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Nukleova kyselina kédujici receptor Nogo, izolovany polypeptid

a farmaceuticky pfipravek pro stimulaci rdstu axoni

Tato ptihlaska souvisi s prozatimni pfihlaskou U.S.A.
&. 60/175,707 podanou 12. ledna 2000; ¢&. 60/207,366 podanou 26.
kvétna 2000 a &. 60/236,378 podanou 29. zari 2000, které jsou formou
odkazu zahrnuty do pfedkladané prihléasky.

Predkladany vynalez byl z &asti podpofen vlédou U.S.A., a sice
grantem Narodnich ustavl pro léka¥sky vyzkum (National Institute of

Health) &. 5-R0O1-NS33020.

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tykd specificky novych huménnich a
myS3ich gent, které kéduji receptor proteinu Nogo. Tento
receptor mé& schopnost regulovat rdst axonua. Geny pro Nogo
receptor jsou selektivn& exprimovany Vv axonech a dendritech
neuronti v centralnim nervovém systému v prub&hu ridstu axonu.
Vynadlez se také tykd pripravkd a zplsobl uZiteénych pro
selektivni blokovéni inhibice rlGstu axond zprostfedkované Nogo
receptory tim, Ze se blokuje interakce Nogo s receptorem Nogo.
Blokovéni interakce Nogo s jeho receptorem vede k zablokovani
inhibi&niho G&inku Nogo rust axonl a v disledku toho umoZiiuje

nésledné zvySeni rustu axonu.

Dosavadni stav techniky

Axony a dendrity neuronl Jjsou dlouhé bunélné vybé&Zky

neuronli. Na distalnich koncich prodlouZenych axonl nebo
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neurit jsou specializované useky znémé jako rustovy vrchol.
Ristové vrcholy jsou zodpov&dné za vnimani lok&lniho prostfedi
a za pohyb smérem k cilové buiice daného neuronu. Ristové
vrcholy maji tvar ruky, s nékolika dlouhymi filopodii, ktera
diferenci&lné& adheruji na povrchu embrya. Rastové vrcholy
mohou vnimat n&kolik ruznych impulsl, které je sméruji, jako
napt. adhezivnost povrchu, rlstové faktory, neurotransmitery
(nervové ptrenaSece) a elektrické pole. Vedeni (smérovéani)
rstu 3pidky =zavisi na rlznych t#idédch adheznich molekul,
intercelularnich signélech, a také faktorech, které stimuluji
a inhibuji r@stové vrcholy. Rustové vrcholy lokalizované na
konci rostouciho neuritu se pohybuji rtznymi rychlostmi,
typicky v3ak rychlosti 1 aZz 2 milimetry za den. Spi¢ka sestava
z 8iroké a ploché roz3ifujicich se oblasti s Cetnymi dlouhymi
mikrovybé&zky filopodii, kterd se hrotovité protahuji. Tato
filopodia jsou soustavné aktivni. Zatimco se nékterd stahuji
zpét do réstové Spicky, Jind se prodluZuji a pokracuji
v prorustani substrétu. Vyb&Zky mezi raznymi filopodii

vytvareji lamelipodia.

Rastovy vrchol miZe vyuZit prostor, ktery m& pfed sebou a
na obou strandch, pro sva lamelipodia a filopodia. KdyZ se
vyb&%ek dostane do kontaktu s povrchem, ktery neni ptiznivy
pro rust, stédhne se zp&t. KdyZ se vyb&Zek dostane do kontaktu
s povrchem, ktery je ptiznivy pro rast, pokracuje
v prodluZovadni a miZe ovliviiovat i ristovou 3picku pohybujici
se timto smérem. TakZe rust je smérovan malymi rozdily ve
vlastnostech povrchlt substratu. KdyZ rGstovd SpiCka dosahne

vhodnou cilovou bufiku, vytvof¥i se synapticky spoj (synapse) .

Neurony vV centrdlnim nervovém systému (CNS) poskozené
Grazem nebo nemoci neregeneruji. NemoZnost regenerace axoni po

posSkozeni je pfipisovéna pritomnosti inhibitord rustu axonu.
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Tyto inhibitory jsou pfedevSim spojeny s myelinem a tvofi
podstatnou pfekdiku v regeneraci. Inhibitory rlistu axonu jsou
ptitomny v myelinu v CNS a v plazmatickych membréanach
oligodendrocytt, které syntetizuji myelin v CNS (Schwab et
al., (1993) Ann. Rev. Neurosci. 16, 565-595).

Myelin v CNS predstavuje sloZité pokracovani bun&cné
membrany oligodendrocytu. Jeden oligodendrocyt myelinizuje aZ
t¥icet ruznych segmentd axonli CNS. Extenze oligodendrocytové
membrany se obali kolem axond koncentrickym zpusobem a vytvori
tak myelinovou pochvu. Kompaktni zraly myelin sestava
z paralelnich bimolekularnich vrstev lipidd s protivrstvami
hydratovanych proteini. Aktivni syntéza myelinu zacina jiz
in utero a pokraduje po prvni dva roky 1lidského Zivota.
Pomalejdi syntéza pokraduje Jjedté v prib&hu détstvi a
adolescence, av3ak metabolicky obrat myelinu se v dospélosti
zpomaluje. Jak vyvijejici se myelin tak i jeho zrald forma
jsou nachylné k po3kozeni v dusledku onemocnéni nebo urazu,

které vedou k degradaci myelinu obklopujiciho axony.

Inhibitory spojené s myelinem se zdaji byt primarni
pfi&inou selhani regenerace axond v CNS in vivo po pferuSeni
kontinuity axonu, zatimco jiné inhibitory rlstu axonu, které
nejsou spojeny s myelinem, hraji v CNS men3i roli. Tyto
inhibitory blokuji regeneraci axond po po8kozeni neuroni

v dliisledku urazu, mrtvice nebo virové infekce.

Byly jiZ charakterizovény <&etné inhibitory rustu axonu
ziskané z myelinu (viz nap¥. pro pfehled David et al., (1999)
W0995394547; Bandman et al., (1999) U.S. Patent 5,858,708;
Schwab, (1996) Neurochem. Res. 21, 755-761). Bylo také popséano
nékolik sloZek bilé hmoty CNS, napf. NI35, NI250 (Nogo) a

glykoproteiny asociované s myelinem (MAG), které projevuji



inhibi&ni aktivitu na prodluZovdni axonl (Schwab et al.,

(1990) W09005191; Schwab et al., (1997) U.S.Patent 5,684,133).

Konkrétn& Nogo je s myelinem asociovany inhibitor rustu
axoni velikosti 250 kDa, ktery jiz byl klonovan a
charakterizovan (Nagase et al., (1998) DNA Res. 5, 355-364;
Schwab, (1990) Exp. Neurol. 109, 2-5). Nogo cDNA byla nejdrive
identifikovana nahodnou analyzou cDNA z mozku a nebyla Jji
pr¥ifazena Z2&dnad pfredpoklddand funkce (Nagase et al., (1998)

DNA Res. 5, 355-364).

Schwab s kolegy publikovali sekvence Sesti peptidud
nidhodné& =ziskanych proteolytickym 3tépenim pZedpokladaného
bovinniho NI250 (Nogo) proteinu (Spillmann et al., (1998) J.
Biol. Chem. 273, 19283-19293). Pravdépodobné uplna cDNA
sekvence tohoto proteinu byla nedavno uloZena o databaze
GenBank. Tento humédnni klon <cDNA KIAA0886 velikosti 4,1
kilobaze, pochazi z tustavu Kazusa DNA Research Institute jako
disledek snahy o né&hodné sekvencovani cDNA s vysokou
molekulovou hmotnosti pochézejici z mozku (Nagase et al.,
(1998) DNA Res. 31, 355-364). Novy cDNA klon kéduje protein
velikosti 135 kDa, ktery obsahuje v3ech 3Sest peptidovych

sekvenci pochézejicich z bovinniho Nogo.

Huménni sekvence Nogo-A sdili vysokou miru homologie ve
ttetind smérem ke karboxylovému konci s proteinovou rodinou
retikulonu (Rtn). Rtnl byl oznaden Jjako neuro-endokrinni
specificky protein (NSP), protoZe Jje exprimovédn vyluéné v
neuro-endokrinnich buiikdch (Van de Velde et al., (1994) J.
Cell. Sci. 107, 2403-2416). V3echny proteiny Rtn sdileji usek
sekvenéni podobnosti velikosti 200 aminokyselinovych zbytku
na karboxylovém konci proteinu (Van de Velde et al., (1994) J.
Cell. Sci. 107, 2403-2416; Roebroek et al., (1996) Genomics



32, 191-199; Roebroek et al., (1998) Genomics 51, 98-106;
Moreira et al., (1999) Genomics 58, 73-81; Morris et al.,
(1991) Biochim. Biophys. Acta 1450, 68-76). Pfibuzné sekvence
byly nalezeny také v genomech much a gervi (Moreira et al.,
(1999) Genomics 58, 73-81). Tento usek sdili pfibliZné 70%
identitu v rémci rodiny Rtn. Aminokoncové tuseky nejsou
navzédjem pEibuzné a pochazeji zfejmeé z riznych alternativné

sest¥iZenych RNA.

Z analyz sekvenci uloZenych v databazi GenBank a
z homologie s publikovanymi Rtnl isoformami byly predikovany
t¥i formy Nogo proteinu (Nogo-A, Nogo-B, Nogo-C). Nogo-B
velikosti 37 kDa by mohl odpovidat NI35, a vysvétlovat tak
antigenni pFribuznost NI35 a také inhibi&ni aktivitu NI250
(Nogo-A) na rust axoni. Nogo-C-Myc vykazuje elektroforetickou
mobilitu odpovidajici 25 kDa na SDS-PAGE a byl dfive popséan
jako Rtn4 a vp2015. Schopnost proteinu Nogo-A inhibovat
regeneraci axond byla rozpoznana teprve V souCasné dobé
(GrandPre et al., (2000) Nature 403, 439-444; Chen et al.,
(2000) Nature 403, 434-439; Prinjha et al., (2000) Nature 403,
483-484) .

NemoZnost obnoveni rustu axoni v lézich CNS po poranéni
byla ptri&itédna permanentnimu Skodlivému G¢inku spojenému
s drazem, mrtvici nebo poruchou vedouci k demyelinizaci.
Modulace NI250 byla popséna jako moZny prostiedek k léceni a
regeneraci neurontt  podkozenych  pfi urazu, infarktu,
degenerativnim  onemocnéni CNS (Schwab et al., (1994)
W09417831; Tatagiba et al., (1997) Neurosurgery 40, 541-546)
nebo malignich nadorech CNS jako jsou glioblastomy (Schwab et
al., (1993) U.S. Patent 5,250,414; Schwab et al., (2000) U.S.
Patent 6,025,333).



Protilatky rozpozndvajici NI250 byly popsany Jjako uzitecéné
p¥i diagnostice i léCeni poSkozeni nervl po urazech, infarktu
nebo pf¥i degenerativnich onemocnénich CNS (Schnell & Schwab,
(1990) Nature 343, 269-272; Schwab et al., (1997) U.S. Patent
5,684,133). V axonech, které Jsou myelinizovény, existuje
korelace mezi vyvojem myelinu a vyskytem Nogo. Po zablokovani
Nogo pomoci protilatky, neurony se mohou opét prodluZovat i
ptes léze zpusobené podkozenim nervu (Varga et al., (1995)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 10959-10963).

Mechanismus u&inku, jak Nogo inhibuje rast axonl, nebyl
dosud objasnén. Identifikace a charakterizace tohoto
mechanismu u&inku biochemickych drah spojenych s plsobenim
Nogo by byly velmi uZiteCné k 1é&eni nemoci spojenych

s pos3kozenim axonu a demyelinizaci axonu.

Podstata vyndlezu

P¥edkladany vynédlez je zaloZen na objevu receptort Nogo
proteind a biologicky aktivnich fragmentd Nogo proteinu
(ligand). Vyndlez poskytuje molekulu izolované nukleové
kyseliny vybrané ze skupiny sestavajici z molekuly izolované
nukleové kyseliny kdédujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou
v seznamu sekvenci jako SEKVENCE 1D. C. 2, 4, 8, 10, 12, 14,
16, 18 nebo 20; molekuly izolované nukleové kyseliny kédujici
fragment obsahujici alespon Sest, naptiklad deset, patnact,
dvacet, pétadvacet, tficet, <&tyficet, padesat, Sedesat nebo
sedmdesat aminokyselin ze SEKVENCE ID. C. 2, 4, 8, 10, 1z, 14,
16, 18 nebo 20; molekuly izolované nukleové kyseliny
hybridizujici s molekulou nukleové kyseliny obsahujici
komplement (tj. komplementdrni sekvenci) k sekvenci uvedené

v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. ¢. 1, 3, 7, 9, 11, 13,



15, 17 nebo 19 v podminkdch vysoké stringence; a molekuly
izolované nukleové kyseliny s alespoi 75%, naptriklad 80%,
85%, 90% nebo 95% aminokyselinovou sekvenéni identitou k
SEKVENCI ID. &. 1, 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 nebo 19. Vyhodné
provedeni vynadlezu obsahuje molekulu izolované nukleové
kyseliny obsahujici nukleotidy 166 az 1584 ze SEKVENCE 1ID.
&. 1 nebo nukleotidy 178 aZ 1596 ze SEKVENCE ID. C. 3.

Pfedklédany vynalez se dale tykd molekul nukleové
kyseliny operativné spojenych s jednim nebo vice expresnimi
kontrolnimi prvky (tj. prvky, které reguluji expresi),
a vektorti obsahujicich molekuly izolované nukleové kyseliny.
Vynadlez se d&le tykd transformovanych hostitelskych bunék,
které obsahuji molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu a
zplisobtl pfipravy proteinu, ktery zahrnuje krok kultivace
hostitelskych bunék transformovanych molekulou nukleové
kyseliny podle vyndlezu v podminkach, kdy Jje tento protein

exprimovan.

Predkladany vyndlez se tykd izolovaného polypeptidu
vybraného ze skupiny obsahujici izolovany polypeptid
obsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou v seznamu
sekvenci jako SEKVENCE ID. ¢. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 nebo
20; izolovany polypeptid obsahujici fragment, ktery obsahuije
alespon Zest, napfiklad deset, patnact, dvacet, pétadvacet,
t¥icet, &tyficet, padeséat, 3edesat nebo sedmdesé&t aminokyselin
ze SEKVENCE ID. &. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 nebo 20;
izolovany polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. ¢. 2, 4, 8, 10,
12, 14, 16, 18 nebo 20 obsahujici alespoii jednu, napfiklad
pét, deset, patnéact nebo dvacet konzervativnich
aminokyselinovych substituci; izolovany polypeptid obsahujici

aminokyselinovou sekvenci uvedenou Vv seznamu sekvenci SEKVENCE



ip. &. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 nebo 20 obsahujici alespon
jednu, napfiklad pé&t, deset, patnadct nebo dvacet pfirozené se
vyskytujicich aminokyselinovych substituci, izolovany
polypeptid majici alespoil  75%, napfiklad 80%, 85%, 90% nebo
95% aminokyselinovou sekven&ni identitu se sekvenci uvedenou
v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. ¢. 2, 4, 8, 10, 12, 14,
16, 18 nebo 20. Vynadlez se dale tykad chimérickych polypeptidy,
které obsahuji aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde jako

SEKVENCE 1D. C. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 nebo 20.
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Vynalez dale poskytuje protilatky, které vazi Nogo
protein a protildtky, které vazi Receptor Nogo proteinu.
Protilatky podle vyndlezu Jjsou budto monoklondlni nebo

polyklon&lni protilatky.

Navic protiladtka podle vynalezu miZe byt humanizované
protildtka. Predkladany vynalez se také tykd protilatkovych

fragment®, kterd projevuji vazebnou aktivitu k antigenu.

Vyndlez se dale tykad zplsobu identifikace agens, které
moduluje expresi Nogo proteinu nebo receptoru Nogo proteinu,
ktery?to zpusob =zahrnuje kroky, kdy se poskytnou bunky
exprimujici Nogo protein nebo receptor Nogo proteinu; bunky se
pfivedou do kontaktu s kandiddtnim agens; a detekuje se
zvy3eni nebo sniZeni hladiny exprese Nogo proteinu nebo
receptoru Nogo proteinu v pfitomnosti kandiddtniho agens
vzhledem k hladin& exprese Nogo proteinu nebo receptoru Nogo

proteinu v nepfitomnosti kandidatniho agens.

Vyndlez se dale tykd zpusobu identifikace agens, které
moduluje alespoii jednu aktivitu Nogo proteinu nebo receptoru
Nogo proteinu, kteryito zplsob zahrnuje kroky, kdy se
poskytnou bufiky exprimujici Nogo protein nebo receptor Nogo

proteinu; tyto buiiky se pfivedou do kontaktu s kandidétnim



agens; a detekuje se zvy3eni nebo sniZeni hladiny aktivity
Nogo proteinu nebo receptoru Nogo proteinu v pfitomnosti
kandidatniho agens vzhledem k hladiné aktivity Nogo proteinu
nebo receptoru Nogo proteinu aktivit v nepfitomnosti
kandidatniho agens. V jednom provedeni vynalezu je aktivitou
pohyb rtstového vrcholu. V jiném provedeni vynadlezu je agens
vybrané =ze skupiny sestavajici z fragmentd Nogo proteinu,
anti-Nogo protilatky (tj. protilatky proti Nogo proteinu)
anti-Nogo receptor protildtky (tj. protilatky proti receptoru

Nogo proteinu).

Vynadlez se dale tykd zpusobu identifikace vazebného
partnera pro receptor Nogo proteinu, kteryZto zplsob zahrnuje
kroky, kdy se poskytne receptor Nogo proteinu; Nogo receptor
se uvede do kontaktu s kandidatnim vazebnym partnerem;
a detekuje se vazba kandiddtniho vazebného partnera k
receptoru Nogo proteinu. V jednom provedeni je vazebny partner
vybréan ze skupiny sestévajici =z fragmentd Nogo proteinu,
anti-Nogo protilatky, fragmentu anti-Nogo receptor protilatky,

a humanizované protildtky anti-Nogo receptor.

Vynalez se dale tykd léZeni nemoci centralniho nervového
systému u savcl, které =zahrnuje krok, kdy se savci podava
G&inné mnofstvi agens, které moduluje expresi Nogo proteinu
nebo receptoru Nogo proteinu. V nékterych provedenich vynalezu

je exprese sniZena, zatimco v jinych provedenich je zvySena.

Vyndlez se dale tykad léceni nemoci centralniho nervového
systému u savcl, které zahrnuje krok, kdy se savci podéava
4&inné mnoZstvi agens, které moduluje aktivitu Nogo proteinu
nebo receptoru Nogo proteinu. V né&kterych provedenich vynalezu

je aktivita sniZena, zatimco v jinych provedenich je zvySena.
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Pokud je aktivita sniZena, agens je napfiklad polypeptid
obsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou v seznamu
sekvenci jako SEKVENCE ID. €. 8, 10, 12, 18 nebo 20; duplny
receptor Nogo proteinu, fragment receptoru Nogo proteinu;
rozpustny fragment receptoru Nogo proteinu; nebo protilatka
anti-Nogo receptor nebo jeji aktivni fragment. JestlizZe je
aktivita zvy3ena, agens je polypeptid vybrany ze skupiny

sestavajici ze SEKVENCI ID. C. 14 a 16.

Rozpustny receptor Nogo proteinu obsahuje fragment
alespoii Sesti aminokyselin, napfiklad deset, patnact, dvacet,
pé&tadvacet, t¥icet, Ctyficet, padesat, Sedesat nebo sedmdesat
aminokyselin ze SEKVENCE ID. C¢. 2 nebo 4; aminokyselinovou
sekvenci uvedenou v seznamu sekvenci jako SEKVENCE 1ID. c. 2,
4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 nebo 20; aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. ¢. 2, 4, 8, 10,
12, 14, 16, 18 nebo 20 obsahujici alespon jednu, napfriklad
pét, deset, patnact nebo dvacet konzervativnich
aminokyselinovych substituci; aminokyselinovou sekvenci
uvedenou jako SEKVENCE ID. ¢. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 nebo
20 obsahujici alespoi jednu, tedy napfiklad pét, deset,
patndct nebo dvacet pfirozené se vyskytujicich substituci

aminokyselinové sekvence.

V né&kterych provedenich je porucha centralniho nervového
systému dbsledkem urazu lebky nebo mozku, poranéni michy,
infarktu (mrtvice) nebo nemoci doprovazené demyelinizaci.
K pfikladim nemoci, pfi kterych dochazi k demyelinizaci, patfi
roztrouSena sklerdza mozko-misdni (sclerosis multiplex),
monofdzickd demyelinizace, encefalomyelitida, multifokélni
leukoencefalopatie, panencefalopatie, Marchiafava-Bignamiho
nemoc, myelinolyza (Varolova) mostu, adrenoleukodystrofie,

Pelizaeus-Merzbacherova nemoc, spongidzni degenerace,
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Alexanderova nemoc, Canavanova nemoc, metachromaticka

leukodystrofie, Krabbeho nemoc.

Vynalez se dale tykd izolovaného peptidu, ktery se
specificky véaZe na receptor Nogo proteinu. Specificka vazba
peptidu na receptor Nogo proteinu ma vyhodné& alespofl jeden
z nasledujicich G&inkG: inhibice vazby Nogo proteinu na
receptor Nogo proteinu, blokovéani Nogo-zprostfedkované
inhibice rtstu axont, modulace exprese Nogo proteinu nebo
modulace exprese receptoru Nogo proteinu. V nékterych
provedenich izolovany peptid obsahuje aminokyselinovou
sekvenci uvedenou Vv seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. C. 8,
10, 12, 14, 16, 18 nebo 20, nebo jednu z vy8e uvedenych,
s alespon jednou, tedy napfiklad péti, deseti, patnacti nebo
dvaceti postupnymi aminokyselinovymi substitucemi nebo

prirozen& se vyskytujicimi aminokyselinovymi substitucemi.

Popis obréazku

Obrazek 1 - Srovnani domén Nogo

(a) je schéma shrnujici vlastnosti Nogo proteind, které
byly pouZity v pfredklddané studii. (b) Je fotografie NIH-3T3
fibroblastd kultivovanych na povrchu potaZeném Amino-Nogo,
GST-Nogo-66 nebo bez proteinu, a barvenych na pritomnost
vladknitého aktinu (m&¥itko: usedka je 40 pm). (c) je fotografie
kufecich E12 ganglii dorzdlnich koifenl kultivovanych na
povrchu potaZeném Amino-Nogo, GST-Nogo-66 nebo bez proteinu

(vdzané na substrat) nebo 100 nM Nogo proteinu (rozpustny)

(m&titko: uselka Jje 40 pum). (d) je fotografie gelu a
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“imunoblotu” (membrany s prenesenym proteinem), kde byl
purifikovany Amino-Nogo-Myc-His protein analyzovén SDS-PAGE a
obarven modri Commassie Brilliant Blue (CBB) nebo
imunochemicky detekovan uZitim anti-Myc protilatky (Myc)
(markery molekulové hmotnosti odpovidajici 200, 116, 97, 65 &
45 kDa jsou vlevo). (e) je graf ukazujici experimentalni data,

kde bylo m&¥eno procento 3T3 fibroblastd s plochou vét3i nei

1200 pmz (rozprostfenou) v experimentech jako v (b) na
Nogo-potaZeném povrchu (&ern€) nebo s rozpustnym 100 nM Nogo
preparéatem (modte) (AM, Amino-Nogo; AM+Myc, Amino-Nogo
preinkubovany s anti-Myc protilatkou; AM+Myc+Mo, AM+Myc
preinkubovany s anti-my8i IgG protilatkou; Myc+Mo, anti-Myc
protiladtka a anti-my$i IgG protildtka). (f) Jje graf ukazujici
experimentalni data, kde bylo stanoveno procento
rozprost¥fenych COS-7 bun&k po kultivaci na Nogo-potaZeném
povrchu nebo s rozpustnym 100 nM Nogo preparatem. (g) je graf
ukazujici experimentalni data, kde byl hodnocen Gc&inek
purifikovanych preparatd GST-Nogo-66 nebo Amino-Nogo na
morfologii rdstového vrcholu u kultur E 12 ganglii dorzalnich
kotend p#i uvedenych koncentracich po tficeti minutach. To
ukazuje, Ze GST-Nogo-66 byl v tomto testu o dva fady u<innéjsi
ne? Amino-Nogo. (h) je graf ukazujici experimentdlni data, kde
byl kvantifikovan ruist neuritd na bufiku u kultur E 13 ganglii
dorzalnich kofent jako v experimentech v (c) na Nogo-potaZeném
povrchu nebo s rozpustnym 100 nM Nogo prepardtem. (i) je graf
ukazujici experimentdlni data, kde byl mé&fen uCinek Nogo

prepardtt na rust neuritd v granuldrnich neuronech mozecku.
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Obrédzek 2 - fragmenty Nogo antagonizuji plsobeni Nogo a

myelinizaci CNS

(a) je fotografie explant&td kufecich ganglii dorzalnich
kofenti E12, které byly kultivovany a bylo hodnoceno hrouceni
ristového vrcholu jak je popsadno u obrédzku 4. Kultury byly
vystaveny na 30 minut plsobeni nésledujicich preparatld a pak
byly fixovany a barveny rhodaminem-faloidinem: samotny pufr
(kontrola); 15 nM GST-Nogo (Nogo); 1 pM kaZdého z Pepl, Pep2Z a
Pep3 (Pep); 15 nM GST-Nogo a 1 uM kaZdého z Pepl, Pep2 a Pep3
(Nogo + Pep). Zhrouceni rustového vrcholu ucinkem Nogo bylo
blokovano ptridanim peptidu. Pepl, aminokyselinové zbytky 1-25
extracelularni domény, Pep2, zbytky 11-35; a Pep3, zbytky 21-
45, (b) Jje graf kvantifikujici vysledky testd hrouceni
ristového vrcholu jako v (a). Jednotlivé peptidy byly pouzity
jako 4 pM, a smé&si peptidd 1-3 byly 1 uM pro kaZdy peptid. CNS
myelin byl pfipraven jak je popisovéno, a uvedené koncentrace
celkového myelinu byly pfridany ke kulturam. VSechny uvedené
vysledky jsou prumé&rné hodnoty * stfedni chyba priméru (s.e.m.)
vypo&tené ze sedmi opakovani. Hodnoty statisticky vyznamné
0odlidné od odpovidajicich hodnot pro Nogo nebo myelin bez
peptidu Jjsou oznaéeny hvézdickou (p < 0,05, Studentuv

dvoustranny t test).

Obrazek 3 - Nogo antagonista Pep2-41

(a) je graf ukazujici vysledky testd hrouceni riastového
vrcholu kufecich ganglii dorzélnich kofenu E12. Tyto testy
byly provédény a kvantifikovany postupem, ktery publikovali
GrandPre et al., (2000) Nature 403, 439-444. Testy byly
provedeny bez pfidani jakékoliv latky (kontrola), s 15 nM
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GST-Nogo (Nogo) nebo 15 nM GST-Nogo a 1 pM Pep2-41 (Nogo-Pep).
Uvedené hodnoty jsou prim&rné hodnoty #* stfedni chyba pruméru
(s.e.m.) vypo&tené ze C&tyf opakovani. (b) Jje graf ukazujici
vysledky vazebnych experimentli, kde byla mé&¥ena vazba 10 nM

AP-Nogo na neurony kufecich ganglii dorzélnich kofenlt E12

postupem podle obr. 4 za pfidani uvedenych koncentraci
Pep2-41.
Obréazek 4 - Nogo Pep2-41 brani inhibici rtstu neuritd jak Nogo

tak CNS myelinem

Tento obrazek je graf znazorfiujici vysledky rastovych
(expanznich) testl, kdy neurony  byly kultivovany za
pritomnosti uvedenych koncentraci Pep2-41, purifikovaného GST-
Nogo (GST-Nogo-66) protein a surového CNS myelinového
proteinu. Neurony kufecich ganglii dorzalnich kofent E13 byly
kultivovany za standardnich podminek. Pro ristové (expanzni)
testy byly neurony kultivovéany v pfitomnosti Pep2-41,
purifikovaného GST-Nogo (GST-Nogo-66) protein a surového CNS
myelinového proteinu. Vysledek ukazuje, Ze Pep2-41 je schopen
svratit inhibici rGstu (expanze) neuritu zpuscbenou budto

GST-Nogo nebo celkovym CNS myelinem.

Obrazek 5 - Ligandovy vazebny test pro axonové receptory Nogo

(a) Jje fotografie gelu a imunoblotu (membrany po
imunopfenosu), kde His-AP-Nogo (66 aminokyselin) protein byl
exprimovan v buitkdch HEK293T, purifikovédn prostfednictvim His
znacky (His-tagqg) z kondiciovaného média na pryskyfici

obsahujici nikl. Purifikovany protein byl analyzovdn na SDS-
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PAGE a barven na celkovy protein CBB nebo imunochemicky
detekovan po ptenosu na membranu uZitim anti-Nogo protilétky
(anti-Nogo). Marker molekuloveé hmotnosti pro velikosti 200,

116, 97, 65 a 45 kDa je ukédzén vlevo, migrace AP-Nogo vpravo.

