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(54) Zplsob detekce a méfeni aktivity neurotrofini,
zpisob klonovini genu pro receptor
tyrosinkindsy a rekombinantni molekula
nukleové kyseliny jeji builka, mokroorganismus

a bilkovina

(57) Zplsob detekce a méfeni utinnosti neurotrofinu nebo pro
identifikaci latek, které maji G¢innost, podobnou iginnosti
neurotrfinu. Postup je zaloZen na zjidténi, Ze protoonkogen
trkB je k6dem pro receptor tyrosinkindzy, ktery mbZe slou-

’ %it pro funk&ni vazbu BDNF a NT-3. Diagnostické a 1é€eb-
né metody jsou zaloZeny na interakci mezi BDHF a/nebo
NT-3 a trkB, popfipad® na interakci s dalsimi receptorovy-

mi molekulami.
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l. Oblast tachaixky

Vyadlaz sa cykd zp&sobu datakce a m3rf2ai GSin:
a

aaurstrofiau n2bo idzazifi

iz
G3innosti asurstrofinu. Vyndlez je zaloZan na zji3c2al, Z2
orotodakogen trkE je kx3daam sro racapcer tyrdsiakinazy, xte-
mtZe slouZi: jako funkéni vazai oil<ovina 2ro BONF a NT-3.
. 1. -
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7 <
ynilaz sa rovn3Z tykd diagnostickyca a
oZan7ca na incerakci mezi BDNEF a/nedo N
b4

racaptorovych molakul.

2. Dosavadni stav tachniky

V¢voj a udrzovdni nervovdho systdmu obratlovch zdvisi
na specifickjych bilkovindch, ozaadovanych jako neutrotrofni
{-

N(

faktory a plvodnd definovanych scacpnosti podporovat pie
véni populaci neurond podle Snider a Johasoa, 1989, Aan.
Neurol., 256, 489. Neurotrofni faktory s2 rovndZ Gcastni proli-
ferace a diferanciace neuronl podle Cattaneo a McXay, 1990,
Naturas 347, 762 - 765 a Lindsay a Harmar, 1989, Natures 337,
362 - 364 a mimoto mohou mit je3td dal3i, prozatim zcela ne-
objasnédnou dlohu v nervovém systému i mimo ndj. V pfipadd ne-
urotrofniho faktoru, odvozeného od mozkové tkdné (BDNF) a ne-
urotrofinu-3 (NT-3) bylo v posladni dob& provedeno moleskuldrni
klonovdni a bylo prokidzdno, Za tyto litky jsou strukturn® pri-
buzné prototypu faktord, podporujicich pfezivdni bunadk, faxkto-
ru ristu nervovych bundk NGF, jak bylo popsdno v Leibrock

a dal3i, 1989, 341:149 - 152, Hohn a dalsi, 1990, Nature 344,
339 - 341, Maisoapierre a dalsi, 1990, Sciences 247, 1446 -
1451, Rosenthal a dalsi, 1990, Neuron 4, 767 - 773, Ernfors

a dalsi, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci., USa, 87, 5454 - 5458,



n2s a Reichard:s, 1990, Proc. Na:l. acad. 5ci., U3a, 87,

o

3050 - 3064.Tyto tfi ofiouzné faktory, ozaacovanéd jaxko
arotrofiny" nzmaji 2Zidnou strukturni homologii sz ctvr-

tym azurotcsofnim faktorem, cilidrnin a=urocrofaim faktoram

CNTF, Jax bylo oopsdno v Lia a dalsi, 1539, Scisncs, 246,

1023 - 1325, Scocxli a dal3i, 1989, uwWatur=z 342, 920 - 923.

Pfanos castou racaptoru aebo preandssy signdld v pripa-

&

”

d3 NG7 byl valai podrocad studovdn, prava
i

-

Zaé vzhladem k Zo-
bun3&nd lianis pheochromocytomu PCl2, u niZz dochdzi
reakci na NGF k diferanciaci podls Gresens a Tischler,

, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 73, 2424. Tyto studie

y ke klonovini transmembrinové bilkoviny, oznadované

F oro svou nizxkou afinitu receotoru NGF, tato bilkovina
véie NGF s pomdrad nizkou aktivitou, jak bylo popsano v Chao
a dal3i 1936, Scieace 232, 518 - 521, Rad=xz a dalsi, 1987,
Naturz 325, 593 - 597. Kromd LNGFR je zrejmd zaéotiebi jestd
dal3i bilkovina, oznadovand jako HNGFR pro svou vysokou afi-
nitu k r=ceptoru NGF, tato bilkovina se Glastni tvorby mista

1

31 afinitou pro vazbu NGF a je nutna k zaadjsni pfanosu
a,

U(

s Vy
signél vyvolaného pdsobenim NGF, jak bylo popsdno v
Zimmerman a dal3i, 1978, J. Supramel. Struc., 9, 351 - 361,
Sutter a 'dalsi, 1979, Transmembrane Sigaalling, 'N. Y. Alan
Liss, str. 659 - 667, Bernd a Greene, 1984, J. Bio. Cheam.
259, 15509 - 15516, Hempst=2ad a dalsi, 1989, Science 243,

373 - 375. Tato l4tka, HNGFR, je fosforylovdna na tyrosinu

v ddsladku pdsobeni NGF a zjevaé obsahuje vnitZni tyrosin-
Kindsovou G¢&innost podle M=zakin a Shooter, 1991, Neuron 6,
153 - 163. Mimoto zprostfedkovdvaji kindzy ERX, uvadéné také
jako kxindzy MAP2, které jsou Sasnymi meziprodukty v kaskd-
dach signdlu, aktivovanych tyrosinkindzou fosforylaci tyro-
sinu jako odpovdd na plsobeni NGF. To znamend, Ze stejnd ja-
ko v ptipadd odpovédi na dalsi rdstovd@ faktory miZe byt pre-
nos signdlu NGF zahdjen aktivaci tyrosinkindzy, vdzané na

raceptor.



Studis z posladni dcby prokdzaly, Z2 produk: orot

()

on<>jenu trk, napodobujict raczptor ristovdho faktoru (t5
znamend, Ze jde o traasmeabrdnovsou bilkovinu, obsahujiz?
intracytoolasmatickou oblast tyrosinkindzy), pro an3jz as-

vaznd molakxula, je rycala fosfory-
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byla idancifikovidna 2&4n
oceal NGF na buiky PCl2, jak bylo poosd-
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levan v 2asledku oUs

0o v Kaplan a dalsii, 1, Naturas, 350, 156 - 150, ZXl2in a
dal3i, 1991, Call 65, 189 - 197 a mimoto dochdzi k primé vaz-
53 NGF s pomdrad vysokou afinitou v ofipad3d axprasa v haecaro-
lzgnich buikdch, jak byls rovnd: Popséno va svrchu uvedend
pudlixaci Kl=ina a dal3ich. Toto zjiZt3ni spolu s omezanou
nauronovou distridbuci bilkoviny trk v Zivém organismu napo-

2 trk miZe byt sloZkou HNGFR, zodpov3dnou za zahdje-
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osu signdlu NGF.

Na rozdil x Siroce rozpracovanym studiim racaptord
Pro NGF a prostudovanym cestdm pro pfenos signild byly re-
ceptory a cesty prenosu signdlu v pripadé ostatnich neuro-
trofanich faktcrd jest3 nedostatadad objasn3ny a studis se
zahajuji aZ v posladni dobé. AvSak z34 sa, %o se BDNF vise -
na LNGFR s afinitou, podobnou afinitd NGF podle publikaca
Rodriguez-Tebar a dal$i, 1990, Neurcn 4, 487 - 492. Presto
Ze na nedronech, odpovidajicich na pisobeni BDNF se nechize-~
ji recsptory s nizkou i s vysokou aktivitou, Jje moZno prad-
pokladat podls dosaZenych vysledkd, = BDNF a NGF pisobi na

v -

©dlisné neurcny, pfidemZ u neurond, reagujicich na pdsobeni
NGF nedochdzi k expresi receptord s vysokxou afinitou pro BDNF,
takZe BDNF patrn vyuZivi odlisny receptor s vysokou afinitou
nez NGF podle Rodrigues-Tebar a Barde, 1988, J. Neurosc. 8,

3337 - 3342.

Rada vysledki podporuje pribuznost plsobeni BDNF a NT-3
a soufasnd oba tyto neurotrofiny odliSuje od NGF. NT-3 a BDNF

av3ak nikoliv NGF, jsou faktory, u nichs pri expresi dochdzi




v 2rGb3hu vyvsje k ndoadnédmu recoprodnimu pGsobani, pfilans
X exorasi NI-3 dochdzi ve v3t3i miZe v Casném stadiu a X
pfeviéqé exprasi BDNF docndzi v pozdajsim stadiu vyvoja

ob

lasti moziku podls Maisoasiarzs=2 a dalsi, 1590, Neuron
5 501 - 509. Je zajimavé, z2 profily distribuca pro BDNF a

"I'=3, av3ax nixoliv pro NGF jsou v rdzayca odlascach dospd-
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13no mozku valai pcdcbnéd. V perifara gangliizh maji 3Dur
rs

a NI-3, avsSaxg nikecliv NGF nlavai d&inz2k na gaaglia do

(IJ

Kofz2al a na nodosni ganglia, pfesto, Z2 NT-3 md zZa2jmd pcnd

i¢inak na ganglia sympatizu podls Maisoapierre a

P

i
dalsi, 1990, Sciznce 247, 1446 - 1451. Naproti tomu NGF pfa-

-

GUsobi na ganglia dorsdlaich koZend a na gaaglia sympa-
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Tyto skutacdnosti vedly k ndzoru, Za2 BDNF a NR-3 by v

A}

n3kterych pZipadech mohly plsobit na sta2jné skupiny nauroat
a Ze plsobenim NT-3 na tyto neurony v &asnédm stadiu by moalo
pozddji byt nanrazeno d&inkam BDNF podls Maisonpierrs a dal-

$i, 1990b, Neurscas 5, 501 - 509. Mimoto z3ji3tdni, Ze BDNF a
NT-3 jsou na rozdil od NGF vysoc2 konzarvované rlistové fak-
tory, dokonc2 az dosud nejkonzervovandjs$i popsané faktory
vade k ndzoru, Z2 by oba tyto faktory mohly spoluplsobit s
rizaymi receptory a %2 jejich konzervace byla-nutni prdvs z
toho divodu, aby bylo mozZno udrZet specifidnost jejich piso-

beni na tyto rdzné receptory.

Xlein a dalsi, 1989, EMBO J., 8, 3701 - 3709 popsali
izclaci trkB, xtery je kddem pro novou sloudeninu ze skupiny
liatek, obsahujicich tyrosinkindzu a receptord, velmi pfibuz-
nych lidskému protoonkogenu trk. Na drovni aminokyselin bylo
prokdzdno, Ze trk a trkB maji 57% homologii extraceluldrnich
oblasti, a to véetné 9 z 11 cystainovych zbytkd, pfitomnych
v trk. Tato homologiz je 2zvySena na 83 % v oblasti pro kata-

lytickou tyrosinkindzu. Bylc proxkdzdno, Ze X expresi trkB u
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doso3lych myél dochdzi pE dnostn3 v mozkové tkdai, pfastoie
o}

<dz
Lrioty trikB u 2abryi ve stz2dnia a 20zdnim obdobi gas
ce. 2ri analyz2 nybridizace in situ u mysica eambryi va sciis
14 a 13 dnd bdylo prokdzino, 32 tr anskripty trkB byly lokali-

zovany v centrilaim i perifarnim asrvovsam systéau véatnl noz-
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Ku, aicay, aidnich i mozkovych ganglii, oaravertebril:

t2zcl sympatického narvovéno systdau a také v cbznych dra-
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Pro na2rvové zisobeni, takia je wmoZno, 3o produktain ganu
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Ze byt racaptor, ktery ss Gdastai nauroganes2 a Casné-
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ovéno vyvoje a mimoto mGia2 hrét ilohu také v narvovém
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Xlein a dal3i, 1930, Call 61, 647 - 6556 uvadaji, za
trk3 my3i je xddam pro alespoi dvd skupiny molakul,které

rxB
jsou podobné receptordm a xteré byly oznacany gsl4:t “ a

gogqu.J(B

transmembrdncvé oblasti, av3ak pouze v pfipadd gpl4s

. Tytec molekuly maji patrné identickd mimobun3&ad a
trkB by-
la prokdzdna dlouhd cytoplasmaticki cblast, ktarid zahrnuja
xatalytickou oblast kindzy bilkovin. Transkripty trkB, kta-
ré jsou k&dam pro tuto bilkovinu, bylo mozno prokizat v moz-
kové kidZé a ve vrstvd pyramidov§ch bundk v hippokampu, kdez-

trxB bylo mozno pro-

to transkripty, které jsou kédem pro gp95
kKdzat v ependymové vrstv3, vystylajici mozkové komory a v
plexus chcroideus. Mimoto se v publikaci Middlemas a dalsi,
1991, Mol. C=211. Biol. 11, 143 - 1533 popisuje existence dvou
od sebe odliSnych, na C-zakonleni zkrdcanych receptord se
spolelnou extraceluldrni oblasti a transmembrinovou oblasti
52145572, b3 litxy jsou viak odliZné od gopld4stTE (taro
latka byla aZ dosud jednodu$e oznalovdna jako trxB), pokud

jde o krdtkd cytoplasmatickd zakondeni.




3. Pcdstata vyadlazu

Podstatu vyndlezu tvori zolsol date

nosti asurctrofinu azbo identifikace lice
i Y

kSdem oro tycosinkindzy, k:t2ry miZe

DJ\

funkZai vazad bilkevina pro BDH

c
tyou nlZe mit svou zvld3:tni hodnotu pri ideatifikaci novych
lécex ze skupiny neurotrofinl anespo ldtek s Géinnosti, podcb-
aou d&innosti naurotrofind. V rlzaych osrovadenich js2 moino
souzit matody podle vyndlezu a odgovidajici systémy x datek-
ci a/nsbo kx m3feni vazby neutrofianu na bilkovinu trkB pri
pouziti priméno studia vazby nebo pfi detekci sekxunddrnich

w

Gc¢inkd vazby trkB na neurostrofin.

Podstatu vyndlazu tvori taxké systéay, Xkteré je mozZno
uzit pfi stanovani pradam zndmych l4tzk a taxe k orukazu
novych latzk, kta2ré mohou pusobit na receptor terSlnk zy.
V néktarych pficsadech bude patrnd moZno tento systém vyuzit
k prikazu novych, dosud n=2zndmych racaptorld, které mohcu
zorostfedkovat odpovdd na ji% zndmé faktory. Vyndlez je ale-
soocil z €4sti zaloZen na zji3t2ni, Z= protoonkogea trkB je
kSdem pro recsptor tyrosinkindzy, ktary je schopen najen
zproscfedkovat pfezivdni a diferenciaci neurond, zdvislych

-~

krom& pfezividni a dife-

(613

na BDNF/NT-3, nybrZz je schopen tak
renciace, nikoliv v3ak prolyferace neuronovych bun3k, v nichz
k jeno expresi dochdzi zplsobit také prezivani a prolyferaci
bundk, zdvislych na BDNF/NT-3 v pripad2, Z=2 X jeho stilé ex-

presi dochdzi ve zvlaStnim klonu bunéddné linie fibroblastdg,

ozanacovansd NIH3T3.

Znamend to, 22 axpres2 raceptoru tyrosinkindzy ve fib-

roblastech mizZe umoznit pouziti téchto bunsk pfi zkouskdch



na ofa3ivdni a proliferaci, a to jax v prioad3 zndmyca 1li-
tek, napfiklad neurotrofind, tax 9Zi cbjavovdni novych slou-

v
2 rovndZ mcnou vdzat ana tento recaptor tyrosia-
2

inkindzy, oro adZ ai do-

v -

finy), xterd asmusi za 53Zaych
a

a0u prolifaraci. Jakmilzs doids
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i ystém receptor/vaznd litka je defiaovén,
tak jako tomu je v pfipad3 trkR a BDHF/NI-3, je mozno vyuZic
u s

K
pacifickych pokusnych systémid.

Vyndlaz se ddls tjkd ceié Fady samostatnyca aclakul,
podobaych receptoru tyrosiakindzy vdetnd pdti molekul, k:-a-
ré jsou homologni receptoru trk a ldtkdm ze skupiny iasuli-

novych raceptord a daldich &:yf molakul, ktersd jsou homolog-

A}

al CSFIR/PDGFR, rec, eck (alfa) a eck {(beta). Vyndla2z se rov-

zpusobu identifikace raceptorovyca molekul, oricemz

Vyndlaz je mozno vyuzit kx diagnostickym.i k léc¢ebnyn
Gceldm. Ve zvli3tnich provadenich j= moZao vyuzit nepravidel-
nosti ve funkci trxB nebo exprese této litky ofi diagnose
riznych neurologickjch poruch. V dal3ich provedenicn j2 moZ-
no vyuzit manipulaci interakcs mezi trkB a neurotrofinu pro
léCeni rizaych neurologickjch onemocadni, jako jsou Alzhei-
merova choroba, Parkinsonova choroba a amyotrofickd lateril-

ni sklerosa (Lou Gshrigova nemoc).




BDNFT nauro:=rofai fax:tzr z mozkové tkdnld

53A sérovy alfuaia sxotu

oNTE cilidrni azurotrofni faxktor

L3S disukciaimidylsubarict

HNGFR raceostor s vysoxcu afinitou pro fak:oor
narvovdns ristu

LiIGFR raeceptor s nizkou afinitou pre fagtor
narvovéno ridstu

HGT faktor ristu nerva

NT-3 neurotrofin-3,

PCMX-LIGFR pCMK{-vektor pro expresi raceptoru s
aizkou afinitou pro faktor asrvovéao
rastu

p—-Chi{-crikB pClik-vaktor pro expresi, modifikovany
pro expresi Uplné cDWA pro trxB krysy

oCHX~-trkB(cel) modifikovand forma plMX-trkB, upravend
pro exprasi zkrdcand formy trkB, v niz
caybi vétsina oblasti pro intracytc-
plasmatickou tyrosinkindzu-

pT24-ras olasmid, cbsahujici mutovanou (aktivo-
vaaou) verzi onkogenu ras.

4. Popis vyxkrasi

Obr. l: vdechay tfi neurotrofiny jsou schopny se specificky
zk¥iZ22n& vidzat na LNGFR k& jenhoZ expresi dochdzi v

”,

bunkich COS.



¥

A. Z&dny z asurctrofing aavy<azuje xompatitivai zxk> i~

Z2n0u vazbu aa dullky CCS »o traasfaxci kontrolaim vaxtoran,
p-CiX. Radioaktivnd znadznd vazaid litka, vyuzitd pre kazdou
dvejici draa je oznadsna na vscholu drdny (kxazda radicak:-iv-
né znalaad vazni ldtka nd koncantrasi v rozmezi 0,1 az 2,25

all), "=" znamead a2p%itoancs:t a "+" znam2nd oiitomacss 4s-

-

zanacaad homologni vazad ldcky v koncantraci 500 all. Proka-~
90zorovat v pripadl poulit
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disaktiva? zaaZeadno NGF se m3aily od sckusu k pokusu a na-

()<
[

byly v kompetici s neznalaniym HNGF, jak jiz bylo uvadanoc.

B. Vsechay tZi radicaktivan3® znal2ané nsurotrofiny maji
Rompetcicivni schoonost zkfiéené vazby (za vzniku komplexu s

P

molakulsveu hmotncsti ofibliZad 100 000, jak je mozZno cdeki-

vat poro LNGFR) v buidkdch COS po transfekci pCMi{-LNGFR. Dréahy

Jscu oznaceny st=jad jako v pFipadd A.

C. Zesitdn& litky v bufikdch COS po transfekci pomoci

v

PCHA-LNGFR s2 ponybuji spolednd se zesitdnymi vazaymi l&tka-
mi v buikdch lidsk&ho melanomu A375. Radioaktivnd znadend

vaznd ldtka byla v tomto pfipad3 BDNF, pouZité builky pro ze-
siténi jsou uvedeny na norai &&sti kazdé dvojice drah a ozna-

Ceni "-" a "+" je stejné jako v pfipad3 A.

Obr. 2: Indukce rlstu neuritl a Easné exprase genld v buikdca
PCl2 jako resakce na NGF, av3ak nikoliv na BDNF nebo
NT-3.

A. Bunky PCl2 byly p&stovdny podle doporudeni Greene
a dalsi, 1987, Methods Enzymol. 147, 207 - 216 v pritomnosti
100 ng/al BSA, Nr-3, BDNF nebo NGF, jak je vyznadeno. Byly
uzity rdzaé koacentrace neurotrofind, zndzornd&ny jsou koncen-

trace, které pro NGF patrné znamenaji nasyceni.




p=-

oty £o93 a jun o 2,2 a 2,7 k2 byly idanti-

B. Transxkr )
fixoviay analvzou Neortharn blot celkové bun3éné RHA z bundk
PC1l2, »3stovanych jako sveccau v nsofitomnosci exogenniho ne-
urstzofaiho fastocu, 2ak cyly buiky nodrobsny aa 30 minut

L]

plscibeni 100 ng/al BSA, NR-3, BDHF asbo HGF, jax je uvadaac.

O>r. 3: BD&® a NI-3, aviax nikxoliv NGF s=2 sasecifick;

na trk3 po jehc =uprzsi v bulkdch COS.

radiosaktiva3 zaad2aych nsursccrofia®. Radioaktivad znaland
vaznd litka, uZitd pro kazdou dvojici drah je uvedsna v hor-
ni casti drah, kaZdi z nich byla uZita v konceatraci v roz-
m2zi 0,1 a2 0,25 al. "-" znanend nepifitomnost, "+" znamand
pritomacst neznadend homologni vazaé liatky v koncentraci

500 nM. Zdvorka a av3zdilka oznaluji zesitdnou ldtku, odpovi-
dajici bilkovia3 trxB s mclexkulovou hmotnosti pfiblizné 150 000
az 130 000.

B. Z23it3ni v pripaii radicaktivnd znacésného Ni-3 v
)

nepfitomnosti ("-") nebo v pZfitomnosti ("+") neznalsného

)

N7-3 v koncantraci 500 n, buiiky COS byly uZify po transfex-
ci vektorem pro exprasi zkrdceaé formy trkB, pCMi-trkB(ds=1),
ji3 chybi oblast pro tyrosinkindzu. Z&vorka a hv3zdidka
oznaduji zesit3aou ldtku, xtard odpovidd zkrdcené verzi
trkB, tato mutanta s vypudt3nim Cdsti Fet3zce md molekulo-

vou hmotnost 120 000 aZ 150 000.

Qbr. 4: Z=sit3ni a vazba 125

I-NT-3 na LNGFR je specificky
blokovdna v3ami t¥asmi neurotrofiny, kdeZto zesitéai
a vazba NT-3 na trkB je specificky blokovana pouze

olsobenim BDNF a NT-3.



A. Builky COS byly sodroba ay transfekci plscbeninm
OCHX-LNGIR a zasit3ny radioaktivad znacanyn NT-3 v kon-
centraci 0,1 aZ 0,25 nlM. Neznaleny nsurotrofin, uZity sa-
ni ldtka je uvadsn v 2orni &3sti kazds troji-

v
cea dran, pfa2d drahou je uvadana acantrace v nil.

B. Buliky CCS byly pod drorany tr

L}J

1
zesitiny olsobenim radioak:tiva® znalan

ol a
c2 vazné ldtky a ozaa&zni drah bdylo st2jnd jako v ofio

C. Buiky COS byly pocdrobeny transfekci ofi pou?iti
SCHX-LNGFR pIZi vazaych pokusach s radiocaktiva3 zna&eadm No-
v kKoncentraci v rozmezi 0,1 aZ 0,25 nﬁ, graficky Jje zndzor-
ndna kompatica p#i pouziti rlzajych konceatraci neznadandao
NT-3, BDNF a NGF.

D. Buniky COS byly podrobesny traansfexci pusobanim
PCMX-trkB pIi vazaych pokusech s radicaktivn3 zna&=aym
NT-3 v konceatraci v rozmezi 0,1 aZ 0,25 nM, graficky ja
zndzoradna koapetice pfi poufiti rdzaych koncentraci ne-
znacaného NT-3, BDUF a NGF. uvedend ddaje znamenaji primé&r
ze dvou zkouSek a uvdd2ji procento vdzanéd ldtky v impulsech

za minutu.

Obr. 5: Difersnciacs bundkx PC-12 po transfakci PCMX-trkB

v pfitomnosti BDNF a N7T-3.

A. Buiiky PCl2 po pfechodné transfekci kontrelnim plas-
midem pT24-ras a po zpracovdni plsobenim 100 ng/ml BSA, sta-
noven je pocet bundk po pfechodné transfekci v kaZdém pokusu

(podrobnosti budou ddle uvedeny).

B, C, D a E. Builky PCl2 byly podrobeny gfachodné
transfakci pCMX-trk3 a pak podrobeny plsobani 100 ng/ml NGF




sbr. 5B), BSA (2bz. 52), NT-3 (obr. 5D) asbc BDUF (obr. SE).
v

zdvorkdca na spodal straal kaZddac obrdziu oznaéuji

-

polat bun3x PCl2, u nichz doslo diferenciazi, t2 znanmend

u <
bundk, jejicaZ nsurity Jsou alesg i dvaxrit 42131 neZ j2 3~
o

n3x PCl2 »c transfex oM
d3lenych pokusach. Po cteviani pdrl plscbeain elektrickand
proudu byly bullky pfimc naneseny na plotny z plastickd hmety

bez povlaku tak, aby bylo mozZao vyloucCit jakykzliv rust asuri-

jo31N
[
w

£d tak, jak bude &: ponsanc.

uiky lidsk3ho neuroblastomu SH-3YS5Y rzagujl na NGT

B
a BDNT, av3ak nikoliv na NT-3 a nedochdzi u nicah Xk
a

)
3

o

o
o
3]
18]

A. Transkripty fos byly identifikovday analjyzou H
blot v c2a2lkxové bundénd RNA, oiipravend z bunék DH-SYSY, p3s-
tovanych b=z jakdhokoliv pridansho faktoru a »ak dyly podro-
beny na 30 minut otsobeni 100 ng/ml BSA, KGF, NT-2 nebo BDNF

podla cznaéani.

