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Monoklonalni protilatka

Oblast techniky

Vynalez se tyka monoklondlni protilatky, ktera se imunospecificky vaze na ¢i§tény protein, ktery
ma vice nez 90% identitu sekvence se SEQ ID NO: 29. Tato monoklonalni protilatka je urena
pro pouziti jako 1éCivo.

Dosavadni stav techniky

V centrdlnim nervovém systému (CNS) vysSich obratlovcd skoro nedochdzi po poranéni
k regeneraci axoni a strukturalni plasticita je omezena. Je pravdépodobné, Ze inhibitory ristu
spojené s myelinem CNS maji dileZitou Glohu. Tato skute¢nost se dokazuje monoklonalnimi
protilatkami (mAb) IN-1, které neutralizuji protein myelin, jenz siln€ inhibuje rist neuriti, ¢imz
podnécuje po lézich mozku a michy regeneraci axoni a zesiluje kompenzacni plasticitu.

Rada pozorovani in vitro a in vivo ukazuje novy aspekt regulace riistu neritd, kterym je p¥itom-
nost repulzivnich a inhibi¢nich signalii a faktorti (popisuje se v publikaci Keunes and Cook,
1995, Curr. Opin. Neurosci. 5: 75-82). Zda se, Ze vétsina téchto signalti jsou proteiny nebo gly-
koproteiny. Prvnim dilezitym uspéchem p#i identifikaci faktorti je izolace a klonovani cDNA
molekuly vyvolavajici kolaps riistu neuronovych konusii ziskanych z mozku kufete, kterou je
kolapsin—1 nazyvajici se také semaforin 3A.

Druha skupina repulzivnich fidicich molekul, které se nedavno izolovaly a klonovaly, jsou efriny.
Jsou to ligandy pro rodinu Eph receptorovych tyrozinovych kinaz. Efrin—AS a efrin A2 se expri-
muji jako gradienty ve zrakovém tektu kufeciho embrya a jejich ektopicka exprese a delece zpi-
sobuje chyby rustu retindlnich axond. Podobné jako semaforiny také rodina efrini ma 15 az 20
Clent, pfitemz kazdy vykazuje komplexni a dynamickou expresi uvnité a vné nervového systé-
mu. Funkce vétSiny z téchto molekul se musi je$té zkoumat.

Tteti skupinou fidicich faktort, které mohou zabranit ristu axoni a exprimuji se ve vyvijejicim
se nervovém systému jsou neutriny. Netrin se izoloval jako chemoatraktant komisuralnich axoni
v Casné fazi vyvoje michy podobné jako ortholog unc—6 mikroorganizmu C. elegans. Netrin—1
naopak vykazuje repulzivni u¢inky v ptipadé jistych typl neuront v zavislosti na typu receptoru
pfitomném na cilovych neuronalnich ristovych konusech (Tessier—Lavigne et al., 1996, Science
274: 1123-33).

Dfive se silna inhibi¢ni aktivita ristu neuritG spojena s oligodendrocyty a myelinem CNS dospé-
lych jedincl popisuje v publikaci Canoni and Schwab, 1988, J. Cell Biol. 106: 1281-1288).
Hlavni konstituent je membranovy protein s vysokou molekulovou hmotnosti (NI-250, s men$im
komponentem NI-35, vyskytuje se u krys), ktery se nedavno izoloval a ktery je pfedmétnou véci
vynalezu a vaZe se na neutralizaéni monoklonalni protilatky IN-1 (popisuje se v publikaci Cano-
ni and Schwab, 1988, J. Cell Biol. 106: 1281-1288, patent US 5 684 133, US 5 250 414, piihlas-
ka PCT WO 93/00427).

Inhibitory rlstu neuriti spojené s myelinem maji dileZitou ulohu pfi prevenci tvorby porusenych
axonti CNS. Jestlize se u krys a kufat blokuje vyvoj oligodendrocytii a tvorba myelinu, pak se
prodlouZi regeneraéni permisivni doba nasledujici po lézich CNS. Tvorba myelinu se shoduje
s koncem obdobi vyvoje, kdy CNS vykazuje vysokou strukturélni plasticitu a vysoky potencial
regenerace.

Je pravd€podobné, Ze molekuly NI-250 a NI-35 jsou hlavnimi komponenty inhibice ristu spoje-
né s myelinem, coZ se mize dokazat aplikaci in vivo IN-1 pfi lézich michy u dospé&lych krys, coz
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vyvolavé regeneraci kortikospinalnich axonii na velkou vzdalenost a umoZiiuje obnoveni moto-
rickych funkei a funkei chovani zvlasté s ohledem na pohyb. Podobné experimenty se zrakovym
nervem a cholinergni drahou septo-hippocamu také demonstruji vyznam in vivo antigenu roze-
znévaného protilatkou IN-1, coz je NI-35/250 (popisuje se v publikaci Schnell and Schwab,
1990, Nature 343: 269—272, Bregman et al., 1995, Nature 378: 498-501).

Vlaknité systémy, které nevykazuji léze také odpovidaji za neutralizaci inhibitorQ riistu neuritd
pomoci protilitek IN-1. Nedavné experimenty ukézaly, Ze po selektivni lézi kortikospinalni
drahy (pyramidotomy) se v pfitomnosti IN-1 neporusena vlakna tla¢i skrz stfedni ¢ast michy a
mozkového kmene a tvoii bilateralni inervaéni patern doprovazeny skoro plnym navracenim
funkei chovani a presného pohybu (popisuje se v publikaci Z'Graggen et al., 1998, J. Neuros-
cience 18(12): 4744-4757).

Izolace genu, ktery koduje protein inhibujici rist neuriti poskytuje fadu moznosti pro vyvoj pro-

dukti pouzitelnych pfi regeneraci neurond a pfi 16¢bé riiznych neurologickych poruch, mezi néz
patii také nadory.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvofi monoklonalni protilatka, kde tato monoklonalni protilatka se imuno-
specificky vaze na &istény protein, ktery je tvofeny sekvenci aminokyselin s vice nez 90% iden-
titou po celé délce se SEQ ID NO: 29 a je prosty jakéhokoliv myelinového materidlu centralniho
nervového systému, s nimZ je pfirozené spojen, pro pouZiti jako lé€ivo.

Vynélez také popisuje zplsob identifikace genii, které interaguji s genem Nogo.

Gen Nogo je gen podle vynalezu identifikovany zpisobem podle vynalezu, ktery kéduje a intera-
guje s proteiny regulujicimi riist neurond.

Vynalez také popisuje derivaty a analogy genu Nogo podle vynalezu, které jsou funk&né aktivni.
To znamena, Ze jsou schopny vykazovat jednu nebo vice funkénich aktivit spojenych s pfirozené
se vyskytujicim proteinem Nogo. Mezi aminokyselinami 542 az 722 se identifikovala hlavni
inhibi¢ni oblast. Takové funkéni aktivity zahrnuji, ale nejsou omezeny na neuritovou ristovou
inhibici neuralnich bunék, rozptyleni a migraci fibroblasti nebo libovolné buiiky vykazujici neo-
plasticky rist, schopnost interagovat s proteiny regulujicimi neuralni riist nebo soutéZit o interak-
ci s témito proteiny, antigenicitu, coz je schopnost vazat se (nebo soutéZit s proteinem Nogo o
navazani) na protilatku vytvofenou proti proteinu Nogo, imunogenicitu, coZ je schopnost genero-
vat protiltku, ktera se vaZe na protein Nogo. Tyto protilatky vykazuji potencial indukovat rist
neuritd nebo predchéazet poklesu ristu ganglii dorzalnich kofenti &ipku inhibici funkce proteinu
Nogo a jeho funk&nich fragmentéi nebo derivati, které maji schopnost inhibovat riist neuriti.

Vynélez dale popisuje fragmenty (a jeho derivaty a analogy) proteinu Nogo, které obsahuji jednu
nebo vice oblasti proteinu Nogo, jako je kysely a na prolin bohaty N—konec (naptiklad amino-
kyseliny 31 aZ 58 sekvence SEQ ID NO: 2), vysoce konzervativni C—konec a dva hydrofébni
pruhy tvofené 35 a 36 aminokyselinami krysiho proteinu Nogo, které se vyskytuji také na C-
konci (naptiklad aminokyseliny 988 az 1 023 a 1 090 az 1 125 sekvence SEQ ID NO: 2).

Dale se popisuji protilatky vytvofené proti riiznym proteinim Nogo a jejich derivatim a analo-
giim. Ziskaly se dvé protilatky. Prvni protilatka se nazyva AS 472 a ziskala se v pfipadé, kdy se
jako imunogen pouzil synteticky peptid odpovidajici aminokyselinam 623 az 640 sekvence SEQ
ID NO: 2 a sekundarni protilatka, ktera se nazyva AS Bruna, se vytvofila proti C—konci, ktery
obsahuje aminokyseliny 762 az 1 163 sekvence SEQ ID NO: 2 proteinu Nogo.
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Popisuji se také zpuisoby produkce proteinii Nogo, jeho derivati a analogi, napiiklad rekombi-
nantnimi zplisoby.

Vynélez také popisuje terapeutické a diagnostické zplsoby a prostiedky zaloZené na proteinech
Nogo a na jeho nukleovych kyselinadch. Terapeutické prostfedky podle vynalezu zahrnuji, ale
nejsou omezeny na proteiny Nogo, jeho analogy a derivaty (zahrnuji fragmenty), protilatky,
nukleové kyseliny kodujici proteiny Nogo, analogy nebo derivat a ribozymy Nogo nebo ,anti-
sense” nukleové kyseliny.

Vynalez také popisuje terapeutické a diagnostické metody a prostiedky zaloZzené na proteinech
Nogo a nukleovych kyselinach a anti-Nogo protilatkach. Vynalez popisuje 1é¢bu nadori CNS a
neuralnich nadort aplikaci sloucenin, které podporuji aktivitu Nogo (napiiklad proteiny Nogo a
jejich funkéné aktivni analogy a derivaty zahrnujici jejich fragmenty, nukleové kyseliny kodujici
proteiny Nogo, jejich analogy nebo derivaty, agonisty proteind Nogo).

Vynalez dale popisuje 1é¢bu onemocnéni, poruch nebo poskozeni, které hlavné vedou k poskoze-
ni nervového systému. Takova onemocnéni, poruchy nebo poskozeni zahrnuji, ale nejsou omeze-
ny na traumata centralniho nervového systému (CNS) (napiiklad poranéni michy nebo mozku),
infarkt, infekce, maligni nadory, ptisobeni toxickych ¢inidel, nedostate¢nou vyZzivu, paraneoplas-
tické syndromy a degenerativni nervové onemocnéni (zahrnujici, ale neni omezeno na Alzei-
merovu nemoc, Parkinsonovu nemoc, Huntingtonovu choreu, roztrousenou skler6zu, amyotrofni
lateralni sklerézu a progresivni supranuklearni paralyzu) aplikaci slouéenin, které interferuji
s aktivitou Nogo (napfiklad dominantni negativni derivat proteinu Nogo, protilatky proti proteinu
Nogo, ,.antisense” nukleové kyseliny genu Nogo, ribozymy Nogo a chemické skupiny, které se
vazou na aktivni misto proteinu Nogo).

Vynélez dale popisuje zvifeci modely, diagnostické metody a testovaci metody vhodné pro zjis-
tovani dispozic pro vhodné poruchy a zptsoby identifikace a hodnoceni agonisti a antagonistd
proteinu Nogo.

Definice

PodtrZeny nebo italikou napsany ndzev genu indikuje gen, naopak jim kédovany proteinovy pro-
dukt je oznacen jménem napsanym normdlnim pismem. Termin ,,Nogo“ znamena gen Nogo,
zatimco termin ,,Nogo“ oznacuje proteinovy produkt genu Nogo.

Vynalez popisuje nukleotidové sekvence genli Nogo a aminokyselinové sekvence jimi kodova-
nych proteinli. Vynalez déle popisuje fragmenty, jejich derivaty a analogy proteini Nogo. Vyna-
lez dale popisuje nukleové kyseliny kodujici takové fragmenty nebo derivaty. Vynalez popisuje
geny Nogo a jejich kodované proteiny fady riznych druhd. Geny Nogo podle vynalezu zahrnuji
lidsky, krysi a bovinni gen Nogo a ptibuzné geny (homology) v jinych druzich. Vynalez také
popisuje bovinni subsekvence dolozené v publikaci Spiliman et al., 1998, J. Biol. Chem. 273: 19
283 — 19293. Ve specifickych provedenich geny Nogo a proteiny pochazeji z obratlovcl nebo
zvlasté ze savcl. V preferovaném provedeni vynalezu geny Nogo a jejich proteiny jsou lidského
puvodu. Vynalez dale popisuje produkci nasledujicich proteinii a derivatt, napiiklad metodami
rekombinace.

Vynélez popisuje gen Nogo, molekuly nukleovych kyselin kodujici tfi izoformy proteinu Nogo
Jmenovité pak protein Nogo A, Nogo B a Nogo C. Gen Nogo zahrnuje molekuly nukleové kyse-
liny kodujici vSechny tfi izoformy, pokud neni uvedeno jinak. Protein Nogo zahrnuje vSechny tfi
izoformy proteinu Nogo, neni-li uvedeno jinak. Proteiny Nogo podle vynalezu mohou ptedchazet
regeneraci neurond v miSe nebo mozku (to je nepermisivni vlastnosti substratu), inhibovat rist
neuriti ganglii dorzalnich kofenu, indukovat zpomaleni ristu konusu ganglii dozalnich kofenu,
blokovat rozsifeni bunék NIH 3T3, blokovat riist neuritti PC12 atd.
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Proteiny Nogo, jejich fragmenty a derivaty neobsahuji Zadny myelinovy material centralniho
nervového systému. Zvlasté¢ pak neobsahuji zddny myelinovy material centralniho nervového
systému, se kterym je protein Nogo pfirozen¢ spojen. Takovy material mize zahrnovat jiné mye-
linové proteiny CNS, lipidy a uhlovodiky. Upfednostiiuje se, aby proteiny Nogo, jejich fragmenty
a derivaty podle vynalezu také neobsahovaly zadna ¢inidla pouzivana pfi izolaci z biologického
materialu, jako jsou napiiklad detergenty.

Ve specifickém provedeni podle vynalezu se popisuji rekombinantni proteiny, jejich fragmenty a
derivaty pripravené metodami podle vynalezu, jako je exprese genu Nogo v geneticky upravené
burice.

Vynélez také zahrnuje derivaty Nogo a analog podle vynalezu, které jsou funkéné aktivni. To
znamena, Ze jsou schopny vykazovat jednu nebo vice znamych funkénich aktivit spojenych
s plnou délkou proteinu Nogo (divoky typ). Takové funk¢ni aktivity zahrnuji, ale nejsou omeze-
ny na schopnost interagovat (nebo soutézit s navazanim) s regulaénimi proteiny neuralniho ristu,
antigenicitou (schopnost vazat se /nebo soutézit s Nogo o navazani) na anti-Nogo protilatky/,
imunogenicitou (schopnost vytvofit protilatky, které se vazi na Nogo), pfedchazet regeneraci
neuront v miSe nebo v mozku, propijéit substratu vlastnost omezeni ristu, rozsifeni a migrace
neurdlnich bun€k a neoplastickych bungk, inhibici rastu neurit ganglii dorzalnich kotenu,
vyvolani zpomaleni ristu konusu ganglii dorzalnich kofeni, blokovani rozsifeni in vitro bunék
NIH 3T3, blokovani ristu neuritd PC12, restrikci neuralni plasticity atd.

Vynalez dale popisuje fragmenty (jejich derivaty a analogy) proteinu Nogo, které obsahuji jednu
nebo vice oblasti proteinu Nogo.

Popisuji se protilatky proti proteinu Nogo, jeho derivaty a analogy.

Vynalez dale popisuje terapeutické a diagnostické metody a prostiedky zaloZzené na proteinech
Nogo a nukleovych kyselinach a anti-Nogo protilatkach. Vynalez popisuje lécbu poruch ristu
regulovanych bunék nebo organl aplikaci sloucenin, které podporuji aktivitu Nogo (napiiklad
proteiny Nogo a funkéné aktivni analogy a jejich derivaty (zahrnujici fragmenty), nukleové
kyseliny kédujici proteiny Nogo, analogy nebo derivaty, nebo agonisty proteinu Nogo).

Vynélez také popisuje metody 1écby poskozeni nebo poruchy nervového systému aplikaci slou-
¢enin, které antagonizuji nebo inhibuji funkci proteinu Nogo (napfiklad protilatky, antisense
nukleové kyseliny Nogo, antagonistické derivaty proteinu Nogo).

Vynélez také popisuje zvifeci modely, diagnostické metody a testovaci metody vhodné pro sta-
noveni predispozice k porucham.

Izolace gentt Nogo

Vynalez popisuje nukleotidové sekvence geni Nogo nebo nukleové kyseliny. V jednom provede-
ni vynalezu nukleové kyseliny Nogo obsahuji sekvence krysi cDNA uvedené na obrazku &. 2a
(SEQ ID NO: 1) oznacené jako Nogo A, jak je zobrazeno na obrazku ¢. 1b nebo jejich kédujici
oblasti nebo nukleotidové sekvence kodujici protein Nogo obsahujici 1 163 aminokyselin nebo
Jjeho libovolny funkéni fragment nebo derivat (napfiklad protein vykazujici sekvenci SEQ ID
NO: 2, jak je zobrazeno na obrazku ¢. 2a).

V jiném provedeni vynalezu nukleové kyseliny Nogo obsahuji nukleovou sekvenci kodujici pro-
tein Nogo B, zatimco protein Nogo B je ekvivalentni s 172 aminokyselinami N—konce fuzova-
nymi s 188 aminokyselinami C—konce proteinu Nogo A, pfi¢emz vznika zkraceny protein obsa-
hujici 360 aminokyselin. Transkripty proteinu Nogo B vznikly jako vysledek alternativniho
sestrihu, ktery odstrani intervenujici nukleotidovou kddujici sekvenci.
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V dal§im provedeni vynalezu nukleové kyseliny Nogo obsahuji nukleotidové sekvence kodujici
protein Nogo C, zatimco protein Nogo C obsahuje na svém N-konci 11 aminokyselin, které
nejsou ptitomny v proteinu Nogo a 188 aminokyselin C—konce proteinu Nogo A a B. Protein
Nogo C obsahuje 199 aminokyselin. Transkript kédujici Nogo C je vysledkem transkripce z
alternativniho promotoru Nogo.

V jiném specifickém provedeni vynalezu se popisuji sekvence nukleovych kyselin bovinniho
Nogo (SEQ ID NO: 28).

V jiném provedeni vynalezu se popisuji nukleotidové sekvence kddujici lidsky protein Nogo a
fragmenty lidskych proteinii Nogo zahrnujici lidské ekvivalenty s krysim proteinem Nogo A,
Nogo B a Nogo C. Sekvence nukleové kyseliny Nogo se objasnila za pouziti transkriptu krysiho
Nogo A jako templétu a sestfihavaji dohromady lidskou exprimovanou sekvenci tags (EST), aby
vznikla kontinudlni nukleotidova sekvence. Krysi a bovinni aminokyselinové sekvence Nogo
také poskytuji informace o spravném translaénim &tecim ramci tak, Ze se dedukovala aminokyse-
linova sekvence lidského Nogo. Vynalez také popisuje aminokyselinové sekvence fragmenti
lidského genu Nogo.

Vynalez také popisuje izolované nukleové kyseliny alespofi 8 nukleotidi (to je hybridizovatelna
&ast) sekvence Nogo. V jiném provedeni nukleové kyseliny obsahuji alespori 25 (kontinuélnich)
nukleotidd, 50 nukleotidd, 100 nukleotidd, 150 nukleotidd, 20 nukleotidd, 500 nukleotidi, 700
nukleotid nebo 800 nukleotidi sekvence genu Nogo nebo kodujici sekvence Nogo piné délky.
V jiném provedeni vynalezu nukleové kyseliny jsou mensi nez 35 000 nebo 500 nukleotidd.
Nukleova kyselina miize byt jedno— nebo dvoufetézcova. Vynalez dale popisuje nukleové kyseli-
ny hybridizovatelné nebo komplementarni s dale v textu uvedenymi sekvencemi. Vynalez popi-
suje nukleové kyseliny, které obsahuji sekvenci komplementarni s alespoi 10, 25, 50, 100 nebo
200 nukleotidy nebo kodujici oblast genu Nogo.

Specifické provedeni vynalezu popisuje nukleovou kyselinu, ktera hybridizuje s nukleovou kyse-
linou Nogo (ma napiiklad sekvenci SEQ ID NO: 2, obrazek €. 2a) nebo s nukleovou kyselinou
kodujici derivat Nogo za malo prisnych podminek. Postupy pfi kterych se pouZiva takovych malo
piisnych podminek se popisuji v publikaci Shilo and Weinberg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78: 6 789-6 792 a jsou nasledujici: Filtry obsahujici DNA se pfedem oSetfily po dobu 6 hodin pti
teploté 40 °C v roztoku, ktery obsahuje 35 % formamidu, 5x SSC, 50 mM Tris—HCI (pH 7,5), §
mM EDTA, 0,1 % PVP, 0,1 % fikol 1 % BSA a 500 pg/ml denaturované DNA spermatu lososa.
Hybridizace probihaji ve stejném roztoku s nasledujici modifikaci: 0,02 % PVP, 0,02 % fikolu,
0,2 % BSA, 100 pg/ml DNA spermatu lososa, 10 % (hmotnost/objem) sulfatu dextranu a pouZzije
se S a7 20 x 10° cpm sondy znaéené *’P. Filtry se inkubovaly v hybridizatni smési po dobu 1,5
hodiny pfi teploté 60 °C. Filtry se pfenasely suchym zplsobem a podrobily se autoradiografii.
Jestlize je to nezbytné, filtry se promyly tfikrat pfi teploté 65 az 68 °C a znova se exponoval film.
Dalsi podminky pti nizké pisnosti jsou dobfe znamé v oboru (napfiklad jak se pouZiva pii hybri-
dizaci mezi specie, jak se popisuje shora v textu).

V jiném specifickém provedeni vynalezu se popisuje nukleové kyselina, ktera je hybridizovatelna
s nukleovou kyselinou Nogo za podminek s vysokou pisnosti. Postupy, pfi kterych se pouZzivaji
takové ptisné podminky jsou nasledujici: Prehybridizace filtrii obsahujici DNA probihé po dobu
8 hodin pres noc pfi teploté 65 °C v pufiu, ktery se sklada z 6x koncentrovaného roztoku SSC,
50 mM Tris—HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, 0,2 % PVP, 0,02 % fikol, 0,02 % BSA a 500 pg/ml
DNA spermatu lososa. Filtry se hybridizovaly po dobu 48 hodin pfi teploté 65 °C v prehybridi-
zadni smési, ktera obsahuje 100 pg/ml denaturované DNA spermatu lososa a 5 az 20x10° cpm
sondy znaSené *’P. Promyvani filtri se provedlo pfi teploté 37 °C po dobu jedné hodiny
v roztoku, ktery obsahuje 2x koncentrovany SSC, 0,01 % PVP, 0,01 % fikol a 0,01% BSA. Pak
nasleduje promyti v pufru 0,1x koncentrovaném SSC pii teplot€ 50 °C po dobu 45 minut a pak
nasleduje autoradiografie. Dale se mohou pouzit jiné podminky s vysokou pfisnosti, kter¢ jsou
dobie znamy v oboru.
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V jiném specifickém provedeni vynalezu se popisuje nukleova kyselina, ktera miize hybridizovat
s nukleovou kyselinou Nogo za podminek upravené piisnosti. Postupy za pouziti takovych pod-
minek upravené ptisnosti jsou nasledujici. Filtry obsahujici DNA se piedem oSetfovaly po dobu 6
hodin pfi teploté 55°C v roztoku, ktery obsahuje 6x koncentrovany SSC, 5x koncentrovany
Denharttv roztok, 0,5 % SDS a 100 pg/ml denaturované DNA spermatu lososa. Hybridizace se
provedly ve stejném roztoku a pouzila se sonda 5 az 20 x 10° cpm znacend 2P Filtry se inkubo-
valy v hybridizaéni smési po dobu 18 az 20 hodin pfi teploté 55 °C a pak se promyly dvakrét po
dobu 30 minut pfi teploté 60 °C v roztoku obsahujicim 1x koncentrovany SSC a 0,1 % SDS.
Filtry se pak prenesly suchym zpiisobem a vystavily se autoradiografii. Jiné podminky upravené
piisnosti, které se mohou pouzit jsou dobfe znamy v oboru. Promyvani filtri se provedlo pfi tep-
loté 37 °C po dobu 1 hodiny v roztoku, ktery obsahuje 2x koncentrovany roztok SSC, 0,1 %
SDS. Takové prisné podminky jsou vhodné pro izolaci molekul nukleové kyseliny obsahujici
sekvence genu Nogo u jiného druhu, naptiklad za pouziti krysich nebo bovinnich klonti cDNA
Nogo, jako sondu pro izolaci lidské cDNA Nogo.

Rada lidskych exprimovanych znagicich sekvenci (EST) popisovanych v publikované databazi
sekvence nukleové kyseliny vykazuje vysoky stupeii shody sekvence ve srovnani se segmenty
sekvenci genu Nogo podle vynalezu. Identifikoval se pfedbézny seznam lidského ETS a jsou
uvedeny piistupova Cisla v Genbank: AA158636 (SEQ ID NO: 35), AA333267 (SEQ ID NO:
36), AA081783 (SEQ ID NO: 37), AA167765 (SEQ ID NO: 38), AA322918 (SEQ ID NO: 39),
AA092565 (SEQ ID NO: 40), AA081525 (SEQ ID NO: 41) a AA081840 (SEQ ID NO: 42) za
pouziti ENTREZ Nucleotide Query. Pfed timto vynalezem nikdo necharakterizoval shora v textu
uvedené EST s ohledem na aminokyselinové sekvence, které uvedené EST mohou kdédovat
in vivo. Nic neni znamo o funkci proteinti, které obsahuji pfedpovézené aminokyselinové sek-
vence lidskym EST. Déle EST, jako je AA158636, které souhlasi s 5'koncem ¢cDNA Nogo a
jinym EST nebo AA081840, ktery souhlasi s 3 koncem krysi cDNA nepfesahuje a neni chapana
jako souéast stejné sekvence lidské cDNA.

Zalozeno na sekvencich genu Nogo podle vynalezu se véfi, ze tyto lidské EST reprezentuji Casti
lidského genu Nogo, které se exprimuji v tkani, ze které se ziskal EST. Vynalez dale popisuje
molekuly nukleové kyseliny obsahujici dvé nebo vice shora identifikovanych lidskych EST. EST
se mohou exprimovat ve stejné lidské tkani nebo v jinych lidskych tkanich. Uptednostiiuje se,
aby molekuly nukleové kyseliny podle vynéalezu obsahovaly nukleotidove sekvence alespoii dvou
lidskych EST, které se vzajemné nepiekryvaji nebo se nepiekryvaji s tfetim ani dalSim lidskym
EST.

Protoze shora v textu identifikované lidské EST se nyni identifikovaly jako fragmenty lidského
genu Nogo, coz se provedlo klonovanim nukleovych kyselin. Uvazuje se, ze lidské EST ma
podobné funkce ve srovnani s jingmi molekulami nukleovych kyselin Nogo pfi riznych meto-
dach podle vynalezu, jako je napfiklad exprese lidskych polypeptidi Nogo, hybridiza¢ni testy a
inhibice exprese Nogo jako molekul antisense nukleové kyseliny atd.

Vynélez vSak poskytuje a zahrnuje predpokladanou aminokyselinovou sekvenci lidského protei-
nu Nogo a jeho fragmenty. Jak je zobrazeno na obrazku ¢. 13, aminokyselinova sekvence krysiho
proteinu Nogo (obrazek &. 2a, SEQ ID NO: 2) se usporadava s predpokladanou aminokyselino-
vou sekvenci lidského proteinu Nogo (obrazek ¢. 13, SEQ ID NO: 29). Vynalez popisuje lidské
proteiny Nogo obsahujici pfedpokladanou aminokyselinovou sekvenci lidského proteinu Nogo,
obrazek &. 13 a SEQ ID NO: 29 nebo subsekvence piedpokladané aminokyselinové sekvence
lidského Nogo, ktery obsahuje alespoii aminokyselinové zbytky nebo jeden nebo vice nasleduji-
cich predpokladanych aminokyselinovych sekvenci lidskych fragmentd Nogo. Jsou to
MEDLDQSPLVSSS (lidsky protein Nogo, odpovidajici aminokyselinam 1 az 13 se sekvenci
SEQ ID NO: 43), KIMDLKEQPGNTISAG (lidsky protein Nogo odpovidajici aminokyselinam
187 a7 203 se sekvenci SEQ ID NO: 44), KEDEVVSSEKAKDSFNEKR (lidsky protein Nogo
odpovidajici aminokyselinam 340 az 358 se sekvenci SEQ ID NO: 45), QESLYPAAQLCPS-
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FEESEATPSPVLPDIVMEAPLNSAVPSAGASVIQPSS (lidsky protein Nogo odpovidajici ami-
nokyselinam 570 aZ 619) se sekvenci SEQ ID NO: 46). Prirozené se vyskytujici lidsky protein
Nogo a rekombinantni lidsky protein Nogo a jeho fragmenty maji aminokyselinovou sekvenci
v podstaté podobnou aminokyselinovym sekvencim, jak se popisuji shora v textu a jsou schopny
se vazat na protilatky fizené proti proteinu Nogo podle vynalezu.

Vynalez déle popisuje molekuly nukleové kyseliny, které koduji lidsky protein Nogo, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci v podstaté podobnou aminokyselinové sekvenci zobrazené na obraz-
ku ¢. 13 (obrazek ¢. 13, SEQ ID NO: 29). Ve specifickém provedeni vynalezu molekuly nukleo-
vé kyseliny kodujici fragmenty lidského proteinu Nogo maji aminokyselinovou sekvenci v pod-
staté¢ podobnou aminokyselinové sekvenci, jak je zobrazeno na obrazku &. 13 (SEQ ID NO: 29)
s tou vyjimkou, Ze takové molekuly nukleové kyseliny neobsahuji nukleotidovou sekvenci shora
identifikovanych lidskych EST.

Aminokyselinova sekvence se zda byt v podstaté podobna piedpokladané aminokyselinové sek-
venci lidského proteinu Nogo, kdyZ vice nez 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 % nebo 97 % aminokyselinovych zbytki ve dvou molekulach je shodnych, kdyz se
pouzije pocitaCovy algoritmus, kde uspofddani se provede politaovym programem, ktery je
dobfe znam v oboru napiiklad kdyz se pouzije vyhledavaci program BLAST (popisuje se
v publikaci Altschul et al., 1994, Nature Genet. 6: 119-129).

Pouzitelné pocitatové homologické programy zahrnuji: program ,,Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (www.ncbi.nlm.nih.gov) (popisuje se v publikaci Altschul et al., 1990, J. of
Molec. Biol,m 215: 403-410, ,,The BLAST Algorithm*., Altschul et al., 1997, Nuc. Acids. Res.
25: 3 389-3 402) heuristicky vyhledavaci algoritmus uréeny pro vyhledavani podobnosti sekven-
ci. V publikaci Karlin and Altschul 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 2 264—68, 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90: 5 873 — 77 se popisuje dilezitost statistickych metod. P&t specifickych
programil plni nasledujici tkoly:

1) Program BLASTP porovnava aminokyselinovou sekvenci s databazi proteinovych sekvenci.

