov v CNS.
Ur&ité rozpustné CNGM a jej fragmenty a pribuzné molekuly s
tieZ predmetom vynalezu.

Nasledujice pojmy budi definované niZ8ie.

Pojem "latka", "nervovy rastovy modulator CNS", "CNGM",
“nervovd rekognié&na molekula”, "rekogni&ny faktor”,
"rekogni&ny faktorovy protein”, “nervova adhézna molekula"”
a akékolvek varianty, ktoré tu nie si 2zvla3t uvedené, mbZu
byt pouZité zameniteIne a ako také pouZité v predloZenej
%jadosti a narokoch, ktoré sa tykaji proteinového materiédlu
vritane jednoduchych alebo komplexnych proteinov a tykaji sa
tieZ tych proteinov, ktoré maji aminokyselinovi sekvenciu
predtym opisani a profil aktivit wuvedeny tu a v nérokoch.
Tieto pojmy tieZ zahriajid aktivne fragmenty t¥chto
proteinov, pribuzné molekuly a analdgy, vratane malych
molekidl, ktoré sa chovaji podobne ako uvedené latky.
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V zhode s tym sG protefiny vykazujice rovnaki alebo
pozmenenid aktivitu podobne mienené. Za tieto modifikacie
md%u byt povaZované cielené mutagenézy alebo mdZu byt
ndhodné, rovnako ako tie, ktoré si ziskané vplyvom mutécii
v hostiteloch, kxtor{ ich produkuji. Pojmy “nervovy rastovy
moduldtor CNS", "CNGM", "nervovd rekogni&nd molekula”,
"rekogniény faktor", "rekogni&ny faktorovy protein”,
"nervovd adhézna molekula” si tieZ uvadzané, Ze zahriajd
proteiny tu citované rovnako ako podstatné homolégy
a alelické variacie.

Aminokyselinové zvysky tu opisané sd uvadzané
v izomérovej forme “"L". Av3ak zvysky v izomérovej forme "D”
m6Zu byt zamenené za akykoIvek zvyS3ock v izomérovej forme "L"
pokia! je polypeptidom udrZiavand funkE&na vlastnost vazby
imunoglobulinu. NHz uvadza volndi aminoskupinu pritomni na
konci polypeptidu. COOH uvadza volnd karboxylovi skupinu
pritomni na konci polypeptidu. Podla gtandardne]
polypeptidove] nomenklatiry, J. Biol. Chem. 243:3552-59
(1969) si uvedené skratky aminokyselin v nasledujice]
tabulke:
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TABULKA SKRATIEK AMINOKYSELIN

SYMBOL AMINOKYSELINA
Jedno pismeno Tri pismena
Y TYr tyrozin
G Gly glycin
F Phe fenylalanin
M Met metionin
A Ala alanin
S Ser serin
I Ile izoleucin
L Leu leucin
T Thr treonin
v val valin
P Pro prolin
K Lys lyzin
H His histidin
Q Gln glutamin
E Glu kys. glutémova
W Trp tryptofan
R Arg arginin
D Asp kys. asparagova
N Asn asparagin
(o} Cys cystein
Malo by byt poznamenané, Ze v3etky sekvencie

aminokyselinovych zvyS3kov sd tu vo forme, ktorych Yava
a prava orienticia je konveniny smer od konca amino ku koncu
karboxy. Dalej by malo byt poznamenané, Ze poml&ka na
zadiatku alebo na konci sekvencie aminokyselinovych zvySkov
uvéddza peptidovi vdzbu na dal3iu sekvenciu alebo jeden
a viac aminokyselinovych zvy8kov. Horeuvedena tabulka je
uvedena kvéli prevodu trojpismenového zapisu na
jednopismenovy, pretoZfe sa tu mbéZu tieto zapisy striedat.
"Replikon"” je akykolvek geneticky element (napr.
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plazmid, chromozém, virus), Xtory funguje ako autonémna
jednotka'replikécie DNA in vivo; t.j. je schopnéd replikéacie
pod vlastnou kontrolou.

"vektor" je replikon, ako je plazmid, fig alebo kozmid,
ku Xktorému méZe byt pripojeny iny segment DNA za WuGZelom
vyhotovenia replikdcie pripojeného segmentu.

“"Molekula DNA" oznaduje polymérovia formu
deoxyribonukleotidov (adenin, guanin, tymin a cytozin) v jej
jednovlaknovej forme alebo Vo forme dvojvlaknovej
skrutkovice. Tento pojem oznafuje len primidrnu a sekundarnu
Struktiru molekuly a neobmedzuje ju na akékolvek zvlaZtne
terciédrne fornmy. Tento pojem zahfiia dvojvlaknovi DNA
nachadzajicu sa, inter alia, v linearnych molekulédch DNA
(napr. reStrik&né fragmenty), virusoch, plazmidoch
a chromozdmoch. Pri opisovani Struktiry gpecidlnych
dvojvlaknovich molekil DNA m8Z2u byt sekvencie opisané podla
normadlnej konvencie tak, Ze uvadzaji len sekvenciu v smere
od 5'k 3°' pozdiz pnetranskribovaného vldkna DNA (t.j. vlakna,
ktoré m& sekvenciu homolégnu k mRNA).

"po¥iatok replikécie” oznaluje tie sekvencie DNA, ktoré
sa zh&astfiuji na syntéze DNA.

"kbédujica sekvencia” DNA je dvojvlaknovad sekvencia DNA,
ktora je transkribovand a translatovand do polypeptidu
in vivo, kde Jje umiestnend pod kontrolu vhodne] regulacénej
sekvencie. Hranice Xkédujlice sekvencie sG ur&ené iniciadnym
kodénom na 5' konci amino a translainym terminadnym kodénom
na 3' konci karboxy. Kédujiica sekvencia mbdZe zahfiat, ale
nie obmedzena na, prokaryontové sekvencie, c¢DNA
z eukaryontovej mRNA, genémové sekvencie DNA z eukaryontovej
(napr. cicaviej) DNA a tieZ syntetické sekvencie DNA.
Polyadenylaény signdl a transkripéné termina&né sekvencie
budd zvy&ajne umiestnené na 3' konci vzhladom na kédujicu
sekvenciu.

Transkripéné a translacdné kontrolné sekvencie si
regulad&né sekvencie DNA, ako promotory, zosiliiovacde,
polyadenyla&né signdly, termindtory a podobne, ktoré sliZia
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na expresiu kédujicej sekvencie v hostitelskej bunke.

"Promotorova sekvencia” je regula®né oblast DNA schopna
vdzby s RNA polymerdzou v Dunke a zahdjenia transkripcie
smeron ) 4 3' koncu kédujlicemu sekvencie. Za 1Udéelom
definovania predloZeného vyndlezu je promotorovéd sekvencia
obmedzenéa na svojom 3' konci transkripénym inicia&nym
miestom a presahuje smerom k 5' koncu tak, Ze zahfia
minimdlny podet baz alebo elementov nutnfch na zahdjenie
transkripcie na drovni detekovatelnej na pozadi. Vnitri
promotorovej sekvencie sa bude nachadzat +transkripéné
iniciacéné miesto (vhodne definované mapovanim pomocou
nukleazy S1), rovhnako ako proteinové viazbové domény
(konsesné sekvencie) zodpovedné za vdzbu RNA polymerazy.
Eukaryontové promotory budd &asto, ale nie vidy, obsahovat
iseky "“TATA" a "“CAT". Prokaryontové promotory obsahuiji
Shine-Dalgarnové sekvencie spoloéne s konsesnymi sekvenciami
-10 a -35.

“Expresn& kontrolnd sekvencia” je sekvencia DNA, ktora
kontroluje a reguluje transkripciu a translaciu inej
sekvencie DNA. K6édujica sekvencia je "pod kontrolou”
transkrip&nych a translaénych kontrolnych sekvencii v bunke,
kde RNA polymerdza prepisuje kédujicu sekvenciu do nRNA,
ktora je potom preloZend do proteinu kédovaného ké6dujiacou
sekvenciou.

Pojem "oligonukleotid”, ako je tu pouZivany uvédzajic
proby, je definovany ako molekula zloZend z jedného alebo
viacerych ribonukleotidov, s vyhodou viac neZ troch. Jeho
presnd velkost bude zdleZat na mnoh¥ch faktoroch, ktoré

naopak zdleZia na koneénej funkcii a pouZiti
oligonukleotidu.

Pojem "primér", ako je tu pouZivany, oznacéuje
oligonukleotid, ktory sa bud vyskytuje prirodzene

v purifikovanom reStrikénom digeste alebo je vyrodbeny
synteticky, Xktory je schopny pbsobit ako miesto zahajenia
syntézy, ked je um}estneni do podmienok, v ktorych je
syntéza indukovana a to prediZenim priméru, t.j.
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v pritomnosti nukleotidov a indukujicej latky ako DNA
polymerdzy a vo vhodnej teplote a pH. Primér Je bud
jednovlé&knovy alebo dvojvl&knovy a musi byt dostatoéne dlh¥y
na zahdjenie syntézy potrebného produktu v pritomnosti
indukujicej 1&tky. Presna dlZka priméru bude zdleZat na
mnoh¥ch faktoroch, vratane teploty, zdroja priméru
a pouZitého sp8sobu. Naprfklad v diagnostickych aplikédciach
obsahuje oligonukleotidovy primér typicky 15-25 alebo viac
aj menej nukleotidov, v z&vislosti na komplexnosti cielovej
sekvencie.

Priméry tu selektované si "v podstate” komplementarne
k r6znym vladknam cielovej sekvencie DNA. To znamena, Ze
priméry musia byt dostatocne komplemetarne, aby
hybridizovali s prislusnymi vladknami. Preto sekvencie
priméru nemusia zodpovedat presnej sekvencii predlohy.
Napriklad, nekomplementéarny nukleotidovy fragment je
pripojeny Xk 5' koncu priméru s tym, Ze zvy3ok sekvencie
priméru je komplementarny ku vléaknu. Naopak,
nekomplementirna biaza alebo dal3ia sekvencia s vsunuté do
“medzier” do vnitra priméru, za predpokladu, Ze sekvencia
priméru m4& dostatodni Xkomplementaritu so sekvenciou vl4kna,
aby hybridizovala a t¥m utvorila templat pre syntézu
prediieného produktu.

Ako Jje pouZité +tu, pojmy “reStrikiné endonukledzy"”
a "restrikiné enzymy" sa t¥kaji bakteriadlnych enz¥mov, ktoré
Etiepia dvojvlaknovi DNA v mieste alebo blizko miesta
Specifickej nukleotidovej sekvencie.

Bunka je "transformovan&” exogénna alebo heterolégova
DNA, kde Jje takéto DNA vnesena do vnlutra Dbunky.
Transformujica DNA je alebo nie Jje integrovand (kovalentne
spojend) do chromozomdlnej DNA tvoriacej geném Dbunky.
Napriklad u prokaryontov, Kkvasiniek a buniek cicavcov Jje
transformujica DNA udrZiavand na epizémovych elementoch ako
si plazmidy. S ohYadom na eukaryontové bunky Jje stabilne
transformovana bunka takd, v ktorej bola transformujica DNA
integrovand do chromozému tak, Ze je dedena dcérskymi
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bunkami po&as replikadcie chromozému. Tato stabilita Je
demon$trované schopnostou eukaryontovej bunky vytvorit
bunkové linie alebo klony obsahujice populdciu dcérskych
buniek, ktoré obsahuji transformujicu DNA. "Klon" Jje
populdcia buniek odvodenych z jedinej bunky alebo spolocného
predka mitézou. “"Bunkovd linia” je klon primdrnej Dbunky,
ktory je schopny stabilného rastu in vitro mnoho generéacii.

Dve sekvencie DNA si "v podstate homoldgne”, ked sa
zhoduje najmenej 75% (vihodne najmenej 80% a najvyhodnejsie
najmenej 90 alebo 95%) nukleotidov v definovanej dizke
sekvenci{ DNA. Sekvencie, ktoré siG v podstate homolégne, sd
identifikované porovnanim sekvencii dostupnych v sekvenénych
databankéch pomocou Etandardného softvéru alebo
v hybridizacénych experimentoch typu Sothern 2za, napr.
stringentnych podmienok, ako je to definované pre prislusny
systém. Definovanie vhodnych hybridiza&nych podmienok je
odbornou vecou, vid napr. Maniatis et al. supra; DNA
cloning, Vols. I a 1II, supra; Nucleic Acid Hybridization,
supra.

“Heterol6gova" oblast konStrukcie DNA je identifikovany
segment DNA vnitri dlhej molekuly DNA, ktory sa nenachadza
v spojeni s dal3ou molekulou v prirode. Ked heterolégova
oblast k6éduje gén cicavca, tento gén bude 2zvycajne
ohrani&eny DNA, ktord neohraniguje genémovid DNA cicavca
v genéme vychodzieho organizmu. Iny priklad heterolégove]
kédujicej sekvencie 3je konStrukcia, kde kédujica sekvencia
samotni sa nenachadza v prirode (napr. cDNA, kde gendmova
kéduijica sekvencia obsahuje intrény, alebo syntetické
sekvencie, ktoré maji kodény iné neZ u prirodzeného génu).
Alelické varidcie alebo prirodzene sa vyskytujice mutaéné
udalosti nie si pri&inou vzniku heteroldgovych oblasti DNA,
ako je tu definované.

“Protilatka" je akykolvek imunoglobulin, vratane
protilatok a fragmentov 2z nej pochadzajicich, ktory viaZe
Specificky epitop. Pojem zah¥fia polyklondlne, monoklonélne
a chimerické protilatky, posledne menované sU opisané
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detailne v U.S. Patent No. 4,816,397 a 4,816,567.

"Spolo&né protilétkové miesto” je taki Etruktirna Zast
molekuly protilatky obsiahnuta v taZkom a Yahkom retazci
variabilnfch a hypervariabilnych oblasti, ktora Bpecificky
viaZe antigén.

Pojem "molekula protildtky” vo svojich r8&znych
gramatickych formach, ako Jje to tu pouZité, sa ty¥ka ako
intaktne] imunoglobulinovej molekuly, tak imunologicky
aktivnej &asti imunoglobulinovej molekuly.

Prikladné molekuly protiléatky sd pévodné
imunoglobulinové molekuly, skutoéné sl pdvodné
imunoglobulinové molekuly a tie ich Easti zn&me v odbore ako
Fab, Fab', F(ad') a F(v), ktoré si uprednostnené pre
poutitie v terapeutickych spbsoboch tu opisanych.

Casti protilatok Fadb a F(ab') si pripravované
proteolytickou reakciou papainu a pepsinu na skutoé&né
p&vodné imunoglobulinové molekuly spbsobmi, ktoré sé dobre
zname. Vid napr. U. S. Patent No. 4,342,566, Theofilopolous
et. al. Casti protildtok Fab' si dobre zndme a  si
produkované 2 ¢asti F(ad') néslednou redukciou
merkaptoetanolom disulfidovfch vidziedb dva taZké retazce
a naslednou alkylaciou vysledného bielkovinového merkaptanu
&inidlom akym je ibdoacetamid. Uprednostnené si intaktné
molekuly protil4tok.

Pojem “monoklondlna protildtka” vo svojich rbznych
gramatickjch formach sa vztahuje na protilatku, ktora ma len
jeden druh v&dzbového miesta, ktoré imunogénne reaguje
s prislu3nym antigénom. Monoklondlna protilatka tak typicky
vykazuje jedind vdzbovi afinitu pre antigén, s ktorym iminne
reaguje. Monoklon&lna protilatka tak obsahuje molekulu,
ktord mid pluralitu vzadjomnych miest, kaZdé imunoSpecifické
na iny antigén; napr. dvojito Specificki (chimérnu)
monoklonédlnu protiléatku.

Pojem "farmaceuticky prijateIny”
entit a prostriedkov, ktoré si fyziologicky tolerantné

sa tyka molekulérnych

a nesp8sobuji alergické alebo podobné reakcie, ako st
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3alidoénd nevornost, zavrat a podobne, ked siG podavané
&loveku.

Pojem "terapeuticky G&inné mnoZstvo” tu znamena
mnoZstvo dostato&né na zabrénenie a s vyhodou na zniZenie
najmenej o 30 percent a e3te vyhodnej3ie o 50 percent
a pajvfhodnejZie o 90 percent klinicky v¥znamnej zmene VO
faze aktivity S cielovej Dunkovej masy alebo iného
patologického stavu, ako napr. zvySeného krvného tlaku,
horiéky alebo mnoZstva bielych krviniek.

Sekvencia DNA je “operativne spojend” k expresne]
kontrolnej sekvencii, ked expresnd kontrolnd sekvencia riadi
a reguluje transkripciu a translaciu tej sekvencie DNA.
Pojem “"operativne spojena”
podiato&ny signdl (napr. ATG) na jej zafiatku, ktord slaZi
na expresiu a udrZiavanie sprédvneho &itacieho ramca, ktory

zahffia sekvenciu, ktoréd mad vhodny

umoZiiuje expresiu sekvencie DNA pod riadenim expresnej
kontrolnej sekvencie a produkciu poZadovaného produktu
kédovaného touto sekvenciou DNA. V pripade, Ze gén, ktory je
pozadovany kv8li vneseniu do rekombinantnej molekuly DNA,
neobsahuje vhodny podiatoénfy signal, je taky poéiatoény
signal dodatoZne vneseny na za&iatok tohoto génu.

Pojem “"3tandardné hybridizaéné podmienky” sa tyka
koncentracie soli a teplotnych podmienok, ktoré sa
v podstate rovnaijt 5xSSC a 65°C pre hybridizaciu
a premyvanie.

\'A jednom aspekte sa predloZeny vynédlez t¥ka
transgénnych zvierat, ktoré exprimuji CNGM alebo neurdlnu
rozpoznavaciu molekulu, zv1ast L1, a to v¥hodne
v astrocytoch. Tieto zvieraté majid zvy¥Seni schopnost
nervového rastu v centrédlnej nervovej sistave.

Vyndlez tieZ zahfiia skisZku na testovanie potencialnych
prostriedkov, ktoré si G&inné pri modulécii nervového rastu
cielovych buniek cicavcov preruSenim alebo potenciaciou
nervovej rozpoznévacej aktivity CNGM. Ako "nervova
rozpoznavacia aktivita" alebo “nervova adhézna aktivita” je
mieneny akfkolvek biologicky efekt, ktory je'vfsledkom vazby
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CNGN na indi molekulu, vratane intraceluladrnych efektov na
druh¥ch preniSacdov. v jednom pripade je testovany
prostriedok poddvany do bunkovej vzorky s ligandom, ktory

aktivuje nervovy rastovy moduldtor CNS, alebo transgénnemu
zvieratu exprimujicemu nervovy rastovy modulator CNS, to

vietko za G3elom stanovenia vplyvu moduldtoru na vazbovi
aktivitu modulatoru na akejkolvek chemickej vzorke alebo
testovanom prostriedku porovndvanim s kontrolou. Urd&ujice
charakteristiky najmenej jedného 2 predloZenych nervovych
rastovych moduldtorov CNS, zvlast L1, Je ich déast na
zmenadch v ustdlenych hladindch intracelularnych prenéasacdov,
zahffiajicich Ca2*, pH a cyklické nukleotidy, rovaako ako
zmeny v aktivitdch protein kinaz, ako si protein kinaza c,
pp60c-8rc, kazein kindza typu II a ind kinédza, ktora
fosforyluje Ll.