B. TransXripty trikB jsou identifikovdny analyzou Northern
blot pfi pouZiti 10 mikrogram® celkové@ bundcné RNA z mozadku
dospdlych krys (oznacano CB), avaak neni mozZno je prokazat
v 10 mikrogramech celkové bun3éné RNA z bundk SH-SY5Y. Uolnd
kddovd oblast trkB byla uZita jakc sonda, kterou j2 moZno iden-
tifikovat vét3i podat transkriptd trkB podls Klein a dalsi,
1939, EMBO J. 8, 3701 - 3709. Drdha pro mozeé2k se jevi jako
ndtd3r vzhlaedem k pfili3 velk3 expozici ve snazs prokdzat trans-

kripty v bunkdch SH-SYS5Y.



© 2rovad=ads caamické zesit3al radisak:tival zaa-

[’}

Al CC3 po traasfakci veaktcram oro 2upra=-
1

t

4 a 3 bunitami NIH3T3

"=" znamenaji na2pfitomacss a "+"

v koncentraci 500 nM. Zesitiny L r

zdvorkami a jejich vzaled je velami podcbny
i a 19

t3nych materidld podla Squi

(/J

B. Analyza Northern blot express LNGFR v buikdca NIH3IT
4 nichZ dochdzi k sxprasi trsB, v plvodnich bufixdca NIH2 T3,

v buikdch PCl2 a v builkdch SH-SYSY. 105 aikrogramld calkovd RiA,
pfipravené z ka2dd z uvadeaych bun3énych liaii bylo frakcio=-

novano na formaldehydovidm gelu s v¢jimkou driny, kteri je ozaa-

N

¢zna (PCl2), v ni% bylo 0,5 mik”ogram& bunicéad RNA buan3x PCl
z¥addno 10 mixrogramy RNA bundx NIH3T3. Pax byly buiky pfana- .
Sseny na nylonovou membrdnu a hyb:idizovény pZi oouziti radio-
aktivné znadenych sond pro LNGFR (nanca) nebo Pro trkB

(dole). '

Obr. 8 zadzorifuje schema transfekxce a selekca, kta

byly uZity k ziskdni a ke zkouSkdm s bufikami NIH3T3, u nichs .
dochdzi k expresi trkB. Buiky NIH2T3 byly podrobeny transfex-

ci pri pouZiti 5 mikrogramd oLTR-trkB, 1 mikrogramu pLTR-Hyg .
@ 20 mikrogrami lidsk& DNA jako noside, jakx je popsédno v pfi-
kladové C&sti. Stejnd podily bundk po transfekci byly nanesa-

ny na plotny s urlitym prostfedim, cbsahujici uvedsnd fakto-

ry v konceatraci 5 nM n2bo byly builky podrobeny selekci pFi
pouziti prostfadi, obsahujiciho 10 % telacins séra a hygro-
mycin. Bunky, odolné proti hygromycinu pak byly naneseny na




"IONFLY vyitvorfanl sosjizé vrs:ivy bunex

Cbr. 9: 2*e2{viai buadx NIH3IT3 a t3a2% tysu bunik, u aldhsz
dochdzi 3 expresi trk3 na grostfééicn, Zopla3aych
DFGT nabo asurotrofiay.

A. PGvodai bunky (horai fada) nebd bunky HWIH3T3, u
nica? dochizi & expresi trikB (spodai fada), byly pdstoviny

aZ do vytvoPfani 20% spojitd vrstvy a ocak udriovédny aa dafi-

Y

i
novanych zivnjych prostfadich bez uvadaaycn faktord nedo v

c
jejich pfitomnosti v koacentraci 5 ail celkam 5 dna.

1

B. Buiky NIH3T3, u nicaZ dochdzi k sxprasi trk3 byly

o -

udrzovany »fi tlzayca koncesatracich BDNF , NI-2 nabo bIGF.

"~ znamand tém3¥ Golné uaynuti bundk, podobné jak k ndmu

dochdzi u plvodnich bundk NIH3T3 v azpZfitomnosti faktorl na

obr. SA, "+++" ocznaduje pizivédni spojité vestvy bundk, od-

povidajidi bufikdm NIH3T3 v pfitomaosti 5 ail bFGF na sbr. 92
2

a "+" nebc "++" znamenaji stfedni stupad preziviani.

Obr. 10: P¥ijem thymidiau a proliferace pfi zkouskdch s

1

fibroblasty, u nichZ dochdzi k expresi trkB, jde
o zavislost, podobnou zdvislosti na davce neurotro-

find u primdrnich neuront.

v o,

A. Byla provedena zkouska na prijem thymidiau u fib-

»

roblastd NIH3T3 v zdvislosti na vyznadenych koncantracich
bFGF, NGF, BDNF a NT-3. Pr

~

ijem thymidinu je vyjddfen v im-



r—

pulsech za ainutu v buiikich, odabranych z jednohc vyalou-
beni plotay obsahujici 24 vyaloubeni. Jdajz ¢ cayd3 nejsou
vyznalany pEi pouZiti koaceatrazs 5 ol ka3sd vazad létxy
vzaladam k tomnu, 22 ty=o zkoﬁiky nadyly uskutslalay ve dvo-

jim provadani.

B. Pfijem tayaidiau u fibroblas=d HIN3T2, u ais

ol o)
chézi k a2xpresi tri3 v o itomnosti uvadaenyca kocacentraci p7G7T,

NGF, BDUF a NT-3.

Li¢

C. Byla sleadovdna proliferace buadk NIH2Y3, u nich

<

a rGzajch koncantracich

3

ubani bylo uloZeas 5000
v

2 vyhloub=aai.

<

(o}

’J
[}

D. Bylo sledovdno pf2Zivdni primirnich nauroal
sociované kultufe v zdvislosti na rdzajch koncentracich BDNF
zpGsobam podle publikace Lindsay a Rohrer, 1985, Dav. Biol.,
112 : 30 - 48. Neuroay byly izolovany z ganglia dorsilnica

korenl kufscich embryf va stid?*7 ¢ dad.

Cbr. 1l: Rychld indukce fosforylaca tyrosinu u fibroblastl,
) .

u nichzZz decchizi

NT—3 .

P

expresi trkB v pfitomnosti BDNT a

-
A. Fosforylace tyrosinu v bilkovin3 o mclekulové hmot- .
nosti 145 000, kterd je patrnd trkB a je oznadeana Sipkou, je
rychle vyvoldna u bun&k NIH3T3, u nichZ dochdzi k exprasi .
rKB po stimulaci pdsobenim BDNF nebo NT-3. Byla provedsna
imunoprecipitace rozrudsnych celjych buadk NIH3T3, u nichas
dochdzi k exprssi trkB a které byly vystaveny pusobenim uve-
denych faktord po dobu 5 minut. Imunoprecipitace byla usku-
tenéna pfi pouZiti antifosfotyrosinové monoklondlni Droti-

latxy, konjugované na agarosové kulic¢ky po frakcionaci elax-




rofordsou za akrylamidoviam g2lu s ndsledayn 2r
2 ol

imunoblotevs zkcousky s pouzZitim aonckl

spacifické poro fosfotyrosin.

)
)

S Mo
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B. Fosforylaca tyrosinu v bilkovia
J

amotnosti 41 000, x:terd j2 patrnd ZRX2, j= aczasc rycala
vyvolat pdsobanim ©fGT na »lvodni dudky NIH3T3 a »dsobaain
oFGF, NT-3 a BDNIF na budky NIH3T3, u nichZ docadzi k 2u1pre
si trxB3. Lyzdty celfch buni3k, a to plvodaich bun3k i bundz

nicn® &ochdzi k exprassi trkB, byly vyscaveay 2u-
™ -

()

- o - Y . = Y = e L
denych fak:toru po dobu 5 minui, pak fraxcloaovaay

u
uv:

rofordzou na polyakrylamidovém gelu a podrodsany imuns-
zxoudce pZfi pouZiti monoklondlni protildtky, spgeci-
o

3
cké& proti fosfotyrosinu.

A. Jsou uvedany PCR-primary, uzité k amplifikaci fa-

t3zcd, homelogni se zndmymi molekulami tyrosinkinazy.

B. J2 zndzorndan ratdzec aminokyselin pro ncovcou klono-
vancu tyrosinkindzu.

C. R2t3zec nukleovych kys2lin a aminokyselin pro klo-
ny tyrosinkindzy Rtk-1l, R:tk-$5, Rtk-7, Rtk-3 a Rtk-9, uvada-
ny jsou také@ zdroje cDNA a primery, uzité v PCR-rezakci a
srovndni s homolognimi molexulami.

D. Srovandni retdzcs Rtk-1 z cDMA krysy s Ietlzcem pro
t-kA a trk3.

E. Oblasti homologis tyrosinkindzy, tak jak byly iden-
tifikovany v publikaci Hanks a dalsi, 1988, Scieace 241,
42 - 52,



B. Ra2t3zce nuklaovych Lyselin a aainciysalin pro

Rtk-2, Rzk-3, Rtk-4 a R=x-5.

C. Srovndni odvozaayea Fetdzol aminokyselin 2ro Rik-2,
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Rtx-3, Rtk-4 a

D. Srovndnl odvozendho ¥stdzce aminokysalia oro Rtk-2
ce2oLoran

]

s lidskya trk, xrysim trkB, r oro rdstovy fakter,

t

priduznym receptoru insuliau a receptoram pro iasulin.

(¢

Obr. 14: Je zndzorndn nuklaotidovy Facdzac a odvozeny Ze:id-

zec aminokysalin pro Rik-2.

Obr. 15: Je zndzornidn nukxlsotidovy Fatdzez a Fet3zes amino-

kyselin pnro Rtk-3.

Obr. 16: Jscu srovandny Fatdzcs Rtx=-3 s fetdzci pro Rtk-2,
trk; trkB, receptor pro rlstovy faktor, pFibuzny ra-
ceptoru pro insulia (IGF-R) a raceotor pro -insulin
(INS~-R).

Obr. 17: Graficky je zndzorndn (&inex neurotrofind NGF, BDWF
a N7-3 na rlst neuritd v gangliich dorsilnich kofent .
embrya krysy ve stdfi 14 dal. Koncentrace neurotrofint
82 pohybovaly v rozmezi 0,05 pg/al a3 50 ng/ml, doba

péstovdni byla 24 hodin.

Obr. 18: Embryondlni DRC byly pdstovdny 24 hodin v pfitomnos-
ti 50 ng/ml NGF a pak byla sledovdna koncentrace mRNA




Pro v3t3{i jasasst je podrobny popis vyndlazu rozdllen
d5 ndsladujicich cdstavci:
i) systémy a metody k provdda3ni ziiou3ek,
ii) pokusné modelové systémy,

iii) diagnostické metody,

iv) 1éc¢2bné metody,
v) systémy oro zkoumdni a prikaz ldcek, pusobicich na
recaptor tyrosinkindzy a nové receptory tyrosinkindzy.

5.1. Systémy a matody k provddiEai zkoudak
. 5.1.1 Metcdy
- Vyndlez s2 tykd systémd a metod, které mohou byt po-

uZity k datzkci a/nebo m3feni dG&innosti neurotrofind nebo

k identifikaci ldtek s podobaou Ucianosti. Pod pojmem
"i&innost neurotrofind" sa rozumi G&innost BDNF nebo NT-3
nabo dal3ich, aZ daésud neidentifikovanycn neurotrofnich
faktord nebo i jinjca, nenzurotrofanich faktord vcetné pepti-

P

dd a napeptidovych molekul, Xteré jsou schopné s2 vazat na



triB. L&tky, kterd maji neurotrofinovou d&ianost zaarnuii,
avsak n23jsou omaz2ny na aeurotrofni a nea2urotrofai factory
vCztad op=piidovych a nepeptidovych molakul, kterd nmaji bio-
G&innost, podobaou BDNY a/asho HT-3, pokud jd2 o
¢ Ovlivndai bua3&ayca typl, vyvolaagca
inky BDIF a NT-3, byly papsinv
a9/

in-

k";

&Skich &. PCT/USS0/04915 a 227

»

d(

1
lezu bucdou n2urostrofiny i lé:ky s

a2l spoladnl czaadoviay jako zkoumand litiy.

Vyndlaz navrhuje zplsob dztskce asbo mdf2ni asurstro-
finové Glinnosti, ktary spodivd v tom, 32 s=

ii) m3rfi se nabo sa prokazuje spacificki vazba zkoumané

»

Ky na trkB, pricemZ soecifickd vazba na trkB je
s neurotrofni G&ianos:ti.

<

(13

Buiika, u niZ dochdzi k expresi trkE miZe byt bud buil-
ka, u niz x této expresi dochdzi prirozen3 nsbo buika, zis-
kand genetickym inZenyrstvim tak, aby u ni k této exorasi
dochdzelo. Je nap®iklad mozZno zavéstc 4o buitky fetézec nukle-
ové kyseliny, ktery je k3dovym Fetdzcem pro trkB a byl zis-
kdn naofiklad zousobem podle odstavce 6.1.2, a to.transfekci,
transdukci, mikroinjekci, otavienim p3rd pomoci elektrickidho
proudu, pfes transgenniho Zivodicha a podobnd p¥i pouziti ja-
kénokoliv zndmého postupu. Transfeskce bundk COS a bundk PCl2
bude naptiklad popsdna v odstavci 6, popis pouZitého systému

je popsdn v odstavci 5.1.2.

Specifickou vazbu zkcumané ldtky na trkB je mozno m3-

it celou Fadou postupl. Napfiklad vazbu zkoumané litky na

o

uaxky, u nichZ dochdzi k expresi trkB je moZino prokdzat nebo




m3Zit tak, Ze s2 oroxazuje naebe masi:

i) zioumand ldtka, vizaad aa povrca naporudanych dundk,

ii) zkoumand ldtka, vdzani zxkfiZenocu vazbou na bilxcvinu
triB v mataridlu z rozrudenych sund3k n=bod

iii) =zxoumani ldtka, vizanid aa trk3 ia vizro.

Spacificizd iatzrakcs mezi zkoumaaou ldtkou a trk3 aldiZz byt
vyhaodnocana ofi pouziti reakénicn &ianidel, ktard orokazujl
soacifické vlastnesti £éto iatarakce. Bylo napriklad pro-
x&zdno zpuisobsn podle vyadlezu (odstavac §), 22 BDNF a NT-3
scu schopnd sa vdza:t na trk3, av3akx NGF neni schopaé se vi-
. To znamand, Ze specifickd vazba zkxoumané latky na trk3

miZe byt komp=titivnd inhibovdna olGsobaaim BDUF nebo NT-3,

ixoli ascbenim NGF.

v

&le bude uvadan specificky pfiklad zpusobu podls vy-

Li¢

nélezu, Ktery vSak nemd slouZit k omezani vyndlazu. Uvazuje

”

se pfipad, v niZ je zapotZfebi m3fit ve vzorku mrozstvi ansuro-

<

trofinu, napfiklad BDNF. V tomto pfinadé je mozno vystavit
buikdm rdznd feddni vzorku ss zkoumanou ldtkou, mimoto s=
uzije neggtivni kontrola NC bez obsanhu dcinnosti tyou BDNF
a positivni kontrola PC, ktard obsahujs znimé mno¥stvi BDiiF,
uziji se bunky, u nichZ dochdzi k expresi trkB v pfitomnosti
zjistitzlnd znadenéno BDNF, v tomto pfipadd BDNF, znaceného
radiocaktivaim jodem. MnozZstvi BDNF va zxkoumandm vzorku je

hd ” - rd - Pl 125 )4 2 -
mozno prokdzat tak, zZ2 s2 stanovi mnozstvi I-znacenéno

[0

BDNF, kxterd se vdZe na jednotlivé kontroly v kazZzdém redidni
s

a pak se srovndvi se standardni kfivkou hodnota pro zkoumany
vzorek. Cim vice BDNF se nachdézi ve vzorku, tim men$i mnoZ-
stvi 125I—BDNF se bude vdzat na trkB. MnoZstvi vdzaného zna-
¢endhe BDNF je moZno prokdzat m3fenim radioaktivity v buice
nebo vazbou BDNF na bilkoviay bund&ného povrchu pfi pouziti

DSS podls publikace Meakin a Shooter, 1991, Neuron 6, 153



az 163 s ndsladnou deteks{ mno¥stvi znacané bilkoviny v bHu-
néénycﬁ extrakctaca napfiklad pfi pouZitf elektroforézy na
S5D5-oolyakrylamidovém gelu, &imz O prokdzat znadesasd

J
ciikoviay s velikosti molaxuly, odpevi:

]

Q& trkB. Specifickd interakcz zxkoumansd
d

fun

l2 zxoumdna tak, 22 s= k2 vzorku pfidéd neznadany NGT v rlz-

Y
.

On

A zZad3ni. Tato litka by nam3la mi: Zddny podsta:iay vliv

‘

na xomoetici m=2zi znaleaym BDNF a zkoumanou litkou 2fi vaz-

-

b3 na trk. J2 tak3 =o3a0 poulit litku, o niZ je zndmo, Zao j

(D

schopna prferusit vazbu naurotrofin/trkB, napfiklad nsznalany
NT-3 nebc protildtku proti trxB, &im? je mozZno dosdnnout kom-

125 . .. . ,
peticae mazi I-BDNF a zkoumanou ldbtkou pri vazbd na trk3.

Zjistitelnd zaadeny neurotrofin zanrnuje napriklad na-
urotrofina, vdzany kovalentn3 nabo nekovalesntad na radioak=iv-
ni ldtxu, fluorescendni litku, ldtxu s enzymatickym Géinxen,

latku, ktard mlZe byt substritem pro urdity enzym (pridamz

se ddvd prednost esnzymlm a substritm, u nichs j2 mozZno ord-
£2h reakca prokdzat kolorimetricky) nebo ldcku, ktarou je

moZno rozpoznat molzakulou protildtky, s vyhodou zjistitalnd
nacanou molaxulou protildtky.

Soecifickou vazbu zkoumand licky na trkB je mozno pro-
kdzat také tak, Ze se vyhodnoti sekundirai biologické d&inky
vazby neurotrofinu na trkB, jd= napfiklad o indukci rdstu
nervovycn ldtek, &asnou expresi genu nebo fosforylaci trkB,
tak jak je zndzornéna na obr. ll. Napfiklad schopnost zkou-
mané latky vyvolat rdst nervovych vldkan je mozno zkoumat na
buiikdch, které neobsahuji trkB a na srovnatelnych budkdch, u
nichz k expresi trkB dochdzi. Rést nervovych ldtek v buikdch,
u nichZ dochdzi k expresi trkB, av3ak nikoliv ve srovnatealnych
buikich, kterym trkB chybi, miZe ukazovat na specifickou in-
terakci mezi zkoumanou liatkou a trkB. Podobnou analyzu je

-

moZno provést tak, e se stanovi &asnd tvorba genu (napri-




xlad fcs a jun) v duilkdch trkB-minus a trxk3-plus nabe tak,

c
32 s2 prokazuja fosforylace trkB pfi pouz

izi standardaich
zkxoud2k na fosforylaci, jak s=2 obacad provid£ji. Analyzy to-
noto tysu mshsu byt vhodad pro ideatifikaci ageonisctd asbo
antagonistd asurotrofinu, kz2ry se aevdiz comp2titivad na

tr<s3.

xlad byt 2Zddouci staaovit, zda urcity zkouma-

S
je BDNF. U bundk PCl2, dobZes charaxkterizova-

deno v odstavci 6 a jak je zndzora2no na obr. 2A. Aviak u

v

bundk PCl2 po transfakci trkB dochdzi k vyrlstdni rnarvovych

Q
ra
vldkan po oisobeni BDNF, jak bude rovndz didle popsdno v od-

stavci 5 a jak je zndzornédac na obr. 5. J=2 ta2dy moZao normil-
ni bufdky PCl2 (trkB-minus) a bulky PCl2 po transfekci trkB
(crxB-plus) vystavit plsobeni vzorku (zkoumané latky) a pak
je moZno hodnoti: mikroskopicky, zda vyristaji nebc navyris-
taji nervovd vldkna. V dalSim moZném provadani je mczao mé-
fit mnoZstvi BDNF ve zkoumandm vzorku tak, Zz se stanovi
mnoZstvi vyrGstajicich nsrvovych ldtek nebo mira indukce ge-
nu v &asném stddiu a ziskaané hodnoty s= srovndvaji se stan -
dardni kFivkou zdvislosti G&inku na ddvce urditého nsurotro-~

finu, v tomto pripad® BDNF.

Vyndlaz se tykd také zpdsobu identifikace slouceniny
s G&ianosti neurotrofinu, postup spocivd v tom, Ze se
i) buika, u n
zkoumané latky, nacez se
ii) prokdZe specifickd vazba zkoumané latky na trkB.
V tomto pfipad® je specifickid vazba na trkB v positivni ko-

relaci s G&innosti, podobnou G&innosti neurotrofinu. Speci-

fickou vazbu je mozZno prokdzat bud pfimym stanovenim vazby



A22c szkunddrnimi biologickymi Gc¢inky, k nimZ dochdzi v

dlsladku této vazby, jak jiz bylo svzchu uvadsac. Tants

pcstus mlZe byt zvld3td vhoday oro idan:ifikaci acvych li-

£2X z2 sXupiny n=surotrofial aebec ve farmacsuticxkém orimys-

lu X2 sledovdni velkdho mnoZstvi P2ptidevych a aepeptide-

vyca litex, napfiklad peptidominetik, na G&inaost, podoi-

nou G¢&ianosti nesurstrofial. Ve vyhodnén spnecifickém orove-

deal zplsobu podla vyadlezu je moZao oFisravit velkd mnci- )
stvi oloten s vyhlcubsnimi, kterd v jadnotlivycn raddch

stfidav3 obsahuji bufiky PCl2 nebo fibroblasty, které jsou

bud trkB-miaus nabeo pc genetickdm zpracovaani trkB-plus. Pak
je moZno pFiddvat Fadu zkoumanych latex tak, Z= v kaZdém
sloupci glotny aebo va stanovend &4sti tohoto sloupce bude
obsaZena odli3nd zkoumand litka. Pak se v kasdam vyhloubeni
stanovi pfitomnost nebo nepfitomnost vyrdstajicich nervovych
latek. Timto zplsobem je moZno prozkoumat veliky po&at nezni-

mycn ldtek na naurotrofinovou G&innost.

V dalsim provedeni se vyndlez tykd také zplsobu detek-
Cce nabo méreni naurocrofinové Gdinnosti nebo zpdsobu identi-
fikace slouceniny jako ldtky s neurctrofinovym G&inkem, ten-

to postup spocivd v tom, Ze se

i) zkoumand ldtka vystavi plsobeni bilkoviay trk3 ia vitro

za podminzk, pfi nichZ mbZe dojit k vazbd a pak se

ii) prokazuje vazba zkoumané ldtky na bilkovinu trkB,

pricemz vazba zkoumané l4itky na trkB je v primé korelaci s
naurotrofinovym G¢inkem nsbo Gdinkem, podobaym G&inku nauro- .
trofinu. PF¥i provddéni téchto postupld miZe, avSak nemusi, byt
pouzito v podstat? &isté bilkoviny trkB, mimoto miZe byt uve-

dend bilkovina vdzdna na pevn§ nosié, naptfiklad na sloupec

pro afinitni chromatografii nebo ve formd zkousky ELISA, ne-

v

bo mlZe byt bilkovina uloZena na uméle vytvofenou membrinu.

Vazba zkoumané latky na bilkovianu trkB miZe byt vyhodnocena
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jakyakoliv bdZnym zplsobam. Va2 vihodném orovedani miZz b

(&)
o

vazba zxoumand litky vyhodnocena aspe zamldfana vyaodnocan
scioonosti kompetica se zjistitelad zaadaaymi zadmymi ldc-

P

kami, scaoonyai se vdzac aa trik3B.

Vyadlez se rovaZi tykd zouUsobu detakca scho2nosti
zzouwaan?d slculaniny plsocbiiz jaxo antagonisca Gciaxu naurc-
trofiau, postup spolivd v tom, 22 s2 prokazuje sSChopiadst
sloudzniny zpGsobit ianibici vlivu vazky ne2urotrosfinu na
trkB v buices, u aiZ dochizi k expresi trkB. Antagonista to-
Qoto typu mdZ2, avsak namusi brdnit vazb& trxB na neurotro-
fin. O&inky vazby aneurotrofinu na trkB jsou obvykxle biolc-
gickd nebo biochemické, jde napfiklad o vyvoldani rlstu nar-
vovych vliken, podporu pfeZivdni bundk nebc jejish prolifs-
race, vyvolani transforma bunék, vyvoldni tvorby genu v
Casadm stddiu nebo vyvoldni fosforylace trkB. Je napfixlad
mozno postuoovat tak, 22 s bunky PCl2, fibroblasty nebo ji-
né builky po transfekci trk3 vystavi Udinku G&inné&ho mnoZstvi
EDNF nebo §&inaého mnozstvi BDNF spolu s2 zkoumanou latkeu,
jejiZ antagonisticky G&inek na BDNF by m&l byt prokdzdn. Pak
se srovndvd vyrlUstdni nervovych vldkan u téchto dvou skupin
bundk a vyrlstdni vldken u bundk, které nebyly podrobeny
stransfekci, av3ak byly vystaveny pUsobani BDNF nebo BDHF a
zkoumané litky, n2bo NGF nebo NGF a zkoumané latxy. V pripa-
dé, Ze antagonizujici latka plsobi specifickou inhibici BDNF,
m3lo by k inhibici vyrGstdani nervovych latax dojit pouze v
builkdch trkB-plus po plsobeni BDNF spolu s2 zkoumaaou l&tkou
ve srovndni s buikami trkB-plus, vystavanymi pouze pusobeni
BDHF a m3lo by dojit jen k maléd nebo by nemdlo dojit k Zad-
né inhibici rdstu nervovych ldtek v bunkdch trxB-minus po
pdsobani NGF a zkoumané latky ve srovndni s bufikami trkB-mi-
nus, napriklad s budkami PCl2 po plsobeni samotného neurotro-
finu UNGF.