2) Program BLASTN porovnani Sesti ramcové pojmové translaéni produkty nukleotidové
zkoumané sekvence (oba fetézce) s databazi nukleotidovych sekvenci.

3) Program BLASTX porovnava Sesti ramcové pojmové translaéni produkty nukleotidové
zkoumané sekvence (oba fetézce) s databazi proteinovych sekvenci.

4) Program BLASTN porovnava proteinovou zkoumanou sekvenci s databazi nukleotidovych
sekvenci preloZzenych do vech Sesti Ctecich ramci (oba fetézce).

5) Program BLASTX porovnava Sestiramcové translace nukleotidové zkoumané sekvence se
Sesti rAmcovymi translacemi nukleotidové sekvenéni databaze.

Program BLASTN se pouziva pro identifikaci nukleovych kyselin s pozadovanym procentem
shody a program BLASTP se mize zvlasté pouzit k identifikaci aminokyselinovych sekvenci
s pozadovanym procentem shody.

Smith—-Waterman (databaze: European Bioinformatics Institute www.ebi.ac.uk/bic—sw/) (popi-
suje se v publikaci Smith-Waterman, 1981, J. of Molec. Biol., 147: 195-197) je matematicky
rigor6zni algoritmus vhodny pro usporadani sekvenci.

FASTA (popisuje se v publikaci Pearson et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2 444—
2 448) je heuristické priblizeni Smith—Watermanovu algoritmu. V piipadé obecné diskuse postu-
pu a vyhod algoritmi BLAST, Smith—~Waterman a FASTA (popisuje se v publikaci Nicholas et
al., 1998, ,,A Tutorial on Searching Sequence Databases and Sequence Scoring Methods*

(www.psc.edu).
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Pouziti predpokladanych aminokyselinovych sekvenci lidského proteinu Nogo nebo nukleotido-
vych sekvenci lidského EST zahrnujici vytvofeni sekvence kodujici predpokladanou aminokyse-
linovou sekvenci lidského Nogo pouzitelnou pro izolaci a identifikaci lidského genu Nogo, frag-
mentdi pfirozené se vyskytujicich mutanti a jejich variant. Takové pouziti, které je znamé
v oboru, zahrnuje, ale neni omezeno na pouziti informace pro pfipravu sond nukleové kyseliny
pro testovani knihovny DNA, amplifikaci DNA, genetickému testovani lidské populace a pro
piipravu syntetickych peptidi pro vytvofeni protilatek. Dale v textu se popisuji takova pouziti.

Popisuji se nukleové kyseliny kodujici derivaty a analogy proteinii Nogo a antisense nukleovych
kyselin Nogo. Je zfejmé, ze termin ,nukleova kyselina kodujici fragment nebo &ast proteinu
Nogo“ je nukleova kyselina kodujici pouze tento uvedeny fragment nebo ¢ast proteinu Nogo a
nikoli jiné kontinualni &asti proteinu Nogo jako kontinualni sekvenci. V tomto kontextu &ast
znamen4 jednu nebo vice aminokyselin.

Vynalez také popisuje fragmenty nukleovych kyselin Nogo obsahujici oblasti konzervativni mezi
(vykazujici homologii s) jinymi nukleovymi kyselinami Nogo stejn¢ho nebo odlisného druhu.
Nukleové kyseliny kodujici jeden nebo vice oblasti Nogo jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2a. Je to
napriklad konzervativni oblast C—konce krysiho proteinu Nogo, ktera obsahuje ptiblizné 180
aminokyselin a je koédovana pfiblizné 540 nukleotidy kodujici sekvence pted stop kodonem. Také
se popisuji nukleotidové a aminokyselinové sekvence dvou hydrofébnich oblasti v konzervativni
oblasti C—konce, to znamené od aminokyselin 988 do 1 023 a od aminokyseliny 1 090 do 1125
v krysim proteinu Nogo A. Dale se popisuji nukleotidové a aminokyselinové sekvence kyselé
oblasti N—konce krysiho proteinu Nogo A od zbytku 31 do zbytku 58.

Aby se uskute¢nila funkéni analyza riiznych oblasti proteinu Nogo, provedla se série deleci
v genu Nogo a ten se klonoval do expresivniho vektoru metodou rekombinace DNA a exprimoval
se jako fiazni protein. Popisuji se nukleové kyseliny, které kéduji fragment proteinu Nogo. Jsou to
napriklad nukleové kyseliny, které koduji aminokyselinové zbytky 1 az 171, 172 az 974, 259 az
542 a7 722, 172 a2 259, 722 az 974 nebo 975 az 1 1562 SEQ ID NO: 2 nebo jejich kombinace a
nukleové kyseliny, které koduji aminokyselinové zbytky 1 az 131, 132 az 939, 206 az 501, 501
az 680, 132 a2z 206, 680 az 939 a 940 az 1 127 SEQ ID NO: 30 nebo jejich kombinace. Nektere
deletni konstrukce obsahuji zkrécené ¢asti proteinu Nogo a dalsi nukleotidové sekvence kodujici
hexahistidinovou zna¢ku a/nebo T7—tag. Vynalez popisuje nukleové kyseliny kédujici zkracene
proteiny Nogo, kterym chybi aminokyselinové zbytky 172 az 259, aminokyselinové zbytky 974
az 1 162 nebo aminokyselinové zbytky 172 az 259 a 974 az 1 162 sekvence SEQ ID NO: 2, ale
v jiném piipadé obsahuje zbytek sekvence SEQ ID NO: 2 nebo aminokyselinové zbytky 132 az
206, aminokyselinové zbytky 939 az 1 127 nebo aminokyselinové zbytky 132 az 206 a 939 az 1
127 sekvence SEQ ID NO: 30, ale v jiném piipadé obsahuje zbytek sekvence SEQ ID NO: 30.
Struktura pikladu dele¢nich konstrukei je zobrazena na obrazku €. 18. Delecni konstrukce, kdyZ
se zavedou do butiky produkuji fragmenty nebo zkracené &asti proteinu Nogo. Biologické akti-
vity téchto mutanti se testovaly v riiznych funkénich testech, jak se popisuje v tabulce €. 2.

Specificka provedeni klonovani genu Nogo jsou nésledujici:

V piipadé exprese klonii (metoda b&zné znama v oboru) se zkonstruovala expresni knihovna
metodami, které jsou dobie znamy v oboru. Izolovala se napiiklad mRNA (lidska), vytvorila se
cDNA a ligovala do expresniho vektoru (napfiklad odvozeného z bakteriofaga) tak, Ze je mozné
ji exprimovat v hostitelské buiice, do které se pak vektor zavede. Aby se vybral exprimovany
produkt Nogo je mozné pouZit riizné testy. V jednom provedeni vynalezu se pfi selekci mohou
pouzit protilatky proti proteinu Nogo.

V jiném provedeni vynalezu se pfed selekci pfi amplifikaci poZadované sekvence v genomoveé
knihovné nebo v knihovné cDNA pouzije polymerazova fetézcova reakce (PCR). Oligonukleoti-
dové primery reprezentujici znamé sekvence Nogo se mohou pouzit jako primery pfi reakci PCR.
V preferovaném provedeni oligonukleotidové primery reprezentuji alespoil ¢ast konzervativnich
segmentii Nogo se silnou homologii mezi geny Nogo riznych druhd. Syntetické oligonukleotidy
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se mohou vyuzivat jako primery pfi amplifikaci PCR sekvenci ze zdroje (RNA nebo DNA), pfi-
¢emz se upfednostiiuje knihovna cDNA. PCR se provedla naptiklad za pouziti teplotniho cyklo-
vace Perkin—Elmer Cetus a Taq polymerazy (Gene Amp"). DNA, kterd se miize amplifikovat,
zahrnuje mRNA nebo cDNA nebo genomovou DNA z libovolnych eukaryonti.. Je mozné synte-
tizovat n€kolik riznych degenerativnich primerd, které jsou vhodné pro pouziti v reakcich PCR.
Je také mozné ménit prisnost podminek hybridizace pfi navazani v reakcich PCR, coz umoziiuje
dosazeni vyssiho nebo nizsiho stupné podobnosti mezi znamou nukleotidovou sekvenci Nogo a
homologem nukleové kyseliny, kterd se ma izolovat. P¥i hybridizaci, ktera se provadi mezi jed-
notlivymi druhy, se preferuji mirné p¥isné podminky.

Po uspésné amplifikaci segmentu homologu Nogo, segment se miize molekularné klonovat a
sekvenovat a vyuzivat jako sonda pfi izolaci celkové cDNA nebo genomového klonu. To naopak
umozni stanoveni celé nukleotidové sekvence genu, analyzu jeji exprese a produkci jejiho protei-
nového produktu pii funkéni analyze, jak se popisuje déle v textu. Timto zptisobem se mohou
identifikovat dalsi geny kodujici proteiny Nogo a jejich analogy.

Shora v textu popsané metody neomezuji nasledujici obecny popis metod, které umoziiuji ziskani
klonti Nogo.

Libovolna eukaryontni buiika mize slouzit jako zdroj nukleové kyseliny pro molekularni klono-
vani genu Nogo. Sekvence nukleové kyseliny kodujici protein Nogo se mohou izolovat
z obratlovce, savce, ¢lovéka, prasete, mysi, skotu, kocky, ptaka, kong, psa stejné jako z primata
nebo hmyzu atd. DNA se miZe ziskat standardnim postupem, ktery je dobfe znam v oboru,
z klonované DNA (napiiklad z knihovny DNA), chemickou syntézou, klonovanim cDNA nebo
klonovanim genomické DNA nebo jejich fragmenti, které se ziskaly izolaci z pozadované buiiky
(popisuje se na priklad v publikaci Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, Glover,
D. M. (ed.), 1985, DNA Clonning: A Particular Approach, MRL Press, Ltd., Oxford, U.K. Vol. I,
IT). Klony odvozené z genomové DNA mohou vedle kédujicich oblasti obsahovat regulaéni a
intronové oblasti DNA. Klony ziskané zcDNA budou obsahovat pouze exonové sekvence.
Nehled¢ na zdroj se gen miize molekularné klonovat do vhodného vektoru za i¢elem propagace
genu.

Pfi molekularnim klonovéani genu z genomové DNA se vytvofily genomové fragmenty, kdy
néktery z nich bude kodovat pozadovany gen. DNA se mize §tépit ve specifickych mistech za
pouziti riznych restriknich enzymii. V jiném ptipad¢ se mize pouzit DNaza v pFitomnosti man-
ganu, pfi¢emz dojde k fragmentaci DNA nebo DNA se mize fyzikaln¢ nastfihat, napiiklad soni-
kaci. Linearni fragmenty DNA se pak mohou separovat podle velikosti standardni metodou, ktera
zahrnuje elektroforézu na agar6zovém a polyakrylamidovém gelu a kolonovou chromatografii.

Po té, co se vytvorily fragmenty DNA, miize se provést identifikace specifického DNA frag-
mentu, ktery obsahuje poZzadovany gen, fadou zpisobu. Jestlize naptiklad mnoZstvi &asti genu
Nogo (libovolného druhu) nebo jeho specifické RNA nebo jeho fragment jsou dostupné a mohou
se Cistit a znaCit, vytvorené fragmenty DNA se mohou testovat hybridizaci nukleové kyseliny
znaCenou sondou (popisuje se v publikaci Benton, W. and Davis, R., 1977, Science 196: 180,
Grunstein, M. and Hogness, D., 1975, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72: 3961). Tyto fragmenty
DNA budou hybridizovat se sondou s podstatnou homologii. Je také mozné identifikovat vhodny
fragment $tépenim restrikénim enzymem a porovnat velikost fragmenth s témi, které se oceka-
valy podle znamé restrikéni mapy, v pfipadé, Ze je takova mapa dostupna. Dalsi selekce se miize
provést na zakladé vlastnosti genu.

V jiném piipadé se piitomnost genu muze detekovat testy zaloZzenymi na fyzikélnich, chemic-
kych nebo imunologickych vlastnostech svého exprimovaného produktu. Mohou se vybrat klony
¢DNA nebo DNA, které produkuji protein, ktery napfiklad vykazuje podobnou nebo identickou
elektroforetickou migraci, izoelektrickou fokusujici reakci, mapy proteolytického §tépeni, post—
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translaéni ipravy, kyselé a bazické vlastnosti nebo antigenni vlastnosti, které jsou znamy v piipa-
d& proteinu Nogo. Protilatky proti proteinu Nogo jsou dostupné a jsou to IN-1 a IN-2 (patent
US 5 684 133), AS Bruna a AS 472. Priprava protilatek AS Bruna a AS 472 se popisuji dale
v textu. Protein Nogo se miize identifikovat navazanim znacené protilatky na putativné synteti-
zujici klony Nogo v testu ELISA nebo western pfenosem ¢isténych nebo celobun&énych extrakti.

Miize se také identifikovat gen Nogo selekci mRNA hybridizaci nukleové kyseliny, ktera nasle-
duje po translaci in vitro. Pfi tomto postupu se pouZivaji fragmenty pro izolaci komplementarni
mRNA pomoci hybridizace. Takové fragmenty DNA mohou reprezentovat dostupnou izolovanou
DNA Nogo jinych druhi (naptiklad mysi, lidskd). Imunoprecipitacni analyza nebo funk¢ni testy
(naptiklad schopnost tvorby agregatii in vitro, navazani na receptor) transla¢nich produktl in
vitro izolovanych produktii izolované mRNA identifikuje mRNA a komplementarni fragmenty
DNA, které obsahuji pozadované sekvence. Navic specificki mRNA se mize vybrat na zakladé
adsorpce polyzomi izolovanych z bungk, aby se imobilizovaly protilatky specificky fizené proti
proteinu Nogo. Radioaktivné znadend ¢cDNA Nogo se mize syntetizovat za pouziti vybrané
mRNA (z adsorbovanych polyzomi) jako templat. Radioaktivné zna¢end mRNA nebo cDNA se
muze pak pouzit jako sonda pfi identifikaci fragmentii DNA Nogo mezi jinymi fragmenty geno-
mové DNA.

Alternativy pro izolaci genomové DNA Nogo zahrnuji, ale nejsou omezeny na chemickou synté-
zu samotné genové sekvence ze znamé sekvence nebo vytvorenim cDNA z mRNA, ktera kéduje
protein Nogo. RNA vhodna pro klonovani cDNA genu Nogo se mize izolovat z bunék, které
exprimuji Nogo. Je mozné pouzit i jiné metody podle vynalezu.

Identifikovany a izolovany gen se pak miize zaglenit do vhodného klonovaciho vektoru. Miize se
pouZit velky podet systémi vektor-hostitel, které jsou znimy v oboru. MoZné vektory zahrnuji,
ale nejsou omezeny na plazmidy nebo upravené viry, ale vektorovy systém musi byt kompatibilni
s pouzitou hostitelskou buiikou. Takové vektory zahrnuji, ale nejsou omezeny na bakteriofagy,
jako jsou derivaty lambda nebo plazmidy, jako jsou derivaty plazmidu pBR322 nebo pUC nebo
vektor Bluescript (Stratagene). Ve specifickém piikladu vynalezu se gen Nogo klonuje do
pcDNA3 s epitopem tag, &imZ se zjednodusi analyza exprese proteinu.

Zaclenéni do klonovaciho vektoru se miize naptiklad uskute&nit ligaci fragmentu DNA do klono-
vaciho vektoru, ktery ma komplementarni kohezivni konec. Jestlize vSak komplementarni
restrikéni mista pouzivana ve fragmentu DNA nejsou ptitomny v klonovacim vektoru, pak konce
molekul DNA se mohou enzymaticky upravit. V jiném piipadé libovolné pozadované misto se
mize produkovat ligaci nukleotidovych sekvenci (linkert) na konec DNA. Tyto ligované linkery
mohou obsahovat specificky chemicky syntetizované oligonukleotidy kodujici sekvence, které
rozeznavaji restrikéni endonukledzy. Pi alternativni metod€ se Stépeny vektor a gen Nogo miiZe
modifikovat homopolymérnim zakon&enim. Rekombinantni molekuly se mohou zavést do hosti-
telskych bun&k prostfednictvim transformace, transfekce, infekce, elektroporace atd., tak, ze se
vytvori fada kopii genovych sekvenci.

Pfi jiné metodé se pozadovany gen mize identifikovat a izolovat po zaglenéni do vhodného klo-
novaciho vektoru pomoci ,,déla*. Obohaceni pozadovanym genem napiiklad frakcionaci podle
velikosti se miize provést pred zaglenénim do klonovaciho vektoru.

Ve specifickém provedeni vynalezu transformace hostitelskych bunéek rekombinantnich molekul
DNA, které zaGlefiuji izolovany gen Nogo, cDNA nebo syntetizovanou sekvenci DNA umoziuje
vytvoreni velké mnozstvi kopif genu. Gen se tak miize ziskat ve velkém mnoZstvi pomoci rostou-
cich transformantii, izolaci molekul rekombinantni DNA z transformantii a jestlize to je nutné,
izolaci za¢lenéného genu z izolované rekombinantni DNA.

Sekvence Nogo podle vynalezu zahrnuji tyto nukleotidové sekvence kodujici v podstaté stejné
aminokyselinové sekvence, jak se vyskytuji v pfirozenych proteinech Nogo a ty kodované ami-
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nokyselinovymi sekvencemi s funkéné ekvivalentnimi aminokyselinami stejné jako sekvencemi,
kter¢ koduji derivaty nebo analogy Nogo, jak se popisuje dale v textu v pFipadé derivati a analo-
g Nogo.

Exprese genli Nogo

Nukleotidova sekvence kodujici protein Nogo nebo funkéné aktivni analog nebo fragment nebo
jiny jeho derivat (zobrazeno na obrazcich €. 1b a 2a, popisuje se déle v textu) se mlize zaélenit do
vhodného expresniho vektoru, to znamena do vektoru, ktery obsahuje nezbytné elementy vhodné
pro transkripci a translaci za¢lenéné sekvence kodujici protein. Nezbytné transkripeni a translacni
signaly se mohou také poskytnout pfirozenym genem Nogo a/nebo jeji lemujici sekvenci. Kodu-
Jici sekvence se miize také znacit sekvenci, ktera kéduje dobfe popsany antigen nebo biologickou
molekulu, kterd ma znamé vazebné vlastnosti s vazebnym partnerem (naptiklad epitop myc, his-
tidinovou znacku, epitop T7 atd., zobrazeno na obrazku ¢&. 11a az 11c dale v textu). Tato dal$i
sekvence se milZe vyuZit pfi izolaci proteinu Nogo, proteinového fragmentu nebo derivatu za
pouziti interakce vazebné skupiny s odpovidajicim partnerem, ktery je pfichycen na pevny pod-
klad.

Rizné systémy hostitel-vektor se mohou vyuzit k expresi sekvence kodujici protein. Tyto systé-
my zahrnuji, ale nejsou omezeny na savéi bunééné systémy infikované virem (naptiklad virus
vakcinie, adenovirus atd.), systémy hmyzich buné€k infikované virem (napfiklad bakulovirus),
mikroorganizmy, takové jako jsou kvasinky obsahujici kvasinkové vektory nebo bakterie trans-
formované bakteriofagem, DNA, plazmidova DNA nebo kosmidova DNA. Expresivni elementy
vektori se lisi v jejich intenzité a specifité. V zavislosti na vyuZivaném systému vektor—hostitel
se miZe pouzit libovolny z poctu vhodnych transkripénich a transla¢nich elementd. Ve specific-
kych provedenich vynalezu se exprimuje lidsky gen Nogo, bud’ jako Nogo A, Nogo B nebo Nogo
C (zobrazeno na obrazku ¢. 1b). V jiném provedeni vynalezu se exprimuje fragment Nogo obsa-
hujici oblast proteinu Nogo.

Termin ,,burika se transformovala nukleovou kyselinou“ znamena, ze takova buiika obsahuje po
zavedeni nukleové kyseliny do buiiky nebo do jeji rodi€ovské butiky napiiklad transfekci, elek-
troporaci, transdukci atd., nukleovou kyselinu, ktera neni ptirozené pfitomna v burice.

Vynélez popisuje nukleotidové sekvence kodujici fragmenty lidského Nogo A obsahujici amino-
kyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny obsahujici aminokyselinové zbytky 1 az 131, 132 az
939, 206 az 501, 501 az 680, 132 az 206, 680 az 939 a 940 az 1 127 sekvence SEQ ID NO: 30.
Take¢ se popisuji nukleotidové sekvence, které koduji zkracen€ oblasti lidského proteinu Nogo A,
zkracenym proteindm chybi aminokyselinové zbytky 132 az 206, aminokyselinové zbytky 939 az
1 127 nebo aminokyselinové zbytky 132 az 206 a 939 az 1 127 sekvence SEQ ID NO: 30, ale
jinak obsahuji zbytek sekvence SEQ ID NO: 30.

Libovolné diive popsané metody vhodné pro za¢lenéni fragmenti DNA do vektoru se mohou
pouzit ke konstrukci expresivnich vektori, které obsahuji chiméricky gen obsahujici vhodny
transkripéni/translacni kontrolni signaly a proteinové kodujici sekvence. Tyto metody mohou
zahrnovat rekombinantni DNA in vitro a syntetické metody a in vivo rekombinanty (geneticka
rekombinace). Exprese sekvence nukleové kyseliny kodujici protein Nogo nebo peptidovy frag-
ment se miize regulovat druhou sekvenci nukleové kyseliny tak, Ze protein nebo peptid Nogo se
exprimuje v hostiteli transformovan s molekulou rekombinantni DNA. Exprese proteinu Nogo se
miiZe fidit libovolnym elementem promotoru/zesilovace, ktery je zndm v oboru. V piikladném
provedeni vynalezu je vhodné pouzit jeden z pfirozenych promotord Nogo, bud’ P1 nebo P2,
ktery se popisuje déle v textu. Mize se také pouzit nepfirozeny promotor. Promotory, které se
mohou pouzit, fidi expresi genu Nogo a zahrnuji, ale nejsou omezeny na oblast ¢asného promoto-
ru SV40 (popisuje se v publikaci Bernoist and Chambon, 1981, Nature 290: 304-310), promotor
obsaZeny v dlouhé terminalni repetici 3'konce viru Rousova sarkomu (popisuje se v publikaci
Yamamoto, et al., 1980, Cell 22: 787-797), promotor thymidinové kinazy viru herpes (popisuje
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se v publikaci Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad.Sci U.S.A. 78: 1 441-1 445), reguladni sek-
vence genu metalothioneinu (popisuji se v publikaci Brinster et al., 1982, Nature 296: 39-42),
prokaryontni expresni vektory, jako jsou promotor f—laktamazy (popisuje se v publikaci Villa—
Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75: 3 727-3 731) nebo promotor tac (popi-
suje se v publikaci DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 21-25, ,,Useful proteins
from recombinant bacteria® Scientific American, 1980, 242: 74-94), rostlinné expresni vektory
obsahujici oblast promotoru neopalinové syntetazy (Herrera—Estrella et al., Nature 303: 209-213)
nebo 35S RNA promotor kvétakového mozaikového viru (popisuje se v publikaci Gerdner, et al.,
1981, Nucl. Acids Res. 9: 2871) a promotor fotosyntetické enzymové ribulozoveé bifosfatové
karboxylazy (popisuje se v publikaci Herrera—Estrella et al., 1984, Nature 310: 115-120), pro-
motorové elementy z kvasinek nebo jinych hub, takové jako je promotor Gal 4, promotor ADC
(dehydrogenaza alkoholu), promotor PGK (fosfoglycerolova kindza), promotor alkalické fosfata-
zy a nasledujici zviteci transkrip&ni Fidici oblasti, které vykazuji tkaiovou specifitu a vyuzivaji se
u transgennich zvitat: fidici oblast genu elastazy I, ktera je aktivni v pankreatickych acinarnich
buiikach (popisuje se v publikaci Swift et al., 1984, Cell 38: 639-646, Ornitz et al., 1986, Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399409, MacDonald, 1987, Hepatology, 7: 425-515),
oblast fidici gen inzulinu, kters je aktivni v pankreatickych buiikach beta (Hanahan, 1985, Nature
315: 115-122), fidici oblast genu imunoglobulinu, ktera je aktivni v lymfoidnich bufikach (popi-
suje se v publikaci Grosscheld et al., 1984, Cell 38: 647-658, Adames et al., 1985, Nature 318:
533-538, Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7: 1 436-1 444), fidici oblast viru nadoru prsni
#lazy u mysi, ktera je aktivni v testikularnich, prsnich, lymfoidnich a Zirnych buiikach (popisuje
se v publikaci Leder et al., 1986, Cell 45: 485-495), oblast Fidici gen albuminu, ktera je aktivni
v jatrech (popisuje se v publikaci Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1: 268-276), oblast fidici
gen alfa—fetoproteinu, kterd je aktivni v jatrech (popisuje se v publikaci Krumlauf et al., 1985,
Mol. Cell. Biol. 5: 1 639—1 648, Hammer et al., 1987, Science 235: 53-58) oblast fidici gen alfa
|—antitrypsin, ktery je aktivni v jatrech (popisuje se v publikaci Kelsey et al., 1987, Genes and
Devel. 1: 161-171), oblast kontrolujici gen beta-globinu, ktera je aktivni v myeloidnich burikach
(Mogram et al., 1985, Nature 315: 338-340, Kollias et al., 1986, Cell 46: 8994, oblast fidici gen
myelinového zakladniho proteinu, ktery je aktivni v oligodendrocytech v mozku (popisuje se
v publikaci Readhead et al., 1987, Cell 48: 703-712), oblast fidici gen myosinového lehkého
fetézce 2, ktera je aktivni v kosternim svalu (popisuje se v publikaci Sani, 1985, Nature 314:
283-286) a oblast fidici gen uvoltiovani gonadotropického hormonu, ktery je aktivni
v hypotalamu (popisuje se v publikaci Mason et al., 1986, science 234: 1372-1 378).

Ve specifickém provedeni vynalezu pouzivany vektor obsahuje promotor operativné spojeny
s nukleovou kyselinou kédujici Nogo, jeden nebo vice pocatki replikace a jeden nebo vice
selekénich markert (napiiklad gen rezistence na antibiotika).

Ve specifickém provedeni vynalezu se expresni konstrukce pfipravila subklonovanim sekvence
kodujici Nogo do restrikéniho mista enzymu EcoRI kazdého ze tfi vektori pGEX (expresni vek-
tory glutathionové S transferazy, popisuje se v publikaci Smith and Johnson, 1988, Gene 7: 31—
40). To umoziluje exprimovat protein Nogo ze subklonu ve spravném tecim ramci.

Expresni vektory obsahujici inzerty genu Nogo se mohou identifikovat tfemi obecnymi piistupy
a) hybridizaci nukleové kyseliny, b) pFitomnosti nebo absenci funkei ,,markerového* genu a c)
expresi za¢lenénych sekvenci. V prvnim pfistupu pfitomnost genu Nogo zaclenéného do expres-
niho vektoru se mize detekovat hybridizaci nukleové kyseliny za pouziti sond, které obsahuji
sekvence homologni se za¢lenénym genem Nogo. Ve druhém pfistupu se mize identifikovat a
vybrat rekombinantni vektor/hostitelsky systém na zakladé pritomnosti nebo absence jistych
markerovych genovych funkei (napiiklad aktivity thymidin kindzy, rezistence na antibiotika,
transforma&ni fenotyp, vytvofeni okluze v bakuloviru atd.), coZ je zplisobeno inzerci genu Nogo
do vektoru. Jestlize se gen Nogo zallenil do sekvence markerového genu vektoru, mohou se
rekombinanty obsahujici inzert Nogo identifikovat nepfitomnosti funkce markerového genu.
Rekombinantni expresni vektory se mohou identifikovat testovanim produktu Nogo exprimova-
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ného rekombinantem. Takové testy mohou byt zaloZeny na fyzikalnich a funkénich vlastnostech
proteinu Nogo v testovacich systémech in vitro napiiklad navazanim na protilatky proti Nogo.

Po té, co se identifikovala a izolovala rekombinantni molekula DNA, mizZe se pro jeji propagaci
pouzit n€kolik metod, které jsou dobfe znamy v oboru. Po té, co je zaveden vhodny hostitelsky
systém a ristové podminky, rekombinantni expresni vektory se mohou propagovat a ptipravovat
ve velkém mnoZstvi. Jak uz se vysvétlilo dfive v textu, expresni vektory, které se mohou vyuzit,
zahrnuji, ale nejsou omezeny na nasledujici vektory nebo jejich derivaty: lidské a zvifeci viry,
Jjako je virus vakcinie a adenovirus, hmyzi viry, jako je bakulovirus, kvasinkové vektory, bakteri-
ofagové vektory (napiiklad lambda)) a plazmidové nebo kozmidové DNA vektory.

Navic se mize vybrat kmen hostitelské buriky, ktery upravuje exprese zatlenénych sekvenci
nebo upravuje a zpracovava genovy produkt pozadovanym specifickym zpiisobem. Exprese
z jistych promotorii mize zesilit v pfitomnosti jistych induk&nich &inidel, ¢imz je mozné Fidit
expresi geneticky manipulovaného proteinu Nogo. Ruzné hostitelské buiiky dale vykazuji
charakteristické a specifické mechanizmy pro translaéni a post—translaéni postup a flpravu
(naptiklad glykosylaci, fosforylaci proteinii). Vhodné bun&né linie nebo hostitelské systémy se
mohou vybrat k zajiSténi pozadované modifikace a zpracovani exprimovaného cizorodého pro-
teinu. Napiiklad exprese bakteridlniho systému se muze pouzit k produkci neglykosylovaného
jaderného proteinového produktu. Exprese v kvasinkach bude produkovat glykosylaéni produkt.
Exprese v sav¢ich butikdch se miZze pouzit k zajisténi pfirozené glykosylace heterologniho pro-
teinu. Riizné vektorové/expresni systémy mohou ovlivitovat reakce zpracovani v rizném rozsahu.

V jinych provedenich vynalezu protein Nogo, fragment, analog nebo derivat se mize exprimovat
Jjako fuze nebo produkt chimérického proteinu (obsahujici protein, fragment, analog nebo derivat
spojeny prostfednictvim peptidové vazby na heterologni proteinovou sekvenci (odlisného pro-
teinu)). Takovy chiméricky produkt se miize pfipravit ligaci vhodnych sekvenci nukleové kyseli-
ny, které koduji sekvence pozadované aminokyseliny, metodami, které jsou dobie znamy
v oboru. To probiha ve vhodném koédujicim ramci a exprimuje se chiméricky produkt vyrobeny
syntézou proteinu, napfiklad pouzitim syntetizatoru peptidu.

Sekvence cDNA a genomové sekvence se mohou klonovat a exprimovat.
Identifikace a izolace produktii genu Nogo

Vynalez poskytuje aminokyselinové sekvence Nogo, piednostné lidské Nogo a jeho fragmenty a
derivaty, které obsahuji antigenni determinantu (to znamend, Ze mohou byt rozeznany proti-
latkou) nebo které jsou jinak funk&né aktivni, stejné jako jejich sekvence nukleovych kyselin.
Termin ,,funkéné aktivni“ materidl Nogo znamena, Ze material vykazuje jednu nebo vice zna-
mych funkénich aktivit spojenych s plnou délkou (divoky typ) proteinu Nogo A, naptiklad vlast-
nosti nepermisivniho substratu, kolaps ristu ganglii dorzalnich kofent, inhibice rozsifeni bunék
NIH 3T3, inhibice nadmérného ristu neuritd, navazani na substrat Nogo nebo vazebného partne-
ra Nogo, antigenicita (navazani na protilatky proti Nogo), imunogenicita atd.