(b) je fotografie disociovanych neurontu kufecich ganglii
dorzalnich kofenu E12, které byly inkubovédny s 10 nM AP-Nogo
nebo 10 nM AP-Nogo + 160 nM GST-Nogo po Sedesat minut pfi
23 °C. bufiky byly oplachnuty, fixovany a inkubovany pIi 60 °cC,
aby se inaktivovala endogenni AP. Navazany AP-Nogo byl
detekovan inkubaci s tetrazoliovou nitromodfi. Bylo patrné, Ze
intenzivni zbarveni neuront AP-Nogo bylo nahrazeno neznalenym
ligandem. (c) Jje graf ukazujici experimentdlni data, kde byl
hodnocen u&inek AP-Nogo a GST-Nogo na kolaps rustovych vrchold
neuront kufecich ganglii dorzalnach kofenl E12, jak je
podrobné&ji popséno v piikladech. Hodnota ECso pro AP-Nogo byla

stanovena jako 1 nM nebo niZ3i. Na obrazku Jsou uvedeny

hodnoty priméru + st¥fedni chyba priméru (s.e.m.) vypocltené
z péti aZ osmi opakovani. (d) je graf ukazujici experimentélni
data, kde byla hodnocena vazba 10 nM AP-Nogo na kufeci neurony
ganglii dorzalnich kofend E12, budto samotnd nebo za
pfitomnosti 100 nM GST-Nogo nebo za ptitomnosti 4 uM Pep2,
kterd byla kvantifikovéna Jjako v (b) postupem, ktery Jje
podrobné& popsan v prikladech. Hodnoty pramé&ru * stfedni chyba
prim&ru (s.e.m.) vypoltené z osmi opakovédni jsou uvedeny).
(e) je graf ukazujici experimentdlni data, kde byla méfena
vazba AP-Nogo na neurony ganglii dorzalnich kofent jako funkce
koncentrace AP-Nogo. Uk&zan je jeden ze 3esti experimentq,
které poskytly podobné vysledky. (f) je graf v souhrnu
prezentujici data z (e) znovu vynesenad v podobé& Scatchardova
grafu. Hodnota zjevné Ka pro vazbu AP-Nogo na kufeci neurony

ganglii dorzalnich kofenl E12 byla stanovena na 3 nM.
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Obrazek 6 - vazba Nogo na buiky COS-7 exprimujici Nogo

receptor

Tento obrazek je fotografie COS-7 bunék, které byly
transfekovany expresnim vektorem kédujicim my3i Nogo receptor.
Dva dny po transfekci byla vazba AP-Nogo nebo AP vyhodnocena
postupem, ktery Jje podrobn& popsan Vv pfikladech pro neurony
ganglii dorzalnich kofenu. Byla detekovana selektivni vazba
AP-Nogo na bufiky exprimujici Nogo receptor. Vazba byla silné
redukovana v pfitomnosti nadbytku Nogo peptidu, ktery nebyl

fuzovadn s AP.

Obrazek 7 — Struktura Nogo receptoru

Tento schematicky diagram ilustruje hlavni strukturni rysy

Nogo receptoru.

Obrézek 8 - distribuce mRNA pro Nogo receptor.

Tento obrazek je fotografie Northern blot analyzy vzorka
polyA+ RNA na mRNA Nogo receptoru na my3ich tkéanich (uvedeno
vlevo) a vzorkd ~celkové RNA =z riznych oblasti mozku
laboratornich potkand (uvedeno vpravo). Migrace velikostniho

markeru RNA je ukdzéna vlevo.

Obrazek 9 - imunohistologick& analyza Nogo-66 receptoru

(a) je fotografie imunoblotu, kde membranova frakce (10 pg
proteinu) z uvedenych buné&k nebo kufeci tkén& byla analyzovana
pomoci imunoblotovéni s protilatkou anti-Nogo-66 receptor

(marker molekuldrni hmotnosti v kDa je vpravo).
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(b) je fotografie COS-7 bunék exprimujicich Myc-Nogo-66
receptor nebo explantdtl E5 kufeci michy (osm dnd in vitro) po
obarveni pomoci protiladtky anti-Nogo-66 receptor, anti-Myc
nebo oligodendrocyt-specifické protilatky O4. Dolni tr¥i panely
ukazuji dvojité imunohistochemické znaleni stejnych oblasti
(mé&fitko: usedka je 40 pum pro t#i horni panely a 80 pm pro

t¥i spodni panely).

(c) je fotografie vibratomovych Frezl z paraformaldehydem
fixovanych dosp&lych mozkd nebo michy obarvenych pomoci
preparatu protiléatky anti-Nogo-66 receptor. To ukazuje
zna&eni axondlnich profila (3ipky) jak v oblasti mostu (pons)

tak i michy. 2Znadeni bylo vyznamné& sniZeno V pfitomnosti

10 pg/ml antigenu GST-Nogo-66 receptoru.

Obrédzek 10 - Nogo-66 receptor zprostfedkovdvad zhrouceni

(kolaps) rustového vrcholu pisobenim Nogo-66

(a) je fotografie kufecich E12 DRG explantéatu
exponovanych Nogo-66 po predchozim oSetfeni PI-PLC nebo

pufrem. Znaleni F-aktinu v axonech je ilustrovano (mé&fitko:

useCka je 40 pm).

(b) je graf shrnujici experimentdlni vysledky vazby 3 nM
AP nebo AP-Nogo na disociované neurony kufecich ganglii
dorzalnich kofentd El12. Kde je to uvedeno, kultury byly pfedem
o3etteny PI-PLC nebo byl p¥i inkubaci s AP-Nogo pfidén 1 nM
GST-Nogo-66.

(c) je graf shrnujici mé&feni kolapsu rastového vrcholu
z experimentd uveden7ch v (a). Kufeci kultury E12 DRG byly
podrobeny pusobeni PI-PLC nebo byly bez pfed expozici 30 nM
GST-Nogo-66 nebo 100 pM Sema3A.

(d) je fotografie E7 buné&&nych explantétl ganglii retiny
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infikovanych kontrolnim virem (HSV-PlexinAl) nebo HSV-Myc-
Nogo-66 receptorem, a pak inkubovanych s nebo bez Nogo-66.

7znadeni faloidinem rastovych vrchold axonli Jje zobrazeno
(m&¥itko: usecka je 25 um).

(e) je graf kvantifikujici =zhrouceni rastovych vrcholu
v neinfiovanych nebo virem infikovanych E7 neuronech retiny

jako v (d).

Obrazek 11 - Strukturné&-funk&ni analyza Nogo-66 receptoru

(a) je schematicky diagram rtznych delecnich mutant
Nogo-66  receptoru. Tyto mutanty byly pomoci imunoblotu
hodnoceny na vazbu AP-Nogo a z hlediska miry exprese. Repetice
bohaté na leucin a repetice bohaté na leucin na karboxylovém
konci jsou nezbytné pro vazbu Nogo, ale zbytek proteinu neni.

Druhy protein byl testovan po purifikaci a imobilizaci.

(b) je diagram predikované trojrozmérné struktury usek
prvnich sedmi repetic bohatych na leucin z Nogo-66 receptoru.
Model pochdzi z po&itadového modelovani na zdkladé& predikované
struktury pfibuznych repetic (opakovanych sekvenci) bohatych
na leucin z leutropinového receptoru (Jiang et al., (1995)
Structure 3, 1341-1353). Modelovani bylo provedeno pomoci
programu Swiss-Model dostupného na www.expasy.ch/spdbv. Jsou
ukazény také tUseky se sekundérni strukturou beta-listu

a alfa-3roubovice.

Obrazek 12 - Rozpustny Nogo receptor blokuje Nogo-66

Kufeci E13 DRG neurony byly kultivovény za standardnich
podminek. V analyze kolapsu rustového vrcholu bylo pfidéno
kondicionované médium z bun&k 293T secernujicich ektodoménovy

fragment zahrnujici aminokyseliny 1-348 my3iho Nogo receptoru
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nebo kontrolni kondicionované médium spolu se 100 nM Nogo-66.
Na levém dolnim panelu jsou v grafu uvedena data
demonstrujici, Ze Nogo-indukovany kolaps je blokovédn pomoci
rozpustného receptorového fragmentu. Pro rastové testy byly
neurony kultivovany v pfitomnosti kontrolniho nebo
kondicionovaného média s Nogo receptorovou ektodoménou spolu

s Nogo-66 proteinem (50 nM) nebo myelinem z centrdlniho

nervového systému (15 pg celkového proteinu/ml). Cty¥i horni
panely ukazuji fotografie demonstrujici, Ze myelin centralniho
nervového systému inhibuje rust (expanzi) a Ze Jje tato
inhibice blokovéna v pfitomnosti ektodoménového proteinu Nogo
receptoru. Rast ke kvantifikovén v grafu na dolnim panelu

vpravo.

I. Definice

Pokud neni vyslovné& definovano jinak, viechny technické a
védecké terminy pouZité v tomto popisu maji stejny vyznam,
jaky Jje obecné srozumitelny odbornikim =z oboru, do kterého
spadd pfedkladany vynédlez. ACkoliv pti realizaci vynadlezu lze
uzit jakékoliv metody nebo materidly podobné nebo ekvivalentni
s té&mi, které jsou popséany zde, v predkladané pfihléSce jsou

popséna vyhodnd provedeni.

Termin "axon" pouZity v tomto textu se tykd dlouhych
buné&&nych vyb&zkd neuronl, které vedou eferentni (vychazejici)

ak&éni potencialy z téla nervové bufliky smé&rem k cilovym bunkam.
Termin "rast axona" pouZity v tomto textu se tykéa
prodluzovani vyb&Zkl nebo axonli, které vychéazeji z téla bunky

a kond¢i ruastovym vrcholem.
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Termin "porucha/nemoc centralniho nervového systému”
pouzity v tomto textu se tyka jakéhokoliv patologického stavu
spojeného s abnormalni funkci centrdlniho nervového systému
(CNS). Termin zahrnuje, av8ak neni takto omezen, zmény funkce
CNS v dusledku fyzického traumatu mozkové tkané&, v dusledku
virové infekce, autoimunitnich mechanismi, genetickych mutaci,

neurodegenerativnich onemocnéni nebo poruch.

Termin "chimérni protein" (pEZip. ,chiméricky protein™)
pouzity v tomto textu se tyka jakéhokoliv polypeptidu, ktery
neni pln& homologni s aminokyselinovou sekvenci divokého typu
nebo Jje koédovan nukleovou kyselinou, kterd Je ziskéna
sestfihem dvou odlidnych zdrojovych nukleovych kyselin. Termin
zahrnuje, ale neni tak omezen, fuzni proteiny a proteiny
konstruované tak, ze obsahuji jednu nebo vice
aminokyselinovych substituci, které odlisuji jejich
aminokyselinovou sekvenci od aminokyselinové sekvence divokého

typu.

Termin "demyeliniza&ni nemoc" pouZity v tomto textu se

tykd patologického stavu (poruchy, nemoci), ktery je
charakterizovan degradaci myelinové pochvy membrany
oligodendrocytt.

Termin "rastovy vrchol" pouZity v tomto textu se tyka
specializovaného useku 8pic&ky (vrcholu) rostouciho neuritu,
ktery je zodpov&dny za vnimani (detekci) lokalniho protfedi

a za pohyb axonu smé&rem k vhodné synaptické cilové bunce.

Termin "pohyb rlistového vrcholu" pouzity v tomto textu se
tykd prodluzovani (extenze) nebo hrouceni (p#ip. zpétného
stahovani) neboli kolapsu rustového vrcholu ve smé&ru k cilové

bunce neuronu.

Termin "neurit" pouZity v tomto textu se tykd obecné

jakéhokoliv vyb&Zku vyrustajiciho z neuronu. JelikoZ je nékdy
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obtiZné v kultufe odlisit dendrit od axonu, termin neurit Jje

pouzivédn pro oba typy.

Termin "oligodendrocyt" pouZity v tomto textu se tyka
neurogliovych bun&k CNS, jejichZz funkci je myelinizovat axony

CNS.

Termin "polypeptid" pouZity v tomto textu se tyka peptidu,
ktery po hydrolyze poskytne vice neZ dvé aminokyseliny, a Je
nazyvan tripeptid, tetrapeptid, atd. podle poltu aminokyselin
v polypeptidu obsaZenych. Termin "polypeptid" je v tomto textu

pouzivan jako synonymum s terminy "protein" a "peptid".

II. Specifickad provedeni vynalezu

A. Receptor Nogo proteinu a peptidova agens pro receptor Nogo

proteinu

Pfedkladany vynalez poskytuje izolovany protein, alelické
varianty tohoto proteinu a konzervativni aminokyselinové
substituce tohoto proteinu. Protein nebo polypeptid se v tomto
textu tykd proteinového receptoru Nogo, ktery ma huménni
aminokyselinovou sekvenci uvedenou vV seznamu sekvenci jako
SEKVENCE ID. &. 2 nebo my3i aminokyselinovou sekvenci uvedenou
zde jako SEKVENCE ID. . 4. Protein nebo polypeptid se také
tykd peptidd identifikovanych Jjako peptidové agens Nogo
receptoru, které ma aminokyselinovou sekvenci uvedenou
v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. ¢. 8, 10, 12, 14, 16, 18
a 20. Vynalez také zahrnuje pfirozené se vyskytujici alelické
varianty proteinti, které maji mirn& odlisnou aminokyselinovou
sekvenci, neZ kterd Jje specificky wuvedena vyS3e, av3ak
uchovavaji si stejnou nebo podobnou biologickou funkci

spojenou s humannim nebo my3im proteinovym Nogo receptorem a
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peptidovym agens Nogo receptoru uvedenym V seznamu sekvenci

jako SEKVENCE ID. C. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 a 20.

Jak se uZivd v tomto textu, proteinovd rodina p¥ibuzna
proteinovym receptorim Nogo se tyka proteinli, které byly
izolovany z dal8ich organismd navic k €lové&ku a mySi. Metody
pouzité k identifikaci a izolaci dalsi &lenu proteinové rodiny

receptoru Nogo jsou popséany niZe.

Peptidovd agens proteinového Nogo receptoru podle
ptedkladany vyndlez jsou vyhodné& v izolované formé. Jak se v
tomto textu uziva, protein nebo ligand je v izolované formé
nebo izolovany, kdy? byly pouZity fyzikdlni, mechanické nebo
chemické metody k odstran&ni bunéénych sloZek, které jsou
normalné s proteinem spojeny. Odbornik snadno uZije standardni
purifika&ni metody pro ziskdni izolovaného proteinu nebo

ligandu.

K proteindm podle pfedklddaného vyndlezu dale patri
konzervativni varianty proteinovych ligandld popsanych v tomto
textu. V kontextu predkléadaného popisu konzervativni varianta
se tykd zmé&n v aminokyselinové sekvenci, které nemaji
nefadouci 3kodlivy u&inek na biologickou funkci proteinu.
Substituce, inzerce nebo delece ma 3kodlivy uc¢inek, jestlizZe
zméné&na sekvence zabrafuje nebo ru3i biologickou funkci
spojenou s proteinem. Napfiklad celkovy néboj, struktura nebo
hydrofobni-hydrofilni vlastnosti proteinu mohou byt zménény,
ani? by do3lo ke 3kodlivému ovlivnéni biologické aktivity.
Tudi? aminokyselinovd sekvence miZe byt zménéna, nap¥fiklad
tak, Ze peptid je vice hydrofobni nebo hydrofilni, aniZ by se

negativn& ovlivnila biologickd aktivita proteinu.

Zpravidla alelické varianty, konzervativné substituované
varianty a &lenové proteinové rodiny maji aminokyselinovou

sekvenci majici alespon  75% sekvenéni  aminokyselinovou
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identitu s humdnnimi a my3imi sekvencemi uvedenymi v seznamu
sekvenci jako SEKVENCE I1D. ¢. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 a
20, vyhodn& alespoii 80%, je3té vyhodn&ji alespon 90%,
nejvyhodn&ji alespoii 95% sekvenéni aminokyselinovou identitu.
Identita nebo homologie vzhledem k takovym sekvencim je
definovdna Vv tomto textu Jjako procento aminokyselinovych
zbytkd v kandidatni sekvenci, které je identické se znamym
peptidem, po porovnédni (“alignement”) sekvenci se zavedenim
mezer (“gaps”), pokud je to nutné k dosaZeni co nejlepsi
(maxim&lni) homologie, pfidemZ konzervativni substituce se
nepovaruji za souladst sekvenéni identity. N-koncové, C-koncové
nebo interni extenze, delece nebo inzerce v peptidové sekvenci

nemaji byt vykladdany jako ovliviiujici homologii.

TakZe k proteinim a peptidim podle predklédaného vynalezu
pat¥i molekuly obsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou
v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. C. 2, 4, 8, 10, 12, 14,
16, 18 nebo 20, jeji fragmenty obsahujici souvislou sekvenci
alespon 3, 4, 5, 6, 10, 1 s. 20, 25, 30, 35 nebo vice
aminokyselinovych zbytka proteinového Nogo receptoru nebo
peptidového agens, varianty aminokyselinové sekvence, kde
alespoil jeden aminokyselinovy zbytek byl vloZen do nebo na
N- nebo C-konec uvedené sekvence: varianty popsané
aminokyselinové sekvence nebo jejich fragmenty, Jak byly
definovany vy3e, které byly substituovany dal3im zbytkem.
K uvaZovanym variantédm patfi také ty, které obsahuji
predeterminované mutace ziskané napfiklad homologni
rekombinaci, mistné cilenou mutagenezi nebo PCR mutagenezi, a
odpovidajici proteiny dal3ich Zivo&isdnych biologickych druht,
jako je nap¥. kralik, laboratorni potkan, prase, kréava, ovce,
k@i nebo non-humanni priméati, aniZ by vS3ak tento vylet vynalez
omezoval, alely nebo dal3i pFfirozené se vyskytujici varianty

proteinové rodiny, a derivaty, kde protein byl kovalentné
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modifikovan substituci, chemickym nebo enzymatickym zpusobem
nebo daldim vhodnym zpusobem dal3i skupinou Jjinou nez Je
pfirozené se vyskytujici aminokyselina (napriklad
detekovatelnou skupinou, markerem, jako Jje napfiklad enzym

nebo radioisotop).

Jak je dale podrobnéji popséano, <cleny proteinové rodiny
mohou byt pouZity: (1) k identifikaci agens, kterd moduluji
alespon jednu aktivitu proteinu, (2) ve zptsobech identifikace
vazebnych partnera proteinu, (3) Jjako antigeny k indukci
polyklondlnich nebo monoklonalnich protilatek, a 4) Jjako

terapeuticka agens.

B. molekuly nukleové kyseliny

P¥edkladdany vyndlez dale poskytuje molekuly nukleové
kyseliny, které kéduji proteiny a peptidy obsahujici
aminokyselinovou sekvenci uvedenou V seznamu sekvenci jako
SEKVENCE ID. &. 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 a 20 a piibuzné
proteiny v tomto textu popsané, vyhodné v izolované formé.
Termin “nukleové kyseliny”, Jjak se v tomto textu pouZiva,
zahrnuje genomovou DNA, cDNA, mRNA, ,antisense“ molekuly, a
také nukleové kyseliny zaloZené na alternativni kost¥re
(zdkladnim fetézci) nebo alternativnich bazich, at jiz

pfirodniho nebo syntetického plavodu.

Homologie nebo identita je ur&ovéna pomoci analyzy BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) uZivajici algoritmy
v po&itacovych programech “blastp”, “blastn”, “blastx”,
“tblastn” a “tblastx” (viz Karlin et al., (18%90) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87, 2264-2268 Altschul, (1993) J. Mol. Evol.
36, 290-300, pln& =zahrnuty formou odkazu), které jsou urceny
pro vyhleddvédni a urcCovani sekven&ni podobnosti. Postup

vyuzity v programovém systému BLAST nejdfive srovnava podobné
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segmenty mezi zkoumanou sekvenci a sekvencemi v databazi, pak
vyhodnocuje statistickou vyznamnost vSech identifikovanych
shod a nakonec sumarizuje jen ty shody, které jsou v souladu
s pfedem danym prahem vyznamnosti. Podrobn&jsi diskuse zakladd
metod prohleddvani databdzi a vyhledavani podobnosti viz

Altschul et al., (1994) Nature Genetics 6, 119-129 (plné

zahrnuto formou odkazu). Prohledadvaci parametry pro hodnoty
“histogram”, “descriptions”, “alignments”, “expect” (t3.
statisticka vyznamnost prahové hodnoty pro shodu

s databadzovou sekvenci), “cutoff”, “matrix” a “filtr” byly
ponechdny jak Jjsou plivodné& v programu nastaveny. Puvodné
nastavend skérovaci matice (“scoring matrix”) uZivana v
programech blastp, blastx, tblastn a tblastx byla matice
“BLOSUM62” (Henikoff et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89, 10915-10919, plné zahrnuto formou odkazu). Ctyfi parametry

programu “btastn” byly nastaveny nésledovné: Q=10 (,gap
creation penalty"“, “trestné body” =za mezeru), R=10 (,gap
extension penalty"“, “trestné” body =za roz3ifeni mezery),
wink=1 (generuje “zasahy slov”, “word hits” v kaZdém

“zablesku” podél zkoumané sekvence), gapw=16 (nastavuje 3ifku
prohleddvaciho useku, tzv. okna, ,window™, Vv ramci kterého se
tvofi pritazeni s mezerou/mezerami). Ekvivalentni nastaveni
parametr pro program “Blastp” bylo Q=9, R=2, wink=1l, gapw=32.
Srovnani sekvenci pomoci programu “Bestfit”, ktery Jje k
dispozici v programovém baliku GCG verze 10,0, uZiva pro DNA
parametry GAP=50 (“gap creation penalty”) a LEN=3 (“gap
extension penalty”), ekvivalentni parametry pro srovnéni

proteind byly GAP=8 a LEN=2.

Termin “podminky s vysokou stringenci” nebo “vysoce
stringentni podminky” ("high stringency conditions"), Jjak se
uzivd v tomto textu, znamend hybridizaci v podminkéach

charakterizovanych nasledovné&: 42°C v  pritomnosti 50%
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formamidu, pak prvni promyti 65°C s 2X SSC obsahujicim 1% SDS,
a nasledné& druhé promyti v 65°C s 0,1 x SSC.

Termin "izolovana&", 3jak se wuZivd v tomto textu pro
molekulu nukleové kyseliny, znamend, Ze molekula nukleové
kyseliny je v podstaté& oddélena od kontaminujicich nukleovych
kyselin, kédujicich dalsi polypeptidy ze =zdrojové nukleové

kyseliny.

Pfedkladany vynalez dale poskytuje fragmenty molekul
kdédujici nukleové kyseliny. Termin “fragment molekuly kédujici
nukleové kyseliny” se v tomto textu tykd <casti nebo celé
sekvence, ktera kéduje protein. Velikost takového fragmentu je
ur&ena Jjeho zamy3lenym pouZitim. Napfiklad JestliZe Je
fragment vybran tak, aby kédoval aktivni usek proteinu, musi
byt fragment dostate&n& dlouhy, aby kédoval funkéni usek/Useky
proteinu. Pokud ma byt fragment pouZit Jako sonda nukleové
kyseliny nebo jako PCR primer, pak je délka fragmentu vybréna
tak, aby nemohlo dojit ke vzniku velkého poctu falesdné

pozitivnich vysledkd p¥i pouZiti takové sondy nebo primeru.

Fragmenty kédujici molekuly nukleové kyseliny podle
predkladaného vynélezu (tj. umé&lé oligonukleotidy), které jsou
pouzity jako sondy nebo specifické primery pro polymerazovou
fet&zovou reakci (PCR) nebo k syntéze sekvence genu kédujiciho
proteiny podle vyndlezu, mohou byt snadno syntetizovany pomoci
chemickych postupt, jako je napfiklad metoda uzivajici
fosfotriestery (viz Matteucci et al., (1981) J. Am. Chem. Soc.
103, 3185-3191) nebo pomoci automatizovanych metod syntézy.
Krom& toho deldi segmenty DNA mohou byt snadno pEipraveny
dobfe zn&mymi postupy, Jjako Jje napfiklad syntéza skupin
oligonukleotidd, které definuji ruzné moduldrni segmenty genu,
a po které nasleduje ligace oligonukleotidu tak, Ze se sestavi

kompletni modifikovany gen.



27

Kédujici molekuly nukleové kyseliny podle predkladaného
vyndlezu mohou byt Jje3té dale modifikovany, nap¥. aby
obsahovaly detekovatelnou znacku pro ucely diagnostické sondy.
Razné typy znadek Jjsou v oboru znamy a mohou byt snadno
pouzity s kédujici molekulou podle vynalezu. K vhodnym znackam
pat¥i, aniz by v3ak tento vyCet byl omezujici, biotin,
radioaktivné zna&ené nukleotidy apod. Odbornik snadno uZije
v oboru znamé znadky pro pfipravu znalené molekuly kédujici

nukleové kyseliny.

Modifikace samotné primarni struktury pomoci delece, adice
nebo alterace aminokyselin vloZenych do proteinové sekvence
v prub&hu translace mbZe byt provedena, aniz by doSslo
k posdkozeni funkce/aktivity proteinu. Takové substituce nebo
dalsi alterace vedou k proteinu, ktery ma aminokyselinovou
sekvenci koédovanou nukleovou kyselinou spadajici také do

rozsahu pfedklddaného vynalezu.

C. Izolace daldich pfibuznych molekul nukleové kyseliny

Jak bylo jiZ popséano vyse, identifikace humédnni molekuly
nukleové kyseliny majici sekvenci uvedenou v popisu v seznamu
sekvenci jako SEKVENCE 1D. ¢. 1, 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 a 19
dovoluje odbornikovi izolovat molekuly nukleové kyseliny,
které kéduji daldi &leny rodiny proteinového receptoru Nogo
kromé& té&ch, které jiz jsou v predkladaném popisu uvedeny. A
dale, molekuly nukleové kyseliny zde popsané dovoluji
odbornikovi izolovat molekuly nukleové kyseliny, které kéduji

dalsi &leny rodiny proteind receptoru Nogo a peptidova agens.

V podstat& odbornik miZe snadno pouZit aminokyselinové
sekvence uvedené zde v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. c.
2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 a 20 nebo jejich fragmenty

obsahujici epitop k vytvofeni protilatkové sondy pro screening
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expresnich knihoven p¥ipravenych z vhodnych bunék. Typicky,
polyklondlni antisérum ze savcuy, naptfiklad z kralika,
imunizovanych purifikovanym proteinem (jak bude popséno dale),
nebo monoklondlni protildtky mohou byt pouZity ke screeningu
savéich cDNA nebo genomovych expresnich knihoven, Jjako je
napfiklad knihovna ve fagu lambda gtll, <&imZz se ziskaji
odpovidajici kédujici sekvence pro dalsi Ccleny proteinové
rodiny. Klonované cDNA sekvence mohou byt exprimovany jako
fuzni proteiny nebo exprimovany pfimo s vyuZitim jejich
vlastnich kontrolnich sekvenci, a nebo exprimovany pomoci
konstrukt® s vyuZitim kontrolnich sekvenci vhodnych k expresi

enzymu v konkrétnim hostiteli.

Alternativn&, usek koédujici sekvence podle vynadlezu miZe
byt syntetizovédn a pak pouzZit Jjako sonda pro identifikaci a
ziskani DNA kédujici ¢&leny proteinové rodiny z Jjakéhokoliv
sav&iho organismu. Oligomery obsahujici napfiklad p¥ibliZné 18
az 20 nukleotidd (kédujici tusek zahrnujici pfibliZné Sest az
sedm aminokyselin) mtZe byt pfipraven a pouZit ke screeningu
genomové DNA nebo cDNA knihovny, kdy se doséhne hybridizace za
vysoce stringentnich podminek nebo za dostatec¢né& stringentnich
podminek pro eliminaci neZ&douci hladiny fale3né pozitivnich

vysledku.

Navic mohou byt pfipraveny dvojice oligonukleotidovych
primerd pro pouZiti v polymerdzové Feté&zové reakci (PCR)
k selektivnimu klonovani molekul kdédujici nukleové kyseliny.
PCR cykly sestavajici z denaturace/nasednuti
primert/prodluzovédni fetézce s vyuZitim téchto PCR primerd
jsou odbornikém dobfe znadmy a mohou byt snadno upraveny pro

pouziti k izolaci dal%i kédujicich molekul nukleové kyseliny.
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D. Rekombinantni DNA molekuly obsahujici molekulu nukleové

kyseliny

Predkladdany vyndlez dale poskytuje rekombinantni DNA
molekuly (rDNA), které obsahuji kédujici sekvence. Termin
“rDNA molekula”, jak se v tomto textu pouZiva, oznafuje DNA
molekulu, kterad byla podrobena molekuldrni manipulaci (tj.
byla pfipravena nebo modifikovéna metodami genového
inZenyrstvi). Metody pZipravy rDNA molekul jsou v oboru dobre
zndmy, viz naptfiklad zékladni laboratorni pZ¥irucky Sambrook et
al., (1989) Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press. Ve vyhodnych rDNA molekuléach
je kédujici DNA sekvence operativné spojena s expresni

kontrolni sekvenci a sekvenci vektoru.