5.1.2 Sys:témy

Vvadlaz s2 rovadz tykd systdad, ktard j2 mozao oc-
uzit k provad3ani svrchu Poosaanycn postupd. Tysd systdmy
mcnzu soclivat v av3 triZ in vi:iro napfiklad va for-
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bilkoviny trik3.

Buiky, u nichZ dochizi k exprasi bilkoviay :trkB ma-
ji tuto svou fuaxci pZirozead nabo ji mohou zisxat po G-
pravé genstickym inZenyrstvim taxk, aby produ<ovaly trkB
orixlad po transfekci, transdukci, otaviani pdrt pomoci
Xtrickénc proudu, mikroinjekci, vyuZitim traasganniao
Zivodicha a podobn3 Pl pouZiti kddové nukleové Aysellny
Pro trkB, ulozené do vhodndho vaktoru prc axorasi.
Je mozZno uzit jakykoliv v oboru zndmy postup pro

eni fragméntu DNA do vektoru a tak uskutednit konstruk-

[
. r-«
< N<

c 2RToru pro expresi s k&dovym Zat3zcam pro trkB. Vaktor
miZs obsahovat chimdrai gen, obsahujici také prisludné ri-
dici signdly pro transkripci a translaci a mimoto kddovy
2t3z2c oro uvedanou bilkovinu. Postupy mohou spoclivat v

mbinaci DHA in vitro a v genetickych rekombinadénich po-

»

bo¥
tupech ia vivo. Expresi Fet3zce nuklzové kyseliay, ktary
je kddovym Zat3zcem pro bilkovinu trikB asbo jeji peptidovy
fragment je moZno ?idit pomoci druhdho Fetdzca nuklsovi ky-
seliny tak, aby v rekombinantni molskule DNA byla obsaZena
ianformace, umcziujici expresi bilkoviny trkB nebo jejiho
peptidového fragmentu v transformovaném hostiteli. Expresi
trkB je mczZno fidit napfiklad jakymkoliv zndmym prvkam, ja-
ko je promotor nebo zesilovad transkripce. Promotory, ktaré
je moZno vyuzZit kx fizeni exprese trkB zahrnuji napriklad
dlouné opakované koncové Fatdzce, popsand v publikaci
Squinto a dalsi, 1991, call, 65, 1 - 20, oblast promotoru




§v40 podls Baraois: a Chaaboa, 1941, Naturz 290, 304 - 31
P

ronotcr CHV, teraiailai opakovani I-MulV > promotoru, ¢
sazendho v 3 -dlounl taraiandlai r=o2:zici
mu podls Yamano=o a dalsi, 1930, Cz21l 22,
oro thaymidianxiadzu va viru oparu podl
Proc.Natl. Acad. Sci., U3A, 73, 144 - 143, I

i
m2tallothionzinovéino genu sodle Brinstar a da

r

u
1

-Xaqmacoff a dal3i, 1578, Proc. Natl. Acad. Sci., US

o]
w

296, 3% - 42, oproxaryoctickd vexktory 9ro axaresi

pe
V]
&5

i
oromotor pro %I704x12xbxI7C4=l0x-laktandzu podls Villa-
A

3727 - 2731, a2bo tac-promotor podla DeBoar a dal3i, 1

Proz.Natl. Acad. Sci., U3A, 80, 21 - 25, a také "U u

teins from racoambinaat bactaria", Scieatific Amarican, 1220,
i

242, 74 - 24, d4l2 je mczZno uzit promctory z Xvasi:

s

o)
klad promotor Gal 4, promotor ADH pro alxke-

1<
[l

jiayca huz, nasf
hcldehydrogandzu, promctor PGX prc fosfoglycarolikindzu, 2ro-
motor pro alkalickou fosfatdézu a také dal3i fidici oblasti
pro transkripci u rdzaych Zivolichl, xteré jsou specificks
oro urditd tkdn2 a byly jiZz uZity u traasgenaich Zivolical,
jsou £o napifiklad #idici oblast genu pro e=lastdzu I, Xterd
je G&innd u acindrnich bundk slinivky bfisni podle Swift a
dalsi, 1934, Cell 38, 639 - 645, Ornitz a dalsi, 198s, Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50, 399 - 409, MacDonald,
1937, Hepatology 7, 425 - 515, ridici oblast ganu pro iasu-
lin, kterd je G&inni u bundk beta slinivky bfisSni podle
Hanahan, 1985, Nature 315, 115 - 122, ridici oblast imuno-
glsobulinovéhogenu, kterd je G&innd v lymfoidnich buykédch
podla Grosschedl a dalsi, 1984, Cell 33, 647 - 658, Adames

a dalsi, 1985, Nature 318, 533 - 533, Alexandsr a dalsi,
1987, Mol. C=211. Biol. 7, 1436 - 1444, ridici oblast viru
nddoru mlééné 214zy my3i, ktard je aktivni u bundk varlat,
mlé&nd 214dzy, u lymfoidnich a tukovych bund3k podle Lader a
dalsi, 1986, Cell 45, 435 - 495, fidici oblast genu pro al-
bumin, kteri je aktivni v j&trach podle Pinkert a dalsi,



1287, Genes and Devel. 1, 263 - 276, tidic oblast
Pro alia-fetoproteia, ktard je aktivni v jétrech jole}
Xrunlauf a dal3i, 1985, Mol.C2ll. Bicl. 5, 163 - 1548

Hamner a dalsi, 1937, Sciencs 235, 53 - 58, #idic{ oblast
geau oro alfa-l-anticrypsia, ktari j2 aktivai v

J
pcdlz Xelsey a dal3i, 1987, Geaes aad Davel. 1, 1

Gl - l7ll
tidici oblast geau pro beta- Globin, Xtard je a nlv
my2lodinich buikéch sodle Hogram a dal3f, 1685, a=urs 31z,

i
333 - 340, Xollians a dal3i, 1985, C21il 45, 89 - 94, ¥i
ast g2au pro basicky myslia, ktari je G&innd v cligo-
ch mczku podls Readasad a dal3i, 19387, Call 4
fa2td3zec 2 mycsiau,
v kosternich svalach podls Sani, 1935, Natu-
pro uvolaéni gonado-
Aino hormonu, kterd je2 Géinand v hyoothalamu podl= Mason

a dal3i, 1985. Science 234, 1372 -12378.

Vaktory pro sxprasi, ktaré obsahuji uloZany¢ gan 2ro
trkB je mozno idantifikovat tfemi odli3aymi postupy:
a) hybridizaci DINA-DHNA,
b) oritomnosti nebo napfitomnosti funkce "znaliciho"

g2nu nebo

c) exprasi ulozZeného

{

i provddéni prvaniho postupu je mofao prokdzat ofi-
tomnost cizorodého genu, ulozZendho do vaktoru pro exprasi
pomoci hybridisace DNA-DNA pfi pouZiti sond s obsahem Fa-—
t3zcl, kterdé jsou homologni s ¥atizcem uloZsného genu trkB.
£i provddé&ni druhého postupu je moZno identifikovat a po-
drobit selekci systédm reskombinantniho vektoru a hostitele
v zdvislcsti na pfitomnosti nabo nepfitomnosti funkca ur-
¢itého "znadiciho" genu, jako je d&innost thimidinkindzy,
odolnost proti antibiotikdm , transformovany fenotyp, tvor-

ba okluznich télisesk u baculoviru a podobn3, tyto funkca




ln

ledku ulcZani cizorodého genu do vektoru. Na-
a z

, 22 se do feti3zce zaacicino ganu ve vexk-

toru uloZi gan trk3, je moZano identifikovat rekoabinaaty,
xterd tanto vloZany gan opbsanuji na zdkladd nspricomnostil
funkca znadicino g2au. Podlz tfa2tino postupu j2 mozZao idaa-

v

z ici

at rakombinantai vaitory pro exorasi tak, z2 s2 idza-
dukt cizora2ddnz geau, X jeheZ aiprasi dochdzi

uloZani rekxombinantafho vektoru. Tyts zioud-

b7t zaloZeaay napsiixlad na fyzikdlaich aebo funke-

acstach sroduktu geau Lrkl, naprl

vazsy racedstorsu a naursotrofnino faktoru azbo pomcci

latky, kterd j= schopna pfimo rozpcozanat trkB. Builky, ziska-

nd pedle vyndlazu mohou byt transformovdny tak, z2 u nich

ofachodnd nebo s vyhodou konstitutivad a trvale dochizi k

xprasi trikB.

\

Ve vyhodaéa provadaai se vyndlaz tvkd takdé buadk, u

l

nichZz dochdzi k expra2si trkB a které takd cbsahuji r=kom-
pinantni nuklsovou Kyselinu, obsahujici promctor geanu, vzni-
xajicino v &asném stddiu, jde napfiklad o promotory £o0s nabo
jun podle Gilman a dal3i, 1986, Mol. Cell, Biol. 6, 4305 -
4315, V ptipadd, Ze se takovd bunka vystavi plsobeni neuro-
trofinu, Ye mozao odexdvat, Ze s2 neurotrofin-bude vizat na
trkB a sskuaddrnd vyvold transkripci &asného promotoru. Bul-
Xu tohoto tyou je mciZno uzit kx detakci vazby neurotrofinu a
trkB mdfenin Géinnosti traaskripce promotoru &asnd vytvafe-
ného genu, napfiklad analyzou jader, analyzou Northern blot,
nebo m3fenin maoZstvi genu, fizendho promotoream. Casny pro-
otor je mozno uZit k rizsani exprese genu fos nebo jun neho
jakénokoliv zjistiteladho produktu genu, napriklad vcetna
jakénokxoliv znidmého zjistitelného genu, jako genu pro odol-
nost proti hygromycinu podle Murphy a Efstratiadis, 1937,
Proc.Natl. Acad. Sci., UsSA, 84, 8277 - 8281, gsnu pro chlo-

ramfenikolacetyltransferdzy CAT, neomycinfosfotransferizu
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Mol. Cell. Biol., §, 3173 - 3173. V 22l3in moZasdna provedeni
]

toru navic kX trikB, x jehoé 2uprasi
azi koastitutivad, &inZ je moZao dosihaou: amplifikovand
odpovadi na neurotrofin. Takto uloéeni gen pro exorasi
a bun&nd linie, kterd j=j obsahujs mohou pfedstavovat vy
systda pro detexci asbo mdfani 4&i:
nostl neurocrofind.
Mimoto je moZno jako pokusay systda pZfi providdini zph-
sobu podles vyndlezu pouzit builky nervového systdmu, vyndlsz

viax neni na tento typ bundk omezen. Napfiklad ve specific-

[t

kKém provedeni je mozZno jako zdklad systdmu orc prikaz nauro-
trofinu uzZit fibroblasty, z4vislé na rlstovém Ffaktoru, jak
bude ddles uvedeno v odstaveci 7. Transfekci genam trxB je na-
priklad moZno pouZit u bunddné linie fibroblastd, zdvislych
na rlstovém faktoru, v prostfedi, prostdm séra, napriklad
podle publikace Zham a Goldfarp, 1935, Mol. C=1l1l. Biol. 5,
3541 - 3544, je napZiklad moZno pouzit fosforadnan vdpsnaty
spolu s 5 mikrogramy vexktcru pro axpresi na bazi prislu3né
DNA a promotocru CMV v pfitomnostl genu pro trikB Xrysy a spo-
lu s 1 mikrogramsm vektoru pro exprasi genu pro odolnost pro-
ti hygromycinu. Pc 48 hodindch je pak moZno bunky podrobit
selekci podle odolnosti proti hygromycinu a tak identifike-
vat bunky, u nich%Z doSlo k positivni transfekci. Tyto builky
je pak mozZno p3stovat pZfibliZnd 3 tydny v pritomnosti hygro-
mycinu, naCeZ se spoji kolonie, kterd jsou proti hygromycinu

odolné. Ziskané buliky se pak naodkuji na plotny pro péstovani




txdidovych Xultur, cpatfend povlaxan pcly-D-lysinu a lid-
s o) ol

xé&ho fobronaciinu a buiky s2 anachaji rast
A

iny na prostiadi DIEM s 10 % talaciho séra :tax, aby

dc3lo k vazb? buadk na plotay. Pak sa prostizdi s cbsanan
séra odsaj2 a bulky se tIfikxrdt zgroayji PB3 k cd an3ni
jaxdhoxoliv zby:iku sdra. Pak se bullky sZ%enesou bud de da-
finovandhc prostr & séra (sn3s DHZM a

v : 1, d021a3nd 8 mi! aydrog=nuhlicditanu
, 15 ml GEPHS, 4 x 10 M caloridu maaganaténo,
3 m histidinu, 10_5:4 ethanolaaiau, 10_7 M selznitu sodné-
ho, 5 mg transferinu na litr, 200 my komdlexu sérovéno al-
buminu a kyseliau linoleinové na litr, ddle obsanuije pro-

t*edi geatamycin, psaicilin a streptomycin a 20 mM L-glu-

U)

o

aminu). Bulky, zisxkandé tim:o zpliscbexm s2 pakx iakubuji v

"U

fitomnosti naurotrofinu, napiiklad 100 ng/aml ¥I-3 nabo

(¢

EDIF a 20 5 dasch pdstovdni, pfi nd3a2 sa kaZdych 43 hodin

ije cerstvé Zivné prostradi s ris

[t
N
(r

ovyai faktory, je moz-

-

no ocsakdvat rist a vyvoj bunZk. Bulky v pfitomaosti NGF v
koncantraci 100 ng/ml nebo buiky v prostfedi, orostém séra

by s2 v3ak nem3ly vyvijet, jax je z*ejmé také z obr. 7. Jak
buds dal=s podrcbnéji vysvétlesao v odstavei 6, ziskané vysled-
Ky napovidaji, Zz2 v bunkdch SH-SY3Y patrn3 dochdzi k sxpresi

dal3inc rz2ceptoru pro BDNF, ktary je odli3ny od trk3. Vyna-

wn

lez se tykd rovadZ systémd a postupl, oii nichZ se vyuzivad

recaptorl, odli3nych od trkB zplisobem, Xtery je analogicky
postuplm, pfi nichZ se receptor trkxB vyuZiva.

5.2 Pokusnéd modelové systdmy

Vyndlez se rovnéz tykd pokusnych modelovych systémid
pro studium fyziologické Glohy ldtek z= skupiny gend pro
nsurotrofiny. V téchto pokusnyca modalovych systémech mc-
hou byt bilkovina trkB, jeji peotidové fragmenty nebo jeji

derivdty do systému doddvday nsbo mchou byt v tomto systému



studiun pFabytiu asurstrafinu neho J222 nadostatiku. Ty:
22! 3 cudiu vliva zvy-

a
2moryondlnino vyvsja. Jéa

exprase trkB rizena iadux

~ 2 ) . - . o ~ o, v, P
cau. Pod uvedanym pojmem sa v prubdbehu prihlésky rozuai

transgenicky Zivodich, odli3ny od &loviéka, Ktery v sobd
nese, a to v néxterych svych buiikdch nebo va viach cizoro-

dy gen. Tyto ZivoCizhy, odli3ad od &lov3za je mozZao ziskat

rézaymi zndmymi postupy, napriklad mikroinjskci, f£dzi bunik

fu

transfekci, otevienim pdrli plsobsnim alektrickéno o proudu
podobné. Napfikiad Zivodichy je mo%ao ziskat mikroinjekci
zygotl zndmymi post tupy, napfiklad zplsobem podle oublikacs
Brianstar a dal3i, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci., UsaA, 82,
4433 - 4442,

Vynélez se rovadz tyki modelovych systémi bro studium
autoimunologickych cnemocndni, u aich3 je autoimynologicka
odpovid smdrovdna proti trkB. Timto mcdelam mohou byt na-

pfiklad Zivodichové, ktafi byli imunizovdni imunogezanim
maoZstvim trkB a u nichf je s vfhodou moZno prokdzat tvorbku
protildtek proti trkB a/asbo vznik bun3&nd zprostiedkovand
imunity. K ziskdni takového modelového systému miZe byt vhod-
né poddvat trkB spolu s pomocanym ¢inidlem pro zvySeni imuno-
logické odoevédi, jako je napriklad Bacillus Calmetts Guerin
(BCG).




5.2.1 1odely pro studium zvysSand Gcinnosti
nsurotrofinu

scudium déinku zvySaané Gcianosti
vém systému je moZao odpov3d na nsurotrafin zvyéit tak, Z=
s2 zzonstruuje zvySeay podat m

L)

svanyai buikaai. !1dzZ2 of:

c
v3ho systdmu va srovadni s a=zorac

vaodnd pouZit zvy3eay poé £ naurotrofinu selex:tivad u buaix,
u nichz & exoresi a cbvyklych podminsk dochd-

zi.

Bullky je moZno zkonstruovat tak, aby dochdzalo X pro-

dukci zvy3enédho mnoZstvi bilkoviny trkBE po ianfaxci viram,

Ktary} nasa gen triB podle vyndlazu. Gen trk3 je moino do
bundk dodat také transfekci.

V pfipadd, Ze modelovym systdmam md byt Zivocich,

je moZnu do buadk tonoto zivodicha rekombinantail

u

gen pro trkB infekci virsm, ktary uvadeny ga2n nesa. J2 ta-
k& moZao vytvofit traansganickdho Zivo&icha, ktary budes aést
gan trkB-:jako cizorody gen.

»,

Aby bylo moZao zajistit exprasi trkB, je zapcotiebi

-

uloZit gan pro trkB pod fizenim vhodného Ifetézca promotoru.
MiZe byt Zadouci uloZit gen pro trk3 pod Zizenim konstitu-
tivniho promotoru a/nebo promotoru, specifického pro urdi-
tou tkxdn, napfiklad miZe jit o promotor, specificky pro
enoldzu neuronld CNS, promotor pro narvovad vldkna nebo pro
tyrosinhydroxyldzu, nebo miZe jit o indukovatelny promotor,
nap¥iklad metallothioneinovy promotor nebo promotor, X Jje-
hoZ aktivaci dochdzi pomoci ultrafialov&ho svétla v dlou-

h3 termindlni repetici viru HIV podle Vvalari a dal3i, 1983,



Nature 333, 78 - 31, a=2dbc také ¢ oromotor Civ, Xxtery je2
obsalen v plasmidu pCMX, jak budz dila POPsano, a2bo ta-

k% o vyvojovd ?izeay nromotor.

mu pridat. MiZe b
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stému dalsi nsurotrofin oro vyhcdnoceai G&

k& axtivity nsurctrofinu. Také pf1ili3 velkd expres2 neuro-
trofinu nebo pZilid valké mnoZstvi vyludovandho aeu r
aodaou metodou pro sledevdni vlivu zvySend
ofinu na buiky, u nichZ jiZ dochdzi k au-

L)

presi trkB. Je8t3 vyhodndj3i je exorese trkB ve viech buli-

{

4 ]

kach (vSeokecni exprase), pak s2 staancvi, ktard z tdch-o

Ay

(

.

pundk pak funxénd odpovidaji na asurctrofin, cof umo®ni

N¢

(J‘

N

potenciidlni identifikaci druhé sloZky rscaotoru v jo¥o

oad

v

Ze tato slozka axistuje.

-,

5.2.2 Modely pro studium sniZan
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asurotrofinu

Pokusny modal, vhodny pro toto pouliti je naofixlad

SzZno vytvoiit tak, aby byl vhodny pro sledovdni vlivu sai-

=

‘L

»

2né GCianosti aneurotrofinu. Takovy systdm mi¥s umoZait

Ni¢

identifikaci pochodd nebo neurond, kterd vyZaduji pfitomnost
neurotrofiau a které by mohly pfedstavovat potenciilni 1&&zb-
né cile. V systémech tohoto typu miZe byt odpovdd na nsuro-
trofin sniZena tak, Ze se pfipravi rekombinantai bi flkoviny
trkB, které nejsou spojeny s povrcham bunky nabo které jsou
zkonstruovany tak, aby byly zcela nei&inné pfi nfevodu od-

povadi na neurotrofin.




Je napfiklad mcinc bilkovinu trkB, 22ptid asbd da-
s

¢ tak, aby orfidany resceptor acal
kompatici s endogannim trkB pfi vazdE na asurotrof
takZe dojda ke zman32ai odpovédi na neurotrosfia. Bil-

koviau trkxD je moZno prid
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tidovy fragmant n2bo derivit 4
ostan2 do extraczlularnino

-

V dal3in moZndm provedani vyndlazu je moZno pouzit
rakombinantni gan pro trk23 k inaktivaci nebo
G&¢inku =2adogeaniho genu homologni rakombinaci, ¢imZ dojds
& vytvoFeni bullky, tkdnd nebo Zivodicha, v anichi chydi triB.
Je napfiklad moZno vytvoZit reskombinantnil gen pro trkB tak,
aby obsahoval mutaci, napriklad gen neo, ktary trkB iaaxti-
vuje. Takovou konstrukci je moZnoc ulozZit do buinky pod rize-
aim vhodného promotoru, napfiklad builky zdkladniho eabryo-
ndlaino kmene pomoci transfekce, transduxkce, iajaikce a pod.
Buiky, které tutc konstrukci obsahuji, je pak moino podro-
bit selakci na zdkladd® odolnosti proti G418. PaX je mozZno
identifikovat buiky, jiaZ chybi nsporudeny gsn trkB napfi-
klad matodou Southern blot nebo Northsrn blot nebo na za-
kladd expresa. Bunky, jimz chybi nepcrusSeny gen TrkB je pak
mozZno spojit pomoci flze s dasnymi embryondlnimi bunkami za
vzniku transgenickych Zivocichl, kt=fi nevytvareji trikB.

PFi srovndni takového Zivolicha s Zivodichem, u n2ji nedo-
chdzi k expresi endogenniho neurotrofinu pak bude mozno
prokdzat, zda si oba fanctypy Upnlné odpovidaji nebo zda si
neodpovidaji, &imZ by bylo moZno prokdzat pritomnost pfi-
padnych dalSich ldtak tyou neurotrdfinu nebo raceptorud

pro tyto latky.



ZivoCichy tohobo tydu je modno uii: k dafinovins spa-
cifickych pcopulacsi nsuroald nabo 3axycaxoliv jinych postusd
1n vivo, obvykle zdvislych aa ofitomnosti asurotrofiau. J=
t2dy mcinc odakdva:, Za2 ty:o pocincdy a2bo buniddad posulaca
sudou ovlivai3ny v pZipadd, Ze u zivodicaa aszdoids k axorasi
trx3, takZ2 nebuda moci dojit ani k 23dnd sdpov3di na Jri-

Mimoto mldZe dochdzat X auxprasi rekoabinancai pilkoviny

.

txB, Jjejiho peptidovéno fragmeatu n2do derivita, xtery ja

(o1

v kompatici s eadogenaim raceptoram pro asurotrofia taxd

na povrchu bun3x v systému, av3ak tato rakombinantni bilko-
vina mGZe byt koanstruovdna tak, aby nepfani3ala odpovid na
vazbu neurotrofinu.

Rexombinantni bilkoviay trkB, j=jich peptidevé fragmen-
ty . n2bo jejich derivaty s2 monou vdzat aa neurotrofia s
afinitou, kterd j= obdobnid nebo je odli3ni od afinity en-
dogeaniho trkB k naurotrofinu. Aby bylo moZno G&ina3ji sai-
zit odpovéd na nesurotrofin, miZa s= tats bilkovina tri2,
J23i peptidovy fragmeant aebo derividt s vyacdou vdzat na
neurotrofin s afinitou v3t3i, n2Z md pro tuto latku na:jyvni

r-ceator.

V pripadd, Zs je bilkovina trkB, jeii peptidovy frag-
o

»

mant nedbo jeji derivit produkovdn v modelovém systdmu, adZa

byt kOdovd nukleovd kyselina pro bilkoviau trkg, jeji pepti-
dovy fragment nebo jeji derivdt do systému pfivdd3na infekci,

4 s

k
transdukci, transfekci a podobnd jako cizorody gen. Jak ji
e

N(

bylo svrchu uvedeno, j2 moZno gen pro trXB uloZit pod Fize-
ni vhodného promotoru, kterym mdZe byt nap*iklad promotor,
specificky pro urditou tkdfi nebo indukovatelny promotor ne-

v

bo také vyvojov3 rizeny promotcr.




Ve specifickém provedani vyndlezu je mozno nahradit

andogenni gen trxB v buice mutovanym genem trkB homologni
rakombinaci. V dal3im mozném provedeni vyandlszu je moznc

pokusné zZivocichy imunisovat proti trkE.

V je3td dal3im provedeni j2 moZao dosdhnout saiZan
exprases trkB tak, Ze se do bundk, u nichz dochdzi k expresi
tohoto receptoru uloZi uréitd mnoZstvi antimadidtorové RNA

nebo DNA, kt2rd je schopna sniZit expresi bilkoviny trk3.