Ve specifickych provedenich podle vynalezu fragmenty proteinu Nogo obsahuji alespoii 6 ami-
nokyselin, 10 aminokyselin, 17 aminokyselin, 50 aminokyselin, 100 aminokyselin nebo alespofi
220 aminokyselin. V jiném provedeni podle vynélezu proteiny obsahuji podstatné vysoce kon-
zervativni oblast C—konce proteinu Nogo (188 aminokyselin C—konce proteinu Nogo A). Vyna-
lez dale popisuje fragmenty nebo proteiny obsahujici fragmenty, kterym chybi konzervativni
oblast C-konce nebo hydrofobni ¢asti C—konce nebo aminoterminalni kyselé oblasti nebo ami-
noterminalni polyprolinovou oblast nebo jeji libovolnou kombinaci nebo protein Nogo. Vynalez
také popisuje nukleové kyseliny kodujici uvedené oblasti, fragmenty a proteiny.

Po té, co se identifikoval rekombinant, ktery exprimuje sekvenci genu Nogo, analyzoval se geno-
vy produkt. Toho se dosahlo testy zalozenymi na fyzikalnich a funkénich vlastnostech produktu,
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které zahrnuji radioaktivni znageni produktu nasledované analyzou gelovou elektroforézou, imu-
nitnim testem atd.

Po 6, co se identifikoval protein Nogo, miize se izolovat a €istit standardnimi metodami, které
zahrnuji chromatografii (napfiklad chromatografii s vyménou jontli, afinitni chromatografii a
kolonovou chromatografii d&lici podle velikosti), centrifugaci, déleni na zakladé rozdilné roz-
pustnosti nebo jinymi standardnimi metodami €i$téni proteini. Funkeéni vlastnosti se mohou hod-
notit za pouziti libovolného vhodného testu zahrnujici snizeni ristu ganglii dorzalnich kofend,
inhibici rozsiteni bunék NIH 3T3, inhibici regenerace neuritii ve zrakovém nervu (popisuje se
dale v textu).

V jiném pripadé vynalezu po identifikaci proteinu Nogo produkovaného rekombinantem se miize
odvodit aminokyselinové sekvence proteinu z nukleotidové sekvence chimérického genu obsaze-
ného v rekombinantu. Protein se miZe syntetizovat pomoci standardnich chemickych metod,
které jsou dobie znamy v oboru (popisuje se napiiklad v publikaci Hunkapiller, M., et al., 1984,
Nature 310: 105-111).

V jiném alternativnim provedeni vynalezu se muze pfirozeny Nogo C izolovat z ptirozenych
zdroji standardnimi metodami, které se popisuji shora v textu (napfiklad imunoafinitnim Cisté-
nim).

Ve specifickém provedeni vynalezu takové proteiny Nogo, at’ uz jsou produkovany metodou
rekombinace DNA nebo metodami chemické syntézy nebo &i§ténim piirozenych proteind zahr-
nuji primarni aminokyselinovou sekvenci, viechny nebo ¢ast aminokyselinové sekvence, jak je
znazornéna na obrazku ¢. 2a (SEQ ID NO: 2),

nebo lidskou sekvenci zndzorn&nou na obrazku &. 13 (SEQ ID NO: 29, stejné jako fragmenty
nebo jiné derivaty (které jsou napiiklad zndzornény na obrazku &. 18) a jejich analogy, které
zahrnuji jejich homologni proteiny. Upfednostiiuje se, aby proteiny Nogo neobsahovaly Zadny
volny CNS myelinovy material, se kterym je v normalnim pfipadé spojen.

Struktura genu a proteinu Nogo

Struktura genu a proteinu Nogo se miZe analyzovat riiznymi metodami, které jsou dobfe znamy
v oboru a nékolika dal§imi metodami, které se popisuji v nasledujicim textu.

Geneticka analyza

Klonovana DNA nebo ¢DNA odpovidajici genu Nogo se miiZe analyzovat metodami zahrnujici-
mi Southernovou hybridizaci (Southern, E. M., 1975, J. Mol. Biol. 98: 503-517), northern hybri-
dizaci (napfiklad Freeman et al., 1983, proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 4094-4098), mapovani
pomoci restrikénich endonukleaz (popisuje se v publikaci Maniatis, T., 1982, Molecular Cloning,
A Laboratory, Cold Spring Harbor, New York) a analyza sekvence DNA. Polymerazova fetézco-
va reakce (PCR, popisuje se v dokumentech US 4 683 202, US 4 683 195 a US 4 889 818, Gyl-
lenstein et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 7652-7656, Ochman et al., 1988, Genetics
120: 621-623, Loh et al., 1989, Science 243: 217-220) nasledovana Southernovou hybridizaci se
sondou specifickou pro Nogo umozituje detekei genu Nogo v DNA pochézejici z riznych bunéc-
nych typti. Mohou se také pouzit metody amplifikace, které jsou jiné nez PCR. V jednom prove-
deni vynalezu se miize pouzit Southernovy hybridizace, aby se stanovilo genetické spojeni genu
Nogo. Analyza northernu hybridizaci se mize pouzit ke stanoveni exprese genu Nogo. V riznych
bun&&nych typech v riizném stadiu vyvoje nebo aktivity se miize testovat, zda dochazi k expresi
genu Nogo. Piisnost hybridizanich podminek pfi Southernové a northern hybridizaci se mize
ovliviiovat, aby se zajistila detekce nukleovych kyselin spozadovanym stupném vztahu
k pouzivané specifické sondé Nogo. Miize se pouzit modifikace t€chto metod a jinych metod,
které jsou dobfe znamy v oboru.
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Mapovani restrikénimi endonukledzami se miZe pouzit pfi hrubém stanoveni genetické struktury
genu Nogo. Restrik¢ni mapy ziskané Sté€penim restrikénimi endonukledzami se mohou potvrdit
analyzou sekvence DNA.

Analyza sekvence DNA se miiZze uskute¢nit libovolnou metodou znamou v oboru, ktera zahrnuje,
ale neomezuje se na metodu podle Maxama a Gilberta (popisuje se v publikaci Maxam and Gil-
bert et al., 1980, Meth. Enzymol. 65: 499-560), Sangerovu dideoxy metodu (popisuje se
v publikaci Sanger, F., et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74: 5463), pouziti DNA poly-
merazy T7 (popisuje se v publikaci Tabor and Richardson, dokument US 4 795 699) nebo pouZziti
automatizovaného sekvenatoru DNA (naptiklad Applied Biosystems, Foster City, CA).

Analyza proteini

Aminokyselinova sekvence proteinu Nogo se mize odvodit dedukci ze sekvence DNA nebo
v jiném piipad€ pfimou sekvenaci proteinu napiiklad automatickym sekvenatorem aminokyselin.

Sekvence proteinu Nogo se mlZe dale charakterizovat analyzou hydrofility (popisuje se
v publikaci Hopp, T. and Woods, K., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 3824). Profil hydro-
fility se miize pouzit k identifikaci hydrofobnich a hydrofilnich oblasti proteinu Nogo a odpovi-
dajicim oblastem genové sekvence, ktera koduje takové oblasti.

MiiZe se také provést analyza struktury (popisuje se v publikaci Chou, P. and Fasman, G., 1974,
Biochemistry 13: 222), aby se identifikovaly oblasti Nogo, které ptedpokladaji specifickou
sekundarni strukturu. '

Manipulace, translace a predpoklad sekundarni struktury, predpoklad a vyneseni otevieného cCte-
ciho ramce, stejné jako stanoveni sekvenéni homologie se miize také uskutecnit pouZzitim pocita-
covych programi, které jsou dostupné v oboru.

Mohou se pouzit také jiné metody strukturalni analyzy. Ty zahrnuji krystalografii pomoci
paprski X (popisuje se v publikaci Engstom, A., 1974, Biochem. Exp. Biol. 11: 7-13) a pocita-
¢ové modelovani (popisuje se v publikaci Fletterick, R. and Zoller, M. (eds.), 1986, Computer
Graphics and Molecular Modeling, Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Habor, New York).

Vytvoreni protilatek proti proteinlim Nogo a jejich derivaty

Protein Nogo, jeho fragment nebo jiné derivaty nebo analogy se mohou pouZit jako imunogen pfi
vzniku protilatek, které se imunospecificky vazi na takovy imunogen. Takové protilatky zahrnuji,
ale nejsou omezeny na polyklonalni, monoklonalni, chimerické protilatky, jednotlivé fetézce,
fragmenty Fab a expresni knihovnu Fab. Produkuji se protilatky ¥izené proti rekombinantnimu
fragmentu krysiho nebo bovinniho proteinu Nogo (popisuje se dale v textu), pfi¢emz tyto proti-
latky také zkiizen¢ reaguji s epitopy jinych druhd. V jiném provedeni vynalezu, fragmenty pro-
teinu Nogo identifikované jako hydrofilni se také pouzivaji jako imunogeny pii produkci proti-
latek.

Pti produkei polyklonalnich protilatek proti proteinu Nogo nebo derivatu nebo analogu se mohou
pouzit rizné postupy, které jsou dobie znamy v oboru. V ur¢itém provedeni vynalezu se mohou
ziskat krali¢i polyklonalni protilatky vii¢i epitopu proteinu Nogo kdédované sekvenci SEQ ID
NO:2 na obrazku €. 2a, SEQ ID NO: 29 na obrazku ¢. 12, SEQ ID NO: 32 na obrazku ¢. 14 nebo
SEQ ID NO: 30 na obrazku €. 13 (krysi protein Nogo A, bovinni protein Nogo, krysi protein
Nogo C nebo lidsky protein Nogo) nebo jeho subsekvence. Pii produkei protilatky se riizni zvife-
ci hostitelé mohou imunizovat injekei s pfirozenym proteinem Nogo nebo s jeho syntetickou
verzi nebo derivatem (naptiklad fragment), ktery zahrnuje kraliky, mysi, krysy atd. Ke zvyseni
imunologické odezvy se mohou pouZit rizna adjuvans v zavislosti na druzich hostitele. Tato
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adjuvans zahrnuji Freundovo adjuvans (iplné nebo neuplné), minerélni gely, jako jsou napfiklad
hydroxid hlinity, povrchové aktivni ¢inidla, jako je lyzolecitin, pluronni polyoly, polyanionty,
peptidy, olejové emulze, hemocyaniny pfilipkovitych plzi, dinitrofenol a potencionalné pouZzi-
telné lidské adjuvans, jako je BCG (bacil Calmette-Guerin) a corynobacterium parvum.

Pii piipravé monoklonalnich protilatek ur&enych proti sekvenci proteinu Nogo nebo jeho analogu
se miZze pouzit libovolny zpiisob, pfi kterém dochézi k produkei molekul protilatek kontinual-
nimi bun&&nymi liniemi. Mize se napftiklad pouzit metoda hybridomu podle Kohlera a Milsteina
(popisuje se v publikaci Kohler and Milstein, 1975, Nature 256: 495-497) stejné jako metoda
triom@, metoda hybridomi lidské B-buiiky (popisuje se v publikaci Koznor et al., 1983, Immu-
nology Today 4: 72) a metoda EBV-hybridomu, pfi¢emz vznikaji lidské monoklonalni protilatky
(popisuje se v publikaci Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc., pp. 77-96). Monoklonalni protilatky se mohou produkovat u zvifat, ktera neobsahuji
parazity za pouziti jisté technologie popsané v dokumentu PCT/US90/02545. Podle vynalezu se
mohou lidské protilatky pouZit a ziskat za pouziti lidskych hybridomi (popisuje se v publikaci
Cote et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 2 026-2 030) nebo transformaci lidskych B
bun&k virem EBV in vitro (popisuje se v publikaci Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, pp. 77-96). Ve skute¢nosti podle vyndlezu metoda vyvinuta pro
produkei ,.chimérickych protilatek™ (popisuje se v publikaci Morrison et al., 1984, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 81: 6851-6855, Neuberger et al., Nature 312: 604608, Takeda et al., 1985,
Nature 314: 452-454) sestfihava geny z mysi molekuly protilatek, kter4 je specifickd pro protein
Nogo spolu s geny z lidské protilatkové molekuly vhodné biologické aktivity. Takové protilatky
jsou také predmétnou véci vynalezu.

Postup vhodny pro produkei jednofetézcovych protilatek (popisuje se v publikaci — patent US
4946 778) se mize upravit tak, aby se produkovaly jednofetézcové protilatky specifické pro
protein Nogo. Mohou se také pouZit metody popsané pro konstrukci expresni knihovny Fab
(popisuje se v publikaci Huse et al., 1989, Science 246: 1 275-1 281), coz umoziuje rychlou a
jednoduchou identifikaci mononuklealnich fragmenti Fab s poZadovanou specifitou v piipadé
protein Nogo nebo jeho analogii nebo derivati.

Fragmenty protilatek, které obsahuji idiotyp molekuly, se mohou vytvofit znamou metodou.
Takové fragmenty naptiklad zahrnuji, ale nejsou omezeny na fragment F(ab'),, ktery se muze
produkovat tépenim pepsinem molekuly protilatky, fragmenty F(ab'),, které se mohou vytvorfit
redukci disulfidovych miistkii fragmentu F(ab'),, fragmenty Fab, které se mohou vytvofit oSetfe-
nim molekulou protilatky s papainem a redukénim €inidlem a fragmenty Fv.

Pii produkci protilatek se miize uskutednit testovani zadanych protilatek metodou, ktera je dobfe
znama v oboru. Touto metodou je napiiklad test ELISA. Aby se vybraly protilatky, které roze-
znavaji specifickou oblast proteinu Nogo, je mozné testovat vytvofené¢ hybridomy za ucelem
zjisténi pritomnosti produktu, ktery se vaze na fragment Nogo obsahujici uvedenou oblast. Pfi
selekci protilatky, ktera se specificky vaze na prvni homolog proteinu Nogo, ale ktera se nevaze
specificky na odliny homolog Nogo, je mozné zvolit na zékladé pozitivniho navazani prvniho
homologu Nogo a chybgjicimu navazani druhého homologu Nogo.

Vynélez také popisuje protilatky specifické pro oblast proteinu Nogo.

Cizorodé protilatky se mohou pouZit pfi metods, ktera je zndma voboru a vztahuje se
k lokalizaci a aktivit& sekvenci proteinu Nogo podle vynalezu. Je to napiiklad zviditelnéni téchto
proteinti, méfeni jejich mnoZstvi ve vhodnych fyzikalnich vzorcich a to napfiklad pfi diagnostic-

ké metodé atd.

Protilatky proti Nogo a jeho fragmentiim, které obsahuji vazebnou oblast, se mohou pouzit jako
terapeutika.
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Proteiny Nogo, jeho derivaty a analogy

Vynélez déle popisuje proteiny Nogo a derivaty (zahrnujici fragmenty) a analogy proteinii Nogo.
Popisuji se nukleové kyseliny kodujici protein Nogo, derivaty a proteinové analogy. V jednom
provedeni vynalezu se proteiny Nogo kéduji nukleovymi kyselinami Nogo popsanymi shora
v textu. Proteiny Nogo A, Nogo B nebo Nogo C a derivaty a analogy jsou zvifeci proteiny a jsou
popisovany vynalezem. Mezi uvedena zvifata patfi mys, krysa, prase, krava, pes, opice, &lovék,
moucha nebo Zaba.

Vynalez také popisuje produkcei a pouziti derivatl a analogli pfibuznych proteinu Nogo. Ve speci-
fickém provedeni vyndlezu je derivat i analog funk&ng aktivni, to znamena, Ze je schopny vyka-
zovat jednu nebo vice funkénich aktivit spojenych s proteinem Nogo divokého typu v pIné délce.
Mohou se pouZit derivaty a analogy, které vykazuji pozadovanou imunogenicitu nebo antigeni-
citu v imunologickych testech, pfi imunizaci, pfi inhibici aktivity Nogo atd. Derivaty nebo analo-
gy, které si ponechavaji nebo v jiném ptipadé jim chybi nebo inhibuji poZadované vlastnosti
proteinu Nogo (napiiklad navazani na vazebného partnera proteinu Nogo) se mohou pouZit jako
induk¢ni Cinidla nebo inhibitory takovych vlastnosti. Specifické provedeni vynalezu popisuje
fragment proteinu Nogo, ktery se vaze na protilatky proti Nogo. U derivati a analogi proteinu
Nogo se miize testovat pozadovana aktivita postupem, ktery je znam v oboru, ktery zahrnuje testy
popsané shora v textu.

Za icelem mapovat aktivni oblasti proteinu Nogo se pfipravila série dele¢nich mutanti Nogo
pomoci metody rekombinace DNA, jak se popisuje dale v textu. Oblasti Nogo, které jsou pfitom-
ny v dele¢nich mutantech jsou zobrazeny na obrazku ¢. 18. Ve specifickém provedeni vynalezu
se popisuji fragmenty proteinu Nogo, napiiklad fragmenty obsahujici aminokyseliny proteinu
Nogo A (SEQ ID NO: 2) ¢isla 1 az 171, 172 az 974, 259 az 542, 542 az 722, 722 az 974, 172 az
259 nebo 975 az 1 162 nebo jejich kombinaci. Vynalez dale popisuje zkracené mutanty proteinu
Nogo neobsahujici aminokyseliny ¢isla 172 az 259 a/nebo 975 az 1 162 sekvence SEQ ID NO: 2,
pfi¢emZ uvedené oblasti se jevi byt nepodstatné a mohou se odstranit, aniz se ovlivni biologicka
aktivita. Popisuji se také odpovidajici fragmenty lidského proteinu Nogo A obsahujici amino-
kyseliny Cislo 1 az 131, 132 az 939, 206 az 501, 501 az 680, 132 az 206, 680 az 939 nebo 940 az
1 127 sekvence SEQ ID NO: 30. Vynalez dale popisuje zkracené mutanty lidského proteinu
Nogo A, kterym chybi aminokyseliny ¢islo 132 az 206, aminokyselinové zbytky 939 az 1 127
nebo aminokyselinové zbytky 132 a7z 206 a 939 az 1 127 sekvence SEQ ID NO: 30.

Ve specifickém provedeni vynalezu fragmenty neobsahuji Zadny volny CNS myelinovy material
a/nebo vykazuji inhibi¢ni aktivitu proteinu Nogo. Vynalez dale popisuje fizni proteiny obsahujici
Jjeden nebo vice shora popsanych fragmenti fuzovanych se sekvenci, ktery neni sekvenci protei-
nu Nogo.

Derivaty genu Nogo se mohou pfipravit zménou sekvence genu Nogo substitucemi, adicemi nebo
delecemi, které poskytuji funkéné ekvivalentni molekuly. Vzhledem k degeneraci nukleotido-
vych kodujicich sekvenci jiné sekvence DNA, které koduji v podstaté stejnou aminokyselinovou
sekvenci jako je gen Nogo, se mohou pouzit pfi praktickém pouziti vynalezu. Tyto sekvence
zahrnuji, ale nejsou omezeny na nukleotidové sekvence obsahujici celou nebo &asti gend Nogo,
které se zmenily substituci riznych kodont, které koduji funkéné ekvivalentni aminokyselinovy
zbytek v sekvenci, ¢imz dochazi k tiché zméné. Derivaty Nogo podle vynalezu zahrnuji, ale
nejsou omezeny na primarni aminokyselinovou sekvenci, celou nebo ¢ast aminokyselinové sek-
vence proteinu Nogo, kterd zahrnuje zménéné sekvence, ve které funkéné ekvivalentni amino-
kyselinové zbytky se substituovaly za zbytky v sekvenci, coz vede k tichym zménam. Jeden nebo
vice aminokyselinovych zbytkil v sekvenci se miiZze konzervativné substituovat jinou aminokyse-
linou s podobnou polaritou, ktera piisobi jako funkéni ekvivalent, coZ vede k tiché zméné&. Sub-
stituenty aminokyseliny v sekvenci se mohou vybrat z jinych &lenii t¥idy, do které aminokyselina
patti. Monopolarni (hydrofébni) aminokyseliny zahrnuji alanin, leucin, izoleucin, valin, prolin,
fenylalanin, tryptofan a methionin. Polarni neutralni aminokyseliny zahrnuji glycin, serin, treo-
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nin, cystein, tyrozin, asparagin a glutamin. Pozitivn€ nabité (bazické) aminokyseliny zahrnuji
arginin, lyzin a histidin. Negativné nabité (kyselé) aminokyseliny zahrnuji kyselinu asparagovou
a glutamovou.

Ve specifickém provedeni vynalezu proteiny obsahuji fragment proteinu Nogo, ktery zahrnuje
alespofi 10 kontinudlnich aminokyselin proteinu Nogo. V jinych provedenich vynalezu takové
fragmenty nejsou vétsi nez 35, 100 nebo 200 aminokyselin. Derivaty nebo analogy proteinu
Nogo zahrnuji, ale nejsou omezeny na molekuly obsahujici oblasti, které jsou v podstaté homo-
logni s proteinem Nogo nebo s jeho fragmenty (napfiklad v riiznych provedenich vynalezu se
pomoci poéitadového programu zjistilo alespont 60 % nebo 70 % nebo 80 % nebo 90 % nebo
95 % shody v aminokyselinové sekvenci shodné velikosti nebo kdyZz se porovnava s usporadanou
sekvenci, ve které se usporadani provede pogitatovym programem, ktery je dobfe znam v oboru;
je to napiiklad pogitatovy program BLAST (popisuje se v publikaci Altschul et al., 1994, Nature
Genet. 6: 119-129)), nebo jejichz kédujici nukleové kyselina je schopna hybridizovat s kodujici
sekvenci Nogo za prisnych, mirné ptisnych a mirnych podminek.

Déle se popisuji molekuly obsahujici fragmenty Nogo, které naptiklad obsahuji uhlovodikové
vazby s jinymi ¢astmi, které zahrnuji znacky nebo bioaktivni Casti.

Derivaty a analogy Nogo podle vynalezu se mohou produkovat riznymi metodami, které jsou
znamy v oboru. Manipulace, které vedou k produkci derivatl a nebo analogii Nogo se mohou
vyskytovat na Grovni genu nebo proteinu. Klonovana sekvence genu Nogo se mize upravit libo-
volnym poltem strategii, které jsou znamy v oboru (popisuje se v publikaci Maniatis, T., 1990,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor, New York). Sekvence se
miize $tépit ve vhodnych mistech restrikénimi endonukledzami a pak nasleduji, jestlize je to
nutné, dal3i enzymatické tpravy, izolace a ligace in vitro. Pii produkei genu, ktery koduje derivat
nebo analog proteinu Nogo, by se mélo zajistit, aby upraveny gen ziistal ve stejném translacnim
&tecim ramci jako Nogo, neprerusily se stop signaly translace v genové oblasti, kde se koduje
pozadovana aktivita proteinu Nogo.

Navic sekvence nukleové kyseliny kédujici protein Nogo se miize mutovat in vitro nebo in vivo,
pfi¢emz vznikd a/nebo zanika transla¢ni, iniciaéni a/nebo termina¢ni sekvence nebo vznikaji
variace v kodujicich oblastech a/nebo se tvoii nova mista rozeznavand restrikénimi endonuklea-
zami nebo se odstrafiuji diive existujici mista, pfi¢emZ to umoziiuje dal$i modifikace in vitro.
Miize se pouzit libovolna metoda mutageneze, ktera je znama v oboru, pfi¢emz jsou zahrnuty
chemicka mutageneze, in vitro mistné fizend mutageneze (popisuje se v publikaci Hutchinson,

C., etal., 1978, J. Biol. Chem 253: 6 551), pouziti linker@ TAB® (Pharmacia) atd.

Manipulace sekvence Nogo se muze také vytvofit na Grovni proteinu. Vynalez popisuje frag-
menty proteinu Nogo nebo jeho derivaty nebo analogy, které se b&hem nebo po translaci odlisng
upravuji, napriklad glykosylaci, acetylaci, fosforylaci, amidaci, derivatizaci znamymi ochran-
nymi nebo blokaénimi skupinami, proteolytickym $tépenim, navazanim na molekulu protilatek
nebo jiného bun&Eného ligandu atd. Libovolny pocet chemickych modifikaci se miZe provést
pomoci metod dobfe zndmych v oboru, které zahrnuji specifické chemické Stépeni cyanogen-
bromidem, trypsinem, chymotrypsinem, papainem, proteazou V8, NaBH,, acetylaci, formylaci,
oxidaci, redukci, metabolickou syntézou v p¥itomnosti tunikamycinu atd.

Navic analogy a derivaty Nogo se mohou syntetizovat chemicky. Peptid odpovidajici ¢asti pro-
teinu Nogo, ktery obsahuje pozadovanou oblast nebo ktery zprostiedkovava poZadovanou akti-
vitu in vitro se miZe syntetizovat pouZitim peptidového syntetizatoru. Déle, je-li to nutné, do
sekvence Nogo se mohou zavést jako substituce nebo adice neklasické aminokyseliny nebo
chemické analogy aminokyselin. Neklasické aminokyseliny zahrnuji, ale nejsou limitovany na
D-izoméry béznych aminokyselin, a—aminobutyrova kyselina, Abu, 2—aminobutyrova kyselina,
y—Abu, e-Ahx, 6-aminohexanova kyselina, Aib, 2-aminoizobutyrova kyselina, 3—aminopropa-
nova kyselina, ornitin, norleucin, norvalin, hydroxyprolin, sarkosin, citrulin, kyselina cysteova, t—
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butylglycin, t-butylalanin, fenylglycin, cyklohexylalanin, B—alanin, fluoro—aminokyselina, navr-
Zené aminokyseliny, jako je B-methylaminokyseliny, Ca~methylaminokyseliny, No—methyl-
aminokyseliny a aminokyselinové analogy obecn€. Aminokyselina mize byt D (pravotodiva)
nebo L (levotoCiva).

Ve specifickém provedeni vynalezu derivat Nogo je chiméricky nebo fuzni protein obsahujici
protein Nogo nebo jeho fragment (upfednostituje se, aby obsahoval alespoii oblast nebo motiv
proteinu Nogo nebo alespori 10 aminokyselin proteinu Nogo) spojenych svym amino— nebo kar-
boxylovym koncem prostiednictvim peptidové vazby k aminokyselinové sekvenci odli$ného
proteinu. V jednom provedeni vynalezu takovy chiméricky protein vznika rekombinantni expresi
nukleové kyseliny koédujici protein (obsahujici sekvenci kodujici Nogo spojenou v ramci
s kodujici sekvenci riizného proteinu). Takovy chiméricky produkt se miZe pfipravit vzajemnou
ligaci vhodnych sekvenci nukleové kyseliny, ktera kéduje pozadované aminokyselinové sek-
vence, metodami, které jsou dobie znamy v oboru, ve vhodném ¢&tecim ramci a expresi chiméric-
kého produktu metodami, které jsou dobfe znamy v oboru. V jiném pkipadé takovy chiméricky
produkt se mize ptipravit metodou syntézy proteinu, napiiklad pouzitim peptidového syntetizéru.
Mohou se zkonstruovat chimérické geny obsahujici ¢asti Nogo fazované s libovolnymi hetero-
lognimi sekvencemi kodujicimi protein. Takové heterologni sekvence kodujici protein zahrnuji
napiiklad hexahistidinovou znacku a znacku T7. Specifické provedeni vynalezu se vztahuje na
chiméricky protein obsahujici fragment Nogo, ktery zahrnuje alespori $est aminokyselin.

V jiném specifickém provedeni vyndlezu derivat Nogo je molekula obsahujici oblast homologie
s proteinem Nogo. ‘

V preferovaném provedeni vynélezu jsou derivaty Nogo (naptiklad fragmenty) proteiny, které se
neobjevuji ptirozené.

V jiném specifickém provedeni vynalezu derivaty a analogy se popisuji dale v textu v sekci pii-
klada.

Derivaty Nogo obsahujici jednu nebo vice oblasti proteinu

Ve specifickém provedeni vynalezu se popisuji derivaty a analogy Nogo, zvIasté pak fragmenty a
derivaty Nogo jako jsou fragmenty, které obsahuji nebo v jiném ptipadé se skladaji z jedné nebo
vice oblasti proteinu Nogo, které zahrnuji konzervativni hydrofébni oblasti C—konce nebo kyselé
oblasti N—konce bohaté na polyprolin nebo jejich funkéni fragmenty (napfiklad vazebné) nebo
jejich libovolnou kombinaci.

Specifické provedeni podle vynalezu zahrnuje specifické fragmenty proteinu Nogo, coZ jsou ty
fragmenty proteinu Nogo, které jsou nejvice homologni ke specifickym fragmentim krysiho
nebo bovinniho proteinu Nogo. Fragment obsahujici oblast homologu Nogo se mizZe identifiko-
vat metodami analyzy proteinu, jak se popisuje dale v textu.

V jiném specifickém provedeni vynalezu se popisuje molekula, kterd obsahuje jeden nebo vice
oblasti (nebo jejich funkénich &asti) proteinu Nogo, ale které také chybi jedna nebo vice oblasti
(nebo jejich funkénich ¢asti) proteinu Nogo. V jiném provedeni vynalezu se popisuje molekula,
ktera obsahuje jednu nebo vice oblasti (nebo jejich funkénich ¢4sti) proteinu Nogo a ktera vyka-
zuje jeden nebo vice mutantnich (mutace je naptiklad zpiisobena deleci nebo bodovou mutaci)
oblasti proteinu Nogo (napfiklad tak, Ze u mutantni oblasti se zesilila funkce).

Testy proteinii Nogo, jejich derivatl a analogi
Funkeni aktivita proteind Nogo, derivétl a analogii se mize testovat riznymi metodami. Popis

funkCnich testd v nasledujicich sekcich neznamend jejich omezeni, ale mohou se pouzit jiné
testy, které jsou dobfe znamy v oboru.
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Testy Nogo in vitro inhibice riistu neuritd

Ve specifickém provedeni vynalezu se mohou proteiny Nogo, derivaty a analogy testovat, zda
inhibuji rozsiteni bunék NIH 3T3 nebo nadmérny rist neuritd PC12 za pouziti tkariovych kultur
in vitro.

V alternativnim provedeni vynalezu proteiny Nogo, derivaty a analogy se mohou pouzit pfi tes-
tovani kolapsu riistu konusu explantovanych ganglii dorzalnich kofeni u kufete, coz se indukuje
piitomnosti proteinu Nogo. Podobn& u proteinu Nogo se miZe testovat inhibice nadmérného
ristu explantovanych ganglii dorzalnich kofenti u kufete (popisuje se v publikaci Spillman et al.,
1998 J. Biol. Chem. 273: 19 283 — 19 293).

Testy funkénich vlastnosti Nogo in vivo

V jednom piikladu vynilezu antagonisté proteinii Nogo, derivaty a analogy se mohou pouzit pii
testech funkce in vivo za pouziti zvifeciho modelu regenerace kortikospindlni drahy (CST) na
dlouhou vzdalenost a navraceni chovani.