Systém ski3ky Jje adaptovany na jdentifik&ciu latok
alebo inych entit, ktoré si schopné viazat sa na CNGM alebo
proteiny v cytoplazme alebo v Jjadre a t¥m sG schopné
inhibovat alebo potencovat transkrip&nd aktivitu. Takeé
skisky si uZito&né pri vyvoji 1atok, ktoré si Specifické na
dant bunkovid aktivitu, ako je nervovy rast alebo zvySenie
synaptickej pdsobivosti alebo ktoré potencuji taki aktivitu
v Zase alebo hladine aktivity. Také latky sd pouZivané
napriklad na modulovanie nervového rastu pri zraneni alebo
na lie&bu inych patolégii, napriklad na lie&bu
neurodegenerativnych chérob, akymi s Parkinsonova choroba,
ALS, Huntingtonova choroba a Alzheimerova choroba.

V eSte dalZom vyhotoveni sa vyndlez tyka agonistov
a antagonistov aktivity nervového rastového moduladtoru CNS.
Zvlast latka alebo molekula, ktord inhibuje schopnost
neurénov rozpoznavat CNGM ako L1 je pouZivana na zamedzenie
nervového rastu tam, kde je taky rast kontraindikativny,
a ako je opisané vyZsie, farmaceuticky pripravok obsahujici
takd latku ije podavany priamo do cielového miesta. V inom
vyhotoveni Jje agonistom peptid, kXtory mé& sekvenciu casti
domény L1, zvlast tie domény medzi fibronektinovymi
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opakovaniami 2 a 3 alebo je agonistom protilatka proti tejto
oblasti. Obidve tieto molekuly si potencidlne pouZité tam,
kde ma4 dan§ CNGM ako L1 schopnost homolytickej vdzby (t.].
jedna molekula L1 viaZe indi molekulu Ll a preto obidve
protilatky proti L1 a proti fragmentom L1 si schopné v&azby
na L1l).

Jedno z diagnostickych vyuZiti predloZeného vyndlezu sa
tyka pouZitia pritomnych CNGM v skiSkach na testovanie
inhibitorov protein kindzy. PretoZe molekuly CNGM st
v aktivnhom stave fosforylované, si tieZz defosforylované
Specifickymi fosfatézami. Blokovanie 3Specifickej kindzy
alebo fosfatazy je preto cesta k farmakologickému pdsobeniu,
ktoré moduluje aktivitu t¥ychto nervovych rozpoznavacich
proteinov.

PredloZeny vyndlez sa podobne t¥ka vyvoja protilatok
proti CNGM vratane prirodzene vyvolanych a rekombinantne
pripravenych protilatok. Protil&tky s napriklad pouZité na
testovanie expresnych kniZnic za WGEelom ziskania génov,
ktoré koédujd CNGM. Také protilatky zahffiaji polyklonélne
a monoklondlne protilatky pripravené znamymi genetickymi
technikanmi, rovnako ako zahfiiaji dvojito 3pecifické
(chimérne) protildtky a tieZ protiléatky obsahujice iné
vlastnosti prispbsobujice ich pre dal8ie diagnostické
pouZitie spojené s ich schopnostou modulovat nervovy rast.

Protildtky proti nervovym rastovym moduldtorom CNS si
zv1as5t selektované a zahrnuté do rozsahu predloZeného
vyndlezu pre ich zvl&Ztnu schopnost vézby proteinu. Aktivita
nervovych rastovych modulatorov alebo Epecifickych
polypeptidov je sledovana priamo pomocou uvedenych
testovacich skrz pouZitie vhodne znaéeného mnoZstva
nervového rastového moduldtoru alebo protilédtky alebo ich
analégu.

CNGN, ieh analégy a akékolvek inhibitory alebo
protilatky, ktoré si vyvolané, si schopné pouZitia v spojeni
s réznymi diagnostickymi technikami, vrétane imunoski8ky ako
je radioimunoskiika, s pouZitim, napriklad, protilatky proti
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CNGM, ktord bola oznafenéd radioaktivnou adiciou, redukciou
bérohydridom sodnym alebo rédiojodinaciou.

Kontrolné mnoZstvo inhibitorov alebo protilétok
v imunoskiike je vnesené do kontrolnej vzorky. Po tom, &o mé
znadeny materiial alebo jeho vizbovy partner moZnost reagovat
s miestami vndtri vzorky, Jje v¥sledné mnoZstvo zmerané
znamymi technikami, ktoré si rbzne podla povahy pripojenej
znadky. Protiléatky proti CNGM st pouzité v pripade
protokolu.

V pripade, ked si pouZité rédioaktivne znaZky v podobe
izotopov 3H, 14c, 32p, 36cl, S5icr, 37Co, 58Co, 59Fe, 80Y,
1257, 1311 5 186Re, si pouZité sifasné meracie techniky.
V pripade, ked Jje znaZkou enzym, Jje detekcia vykonana
akoukolvek 4] sudasne pouZivanych kolorimetrickych,
spektrofotometrickych, fludrospektrofotometrickych,
ampérometrickych a gazometrickych technik, ktoré si v odbore
znanme.

PredloZeny vyndlez sa t¥ka skiG3ky, ktord je vykomana vo
forme +testovacej stpravy pre kvantitativanu analyzu na
pritomnost nervovych rastovych moduldtorov alebo na
jdentifikaciu latok alebo inych ¢inidiel, ktoré napodobiiuji
alebo Dblokuja ich aktivitu. Systém testovacej sipravy
obsahuje znadeny komponent pripraveny jednou
z r&ddioaktivnych alebo enz¥movych technik tu opisanych,
zahffia pripojenie znadky na nervové rastové modulatory ich
agonistami alebo inhibitormi, a obsahuje dal3ie
imunochemické &inidlé, najmenej jednym z nich je volny alebo
imobilizovany ligand schopny vdzby s oznalenym komponentom
alebo jeho vizbovym partnerom a uréenim prislusného.

V dalSom vyhotoveni sa predloZen¥ vyndlez tjka ur&itych
terapeutickjch spésobov, ktoré si zaloZené na aktivite
nervovych rastovfch moduldtorov CNS, ich podjednotiek alebo
ich aktivnych fragmentov, alebo na &inidlach a inych
1atkach, ktoré td istd aktivitu. Prvy terapeuticky spdsodb je
spojeny s podporou nervového rastu v CNS, ktory je spbsobeny
pritomnostou a aktivitou CNGM, ich aktivnych fragmentov,
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analdégov a pribuznych latok, a ktory zahfila podavanie l14tky
schopnej modulovania produkcie alebo aktivity CNGH,
v mnoZstve uU&innom na dosiahnutie podpory vyvinu CNS,
obnoveného rastu alebo rehabilitidcie u pacienta. Naopak iné
latky alebo ini neutralizujdci v&zbovi partneri CNGM si
podavané za G&elom inhibicie alebo zabrénenia neZiaddceho
nervového rastu. Tie? modulacia pbsobenia Specifickych kinaz
a fosfataz, ktoré sa zi&astiiuja fosforyléacie
a defosforylacie CNGM, sa tyka tohoto spdsobu a umoZiiuje
terapie zaloZené na aktivacii CNGHM.

Terapeuticky spbsob, ktory Jje tu vieobecne opisany,
zahfia sp8&sob 1liedby rbznych chor8d a inych bunkovych
disfunkcii a porich podavanim farmaceutickych prostriedkov,
ktoré obsabujd G&inné inhibitory alebo aktiviatory nervového
rastového moduldtoru CNS alebo jeho podjednotiek alebo inych
rovnako G&innych 1l&tok vyvinutfch napriklad pomocou skisky
na testovanie latok, ktorad je pripravend a pouZivana v zhode
s dal3im aspektom predloZeného vynédlezu. Napriklad latky
alebo ich vidzbovi partneri X nervovym rastovym modulatorom
CKRS a proteinom si podavané, aby inhibovali aledbo
potencovali naviazanie a aktivitu druhého prenasaca.

Ako je uvedené vy3Sie, vyndlez sa tfka objavu cele]
rodiny molekdl L1 CAM a zvla3¢ analégu k Ll znémeho ako
CHL1. CHL1 obsahuje termindlnu signalnu sekvenciu na
konci N, Sest imunoglobulinovich domén, fibronektinu podobné
opakovania, transmembrénovi doménu a intracelulédrnu doménu
na konci C, Xktord je dlhd pribliZne 100 aminokyselin. CEHL1
je najviac podobnd vo svojej extraceluldrnej doméne na
Xuraciu Ng-CAM (40% aminokyselinovej identity), potom na
my3iu L1, kuraci neurofascin, kuraci Nr-CAM, drozofili
neuroglidn a Ll1.1 zebridky (37 aZ 28% aminokyselinovej
identity), na my3iu F3, krysiu TAG-1 a krali&iu BIG-1
(pribliZne 27% aminokyselinovej identity). Podobnost s inymi
&lenmi rodiny Ig (napr. N-CAM, DCC, HLAR, rse) je 16 aZ
11%. Intraceluldrna doména sa najviac podobad na mySiu

a kuraciu Nr-CAM, na my3i a krys{ neurofascin 1 (pribliZne



- 42 - 11211

50% aminokyselinovej identity), potom na kuraci neurofascin
Ng-CAM, drozofili neuroglidan a Ll1.1 a Ll.2 zebricky
(pribliZne 40% aminokyselinovej identity). Okrem celkovej
vysokej homoldégie a zachovale] modularnej 3Struktiry medzi
predtym uvedenymi ¢&lenmi rodiny Ll (mySia/Yudska Ll/krysia
NILE; kuracia/Ng-CANM; kuracia/mySia Nr-CAM; drozofili
neuroglian; L1.1 a L1.2 zebricky; kuraci/mysi
neurogliédn/krysi ADGP). Charakteristické vlastnosti L1 boli
urdené s ohladom na poZet aminokyselin medzi konzervovanych
aminokyselinovych zvy8kov, ktoré definuji vzdialenosti
vnitri a medzi dvoma prilrahlymi doménami podobn¥mi Ig
a opakovaniami podobnymi FN. Tieto vykazuji kolinearitu
v 8iestich doménach podobnych Ig a priYahlych 3tyroch
opakovaniach podobnfch FN, ktord 3je znalne konzervovana
medzi L1 a molekulami obsahujicimi tieto moduly (pomenovana
sibor rodiny L1) a zahfiia formy so spojenim GPI podskupiny
F3 (myZia F3/kuracia Fl1/Yudska CNTN1l; krysia BIG-1/mySia
PANG; krysia TAG-1/my3ia TAX-1/kuraci axonin-1). Molekula
rakoviny kone&niku (DCC) predtym uvedend ako molekula
podobna N-CAM prindlez{ do siboru rodiny L1. Inymi
Struktirnymi znakmi CHL1l zdielanymi medzi &lenmi rodiny L1l
si vysoky stupeii N-glykozidicky naviazanych kardohydréatov
(pribliZne 20% ich molekulovej hmotnosti), obsahuje
karbohydratovi Struktiru HMK-1 a vzorku proteinovych
fragmentov obsahujicu hlavny pruh 185 kD a menSie fragmenty
100 a 125 kD. Rovnako ako pre ostatnfch &lenov rodiny L1 je
prevaZna expresia L1 pozorované v nervovom systéme
v neskorZich vyvojovych Stadiéch.

Nasledujice priklady si uvedené v poradi tak, aby plne
ilustrovali v¥hodné vyhotovenie vyndlezu. Nemali Dy byt
%iadnym spOsobom upravené tak, aby neobmedzovali Siroky

rozsah vynélezu.
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Priklady uskutolnenia vynalezu

Priklad 1

Transgén GFAP-L1 a vytvorenie transgénnej mys$i

Gliovy fibrilarny kysly protein (GFAP, Eng et al.
(1971) Brain Res. 28:351-354) je prednostne exprimovany
astrocytmi v neskorSich 8tadidch v¥voja mySej centralnej
nervovej sustavy (Landry et al. (1990) J. Neurosci. Res.
25:194-203). Preto boli regula&éné sekvencie génu GFAP
pouZité, ady riadili expresiu nervovej dbunkovej adhéznej
molekuly L1 v zrelych astrocytoch transgénnych myS§i.
Transgén GFAP-L1 (Obr.l1) kéduje len nervovi bunkovid adhéznu
molekulu Ll, pretoZe kodén ATG génu GFAP bol mutovany
a kédujica sekvencia L1 je nasledovand na 3' konci
translaénym signdlom pre zastavenie a polyadenylaénym
signdlom (Toggas et al. (1994) Nature 367:188-193). Tato
kon&trukcia bola pouZitd na vytvorenie <troch réznych linii
transgénnych my3{, oznaenych 3418, 3426 a 3427.

My8ia cDNA Ll (Moos et al. (1988) Nature 334:701-703)
bola vnesend do exénu 1 mySieho génu pre gliovy fibriléarny
kysly protein (GFAP), ktor¥ bol modifikovany, ako je uvedené
(Toggas et al. (1994) VNature 367:188-193). MyZia cDNA L1
dlhd& 4,05 kb obsahujica celd kdédujicu sekvenciu proteinu
a 250 netranslatovanych nukleotidov na 3' konci bola spojend
s modifikovanym transgénom GFAP-L1.

Transgén GFAP-L1 dlhy 14,5 kb bol vyStiepeny
z modifikovaného klonovacieho vektora digesciou s Sci I,
potom bola vykonané elektroforéza a elektroeluacia
z agarb6zového gélu. Purifikovand DNA bola nariedend na
konecni koncentréciu 2 upg/ml v TsEo,1 (5 mM Tris-HC1,
pPH 7,4, 0,1 mM EDTA). PribliZne 2 pl nariedené DNA boli
mikroinjekované do samé&ieho jadra oplodnenych vajigok
odobranych od samiciek CB6F1 (s velkou ovulaciou), ktoré
boli spidrené so samcami C57/B1/6J. Vaji&ka, ktoré preZili
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mikromanipuléaciu, boli prenesené do vajcovodu umelo
oplodnenej sami&ky podla opisanjch spdsobov Dbola (Hogan
et al. (1986) Manipulating Mouse Embryo, Cold Spring Harbour
Laboratory, New York).

Priklad 2

Analyza Southern blot

My3i boli analyzované na integréciu transgénu do
my3ieho genému pomocou analyzy Southern blot gendmovej DNA
izolovanej z biopsifi chvostu (Southern (1975) J. Mol. Biol.
98:503-517). Transgénne zakladatelské myZi Dboli péarené
a mladdati boli testované rovnakym spbsobom kvéli vytvoreniu
transgénnych 1inii. Vzorky DNA s hmotnostou 10 ug boli
Ztiepené enzymmi Bam, HI, Eco RI a Xba I a potom boli
podrobené elektroforetickej separacii na agardzovom géli
s koncentraciou 0,7% a DNA bola prenesend na membré&nu Hybond
N+ (Amersham) v alkalickom prostredi. Fragment Eco RI dlhy
3,3 kb z ¢cDNA L1 alebo fragment Hind III dlh¥ 330 pd
z neskorSieho zostrihu SV40 a 2z polyadenylainého miesta
purifikovaného 2z plazmidu A1,5 (Maxwell et al. (1989)
Biotechniques 7:276-280) bol oznafeny ndhodnym primérovanim
s 32pf-alfa-CTP (Boehringer Mannheim) za delom pouZitia ako
préby. Prehybridizadcia bola vykonand pri 65°C jednu hodinu
v 5x SSPE, 5x Denhardtov roztok, 0,5% (w/v) SDS a 0,1 ng/ml
sonifikovanej nehomoldgovej DNA. Hybridizéacia bola vykonana
cez noc. Kone&né podmienky premfyvania pre vSetky Southernové
bloty boli 0,1x SSPE a 0,1% SDS (w/v) pri 65°C.

Priklad 3
Analyza Northern blot

Anestetizované dospelé wmy3i (12 tyZdiiov staré) boll_
utratené smrtelnou davkou chléralhydriatu a odobrané mozgy



- 45 - 11211

boli okamZfite zmrazené v tekutom dusiku. Celkovd bunkova RNA
bola izolovand rozdrvenim tkaniva v tekutom dusiku.
Stvormolarny guanidium tiocyanédt bol pridany Kk rozdrvenému
tkanivu. Izolédcia celkovej RNA bola vykonand ako je opisané
(Chomczynski et al. (1987) Anal. Biochem. 162:156-159;
Pagliusi et al. (1989) AMOG. J. Neurosci. Res. 22:113-119).
Vitatky RNA boli odhadnuté z absorbancie pri 360 nm. 10 ug
RNA bolo frakcionovanych na 1% agardzovich a formamidovych
géloch kv6li analyze Northern blot (Thomas (1980) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:201-205).

Nahodne primérované préby cDNA Ll Dboli pouZité na
sGdasni detekciu endogénnej mRNA L1 s diZkou 6 kb (Tacke
et al. (1987) Neurosci. Lett. 82:89-94) a tieZ z tramnsgénu
odvodenej mRNA L1l s dl1Zkou 4,2 Xb. Denzitometrickd analyza
Northern blotov bola vykonand na skenovacich obréazkoch
(Arcus scanner, Agfa-Gavaert) 2z originadlnych filmov pomocou
programu Image (NIH, Research Serveces Branch, NIMH).

Analfza Nothern blot celkovej RNA 2z celych mozgov
transgénnych zvierat odhalila transkripty odhadovanej
velkosti (4,2 kb) pre unRNA odvodendi =z transgénu (Obr.2).
Tieto transkripty sG jasne odlisné od endogénnej mRNA L1,
ktora je dlha 6 kb a pochddza z postmitotickych neurdnov.
Denzitometrickd analyza odhalila, Ze hladiny mRNA L1
odvodenej 2z transgénu boli 34%, 13% a 8% v liniach 3426,
3427 a 3418, ako to bolo porovnané s hladinami endogénnej
mRNA L1 (100%).

Priklad 4

Zvierata

Pre kultiry na kryostatickfch rezoch a experimenty
v imunocytochémii a hybridizacii in situ boli kontrolné
zvieratd brané zo z&soby rovnako starych normédlnych mySi
C57b1/6J alebo inych netransgénnych potomkov. Pre izolaciu
malych cereberdlnych neurdnov a pre pripravu kultar
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astrocytov boli pouZivané Sest dni staré netransgénne
mlédata ICR. Neurdny dorzalneho koreiového ganglidénu (DRG)
boli pripravené z osem dni starych kuracich embryi.

Priklad 5

Hybridizacia in situ

Kv6li overeniu, Ze astrocyty transgénnych zvierat
exprimovali L1 in vivo boli analyzované optické nervy
pomocou hybridizécie 1in situ. Bol vybrany opticky nerv,
pretoZe obsahuje len gliové bunky a neobsahuje neuronélne
bunkové telieska. Astrocytom in vivo normélne chyba expresia
Ll vo vSetkych vyvojovych Stadiach (nepublikované uddaje).