Vybér vektoru a expresni kontrolni sekvence, se kterymi
se operativné spoji jedna ze sekvenci kédujicich protein podle
pfedklédany vynalezu, zavisi p¥imo, jak Je odbornikum znamo,
na pozadovanych funkénich vlastnostech (napfiklad exprese
proteinu, hostitelské bufiky, které maji byt transformovany
atd.). Vektor podle ptedkléddaného vyndlezu musi byt alespon
schopen #idit replikaci nebo inzerci do hostitelského
chromozdému, a vyhodné také expresi, strukturniho genu

vlioZeného v rDNA molekule

Expresni kontrolni prvky, které jsou pouZity pro regulaci
exprese operativné spojené sekvence kédujici protein jsou Vv
oboru znadmé, pat¥i k nim, aniZ by vycet byl omezujici, napEk.
indukovatelné promotory, konstitutivni promotory, sekretorické
signdly a daldi regula¢ni prvky. Vyhodné jsou indukovatelné
promotory, které jsou snadno regulovatelné, napfiklad
promotory reagujici na Ziviny v kultivacénim médiu

hostitelskych bunék.

"V jednom provedeni vynélezu vektor obsahujici molekulu
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k6dujici nukleové kyseliny obsahuje prokaryoticky replikon,
tj. DNA sekvenci, kterd mé& schopnost ¥idit autonomni replikaci
a udriovat rekombinantni DNA molekulu mimo chromozém Vv
prokaryotické hostitelské bufice, jako je napfiklad bakterialni
hostitelsk& bufika transformovanad pirislu3nym vektorem. Takové
replikony jsou odbornikim dobfe zndmy. Kromé toho vektory,
které obsahuji prokaryoticky replikon, mohou také obsahovat
gen, jehoZ exprese poskytuje detekovatelny marker 3jako je
naptiklad rezistence k 1lécivu. Typické bakteridlni geny
rezistence k lé&ivu Jjsou geny poskytujici rezistenci k

ampicilinu nebo tetracyklinu.

Vektory, které obsahuji prokaryoticky replikon, mohou dale
obsahovat prokaryoticky nebo bakteriofégovy promotor schopny
¥idit expresi (transkripci a translaci) kédujici genové
sekvence v bakteriadlni hostitelské bufice jako Jje napfiklad
E. coli. Promotor je expresni kontrolni element tvo¥eny DNA
sekvenci, kterad dovoluje, aby do3lo k navazani RNA polymerazy
a transkripci. Promotorové sekvence kompatibilni S
pakteridlnimi hostiteli jsou typicky v plazmidovych vektorech,
které obsahujici vhodna restriké&ni mista pro inzerci (vliozZeni)
DNA segmentu podle pfedklddaného vynélezu. Priklady takovych
vektorovych plazmidd jsou pUCB, pUCY9, pBR322 a pBR329 (Biorad
Laboratories), pPL a pKK223 (Pharmacia). Pro expresi molekuly
rekombinantni DNA kédujici protein podle vyndlezu miZe byt

pouZit jakykoliv vhodny prokaryoticky hostitel.

Expresni vektory kompatibilni s eukaryotickou bunkou,
vyhodné& vektory kompatibilni s buikami obratlovcli,, mohou byt
také pouzity pro vytvofeni rDNA molekuly, kterd obsahuje
kédujici sekvence. Expresni vektory pro eukaryotické bunky
jsou odbornikim dobfe zndmy a jsou Kk dispozici =z nékolika

komerénich zdroja. Typicky takové vektory obsahuji vyhodné
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restrik&ni mista pro inzerci poZadovaného DNA segmentu.
Priklady takovych vektorl Jjsou pSVL pKSvV-10 (Pharmacia),
pBPV-1, pML2d (Internatiohal Biotechnologies), pTDT1 (ATCC

31255) a podobné eukaryotické expresni vektory.

Eukaryotické expresni vektory pouzité ke konstrukci rDNA
molekul podle pfedkladdaného vyndlezu mohou dale obsahovat
selekéni marker, ktery Jje G&inny v eukaryotické buice,
vyhodn& selek&ni marker rezistence vi&i 1lécivu. vyhodnym
marker rezistence k lé&ivu je gen, JjehoZ exprese vede
k rezistenci k neomycinu, tj. gen pro neomycinfosfotransferazu
(neo) (Southern et al., (1982) J. Mol. Anal. Genet. 1, 327-
341). Alternativné mtZe byt selek&éni marker p¥itomny na jiném,
samostatném plazmidu, pficemZz oba dva vektory se spolecnou
transfekci, tzv. kotransfekci, vné3eji do hostitelskych bunék,
a transfekované bunky (transfektanty) se selektuji na zaklade
kultivace v médiu obsahujicim 1é&ivo odpovidajici wuZitému

markeru.

E. Hostitelské bufiky obsahujici exogenné podévanou molekulu

nukleové kyseliny

Predkladany vynalez dale poskytuje hostitelske bunky
transformované molekulou nukleové kyseliny kédujici protein
podle ptredkléddaného vynadlezu. Hostitelské bunky jsou budto
prokaryotické nebo eukaryotické burky. Eukaryotické bunky
pouZitelné pro expresi proteinu podle vyndlezu nejsou omezeny,
pokud je bun&Zna linie kompatibilni s metodami bunécnych
kultur a Jje kompatibilni s propagaci (mnoZenim) expresniho
vektoru exprimujiciho genovy produkt. K vyhodnym eukaryotickym
hostitelskym bufikédm pat¥i, ale tento vyCet neni omezujici,
kvasinky, hmyzi a sav&i builky, vyhodné buiky obratlovcl jako

napfiklad bufiky my$i, laboratorniho potkana, opice nebo bunky
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z humanni buné&&né linie. K pfikladim vhodnych eukaryotickych
hostitelskych bun&k pat#i buiky vaje¢nikd <&inského krecka
(CHO), které jsou k dispozici v ATCC jako poloZka CCL61l, bunky
NIH my3ich embryi NIH-3T3 jsou k dispozici v ATCC jako polozka
CRL1658, ledvinné buiky k¥e&&ich embryi (BHK), a tkaiové

kultury eukaryotickych buné&&nych linii.

Transformace vhodnych hostitelskych buné&k molekulou rDNA
podle predkladaného vynadlezu se provadi metodami, které jsou
odbornikim dob¥e zndmy, a které typicky =zaviseji na typu

vektoru hostitelském systému, které byly pouZity.

Pokud jde o transformaci prokaryotickych hostitelskych
bundk, miZe byt pouZita napf. elektroporace nebo metody
uzivajici stul (viz napfiklad Sambrook et al., (1989) Molecular
Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, nebo Cohen et al., (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
69, 2110-2114). Pokud jde o transformace bunék obratlovct
vektory obsahujicimi rDNA, mbZe byt pouZita elektroporace nebo
metody uZivajici kationtové lipidy nebo sGl (viz napfiklad
Graham et al., (1973) Virology 52, 456-467, Wigler et al.,
(1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 1373-1376).

Usp&&né& transformované bufiky, tj. buifiky, které obsahuji
rDNA molekulu ©podle predklddaného vynalezu, mohou byt
identifikovany znémymi postupy, v&etn& selekce na selekéni
marker. Nap¥iklad bunky vzniklé vnesenim rDNA podle
ptedkladaného vyndlezu mohou byt klonovany, aby vytvofily
jednotlivé kolonie. Bufiky 2z téchto kolonii se pak sklidi,
lyzuji a Jjejich DNA se vySetfi na pI¥itomnost rDNA, a sice
znamymi metodami, nap¥. napfiklad Jjak byly popsany Vv
Southern, (1975) J. Mol. Biol. 98, 503-517, nebo se proteiny

produkované buiikami testuji pomoci imunologickych metod.
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F. Produkce rekombinantnich proteind pomoci molekul rDNA

Predkladany vyndlez d&le poskytuje zplsoby produkce
protein podle vyndlezu s pouzitim molekuly nukleové kyseliny
popsané ve vynadlezu. obecné& produkce rekombinantni formy

proteinu typicky zahrnuje ndsledujici kroky:

Nejdrive se ziskd molekula nukleové kyseliny kédujici
protein podle vynalezu, jako Je napfiklad molekula nukleové
kyseliny uvedend v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. C. 1,
3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 nebo 19, nebo nukleotidy 166 aZ 1584
ze SEKVENCE ID. &. 1 nebo nukleotidy 178 aZ 1596 ze SEKVENCE
1D. &. 3. jestliZe kédujici sekvence neni pferuSovéna introny,

je vhodna pfimo pro expresi v jakémkoliv hostiteli.

Vyhodné Jje molekula nukleové kyseliny pak operativné
spojena s vhodnou kontrolni/regula&ni sekvenci, 3jak bylo Jjiz
popsédno vy3e, a tak se pripravi expresni jednotka obsahujici
proteinovy otevieny Cteci ramec. Expresni jednotka se pouZije
k transformaci vhodného hostitele a transformovany hostitel se
pé&stuje v podminkéch, které dovoluji produkci rekombinantniho
proteinu. Volitelné se rekombinantni protein izoluje
z kultivaéniho média nebo z bunék, pri¢emZ ani neni nutna
izolace a purifikace v né&kterych pEipadech, kdy urcité

nedistoty lze tolerovat.

Kady z vy3e zminé&nych kroki mbZe byt proveden mnoha
riznymi zptisoby. Nap¥iklad, poZadovana kédujici sekvence miZe
byt ziskdna =z genomového fragmentu a pak pouzZita pIimo ve
vhodném hostiteli. Konstrukce expresnich vektorf, které Jsou
operativni v ruznych hostitelich, se provadi pomoci vhodnych
replikont a kontrolnich sekvenci, jak bylo jiZ zminéno vyse.
Kontrolni sekvence, expresni vektory a metody transformace
jsou z&vislé na typu hostitelskych bun&k pouZitych pro

expresi, Jjak 3JjiZ Dbylo diskutovédno d¥five v textu. Vhodnéd



34

restrik&ni mista mohou byt, pokud nejsou normaln& k dispozici,
priddna na konce kédujici sekvence, aby tak vznikl
“vyst¥ihnutelny” gen pro vloZeni do takového vektoru. Odbornik
snadno miZe adaptovat jakykoliv hostitelsky/expresni systém v
oboru zn&my pro produkci rekombinantnich proteini pomoci

molekul nukleové kyseliny podle vynélezu.

G. ZpGsoby identifikace vazebnych partneri

P¥edkladany vynélez poskytuje také zpusoby pro
identifikaci a 4izolaci vazebnych partnert proteind podle
vynadlezu. V nékterych provedenich je protein podle vynalezu
smich&dn s potencidlnim vazebnym partnerem nebo extraktem nebo
frakci bunék v podminkéch, které dovoluji spojeni/navézani
potencidlniho vazebného partnera a proteinu podle vynalezu. Po
smichéni peptidy, polypeptidy a proteiny nebo jiné molekuly,
které Jjsou asociovdny s proteinem podle vyndlezu  jsou
separovany ze sm&si. Vazebny partner navazany na protein podle
vyndlezu je pak izolovan a déle analyzovan. Pro identifikaci a
izolaci vazebného partnera lze uZit cely protein, napf. cely
receptor Nogo proteinu se SEKVENCE ID. €. 2 nebo 4 nebo cely
protein Nogo se SEKVENCI 1ID. ¢. 6. Alternativné 1lze uZit
fragment 2z uvedenych proteini. Pfikladem uZiteéného fragmentu
receptoru Nogo proteinu Jje rozpustny receptor Nogo, tj.

polypeptid postradajici transmembrénovou doménu (viz obr. 7).

Termin “bunélny extrakt”, jak se uzivad v tomto textu, se
tykd prepardtu nebo frakce, kterda je ziskéna 1lyzovanim nebo
jinym rozruSenim bunék. Vyhodnym zdrojem bun&&nych extraktl
jsou butiky pochédzejici z lidského mozku nebo michy , napf.
z tka4né& 1lidského mozku. Alternativn& lze bun&lné extrakty
pripravit z jakékoliv nervové tkané nebo dostupnych 1linii

nervovych bunék, zejména bunéénych linii odvozenych

v



35

z oligodendrocytt.

Pro =ziskani bun&&nych extraktd 1lze uZit mnoha ruznych
metod. Buiiky mohou byt rozru3eny chemickymi nebo fyzikalnimi
metodami. K p¥ikladim fyzikalnich metod, aniZz by byly
omezujici, pat¥i sonikace a mechanické “rozbiti”. K prikladim
chemickych metod patfi, aniZ by byly omezujici, 1lyze pomoci
detergentu nebo lyze pomoci enzyml. Odbornik snadno najde a

adaptuje postupy pro ziskdni extraktd pro realizaci vynalezu.

Jakmile je jednou pripraven buné&ény extrakt, smicha se
s proteinem podle vyndlezu v podminkadch, které umoZiuji, aby
do3lo ke spojeni s vazebnym partnerem. Mohou byt uZity ruzné
podminky, nejvyhodn&jsi jsou podminky blizké podminkém, které
jsou v cytoplazm& humannich bun&k. Takové charakteristiky jako
je osmolalita, pH, teplota a koncentrace buné&fného extraktu se
mohou ménit pro optimalizaci spojeni proteinu s jeho vazebnym

partnerem.

Po smichani za vhodnych podminek se navazany komplex
separuje ze sm&si. Pro tuto separaci ze sm&si lze uZit fadu
riznych postupl. Tak nap¥. lze uZit protilatky specifické pro
protein podle vyndlezu k imunoprecipitaci komplexu s vazebnym
partnerem. Alternativné& lze uZit standardni chemické separalni
techniky jako je nap#. chromatografie a hustotné&-sedimentalni

centrifugace.

Po odstranéni nenavazanych bunéé&nych slozek
vyskytujicich se v extraktu se vazebny partner disociuje
z komplexu obvyklymi metodami. Napf. se disociace provede

zmé&nou koncentrace soli nebo zmé&nou pH ve smési.

Aby se napomohlo separaci komplex(i s navazanym vazebnym
partnerem ze sm&si extraktu, protein podle vynalezu muZe byt
imobilizovdan na pevném nosi&i. Napfiklad protein miZe byt

navazan na nitrocelulézovou matrix nebo akryladtové perlicky.
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Navazani proteinu na pevny nosi& napomdhd separaci péart
peptid-vazebny partner od ostatnich slozek extraktu.
Identifikovanym vazebnym partnerem miZe byt budto jednoduchy
protein nebo komplex vytvofeny ze dvou nebo vice proteinu.
Alternativné& lze vazebné partnery identifikovat pomoci fuzniho
testu s alkalickou fosfatézou, Jjak ho popsali Flanagan &
Vanderhaeghen, (1998) Annu. Rev. Neurosci. 21, 309-345 nebo
Takahashi et al., (1999) Cell 99, 59-69, nebo testem “Far-
Western” podle Takayama et al., (1997) Methods Mol. Biol. 69,
171-184 nebo Sauder et al., J. Gen. Virol. (1996) 77, 991-996,
nebo je 1lze identifikovat pouZitim proteind se znackovacim

epitopem nebo fuznich GST proteinf.

Alternativnd molekuly nukleové kyseliny podle vynélezu
mohou byt pouZit v kvasinkovém dvouhybridnim (“two-hybrid”)
systému pro identifikaci dal3ich pard proteinovych partnerl a
tento systém miZe byt odbornikem adaptovén tak, Ze wuZiva
molekuly nukleové kyseliny v tomto textu popsané (viz

dvouhybridni systém Hybrizap® firmy Stratagene).

H. Zplsoby identifikace agens, kterd moduluji expresi

Predklddany vyndlez  poskytuje zpisoby identifikace
agens, kterad moduluji expresi nukleovych kyselin kédujicich
receptor Nogo proteinu. Pfedklddany vyndlez také poskytuje
zpisoby identifikace agens, kterd moduluji expresi nukleovych
kyselin kédujicich Nogo protein. Takové zpusoby naptiklad
mohou vyuZit jakékoliv dostupné prostfedky k monitorovani
zmé&ny v hladin& expresi nukleovych kyselin podle vynédlezu.
V kontextu popisu p¥fedkladdaného vyndlezu agens moduluje
expresi nukleové kyseliny podle vyndlezu, napifiklad nukleové
kyseliny kédujici protein majici sekvenci uvedenou zde jako

SEKVENCE ID. C. 2, 4 nebo 6, pokud je schopno zvySit nebo
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snizit (“up-regulation” nebo “down-regulation”) expresi

nukleové kyseliny v buiice.

V jednom form&tu takového testu se ptipravi bunécné
linie, které obsahuji reportérovy gen fazovany mezi otevieny
dteci ramec definovany nukleotidy 166 aZz 1584 v SEKVENCI 1ID.
¢. 1, nebo nukleotidy 178 aZ 1596 v SEKVENCI 1ID. ¢. 3, nebo
nukleotidy 135 aZz 3713 v SEKVENCI ID. ¢. 5, a jakéhokoliv
testovatelného partnera. Lze ©piipravit mnoho  ruznych
testovatelnych fuzi s vazebym partnerem. K dispozici je mnoho
molekul pouZitelnych pro tento ucel, v€etné genu pro
luciferdzu ze svétludky a genu kédujiciho chloramfenikol-
acetyltransferdzu (Alam et al., (1990) Anal. Biochem. 188,
245-254) . Bun&&né linie obsahujici fuzovany reportérovy gen
jsou pak vystaveny plsobeni agens, které je testovéno, a sice
ve vhodnych podminkédch a po vhodnou dobu. Rozdily Vv expresi
reportérového genu mezi vzorky vystavenymi vlivu agens a
kontrolnimi vzorky vedou k identifikaci agens, které moduluje
expresi nukleové kyseliny kédujici protein majici sekvence

uvedenou zde jako SEKVENCE ID. C. 2, 4 nebo 6.

Daldi formaty testl mohou byt pouZity ke sledovani
schopnosti agens modulovat expresi nukleové kyseliny kédujici
receptor Nogo proteinu podle vynalezu, Jjako Jje napfiklad
protein majici aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde jako
SEKVENCE  ID. c. 2 nebo 4 nebo Nogo protein majici
aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde jako SEKVENCE ID. ¢. 6.
Tak naptfiklad exprese mRNA miZe byt monitorovan p#imo pomoci
hybridizace s nukleovou kyselinou podle vynélezu. bunééné
linie se vstavi pisobeni agens, které je testovano za vhodnych
podminek a po vhodnou dobu a pak se izoluje celkovd RNA nebo
mRNA standardnimi postupy, napf. podle Sambrook et al., (1989)
Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press.

Sondy pro detekci rozdila v hladin®d exprese RNA mezi
buiikami exponovanymi agens a kontrolnimi bufikami mohou byt
ptripraveny z nukleovych kyselin podle vynadlezu. Vyhodné je,
av8ak nikoliv nezbytné, ptipravit takové sondy, které
hybridizuji pouze s cilovou nukleovou kyselinou v podminkach
vysoké stringence. Pouze vysoce komplementdrni nukleové
kyseliny vytvafeji hybridy v podminkach vysoké stringence.
Tudiz stringence testovacich podminek urcuje miru
komplementarity, kterd by m&la existovat mezi dvéma fetézci
nukleové kyseliny, aby do3lo ke vzniku hybridu. Stringence
musi byt zvolena tak, aby se maximalizoval rozdil ve stabilité
mezi hybridy sonda:cilova sekvence a potencidlni sonda:jina

neZ cilova sekvence.

Sondy mohou byt konstruovany z nukleovych kyselin podle
vynalezu postupy, které jsou odbornikim znadmy. Napfriklad obsah
G+C v sondé a délka sondy ovliviuji vazbu k jeji cilové
sekvenci. Metody pro optimalizaci specifi¢nosti sond jsou
obecnd znémy a jsou popsany napf. v Sambrook et al., (1989)
Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, nebo Ausubel et al., (1995) Current

Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing.

Hybridiza&ni podminky se modifikuji pomoci znamych metod,
napfiklad jak byly popsény v Sambrook et al., (1989) Ausubel
et al., (1995), ijak je to tEeba pro kaZdou pouZitou sondu.
Hybridizace celkové buné&éné RNA nebo RNA obohacené o polyA+
RNA miZe byt provedena v jakémkoliv dostupném formatu. Tak
napriklad celkova buné&fnad RNA nebo RNA obohacend o polyA+ RNA
miZe byt fixovéna na pevném nosili a pak ptivedena do kontaktu
s alespofi jednou sondou obsahujici alespoi jednu sekvenci

podle vyndlezu nebo jeji Cast, a sice v podminkach, ve kterych
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sonda bude specificky hybridizovat. Alternativné se fragmenty
nukleové kyseliny obsahujici alespofi Jjednu sekvenci podle
vynalezu nebo jeji &ast, mohou fixovat k pevnému nosici, Jjako
je napfriklad maléd podloZni desticka (“&ip”) na bézi silikonu
nebo nebo “&ip” z porézniho skla. Takovy "“&ip” pak miZe byt
exXponovan celkové bun&&né RNA nebo polyA+ RNA ze vzorku
v podminkéch, kde na <cZipu fixovana sekvence bude specificky
hybridizovat. Takové hybridizace na Cipech jsou dnes béZné k
dispozici, nap¥iklad postupy popsanymi Vv Beattie, (1995)
W09511755. Zkoumani schopnosti dané sondy specificky
hybridizovt s RNA vzorkem =z neoSetfené Dbuné&&né populace a
z bun&éné populace exponované agens umoZni identifikovat
agens, které up-reguluje nebo down-reguluje expresi nukleové
kyseliny kédujici receptor Nogo proteinu majici sekvenci

uvedenou zde jako SEKVENCE ID. C. 2 nebo 4.

Hybridizace pro kvalitativni i kvantitativni analyzu mRNA
miZe byt také provedena pomoci testu s chréanénim pf¥ed Rnéazou
(,Rnase Protection Assay"“, RPA, viz Ma et al., Methods (1996)
10, 273-238). Strudn& shrnuto, expresni nosi& obsahujici cDNA
kédujici genovy produkt a fégovy promotor DNA z4vislé RNA
polymerazy (napfiklad T7, T3 nebo SP6 RNA polymerdzy) je
linearizovéan na 3! konci cDNA molekuly, po sméru
(“downstream”) od fagového promotoru, a tato linearizované
molekula je nasledn& pouzita Jjako templat pro syntézu
snadeného “antisense” transkriptu cDNA pomoci in vitro
transkripce. Znaleny transkript je pak hybridizovadn se smési
izolované RNA (tj. celkovou nebo frakcionovanou mRNA) pomoci
inkubace ve 45 °C pfres noc v pufru obsahujicim 80% formamid,

40mM Pipes, pH 6,4, 0,4M NaCl a 1mM EDTA. Vysledné hybridy
jsou pak Stépeny v pufru obsahujicim 40 pg/ml ribonukleadzy A

a 2 pg/ml ribonukleazy. Po deaktivaci a extrakci externich

proteint se vzorky pro analyzu nanesou na polyakrylamidovy
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gel s mo&ovinou.

vV dalsi testovém formatu se pro agens, které pusobi na
expresi daného genového produktu, se nejdfive identifikuji
pufiky nebo buné&&né linie, které za fyziologickych podminek
exprimuji dany genovy produkt. Lze o&ekéavat, Ze takto
identifikované bufiky nebo buné&éné linie obsahuji nezbytné
buné&&né mechanismy, takZe Jje zachovana vérnost modulace
transkrip&niho apardtu vhledem ke kontaktu exogenniho agens
s prisluSnym povrchovym transdukénim mechanismem a
odpovidajici kaskédou v cytosolu. Dédle jsou tyto buriky nebo
buné&éné linie transdukovany nebo transfekovény konstruktem
expresniho nosi¢e (napf. plazmidem nebo virovym vektorem),
ktery obsahuje netranslatovnay 5" -konec obsahujici promotor ze
strukturniho genu kédujiciho  pozZadovany genovy  produkt
operativné& fuzovany s jednim nebo vice antigennimi fragmenty,
které Jjsou cizorodé va&i poZadovanému genovému produktu,
pfi¢emZ fragmenty Jjsou pod transkrip&ni kontrolou tohoto
promotoru a Jjsou exprimovadny jako polypeptidy, jejichz
molekulovd hmotnost je rozliSitelnd od molekulové hmotnosti
prirozené se vyskytujicich polypeptidl nebo obsahuji
imunologicky odliditelnou znalku. Tyto postupy jsou odbornikim
dobfe znédmy (viz Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning -
A Laboratoty Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Buiiky nebo buné&cné linie transdukované nebo transfekované
postupem zminénym vySe jsou pak privedeny do kontaktu s agens
ve vhodnych podminkach: tak napt. agens obsahujici
farmaceuticky prijatelny excipient je pEivedeno do kontaktu s
bufikami ve vodném fyziologickém pufru Jjako Je napfiklad
fosfatem pufrovany solny (fyziologicky) roztok (PBS) pri
fyziologickém pH, vyvéZeny solny roztok podle Eaglese (BSS)

p?i fyziologickém pH, PBS nebo BSS obsahujici sérum nebo
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kondicionované médium obsahujici PBS nebo BSS a sérum a
inkubovana p¥i 37 °C. Uvedené podminky mohou byt modifikovéany
podle potfeby, coZ zéavisi na posouzeni odbornika a je rutinni
z4lesitosti. Nasledn& po kontaktu bun&k s agens jsou bunky
rozruSeny a z této bunécné “kase” jsou frakcionovany
polypeptidy tak, e polypeptidové frakce jsou slouCeny a
privedeny do kontaktu s protilatkou, aby pak byly dale

zpracovany v imunologickych testech. (naptfiklad ELISA,
imunoprecipitace nebo Western Dblot). Slou&ené proteinové
frakce izolované ze vzorku “kontaktovaného agens” se pak

srovnavaji s kontrolnim vzorkem, kde byl s bunkami kontaktovan
pouze excipient, a na zdkladé zvySeni nebo snizZeni
imunologicky ziskaného signdlu ze vzorku “kontaktovaného
agens” ve srovndni s kontrolnim vzorkem se pak urc¢i ucinnost

zkoumaného agens.

I. Zplsoby identifikace agens, ktera moduluji aktivitu

Pr¥edkladdany vynalez poskytuje metody Ppro identifikaci
agens, kterd moduluji alespoii jednu aktivitu receptoru Nogo
proteinu. Vyndlez také poskytuje zplUsoby identifikace agens,
kterd moduluji alespoii jednu aktivitu Nogo proteinu. Takové
zpsoby nebo testy mohou vyuZivat jakykoliv znadmy zpusob

k monitorovéni nebo detekci sledované aktivity.

V jednom formatu testu je testovana specifickd aktivita
receptoru Nogo proteinu nebo Nogo proteinu, normalizovanad na
standardni jednotku, mezi buné&nou populaci, kterd Dbyla
exponovdna testovanému agens, a neexponovanou kontrolni
bun&&nou populaci. Buné&&nd linie nebo populace jsou vystaveny
pusobeni testovaného agens ve vhodnych podminkdch a po vhodnou
dobu. Mohou byt ptripraveny bun&fné lyzaty z exponovanych a

kontrolnich neexponovanych bun&Enych linii nebo populaci.
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Bun&&né lyzAaty se pak analyzuji pomoci sondy.

Protilatkové sondy mohou byt piipraveny pomoci imunizace
vhodného sav&iho hostitele/ptijemce s vyuZitim vhodnych
imuniza&nich postupti, kdy se pouZije receptor Nogo proteinu,
Nogo protein, peptidové agens Nogo receptoru nebo Jjejich
antigenni fragmenty. Ke zvySeni imunogenicity mohou byt tyto
proteiny nebo jejich fragmenty konjugovény (kondenzovany) s
vhodnym nosiem. Metody pEIipravy imunogennich  konjugétu
s nosi&em, jako ije nap¥iklad BSA, KLH nebo dal3i nosicové
proteiny, jsou odbornikim dobfe znamy. V nékterych pripadech
je mozZnd pfimd& konjugace, napfiklad karbodiimidového <¢inidla,
v jinych ptipadech s pouzitim vazebnych ¢inidel komercéné
dostupnych od firmy Pierce Chemical Co., kterd zlep3uji
pfistupnost haptenu. Haptenové peptidy mohou byt prodlouZeny
budto na aminokonci nebo karboxykonci cysteinovym zbytkem nebo
“proloZeny” cysteinovymi zbytky, napfiklad pro usnadnéni
navazani k nosi&i. Podavani imunogenll se provadi obecn& pomoci
injekci po vhodné obdobi, s vyuZitim vhodného adjuvans, Jjak je
obecné odbornikim zndmo. V prub&hu procesu imunizace se
stanovuji titry protilatky, aby se urcilo, zda se tvori

adekvatni protilatka.

Zatimco polyklondlni antiséra pripravenad vySe popsanym
zpisobem mohou byt uspokojivé pro nékteré aplikace, pro
farmaceutické pPipravky Je vyhodné pouZiti monoklonédlnich
protilatek. Imortalizované buné&&né linie, které secernuji
pozadovanou monoklonalni protilatku, mohou byt ptipraveny
standardnimi postupy, viz nap#. Kohler & Milstein, (1992)
Biotechnology 24, 524-526, nebo modifikacemi, které plusobi
imortalizaci lymfocytl nebo bun&k sleziny, Jak je obecné
znédmo. Imortalizované bun&&né linie secernujici poZadované

protildtky mohou pak byt screenovany pomoci  imunotestu



43

(imunoassay), ve kterém Jje antigenem peptidovy hapten,
polypeptid nebo protein. KdyZ je vhodna imortalizovan& buné&lna
kultura secernujici poZadovanou protilatku identifikovéana,
buiiky se pak mohou kultivovat budto in vitro nebo ziskéavat

z tekutiny akumulované v ascitu.