V jednom provedeni vynalezu je kortikospindlni draha poSkozena chirurgickou resekci nebo
kontuzi michy a zviteti se aplikuje antagonista proteinu Nogo. Neurdlni plasticita, regenerace a
navrat funkce se porovnava se kontrolnimi zvifaty, ktera nebyla oetfena uvedenym zpisobem,
nebo se kontrolnimi zvifaty, ktera se ogetfila aplikaci protilatky. Anatomickymi metodami se
sleduje strukturalni plasticita nebo regenerace a to hlavn€ znacenim definovanych neuralnich
drah. Navraceni funkce se m&ii testy pohyblivosti a elektrofyziologické dovednosti, které se pro-
vadé&ji na hlodaveich (naptiklad test lepivého papiru, test dosazeni potravy atd.) (popisuje se
v publikaci Thallmair et al., 1998, Nat. Neuroscience 1(2): 124-131).

Inhibice navazani ligandu Nogo a jeji testovani

V jednom provedeni vynalezu se testuje schopnost vézat se nebo soutézit proteinem Nogo divo-
kého typu o navazani na protiltku proti Nogo. V tomto pfipadé se mohou pouZit rizné imunitni
testy, které jsou dobfe znamy v oboru a zahrnuji kompetitivni a nekompetitivni testovaci systémy
za pouziti metod, jako jsou radioimunotesty, ELISA, sendviCové imunotesty, imunoradiometric-
ké testy, gelové difizni precipitinové reakce, imunodifizni testy, in situ imunotesty (za pouZiti
koloidniho zlata, enzymatickych nebo radioizotopovych znacek), western bloty, precipitaini
reakce, aglutinadni testy (napfiklad gelové aglutinani testy, hemaglutina¢ni testy), testy fixace
komplementu, imunofluorescenéni testy, testy s proteinem A a imunoelektroforetické testy atd.
V jednom provedeni podle vynalezu se navazani protilatek detekovalo detekei znacky na primar-
nich protilatkach. V jiném provedeni vynalezu se primarni protilatky detekovaly detekci navazani
sekundarni protilatky nebo ¢&inidla na priméarni protildtku. V jednom provedeni vynélezu jsou
znaceny sekundarni protilatky. V oboru je zndmo fada metod detekce navazani v imunotestu a
tyto metody jsou pfedmétnou véci vynalezu.

V jiném provedeni vynalezu, kde se identifikoval protein vazajici Nogo, se miuze navazani napfi-
klad testovat napiiklad zptisobem dobfe znamym v oboru. V jiném provedeni vynalezu se mohou
testovat fyziologické korelaty navazani Nogo na jeho substrat.

Vynalez dale popisuje jiné metody, které jsou dobfe znamy v oboru.

Terapeutické pouZiti

Vynélez popisuje 1é¢bu a prevenci riznych onemocnéni a poruch aplikaci terapeutické slouCeni-

ny (terapeutické &inidlo). Takové terapeuticka Cinidla zahrnuji, ale nejsou omezeny na proteiny
Nogo a jejich analogy a derivaty (zahrnujici fragmenty) (naptiklad jak se popisuje shora v textu),
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jejich protilatky (jak se popisuje shora v textu), nukleové kyseliny kodujici proteiny Nogo, ana-
logy a derivaty (jak se popisuje shora v textu), antisense nukleové kyseliny Nogo a agonisty a
antagonisty proteinu Nogo. Poruchy zahrnujici deregulovany bunény rist, naptiklad nadory
CNS, se oSetfuji nebo se jim predchazi aplikaci terapeutickych ¢inidel, které podporuji funkci
Nogo. Poruchy, pfi kterych je rist, regenerace a udrzovani neuriti deficitni nebo se pozaduje, se
1é¢i aplikaci terapeutického ¢inidla, které antagonizuje (inhibuje) funkci Nogo. Tato skute&nost
se popisuje dale v textu.

V obecném ptipadé se preferuje aplikace produkti druhového piivodu nebo druhého reaktivity (v
piipadé protilatky) stejného druhu, do kterého patii pacient. V preferovaném provedeni vynalezu
se tak lidsky protein Nogo, derivat nebo analog nebo nukleova kyselina nebo protilatka proti
lidskému proteinu Nogo aplikuje pacientovi.

Lécba a prevence poruch zahrnujici deregulovany buné&ny rist

Onemocnéni a poruchy zahrnujici deregulaci bunééného ristu se osettily nebo se jim predchazi
Nogo. Ptiklady takovych terapeutickych ¢inidel zahrnuji, ale nejsou omezeny na proteiny Nogo,
derivaty nebo fragmenty, které jsou funkéné aktivni, zvlasté které jsou aktivni pfi inhibici exten-
ze neuritl nebo inhibice bunécného ristu (napfiklad jak se demonstruje v testech in vitro nebo ve
zvifecich modelech) a nukleové kyseliny kodujici protein Nogo nebo jeho funkéné aktivni derivat
nebo fragment (napfiklad pfi pouziti genové terapie). Upfednostiiuje se, aby proteiny, derivaty
nebo fragmenty Nogo neobsahovaly zadny volny CNS myelinovy material, ktery je pfirozené
asociovan. Mohou se také pouzit jina terapeuticka ¢inidla. Jsou to naptiklad agonisty Nogo, které
se mohou identifikovat za pouZiti test in vitro nebo zvifecich modeld, piiklady se popisuji dale
v textu.

Ve specifickych provedenich vynalezu se terapeuticka ¢inidla, ktera podporuji funkci Nogo, apli-
kuji terapeuticky (coz zahrnuje také profylaxi): (1) u onemocnéni a poruch, ktera zahrnuji absenci
nebo snizeni (vztaZzeno na normalni nebo pozadované mnozstvi) mnozstvi proteinu Nogo nebo
zeslabeni funkce napfiklad u pacienti, kterym chybi protein Nogo nebo je geneticky defektni
nebo neni biologicky aktivni nebo vykazuje nizkou aktivitu nebo je jeho exprese zeslabena, nebo
(2) u onemocnéni nebo poruch kde testy in vitro (nebo in vivo) (popisuje se dale v textu) indikuji
vyuZziti aplikace agonisty Nogo. Nepiitomnost nebo snizeni mnoZzstvi proteinu Nogo nebo jeho
funkce je mozné snadno detekovat, napriklad ziskanim vzorku pacientovy tkané (naptiklad tkané
z biopsie) a testovanim in vitro mnozstvi RNA nebo proteinu, struktury a/nebo aktivity exprimo-
vané RNA Nogo nebo proteinu. Tak je mozné pouzit fady metod, které se v oboru povazuji za
standardni a které zahrnuji, ale neomezuji se na kindzové testy, imunotesty vhodné pro detekci
a/nebo vizualizaci proteinu Nogo (napiiklad western blot, imunoprecipitace nasledovana elektro-
forézou na polyakrylamidovém gelu SDS, imunocytochemickym testem atd.) a/nebo hybridiza&ni
testy, které jsou vhodné pro detekci exprese pomoci detekce a/nebo vizualizace mRNA Nogo
(naptiklad northern testy, testy dot blot, hybridizaci in situ) atd.

-----

da ptedchazet, zahrnuji, ale nejsou omezeny na proliferativni poruchy, maligni nadory, nadory
nervového systému atd. Priklady jsou uvedeny dale v textu.

Neoplasticky rist
Neoplasticky rist a piibuzné poruchy, které se mohou 1é¢it nebo se jim muze predchazet aplikaci
terapeutického Cinidla, které podporuje funkci Nogo, zahrnuji, ale nejsou omezeny na onemocné-

ni uvedené v tabulce ¢. 1 (takové poruchy se také popisuji v publikaci Fishman et al., 1985,
Medicine, 2d Ed., J. B. Lippincott Co., Philadelphia):
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Tabulka &: 1: Neoplasticky rust a ptibuzné poruchy

pevné nadory
sarkomy a karcinomy
gliom, glioblastom
astrocytom
meduloblastom
kraniofaryngiom
ependymom
pinealom
hemangiomblastom
sluchovy neuron
oligodendrogliom
menangiom
neuroblastom
retinoblastom

Ve specifickych provedenich vynalezu malignantni nebo dysproliferativni (jako jsou metaplazie a
dysplazie) nebo hyperproliferativni poruchy se o3etfuji nebo se jim pfedchazi v centralnim ner-
vovém systému, v miSe nebo v libovolné neuralni tkani.

Premaligni stavy

Aby se I&ily premaligni stavy a predchazelo se postupu do neoplastického nebo maligniho stadia
onemocnéni uvedenych v tabulce & 1, mohou se také aplikovat terapeuticka Cinidla podle vyna-
lezu, ktera podporuji aktivitu proteinu Nogo. Takové 168ebné nebo profylaktické pouZiti se indi-
kuje u stavii, u kterych se o¢ekava postup do stadia neoplazie nebo karcinomu, zvlasté tam, kde
riist bungk, ktery neni neoplasticky, zahrnuje hyperplazii, metaplazii nebo dysplazii (abnormalni
stavy riistu se popisuji v publikaci Robbins and Angell, 1976, Basic Pathology, 2d Ed., W. B.
Saunders Co., Philadelphia, pp. 68-79). Hyperplazie je forma Fizené bunécné proliferace zahrnu-
jici zvygeni pottu bungk v tkani nebo organu, aniz se podstatné zméni jeho funkce nebo struktu-
ra. Metaplazie je forma fizeného ristu bungk, pfi némz jeden typ dospélych nebo zcela diferen-
ciovanych bundk substituuje jiny typ dospélych bunék. Metaplazie se miZe vyskytovat
v epitelidlnich nebo pojivovych tkafiovych buiikach. Netypicka neoplazie zahrnuje libovolny
mimoradng metaplasticky epitel. Dysplazie asto predchazi stadiu karcinomu a vyskytuje se
hlavné v epitelu. Jde vétinou o netypickou formu riistu bungk, ktery neni neoplasticky, a zahr-
nuje ztratu jednotnosti jednotlivych bun&k a architektonickou orientaci bunék. Buiky tvorici
dysplazie jsou Casto abnormaln& velké, jadro je tmavé zbarveno a vykazuji pleomorfizmus.
Vyskyt dysplazie je charakteristicky pro mista s chronickym drazdénim nebo zanétem.

V alternativnim piipadé nebo vedle ptitomnosti abnormainiho ristu bungk, ktery se charakteri-
zuje jako hyperplazie, metaplazie nebo dysplazie, pfitomnost jedné nebo vice charakteristik
transformovaného fenotypu nebo maligniho fenotypu vyjadieného in vivo nebo in vitro ve vzorku
bunék pacienta mize indikovat pozadavek profylaktické/terapeutické aplikace terapeutického
&inidla, které podporuje funkci proteinu Nogo. Jak se uvadi shora v textu, takové charakteristiky
transformovaného fenotypu zahrnuji morfologické zmény, dochazi k odlouceni od spodni vrstvy,
ztratu kontaktni inhibice, ztratu kotvici zavislosti, uvolnéni proteaz, zvySeny transport cukri,
snizeni sérovych pozadavki, expresi fetdlnich antigenti, vymizeni bunéného povrchového pro-
teinu o molekulové hmotnosti 250 000 (popisuje se dale v textu ve spojeni s charakteristikami
souvisejicimi s transformovanym nebo malignim fenotypem).

V jinych provedenich vynalezu se popisuje 1é¢ba pacienta, ktery vykazuje jeden nebo vice

z nasledujicich predispoziénich faktorti malignich nadorii, aplikaci u¢inného mnozstvi terapeutic-
kého &inidla: neurofibromatdza Von Recklinghausen nebo retinoblastom (popisuje se v publikaci

.22



10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 304224 B6

Robbins and Angell, 1976, Basic Pathology, 2d Ed., W. B. Saunders Co., Philadelphia, pp. 112—
113).

V jiném specifickém provedeni vynalezu se terapeuticka Cinidlo podle vynalezu aplikuje lids-
kému pacientovi aby se piedeslo postupu zhoubnému bujeni ledvin, chrupavky (prsni kosti),
kuze, skeletového svalu, plic nebo sleziny, melanomu nebo sarkomu.

Hyperproliferativni a dysproliferativni poruchy

V jednom provedeni vynélezu se terapeuticka ¢inidla, ktera podporuji aktivitu Nogo, pouzivaji
k 1écb€ nebo prevenci hyperproliferativnich nebo benignich dysproliferativnich poruch. Specific-
ka provedeni vynalezu jsou pouzita pii 1écbé a prevenci cirhdzy jater (podminky, kdy zjizveni
pfedCilo normalni regeneracni proces), pii 16¢bé koloidnich formaci (hypertrofni jizvy) (dochazi
k deformaci kiize, kdy proces tvorby jizvy interferuje s normalnim obnovenim), lupénky (coz
jsou b&zné stavy kiize charakterizované nadmérnou proliferaci kiize a oddaleni spravné buné&éné
determinace), benigni nadory, fibrocystické stavy a tkanova hypertrofie (naptiklad prostaticka

hyperplazie).
Genova terapie

Ve specifickém provedeni nukleové kyseliny obsahujici sekvenci kodujici protein Nogo nebo
jeho funkéni derivat se aplikovaly, aby se podpofila funkce Nogo cestou genové terapie. Genova
terapie se uskute¢nila aplikaci nukleové kyseliny subjektu. V tomto provedeni vynalezu nukleova
kyselina produkuje sviij kddovany protein, ktery zprostfedkovava terapeuticky G¢inek pii vyvo-
lani funkce Nogo.

Libovolna z metod genové terapie dostupna v oboru se mize pouzit podle vynalezu. Piiklady
metod se popisuji dale v textu.

Obecné metody v genové terapii se popisuji v publikaci Goldspiel et al., 1993, Clinical Pharmacy
12: 488-505, Wu and Wu, 1991, Biotherapy 3: 87-95, Tolstoshev, 1993, Ann. rev. Pharmacol.
Toxicol. 32: 573-596, Mulligan, 1993, Science 260, 926932 a Morgan and Anderson, 1993,
Ann, Rev. Biochem. 62: 191-217, May, 19993, TIBTECH 11(5): 155-215. Pouzivané metody
bézné znamé v oboru technologie rekombinace DNA se popisuji v publikaci Ausubel et al., 1993,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, NY a Kriegler, 1990, Gene
Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY.

V preferovaném provedeni vynalezu se popisuje terapeutické ¢inidlo obsahujici nukleovou kyse-
linu Nogo, ktera je soucasti expresniho vektoru, jenz exprimuje protein Nogo nebo jeho fragment
nebo chiméricky protein ve vhodném hostiteli. Takova nukleova kyselina vykazuje promotor
operativné spojeny s kodujici oblasti Nogo, pfi¢emZ uvedeny promotor je indukovatelny nebo
konstitutivni a mize byt tkanoveé specificky. V jiném urcitém provedeni vynalezu se pouziva
molekula nukleové kyseliny, ve které kodujici sekvence Nogo a libovolné jiné pozadované sek-
vence jsou lemovany oblastmi, které podporuji homologni rekombinaci v pozadovaném misté
v genomu, pti¢emz poskytuji intrachromozomalni expresi nukleové kyseliny Nogo (popisuje se
v publikaci Koller and Smithies, 199, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8 932-8 935, Zijlstra et al.,
1989, Nature 342: 435-438).

Zavedeni nukleové kyseliny do pacienta se mlize provést bud’ pfimo, pfi¢emz se pacient ptimo
vystavi nukleové kyselin€ nebo vektoru, ktery nese nukleovou kyselinu nebo neptimo, kdy buriky
se nejdiive transformovaly nukleovou kyselinou in vitro a pak se transplantovaly do pacienta.
Tyto dva pristupy jsou znamy jako in vivo nebo ex vivo genova terapie.

Ve specifickém provedeni vynalezu se nukleova kyselina ptimo aplikuje in vivo, kde se expri-
muje, aby se produkoval kédovany produkt. Toho je mozné dosahnout libovolnym poétem metod

-23-



20

25

30

35

40

45

50

CZ 304224 B6

znamych v oboru, napiiklad konstrukei, kdy je soucsti expresniho vektoru vhodné nukleové
kyseliny a jeji aplikaci, ktera se provede tak, aby se stala vnitrobuné&nou, naptiklad infekci za
pouziti defektivniho nebo atenuovaného retrovirového nebo jiného virového vektoru (popisuje se
napiiklad v dokumentu — patent US 4 980 286) nebo pfimym zavedenim injekci samotnou DNA
nebo pouzitim bombardovanim partikulemi (naptiklad genové délo, Biolistic Dupont) nebo pota-
zeni lipidy nebo buné&&nymi povrchovymi receptory nebo transfekénimi Cinidly, kapsualizaci
v lipozémech, mikro&asticemi nebo mikrokapsulemi nebo aplikaci ve spojeni s peptidem, ktery je
znam tim, Ze vstupuje do jadra, ve spojeni s ligandem, ¢imZ se vystavuje endocytdze zprostfed-
kované receptorem (popisuje se naptiklad v publikaci Wu and Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262: 4
429-4 432) (ktera se mize pouzit v piipadé cilovych bunénych typi, které specificky exprimuji
receptory) atd. V jiném provedeni vynalezu se tvofi komplex nukleova kyselina-ligand, kde
ligand obsahuje fuzogenni virovy peptid za i¢elem poruseni endozémi, coz umoZziuje nukleove
kyseling zabranit lysozomélnimu rozpadu. V jiném provedeni vyndlezu nukleova kyselina se
mize cilit in vivo za G&elem specifického bun&ného pohlceni a exprese cilenim specifického
receptoru (popisuje se v PCT dokumentu WO 92/06180 s datem 16.dubna 1992 (Wu et al.), WO
92/22635 s datem 23. prosince 1992 (Wilson et al.,) WO 92/20316 s datem 26. listopadu 1992
(Findeis et al.,), WO 93/14188 s datem 22. ervenec 1993 (Clarke et al.,) WO 93/20221 s datem
14. fijna 1993 (Young)). V jiném piipadé nukleova kyselina se miiZze zavést do buiiky a zaClenit
do hostitelské buitky vhodné pro jeji expresi homologni rekombinaci (popisuje se v publikaci
Koller and Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8932-8935, Zijlstra et al., 1989, Natu-
re 342: 435-438).

Ve specifickém provedeni se pouziva virovy vektor, ktery obsahuje nukleovou kyselinu Nogo.
Miize se napiiklad pouzit retrovirovy vektor (popisuje se v publikaci Miller et al., 1993, Meth.
Enzymol. 217: 581-599). Tyto retrovirové vektory se mohou modifikovat, aby se deletovaly
retrovirové sekvence, které nejsou nezbytné pro zabaleni virového genomu a zaclenéni DNA do
hostitelské buiiky. Nukleova kyselina Nogo, ktera se miiZe pouzit pfi genové terapii, se klonuje
do vektoru, ktery umoziiuje zaélenéni genu do pacienta. Vice detaili o retrovirovych vektorech je
mozné nalézt v publikaci Bosen et al., 1994, Biotherapy 6: 291-302, kde se popisuje pouZiti
retrovirového vektoru pro zavedeni genu mdrl do hematopoietickych kmenovych bunek, aby se
kmenové buiiky staly vice rezistentni vi¢i chemoterapii. Retrovirové vektory pouZitelné
v genové terapii se dale popisuji v publikaci Clowes et al., 1994, J. Clin. Invest. 93: 644-651,
Kiem et al., 1994, Blood 83: 1 467-1 473, Salmons and Gunzberg, 1993, Human Gene Therapy
4: 129-141 a Grossman and Wilson, 1993, Curr. Opin., Genetics and Devel. 3: 110-114.

Adenoviry jsou dalii virové vektory, které se mohou pouzit pfi genové terapii. Adenoviry jsou
zv143t8 atraktivni p¥i zavedeni genii do centralniho nervového systému. Adenoviry pfirozené
infikuji respiraéni epitel, kde zpiisobuji lehké onemocnéni. Jinym cilem pro zavadéci systémy
zaloZené na adenovirech jsou jatra, respiraéni epitel, endotelidlni buiiky a svaly. Adenoviry jsou
vyhodné tim, Ze dokazi infikovat butiky, které se nedéli. V publikaci Kozarsky and Wilson 1993,
Current Opinion in Genetics and Development 3: 499-503 poskytuje prehled genové terapie
zalozené na adenovirech. V publikaci Bout et al., 1994, Human Gen Therapy 5: 3—10 ukazuje
pouziti adenovirovych vektorii pro transfer genti do respira¢niho epitelu opice rhesus. Jiné pii-
klady pouziti adenoviri pfi genové terapii se popisuji v publikacich Rosenfeld et al., 1991,
Science 252: 431-434, Rosenfeld et al., 1992, Cell 68: 143—155 and Mastrangeli et al., 1993, J.
Clin. Invest. 91: 225-234.

Vedle adenovirti adenoasociovany virus (AAV) je také mozné pouzit p¥i genové terapii (Walsh et
al., 1993, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204: 289-300).

Dal3i piistup genové terapie zahrnuje transfer genu do bun&k v tkaiiové kultufe metodami, jako
jsou elektroporace, lipofekce, transfekce zprostfedkovana fosfore¢nanem vapenatym nebo viro-
vou infekci. Zpisob transferu zahrnuje v obvyklém p¥ipadé transfer selektovatelného markeru do
bun&k. Buiiky se pak umisti do selekéniho prostiedi, aby se daly izolovat ty buiiky, které pohltily
DNA a exprimuji transferovany gen. Takové buiiky se pak zavedou do pacienta.
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V tomto provedeni vyndlezu se nukleova kyselina zavede do buiiky dfive nez se aplikuje in vivo
vyslednéa rekombinantni burika. Takové zavedeni se miize provést libovolnou metodou znamou
v oboru, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na transfekci, elektroporaci, mikroinjekci, infekci
s virovym nebo bakteriofaigovym vektorem, ktery obsahuje sekvence nukleové kyseliny, bunég-
nou flzi, transfer genti zprostiedkovany chromozémem, transfer genli zprostiedkovany mikro-
burikou, sféroplastovou fizi atd. V oboru je znamo fada metod, které jsou vhodné pro zavedeni
cizorodych genld do bunék (popisuje se napiiklad v publikaci Loeffler and Behr, 1993, Meth.
Enzymol. 217: 599-618, Cohen et al., 1993, Meth. Enzymol. 217: 618-644, Cline, 1985, Phar-
mac. Ther. 29: 69-92) a mohou se pouzit v souladu s pfitomnym vynalezem, coz ukazuje, ze
nezbytné vyvojové a fyziologické funkce recipientni buiiky nejsou poskozeny. Metoda by méla
poskytnout stabilni transfer nukleové kyseliny do buriky tak, ze nukleova kyselina se exprimuje
buiikou a pfednostné se dédi a exprimuje na jeji potomstvo.

Vysledné rekombinantni buiiky se mohou zavést do pacienta riznymi metodami zndmymi
v oboru. V preferovaném provedeni vynalezu se epitelialni buiiky zavedly podkozni injekei.
V jiném provedeni vyndlezu se mohou pacientovi aplikovat rekombinantni kozni bufiky jako
kozni §tépy. Rekombinantni krevni butiky (napriklad hematopoietické kmenové nebo progenito-
rové buriky) se pfednostné aplikuji intravenézné. Mnozstvi bunék urenych pro pouziti zavisi na
pozadovaném t¢inku, stadiu onemocnéni pacienta atd. a odbornik je miize snadno stanovit.

Buriky, do kterych je mozné zavést nukleovou kyselinu pro ucely genové terapie zdurazuji libo-
volny pozadovany dostupny bunéény typ a zahrnuji, ale nejsou omezeny na epitelidlni buriky,
endotelialni buriky, keratinocyty, fibroblasty, svalové buriky, hepatocyty, krevni buiiky, jako jsou
T lymfocyty, B lymfocyty, monocyty, makrofagy, neutrofily, eosinofily, megakaryocyty, granu-
locyty, rizné kmenové nebo progenitorové burky, zvlasté hematopoetické kmenové nebo proge-
nitorové buiiky naptiklad ziskané z kostni dfené, z pupecnikové krve, periferni krve, fetalnich
jater atd.

V preferovaném provedeni burika uzivana pfi genové terapii je pro pacienta autologni.

V provedeni vynalezu, ve kterém se rekombinantni buriky pouZzivaji v genové terapii se nukleova
kyselina Nogo zavede do bunék tak, ze ji buiiky nebo jejich potomstvo exprimuje a rekombi-
nantni buiiky se pak aplikuji in vivo pro terapeuticky ucinek. Ve specifickém provedeni vynélezu
se mohou pouZit kmenové nebo progenitorové buriky. Libovolné kmenové a/nebo progenitorové
buiiky, které se mohou izolovat a udrzovat in vitro se mohou potencionalné pouZit v souladu
s timto provedenim vynalezu. Takové kmenové buiiky zahrnuji, ale nejsou omezeny na neuralni

kmenové buriky (Stemple and Anderson, 1992, Cell 71: 973-985).

Ve specifickém provedeni vynalezu nukleova kyselina, ktera se zavedla pro uely genové terapie
obsahuje indukovatelny promotor operativné spojeny s kodujici oblasti tak, ze exprese nukleové
kyseliny je fiditelna tak, Ze se fidi ptitomnost nebo absence vhodného induktoru transkripce.

Dalsi metody se mohou upravit pfi pouziti pro zavedeni nukleové kyseliny kddujici protein Nogo
nebo funkéni derivat.

Lécba a prevence poruch, pfi kterych protein Nogo blokuje regeneraci.

Onemocnéni a poruchy, pfi kterych je nutné zvétSeni neuritd, jejich rist a regenerace, se oSetiuji
aplikaci terapeutického Cinidla, ktery antagonizuje (inhibuje) funkci proteinu Nogo. Onemocnéni,
poruchy nebo poSkozeni, které vedou k poskozeni nervového systému zahrnuji, ale nejsou ome-
zeny na trauma centralniho nervového systému (CNS) (napiiklad poranéni michy nebo mozku),
infarkt, infekce, maligni nadory, vystaveni toxickym ¢inidlim a degenerativni nervové onemoc-
néni (zahrnujici Alzheimerovu nemoc, Parkinsonovu nemoc, Huntingtonovu Choreu, roztrouse-
nou skler6zu a progresivni supra—jadernou paralyzu), aplikaci slouenin, které interferuji
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s aktivitou Nogo (napfiklad dominantni negativni derivat Nogo, protilatky proti proteinu Nogo,
Anti-sense nukleové kyseliny, které koduji protein Nogo, ribozymy nebo chemické skupiny,
které se vazou na aktivni mista proteinu Nogo).

Terapeutické ¢inidla, ktera se mohou poutZit, zahrnuji, ale nejsou omezeny na antisense nukleo-
vou kyselinu Nogo, ktera je dysfunkéni (coZ je naptiklad zpéisobeno heterologni inzerci (sekven-
ce, ktera neni sekvenci Nogo) do sekvence kodujici Nogo), které se pouzivaji k vyjmuti endogen-
ni funkce Nogo homologni rekombinaci (popisuje se napiiklad v publikaci Capecchi, 1989,
Science 244: 1 288—1 292). Protilatky proti proteinu Nogo (jejich fragmenty a derivaty obsahujici
jejich vazebnou oblast) se mohou pouzit jako antagonisti proteinu Nogo. Ve specifickém prove-
deni vynalezu nukleova kyselina obsahujici ¢ast genu Nogo, ve kterém sekvence Nogo lemuji (na
5’ i 3'konci) odlidnou genovou sekvenci se pouziva jako antagonist Nogo, aby podpofil deaktiva-
ci genu Nogo homologni rekombinaci (popisuje se take v publikaci Koller and Smithies, 1989,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 8 932-8 935, Zijlstra et al., 1989, Nature 342: 435-438). Jina
terapeuticka &inidla, ktera inhibuji funkci Nogo se mohou identifikovat pouZitim znamych vhod-
nych testii in vitro naptiklad zalozenych na jejich schopnosti inhibovat navazani proteinu Nogo
na jiny protein nebo inhibovat libovolnou znamou funkci Nogo, jak se prednostné testuje in vitro
nebo v bunééné kultufe atkoli se mohou také pouzit genetické testy. Upfednostiiuje se vhodné in
vitro nebo in vivo testy se vyuzivaji ke stanoveni Gcinku specifického terapeutického ¢inidla a
ackoli jeho aplikace je indikovéana pro 1é€bu postizené tkang.

Ve specifickém provedeni vynédlezu terapeuticka ¢inidla, ktera inhibuji funkci Nogo, se aplikuji
terapeuticky (zahrnuji profylakei): (1) pfi onemocnéni nebo poruchéch, které zahrnuji zvySené
mnoZstvi (vztazeno k norméalnimu nebo pozadovanému) proteinu Nogo nebo funkei, napiiklad u
pacientti, kde protein Nogo je nadmérné reaktivni nebo se nadmérné exprimuje nebo (2) pii one-
mocnéni nebo poruchéach, kde in vitro testy (nebo in vivo) (popisuje se shora v textu) indikuji, Ze
vyuzitelnost aplikace antagonisty Nogo. Snadno detekovatelné je zvysené mmnoZstvi proteinu
Nogo nebo funkce, napiiklad kvantifikaci proteinu a/nebo RNA ziskanim vzorku pacientovy
tkané (napiiklad z biopsie tkang) a jejim testovanim in vitro za (celem zjisténi mnozstvi RNA
nebo proteinu, struktury a/nebo aktivity exprimované RNA Nogo nebo proteinu. MiiZze se pouZit
fada metod, které se povazuji v oboru za standardni. Jsou to naptiklad kinazové testy, imunolo-
gické testy za (telem detekce a/nebo vizualizace proteinu Nogo (napiiklad western pfenos, imu-
noprecipitace, po niz nasleduje elektroforéza na SDS polyakrylamidovém gelu, imunocyto-
chemie, atd.) a/nebo hybridizaéni testy za G¢elem detekce exprese Nogo detekci a/nebo vizuali-
zaci mRNA Nogo (napiiklad northern testy, dot bloty, hybridizace in situ atd.).

,,Antisense® regulace exprese genu Nogo

Ve specifickém provedeni vynilezu se funkce Nogo inhibuje pouzitim ,.antisense” nukleové
kyseliny Nogo. Vynalez poskytuje terapeutické nebo profylaktické pouziti nukleovych kyselin,
které obsahuje alespoii Sest nukleotidi, které vystupuji jako pozitivni vi¢i genu nebo ¢cDNA
kodujici Nogo nebo jeho ¢ast. Kodujici nukleova kyselina Nogo je nukleové kyselina schopna
hybridizovat s &asti RNA Nogo (upfednostiiuje se mRNA) na zikladé sekvenéni komplementa-
rity. ,,Antisense nukleova kyselina mize byt komplementarni s kédujici a/nebo nekddujici
oblasti mMRNA Nogo. Takové ,.antisense* nukleové kyseliny se mohou pouzit jako terapeuticka
tinidla, ktera inhibuji funkci Nogo a mohou se pouzit pfi [€cbe nebo prevenci poruch popsanych
shora v textu.

_Antisense“ nukleové kyseliny podle vynalezu mohou byt oligonukleotidy, které jsou jednofetéz-
cové nebo dvoufetézcové, RNA nebo DNA nebo jejich modifikace nebo derivaty, které se mohou
ptimo aplikovat do buiiky nebo které se mohou produkovat vnitrobunééné transkripci exogennich
zavedenych sekvenci.