Kv8li detekcii mRNA L1 v kryostatickych rezoch &erstvo
zmrazenych mozgovych rezov boli vytvorené dioxigeninom
oznadené cRNA pomocou transkripcie in vitro (Ddrries et al.
(1993) Histochemistry 99:251-262). Sekvencia kédujica
extracelularnu cast L1 (Moos et al. (1988)) bola
subklonovanid do vektora pBluescript KS+ (Stratagene). Prébdby
cRNA v zmysle a proti zmyslu &itania boli vytvorené prepisom
inzertu L1 po linearizécii vy§sledného plazmidu s Xho I
a/alebo Xba I pomocou promotorov T7 a T3. Kvbli vytvoreniu
préd cRNA GFAB bol subklonovany fragment cDNA GFAP (Lewis
et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:2743-2745;
laskavo poskytnuty Dr. N. J. Cowanom) dlh¥ 1,2 kb a kédujici
koniec N proteinu do vektora pBluescript KS+. Préby cRNA
v zmysle a proti zmyslu &itania boli vytvorené prepisom
v¥sledného plazmidu, linearizaciou 8 Eco RI a XhoI
2z promotorov T3 a T7. Kv8li zlepSeniu prenikania do tkaniva
boli préby cRNA v zmysle a proti zmyslu &itania zrovnané za
podmienok alkalickej hydrol¥zy, aby sa ziskala priemerna
dizka fragmentov pribliZne 300 nukleotidov. Hybridizacia
in situ na rezoch optickych nervov pripravenych z dospelych
zvierat (12 dni starych) bola vykonand ako Jje opisané
(Dorries et al. (1993); Bartsch et al., J. Neurosci.,
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v tlacl).

V netransgénnych kontroléch boli transkripty detekované
len v nervovych bunkdch sietnice, ale nie v optickom nerve,
ani pred (Obr.3A) ani po poskodeni (Obr.3B). Naopak,
mRNA L1 boli exprimované gliovymi bunkami optickych nervov
z transgénnych myZ{ (Obr.3C). Bunky pozitivne na mRNA Ll
boli detekovatelné ako vo vzdialenjych myelinovanych, tak aj
v bliz8ich nemyelinovanych castliach nervu. Intenzita
hybridiza&ného signdlu bola vy38ia v nemyelinovane]j blizse]
gasti v porovnani s myelinovanou vzdialenej3ou gastou nervu.

Podobné rozmiestnenie pozitivanych buniek a podobné
rozdiely v intenzite znaéenia medzi nemyelinovanymi
a myelinovanymi oblastami boli pozorované pomocou préby cRNA
GFAP (porovnajte Obr.3C a E). Podet buniek pozitivnych na
mRNA L1 v optickom nerve transgénnych zvierat vZak bol vZdy
vfznamne men3i neZ poclet buniek pozitivnych na GFAP,
pravdepodobne kv8li niZsej citlivosti prédby cRNA L1.
Detekovatelné hladiny nRNA L1 sd alternativne dosiahnuté
v astrocytoch s vysokou hladinou expresie GFAP. Taky prahovy
efekt md3%e byt spdsobeny navrhnutim transgénu GFAP-L1, ktory
obsahuje len 2 kb zo sekvencie GFAP v smere 5' konca. Stidie
in vitro dokazuji, %e oblast medzi 2 a 6 kb v protismere
k miestu po&iatku transkripcie obsahuje sekveniné elementy
posiliiujice expresiu GFAP riadenych spojenych génov
v bunkach Cé (Sarid (1991) J. Neurosci. 28:217-228).
Nakoniec, modifikicia exdénu 1 génu GFAP vratane vnesenia
velkej cDNA L1 mdZe 2zniZit stabilitu chimérovej mRNA
v porovnani s mRNA GFAP a menit efekty spbsobené regulaénymi
sekvencianmi GFAP uniestnenyni v obidvoch smeroch
v modifikovanej oblasti.

Po poskodeni optického nervu bola pozorovanid zvy¥Sena
expresia L1 v transgénnych (Obr.3D), ale nie
v netransgénnych (Obr.3B) optickfch nervoch. Polet buniek,
ktoré exprimovali L1 a intenzita hybridiza&ného signalu L1
boli podobné u rbdznych zvierat rovnakel transgénnej linie,
ale 1i%il1 sa medzi réznymi transgénnymi liniami. V zhode
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s visledkami ziskanfmi pomocou analfzy Northern blot (vid
vys88ie) boli bunky pozitivhe na BnRNA L1 najpoletnejdie
v 1linii 3426, potom Vv 1injii 3427 a najmenej pocletné
v 1inii 3418. T4to rozdielnost v hladine expresie transgénu
u r8znych linif mé%e byt odvodenid z mnohych faktorov, zvlast
vplyvom okolitfch oblastfi hostitelského chromatinu, ktoré
ohraniduji rb6zne transgénne integra&éné miesta (Proudfoot
(1986) Rature 322:562~565; Reik et al. (1987) Nature
328:248-251; Sapienze et al. (1987) Nature 328:248-254).

Priklad 6

Protilatky

V§roba polyklondlnych krili&ich protildtok proti my3ej
Ll a purifikdcia na imunocafinitnej koldéne na L1 (Rathjen
et al. (1984); Martini et al. (1988) a polyklonalnych
protilatok proti myZej pelefiovej membréne (Lindner et al.
(1983); Pollerberg et al. (1985) boli opisané. My$ia
polyklondlna protildtka proti GFAP bola kipenad (Boehringer
Mannheinm).

Kv8li analyze  Western blot boli polyklonalne
a monoklondlne protilatky zviditeInené pomocou peroxidazy
z redkovky konjugovanej s kozimi protimySimi a/alebo
krali&imi protilatkami (Dianova, Hamburg, Nemecko). Kvbli
imunochémii DYoli primadrne protilatky detekované pomocou
konjugovanych kozich protimy3ich a krdli¢ich protilatok
znacenych fluoresceinonm, izotiocyanatom alebo
tetrametylrodamid izotiocyanitom (Dianova). Digoxigeninom
znaéené proby cRNA pre hydbridizéciu in situ boli
zviditernené pomocou s alkalickou fosfatdzou konjugovanych

fragmentov Fab k digoxigeninu (Boehringer Mannheinm).
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Priklad 7

UdrZovanie neurénov na kryostatickych rezoch

Pre analfzu, ak sd optické nervy z transgénnych zvierat
viac vodivé do rastu neuritov, neZ optické nervy z divokého
typu zvierat, boli cerebeldrne neurdny udrZiavané na
kryostatickych rezoch poikodenych a nepoSkodenych optickych
nervov (Obr 7).

Optické nervy z 6 aZ 16 tyidiov starych my$i doli
pripravené ako je opisané (Bartsch et al. (1989) J. Comp.
Neurol. 284:451-462. Kratke, po3kodené a nepo3kodené optické
nervy boli zakotvené a zmrazené Vv hormonalne definovanonm
médiu bez séra (Fischer (1986) Neurosci. Lett. 28:325-329)
pomocou tekutého dusiku. Tkanivové rezy (14 um hrubé) boli
pozdiine rozrezané na kryostate Frigocut 270
(Jung-Reichardt), upevnené do sterilného podloZného sklicka
potiahnutého poly-L~-lyzinom (Sigma, 0,001% vo vode)
a vysudZené 2 a%¥ 3 hodiny v sterilnom bloku. Potom bolo
vykonané premytie rezov v médiu 5 min. Malé cereberélne
neurény purifikované cez gradient perkolu (Keilhauer et al.
(1985) Nature 316:728-730) ziskané zo Sest dni starych mysi
ICR (6 x 104 buniek v 100 ul média) boli nanesené na kaZdé
skliZko. Bunky boli wudrZiavané v inkubédtore pri 37°C vo
zvlih&enej atmosfére 5% COz a 95% vzduchu.

Rast neuritov bol tieZ merany za pritomnosti
protilatok. Rezy boli predinkubované s polyklonalnymi
protilédtkami proti L1 alebo polyklonadlnymi protiléatkami
proti my$im pedeiiovym membrédnam (100 upg/ml, intenzivne
dialyzované a nariedené v médiu) po 1 hod. pri 37°C. Po
odstraneni protildtok boli rezy opatrne premyté médiom
(5 krat, kazZdé premytie 5 min. pri izbovej teplote) a potom
boli pridané v Perkolovom gradiente purifikované malé
cereberdlne neurény. Po dvoch diioch boli kryostatové kultiry
fixované v 4% paraformaldehyde v PBS poéas doby 30 min. pri
izbovej teplote a potom boli odmerané diZky neuritov. Aby sa
vyhlo "okrajovym efektom” pri merani, nevydnocovali sa rezy,
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Xtoré boli umiestnené na vnitornej hrane obnaSajicej 20% zo
sklicka. Pomocou programu na semiautomaticky vypoéet
obrazovej anal¥zy (IBAS, Kontron, Zeiss) bolil zmerané diZky
v3etkych neuritov, ktoré vyrastli na tychto rezoch
a priemerna di%kxa neuritov vzhladom na telo nervovej bunky
bola vypoditand. Pre kaZdy experiment a opticky nerv
(po3kodeny alebo neposkodeny) bola priemerné di%ka neuritov,
ktoré r&stli na nervoch transgénnych zvierat, brand vzhIadom
na prislusné hodnoty kontrolnych zvierat. Dvanast
nezavislych experimentov bolo vykonanych s poSkodenymi
a nepo3kodenymi nervami pomocou najmenej dvoch transgénnych
zvierat.

Pre transgénne zvieratd bolo pozorované prediZenie
dizky neuritov na poskodenych nervoch v porovnani
s neposkodenymi nervami. Na rozdiel od toho neboli dizky
neuritov na po3kodenych a nepo3kodenych optickjch nervoch
zvierat divokého +typu v¥znamne odli3né (Obr.8). Neurity
pestovanych neurdnov na nepo3kodenych optickych nervoch
z transgénnych zvierat boli konzistentne dlhSie neZ neurity
pestovanfch neurdénov na neposkodenych nervoch zo zvierat
divokého typu. Maximédlne zvéc3enie diZky neuritov na 300%
bolo pozorované, ked boli pouZité rezy z linie 3426. Podobne
bola zvidSend dlizka neuritov na poskodenfch nervoch
transgénnych lini{ az na 400%, ked sa porovnali
s poskodenymi nervami zo zvierat divokého typu.

Aktivita podporujica rast neuritov transgénnych
optickjch nervov korelovala pozitivne s hladinou expresie
L1 (Obr. 8). Nepo3kodené optické nervy linie 3426, ktoré
exprimujé najvy38iu hladinu proteinu L1, boli potentnejsie
v prediZenf neuritovej diZky neZ linie 3427 a 3418, ktoré
exprimovali niZ3iu hladinu L1l. Na poskodenych optickych
nervoch 1inif 3426 a 3427 (28 dni po poSkodeni) bola diZka
neuritov 4 krat vi&sia neZ na po3kodenjch optickjch nervoch
zvierat divokého typu. Zistenie, Ze zvidcSenie diZky neuritov
v po3kodenych optickych nervoch Dbolo podobné pre linie 3426
a 3427 (aj ked 1inia 3426 vykazuje 25% zvySenie expresie
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proteinu L1 po poskodeni v porovnani s liniou 3427)
indikuje, %e hladina protefnu L1 v linii 3427 uZ staéi na
maximadlnu indukciu rastu neuritov na malych cerebelarnych
neurdnoch.

Preinkubécia nepo3kodenych optickych nervov zo zvierat
divokého typu s polyklonadlnymi protildtkami proti L1 alebo
proti my3im pedefiovym membrénam vyznamne neovplyvnila aizky
neuritov (Obr. 9). Naopak, di%ky neuritov boli redukované
o viac ne% 50%, ked boli Kkryostatické rezy nepoZkodenych
a poSkodenych optickjch nervov 2z transgénnej linie 3426
preinkubované s protilatkami proti L1 (Obr. 9). Protiléatky
proti peZefiovim membranam, ktoré silne viaZu optické nervy
a malé cerebelérne neurdny (didaje nie s ukazané),
nevykazuji podobné inhibi&né efekty. Je zaujimavé, Ze
preinkubacia poikodenych optickych nervov zo zvierat
divokého typu s protilatkami proti L1 indukovala prediZenie
diiky neuritov v porovnan{ s po3kodenymi nervami zo zvierat
divokého typu bez predchadzajicej preinkubacie
s protil&tkami proti L1. Protildtky proti nySim pelefiovym
menmbrianam nevykazuji v¥znamné zvySenie za rovnakych
podmienok, &o ukazuje, Ze pridanie bunkovych povrchovych
reaktivaych protildtok nenarudi rast neuritov.

Priklad 8

UdrZiavanie neurénov na jednovrstvovych kultdrach astrocytov

Na pripravu jednovrstvovych astrocytov boli vyEistené
predné mozgy zo Sest dni starfch ny3i od iného, neZ
nervového tkaniva a boli disociované ako bolo opisané
(Schnitzer et al. (1981) J. Neuroimmunol. 1:429-456; Fischer
et al. (1982) Neurosci. Lett. 29:297-302; Keilhauer et al.
(1985). Bunky boli udrZiavané na poly-L-lyzinom potiahnutych
(Sigma, 0,001% vo vode) tkanivovich miskadch v médiu BME
(Gibco) obsahujicich 10% konské sérum a 2 mM glutamin poc&as
doby 14 a2 21 dni. Kontaminujice oligodendrocyty a neurény
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boli odstranené pretrepanim misiek pri kaZdej vymene média
a dalsim pestovanim Dbuniek v intervaloch &tyroch dni.

Imunologické farbenie GFAP poZas 14 dni udrZiavania ukazalo,
e viac neZ 90% buniek boli astrocyty. Po 14 diioch v kultire

boli bunky skontaktované s trypsinom a udrZiavané ako jedna

vrstva pét dni na skli&kach potiahnutych poly-L-lyzinom,

Malé cerebelarne neurdny purifikované v gradiente Perkolu

(Schnitzer et al. (1981)) zo Sest dni starych my3i

a dorzalne Xorefiové gangliénové neurény (DRG) (Seilheimer

et al. (1988) J. Cell. Biol. 107:341-351) z osem dn{ starych
kuracich embryi Dboli potom pridané na Jjednu vrstvu

astrocytov. Po 6 hodinéach spolo&nej kultiry pre cerebelérne
a po 12 hodindch pre neurény DRG Dboli bunky fixované 2%

paraformaldehydom v PBS a diiky neuritov boli analyzované,

ako je opisané v Priklade 7.

Rast neuritov z wmy3ich mal¥ch cerebeldrnych alebo
kuracich dorzadlnych korefiovych gangliénovych (DRG) neurénov
bol +tie? Btudovany v jednovrstvovich kultidrach astrocytov
odvodenych z transgénnych (linia 3426) alebo netransgénnych
kontrdl (Obr. 10, Tabulka 1).
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Tabulka 1

pizxy neuritov cerebeldrnych a dorzalnych korefiovych
gangliénovych (DRG) neurdnov udrZiavanych na astrocytickych
jednovrstvach pripravenych z my8i divokého typu (WT)
a transgénnej linie 3426.

Cerebeléarne DRG

neurény neurony
WT 65134 nm 90+10 mm
WT + anti L1 72130 mm 105+14 mm
WT + anti pecei 57124 mm 10712 nm
3426 7541 mm 137210 mm
3426 + anti L1 45125 nm 88+ 8 mm
3426 + anti pecei 58+31 mm 124+15 mm

DiZky neuritov na astrocytoch bez preinkubacie s akoukolIvek
protilatkou alebo po pbsobeni bez polyklondlnych protilédtok
proti L1 (anti L1) alebo protilatok proti nyS3im peceidovym
menmbranam (anti pedefi) si uvedené. Priemerné hodnoty %
Ztandardnid odchflka si z najmenej 100 neurdnov 2z dvoch

nezavislych experimentov vykonanych dvakrat.

DiZxa neuritov cerebeldrnych neurénov alebo neurénov
DRG na transgénnych astrocytoch bola pribliZne o 15% aZz 50%
dlh8ia v porovnani s diZkou neuritov u astrocytov divokého
typu (Tabulka 1). Protilétky proti pedefiovfm membranam
neovplyvnili di%ku neuritov na astrocytickych jednovrstvach
zo0 zvierat divokého typu alebo 2z transgénnych zvierat
(Obr. 10, Tabulka 1). Preinkubéacia astrocytickych
jednovrstiev s protilatkami proti Ll neovplyvnila vyznamne
diZku neuritov na bunkdch zo zvierat divokého typu. Naopak,
zniZila d1Zku neuritov cerebeldrnych neurdnov a neurdnov DRG
pestovanfch na Dbunkdch =z transgénnych zvierat pribliZne
O 40%. V tomto ohYade 3je pozoruhodné, Ze polyklonalne
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protilatky proti my3ej L1 pouZité v tejto Etddii nereagujd
s peurdnmi 2z kur¥iat (Martini et al., 1994; ddaje nie st
uvedené). Na imunofluorescentnej analyze je vEak preukézané,
Ze tieto protilatky sa viaZu rovnako efektivne ako
protilatky proti L1 na astrocyty z transgénnych zvierat a na
malé cerebeldrne myZie neurény (ddaje nie sdi uvedené).

Priklad 9

Imunofluorescencia a mikroskopia Aurion-GP immunogold

Imunologické farbenie L1 a GFAP ¢&erstvo zmrazenych
prie&ne a pozdizne rezanych optickych nervov alebo
astrocytickjch Jjednovrstiev divokého typu a transgénnych
zvierat bDboli vykonané ako je opisané (Bartsch et al.
(1989)). Pre dvojité znaenie sme najprv inkubovali
astrocyty ako Zivé bunky s protilédtkami proti L1 (2 ug/ml
v 1% BSA v PBS) pri 4°C podas doby 30 min. Po
permeabilizécii buniek pomocou 70% metanolu pri -20°C pocas
doby 10 min. boli bunky inkubované s protilatkami proti GFAP
po&as doby 30 min pri 4°C.

Pre vypoéet aizxy neuritov v experimentoch
s kryostatovou kultirou bolo pouZzité zosilnené farbenie
Aurion immuno R-Gent striebro podla pokynov v¥robcu (Aurionm,
Immuno Gold Reagents & Accesories Custom labelling,
Wageningen, Holandsko)) s maly¥mi modifikiciami. Kultédry boli
fixované 4% paraformaldehydom v PBS na 10 min. pri izbovej
teplote, inkubované v 50 mM glycinu v PBS po&as doby 10 min.
a potom boli ponechané 15 min. v blokovacom pufri (BB, 0,5%
BSA v PBS). Po troch premytiach v BB, kaZdé premytie
5 min., boli bunky inkubované s protildtkami proti L1
nariedenymi do BB (2 um/ml) po&as 30 min. pri 1izbovej
teplote., Potom boli kultiry premyté 3 krat v BB, kaZdé
premytie 5 min., boli pridané sekundarne protilatky
nariedené 1:20 v BB na 1 hod. pri izbovej teplote. Po troch,
premytiach v destilovanej vode boli kultiry fixované v 2%
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glutaraldehyde v PBS na 10 min. pri izbove]j teplote a boli
znovu premyté 3 krit destilovanou vodou. Zmes zosilfiovaca
a vyvojky v pomere 1:1 Dbola potom pridand pri izbovej
teplote. Po objaveni reak&ného produktu boli sklidka premyté
3 krat destilovanou vodou a uloZené do glycerolu.