5.3 Diagnostické pouziti

PZi provddéni vyndleszu je mozno pouzit sondy trkB X
identifikaci bun&k a tk&ni, které reaguji na neurotrofin
ve zdravé nebo chorobnd zméndné tkdni. Vyndlez se tedy tykad
také zpusobu diagnostiky neurologickych poruch u nemocnych,
zplisob spoéivd v tom, Ze se srovnivd Groven exprese racepto-
ru trkB u nemocnych s drovni exprese té&hoZ receptoru ve
srovnatelné skupiné zdravych lidi, pfidemZ rozdil v drowni
exprase receptoru trkB u nemocnych a u zdravych lidi proka-
zuje, Ze porucha u nemocnych miZs byt primdrné nebo sekun-
ddrn& vdzdna na metabolismus trkB. Nemocaym orgdnem mize
byt bunka, tkdn nebo miZz2 jit o zménu ve slodsni t3lesné
tekutiny, s vyhodou jde o tkdid nervového systému nebo o moz-
komiZni mok. Vyndlez se tykd také zplsobu identifikace bunék,
které jsou schopné reagovat na neurotrofin, postup spoCivd v
detekci exprese receptoru trkB v téchto bunkdch. Expresi
trkB je mozZno prokdzat transkripci mRNA pro trkB nebo produk-
ci bilkoviny trkB. Expraesi genu pro trkB je moZno zjistit s
pouzitim sond, které jsou schopné identifikovat nukleovou

Kyselinu pro trkB nebo primo receptor ve formé bilkoviny.

Dal3i sondou, kterou je mozno pouzit je protildtka
proti trkB nebo proti fragmentu této bilkoviny, kterd obsa-

huje vaznou oblast.



Podle vyndlezu je moZno poufit bilkovinu trkB, jeji
fragmenty nebo jeji darivity jako imunogenni ldtky k zis-
kdni protildtek proti racestoru trxB. X tomuto Gd&=lu j=2
zapotriedi mit k dispozici vdt3{i mnols=vi recaptcru, aviax
raxcambinantni technikou syntézy bilkovia, k-ari je zaloZe-
na na fret@zci nuklaové kysaliny pro trkB je moZno ziskat
soméra& znadné mnoZstvi bilkoviny trkB, takle oroblém oma-
zenycn mnoZstvi této bilkoviny byl odstran3n.

’

Aby bylo mozno ddle zviy3it pravd3podobnost vzniku

imunologické odpovddi jako reakce na trkB, je mozno analy-
zovat fetdzec aminokyselia trkB tak, aby bylo moZno idanti-
fikovat ty Cdsti molekuly, které by mohly byt spojeny se
zvySenou imunogenitou. Je napfiklad moZao podrobit Fat3zsc
aminokyselin pocitadové analyze k identifikaci povrchovych
epitopl a tak ziskat poditadcvé ddaije, tykajici se hydro-
filnosti, povrchu, flexibility, indexu antigenity, amfifil-
ni Sroubovice, plosné amfifilnosti a sekundirni struktury
uvedené bilkoviny. Je moZno postupovat také tak, e se srov-
navd odvozeny fetdzac aminokyselin pro trkB z rdznych Zivo-
¢isnych drund a identifikuji se pomdrné nehomologni oblasti.
Tyto nehomologni oblasti budou patrn3 sndze vyvoldvat imunit-

s v

+
ni reakci u jinych ZivodéisSnych druhd.

Pfi pripravé monoklondlnich protildtek proti recepto-
ru trkB je mozno pouZit jakykoliv postup, jimZ je moZno do-
sdhnout produkce molekul protildtek u kontinuilni bunddéné
linie, pdstované v kultufe. Je napriklad moZno uZit techniku
hybridomu, plvodné popsanou v publikaci Konler a Milstein,
1975, Nature 256, 495 - 497, stejné jako techniku triomu,
hybridomu lidskych B-bun3k podle publikace Kozbor a dalii,
1933, Immunology Today 4, 72, dile techniku EBV-hybridomu k
ziskdni lidskych monoklondlnich protildtek podle publikace
Cole a dalsi, 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy.




Alan R. Liss, Iac. str. 77 =96, vSechay tyto postupy a

dal3i podobné postupy je mozno pfZi provddéni vyndlezu vy-

1§13

uzit

Monoklonalni protildtky pro lé&&zbaé pouZiti mohou byt
lidské monoklondlni protildtky nebo také chimérai protilidt-
ky Clov3ka a mySi n2bo jiného Zivoli3ného druhu. Lidskd mo-
noklendlani protildtky je mozZno prfipravit jakymkoliv z celé
fady zndmych postupl, napriklad zplsobem podle publikaci
Tang a dalsi, 1983, Proc. Natl. Acad.Sci., USA, 80, 7308
az 7312, Xozbor a dals$i, 1983, Immunoclogy Today 4, 72 - 79,
Olsson a dal3i, 1982, Meth. Enzymol, 92, 3 - 16. Chimdrni
molekuly protildtek je moZno pfipravit taxé tak, aby obsaho-
valy oblast pro vazbu antigenu z mySi a lidské& koastantni
oblasti, jak bylo popsdno v Morrison a dal3i, 1984, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 81, 6851, Takeda a dal3i, 1985, Na-
tures 314, 452.

K ziskdni polyklondlnich protildteXk proti rdznym epi-
topldm receptoru trkB je rovndZ moZno pou2it celou fadu zni-
mych postupl. Pro ziskdni protildtek je moZno imunizovat
rGzné hostitelskd Zivodichy injekci bilkoviny trkB nebc je-
jino fragmentu nabo derivatu, z Zivodichu je mozno pouzit
napriklad krdliky, mysSi, krysy a podobnd. Xe zvySeni imu-
nologické odpovédi je moZno je3td pouZit rdzné pomocné pro-
stfedky v zdvislosti na druhu hostitsle, miZe jit nap¥iklad
o Freundlv dplny i nelplny pomocny prostfedek, o rizné gely
anorganického pavodu, napfiklad hydroxid hlinity, o povrcho-
v3 aktivni l&tky, napfiklad lysolecitin, polyoly typu pluro-
nic, polyanionty, peptidy, emulze oleje, hemocyaniny, di-
nitrofenol a nékteré pomocné latky, uzivané u &lovdka, na-
pfiklad BCG (Bacillus Calmette-Guerin) a Corynebactarium

parvum.



Molekuldrni klon Protildtky proti epitopu trxB je
rovnéZ mozno pfipravit zndmym zplsobem. XKe konstrukci ra-
t2zcl nukleovych Kyselin, které jsou k3dovymi Fatdzci pro
molekulu monoklondlai protildtky nebo pro jeji oblast 2ro
vazou antiganu je moZnc u3it postupu s vyuzitim rekombinant-~
ni DMNA, tak jak byly popsdny v publikaci Maniatis a dalsi,
1982, Molacular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Soriag .
Harbor Laboratory, Cold Saring Hardor, New York.

Molzakuly protildtakx je moZno Sistit zndmymi postupy,
napriklad imuncabsorpci nebo imunoafinitni chromatografii
a také dalsimi cnromatografickymi postupy, jako vysoxotlakou
Xapalinovou chromatografii HPLC, xombinaci rlzajch uvadeaych

Postupld a podobn3.

Vyndlez sa tyki také molskul protildtek a fragmentd

echto molekul. Fragmenty protildtek, které obsahuji idiotyo
molekuly je moZao Vytvorit zndmym zolsobem. Tyto fragmeanty
zaarauji napriklad fragment F(ab” )2, Ktery je moZno 21sxat
rozsStdpenim molekuly protildtky pisobenim pepsinu, fragﬂen;y
Fab®, které lze ziskat redukci disulfidovych mstkd ve frag-
mantu F(ab ) a fragmenty Fab, které je mozZno vytvorlt zpra-
covanim molekuly protildtky pésobeanim papainu a redukcnlho

¢inidla.

Svrchu uvedené sondy je moZno experimentdlnsd vyuzit -
také k identifikaci bunék nebo tkani, u nichZ zatim nebyla

1, 2

exprese trkB prnkdzina. -

Mimoto je moZno tyto postupy vyuzit k identifikaci ex-
pPrese trxkB aberantnimi tkdndmi, napfiklad tkdndmi zhoubnych
nddord. V daldich moZnych provedenich je moZno pouzit tyto
pPostupy diagnosticky ke srovndvani exprese trkB v rdznych

bunkdch, tkdfovych tekutinich nebo tkdnich u nemocnych,




trpicich urditou poruchou a ve srovaatalaych buikdch, t3-
1

lesnych tekutindch nabo tkdnich zdravych 1lidi. T3lesnou
kutinou se v tomto smyslu rozumi jakdkoliv t3lesnd tekutina,
zv13i3t3 v3ak krev nebo mczkomi3ni mok. Rozdil v Grovni ex-
prase trikB u nemocnéno va srovndni s drovni expres2 u zdra-
vych 1id{ mdzs prokazovat, Ze porucha u namocadho se miie
crimdrnd nebo sekunddrnd vztahovat na metabolismus trkB. Na-

pfiklad vzestup mnozstvi trkB by mohl ukazovat na to, Ze po-

rucha u namocného j2 spojena se zvysSenou citlivosti na nor-
mé&lai hladiny nsurotrofinu nebo také miZe jit o pripad, ze
jladiny neurotrofind u nemocného jsou tak nizk&, Z= dollo

ka2 zvySeni mnoZsivi receptord ke kompesnzaci tohoto javu. Obd
etiologie je moZno od sebe odliSit tak, Ze se nemocadmu podd
neurotrofin. V pZipadé, Ze se jeho stav zhors3i, miZe nemocny
trp3t zvysenou citlivosti na neurotrofin. V pfipad3, ze do-
jde ke zlepsSeni stavu, miZe nemocny troét nedostatkem neuro-
trofinu. V zdsad3® je tak mozZno podle uvedeného vysledku vo-
lit 1é8¢bu, kterd spodivd bud v podini neurotrofinu nebo 1l4t-
ky, ktard Glinek neurotrofinu antagonisuje. Rozdily v expres-
si je moZno prokdzat na drovni bilkoviny a/nebo na drovni RNA,
to znamend primym mé&fenim mnoZstvi bilkoviny trkB, nebo ma-
fenim RNA pro trkB u nemocnéno a u zdravych 1idi s ndslednym

srovnanim ziskanych hodnot.

Svrchu uvedené sondy je mozZno pouzit také pro szalekci
bunék, schopnych reagovat na pfitomnost neurotrofind pro po-
uziti v rdznych systémech, tak jak byly popsédny svrchu nebo
v systému, popsaném v US patentové prihldsce ¢. 07/532 285,
podané 1. &ervna 1990 nebo jakymkoliv dalsim postupem, ktary

se tyka selekce bunik.



5.4 Lécebnsd pouziti

Vyndlez se rovnd3z tykd zplsobu lé&ani nemocnjch, k:ie-
£i trpi neurologickymi poruchami. Postup spocivd v tom, Z2
s2 nemocnym podi G¢inné mnoZstvi bilkoviny trkB, j2jiho o
tidovéno fragmentu nsbo jejino derivdtu, schopndio sz viza
na neurotrofin. Lécz2bné postusy, tykajici se poddviai trk3,
antagonistd tohoto receptoru a ldtak, ktaré antagonizujii
Géinek receptoru kompetici o endogenni neurotrofin, podivi-
ni agonistd trkB nebo protildtsk proti receptoru rovnd: spa-

daji do osboru vyndlezu.

Vyndlez s= rovndZ tykd farmaceutickych prostfadki,
které jako svou G&innou sloZku obsanuji bilkovinu trkB,
jeji peotidovy fragment nebo jeji derivdt spolu s vhodnya

farmacsutickym nosicen.

Bilkovinu trkB, jeji peptidovy fragmant nebo jeji de-
rivdt je moZno poddvat systemicky nebo mistnd. P¥isludny
zpisob poddni se voli ze zndmych postupl, jde tedy napFi-

lad o podani nitrozilni, intrathekdlni, intraarteridlni,
© poddni nosni sliznici, perordlni poddni, poddni podkoZni,
intraperitonedlni, mistni podini pomoci injekce nebo ve for-
mé& chirurgického implantdtu. Je moZno pouzit také prostfadky

- 2 »

s fizanym uvolndnim G&inné 1l4tky.

S postupem vyzkuml, které vedou k lepSimu porozumdni
neurodegenerativnim onemocnénim a poSkozenim aervové sousta-
vy je stdle jasnéjsi, Ze v nékterych pfipadech by bylo Z4-
douci snizit troficky déinek endogenniho neurotrofinu. V
oblastech posSkozeni nervového systému by proto mohlo byt
Zddouci pouziti antagonistl neurotrofinu véetnd rozpustnych
foram trkB, které se mohou dostdvat do kompetice s endogen-

nim bunécnym receptorem pfi vazbé neurotrofinu. Za uvedanych




-

okolnosti mdZe byt 2

-

ddouci spi3e mistni pouziti antagonisty
oo3kozeni ne? jeho systemické pouZiti.

naurotrofinu v mist2

Mi32 byt pouZit také implantdt, obsahujici trkB.

V dal3im moZném provedeni miZ=z byt urlity chorobay
ivd ovlivndn zvy3enim citlivosti na nsurotrofia.
vV tomto ofipadd miZe byt Z4ddouci zvy3it pocet molekul racepn-
toru nebc zvySit afinitu vazby trkB u nemocaych s uvaedenymi
poruchami. Tohoto cile by bylc mozao dosdhaout privadanim
prisluiného genu. Salsktivni exprase rekombinantniho recep-
toru trkB v pfisludnych builkdch lze dosdhnout pfi pouziti
genu pro trxB, Fizeného promotory, které jsou pro tkai spe-
cifické nebo indukovatelné nebo vyvoldnim lokalizované in-
akce virem s defzktni replikaci, nesoucim rskombinantni gen
pro trkB. Poruchami, které by bylo moZno zlepSit zvy3enou
citlivosti na nesurotrofin jsou zejména poruchy motorickych
neuront véetnd amyotrofni laterdlni sklerosy, Werding-Hoffman-
nova onemocndni, chronickd oroximdlni spindlni svalovd atro-
fis a syndrom Guillain-Barre. Stejného léc¢sbného postupu Dy
m3lo byt moZno pouzit také v pripadé neurologickych poruch
u cukrovky, Parkinsonovy choroby, Alzheimerovy choroby a
Huntingtonovy choray.
5.5. Syst3my pro stanoveni a vyhleddvédni latek,
které plsobi na receptor tyrosinkindzy a
postupy pro vyhledavé i novych receptoru

tyrosinkindzy

Vyndlez se rovn33 tykd systémi, které je obecné mozno
pouzit p¥i stanoveni pfedem definovanych latek a k vyhleda-
vani novych létek, pisobicich na receptor tyrosinkindzy.
Tého? postupu pocle vyndlezu a téhoZ systému je moZno uzit
také k prikazu dosud neznimych receptorl, zprostfedkovdva-

s 2,

jicich odpovéd na nékteré zndmé faktory. Jakmile je defino-



vdn urdity systém receptoru a vazné latky, napfiklad v
tomto pripadd® trkB a BDNF/NT-3, je mozZno vyuzit takd Fadu

dalsich specifickych systémd, jak jiZ bylo svrchu pedrob-

P -

Bylo prokdzdno, Ze v pripads,

N¢

2 se recsptor pro ty-
rosinkindzu uloZi do bundk, v nichi za b&Zajch podminek Xk
exprasi tohoto recsptoru nadochdzi, mohou uvedend buiky re-
agovat snadno zjistitelnym zpdsobem na vaznou ldtku, kterd
S2 na uvadeny receptor vdZe. Bylo také prokdzino, za tyo
vzaikajici odpovédi zdvisi na typu pouZité bufky a nikoliv
na specifickém receptoru, ktery byl do buifiky uloZsn. To zna-
mend, Ze pri uloZeni rescasptoru trkB do bundk PCl2 pheochro-
mocytomu md za ndsledek zdvislost difesrenciace téchto bundk
na BDNF/NT-3, kdeZto po uloZeni téhoZ recaptoru do fibroblas-
td dojde k- zdvislosti pfeZivdni a diferenciace t3chto bundk
na BDNF nebo NT-3. Je tedy moZno zvolit prislusSnou buné&&nou

-

linii k dosazeni odpovédi, kterou bude moZno nejlépe vyuZit
pro stanoveni nsbo pro vyhleddvdni ldtek, schopnych spolupl-
Sobit s receptorem tyrosinkindzy. Touto ldtkou miZe byt ja-
kdkoliv molekula v&stnd peptidovych a nepeptidovych molzkul,
ktard je schopna plsobit v t&chto systémech zplsobem, speci-
fickym pro receptor. Jednim z vhodnych systém&, ktery by mél
byt zkoumdn, zahrnuje pfivddéni pozadovandho recsptoru, na-
pfiklad trkB do bun3&né linies fibroblastd, nap¥iklad do ur-
¢itého klonu bundk NIH3T3, ktery bude dile podrobnéji popséan
v odstavci 7. To znamend, Ze raceptor, ktary za obvyklych
podminek nezprostfedkovdvd proliferativni odpovadd, miZe byt
po zavedeni do fibroblastd prokazovin rlznymi zndmymi postupy,
Které vedou ke kvantitativnimu stanoveni G&inkd ridstovych
faktorl pro fibroblasty, jde napfiklad o prijem thymidinu
nebo dalsi typy zkouSek na proliferaci, tak jak byly popsdny
v publikacich van Zoelen 1990, The Use of Biological Assays
For Detection Of Polypeptide Growth Factors, Progress Factor




Research, sv. 2, str. 131 - 152, Zhan a M. Goldfarb, 1985,

liol. C=211. Biol., sv. 6, str. 3541 - 3544. Tyto zkousky ma-
ji tu dal$i vyhodu, Ze tentyZ prostfedek je moZno sledovat
jak na bundéné linii s uloZeaym raceptorem, tak na pavodni
bunécné liaii, kterd recastor neobsahuje. Pouze specifické
4cinky na buad&nou linii s receptoram jsou povazoviny za

G¢inky, zprostfadkovand uloZanym rscaptoranm.

z

A

Systémy tohoto tyou an2jsou omezany na zkoumdai zadmych
vazaych létek pro zadmé raceptory, j2 moiZno je poui taks

k idantifikaci novych latek, kterd by mohly plsobit na :tyto
nedo jakékoliv dal3i resceptory. Napfiklad bunddénd linie s
uloZenym recesptorem i plvodni buné&énd linis bez raceptoru
mohou byt vystaveny jakémukoliv potencidlnimu zdroji 1lédtky,
kterd by mohla plsobit pfes uvedeny receptor. Jakékoliv spe-

-

cifické dac¢inky, naptfiklad pfez

~ -

ivéni bundk nebo jejich proli-
feraci v pripadé bun2éné linie s uloZenym receptorem je moz-
no pouzit k identifikaci zdrojl liatek, schopnych p¥es tento
receptor plsobit a zjiStd@nou ldtku je popripads moZno.déle

cistit.

Receptory nemusi byt omezeny na ty, pro ndZ jiZ exis-
tuje zndmi vazni ldtka. Tento systém mife umoZnit identifi-
kaci vaznych litek pro receptory, které zatim nemaji zndmou
vaznou litku. To znamend, Ze fibroblasty, u nichZ dochdzi k
exprasi trkB by bylo moZno v takovych systémech vyuZit pro
identifikaci a popfipad3® kx &i3téni vaznych litek, napfiklad
BDNF a NT-3, které za obvyklych podminek aktivuji trkB. Ny-
ni Jje vSak moZno je vyuZit také k identifikaci dal3ich pep-
tidovych vaznych latek nebo i jinych litek, napriklad mole-
kul nepeptidové povahy, které by rovnéz mohly pies tyto re-
ceptory pusobit. Zdroje zkoumanych ldtek mohou zahrnovat na-
pfiklad extrakty z rlznych tkdni a riznych organismi nebo

supernatantu z bunék po transfekci pfi pouziti DNA genomu



nebo bank pro exprasi cDNA. Ve zvliZtnim provedeni vynile-
Zu j2 mozZno podrobit fibroblasty, u nichZ dochdzi % expresi
vloZandho receptoru, pro nejz se hladd vazad litka, expresi
oomoci banky cDNA, odvozand od potencidlaniho zdroje takovs
vazné latky. Buiky, ktard by ora2Zivaly a vytvdFaly kolonie
na definovaném prostfadi, n2ovsanujicim ristovd faktory pro
fibroblasty podls publikace Zhan a Goldfarb, 1936, Mol. Cell.
Biol., sv. 6, str. 3541 - 3544 by pravddpodobné vytvafaly
ristovy faktor, ktery by splnil jejich b32Zné poZadavky na
piitomnost tohoto faktoru. Aby bylo moZno proxizat, %= uva-
Zovany rustovy faktor p&sobi pfes zkcumany raceptor, bylo b

Y
zapotrfebi suparnatanty t3chto bundk zkoumat na navodni bunddé-

P

né linii tak, aby bylo moZno prokdzat, Ze supernatant plsobi
bouze na buné&énou linii, u ni? dochdzi k expresi zkoumaného
receptoru. Pak by bylo moZno izclovat tu &3is:t DNA, pouzité

X transfekci, kterd je xddovym FfetSzcem pro tento novy G&i-

1

nak pri pouzZiti zndmych postupd.

Vyndlez se rovn3Z tykd zplsobu klonovani alespon &dsti
genu pro receptor tyrosinkindzy, kterou je pak moZaoc vyuZit
k identifikaci dvojic vazni litka/receptor, tak jak bylo uve-

Py

deno svrchu. Postup spodivd v tom, %2 se

i) fetdzec nukleovéd kyseliny, kterd je kédem pro tyrosin-
kindzu amplifikuje PCR-reakci pfi pouZiti sa stavy mo-
lekul cDNA, napfiklad knihovny cDNA jako matrice pri
pouziti oligonukleotidovych primerd, kterd cdpovidaji
tém oblastem zndmé molekuly tyrosinkindzy, které jsou

spojeny s dcinnosti tyrosinkindzy, nadei se

amplifikovand nukleovd kyselina klonuje ve vhodné mo-

[N
[N
A

lekule vektoru, napfiklad v plasmidu, bakteriofdgu a

podobnsé.

Vyndlez se rovndZ tyki genu pro tyrosinkindzu a jeho

¢dsti, xteré byly klonoviny uvedenym zplsobem. Ve zvldstnim,




specifickén provedani, ktaré buda podrobn&ji uvedeno v

odstavcich 9 a 10 je mo3no vyuZzit oligonukleotidovych
oriasrd, které jsou uvadeny na cbr. 1237 nebo v dila uve-

dend tabulce II.

Pak je mofno stanovit Fetdzec DNA, amplifikovand a
kXlonovand uvedeajm zplsobam pfi pouziti standardnich po-
stupl. Vysladnd Fet3zce je pak moZno srovadvat s fetdzci
zndmjch molekul tyrosinkindzy tak, aby bylo mozZno idanti-
fikovat zv14&3t3 zajimavé klony. Vyndlsz ss rovanéZ tyka idan-
tifikovangch Fat3zcl klonovanjych nuklsacvych kyselin, ktearé
obyly ziskday uvedenym zolsobem, jak bude ddle podrobnéji
vysvétleno v odstavcich 9 a 10 a p=ptidd a bilkovin, pro
nd% je kddem cDNA, ktard tyto Petdzce obsahuje. Vyndlez se
tykd taxé v podstatd &isitych rekombinantnich molekul nukle-

cvych kyselin, které zahrnuji fetdzce nukleovych kyselin

i) tak jak byly uvedeny na obr. 12C pro Rtk-1l, Rtk-56,
Rt:{-7, Rtk-a a Rtk‘gp

ii) tak jak jsou uvadeny na obr. 13B pro Rtk-4 a Rtk-5,
iii) tak jak jsou uvedeny na obr. 14 pro Rtk-2 a

iv) tak jak jsou uvedeny na obr. 15 pro Rtk-3.

Vyndlez se rovndZ tykd &dsti uvedenych molekul, které
obsahuji alasspoii 10 zbytkd nukleovych kyselin. Vyndlez za-
hrnuje také nukleové kyseliny, obsazené v plasmidu pBlues-
cript SK s obsahem Rtx-2 nebo s obsahem Rtk-3, tak jak by-
ly tyto plasmidy uloZeay ve vefsjné sbirce American Type
Culture Collection pcd CIS1lY eeeecccscee @ seoeesss Vyndlez
se ddle tykd v podstatd Sistych molekul bilkovin, které ob-

sahuji Fetézec aminokyselin

i) tak jak byl uveden na obr. 12C pro Rtk-1l, Rtk-6, Rtk-7,
Rtk-8 a Rtk-9,



ii) tax jak je uvedan na obr. 138, pro Rtk-4 a Rtk-5,
iii) tak jak je uvedsan na obr. 14 pro R:tk-2 a

iv) tak jak je= uvedsn na obr. 15 Pro R:tk-3.

Vyndlez zahrnuje takxd &4sti t3ch:oo cilkovin, obsahu-
jizi alespod 3est zby:skd aminokysalin nebo funk&n3 ekviva-
lantni molekuly. Funkdnd ekvivaleatnimi aclexulami jsou ta-
kové molakuly, v nich> jsou adkterd zbytky aminckysslin na-
arazeny jinymi zbytky tak, 22 vzniki tichd mutace. J2 napii-

klad moZno nahradit jedsn nebo vats{ pocCzt zbytkd aminoxkyse-

e

lin v Zetézci jinou aminckysalinou se stejnou polaritou,

kterid plsobi jako funkdéni ekvivalent, takZe s2 zména va funk-

g

ci naprojevi. Aminokyseliny pro uvedenou ndhradu v Fetdzci
je mozno volit z jiaych aminokyselin ve sta2jné skupin3, do

~

Xtard nahrazend aminokyselina nils¥1. Napriklad nepoldrai
hydrofobni aminokyseliny jsou alanin, leucin, isoleucia, va-
lin, prolin, fesnylalanin, tryptofan a methionin. Poldrni ne-
utrélni aminokyseliny jsou glycin,serin, threonin, cystein,
tyrosin, asparagin a glutamin. Bazick$ Kyseliny s pozitivaim
nabojem jsou arginin, lysin a hystidin. Kysalé aminokysaliny
S negativnim ndbojem jsou kysalina asparagovd a kyselina glu-
tamovd. Vyndlez zahrnuje také bilkoviny, jejich fragmenty ne-
bo jejich derivity, kterd jsou rdzné modifikovdny v pribadhu
translace nebo po ukondené translaci napriklad egkosylaci,

Fy

pProteolytickym St3penim, vazbou na mclekulu protildtky nebo

»

jiné bun&&né vazné litky a podobnd.