Ve specifickém provedeni vynilezu se antisense” nukleové kyseliny Nogo mohou pouZit
k podpote regenerace neuronii centralniho nervového systému zvlasté zahrnujici regeneraci kor-
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tikospindlni dréhy, plasticitu béhem ziskavani, opétny riist neuronti a hojeni poskozeni spojeného
s traumatickym poranénim, mrtvice a neurodegenerativni onemocnéni.

Vyndlez dale popisuje farmaceutické prostfedky obsahujici u¢inné mnozstvi antisense nukleové
kyseliny Nogo podle vynalezu na farmaceuticky ptijatelném nosici jak se popisuje déle v textu.

V jiném provedeni vynalezu se popisuji metody inhibujici expresi sekvence nukleové kyseliny
Nogo v prokaryontni nebo eukaryontni buiice obsahujici buiku s G&innym mnoZstvim prostiedku,
ktery obsahuje ,,antisense* nukleovou kyselinu Nogo podle vynalezu.

»Antisense* nukleové kyseliny Nogo a jejich pouziti se popisuji dale v textu.
»Antisense” nukleové kyseliny Nogo

»~Antisense* nukleové kyseliny Nogo obsahuji alespoii Sest nukleotidii a jsou to ptednostné oligo-
nukleotidy (v rozsahu 6 az pfiblizné 50 oligonukleotidii). Ve specifickych ptipadech oligo-
nukleotid obsahuje alespori 10 nukleotidil, alespoii 15 nukleotidii, alespoii 100 nukleotidl nebo
alespori 200 nukleotidi. Oligonukleotidy mohou byt DNA nebo RNA nebo chimérické smési
nebo derivaty nebo jejich modifikované verze, jednofetézcové nebo dvoutetdzcové. Oligo-
nukleotid se mize modifikovat v ¢asti baze, v ¢asti cukru nebo fosfatové kostry. Oligonukleotid
miZe zahrnovat dal3i pfipojené skupiny, jako jsou peptidy nebo ¢inidla umoziujici transport skrz
buné¢nou membranu (popisuje se napiiklad v publikaci Letsinger et al., 1989, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 86: 6553-6556, Lemaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 648—652, dokument
PCT WO 88/09810 publikovany 15. prosince 1988) nebo bariéra krev—mozek (popisuje se napii-
klad v dokumentu PCT WO89/10134 publikovany 25. dubna 1988), stépici &inidla podnécovana
hybridizaci (popisuje se napiiklad v publikaci Krol et al., 1988, BioTechniques 6: 958-976) nebo
interkalacni ¢inidla (popisuji se v publikaci Zon, 1988, Pharm. Res. 5: 539-549).

Vynilez dale popisuje ,,antisense“ oligonukleotid Nogo, pfi¢emz se uprednostiiuje jednotetézco-
va DNA. Dale se uvadi, Ze takovy nukleotid obsahuje ,,antisense® sekvenci vzhledem k sekvenci
blizko jedné ze dvou promotorovych sekvenci genu Nogo nebo sekvenci kodujici C—termindlni
Cast genu Nogo. MiiZe byt nutné, aby se selektivné inhibovala exprese jedné z izoformy Nogo.
Oligonukleotid se miiZe upravit v libovolné poloze na své struktufe pomoci substituentt, které
Jjsou obecné znamy v oboru.

,»Antisense® oligonukleotid mize obsahovat alespoii jednu &ast modifikované baze, ktera se
vybrala ze skupiny zahrnujici naptiklad 5—fluorouracil, 5-bromouracil, 5—chlorouracil, 5—jodou-
racil, hypoxantin, xantin, 4—acetylcytosin, 5—(karboxyhydroxylmethyl)uracil, 5~karboxymethyl-
aminomethyl-2—-thiouridin, 5-karboxymethylaminomethyluracil, dihydrouracil, beta—D—galakto-
sylkveozin, Inozin, N6-izopentenyladenin, 1-methylguanin, I1-methylinozin, 2,2-dimethyl-
guanin, 2-methyladenin, 2-methyladenin, 2-methylguanin, 3-methylcytosin, 5—methylcytosin,
Né6-adenin, 7-methylguanin, 5-methylaminomethyluracil, 5~methoxyaminomethyl-2—thiouracil,
beta-D-manosylkveozin, 5'-methoxykarboxymethyluracil, S~methoxyuracil, 2-methylthio-N6—
izopentenyladenin, kyselina uracil-5—oxyoctova (v), wybutoxozin, pseudouracil, kveozin, 2—
thiocytosin, 5S-methyl-2—-thiouracil, 2—thiouracil, 4-thiouracil, S-methyluracil, methylester kyse-
liny uracil-5—oxyoctové, kyselina uracil-5—oxyoctové(v), 5-methyl-2-thiouracil, 3—(3—-amino—
3—A-2-karboxypropyl)uracil, (acp3)w a 2,6—diaminopurin.

V jiném provedeni vyndlezu oligonukleotid obsahuje alespoii jednu upravenou cukernou &ast
vybranou ze skupiny zahrnujici napiiklad arabindzu, 2—fluoroarabinézu, xylulézu a hexézu.

V jednom provedeni podle vynalezu oligonukleotid obsahuje alespott jednu upravenou fosfato-

vou kostru vybranou ze skupiny obsahujici fosforothioat, fosforodithioat, fosforamidothioat, fos-
foramidat, fosfordiamidat, methylfosfonat, alkylfosfotriester a formacetyl nebo jeho analog.
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V dal3im provedeni vynalezu oligonukleotid je o—anomérni oligonukleotid. a—anomérni oligo-
nukleotid tvoii specifické dvoutetézcové hybridy s komplementarni RNA, ve které na rozdil od
obvyklych B—jednotek, se fetézce vyskytuji paralelné jeden k druhému (popisuje se v publikaci
Gautier et al., 1987, Nucl. Acids. Res. 15: 6 625-6 641).

Oligonukleotid miZe konjugovat s jinou molekulou naptiklad s peptidem, hybridizaci podnéco-
vanym sitovacim &inidlem, transportnim &inidlem, hybridizaci podnécovanym Stépicim Cinidlem
atd.

Oligonukleotidy podle vynalezu se mohou syntetizovat standardnimi metodami, které jsou dobfe
znamy v oboru, napiiklad pouZitim automatického syntetizéru DNA (ktery je napiiklad b&ézné
dostupny u firmy Biosearch, Applied Biosystems, atd.). Fosforothioatové oligonukleotidy se
mohou syntetizovat zpiisobem popsanym v publikaci Stein et al., 1988, Nucl. Acids Res. 16:
3 209), methylfosfonatové oligonukleotidy se mohou piipravit za pouZiti pérového sklenéného
polymérového podkladu (popisuje se v publikaci Sarin et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85: 74487 451) atd..

Ve specifickém provedeni vynalezu antisense oligonukleotid Nogo obsahuje katalytickou RNA
nebo ribozym (popisuje se napfiklad v PCT mezinarodni ptihlasce WO 90/11364 publikované
4. ¥ijna 1990, Sarvel et al., 1990, Science 247: 1 222—1 225). V jiném provedeni vynalezu oligo-
nukleotid je 2'-O—methylribonukleotid (popisuje se v publikaci Inoue et al., 1987, Nucl. Acids
Res. 15: 6 131-6 148) nebo chiméricky analog RNA-DNA (popisuje se v publikaci Inoue et al.,
1987, FEBS Lett. 215: 327-330).

V jiném provedeni vynalezu ,antisense” nukleova kyselina Nogo podle vynalezu se produkuje
vnitrobun&né transkripci z exogenni sekvence. Vektor je mozné napiiklad zavést in vivo tak, ze
je pohlcen bufikou, ve které je vektor nebo jeho ¢ast pfepsana za vzniku antimediatorové nukleo-
vé kyseliny (RNA) podle vynalezu. Takovy vektor bude obsahovat sekvenci kodujici ,,antisense®
nukleovou kyselinu Nogo. Uvedeny vektor miize zlstat epizomalni nebo se miZe zaclenit do
chromozomu. Pokud se vektor piepisuje, vznika poZzadovana antimedidtorova RNA. Takové
vektory se mohou konstruovat technologii rekombinace DNA, ktera se v oboru povaZuje za stan-
dardni. Vektory mohou byt plazmidy, viry nebo jiné dobfe znamé v oboru, které se pouzivaji pii
replikaci a expresi v sav¢ich buikach.

Exprese sekvence kodujici antimediatorovou RNA Nogo se mize fidit pomoci libovolného pro-
motoru znamého v oboru, ktery pusobi v sav&ich, uptednostiiuje se v lidskych, burikach. Takové
promotory mohou byt indukovatelné nebo konstitutivni. Uvedené promotory zahrnuji, ale nejsou
omezeny na oblast ¢asného promotoru SV40 (popisuje se v publikaci Bernoist and Chambon,
1981, Nature 290: 304-310), promotor obsahoval na 3'konci dlouhou opakovanou repetici viru
Rousova sarkomu (popisuje se v publikaci Yamamoto et al., 1980, Cell 22: 787-797), promotor
thymidinové kinazy viru herpes (popisuje se v publikaci Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 78: 1 441-1 445), regulaéni sekvence metallothioneinového genu (popisuje se
v publikaci Brinster et al., 1982, Nature 296: 39-42) atd.

,,Antisense* nukleové kyseliny podle vynalezu obsahuji sekvenci komplementarni s alespori jed-
nou &asti transkriptu RNA genu Nogo, upiednostiiuje se lidsky gen Nogo. Avsak absolutni kom-
plementarita, aCkoli se preferuje, neni nutna. Termin sekvence ,komplementarni s alespori Casti
RNA* znamena sekvenci vykazujici dostate¢nou komplementaritu, aby byla schopna hybridizo-
vat s RNA, ktera tvofi stabilni duplex. V ptipadé dvoufetézcovych ,antisense” nukleovych kyse-
lin Nogo se miize tak testovat jediny Fetézec duplexni DNA nebo se miize testovat triplexova
formace. Schopnost hybridizovat bude zaviset na stupni komplementarity a délce ,,antisense®
nukleové kyseliny. V obecném piipadé delsi hybridizujici nukleova kyselina tvotici vice chyb-
nych pari s RNA Nogo miZe obsahovat a stale tvofit stabilni duplex (nebo triplex podle dan€ho
ptipadu). Odbornik miZe stanovit tolerovateiny stupeti nespravnych pari pouZzitim standardnich
postupt za u€elem stanoveni bodu denaturace hybridizovaného komplexu.
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Terapeutické pouziti ,,antisense nukleovych kyselin Nogo

Antisense nukleové kyseliny Nogo se mohou pouzit k 1é¢bé (nebo prevenci) poruch typu bunék,
které exprimuji nebo pfednostné nadmémné exprimuji, gen Nogo. Ve specifickém provedeni
vynalezu takova porucha je ristova proliferativni porucha. V preferovaném provedeni vynalezu
se pouziva jednotetézcovy DNA ,antisense® oligonukleotid Nogo.

Bunéné typy, které exprimuji nebo nadmérné exprimuji RNA Nogo, se mohou identifikovat
riznymi metodami, které jsou dobfe znamy v oboru. Takové metody zahrnuji, ale nejsou omeze-
ny na hybridizaci s nukleovou kyselinou, kterd je specifickd pro gen Nogo (napiiklad northern
hybridizace, ,,dot blot“ hybridizace, hybridizace in situ), pozorovani schopnosti RNA pochézejici
z buné&&ného typu byt preloZena in vitro na protein Nogo, imunotesty atd. V preferovaném prove-
deni vynélezu se popisuje, Ze u primarni tkan¢ pochazejici z pacienta se miiZe testovat, zda
dochazi pied lé¢bou k expresi, napiiklad za pouziti imunocytochemickych metod nebo hybridiza-
ci in situ.

Farmaceutické prostfedky podle vynalezu obsahujici G¢inné mnoZstvi ,antisense nukleové
kyseliny Nogo ve farmaceuticky pfijatelném nosi¢i se mohou aplikovat pacientovi, ktery trpi
onemocnénim nebo poruchou, coZ je typ, kde dochazi k expresi nebo k nadmérné expresi RNA
Nogo nebo proteinu.

Mnozstvi ,,antisense* nukleové kyseliny Nogo, ktera bude (¢inna pti 16¢bé ur€ité poruchy nebo
stavu, bude zaviset na podstaté poruchy nebo podminek a miiZe se stanovit standardni klinickou
poruchou. Kde je to mozné, je nutné stanovit ,,antisense” toxicitu typu nadoru, ktery se bude
16&it, in vitro a pak v pouZitelnych zvifecich modelovych systémech dfive nez se otestuji a pouziji
na lidech.

Ve specifickém provedeni vynalezu farmaceutické prostiedky obsahujici ,,antisense® nukleové
kyseliny Nogo se aplikuji prostfednictvim lipozémil, mikro¢astic nebo mikrokapsuli. V riznych
provedenich vynilezu se mohou pouzit takové prostiedky, aby se dosahlo nepterusovaného uvol-
néni ,,antisense” nukleovych kyselin Nogo. Ve specifickém provedeni vynalezu mize byt nutné
vyuzit lipozémy cilené prostfednictvim protilatek na specifické identifikovatelné nadorové anti-
geny (popisuje se v publikaci Leonetti et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 2 448-
2 451, Renneisen et al., 1990, J. Biol. Chem. 265: 16 337-16 342).

Demonstrace terapeutického a profylaktického pouZiti

U terapeutickych ¢inidel se prednostné testuje pozadovana terapeuticka nebo profylaktické akti-
vita pred pouzitim v ptipadé &loveka in vitro a pak in vivo. Testy in vitro, které se mohou pouzit
pii stanoveni, zda se indikovala aplikace specifického terapeutického prostfedku, zahrnuje testy
in vitro bunééné kultivace, kde rostou v kultufe tkafiové vzorky pacienta, a vystavuji se pisobeni
terapeutického ¢inidla nebo terapeutické &inidlo se aplikuje jinym zplisobem. Pozoruje se ucinek
uvedeného terapeutického ¢inidla na vzorek tkang. Terapeutické ¢inidlo, které je inhibitor funkce
Nogo, se miize naptiklad testovat m&fenim opétného ristu neuritl nebo funkéni navraceni moto-
riky u pacienta.

V riznych specifickych provedenich vynidlezu se mohou provadét testy in vitro
s reprezentativnimi butikami bun&nych typi, které jsou zahrnuty v pacientové porule, aby se
stanovilo, zda terapeutické ¢inidlo vykazuje pozadovany cinek na takové bun&tné typy.

Slougeniny vhodné pro pouZiti pfi terapii se mohou testovat ve vhodnych zvifecich modelovych
systémech diive, nez se testuji na lidech. Tyto zvifeci modely zahrnuji krysy, mysi, kufata, kravy,
opice, kraliky atd. Pfi testovani in vivo, dfive neZ se aplikuji ¢lovéku, se miiZe pouzit libovolny
zviteci modelovy systém.
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Terapeuticka/profylakticka aplikace a prostfedky

Vynalez popisuje zplisoby 1é&by (a profylaxe) aplikaci subjektu G¢inného mnoZzstvi terapeutické-
ho ¢inidla podle vynalezu. V preferovaném provedeni vynalezu se pouZivaji v podstat€ Cisté tera-
peuticka Cinidla. Subjektem je prednostné zvife, které zahrnuje napiiklad kravy, prasata, koné,
kufata, ko&ky, psi atd. a pfednostné jsou to savci a nejvice se preferuje clovek. Ve specifickych
provedenich vynalezu subjektem je savec, nikoli v3ak ¢lovek.

Pripravky a metody aplikace, které se mohou pouZit, kdyZ terapeutické ¢inidlo obsahuje nukleo-
vou kyselinu, se popisuji shora v textu.

Jsou znamy riizné zavadéci systémy a mohou se pouZit pii aplikaci terapeutického Cinidla podle
vynélezu. Je to naptiklad kapsualizace v lipozomech, mikro¢astice, mikrokapsule, rekombinantni
butiky schopné exprimovat terapeutické ¢inidlo, endocytéza zprostfedkovana receptorem (popi-
suje se v publikaci Wu and Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262: 4 429—4 432), konstrukce terapeutické
nukleové kyseliny, jako &ast retrovirového nebo jiného vektoru atd. Metody zavedeni zahrnuji,
ale nejsou omezeny na intradermalni, intramuskularni, intraperitonealni, intravendzni, podkozni,
intranasalni, epiduralni nebo oralni. Slou¢eniny se mohou aplikovat libovolnym vhodnym zpiso-
bem, napriklad infuzi nebo jednorazovou injekci, absorpci epitelem nebo sliznici (naptiklad
oralni sliznici, rektalni a stfevni sliznici) a miZe se aplikovat spolu s jinymi biologicky aktivnimi
ginidly. Aplikace miZe byt systémova nebo lokalni. Navic mize byt nutné zavést farmaceutické
kompozice podle vynalezu do centralniho nervového systému libovolnou vhodnou cesto, ktera
zahrnuje intraventrikularni a intratekalni injekei. Intraventrikularni injekce se miize provést intra-
vertikularnim katetrem napiiklad napojenym na rezervoar, jako je rezervoar podle Ommaya.

Pulmoralni aplikace se miize pouzit napiiklad pfi pouziti inhalatoru a nebulizatoru a piipravki
s ¢inidlem tvorici aerosol.

Ve specifické provedeni vynalezu je mozné aplikovat farmaceutické kompozice podle vynalezu
lokalné v oblasti poteby 1é&by. Toho je mozné dosahnout napriklad lokalni infazi béhem chirur-
gického zékroku, povrchové aplikace napiiklad ve spojeni s obvazovanim ran po chirurgickém
zakroku, injekci, katetrem nebo zpisoby implantatu, pficemz uvedeny implantat je porézni, nepo-
rézni nebo Zelatinovy material, ktery zahrnuje membrany, jako jsou silastické membrany nebo
vlakna. V jednom provedeni vynalezu se aplikace miize provést pfimo injekci do mista (nebo do
predeslého mista) maligniho nadoru nebo neoplastové nebo pre—neoplastove tkané.

V jiném provedeni vynalezu terapeutické ¢inidlo se muze zavést do vezikuly, zv1asté do lipozo-
mu (popisuje v publikaci Langer, Science 249: 1 527-1 533 (1990), Trest et al., Liposomes in the
Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez—Berestein and Fidler (eds.), Liss, New York,
pp- 353-365 (1989), Lopez—Berestein, ibid., pp. 317-327).

V jiném provedeni vynalezu terapeutické &inidlo se mize zavést do systému s fizenym uvoliio-
vanim. V jednom provedeni vynalezu se miize pro aplikaci pouzit pumpa (popisuje se v publikaci
Langer, Science 249: 1 527-1 533 (1990), Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201 (1987),
Buchwald et al., Surgery 88: 507 (1980), Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321: 574 (1989)).
V jiném provedeni vynalezu se mohou pouZit polymerni materialy (popisuje se v publikaci
Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pfes., Boca Raton,
Florida (1974), Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen
and Ball (eds.), Wiley, New York (1984), Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol.
Chem. 23: 61 (1983), Levy et al., Science 228: 190 (1985), During et al., Ann. Neurol. 25: 351
(1989), Howard et al., J. Neurosurg. 71: 105 (1989)). V jiném provedeni vynélezu fizeny uvolfio-
vaci systém se miize umistit do blizkosti terapeutického cile, to znamena mozku, coz vyzaduje
pouziti pouze &asti systémové davky (popisuje se v publikaci Goodson, Medical Applications of
Controlled Release, vol. 2, pp. 115-138 (1984)).
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Jiné systémy s fizenym uvoliiovanim se popisuji v publikaci Langer (Science 249: 1527-1533
(1990)).

Ve specifickém provedeni vynalezu, kde terapeutické Cinidlo je nukleové kyselina kodujici pro-
teinové terapeutické &inidlo, nukleova kyselina se muize aplikovat in vivo, aby se podpofila
exprese kddovaného proteinu, pficemz se pfipravi konstrukce, kde vhodna nukleova kyselina je
soucasti expresniho vektoru a aplikuje se tak, Ze se stdva vnitrobunécnou, napfiklad pouZzitim
retrovirového vektoru (popisuje se v publikaci—patent US 4 980 286) nebo piimou injekci nebo
pouzitim bombardovanim mikro&asticemi (naptiklad genovym délem, Biolistic, Dupont) nebo
potazenim lipidy nebo bun&&nymi povrchovymi receptory nebo transfekénimi €inidly nebo apli-
kaci ve spojeni s peptidem, ktery je podobny homeoboxu a ktery je znam tim, ze vstupuje do
jadra (popisuje se napiiklad v publikaci Joliot et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1864
1868) atd. V jiném pripadé nukleova kyselina terapeutického €inidla se miize zavést do burky a
zallenit se do DNA hostitelské buriky, aby doslo k expresi, homologni rekombinaci.

Vynalez také popisuje farmaceutické kompozice. Takové kompozice obsahuji terapeuticky aktiv-
ni mnozstvi terapeutického ¢inidla a farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Ve specifickém provedeni
vynalezu termin ,farmaceuticky pfijatelny znamena, Ze vyhovuje regula¢ni agentufe federalni
nebo statni vlady nebo je uveden na seznamu v U.S. Pharmacopeia nebo v jinych obecné zna-
mych pharmacopeia vhodnych pro zvifata a zvlasté pro lidi. Termin ,,nosi¢* znamena fedidlo,
adjuvans, excipient nebo vehikl, ve kterém se mohou aplikovat terapeuticka Cinidla, takové far-
maceutické nosi¢e mohou byt sterilni kapaliny, takové jako je voda nebo oleje, které zahrnuji
olej, ktery je zviteciho, rostlinného nebo syntetického piivodu, jako je arasidovy olej, sdjovy olej,
mineralni olej, sezamovy olej a podobné. Voda je preferovany nosic v piipadé, Ze se farmaceu-
ticka kompozice aplikuje intravendzné. Fyziologické roztoky a vodné roztoky dextrdzy a glyce-
rolu se mohou také pouzit jako kapalné nosice, zvlasté pak injektovatelné roztoky. Vhodni far-
maceutiéti excipienti zahrnuji $krob, glukozu, laktézu, sacharézu, Zelatinu, slad, ryZi, mouku,
k¥idu, silika gel, stearat sodny, glycerol monostearat, talek, chlorid sodny, susené netu¢né mléko,
glycerol, propylen, glykol, vodu, ethanol a podobn&. Kompozice, jestlize je to nutné, miize také
obsahovat malé mnozstvi zvlh&ovaciho nebo emulga¢niho ¢inidla nebo ¢inidla, kterd upravi pH.
Tyto kompozice mohou byt ve form& roztoki, suspenzi, emulze, tablet, piluli, kapsuli, praskd,
formulaci pro nepferusované uvoliiovani a podobng. Oralni formulace mohou zahrnovat stan-
dardni nosice, jako jsou manitol, laktoza, Skrob, stearat hofe¢naty, sacharin sodiku, celuldza,
uhli¢itan hoteénaty, které odpovidaji farmaceutickému stupni Cistoty atd. Piiklady vhodnych
farmaceutickych nosi¢d se popisuji v publikaci ,,Remington’s Pharmaceutical Science” E. W.
Martin. Takové kompozice budou obsahovat terapeuticky u€inné mnoZstvi terapeutického ¢ini-
dla, které se piednostné vyskytuje v Cisté form& spolu s vhodnym mnoZstvim nosice, za vzniku
formy, ktera je vhodna pro aplikaci pacientovi. Formulace by méla byt aplikovéna pacientovi
podle vhodného modu.

V preferovaném provedeni vynalezu se kompozice tvofi podle vhodnych postupl, jako farma-
ceutickd kompozice upravena pro intravendzni aplikaci lidskym jedincim. V typickém piipadé
kompozice pro intravendzni aplikaci jsou roztoky ve sterilnim izotonickém vodném pufru.
V ptipadg, Ze je to nezbytné, kompozice mize také zahrnovat rozpustné Cinidlo a lokélni aneste-
tikum, jako je napiiklad lignokain, aby se zmensila bolest v misté aplikace injekce. V obecném
piipadé se ingredience dodavaji bud’ odd&lené nebo smiené dohromady s jednotkovou davkovou
formou napftiklad jako suchy lyofilizovany prasek nebo bezvody koncentrat v hermeticky uza-
vieném kontejneru, jako jsou ampule nebo tasti¢ky, které indikuji mnoZzstvi aktivniho Cinidla.
V piipadg, ze kompozice se ma aplikovat infuzi, podava se z infuzni lahve, ktera obsahuje sterilni
vodu nebo fyziologicky roztok farmaceutického stupné &istoty. V pripad¢, ze se kompozice apli-
kuje injekci, ampule sterilni vody vhodné pro injekce nebo fyziologicky roztok se miize pfed
aplikaci. smichat.
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Terapeutické &inidla podle vynalezu mohou vytvorit neutralni nebo solné formy. Farmaceuticky
piijatelné sole zahrnuji ty, které se tvofi s volnymi aminoskupinami, jako jsou ty odvozené od
kyseliny chlorovodikové, fosforegne, octové, oxalové, vinné atd. Ty jsou tvofené volnymi karbo-
xylovymi skupinami, jako jsou ty ziskané z hydroxidu sodného, draselného, amonného, vapena-
tého, Zelezitého, izopropylaminu, triethylaminu, 2—ethylaminoethanolu, histidinu, prokainu atd.

Mnozstvi terapeutického &inidla podle vynalezu, které bude a&inné pfi 16¢b& zvlastni poruchy
nebo stavu zavisi na podstaté poruchy nebo stavu a mize se stanovit standardni klinickou meto-
dou. Navic testy in vifro mohou pomoci identifikovat rozmezi optimalni davky. Pfesna pouzitelna
dévka ve formulaci bude také zaviset na zpisobu aplikace a vaznosti onemocnéni nebo poruchy a
méla by se urdit na zaklad® Gvahy praktického lekafe a stavu pacienta. Vhodné rozmezi davky
v pripadé intravendzni aplikace je v obecném pfipadé piblizng 20 az 500 mikrogrami aktivni
sloudeniny na kilogram télesné hmotnosti. Rozmezi vhodné davky pii intranasalni aplikaci je
v obecném piipadé priblizné 0,01 pg/kg télesné hmotnosti aZ 1 mg/kg télesné hmotnosti. Uinné
davky se mohu extrapolovat z kfivky vyjadtujici odezvu na davku ziskanou z testovacich syste-
mu in vitro nebo zvifecich modeld.

Vynélez také poskytuje farmaceuticky bali¢ek nebo sadu, ktera obsahuje jeden nebo vice konte;j-
nerd naplnénych jednou nebo vice ingredienci farmaceutickych kompozic podle vyndlezu. Ve
spojeni s takovymi kontejnery je nutné poznamenat, ze forma musi vyhovovat vladni agentufe
regulujici vyrobu, pouZiti nebo prodej 1¢ki nebo biologickych produkti, které ziskaly povoleni
byt aplikovany ¢loveku.

Diagnéza a testovani

Proteiny Nogo, analogy, derivaty a jejich subsekvence, nukleové kyseliny Nogo (a s nimi kom-
plementarni sekvence), protilatky proti Nogo nachézeji vyuziti pfi diagnostice. Takové molekuly
se mohou pouzit v testech, jako jsou imunologické testy, pfi detekci, prognoze, diagnostice nebo
monitorovani riiznych stavii, onemocnéni nebo poruch, které ovliviiuji expresi Nogo nebo moni-
toruji jejich 16¢bu. Takové testy se zvlasté provadgji zpisobem, ktery zahrnuje kontakt vzorku
ziskaného z pacienta s protilatkami proti Nogo za podminek, pii kterych mize dojit
k imunospecifickému navazani a detekci nebo méfeni mnoZstvi libovolného imunospecifického
navazani protilatek. Takové navazani protilatek v tkafiovych sekcich se miize pouzit pii detekci
lokalizace aberujiciho proteinu Nogo nebo aberujiciho mnoZzstvi proteinu Nogo (naptiklad malé
mnoZstvi nebo v pfipadg, Ze neni pritomen). Ve specifickém provedeni vynalezu se protilatky
proti proteinu Nogo mohou pouzit pfi testu v pacientove tkani nebo vzorku séra, kdy se testuje
piitomnost proteinu Nogo, kde aberujici mnoZstvi proteinu Nogo je indikace stavu onemocnéni.
Termin ,aberujici mnoZstvi“ znamena zvy3ené nebo sniZené mnozstvi vztaZeno na pritomné
nebo standardni mnoZstvi, které reprezentuje mnoZstvi piitomné v analogickém vzorku z ¢asti
t&la nebo ze subjektu, ktery netrpi poruchou.

Pouzivané imunologické testy zahrnuji kompetitivni a nekompetitivni testovaci systémy, které
pouzivaji imunohistochemické, patologické metody, western prenosy, radioimunologické testy,
test ELISA, sendvicové imunologické testy, imunoprecipitaéni testy, precipitaéni reakce, gelové
difuzni precipitaéni reakce, imunodifuzni testy, aglutinacni testy, testy fixujici komplement, imu-
noradiometrické testy, fluorescenéni imunotesty, imunohistochemické testy, imunotesty s protei-
nem A.

V hybridizagnich testech se mohou také pouZit geny Nogo a ptibuzné sekvence a subsekvence
nukleové kyseliny zahrnujici komplementarni sekvence. Sekvence nukleové kyseliny Nogo nebo
jejich subsekvence obsahujici piiblizné alespoti 8 nukleotidi se mohou pouZit jako hybridiza¢ni
sondy. Hybridizagni testy se mohou pouZit pfi detekei, prognéze a diagnostice nebo monitorovani
stavii, poruch nebo stadia onemocnéni spojeného s aberujicimi zm&nami v expresi proteinu Nogo
a v aktivit®, jak se popisuje shora v textu. Takovy hybridizacni test je mozné provést zplisobem
zahrnujicim kontakt vzorku, ktery obsahuje nukleovou kyselinu se sondou nukleové kyseliny,
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ktera je schopna hybridizovat DNA nebo RNA Nogo za podminek, pfi kterych dojde k hybri-
dizaci a detekci nebo méteni libovolné vysledné hybridizace.

Ve specifickych provedenich vynalezu se onemocnéni a poruchy zahrnujici bun&ény rast a
vyvojové poruchy mohou diagnostikovat nebo se mize testovat jejich odekavana p¥itomnost
nebo se miize detekovat predispozice pro vyvoj takovych poruch detekci zvyseného mnoZstvi
proteinu Nogo, RNA Nogo nebo funkéni aktivity proteinu Nogo, jak ukazuje inhibice riistu nebo
detekce mutaci v RNA, DNA nebo proteinu Nogo (napiiklad translokace v nukleovych kyseli-
nach, zkraceni genu nebo proteinu Nogo, zmény v nukleotidové nebo aminokyselinové sekvenci
vztaZené k Nogo divokého typu), které zpiisobuji zeslabeni exprese nebo aktivity proteinu Nogo.
Takové onemocnéni nebo poruchy zahrnuji, ale nejsou omezeny na ty popsané shora v textu.
Mnozstvi proteinu Nogo se mize detekovat imunologickymi testy, mnozstvim RNA Nogo se
muZe detekovat hybridizanimi testy (naptiklad northern prenos, dot bloty), navazani Nogo na
bunééné ristové inhibi¢ni proteinové receptory se miZe provést vazebnymi testy, které jsou
b&zné znamy v oboru, translokace a bodové mutace v nukleovych kyselinich Nogo se mohou
detekovat Southernovymi prenosy, analyzou RFLP, PCR za pouziti primert, které prednostné
tvofi fragment, ktery zahrnuje alespoti vétSinu genu Nogo, sekvenovani genomové DNA nebo
¢DNA Nogo ziskané od pacienta atd.