Imunoreaktivita na L1 v optickych nervoch
netransgénnych myS${ bola obmedzena na nemyelinované
sietnicové gangliénové Dbunkové ax6ny (Bartsch et al.
(1989)). V nepoZkodenych optickjch nervoch 2z transgénnych
zvierat bola tieZ n&jdend slabad imunoreaktivita na Ll
v spojeni s Dbunkovymi telieskami a procesmi v radiélne
orientovanych bunkach (Obr. 43). Intenzita tejto
imunoreaktivity na L1 v transgénnych optickych nervoch sa
zna&ne zosilnila po poSkodeni (Obr. 4B) a bola podobné
v rozmiestneni ako imunoreaktivita na GFAP zistena
v nepoikodenych (Obr. 4B) alebo poZkodenfch (neznézornené)
nervoch divokého typu.

Expresia L1 Dbola dalej analyzované v kultidrach
astrocytov pripravenych 2z prednych mozgov Sest dni starych
transgénnych zvierat. Ziadna imunoreaktivita na L1 nebola
detekovana na astrocytoch z0 zvierat divokého typu
(0br. 5D). Raopak, bunky pozitivme na L1 Dboli pritomné
v kultirach =z transgénnych zvierat (Obr. 53). Ako Je
demon3trované pri dvojitom imunologickom farbeni, tie isté
bunky sa ukizali byt pozitivne na GFAP (Obr. 5B a E), Co
ukazuje, Ze bunky exprimujice L1 si skutodéne astrocyty.
PretoZe imunologické farbenie L1 bolo vykonané na Zivych
bunka&ch, 2zd4 sa pravdepodobné, Ze L1 Je v transgénnych
zvieratach tie% exponovand na bunkovom povrchu astrocytov

in vivo.
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Priklad 10

Analyza Western blot

Kvdli dal&iemu vypoé&tu mnoZstva expresie L1
v transgénnych mySiach GFAP-L1 boli analyzované pomocou
analyzy Western Dblot detergentové extrakty homogenédtov
nepoikodenych a po3kodenych (15 dni po po3kodeni) optickych
nervov z my3i divokého typu a transgénnych dospelych my$&i
(Obr. 6).

Po3kodené (15 dni po poskodeni) a kontralaterédlne
nepoikodené optické nervy 2z 8 dni starych 2zvierat boli
vy&istené od inych tkaniv a potom boli zmrazené v tekuton
dusiku. Dbalo sa, aby boli pouZité len myelinované distéilne,
a nie imunoreaktivne na L1 nemyelinované a d&iastoCne
myelinované proximédlne oblasti nervov. Nervy boli zmrazené
a rozmrazené 10 kr&t pred sonikdciou v sonikdtore Branson
B15 pri 4°C potas doby 5 min. Tkaniva boli potom
homogenizované v homogenizatore Dounce V homogenizad&nom
pufri (1% Triton X-100, 2 M moZovina, 5 mM benzamidin,
0,1 mM j6édoacetamid, 1 mM fenylmetdnsulfonylfluorid, 5 mMN
Na-p-tozyl-L-lyzinchléro-metyl ketén v PBS). Homogenaty Dboli
vydistené centrifugédciou pri 16000 g pri 4°C pocCas doby
15 min. Supernatanty boli ponechané s metanol/chloroformon,
aby sa vyzraZall proteiny ako Dbolo opisané vo Wessel et al.
(1984). Proteinovd zloZka Dola stanovend v supernatante
(Pierce). Po vykonani SDS-PAGE na 7% plochfch géloch pri
reduk&nych podmienkach boli proteiny (25 ug) analyzované
pomocou analyzy Western blot s polyklondlnymi protilatkami
proti L1 (0,4 ug/ml). Sekundirne protiléatky konjugované
s peroxidézou z redkovky (2 ug/ml) boli detekované pomocou
blotovacej detek&nej sipravy ECL (Amersham). Denzitometricka
analyza imunoblotov ukdzala, Ze expresia Ll v nepoSkodenych
optickych nervoch transgénnych zvierat Dbola pribliZne o 40%
a 13% (linie 3426 a 3427) vy38ie ne%Z v nepo3kodenych
optickych nervoch zvierat divokého typu. Expresia Ll
v poskodenfch transgénnych nervoch bola o 310% a 200% (linia
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3426 a 3427) vys8ia neZ u poZkodenych nervoch zvierat
divokého typu. Porovnanie medzi po3kodenymi
a kontralateradlnymi nepoSkodenymi optickymi nervaml zo
zvierat divokého typu odhalilo 2zniZend expresiu proteinu L1
o 40% na po3kodenej strane. Naopak, mnoZstvo proteinu Ll
v poskodenych nervoch 1linifi 3427 a 3426 stiplo o pridliZne
30% v porovnani s neposkodenymi kontralaterdlnymi stranami.
Hladina expresie L1 v 1fnii 3426 bDola pribliZne o 35% a 25%
vys8ia nef v linii 3427 pre nepoikodené a posSkodené optické
nervy.

Priklad 11

Obnoveny rast axénov v optickom nerve in vitro

6 aZ 8 +tyZdiiov staré transgénne myS5i GFAP-L1 a my3i
divokého typu boli utratené a po 14 diioch boli sledované na
fluoresceinom znaZeny Dbiotin ester 2za dgelom oznacdenia
sietnicovych ganglidénovych bunkovy¥ch axénov postupnym
znafenim. Vy§sledky si zn&zornené na Obr. 11 a 12. KaZdy bod
predstavuje jedno zviera.

Priklad 12

Identifikdcia hranice medzi homolégnymi opakovaniami 2 a 3
fibrinového typu III v nervovej bunkovej adhéznej molekule
L1 ako neuritovy rast podporujici a signdl prenadSajici
domény

Kvbli stanoveniu domén v nervovej bunkovej adhézne]
molekule L1 zodpovednych za rast neuritov boli vytvorené
monoklondlne protildtky proti L1 a ich vplyv na rast
neuritov malych cerebelarnych neurénov Vv kultare bol
sledovany. Ked bolo 11 protilatok pouZitych ako substrity,
len protilatka 557.B6, ktoré rozoznava epitop reprezentovany
syntetick¥m peptidom obsahujlicim aminokyseliny 818 aZ 832 na
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hranici medzi homoldégnymi opakovaniami 2 a 3 fibrinového
typu III, bola rovnako 1@&innd ako L1 v podpore rastu
neuritov, zvy3eni hladiny intracelularneho Caz:+ a stimuléacii
spotredby inositol fosfédtov. Tieto zistenia dokazuji, Ze rast
neuritov a zmeny v t¥chto druhych prendZadoch sd zhodné.
Tato zhoda bola potvrdenid schopnostou antagonistov kandlov
Caz+ a +toxinu &ierneho ka3Y¥a inhibovat rast neuritov na Ll
a protilitke 557.B6. Tieto pozorovania ukazuji na odlidné
miesto na L1 viazané na bunkovom povrchu ako na prominentny
signél prenéd3ajici doménu, cez ktord prebiehaji
rozpoznadvacie deje na spustenie rastu neuritov, zvySenie
spotreby inozitol fosfatov a zvy&enie hladiny

intracelularneho Caz+.

Priklad 13

Imunoreaktivita L2/HNK-1 v reinervovanom periférnom nerve:
prednostnd expresia v motorovych s axénom asociovanych
Schwannovych bunkach

Karbohydritovy epitop L2/HNK-1 (dalej uvAdzany L2) Je
exprimovany v dospelej nys8i myelinovanymi Schwannovymi
bunkami ventrdalnych koredov a svalovfch nervov, ale zriedka
dorzdlnych korefiov a/alebo koZnych nervov. PretoZe
substrdtovo potiahnuté glykolipidy L2 podporuji rast
pestovanych motorovych, ale nie zmyslovych neurdnov, L2 tak
ovplyviiuji preferen&né reinervovanie svalovych nervov skrz
regenericiu motorovych axénov in vivo.

Vplyv regenerujfcich sa axdénov na expresiu L2 spdsobeni
reinervovanymi Schwannovymi bunkami Dol preto analyzovany
vedenim motorovich a zmyslovych axénov do svalovych
a koZnych vetiev femordlnych nervov osemn tyzZdiiov starych
ny5i. Regenerujice sa axény 2z koZnjych vetiev neviedli
k imunocytochemicky detekovatelnej expresii L2 vo svalovych
alebo koZnych nervovych vetvach. AxOny regenerujice sg zo
svalovych vetiev viedli k slabej expresii L2 od niekolkych
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Schwannovych buniek koZnej vetvy, ale vyvolali silnmd
expresiu L2 od mnoh¥ch Schwannovych buniek svalovej vetvy.
Myelinové Schwannove bunky predtfm asociované s motorovymi
axénmi sa potom odliSovali od predchadzajicich zmyslovych
s axénom asociovanych myelinovych Schwannovych buniek v ich
schopnosti exprimovat L2, ked si spojené s motorovymi
axénmi. Toto zvySenie expresie L2 podas rozhodujicich 5tadii
reinervidcie sp&sobuji motorové axény regenerujice sa do
vhodnej, svalovej drahy s vihodou oproti +t¥m, ktoré sa
regeneruji do nevhodne]j, zmyslovej dréhy.

Priklad 14

L1 v spevneni pamiti pri pasivnom vyhfbacom teste u kuréiat

Cvidenie jednodennych Xkur&iat pri Jjednej ski&ke na
pasivhnom vyhfbacom teste, pri ktorom sa kuréatd ucia
potlaZat tendenciu dobat do malej lesklej gulb&ky, ktora je
napustend horko chutiacim metyldntranildtom, m& za nésledok
gasovo zAvisld bunkovi a molekuldrnu kaskddu kulminujdcu aZ
do pretvorenia presynaptickfch a postsynaptickjch elementov
na dve diskrétne oblasti predného mozgu, stredny medidlny
hyperstriatum ventrale (IMHV) a Lobus parolfactorius (LOP)
(Rose (1991) Trends In Neurosciences 14:390-397). Kaskada
zah?fia dve odli3né vlny glykoproteinovej syntézy, ako je to
zrejmé zo zvydenej inkorpordcie fukézy, vyskytujice sa ako
v IMHEV tak aj LPO v r8znych &asoch po cvi&eni. Obidve vlny
si nutné pre dlhotrvajice (t.j. 24 hodin a dlh3ie) udrZanie
pamiti vo vyhfbacom teste, v ktorom je zrejmé oslabenie
u kur&iat, ktoré by sa inak vyhli predchadzajicej horkej
gul6&ke a dobali do suchej guldiky v teste.

Za predpokladu ilohy Ll pri sprostredkovavani
medzibunkového kontaktu bola predloZend Stddia, ktoré mala
stanovit, &i L1 patri medzi glykoproteiny spdjané s udenim,
ktoré sa zGEastfiuji na tvorbe vin syntézy glykoproteinov,
a si tak nutné pre tvordbu pamidti. Ak je tomu tak, protiléatky
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proti L1, ktoré s poddvané vo vhodnom &ase vzhYadom na
cviBenie, by mali zabranit synaptickeﬁ prestavbe nutnej pre
dlhotrvajicu pamsit a preto by mali produkovat zoslabenie
vykonédvania cvidenia. Podobne, ak extracelulirne domény
molekuly L1 maji nejaky v¥znam v rekogniénych a adhéznych
procesoch, ktoré si potrebné pre synapticki prestavbu
a stabilizaciu, exogénne podivané fragmenty extracelularnej
domény, ktoré sa budi viazat homofilne na endogénne

molekuly, budi nariZat tento proces.

Protilatky a fragmenty

Polyklondlne protiladtky boli pripravené v krélikoch
imunizaciou s imunoafinitne purifikovanou L1 (Ng-CAM, 8D9)
nasledovanou vykonanym imunizaénfm postupom (Rathjen et al.
(1984)). L1 bola izolovand z jednodennych kuracich mozgov
pomocou monoklon&lnej protildtkovej kolény 8D9 (Lagenaur
a Lemmon (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7753-7757)
opit podla zavedeného postupu (Rathjen et al. (1984)).
Protilatky boli izolované zo séra ziskaného po tretej
imunizécii pomocou Protein G Sefarézy (Pharmacia LKB) podla
pokynov virobcu. Rekombinantne exprimované fazované proteiny
v E. coli reprezentujice 3est imunoglobulinovych (Ig-I-VI)
a pit fibronektinovych (FN1-5) opakovani boli pripravené ako
bolo opisané v Appel et al. (1993).

Sédium dodecylsulfitovd elektroforéza v polyakrylovom géli
(SDS-PAGE) a imunobloty Xkuracich subceluldrnych frakcii
50 ul proteinu z mozgového homogendtu, =z hrubych membran,
z rozpustnych frakcii (Burchuladye et al. (1990) Brain Res.
535:131-138 a =z postsynaptickych nahromadeni (Murakami
et al. (1986) J. KReurochem. 46:340-348), vSetko
z jednodennych kuracich mozgov, bolo separovanych na
SDS-PAGE za redukujicich podmienok na 5 aZ 15% polyakrylovonm
gradientovom géli (Laemmli (1970) Nature 227:131-138,
a potom bdolo v3etko prenesené na nitrocelulézu (Burnette
(1981) Anal. Biochem. 112:195-203). Po inkubécii cez noc
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s protilédtkami proti L1 pri nariedeni 1:1000 v Trisom
pufrovanom roztoku, pH 7,2, obsahujicim 5% su3ené mlieko bez
tuku, boli detekované imunoreaktivne priZky podYa predtym
opisaného spdsobu (Scholey et al. (1993) Neurosciences
55:499-509).

Cviéebné a testovacie postupy

Jednodenné Rossove kur&atd obidvoch pohlavi, vyliahnuté
v inkubatoroch, boli premiestnené v paroch do malych
klietok a boli predbeZne cvidené na dobanie do malej
(2,5 mm) chrémovej gulbéZky namoCenej do metyldntranilatu,
ako bolo opisané v Lossner a Rose (1983) J. Neurosciences
41:1357-1363. Vtaci, ktori dobali do horkej gulééky,
osved&ili stereotypnid zéaporni odpoved tym, Ze mohutne
potriasali hlavou a vracali sa spdt od gulé&ky. 24 hodin po
cvideni Dboli zvieratd testované na pritomnost suchej
chrémovej guld&ky zhodnej s tou predchadzajicou. ZadrZanie
pasivneho u&enia sa vyhybat gulsdke bolo vidiet u zvierat,
ktoré sa vyhybali testovanej gulb&ke. Pri kaZdom opakovani
tohoto protokolu bolo cvi&enfch a testovanych 24 aZ 36
kuréiat. Viac neZ 80% cvidenych, neinjekovanych kurdiat sa
normilne vyhybalo gulddke v teste za tychto podmienok, aj
ked tu bolo niekedy zniZenie vyhybania sa u vtakov
injekovanych kontrolnfm roztokom. Naopak, vtéci, ktori st
cviden{ na namodenid guld&ku do vody, &asto dobali do suche]j
guldEky a ich v¥sledok vyh¥bania Dol ledva nad 5 aZ 10%.
Cely test a cvicdenie bolo vykonavané rutinne
experimentitorom, ktory nevedel, Xxtoré zvieratéd si ktoré.

Injekcia

Protilatky L1 a fragmenty FN1-5 a Ig I-IV Dboli
dializované cez noc proti 0,9% fyziologickému roztoku
a koncentracia bola upravend na 1 mg/ml pre Ll a 250 ug/ml
pre fragmenty. KurZatd dostali dvojstranné intrakraniilne
injekcie do stredného medidlneho hyperstriata ventrale
(IMEV) 10 uyl protilatok Ll na jednu hemisféru; kontrolné
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zvieratd dostali podobné injekcie fyziologického roztoku.
Presné dopravenie do IMBV bolo vykonané pomocou Specialne
navrhnutého drZiaku hlavy a zaplizdrenej Hamiltonovej
striekadky (Davis et al. (1982) Pharm. Biochem. Behav.
17:893-896. Kurcata, ktoré dostali =zo striekacky ako
fyziologick§ roztok tak aj protilatky pred cvigéenim alebo
testom, nevykdzali 2iadnu v§znamni zmenu chovania a dobali
do guld&ky poias cvicenia podfa predpokladu. Velky
extracelularny objem mozgu novo vyliahnutych kuréiat
znamend, Ze injekované davka je dobre tolerovana.
Predchadzajice oznamenie ukdzalo (Schley et al. (1993)), Ze
po injekcii mbze déjst k malej difazii protiléatok
z injekovaného miesta. Presnost umiestnenia injekcie bola
rutinne monitorovand vizudlnou kontrolou mozgov post mortem.
Pri kaZdom opakovani experimentu bola vyhodnotend rovnako
velké skupina kurciat, ktoré bola injekované bud
fyziologickym roztokom a protildtkou alebo fragmentom.
V experimente s L1 boli skupiny Xkuréiat injekované
fyziologickym roztokom alebo protilatkou v jednom z 6smich
Zasovfch bodov vzhYadom na cvienie; 2 hod. alebo 30 min.
pred cvi&enim, alebo +1 hod., +3 hod., +4 hod., 45,5 hod.,
+8 hod., +12 hod. po cvi&eni. Na zdklade predchadzajicich
pozorovani Dbolo predvidané, Ze akékolvek efekty budd
pozorované u vtakov ako po 30 min., tak aj po 5,5 hod. po
cvideni, a podet opakovani t¥chto &asovych bodov bol podla
toho v&&si (N=17, 28, 17, 19, 18, 21, 19 a 18 zv148t pre
injekcie protildtky). Fragmenty FN1-5 a Ig I-IV L1 boli
injekované bud po 30 min. alebo po 5,5 hod. a retenény test
bol vykonany po 24 hod. Retencia v skupinédch kuréiat
s injekciami fyziologického roztoku a protildtok proti L1
alebo fragmentov L1 bola porovnana 3Statisticky cez chiz,
Vysledky sG znédzornené na Obr. 13 a 14.
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Priklad 15

Uéast L1 a NCAM na dlhotrvajicu potenciaciu

Transverzné hypokampdlne rezy (400 um) z haloténom
anestéziovanych sam&ich krys kmefia Wistar (180-220 g) boli
pripravené podla 3tandardnych technik. Rezy boli udrZiavané
v mal¥ch kombrkach a spociatku oZivované 45 min.
v hypermoléarnej (320 mOsm/kg) unelej cerebrospindlnej
tekutine (ACSF) pri izbovej teplote. Teplota kipela bola
potom zvy3enid na 30°C a médium bolo vymenené na normotonické
ACSF (307 mOsm/kg) obsahujice (v mM): NaCl 124,0; KCl 2,5;

Mg2S04 2,0; caClz 2,5; KH2PO4 1,25; NaHCO3 26,0;
glukéza 10; sacharéza 4; prebublivané 95% 02/5% CO2
(pE 7,4); mnnoZstvo perfizie: 0,75 ml/min. Schafferové

kolaterdlne spojovacie vldkna boli stimulované stolenymi
platinovymi a iridiovymi drdétikmi (50 um v priemere)
umiestnenymi v oblasti striatum radiatum v oblasti CAl.
Stimulacény test pozostéaval z monofézovych impulzov
trvajicich 100 us kaZdych 30 sekind a sila stimuldcie bola
upravend, aby sa ziskalo 30% maximédlne]j amplitady EPSP
(maximalny EPSP bez posunutého popula&ného +tfiia). Hodnoty
EPSP boli zaznamenané z oblasti CAl stratum radiatum pomocou
dvoch sklenenych mikropipiet (2M NaCl, 1 azZ 5 MOhm)
umiestnenej pribliZne 300 uM od stimuladne] elektrédy na
kaZdej strane.