Poradované monoklondlni protildtky mohou byt izolovany ze
supernatantu po kultivaci nebo ze supernatantu z ascitu.
Intaktni protilatky anti-Nogo nebo anti-Nogo receptor, nebo
jejich fragmenty, které obsahuji imunologicky vyznamny usek,
mohou pak byt pouZity napfiklad jako antagonisté vazby mezi
Nogo (ligandem) a Nogo receptorem. PouZiti imunologicky
reaktivnich (W¢innych) fragmentt, jako jsou napfiklad
fragmenty Fab, Fab' neo F(ab'): je casto vyhodné, zejména pfri
terapeutickém pouZiti, nebot tyto fragmenty jsou obecné méné

imunogenni neZ celé imunoglobuliny.

Protildtky nebo jejich fragmenty mohou také Dbyt
produkovany pomoci modernich rekombinantnich technologii.
Useky protilatky, které se vA&Zi specificky k pozZadovanym
Gseklm proteinu, mohou byt také pfipraveny Jjako chiméry

sestavené z &asti pochézejicich z vice biologickych druhu.

Useky protilatky, které se vazi specificky k poZadovanym
usektm proteinu, mohou byt také pEipraveny jako chiméry
sestavené z &asti pochazejicich =z vice biologickych druhy,
nap¥. jako tzv. humanizované protilatky . TudiZ protilatka je
humanizovana protildtka nebo humanni protilatka, Jak bylo

popsé&no v patentu USA ¢&. 5,585,089 nebo v Riechmann et al.,
(1988) Nature 332, 323-327.

Agens, kterd jsou testovéana vyse popsanymi zpusoby, mohou
byt vybirdna nahodn& nebo na zakladé raciondlni selekce nebo
navrhu. V kontextu popisu p#edklddaného vynadlezu Je agens

nadhodné& vybréno, kdyZ je agens vybrano bez uvazovani o jeho
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specifickych sekvencich u&astnicich se vazby se samotnymi
proteiny podle vyndlezu nebo s nimi spojenymi substraty,
vazebnymi partnery apod. Pfikladem né&hodného vybéru agens je
pouziti tzv. chemickych nebo peptidovych kombinaé&nich

knihoven, a nebo réstového média uréitého organizmu.

V kontextu popisu pfedkladaného vynadlezu je agens
racionadlnd vybrdno nebo navrZeno, kdyZ Jje agens vybrano
nikoliv nahodnym zptsobem, pF¥iemZ se bere do uvahy sekvence
cilového mista nebo jeho konformace v souvislosti s u&inky
agens. Agens miZe byt raciondlné& vybrané nebo racionalné
navrené s vyuZitim peptidovych sekvenci, které tvofi tato
mista. Tak nap¥iklad raciondlné& vybrané peptidové agens maze
byt peptid, jehoZ aminokyselinové sekvence Je identicka
s vazebnou doménou (SEKVENCE 1ID. C. 20) proteinu Nogo, ktera
interaguje s Nogo receptorem. Alternativné to mazZe byt
fragment vazebné domény, napfiklad SEKVENCE ID. ¢. 8, 10, 12,
14, 16 a 18.

Agens podle pfedklddaného vyndlezu mohou byt napriklad
peptidy, protilatky, fragmenty protilatky, tzv. malé
molekuly, derivaty vitamin@i, a také sacharidy. Peptidova
agens podle vyndlezu mohou byt pfipravena uZitim standardnich
postupll syntézy peptidd na pevné fazi (nebo v roztoku), coZ je
odbornikim dob¥e znamo. Kromé& toho, DNA kédujici tyto peptidy
miZe byt syntetizovadn pomoci komeréné dostupnych zatizeni pro
syntézu oligonukleotidd, a pak produkovana rekombinantné
ufitim standardnich rekombinantnich produkénich systémui.
Pf¥iprava agens s vyuZitim syntézy na pevné fazi Jje nutna
v pfipad&, kdy maji byt soucdsti peptidu aminokyseliny, které

nejsou genové kédovéany.

Dalsi tFridou agens podle pfedkladaného vyndlezu Jsou

protilatky nebo jejich fragmenty, které se vazZzou na Nogo



45

protein nebo na receptor Nogo proteinu. Protildtkova agens
mohou byt pEipravena tak, Ze se vhodny savec imunizuje
peptidy, které obsahujici jakoZto antigenni Useky casti

proteinu, proti kterému md byt specificky protilétka namifena.

J. Testy s vysokou kapacitou

Pro vyhledavani novych sloucenin, které Jjsou schopné
interagovat s receptorem Nogo proteinu, se vyuZivaji moderni
vysoce G&inné testy (“High-throughput Sreening”) s velkou
kapacitou zpracovanych vzorkd. Pro obecnou informaci o
vysokokapacitnim screeningu viz nap¥. Devlin, (1998) High
Throughput Screening, Marcel Dekker, nebo Patent USA C¢C.
5,763,263). Vysokokapacitni screeningové metody uzivaji jeden

nebo vice rtaiznych zplsobl testovani.

Imunodiagnostika a imunotesty

Tyto testy ptedstavuji skupinu metod pouZivanych pro
m&¥eni specifickych biochemickych latek, obecn& pfi velmi
nizké koncentraci, v komplexnich smé&sich, Jjako jsou napfiklad
biologické tekutiny, které jsou =zavislé na specificnosti a
vysoké afinité&, kterou vykazuji vhodné& pripravené a vybrané
protildtky s jejich komplementdrnimi antigeny. Latka, kterad ma
byt takto mé&Fena, musi nutné byt antigenni - tedy budto
imunogenni makromolekula nebo mald molekula pusobici Jjako
hapten (haptenovd mald molekula). Ke kazdému vzorku se prida
znamé omezené mnoZstvi specifické protilatky a frakce
antigenu, kterd se ni kombinuje, je casto vyjadfovand pomérem
vazana:volna, kldyZ se uzivd jako indikator antigen =znaceny
radioisotopem (“*radioimunoassay”), fluorescenéni molekula

(“fluoroimmunoassay”), stabilni volny radikal (“spin
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immunoassay”), enzym (“enzyme immunoassay”), nebo dalsi snadno

detekovatelné zancKky.

Protildtky mohou byt znaCeny rlznymi zplsoby: uZivaji se
pak ruzné nadzvy pro prislu3né testy jako ELISA (enzyme-linked
imunosorbent assay”), RIA (“radioimmuno-assay”), FIA
(“fluorescent imunoassay), CLIA (“*chemiluminescent
imunoassay”) nebo znadeni protildtky Casticemi koloidniho

zlata (“imunogold”), které jsou odbornikim znamy.

K obecnd znamym formatim vySe uvedenych testd patfi tzv.
sandwich test, kompetitivni test, latexovy aglutinac¢ni test,
homogenni test, test na mikrotitraéni desticce nebo test

uZzitim mikrocéastic.

ELISA (“Enzyme-linked imnunosorbent assay”)

ELISA je imunochemicky postup, ktery ma vyhodu, zZe
nepot¥ebuje nebezpeéné radiochemické a drahé fluorescenéni
detekéni systémy. Misto toho test vyuzivd enzymy JjakoZto
indikatory. ELISA je forma kvantitativniho imunotestu, ktery
je zaloZen na pouziti protilatky (nebo antigenu), kterd je
navazana na povrch nerozpustného nosie, ktery je pak vyuzZit
k zachyceni relevantniho antigenu (nebo protiléatky)
7z testovaného roztoku. Komplex antigen-protildtka Jje pak
detekovan pomoci mé&feni aktivity vhodného enzymu, ktery byl

predtim kovalentn& navédzén na antigen (nebo protiléatku).

Pro podrobn&jsi informace o metodach ELISA viz naptiklad
Crowther, (1995) ELISA - Theory and Practice (Methods in
Molecular Biology), Humana Press, Challacombe & Kemeny, (1998)
ELISA and Other Solid Phase Immunoassays - Theoretical and
Practical Aspects, John Wiley, Kemeny, (1991) Practical Guide
to ELISA, Pergamon Press, Ishikawa, (1991) Ultrasensitive
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Rapid Enzyme Immunoassay (Laboratory Techniques in

Biochemistry and Molecular Biology), Elsevier.

Kolorimetrické testy pro enzymy

Kolorimetrie je v podstat& jakykoliv zpiusob kvantitativni
chemické analyzy, ve které se stanovuje koncentrace nebo
mnosstvi sloudeniny pomoci srovnani zabarveni vytvofeného
pomoci reakce <inidla se standardnim mnoZstvim a testovanym
mnoistvim sloudeniny, napfiklad pouZitim kolorimetru nebo

spektrofotometru.

Standardni kolorimetricky test na enzymatickou aktivitu
beta-galaktosidazy ije odbornikim dobfe znam (viz naptiklad
Norton et al., (1985) Mol. Cell. Biol. 5, 281-290).
Kolorimetrické testy se mohou provadét na lyzatech z celych
bunék s pouZitim O-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranosidu (ONPG,
Sigma) Jjako substratu ve standardnim kolorimetrickém beta-
galaktosidazovém testu (Sambrook et al., (1989) Molecular
Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Pro detekci beta-galaktosidézové aktivity Jsou také k
dispozici automatizovnaé kolorimetrické testy (viz naptiklad

Patent USA &. 5,733,720).

Imunufluorescenéni testy

Imunofluorescence nebo imunofluorescen&ni mikroskopie
jsou techniky, pfi kterych je antigen nebo protilatka oSetfen
tak, aby byl fluorescenéni, obvykle pomoci konjugace
(kondenzace) s fluorescenénim barvivem, a pak se ponecha
reagovat s komplementarni protildtkou nebo antigenem pfimo
v Fezu z tkand nebo v roztéru na podloZnim skli&ku. Lokalizace

antigenu nebo protildtky se pak provddi napf. piimym

.
. LN X
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pozorovanim fluorescence v mikroskopu pod ultrafialovym

svétlem.

Pro obecné informace o imunofluorescenénich technikéach viz
napfiklad Knapp et al., (1978) Immunofluorescence and Related
Labeling Techniques, Elsevier, Allan, (1999) Protein
Localisation by Fluorescent Microscopy - Practical Approach
(Practical Approach Series) Oxford University Press, Caul,
(1993) Immunofluorescence Antigen Detection Techniques in
Diagnostic Microbiology, Cambridge University Press. Pro
detailni vysvétleni imunofluorescenénich technik pouZitelnych
v predklédaném vyndlezu viz napf¥. patenty USA ¢C. 5,912,176,
5,869,264, 5,866,319 a 5,861,259.

K. PouZiti agens, kterd moduluji aktivitu

Jak je uvedeno v ptrikladech, Nogo a receptory Nogo
proteinu a nukleové kyseliny, jako jsou napfiklad proteiny
majici aminokyselinovou sekvenci sekvence id. &. 2, 4 nebo 6,
jsou exprimovény v myelinu pochézejicim z axonu a dendritt.
Agens, kterda moduluji nebo up- &i down-reguluji (zvy3uji ¢&i
snizuji po&et receptorl) expresi Nogo nebo receptoru Nogo
proteinu nebo agens, Jjako jsou napfiklad agonisté nebo
antagonisté alespon jedné aktivity Nogo nebo Nogo
receptorového  proteinu, mohou byt pouZity k modulaci
biologickych a patologickych procest sdruZenych s funkci a
aktivitou proteinu. Vynalez je obzvlasté pouzitelny pro léceni

humannich subjekta.

Patologické procesy se tykaji kategorie biologickych
procesti, které maji Skodlivy G&inek. Napriklad exprese
proteinu podle vyndlezu miZe byt sdrufena s inhibici axonové

regenerace po krani&lnim, cerebralnim nebo spindlnim traumatu,
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mozkové mrtvici nebo demyelinizaénim onemocnéni. Tato

demyeliniza&ni  onemocnéni  zahrnuji, avSak bez omezeni,

sclerosis multiplex, monofazickou demyelinizaci,
encefalomyelitidu, multifokalni leukoencefalopatii,
panencefalitidu, Marchiafava-Bignamiho nemoc, myelinolyzu

mostu, adrenoleukodystrofii, Pelizaeus-Merzbacherovu nemoc,
spongiézni degeneraci, Alexanderovu nemoc, Canavanovu nemoc,
metachromatickou leukodystrofii a Krabbeho nemoc. Jak se v
tomto textu pouZiva, agens moduluje patologicky proces, kdyZ
agens redukuje stupefl nebo zavaznost procesu. Napfiklad
demyeliniza&ni nemoci miZe byt zabranéno nebo progrese nemoci
mi¥e byt modulovana podavanim agens, kterd redukuji, podporuji
nebo moduluji né&kterym zplsobem expresi nebo alesponl jednu

aktivitu proteinu podle vynélezu.

V jednom pfikladu miZe byt pouZito podavani Nogo
peptidovych agens ukazanych na sekvenci id. &. 8, 10, 12, 14,
16, 18 a 20 k 1léceni demyelinizac¢ni nemoci sdruZzené s Nogo
nebo Nogo receptorovym proteinem. V dalsim pfikladu mohou byt
bunky, které exprimuji peptidova agens podle vynalezu
transplantovany do mista poran&ni michy, aby zde usnadnily
rist axonl timto mistem poran&ni. Takové transplantované bunky
by poskytly prost¥edek pro =znovunastoleni funkce michy po

poranéni nebo traumatu.

~

V jedt& dal3im pfikladu miZe byt pouZito podavéani
rozpustného Nogo receptorového proteinu, ktery se vaZe na Nogo
k léceni demyeliniza&ni nemoci sdruZené s Nogo nebo Nogo
receptorovym proteinem. Toto agens maze byt pouzito
k zabrandni vazby Nogo k receptoru Nogo vézanému na bunku a
pisobi jako antagonista Nogo. Rozpustné receptory byly pouZity
k vazb& cytokinl nebo daldich ligandl k regulaci jejich funkce

(Thomson, (1998) Cytokine Handbook, Academic Press). Rozpustny
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receptor se vyskytuje v roztoku nebo vné membrany. Rozpustné
receptory se mohou vyskytovat diky tomu, Ze chybi segment
molekuly, ktery pfemostuje nebo se spojuje s membranou. Tento
segment je v oboru obecné nazyvan transmembranova doména genu,
nebo membranovy vazebny segment proteinu. V  nékterych
provedenich podle vyndlezu tedy rozpustny receptor obsahuje
fragment nebo analog receptoru vazaného na membranu. Vyhodné
fragment obsahuje alespon Sest, napfiklad deset, patnact,
dvacet, pé&tadvacet, tficet, Cctyficet, padesadt, 38edesat nebo
sedmdesat  aminokyselin, za  predpokladu, Ze si podrii

pozadovanou aktivitu.

V dal3im provedeni podle vynédlezu Jje modifikovéna
struktura segmentu, ktery se sdruZuje s membranou (napfiklad
DNA sekvendni polymorfismus nebo mutace Vv genu), takZe
receptor neni vloZen do membrany, nebo receptor je vlioZen, ale
neni v membrand& zadrfen. Rozpustny receptor se tedy na rozdil
od odpovidajici na membranu vézané formy 1is5i v Jjednom nebo
vice segmentech genu nebo receptorového proteinu, které Jjsou

dlileZité pro jeho spojeni s membranou.

Agens podle p¥edkladdaného vyndlezu mohou byt poskytnuta
samotna nebo v kombinaci, nebo v sekvenéni kombinaci s dalsimi
agens, kterd moduluji konkrétni patologicky proces. Naprfriklad
agens podle pfedkladaného vynadlezu mohou byt podavéna
v kombinaci s protizan&tlivymi agens po mozkové mrtvici jako
prostfedek blokujici dal3i neuronové posdkozeni a inhibici
axonové regenerace. Jak se v tomto textu pouziva, dvé agens
jsou podavana v kombinaci, kdyZz tato dvé agens Jsou podéavéana
souasné nebo jsou podadvana nezavisle tak, Ze tato agens

pusobi soucasné.
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Agens podle pfredkladdaného vyndlezu mohou byt podavana
parenteralné, subkutéanné, intravendzné, intramuskuldrnég,
intraperitonedln&, transdermalné& nebo bukalné. Napfiklad agens
mohou byt podévana lokdlnd do mista poranéni mikroinfuzi.
Typickd mista zahrnuji bez omezeni poskozené Useky michy
v disledku poranéni nebo poskozend mista mozku Vv diisledku
mozkové mrtvice. Alternativné nebo soub&Zné& miZie byt podavani
peroraln&. Podavanad davka zavisi na véku, zdravotnim stavu a
hmotnosti pfijemce, druhu soubé&Zné 1écby, je-1li néjake,

Zastosti lé&eni, a na povaze pozadovaného uCinku.

Pfedkléddany vyndlez dale poskytuje pEipravky obsahujici
jedno nebo vice agens, kterd moduluji expresi nebo alespon
jednu aktivitu proteinu podle vynalezu. ProtoZe se potfeby
jednotlivcl 1i%i, Jje stanoveni optimalniho rozmezi uc¢inného
mno¥stvi kaZdé slozky na odbornikovi. Typické davky Jsou
v rozmezi 1 pg/kg az 100 mg/kg té&lesné hmotnosti. Vyhodné
davky pro systémové podavani jsou 100 ng/kg az 100 mg/kg
t&lesné hmotnosti. Vyhodné davky pro pfimé podavédni na misto
mikroinfazi jsou v rozmezi 1 ng/kg aZ 1 upg/kg télesné

hmotnosti.

Krom& farmakologicky u&inného agens mohou piipravky podle
pfedkladaného vynalezu obsahovat vhodné farmaceuticky
prijatelné nosie obsahujici excipienty a pomocné latky, ktere
usnadiiuji zpracovani uU&innych sloucenin do p¥ipravka, které
mohou byt pouZity farmaceuticky pro aplikaci na misto
pusobeni. Vhodné formulace pro parenteralni podavani zahrnuji
vodné roztoky u&innych slou&enin ve formé rozpustné ve vodég,
napfiklad soli rozpustné ve vodeé. Krom& toho mohou byt
podavany suspenze u&innych sloucenin Jjako vhodné olejové
injekéni suspenze. Vhodnd lipofilni rozpousté&dla nebo vehikula

zahrnuji mastné oleje, napfiklad, sezamovy olej, nebo
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syntetické estery mastnych kyselin, napfiklad ethyloleat nebo
triglyceridy. Vodné injekéni suspenze mohou obsahovat 1léatky,
které zvy3uji viskozitu suspenze a které zahrnuji, napfiklad
sodnou stl karboxymethylcelulédzy, sorbitol a dextran.
Volitelné suspenze mohou také obsahovat stabilizédtory. Mohou
také byt pouZity lipozomy pro opouzdfeni agens pro aplikaci do

bunky.

Farmaceuticky pfipravek pro systémové podavani podle
vynadlezu miZe byt formulovan pro enterdlni, parenterdlni nebo
topické podavani. VZechny t¥i typy formulaci mohou byt opravdu
pouzity souasné&, aby se dosahlo systémového podavani u&inné
slozky. Vhodné formulace pro peroralni podavani zahrnuji tvrdé
nebo mékké Zelatinové tobolky, pilulky, tablety, vCetné
potaZenych tablet, elixiry, suspenze, sirupy nebo inhalaéni

pripravky a jejich formy se ¥izenym uvoliiovanim.

V realizaci predkladaného vyndlezu mohou byt pouZita agens
podle tohoto vyndlezu samotna nebo Vv kombinaci s dal3imi
terapeutickYmi nebo diagnostickymi agens. V urcitych vyhodnych
provedenich mohou byt sloudeniny podle tohoto vynéalezu
podavany spolecné s dalsimi slou¢eninami typicky
pfedepisovanymi pro tyto chorobné stavy podle obecné& p¥ijimané
lékatské praxe, jako Jjsou napfiklad protizanétlivad agens,
antikoagulancia, antitrombotika, vletné inhibitorl agregace
desticek, aktivatorua tkéanového plazminogenu, urokinazy,
prourokindzy, streptokindzy, aspirinu a heparinu. Slouceniny
podle tohoto vyndlezu mohou byt pouZity in vivo, obycejné u
savcl, jako jsou nap¥iklad 1idi, ovce, koné, dobytek, prasata,

psi, ko&ky, laboratorni potkani a my3i, nebo in vitro.
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L. Peptidovad mimetika

Tento vynédlez také zahrnuije peptidova mimetika
(peptidomimetika), kterad napodobuji trojrozmérnou strukturu
Nogo a blokuji wvazbu Nogo na receptor Nogo. Takova
peptidomimetika mohou mit vyznamné vyhody oproti pfirozené se
vyskytujicim peptidim, véetné napfiklad ekonomictéjsi
produkce, veétsi chemické stability, zesilenych
farmakologickych vlastnosti (biologicky polocCas, absorpce,
sila, uc¢innost, apod.), zmé&né&né specificnosti (napfiklad
Siroké spektrum biologickych aktivit), redukovanou

antigeniénost, a dalsi.

V jedné form& jsou mimetika molekuly obsahujici peptid,
kterd napodobuji prvky proteinové sekundarni struktury (viz
napfiklad Johnson et al., (1993) Peptide Turn Mimetics, in
Biotechnology and Pharmacy, Pezzuto et al., (ed.) Chapman and
Hall). Zakladnim dOvodem pro pouZiti peptidomimetik Jje, Ze
peptidovy hlavni Fet&zec proteind ma& hlavni funkci v tom, Ze
slouzi k orientaci aminokyselinovych postrannich fetézcl tak,
aby se usnadnily molekulédrni interakce, jako jsou napfiklad
interakce protilatky a antigenu. Pfedpoklada se, ze
peptidomimetika umoZni molekuldrni interakce podobné pfirodni

molekule.

V dal3i form& jsou peptidové analogy obecné& pouZivany ve
farmaceutickém prumyslu jako nepeptidové 1léky s vlastnostmi
analogickymi jako maji templatové  peptidy. Tyto  typy
nepeptidovych slouc¢enin jsou také nazyvany "peptidova
mimetika" nebo "peptidomimetika" (Fauchere, (1986) Adv. Drug
Res, 15, 29-69, Veber & Freidinger, (1985) Trends Neurosci. 8,
392-396, Evans et al., (1987) J. Med. Chem. 30, 1229-1239,

.
s eevoe
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kterd jsou zahrnuta v tomto textu v odkazech) a jsou obvykle

vyvinuta pomoci pocitalového molekuldrniho modelovani.

Peptidomimetika, které jsou strukturné podobna
terapeuticky pouZitelnym peptidim, mohou byt pouzita pro
vyvoladni totoZného terapeutického nebo profylaktického u&inku.
Obecn& jsou peptidomimetika strukturné podobnd vzorovému
polypeptidu (tj. polypeptidu, ktery md biochemickou vlastnost
nebo farmakologickou aktivitu), jako je napfriklad
extraceluldrni doména Nogo, ale maji jednu nebo vice
peptidovych vazeb volitelné& nahrazenych vazbou vybranou ze
skupiny sestéavajici se z: -CHpNH-, -CH2S-, -CH,-CH,;-, -CH=CH-
(cis a trans), -COCH,-, -CH(OH)CHz- a =-CH;SO-, metodami v oboru
znamymi a Jsou d&le popsédny v néasledujicich publikacich:
Weinstein, (1983) Chemistry and Biochemistry of Amino Acids,
Peptides and Proteins, Marcel Dekker, Morley, (1980) Trends
Pharmacol. Sci. 1, 463-468 (obecny pfehled), Hudson et al.,
(1979) Int. J. Pept. Protein Res. 14, 177-185 (-CHyNH-,
CH,CH,-), Spatola et al., (1986) ©Life Sci. 38, 1243-1249
(-CH,-S), Hann, (1982) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 307-314
(-CH-CH-, cis a trans), Alinquist et al., (1980) J. Med. Chem.
23, 1392-1398 (-COCH2-) , Jennings-White et al., (1982)
Tetrahedron Lett. 23, 2533 (-COCH,-), Holladay et al., (1983)
Tetrahedron Lett. 24, 4401-4404 (-C(OH)CH,-), a Hruby, (1982)
Life Sci. 31, 189-199 (-CH,S-), kaZdy z nich je zahrnut v tomto

textu v odkazech.

Znaceni peptidomimetik obvykle zahrnuje kovalentni
ptipojeni Jjeden nebo vice znaclek, p¥imo nebo pIies tzv.
.spacer" (odd&lovaci skupinu), napfiklad amidovou skupinu, k
neinterferujici poloze(poloh&m) na peptidomimetiku, kterd je
predikovédna prostfednictvim udajd o kvantitativni struktufe a

aktivit® a molekularniho modelovani. Tyto neinterferujici
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polohy jsou obecné& polohy, které netvo¥i pfimé kontakty s
makromolekulou (makromolekulami) (naptiklad nejsou kontaktni
body Vv komplexech Nogo-receptor Nogo), ke které se
peptidomimetika v&Zi, aby vyvolaly terapeuticky Gcinek.
Derivatizace (nap¥iklad znadeni) peptidomimetik by nemélo v
podstaté interferovat S pozZzadovanou biologickou nebo

farmakologickou aktivitou peptidomimetik.

Nogo peptidomimetika mohou byt konstruovana pomoci néavrhu
1éka na zdkladé struktury prostfednictvim nahrazeni
aminokyselin organickymi skupinami (viz napfiklad Hughes,
(1980) Philos. Trans. R. Soc. Lond. 290, 387-394, Hodgson,
(1991) Biotechnol. 9, 19-21, Suckling, (1991) Sci. Prog. 75,
323-359).

Pouziti peptidomimetik mbZe byt zesileno pouZitim
kombinatorni chemie pro vytvo¥eni 1lékovych knihoven. Navrh
peptidomimetik mazZe byt podporovan identifikaci
aminokyselinovych mutaci, které zvy3i nebo sniZi vazbu Nogo k
Nogo receptoru. Postupy, které mohou byt pouZity, zahrnuji
kvasinkovou dvouhybridovou metodu (viz Chien et al., (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582) a pouziti metody
vystavovani na fagu (,phage display"“). Metoda dvouhybridova
detekuje interakce protein-protein ve kvasinkdch (Fields et
al., (1989) Nature 340, 245-246). Metoda vystavovadni na féagu
detekuje interakce mezi imobilizovanym proteinem a proteinem,
ktery je exprimovdn na povrchu fagli, jako je napfiklad fag
lambda a M13 (Amberg et al., (1993) Strategies 6, 2-4, Hogrefe
et al., (1993) Gene 128, 119-126). Tyto metody umoZiuji
pozitivni a negativni selekci interakci protein-protein a

identifikaci sekvenci, které urcuji tyto interakce.

see
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Pro obecnou informaci o) peptidové syntéze a
peptidomimetikdch, viz napfiklad Jones, (1992) Amino Acid and
Peptide Synthesis, Oxford University Press, Jung, (1997)
Combinatorial Peptide and Nonpeptide Libraries: A Handbook,
John Wiley, Bodanszky et al., (1993) Peptide Chemistry -
A Practical Textbook, Springer Verlag.

M. Transgenni zvifata

Termin "zvife", jak se v tomto textu pouziva, =zahrnuje
viechny obratlovce, s vyjimkou ¢&lovéka (,non-human animals™).
Zahrnuje také Jednotliva zvifata ve v3ech stéadiich vyvoje,
v&etnd embryondlnich a fetdlnich stadii. Termin "transgenni
zvite" oznaduje zvife obsahujici Jjednu nebo vice bunék
nesoucich genetickou informaci ziskanou, p¥imo nebo nep¥imo,
umyslnou genetickou manipulaci na subceluldrni urovni, jako
napfiklad mikroinjekci nebo infekci rekombinantnim virem. Tato
zavedenad DNA molekula miZe byt integrovéna v chromozomu, nebo
maZe byt DNA, kterd se replikuje extrachromozomalné. Termin
"transgenni zvife se zarodenou bunécnou linii"™ se tyka
transgenniho =zvifete, do kterého byla genetickd informace
zavedena do bufiky =zarode&né linie, a tim zvife ziskalo
schopnost pfendSet informaci na potomstvo. JestliZe ma toto
potomstvo opravdu nékterou nebo vSechny takové informace, pak
jsou také transgennimi zvifaty. Transgenni zvifata obsahujici
mutované, ,knock-out", modifikované geny nebo genové
konstrukty pro nadmé&rnou expresi nebo podminénou expresi genu
odpovidajicimu cDNA sekvencim ze SEKVENCE ID. ¢. 1 nebo 3 nebo

pfibuznym sekvencim, jsou zahrnuta ve vynalezu.

Geneticka informace mtZe byt cizoroda pro Zivo¢isny druh,

ke kterému patfi pfijemce, cizorodd pouze pro konkrétniho
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jednotlivého piijemce nebo pro genetickou informaci, kterou
jiz ptijemce ma. Co se ty&e posledniho p#ipadu, zavedeny gen
miZe byt odlisné exprimovan ve srovnédni s nativnim endogennim
genem. Geny mohou byt ziskany izolaci z genomovych zdroji,
pripravou cDNA z izolovanych RNA templat, p¥imou syntézou,

nebo kombinacemi né&kterych z metod.