Také se popisuji sady pro diagnostické pouziti, které obsahuji jeden nebo vice kontejnert proti-
latek proti Nogo a mohou obsahovat znadeného partnera vazajiciho se na protilatky. V jiném
pfipad€ se protilatky proti proteinu Nogo mohou znalit (s detekovatelnou zna€kou, naptiklad
chemoluminiscen¢ni, enzymatickou, fluorescenéni nebo radioaktivni &asti). Také se popisuje
sada, kterd obsahuje vjednom nebo ve vice kontejnerech sondu nukleové kyseliny, ktera je
schopna hybridizovat s RNA Nogo. Ve specifickém provedeni sada mize obsahovat v jednom
nebo vice kontejnerech pér primert (naptiklad v rozmezi velikosti 6 az 30 nukleotidi), které jsou
schopny vyvolat amplifikaci (napfiklad polymerazovou fetézcovou reakci (popisuje se
v publikaci Innis et al., 1990, PCR Protocols, Academic Press, Inc., San Diego, CA), ligazova
fetézcova reakce (popisuje se v dokumentu EP 320,308) pouziva replikdzu Qp, cyklickou reakci
se sondou nebo jiné metody zndmé v oboru) za vhodnych podminek reakce alespoit ¢asti nukleo-
vé kyseliny Nogo. Sada mize dale v kontejneru obsahovat pfedem stanovené mnoZzstvi ¢isténého
proteinu Nogo nebo jeho nukleové kyseliny naptiklad jako standardni nebo kontrolni.

Testovani agonistl a antagonistii Nogo

Nukleové kyseliny, proteiny a derivaty Nogo se také pouzivaji v testech vhodnych pro detekci
molekul, které specificky vazi nukleové kyseliny, proteiny nebo derivaty Nogo a tak maji poten-
cionalni pouZiti jako agonisté nebo antagonisté Nogo, zvlasté molekuly, které tak reguluji bunéc-
ny rist. V preferovaném provedeni vynalezu testy slouZi k testovani molekul s potencionalnim
pouZitim jako neurélni riistové promotory pfi vyvoji léki. Vynalez tak popisuje testy vhodné pro
detekci molekul, které se specificky vazi na nukleové kyseliny, proteiny Nogo nebo jejich deri-
vaty. Rekombinantni buiiky exprimujici nukleové kyseliny Nogo se mohou pouzit pfi rekombi-
nantni produkei proteinii Nogo v uvedenych testech, pficemz se testuji molekuly, které se vazi na
protein Nogo. Molekuly (napfiklad putativni vazebni partnefi proteinu Nogo) pfijdou do kontaktu
s proteinem Nogo (nebo s jeho fragmentem) za podminek podporujiciho navazani a pak se identi-
fikuji molekuly, které se specificky vazi na protein Nogo. Podobné metody se mohou pouzit
k testovani molekul, které se vazi na derivaty Nogo nebo nukleové kyseliny. Metody, které se
mohou pouzit, jsou dobfe znamy v oboru.

Riizné knihovny, jako je ndhodna peptidova nebo kombina¢ni peptidova nebo nepeptidova kni-
hovna se mohou testovat za Gi¢elem zji§téni ptitomnosti molekul, které se specificky vaZi na pro-
tein Nogo. MiiZe se pouzit fada knihoven, které jsou dobfe znamy v oboru. Jsou to napiiklad
chemicky syntetizovana knihovna, rekombinantni (naptiklad knihovna vykazujiciho faga) a kni-
hovna zaloZena na translaci in vitro.
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Piiklady chemicky syntetizovanych knihoven se popisuji v publikaci Fodor et al., 1991, Science
251: 767-773, Houghten et al., 1991, Nature 354: 84-86, Lam et al., 1991, Nature 354: 82-84,
Medynski, 1994, Bio/Technology 12: 709-710, Gallop et al., 1994, J. Medicine Chemistry 37(9):
1 233-1 251, Ohlmeyer et al., 1993, proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10 92210 926, Erb et al.,
1994, Porc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11 422-11 426, Houghten et al., 1992, Biotechniques 13:
412, Jayawickreme et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 1 6141 618, Salmon et al., 1993,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11 708-11 712, ptihlaska PCT &. WO 93/20242 a Brenner and
Lerner, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5 381-5 383.

P¥iklady knihovny, kterd vykazuje faga, se popisuje v publikaci Scott and Smith, 1990, Science
249: 386-390, Devlin et al., 1990, Science, 249: 404-406, Christian, R. B., et al., 1992, J. Mol.
Biol. 227: 711-718), Lenstra, 1992, J. Immunol. Meth. 152: 149-157, Kay et al., 1993, Gene
128: 5965 a prihlagka PCT &. WO 94/18318 s datem 18. srpna 1994. '

Knihovny zaloZené na translaci in vitro se popisuji v dokumentu piihlaska PCT ¢. WO 91/05058
s datem 18. dubna 1991 a v publikaci Mattheakis et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci USA 91:
9 022-9 026.

Nepeptidové knihovny, jako je napiiklad benzodiazepinova knihovna (popisuje se napiiklad
v publikaci Bunin et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 4 7084 712), se mohou upravo-
vat, aby byly vhodné pro dalsi pouziti. Dale se mohou také pouzit peptidové knihovny (popisuje
se v publikaci Simon et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 9 367-9 371). MiiZze se pouZit
jiny ptiklad knihovny, kde amidové funkce v peptidech se pfedem methylovaly za vzniku
chemicky transformované kombinaé¢ni knihovny, jak se popisuje v publikaci Ostresh et al., 1994,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11 13811 142).

Testovani knihoven se miize provést libovolnou z bézné znamych metod. Testovani peptidovych
knihoven se popisuje v publikaci Parmley and Smith, 1989, Adv. Exp. Med. Biol. 251: 215-218,
Scott and Smith, 1990, Science 249: 386390, Fowlkes et al., 1992, BioTechniques 13: 422427,
Oldenburg et al., 1992, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 89: 5393-5 397, Yu et al., 1994, cell 76:
933-945, Staudt et al., 1988, Science 241: 577-580, Bock et al., 1992, Nature 355: 564-566,
Tuerk et al., 1992, Porc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6 988—6 992, Ellington et al., 1992, Nature
355: 850-852, patent US 5 096 815, patent US 5223 409 a patent US 5 198 346, Ladner et al.,
Rebar and Pabo, 1993, Science 263: 671-673 a ptihlaska PCT ¢. WO 94/18318.

Ve specifickém provedeni vynélezu se mize provést testovani tak, ze se lenové knihovny dosta-
nou do kontaktu s proteinem Nogo (nebo nukleovou kyselinou nebo derivatem) imobilizovanym
na pevné fazi a izoluje se ta knihovna, jejiz ¢lenové se vazou na protein (nebo nukleovou kyse-
linu nebo derivat). Piiklady takovych testovacich metod se popisuji napiiklad v publikaci
Parmley and Smith, 1988, Gene 73: 305-318, Fowlkes et al., 1992, BioTechniques 13: 422-427,
piihlaska PCT WO 94/18318.

V jiném provedeni vynalezu se popisuje dvouhybridni systém vhodny pro selekci interakéniho
proteinu v kvasinkach (popisuje se v publikaci Fields and Song, 1989, Nature 340: 245-246,
Chien et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88. 9578-9582), ktery je mozné pouZit
k identifikaci molekul, které se specificky vazi na protein nebo derivat Nogo.

Zviteci modely

Vynalez také popisuje zviteci modely, které zahrnuji modely mysi, kfecki, ovce, prasete, telete a
uptednostiiuji se savci, kterym neni ¢lovek.

V jednom provedeni vynalezu se popisuji zvifeci modely onemocnéni nebo poruch, které zahr-

nuji pomnoZeni, riist a regeneraci neuritd. Takové zvife mize vznikat vyvolanim homologni
rekombinace mezi genem Nogo ve svém chromozomu a exogennim genem Nogo, ktery neni bio-
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logicky aktivni (upfednostiiuje se zaclenéni heterologni sekvence naptiklad gen rezistence na
antibiotika). V preferovaném provedeni vynélezu se homologni rekombinace provede transfor-
maci kmenovych bunék ziskanych z embrya (ES) vektorem, ktery obsahuje inzerci deaktivovany
gen Nogo, pti¢emz dochazi k homologni rekombinaci, pak se buriky ES zavedou injekci do blas-
tocytu a blastocyty se implantuji do ndhradni matky. Pak nasleduje narozeni chimérického zvirete
(,,knockoutované zvife“), kde gen Nogo se deaktivoval (popisuje se v publikaci Capecchi, 1989,
Science 244: 1 288-1 292). Chimerické zvife se mize kiizit za vzniku dalSich ,.knockouto-
vanych® zvifat. Mezi takova zvifata patii mysi, kieCci, ovce, prasata, telata atd. a preferuji se
savci, ktefi nejsou Elovékem. Ve specifickém provedeni vynalezu se produkuje ,.knockoutovana®
mys.

Ocekava se, ze u takovych zvifat dojde k vyvoji onemocnéni nebo poruch nebo takova zvirata
maji predispozice k vyvoji uvedeného onemocnéni, ktera zahrnuji centralni nervovy systém a tak
se mohou pouzit jako zvifeci modely vhodné pro takové onemocnéni a poruchy, napiiklad pfi
testovani molekul (napiiklad potencionalni terapeuticka ¢inidla pro 1é¢bu poruchy nervového
systému) za uelem zjisténi jejich schopnosti inhibovat nadory nervové tkané a tak 1éCit nebo
pfedchazet takovym onemocnénim nebo porucham.

Ptehled obrazku na vykresech

Obrazek &. 1a az 1b: (a) klony cDNA Nogo: CPW1-3 je klon bovinni cDNA izolovany pfi testo-
vani knihovny ¢cDNA bilé hmoty bovinni michy s degenerovanymi oligonukleotidy MSC5-8
(dané dohromady) a MSC9. Komplementarni RNA ziskana z tohoto klonu se nasledné pouzila
pri testovani knihovny krysi cDNA. Oli3 a Oli8 se izolovaly z knihovny krysich oligodendrocyti
s vnesenym oligo d(T). R1-3U21, RO18U1 a RO18U37-3 se izolovaly z knihovny krysiho
mozkového kmene/michy s vnesenymi hexanukleotidy (Stratagene). Polohy Sesti bovinnich pep-
tidovych sekvenci NI220 (bNI220) se oznacily na CWP1-3 a R13U21. Sekvence ve spojeni riiz-
nych exonii jsou ozna¢eny na vrcholu kazdého klonu. Otazniky u RO18UI identifikuji sekvenci
na tomto klonu, ktery se naparuje se sekvencemi s libovolného jiného klonu Nogo. RO18U37-3
se sekvenoval pouze z 5'-konce a nesekvenovana Cast je oznaCena teCkami. (b) Schémata
demonstruji hypoteticky mechanizmus tvorby tfi transkriptii Nogo. P1 a P2 reprezentuji putativni
lokaci alternativnich promotorti. Pro vytvofeni tif transkripti je nutny minimélni pocet tii exond,
atkoli kazdy exon by mohl byt potencionalng rozdélen na vice exond.

Obrazek ¢. 2a az 2b: (a) Nukleotidové (SEQ ID NO: 1) a aminokyselinové sekvence (SEQ
ID NO: 2) transkriptu A genu Nogo! (sekvence vytvoiena spojenim sekvenci cDNA RO18U37-
3, Olil8 a R1-3U21). Ovalny ramelek: pfedpokladany iniciaéni kodon, podtrZzeno teckami:
kysely pruh, potencialni mista PKC, V: potencialni mista kaseinové kinazy II, tlusté podtrzeno:
hydrofébni oblasti C—konce a potenciondlni transmembranové oblasti, tence podtrzeno: poten-
cionalni mista A—glykosylace. (b) Porovnani peptidové sekvence mezi sekvenovanymi, izolova-
nymi bovinnimi sekvencemi N1220 (bNI220, SEQ ID NO: 3 az 8) a odpovidajicimi bovinnimi
sekvencemi (SEQ ID NO: 9 az 14) a krysimi sekvencemi (SEQ ID NO: 15 az 20) piekladanymi
z krysf a bovinni cDNA. Krysi a bovinni aminokyselinové sekvence, které se neparuji s peptido-
vymi sekvencemi bNI220 jsou v niz$im ramecku.

Obrazek &. 3a az 3b: (a) Porovnani aminokyselinové sekvence 180 aminokyselinovych oblasti C—
konce NSP (lidsk4, SEQ ID NO: 21), S-REX krysi, SEQ ID NO: 22), CHS-REX (kufeci, SEQ
ID NO: 23), NOGOBOV (bovinni, SEQ ID NO: 24), NOGORAT (krysi, SEQ ID NO: 25) a klon
EST E.elegans (WO6A7A, SEQ ID NO: 26) a klon EST D. melanogaster (US51048, SEQ ID
NO: 27). (b) Evoluéni konzervovanost dvou hydrofébnich oblasti. Na obrazku je zobrazeno pro-
cento podobnosti s jinymi druhy nebo v jednom druhu béznych hydrofébnich oblasti. Stinova-
nym pismem: konzervativni aminokyseliny.

-35-



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 304224 B6

Obrézek &. 4a az 4c: (a) Northern hybridizace riiznych tkani s béznou sondou Nogo. Bézné sonda
obsahuje transkript A sekvence mezi nukleotidy 2 583 az 4 678. Zkratka ON znamené zrakovy
nerv a zkratka SC znamenéa michu. Symbol C znamena cerebralni kortex. Zkratka DRG znamena
dorzalni kofeny ganglii. Zkratka SN znamené ischiaticky nerv. PC12 oznacuje bunénou linii
PC12. (b) Northern hybridizace RNA michy a bungk PC12 se sondou specifickou pro exon 1
(levy panel) a zadni mozek (HB) a RNA skeletalniho svalu (M) se specifickou sondou exonu 2
(pravy panel). (c) Northern hybridizace se sondou b&znou pro Nogo. Symbol K znamena ledviny.
Symbol B znamena chrupavku z prsni kosti). Zkratka Sk znamena kizi. Symbol M znamena
skeletalni sval. Symbol Lu znamena plice. Symbol Li znamena jatra a symbol Sp znamena slezi-
nu. Oznatily se tfi hlavni transkripty (4,6 kb, 2,6 kb a 1,7 kb). Symbol V zna¢i difazni, ale kon-
zistentni pruh o ptiblizné velikosti 1,3 kb.

Obréazek &. 5a az 5f: Hybridizace in situ michy a sekci malého mozku dospélych krys. (a,d). Radu
oligodendrocytii (OL) v miSe a v bilé hmot& malého mozku je mozné vidét po oznadeni Nogo
_antisense b&Znou ribosondou. To je velmi podobné pro signaly detekované v pfipadé, Ze kon-
sekutivni sekce michy hybridizovala s ,.antisense* ribosondou (b). (¢) Neurony v 3ed¢ kife (GM)
jsou také znadeny Nogo ,antisense* b&znou ribosondou. Zkratka WM znamena bilou mozkovou
hmotu. Jasné pole a fluorescenéni pohled sekce malého mozku dvojité znatené Nogo ,.antisense”
bézné ribosondy (e) a anti-GFAP protilatkou (f). Buiiky Perkinje (dvojita Sipka) jsou silné zna-
&eny sondou Nogo, zatimco astrocyty (Sernobila ipka) jsou negativni. Nékolik bun€k granularni
bun&ené vrstvy (Gr) je také znadeno sondou Nogo. Symbol m znamend molekulovou vrstvu.
Meéfitko: a, b, d—f: 50 p.m. a c: 280 p.m.

Obrazek &. 6a az 6i: In situ hybridizace zrakovych nervii v riznych dnech postnatélniho (a, f: PO,
b, g: P3, ¢, h: P7, d, e, i: P22) obdobi bud’ se sondami Nogo nebo plp (antisense nebo sense). (a—
d) antisense sonda Nogo, (e) sense sonda Nogo, (g—i) antisense sonda plp, (f) sense sonda pip.
Exprese genu Nogo v prekurzorech oligodendrocytii se mize detekovat uz v Casové fazi PO,
zatimco exprese plp zadina byt detekovatelnd uz ve fazi P3 ve zrakovém nervu blizko chiazma

(g)-

Obrazek &. 7: Protilatky AS Bruna a AS 472 rozeznavaji protein myelin o pfiblizné velikosti
200 kD. Priprava extraktu krysiho proteinu myelin a bovinniho proteinu g-pool se popisuje
v publikaci Spillmenn et al., 1998, J. Biol. Chem., 273(30): 19 283-19 293. Protilatky AS Bruna
a AS 472 rozeznavaji pruh o velikosti 200 kD, stejné jako n&kolik mensich pruhd v bovinnim
myelinu, které se mohou $tépit produkty bN1220. Protilatky AS Bruna obarvily v krysim proteinu
myelin pruh odpovidajici velikosti 200 kD. Symbol I znamen4 protilatky AS Bruna. Symbol P
oznaluje protilatky AS Bruna preimunizaéni sérum. Symbol E zna¢i protilatky AS 472 ¢isténé na
zakladg afinity.

Obrazek &. 8a az 8i: Imunohistochemie provedena s krysi michou a malym mozkem za pouZiti
protilatek IN—1 (a—€), AS Bruna (d-f) a AS 472 (g-i), jak je zobrazeno na levé &asti kazdého
panelu. Silné zbarveni proteinu myelin se pozorovalo v obou tkanich za pouZiti viech tii proti-
latek, kdy zmrazené sekce se fixovaly se smési ethanolu/kyseliny octové (a, b, ¢, d, €, g, h). OSet-
feni sekci methanolem odstranilo obarveni myelinem s vyjimkou téla bunék oligodendrocytl
(Sipky, ¢, f, i). Hrot $pi¢ky: buiiky Purkinje, WM, bild hmota; GM, Sed4 hmota, DR: dorzalni
koreny; Gr vrstva granularnich bun&k; m, molekularni vrstva. Méfitko: a, d, g: 415 um, b, ¢, ¢, f,
h, i: 143 um.

Obrazek ¢&. 9a az 9d: Obrazky znazoriiuji neutralizaéni aktivitu protilatek AS 472 a AS Bruna
vriznych biotestech. (a) Fibroblasty NIH 3T3 se nanesly na bunééné kultivaéni misky
s proteinem q—pool a predem oetfené protilatkou IN-1, AS Bruna, AS 472 nebo odpovidajicim
pre—imunitnim sérem. Polyklonalni sérum vykazuje dokonce o trochu lepsi neutralizaci inhibic-
niho substratu ve srovnani s protilatkou IN-1. Pre—imunitni séra nevykazuji podstatny u€inek na
rozsiteni bunék NIH 3T3. Pridani prebytku peptidu (P472), ktery se pouzil ke vzniku protilatek
AS 472 soutézil s neutralizaéni aktivitou, zatimco nespecificky peptid (Px) nevykazoval zadny
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acinek. (b) Kdyz se inhibi¢ni substrat oSetfil pfedem protilatkami AS Bruna nebo AS 472 vedlo
to ke vzniku vyrustki neuritd DRG, ktery je srovnatelny s tim, co se pozorovalo na lamindrnim
substratu. Piiklady vyristani neuriti z DRG na gq—pool predem osetienych PBS (c, skore = 0) a
piedem se oSetfil protilatkami AS Bruna (d, skore = 4).

Obrazek &. 10a az 10d: Injekce explantati zrakového nervu s AS 472 vede k ristu axon(. (a)
Ziskaly se pary zrakovych nervii dospélé krysy, injekci se do nich zavedla protilitka AS 472
nebo preimunni sérum a nechaly se kultivovat tak, Ze jeden konec nervii byl v kontaktu
s disociovanymi PO krysich DRG neurond. (b) Po dvou tydnech in vitro se odfizly sekce EM
nervii ve vzdalenosti 3,5 mm od odfiznutého mista (Sipky v panelu A a systematicky se hledaly
neporusené axony (3 experimenty). (c) Snopce regenerovanych axoni (Sipky) proristaji degene-
rovanym zrakovym nervem po injekci s protilatkami AS 472. (d) Regenerujici axony v kontaktu
s proteinem myelin. ZvétSeni: ¢, 12 000x, d: 35 000x.

Obrazek &. 11a az 11c: Exprese rekombinantniho proteinu Nogo A v transfekovanych buiikach
COS. (a) Western blot vykazujici imunoreaktivitu protilatek AS Bruna s rekombinantnim protei-
nem Nogo A (draha 2) a endogenni Nogo A z primérnich kultivovanych krysich oligodendrocyti
(draha 3). Hybnost téchto dvou proteinii je na 5% denaturaénim gelu SDS skoro shodna
s fragmenty o velikosti 200 kD. Kontrolni vzorek transfekovany konstrukci LacZ (dréha 1) nevy-
kazuje imunoreaktivitu s protilatkou AS Bruna. Stejny blot se také testoval protilatkou anti-myc
9E10. Pruh, ktery reagoval s protilatkou AS Bruna také reagoval s protilatkou anti-myc tag 9E10
(draha 5), zatimco endogenni protein Nogo A nereagoval (drdha 6). Kontrolni vzorek transfekce
LacZ vykazoval oSekavany pruh o pfiblizné velikosti 118 kD (draha 4). Buiiky COS docasné
transfekované konstrukci Nogo A s dvojité obarvily protilatkou AS Bruna (b) a IN-1 (c). Buriky
pozitivné obarvené protilatkou As Bruna byly také pozitivni s protilatkou IN-1.

Obrazek ¢. 12: Nukleotidova sekvence (SEQ ID NO: 28) bovinni cDNA genu Nogo.

Obrazek ¢&. 13: Aminokyselinova sekvence krysiho proteinu Nogo A (SEQ ID NO: 2) se porov-
navala s teoretickou aminokyselinovou sekvenci lidského Nogo (SEQ ID NO: 29. Aminokyseli-
nova sekvence lidského proteinu Nogo se odvodila z usporadani exprimované sekvence tags
(EST) spolu se sekvenci krysiho Nogo a ptekladala se do uspofadaného lidského ETS za pouziti
krysiho Nogo jako templatu.

Obrézek &. 14 zobrazuje sekvenci nukleové kyseliny krysiho Nogo C (SEQ ID NO: 31) a jeho
odpovidajici aminokyselinovou sekvenci (SEQ ID NO: 32).

Obrazky &. 15a az 15e zobrazuji, ze protein Nogo A je piitomen v plazmatické membran¢ oligo-
dendrocytt, jak se prokazuje imunocytochemii a biotinylaci bunééného povrchu oligodendrocyti
v kultufe.

Imunocytochemie (a—d): Oligodendrocyty ziskané ze zrakového nervu krys P10 se disociovaly a
kultivovaly po dobu dvou dni. Barveni Zivych bunék monoklonalni protilatkou In—1 (a) nebo AS
472 (c) vykazuji imunoreaktivitu na téla oligodendrocytii. V pfitomnosti soutéziciho peptidu
P472, AS 472 doslo pouze k zabarveni pozadi (viechny typy bunék) (d). Podobné nespecifické
barveni bylo mozné vidét, kdyz se vynechaly primarni protilatky (b).

Hodnoceni: Desti¢ky zakodované &islem se nahodné mixovaly a klasifikovaly tfemi nezavislymi
pozorovéanimi. Osm z deseti destiek se spravné klasifikovaly jako AS 472 pozitivni, IN-1 pozi-
tivni a v piipadé vSech t¥ pozorovani se provedly kontroly.

Biotinylace (¢): Kultury celého mozku krys P4 bohaté na oligodendrocyty se na bunéném
povrchu zna&ily biotinovym &inidlem, které po sedmi dnech v kultufe prochdzi membranou.
Nasledné se bun&é&né homogenaty osettily Dynabeads se streptavidinem. Srazenina (Ppt) a super-
natant (sup) testovaly na membrang protilatkou AS 472, pficemz vykazuji odliSny proteinovy
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patern: Bun&&ny povrchovy protein Nogo A zjistény ve sraZening vykazuje vyssi zjevnou mole-
kulovou hmotnost ve srovnani s vnitrobunéénym proteinem Nogo A. Tento posun je pravde-
podobné zplisoben glykosylaci. Luminalni ER protein BiP a vétSina B-tubulinu se mohou zjistit
pouze ve vnitrobunééné frakci.

Obrazek & 16a az 16j: Funkéni testy ukazuji ptitomnost proteinu Nogo A na bunééné membrané
oligodendrocytii. Preinkubace kultur zrakového nervu s protilitkou AS 472 (a, b) umoziuje fib-
roblasty NIH 3T3 roziifit se pres vysoce vétvené oligodendrocyty, které jsou nastinény imuno-
fluorescenénim barvenim, kdy se. testuje pritomnost GalC (protilatky 01) (a). Sipky
v odpovidajici fazi kontrastniho zobrazeni (b) indikuji fibroblasty NIH 3T3 rozseté na povrchu
oligodendrocyti (c, d): kdy protilatka AS 472 se piidala spolu s P472, pficemz fibroblasty
NIH 3T3 se striktné vyhybaji oblastem oligodendrocytii pozitivnich na GalC (Sipka) (popisuje se
v publikaci Caroni and Schwab, 1988 Neuron 1: 85-96). (e, f): V pritomnosti protilatky
AS472 PO krysi disociované DRG neurony jsou schopny rozsifit neurity pfes oblast vysoce roz-
vétvenych oligodendrocyti (Sipka na obrazku 16f). (g, h): Peptid P472 ucinné soutézi
s neutralizaéni aktivitou AS 472: neurity se zcela vyhybaji oligodendrocytim. Protilatka AS 472
uzivana v téchto experimentech se vytvofila proti krysi peptidové sekvenci 472. (i, j): Kvantifi-
kace téchto vysledku (jak se popisuje v metodach) demonstruje silnou neutralizatni aktivitu pro-
tilatek AS 472 v obou typech testi. Méfitko 40 um.

Obrézek &. 17a az 17e: Rekombinantni protein Nogo A je inhibi¢ni substrét a jeho inhibi¢ni akti-
vita je neutralizovana monoklonalni protilatkou In—1. Extrakty bohaté na RecNogoA pochazejici
ze stabilni bun&né linie CHO-Nogo A nebo B-galaktozidaza izolovana paralelné ze stabilni
bun&&né linie CHO-LacZ se pouzily v pripadé testl naneseni fibroblastd NIH 3T3 a rlstu neuriti
DRG. (a) St¥ibrny gel myc—his—zna¢eny recLacZ (draha 1) a recNogo A (draha 2) vykazuje pruh
Nogo A o velikosti 180 kD. Shoda pruhu Nogo A se potvrdila western pfenosem inkubovanym
s protilitkou AS Bruna (draha 3) a anti-myc protilitkou 9E10 (draha 4). (b) Plotny potazené
RecNogo A jasné inhibovaly rozsiteni bunék NIH 3T3. Pfedchozi inkubace s monoklonalni pro-
tilatkou IN-1 nebo s AS Bruna vedla k vysoce podstatné neutralizaci (p je mensi nez 0,01) inhi-
bicni aktivity. 1 gm kontrolnich monoklonélnich protilatek 01 a preimunni séra nebyla u¢inna.
Extrakt CHO-LacZ vykazuje &asteénd inhibi¢ni (Sinek na buiiky NIH 3T3, coZ je pravdeé-
podobng zpiisobeno endogennimi proteiny CHO. Tato inhibi¢ni aktivita nebyla ovlivnéna pfed-
chozi inkubaci s protilatkou.

(c) P¥i ristovych testech neuriti DRG se smichal s lamininem stejny proteinovy material jako
v ptipadé (b) a smés se pouzila k potazeni. RecNogo A vykazuje velmi silny inhibi¢ni GCinek na
rist neuritd v disociovaném DRG zplisobem zavislym na davce. Aktivita se neutralizovala
monoklonalni protilatkou IN-1 (p je mensi nez 0,001), ale nikoli kontrolni monoklonélni proti-
latkou 01. Proteinovy material z bunék CHO-LacZ nepiisobil inhibi¢né v libovolné pouZité kon-
centraci. Priklady skore jsou zobrazeny na obrazku (d): 1 pg recNogo A, Zadné nebo kratké neu-
rity (Sipka), skore 2 a na obrazku (¢): 1 pg CHO-LacZ, dlouhé, vétvené neurity (Sipka) skore 5 az
6. Statisticka analyza za pouziti Studentského testu t. Méfitko je 280 pm.

Na obréazku ¢&. 18 je znazornéna funk&ni analyza mutanti s deleci Nogo. Nasledujici dele¢ni kon-
strukce kédujici fiizni proteiny obsahujici fragmenty Nogo nebo zkracené casti Nogo (jak se
uvadi dale v textu) se vytvofily jak se popisuje déle v textu.

Nogo—A: His—tag/T7-tag/vektor/Nogo—A seq. ak1-1162

Nogo-B: His—tag/T7-tag/vektor/Nogo—A seq ak—171+975-1162

Nogo—C: His—tag/T7-tag/Nogo—C N—konec (11 ak) + Nogo—A seq ak975-1162
NiAext: His—tag/T7-tag/Nogo-A seq ak172-974/His—tag

EST: Hist—tag/T7-tag/Nogo—A seq ak760—1162

NiG-Dl: His—tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172-908/vektor

NiG-D2: His-tag/T7-tag/Nogo—A seq ak1722-866/his—tag
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NiG-D3: His—tag/T7—-tag/Nogo—A seq ak172-734/His—tag

NiG-D4: His—tag/T7—-tag/Nogo—A seq ak172—646/His—tag

NiG-D5: His—tag/T7-tag/Nogo—-A seq ak291-646/His—tag

NiG-D7: His—tag/T7—tag/Nogo—A seq ak172-234+292-974/His-tag
NiG-D8: His-tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172—628

NiG-D9: His-tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172-259+646-974/His—tag
NiG-D10:  His—tag/T7-tag/Nogo—A seq ak291-974/His—tag
NiG-D14:  His—tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172-259

NiG-D15:  His—tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172-189+491-974/His—tag
NiG-D16:  His—tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172—189+619-974/His—tag
NiG-D17:  His-tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172—189+257-974/His—tag
NiG-D18:  His—tag/T7-tag/Nogo—A seq ak172—189+261-974/His—tag
NiG-D20:  His-tag/T7-tag/Nogo—A seq ak542-722/His—tag

Cisla aminokyselin (ak) jsou zaloZena na Cislovani aminokyselinové sekvence Nogo A

(SEQ ID NO: 2) zadinajici prvnim metioninem. His—tag a T7-tag obsahuje 34 aminokyselin. N-a
C—terminalni vektorové sekvence se ziskaly z expresniho vektoru pET28.

Piiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1: Charakterizace nukleotidu a proteinového produktu genu Nogo

Zde popsané ptiklady demonstruji, Ze klonovany gen Nogo koduje protein, ktery je silny inhibitor
ristu neuralnich bunék a je také rozeznavan monoklonalnimi protilaitkami popsanymi
v dokumentu Schwab et al., patent US 5 684 133.

Materialy a metody

V nésledujici sekci se popisuji materidly a metody pouzivané podle vyndlezu. Odbornik vi, ze
uvedené materialy a metody jsou toliko ilustrativni a je mozné provést jejich modifikace. Takové
modifikace jsou také pfedmétnou véci vynélezu.