Po stabilnom z&zname podas doby najmenej 15 min. boli
injekované protilatky a proteinové fragmenty do
dendritického pora CAl v Dblizkosti (50 aZ 75 um) jedne]
zadznamovej elektrody (elektréda nastavend na 30%) pomocou
modifikovaného mikroinjek&ného systému (Nanolitrovy
injektor, WPI) kontinu&dlne dopravujiceho 5 nl kaZdych
10 sekind aZ do konca experimentu pokial nie Jje uvedené
inak. Premytie protildtok s naslednou indukciou LTP nebolo
moZné Xkvéli zrejmym dbévodom, ale bolo overené, ¢&i sa LTP
md%e indukovat wvnitri kaZdého rezu zaznamom 2z druhej
elektrdédy, kde neboli protilatky aplikované. Aj ked
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neprenikol hrot injek&nej mikropipety do rezu, bola niekedy
pozorovanéa mald redukcia v amplitide EPSP, ked sa
s injekciou za&inalo. Tento objemovy artefakt bol nezavisly
na druhu injektovanej latky. Proteiny boli dialyzované proti
20 M PBS pri pE 7,4 pokial nie Jje uvedené inak
a koncentrécie boli vzhYadom na koncentrdcie v pipete.

20 min. po zadiatku mikroinjekovania bola indukovana
LTP s vypuknutim stimuldcie teta (TBS) pozostévajicu z troch
sledov po 4 sekundadch; kaZdy sled pozostaval =z desiatich
vysokofrekven&nych nérazov 5 pulzov pri 100 Hz a nidrazy boli
oddelené 200 ms (Reichardt et al. (1991) Annu. Rev.
Neurosci. 14:531-570). Trvanie stimula&nfch pulzov bolo
zdvojnasobené podas TBS. Indukcii LTP mohlo byt dplne
zabrianené perfiziou 10 pM D(-)-2-amino-5-fosfonopentanoovou
kyselinou (D-AP5; Tocris). Zaznamy 2z celych buniek boli
ziskané z neurdnov CA1 pomocou "slepého” svorkového systému
so svorkovym amplifikdtorom EPC-9. Teplota kipela bola
30°C. Svorkové elektrédy  Dboli vytiahnuté z 1,5 om
bérosilikovaného skla OD a mali rezistancie medzi 3
a 8 MOhm. Pipety neboli ani vyZihané plamefiom ani
potiahnuté. Elektrédy boli rutinne namoZené do roztoku
obsahujiceho (v mM): glukonit draselny 129; KC1 5; MgCl2z 1;
CaClz 1; N-(1-hydroxyetyl)-piperazin-N'-(2-eté&nsulfénovi
kyselinu) (BEPES) §5; 1,2-bis-(2-aminofenoxy)etén-N,N,N',
N'-tetraoctovi kyselinu (BAPTA) 5; Na-ATP 10 a Na-GTP 0,3,
s pH upravenym na 7,3 KOH. Sériovad rezistencia nebola
kompenzovani. Odpovede boli spriemerované z troch aZ Styroch
signdlov. Boli vytlalené pre vizudlnu analyzu alebo uloZené
na disk pre neskor3iu analjzu. Statistické vyhodnotenia boli
vykonané pomocou analyzy varidcii s plénovitymi
porovndvaniami a kontrastnou analfyzou; &as bol uvaZovany ako
z4visla premenna s jednou fdroviiou opakovanych merani.
Anti-L1 (Rathjen et al. (1984)), anti~Ig I-VI (Hynes et al.
(1992)) a anti-peceiiové membranové protilatky (Linder
et al. (1983)) dboli vyrobené tak, ako bolo predtym opisané.
Vy¥sledky s@ znazornené na Obr. 15.
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Domény I-VI podobné Ig a homoldédgne opakovania I-V typu
FN III boli exprimované v baktéridch a purifikované ako bolo
opisané VI (Hynes et al. (1992)). Protilatky proti NCAM
a axoninu-l1 boli vyrobené, ako bolo opisané (Larson et al.
(1986) Science 232:985-988; Bailey et al. (1992) Science
256:645-649). Produkcia oligomanozidovych glykopeptidov
z ribonukledzy B a kontrolnfch glykopeptidov z azialofetuinu
bola opisand (Larson et al. (1986)). V¥sledky si zndzornené
na Obr. 17.

Priklad 16

L1 md nervovo ochranny efekt

Bol vykonany experiment na dalSie vysvetlenie aktivity
Ll Vv nervovom tkanive CNS. Alikvéty vzoriek mySich
mesencefalénovich buniek boli natreté a pestované na Styroch
separdtnych miskdch s médiami pripravenymi, ako je uvedené
nizgie: prva kontrolna miska bola natreté len
poly-L-1yzinom; druhd miska bola natretéa poly-L-lyzinom
a L1; tretia kontrolnd miska bola natretd poly-L-lyzinom
a lamininom; 3tvrta miska bola natretd poly-L-lyzinom,
lamininom a L1. V3etky misky dostali alikvétne mnoZstvo
buniek a boli inkubované za rovnakych podmienok. Po 7 diioch
boli vZetky misky sfarbené na pritomnost dopaminu a v¥sledok
bol pozorovany. Misky, ktoré boli natreté L1 vykazovali rast
o 200% aZ 400% vad3i neZ kontroly. Misky natreté lamininom
vykazovali vd&3{ rast neuritov, ale nie viac neZ u misiek
s Ll1. Vysledky ukazujd, Ze L1 ma velk§ nervovo ochranny
efekt, pretofe Zivotnost buniek merand na podet buniek,
ktoré rastli, bola veImi zv§Send proti kontrolém.
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Priklad 17

Rozpustnd forma L1 (L1-Fc) je funkéne aktivna a je silné
¢inidlo v udrZiavani Zivych nervov

Rozpustnd forma L1 Dbola vytvorend v bunkdch COS ako
rekombinantny spojeny protein L1-Fc postupom opisanym
v Neuron 14:57-66, 1995. Rekombinantny protein bol
purifikovany afinitnou chromatografiou s proteinom A a bol
pouzit¥ ako substrat natrety na plasticky material a/alebo
ako rozpustnid molekula pridanad do kultiva&ného média v 1 aZ
10 ug/ml. Rast neuritov a preZivanie mesencefalickych
neurdnov odo diia 17 krysich embryi bol skiSany v kultire po
7 dfioch vudrZiavania in vitro. Dopaminergické neurdédny Dboli
rozliZené imunologickym farbenim na dopamin-beta-hydrolazu
(DBH) a boli spocitané pomocou morfometrického vybavenia
IBAS. Kultiry s pridanou rozpustnou L1-Fc boli udrZiavané na
poly-DL-otnitine (PORN) a substrétovo potiahnutej L1-Fc boli
pridané na vrch predtym potiahnutych PORN (za podmienok
opisanjch v Appel et al., J. Neuroscience 13:4764-47735,
1993. NCAM-Fc bola pouZité ako kontrola.

Tabulka - PreZivanie a rast neuritov neurdénov DBH- podas
7 dni in vitro

poiet neurdnov- diZkxa neuritov--
substratovo natreté Ll 129+20 179140
rozpustna L1 98+ 7 13527
len PORK (kontrola) 14+ 2 37+ o

Stredné hodnoty si 2z aspoii troch nezdvislych experimentov
+ SEM

- Podéty si z jednotky pole
- DiZky v3etkych neuritov (celkova diZka neuritov) na

jeden neurén boli stanovené (v um)
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Rozpozndvanie medzi nervovymi bunkami Jje dbéleZita
podmienka pre vyvoj funk&nej nervovej sistavy. Rozpoznavacie
molekuly si exprimované na bunkovon povrchu, kde
sprostredkovavaji interakcie medzi susediacimi Dbunkanmi,
napr. si to cadhedriny, alebo interakcie medzi bunkovynm
povrchom a extraceluldrnym matrixom, napr. si to integriny
(Takeichi, 1991; Ruoslahti, 1988 ; Hynes, 1992).
KajddleZitejSiu rodinu rozpozndvacich molekidl =zastupujid
imunoglobulinu (Ig) podobné domény. Ig podobné domény
reflektuji spoloZného predka imunoglobulinov a bunkovych
adhéznych molekil, obidve molekuly sa zudastiuji
Epecifickych rozpoznavacich procesov (Edelman, 1970).
V nervovej sistave obsahuje rodina Ig viac neZ 24 r8znych
molekdl. Niektoré molekuly obsahujice Ig podobné domény majid
mnoho funkcii v extracelularnej doméne: receptory pre
cytokiny a neurotropiny majdi vysoké afinitné funkcie rovnako
ako rozpoznivacie vlastnosti (Tannahill et al., 1995; Pulido
et al., 1992). Trojrozmerna Struktira Ig podobnych domén je
podobnad FN podobnym opakovaniam (Main et al., 1992; Leathy
et al., 1992), 8o sid tieZ Struktirne motivy v niekolkych
molekuldch extraceluldrneho matrixu, ako je fibronektin,
&lenovia tenascinovej rodiny a iné (Williams a Barclay,
1988; Baron et al., 1992; Erickson, 1993). Nervové
rozpoznivacie molekuly rodiny Ig majd charakteristicky
casovy, priestorovy a bunkovo typovy expresny profil
(prehYadné &lanky, vid Edelman, 1988; Schachner, 1991;
Rathjen a Josseli, 1991; Rutiehauser, 1993). Rozpoznavajice
molekuly tejto rodiny sa funk&ne prekryvajdi v tom, Ze vietky
podporuji adhéziu buniek a rast neuritov. Niektoré
rozpoznavajice molekuly si silne homofilické, t.jJ. navzajon
sa viaZice, a naopak iné si predovietkfm heterofilické, t.j.
via%u sa na nerovnakych partnerov, ktorfmi sdi casto ini
glenovia rodiny 1Ig alebo molekuly extracelularneho matrixu
(Briimmendorf a  Rathjen, 1993, 1994). Sidasnd znalost
funk&nych vlastnosti individudlnych Ig podobnych domén a FN
podobnfch opakovani vervovych rozpoznévacich molekil ukazuje
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na rézne a prekryvajice sa funk&né vlastnosti pri
rozpoznavani, raste neuritov a odpudzovani (Gennarini
et al., 1991; Frel et al., 1992; Taylor et al., 1993; Appel
et al., 1993, 1995; Pesheva et al., 1993; Feisenfeld
et al., 1994; Hoim et al., 1995).

Medzi nervovymi rozpoznadvacimi molekulami rodiny Ig,
rodiny molekil podobnjch nervovej rozpoznévacej molekule Ll
sa ukazuje velkd podobnost vo funkcii a Struktire. Sd to
silné promotory rastu neuritov a si primerane exprimované
po&as neskordieho vyvoja, najviac v dobe prvého vyskytu
axogenézy. SO prednostne exprimované v neurdnoch, aj ked
niektori ¢&lenovia rodiny L1l sa tieZ vyskytujd v gliovych
bunkach, ktoré sami o sebe si podporné pre neurity (Martini
a Schachner, 1986; Bixby et al., 1988; Seilheimer
a Schachner, 1988).

V experimentoch, ktoré nasleduji, Jje identifikovany
a charakterizovany iny¥ &len rodiny L1, ktorému je Dblizky
homolég L1, a to je CHL1l. CHL1 obsahuje 3est Ig podobnych
domén a FN podobnych opakovani, =z ktorych 3tyri sda vysoko
homolégne k FN podobnym opakovaniam infch &lenov rodiny Ll.
Neiplné FN podobné opakovaniam je umiestnené v oblasti
lefiacej blizko membrany, &o je najviac variabilnéd oblast
medzi molekulami podobanymi s L1. Iné vlastnosti CHL1
zdiefané s &lenmi rodiny L1 si: expresia v neskorom vyvojom
§tadiu v nervovej slstave a vysokd miera N-glykozidacie,
vratane expresie karbohydratu HNK-1.

Priklad 18
My3i ICR a Xkrysy Wistar bolil pouZivané na tkanivové

preparéacie

Protilatky

Polyklondlne protildtky vyvolané proti rekombinantne
exprimovanej extracelularnej casti CHLl1 (aminokyseliny 499
aZ 1063 (Obr. 18 a 19)) a L1 (aminokyseliny 126 aZ 1981
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(Appel et al., 1993)) boli vyvolané v krélikoch, ako bolo
opisané (Rathjen a Schachner, 1984). Za ifelom vyvolania
protilatok proti CHL1 bolo do krélika injekované 200 ug
purifikovaného peptidu a potom e3te 4 daliie injekcie po
100 pug v intervaloch troch tyZdfiov. Protilatky proti L1 boli
skoncentrované zo séra vyzraZanim aménium sulfatom
(13,5 mg/ml). Monoklonélna krysia protilatka 412 bola
pouzitid na identifikdciu karbohydritového epitopu HRK-1
(Kruse et al., 1984). Monoklondlne protilatky proti gliovému
fibrilarnemu Xkyslému proteinu (GFAP) boli ziskané od
Boehringera (Mannheim). Monoklonélne protilédtky proti
antigénu Ol boli opisané (Sommer a Schachner, 1981).

Purifikdcia nervovych adhéznych molekil

L1, N-CAG a MAG Doli imunocafinitne purifikované
z detergentovych extraktov hrubych bunkovych frakeii
z dospelého my3ieho mozgu pomocou kolén s monoklonalnymi
protilatkami (Rathjen a Schachner, 1984; Falssner et al.,
1985; Poltorak et al., 1987).

KniZnice cDNA a ich testovanie

Preparacia kniZnice lambda gtll odvodenej z poly(A)*
RNA z mozgu z 8 dni starych my3i a testovanie tejto kniZnice
imunocafinitne purifikovanymi polyklondlnymi protilatkami
proti L1 boli vykonané podla (Tacke et al., 1987). Za iZelom
ziskania dal3ich klonov cDNA bola vytvorend nova kniZnica
DNA: RNA bola purifikovand z mozgov 6 aZ 14 dni starych my3i
spdsobom cez guanidium tiocyandt/kysly fenol (Chomezynski
a Sacchi, 1987). Poly(A)* RNA bola obohatend cez dve po sebe
nasledujice pasdZe cez kolénu s oligo(dT) celuldzou
(Sambrook et al., 1989). 8 ug poly(A)* RNA Dbolo pouzZité na
syntézu oligo(dT) primérovanej dvojvlaknovej cDNA pomocou
sipravy na syntézu cDNA (Amersham). cDNA bola vybrata podla
velkosti a bola ligovand do plazmidu pXMD1l s adaptormi
DraIll obsahujicimi miesto Sall (Kluxen et al., 1992). Za
idelom propagdcie a amplifikadcie kniZnice Dol pouZity kmei
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E. coli TOP10 (Imnvitrogen, Holandsko). Pri testovani boli
alikvéty priamo nanesené na nylénové membrény (BIODYNETM
Pall) s hustotou 2x104 baktérii na filter (138 cm?).
Replikované filtre boli inkubované cez noc pri 37°C. Potom
boli baktérie lyzované (0,5M NaOH; 1,5M NaCl), f£filtre Dboli
neutralizované (3M NaCl; 0,5M Tris-HC1 pH 8,0), premyté
v 2xSSC, vysuSené a zapekané 2 hod. pri 80°C. Silonové
membrany boli prehybridizované, potom hybridizované
s fragmentom dlh¥m 1 kb (HincII/KpnI) 2z CHL1 (odvodené
z kniZnice lambda gtll), boli radicaktivne oznafené n&hodnym
primérovanim (Boehringer Mannheinm) podla pokynov v¥robcu,
premyté za silne stringentnfch podmienok pri 42°C a potom
exponované na film, ako bolo opisané (Sambrook et al.,
1989). Sest pozitivnych klonov bolo dalej charakterizovanych
re3trik&nym mapovanim a sekvencovanim podla Ztandardnych
protokolov (Sambrook et al., 1989). Jeden klon (pX#2), ktory
obsahoval inzert CHL1 dlhy 4,43 kb, bol dalej
charakterizovany.

Sekvencovanie DNA a sekven&nad analyza

Rukleotidové sekvencie boli urdené retazovou
terminadnou metédou dideoxy (Sanger et al., 1977) pomocou
dvojvlaknovej DNA ako predlohy pre T7 DNA polymerazu
(Pharmacia) a syntetickych oligonukleotidov ako primérov.
Sekvencia cDNA Doli zostavené a analyzované programom
DNASTAR (DNASTAR, Inc., Lond¥n). Pokial nie je uvedené inak,
boli aminokyselinové sekvencie porovnané pomocou Jolun
Heinovej metédy (Hein, 1990) (velkost medzier = 11, dizka

medzier = 5, hodnota K = 2).

Porovnanie proteinovych sekvencii

Kv8li vypoétu indexu podobnosti (%) na porovnanie
vzdialenosti medzi konzervovanymi aminokyselinovymi zvy3kami
bolo niekolkoc rozdielnych proteinov obsahujicich Sest Ig
podobnych domén a aspoi 4 FN podobné domény porovnané
v konzervovanjch aminokyselinovych zvy3koch v Ig podobnych
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doménach (cysteiny, kde si mostiky S-S) a v FN podobnych
opakovaniach (tryptoféan a tyrozin/fenylalanin). Pocet
aminokyselinov§ch zvySkov medzi tymito Xonzervovanymi
miestami bol urdeny. Tento poZet je uvedeny ako konzervovani
vzdialenost. Priemernid hodnota vzdialenosti, t.j. konsezné
vzdialenosti a 3tandardné odchylky (SD) medzi &lenmi rodiny
L1 bola vypo&itana. Hodnota SD bola zaokrihlend na
najbliZ3sie vyZSie celé &islo. Vzdialenost pre kaZdy protein
bola porovnand s priemernou vzdialenostou a povaZovana za
zhodni, pokial! sa hodnota vzdialenosti rovnala priemernej
hodnote + SD (=konsenznd vzdialenost). Podet 2zh6d aZ do 18
konsenznych vzdialenosti bol vypo&itany pre kazdy
individuélny protein (index podobnosti = po&et zhdd /
19 x 100). Napriklad: V proteine CHL1 sa zhoduje 16 hodnét
vzdialenosti aj ked tri zo v3etkfch kritérii sa nezhoduji.
To dadva index podobnosti 16 ~ 19 alebo 84% pre CHLI.

Priklad 19

Bunkovd kultidra a expresia CHL1 a L1 v bunkdch COS-1

Inzert klonu pX#2 dlhy 4,43 kb bol ligovany do pXMD1
Stiepeného Sall (Kluxen et al., 1992; Kluxen a Lobbert,
1993). Subfragment EcoRI (plazmid polylinker)/Pvull pb 4048)
my8i cDNA L1 (Moos et al., 1988) Dol oSetreny T4 DNA
polymerédzou a ligovany do pXMD1.