Aby byl exprimovan, mé&l by gen byt operativné& spojen
s reguladnim usekem. Regulalni Uuseky, Jjako jsou napfiklad
promotory, mohou byt pouZity ke zvySeni, sniZeni, regulaci
nebo ozna&eni wuréitych tkéni nebo urcitych stupnia vyvoje
exprese genu. Promotor nemusi byt prirozené se vyskytujici
promotor. "Transgenni zvifata, s vyjimkou ¢lovéka" podle
vynadlezu vznikaji zavedenim "transgend" do zarode¢né linie
zvitfete jiného biologického druhu neZz Clovéka. Metody
umoZfujici zavedeni DNA do bun€k jsou obecné& k dispozici a
v oboru znamé. Mohou byt pouZity rGzné metody pro =zavedeni
transgeni. Obecné&, zygota je nejlepsi cil pro mikroinjekce. U
my3i sam&i pronukleus dosahuje velikosti prfiblizZné& dvacet
mikrond v primé&ru, coZ umoZiuje reprodukovatelnou injekci
jednoho aZ dvou pikolitrl roztoku DNA. PouZziti zygot jako cild
pro genovy transfer mid velké vyhody. Ve vé&t3in& pripadd Jje
injikovand DNA zavedena do hostitelského genu pfed prvnim
délenim (Brinster et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82, 4438-4442). V dasledku toho témér v3echny bunky
transgenniho zviftete s vyjimkou ¢&lovéka nesou zavedeny
transgen. Obecné m& toto také za nidsledek u&inny pZenos
transgenu na potomstvo zakladatele, protoZe 50 % zarodecnych
bun&k obsahuje transgen. Mikroinjekce zygot je vyhodny zptsob

pro zavedeni transgendl pfi provadéni praxe vynélezu.

Pro zavedeni transgenu do zvifete s vyjimkou &lovéka mbiZe

také byt pouZita retrovirovd infekce. Vyvijejici se embryo



58

zvifete s vyjimkou &lovéka mGZe byt pé&stovano in vitro do
stadia blastocysty. B&hem tohoto obdobi mohou byt blastomery
cilem pro retrovirovou infekci. U¢inné infekce Dblastomer Jje
dosa’eno enzymovym oSetfenim za UCelem odstranéni zona
pellucida. Virovy vektorovy systém pouZity pro zavedeni
transgenu je typicky retrovirus neschopny replikace
(replika&n& defektni retrovirus) nesouci transgen (Jahner et
al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6927-6931, Van der
Putten et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-
6152). Transfekce je snadno a uCinné dosaZeno péstovanim
blastomer v jedné vrstvé buné&k produkujicich virus (Van der
Putten et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-
6152, Stewart et al., (1987) EMBO J. 6, 383-388). Alternativné
miZe byt provadéna infekce v pozd&jsim stédiu. Virus nebo
buiiky produkujici virus mohou byt injikovany do blastocély
(Jahner et al., (1982) Nature 298, 623-628). Véts8ina =zvirat
,zakladatelské™ generace Je VvV transgenu mozaikou, protoie
zavedeni genu nastane pouze v malé skupiné buné&k, které tvori
transgenni zvife s vyjimkou <Clovéka. Krom& toho zakladatelské
zvite miZe obsahovat retrovirové inzerty transgenu v celé fadeé
pozic v genomu, které se obecné v potomstvu segreguji. Kromé
toho je také moZné zavadét transgeny do zarode&né linie, 1
kdyZ s nizkou u&innosti, intrad&lozini retrovirovou infekci
embrya v prub&hu gestace (Jahner et al., (1982) Nature 298,
623-628) .

Tfreti typ cilové bunky Ppro zavedeni transgenu Jje
embryonédlni kmenova bunika (ES). ES buiiky se obvykle ziskavaji
z embryi pfed implantaci péstovanych in vitro (Evans et al.,
(1981) Nature 292, 154-156, Bradley et al., (1984) Nature 309,
255-256, Gossler et al., (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83,
9065-9069) . Transgeny mohou byt u&inn& zavedeny do ES bunék

coeen
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DNA transfekci nebo transdukci zprostfedkovanou retroviry.
Vysledné transformované ES buitky mohou pak byt spojeny
s blastocystami z Zivo&ichl jiného puvodu neZ lidského. ES
bufiky kolonizuji embryo a maji podil na zarode¢né 1linii

vysledného chimérického zvitete.

Metody hodnoceni p#itomnosti zavedené DNA, jakoZz i jeji
exprese 7jsou snadno dostupné a v oboru zndmé. Tyto metody
zahrnuji, ani% by vy&et byl omezujici, DNA (Southern)
hybridizaci pro detekci exogenni DNA, polymerdzovou fetézovou
reakci (PCR), elektroforézu v polyakrylamidovém gelu (PAGE) a
Western blot pro detekci DNA, RNA a proteina. Metody zahrnuji
také imunologické a histochemické techniky pro detekci exprese

genu Nogo receptoru.

Jak se pouzivd v tomto textu, termin "transgen" oznacuje
DNA sekvenci zavedenou do zarode&né linie =zvifete s vyjimkou
&lovéka intervenci &lovéka, jak je popsano v piikladech niZe.
Sekvence nukleové kyseliny transgenu, Vv tomto pZipadé forma
SEKVENCE ID. ¢. 1 nebo 3, miZe byt integrovédna bud v lokusu
genomu, kde tato konkrétni sekvence nukleové kyseliny neni
jinak normalné zjis3tovana, nebo Vv normdlnim lokusu pro
transgen. Transgen se mbZe skladat ze sekvenci nukleové
kyseliny pochazejicich 2z genomu stejného ZivoCisného druhu
nebo ¥ivo&isného druhu jiného, neZ Jje Zivocisny druh cilového
zvifete. Napfiklad axonova regenerace u my3i postrédajicich
Nogo miZ%e byt srovndna s regeneraci u my3i postréadajicich MAG
nebo oba, MAG a Nogo. Aby se ur&ilo, zda je uU&inek anti-Nogo
protilatky zpusoben blokadou Nogo, a&inky protilatky mohou byt

studovidny u zvirat bez Nogo exprese.

Jak bylo diskutovano vySe, nukleovd kyselina podle

vyndlezu miZe byt transfekovédna do hostitelské Dbunky s
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pouzitim vektoru. Vyhodné vektory jsou plazmidy a virové
vektory, jako jsou napfiklad retroviry. Virové vektory mohou
byt pouZity k produkci transgenniho zvifete podle vynélezu.
Vyhodné jsou virové vektory s defektem replikace, coZ znamena,
e jsou neschopné autonomni replikace v cilové bunice. Obecné
genom replika&n& defektnich virovych vektoru, které jsou
pouzity v rozsahu predkladaného vynalezu, postradéd alespon
jeden usek, ktery je nezbytny pro replikaci viru v infikované
bufice. Tyto uUseky mohou byt bud eliminovany (jako celek nebo
taste&nd), nebo mohou byt uéinény nefunkénimi jakoukoliv
technikou odbornikovi zndmou. Tyto techniky =zahrnuji celkové
odstran&ni, substituci (dal3imi sekvencemi, obzvlasté vloZenou
nukleovou kyselinou), parcidlni deleci nebo adici jedné nebo
vice bazi k esencidlnimu (pro replikaci) useku. Tyto techniky
mohou byt provadény in vitro (na izolované DNA) nebo in situ,
s pouZitim technik genetické manipulace nebo pusobenim

mutagennich agens.

Vyhodn& replika&né defektni virus obsahuje sekvence svého
genomu, které Jjsou nezbytné pro opouzdfeni (enkapsidaci)
virovych &&stic. Retroviry Jjsou integradni viry, které
infikuji dé&lici se buflky. Genom retroviru zahrnuje dvé LTR,
enkapsida&ni sekvenci a t#i kédujici useky (gag, pol a env).
Konstrukce rekombinantnich retrovirovych vektord byla popsana
(viz napfiklad Bernstein et al., (1983) Genet. Eng. 7, 235,
McCormick, (1985) Biotechnol. 3, 689-691). V rekombinantnich
retrovirovych vektorech jsou geny gag, pol a env obecné
odstranény, Jjako «celek nebo Céstecné&, a jsou nahrazeny
poZadovnaymi heterolognimi sekvencemi nukleové kyseliny. Tyto
vektory mohou byt konstruovany z ruznych typl retrovird, jako
jsou nap¥iklad HIV, MoMulV (Moloneyho virus myS3i leukémie),

MSV (Moloneyho virus my3iho sarkomu), HaSV (Harveyho virus
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sarkomu), SNV (virus nekrézy sleziny), RSV (virus Rousova

sarkomu) a Friendlv virus.

Obecné&, aby se konstruovaly rekombinantni retroviry
obsahujici sekvence nukleové  kyseliny, je zkonstruovéan
plazmid, ktery obsahuje LTR, enkapsida&ni sekvenci a kdédujici
sekvenci. Tento konstrukt je pouZit pro transfekci sbalovaci
(,pakdZovaci“) buné&éné linie, kterdZto bun&Znéd linie je
schopna poskytnout v trans retrovirové funkce, které v
plazmidu chybi. Obecn& jsou pakaZovaci buné&fné linie tedy
schopné exprimovat geny gag, pol a env. Takové pakdZovaci
bun&&né linie byly popsany ve stavu techniky, konkrétneé
puné&na linie PA317 (patent Spojenych Statd &. 4 861 719),
bun&&na linie PsiCRIP (WO09002806) a bunécnad linie GP+envAm-12
(W08907150). Krom& toho rekombinantni retrovirové vektory
mohou obsahovat modifikace v LTR pro supresi transkripcni
aktivity, a také obsahlé enkapsidac¢ni sekvence, které mohou
obsahovat &&st genu gag (Bender et al., (1987) J. Virol. 61,
1639-1646) . Rekombinantni retrovirové vektory jsou

purifikovany standardnimi technikami odbornikm znamymi.

V jednom aspektu nukleova kyselina kbéduje antisense RNA
molekuly. V tomto provedeni je nukleovd kyselina operativné
spojena s vhodnymi regulaénimi useky (diskutovéno vys3e), cozZ
umoZfiuje expresi sekvence nukleové kyseliny, a je zavedena do
buiiky vyhodn& s pouZitim konstruktd rekombinantniho vektoru,
které exprimuji antisense nukleovou kyselinu po zavedeni
vektoru do bufky. P¥iklady vhodnych vektori zahrnuji plazmidy,
adenoviry, adeno-asociované viry (viz napfiklad patent
Spojenych Statu ¢&. 4 797 368, patent Spojenych Statd &. 5 139
941), retroviry (viz vy3e), a herpetické viry. Pro aplikaci

terapeutického genu je vektor vyhodné adeno-asociovany virus.
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Adenoviry jsou eukaryotické DNA viry, které mohou byt
modifikovany tak, aby u&inn& aplikovaly nukleovou kyselinu
podle vynadlezu do celé fady bun&&nych typd. Existuji rlzné
sérotypy adenovirli. Z té&chto sérotypl jsou pro pouziti vyhodné
podle oblasti p¥edkladaného vynalezu huménni adenoviry typ dva
nebo typ p&t (Ad 2 nebo Ad 5) nebo adenoviry Zivo&isného
pavodu (viz WO09426914). Tyto adenoviry 7ivo&isného puvodu,
které mohou byt pouZity podle p¥edklddaného vynalezu zahrnuji
adenoviry psiho, bovinniho, mySiho, ovciho, praseciho,

pta&iho, a opic¢iho plvodu.

Rekombinantni adenoviry s defektem replikace podle
vynalezu mohou byt pfipraveny Jjakoukoliv technikou odbornikovi
znamou. Konkrétn& mohou byt ptipraveny homologni rekombinaci
mezi adenovirem a plazmidem, ktery nese, inter alia,
poZadovnaou DNA sekvenci. Homologni rekombinace je provadéna
po spole&né transfekci uvedeného adenoviru a plazmidu do
vhodné bun&éné linie. Bun&&nd linie, kterd je pouZita, by méla
byt vyhodné (1) transformovatelné uvedenymi prvky, a
(ii) obsahovat sekvence, které jsou schopné komplementovat
Z4st genomu adenoviru s defektem replikace, vyhodné v
integrované form&, aby se zabranilo riziku rekombinace.
Rekombinantni adenoviry jsou opé&t ziskdny a purifikovany s
pouzitim standardnich technik molekuldarni biologie, které jsou

odbornikovi znamy.

Byla vytvofena celd fada rekombinantnich nebo transgennich
my$i, v&etn& t&ch, které exprimuji aktivovanou sekvenci
onkogenu (patent Spojenych Stata ¢. 4 736 866), exprimuji
opi¢i SV40 T-antigen (patent Spojenych stata &. 5 728 915),
postréddaji expresi regulaéniho faktoru interferonu 1 (IRF-1)

(patent Spojenych Stata &. 5 731 490), projevuji dopaminergni
dysfunkci (patent Spojenych Stata ¢&. 5 723 719), exprimuji

. .
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alespoi jeden humanni gen, ktery se podili na kontrole
krevniho tlaku (patent Spojenych sStata ¢&. 5 731 489),
projevuji velkou podobnost se stavem existujicim u pIfirozeneé
se vyskytujici Alzheimerovy nemoci (patent Spojenych Statu &.
5 720 936), maji redukovanou kapacitu pro zprostfedkovani
pbun&éné adheze (patent Spojenych Stathd &. 5 602 307), maji
bovinni gen rlGstového hormonu (Clutter et al., (1996) Genetics
143, 1753-1760) nebo jsou schopné vytvofit kompletni reakci na
huménni protildtku (Zou et al., (1993) Science 262, 1271-
1274).

I kdyZ my3i a laboratorni potkani zustéavaji zvifaty volby
pro vétdinu transgennich experimentd, v nékterych ptipadech je
vyhodné nebo dokonce nezbytné pouzit jiné Zivo&isné druhy.
Transgenni postupy byly uspé&3né pouzity u celé fady jinych
zvifat, v&etn& ovci, koz, kufat, k¥e&k®t, kralika, krav a
mord&at (viz Aigner et al., (1999) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 257, 843-850, Castro et al., (1999) Genet. Anal. 15,
179-187, Brink et al., (2000) Theriogenology 53, 139-148,
Colman, (1999) Genet. Anal. 15, 167-173, Eyestone, (1999)
Theriogenology 51, 509-517, Baguisi et al., (1999) Nat.
Biotechnol. 17, 456-461, Prather et al., (1999) Theriogenology
51, 487-498, Pain et al., (1999) Cells Tissues Organs 165,
212-219, Fernandez et al., (1999) Indian J. Exp. Biol. 37,
1085-1092, patent Spojenych Statd ¢&. 5 908 969, patent
Spojenych Stata &. 5 792 902, patent Spojenych Statd &. 5 892
070, patent Spojenych Statd &. 6 025 540) .

N. Diagnostické metody

Jeden zpusob diagnostiky demyelinizaéni nemoci s pouzitim

molekul nukleové kyseliny nebo proteind podle vynélezu
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zahrnuje ziskani vzorku tkand od Zivych subjektu. Ziskéani
vzorkll tkén& ze Zivych zdrojua je problematické u tkani, Jjako
jsou napfiklad tkané centralniho nervového systému. U pacientt
trpicich demyeliniza&ni nemoci mohou byt vzorky tkané pro
diagnostické metody ziskdny méné invazivnimi postupy. Vzorky

mohou byt napfiklad ziskany z plné krve a séra.

Pouziti prostredkl molekularni biologie se stalo rutinni
ve forenzni technologii. Napfiklad mohou byt pouZity sondy
nukleové kyseliny pro uréeni exprese molekuly nukleové
kyseliny obsahujici celou nebo alespon Cast sekvence sekvence
id. &. 1 ve vzorcich forenzni patologie. Dale mohou byt testy
nukleovych kyselin provadény jakymikoliv metodami analyzy
transkrip&niho profilu. Kromé analyzy nukleovych kyselin mohou
forenzni metody podle vyndlezu cilit protein kédovany sekvenci
id. &. 1, aby se ur&ila up- nebo down-regulace gen@ (Shiverick

et al., (1975) Biochim. Biophys. Acta 393, 124-133).

Zplisoby podle vynalezu mohou zahrnovat oSetfeni tkéani
kolagendzami nebo dalsimi proteadzami, aby se tkan zptistupnila
pro lyzu bunék (Semenov et al., (1987) Biull. Eksp. Biol. Med.
104, 113-116). Dale je moZné pro analyzu ziskat vzorky biopsie

z raznych usekd mozku.

Testy pro detekci molekul nukleové kyseliny nebo proteinu
podle vynalezu mohou byt v jakémkoliv dostupném formatu.
Typické testy molekul nukleové kyseliny obsahuji formaty
zaloené na hybridizaci nebo PCR. Typické testy detekce
proteinq, polypeptidd nebo peptidd podle vyndlezu zahrnuji
pouziti protilatkovych sond Vv jakémkoliv dostupném formatu,
jako jsou napiiklad vazebné testy in situ, apod. Viz Harlow &

Lane, (1988) Antibodies - A Laboratory Manual, Cold Spring

sens
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Harbor Laboratory Press. Ve vyhodnych provedenich jsou testy

provadény s vhodnymi kontrolami.

MA se za to, 2%e Dbez dalsiho popisu miZe odbornik
s pouZitim pfede3lého popisu a nédsledujicich 1ilustrativnich
pfikladd pfipravit a pouZit sloudeniny podle pfedkladaného
vyndlezu a uZivat v praxi zplisoby podle vynalezu. Nasledujici
priklady tudiz specificky  zdiraziuji vyhodnd  provedeni
ptedkladdaného vyndlezu a Zadnym zptisobem neomezuji popsany

vynalez.

Priklady provedeni vyndlezu

Pfiklad 1

Identifikace Nogo jak &lena rodiny proteind Reticulonu

Regenerace axond dospélych savcu Je obecn& Uspé3na
v periferii, ale bezuté&sné chaba v CNS. Ale bylo zjisténo, ze
mnoho t#id CNS axonl se miZe 3ifit na dlouhé vzdalenosti v
transplantdtech perifernich nervd (Benfy & Aguayo (1982)
Nature 296, 150-152). Srovnéni myelinu CNS a periferni nexvové
soustavy (PNS) odhalilo, Ze bild hmota CNS je selektivné
inhibi&ni pro axonovy rust (syn. extenzi, prodluZovéni,
expanzi) (viz Schwab & Thoenen (1985) J. Neurosci. 5, 2415-
2423). Bylo popséano né&kolik sloZek bilé hmoty CNS, NI35, NI250
(Nogo) a MAG s inhibiéni aktivitou na axonovou extenzi (Wang
et al. (1999), Transduction of inhibitory signals by the
axonal growth cone, v Neurobiology of Spinal Cord Injury, Kalb

& Strittmatter (vydavatelé) Humana Press, Caroni & Schwab,
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(1988) J. Cell Biol. 106, 1281-1288, Spilhnann et al. (1998)
J. Biol. Chem. 73, 19283-19293, McKerracher et al. (1994)
Neuron 13, 805-811, Mukhopadhyay et al. (1994) Neuron 13, 757~
767) . Bylo publikovano, Ze protilatka IN-1 vypé&stovand proti
NI35 a NI250 (Nogo) umoZiiovala mirny stupen axonové regenerace
a funk&ni zotaveni po porandni michy (Bregman et al. (1995)
Nature 378, 498-501, Thallinair et al. (1998) Nature Neurosci.
1, 24-31). Predkléddany vynalez identifikuje Nogo jako ¢lena

rodiny proteini Reticulon.

Nogo je exprimovén oligodendrocyty, ale ne Schwannovymi
butikami a spojuje se hlavné s endoplazmatickym retikulem.
Lumen-extracelularni doména Nogo obsahujici 66 aminokyselin
(SEKVENCE ID. ¢&. 20) inhibuje axonovou extenzi a vede ke
kolapsu rastového vrcholu ganglia dorzalnich kofend. Jiné
reticulonové proteiny nejsou exprimovany oligodendrocyty, a
66 aminokyselinova lumen-extraceluldrni doména jinych
reticulon proteinl neinhibuje axonovou regeneraci. Tato data
poskytuji molekuldrni =z&klad ke stanoveni p¥inosu Nogo k

selhdni axonové regenerace v dospé&lém CNS.

Pro expresi a proteinovou purifikaci rekombinantni Nogo-A
byla kompletni sekvence (KIAAQ886) Slechetné poskytnuta
vyzkumnym udstavem Kazusa DNA Research Institute. Kompletni
k6dujici sekvence byla amplifikovdna polymerdzovou fetézovou
reakci (PCR) a ligovéana do vektoru pCDNA3, 1-MycHis
(Invitrogen) za vzniku plazmidu kédujiciho Nogo-A fizovany v
karboxylové koncové  ¢asti k Myc epitopu (Nogo-A-Myc) .
Alternativnd kédujici sekvence byla amplifikovéna s pouzitim
primert, které kéduji Myc epitop Ve Etecim rémci hned
aminokoncov& k prvnimu zbytku a stop kodonu na karboxylové
koncové &asti (Myc-Nogo-A). Expresni vektory Nogo-C-MycHis a

RtnlC-MycHis byly odvozeny stejnym zpusobem krom& toho, Ze
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cDNA knihovna mozku dospé&léeho laboratorniho potkana byla
pouzita jako templat pro reakci PCR s primery zaloZenymi na
Nogo-C nebo RtnlC sekvencich (Van de Velde et al. (1994) J.
Cell. Sci. 107, 2403-2416).

Cast Nogo-A kédujici 66 aminokyselinovy
lumen-extraceluldrni fragment Nogo-A byla amplifikovéana pomoci
PCR a ligovana do plazmidu pGEX-2T za vzniku prokaryotického
expresniho vektoru pro GST-Nogo fazni protein. Podobné oblasti
Rtnl, Rtn2 a Rtn3 byly amplifikovany pomoci ,hnizdové™ PCR
(,nested® PCR) s pouzitim cDNA knihovny mozku dospé&lého
laboratorniho potkana jak templéatu a ligovany do pGEX-2T.
E. coli transformované témito plazmidy byly indukovéany IPTG.
Rozpustné nativni GST fazni proteiny byly purifikovéany s
pouzitim glutathionové pryskyfice a obsahovaly pfibliZné 75%
GST a 25% kompletni GST-Nogo nebo GST-Rtn protein. Vét3ina
GST-Nogo proteinu nebyla extrahovatelnd za nedenaturacnich
podminek, ale extrakt z B8M mo&oviny dialyzovany proti PBS

obsahoval pres 98 % cistého GST-Nogo.

Myc imunoreaktivita byla zjistitelnd se zjevnou velikosti
v rozmezi 225 kD v redukénich podminkéach (data nejsou
ukazana). Tedy CcDNA Fidi expresi proteinu s pat¥icnou
elektroforetickou pohyblivosti a aminokyselinovou sekvenci

Nogo, ktery byl nazvan humanni Nogo-A (hNogo-3) .

Konzervativni karboxylovy konec Rtn rodiny proteint
obsahuje dv& hydrofobni domény oddé&lené prostfednictvim
hydrofilniho segmentu se 66 aminokyselinovymi zbytky. Zadna z
té&chto sekvenci neobsahovala signdlni peptid. Predikovana
topologie pro tyto proteiny ukazuje, Ze amino a karboxylovy
konec zustavaji v cytosolu, a konzervativni oblast se sdruZuje
s lipidovou dvojvrstvou. Pro Rtnl-A existuje experimentalni

dikaz prokazujici, Ze polypeptid reaguje jako integralni
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membranovy protein, a Ze za toto chovani jsou odpovédné
hydrofobni segmenty konzervativni domény (Van de Velde et al.
(1994) J. Cell. Sci. 107, 2403-2416). Nogo se znaCkou Myc Jje
také spojovan s granuldrnimi frakcemi a je extrahovan pomoci
detergentu, ale nikoli o vysoké iontoveé sile (data nejsou

ukdzéana).

KdyZ je nadmé&rné& exprimovan v buiikach ledvin, Jje Rtnl
protein lokalizovédn hlavné na endoplazmatickém retikulu (ER)
v jemn& granulovaném typu, odtud pochdzi nazev Reticulon (Van
de Velde et al. (1994) J. Cell. Sci. 107, 2403-2416). Existuje
di-lyzinovy ER reten&ni motiv na karboxylové koncové ¢&asti
Nogo a v&t3in& Rtn proteind (Van de Velde et al. (1994) J.
Cell. Sci. 107, 2403-2416, Jackson et al. (1991) EMBO J. 9,

3153-3162). V neuronech je Rtnl exprimovan v3ude ve vybé&Zcich
a je koncentrovan v rastovych vrcholech (Senden et al. (1996)
Eur. J. Cell. Biol. 69, 197-213). Jeho lokalizace

v transfekovanych bufikdch ledvin vedla k navrhu Ze Rtnl by
mohlo ?idit t¥id&ni proteint nebo jiné aspekty funkce ER (Van
de Velde et al. (1994) J. Cell. Sci. 107, 2403-2416). Jak A,
tak C sestfihové formy Nogo projevuji retikuldrni distribuci,

kdyZ jsou exprimovany v bufikdch COS-7, podobné jako Rtnl-C.

Ptiklad 2

Polyklondlni protilatky proti Nogo

Predikovand intramembranovad topologie dvou hydrofobnich
domén Nogo ukazuje, Ze 66 aminokyselinovych zbytkl mezi témito
segmenty Jje lokalizovdno na lumen/extraceluldrnim povrchu
membrany. Aby se toto prozkoumalo dale, bylo vytvofeno

antisérum namifené proti 66 aminokyselinové doméné.
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Pro produkci protilatky a imunohistologické vySetfeni byly
ziskdny anti-Myc imunobloty a imunohistologické vySetfeni
s 9E10 protildtkou tak, jak bylo popsano v praci Takahashi et
al. ((1998) Nature Neurosci., 1, 487-493 & Takahashi et al.
(1999) Cell, 99, 59-69). fuazni protein GST-Nogo byl pouZit
jako imunogen, aby vzniklo anti-Nogo kradli¢i antisérum.
Protilatka byla afinitn& purifikovéna a pouZita v koncentraci
3 ug/ml pro imunohistologii a 1 pug/ml pro imunobloty. Aby se
stanovila specificita antiséra, bylo provadéno barveni
v pfitomnosti proteinu GST-Nogo Vv koncentraci 0,1 mg/ml. Pro
barveni Zivych buné&k byly buiiky inkubovéany v roztocich
primdrni protilatky ve 4°C po dobu jedné hodiny v Hanksové
vyvaZeném solném roztoku s 0,05% BSA a 20mM Na-Hepes (pH 7,3).
Po fixaci byla navdzand protilatka detekovana inkubaci

s fluorescen&nd znalenymi sekunddrnimi protilatkami.

Protiladtka detekovala nizkou hladinu povrchové exprese
tohoto epitopu, zatimco Myc epitop na karboxylové koncové
Sasti exprimovaného Nogo nebyl detekovéan, dokud nebyly bunky
permeabilizovany. Toto povrchové barveni bylo pri¢iténo malé
Zasti Nogo proteinu spojeného s plazmatickou membranou a ne
s ER membranou. Tato data podporuji topograficky model, kde
aminokonec a karboxylovy konec proteinu se zdrzuji
v cytoplazmé a 66 aminokyselin proteinu vyéniva do

lumen-extraceluldrni strany ER nebo plazmatické membrany.

Priklad 3

Exprese Nogo v centrdlnim nervovém systému

JestliZe je Nogo hlavni prispévatel k tomu, Ze CNS myelin

m& inhibi&ni vlastnosti na rust axont na rozdil od PNS myelinu
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(Caroni & Schwab, (1988) J. Cell Biol. 106, 1281-1288,
Spillmann et al. (1998) J. Biol. Chemn. 73, 19283-19293,
Bregman et al. (1995) Nature 378, 498-501), pak by mél byt
Nogo exprimovan v CNS myelinu dospé&lych, ale ne v PNS myelinu.
Byla provadéna analyza exprese Nogo pomoci Northern blotl
s pouzitim sond ziskanych =z cDNA z 5' Nogo-A/B-specifické
oblasti a ze 3' Nogo spoleiné oblasti. Byl detekovéan
jednotlivy pés o velikosti p¥ibli#n& 4,1 kilobdze s 5' sondou
ve vzorcich celkové RNA ze zrakového nervu dospélého
laboratorniho potkana, ale ve vzorcich ischiatického nervu.
Vysledky ukazuji, Ze klon Nogo-A je kompletni cDNA, a Jsou
konzistentni s udlohou Nogo jako inhibitoru axonového ristu
specifického pro CNS myelin. Analyza pomoci Northern blotd
s 3' sondou odhalila, 2Ze zrakovy nerv exprimuje vysoké hladiny
Nogo-A mRNA a mnohem niZz8i hladiny Nogo-B a Nogo-C. Cely mozek
exprimuje oba Nogo-A a Nogo-C, ale celd rada perifernich tkani
(véetné& ischiatického nervu) exprimuje Nogo malo nebo vubec
ne. Exprese Nogo-C/Rtn4-C byla prokazana v kosternim svalu a
adipocytech, pravé tak jako v mozku (Morris et al. (1991)
Biochim. Biophys. Acta 1450, 68-76). Zda se, Ze v Rtn rodiné
je  exprese zrakového nervu selektivni pro Nogo, bez

zjistitelné exprese Rtn 1 nebo Rtn 3. Rtn 2 nebyl zkoumén.

In situ hybridizace odhalila Nogo mRNA v buiikdch s
morfologii oligodendrocytd ve zrakovém nervu a pyramidalnich
drahdch dospé&lych laboratornich potkani. V mozku Jje také
exprese Nogo detekovdna v populacich ur&itych neuronud. Na
rozdil od Nogo, Rtnl a Rtn3 nejsou exprimovany ve zrakovém
nervu, ale mRNA byla detekovéna v populacich uréitych neuronu.
Lokalizace Nogo proteinu byla analyzovéna V kulturdch michy
oSetfenych s PDGF a malo séra, aby byla indukovéna
diferenciace oligodendrocytt, s pouzitim anti-Nogo protilatek

a monoklonalni protiladtky 04 specifické pro oligodendrocyty.
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V zivych bufikdch Jjsou detekovany na povrchu oligodendrocytt
jak lumen-extraceluldrni 66 aminokyselinovd klicka Nogo, tak
antigen 04. P¥ibliZné& polovina O4-pozitivnich buné&k v téchto

kulturach vykazuje povrchové barveni na Nogo.