Izolace bovinniho proteinu Nogo z myelininu

Vsechny kroky ¢isténi se provadgji pfi teplot€ 4 °C a inhibiCni aktivita substratu ziskanych frakei
se rutinné stanovila rozsifenim bunék NIH 3T3 a testem nadmérného ristu neuritd PC12 (popi-
suje se dale v textu). Z tkané bovinni michy se opatrné odstranily mozkové blany a nakrajela se
na malé kousky. Myelin se pak extrahoval v extrakénim pufru (60 mM CHAPS, 100 mM Tris—
HCI, pH 8,0, 10mM pufr EDTA pH 8,0, 2,5 mM jodacetamid, 1 mM fenylmethylsulfonylfluorid,
0,1 ug/ml aprotininu, 1 pg/ml leupeptinu, 1 pg/ml pepstatinu 1).

Aby se ziskal mi$ni extrakt, tkail se homogenizovala ptimo v extrakénim pufru CHAPS v poméru
(1:1, hmotnost:objem). Homogenat se centrifugoval dvakrat pti 100 000 x g (Kontron, typ:
K50.13, fixovany thel rotoru) po dobu jedné hodiny pii teploté 4 °C. Cisty supernatant (extrakt)
se bezprostfedn& aplikoval na kolonu Q-sefaréza (2,6 x 11,5 cm) a uvedl se do rovnovahy
pufrem A (20 mM Tris—Cl, pH 8,0, 0,5 % (hmotnost/objem) CHAPS). Véazané proteiny se eluo-
valy pétinasobnym objemem linearniho gradientu od 0 do 1M NaCl v pufru A (100 ml gradient v
50 minutach). Aktivni frakce obsahujici bovinni NI220 se eluovaly pfi piiblizné koncentraci
0,4M NaCl a slily se (q—pool 1) a pak se nanesly na kolonu Superdex 200 (2,6 x 60 cm), ktera se
uvedla do rovnovahy pufrem B (150 mM NaCl, 20 mM Tris—Cl, pH 8,0, 0,5 % (hmotnost/objem)
CHAPS).

-39.



15

20

25

30

35

40

45

CZ 304224 B6

Aktivni frakce se po gelové filtraci (s—pool 1) separovaly 6 % SDS-PAGE za reduk&nich podmi-
nek a s nizkou konstantni silou (2 watty na gel) pfi celkové hodnot& 2 500 Volt-hodin. Pruhy a
oblasti gelu se identifikovaly po obarveni Coomassiovou modii (0,1 % hmotnost/objem R250 v
50% methanolu a 10% kyseliné octové), vyfizly se a extrahovaly se v 800 pl gelového elu¢niho
pufru (0,5 % (hmotnost/objem) CHAPS, 20 mM Tris—Cl, pH 8,0, 10 mM EDTA, pH 8,0,2,5 mM
jodacetamid, 1 mM fenylmethylsulfonylfluorid, 0,1 ug/ml aprotininu, 1 pg/ml leupeptinu, 1
pg/ml pepstatinu A) po dobu alespori 48 hodin pfi teploté 4 °C.

Mikrosekvence izolovaného proteinu Nogo

Na 10% SDS polyakrylamidovém gelu za redukénich podminek se opétné provedla separace
materialu eluovaného z nékolika neutralizovatelnych aktivnich gelii IN-1 a polyakrylové gely se
obarvily 0,1 % (hmotnost/objem) Coomassieovou modii R250 v 50% methanolu a 10% kyseli-
nou octovou. Pruh o molekulové hmotnosti 220 000 se vyFizl a $tépeni endoproteinazou Lys—C
(v molarnim poméru 1:50) se provedlo pfimo v gelu. Vzorek se okyselil a aplikoval se na kolonu
vysokovykonné kapalinové chromatografie a peptidy se separovaly linearnim gradientem (0-
100) 0,04% kyseliny trifluoroctové a 80% acetonitrilem a frakce obsahujici jediné druh peptidu
se vystavily automatizované degradaci podle Edmana.

Elektroforéza izolovaného proteinu Nogo

SDS-PAGE s vysokym rozlisenim se provedla za pouziti 6% (hmotnost/objem) SDS—polyakryl-
amidovych geld (10 x 24 x 0,01 cm) za reduk<nich podminek (100mM dithiotreitol). Pfenos na
membrany Immobilon-P (Millipore) se proved! v 20mM Tris bazi, 192mM glycinu, pH 8,3,
0,03% (hmotnost/objem) SDS, 20% methanolu se semisuchym transferovym pfistrojem (Bio—
Rad, Trans Blot SD). Cas pienosu byl 2 hodiny pfi 0,8 mA/cm®. Blokaéni ¢inidlo (1 hodina pfi
teploté mistnosti) byla 3% Zelatina v PBS (fyziologicky roztok pufrovany fosfore¢nanem, pH 7,2,
8 g NaCl, 0,2 g KH,PO,, 2,8 g Na,HPO, - 12H,0 2 0,2 g KCl, rozpustény v jednom litru vody) a
promyvaci roztok obsahoval 20 mM Tris-Cl, pH 7,5, 150 mM NaCl a 0,4% Tween (3 x 10 minut
pii teploté mistnosti). Inkubace v pfipad€ prvni protilatky (pro fedéni 1 % Zelatiny v PBS) se
provedla obvykle pres noc pii teploté 4 °C. Sekundarni protilatka anti-my3i IgG konjugovana
s kienovou peroxidazou (1 : 2 000) se inkubovala po dobu jedné hodiny p#i teploté mistnosti. Pfi
detekei se pouzil chemoluminiscenéni systém ECL (Amersham Pharmacia Biotech).

Testovani cDNA knihovny sondou

Bila hmota erstvé ziskana z bovinni michy a poly(A) RNA se extrahovala za pouZiti sady Fast-
Track (Invitrogen).Konstrukce knihovny ¢cDNA se uskute¢nila za pouziti sady Uni—-ZAP (Stra-
tagene) podle instrukei vyrobce. Komplexnost knihovny byla vétsi nez 4 x 10° jednotek tvoticich
plaky celkem a primérna velikost inzertd byla piiblizné 1,8 kilobaze.

Degenerované oligonukleotidy MSC5-8 (MSC5:

TCIGTIGGYAAIACIGCIGGYAARTC (SEQ ID NO:47);, MSCé:
TCIGTIGGIAGIACIGCIGGYAAYTC (SEQ ID NO:48); MSC7:
TCIGTIGGY AAIACIGCIGGIAGRTC (SEQ ID NO:49); MSC8:
TCIGTIGGIAGIACIGCIGGIAGRTC (SEQ ID NO:50))
se vytvorily ze sekvence peptidu 1 bNI220 a MSC9 (GARATHGCIGAIATHCARGAYGGIGA
(SEQ ID NO: 51)) se vytvotily ze sekvence peptidu 2 bNI220. Oligonukleotidy se syntetizovaly
pomoci MWG Biotech (Munchenstein, Svycarsko) a znagily se znaGicim kitem ,,DIG DNA 3~

end“. Ribonukleové sondy se syntetizovaly za pouziti znagici sady DIG RNA (Boehringer Man-
nheim).
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Pouzila se hybridizace sondy a podminky promyvani, jak je popisuje vyrobce (MSC5-8 a MSC9
se pouZily pfi hybridizaci a teplota promyvani je 57 °C). Detekce sondy se uskuteénila za pouZiti
systému CDP-star (Boehringer Mannheim). PouZivani a testovani knihovny cDNA se provadi
podle protokolii vhodnych pro knihovny ¢cDNA lambda ZAP (Stratagene). Pfi pienosu plaki se
pouzily nylonové membrany ,,Genescreen“ (DunPont).

Sekvenovani DNA

Oba retézce CWP1-3, Olil8, Oli3 a R1-3U21 se sekvenovaly za pouziti systému Perkin Elmer
AB1377 pomoci Microsynth (Balgach, Svycarsko). Sekvence DNA se analyzovaly pomoci pro-
gramu DNASIS (hitachi). Vyhledavani v databazi se provedlo za pouZiti programu BLAST

(NCBI).
Analyza RNA

Celkovd RNA a poly(A) 'RNA se extrahovaly z tkani za pouZiti ,,RNAgent“ (Promega) nebo sady
»FastTrack® (Invitrogen). RNA se separovaly elektroforézou na 1% formaldehydovém gelu a
prenesly se na membrany Genescreen. Bloty se hybridizovaly s antisense ribonukleovymi son-
dami, které se vytvofily pomoci zna¢iciho kitu DIG RNA (Boehringer Mannheim) z relevantnich
plazmidd. Hybridizace blotii, promyvani a podminky detekce za pouziti kitu ,,CDP—star jsou
popsany vyrobcem. ,,B€Znd*“ sonda EST111410 (TIGR, ATCC, Rockville, MD, USA) obsahuje
transkript A sekvence mezi nukleotidy 2 535—4 678, sonda specificka pro exon 1 obsahuje tran-
skript A sekvence mezi nukleotidy 65-769 a sonda specificka pro exon 2 obsahuje transkript A
sekvence mezi nukleotidy 815-3 183.

Produkce antiséra

Antisérum 472 (AS 472) se piipravilo ve firmé Research Genetics, Inc. (Huntsville, AL, USA)
proti syntetickému peptidu P472, SYDSIKLEPENPPYEEA (bovinni sekvence, SEQ ID NO: 33),
ktery odpovida aminokyselinové sekvenci krysiho proteinu Nogo v poloze 623 az 640 SEQ ID
NO: 2 se tfemi nespravnymi pary.

Antisérum Bruna (AS Bruna) se vytvofilo proti fragmentu rekombinantniho proteinu Nogo, ktery
se exprimuje v mikroorganizmu E. coli jako fuzni protein. Specificky C—konec nukleotidové
sekvence krysiho Nogo A koédujici aminokyseliny 762 az 1 163 sekvence SEQ ID NO: 2 (expri-
movany v mikroorganizmu E. coli za pouZiti systém Novagen pET) se pouZil pfi tvorbé antiséra
A Bruna proti proteinu Nogo.

Elektroforéza a western pienos

SDS-PAGE a western prenos se provedl za pouziti standardnich metod, které jsou dobfe znamy
v oboru. Protilatky se fedily nasledovné: AS Bruna 1:7 500, AS 472 1:2 000, anti-myc(9E10) 1:5
000 (Invitrogen), anti-BiP 2 pg/ml (Stressgen), supernatant hybridomu mAb IN-1 se pouzil
nefedény. Jako sekundarni protilatky se pouzily: antikraliéi protilitky konjugované s HRP
(Pierce, 1:20 000), antimy$i IgM (1:50 000) a anti-mysi protilatky konjugované s alkalickou
fosfatdzou (Analytica AG, La Roche, Svycarsko, 1:5 000).

Imunohistochemické metody

Z dospelych krys se rychle vyiala micha a cerebellum, ponofily se do OTC a zamrazily se pii
teplot¢ —40 °C. Dvacet posmrtnych sekci se nafezalo a fixovaly se smési ethanolu a kyseliny
octové pii teploté 40 °C. Provedlo se imunologické barveni, jak se popisuje v publikaci Rubin et
al., 1994, J. Neurocytol. 23: 209-217 s vyjimkou vypusténi kroku rychlého chlazeni. V jiném
piipad¢ se tkafiové sekce fixovaly methanolem (po dobu 2 minuty pfi teploté ~20 °C) a provedlo
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se imunologické barveni, jak se popisuje v publikaci Rubin et al., 1994, J. Neurocytol. 23: 209-
217. Jako primarni protilatky se pouzily (protilatka: (fedeni)): supernatant hybridomu IN-1:
(nefedéno), AS Bruna: (1:5 000) nebo afinitné ¢isténé AS 472 (1:50).

Test rozsiteni fibroblasta NIH 3T3

Fibroblasty NIH 3T3 se nanesly na kultiva&ni plotny potazené 5 mikrogramy na jednu prohlube
(=1 em?) g-pool. Q-pool jsou smichané aktivni frakce extraktu bovinni michy separovaného na
koloné Q sefaréza. IN—1 se pouzily jako nafedény supernatant kultury a AS 472 a pre—imunizo-
vané sérum se fedilo v poméru 1:500 v PBS. Aby se kompenzovaly vychylky aktivity u rdznych
g—pool, mnozstvi bungk nanesenych na g—pool se normalizovalo na 100 % a na 0 % nanesenych
na kontrolni pufr (popisuje se v publikaci Spillman et al., 1998, J. Biol. Chem. 273: 19 283-93).

Test ristu neuritdt DRG

Ganglie dorzalnich kofend (DRG) se vyfialy z embryi kufat E16 a daly se do Hankova roztoku
s vyvazenymi solemi (HBSS), rozdé¢lily se na ¢asti a nanesly se na plotny pfedem potazené q—
pool ve 100 ul média F12's 10 % (FCS) a 1% metocelem. Vyristky neuritt z jednotlivych gang-
lii dorzalnich kotenti se hodnotily po 24 hodinach pfi teploté 37 °C semi-kvantitativnim zptiso-
bem za pouziti méfitka od 0 (z4dné vyristky) do 4 (maximalni vyristky).

Ko—kultiva¢ni test DRG a zrakového nervu

Zrakové nervy se vyhaly z dospélych krys, ozéfily se 5 500 Gray a injekei se aplikovalo sérum
AS 472 nebo odpovidajici preimunizované sérum (fedéni 1:10). Pary nervii se kultivovaly ve 3-
komorovych kulturach tak, Ze jeden konec kazdého nervu dosahoval pres silikonovy tuk/teflono-
vou kruhovou bariéru do stfedni komory, kde se umistily disociované kultivované primarni
neurony DRG z krys P0. Po dvou tydnech v kultufe se tyto nervy fixovaly metodami, které jsou
dobfe znamy v oboru a fixovaly se zpiisobem vhodnym pro elektronovou mikroskopii (EM) a
ptipravily se ultratenké sekce ve vzdélenosti 3,5 mm DRG exponovaného kofene. Sekce se
systematicky analyzovaly za udelem zjiSténi pfitomnosti znovu rostoucich axoni za pouziti
mikroskopu Zeiss EM 902.

Exprese Nogo v buiikdch COS

Otevieny &teci ramec Nogo A se subklonoval do vektoru pcDNA3.1mychis (Invitrogen) za pou-
#iti standardnich klonovacich metod, které jsou dobfe znamy v oboru. Vysledny plazmid
(NOGO-myc19) dava vzniku rekombinantniho proteinu, ktery obsahuje sekvenci Nogo A flizo-
vanou s myc—his Tag (21 aminokyselin). Nogo-myc19 (2 pg DNA na plotnu o priméru 35 mm)
nebo kontrolni plazmid (pcDNAmychisLacZ) se transfekovaly do bunék COS za pouziti kitu
LSuperfact“ (Qiagen) podle protokolu vyrobce. Na zakladé imunofluorescenéniho barveni s proti-
latkou anti-myc a enzymatickou barevnou reakci s B-galaktozidazou se odhadl primérny pomér
transfekce na hodnotu pfiblizn& 20 %. Transfekované buiiky COS se fixovaly smési 95 %
ethanolu a 5% kyselinou octovou (pfi teploté 4 °C po dobu 25 minut), blokovaly se smési PBS a
10 % FCS a inkubovaly se sérem AS Bruna (v fedéni 1:200) nebo IN-I (v fedéni 1:2) po dobu
2 hodin ve smé&si PBS a 1% FCS pfi teploté mistnosti. Bufiky se promyly PBS a pfi detekci IN-1
se pouzily kozi protilatky anti-my$-TRITC (popisuje se v publikaci Jackson Immuno Research
Lab. Inc., West Grove, PA).

Kultury oligodendrocytii
Oligodendrocyty izolované z mozku nové narozenych krys se umistily do polylyzinovych nadob
0 objemu 75 cm’ (Sigma, St. Louis, MO) a kultivovaly se po dobu 10 az 12 dni v DMEM dopl-

néném 5 % FCS. Obohacend smacena populace oligodendrocytd a jejich potomci se uvolnily
z astrocytové monovrstvy michanim pres noc pfi 210 otackach za minutu v orbitalni michacce.
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Buiiky se nanesly na plotnu pfi hustoté 1 az 2 x 10° bunék o plose 35 cm?® potazené polylyzinem.
Potomstvo se nechalo diferenciovat v chemicky definovaném médiu (CDM) po dobu 3 az 4 dni.

Biotinylace buné¢ného povrchu

Ptipravily se kultury celého mozku krys P4, jak se popisuje v publikaci van der Haar, et al.,
(1998, J. Neurosci, Res. 51: 371-81). V den 7 in vitro se biotinylovaly s EZ-LINK-Sulfo-NHS-
LC-Biotin (Pierce), ktery nevstupuje do bun€k podle popsaného postupu s vyjimkou, Ze viechny
kroky se provadély pti teplot¢ 15 °C a buiky se lyzovaly v 1 ml lyzaéniho pufru (0,05 M
NaH,PO, pH 8,0, 0,15 M NaCl, 0,5% CHAPS (Sigma), 2,5 mM jodacetamid, ImM fenylmethyl-
sulfonylfluorid, 0,1 pg/ml pepstatinu A). Biotinylované proteiny se imunologicky srazely pomoci
pfipravku Dunabeads M—280 Streptavidin (Dynal), provedla se s nimi analyza SDS—Page a pfe-
nesly se na nitrocelul6zové membrany, které se testovaly pouzitim AS472, a~BiP a o—f—tubuli-
nu. Membrany se stripovaly za pouziti sady Re-Blot Western Blot Recykling (Chemicon).

Imunocytochemické metody

Oligodendrocyty zrakového nervu se ptipravily zpiisobem, ktery se popisuje v publikaci Achwab
and Caroni, 1988, J. Neurosci. 8: 2 381-2 393). Dva dny staré kultury se inkubovaly se sérem
AS 472 (v fedéni 1:200) nebo monoklonalni latky IN-1 (v fedéni 1:3) po dobu 25 minut pfi tep-
loté¢ mistnosti (RT). Kultury se promyly, fixovaly smési 4% paraformaldehydu a 5% sachardzy
v PBS a blokovaly se smési 0,1M kyseliny maleové a 2% bloka¢niho ¢inidla (Boehringer Man-
nheim) po dobu 1 hodiny. Sekundarni protilatky konjugované s alkalickou fosfatazou (Milan
Analytica) se pouzily v fedéni 1:7 500 ve smési 0,1M kyseliny maleinové a 1% bloka¢niho ¢ini-
dla (po dobu jedné hodiny a pfi teploté mistnosti). Transfekované buiiky COS se fixovaly smési
95 % ethanolu a 5% kyseliny octové (pfi teploté 4 °C, po dobu 25 minut), blokovaly se a inkubo-
valy se sérem AS Bruna (v fedéni 1:200) nebo s mAb IN-1 po dobu 2 hodin pfi teploté mistnosti.
Buiiky se nechaly reagovat s kozimi anti—krali¢imi—FITC protilatkami a kozimi anti-mySimi—
TRITC protilatkami (Jackson Immuno Research Lab).

Komora vhodna pro zrakovy nerv

Pary zrakového nervu se kultivovaly v 3-komorovém kultivaénim systému, jak se popisuje
v publikaci Schwab et al., 1988, J. Neurosci. 8: 2 381-2 393) a injekcei se aplikovalo AS 472 nebo
odpovidajici preimunizované sérum (v fedéni 1:10). Zrakové nervy se fixovaly zpisobem vhod-
nym pro elektronovou mikroskopii (EM) a pripravily se ultratenké sekce ve vzdalenosti 3,5 mm
DRG exponovaného kofene. Sekce se systematicky analyzovaly za GCelem zjiSt€ni pritomnosti
znovu rostoucich axond za pouZiti mikroskopu Zeiss EM 902.

Vysledky experimentt

Dale v textu se uvadéji experimentalni vysledky ziskané za pouziti metod popsanych shora
V textu.

Izolace cDNA Nogo

Bovinni homolog krysiho NI-250 se Cistil a §t€penim proteinazou se pfipravily peptidy ¢isténého
proteinu. Podle Sesti riznych peptidovych sekvenci bNI220 se ptipravilo velké mnozstvi degene-
rovanych oligonukleotidii zna¢enych digoxygeninem. Nékolik klonti cDNA se izolovalo pfi tes-
tovani knihovny bovinni bilé hmoty za pouziti téchto oligonukleotidii. Inzert nejdelSiho klonu
(CWP1-3, zobrazeny na obrazku €. 1a) se pozil k syntéze sond v ptipadé nasledného testovani
krysi cDNA knihovny. Vybrané klony z takového testovani se zobrazily na obrazku ¢. 1a. Analy-
za DNA sekvence téchto kloni cDNA naznaluje, zZe tfi rizné transkripty pochézeji z jednoho
genu a tento gen se oznacil jako gen Nogo. Odlisné transkripty jsou pravdépodobné vysledkem
alternativniho pouziti promotorii a alternativniho sestfihu (Nogo A, Nogo B a Nogo C, zobrazeno
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na obrézku &. 1b). Sekvence DNA se kompilovaly z klonii zobrazenych na obrazku ¢. 1A za vzni-
ku transkriptu A, pficemZ sekvence DNA uvedeného transkriptu je uvedena na obrazku €. 2a.

Pojmova translace tii transkripti vede ke vzniku proteinovych produktii oznacenych Nogo A
(1 163 aminokyselin), Nogo B (360 aminokyselin) a Nogo C (199 aminokyselin). ProtoZze Nogo
A obsahuje vech Sest peptidovych sekvenci ziskanych z gisténych bNI220 (zobrazeno na
obrazku &. 2b), je pravdépodobné ekvivalentni s €isténym proteinem krysi NI-250. Nogo A, B a
C vykazuje b&zny C—konec 188 aminokyselin (bézna oblast) a Nogo A a B sdili N—konec obsa-
hujici 172 aminokyselin. Nogo A je del3i nezZ Nogo B o 803 aminokyselin, coZ zpisobuje alter-
nativni sestfih.

74dna z izoforem Nogo nevykazuje hydrofébni pruh aminokyselin na N—konci, ktery by se mohl
pouzit jako b&zny signalni peptid. Avsak popsaly se proteiny, kterym chybi bézny signalni pep-
tid, ale stale prochazeji membranami, jako je napiiklad fibroblastovy ristovy faktor (popisuje se
v publikaci Florkiewicz et al., 1995, J. Cell. Physiology 162: 388-399), ciliarni neurotroficky
faktor (popisuje se v publikaci Sendtner et al., 1994, J. Neurobiology 25: 1 436-1 353) a inter-
leukin—1 (popisuje se v publikaci Rubartelli et al., 1990, EMBO J. 9: 1 503-1 510). Membranové
proteiny, jako je napfiklad ,,commissureless* (popisuje se v publikaci Tear et al., 1996, Neuron
16: 501-514), které také nevykazuji signalni peptid, se za¢lenily do membrany.

A&koli v putativni 5'nepfedkladané oblasti neexistuje stop kodon, ktery by jednoznaéné definoval
potateéni kodon, nasledujici dikaz naznauje, Ze methionin indikovany na obrazku ¢. 2a je
potatetni kodon Nogo A a Nogo B: (1) sekvence kolem uvedencho predpokladaného startovaci-
ho kodonu souhlasi se sekvenci pogate¢nich mist translace (GCCGCC A/G CCATGG, SEQ ID
NO: 39), (2) Velké tsili se vénovalo vyhledavani vice ,,upstream® sekvenci testovanim knihovny
a 5'-Race. Zédny z téchto priizkumi nevedl k identifikaci vice ,,upstream™ sekvenci a (3) euka-
ryontni rekombinantni protein Nogo A se exprimoval ze shora uvedeného methioninu a vykazuje
zjevinou molekulovou hmotnost okolo 200 000, jak se odhaduje pomoci testu SDS PAGE, ktery
se mize odlisit od endogenniho proteinu Nogo A, jenz pochazi z krysich oligodendrocyti (zobra-
zeno na obrazku ¢. 11a).

Analyza sekvence Nogo

Protein Nogo A obsahuje potenciaini N—glykosyla¢ni mista, aviak biochemicky dikaz indikuje,
7e protein Nogo A nevykazuje hlavni polysacharidovy komponent. Protein Nogo A také vyka-
zuje devatenact mist, které rozeznava PKC a sedm mist, které rozeznava kaseinové kinaza 11
(obrazek ¢&. 2a). Viechny tii proteiny Nogo maji dvé bézné hydrofobni oblasti C—konce, které
obsahuji 35 a 36 aminokyselin. Libovolna z nich nebo ob& se mohou pouZit jako trans— nebo
intramembranové oblasti, které jsou konzistentni s charakterizaci bNI1220, jako integralovy mem-
branovy protein. Protein Nogo A (stejné jako Nogo B a C) neobsahuje 7adné motivy znamych
bun&enych adhezivnich molekul, proteiny extrabunééné matrice nebo jiné molekuly.

Sekvence Nogo se pouzily k priizkumu riiznych databazi za i¢elem vyhledavani homolognich
genil. B&zna oblast C—konci ti produkti Nogo je podobna (62,5 %) s identifikovanym lidskym
genem nsp (c113 a s—rex u krys a chs—rex u kufat) (zobrazeno na obrazku ¢&. 3). EST z mikro-
organizmu C.elegans a Drosophila melanogaster EST také vykazuje podstatnou podobnost (16,6
% a 13,6 %) s obéma geny Nogo a nsp v této stejné oblasti. 180 aminokyselin oblasti C—konce
obou proteinii Nogo a Nsp jsou vysoce konzervativni ve viech druzich savei (98,3 % a 97,3 %),
co? naznaduje, z¢ mohou uskutefiovat stejné a podstatné funkce. Mimo tuto oblast podobnost
s danym proteinem mezi druhy je také vysoka (73 % mezi krysim a bovinnim proteinem Nogo A,
76,2 % mezi NSP-A a S-rexb, 50 % mezi Chs-rexb a NSP-A nebo S-rexb). Podobnost mezi
NSP a Nogo je viak omezena na jejich hydrofobni, béZnou oblast C—konce (obrazek ¢. 3a) a na
kyselou podstatu proteindi vné této konzervativni oblasti. NSP (NSP-A, -B a —C) se uz drive
popisuji jako neuro—endokrinni specifické produkty se znamymi funkcemi. Hybridizace in situ a
imunohistologie vykazuje neuronélni lokalizaci NSP v nervovém systému. Identifikoval se jiny
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lidsky gen nsp-like—1, ktery také obsahuje C—terminalni hydrofébni oblast s 50% podobnosti
s Nsp a Nogo.

Exprese proteinu Nogo v tkani

Expresni patern Nogo se testoval northern pfenosem a hybridizaci in situ. Kdyz se pouzila béZna
sonda (popisuje se shora v textu) detekovaly se ve zrakovém nervu, miSe a v mozkové kiife tfi
hlavni transkripty Nogo (oznacené : A, 4,6 kb, B, 2,6 kb a C, 1,7 kb) (zobrazeno na obrazku
¢. 4a). V gangliich dorzalnich kofeni se detekovaly pouze dva vétsi transkripty. Hlavni transkript
obsahujici 2,6 kb se detekoval v buiikach PC12, zatimco pruh obsahujici 4,6 kb se detekoval
pouze po dlouhé expozici (zobrazeno na obrazku ¢. 4a). U sciatického nervu se detekovalo mensi
mnoZstvi transkriptii, pfi¢emz pruh odpovidajici velikosti 2,6 kb byl hlavnim transkriptem. Kdyz
se poly(A)'RNA michy a bungk PC12 hybridizovaly se sondou specifickou pro exon 1 deteko-
valy se pouze transkripty odpovidajici 4,6 kb a 2,6 kb. V pfipadé, Ze se hybridizovala
poly(A)'RNA zadniho mozku a skeletalniho svalu se sondou specifickou pro exon 2, detekoval
se pouze transkript odpovidajici 4,6 kb (zobrazeno na obrazku ¢. 4b). Tyto vysledky potvrdily
transkripni mapu zobrazenou na obrazku €. 1. Vysledky northern blotu v$ak ukazuji, Ze exprese
proteinu Nogo neni omezena na nervovy systém (zobrazeno na obrazku &. 4¢). Transkripty Nogo
se také detekovaly v skeletovém svalu (odpovida velikosti 1,7 kb), v ledvinach (2,6 kb a 1,7 kb),
v chrupavce (pochazejici z prsni kosti, odpovida 1,7 kb), v kizi (odpovida velikosti 1,7 kb),
v plicich (odpovida velikosti 2,6 kb) a slezin€ (odpovida velikosti 2,6 kb). S vyjimkou skeletalni-
ho svalu, ve kterém dochézi k expresi transkripti Nogo C ve velkém mnoZstvi, mnozstvi tran-
skriptli Nogo vné nervového systému je niZ8i nez je mnozstvi transkriptl v nervovém systému.
Zda se, ze transkripty Nogo A odpovidajici velikosti 4,6 kb se jednoznacné pfepisuji v nervovém
systému.

Pti hybridizacich in situ sekce tkané CNS dospélych krys za pouziti bézné sondy vykazovaly
slabé znaCeni Car v téle buiiky v bilé hmoté riznych &asti mozku a michy. Toto usporadani je
typické pro interfascikularni oligodendrocyty (obrazek &. 5a,d). Vedle oligodendrocytd nékolik
typil neuronti také exprimuje transkripty Nogo ve vysokém mnozstvi (obrazek €. 5c, €). V pfipa-
dé malého mozku dvakrat barvené sekce s protilatkou anti-GFAP a in situ hybridizace jasné
vykazuji silné znaceni bun¢k Purkinje sondou Nogo, zatimco astrocyty nebyly znateny (zobraze-
no na obrazku ¢. Se,f). Pfi vyvijeni zrakovych nervi se detekovaly transkripty Nogo uZz v postna-
talni den 0 (P0), to znamena né&kolik dni pfed tim, nez se mohly detekovat mRNA hlavnich
myelinovych proteinii proteolipidového proteinu (PLP) a myelinového zakladniho proteinu
(MBP) (zobrazeno na obrazku €. 6). Uvedené nacasovani je konzistentni s objevenim prvnich
oligodendrocyti, které jsou pozitivni na galaktocerebrosid a exprimuji inhibi¢ni aktivitu ristu
neuritd, kterd miZe byt neutralizovana IN—1.

Vytvofilo se antisérum proti syntetickému peptidu zalozenému na specifické sekvenci bovinniho
proteinu Nogo A (AS 472) a proti rekombinantnimu ¢aste¢nému krysimu proteinu Nogo A o
molekulové hmotnosti 45 000 (AS Bruna). Sérum AS 472 a AS Bruna rozeznava protein o pfi-
blizné¢ molekulové hmotnosti 200 000 v bovinnim myelinu a sérum AS Bruna rozeznava dale
krysi myelinovy protein o molekulové hmotnosti 200 000 na western blotech (zobrazeno na
obrazku ¢. 7). Sekce michy a malého mozku z dospélych krys se barvily pomoci AS 472, AS
Bruna a IN-1. KdyzZ se sekce fixovaly smési ethanolu a kyseliny octové (dfive zobrazeny postup
se zda byt nutny pfi ochran€ a dostupnosti antigenti IN-1) silné obarveni bilé hmoty/myelinu se
dosahlo za pouziti vSech tii protilatek (zobrazeno na obrazku €. 8). Barveni tél oligodendro-
cytovych bunék bylo zvlaste zietelné se sérem AS Bruna. OSetieni Cerstvych zmrazenych sekei
methanolem misto smési ethanol a kyselina octova se dosahlo obarveni myelinu s vyjimkou t&l
oligodendrocytovych bunék.