Bunky COS-1 udrZiavané v DMEM (0,1% glukdéza) a doplnené
10% (v/v) fetalnym telacim sérom pri 37°C vo zvlh&enej
atmosfére s 5% COz. DEAE dextrinom sprostredkovana
transfekcia DNA bola vykonand, ako bolo opisané (Kluxen
et al., 1992) s niektorymi modifik&ciami. Kridtko, bunky boli
stofené na hustotu 10000 buniek na cm?2. O jeden deidl neskér,
po dvoch premytiach s DMEM (0,45% glukéza), bolo médium
nahradené transfek&nym roztokom zloZenym z DMEM doplnenym
10% (v/v) Nu-sérom (Becton Dickinson, Svaj&iarsko),
0,4 mg/ml (w/v) DEAE-dextréanom (Pharmacia), 50 UM
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chléroquinénom a 1,25 pd/ml DNA (w/v) (4 ml na misku
s priemerom 10 cm). Bunky boli inkubované 4 hod. pri 37°C
av 5% CO2. Potom bolo médium odstranené a bunky boli
inkubované 2 min. vo fosfonadtovom pufri (pH 7,3, obsahujicom
10% dimetylsulfoxid (v/v)). Po dvoch premytiach s DMEM
(0,45% glukéza) bol pridany DMEM doplneny 10% (v/v) fetllnym
telacim sérom a 20 pg/ml gentamycinu a bunky boli inkubované
v tomto médiu. 0 24 hodin nesk8r boli bunky oddelené od
steny po inkubacii s 0,01% trypsinom a 0,0004% EDTA
v Hanksovom rovnovainom solnom roztoku (HBSS) po&as doby
5 min. a pri 37°C., boli znovu rozotreté kvéli imunochémii
pri hustote 20000 buniek na cm? v 24 xom8rkovych miskach
(falkon) obsahujicich poly-L-lyzinom natreté sklenené otvory
(11 mm v priemere) a boli inkubované dalSich 24 hodin. Pre
anal¥zu Western blot boli bunky znovu rozotreté na misky
s tkanivovou kultGrou a inkubované dalSich 48 hod.

Bunky PC12 boli udrZiavané v DMEM doplnenym 10% (V/Vv)
fetidlnym telacim sérom a 5% (v/v) konskym sérom na kolagénonm
potiahnutych miskdch pre tkanivové kultidry. Pre indukciu
buniek s nervovfm rastovfm horménom (NGF) bolo médium
odstranené 2z jednovrstvy pri 50% zhlukovani a nahradené
nédiom so zniZenym obsahom séra (5% konské sérum) doplnenym
100 ng/ml 7s-NGF (Sigma, Svaj&iarsko). Po dvoch dfioch
inkubdcie boli bunky oddelené od steny po inkubécii s 0,01%
trypsinom a 0,04% EDTA, boli stofené a podrobené extrakcii
RNA.

Primdrne kultiry astrocytov boli pripravené podla
McCarthy a De Vellis (1980) s modifikdciami (Guénard et al.,
1994) a pouZité na imunologické farbenie po jednom aZ dvoch
diioch in vitro. Primarne kultiry oligodendrocytov boli
pripravené, ako bolo opisané v Laeng et al., (1994)
a udrZiavané in vitro pofas doby 12 dni.
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Priklad 20

V¥roba protizmyslovej RNA

Inzert klonu pX#2 dlhy 4,43 Xb bol ligovany do pBS II
SK &tiepeného Sall (Stratagene) a potom sa vystrihol
fragment Apal (vektor)/AvrII (pb3330 (Obr. 18)) =za i&elom
ziskania fragmentu cDNA CHL1 kédujiceho extraceluldrnu &ast
protefnu (vid Obr. 18 a 19). Podobnéd kon3trukcia pre Ll bola
pripravena ligaciou fragmentu EcoNI (plazmid
polylinker)/EcoRI (pd 3304) cDFA L1 (Moos et al., 1988)
oZetreného T4 DNA polymerazou a ligovaného do pBS II
SK-5tiepeného Smal. Plazmidy boli Stiepené Xbal a pouZzité na
syntézu protizmyslovej RNA oznalenej 32P pomocou T7 RNA
polymerizy, ako bolo opisané (Melton et al., 1984).

Analyza Nothern blot

Poly(A)* =BRNA bola pripravend z rdznych tkaniv prave
narodenych a 9 dni starfch my3i pomocou sipravy OligotexTM
Direct mRNA (QIAGEN Inc., Diisseldorf, Nemecko) podla pokynov
vfrobcu. Poly(A)* mRNA a 2znaika RNA (rebrik RNA, GIBCO/BRL)
bola podrobend elektroforéze na 0,8% formadid/agardzovom
géli a potom bola prenesenid na membréanu Hybond-N (Amersham)
pomocou kapildrneho prenosu (Southern, 1975) v 20xSSC. Po
vazbovon spojeni pomocou uv (OV-StratalinkerR 1800,
Stratagene, La Jolla, CA), bolo mnoZstvo DNA prenesené
a naviazané na membrénu skontrolované farbenim metylénovou
modrou (Sambrook et al., 1989). Po prehybridizacii 2 hod.
pri 65°C bola membrana hybridizovand cez noc s CHL1l a Ll
Specifickymi 32P oznadenymi protizmyslovymi prébami RNA
v hybridizaénom pufri (5xSSC, 2,5x Denhartov roztok, 50 mM
Naz2 PO« (pH 6,5), 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 2 ug/ml DNA
z lososieho mlieka, 50% formamid) pri 65°C. Filter bol potom
3 krat premyty pri 65°C v 0,1x SSC, 0,1% SDS poZas doby

1 hod. a bol exponovany na film.
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Priklad 21

Expresia a purifikéicia rekombinantného proteinu CHL1
v E. coli

cDNA-fragment CHL1 dlh¥ 1,7 kb (MscI; pb 1791 (ktory
pochddza z klonovacieho miesta vektoru a 5'konca klonu CHL1
odvodeného z lambda gtll) a BsmAI; pd 3494) kdédujici Siestou
Ig podobni doménu (Ig VI) a FN podobné opakovania 1, 4, 5
(vid Obr. 18 a 19b) Dbol subklonovany do wunikatneho
restrik&ného miesta BamHI vektora pET (Studier a Moffatt,
1986). Sprévna sekvencia plazmidu bola potvrdena
sekvencovanim. Kmeid E. coli BL21 (DE3) Dol transformovany
tymto plazmidom. Expresia a purifikacia rekombinantného
proteinu cez iénovo vy¥menni chromatografiu bola vykonané
pod¥a Appel et al. (1993). SDS-PAGE a farbenie Coomassie
ukazalo hlavny priZok s predpokladanou molekulovou
hmotnostou (70 kD), ktor§ obsahoval aspofi 80% celkového
proteinu (nie je ukézané).

Tkanivové frakcie

Detergentové 1lyzaty celého tkaniva Dboli pripravené
bomogeniz&ciou tkaniva v 40 mM Tris-HCl (pH 7,4), 150 nmM
NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 1 nM fenylmetylsulfonylfluorid
(PMSF), 1% Triton X100 a boli udrZiavané v 4°C podas 3 hodin
za neustdleho mie3ania. Rozpustnd frakcia bola oddelend od
nerozpustného materidlu centrifugdciou pri 100 000 g.

Za Gelom pripravy detergentovych lyzatov membranovych
frakcii boli tkaniva homogenizované v 1 mM NaHCO2 (pH 7,9,
0,2 mM MgClz, 1 mM spermidin, 5 ug/ml aprotonin, 10 ug/ml
trypsinovy inhibitor zo séjovych bbbov, 1 mM PMSF a 0,5 mM
j6doacetamid pri 4°C. Membrénové a rozpustné frakcie boli
potom oddelené a membranovy sediment bol rozsuspendovany
v solubiliza®nom roztoku (20 mM Tris-HCl (pH 7,9), 0,15 M
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,5% Triton X100, 5 um/ml
aprotonin, 10 pg/ml trypsinovy inhibitor zo s6jovych bdbov,
1 mM PMSF a 0,5 mM jédoacetamid).
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Tranzientne transfekované bunky COS-1 boli dvakrat
premyté s HBSS a inkubované v 1 mM EDTA v HBSS polas doby
10 mindt pri 37°C. Bunky boli potom odstranené pomocou
opadlenej Pasteurovej pipety a stolené centrifugidciou pri
200 g 10 min. pri 4°C. Bunky boli lyzované v 20 mM Tris-HCI
(pE 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTaA, 1 mM EGTA, 1 mM
jédoacetamid, 1 mM PMSF a 1% MP-40 a supernatant bol
pre&istenj centrifugéciou (13000 g). Uré&enie proteinov bolo
vykonané ako je opisané v Bradford (1976).

Analyza Western blot

Proteiny boli oddelené pomocou SDS-PAGE (Laemmil, 1970)
na 8% alebo 10% plochych géloch za redukénych podmienok
a prenesené na nitrocelulbézové filtre (0,45 pm, BA 85;
Schleicher & Schuell, Dassel, Nemecko) kv6li imunodetekcii
podla Faissner et al., (1985) pomocou antiséra CHL1
(nariedené 1:500, 1:10000 pre ECL), polyklondlne protilatky
proti L1 (nariedené 1:1000, 1:15000 pre ECL), monoklonalne
protilatky 412 (nariedené 1:1000, 1:10000 pre ECL)
a alkalické s fosfatdzou spojené sekunddrne protikrysie
a protikralidie 1IgG. Naviazané protilatky boli detekované
bud zosilnenou chemiluminiscenciou (ECL) podla pokynov
virobcu pomocou blotovacich detek&énych &inidiel (Amersham)
a filmov alebo pomocou BCIP a NBT ako chromogénnych

substratov.
Priklad 22

Enzymova spojovacia imunosorbentnd skiSka

Enz¥mova spojovacia imunosorbentnd skiska (ELISA) bola
vykonand ako bolo opisané v Husmann et al., (1992) s tou
vy¥nimkou, Ze proteiny boli natreté v koncentraciach
100 ng/ml. Antisérum CHL1 bolo pouZité v niekolkych

zriedeniach medzi 1:250 a 1:2x106.
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Deglykozilacia CHL1

Detergentové lyzaty homogenatu mozgového tkaniva
(200 pl, s proteinovou koncentridciou 6 mg/ml) zo 7 dni
starych myS{ boli oddelené na rozpustni frakciu
a nerozpustny material centrifugéaciou (vid Tkanivové
frakcie) a boli inkubované s 0,5 jednotkami N-glykozidazy
F alebo 2,5 jednotkami O-glykozidazy alebo s obidvoma
enzymami v rovnakfch koncentrécidch podla pokynov vyrobcu
(Boehringer Mannheim, Nemecko). Lyzaty boli rozdelené na
10% géloch SDS-PAGE. Proteiny boli prenesené na
nitroceluldézu a boli inkubované s antisérom CHL1 (1:500
nariedené) vyvolanym proti rekombinantnému fragmentu
proteinu CHL1 (vid Obr. 18).

Imunoprecipitéacia

Rozpustna frakcia detergentovych lyz&tov homogenatu
z mozgovych tkaniv (s proteinovou koncentréciou 300 mg/ml)
z 9 dni starych my3i (vid Tkanivové frakcie) bola inkubovand
s 10 pl antiséra CHL1 alebo s polyklondlnymi protilatkami
proti L1 cez noc pri 5°C v 5 ml pufra (20 mM Tris-HCl
(pE 7,4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA) obsahujicim 1% NP40
a 30 ul G-Sefar6zy (Pharmacia/LKB). Po postupnom premyti
v pufroch obsahujiicich 0,1% NP40, 0,05% SDS a potom 20 mM
Tris-HC1 (pE 7,4) boli guldiky Sefarézy povarené na 10 min.
v 5% koncentrovanom nané3acon pufri (250 mM Tris-HC1
(pB 6,6), 10% SDS, 50% glycerolu, 0,5% brémfenolova modraé,
25% B-merkaptoetanol) a supernatant bol rozdeleny na 10%
géloch SDS-PAGE. Proteiny boli prenesené na nitrocelulézu
a detekované polyklondlnymi protildtkami proti L1, antisérom
CHL1 alebo monoklondlnou protildtkou 412 pomocou analyzy
Western blot.

Nepriama imunofluorescencia

Za i&elom sfarbenia bunkového povrchu (Schnitzer
a Schachner, 1981) boli bunky COS-1 +transfekované CHL1
a slepo (len vektor) nanesené do kombrok a inkubované
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30 min. pri izbove] teplote spoloéne s primarnymi
protilatkami (antisérum CHL1 (nariedené 1:100) alebo
polyklondlnymi protiladtkami proti L1 (nariedenymi 1:200))
v DMEM obsahujticom 10% fetdlne telacie sérum, 10 mM HEPES
(pE 7.,3) a 0,02% NaNs a potom so sekunddrnymi protilatkami.
Po imunologickom farbeni boli bunky fixované 4%
paraformaldehydom vo fosfatovom pufri (pH 7,3) a boli
ponechané v Moviolu (Hoechst) obsahujiconm 2,5% jodid
draselny. Pre dvojité imunofluorescentné farbenie astrocytov
a oligodendrocytov bola vykonana inkubacia primdrnych
protildtok s povrchovymi bunkovymi antigénmi ako Dbolo
opisané pre transfekované bunky COS-1. Potom bola vykonana
inkubéacia buniek s primarnymi protilatkanmi proti
medzibunkovim antigénom po permeabilizécil buniek metanolom
pri -20°C.

Priklad 23

Hybridizacia in situ

Za iéelon vytvorenia protizmyslovych pr6éb cRNA
oznadenych digoxigeninom s rovnakou velkostou z prislu3nych
gasti CHL1 a L1 boli pouZité rovnaké kon3trukcie ako pre
analy¥zu Northern blot. 2Zmyslové proby boli vytvorené
z podobnfch XonStrukcii s inzertami v opa&ne] orientécii.
Vietky préby cRNA boli vytvorené pomocou T7 RNA polymerazy
nasledované alkalickym pOsobenim kvbli ziskaniu priemernej
di%xy fragmentov 250 nukleotidov. Hybridizacia in situ bola
vykonanid ako bolo opisané (Bartsch et al., 1992; Dorries
et al., 1994).

V¥sledky a diskusia

Identifikacia cDNA CHL1

Testovanie expresnej kniZnice lambda gtll na klony cDKA
k6dujice Dbunkovi adhéznu molekulu L1 cez polyklonalne
protilatky vyvolané proti imunopurifikovanej L1 2z mozgu
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(Tacke et al., 1987) 1identifikovalo klon 311. Tento klon
obsahoval nelplni cDNA homolégnu X L1 (34,1% podla Lipman
a Pearson (1985)) a otvoreny &itaci rémec dlhy 2112 péarov
b4z (pd) kédujici 704 aminokyselin vratane cytoplazmove]
Gasti. Kv8li izolacii Xlonov cDNA s dplnou diZkou bol
pouZity fragment DNA tohoto klonu na testovanie inej
kniZnice cDNA. Bolo izolovanych 3est nezavislych klonov. Dva
klony obsahovali inzerty dlhé 4,2 a 4,4 kb, ktoré obsahovall
Gplnd kédujGcu oblast blizkeho homolégu L1 (CHL1). Klon
obsahujici inzert dlhy 4,4 kb bol dalej skimany.

DNA a odvodené aminokyselinové sekvencie a Struktirne
vlastnosti

Inzert, ktory je dlhy 4,4 kb, kéduije
5'netransplantovani oblast dlhd 295 pb, otvoreny &itaci
ramec dlh§¥ 3627 pb a 3'netransplantovani oblast dlhd 518 pb
(obr. 18). Aj ked je na 3'konci isek oligo(Ad), Jasny
konsezny polyadenyla&ny signal chyba. Sekvencia okolo
gtartovacieho kodénu ATG (pozicia 296, Obr. 18) nené
optimdlnu konsenzni sekvenciu pre inicializéciu transléacie
(Kozak, 1987). BAle tento kodén ATG je vzaty ako Startovaci
kodén pre transliciu na z&klade dvoch dbkazov. Proti smeru
translicie je predchddzany terminadnymi kodénmi vo vEetkych
troch &itacich r&mcoch a po ifom nasleduje potencidlna
signadlna sekvencia s miestom &Stiepenia predpokladanym po
zvySkoch 24 alebo 25 (hodnoty 8,65 a 6,40 podla algoritmu
von Heijne (1986)) (Obr. 18).

Transldcia otvoreného d&itacieho rémca dava protein
s dlzkou 1209 aminokyselin s vypoéitanou molekulovou
hmotnostou 134,9 kD a profil charakteristicky pre integrélny
membrénovy glykoprotein. Pravdepodobnd extracelulérna doména
je zloZen4d =z 1081 aminokyselin s 18 potencidlnymi miestami
pre N-glykozidaciu (Obr. 18 a 1l9a) a viac neZz 60
O-glykozila&n¥ch konsenznych miest (nie je ukazané) (Pisano
et al., 1993), po nej nasleduje transmembrdnovéd doména dlha

23 aminokyselin, ako je usudzované z hydropatickej analyzy
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podfa Kyte a Doolittle (1982) (Obr. 19c). Tato doména je na
svojom N-termindlnom konci ohranifend polarnym zvySkom a na

svojom N-termindlnom konci ohranicdené z&saditou
aminokyselinou, &o sihlas{ pre transférovy signdl terminazy
(Obr. 18). Intracelularna oblast je zloZend 2zo0 105

aminokyselinovych zvySkov.

Extraceluldrna oblast obsahuje dva hlavné motivy
opakovanych domén, ktoré si charakteristické pre rodinu Ll:
disek dlh§ 685 aminokyselin s homoldgiou k doménam podobn¥m
Ig a tdsek dlh¥ 472 aminokyselin s homoldégiou k opakovaniam
podobnym FN (Obr.1 a 2a). V3etkych (est domén pododbnych Ig
obsahuje charakteristicky par cysteinovych zvy&kov, ktoré si
umiestnené vo vzdialenostiach 47 aZ 54 aminokyselin od seba
(Obr. 19). Konzervovany prolin (s v¥nimkou Ziestej domény
podobnej Ig) na konci Struktiry beta B v spojeni s tsekom
typu C2 konzervovanych aminokyselin okolo druhého
cysteinového zvyiku v kaZdej doméne (DXGXYXCXAXN) porovnava
domény podobné 1Ig podla sady C2 (Wiliams a Barclay, 1988).
Medzi doménami podobnf¥mi Ig a transmembrénovou oblastou si
Styri domény, Xktoré si homolégne k opakovaniam podobnym FN
vo fibronektine (Kornblihtt et al., 1985). KaZdd z t¥chto
domén, pribliZne 100 aminokyselin, obsahuje velmi
konzervovany tryptofdn (s v¥nimkou prvého opakovania
podobného FN) a tyrozinové/fenylalaninové 2zvyS3ky v N- a
C~termindlnych oblastiach. Je zaujimavé, Ze piate opakovanie
podobné FN 3je len poloviiné na rozdiel od inych &lenov
rodiny L1 (Obr. 18). Ak toto polovi&né opakovanie podobné FN
predstavuje Jjednu z niekolkych alternativnych zostrihovych
foriem, z Xtorjch jedna obsahuje dplni doménu podobni FN,
m&é%e sa urdit spésobmi inymi ako 3je analyza Northern blot.
V tomto kontexte je ddlezité, Ze nebol n&jdeny Ziadny dbkaz
pre alternativny zostrih pomocou reftrikEnej analyzy
Ziestich nezavisle izolovanych klonov (nie Jje ukédzané).
Alternativny zostrih tejto domény podobnej FN bol pozorovany
u CAM/BRAVO, kde bcli izolované izoformy cDNA, ktor¥m chyba
piate opakovanie podobné FN (Grumet et al., 1991; Kayyem
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et al., 1992). Nepritomnost piatej domény podobnej FN
v kuraconm neurofascine (Volkmer et al., 1992) je
najpravdepodobnejsie tieZ spbsobenad alternativnym zostrihonm,
pretoZe Jjeho krysi homolég, ankyrin vdzbovy glykoprotein
(ABGP) (Davis et al., 1993), obsahuje piatu doménu podobni
FN. TakZe CHL1 vnaZa nov§y Struktirny rys do rodiny L1l: len
Ztyri a jedno polovi&né opakovanie podobné FN je exprimované
(Obr. 19).