Vyndlez se rovnéZ tykd bundk a mikroorganismi, které
nesou rekombinantni molekuly nukleovych kyselin, tak jak by-
ly svrchu popsdny, v3etn& Rtk-1, Rtk-6, Rtk-7, Rtk-8, Rtk-9,
Rtk-2, Rtk-3, Rtk-4, a Rtk-5. Ve zvld3tnim provadani mohou
byt burfikami, nesoucimi rekombinantni nukleovou kyselinu fib-
roblasty. V jiném provedeni md3e byt takovou butikou také bak-

tarie,




olifikovand fragmanty nuxleovych kyselin je pak

moZno pouzit k idantifikaci klcald cDNA s plnou dilkou.

V2 vyhodnjch orovedenich vyndlezu je mozno uzit ampli-

fixovany fragmant DNA k identifikaci tkdnd nebo bunécaéd

v

zi & euorssi pomdrand znadného mnozstvi

Uy

linie, u niz dcecn

olpovidajici mRNA, napfiklad pri pouziti analyzy Northern

Pd

blot n2bo dot-blot. Takovd tkdd nebo bund¢ad liniz atGie
i

»

byt vyuZita k vytvoZani banky cbDild, kterd mlZs slouzi

1

jako valmi vhodny zdroj cDNA s plaou ddlkou, obsahujici

¢

até&zec a amplifikovany fragment.

Obrdceny postup miZ2 byt nouZit »#i molekuldrnia
klonovdni recaptoru pro ldtku, pro niz raceptor dosud ae-
ni znim, mdZz jit napfiklad o naurotrofai bilkovinu, pr>
niz zatim nsbyl izolovdn prislusny recaptor. Fibroblasty,
vystavené plsobeni tohoto faktoru by za obvyklych podminek
na2mély na pritomnost tohoto faktoru resagovat, avsax po trans-
fekci pomoci banky cDNA, pfipravané z bundk, u nichz by mcalo
dochdzat k exprasi takového recsptoru by mohly byt ziskény
buiky po transfz2kci, u nichZ by k expresi takového racasto-
ru skutednd dochdzelo a které by taedy reagevaly na pfitomnost
uvedendno faktoru. Pax by bylo moZno vyuzit d&inné mechanis-
, .
my pro salekci, nap?iklad schopnosti vytvdfet koloais na de-
finovanych zivanych prostfedich v pfitomnosti uvedaného fak-
toru, &imZ by bylo moZao identifikovat buiky, u nichZ po
transfekci dochdz’ X expresi hledaného receptoru. Pak by by-
lo moZao obvyklym zplsobem izolovat také gen, ktery je kodo-

vym f2tdzcem pro tanto receptor.



Priilady*provadani vynilezu

6. Priklad: Gan pro trkB jz kSdenm pro funkéni raceptor

Pro BDNF a WY-3, av3ak anikoliv orc UGT
6.1. Hateriily a metody

6.1.1. Bun2&né xultury, neurotrofiny a znadeni

naurotrofind radioaktivnim jodam

Bunky COS-M5 byly péstovdny v Eaglovd Zivadn prostre-
di DMEM v Dulbaccov3 modifikaci, obsahujicim 10 % fetdlniho
séra skotu FBS, 1 % penicilinu i stresromycinu P/S a 2 mif
glutaminu v atmosféfe s obsahem 5 $ oxidu uhliditdho. Bunky
PCl2 byly pdstovdny na prostZedi DMZM, obsarujicim 6 % FBS,
6 % korisk&ho séra, P/S a 2 mM glutaminu na plotnach Costar
pro tkaiové kultury v atmosfé¥s s obsahem 7,5 % oxidu uhli-
Ccitého. Buiky PCl2 (Dr.L. A. Greene's Laboratory) byly po-
uiity v pokusech, zndzorndanych na obr. 2, bunky PCl2 (Dr.
E. M. Shootar”s laboratory) byly pouzity v pokusech, zndzor-
n3nych na obr. 5. Bun&dné linie lidského neuroblastomu SH-
=SY3Y (June Biedler, Sloan-Kettering) byly péstovdny na
Eaglové minimdlnim z&kladnim prostfedf EMEM s-10' % FBS,
(P/S) a 2 mM glutaminu.

2,55 mysi NGF- byl ziskdn od Bioproducts for Sciance
(Indianapolis, IN). Lidsky BDNF a NT-3 byly produkovdny bui-
Kami CHO a C&iSt3ny ze Zivného prost¥adi, v ndm3 byly tyto
buiiky p&stovdny aZ do homogenity a pak byly tyto latky sta-
noveny na polyakrylamidovém gelu pfi barveni stfibrem a by-
ly analyzovény fetézce aminokyselin. Pak byly &i3tdné necuro-
trofiny NGF, BDNF a NT-3 znadeny radioaktivnim jodem pfi po-
uziti laktoperoxiddzy podle publikace Hempstead a dalsi, 1939,
Science, 243, 373 - 375. Jodované neurotrofiny byly oddéleny




od nezabudovandho radiocaxitivaiho jodu pfi pouziti filtrl

Centriflo CF50A (Amicon, Beverly, MA). Shluky byly odstra-

nény filtraci na gelu S200.

6.1.2. Xlonovani trk3 krysy, =2uprase u savci,
konsktrukca a prachodad transfakce

Klcn cDNA pro trkB Xrysy s plnou dé&lkou byl ziskdn
analyzou banky cDKA krysiho mozku v2 vektoru laabda ZA22
(Stratagene) pri pouziti specifickych oligonuklaotidd pro
trkB krysy, odpovidajicich vit3iné 5°- a 37~-kddovych ob-
lasti trkB. Jak lidsky LNGFR pode Johason a dalsi, 1984,
Cell 47, 545 - 554, tak eDHA pro trxXB krysy byvly subklono-
vany v savéim vektoru pro axpresi, oCMX za vzaiku pCMX-LNGFR
nebo pClX-trk3. PlasmidlpCEK-trkB(del) byl vytvofan rozsti3pe-
nim plasmidu pCMX-trXB enzymem Apal, ktery Stépi t3snd za
transmembrdnovou oblasti trkB a enzymem Notl, ktery 3tdpi
t&snd za kddovou oblasti pro trkB v Fet3zci vaktoru, obé za-
konéeni byla vypladna a plasmid %yl znovu navdzén, takto
vznikld kddovd oblast trkB obsahuje extraceluldrni i trans-
membrdnovou oblast trkB, av3ak neobsahuje 320 C-termindlnich

aminokys=zlin.

Buriky COS-M5 bvly podrobeny pfechodné transfekci plas-
midem pCMX~LNGFR, ' pCMX~trkB asbo kontrolnim vektorem pCMX
transfekci p¥i pouziti DEAE-dextranu. Postup byl provadén
tak, Ze bunky COS-M5 byly nacdkovdny v mnozstvi 1,5 x 106
bundx na plotny s primérem 100 mm 24 hodin pfed transfekci.
Pro provedeni transfekce byly buiky péstovdny v prostredi
DMEM,  prostém séra a obsahujici 400/ug/m1 DEAE-dextranu,
l/uM chlorochinu, 2 mM glutaminu, 20/ug/ml insulinu, 5/ug/ml
transferinu, 33 nM selenitu sodného a S/ug pfislusné DNA,

v tomto prostfedi se smé&s inkubuje 3 hodiny a 15 minut pfZi

teplotd 37 Oc v atmosféfe s 5 % oxidu uhliditého. Pak se
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prostredi, pouZité pro transfekci odsaje a nanradi chloridem
sodnym s fosfdtovym pufram a s 10 % DMSO na 2 minuty. Po tom-
to Di1SC "Soku" se bufiky COS-M5 uloZi do orostfedi DMEM s 10 %
FBS a s 1 % penicilinu i strepromycinu a s glutaminem v xoned-

n2 koncentraci 2mi! na 43 hodia.

Bunky PCl2 byly podrobeay pfachodnd transfekci otavianinm
odrld plsobenim elaktrického proudu. Pred transfexci byly buixy
propldchnuty lesdové@ chladaya roztokam chloridu sodného s fos-
fétovyn pufrem, prostym vipniku a hoféixu a obsahujicim 2 mg/
/ml glukosy (Dulbecco), pak se buiiky znovu uvadou do suspenze
v tomt&z pufru pri hustotsd bun3k 1,5 x 107 bunék na ml v pri-
tomnosti 40 mikrogrami pfislusné DNA. Buiky PCl2 byly podro-
beay transfakci plsobenim plasmidd pCMX, pCMX-trkB nebo pT24-ras
pcpsanych v publikaci Yancopculos a dals3i 1985 Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 82:5455-5459. Bunéénd sm3s se inkubuje 10 minut v
ledu a pak se nechd rychle zteplat na taplotu mistnosti a pdry
se otevrfou plsobenim elektrickdého proudu v celkovém objemu 1 ml
pri plsobeni 1150 V/cm a 500 /uF. Pak se bunky inkubuji v ledu
je3td 30 minut . nadeZ se nanesou na plotany s orostfedim DMEM
s2 6 % FBS, 6 % konské&ho séra, 1 % penicilinu i streptomycinu
a 2mM glutaminu. Uziji se plotay Costar z plastické nmoty bez
jakéhokoliv predb&zZného povlaku. 48 hodin po transfekci se na
buriky plsobi 10 ng/ml neurotrofinu nebo BSA, tak jak je uvede-
no v popisu k obr. 5 a po dalsich 43 hodindch se vyhodnoti

rist nervovych vldken.
6.1.3 Chemické zesiténi

Buniky se odeberou do roztoku chloridu sodného s fosfi-
tovym pufrem, ktery ddle obsahuje ¥ mM EDTA, 1 mg/ml glukosy
a 25 mM HEPES (PBS-versene) a pak se bunky znovu uvedou do
suspenze pri vhodné hustoté&, obvykle 1 x 106 bunék/ml v le-
dové chladném vazném pufru A, jde o PBS s obsahem 1 mg/ml BSA




a glukosy. Plasmidy oCMX-trkB nebo pCMX, uZité k transfexci

« . . 5 v . Cor
bun3k CO0S-5 v mnozstvi 4 x 10~ bunéx byly s bunkami inkubo-

25 v » . - o [y P
! I-znacanyca neurotroflinu, Xtare

vidny v ladu v pritomnosti
byly uZity v konaéné koncantraci v rozmezi 0,1 az 0,23 al,

inkubace byla provdddna 90 minut v aspfitomnosti n2bo v ori-

o
-
3

tomnosti neznadaného NGF, BDHF nebo NT-3, jax j& zndzornano
na obr. 1 a 3. Chemickd ldtka pro zesiténi DSS (Pierce,
Rockford, IL) byla pouzita za podminek, popsanych v publikaci
Mezakin a Shooter, 1991, Muron 6, 153 - 163. Reakce oro zasita-
ni byla ukonesna po 90 minutdch a zastavena priddnim 12 ml

50 mM tris-pufru s obsahem 160 mi chloridu sodného. Bunky by-
ly odstfadény 5 minut p¥i 300 g a pak 2x promyty vidy 12 ml
pufru A. Usazenina bun3k pak byla rozpusSt2na v SDS s obsahenm
2 $ 2-merkaptoethanolu, smds byla 5 minut povarena a radio-
aktivnd® znadené zesit3né bilkoviny pak byly d3leny na 7%
polyakrylamidovém gelu a jejich mnoZstvi bylo odeiténo po-
moci autoradiografie po exposici suchého gelu pfi pouziti
filmu Kodak X-Omat pfi teploté -70 °c.

125

6.1.4 I-NT-3 kompetiéni vazné zkousky

Vazba lzsI—UT-B na buiky COS-MS5 po transfekci plasmi-
dem pCMX~-LNGFR, p-CMX-trkB nebo kontrolnim vektorem pCMX
byla stanovena na buikdch v suspenzi. Builky pak byly odebra-
ny do PBS-versene a pak znovu uvedeny do suspenzs ve vazném
pufru A tak, jak bylo popsdnc svrchu pro chemické zesiténi.
Bunky byly inkubovdny se 125I-NT-3 v koncentraci 0,1 az 0,25
nM v nepfitomnosti nebo v pfitomnosti zvySujicich se koncen-
traci neznadeného NT-3, BDNF nebo NGF v koncentraci 0,3 az
30 nM v pripadé NGF a 1 aZ 100 nM v pfipadé BDNF a NT-3, jak
je uvedeno v popisech k obr. 4C a 4D. Vazné reakce byly pro-
1251 byl odd2len od

vdzané litky rychlym odstfedénim po dodbu 30 sekund pfi pouzi-

vddény 90 minut v ledové ldzni. Volny

ti sacharosovéno gradientu, vytvofendho ve zkumavce pro mikro-



odstfedivku v jeji prodloulsné spcdni cdsti. Zkumaviky byly
okamzitd@ zmrazeny ve smési suchého ledu a ethanolu. Spodni

cast zkumavky byla odfizauta a vysledek byl oda&tan na poci-
taci gamma-zdfeni.

6.1.5 Izolacz RNA a analyza northara blot

Celkovd bun3Cad RNA, izolovand z bundk SH-5Y5Y a za2 zpra-
covanycah nebo nezpracovanycn bundkx PC12 byla frakcionocvédna .
na agarcsovém gelu s 1 % formaldshydu, pak byl materiil pre-
nes2n na nylonové membrény a hybridisovan pfi pouZiti sondy

. . 32
v-fos, znacené

P nebo sondy c-juan, znazné stejnym zpdsoben,
jak bylo popsdno v publikaci Squinto a dal3i, 1990, Neuron S,
757 - 766. Express trkB byla sledovdna p¥i pouZiti sondy kry-
siho trkB, znadeného 32p z oblasti, kterd je kddovou oblasti

Pro intracytoplasmatickou tyrosinkindzu.

6.2. Vysladky

6.2.1 Vazba v3ech tfi neurotrofind na LNGFR, BDNF a
NT-3 neplsobi pfes HNGFR

Aby bylo mozZno stanovit, zda NT-3 se stejné jako NGF a
BDNF mdZe vdzat na LNGFR, jak bylo poosdnos v publikaci
Rodriquez-Tebar, 1990, Neuron, 4, 487 - 492, byly v3echny
tfi neurotrofiny zkoumdny na svou schopnost chemického ze-
siténi s bilkovinou LNGFR po jeji pfechodné expresi v buikich
COs. Kazdy ze tfi radioaktivné znaenych neurotrofind mdze
byt specificky zesitén s bilkovinou s molekulovou hmotnosti,
jakd je oéekdvdna pro LNGFR, uvddi se, 2e zesitény komplex,
zndzornény na obr. 1B md velikost pZibliZnd 100 kb podle
publikace Hosang a Shooter, J. Biol. Chem., 260, 655 - 662.

Zesitény produkt nebylo moZno prokizat v bufikdch COS, u nichZ




nedochdzelo k exprasi bilkoviany LNGFR, jak je zrejmé z obr.

1A. Mimoto, jak bylo moZno olekdvat v pripad2 specifické
vazby, bylo moZno vzniku zasiténych produktd G¢inn2 zabra-

nit kompetici s prfebytkeam odpovidajiciho n=znaceného neuro-

(<

trofinu, jak je zf2jmd z obr. 1B. Kompetitivni zasiténi s
a

or

polypeptidam odpovidajiciho rozmé&ru bylo mczZno pozorov

A}

také v bundéné linii melanomu A875, o niZ je zndmo, 22 u

,

ni dochdzi ke stdlé exprasi valkych mnozZstvi LNGFR, jak je

-

zfejmé z obr. 1C.

Jakmile bylo prokdzino, 2e se vsechny tri neurotrofi-
ny mohou vdzat na bilkovinu LNGFR, byla zkoumdna schopnost
BDNF a NT-3 pusobit pfes receptory NGF s nizkou nebo vysoxou
afinitou. Bunky PCl2. u nichZ dochdzi k expresi obou skupin
raceptord - NGF poskytuji vyznadnou odpovdd pokud jde o ruist
narovovych latek i pokud jde o indukci skupiny tak zvanych
"Casnych genui" po transkripci jako odpové@di na NGF, jak by-
lo popsano v publikacich Graens a Tischler, 1976, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 73, 2424 - 2428 a Greenberg a dal3i, 1985,
J. Biol. Chem. 260, 14101 - 14110 a jak je také zfejmé z obr.
2A, a 2B. Avsak v pfipad@, zZe se buidky PCl2 inkubuji v pritom-
nosti BDNF nebo NT-3 v koncentraci, kterd je pfilis nizkad ne-
bo v koncentraci, kterd je vy3Si neZ koncentrace masyceni pro
odpovdd na NGF, nedochdzi k morfologickym zm3ndm ani za pod-
minek, které jsou optimdlni pro rust nerovovych ldtsk a ne-
dochdzi také k indukci exprese Casnych genl podle obr. 2A a 2B.
Z té&chto vysledkl& je moZno usuzovat, Ze receptory s nizkou ne-
bo vysokou afinitou pro NGF nestadi pro funkéni odpovéd na
BDNF a NT-3, pro tuto odpovdd je patrné nezbytnd alespoi jed-

na slozka receptoru, ktery se u bunék PCl2 obvykle nevyskytuje.



6.2.2 BDNF a NT-3, av3ak aikoliv NGF jsou schopné
vazby na trk-B s plaou délkou neboc ve zkrica-

né formée

X exprasi trk-B v buikdch PCl2 nedochdzi, jak bylo
popsdno v Xaplan a dalsi, 1991, Nature 350, 153 - 160.
Bua&éné linis, u nichZ by dochdzalo k expresi trk-B j=3t2
nebyly popsdny. Byla izolovdna cDUA gro trk3 s 2lnou déikou
a bylo dosaZesno jeji pfechodné axprass v buikdca COS a 2ax
byly groviadiny pokusy s2 zasit3nim ofl pouzZiti neurctrofi-
nd, znadenych radioaktivaim jodem. Jak je zf2jmé z obr. 3A,
mohou byt BDNF a N7-3, av3ak nikoliv NGF zesitdny s poly-
peptidem s prfibliZnou velikosti pro produkt ganu trkB. By-
lo moZno pozorovat urditou heterogenitu zasit3ného materid-
lu, jak bylo jiZ dfive popsdno pro HNGFR, zesitény s NGF v
publikaci Meakin a Shootar, 1991, Neuron 6, 153 - 163. Ze-
siténi znaCendno BDNF nebo NT-3 s pfedpoklddanym produktem
genu trkB nebylo mcZno pozorovat v pfitomnosti pfabytku ne-
znacené homologni vazné ldtky, jak je zFejmé na obr. 3A v
drahdch, oznadengch "+". Aby bylo moZno ov&fit, %e bilkovi-
na, zesiténd BDNF n=bo NT-3 skutednd odpovidd produktu genu
trkB a aby bylo moZno stanovit, zda urdité zkrdcené formy
této bilkoviny jsou rovndf schopné se vdzat na vaznou lit-
Ku, byla zkonstruovdna mutanta trkB, v niZ chybi intracyto-
plasmatickd oblast pro tyrosinkindzu a bylo desaZeno expresa
této mutanty v bufikdch COS. Jak je zndzornéno na obr. 3B,
byla radioaktivné znadena vazni litka, v tomto pFipadd NT-3
G&innd zesiténd s povrchovou sloZkou bundk, u nich3 dochize-
lo k expresi produktu trkB se zkricenym Fetdzcem. Mimoto
vyrazny posun v pohyblivosti, ktery je pozorovdn mezi zesi-
ténym materidlem s plnou délkou nebo se zkricenym fetdzcem
a ktery odpovidi molekulové hmotnosti pfiblizné& 35 000 je

v souladu se zndmym rozsahem vypus$tdné Casti.




§.2.3 BDNF a NT-3, av3ak nikoliv NGF mohou byt v

kompetici na vazbu trkB a maji vyssi afinitu

vazby k trkB neZ k LNGFR

Spedifidnost a rezaltivani afinita vazby neurotrofind
na LNGFR a triB byla srovandvdna v xompatidénich zkouskéch.
Xazdy ze tIi neznadsnych neutrotrofind byl G&inal3 schopen
spacificky blokovat zesit3ni radioaktivné znacesného NT-3
na LNGFR po jeho expresi v bunkdch COS v koncentraci 500 nii,
avsak nikoliv v koncantraci 1 aZ 5 nM, jak je zfejmé z obr.
4A. V souladu s t3mito vysladky byla vazba radioaktivnd
znac¢eného NT-3 na LNGFR po jeho expresi v bunkdch COS do-
vrSena obdobnym zplsobem v pripadd vdech tri neznadeanych
neurcotrofind, jak je zfejmé z obr. 4C. Kompetidéni kZivky
ukazuji, Ze disociacéni konstanty by pro viechny tfi neuro-
trofiny mély leZet v oblasti nanomoll, coZ znamend, Ze prad-
chozi pozorovdni plati takxé pro NGF a BDNF podle oublikace
Rodriguez-Tebar a dalsi, 1990, Nauron, 4, 487 - 492.

Na rozdil od pomé&rné vysoké&ho mnoZstvi neznadenych
vaznych latek, jehoZ je zapotfebi pro specifickou inhibici
vazby na LNGFR staci daleko niz3i mnoZstvi nezanadaného BDNF
a NT-3 k #&inné inhibici vazby radioaktivnd znadenéno NT-3
na trkB, jak je moZno prokdzat bud pomoci zesit3ni podle
obr. 43 nebo pfimou analyzou vazby podle obr. 4D. NGF neni
ani v molarnim prfebytku 500 aZ 1000 v kompetici na vazbu ra-
dicaktivné znaceného NT-3 na trkB pfi Z4dné z uvedenych
zkousek, jak je zfejmé z obr. 4B a 4D. Vzhledem kX mnoZstvi
neznaceného BDNF a NT-3, jehoZ je zapotfebi k dplné inhibi-
ci vazby radioaktivné znadeného NT-3 na trkB, ktzré je 10
az 100x nizZs$i neZ mnoZstvi, jehoz je zapotfebi k blokovini
vazby NT-3 na LNGFR je mozno se domnivat, Ze trkB md pod-
statné vyssi aktivitu pro BDNF a NT-3, nez je afinita LNGFR
pro tyto latky.
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6.2.4 £rkB miZe zprostrfasdkovat rist nervovych lditek
u bunék PCl2 po pisobeni EDNF a NT-3

BudXy PCl2 vyvinou charakteristickou morfologickou od-
pova3d po vystaveni plsobeni NGF, tato odpovad spodivi v
prodlouzeni nervovych ldtex a je prlkazam difersnciacs na
zralejsi fenotyp. Jak jiZ bylo svrchu prokdzdao, uvedanéd
bulikxy nereaguji na plsobeni BDNF nebo NT-3. Aby bylo moZno
prokdzat, zda trkE mlZe zprostiedkovat biologicky relevant-
ni odpcvéd na BDNF nebo KiT-3, byly buitky PCl2 podrilieny ofe-
chodné transfekci vektorem pro expresi trkB, pCMX-trkB, a
pak byly inkubovdny s jednotlivymi neurotrofiny. Aby bylo
mozZno sniZit na co nejmen$i miru vliv pozadi, byly buiky po
transfekci péstovdny na standardnich plotndch prc p3stovani
tkdnovych kultur z plastické hmoty a nikoliv na plotndch,
opatfenych povlakem kolagenu nebo povlakem Primaria. Za
t3chto podminek, které jsou suboptimdlni pro prodlouzeni
nervovych vldken pcdle publikaci Gresne a dal3i, 1987, Meth.
Enzymol., 147, 207 - 216, Vhem a dals$i, 1990, C=21l1 Growth,
1, 79 - 85, vyvold NGF rist krdtkych neurond u kontrolnich
bunék PCl2 i u bundk po transfekci trkB, jak je zfejmé z
obr. 5B. V pripadé, Ze se nepfidd 24dny neurotrofni faktor,
nadojde v'kulturdch po transfskci trkB k rdstu nérvcvych
vldken, jak je zfejmé z obr. 5C. AvSak celd fada bunék v
kulturdch bundk PCl2 po transfekci trkB vyvine robustni ner-
vovd vldkna v pfitomnosti NT-3 nebo BDNF, jak je zfejmé z
obr. 5D a SE. Z4dné buiky s neurity nebi moZno pozorovat
v pfipadd bunék PCl2 po prechodné transfekci kontrolaimi
vektory a po plsobeni BDNF nebo NT-3. Aby bylo moZno zis-
kat pozitivni kontrolu pro odhad Géinnosti transfekce, by-
ly builkky PC12 podrobeny transfekci aktivovanym genem H-ras,
pfiéemZz se ukdzalo, Ze v pfitomnosti tohoto genu dochdzi k
diferenciaci bunék PCl2, kterd je nezdvisld na pfitomnosti

vaznych latek. PoCet diferencovanych bunék, ktery je moZno




diferencovat v xulturdch po transfexci genem H-ras j2 uka-
zatalen poétu bundk PCl2, u nichZ skutecnd doslo k pI=chod-

né transfakci. Vzhledem k tomu, Ze polet difersncovanych
buandk, kterdé jsou pozorovdny po pusobani BDNF na buiky PCl2
po transfekci pCMX-trkB je srovnatelny s poctem difzrencova-
nych bund3k, ktearé lzs prokdzat v bun2cné populaci po trans-
fekci genem H-ras, jax je zf2jmé z obr. 5A a S5E, je mozZno se

» P

domnivat, Ze kazdd buika PCl2, u niz dochdzi k expresi trkB
midZe reagovat na BDNF avSak men3i &&st té&chto bundkx miZe od-
povidat také na NT-3, jak je zfejmé z rustu nauritd na obr.
5D. Je zrejmé, Ze bude zapotfebi peclivéjsiho vyzkumu zavis-
losti odpovédi na ddvce, aby bylo moZno vyhodnotit zfejmy
rozdil mezi pusobenim DBNF a NT-3 pri techto pokusach. Jak
je@ zndzornéno na obr. 5, je velmi prekvapujici, Ze extensiv-
ni rdst neuritd u bundk PCl2 po transfekci H-ras nebo u bu-
nék PCl2 po transfekci pCMX-trkB a po plsobeni BDNF aebo
NT-3 byl kvalitativné odlisny od rdstu neuritd, ktary je

za obvyklych podminek moZno v té&chto kulturdch pozorovat

po plsobeni NGF. -

§.2.5 Bunky SH-SHS5Y lidskéhc neuroblastomu rzaguji
na BDNF, avsak nikoliv na NT-3 a nedochdzi u
nich k expresi trkB, prlikaz dals$iho receptoru

pro neurotrofin

Indukce expresa ¢asného genu byla pouzita jako zkousS-
ka k vyhleddni bunécnych linii nddorovych bundk nervové tka-
né, které by byly schopny reagovat na BDNF, NT-3 a NGF podle
Squinto a dalsi, 1990, Neuron, 5, 757 - 766. Bylo prokdzano,
ze napriklad bunéénd linie SH-SYS5Y reaguje expresi mRNA c-fos
na pusobeni NGF, jak jiZ bylo dfive popsdno, a také na plso-
beni BDNF, av$ak nikoliv na pusobeni NT-3, jak je zrejmé z
obr. 6A. Dalsimi pokusy bylo ovéreno, Ze BDNF, avSak nikoliv
NT-3 md na bunky SH-HYSY jestd dalsi funkéni dcinky. BDNF na-
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priklad chrdni tyto buiky pfed oxidativanim poskozenim.
PrestoZe bylo prokdzdno, e u uvedenych bun3k dochdzi k
exprasi malych mnoZstvi receostord NGF s nizkou i vysokou
afinitou podle Chem a dalsi, 1990, Cell Growth Diff., 1,
79 - 85 a k expresi zjistitalnjch mnoZstvi mRNA trkl, ne-
dochdzi k exprasi zjistitslnych mno3stvi mRNA Pro trxB,
jak je zfejmé z obr. 6B. ZFejmy nedostatek exprasa2 trkB

u bunééné linie, r=agujici na BDNF a neschopnost této bu-
nd&né linie reagovat na NT-3 vads k pfedpokladu, e exis-
tuji dalSi moduldtory LNGFR nebo trkA, kterd umoZni reak-
¢l na BDNF nebo Ze existuje je3té dal$i funkéni recepter

Pro neurotrofin, ktery je specificky pro BDNF.