Priklad 4

Kolaps rustového vrcholu zprostfedkovany Nogo

Pro viechny experimenty tykajici se tkéfovych kultur byly
pouzity nésledujici metody. Kultury E10 a E12 explantéatd
ganglii dorzalnich kofenl zarode&nych kufecich 1linii a
oddélenych neuronl pouzZivaly metody popsané pro kultury E7
ganglii dorzalnich kofent (Takahashi et al. (1998) Nature
Neurosci. 1, 487-493, Takahashi et al. (1999) Cell 99, 59-69,
Goshima et al. (1995) Nature 376, 509-514, Jin & Strittmatter,
(1997) J. Neurosci. 7, 6256-6263). Buniky PC12 diferenciované
NGF byly pé&stovany, Jjak popsadno (Strittmatter et al., (1994)
J. Neurosci. 14, 2327-2338). Explantaty embryondlni michy
(potkani E10 nebo kufeci E5) byly pé&stovany po dobu 7-14 dnu v
pritomnosti PDGF-AA, aby se indukovala diferenciace nékterych
bun&k na zralé oligodendrocyty (Vartanian et al. (1999) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 96, 731-735). Postup testd kolapsu
ristovych vrchold je totoZny s analyzou kolapsu rastovych
vrchold indukovaného Sema3A (Takahashi et al. (1998) Nature
Neurosci. 1, 487-493, Takahashi et al., (1999) Cell 99, 59-69,
Goshima et al. (1995) Nature 376, 509-514, Jin & Strittmatter,
(1997) J. Neurosci. 17, 6256-6263). Byla také popséna metoda
pro analyzu celkového vyristku neuritu (Goshima et al. (1995)
Nature 376, 509-514, Jin & Strittmatter, (1997) J. Neurosci.
17, 6256-6263, Strittmatter et al. (1994) J. Neurosci. 14,
2327-2338). V testech vyrustkd byly proteiny a peptid
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p¥iddvény jednu hodinu po naneseni na misky, aby se
minimalizoval fjakykoliv d&inek na celkove po&ty adherovanych
bunék. Pro testovani G&inku GST navézaného na substrat nebo
GST-Nogo, byly roztoky proteinl suSeny na skli&kach pokrytych
poly-L-lyzinem, promyty, a pak potaZeny lamininem. U kultur
E12 byla neuronova identita bunék verifikovdna barvenim
protildtkami proti neurofilamenttm (2H3, Develomental Studies
Hybridoma Bank) a neurity byly sledovany pozorovanim barveni

rhodaminem-faloidinem F-aktinu ve vyb&Zcich.

Exprese rekombinantniho Nogo v bunkéach HEK293T umoZnuje
pfesny test toho, zda ma tento protein inhibiéni u&inky na
axonové vyrastky. promyté frakce membran z bunék HEK293T
transfekovanych vektorem nebo hNogo-A-Myc byly ptridany ke
kutecim kulturam E12 explantadtli ganglii dorzalnich ko¥ent.
Morfologie réistovych vrchold byla hodnocena po t¥iceti
minutach inkubace ve 37 °C fixaci a barvenim rhodaminem-

faloidinem.

Kontrolni membrany HEK nem&ly Zza&dny zjistitelny ucinek na
morfologii r@stovych vrcholl. Membranoveé frakce obsahujici
Nogo-A indukovaly kolaps vé&t3iny rastovych vrchold ganglii
dorzalnich kotrenti. Tento kolaps rustovych vrchold indikuje
inhibi&ni aktivitu na extenzi axonl a Je také prokazatelna
Nogo inhibice axonové extenze (viz niZe). Forma Nogo-C take
vykazuje kolapsovou aktivitu, coZ indikuje, Ze sdileny
karboxylovy konec proteinu vcetné hydrofobnich segmentd a 66
aminokyselinova lumen-extraceluldrni doména obsahuje funkZné
diilezité zbytky. Daldi inhibiéni aktivita v amino koncové
oblasti Nogo-A neni témito studiemi vylouCena. Citlivost
nezralejsich kultur explantdth kufecich zarodkll E10 nebo
zarodkd laboratorniho potkana E15 (data nejsou ukdzana) je

znadné mensi. Vyvojovd regulace citlivosti Je konzistentni
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s experimenty pouzivajici tasteéné& purifikovany Nogo (Bandtlow

et al. (1997) Eur. J. Neurosci. 9, 2743-2752) .

V Nogo-C proteinu, ktery zptisobuje kolaps ristového
vrcholu, hydrofilni lumen-extraceluldrni doména 66 s vét3i né
pravd&podobnosti interaguje s povrchem neuronu ganglii
dorzalnich kofenti, neZ hydrofobni domény vloZené do membrany.
Pro otestovani této hypotézy byla 66 aminokyselinovad oblast
hNogo exprimovana a purifikovdna v E. coli. vét3ina fazniho
proteinu GST-Nogo se akumuluje v inkluznich t&liskach, ale
protein miZe byt ziskan extrakci mo&ovinou. Tato vymezena
oblast Nogo ma& silnou (ECsp = 50 nM) aktivitu na kolaps
rastovych vrcholl kufecich neuront dorzalnich kofenu El2 (data
nejsou ukazéna). Proteinovy preparat extrahovany mocovinou
pravdépodobné pfédstavuje pouze malou frakci Nogo sekvence vV

[}

aktivni konformaci. Proto bylo purifikovéano 10 % GST-Nogo

X

rozpustného v E. coli s pouzitim pryskyfice glutathion-
Sepharose. Tento prepardt Je dokonce siln&j3i neZ protein
extrahovany mo&ovinou coby faktor vyvolavajici kolaps, akutni
mé&ni morfologii rustovych vrcholt v koncentracich nizkych i

1 nM.

Nanomolarni u&innost je stejnd jako pro vét3inu znamych
fyziologickych reguldtord vodivosti axonll. Extenze axonu
z neuronu ganglii dorzalnich ko¥ena a bunék pPCl2
diferencovanych NGF je take blokovédna timto rozpustnym
GST-Nogo proteinem v nM koncentracich (data nejsou uk&zéna).
KdyZ je GST-Nogo navazan na povrch substratu, axonova extenze
z neurontt ganglii dorzalnich kofent nebo bun&k PCl2 je
redukovan na nezjistitelné hladiny. Toto jsou selektivni
G&inky spiSe na axonovou extenzi neZ na pfeZiti builky, protoze
GST-Nogo neredukuje pocet adherovanych buné&k pozitivnich na

barveni neurofilament (137 * 24 % kultur o3etfenych GST) ani
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vyznamn& nemé&ni pocet apoptotickych jader identifikovanych
parvenim DAPI (4,0 + 1,7 % v kontrolnich kulturédch a 5,2 ¢

1,1 % ve vzorcich oSetfenych GST-Nogo).

zdad se, Ze oligodendrocyty exprimuji z Rtn proteind
selektivné Nogo. Aby se vyS3etfila selektivita ulohy Nogo
v inhibici axonové regenerace, byla zvaZovédna inhibié&ni
aktivita jinych Rtn proteinl na axonovou extenzi. Predikované
lumen-extracelularni 66 aminokyselinové fragmenty Rtnl, Rtn2
Rtn3 byly exprimovény jako GST fuzni proteiny a purifikovany v
nativni form&. V koncentracich, ve kterych Nogo fragment
zpisobuje kolaps vé&t3iny rustovych vrchold ganglii dorzéalnich
kofend FE12, nemé&ni jiné Rtn proteiny morfologii rustovych
vrchold (data nejsou ukazana). Inhibi¢ni aktivita na axonovou

regeneraci je tudiZ specifickd v Rtn rodiné pro Nogo.

Priklad 5

Peptidova agens receptoru Nogo

Aby se dale definovala aktivni doména Nogo, Dbyly
syntetizovany peptidy s 25 aminokyselinovymi zbytky
odpovidajici segmentim 66 aminokyselinové sekvence. Peptid
odpovidajici zbytkim 31 aZ 55 extraceluldrniho fragmentu Nogo
vykazuje aktivitu na kolaps rustovych vrcholl (obrazek 2) a
inhibici vyrlistku (data nejsou ukazana) v koncentracich 4 upM.
7atimco tato sekvence mtiZfe poskytnout jadro inhibié&ni domény,
66 aminokyselinovy fragmentl Jje Jjasné vyZadovan pro plnou
a&innost. Je =zajimavé, Ze toto je oblast 66 aminokyselinové
domény, kterd sdili nejméné& podobnost s dalsimi Rtn proteiny,
coz je konzistentni s tim, Ze Jini ¢lenové rodiny Jjsou

inaktivni coby inhibitory axonové regenerace. Rtnl
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lumen-extraceluldrni peptid s 31 aZ 55 aminokyselinami opravdu
neprojevuje Zadnou aktivitu na kolaps ristového vrcholu (data

nejsou ukézana).

VySe uvedend experimentalni data identifikuji Nogo Jako
&lena Rtn rodiny specifického pro oligodendrocyty a ukazuii,
e samostatnd doména Nogo miZe inhibovat extenzi axonu. Dalsi
Rtn proteiny tuto aktivitu nemaji. Exprese Nogo
v oligodendrocytech, ale ne ve Schwannovych Dbunkéach, tedy
prispiva k selh&ni axonové regenerace VvV CNS3 dospé&lych savcli ve
srovnéani s PNS dospé&lych. Relativni pfispé&vek Nogo ve srovnani
s jinymi sloZkami myelinu CNS k nepermisivni povaze bilé hmoty

CNS ted miiZe byt charakterizovan na molekularni Grovni.

zatimco soudasna experimentdlni data jsou konzistentni
s ulohou Nogo v blokovéni axonové regenerace CNS dospélych po
patologickém poranéni, mizZe to byt také ve vztahu
s fyziologickou 1Glohou Nogo Vv nepatologickych stavech. Na
zadklad® studii o lokalizaci se predpokladad, Ze dalsi Rtn
proteiny maji Glohu ve funkci ER (Van de Velde et al. (1994)
J. Cell. Sci. 107, 2403-2416). Vé&t3ina Nogo je distribuovana
retikularnd v COS-7 bufikdch a zda se, Ze pouze men3ina Je

pfistupnd na povrchu bunék.

Ptiklad 6

Inhibice aktivity Nogo

Pfededlé priklady prokézaly, Ze 66 aminokyselinova oblast
blizko karboxykoncové &a&sti Nogo inhibuje extenzi axonu a je
exprimovana na buné&ném  povrchu. Kratsi, dvacet pét
aminokyselin dlouhé segmenty této domény jsou bud inertni jako

inhibitory rtstu nebo maji mnohem niZsi i&innost (GrandPré et
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al. (2000) Nature 403, 439-444). Oblast 31 aZz 55 z tohoto 66
aminokyselinového segmentu ma slabou inhibiéni aktivitu, co se
ty&e kolapsu riistového vrcholu a inhibice ristu axona. Aby
mohl byt blokovan u&inek Nogo in vivo, byl by vysoce potfebny
kompetitivni antagonista Nogo, ktery se védZe ke stejnému mistu
receptoru, ale neprojevuje vlastni biologicky u&inek. Razné
fragmenty 66 aminokyselinové oblasti byly testovany jako
blokdtory inhibice axonového rustu zprostfedkovaného Nogo. Pro
tento u&el byly pouZivany dva testy. Prvni je test kolapsu

ristového vrcholu a druhy je vazebny test.

V testu kolapsu rGstového vrcholu byla reakce na Nogo
mé&fena v pritomnosti rlznych potencialnich antagonistickych
peptida. T¥i peptidy o velikosti dvacet pét aminokyselin (1 aZ
25, 11 aZ 35 a 21 a% 45) z 66 aminokyselinové oblasti maji
blokujici aktivitu v pM koncentracich (obrdzek 2). Kombinace
v8ech t#i peptidd nem&ni morfologii rlstového vrcholu v
bazalnich podminkdch, ale zcela zabréani kolapsu vyvolanému 15
nM GST-Nogo. Stejnad smé&s peptidd Jje také schopna blokovat
kolaps rastového vrcholu indukovany nizkou davkou CNS mYelinu.
Tato blokada podporuje hypotézu, Ze Nogo je primadrni inhibicni
slozka CNS myelinu. Dale ma& blokdda vlastnosti o¢ekavané u
kompetitivniho antagonismu, nebot neplisobi pf¥i vysokych

davkach CNS myelinu.

Aby se vyvinul antagonista s vy33i specifitou a u¢innosti,
byl testovadn del3i fragment Nogo. Vyhodn& takovy peptid
samotny nema& Z&dnou vlastni inhibiéni aktivitu na axonovou
extenzi p¥i kompetitivni blokddé u&inku Nogo. Fragment Nogo o
velikosti 2 aZ 41 je acetylovadn v karboxylové koncové Casti a
amidovan na amino koncové &asti a je nejudinné&jsi blokator
Nogo doposud definovany. Pep2-41 ru3i kolaps raistovych vrcholl

indukovany GST-Nogo a m& jasnou K; 150 nM ve vazebném testu
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(obrazek 3). Fragment 2-41 také blokuje schopnost jak
purifikovaného Nogo-66 proteinu, tak surového CNS myelinu
inhibovat extenzi neuritd v kultivovanych neuronech (obrazek

4).

Pfiklad 7

Identifikace Nogo receptoru

Byl vyvinut vazebny test Nogo, ktery je zaloZen na vuziti
Siroce pouzivané metody =zkoumajici pusobeni semaforinu a
efrinu na vodivé funkce axon (Flanagan & Vanderhaeghen, (1998)
Annu. Rev. Neurosci. 21, 309-345, Takahashi et al. (1999) Cell
99, 59-69). PouZiva fuzi placentdrni alkalické fosfatazy (AP)
ke zkoumanému ligandu, za vzniku biologicky aktivniho
vazebného ¢&inidla receptoru, které mtiZe byt detekovéno velice
citlivym kolorimetrickym testem. Pro Nogo byl vytvofen
expresni vektor kédujici signdlni peptid, znalku His6 pro
purifikaci, AP a aktivni doména z Nogo velikosti 66
aminokyselin. Fazni protein mizZe byt purifikovén z
kondiciovaného média transfekovanych bunék v miligramovych
mno¥stvich (obrazek 5). Tento protein Jje biologicky aktivni
jako &inidlo zpusobujici kolaps rustovych vrchold, s ECso 1 nM.
AP-Nogo Jje skute&nd nepatrné ucinné&jsi ne? GST-Nogo, moZna
proto, Ze protein Jje syntetizovan v eukaryotickych a ne
v prokaryotickych bunkéch. Poééteéni studie odhalily na
axonech saturovatelnid mista s vysokou afinitou. Vazba Je
blokovédna prostfednictvim GST-Nogo a antagonistickymi peptidy
o 25 aminokyselindch, coZ je konzistentni s kompetitivni
vazbou na neuronové receptorové misto. Vzhledem ke zjevné Ky

(3 nM) pro tato mista blizko k ECso AP-Nogo v testu kolapsu, je
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pravdépodobné, Ze mista Jsou fyziologicky relevantni Nogo

receptory.

Tento test byl pouZit pro expresni klonovani Nogo
receptoru. Slou&ené cDNA expresnich knihoven mySiho dospé&lého
mozku predstavuji 250 000 nezavislych klond byly transfekovany
do bun&k COS-7, které nejsou neurony. Netransfekované buniky
COS-7 nevaZou AP-Nogo, ale po transfekci s dvéma sloucenymi
skupinami o 5 000 klonech bylo prokazano nékolik bunék se
silnou vazbou AP-Nogo. Jednotlivé cDNA klony kédujici Nogo
vazebné misto byly izolovény ,sib-selekci“ z kaZdého ze dvou
pozitivnich skupin. Dva nezavisle izolované klony byly
navzajem identické, aZ na extenzi o velikosti 100 bp =z
5' netranslatované oblasti v jednom klonu. Transfekce téchto
klond do buné&k COS-7 poskytla vazebné misto s afinitou pro
AP-Nogo totoZnou s afinitou pozorovanou V neuronech ganglii
dorzalni kofenu E13, Kg pro vazbu je p¥iblizné& 3 nM (obrazek
6). Samotnad AP se nevaZe s Jjakkoli zjistitelnou afinitou k
témto transfekovanym bufkédm, coZ ukazuje, Ze afinita Je
zpisobend 66 aminokyselinami pochézejicimi 2z Nogo. Navic

GST-Nogo z t&chto mist AP-Nogo vytlacuje.

Tato cDNA kéduje novy protein o 473 aminokyselinadch. Neni
74dna publikovand cDNA s vyznamnou homologii v GenBank.
Predikovany protein obsahuje signalni peptid nasledovany osmi
repeticemi bohatymi na leucin, unikétni doménu a predikované
misto GPI kotvy (obrazek 7). Humanni homolog my$i cDNA byl
identifikovan, ktery sdili =z 89 % totoZne aminokyseliny.
Existence této cDNA byla predikovand z my3i cDNA struktury a
analyzy humdnni genomové sekvence deponované v GenBank Jjako
Zasti projektu sekvencovani lidského genomu. Exony humanni
cDNA se vyskytuji v oblasti pfes 35 kilobazi a cDNA nebyla

dfive v genomové sekvenci rozpozndna. Proteinova struktura je
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konzistentni s proteinem bun&fného povrchu schopného vazby
Nogo. Povaha proteinu spojena s GPI svéd&i pro to, Ze zde mlze
byt druhé receptorové podjednotka, kterd pfemostuje
plazmatickou membranu a zprostfedkovava Nogo signalni

transdukci.

Pfiklad 8

Tkérfiova distribuce receptoru Nogo

Distribuce mRNA pro tento Nogo receptor je konzistentni
s tlohou proteinu v regulaci axonové regenerace a plasticnost
dosp&lé CNS. Northern analyza ukazuje jediny pas o velikosti
2,3 kilobaze v dospé&lém mozku, ukazujici, Ze izolovany klon
Nogo receptoru je kompletni (obrdzek 8). Nizké hladiny této
mRNA jsou pozorovadny v srdci a ledvinadch, ale ne v jinych
perifernich tkanich. V mozku je exprese roz3ifena a oblasti

nejbohat3i na Sedou hmotu exprimuji nejvy5si hladiny mRNA.

Priklad 9

Biologické u&inky rlznych Nogo domén

Testy u&inku Nogo-A zahrnuji kolaps ristového vrcholu,
ristu neuritt a Sifeni fibroblastd, s rozpustnymi proteinovymi
preparaty s navazanym substrdtem (Caroni & Schwab, (1988) J.
Cell Biol. 106, 1281-1288, GrandPré et al. (2000) Nature 403,
439-444, Chen et al. (2000) Nature 403, 434-439, Prinjha et
al. (2000) Nature 403, 483-484). V testech morfologie
fibroblast 3T3 neinhiboval Nogo-66 s navazanym substratem

3iteni (obrézek 1 b, e). ProtoZe preparaty NI250 a kompletni
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Nogo-A jsou pro $ifeni 3T3 nepermisivni, bylo tIeba uvazit,
zda ruzné domény Nogo mohou ¥idit tuto in vitro aktivitu. Aby
se usnadnilo srovnani raznych Nogo-A domén, byl exprimovén
kysely aminokoncovy fragment o velikosti 1040 aminokyselin
(Amino-Nogo) jako protein se znackou Myc-his v buiitkdch HEK293T
(obrdzek 1 d). Protein Nogo je pfitomen v cytosolovych
frakcich. Povrchy potaZené purifikovanym proteinem Amino-Nogo
nepodporovaly $ifeni fibroblastd 3T3 (obrazek 1 b, e). Podobné
vysledky byly pozorovédny u linie pochazejici z buné&k ledvin,
COS-7 (obrazek 1 f). Zda se tedy, Ze amino koncovd doména
zodpovida za ulinek kompletniho Nogo-A na fibroblasty. Nogo-66

doména je specifické pro neurony, nepisobi na jiné bunky.

Kultury ganglii dorzdlnich kofend byly také vystaveny
pisobeni proteinu Amino-Nogo (obrazek lc, g-i). Pokud jde o
fibroblasty 3T3, buiky podobné fibroblastim v kulturach
ganglii dorzalnich kofend se na tomto substrdtu nesSirily.
Krom& toho, axonova extenze je redukovana na nizké hladiny na
povrchu potaZeném Amino-Nogo. Tak, zatimco u&inky Nogo-66 jsou
specifické pro neurony, inhibic¢ni pisobeni domény Amino-Nogo
je obecndj3i. KdyZ je pfitomen v rozpustné form& v koncentraci
100 nM, polypeptid Nogo-66 vyvolava kolaps raistovych vrchold
ganglii dorzalnich kofent kufeci kultury El12 a témé¥ rusi
axonovou extenzi, jak bylo popsano dfive (GrandPré et al.
(2000) Nature 403, 439-444). V patrném rozporu je, Ze
rozpustny protein Amino-Nogo se jevi inaktivni, a nemoduluje
vyznamné morfologii rdstovych vrcholl ganglii dorzalnich
kofen nebo axonovou extenzi ganglii dorzélnich kofend nebo

i¥eni bun&k jinych neZ neurond (obrazek lc, g-i).

1913

V experimentech Walshe a kolegi (Prinjha et al. (2000)
Nature 403, 483-484), byly studovény cerebeléarni granularni

neurony a rozpustny Amino-Nogo byl pfitomen jako Fc  fuzni
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protein, pravd&podobné ve formé& dimeru. Bylo tedy nutno
uvazit, zda tyto rozdily mohou vysvétlit inaktivitu
rozpustného Amino-Nogo. My3i cerebeldrni granularni neurony P4
odpovidaly na Nogo prepardty zpusobem nerozeznatelnym od
kufecich neuront ganglii dorzé&lnich kofenl E13 (obrazek 1i).
Amino-Nogo dimerizovany s anti-Myc protilatkou inhibuje 3ifeni
3T3 a COS-7 (obrézek 1 e, f) a méd tendenci redukovat extenzi
cerebelarnich axon (obrazek 1 i). KdyZ je dale agregovan
pfidénim anti-my3i IgG protilatky, Amino-Nogo  vyznamne
redukuje oba axonové vyrustky, ganglii dorzalnich kotent 1
cerebelarni (obrazek 1 h, i). Zatimco protein Amino-Nogo je
zcela kysely, samotny elektrostaticky naboj nevysvétli jeho
inhibi&ni u&inky, protoZe poly-Asp nemé&ni Sifeni bunék nebo
axonovou extenzi (obrazek 1 e,f,h). Nogo-66 doména je tedy
silny a neuronové specificky inhibitor, zatimco intracelularni
Amino-Nogo doména inhibuje mnoho buné&cnych typa a zda se, :Ze

pisobi pouze v agregovaném stavu.

Pfiklad 10

Lokalizace receptoru Nogo

Pro dal3i charakterizaci exprese receptoru proteinu
Nogo-66 bylo vyvinuto antisérum k fiznimu proteinu GST-Nogo
receptor. Toto antisérum detekuje selektivné& protein o
velikosti 85 kD v bufikdch HEK293T exprimujicich Nogo-66
receptor (obrézek 9a) a specificky barvi bunky COS-7

exprimujici Nogo-66 receptor (obrazek 9b).

Imunohistologické barveni kufecich kultur embryonalni
michy lokalizuji protein do axonli, coZ je konzistentni se

zprostfedkovanim inhibice axonového ristu indukované Nogo-66.
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Exprese receptoru Nogo-66 nebyla zjist&na v O4-pozitivnich
oligodendrocytech, které exprimuji Nogo-66. Imunoreaktivni
protein o velikosti 85 kD Je exprimovdn Vv neuronovych
preparadtech z kufecich ganglii dorzalnich kofenu E13 vnimavych
na Nogo-66, ale do mnohem niZSiho stupné v slabé& vnimavych
tkanich z kuPecich ganglii dorzélnich kofend E7 a kufeci
sitnice E7 (obrazek 9a). Celkové je typ exprese Nogo-66
konzistentni s axonovou inhibici Nogo-66 zprostiedkovanou

proteinem.

Tato protildtka je také u&innad p¥i lokalizaci receptoru
Nogo-66 proteinu v tkafovych Fezech (obrazek O9c). Zatimco Je
z hybridizaénich studii in situ jasné, Ze protein Je
exprimovéan v mnoha ttidéch neuronu, imunohistologické
vySetfeni odhalilo protein ve vysokych hladinach v bilé hmoté
CNS v profilech konzistentnich s axony. Protein je zjistitelny
v niz8ich hladindch v neuronovych t&lech a v neuropili. To
poskytuje dalsi podklad pro navrhovanou funkci tohoto proteinu

pti zprostfedkovani interakci s oligodendrocyty.

Priklad 11

Receptor Nogo zprostfedkovadvd Nogo-66 reakce

Receptorovy Nogo-66 protein Jje nezbytny pro ¢innost
Nogo-66 a neni to jenom vazebné misto s funkci nesouvisejici s
inhibici axonového rustu. Prvni pfedpovéd je, Ze oSetfeni
fosfolipazou C specifickou pro fosfoinositol (PI-PLC), které
odstrani proteiny spojené s glykofosfatidylinositolem (GPI) z
neuronového povrchu, u&ini neurony necitlivé na Nogo-66. Tato
pfedpovéd plati pro kufeci neurony ganglii dorzalnich kofent

E13, oS8etteni PI-PLC ru3i vazbu AP-Nogo a kolaps rustovych
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vrcholtt indukovany GST-Nogo-66 (obrdzek 10 a-c). Jako
kontrola, reakce Sema3A Vv paralelnich kulturdch neni zménéna
ofetfenim PI-PLC. OvSem olekdva se, Ze o3et¥eni PI-PLC
odstrani velky po&et proteind z axonoveého povrchu, takZe tento
vysledek ponechdvéd otevienou moZnost, Ze jiné proteiny spojené
s GPI jsou zprost¥fedkovavany reakci Nogo-66 v neoSetfenych

kulturéach.

Aby se prokéazalo, e Nogo-66 receptor je schopny
zprostfedkovat Nogo-66 inhibici axonového vyrustku, protein
byl exprimovan v neuronech postradajicich Nogo-66 reakci. Byly
zkoumdny neurony ganglii dorzélnich kofent a sitnice z E7
kufecich embryi. Nogo reakce v neuronech ganglii dorzalnich
kofentl z tohoto vyvojového stadia jsou slabé, ale v nékterych
kulturdch mohou byt detekovany nepatrné reakce (data nejsou
ukadzéna). Rastové vrcholy ganglii retindlnich bunék E7 jsou
jednotn& necitlivé na kolaps rustovych vrcholl indukovany
Nogo-66 (obrazek 10 e), nevaZou AP-Nogo (data nejsou ukazéana)
a neprokazuji anti-Nogo-66 receptorovy imunoreaktivni protein
o velikosti 85 kD (obrazek 9a). Exprese NgR v té&chto neuronech
infekci rekombinantnimi HSV preparaty propujcuje axonovym
ristovym vrcholdm ganglii retindlnich bunék citlivost na
kolaps indukovany Nogo-66. Infekce kontrolnim HSV preparatem
exprimujicim kontrolni PlexinAl nemé&ni Nogo reakce. V souhrnu
tato data ukazuji, Ze Nogo receptor identifikovany v tomto

textu se udastni Nogo-66 inhibice axonové regenerace.
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Priklad 12

Strukturni analyza Nogo-66 receptoru

Byla zkoumdna struktura Nogo-66 receptoru, aby se uréilo,
které oblasti zprostifedkovavaji vazbu Nogo-66. Protein byl
jednoduse rozdé&len na oblasti repetic bohatych na leucin a
oblasti repetic bez leucinu. Dele&ni analyza jasné ukazuje, Ze
repetice bohaté na leucin jsou nutné pro Nogo-66 vazbu, ale
zbytek proteinu neni nutny (obrazek 11). V doméné repetic
bohatych na leucin byly samostatné odstranény dvé domény.
Pfedpokladd se, Ze toto wudrZi celkovou strukturu domény
repetice bohaté na leucin, a podobny p¥istup byl pouZit pro
leutropinovy receptor. Je =zfejmé, Ze vazba Nogo-66 vyZaduje
vdech osm repetic bohatych na leucin, a svéd¢i pro to, Ze
vyznamny segment rovinného povrchu je vytvofen linedrnimi beta
listy repetic bohatych na leucin. Konzervativni oblasti bohaté
na cystein na kaZdém konci repetic bohatych na leucin na
aminokoncova &asti a karboxykoncové &asti jsou také nutné pro
vazbu Nogo-66, pravdépodobné& jsou nezbytné pro vznik vhodné

konformace repetic bohatych na leucin.

Pfiklad 13

Blokdda Nogo rozpustnym ektodoménovym proteinem Nogo receptoru

Jeden zplsob blokady kaskady signédlni transdukce
iniciovany vazbou Nogo-66 na receptor Nogo je poskytnuti
nadbytku rozpustné ektodomény receptoru. Secernovany fragment
proteinu Nogo receptoru byl produkovédn v buifikdch HEK293T. cDNA
kédujici aminokyselinové zbytky 1 aZ 348 my3iho Nogo receptoru

byla ligovéna do eukaryotického expresniho vektoru a DNA byla
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transfekovana do bun&k HEK293T. Kondiciované medium z téchto
bunék obsahuje vysoké hladiny tohoto fragmentu Nogo receptoru
(NgR-ekto), Jjak bylo prokdzédno imunobloty s protilatkou
anti-NgR. Kondiciované médium obsahuje pfibliZné& 1 mg proteinu
NgR-ekto na jeden litr. Ve vazebném testu AP-Nogo k bufikam
COS-7 exprimujicim kompletni Nogo receptor nebo k neuronim
ganglii dorzalnich kofent, ptridani NgR-ekto kondiciovaného
média redukuje vazbu 0,5 nM AP-Nogo-66 o 80 %. Tvorba komplexu
mezi rozpustnym NgR-ekto a Nogo-66 zabranuje vazb& na bunélné

povrchové receptory.