Inym Struktirnym rysom CHL1 je pritomnost sekvencie RGD
(aminokyseliny 185 aZ 187) v druhej doméne podobnej Ig
(Obr. 18). Tento tripeptid Dbol p&vodne jdentifikovany ako
miesto bunkového prichytenia valtri desiatej domény
fibronektinu typu III (Pietschbacher a Rusolahti, 1984)
a prispieva k viézbe na integrin (pre prehlfad vid Rusolahti
a Pietschbacher, 1987). Trojrozmern&d 3Struktirna analyza
opakovani podobnych FN ukazala, Ze motiv RGD je umiestneny
medzi Struktdirami beta F a G (Main et al., 1992). Tento
motiv sa tieZ nachadza u inych &lenov rodiny Ll. Pri tretom
opakovani podobnom FN kuracej Ng-CAM (Burgoon et al., 1991)
a druhovych homoldgoch kuracieho neurofascinu a krysej ABGP
sa nachadza sekvencia RGD na rovnakom mieste, t.j. medzi
Struktirami beta F a G. Motivy RGD sa tieZ nachadzaji pri
Ll (dva pri mySej L1 a krysej (NILE) a jeden pri Iudskej L1
(Moos et al., 1988; Hlavin a Lemmon, 1991; Prince et al.,
1991). VZetky sekvencie RGD pri L1 sa nachadzaji v 3ieste]
Ig podobnej doménam, ale v rbéznom aminokyselinovom zloZeni
ako RGD v FN podobnych moduloch fibronektinu. Rovnako ako
pri L1 je tripeptid u CHL1 umiestneny v §truktire beta E
druhej Ig podobnej domény. Nie Jje v silasnosti znédme, &i si
sekvencie RGD u t¥chto proteinov funk&ne aktivne. V tomto
kontexte 3je =zaujimavé, Ze predfienie neuritov indukované
molekulou TAG-1 (Furley et al., 1992), &lenom rodiny F3/F11
(Brimmendorf a Rathjen, 1993, 1994), ktory obsahuje motiv
RGD v druhej FN podobnej doméne, zévisi na B, integrine a L1
(Felsenfeld et al., 1994). Toto pozorovanie zvysuje moZnost
priamej fyzickej interakcie medzi druhym opakovanim podobn¥m
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FN a integrinom betal.

CHL1 tie% obsahuje sekvenciu DGEA (aminokyseliny 555 aZ
558) v Struktire beta C 8Sieste] Ig podobnej domény
(Obr. 18). Tato sekvencia sa nenachddza u ostatny¥ch &lenov
rodiny Ll. Sekvencia DGEA sa tieZ zucastiiuje pri
rozpoznavani integrinu alfa2 betal a kolagénu typu I, ktory
obsahuje tento motiv (Staatz et al., 1991).

Struktirna podobnost CHL1 s infml rozpoznévacini molekulami
rodiny Ig

Porovnanie aminokyselinovej sekvencie CHL1
s translatovanou génovou sekven&nou databankou EMBL uk&azalo,
%Ze CHL1 je z 87,2% identickad k 109 aminokyselin dlhému tseku
a z 79,6% identickd k 93 aminokyselin dlhému lseku predtym
jdentifikovanému v Tudskom mozgu (prijmové <&islo HS2431
a HSXT02610 (Adams et al., 1992, 1993)). TakZe sa ukazuje,
e u &loveka existuje velmi konzervovanid molekula CHLI.
Sekvencie my3ej, Yudskej a krysej L1/NILE, kuracej Ng-CAM,
kuracej Nr-CAM, L1.1 zebri&ky (Tongiorgi et al., 1995),
kuracieho neurofascinu/krysej ABGP, Drozofilieho neurogliénu
(Bieber et al., 1989), myS3ej F3/kuracej Fl/Iudskej CNTN1
(Gennarini et al., 1989; Ranscht, 1988; Briimmendorf et al.,
1989; Berglund a Ranscht, 1994), Kkrysej TAG-1/kuracieho
axoninu-1/Tudskej TAX~-1 (Furley et al., 1990; Hasler
et al., 1993; Tsiotra et al., 1993) a krysej BIG-1/my3e]
PANG (Yoshihara et al., 1994; Connely et al., 1994) najdené
v translatovanej génovej sekveninej databanke EMBL boli
porovnané s CHL1. Porovnanie je zndzornené v Tabulke 1,
ktorad je uvedend niZsie.

CHL1 je najpodobnejsi na kuraciu Ng-CAM (37%
aminokyselinovej identity v extracelulédrnej doméne,
Tabulka 1) a na my3iu Nr-CAM (64% aminokyselinovej identity
v extracelul&drnej doméne, Tabulka 2). Ale stupeii identity,
zv143€ v extracelularnej &Easti, nie je dostato&ny pre dvahu,
Ze tieto proteiny si druhové homolégy. Nedavno bol
identifikXovany netGplny klon cDNA nySej Nr-CAM (Moscoso
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a Sanes, 1995). Mys{ Nr-CAM 3je takmer identicky (99%)
s kuracim RKr-CaM (vid Tabulka 2). Preto nie Jje CHL1
pravdepodobne homoldégom Nr—CAM u my3i. CHL1 je Stvrtym
tlenom rodiny L1 u my5{i spolo&ne s L1, Nr-CAM, neurofascinom
(Moscoso a Sanes, 1995) a spolo&ne s velmi konzervovanymi
druhovfmi homolégmi u &loveka (Adams et al., 1992, 1993).

Ked uvaZujeme podobnost intraceluldrnych sekvencii
kuracej a my3ej Nr-CAM a kuracieho a myS3ieho neurofascinu
(99% a 87%, Tabulka 2), je velmi nepravdepodobné, Ze si my3i
Ll a Xxurac{ Ng-CAM druhové homolégy, pretoZe vykazuji len
10% sekvendni identitu v intraceluldrnej doméne (Tabulka 2).
Existencia Ng-CAM ako piateho &lena rodiny L1 u my3i s velmi
konzervovanou intraceluldrnou doménou 3je skb6r ofakavana. Je
zaujimavé, e nmy8ia L1 podporuje rast neuritov cez
heterofilnd interakciu s kuracou Ng-CAM (Lemmon et al.,
1989), &o implikuje, Ze ¢&lenovia rodiny L1 mbZu interagovat
so sebou navzajom.

Okrem podobnosti v celkovej Struktire &lenov rodiny L1l
(Tabulka 1 a Tabulka 3) st jdentifikované najviac
Xonzervované oblasti v cytoplazmovej oblasti (Obr. 20).
Ndpadnd homoldgia je evidentnéd pre élenov rodiny Ll
u vietkfch druhov doteraz identifikovanych, ktoré obsahujid
intracelularnu doménu: 11, CHL1, Nr-CAM, Ng-CAM,
neurofascin, neuroglidn a L1.1 =zebridky a tieZ nelplné
sekvencie L1.2 zebridky (Tongiorgi et al., 1995) a my3{
Nr-CAM a neurofascin (Moscoso a Sanes, 1995) (Tabulka 2).
Vnitri tejto oblasti st dva t1seky takmer identické, jeden
umiestneny blizko pri a ¢iastolne vanlitri segmentu
prechddzajiceho plazmatickou membranou a druh¥ na Jjeho
C-termindlnom konci (I, III v Obr 20). Iny aminokyselinovy
usek, ktory Jje konzervovany u L1, Nr-CAMN, Ng-CaM,
neurofascine, L1.1 a UL1.2, ale nie u CHL1 (Tabulka 2),
obsahuje motiv RSLE (II v obr. 3), ktory pochadza
z alternativneho zostrihu a je exprimovany len v neurdnoch
(Grumet et al., 1991; Miura et al., 1991; Volkmer et al.,
1992). PretoZfe je intraceluldrna oblast najviac konzervovanéa
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medzi tymito proteinmi, v3etci &lenovia rodiny L1 ndZu
pouzivat tie isté signilne transdukiné cesty na aktivaciu
prediZfenia neuritov. Bolo demonStrované, Ze cytoplazmové
domény u ABGP, L1 a Nr-CAM interaguji s ankyrinom
prepajajicim bunkovi rekogniciu s cytoskeletidlnyn leSenim
(Davis et al., 1993; Davis a Bennett, 1994).

Priklad 24

Identifikdcia Struktirnych poZiadaviek v extracelularnej
doméne za tudelom klasifikovania Elenov rodiny L1

Pre daldie 3ZtGdium v3eobecnych kritérii rodiny L1 sme
skimali uniestnenie velni konzervovanych aminokyselin
v doménach podobnjch 1Ig (cysteinov, ktoré sa ziGdastiiuji
mostikov S-S) a opakovani podobnych FN (tryptofén,
tyrozin/fenylalanin) pre niektorych &lenov rodiny Ig
(Tabulka 3). Molekuly obsahujice Sest domén podobnych Ig
a aspoli Styri opakovania podobné FN (rodina L1 a nizsia
rodina F3/Fl1 s kotvou GPI (Briimmendorf a Rathjen, 1993))
odhalili verlmi kon3tantnf podet aminokyselin, ktoré oddelujd
tieto konzervované aminokyseliny. Do tdvahy bolo zobranych
pidt rdznych parametrov vzdialenosti:

1) pocet aminokyselin oddelujicich konzervované
cystefny, ktoré tvoria cysteinové mostiky (S-S8) v kaZdej
doméne podobnej Ig (Tabulka 3, stipce 191, 1Ig2, Ig4, Ig5 a
I1g6);

2) poZet aminokyselin medzi druhym cysteinom v jednej
doméne podobnej Ig a prvim cysteinom nasledujicej domény
podobné Ig, ktor§ odraZa vzdialenost medzi dvonma susediacini
doménami podobnymi Ig (Tabulka 3, stipce 1-2, 2-3, 3-4, 4-5
a 5-6);

3) poZet aminokyselin medzi poslednym konzervovanynm
cysteinom 3Siestej domény podobnej Ig a konzervovanynm
tryptof4nom prvého opakovania podobného FN, ktory odréza
vzdialenost medzi modulom domény podobnej Ig a modulom
opakovania podobného FN Tabulka 3, stfpce IgG-FN1l);
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4) polet aminokyselin medzi konzervovanfn tryptofénonm,
tyrozinom/fenylalaninom kaZdého jednotlivého opakovania
podobného FN (Tabulka 3, FN1, FN, FN3 a FN4);

5) podet aminokyselin medzi tyrozinom/fenylalaninom
jedného opakovania podobného FN a tryptofdnom nasledujiceho
opakovania podobného FN, ktory odréZa vzdialenost medzi
dvoma susediacimi opakovaniami podobnymi FN (Tabulka 3,
FN1-FN2, FN2-FN3, FN3-FN4).

Pre ziskanie vysoko stringentnych podmienok pre
porovnanie molekil podobnych L1 sme nezahrfiiali do vypoltu
priemernych vzdialenosti a Ztandardnych odchylok niekolko
midlo hodndt, ktoré sa jasne odchylovali od priemeru,
najpravdepodobnejsie v dd6sledku alternativneho =zostrihu
(neuroglian: Ig2, 2-3; Nr-CAM a ABGP: Ig6-FN1l; F3: Ig4, FN3;
Ng-CAM: FN2, FN3 Tabulka 3, ozna%ené *)). Aj ked polet
aninokyselin medzi mostikmi S-S pre prvi a Siestu doménu
podobnid Ig (Igl; Ztandardnd odchylka (SD) = 3; Igé: SD = 4)
a pocet aminokyselin medzi konzervovanym tryptoféanom,
tyrozinom/fenylalaninom opakovani podobn¥ch FN tri a Styri
(FN3: SD = 4; FN4: SD = §) si mierne rozdielne, v8etky
ostatné parametre vzdialenosti zostévaji pozoruhodne
konStantné pre rézne molekuly (FN1-FN2: SD = 0; FN2 a 2-3:
SD = 2 (Tabulka 3)). Na zédklade tychto kritérii sme
vypo&itali index podobnosti (vid Materiidl a Metbdy) pre
niekor’ko molekil podobnfch 1Ig vo vztahu Xk priemernym
hodnotam v zozname Tabulky 3. Pre L1, CHL1l, Ng-CAM, Nr-CAN,
ABGP, L1.1, TAG-1 a BIG-1 bol ziskany index podobnosti 74 aZz
95% (Tabulka 3). Pre drozofili neuroglian bola uréend mierne
niz3ia hodnota (66%), zrejme preto, Ze Jje tu evolu&néd
vzdialenost medzi stavovcami a hmyzom. ¥F3 a jeho druhové
homolégy si menej Xonzervovani, zvlast v ich doménach
podobnych Ig, ale stéle vykazujd index podobnosti 63%. Av3ak
niektoré iseky Xkonzervovanych aminokyselin, ktoré si
zakladom silne konzervovanej kolinearity (napr.
FXVXAXNXXG (8x%) TxxAXPXXXP na konci prvého opakovania
podobného FN alebo NxxGxGPxS medzi poslednymi dvoma
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Struktirami beta tretieho opakovania podobného FN (nie je
ukdzané), podporuji mySlienku, Ze F3 patri do rodiny Ll1. Je
zaujimavé, Ze polet aminokyselin medzi susednymi doménami
(domény podobné 1Ig alebo opakovania podobné FN) je dokonca
viac konzervovany medzi t¥mito molekulami, &o ukazuje, Ze
vzdialenost medzi Jjednotlivymi doménami je dbleZitym
Struktirnym rysom, t.Jj. rozhodujicim pre £funkciu nervovych
rozliSovacich molekdl (Tabulka 3, stipce 1-2, 2-3, 3-4,
4-5, 5-6, FN1-FN2, FN2-FN3 a FN3-FN4). Téato vysoké
konzervacia tohoto zoradenia (kolinearity) a vzdialenosti je
pouZitéd na v3eobecnejiie definovanie extracelularnej domény
Zlenov rodiny L1. Na zéklade t¥chto prave definovanych
kritérii obsahuji tieto extracelulidrne domény modul Ziestich
domén podobnych Ig na konci N, po ktorom nasleduji Styri
opakovania podobné FN. Tento Struktirny rys budeme nazyvat
kazetou rodiny L1.

TakZe vietci &lenovia rodiny L1l zdielaji
charakteristické rysy kazety rodiny Ll a tiezZ velmi
Xonzervované aminokyseliny. Tieto vysledky navrhuji, Ze
tieto molekuly odvodené od spolo&nej predchadzajicej
molekuly, ktor4 obsahovala Xxazetu rodiny L1, ktord mohla
roz8iri¥ svoj funk&ny potencidl cez génovi duplikaciu pre
idely najréznejdich bunkovich interakcii v zloZitejSich
nervovych sistavach. Hlavna rodina L1 tak mbdiZe byt rozdelena
na "klasickych" &lenov rodiny L1 (L1, CHL1l, Ng-CAM, Nr-CAM,
neurofascin, neuroglidn, L1.1), ktori obsahuji variabilné
Zieste opakovanie podobné FN, transmembrénovi doménu a velmi
konzervovani intraceluldarnu doménu, a na podskupinu F3/F11
(F3/F11/CNTN1, BIG-1/PANG a TAG-1/Axonin-1/TAX-1), ktorej
spolo&nym rysom je spojenie s membranou skrz skupinu GPI
a v ktorej nebolo =zatial identifikované Ziadne variadbilné
piate opakovanie podobné FN. Extracelulidrne domény obidvoch
podskupin obsahuji kazetu rodiny L1.

Ostatni #lenovia velkej rodiny 1Ig, napr. N-CaAM
(Cunningham et al., 1987; Barthels et al.,- 1987), MAG
(Arquint et al., 1987; Lal et al., 1987; Salzor et al.,
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1987), neuromuskulin (Kanla et al., 1993) a rse (Mark
et al., 1994) alebo fibronektin (Kornblihtt et al., 1985),
ktori obsahuji domény podobné Ig a alebo opakovania podobné
FN, vykazujdi Jjasne odliZné parametre vzdialenosti, ¢&o
ukazuji, Ze si ovela menej pribuzné medzi sebou a k Elenom
rodiny L1 (Tabulka 3). Je zaujimavé, Ze gén kédujici Iudsky
pribuzny leukocytarny spoloén¥ antigén (HLAR) (Streull
et al., 1988) a produkt génu potladajiceho nadory (DCC),
ktor§ je deletovany u rakoviny koneénika (Fearson et al.,
1990), si blizko pribuznfi Xk rodine L1 podla parametrov
vzdialenosti (index podobnosti 42% a 50%). Rozbor
konzervovanfch aminokyselin odhalil, Ze DCC je naozaj ovela
b1i28{ k rodine L1 neZ k N-CAM, ako bolo skér navrhnuté vo
Fearson et al., (1990) a Pierceall et al., (1994), aj ked sa
zda, Ze stratili piatu a Ziestu doménu podobni Ig. Nedavne
Ztddie ukazuji, Z2e DCC je exprimovany prednostne Vv mozgu
a %e rast neuritov krysich buniek PCl2 je stimulovany na
substrate fibroblastov transfekovanych DCC, ktoré exprimujid
tento protein na svojom povrchu (Pierceall et al., 1994). Aj
xed HLAR tieZ vykazuje tieZ relativne vysoky index
podobnosti, jeho pribuznost k rodine L1 nie je tak zrejma.

Priklad 25

Tkanivové rozZirenie mRNA CHL1l a proteinu

Pre urcenie, &¢i CHL1 zdiela prednostni expresiu
v nervovej ststave spolu s infmi ¢&lenmi rodiny L1, sme
analyzovali expresiu CHL1 v rbéznych tkanivach na irovni mRN2A
a proteinu. V analyze Northern blot hybridizovala ridbopréba
CHL1 so silnfm priZkom mRNA s velkostou 8 kb (Obr. 21),
ktory je o dost va®3i neZ velkost mRNA detekovane]j prébou
L1l (6 kb) (Tacke et al., 1987). Men#i a ten3i priZok mRNA
(Obr. 21a, dridha 3) je najpravdepodobnejSie spbsobeny
hybridizdciou Xk ribozomalnej RNA. RNA dlhd 8 kb Dbola
detekovand v mozodku, mozgu bez mozodku a v mieche, ale nie
v dorzalnom Xoreifiovom gangliu (DRG) (Obr. 2la). Naopak,
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ribopréba L1 ukazala siln¥ signdl s RNA z DRG (Obr. 2la).
mRNA CHL1 bola tief detekovand v mozodku devdt dni starej
krysy a v mieche Zest dni starej krysy, ale nie Vv krysich
bunkach PC12 udrZiavanych s a bez NFG alebo v bunkédch COS-1
(Obr. 21b). Vo vSetkfch ostatnych tkanivach, ktoré boli
analyzované (detskd ZYaza, plica, peell, &revd, slinivka
a Yadviny), nebol detekovany Ziadny signal (Obr. 2la). Na
identifikaciu proteinu CHL1 Dboli vytvorené protilétky proti
bakteridlne exprimovanému fragmentu. 1,7 kb dlhy fragment
cDNA reprezentujici Zast Ziestej domény podobnej Ig a Styri
opakovania podobné FN (Obr. 18 a 19b), ale nie
transmembrénovi alebo intracelulédrnu oblast, bol naklonovany
do expresného vektora pET. Expresia vysledného proteinového
fragmentu viedla k detekcii priZku s velkostou 70 kD pomocou
fardbenia Coomassie modrou po SDS-PAGE, ktory bol
purifikovany pomocou vimenne]j iénovej chromatografie.
Analyza Western blot (Obr. 22a) a ELISA (nie Jje ukazané)
preukéazali, Ze antiséra z dvoch kréalikov reagovallil
s proteinovym fragmentom CHL1, ale nie s purifikovanymi L1,
N-CAM a MAG. Niektoré reakcie s bakteridlnymi proteinmi,
ktoré putovali spoloZne s peptidom CHL1 alebo s degradacénymi
produktami fragmentu CHL1, boli pozorované (Obr. 22a,
drdha 4).