6.3. Diskuse

Je mozno uzaviit, Ze trkB je kddem pro podstatnou
sloZzku funkéniho raceptoru pro BDNF a NT-3, avs3ak nikoliv
pro treti ldtku ze skupiny neurotrofind, NGF. V soulasnych
publikacich se uvddi, Ze protoonkogen trkA, ktery je nej-
pffbﬁznéjéi trkB, je podobné kddem pro podstatnou sloZku
receptoru s vysokou afinitou pro NGF, napfiklad podle pub-
likaci Kaplan a dal$i, 1991, Nature, 350, 158 - }50, Klein
a dalsi, 1991, EMBO J., 8, 3701 - 3709. Soulasni pozoroviani,
Ze buniky PCl2 za normdlnich podminekx nereaguji na BDNF nebo
NT-3, ukazuji na to, Ze trkA, Xk jehoZ expresi v bufikdch PCl2
dochdzi, je aktivovdn pouze jedinou zndmou ldtkou ze skupiny

neurotrofind, a to NGF.

Je mozZno prokdzat, Ze BDNF a NT-3 jsou schopné se vi-
zat na trkB v nepfitomnosti LNGFR a to s vys$3i aktivitou
nez na LNGFR. Podobné v publikaci Klein a dal3i, 1991, Cell,
65, 189 - 197 sa popisuje, Ze NGF se miZe vizat s vysokou
afinitou na trkA v buikdch, u nichZ? nedochdzi k expresi LNGFR.

Funkce LNGFR zUstdvd nejasnd. Dfivéjsi pozorovdni, shrnutd v




publikaci Redriguez-Tebar a dalsi, 1990, Nauron 4, 447 -

492 je mozno rozdifit o dlkaz, ze v3echny tIi naurotrofi-
ny jsou scacpad se vdzat na LNGFR s priblizaé stejaou, i
xdyZ pom3rné nizkou afinitou. Zachovdni této vlastbosti
je patrnd zplsobano dileZitou biologickou Glohou. Je mo
né, e LNGFR m3ni vazbu kazdéno z ansurotrofind na jeho
sludny receptor typu trk. Je rovan32 mo3aé, Ze LNGFR m3ni
pfevod signdlu pfass nezdvisly zplisob prfevodu asbo sa miie
pfimo dG&astnit polddtku tohoto pfavodu. Moal by napiiklad
lokalizovat, koncentrovat a zachytit neurotrofin na povr-
chu bundk, u nichZ k expresi LNGFR dochdzi. 2 tohoto hle-
diska by moalo byt zajimavé, 2= podplirné nervové bunky.
napfiklad Schwannovy buiky, kterd neodpovidaji na NGF vy-
kazuji expresi LNGFR a mé&ni ji v pfipadd poskozeni, jak
bylo popsdno v publikaci Johnsoa a dal3i, 1983, TINS 11,

299 - 304, takZe je moZno, Ze tyto buiky predstavuji pev-
nou matrici nebo cestu pro koncentrovidni a privod neurdtro-
find k regenerujicim nervovym bufikdm. Je také moiné, ze
LNGFR plsobi jako receptor, ktery snizZuje hladinu nsuro-
trofind, volnych nebo obihajicich. Vyskytuje se totis jak

v centrdlnim nervovém systému, tak na periferii, jak bylo
popsdno v Mainsonpierrs a dal$i, 1990, Neuron 5, 501 - 509.
Vyludované formy LNGFR, popsané v DiStefano a.Johason, 1938,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85, 270 - 274 mohou napomdhat
tomuto mechanismu. Pokud jde o nékteré pravdé@podobné Glohy
LNGFR, miZe jit o podobné mechanismy, které jsou specific-
ké pro BDNF a NT-3 tak, jak je moZno je prokdzat pfi pouzi-
ti zkrdcenych forem trkB. Spoleénd lokalizace BDNF a trans-
kriptd zkrdcenych forem trkB mimo nervovy systém, prevdind
v plicich a v kosternim svalu vyvoldvd otdzky, tykajici se
dlohy BDNF, trkB a dalS$ich potencidlnich receptord BDNF v

jinych neZ nervovych tkanich.

Skute&nost, Ze BDNF a NT-3 maji spoleény funkéni re-

ceptor trkB, je v souladu s drivéj3im predpokladem, ze



distribuce a pfekryvajici se specifidnost G&innosti BDUF

a NT-3 pro neurony spojuje Glohu t3chto dvou neurotrofiad
alespon v centrdlnim nervovéa systdmu. V pribéhu zrini
rdznych oblasti mozku dochdzi ke snilovani koncentrace
NT-3 a postupnému zvySovadni koncantraces BDNF, av3ak expre-
Se trkB zlUstdvd pomdrnd stild. Aviak ideatifixace bunidna

linie, kterd reaguje na BDNF, av3ak nikoliv na HT=3 a u

£3¢
w

niz nedochdzi k prokazatalné exoresi trxB napovida,

tyto dva neurotrofiny neni moZno dplnd zamdnit a 3= mohou

”

existovat dalsSi raceptory nebo moduladni slozky, které do-

N

voluji odlisSit odpovéd na BDNF nebo NT-3. Takovd modulace

by napriklad mohla vysvétlit odligné i¢inky NT-3 a BDNF na
buidky PCl2 po transfekci trkB, tak jak byly svrchu uvedeny
nebo na neurony sympatiku, jak bylo popsdno v publikaci
Maisonpierrs a dal$i, 1990, Science, 247, 1446 - 1451. Je
znamo, 22 u neuronl sympatiku dochdzi k exvresi trka, pres-
toze Udaje, které jsou k dispozici na zaklada hybridizacs

in situ neodliSuji pfitomnost funk&nich a nefunk&nich trans-
kriptd trkB v t3chto neuronech, jak bylo popsino v Xlein a
dalsi, 1989, EMBO, 8, 3701 - 3709. Vjvojové srovnini BDNF

a NT-

n& konzervovdny tak, aby si uchovaly své specifické inter-

W

vede k predpovédi, Ze tyto dva nesurotrofiny byly pev-

akce s vét3im podtem receptort. Pfestole NGF je dobfe vyvo-
jové konzervovdn ve srovnini s v3tdinou vyludovangch fakto-
rld, jeho konzervace neni tak velkd jako konzervace BONF a
NT-3, coZz pravdépodobné naznaduje, Ze tato litka neni v in-
terakci s takovym mnoZstvim receptorl jake ostatni dva neuro-
trofiny. Uvedené vysledky zafazuji neurotrofiny do zvadt3uji-
ci se skupiny systémd receptord a vazaych litek, v nichZ se
mnonoCetné receptory jsou schopné vizat na nékolik raznych
pfibuznych vaznych litek, ddaje jsou shrnuty v publikaci
Cross a Dexter, 1991, Cell, 64, 271 - 280.

Vazba a aktivace receptord pro tyrosinkindzu plsobe-

nim neurotrofinl prokazuje, Ze tyto faktory vyuzivaii
Y




signdlni drdhy, které jsou velmi podobné drandm, aktivova-

nym mitogennimi rdstovymi faktory. Tanto poznatek ja v sou-
ladu s vysledky poslednich vyzxuml, které uvadd2ji, Ze neuro-
trofani faktory mochou v urlitjych souvislostaech padsobit jako
aitogeny, jak bylo popsdno v publikaci Cattaneo a McXay, 1990,
Nature, 347, 762 - 785. Mimcto pakx bylo také prokdzdno, Za
signdly, které zahajuji aktivaci receptoru tyrosinkindzy,

jsou za b&Zaych podminex integrovdny do nemitogennich cest
pro preved v nervovych buikdch. Pfas rozdily v cilovém jeavu,
kterym je mitogenesa, pfezivédni nebo diferenciaces, jsou ale-
spon ndkterd z asnych meziproduktl v signalizadni kaskads
tyrosinkindzy, jako skupina ERX bilkovinnych kindz podobaym
zpUsobem aktivovdny v nervovych i jinych buikdch. Dal3im

A

prikladem toho, ze aktivace tyrosinkindzy v nervovych bun-
kKdch mlZe vdst k nemitogennim ddsladkim miZe byt bilkovina

z Frosopnila sevenless, jejiZz aktivace je nutnd pro difarea-
ciaci bunék fotorecsptorl podle publikace Basler a dalsi,

1991, Cell, 64, 106S - 1081.

7. Priklad: trk miZe zprostfadkovat pfezivdni v zdvislosti
na BDNF/NT-3 a procliferaci u fibroblastd, jimZ chybi

receptor NGF s nizkou afinitou

7.1. Matzrialy a metody

7.1.1 Bunky, bund&né kultury a transfekce DNA

Bunky NIH3T3 byly p&stovdny v Eaglov@ prostfedi DMEM
v Dulbeccové modifikaci, obsahujicim 10 % teleciho séra,
1 % peniclinu i streptomycinu (P/S) a 2 mM glutaminu v at-
mosférfe s obsahem 5 % oxidu uhliditého. Pro zkousky na de-
finovanych prostfedich byla tato prostfedi pfipravena podle
publikace Zhan a dalsi, 1987, Oncogene, 1, 369 - 376.
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I kdyZz bylo prckdzino, 3e bunky NIH3T3 ztrdceji svou Zivot-
nost v prostredich v nepfitomnosti riastového faktoru, jak
bylo popsino v Zhan a dalsi, Oncogen, 1, 369 - 276, 2Zhan a
Goldfarb, 1936, Mol, Cell, Biol., 6, 3541 =~ 3544, je nutno
se zminit o tom, Ze nékterd jiné varianty bun3k NIH3IT3 3i-
vetacst naztrdceji, aviak ve stejnych prostfedich zachovi-
vaji klidovy stav. Transfekce DNA v t3chto buikich ofi pec-
uziti konstrukei PLTR-trXB a pLTR-hyg, popsanych va Squinto
a dalsi, 1991, cell, 65, 1 - 20, byla uskute&néna podla pu-
blikace Wigler a dals$i, 1979, Cell 16, 777 - 785. Bund&né
kultury bundk COS a transfekce pomoci pCiX~-LNGFR byly pro-
vadény podle Squinto a dal$i, 1991, cell 65, 1 - 20. Zkous-
ky na pfeZivani neurond pri pouziti neurond ganglii dorsil-
nich kofend kufete byly provddény podle publikace Rodriguaz-
—~Tebar a Barde, 1988, The Journal of Neurosciance 8, 3337~
~3342.

7.1.2 Faktory

Pfiprava, &is$téni a radioaktivni znaceni rekombinant-
niho lidského BDNF a NT-3, produkovaného v burikdch CHO byly
pPopsany v pudblikaci Squinto a dal$i, 1951, Cell 65, 1 - 20.
NGF my3i byl ziskén od Bioproducts, Indlanasolls, IN. Faktor

bFGF byl ziskdn od R a D Systems, Inc., Minneapolis, MN.

» rd

7.1.3 Zkousky na preivani, proliferaci a pfijem

thymidinu

Zkousky na pfe2ivédni a proliferaci byly provddény v
podstatd zplsobem podle publikaci Zhan a dalsi, 19387,
Oncogene 1, 369 - 376, Zhan a Goldfarb, 1986, Mol. Cell.
Biol., 6, 3541 - 3544. Zkousky na pfeZivdni byly provadany
tak, Ze builky byly naneseny na plotny, opatfené povlakem




poly-D-lysinu/fibronectinu, péstovdny az do ziskini 20%

souvislé vrstvy a pax pé&stovadny 5 dnu v definovaném pro-

tfedi v pritomnosti nebo nesfitomnosti faktoru. Stupen
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vislé vrstvy preiivajic
feraci byly buiky nanasany na plotny do pZibliZn3 0,5%
souvislé vrstvy, byly uZity plotny, opatfené povlakam
poly-D-lysinu/fibrolactinu a bunky bidld oéstovdny 8 dnul

bez pridani faktoru nebo v pritomnosti faktoru a pak byly
bunky poéitdny po rozruSeni vrstvy trypsinem na poditacim
zarizeni Coulter counter. Pfi zkoudkdch syntdzy DNA byly
buriky naneseny na plotny v prostfedi s obsahem 3 % teleciho
séra a po dosazeni rovnovdzného stavu byly na 14 dnd prida-
ny rizné faktory. Pak bylo prostfedi doplnéno 3H-thymidinem
v mnozstvi 1 mikroCurie na 1 ml na dobu 2 hodiny. Pak bylo
stanoveno zarazeni radioaktivn2 znaeného materidlu do ma-
teridlu, nerozpustného v TCA podle publikace Cavalieri a
Goldfarpb 1987, Mol. Cell. Biol., 7, 3544 - 3560.

7.1.4 Izolace RNA a analyza northezm blot
Uvedené zkousky byly provadiny zpﬁsobem; popsanya v

publikaci Maisonpierre a dalsi, 1990, Neuron, 5, 501 - 50u.

7.1.5 1Izolace bilkoviny a analyza western blot

Za ucelem detekce zmé&n fosforylace tyrosinu v zavis-
losti na priddvdni jednotlivych faktord byly bunky uloZeny
na 1 hodinu do definovaného prostfedi, prostého séra, pak
byly na 5 minut priddny oznacené faktory. Pak byly buiky
promyty roztokem chloridu sodného s fosfdatovym pufrem (PBS)
s 1 mM orthovanadicnanem a rozrusSeny v pufru RIPA (PBS s
obsahem 1 % NP40, 0,1 % SDS, 0,5 % deoxycholdtu, 1 mM PMSF,



1 mif orthovanadicéananu a 0,14 jednotky/ml aprotininu). PFi
provadéni pokusd z obr. llA byl materiil z rozrusanych bu-
n3x vysrdZen pomoci monokloadlni protildtky proti fosfoty-
rosinu, xonjugované s agarosou a oznadand 4Gl0 (TOXNY Sp2-
-derivdt myelomu x slezinnéd buiiky BALB/c), mat=aridl oyl
ziskdn od Uosta:za Biotechaologiss, Inc. Imunolcogicky vyscé-
Zany materidl byl promyt pufram, v a3m3 byly buiky rozruse-
ny, 2ak byl za varu uveden do suspenza v pufru, obsahujicina
SDS a v tomtc pufru byl naaesen na 6% SDS-akrylamidovy gel a
podroben imunoblotové analyze pfi pouZiti protilatky proti
fosfotyrosinu 4G10. V pfipad3 pokust pcdle obr. 11B byl roz-
rusany bundény materidl pfimo podroben slektrofordze na 8%
SDS-akrylamidovém gelu a pak byla provdd3na imunoblotova
zkouSka pri pouziti protildtky 4G10. Zkousky byly provedany
PEi pouziti membrdn Immobilon-P. Po aplikaci primdrni anti-
fosfotyrosinové protildtky 4Gl0 byla k detekci pou®ita kozi

polyklon&lni protildtka proti mySim tkdnim, znadend 1251.

7.2. Vysledky

s

7.2.1 BDNF a NT-3 jako faktory, nutné pro pfeZivin
bunék NIH3T3, u nichZ dochdzi k exprasi trkB,

v hepritomnosti LNGFR

Aby bylo mozZno prozkoumat funkéni schopnosti receptoru
trk pri jeho expresi v bufikdch, odlisnjch od nervovych bun3k,
byla provedena soucdasnd transfekce svrchu uvadené varianty
bundk NIH3T3 pfi pouZiti konstrukce trkB pro expresi, pLTR-
-trkB podle publikace Squinto a dals$i, 1991, Cell, 65, 1 - 20
a zna¢iciho genu pro hygromycin k usnadnéni selekce, PLTR-hyg
podle Murphy a Efstratiadis, 1987, Proc. Natl.Acad.Sci., USA,
34, 8277 - 828l. U uvedenéd varianty bunék NIH3T3 nedochizi k
expresi zjistitelného mnozstvi LNGFR, jak je mcZno prokdzat

pfimym zesitédnim s radioaktivnd znacanym faktorem NT-3, jak




ziskat builky, kterd vytvidraji rostouci kolonie pudsobenim
BDNF nebo NT-3.

Aby bylc moZno stanovit, zda v3tsSina bunék po trans-
fekci trkB mize odpovidat na BDNF nebo na NT-3 nebo zda
svrchu uvedend xoloanie jsou tvofeny vzdcnymi xlony bunéiné
populace po transfekci, byly bunky po transfsikci trkB nej-
prve podrobeny selekci na prostfedi, obsanujicim 10 % tele-
ciho séra a hygromycin. U téchto bundk dochdzi k expresi
vét3ino mnoZstvi transkriptd trkB, jak je zfajmé ze spodai
Cdsti obr. 9B a k expresi prokazatelného manoZstvi bilkoviny
trkB, jak je mozZno prokdzat chemickym zesiténim s radioak-
tivné znacanym NT-3 a jak je zrejmé z obr. 737, drahy 5 a 6.
Pocat racsptorl trkB v ti3chto bunikdch je nizky ve srovndni
s poctam molekul LNGFR, k jejichZ expresi dochdzi v bunkich
COS po prachodné transfeskci konstrukci pro expresi LNGFR,
jak je zrejmé z obr. 7A pri srovndni drah 1, 2 a 5, 6. Bui-
Ky, u nichz dochdzi k expresi trkB pak byly zkoumdny na pre-
zivani pri pokusech, pfi nichZ byly buiky nandSeny na plotny
zivnédho prost¥edi s pomé&rné vysokou hustotou, do 20% souvis-
1é vrstvy, a toc na definovaném prostfedi nebo na definovanén
prostfedi, doplnéném 5 nM bFGF nebo jednotlivych neurotrofi-
nd. V pribdhu nékolika dnt bylo moZno pozorovat na definova-
ném nedoplnéném prostfedi nebo na prostfedi, doplnéném pouza
NGF té&mér Gplné uhynuti bunék, jak je zndzornéno na obr. 9A.
Je pfekvapujici, Ze v pripadé kultur bunék, u nichz dochdazi
k expresi trkB je moZno pozorovat souvislé vrstvy bungk v
pripadé& priddni bFGF, BDNF nebo NT-3, coZ je prlkazem pom3r-
né rovanomérnéno prezivdni bunék, jak je také zrejmé ze spod-
ni cdsti obr. 9A. Prezividni bundk bylo podporovinoc bFGF,
avSak nikoliv ostatnimi neurotrofiny v kulturdch puvodnich
buné&k NIH3T3, jak je zfejmé z horni &&sti obr. 97, v kultu-
rdch bunék, u nichZ byla provedena transfekce pouze s pouzi-
tim samotného pLTR~hyg a v kulturdch bunék, obsahujicich

vektor pro expresi LNGFR.



Je zfejmé z obr. 73, v ndmZ jsou bufky, u anica? dochdzi X
expresi LNGFR v drahdch 1 a 2 srovniny s bulikami NIH3T3 v
drandch 3 a 4. Je takdé moZno provdst vazbu 1251 NGF na na-
poruSenych buikdch. Pfi analyzz northeran blot rovndZ asbylo
mczno prokdzat mRNA oro LNGFR v budxdca NIH3T3, pfesto Za2
tuto mRNA bylo mozao snadnoprokdzat v buikdch PCl2, kde by-
lo patrnd pficomno 100 000 molekul LNGFR v jedné buiice aebo

v bunkdch SH-SY5Y, u nichZ dochdzi k exprasi sotva prokaza-
telnych mnoZstvi LNGFR podla publikaci Chao a dal3i,198s,
Science 232, 513 - 521, Soananfeld a Ishii, 1982, J. Neurosci.
Res., 8, 375 - 391, a jak je zndzornéno taxé v horni &isti na
obr. 7B. Po soucasné transfekci pomoci pLTR-trkB a pLTR-hyg
byly bunky NIH3T3 znovu naneseny na plotny do 20% souvislé
vrstvy a pak bud podrobeny selekci na definovandm prostfedi,
nebo bylo toto prostfedi jesté doplnéno 5 nM ndkterého z fak-
tord bFGF, NGF, BDNF nebo NT-3, nebo byly buiky p3stoviny v
Gplném prostfedi, obsahujicim hygromycin a teleci serum, jak
je zndzornénoc na obr. 8. Primd selekce na definovaném prostZe-
di prokdzala, Ze vSechny pdstované buiiky pfe?ily v pFipad3,
Ze prostfedi bylo doplndno faktorem bFGF, jak bylo o&skdvéno.
Mimoto nebylo moZno prokdzat tvorbu Z4adnych kolonii v pfipa-
d&, Ze definované prostfedi nebylo nikym doplndno nebo bylos
doplnéno pouzs NGF, coZ ukazuje na to, Ze pfiddnim trkB neni
mozno zajistit rlstovy signdl bez jeho stimulacs vaznymi l&t-
kami. Na rozdil od tohoto pozorovdani bylo moZno prokdzat né-
kolik kolonii v pripadé&, Zs buiky po transfekci pLTR-trkB by-
ly p@stovdny na definovaném prostfedi, doplnéném BDNF nebo
NT-3. Ponékud vétsSi mnoZstvi kolonii bylo moZno prokdzat po
priddni BDNF ve srovndni s pfiddnim NT-3, jak je zFejmé z
levé strany obr. 8. Z4dné kolonie nebylo mo2no pozorovat

v pripadé bunék NIH3T3 bez transfekce, u bundk po transfek-
ci pouze s pouzitim pLTR-hyg nebo u bunék, obsahujicich kon-
strukci pro expresi LNGFR. To znamend, Ze v pripadd trans-
fekce bunék NIH3T3 pomoci konstrukce pLTR-trkB bylo moZno
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bunak ukdzaly, Ze koncentraci bFGF, BDNF a NT-3
mold byly d¢inné, pridemz uUdinnost bFGF a BDNF byla zr=2jmi

v rczmezi 0,5 az 5 pM a ddinnost NT-3 byla rozaznatelnd

Pri 50 pM, jak je zfajmé z obr. 9B. AvsakXx NGF nebyl 4d&in-

ny ani pri 100 aZ 1000krdt vy33i koncantraci, jak je zZa2j-

mé z obr. 9A. To znamend, Ze BDNF byl ti3mdf stejnd d&inny
jako DbFGF pri podpofe p¥aZivdni bunék NIH2T3 po transfekci
trkB, kdeito NT-3 byl pfi této zkouSce alespor 10x mén3 d&in-

ny nez BDNF.