V n&kterych receptorovych systémech mohou takové komplexy
rozpustného receptoru s ligandem blokovat signalizaci tvorbou
neudinné interakce. Napfiklad rozpustnad ektodoména Trk slouzi
k blokdd® signalizace neurotrofinu a byla pro tento ucel
rozsdhle pouZivéna (Shelton et al. (1995) J. Neurosci. 15,
477-491) . Alternativné se miZe rozpustny komplex
Nogo-66/NgR-ekto vazat a stimulovat pfedpokladanou druhou
transmembranovou podjednotku Nogo receptoru. Existuje JiZ
precedent pro tento typ ucinku ze studii receptorl GDNF rodiny
(Cacalano et al. (1998) Neuron 21, 53-62). Komplex
Nogo-66/NgR-ekto nezplsobuje kolaps rustovych vrcholtd v téchto
neuronech (kufeci bufikky retindlnich ganglii E7), které
postradaji Nogo-66 receptor, ale obsahuji jiné sloZky signélni
drdhy Nogo. To wukazuje, Ze NgR-ekto ptisobi jako blokator

Nogo-66 signalizace.

V primych testech protein NgR-ekto chrani axony pfed
inhibiénimi ucinky Nogo-66. NgR-ekto zabranuje kolapsu
rastovych vrcholl indukovanému Nogo-66 a blokuje inhibici
ristu neuritt kufecich neuront E13 DRG indukovanou Nogo-66
(obrazek 12). Krom& toho pfitomnost proteinu NgR-ekto blokuje

schopnost CNS myelinu inhibovat extenzi axonu in vitro
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(obrazek 12). Tato data ukazuji, Ze protein NgR-ekto mazZe

podporovat regeneraci axoni in vivo.

A&koliv predklédany vynalez byl popsan podrobné& s ohledem
na vySe uvedené piiklady, Je zfejmé, Ze mohou byt provedeny
razné modifikace vynalezu, aniZ by do3lo k odchyleni od
vynalezecké mySlenky. Pfedkladany vyndlez je tedy omezen pouze

nadsledujicimi néaroky.

Viechny citované patenty a publikace, na které se odkazuje
v této ptrihlasce, Jjsou =zde plné zahrnuty formou odkazu.
vysledky ¢&asti experimentu popsanych zde byly publikovany
(GrandPré et al., (2000) Nature 403, 439-444) po datu podéni
prozatimni p¥ihlasky Spojenych Stata 60/175 707, JjejiZ
prioritu si tato pEihla3ka nérokuje, pricdemZ tato prihléaska Jje

pln& zahrnuta v pfedklédaném textu.
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Leu

Arg

Ser

Leu

255

Leu

Cys

Ala

Ile

Cys

335

Arg

Asp

Pro

Arg

Arg

415

Leu

Ser

Ala

Asp

Ser

Leu

Asp

Met

240

Arg

Trp

Asn

Ser

Gln

320

Cys

Pro

Thr

Phe

Pro

400

Arg

Gly

Gly

Leu



val Leu Trp Thr Val Leu Gly Pro Cys

465

<210> 5
<211> 4053
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (135)..(3710)

<400> 5
caccacagta ggtccctcgg ctcagtegge ccagececte

470

96

caaccgcccg cggctctgag acgcggcccc ggcggceggeg

tccaccctce agec atg

tecg
Ser

agg
Arg

gag
Glu
45

gcc
Ala

ccce
Pro

ccc
Pro

gac
Asp

gct
Ala
125

gac
Asp

gag
Glu
30

gac
AsSp

999
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu

ccg
Pro
110

gcc
Ala

agce
Ser
15

cce
Pro

gaa
Glu

ctyg
Leu

atg
Met

ccg
Pro
95

age

Ser

gca
Ala

cca
Pro

gag
Glu

gac
Asp

tcc
Ser

gac
Asp
80

gce

Ala

ccg
Pro

gtc
Val

Met
1

cce
Pro

gac
Asp

ctg
Leu

gcg
Ala
65

ttc

Phe

gct
Ala

gtg
val

tcg
Ser

gaa
Glu

cgg
Arg

gag
Glu

gag
Glu
50

gce
Ala

gga
Gly

cce
Pro

tcg
Ser

cce
Pro
130

gac ctg gac

Asp

cecg
Pro

gag
Glu
35

gag
Glu

cca
Pro

aat
Asn

cce
Pro

tcg
Ser
115

tcc
Ser

Leu

cag
Gln
20

gaa
Glu

ctg
Leu

gtg
Val

gac
Asp

gtc
val
100

acc
Thr

aag
Lys

Asp
5

cce
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

cce
Pro

tte
Phe
85

gcc

Ala

gtg
val

ctc
Leu

cag
Gln

gcg
Ala

gag
Glu

gtg
val

acc
Thr
70

gtg
vVal

ccg
Pro

cce
Pro

cct
Pro

10

tct
Ser

tte
Phe

gag
Glu

ctg
Leu
55

gcc
Ala

ccg
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

gag
Glu
135

-

<223> Humani mRNA proteinu Nogo (KIAA0886, GenBank C.

RAB020693)

tcagtcctcc ccaaccceccca 60

gcagcagctg cagcatcatc 120

cct
Pro

aag
Lys

gag
Glu
40

gag
Glu

cct
Pro

ccg
Pro

cgg
Arg

cca
Pro
120

gac
Asp

ctg
Leu

tac
Tyx
25

gaa
Glu

agg
Arg

gce
Ala

gcg
Ala

cag
Gln
105

tce

Ser

gac
Asp

gte
Val
10

cag
Gln

gag
Glu

aag
Lys

gce
Ala

ccc
Pro
90

ccg

Pro

ccg
Pro

gag
Glu

tcg
Ser

ttc
Phe

gag
Glu

cce
Pro

ggce
Gly
75

cgg
Arg

tct
Ser

ctg
Leu

cct
Pro

tce
Ser

gtg
val

gac
Asp

gcc
Ala
60

gcg
Ala

gga
Gly

tgg
Trp

tct
Ser

ccg
Pro
140

170

218

266

314

362

410

458

506

554



gcc
Ala

cce
Pro

ccg
Pro

ctt
Leu

gaa
Glu
205

caa
Gln

tct
Ser

ggt
Gly

gtc
Val

ata
Ile
285

gsa
Gly

gca
Ala

aag
Lys

gct
Ala

cgg
Arg

gtg
Val

gce
Ala

ttt
Phe
190

aat
Asn

gag
Glu

ctg
Leu

aat
Asn

agt
Ser
270

gat
Asp

tca
Ser

aat
Asn

tta
Leu

ctt
Leu
350

cct
Pro

tgg
Trp

gcg
Ala
175

gct
Ala

atg
Met

gat
Asp

tct
Ser

ttg
Leu
255

gaa
Glu

aga
Arg

teg
Ser

cct
Pro

gtt
Val
3358

act
Thr

cce
Pro

acc
Thr
160

cece
Pro

ctt
Leu

gac
Asp

tte
Phe

cct
Pro
240

tca

Ser

gct
Ala

gat
Asp

ttc
Phe

agg

320
agt

Ser

aaa
Lys

cct
Pro
145

cecg
Pro

aag
Lys

cct
Pro

ttg
Leu

cca
Pro
225

ctc
Leu

aca
Thr

tct
Ser

tta
Leu

agt
Ser
305

gaa
Glu

aat
Asn

ttg
Leu

cct
Pro

cca
Pro

cgce
Arg

gct
aAla

aag
Lys
210

tct
Ser

tca
Ser

gta
val

aaa
Lys

aca
Thr
290

gtc
val

gaa
Glu

aac
Asn

gtt
Val

ccc ccg
Pro Pro

gce cecg
Ala Pro

agg gge
Axg Gly
180

gca tct
Ala Ser
195

gag cag
Glu Gln

gtc ctg
Val Leu

gce gct
Ala Ala

tta ccc
Leu Pro
260

gag gtc
Glu val
275

gag ttt
Glu Phe

tct cca
Ser Pro

ata atc
Ile Ile

atc ctt
Ile Leu
340

aaa gag
Lys Glu
355

gcc
Ala

gct
Ala
165

tcce
Ser

gag
Glu

cca
Pro

ctt
Leu

tct
Ser
245

act
Thr

tca
Ser

tca
Ser

aaa
Lys

gtg
Val
325

cat

His

gat
Asp

97

agce
Ser
150

cce
Pro

tcg
Serx

cct
Pro

ggt
Gly

gaa
Glu
230

ttc

Phe

gaa
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

gca
Ala
310

aaa
Lys

aat
Asn

gaa
Glu

11

gtg
val

gcc
Ala

ggc
Gly

gtg
Val

aac
Asn
218

act
Thr

aaa
Lys

gga
Gly

aag
Lys

tta
Leu
295

gaa

Glu

aat
Asn

caa
Gln

gtt
Val

agc
Sexr

gcg
Ala

tca
Ser

ata
Ile
200

act
Thr

gct
Ala

gaa
Glu

aca
Thr

gca
Ala
280

gaa
Glu

tct
Ser

aaa
Lys

caa
Gln

gtg
val
360

cce
Pro

ccc
Pro

gtg
val
185

cgc
Arg

att
Ile

gct
Ala

cat
His

ctt
Leu
265

aaa
Lys

tac

Tyx

gcc
Ala

gat
Asp

gag
Glu
345

tct
Ser

cag
Gln

cce
Pro
170

gat
Asp

tcc
Ser

tcg
Ser

tct
Ser

gaa
Glu
250

caa
Gln

acet
Thr

tca
Ser

gta
Val

gaa
Glu
330

tta

Leu

tca
Ser

gca
Ala
155

tce

Ser

gag
Glu

tce
Ser

gct
Ala

ctt
Leu
235

tac
Tyr

gaa
Glu

cta

Leu

gaa
Glu

ata
1le
315

gaa
Glu

cct
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

acc
Thr

acc
Thr

gca
Ala

ggt
Gly
220

cct
Pro

ctt
Leu

aat
Asn

ctc
Leu

atg
Met
300

gta
Val

gag
Glu

aca
Thr

aaa
Lys

602

650

698

746

794

842

850

938

986

1034

1082

1130

1178

1226



gca
Ala
365

agg
Arg

aaa
Lys

gag
Glu

ctt
Leu

act
Thr
445

tat
Tyr

aca
Thr

gat
Asp

aat
Asn

tct
Ser
525

gaa

Glu

gaa
Glu

tat
Tyxr

aaa
Lys

gag
Glu

gat
Asp

agc
Ser

gag
Glu
430

tct
Ser

atc
Ile

aac
Asn

gaa
Glu

act
Thr
510

gag
Glu

gtc
Val

gca
Ala

gaa
Glu

gac
Asp

gaa
Glu

agt
Ser

aac
Asn
415

caa
Gln

tte
Phe

aca
Thr

att
Ile

aaa
Lys
495

agc
Ser

aca
Thr

gtg
Val

tgt
Cys

aca
Thr
575

agt
Sex

tat
Tyr

aag
Lys
400

ttg
Leu

act
Thr

cce
Pro

tgt
Cys

ttt
Phe
480

aaa
Lys

acce
Thr

gat
Asp

gca
Ala

gaa
Glu
560

aaa
Lys

tet
Phe

aat
Asn
370

gca
Ala
385

gac
Asp

gat
Asp

gaa
Glu

gaa agt
Glu Ser

aat
Asn

cac
His

agt
Ser

acg
Thr
450

ccc
Pro

gct
Ala
465

cct
Pro

ttg
Leu

ata
Ile

gaa
Glu

aaa
Lys

aca
Thr

tat
Tyr

gtc
Val
530

aac
Asn
545

atg
Met

agt
Ser

gaa
Glu

atg
Met

gac
Asp

gaa
Glu

ttc
Phe

agt
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu
435

cca
Pro

ttt
Phe

tta
Leu

gaa
Glu

tca
Ser
515

aca

Thr

cct
Pro

ttg
Leu

ttg
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

gat
Asp

gtg
Val
420

aaa
Lys

gaa
Glu

aac
Asn

gga
Gly

aag
Lys
500

aac
Asn

aca
Thr

gaa
Glu

aat
Asn

gtt
val
580

aga
Arg

cca
Pro

atg
Met
405

gat
Asp

gat
Asp

ggt
Gly

cca
Pro

gat
Asp
485

aag
Lys

cct
Pro

gat
Asp

ggc
Gly

gaa
Glu
565

caa
Gln

98

gtt
Vval

ttt
Phe
390

ttg
Leu

aaa
Lys

agt
Ser

ata
Ile

gca
Ala
470

cct

Pro

gcc
Ala

tct
Phe

aat
Asn

ctg
Leu
550

gtt
val

aca
Thr

12

gca
Ala
375

gag
Glu

gct
Ala

aaa
Lys

gag
Glu

aag
Lys
455

gca
Ala

act
Thr

caa
Gln

ctt
Leu

tta
Leu
535

act
Thr

act
Thr

tca
Ser

cga
Arg

gct
Ala

tgt
Cys

agt
Ser
440

gat
Asp

act
Thr

tca
Ser

ata
Ile

gta
val
520

aca
Thr

cca
Pro

ggt
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu

gta
vVal

gga
Gly

ttt
Phe
425

agt
Ser

cgt
Arg

gag
Glu

gaa
Glu

gta
Vval
505

gca
Ala

aag
Lys

gat
Asp

aca
Thr

gtt
val
585

gct
Ala

tgg
Trp

ggt
Gly
410

gca
Ala

aat
Asn

tca
Ser

agce
Ser

aat
Asn
490

aca
Thr

gca
Ala

gtg
val

tta
Leu

aag
Lys
570

atg
Met

cct
Pro

gaa
Glu
395

aaa
Lys

gat
Asp

gat
Asp

gga
Gly

att
Ile
475

aag
Lys

gag
Glu

cag
Gln

act
Thr

gta
val
585

att
Ile

caa
Gln

atg
Met
380

gtg
val

atc
Ile

agc
Ser

gat
Asp

gca
Ala
460

gca
Ala

acc
Thr

aag
Lys

gat
Asp

gag
Glu
540

cag
Gln

gct
Ala

gag
Glu

X NY ]
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1274

1322

1370

1418

1466

1514

1562

1610

1658

1706

1754

1802

1850

1898



tca
Ser

gct
Ala
605

aat
Asn

tca
Ser

cct
Pro

aaa
Lys

gca
Ala
685

tta
Leu

gat
Asp

gag
Glu

agt
Ser

atg
Met
765

gaa

Glu

aag
Lys

ctce
Leu
590

act
Thr

tct
Ser

cca
Pro

gaa
Glu

gta
val
670

gct
Ala

att
Ile

tat
Tyr

cta
Leu

gat
Asp
750

ctt
Leu

tat
Tyr

cca
Pro

tat
Tyr

cct
Pro

gca
Ala

tta
Leu

aac
Asn
655

tca

Ser

ctt
Leu

aaa
Lys

tca
Ser

gtt
Val
735

gat
Asp

gtg
val

gaa
Glu

tat

cct
Pro

tca
Ser

gtt
val

gaa
Glu
640

cce
Pro

gga
Gly

caa
Gln

gaa
Glu

gaa
Glu
720

gaa
Glu

tca
Ser

aaa
Lys

aat
Asn

ttg
Leu
800

gca
Ala

cca
Pro

cct
Pro
625

gct
Ala

cca
Pro

ata
Ile

gaa
Glu

aca
Thr
705

atg
Met

gat
Asp

ata
Ile

gaa
Glu

aag
Lys
785

gaa
Glu

gca
Ala

gtt
Val
610

agt
Ser

tct
Ser

cca
Pro

aag
Lys

aca
Thr
630

aag
Lys

gca
Ala

tcc
Ser

cct
Pro

agt
Ser
770

gaa

Glu

tct
Ser

cag
Gln
585

ttg
Leu

gct
Ala

tca
Ser

tat
Tyr

gaa
Glu
675

gaa
Glu

ctt
Leu

aaa
Lys

tca
Ser

gac
Asp
755

ctc
Leu

aaa
Lys

ttt
Phe

ctt
Leu

cct
Pro

ggt
Gly

gtt
val

gaa
Glu
660

gaa
Glu

gct
Ala

tct
Ser

gtt
Val

cct
Pro
740

gtt
val

act
Thr

ctc
Leu

aag
Lys

tgce
Cys

gac
Asp

gct
Ala

aat
Asn
645

gag
Glu

att
Ile

cct
Pro

gct
Ala

gaa
Glu
725

gat
Asp

cca
Pro

gag
Glu

agt
Ser

ctc
Leu
805

99

cca
Pro

att
Ile

tcec
Ser
630

tat
Tyr

gcc
Ala

aaa
Lys

tat
Tyr

gaa
Glu
710

cag

Gln

tct
Ser

caa
Gln

act
Thr

gct
Ala
790

agt
Ser

i3

tca
Ser

gtt
val
615

gtg
val

gaa
Glu

atg
Met

gag
Glu

ata
Ile
695

cca
Pro

cca
Pro

gaa
Glu

aaa
Lys

tca
Ser
775

ttg

Leu

tta
Leu

ttt
Phe
600

atg
Met

ata
Ile

agc
Ser

agt
Ser

cct
Pro
680

tct
Ser

gct
Ala

gtg
val

cca
Pro

caa
Gln
760

ttt
Phe

cca
Pro

gat
Asp

gaa
Glu

gaa
Glu

cag
Gln

ata
Ile

gta
Val
665

gaa
Glu

att
Ile

ccg
Pro

cct
Pro

gtt
Val
745

gat
Asp

gag
Glu

cct
Pro

aac
Asn

gag
Glu

gca
Ala

cce
Pro

aaa
Lys
650

tca

Ser

aat
Asn

gca
Ala

gat
Asp

gat
Asp
730

gac
Asp

gaa

cca
Pro

agc
Ser
635

cat

His

cta
Leu

att
Ile

tgt
Cys

ttc
Phe
715

cat
His

tta
Leu

act

gaa
Glu

ttg
Leu
620

tca
Serx

gag
Glu

aaa
Lys

aat
Asn

gat
Asp
700

tct
Ser

tct
Ser

ttt
Phe

gtg

Glu Thr Val

tca
Ser

gag

atg
Met

gga

ata
Ile
780

gga

Glu Gly Gly

aca
Thr
810

795

aaa
Lys

gat
Asp

XXX 2
sae»

1946

1994

2042

2090

2138

2186

2234

2282

2330

2378

2426

2474

2522

2570



acc ctg
Thr Leu

cct ttg
Pro Leu
830

tta ttt
Leu Phe
845

gat tca
Asp Ser

tct aaa
Ser Lys

gaa gta
Glu Vval

tca ttg
Ser Leu
910

caa ccc
Gln Pro
82%

aat ggg
Asn Gly

gct ttg
Ala Leu

ctt gtg
Leu Val

gac aga
Asp Arg
990

gtt gtt
val val
1005

ttt ggt
Phe Gly

tta
Leu
815

cag
Gln

att
Ile

tct
Ser

act
Thr

tce
Ser
895

cct
Pro

aaa
Lys

tect
Ser

gec
Ala

aaa
Lys
975

tca
Ser

gac
Asp

gce
Ala

cct gat gaa
Pro Asp Glu

atg gag gag
Met Glu Glu

tct aag gaa
Ser Lys Glu
850

cca att gaa
Pro Ile Glu
865

gat tca ttt
Asp Ser Phe
880

cac aaa agt
His Lys Ser

tgc aca gaa
Cys Thr Glu

gtt gaa gag
val Glu Glu
930

gct aca tca
Ala Thr Ser
945

act caa gca
Thr Gln Ala
960

gaa gct gag
Glu Ala Glu

cca tct gect
Pro Ser Ala

ctec ctg tac
Leu Leu Tyr
1010

age cta ttc
Ser Leu Phe
1025

gtt
val

ctc
Leu
835

gca
Ala

att
Ile

tct
Ser

gaa
Glu

ttg
Leu
915

aaa
Lys

aag
Lys

gag
Glu

aaa
Lys

ata
Ile
9385

tgg
Trp

ctg
Leu

tca
Ser
820

agt
Ser

cag
Gln

ata
Ile

aaa
Lys

att
Ile
S00

cce
Pro

atc
Ile

gtg
val

ata
Ile

aaa
Lys
980

ttt
Phe

aga
Arg

ctg
Leu

aca
Thr

act
Thr

ata
Ile

gat
Asp

tta
Leu
885

gct
Ala

cat
His

agt
Ser

ctc
Leu

gag
Glu
965

ctt

Leu

tca
Ser

gac
Asp

100

ttyg
Leu

gca
Ala

aga
Arg

gag
Glu
870

gce
Ala

aat
Asn

gac
Asp

ttc
Phe

tta
Leu
950

agce

Ser

cct
Pro

gca
Ala

agce
Ser

gtt
Val

gaa
Glu
855

tte
Phe

agg
Arg

gcc
Ala

ctt
Leu

tca
Ser
935

ttg

Leu

ata
Ile

tce
Ser

gag
Glu

aaa
Lys

tat

Tyr
840

act
Thr

cct
Pro

gaa
Glu

ccg
Pro

tct
Ser
820

gat
Asp

cct
Pro

gtt
val

gat
Asp

ctg
Leu
1000

att aag aag
Ile Lys Lys

1015

ctt tca ttg aca
Leu Ser leu Thr

1030

14

aag
Lys
825

tca
Ser

gaa
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

gat
Asp
905

ttg
Leu

gac
Asp

cca
Pro

aaa
Lys

aca
Thr
98S

agt

Ser

act
Thr

gta
val
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gag aaa att
Glu Lys Ile

aat gat gac
Asn Asp Asp

acg ttt tca
Thr Phe Ser
860

ttg atc agt
Leu Ile Ser
875

act gac cta
Thr Asp Leu
890

gga gct ggg
Gly Ala Gly

aag aac ata
Lys Asn Ile

ttt tct aaa
Phe Ser Lys
sS40

gat gtt tct
Asp Val Ser

ccc aaa gtt
Pro Lys Val
$70

gaa aaa gag
Glu Lys Glu

aaa act tca
Lys Thr Ser

gga gtg gtg
Gly Vval Vval
1020

ttc agc att
Phe Ser Ile
1035

2666

2714

2762

2810

2858

2906

2954

3002

3050

3098

3146

3154

3242



101

seee

gtg agc gta aca gecc tac att gcec ttg gec ctg cte tcect gtg acc atce 3290
Val Ser Val Thr Ala Tyr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Ser Val Thr Ile
1040 1045 1050
agec ttt agg ata tac aag ggt gtg atc caa gct atc cag aaa tca gat 3338
Ser Phe Arg Ile Tyr Lys Gly Vval Ile Gln Ala Ile Gln Lys Ser Asp
1055 1060 1065

gaa ggc cac cca ttc agg gca tat ctg gaa tct gaa gtt gct ata tct 3386
Glu Gly His Pro Phe Arg Ala Tyr Leu Glu Sexr Glu Val Ala Ile Ser -

1070 1075 1080
gag gag ttg gtt cag aag tac agt aat tct gct ctt ggt cat gtg aac 3434
Glu Glu Leu Val Gln Lys Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Gly His Val Asn
1085 1090 1095 1100
tgc acg ata aag gaa ctc agg cgc ctc ttc tta gtt gat gat tta gtt 3482
Cys Thr Ile Lys Glu Leu Arg Arg Leu Phe Leu Val Asp Asp Leu Val

1105 1110 1115
gat tct ctg aag ttt gca gtg ttg atg tgg gta ttt acc tat gtt ggt 3530
Asp Ser Leu Lys Phe Ala Val Leu Met Trp Val Phe Thr Tyr Val Gly
1120 1125 1130
gcc ttg ttt aat ggt ctg aca cta ctg att ttg gct ctc att tca ctce 3578
Ala Leu Phe Asn Gly Leu Thr Leu Leu Ile Leu Ala Leu Ile Ser Leu
1135 1140 1145

ttc agt gtt cct gtt att tat gaa cgg cat cag gca cag ata gat cat 3626
Phe Ser Val Pro Val Ile Tyr Glu Arg Kis Gln Ala Gln Ile Asp His

1150 1155 1160
tat cta gga ctt gca aat aag aat gtt aaa gat gct atg gct aaa atce 3674
Tyr Leu Gly Leu Ala Asn Lys Asn Val Lys Asp Ala Met Ala Lys Ile
1165 1170 1175 1180
caa gca aaa atc cct gga ttg aag cgc aaa gct gaa tgaaaacgcec 3720
Gln Ala Lys Ile Pro Gly Leu Lys Arg Lys Ala Glu

1185 1130

caaaataatt agtaggagtt catctttaaa ggggatattc atttgattat acgggggagg 3780
gtcagggaag aacgaacctt gacgttgcag tgcagtttca cagatcgttg ttagatcttt 3840
atttttagcec atgcactgtt gtgaggaaaa attacctgtc ttgactgcca tgtgttcatc 3500
atcttaagta ttgtaagctg ctatgtatgg atttaaaccg taatcatatc tttttcctat 3560
ctgaggcact ggtggaataa aaaacctgta tattttactt tgttgcagat agtcttgecg 4020
catcttggca agttgcagag atggtggage tag 4053
<210> 6
<211> 1192
<212> PRT

15



<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

1

Pro

Asp

Leu

Ala

65

Phe

Ala

Val

Ser

Pro

145

Pro

Lys

Pro

Leu

Pro

225

Leu

Thr

Ser

Glu

Arg

Glu

Glu

50

Ala

Gly

Pro

Ser

Pro

130

Pro

Pro

Arxrg

Ala

Lys

210

Ser

Ser

val

Lys

Asp

Pro

Glu

35

Glu

Pro

Asn

Pro

Ser

115

Sexr

Pro

Ala

Arg

Ala

195

Glu

val

Ala

Leu

Glu
275

Leu

Gln

20

Glu

Leu

Val

Asp

val

100

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

180

Ser

Gln

Leu

Ala

Pro

260

val

Asp

5

Pro

Glu

Glu

Pro

Phe

85

Ala

val

Leu

Ala

Ala

165

Ser

Glu

Pro

Leu

Ser

245

Thr

Ser

Gln
Ala
Glu
val
Thr

70
vVal
Pro
Pro
Pro
Ser
150
Pro
Ser
Pro
Gly
Glu
230
Phe

Glu

Glu

Ser

Phe

Glu

Leu

55

Ala

Pro

Glu

Ala

Glu

135

vVal

Ala

Gly

val

Asn

215

Thr

Lys

Gly

Lys

Pro

Lys

Glu

40

Glu

Pro

Pro

Arg

Pro 3

120

Asp
Ser
Ala
Ser
Ile
200
Thr
Ala
Glu

Thr

Ala
280

Leu

Tyxr

25

Glu

AYg

Ala

Ala

Gln

105

Asp

Pro

Pro

val

185

Arg

Ile

Ala

His

Leu

265

Lys

102

val

10

Gln

Glu

Lys

Ala

Pro

S0

Pro

Pro

Glu

Gln

Pro

170

Asp

Ser

Ser

Ser

Glu

250

Gln

Thr

16

Ser

Phe

Glu

Pro

Gly

75

Arg

Ser

Leu

Pro

Ala

155

Ser

Glu

Ser

Ala

Leu
235

Tyr

Glu

Leu

Ser

val

Asp

Ala

60

Ala

Gly

Trp

Serxr

Pro

140

Glu

Thr

Thr

Ala

Gly

220

Pro

Leu

Asn

Leu

Ser

Arg

Glu

45

Ala

Pro

Pro

Asp

Ala

125

Ala

Pro

Pro

Leu

Glu

205

Gln

Ser

Gly

val

Ile
285

Asp Serx
15

Glu Pro
30

Asp Glu

Gly Leu

Leu Met

Leu Pro

95

Pro Ser
110

Ala Ala

Arg Pro

val Trp

Ala Ala

175

Phe Ala
190

Asn Met

Glu Asp

Leu Ser

Asn Leu
255

Ser Glu
270

Asp Arg

Pro

Glu

Asp

Ser

Asp

80

Ala

Pro

val

Pro

Thr

160

Pro

Leu

Asp

Phe

Pro

240

Ser

Ala

Asp



Leu

Sexr

305

Glu

Asn

Leu

Phe

Ala

385

Glu

Glu

Asn

Ser

Ala

465

Pro

Ile

Lys

Tyx

Asn

545

Ser

Met

Thr

2590

Val

Glu

Asn

val

Asn

370

Asp

Asp

Ser

His

Thr

450

Pro

Leu

Glu

Thr

val

530

Met

Glu

Asp

Glu

Serx

Ile

Ile

Lys

355

Glu

Phe

Ser

Lys

Glu

435

Pro

Phe

Leu

Glu

Ser

515

Thr

Pro

Leu

Leu

Phe

Pro

Ile

Leu

340

Glu

Lys

Lys

Asp

val

420

Lys

Glu

Asn

Gly

Lys

500

Asn

Thr

Glu

Asn

Val
580

Ser

Lys

val

325

His

Asp

Arg

Pro

Met

405

Asp

Asp

Gly

Pro

Asp

485

Lys

Pro

Asp

Gly

Glu

565

Gln

Glu

Ala

310

Lys

Asn

Glu

Val

Phe

390

Leu

Lys

Ser

Ile

Ala

470

Pro

Ala

Phe

Asn

Leu

550

Val

Thr

Leu

295

Glu

Asn

Gln

Val

Ala

375

Glu

Ala

Lys

Glu

Lys

455

Ala

Thr

Gln

Leu

Leu

535

Thr

Thr

Ser

Glu

Ser

Lys

Gln

val

360

Val

Arg

Ala

Cys

Ser

440

Asp

Thr

Ser

Ile

val

520

Thr

Pro

Gly

Glu

Tyr

Ala

Asp

Glu

345

Ser

Glu

val

Gly

Phe

425

Ser

Axrg

Glu

Glu

Val

505

Ala

Lys

Asp

Thr

val
585

103

Ser

Val

Glu

330

Leu

Ser

Ala

Trp

Gly

410

Ala

Asn

Ser

Asn

480

Thr

Ala

Vval

Leu

Lys

570

Met

17

Glu

Ile

315

Glu

Pro

Glu

Pro

Glu

395

Lys

Asp

Asp

Gly

Ile

475

Lys

Glu

Gln

Thx

Val

555

Ile

Gln

Met

300

Val

Glu

Thr

Lys

Met

380

val

Ile

Ser

Asp

Ala

460

Ala

Thr

Lys

Asp

Glu

540

Gln

Ala

Glu

Ala

Lys

Ala

Ala

365

Arg

Lys

Glu

Leu

Thr

445

Thr

Asp

Asn

Ser

525

Glu

Glu

Tyr

Ser

Ser Ser

Asn Pro

Leu Val

335

Leu Thr
350

Lys Asp

Glu Glu

Asp Ser

Ser Asn

415

Glu Gln
430

Ser Phe

Ile Thr

Asn Ile

Glu Lys
495

Thr Ser
510

Glu Thr

Val val

Ala Cys

Glu Thr

575

Leu Tyr
590

Phe
Arg
320

Ser

Lys

Ser

Tyr

Lys

400

Leu

Thr

Pro

Cys

Phe

480

Lys

Thr

Asp

Ala

Glu

560

Lys

Pro



Ala

Pro

Pro

625

Ala

Pro

Ile

Glu

Thr

705

Met

Asp

Ile

Glu

Lys

785

Glu

Asp

Glu

Lys

Ile

865

Ser

Ala

Vval

610

Ser

Ser

Pro

Lys

Thr

690

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

770

Glu

Ser

Glu

Glu

Glu

850

Glu

Phe

Gln

595

Leu

Ala

Ser

Tyr

Glu

675

Glu

Leu

Lys

Ser

Asp

755

Leu

Lys

Phe

Val

Leu

835

Ala

Ile

Ser

Leu

Pro

Gly

val

Glu

660

Glu

Ala

Ser

val

Pro

740

Val

Thr

Leu

Lys

Ser

820

Ser

Gln

Ile

Lys

Asp

Ala

Asn

645

Glu

Ile

Pro

Ala

Glu

725

Asp

Pro

Glu

Ser

Leu

805

Thr

Thr

Ile

Asp

Leu
885

Pro

Ile

Ser
630

Tyr

Ala

Lys

Tyr

Glu

710

Gln

Ser

Gln

Thr

Ala

790

Ser

Leu

Ala

Arg

Glu

870

Ala

Ser
val
615
val
Glu
Met
Glu
Ile
695
Pro
Pro
Glu
Lys
Serx
775
Leu
Leu
Ser
val
Glu
855