Pre dalsie preskimanie Specifickosti protilatok
a uréenie, &i tieto protiléatky rozpozndvaji na bunkovom
povrchu exprimovani CHL1, boli tranzientne transfekované
bunky COS-1 preskimané tymito protilatkami. Imunocytochémia
odhalila povrchovi expresiu CHL1 na bunkéach transfekovanych
CHL1, ale nie na bunkdch transfekovanych samotnym vektorom
(Obr. 23). Tieto v¥sledky tiez wukazuju, 2e signalna
sekvencia je funk&na a Ze otvoreny &itaci riamec je spravny.

2j xed Dol prvy klon cDNA CHL1 izolovany 2z expresne]
kniZnice pomocou testovania s imunoafinitne purifikovanymi
protilatkami protl L1 2z mozgu, reakcie réznych preparatov
‘protilatok proti rekombinantne exprimovanym doménam podobnym
Ig L1 s bunkami transfekovanymi CHL1 neboli pozorované (nie
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je ukazané). TieZ protilatky proti CEL1 vyvolané proti
extraceluladrnej &asti tejto molekuly (Obr. 19) nereagovali
s bunkami transfekovanymi L1 (nie Je ukdzané). Je preto
pravdepodobné, Ze polyklondlpne protilatky proti Ll pouZité
na testovanie expresnej kniZnice boli reaktivne
s intraceluldrnou &astou CHL1 na konci €, ktory je najviac
homolégny medzi CHL1 a L1l.

Antiséra CHL1 boli pouZité na jdentifikaciu
imunoreaktivnych proteinov v niekolkych tkanivach (mozog,
petefi, plica, Yadviny a &revd =z devdt dni starfch mys{,
Obr. 23Db). BErubé membranové frakcie, rozpustné alebo
nerozpustné v 0,5% Tritone X-100, Doli analyzované pomocou
analjzy Western blot. Polyklondlne protildtky proti L1 boli
pouZité ako kontrola. Protilatky CHL1 rozpoznavaji tri rbézne
priZky 185, 165 a 125 kD v nerozpustnych a rozpustnych
frakciach membrin z mozgu. PraZok 185 kD bol detekovany len
slabo v rozpustnej frakcii a pridZok 125 kD bol mene]j
zastipeny v nerozpustnej frakcii (Obr. 23b, drdhy 1 a 2), &o
ukazuje, Ze priZok 185 XD je pravdepodobne membranovo
viazanid forma CHL1l, naopak priZky 185 kD a 165 kD si
pravdepodobne proteolyticky Stiepené fragmenty. ©Podobné
rozloZenie imunoreaktivnych priZkov bolo pozorované po
analyze Western blot buniek COS-1 transfekovanych CHL1
a celého mozgového tkaniva (nie Je ukédzané). Podobné
rozloZenie prifkov bolo pozorované pre L1 (Faissner et al.,
1985; Sadoul et al., 1988), Ng-CAM (Grumet et al., 1984)
a Nr-CAM (Xayyem et al., 1992). Av3ak dvojbazovAd konsezné
sekvencia pre proteolytické Stiepenie Vv tretej doméne
podobné FN (L1l: "“SKR"; Ng-CAM: "SRR"; Nr-CAM: "SRR";
Nr-CAM: “SRRSKR") sa nenach&dza u CHL1. Podobne, ako in{
&lenovia rodiny L1, bolo u CEL1 zistené, Ze je exprimované
len v neskorjch Sté&diach vfvoja. CHL1l nebola detekovatelna
v mozgu pred embryonickym dfiom 15 pomocou analyzy Western
blot (nie 3je wuk&zané). Imunoreaktivny priZok S50 kD bol
detekovany v detergentovej rozpustnej frakcii celého tkaniva

pedene. Tento priuZok je najpravdepodobnej3ie spbsobeny
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nejakou reaktivitou protildtok CHL1 s proteinom podobnych
CHL1, pretoZe %iadna mRNA, ktora by zodpovedala CHL1, nebola
vidiet v pefeni pri analfze Northern blot (Obr. 22a). Ziadna
imunoreaktivita na CHL1 nebola detekovand v in¥ch tkanivach,
ktoré boli skiSané (Obr. 23Db).

Clenovia rodiny L1 st prednostne exprimovani
v neurdénoch CNS. Preto sme sa zaujimali, €i mé& tieZ CEL1
tento profil expresie. Experimenty hybridizécie in situ boli
vykonané za fGEelom identifikédcie buniek syntetizujdcich L1
a CHL1 v sietnici, optickom nerve a v cerebeldrnom kortexe
mladych prave narodenych my3i. V sietnici 7 dni starfch mySsi
si exprimované mRNA L1 (Obr. 24a) a CHL1 (Obr. 24))
ganglidénovymi bunkami. Transkripty Ll boli dalej
detekovatelné v amakrinovych a horizontdlnych Dbunkach
umiestnenjch na vnitornej jadrovej vrstve (Obr. 24a). mRNA
CHL1 bola naopak detekovatelnd len prileZitostne v niekolko
malo bunkdch umiestnenych na vnitornej hrane vnitornej
jadrovej vrstvy (Obr. 24b). Gliové bunky v optickom nerve
neobsahovali detekovatelné hladiny transkriptov L1
(Obr. 24a). Naopak, mRNA CHL1 Dbola silne exprimovana
v gliovych bunkéch umiestnenych v bliZZ3ich oblastiach
optického nervu (Obr. 24b) a nizke hladiny expresie CHL1
boli viditelIné v gliovych Dbunkdch umiestnenych vo
vzdialenej3ich oblastiach tohoto nervu (Obr. 24Db).

V cerebeldrnom kortexe dva dni starych mwyS8i bola mRNA
L1 detekovatend vo hviezdicovych a ko3ifkovych bunkach
umiestnenjch v molekuldrnej vrstve a v Golgiho a granulovych
bunkéch uniestnenych vo vaGitornej granulérnej vrstve
(Obr. 24d). Tie 1isté bunkové typy boli ozna&ené, ked Dboli
rezy hybridizované s protizmyslovou prébou cRNA CHL1
(Obr. 24e), s tou vynimkou, Ze transkripty CHL1 boli sotva
detekovatené v bunkdch umiestnenych vo vnitornej Casti
molekularnej vrstvy (porovnajte Obr. 24d a e). Ako negativna
Xontrola boli rezy hybridizované s prislu3nymi zmyslovymi
prébami cRNA a nebolo pozorované £iadne oznaenie Dbuniek
(pre sietnicu a opticky nerv, ktory bol hybridizovan¥ so
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zmyslovou prébou cRNA CHL1, vid Obr. 24c). Kv8li odpovedi na
otdzku, &i gliové bunky exprimuji CHL1 in vitro, boli
z prednych ROZgoV prave narodenych myEi alebo krys
pripravené kultiary purifikovanych astrocytov alebo
oligodendrocytov. Tie isté polyklondlne protilatky proti
CHL1, ktoré Epecificky detekovali CHL1 na bunkovom povrchu
transfekovanfch buniek COS-1, boli pouZité. Astrocyty a
oligodendrocyty boli identifikované protilédtkami proti GFAP
alebo s protilitkami proti antigénu O01. Kultidry astrocytov
obsahovali niektoré bDunky, Xktoré boli oznadené dvojito
polyklonalnymi protilatkami proti CHL1 (Obr. 25a, d)
a monoklondlnymi protilatkami proti GFAP (Obr. 25b, e).
Analyza kultir oligodendrocytov v8ak neodhalila Ziadnu
spolo&ni lokaliz&ciu CHL1 a antigénu 01, &o znamend, Ze
zrelé oligodendrocyty neexprimujd in vitro detekovatelIné
hladiny CEL1. Kombinované pozorovania ukazuji, Ze CHL1 a Ll
vykazuji prekryvajice sa, ale tieZ rb&zne profily expresie.
Najndpadnejsie 3je, Ze CHL1, ale nie L1, je exprimovana
v ur&itych gliovych bunkdch nervovej sistavy in vivo, &o
naznaduje, Z%e rb6zni &lenovia rodiny L1 vykondvaji rdzne

funkcie.

Analyza glykozilacle a detekcie karbohydratu HNK-1
u glykoproteinu CHL1

PretoZe pozorovand molekulovd hmotnost CHL (185 kD) Je
podstatne vacés8ia neZ vypo&itana molekulovd hmotnost
(134,9 kD), bol analyzovany prispevok karbohydratov
k molekulovej hmotnosti a tieZ typ karbohydratovej
modifikdcie. Detergentové rozpustné a nerozpustné f£frakcie
z hrubfch mozgovych membrdn sedem dni starych my3i boli
podrobené enzymovej deglykoziléacii. Po pbsobeni
N-glykozidadzy F (PNGAzaF) bola molekulova hmotnost vS8etkych
imunoreaktivanych proteinov CHL1 (Obr. 26): priZok 185 kD sa
posunul na 150 kD, priZok 165 kD na 135 kD a priZok 125 kD
na 110 kD. Vysledkcm pbsobenia O-glykozidazy, enzymu, ktory
Stiepi na serin/treonin pripojené galaktozyl
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beta(l-3)N-acetylgalaktozaminyl disacharidy (Glasgow
et al., 1977), bola lahko zv§Send pohyblivost: priZky 185
a 165 XD sa posunulli na 180 a 160 kD, ale pridZok 125 kD sa

neposunul. Tieto pozorovania ukazuijd, Ze vddésina
karbohydratovej molekulovej hmotnosti je spdsobena
N-pripojenymi karbohydrétmi. Pbsobenie obidvoch enzymov

spolo&ne (Obr. 26) viedlo k v&&Ziemu posunu neZ bolo vidiet
u jednotlivych enzymov, ¢&oO nazna&uje, Ze nie v3etky
glykozila&né miesta, najskér O-glykoziladné miesta, boli
Stiepené O-glykozid&zou samotnou. V¥sledky ukazujd, Ze CHL1
obsahuji priblizne 30% svojej molekulovej hmotnosti ako
N-glykozidicky pripojené karbohydraty.

Niekolko nervovich bunkovych adhéznych molekidl nesie
karbohydridt HNK-1, ako napr. L1 (Kruse et al., 1984), TAG-1
(Dodd et al., 1988), Nr-CAM (Grumet et al., 1991), F3
(Gennarini et al., 1989), N-CAM (Kruse et al., 1984),
glykoprotein asociovany s myelinom MAG (McGarry et al.,
1983; Kruse et al., 1984), a Po (Bollemnson a Schachner,
1987). Preto sme analyzovali, ¢&i nesie CHL1 karbohydrat
HNK-1. CHL1 bola imunoprecipitovand z detergentovych lyzatov
celého mozgového tkaniva z deviat dni starych my&i
protilatkami proti L1l. Ako kontrola bola L1 podobne
imunoprecipitovana polyklondlnymi protilatkami z toho istého
mozgového extraktu. Analyza Western blot s monoklondlnymi
protilatkami 412 vyvolanymi proti karbohydrédtovému epitopu
HNK-1 ukézala, Ze obidva imunoprecipitaty obsahovali priZky,
ktoré boli rozpoznané monoklonalnou protilatkou 412
v molekulovjch hmotnostiach o&akdvanych pre CHL1 (Obr. 27)
alebo L1 (nie 3je uk&zané). PretoZe karbohydrat HNK-1 sa
zG&astiiuje bunkovej adhézie a viaZe sa na laminin (Keilhauer
et al., 1985; Kinemund et al., 1988; Hall et al., 1993,
1995), m8%e CHL1, podobne ako ostatni &lenovia rodiny L1,
interagovat s lamininom skrz karbohydrat HENK-1.
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Zaver

Vy88ie opisané experimenty pridali CHL1 do rodiny L1
nervovych rozpoznavacich molekil, ktoré sa vyskytuijd
u takych rbznych druhov, ako si &lovek, krysa, my$, sliepka,
zebricéka a Drozofila, a tak urduji filogeneticky
konzervovanu rodinu molekidl, ktorej v3etci ¢&lenovia st
exprimovani neskér vo vivoji pri nastupe axogenézy
v neurdnoch a podmnoZine neurdnov. Skutotnost, Ze existuje
mnoho molekil podobnych L1, ukazuje poZiadavka prirody na
Struktirne podobné, ale funkéne rézne molekuly podporujice
rast neuritov, a ukazuje na evoliciu rodiny L1 ako na
skupinu molekidl, ktora mdZe uréovat regulaciu vedenia

axénov.

% ked Dbol vynédlez opisany a ilustrovany
prostrednictvom odkazov na r6zne Specifické materidly,
postupy a priklady, rozumie sa, 2e vyndlez nie je obmedzeny
na 2z2vlaStne kombinadcie materidlu a postupov vybrat¥ch pre
ten dGéel. Mnohé variacie takychto detailov mbéZu Dbyt
zahrnuté, ¢o bude odborne vitané.

Nasleduje abecedny zoznam citdcii uvedenych v Prikladoch 18
az 25.
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PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantna molekula DNA na podporu rastu in vivo
v centralnej nervovej sustave cicavca obsahujuca latku vybrana
zo skupiny skladajicej sa =z L1, N-CAM a glykoproteinu
asociovaného s myelinom, latku odvodeni =z molekil, ktoré
obsahuju Struktirne motivy podobné homolégnym opakovaniam 1 a2
2 vo fibronektine typu III a doménam podobnym imunoglobinu I az
IT, IIT az IV a V az VI, ktoré su spojené s expresnou kontrolnou

sekvenciou.
2. Vektor obsahujici rekombinantni molekulu DNA podla naroku 1.
3. Transformovany hostitel obsahujici vektor podTa néroku 2.

4. Protilatka vyvolana proti 1latke podla naroku 1 az 3

obsahujica polyklonalnu alebo monoklonalnu protilatku.

5. Bunkova kultara obsahujica gliové bunky transgénnych

cicavcov podla jedného z narokov 1 aZ 4.

6. Bunkovy tkanivovy systém podla naroku S obsahujici tkanivo

z nervovej centrdlnej sistavy bunky transgénnych cicavcov.

7. Transgénne cicavce podla naroku 6 obsahujice gliové bunky,

ktoré exprimuji exogénnu nervovi adhéznu molekulu.

8. Transgénne cicavce podla naroku 7, kde gliovymi bunkami sa

astrocyty.

9. Transgénne cicavce podla ndroku 7, kde nervovou adhéznou

molekulou je L1.

10. Farmaceuticky prostriedok na Gpravu nervového rastu

v centralnej nervovej sustave cicavca podla narokov 1 a2 6,
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vyznacdcujuilci s a t ym, Ze obsahuje terapeuticky
uc¢inné mnozstvo 1latky, protildtky a farmaceuticky prijatelnych

nosidov.

11. Spésob testovania schopnosti 1atky alebo inej entity
upravovat aktivitu nervovej adhéznej molekuly podTa narokov 1 az
10, vyznad¢éujuaci s a t ¥y m, Ze obsahuje

a) pridavanie neurénov CNS do bunkového tkanivového systému
podla naroku 5;

b) pridavanie testovanej latky do bunkového tkanivového
systému;

c) meranie nervového rastu neurénov CNS: a

d) korelovanie rozdielu v hladine nervového rastu buniek
obsahujicich tito latku vzhladom na kontrolnug kultiru, do ktorej

nebola Ziadna takid latka pridana.

12. Spbésob testovania schopnosti 1latky alebo inej entity
upravovat aktivitu nervovej adhéznej molekuly podTa narokov 1 az
10, vyznadujuaci s a t ¥y m, Ze obsahuje

a) priddvanie neurénov CNS do bunkového tkanivového systému
podla naroku 6;

b) pridavanie testovanej 1latky do bunkového tkanivového
systému;

c) meranie nervového rastu neurénov CNS: a

d) korelovanie rozdielu v hladine nervového rastu buniek
obsahujicich tauto latku vzhladom na kontrolni kultiru, do ktorej

nebola Ziadna taka latka pridani.

13. Sposob podla ndroku 11, vy znadujidci sa t y m, Ze

nervovou adhéznou molekulou je L1.

14. Sp6sob podla naroku 12, vy zna & u jJoci sa tym, Ze

nervovou adhéznou molekulou je L1.

15. Skuskovy systém na testovanie latok a inych &inidiel na
schopnost upravovat produkciu nervovej adhéznej molekuly podla
ndrokov 11 az 14, vyznacujuci s a tym, Ze

obsahuje
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a) pestovanie bunkového tkanivového systému podla naroku 5
zaockovaného latkou alebo cinidlom;

b) pridavanie neurdénov CNS do bunkového tkanivového
systému kroku a); a

c) meranie nervového rastu za ucelom uréenia vplyvu latky

na vyssie uvedené.

16. Skuskovy systém na testovanie latok a inych ¢&inidiel na
schopnost upravovat produkciu nervovej adhéznej molekuly podIla
narokov 11 az 14, vyznac¢ujuci s a tym, ze
obsahuje

a) pestovanie bunkového tkanivového systému podIa naroku 6
zaoc¢kovaného latkou alebo ¢inidlom;

b) pridavanie neurénov CNS do bunkového tkanivového
systému kroku a); a

c) meranie nervového rastu za UuUcelom urdenia vplyvu latky

na vys$Sie uvedené.

17. Skidskovy systém podla naroku 15, vy zna ¢ u jiaci sa
t ym, 2Ze mnervova adhézna molekula je vybratd zo skupiny
skladajucej sa 2z lamininu, fibronektinu, N-cadhedrinu, BSP-2
(my$i N-CAM), D-2, 224-1A6-A1, L1-CAM, NILE, Nr-CAM, TAG-1
(axonin-1), Ng-CAM a F3/F11.

18. SkisSkovy systém podla naroku 15, vy znadujuci sa

t y m, Ze nervovou adhéznou molekulou je L1.

19. Skaskovy systém podla naroku 16, vyznacdujiaci sa
t ym, 2Ze nervovd adhézna molekula je vybratd =zo skupiny
skladajticej sa =z lamininu, fibronektinu, N-cadhedrinu, BSP-2
(mySi N-CAM), D-2, 224-1A6-A1, L1-CAM, NILE, Nr-CAM, TAG-1
(axonin-1), Ng-CAM a F3/F11.

20. SkusSkovy systém podla ndroku 16, vy znad¢u juci s a

t y m, Ze nervovou adhéznou molekulou je L1.

21. Pouzitie farmaceutického prostriedku podla naroku 10 na
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pripravu liediva na zvySenie synaptickej vykonnosti centralnej
nervovej sustavy, na posilnovanie nervového rastu neurodnov,
posilfiovanie pamidte, na testovanie schopnosti 1latky alebo inej

entity upravovat aktivitu nervovej adhéznej molekuly.
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