7.2.2 BDNF a NT-3 jako proliferativni faktory pro

buniky NIH2T3, u nichZ dochdzi k expresi trkB

Aby bylo moZno stanovit, zda aktivace trkB pusobenim
BDNF a/nebo NT-3 md mitogeani G&inky anebo zda md ndjaky vliv
na prezivdni bundk NIH3T3, byly obd uvedené liatky zkoulany
na svou schopnost vyvolat syntézu DNA u bundk, u nichz do-
chdzi k expresi trkB, pfi zkouS$kdch na prijem thymidinu.
Buiiky byly péstovdny az do vzniku souvislé vrstvy ve 3% sé-
ru, po dosaZeni souvislé vrstvy jiZ nebylo moZno pozorovat
mitotick§ bunky. Za téchto podminek také nedochdzelo k dhy-
nu bunék. Pak byly pfimo do prostfedi pfidévéﬁy razné fak-
tory a 12 hodin po jejich pfiddni byl sledovédn pZijem thy-
midinu, znaceného 3H. Jak je zrejmé z obr. 10A, pouze faktor
bFGF byl schopen vyvolat syntézu DNA u plivodnich bunék NIH3T3,
G¢innd syntéza DNA byla vyvoldna také pusobenim pikomoldrnich
koncentraci BDNF a NT-3 ubun&k NIH3T3, u nichZ dochdzi k ex-
presi trkB, jak je zrejmé z obr. 10B. Z4vislost ddvky na
Gcinku pro BDNF a NT-3 pfi téchto zkouskdch zhruba odpovidi
zdvislosti, pozorované u téchto lidtek pfi zkouSkdch na pra-
zivani, jak je zfejmé ze srovndni obr. 9B-'a 10B. NGF nevy-
vold syntézu DNA ani v pavodnich bunikdch ani v burkdch, u

nichz dochdzi k expresi trkB, jak je zfejmé z obr. 10A a 10B.



BDNT a NT-3 byly také zkouSeny na svou schopnost vy-
volat dlouhodobou prolifaraci bundk NIH3T3, u nicaZ dochi-
zi k exprssi trkB. P#i tdchto zkouskich byly j=dnotlivé
faktory zkoumdny na svou schopncst zvysSit rycalost rdstu
u bunék, u nichZ dochizi k expresi trxB a kt2ré byly valmi
fidce naneseny na plotny s zivaym prostfedia. Wa rozdf
uhyhuti bun3kx, které je moZno pozorovat pri nandsani tdch-
to bundk s velkou hustotou na definovand zZivad prostfedi bez
mitogenl je na tomto prostiFedi pfi Zidces nanesenych bulkich
MOZno pozorovat kontinudlni proliferaci bez pozorovatelndhs
uhynuti bundk, nap¥iklad pfi 0,5% vytvoreni souvislé vrstvy.
Kromé odeskdvané odpovadi na bFGF je mozZno u bundk NIH372, u
nichz dochdzi K expresi trkB moino pozorovat urychlani ris-
tu v zdvislosti na plsobeni BDNF a NT-3, jak je zfejmé z
obr. 10C. PGvodni buiky NIH3T3 reaguji pouze na pritomncst
bFGF. Také v tomto pfipadd je zdvislost G&inku na divce pro
BDNF a NT-3 v pripad@ proliferace obdobni jako zdvislost,
kterd byla pozorovdna pri zkous$kich na prezivdni a na pfi-

jem thymidinu, jak je zFejmé ze srovnani obr. 9B, 10B a 10cC.

7.2.3 U fibroblastl, u nich? dochdzi k expresi trkB
& u primdrnich neurond, zdvislych na BDNF je
mOZno pozorovat pro BDNF obdobné krivky z&-
vislosti G&inku na ddvce |

Aby bylo mozZno stanovit, zda k d&inkdm BDNF na pra- -
Zivdni a na rist bundk u fibroblastd s expresi trkB docha-
zi v oblasti fyziologicky prijatelnych koncentraci neurotro-
finu, byla sledovdna koncentrace BDNF, nutni k dosaeni toch-
to 4&inkld s koncentraci, ji% je zapotifebi pri klasické zkous-
ce na pfezivini nervovych bundk p¥i pouZiti neuronl, zavis-
lych na BDNF, izolovanych z ganglii dorsdlnich kofend DRG.

Pfi pouZiti rekombinantniho lidského BDNF byla ziskdna témér

nerozeznatelnd kfivka zdvislosti G&inku na divece pro prezi-




vani neuronl (cbr. 10B), stejné jako to bylo popsdno pro

EDN.>, ci3t3ni z mozku vepre podls publikace Rodrigusz-Tebar
a Barde, 1988, The Journal of Neuroscizace 8, 3337 - 3342.
Tato kxFivka zdvislosti odpov3di na ddvce je u primérnich
neuronlt valmi podobnd svrchu popsané kfivce pro pra2Zivani

a proliferaci u fibroblastd, jax je zZ2jmé ze srovndai obr.
10D s obr. 98B, 10B a 10C. To znamend, z2 u fibroblastd, u
nichZz dochdzi k expresi trkB v nepfitomnosti LNGFR je moZno
predpoklddat citlivost k BDNF, kterd je podobnd citlivosti

primdrnich nervovych bun3k, zdvislych na BDNF.

7.2.4 BDNF a NT-3 aktivuji fosforylaci tyrosinu u

bunék NIH3T3 u nichz dochdzi k exprasi trkB

Aby bylo mozZno sledovat signdlni drdhy, k jejichz
spustdni dojde vazbou neurotrofind na trkB, byla sledovdna
fosforylace tyrosinu u bunék NIH3T3, u nichZ dochdzi k ex-
presi trkB, po puUsobeni bFGF nebo neurotrofin. Na pivodni
bunky NIH3T3 nebo na bunky, u nichz dochdzi k expresi trkB
se pri této zkousce pusobi 5 minut urditym faktorem, pak se
bunky rozru3i a provddi se imunoprecipitace pfi pouZiti pro-
tildtky proti fosfotyrosinu. VysrdzZené bilkoviny se oddéli
elektroforézou na gelu a prokazuji imunoblotovou zkouskou
pfi pouZiti protildtek proti fosfotyrosinu. U bundk NIH3T3,
u nichz dochdzi k expresi trkB je po plsobeni BDNF nebo NT-3
mozno prokdzat hlavni produkt fosforylace tyrosinu s moleku-
lovou hmotnosti pribliZné 145 000, coZ odpovidd zndmé veli-
Kosti trkB, jak je zrejmé z obr. 11B. Tento produkt neni mozZ-
no pozorovat u pivodnich bunék po plisobeni kteréhokoliv z
uvedenych faktord ani u bunék, u nichZ dochdzik expresi trkB
a které byly vystaveny plsobeni bFGF nebo NGF, jak je zfejmé
z obr. 11A. Tyto Udaje ukazuji, Ze hlavnim-produktem fosfo-
rylace s molekulovou hmotnosti 145 000, ktery je moZno zis-

kat plsobenim BDNF a NT-3, je trkB.



Pisobenim BDNF a NT-3 na buiiky NIH3T3, u nich? dochi-
zi X expresi trkB, dochdzi takd k fosforylaci tyrosinu za
vzniku bilkoviny s molekulovou hmotnosti 41 000, jak je
zfejmé z obr. 11B. Plisobenim bFGF dochdzi taks k fosforyla-
ci bilkoviny o molekulovd hmotnosti 41 000 jak u pt@vodnich
bundk NIH3T3, tak u bundkx s exprasi trkB, jak je rovnd® zfaj-
mé z obr. 11B. Podle vysledkd, popsanych v publixazi Boulton
a dalsi, 1991, cell 65, 663 - 677, alZe tanto fosfoprotein
odpovidat ERK2, jde o serin/threonin kindzu, kterd je akti-
vovédna, k fosforylaci tyrosinu u bundk PCl2 dochdzi plsobenin
KGF.Tyto Gdaje jsou v souladu s pozorovanim, Ze neurotrofin
a raceptory ristového faktoru fosforyluji nékteré stejné ci-

lové latky v nervovych budkdch i v buikdch ocdlidného plvodu.

7.3. Diskuse

Bylo prokézino, Ze trkB po expresi v bunkdch PCl2, po-
sitivnich na LNGFR miZe zprostfedkovat ri@ist nervovych vidken
jako odpovéd na plsobeni BDNF a NT-3 podle publikace Squinto
a daisi, 1991, Cell 65, 1 - 20. Jak bylo svrchu uvedeno, je
nyni moZno prokdzat, Ze l4tka ze skupiny trk m@Z2 zprostfed-
kovat biologickou odpovéd na neurotrofiny bez soudasného pi-
sobeni LNGFR. BDNF a NT-3 mohou plsobit na prezivdni a riast

v

bunék NIH3T3, u nichZ dochdzi k expresi trkB, avsak nikoliv

v » » s

k prokazatelné produkci LNGFR. Tyto vlivy na preZivdni a rist
bunék je moZno pozorovat se zdvislosti déinku na ddvce, kterd
je velmi podobnd zdvislostem, pozorovanym pri pfezivini pri-
marnich neurond v kultufe. Mimoto je také ptisobeni BDNF a
NT-3 na fibroblasty, u nichZ dochdzi k expresi trkB biologic-
ky i biochemicky analogické plsobeni zndmého ristového fak-

toru, DbFGF.

Uvedené poznatky potvrzuji, Ze receptory pro neurctro-
finy nejsou neobvyklym jevem mezi receptory pro tyrosinkin&-




u, a to jak poxud jde o jejich pozadavky na interakce s

z
ostatnimi sloZkami receptorid, tak osokud jde o typy signilq,

ktaré jsou schopné prevadét. To znamend, zZe vné jedinec-

zje
né plsobani neurotrofind, ktearym jz podpora prezivdni ner-
VO ]ca bund3k a jejich diferenciace je pravd3pcdobné moino
ipsat pomi3rndé omezens distribuci racaptoru trk v nervovych
bundk po mitose, spiS$e nez vyjimednym vlastnostem reczptoro-
vého systému. Na druhé strand je mozZno z2 ziskanych informa-
ci usoudit, ze zjevné neurotrofni G&inky tradiénich ristovych
faktord vcéetnd litesk ze skupiny FGF jsou zprost:fedkovdny pre-
vodem signdlu, ktery se prekryvd s pfevodem, vyuZivanym v

~

oripadé neurotrofini.

Identifikace receptorl, vyuzivanych nsurotrofind a vy-
tvoreni nensuronovych buniénych linii, rovnéZ reagujicich
prezivdnim.a ristem na tyto faktory by mélo zlepSit poro-
zuméni situaci, pfi niZ tytéZ signdly mohou byt nakonec v
neuronech a neneuronovych bunkdch interpretovdny odlisnym
zpUsobem. Je nutno uvdst, Ze buidky NIH3T3, u nichZ dochizi
k expresi trkB jsou prvnim prikladem immortalizované bunéc-
né linie, kterd je schopna reagovat na neurotrofiny v kon-
centraci, podobné fyziologickym koncentracim. U bundk PCl2
je k odpovddi zapotfebi pribliZné stondsobného mnozstvi NGF,
neZ jakéno je zapotfebi k vyvoldni odpovédi u primdrnich ne-
urond. Tyto studie ukazuji, Ze zkouSky na proliferaci a pre-
zivani bunék NIH373, u nichZ dochdzi k expresi nového recep-
toru tyrosinkindzy je mozZno vyuzit jako velmi vhodného sy-
stému pro molekuldrni klonovadni vaznyca litek pro tyto re-
ceptory. Mimoto miZe systém s pouZitim téchto bundk také
podat informaci o tom, jak mohou neurotrofni faktory zabra-
nit uhynuti nervovych bunék. Nyni je tedy moZno prokizat,
zda jscu v pripadé@ neurotrofinl vyuZivdny tytéZ nebo odlis-
né cesty k zdbrané uhynuti nervovych bunék a bunék odlisSného

pavodu.



Dilezitd informace, kterd vyplyvad ze ziskanych ddajd
se tykd Glohy LNGFR s vazaym mistem s nizkou afinitou pre
v3echny zndmé neurcotrofiny. Rada studifi ukazuje, ze pZfi za-
vedeni LNGFR do bundk, odlidnych od nervovych bunik nedochi-
zi k re=akci na neurotrofiny u t3chto bundk, 3jak bylo popséd-
no v publikacich Hempstead a dalsSi, 198%, Science, 243, 373 -
375, Sehgal a dalsi, 1938, Mol. Cell. Biol., 8, 2242 - 22456,
Najprim&jsi dixaz, t¥kajici se funkéni dlohy LNGFR pfi zpro-
stfedkovdni pfevodu signdlu byl ziskdn v pokusu, v andm3 byl
LNGFR znovu zavddén do mutanty bunék PCl2, kterd zjevn3 ztra-
tila veskerou schopnost vizat NGF a odpovdddt na p¥itomnost
tohoto faktoru, jak bylo popsédno v Hempstead a dal§i, 1989,
Science 243, 373 - 375, Sehgal a dal3i, 188, Mol. Cell. Biol.,
8, 2242 - 2246. Vysledné bufky po transfekci obsahovaly vaznéd
mista s vysokou i nizkou afinitou pro NGF a byly také pondkud
schopné resagovat na pfitomnost NGF. Bylo pfadpoklddédno, Ze
tento pokus prokazuje, Ze LNGFR je jedinou vaznou molskulou
pro NGF, k jejiz expresi dochdzi v buiikdch PCl2 a Ze tato mo-
lekula spolupracuje s dalsSi &4sti bez vazné schopnosti pro NGF
ale se schopnosti prevdddt LNGFR na receptor s vysokou afini-
tou, schopay prfevddét signdl. Pozorovani, Zs bilkoviny trk
Jjsou schopné vdzat neurotrofiny a Ze u bunik PCl2 za béZnych
podminek dochdzi k expresi trkA tedy vyZaduje reintarpretaci
uvedeného pokusu. Publikace, vydidvané v soulasné dobé se ne-
shoduji v ndzoru, zda trkA vyZaduje LNGFR pro vznik vaznych
mist pro NGF s vysokou afinitou. Je nutno zddraznit, Ze pou-
ze jedinou bilkovinu, o niZ je nyni zndmo, Ze odpovidd trkA
je mozZno zesitit s NGF za vysoce afinitnich podminek vazby,
jak bylo popsdno v Hosang a Shooter, 1985, J. Biol, Chem.,
260, 655 - 662. Mimoto protildtka, kterd G&innd bréni vazbd
NGF na LNGFR blokuje veskerou nizkocafinitni wvazbu, avSak ni-
koliv vesSkerou vysoce afinitnf vazbu NGF a nebréni odpovadi
bunék PCl2, vyvolané NGF, jak bylo popsdno v Weskamp a -«
Reichardt, 1991, Neuron, 6, 649 - 663. Svrchu uvadené funk&ni




8. Priklad: Klonovdni molekul receptoru pro tyrosinkindzu

8.1. Matsridly a metody

Ma obr. 12E oznaduji fimskdé Cislice oblasti homologisz
tyrosinkindzy, tak jak byly popsény v publikaci Hanks a
dalsi, 1988, Scieac=, 241, 42 - 52. Prokdzané oblasti ho-
mologis Fatdzce na obr. 12E, které jsou podtrzeny a které
jsou uloZany v katalytické oblasti t3chto bilkovin byly uzi-
ty pfi konstrukci degenerovaanych oligonuklactidovych primert,
kKteré pak byly uZity pZi PCR-reakci pfi pouziti cDNA z mozku
krysy, a to bud dospdlé krysy nebo v embryondlnim stadiu E13.
Vysladné amplifikované fragmenty DNA byly klonovdny po uloze-
ni do plasmidl, byl analyzovdn jejich fetézec a takto ziska-
né retdzce DNA pak byly srovndvdny s retdzci v3ech dosud zna-

mych tyrosinkindz.

Matrice cDNA byly pfipraveny reversni transkripci RNA
z mozku krysy, a to dosp3lé krysy i krysy ve stddiu E13 pri
pouziti oligo-d(T)-primerd. Kombinaéni PCR-rzakce s obéma i
skupinami cDNA byly provddény pfi pouziti Sesti kombinaci
primerd po smé&ru retdzce i v opacném sméru, jak je uvedeno
v ndsladudici tabulce I a na obr. 12A, primery byly navazo-
vdny pri teplot2 40 a 45 c. Podily materidlu z PCR-reakci
byly podrobeny elektroforéze na agarasovém gelu,.pak byly
nanesany na nylonovou membrdnu a jako sondy byly uZity
"vnitfni" radioaktivné znacené degenerované oligonukleotidy,
homologni k oblasti VII homologie. V zdvislosti na relativ-
ni intensité ziskanych hybridizacnich signdld bylo pro dal-
§i analyzu vybrdno pét PCR-reakci, které se vyznadovaly uve-

denymi vlastnostmi.



Gdaj= tedy prasvdddiva prokazuji, Ze LNGFR zfejmé nani ne-
zbytny pro odpovéd na fyziologické ddavky BDKF a NT-3, zpro-
stfedkovanou trkB. Je v3ak moZno, e LNGFR ponéxud méni cd-
povadi, zprostfedkované trkA nebo trkB. LNGFR by taxé monl
hr&t signdlai dlohu p#i pfenosu, v ndm nejsou zahrnuty fak-
tory ty»u trk, pfestoZa zjevnd neschosnost BDNF nebo NT-3
vyvolat odpov&d u bundk PCl2 &ini tuto mo¥ncst ménd pravd3-
podobnou, jak bylo popséno v Squinto a dalsi, 19S1, Cell

65, 1 ~ 20. 2ji3t3ni, %2 LNGFR m& $ir3i distribuci nes fakx-
tory trk podle Bothwell, 1991, Curr. Top. Microbiol. Immunol.,
165, 63 - 70, 2v14d3té v p¥ipadsd cilovych tkdni pro inervaci,
které produkuji neurotrofiny, av3ak o nich® neni znamo, Ze
by na né reagovaly, patrné podporuje S?iée "imunomobilisac-

ni" nebo podobnou dlohu nel signdlni Glohu LIGFR.

Svrchu uvedené vysledky prifazuji neurotrofiny a bil-
koviny ze skupiny trkx ke zv3t3ujici se skupind systémld fak-
toru a receptoru, v nichZ na tenty: receptor miie ptisobit
celd skupina pribuzaych vaznych ldtek, jak bylo popsdno v
Cross a Dexter, 1991, Cell, 64, 271 - 281. X exprasi NT-3 a
BDNF dochdzi v pribéhu vyvoje dramaticky racipro&nim zp&sobem,
jak bylo popsdno v Maisonpierre a dal$i, 1990a, MNeuron, 5,
501 - 5309+ K expresi genu pro NT-3 dochidzi v casném vyvoji
na dalsko vysSi drovai neZ k expresi genu pro BDNF a pak se
tato expresa snizuje, kdeZto exprase genu pro BDNF sa zvysSu-
je. Tento recipro&ni vztah mezi sxpresi NT-3 a BDHNF je zvlas-
t3 zajimavy v pfipadd, Ze se bere v Gvahu z3jiZténi, 22 trkB
miZe plsobit jako receptor BDNF a v men3i mife také jako re-
ceptor NT-3. Vy$Si mnoZstvi NT-3 v dasném vyvoji mliZe umoz-
nit jeho obecné&j$i plsobeni na receptor trkB a po poklesu
exprese pak patrné pouze na neidentifikované receptory, spe-
cifické pro NT-3.




Tabulka I

PCR ¢. teplota zdroj cDNA primery

o
1 490 . E1l3 DLATRIT-DVWSLG
2 40 dosp2la DLATRNM-DVUISYG
3 40 E13 DLATRIN-DVWSYG
4 49 dospila DLAARN-DVVISLG
5 40 E13 DLAARN-DVWSLG

Amplifikované fragmenty DNA z té&chto PCR-reakci,
rozdélené podle velikosti byly klonovdny v plasmidech
nisledujicim zplsobem: kaZdy z pdti spojenych vzork® PCR
byl rozsStépen pomoci enzymi XhoI a Sstl k roz3tépeni mist
na zakoncéeni primerl, tak jak bude dils uvedeno a pak byla
provedena elektroforéza na 6% polyakrylamidcvém gelu. DNA
© 225 bp + 25 bp po Stépeni XnolI/Sstl a po barveni ethidium-
bromidem byla &iStdna eluci z pfisludngch vyfiznutych frag-
mentd polyakrylamidového gelu. DNA po eluci byla klcnovédna
v kompatibilnim mist3 pusobeni enzymd XhoI/SstI v plasmidu
Bluescript II XS(-), uloZeném-'do DH5alfa E. coli pomoci
otevieni pdrld plsobenim elektrického proudu, pak byl mikro-
organismus nanesen na plotny agaru pro selekci. PFibliZné
200 bakxteridlnich kolonii, odolnych proti ampicilinu bylo
z kazdé transformace PCR naodkovdno na mikrotitradéni plot-
ny, obsahujici 96 vyhloubeni a byly skladovdny v glycerolu
pri teploté -80 ©c. Jednotlivé kolonie ze svrchu uvedenych
péti vzorkd PCR klonl byly analyzovdny analyzou fetdzce
DHA plasmidu po &isSténi béZnymi postupy.



8.2. Vysledky a diskuse

Oligonukleotidové primery, odpovidajici konzarvova-
nym oblastea zndmych molakul tyrosinkindzy byly uZity %

N - v

amplifikaci a klonovdni kddovych FetZzclh DNA pro nové mc-
lekuly receptoru tyrosinkindzy. Ret3zce aminokysalin, vy-
brané ze skupiny tyrosinkindz a popsané v publikaci Hanks

a dal3i, 1988, Scienca, 241, 42 - 52, byly srovndny, jak

je zfejmé z obr. 12E a byly ideatifikovény oblasti homolc-
gie v katalytické oblasti t3chto bilkovin a pouZity ke kon-
strukci degensrovanych oligonukleotidovych primerd, tak ijak
bylo svrchu uvedeno v tabulce I a na obr. 12A. Pak byly pri-
mery pouZity k uskuteénéni PCR-reakce, jako matrice byla
uzita cDNA z mozku dosp@lych krys nebo z mozku krys v em-
bryondlnim stadiu E13. Vysledné amplifikované fragmenty DNA
pak byly klonovdny v plasmidu Bluescript II XS(-), byl ana-
lyzovdn jejich retézec a Fetdzce DNA byly srovndvdny s re-

tézci zndmych tyroisinkindz.

Na obr. 12B je zndzorndn rgtézec aminokyse2lin, pro ni3Z
jsou kS&dem uvedené klony, fetdzce jsou homologni Fad3 Fetdz-
cld zndmych tyrosinkindz. Pét klonovanych molekul z cbr. 12B
md homologii s trk, sestavou CSF1R/PDGFT, ret, eck(alfa), a
eck(beta), tyto fetdzce byly oznadeny Rtk-l, Rtk-6, Rtk-7,
Rtk-8 a Rtk-9. Na obr. 12C jsou uvedeny Tretdzce ﬁNA pro kaz-
dy z téchto pdti klond tyrosinkindzy a jsou uvedeny také in-
formace o zdroji cDNA a primery, uzZité k amplifikaci kazdého
klonu. Uvadeno je také srovndni té&chto fetdzcd DNA a jejich
aminokyselinovych retézch, zrejmd je pfibuznost ridznych rfe-

t3zcd tyrosinkindz.

Na obr. 12B jsou uvedeny fetdzce aminokyselin, ziska-

(1Y

né pri pouziti cDNA krysiho mozku po jejim ziskdni pifi po-

uziti sondy cDNA Rtk-1l, tak jak je znozornéno na obr. 1l2C.
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Rtk~-1 a dalsi segment

a
-

Klon cDNA obsahuje fetdzce, totozné

Al
A3

genu prc fatdzec 1440 aminokyselin, ktery je zalozZen na

2 odpovidat karboxy-

(813

srovndni trkA a trk3, tento rfetdzec m

G
termindlnimu zakoncéeai produktu g=nu Rtk-l.

9. Priklad: Kloaovini molakuly receptoru, »odohné trk

9.1. Matariily a metody

(D¢

Klonovani pomoci PCR bylo provedsano v podstaté steja
jako svrchu, av3ak byla uZita cDNA z bun&&né linie lidského
nauroblastonu S¥5Y jako matrice a ddle byly uzity oligoaukleo-

tidové primery z tabulky II.
9.2. Vysledky a diskuse

Cilem této price byla identifikace fetdzch DNA, bliz-
ce pfibuznych genlm trk a trkB pomoci PCR. 2 tohctc diveodu
byly zkonstruovany oligodeoxynukleotidové primery, odpovida-
jici bilkovinnym oblastem, silna konzervovanim'u vSech pro-
teinkindz, av3ak tak, aby soucdasné doSlo k amplifikaéni re-
akci ve smyslu retdzcl, podobnych trk. Napfiklad primer
trk-10r nd obr. 13A odpovidd fetdzci -PIRWMPPE-, ktary Je
totoZny pro trk a trkB, aviak i nejbliZe pfibuzné ldtky, to
znamend insulin a insulinu podobné receptory ristovych fak-
tord jiZ v tomto misté obsahuji dvé substituce aminokyselin.
Na cbr. 137 je zndzornéno srovndni oblasti tyrosinkindzy u
¢lenl skupiny insulinovych receptorl, u nichZ jiz byly iden-
tifikovdny konzervované oblasti fet@zce a je uvedeno ulozZeni
vSech primerl, které byly uZity.

PEi pouZiti cDNA z bun3éné linie lidského neuroblasto-
nu SY5Y jako matrice byla provedena PCR-reakce s rlzaymi

kombinacemi primerd. Produkty DNA pak byly rozStépeny res-
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trikénimi enzymy, schopnymi S$tdpit fetézce trk a trkB a
odolny materid}’'byl znovu amplifikovdn a klonovin. Retdz-
ce jednotlivych klond pak byly analyzovdny. Retézce amino-
kyselin, odvozené od té&chto Fetdzcd DNA prokazaly pritom-
nost fragmeatd &tyf novych potencidlnich receptort. Tyto
fragmenty, které byly oznadeny Rtk-2, Rtk-3, Rtk-4 a Rtk-5
byly zndzornény na obr. 13B (Rtk-4 a Rtk-5), na obr. 14
(Rtk-2) a na obr. 15 (Rtk-3) a byly srovndny s odpovidaji-
cimi oblastmi lidského trk na obr. 13C. Rtk-2 je zndzornén
pro srovndni spolu s lidskym trk, trkB krysy, receptoremn
pro rustovy faktor insulinovéhec typu a insulinovym racep-

toram na obr. 13D.