Phe

Arg

Phe

600

Met

Ile

Ser

Ser

Pro

680

Ser

Ala

val

Pro

Gln

760

Phe

Pro

Asp

Lys

Tyr

840

Thr

Pro

Glu

Glu

Glu

Gln

Ile

val

665

Glu

Ile

Pro

Pro

val

745

Asp

Glu

Pro

Asn

Lys

825

Ser

Glu

Thr

Tyr

104

Glu

Ala

Pro

Lys

650

Ser

Asn

Ala

Asp

Asp

730

Asp

Glu

Ser

Glu

Thr

810

Glu

Asn

Thr

Leu

Thr
890

18

Ser

Pro

Ser

635

His

Leu

Ile

Cys

Phe

715

His

Leu

Thr

Met

Gly

795

Lys

Lys

Asp

Phe

Ile

875

Asp

Glu

Leu

620

Sex

Glu

Lys

Asn

Asp

700

Ser

Ser

Phe

val

Ile

780

Gly

Asp

Ile

Asp

Sexr

860

Ser

Leu

Ala

605

Asn

Ser

Pro

Lys

Ala

685

Leu

Asp

Glu

Ser

Met

765

Glu

Lys

Thr

Pro

Leu

845

Asp

Ser

Glu

seee

Thr

Ser

Pro

Glu

Val

670

Ala

Ile

Tyr

Leu

Asp

750

Leu

Tyr

Pro

Leu

Leu

830

Phe

Ser

Lys

val

Pro

Ala

Leu

Asn

655

Ser

Leu

Lys

Ser

val

735

Asp

Val

Glu

Tyr

Leu

815

Gln

Ile

Ser

Thr

Ser
895

Ser

val

Glu

640

Pro

Gly

Gln

Glu

Glu

720

Glu

Ser

Lys

Asn

Leu

800

Pro

Met

Ser

Pro

Asp

880

His



Lys Ser Glu Ile
900

Thr Glu Leu Pro
915

Glu Glu Lys Ile
930

Thr Ser Lys Val
945

Gln Ala Glu Ile
Ala Glu Lys Lys
980

Ser Ala Ile Phe
895

Leu Tyr Trp Arg
1010

Leu Phe Leu Leu
1025

Ala

His

Ser

Leu

Glu

965

Leu

Ser

Asp

Leu

Asn Ala Pro Asp
805

Asp Leu Ser Leu
920

Phe Ser Asp Asp
935

Leu Leu Pro Pro
850

Ser Ile Val Lys
Pro Ser Asp Thr
985

Ala Glu Leu Ser
1000

Ile Lys Lys Thr
1015

Ser Leu Thr Val
1030

Ala Tyr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Ser

Tyr Lys Gly Val
1060

Phe Arg Ala Tyr
1075

Gln Lys Tyr Ser
1090

Glu Leu Arg Arg Leu Phe Leu Val

1105

1045

Ile

Leu

Asn

Gln Ala Ile Gln
1065

105

Gly

Lys

Phe

Asp

Pro

970

Glu

Lys

Gly

Phe

val

1050

Lys

Ala

Asn

Ser

Val

955

Lys

Lys

Thr

Lys

940

Ser

Vval

Glu

Ser

Gln

925

Asn

Ala

Leu

Asp

val
1005

Val Val Phe

Ser
1035

Thr

Ser

Glu Ser Glu Vval Ala Ile

1080

Ser Ala Leu Gly
1095

1110

His

1020

Ile

Ile

Val

Ser

Leu Pro Cys
910

Pro Lys Val
Gly Ser Ala
Leu Ala Thr

860

Vval Lys Glu
975

Arg Ser Pro
990

Val Asp Leu
Gly Ala Ser

Ser Vval Thr
1040

Phe Arg Ile
1055

Asp Glu Gly His Pro

1070

Ser Glu Glu Leu Val

1085

Val Asn Cys

1115

1100

Asp Asp Leu Val Asp

Phe Ala Val Leu Met Trp Val Phe Thr Tyr Val Gly Ala

1125

Gly Leu Thr Leu Leu Ile Leu Ala Leu

1140

Val Ile Tyr Glu
1155

Ala Asn Lys Asn
1170

Pro Gly Leu Lys
1185

Arg

1145

His Gln Ala Gln
1160

1130

Ile

Ile

Val Lys Asp Ala Met Ala

Arg

1175

Lys Ala Glu

1190

19

Thr Ile Lys
Ser Leu Lys
1120

Leu Phe Asn
1135

Ser Leu Phe Ser Vval Pro

1150

Asp His Tyr Leu Gly Leu

1165

Lys Ile Gln Ala Lys Ile

1180
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<210> 7
<211> 75
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: cDNA kbédujici inhibitor Pepl vazby na
receptor

<400> 7 v

tttaggatat acaagggtgt gatccaagct atccagaaat cagatgaagg ccacccattc 60

agggcatatc tggaa 75

<210> 8
<211l> 40
<212> PRT

<213> Uméié sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: Pepl-Nogo protein inhibitor

<400> 8
Arg Ile Tyr Lys Gly Val Ile Gln Ala Ile Gln Lys Ser Asp Glu Gly
1 5 10 15

His Pro Phe Arg Ala Tyr Leu Glu Ser Glu Val Ala Ile Ser Glu Glu
20 25 30

Leu Val Gln Lys Tyr Ser Asn Ser
35 40

<210> 9
<21l1> 75
<212> DNA

213> Uméléa sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: cDNA kédujici inhibitor Pep2 vazby na
receptor

<400> 9

atccagaaat cagatgaagg ccacccattc agggcatatc tggaatctga agttgctata 60
tctgaggagt tggtt 75

<210> 10
<211> 25
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>

20



107

<223> Popis umé&lé sekvence: Pep2-Nogo protein inhibitor

<400> 10
Ile Gln Lys Ser Asp Glu Gly His Pro Phe Arg Ala Tyr Leu Glu Ser
1 5 10 15

Glu Val ala Ile Ser Glu Glu Leu Val
20 25

<210> 11
<21l1l> 75
<212> PRT

213> Umé&la sekvence

<220> L

<223> Popis umé&lé sekvence: cDNA k6édujici inhibitor Pep3 vazby na
receptor

<400> 11

Ala Gly Gly Gly Cys Ala Thr Ala Thr Cys Thr Gly Gly Ala Ala Thr

1 5 10 15

Cys Thr Gly Ala Ala Gly Thr Thr Gly Cys Thr Ala Thr Ala Thr Cys
20 25 30

Thr Gly Ala Gly Gly Ala Gly Thr Thr Gly Gly Thr Thr Cys Ala Gly
35 40 45

Ala Ala Gly Thr Ala Cys Ala Gly Thr Ala Ala Thr Thr Cys Thr Gly
50 55 60

Cys Thr Cys Thr Thr Gly Gly Thr Cys Ala Thr
65 70 75

<210> 12
<211> 25
<2125 PRT

<213> Umé&la sekvence

<220>
<223> Popis umdlé sekvence: Pep3-Nogo protein inhibitor

<400> 12
Arg Ala Tyr Leu Glu Ser Glu Val Ala Ile Ser Glu Glu Leu Val Gln
1 5 10 15

Lys Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Gly His
20 25

<210> 13
<211l> 75

21



<212> DNA

213> Um&la sekvence

<220>

108

enee
.

<223> Popis umé&lé sekvence: cDNA kédujici inhibitor Pepd vazby na

receptor
<466>7i3

tctgaggagt tggttcagaa gtacagtaat tctgctcttg gtcatgtgaa ctgcacgata 60
75

aaggaactca ggcgce

<210> 14
<211 25
<212> PRT

<213> Um&lé sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Pepd4-Nogo protein inhibitor

<400> 14

Ser Glu Glu Leu Val Gln Lys Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Gly His Val

1 5

10

Asn Cys Thr Ile Lys Glu Leu Arg Arg

20

<210> 15
<21l1l> 75
<212> DNA

213> Uméla sekvence

<220>

25

15

<223> Popis um&lé sekvence: cDNA kédujici inhibitor Pep5 vazby na

receptor

<400> 15

gctecttggte atgtgaactg cacgataaag gaactcaggce gcctettett agttgatgat 60
75

ttagttgatt ctctg

<210> 16
<211> 25
<212> PRT

<213> Umé&léa sekvence

<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Pep5-Nogo protein inhibitor

<400> 16

Ala Leu Gly His val Asn Cys Thr Ile Lys Glu Leu Arg Arg Leu Phe

1 5

10

22

15
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Leu Val Asp Asp Leu Val Asp Ser Leu

20 25
<210> 17
<21l1> 120
<212> DNA
213> Um€l& sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: cDNA kédujici inhibitor Pep2-41 vazby
na receptor

<400> 17
aggatataca agggtgtgat ccaagctatc cagaaatcag atgaaggcca cccattcagg 60
gcatatctgg aatctgaagt tgctatatct gaggagttgg ttcagaagta cagtaattct 120

<210> 18
<211> 40
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: Pep2-41-Nogo protein inhibitor

<400> 18
Arg Ile Tyr Lys Gly Val Ile Gln Ala Ile Gln Lys Ser Asp Glu Gly
1 5 10 15

His Pro Phe Arg Ala Tyr Leu Glu Ser Glu Val Ala Ile Ser Glu Glu

20 25 30

Leu Val Gln
35

Lys Tyr Ser Asn Ser
40

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<221>
<2225

<223>

<4C0>

ttt agg ata
Phe Arg Ile

1

ggc cac cca
Gly His Pro

19

198

DNA

Homo sapiens

CDSs
(1) .. (198)

Uplna sekvence receptorového vazebného uUseku genu Nogo

13

20

tac aag ggt gtg atc caa gct atc
Tyr Lys Gly Val Ile Gln Rla Ile

5 10

ttc agg gca tat ctg gaa tct gaa
Phe Arg Ala Tyr Leu Glu Ser Glu

25

23

cag aaa tca gat gaa 48
Gln Lys Ser Asp Glu

15
gtt gct ata tct gag 96

val Ala Ile Ser Glu
30



gag ttg gtt cag aag tac
Glu Leu Val Gln Lys Tyr
35

acg ata aag gaa ctc agg
Thr Ile Lys Glu Leu Arg
50

tct ctg
Ser Leu
65

<210> 20

<211> 66

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Phe Arg Ile Tyr Lys Gly
1 5

Gly His Pro Phe Arg Ala
20

Glu Leu Val Gln Lys Tyr
35

Thr Ile Lys Glu Leu Arg
50

Ser Leu
65

agt
Ser

cgce
Arg
55

val

Tyr

Ser

Arg
55

aat
Asn
40

cte
Leu

Ile

Leu

Asn

40

Leu

tct
Ser

ttc
Phe

Gln

Glu
25

Ser

Phe

110

gct
Ala

tta
Leu

Ala

10

Ser

Ala

Leu

24

ctt
Leu

gtt
val

Ile

Glu

Leu

val

®3s002

ggt
Gly

gat
Asp
60

Gln

val

Gly

Asp
60

e

*
LI R K]

cat
His
45

gat
Asp

Lys

Ala

His

45

Asp

vw

e

gtg
val

tta
Leu

Ser

Ile

30

val

Leu

aac
Asn

gtt
val

Asp
15
Ser

Asn

Val

AL dal 3

tgc
Cys

gat
Asp

Glu

Glu

Cys

Asp

*e »e

sces
e

o bots

144

192

198
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PATENTOVE NAROKY

Nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou  sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
kédujici na leucin bohaty opakovany usek aminokoncového
konzervativni uUseku bohatého na cystein (LRRNT), na leucin
bohaté opakované useky, a na leucin bohaty opakovany usek
karboxykoncového konzervativniho useku bohatého na cystein
(LRRCT) SEKVENCE ID. €. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4, pfi&emZ
polypeptid postrddd jedinecnou doménu 3°od LRRCT useku a

5°0od GPI domény SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4.

Nukleova kyselina podle néroku 1, kde kdéddovany polypeptid
obsahuje 1 az 20 konzervativnich aminokyselinovych

substituci.

Nukleovad kyselina podle néaroku 1, kde kdéddovany polypeptid
obsahuje 1 aZ 20 substituci pfirozené se vyskytujicimi

aminokyselinami.

Nukleovd  kyselina obsahujici nukleotidovou  sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
s alespon 95% aminokyselinovou sekvenéni identitou

s polypeptidem kédovanym sekvenci podle naroku 1.

Nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou  sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
SEKVENCE ID. €. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4 postradajici
signdlni peptid ze SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE ID.
C. 4, pticemZ polypeptid postrddid jedine&nou doménu 3° od

aminokyseliny 348 a 5°od GPI domény ze SEKVENCE ID. C. 2
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11.

12.
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nebo SEKVENCE ID. C. 4.

Nukleovad kyselina podle naroku 5, kde kédovany polypeptid
obsahuje 1 aZ 20 konzervativnich aminokyselinovych

substituci.

Nukleova kyselina podle naroku 5, kde kdédovany polypeptid
obsahuje 1 aZ 20 substituci p#irozené se vyskytujicimi

aminokyselinami.

Nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
s alespon 95% aminokyselinovou sekvencni identitou

s polypeptidem kédovanym sekvenci podle naroku 5.

Nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
1 a? 348 ze SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4,
pridemZ polypeptid postrddd Jjedine¢nou doménu 3° od
aminokyseliny 348 a 5°od GPI domény ze SEKVENCE ID. C. 2
nebo SEKVENCE ID. C. 4.

Nukleové& kyselina podle na&roku 9, kde kédovany polypeptid
obsahuije 1 az 20 konzervativnich aminokyselinovych

substituci.

Nukleovd kyselina podle naroku 9, kde kédovany polypeptid
obsahuje 1 a% 20 substituci pfirozené se vyskytujicimi

aminokyselinami.

Nukleovéd kyselina obsahujici nukleotidovou sekvenci

kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
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18.

19.
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s alespon 95% aminokyselinovou sekvencéni identitou

s polypeptidem kédovanym sekvenci podle naroku 9.

Nukleova kyselina podle néaroku 9, kde kdédovany polypeptid
obsahuje aminokyselinové zbytky 1 aZ 348 ze SEKVENCE ID.
c. 2.

Nukleovd kyselina podle néroku 9, kde kdédovany polypeptid
obsahuje aminokyselinové zbytky 1 aZ 348 ze SEKVENCE ID.

>

C. 4.

Nukleovd kyselina obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
kédujici tusek LRRNT, na leucin bohaté opakované useky

a Usek LRRCT ze SEKVENCE ID. ¢. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4.

Nukleova kyselina podle naroku 15, kde kédovany polypeptid
obsahuje 1 aZ 20 konzervativnich aminokyselinovych

substituci.

Nukleovd kyselina podle ndroku 15, kde kdédovany polypeptid
obsahuje 1 aZ 20 substituci pFirozené& se vyskytujicimi

aminokyselinami.

Nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
s alespon 95% aminokyselinovou sekvenéni identitou

s polypeptidem kédovanym sekvenci podle naroku 15.

Nukleova kyselina podle kteréhokoliv z narokud 1 aZ 18, kde
nukleové kyselina je operativné& spojena s jednim nebo vice

expresnimi kontrolnimi prvky.
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Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv

z ndrokd 1 az 19.

Buiika obsahujici nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv

z narokta 1 az 19.

Bufika obsahujici vektor podle néroku 20.

Zpusob pripravy polypeptidu vyznac¢ujici se tim, Ze
zahrnuje krok, kdy se kultivuje bufika obsahujici nukleovou
kyselinu podle kteréhokoliv z narokl 1 aZ 19 v podminké&ch,

kde je exprimovan protein kédovany nukleovou kyselinou.

Polypeptid pfipraveny zplsobem podle naroku 23.

Polypeptid obsahujici aminokyselinové zbytky kédujici usek
LRRNT, na leucin bohaté opakované useky a usek LRRCT ze
SEKVENCE ID. €. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4., ptEicemz
polypeptid postraddad jedine&nou doménu 3° od aminokyseliny
348 a 5°od GPI domény ze SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE
ip. C. 4.

Polypeptid podle néaroku 25, ktery obsahuje 1 az 20

konzervativnich aminokyselinovych substituci.

Polypeptid podle naroku 25, ktery obsahuje 1 aZ 20

substituci pfirozend se vyskytujicimi aminokyselinami.

Polypeptid podle ndroku 25, ktery obsahuje aminokyselinové
zbytky s alespoii 95% aminokyselinovou sekvenéni identitou

s polypeptidem kédovanym sekvenci podle naroku 25.
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Polypeptid obsahujici aminokyselinové zbytky SEKVENCE ID.
&. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4 poétrédajici signalni peptid
ze SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4, pficemZ
polypeptid postrddd jedine&nou doménu 3° od aminokyseliny
348 a 5°od GPI domény ze SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE
ip. C. 4.

Polypeptid podle néroku 29, ktery obsahuje 1 az 20

konzervativnich aminokyselinovych substituci.

Polypeptid podle néaroku 29, ktery obsahuje 1 az 20

substituci p¥irozen& se vyskytujicimi aminokyselinami.

Polypeptid obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici
polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
s alespon 95% aminokyselinovou sekvencni identitou

s polypeptidem podle néroku 29.

Polypeptid obsahujici aminokyselinové zbytky 1 aZ 348 ze
SEKVENCE ID. ¢&. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4, pficemz
polypeptid postraddid jedine&nou doménu 3° od aminokyseliny
348 a 5°od GPI domény ze SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE

v

ID. C. 4.

Polypeptid podle naroku 33, ktery obsahuje 1 az 20

konzervativnich aminokyselinovych substituci.

Polypeptid podle né&roku 33, ktery obsahuje 1 az 20

substituci ptirozen& se vyskytujicimi aminokyselinami.

Polypeptid obsahujici aminokyselinové zbytky s alespon 95%

aminokyselinovou sekven&ni identitou s polypeptidem podle
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42.

43.

44.

45.

46.
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naroku 33.

Polypeptid podle naroku 33, ktery obsahuje aminokyselinové
zbytky 1 aZ 348 ze SEKVENCE ID. C. 2.

Polypeptid podle naroku 33, ktery obsahuje aminokyselinové

zbytky 1 aZ 348 ze SEKVENCE ID. C. 4.

Polypeptid obsahujici tGsek LRRNT, na leucin bohate
opakované useky a usek LRRCT ze SEKVENCE ID. C. 2 nebo
SEKVENCE ID. C. 4.

Polypeptid podle naroku 39, ktery obsahuje 1 az 20

konzervativnich aminokyselinovych substituci.

Polypeptid podle naroku 39, ktery obsahuje 1 az 20

substituci prirozené& se vyskytujicimi aminokyselinami.
Polypeptid obsahujici aminokyselinové zbytky s alespon 95%
aminokyselinovou sekvenéni identitou s polypeptidem

kédovanym sekvenci podle naroku 39.

Chiméricky polypeptid obsahujici polypeptid podle

kteréhokoliv z narok 24 az 42.

Farmaceuticky pripravek vyznadujici se tim, Ze

obsahuje polypeptid podle kteréhokoliv z naroku 24 aZ 42.

Protiladtka, kterd se vaZe na polypeptid podle kteréhokoliv

z naroku 24 azZ 42.

Transgenni Zivo&ich, s vyjimkou <&lovéka, ktery obsahuje
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49,

50.

51.

52.

53.
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nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv z narokd 1 az 19.

nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
sekvenci uvedenych v seznamu sekvenci Jjako SEKVENCE 1ID.

¢c. 8, 10, 12, 14, 16, 18 nebo 20.

Nukleova kyselina podle né&roku 47, kde kédovany polypeptid
obsahuje 1 a% 20 konzervativnich aminokyselinovych

substituci.

Nukleova kyselina podle naroku 47, kde kédovany polypeptid
obsahuje 1 a% 20 substituci p#irozené& se vyskytujicimi

aminokyselinami.

Nukleovda kyselina obsahujici nukleotidovou  sekvenci
kédujici polypeptid, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
s alespon 95% aminokyselinovou sekvenéni identitou
s polypeptidem kédovanym sekvenci podle naroku 47, piicemz
kédovany polypeptid moduluje Nogo-zprostfedkovanou

inhibici rGstu axonu.

Nukleovd kyselina podle naroku 47, 48, 49 nebo 50, ktera
je operativn& spojena s jednim nebo vice expresnimi

kontrolnimi prvky.

Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv

z narokd 47 aZ 51.

Bufika obsahujici nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv

z narokda 47 az 51.
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Buiika obsahujici vektor podle néaroku 52.

Zplsob pfipravy polypeptidu vyznacéujici se tim, Ze
obsahuje krok, kdy se kultivuji bufiky obsahujici nukleovou
kyselinu podle kteréhokoliv z narokl 47 az 51
v podminkach, kdy je exprimovan protein kédovany nukleovou

kyselinou.

Polypeptid pfipraveny zptusobem podle naroku 55.

Polypeptid obsahujici aminokyselinové zbytky sekvenci
uvedenych v seznamu sekvenci jako SEKVENCE ID. ¢. 8, 10,
12, 14, 16, 18 nebo 20.

Polypeptid podle naroku 57, ktery obsahuje 1 aZz 20

konzervativnich aminokyselinovych substituci.

Polypeptid podle naroku 57, ktery obsahuje 1 az 20

substituci pfirozen& se vyskytujicimi aminokyselinami.

Polypeptid obsahujici aminokyselinové zbytky s alesponn 95%
aminokyselinovou sekvencni identitou s polypeptidem
ké6dovanym sekvenci podle néroku 57, pficemZ kédovany
polypeptid moduluje Nogo-zprostfedkovanou inhibici rustu

axonu.

Chiméricky polypeptid obsahujici polypeptid podle

kteréhokoliv z nérokl 56 az 60.

Farmaceuticky pripravek vyznacujici se tim, Ze

obsahuje polypeptid podle kteréhokoliv z naroku 56 aZ 60.
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Protilatka, kterd se véaZe na polypeptid podle kteréhokoliv

z narokll 56 azZ 60.

Transgenni Zivo&ich, s vyjimkou ¢&lovéka, ktery obsahuje

nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv z naroka 47 aZ 51.

Zpusob identifikace agens, které moduluje expresi Nogo

nebo receptoru Nogo vyznacdujici se tim, zZe

zahrnuje kroky, kdy:

a) pripravi se buiky exprimujici Nogo nebo receptor Nogo,

b) bunky se pfivedou do kontaktu s kandid&tnim agens, a

c) detekuje se zvySeni nebo sniZeni hladiny exprese Nogo
nebo receptoru Nogo v pritomnosti kandidatniho agens ve
srovndni s hladinou exprese Nogo nebo receptoru Nogo

v nepf¥itomnosti kandidatniho agens.

Zpusob identifikace agens, které moduluje

Nogo-zprost¥edkovanou inhibici rastu axonu

vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kroky, kdy:

a) pfipravi se buniky obsahujici protein Nogo nebo receptor
proteinu Nogo,

b) bunky se pfivedou do kontaktu s kandida&tnim agens, a

c) detekuje se zvySeni nebo sniZeni hladiny
Nogo-zprost¥edkované inhibice rustu axonu v pritomnosti
kandidatniho agens ve srovnadni s hladinou inhibice

rastu axonu v nep¥itomnosti kandiddtniho agens.

Zpisob modulace Nogo-zprostfedkované inhibice ristu axonu
vyznacujici se tim, Ze =zahrnuje krok, kdy se
neuron pf¥ivede do kontaktu s Gfinnym mnoZstvim polypeptidu

podle kteréhokoliv z ndrokd 24 aZ 43.



68.

69.

70.

71.

2.

XX XX ]
.
.
XXX

120

Zplisob modulace Nogo-zprostfedkované inhibice rlistu axonu
vyznacujici se tim, Ze =zahrnuje krok, kdy se
neuron pfivede do kontaktu s U¢innym mnozstvim:
a) protilatky, kterd se vaZe na polypeptid obsahujici
sekvenci uvedenou zde jako SEKVENCE ID. C. 2 nebo SEKVENCE

~

ID. C. 4, Db) protildtky podle né&roku 45.

Zpusob identifikace vazebného partnera pro receptor Nogo

proteinu vyznadujici se tim, Ze zahrnuje kroky,

kdy:

a) ptipravi se receptor Nogo proteinu ,

b) receptor Nogo proteinu se privedou do  kontaktu
s kandid&tnim vazebnym partnerem, a

c) detekuje se vazba kandiddtniho vazebného partnera na
receptor Nogo proteinu, pricemz vazebny partner
moduluje Nogo-zprost¥edkovanou inhibici ristu axonu,

kdyZz se navaZe na receptor Nogo.

Zpisob inhibice vazby polypeptidu Nogo na receptor Nogo
vyznacdujici se tim, Ze zahrnuje krok, kdy se
receptor Nogo pfivede do kontaktu s U&innym mnoZstvim

polypeptidu podle kteréhokoliv z né&rokd 24 azZ 43.

Zplisob podle ndroku 70 vyznacujici se tim, Ze

polypeptid je rozpustny receptor Nogo.

Zpisob inhibice vazby polypeptidu Nogo na receptor Nogo
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje krok, kdy se
receptor Nogo pfivede do kontaktu s G&innym mnoZstvim
a) protilatky, kterd se vaZe na polypeptid obsahujici
aminokyselinové zbytky sekvence uvedené jako SEKVENCE ID.
€. 2 nebo SEKVENCE ID. C. 4, nebo b) protilatky podle
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naroku 45.

Zplsob inhibice vazby polypeptidu Nogo na receptor Nogo
vyznacd¢ujici se tim, Ze zahrnuje krok, kdy se
receptor Nogo privede do kontaktu s G&innym mnozZstvim
polypeptidu, ktery obsahuje aminokyselinové zbytky
sekvence uvedené zde jako SEKVENCE ID. C. 8, 10, 12 nebo
18.

ZpUsob 1lécCeni nemoci centrdlniho nervového systému savca
vyznacujici se tim, Ze se podadvd GCinné mnoZstvi
agens, které moduluje Nogo-zprostfedkovanou inhibici rastu

axonu.
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Obr. 4A
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Obr. 5D
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