Oligodeoxynukleotidové primery, uvedené v ndsledujici
tabulce II byly uZity pfi pfipravé PCR-fragmenatd (zakondeni
mista restrikéniho pisobeni, které bylo uZito pro klonovani
je zndzornéno velkymi pismeny a degenerace v urcité poloze
je zndzornéna tak, %2 pfisludnd pismena jsou uvedena v zi-

vorce):

Tabiulka II

Rtk-2 and Rtk-3
TRK-9  ACGTCTCGAG-GC(TCAG) =-GG(TCAG) =-ATG-GT(TCAG) -
TA(TC) - (TC)T
TRK-10r CATGTCTAGA-GGC-ATC-CA(TCAG) =-C(GT) (AGT) -
AT (TCAG) - GG

Rtk-4
TRK-5  ACGTCTCGAG-AA(AG) ~AT (TCA) -GG (TCAG) -GA(TC) -
TT(TC). -GG
TRK-10r CATGTCTAGA-GGC-ATC-CA(TCAG) =-C(GT) (AGT) - AT
(TCAG) - GG




Rtk-5
TRK-9  ACGTCTCGAG-GC(TCAG) =-GG(TCAG) -ATG-GT(TCAG) -
TA(TC) - (TC) T
TRX-6r CATGTCTAGA-CC- (GA)AA- (GA)TC- (CTGA)CC-
(TGA)AT- (CT)TT .

P14

(

zZvldst3 zajimavé jsou Rtk-2 a Rex-3. V ofipadd, zZe
odvozand Fatdzce aminoxyselin byly pouZity ofi analyze
ganové kninhovay, byly ziskdny hodnoty 67,0 (03/21) a mo-
difikovana hodanota EMBL 26,0 (02/9l) pfi pougiti TFASTA,
nejvy38i hodnoty pro homologii byly ziskdny pro trkB a pro
ostatai Fetdzcz typu trk. Rtk-2 a Rtk-3 obsahuji ratdzec
YxxDYY, ktaery je charakteristicky pro podskupinu trk/insu~
lin-R. Oba ret3zce maji substituci L misto F va skupin2 DFG,

xterd je velmi silnd kecnzervovand u v3ech kindaz.

V pfipadd, Ze byly sondy Rtx-2 a Rtk-3 hybridizovény
metodou northern blot, nebyl ziskdn pfi pouZiti RNA SY5Y
34dny signdl. Retdzec Rtk-2 hybridisoval s pdsem o 6 az 7 kb
z RNA z jingch linii, zejména z bundk CHP100, SXES a LANS.
fet3zec Rtk-3 hybridisoval s pdsem o 5 kb z RNA z bunék
SKN-SH a LANS5. Pfi vySetfeani 1,5 x~105 klond z banky cDNA
SY5Y v lambda ZPA II p¥i pouZiti sondy Rtk-2 bylo ziskano
pdt positivnich klond s uloZenymi fet3zci v rozmezi 1,4 az
3 kb.

Gdaje o retdzci Rtk-2, tak jak jsou zndzornény na -’
obr. 14 ukazuji, Ze nukleotidy 801 aZ 875 jsou zfejmé ko=
dovymi fetdzci pro transmembrdnovou oblast, nukleotidy
1002 aZ 1850 obsahuji oblast pro tyrosinkindzu a nukleoti-
dy 1 aZ 800 jsou kédovym Eetdzcem pro xontinudlni otevfeni
&teci ramec, zahrnujici oblast pro vazbu vaznych ldtek. Za

oblasti pro tyrosinkindzu ndslesduje prodlouZeni, obsanuji-
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380 aminokysalia na rozdil od 14tak typu trk, xteré

'

konZi krdtce za oblasti pro tyrosinkindzu.

(U3
fun
1))
(T

e&ny fat3zec aminokysalin pro Rtk-3 je zadzornin

na obr. 15, kde je také zandzorndna pfitomaost uvadandno
podlouZeni za oblasti pro tyrcsinkindzu, zjevad je silad

nomologie s Rtk-2.

Srovnani fetdzce Rtk-3 s Fetdzci pro Rtk-2, slouds-
niny z= skupiny trk, IGFR a receptor insulinu, tak jak je
uvedeno na obr. 16 ukazuje, Ze Fetdzce Rtk-2 a Rtx-3 vyka-
zuji nejvysS3i homologii a jde tedy patrné o novou podskupi-

nu receptord tyrosinkindzy.

10. Funkéani spojeni trk s neurotrofiny v gangliich dorsdlnich

kofenl u krysiho embrya
10.1. Materidly a metcdy

Ganglia dorsdlnich kofend DRG krysiho embrya El4 byla
vynata a uloZena do prostFedi Fl4, dopln&ného 5 % konského
séra podles publikace Linsay a dal$i, 1985, Dev. Biol., 112,
319. Pro ZzkouSky na explantdtech byla ganglia ‘ulo3ena na
misky s primérem 35 mm, pfedem opatfené povlakem polyornithi-
nu 1 mg/ml a laminimau 50 mikrogramd/ml. Ganglia byla pésto-
vdna v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti neurotrofind PLi tep-
lotd 37 %¢ pri vysoké vlhkosti v atmosféfe s obsahem 3 %
oxidu uhligitého. Rdst nervovych vldken byl hodnocen stup-
nici 0 az 5. Na konci pd@stovadni byla ganglia opldchnuta PBS
a pak byla pripravena RNA pfi pouziti guanidiniumthiokyandtu
podle publikace Chomczynski a Sacchi 1987, Analytical Biochem.
162, 156. Pfi zkouSkdch na disociovanych buiikdch byla ganglia
inkubovdna 30 minut s 0,1% trypsinem pfi teplot3 37 ¢, pak

byla ganglia rozetfena a znovu nanesena na 2,5 hodin na Zivné




prostZzadi. Pak byly narvové buiky oddélany a rozdi3leny do

vyhloubani s primdrem 16 mm, prfedem opatrenych povlakem

100 mikrogrami/al polyornithninu a 50 mikXrogrami/ml lamininu.
Nervové bunky balad péstoviny 24 hodin v pritomnosti nebo ne-
pritcmnosti neurotrofind a byl zaznamendn podat bunék. RNA

z tkadni byla pripravena pfi pouzZiti b2Zaych postupu.

10.2. Vysledky

Pri inkubaci DRG s MNGF v rdzaych koncentracich doslo
k masivnimu rdstu nervovych vldken z explantdtd, Gdinek byl
z4dvisly na davcs, jak je zfejmé z obr. 17. Podobnd vysladky
byly ziskany pri pouzZiti NT-3. K nasyceni koncentraces pro
tuto odpovéd dcchdzi pribliZné pfi 5 ng/ml pro NGF nebo NT-3.
Na druhé strang BDNF vyvoldva slab3i, av3ak homogenndjsi od-

pov3d u explantdtl DRG, jak je zFejmé z obr. 17.

U ganglii, pdstovanych v pritomnosti nebo v nepritom-
nosti rdznych neurotrofind byla také sledovdna lGroven mRNA
pro trkA, B a C. U kontrolanich DRG, odebranych z krysich em-
bryi El4 je moZno prokdzat mRNA pro trkA, B a C, jak je zZej-
mé& z obr. 13~a 19. Jak je zndzornéno na obr. 187, bylo u gan-
glii, inkdbovanych v pfitomnosti 50 ng/ml NGF mozZno prokidzat
znadnou droven mRNA pro trkA, avsak nebylo moZno prokdzat
mRNA pro trkB, jak je zrejmé z obr. 18B. Na druhé strané u
ganglii, inkubovanych v pritomnosti 50 ng/ml BDNF bylo mozZ-
no prokdzat znadéné mnozZstvi mRNA pro trkB jak je zfejmé z
obr. 19B, avSak velmi malé mnozstvi tohoto materidlu pro trka,
jak je zfejmé z obr. 19A a zadny materidl pro trkC, jak je
zfejmé z obr. 19C. Konadéné po pusobeni 50 ng/ml NT-3 bylo
mozno v gangliich prokdzat znadné mnoZstvi mRNA pro trkC a
trkA, avsak velmi nizké mnoZstvi tohoto materidlu pro trkB.
Tyto vysledky prokazuji, Ze populace nervovych bundk, kterad

g

v pfitomnosti téchto neurotrofind preZivd obsahuje specific-



k& recsptory pro kady z uvedenych neurotrofind. Znamend
to, Ze po inkubaci s BDNF preZivaji pouze neurony, obsa-

hujici trkB, kde2Zto po plsobani NGF pfafivaji pouze nauro-

»

ny, obsanujic

g 1

1 trkA. Po pusobeni NT-3 patrnd pfaiivaii jak
neurony, obsahujici trkC, tak ty, ktaré obsahuji trka.
2 nachdazeii

Y,
2Cn

Skuteénost, Za v urlitych dbunddnych ty

‘U
7}

specifické receptory pro urcité nesurotrofin 1y uxazuje na to,
Z2 tyto neurctrofiay je moZno uiit x podporfe pra2ziti urdi-

tych skupin bun3k v perifaranim nervovém systému.
11. UlozZeani mikroorganisml
Vs verejné sbirce kultur American Type Culture

Collection, AYCC, 12301 Parklawn Drive, Rockvills, Maryland
20852.byly uloZeny ndsladujici mikroorganismy:

¢islo
pBluescript SK, obsahujici Rtk-2 75052
PBluescript SX, obsahujici Rtk-3 75053

Vyndlez nemd byt omezen na popsand specificki prove-
] N .

dani. Je zfejmé, Ze by bylo moZno uskutednit jesté& fadu mo-

difikaci rovnéz spadajicich .do rozsahu vyndlezu.’

Zastupuje:

5/2
0TI .;.‘:.::'.n




PATENTOVE NAROKY

- -

1. Zplscb detakca a mdfeni G&innosti neurotrofial,
vyznanacujici se tim, z2 s2

o »

i) buitka, u niZ dochdzi k expresi trkB vystavi pasobeni
zkoumané ldtky, nadaz se

-

ii) prokdze nebo mari specifickd vazba zkoumané litky na
trkB, kterd je v positivni korelaci s d&innosti ne-

urctrofinu.

2, Zplsob podle ndroku 1, vy znacujici se
t i m, Ze buiika obsahuje rekombinantni gen s k&dovym fetéz-

cem pro trkB.

3. ZpUsob podle ndroku 2, vy znad¢ujici se
t i m, Ze builka ddl= obsahuje referendni gen pod rizenim
casného promotoru genu.

4. Zplsob podle ndroku 3, vy znacdcujici se

t i m , Ze bunka jako &asny promotor obsahuje promotor fos.

5. Zplsob podle niroku 3, vy zna & u j ici se

t i m, Ze bunikajako ¢asny promotor obsahuje promotor jun.

6. ZpUsob podle ndroku 1, vy znadujici se
t i m, Ze se specifickd vazba zkoumané litky na trkB pro-
Xazuje nebo mérfi prikazem nebo méfenim vazby zkoumané lit-

ky na povrch bunky.

7. Zpisob podle ndroku 1, vy znadujici se
t i m, Ze se specifickd vazba zkoumané latky na trkB pro-
kazuje nebo m3fi prikazem nebo m&fenim schopnosti této ldt-
ky zesitit trkB ve formé bilkoviny.



8. Zplsob podle ndroku 1, vy zna édugjici se
t im, Ze se specifickd vazba zkoumans ldtky na trkB pro-
kazuje n=2bo m3fi prikazem nebo méfanim schopnosti kompeti-

c2 se znaCenym neurotrofinem o vazbu na trixB.

9. Zplsob podle ndroku 1, vyznadujici se
t im, Z= se specifickd vazba zkounané latkxy na trkB proka-
zujes nebo m3fi prikazem nebo mdfenim sekundiraich biologic-
kych G¢inkd vazby neurotrofinu na triB.

10. Zpisob podle ndroku 9, vy zna du jici se

t L m, Ze sekunddrninm biologickym G&inksm je rlst nervo-

vycia vldken.

11. Zpdsob podle ndroku 9, vy zna dujici s
t L m, Ze sekunddrnim biologickym d&inkem je indukce &asné-

ho genu.

12. Zplsob identifikace ldtky s G&inkem neurotrofinu,
vyznadcdujici se tim, 22 se

L

i) bunka, u niZ dochdzi k expresi trkB vystavi piscbeni

zkcumané l4tky a
&

ii) prokazuje s2 specifickd vazba zkoumané latky na trkB,
kterd je v positivni korelaci s déinkem typu neuro-

trofinu.

»

13. Zplsob podle ndroku 12, vy znadu jici
s e t im, Ze buika obsahuje rekombinantni gen s kédovym

fetézcem pro trkB.

14. Zpisob podle ndroku 13, vy zna &u jici
s e tim, ze bunka dile obsahuje referendni gen pod #i-

zenim ¢asného promotoru genu.




P

scb podla ndroku 14, vy zna é¢ujici

15. zp1d

s e tim, Ze bunka jako ¢asny promotor obsahuje promo-

15. Zplsob podle néroku 14, vy znacu jici

s e tim, 2z2 builka jako dasny promotor obsahuje promo-

17. Zpdsob podle ndroku 12, vy znaduijici
s 2 tim, Ze se specifickd vazba zkoumané l4tky na trikB
prokazuje nebc mérfi prikazem nebo méfZenim vazby zkoumané

P
latky na buna3ény povech.
Y

18. Zplsob podle ndroku 12, vy znacuijici
s e t im, Ze se specifickd vazba zkoumané ldtky na trkB
prokazuje nebo mé&fi prikazam nebo m&fenim schopnosti této

latxy zesitit bilkovinu trkB.

19. Zplsob podle ndroku 12, vy znadcduijici
s e t im, 22 specifickd vazba zkoumand litky na trkB se
proxkazuje nebo meri prikazem nebo mé&fenim schopnosti kompe-
tice této latky se znacsnym neurotrofinem o vazbu na trkB.
20. Zpisob podls ndroku 12, vy znadcuijici
se tim , zZe se specifickd vazba zkoumé&né léﬁky na trkB
prokazuje nebc mari prikazem nebo mé&fenim sekunddrniho bic-

logického G&inku vazby neurotrofinu na trkB.

21. Zpasob podle ndroku 20, vy zna du jici

s e tim, 2Ze sekunddrnim biologickym ddinkem je tvor-

ba nervovych vlédken.

22. Zpisob podle ndroku 20, vy znaduijici
s e tim, ze sekunddrnim biologickym dinkem je indukce

¢asného genu.



23. Zplsob podle niroku 20, vy zn a & u
s e tim, Ze sexunddrnim biologickym G&inkem
vaai bunék.

- . P g

24. ZpUsob podle ndroku 20, vy znaduijici

s e t im, Ze sexunddrnim bioclogickym G&inkem je proli-
faracs bunék.

25. ZpGsob podls ndrcku 20, vy zna dc¢uijici
s @ t im, Z2 sekunddrnim biologickym Géinkem je trans-

formace bunédk.

26. ZpGsob podle ndrcku 20, vy zna &u jici
se tim, Ze sekunddrnim biologickym G&inkem je fosfo-
rylace trkB.

P »

27. Zplsob detzkce nebo mdfeni Gdinnosti neurotrofinu
vyznacujici se tim, Ze sa
i) zkoumand ldtka uvede in vitro d45tyku s bilkovinou

v

trkB za podminek, ofi nichZ miZe dojit k vazbé a

ii) prokdZe se vazba zkoumané litky na bilkovinu trkB,
kterd je v positivni korslaci s neurotrofinovym ne-

L
bo podobnym Gcinkem.

28. Zpusob podla ndroku 27, vy zna du jici
s e tim, Ze se zkoumani latka uvede do styku s bilko-

vinou trkB, vdzanou na pevny nosié.

29. Zplsob identifikace l4atky s neurotrofinovym

GC¢inkem, vy znadujici se tim, Ze se

i) zkoumand latka uvede in vitro do styku s bilkovinou

trkB za podminek, pfi nichZ miZe dojit k vazbé a

prokdzZze se vazba zkoumané latky na bilkovinu trkB,

e
’-l.




orzlaci s neurotrofinovym nebo

W
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a
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e

podconym &cinkem.

30. ZplUsob podle nircku 29, vyznadcuijici
s @ t im, zZe se zkoumand ldtka uvddi do styku s bilko-

vinou trkB, v&zaanou na pevny nosic.

(V1N

)

1. Bunka, kter

i) j2 schopna exprase rexombinantni tilkoviny trkB a

ii) obsahuje rekombinantni nukleovou kyselinu s obsahem

¢asnéno promotoru genu.

32. Bunka podle ndroku 31, v niz promotorem casné-

ho genu je promotor fos.

33. Builka podle ndroku 31, v niZ promotoram Casnéhc

ganu je promotor jun.

34, Buika podle ndrokl 31, 32 nebo 33, odvozena od

bund&né linie PCl2.

35. Buika podle ndrokd 31, 32 nebo 33, odvozand od
bun3&né linie NIH3T3. :

36. Bunécnd linies podle ndroku 27, ddle obsahujici
'kddovy gen pro rozliSitelné oznadeni, schopny exprese pod

v » s

rizenim casného promotoru genu.

37. Bunéénd linie fibroblastl, z4visld v prostfedi,
prostém sdra na pritomnosti ristového faktoru a obsanujici

kdédovou rekombinantni nukleovou kyselinu pro trkB.

38. TrkB deficientni bunka, ziskand inaktivaci endo-

genniho genu pro trkB homologni reskombinaci.
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39. (&inn4 ldtka, tvofensd v podstat§>éistou mmlgkgf%gL
CiSténou zplsobem podle ndroku 12.

40.

Zpisob klonovdni alespof &4sti genu pro receptor

tyrosinkindzy, vy zna &u jici se ti

m , Z2e se

i) amplifikuje kodovy fet&zec nukleové kyseliny pro ty-
rosinkindzu pomoc{ PCR-reakce pfi pouZitf sm&si cDNA
molekul jako matrice a pfi pouzit{ oligonukleotidovych
primerli, odpovidajicich oblastem ve zndmé molekule ty-
rosinkindzy, pricemz tyto oblasti jsou spojeny s d&in-

nost{ tyrosinkindzy, nadeZ se
ii) amplifikovand nukleovd kyselina klonuje pfi pouZitf
pEi{slusného vektoru.

Zpisob podle ndroku 40, vy znaé u
Ze -jeden z oligonukleotidovych primerd

sméru exprese genu primer s fetdzcem, uvedenym

41,
tim,
na obr.

12A.

42. Zplsob podle ndroku 40, vy zna & u

tftm,

Ze jeden z oligonukleotidovych primerd

sméru exprese genu primer s fet&zcem, uvedenym

na obr.

43.

tim,

12A.

Zptsob podle ndroku 40, vy zna¢6éu
Ze Jeden z oligonukleotidovych primerd

sméru exprese genu primer s Fet&zcem, uvedenym

na obr.

12A.

44. Zplsob podle ndroku 40, vy znac¢u

tim,

Ze jeden z oligonukleotidovych primert

sméru exprese genu primer s retézcem, uvedenym

na obr.

45.

tim,

12A.
Zplsob podle ndroku 40, vy znad¢u
Ze jeden z olidonukleotidovych primert

sméru exprese genu primer s Fetézcem, uvedenym

na abr.

12A.

Jici se
obsahuje po
pro primer 1

jici s e
obsahuje po
pro primer 2

jici se
obsahuje proti
pro primer 3

jici se
obsahuje proti
pro primer 4

jici se
obsahuje proti
pro primer 5




46. Zpisob podle ndroku 40,vy znac¢ujici

s e tim, Ze oligonukleotidové primary jsou tvoreny

pdrem primard trk-9 a trk-10r z tabulky IT.

47. Zpisob podla ndroku 40,vy zna d&ujici
s & t im, 22 oligonukleotidovd primery jsou tvofany

péram primerd trk-5 a trk-10r z tabulky II.

48 . 2pUsob podle néroku 40, vy znacdujici
s e tim, Ze oligonuklactidové primery jsou tvoraay
pérem orimerd trk-9 a trk-&6r z tabulky II.

49 . V podstatd &i3t3nd nuklacvd kyselina, klonovand
zpolsobem podle ndrcku 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 nebo
48,

-

50. V podstaté &i3t3nd rekombinantni molekula nukle-
ové kyseliny, tvorfend fetdzcem nukleové kyseliny, klonova-
nyam zpusobem podle ndroku 40, 41, 42, 43, 44, ?5,_46, 47, 48.

51, V podstaté &iSténd molekula nukleové kyseliny,
obsahujici fetézec nukleové kyseliny, tak jak je na obr. 12C
uveden pro Rtk-1 anebo jeho &&st, obsahujici alespon deset

zbytkd nuklsovych kysalin.

52. V podstatd &ist3nd molakula nuklazové kyseliny,
obsahujici retézsc nukleové kyseliny, tak jak je na obr.
12C uveden pro Rtk-6 nebo jeho &ast, obsahuiici alespon
deset zbytkl nukleovych kyselin.

53 . V podstaté &istdnd molekula nuileové kyseliny,
obsahujici fetézec nukleové kyseliny, tak jak je na obr.
12C uveden pro Rtk-7 nebo jeho &ist, obsahujici alespon

deset zbytkd nukleovych kyselin. -



»

54, V podstatd ¢istind molekula nuklesové Xyseliny,
obsahujici fetézec nukleové kyseliny, tak jak je na obr.
12C uvedan pro Rtk-8 nebo jeho &ast, obsahuiici alespon
deset zbytxd aukleovych kyselin.

55. V podstatd &ist3nd molekula nuklaové kyseliny,
obsahujici ret3zec nukleové kyseliny, takx jak je na obr.
12C uveden pro Rtk-9 nebo jeho &&st, obsanhujici alespoid

deset zbytkd nukleovych kyselin.

56. V podstatd ¢istaénd molakula nukleové kyseliay,
obsahujici Fet&zec nuklecvé kyseliny, tak jak je na obr.
14 uvaden pro Rtk-2 nebo jeho &dst, obsahujici alespoi

desat zbytkl nukleovych kyselin.

57.V podstaté &isit3nd molekula nuklesové kyseliny,
obsahujici fetézec nukleové kyseliny, tak jak je na obr.
15 uveden pro Rtk=-3 nebo jeno ¢dst, obsahujici alespon

desat zbytkl nukleové kyseliny.

isténé molekula nuklecvé kyseliny,

e
(o]

58. V pecdstat
obsahujici fetdzec nukleové kyseliny, tak jak je na obr.
13B uvadan pro Rtk-4 nebo jeho &dst, obsahujici alsspon
deset zbytkl nukleové kyseliny.

59. V podstaté &isténd molakula aukleové kyseliny,
cbsahujici fetdzec nukleové kyseliny, tak jak je na obr.
13E uveden pro Rtk-5 nebo jeho &dst, obsahujici alaspon
deset zbytkl nukleové kyseliny.

- o] d

60. V podstatd &isténd bilkovina, obsahujici Feté-
zac aminokyselin, tak jak je uveden na obr. 12C pro Rtk-1l
nebo fragment s obsahem alespon Sesti aminckyselin nebo

jeho funkéni ekvivalent. .




61.V podstatd &i3ténd bilkovina, obsahujici retizec

aminokyselin, tak jakx je uveden na obr. 12C pro Rik-5 nebo
fragment s obsaha2m alesooil Sasti aminokyselia nebo jeho
funkéni ekvivalant.

62. V podstatd &i3ténd bilkovina, obsahujici retdzec
aminckys=2lin, tak Jjak je uvaden na obr. 12C oro Rtk=7 nedo
fragment s obsahem al=spon Sesti aminokyselin nebo jeho

funkéni ekvivalent.

-

63. V podstaté ¢ist3nd bilkovina, obsahujici fetdzec
jak je

aminokyselin, tak ja!l uveden na obr. 12C pro Rtk-3 acko

~

5y
fragment s obsahem alaspoll Sesti aminokyszlin nebo jeho funké-

ni ekvivalent.

64. V podstat3 &i3t3nd bilkovina, obsanujici feti3zec
aminckyselin, tak jak je uveden na obr. 12C pro Rtk-9 nebo
fragment s obsahem alespon Sasti aminokysalin nebo jeho

funkéni ekvivalent.

o -

65. V podstaté &iSt3nd bilkovina, obsahujici retize
aminokyselin, tak jak je uveden na obr. 14 pro Rtk-2 nebo
fragment s obsahem alespcii Sesti aminokyselin nebo jeho

funkéni ekvivalent.

66. V podstatd &istdnd bilkovina, obsahujici retdzec
aminokyselin, tak jak je uvaden na obr. 15 pro Rtk-3 nebo
fragment s obsaham alespofi Sesti aminckyselin nebo jeho

funkéni ekvivalent.

67.V podstatd ¢iSténd bilkovina, obsahujici retdzac
aminokyselin, tak jakx je uveden na obr. 13B pro Rtk-4 nebo
fragment s obsahem alespon Sesti aminokyselin nebo jeho

funkéni ekvivalent. .



F——

- 94 -

68. V podstatd Sisténd bilkovina, obsahujici{ fetsézec
aminokyselin, tak jak je uveden na obr. 138 pro Rtk-5 nebo
fragment s obsahem alespon Sesti aminokyselin nebo jeho
funk&ni ekvivalent.

69. Burfika, obsahujfc{ molekulu nukleové kyseliny
podle nékterého z ndrokd 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58
nebo 59.

70. Mikroorganismus, obsahujici molekulu nukleové
kyseliny podle n&kterého z nédrokd 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58 nebo 59,

71. V podstaté &isténd molekula nukleové kyseliny,

tvofend kédovym Fetézcem pro bilkovinu podle nékterého z
ndroka 60, 61,62, 63, 64, 65, 66, 67 nebo 68.

Zastupuje:
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