Sérum AS Bruna a AS 472 také obarvilo nékteré typy neuront, které zahrnuji fidici neurony

v miSe a granuldrni a molekulovou vrstvu v malém mozku. Buiiky Purkinje se siln& obarvily
pomoci AS 472 a As Bruna, ale nedoslo k detekci barvenim s IN—1.
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Protilatky Nogo inhibuji in vitro inhibici ristu indukovany Nogo

Pkipravek semicisténé bovinni michy NI-220 (q-pool) mize predchazet rozsifeni fibroblastd
NIH 3T3 a tvorb& vyristki neuritd. V pfitomnosti antiséra Nogo se sniZila inhibi¢ni aktivita bud’
AS Bruna, AS 472 nebo IN—1, g—pool. To znamena, e fibroblasty NIH 3T3 se roz$ifily a neurity
ganglii dorzalnich kofenii (DRG) rostly na plotnach potazenych g—pool (zobrazeno na obrazku
&.9). Specificita se projevila pridanim peptidu P472, kterym byl peptid pouzivany k vytvofeni

AS 472 (popisuje se shora v textu). P472 uspé$né blokuje inhibicni G¢inek AS 472, zatimco kont-
rolni peptid nemél ucinek na inhibici.

P¥itomnost proteinu Nogo A na oligodendrocyty na bun&¢ném povrchu se demonstroval imuno-
cytochemicky, funkéng a biochemicky za pouziti AS 472. Kdyz se zivé primarné kultivované
oligodendrocyty obarvily bud’ mAb IN-1 nebo AS 472, pozorovalo se relativné slabé (ve srov-
nani s imunocytochemickou metodou v pfipadé galaktocerebrosidu), ale jasné povrchové barveni
na diferenciovanych oligodendrocytech (zobrazeno na obrazku €. 15 a, c). Vedle konkurenéniho
peptidu (P 472) v pfipadé AS 472 nebo vynechani priméarni protilatky se eliminovalo specifické
barveni (zobrazeno na obréazku &. 15b, d). Biotinylace bunéén¢ho povrchu a nasledna precipitace
streptavidinem dale prokazala pfitomnost proteinu Nogo A v plazmatické membrané oligo-
dendrocytii. Ve srazening AS 472 detekoval pruh, ktery se nachazi nad intracelularnim, pravde-
podobné nezpracovanym a neglykosylovanym AS 472 imunopozitivnim pruhem. ER protein BiP
by se nemohl detekovat v biotinylované frakci (zobrazeno na obrazku €. 15e).

Protein Nogo A jako povrchovéa molekula oligodendrocytu se také funkéné analyzoval. Spolena
kultivace oligodendrocytii a fibroblasti NIH 3T3 nebo oligodendrocytu a neurontt DRG jasné
ukazuji inhibi¢ni vlastnosti zralych oligodendrocyti. Tyto testy demonstruji, ze fibroblasty
NIH 3T3 a neurity DRG silné vyhybaly oblasti oligodendrocytil, pfi¢emz tento i¢inek se neutra-
lizoval monoklonalni protilatkou In—1. V pfitomnosti AS 472 se tato inhibice redukovala rovnou
mérou (zobrazeno na obrazku &. 16a, b, ¢ a e, f), zatimco preinkubace AS 472 s P472 obnovila
inhibici zprostfedkovanou oligodendrocyty (zobrazeno na obrazku ¢. 16 ¢, d a g, h). Kvantifikace
vykézala vysoce podstatnou neutralizatni kapacitu monoklonalnich protilatek IN-1 a AS 472
v obou typech testli (zobrazeno na obrazku 16i aj).

RecNogo—A (obrazek &.17a) produkovany stabiln€ transfekovanou bunécnou linii CHO se testo-
val za (i8elem zjisténi jeho aktivity na rozsifeni fibroblasti NIH 3T3 a tvorbu vyristkii DRG neu-
ritt. Rekombinantng produkované B-galaktozidaza izolovana ze stabilni bun&né linie CHO
(CHO-LacZ) se obohatila paraleln recNogo—A a pouzila se jako kontrola inhibi¢ni aktivity
endogennich proteini CHO v obou testech. V testu rozSifeni fibroblasti NIH 3T3 extrakt CHO
obsahujici recNogo—A (Nogo A: pfiblizné 1 az 5 % celkového proteinu, obrazek ¢. 9a) vykazoval
jasné inhibi¢ni u¢inky na rozifeni bun€k pfi hustoté 10 pg/cm’ (zobrazeno na obrazku &. 17b).
Tento u&inek zavisi na davce: pfi hustoté 20 pg/cm’ byla inhibi¢ni aktivita vy33i, zatimco pfi hus-
toté 5 pg/em’ nedoslo k zadné inhibici (data nejsou uvedeny). Inhibi¢ni aktivita by se mohla neu-
tralizovat na troveh pozadi preinkubaci potazeného proteinu s monoklonalni protilatkou IN-1
nebo AS Bruna, zatimco kontrolni protilatky proti preimunnimu séru galaktocerebrosidu (mAb
01) nebo AS Bruna nemély zadny u&inek (zobrazeno na obrazku &. 17b).

Vedle silného G&inku na rozsiteni fibroblasti NIH 3T3, CHO extrakt obsahujici recNogo—A, ale
nikoli extrakt CHO-LacZ vykazuji potencionalni inhibi¢ni u¢inek na riist neuriti z primarnich
kultivovanych neuronii: Disociované neurony DRG se inhibovaly pomoci recNogo—A zplisobem,
ktery je zavisly na davce (zobrazeno na obrazku ¢&. 17¢). Tato inhibi¢ni aktivita by se mohla
neutralizovat monoklonalnimi protilatkami In—1, ale nikoli kontrolni monoklonalni protilatkou 01
(zobrazeno na obrazku ¢. 17¢ aZ e). Rekombinantni protein izolovany z CHO-LacZ nevykazoval
inhibici v mnozstvi 1 a 5 mikrogramii a vedle monoklonalnich protilatek 01 nebo IN-1 nemély
zadny G&inek na vytvoreni vyristkl neuritd.
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Opétny rist neuritl in vitro

Zkoumala se schopnost nové narozenych krysich DRG neuriti regenerovat a proristat dospélou
tkani CNS. Pary zrakovych nervii se vynaly z dospélych krys a kultivovaly se ve specialnim
komorovém kultivatnim systému tak, ze DRG neurity mély pfistup k jednomu konci kazdého
nervu (zobrazeno na obrazku ¢. 10a). V kazdé kultufe se do jednoho z nervii injekcei aplikovalo
preimunizované krali¢i sérum a do druhého nervu se injekei aplikovalo sérum AS 472, které je
také pritomné v bo¢ni komote okolo nervu. Nasleduji dva tydny in vitro v ptitomnosti NGF,
kultury se fixovaly, rozebraly a fixovaly se za Ggelem zkoumani elektronovou mikroskopii (EM).
EM sekce se odebraly ve vzdalenosti 3,5 mm od konce nervu v kontaktu s neurony DRG. Nervy,
kterym se injekci aplikovalo preimunizované sérum, neobsahovaly nebo obsahovaly pouze néko-
lik axonii (zobrazeno na obrazku ¢. 10b). Pozd&ji se nalezly pouze ve spojeni z bazalni membra-
nou a astrocyty na povrchu nervii. Naopak vétsina optickych nervi se zavedlo injektovanych AS
472 obsahovala podstatné mnozstvi axont, Casto az nékolik stovek. Také je asto mozné vidét
kontakt s myelinem (zobrazeno na obrazku &. 10c, d).

Rekombinantni Nogo na rozeznavani pomoci IN-1

V piipadé, Zze se Nogo A exprimoval jako karboxyterminalni rekombinantni protein znaeny
myc-his v transfekovanych burikich COS, western pfenos za pouZiti protilatek proti myc a AS
Bruna demonstrovaly, Ze rekombinantni Nogo A ma zjevnou molekulovou hmotnost pfiblizné
200 000, coz se zjistilo na denaturaénim SDS gelu (zobrazeno na obrazku ¢. 11a). Na stejném
blotu se detekoval v primarni kultufe krysich oligodendrocyti pruh se stejnou mobilitou za
pomoci séra AS Bruna, coZ naznaCuje, Ze rekombinantni Nogo A ma skoro identickou molekulo-
vou hmotnost jako endogenni Nogo A z oligodendrocytli (zobrazeno na obrazku ¢&. 1a). Kdyz se
transfekované buriky obarvily imunofluorescenci pomoci IN-1 a AS Bruna, IN-1 a AS Bruna
rozeznavaly stejné transfekované buriky (zobrazeno na obrazku &. 11b, ¢). VétSina imunoreakti-
vity se lokalizovala uvnitf v burice a byla dostupna pouze po permeabilizaci.

Mapovani aktivni oblasti(i) Nogo

Série delecnich mutantd Nogo se vytvotila za u¢elem mapovani inhibi¢ni oblasti(i) proteinu
Nogo. Dele¢ni konstrukce genu Nogo se vytvofila pouzitim vnitiniho restrikéniho mista, $tépe-
nim exonukledzou III z fazoli mungo a polymerazovou fetézcovou reakci. Popis mutaci se popi-
suje na obrazku ¢. 18 a shora v textu. Vétsina konstrukci ma N—konec oznageny T7 za uéelem
identifikace monoklonalnimi protilatkami proti T7 a dale obsahuje N— nebo C—terminalni hexa-
histidinovou znac¢ku (,,His-tag®), ktera se vyuzivd pii &isténi imobilizovanou Co(ll)—afinitni
chromatografii. Dele¢ni mutanti Nogo, které se nazyvaji NiG-D1, NiG-D2 az NiG-D20 se také
testovaly za pouziti testu rozSifeni fibroblasti NIH 3T3, aby se stanovila inhibiéni aktivita.
Nektefi mutanti se testovaly pfi tvorbé vyristkd neuritd PC12, pfi tvorbé vyristki disociovanych
krysich DRG neuritl nebo testd za pouziti retinalnich ganglii. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢.
2 dale v textu.

-47 -



CZ 304224 B6

Tabulka ¢. 2: Funkéni aktivity dele¢nich mutanti Nogo

373 PC12 DRG RGC
Nogo—-A ++ + +
Nogo-B +
Nogo-~C - -
NiAext ++ + +
EST +/=
NiR +
NiG ++
NiG-D1 +
NiG~D2 +
NiG-D3 ++
NiG-D4 +
NiG-D5 -
NiG-D7 +
NiG-D8 +
NiG-D09 +
NiG-D10 +/=
NiG-D14 -
NiG-D15 +
NiG-D16 +
NiG-D17 +
'NiG—Dl8 +
NiG-D20 ++

Pozitivni vysledek v testu fibroblasti NIH 3T3 (3T3) nebo v testu PC12 se hodnotil, kdyz se
inhibovalo rozsifeni fibroblasti nebo bunék PC12 na plotné potaZené piipravkem Nogo ziskané-
ho z deleéniho mutantu. Pozitivni vysledek v testu ristu gangliomu dorzalnich kofeni embrya
kufete (DRG) nebo testu riistu konusu gangliomu (RGC) indikuje, Ze riist neuritii se inhibuje
nebo Ze riist je zpomalen v p¥itomnosti pfipravku Nogo, ktery se ziskal z dele¢niho mutantu.

Data naznauji, e hlavni inhibiéni oblast se identifikovala ve specifické oblasti Nogo—A
z aminokyselin &isla 172 az 974, zv1a§té aminokyselin &isla 542 az 722. Navic A-terminalni sek-
vence Nogo—A a Nogo—B (aminokyseliny &islo 1 az 171) také inhibuji rozsiteni 3T3. Na zaklade
vysledki oblasti Nogo obsahujici aminokyseliny ¢islo 172 az 259 a 975 az | 162 se jevi byt
nepodstatné a mhou se odstranit, aniz dojde ke ztraté aktivity.
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Ptiklad 2: Nukleové kyseliny lidského Nogo a proteiny, derivaty a fragmenty

Vynalez popisuje nukleotidové sekvence kodujici lidsky protein Nogo a fragmenty lidskych pro-
teini Nogo, které zahrnuji lidské ekvivalenty s krysim proteinem Nogo A, Nogo B a &ast Nogo
C. Lidska aminokyselinové sekvence Nogo je zndzornéna na obrazku &. 13 a je zobrazena v sek-
venci SEQ ID NO: 29.

Vynalez dale popisuje nukleotidové sekvence fragmentt lidského genu Nogo. Nukleotidova sek-
vence lidského Nogo se miize stanovit za pouziti krysiho transkriptu Nogo A s cilem usporéadat a
sestfihem upravit dohromady lidské exprimované sekvence tag (EST), které jsou homologni se
sekvenci krysi nebo bovinni cDNA.

EST AA081783 a AA333267 (popisuje se shora v textu) se vzajemné prekryvaji a odpovidaji
nukleové kyseliné krysiho proteinu Nogo A (Obrazek €. 2a, SEQ ID NO: 1) v polohach 765 az
1272. EST AA322592, AA092565 a AA081525 (popisuje se shora v textu) se také vzajemné
pfekryvaji a odpovidaji nukleové kyselin€ krysiho proteinu Nogo A (Obrazek &. 2a,
SEQ ID NO: 1) v polohach 765 az 1 272. EST AA322592, AA092565 a AA081525 (popisuje se
shora v textu) se také vzajemné piekryvaji a piekryvajici se sekvence odpovida nukleovym kyse-
lindm 1 642 az 2 131. Tyto dv¢€ nezavislé sady prekryvajicich se ESR se nemohou uspotadat za
vzniku lidské sekvence, aniz se provede pfimé porovnani za pouZiti poitate s nukleotidovou
sekvenci krysiho nebo bovinniho Nogo podle vynélezu. V pfipadé pocate¢niho poéitatového
usporadani se preferuje ENTREZ Nucleotide QUERRY. Jiné pogitatové programy pro uspofa-
dani se popisuji shora v textu jako alternativni ptiklady, pfic¢emZ neomezuji vybér programd,
které se mohou pouzit pro tyto Gcely.

Diskuze
Klonovani inhibitoru ristu neuriti Nogo

Protein Nogo A ma fadu vlastnosti, které podporuji to, co se dfive napsalo o krysim NI-250, coz
je hlavni inhibi¢ni protein ristu neuritd CNS myelinu a o antigenu IN-1. Na molekulové Girovni
vSech Sest peptidi se plivodné ziskalo sekvenovanim bNI-220, coz je nejvice inhibi¢ni kompo-
nent bovinniho miSniho myelinu. Na trovni exprese oligodendrocyty jsou hlavni bunéény typ u
dospélého CNS v pripadé exprese Nogo A a nagasovani exprese Nogo ve zrakovém nervu sou-
tern pienos ukézal pfitomnost proteinu Nogo A v aktivnich frakcich gq—pool a bila hmota
z riznych oblasti CNS se obarvila sérem AS Bruna stejné€ jako s AS 472 (specifické pro protein
Nogo A) u pacienta identického s pacientem IN—1. Obé tyto skutenosti souhlasi s interpretaci, Ze
Nogo A je NI-250.

Dvé antiséra vytvorend proti sekvencim Nogo A, coz jsou AS Bruna a AS 472, velice snizuji
inhibi¢ni aktivitu ¢aste¢né ¢isténého bovinniho misniho pfipravku (qg—pool). Sérum AS 472 také
umozni proristani velkého mnozstvi axont ganglii dorzalnich kofenti do explantati dospélého
zrakového nervu, coZ je velmi podobné jako v piipadé IN-1.

Ackoli vypocitana molekulovad hmotnost proteinu Nogo A je pfiblizné 140 000, vykazuje zjevnou
molekulovou hmotnost na denaturaénim gelu SDS pfiblizné 200 000, coZ je v rozmezi piedcho-
ziho odhadu hodnoty okolo 250 000. Aberujici pohyblivost Nogo A na gelech SDS je pravdé-
podobn¢ zplsobena svou kyselou povahou spiSe neZz post-translaéni modifikaci. Aberujici
pohyblivost proteini na SDS—Page se také stanovila pro jiné vysoce kyselé proteiny, jako je
s rlistem spojeny protein GAP—43, stejn¢ jako NSP-A. Bakterialné exprimovany rekombinantni
Nogo A vykazuje stejnou zjevnou molekulovou hmotnost jako je hmotnost endogenniho Nogo A
exprimovaného krysimi oligodendrocyty. To namita proti hlavnim modifikacim proteinu Nogo A
mechanizmem, jako je glykosylace.
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Nogo brani regeneraci a omezuje plasticitu dosp€lého CNS

Exprese proteinu Nogo v oligodendrocytech krysiho optického nervu z PO souhlasi s dfivéjsim
zjisténim, Zze IN-1 neutralizuje inhibi¢ni aktivitu ristu neurit. Tato exprese predstihuje expresi
hlavnich myelinovych proteini a tvorbu kompaktniho myelinu o nékolik dni. Vyskyt proteinu
Nogo pravdépodobné jako odezva na axonalni signaly mize pfedchazet axonovému ristu
v odpovidajicich vldknitych drahach (maximalni poget axoni pfi E20 v krysim zrakovém nervu).
Protein Nogo miize také inhibovat kolateralni formaci a tim stabilizovat obecnou strukturu dife-
renciovaného CNS. V $edé hmoté mozkové riiznych oblasti CNS obsah myelinu a IN-1 imuno-
reaktivita koreluje nepfimo s mnozstvim GAP—43 a s potencialem plasticity dané oblasti. Proti-
latky IN—1 aplikované do dospélého CNS umozni, Ze se v mozkovém kmenu objevi klieni a
plasticita a micha se prodlouzi, coz je znamo pouze u CNS novorozencii. Velké obnoveni funkei,
coz pFichazi paralelng s plasticitou, indikuje Ze kli¢ici axony jsou schopny tvofit funkén& vhodné
propojent.

Diive se ukézalo, 7¢ odezva neuronil na inhibi¢ni proteiny Nogo se li$i podle stafi neurond. To je
zpisobeno diferencialni expresi receptori, které budou snad brzy charakterizovany. Jako
v ptipadé Netrinli a fady ristovych faktori existence riznych receptordi Nogo, které¢ zpisobuji
riizné odezvy, ziistiva moznost. Skute¢nost, Ze proteiny Nogo se také exprimuji v nékterych
typech neurond, zddraziiuje mozné interakce mezi stejnymi a riznymi izoformami Nogo.

Nogo patii do nové rodiny molekul regulujici neurity

Sekvenéni analyza proteinu Nogo ukézala nezndmé motivy buné&nych povrchovych a matrico-
vych proteinii, které se podileji na axonalnim fizeni (repulzivni nebo atraktivni). To znamena, ze
se nenasel zadny imunoglobulin, fibrinektin typu I1I nebo oblasti EGF. Ani neexistuje homologie
s popsanymi inhibitory neuralniho riistu, se semaforiny, netriny ani efriny.

Proteiny Nogo tvofi nové rodiny se skupinou sou¢asné popsanych proteinii zalozené na podob-
nosti jejich karboxyterminalnich 180 aminokyselin. Jsou to proteiny NSP/s-rex a NSP-like 1.
Jako v pipadé Nogo pouziti alternativniho promotoru (gen Nsp a Nsp-like I) a alternativni
sestiih (pouze Nsp) jsou odpovédné za produkei alternativnich proteinovych produktii s béznym
karboxylovym koncem, ktery obsahuje dva pruhy hydrofébnich aminokyselin. NSP (neuroendo-
krinni specifické proteiny) se exprimuji pfevazné v neuronech a v n€kolika typech endokrynnich
bunék. Lokalizuji se hlavné uvniti bunék ve spojeni s endoplazmatickym retikulem. Funkee rodi-
ny NSP ani Nsp-like 1 nejsou znamy. Skutecnost, Ze potencionalni ortology existuji jak u orga-
nizmu C. elegans a Drosophila melanogaster naznacuji, Ze Nogo se schopnosti regenerovat nervy
a vykazovat inhibiéni aktivitu se miize zahrnout do rodiny NSP a stat se nepopsanym ¢lenem této
rodiny.

Nogo v tkanich, které nejsou neuralni

Transkript Nogo se exprinuje v kosternich svalech v mnoZstvi, které je srovnatelné s mnoZstvim
exprimovanym v nervovém systému. Jednou z piedstavitelnych funkci svalového proteinu Nogo
C je odstranit motorické axony a omezit je na motorickou oblast. Slaba exprese Nogo se muZze
také detekovat v jinych tkanich, které nejsou nervové tkané. Pozorovana inhibice rozsifeni fibro-
blastii a astrocytt myelinovym extraktem a NI-250 naraZi na piitomnost receptoril a mechanizmd
odezvy na proteiny Nogo v téchto buiikach. To naznacuje pravdépodobné obecné funkce proteinu
Nogo pfi kontaktni inhibici pohybu bunék.

<110>  University of Ziirich
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agt
ser

ctt
Leu

cag
Gin

aca
Thr

795

act
Thr

ata
Ile

gat
Asp

gce
Ala

aat
Asn
875

gac
ASp

gat
Asp

ot
Pro

gtt
val

Leu

aaa
Lys
700

tca
Ser

gaa
Glu

ctc
Leu

agt
Ser

ccc
Pro
780

ttg
Leu

gca
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu

aag
LyS
860

atc
Ile

ctt
Leu

gaa
Glu

tca
Ser

ddad
Lys
940

Coada

Ser
685

tre
Phe

ot
Pro

gtc
val

act
Thr

gcc
Ala
765

aat
Asn

ace
Thr

att
Ile

gaa
Glu

tit
Phe
845

gag

Glu

caa
GIn

tct
Ser

tte
rhe

aat
Asn
925

tec
ser

gag

2355

2403

2451

2499

2595

2643

2691

2739

2787

2835

2883

2931

2979

3027

3075



daa
LYS

act
Thr

gt
va

The
945

Ser Leu

gag

gac
Glu

AsSp
960

gtt
val

aga
Arg

tca
ser
975

gt
va

gt
val

e

Phe

990

agc
Ser

act
Thr

tca
Ser

ata
1le

gt
va

att

gtc
Ile

val Ser

ttt
Phe

ate
Ile

age
Ser

agt g

Lys

tce
Ser

gac
Asp

gce
Ala

ta
val

Glu

ctg
Leu

crc
Ley

agc
ser
995

acg
Thr

1010

agg
Arg

1025

gat
AsSp

gaa
Glu
1040

ggc
Gly

tca
sSer
1055

gag

gaa
Glu

Glu

aca
Thr

aac
ASnh

age
ser

1070

tta
Leu

gtt
val

tca
Ser

gat
Asp

aaa

Lys
1150

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

Met Glu Asp Ile Asp Gln Ser
1 5
Pro Pro Arg Pgo Pro pro Ala
3

Glu Asp Glu Glu Asp Glu Glu

tcc
Ser

gtt
val

&y

cte
Leu

gat
ASp

gcc
Ala

ttg
Leu
1105

ttc agt
Phe Ser
1120

cat tat cta
His Tyr Leu
1135

arc caa gca
ITe Gln Ala

2

1163
PRT
Rattus sp.

2

35

cac
His

ttg
L.eu

ata
Ile

ctg
Leu

ata
Ile

CCa
Pro

gtr
val

aaa
Lys
1075

aag
Lys

1090

ttc
phe

atrt
Tle

ggd
Gly

aaa
Lys

aat
Asn

Y
Pro

crt
Leu

atce
Tle
1155

CZ 304224

Ala Glu Lys

950

tca
ser

gct
Ala
965

Tac
TYr

gta
val

ctc
Leu
980

tag
Trp

tta
Leu

tte
phe

ctg
Leu

att
Ile

oty

tac
Tyr

gece
Ala

tat
Tyr

aag
Lys

Lys

ttg
Leu

aga
Arg

ctg
Leu

gec
Ala

1015

gt
va

1030

ttc

gea
phe

agg
Ala

Arg
1045

aaa tac
Lys Tyr

cag
Gin
1060

gaa
Glu

cty
Leu

agg
Arg

trt
pPhe

&

gca
Ala

gt
va

ctg aca

Leuy

tat
Tyr

agt
ser

€gg
Arg

ttg
Leu

1095

cta

1110

att tat
Ile Tyr
1125

gtrt
val

gca
Ala
1140

aac aag
Asn Lys

cct gga ttg
Pro Gly Leu

40

gaa
Glu

agt

ser

aag

Lys

-55-

Leu

tca
Ser

gac
Asp

ctg
Ley

Pro

geca
Ala

att
Ile
985

tct
Ser

1000

ttg

Leu

atg
1le

tta
Leu

aat
Asn

ctr
Leu

gec
Ala

cag
Gin

gaa
Glu

tct
Ser
1065

ttc
phe

1080

atg
met

ctg

Thr Leu Leu

cgg
Arg

gte
val

cgce

ATG
1160

ser Leu val Ser Ser

Phe Lys fyr Gln phe
25

Glu G6lu GTu Asp Glu

tgg
Trp

att
Ile

cat
H1s

aag
LysS
1145

aaa
Lys

tct

Ser Asp Thr

955
cty
Leu

agt
Ser

gag
Glu
970

act
Thr

Val

tcg
ser

aag
LYyS

aag
Lys

aca

ctg
Thr

Leu

ctcC
Leu

ctg
Leu

Glu

aaa
Lys

oty

TLc
Phe
1005

gt
Va.

1020

atc
ile
1035

gct

cay
Ala

Gin

gt

gaa
val

Ser Glu
1050

crt
Leu

gct ggt
Ala G?y
gat
ASp

tta
Leu

gtt
val

Tt
Phe

act

gt
' Thr

va

aaa
Lys

gct
Ala

cat
His

gat
Asp
1085

tat
Tyr

1100

tta
Leu

gcr
Ala
1115

ctg
Leu

gt
va

cag
Gin
1130

cag
GIn

gat gcc atg
Asp Ala Met

gca gat
ATa Asp

15

45

atce
Ile

ata
Ile

gce
Ala

ser Thr Asp Ser
val Thr Glu pro

Glu Glu ASp ASD

3171

3219

3267

3315

3363

3411

3459

3507

3555

3603

3651

3699

3741



Glu
Leu
phe
Ala
Ala
Lys
Pro
145
Pro
phe
LYS
Gln
Ser
225
Gly
Leu
val
Gly
Glu
305
Leu
Lys
Glu
phe
ser

385
Arg

val

Ala
Thr
465
Gin
val
Ser
Pro
Gly
545
Glu

Phe

ASp
50
Ser

ser. ¢

Pra
Ala
Leu
130
Ala
Ala
ala
Ile
Glu
210
Leu
Asn
Asn
Asn
ser
290
Asn
val
Glu
Met
LYS
370
Arg
LYS
Glu
Lys
Thr
450
Ser
1ile
ala
Lys
Asp
530
Thr
Ala

Glu

Leu

Met

195

Asp
Ser
Leu
Glu
Arg
275
ser
Thr
Cys
AsSp
GIn
355
Pro
ASp
Cys
Gly
Asp
435
Glu
Glu
Ile
val
val
515
teu
Lys
Ile

Glu

Glu
Ala
AsSp
Ala
100
Ala
Glu
Ala
Prro
Pro
180
Asp
Phe
Pro
Ser
Ala
260
Asp
Phe
Lys

Ser

Met
Phe
val
Leu
Arg
420
ser
Ser
Asn
Thr
Gln
500
Thr
val
ile
Gin

ala
580

Glu
Ala
Ser
85

Ala
Pro
AsSp
ser
Lys
165
Ala
Leu
Pro
Leu
aAla
245
ser
Ley
Lys
Glu

Ala
325

Arg val
340

ser

Leu
Glu
405
ASN
sSer
Thr
Lys
Glu
485
ASD
Glu
Glin
Ala
Glu

565
Glu

Ley
val

val

Pro
ser
Asp
Pro
150
Arg
Ala
Met
Ser
Ser
230
val

Lys
Ala
Gly
Glu
310
Ala
val

val

Glin
Ala
390
ASp
Glu
Arg
Thr
Thr
470
Lys
Ser
Ala
Glu
Tyr
550
ser

aAla

Glu
55
Pro

Pro

G

Leu
Glu
135
Leu
Arg
ser
Glu
val
215
Thr

ser

Glu

Glu
Ser
295
val
Leu
ser
val
Ala
375
Ala
Ser
ASp
Ala
Ala
455
ASD
Thr
Glu
Ala
ATa
535
Glu
Ley

Thr

CZ 304224

val
Pro
Pro
Arg
Pro
120
Pro
Ala
Gly
Glu

Gln

200

Leu
val
Ser
Leu
phe
280
Pro
Ile
His
pro

Ala

360

rp

Arg

Leu

Ala
Tyr
440
ASh
Glu
Ser
Ala
val
520
Cys

Thr

Tyr

Pro

Leu
ala
Ala
Gln
105
Pro
Pro
Glu
ser
Pro
185
Pro
Leu
ser
ser
Pro
265
ser
Lys
val
Ser
Glu
345
Pro
Glu
Ala
Glu
Ser
425
Ile
Thr
Lys
Pro
ASD
505
ser
Glu
Lys
Pro

Ser
585

Glu
Ala
Pro
90

Pro
Ala
Ala
Pro
Gly
170
val
Gly
Glu
Phe
Glu
250
Glu
Glu
Gly
Arg

Pro
330

Lys

val
val
AsSn
Gln
410
phe
Thr
Phe
Lys
Lys
490
Tyr
Asn
ser
val
Thr
570
Pro

-56 -

Arg
ata
75

Arg
ser
Ala
Arg
Ala
155
ser
Ile
Asn
Thr
Lys
235
Gly
Arg
Leu
Glu
Ser
315
GIn
Thr
Arg
Lys
val
385
Lys
Pro
Cys
Pro
Ile
475
Thr
val
Met
Glu
Asp
555
ala

Vval

Lys
60

Ala
Gly
Trp
Ala
Pro
140
Ala
val
Pro
Thy
Ala
220
Glu
The
Ala
Glu
Ser
300
Lys
Glu
Met
Glu
Asp
380
Glu
Ser
ser
Ala
Leu
460
Glu
Ser
Thr
Pro
Leu
540
Leu
Gin

Leu

Pro
Pro
Pra
Glu
val
125
Pro
Pro
ASD
ser
val
205
Ala
His
Ile
Thr

Tyr
285
Ala
Asp
ser
ASp
Glu
365
Thr
ser
Leu
Thr
Ser
445
Ley
Glu
Asn
Thr
Glu
525
Asn
val

Leu

Pro

Ala
Leu
Leu
Arg
110
Leu
Pro
Pro

alu

Ser

190
Ser

ser
Gly
Glu
Asn
270
ser
Ile
Lys
Pro
Ile
350
Tyr
Tyr
Lys
Gly
Pro

430
Phe

Arg
pPro
ASp
510
Gly
Glu
Gin
Cys

Asp
590

Ala
Leu
Pro
95

ser
Pro
Pro
ser
Thr
175
Ala
ser
Leu

Tyr

Glu

255
Pro

Glu
Ley
Glu
val
335
Phe
Ala
Glu
val
Lys
415
Glu
Thr
ASD
Lys
Phe
495
Thr
Leu
Ala
Thr
Pro
575
1le

Gly
AsSp
80

Ala
Pro
Ser
Pro
Thr
160
Leu
Glu
Gly
Pro
L.eu
240
Thr
Phe
Met
val
ASD
320
Gly
Asn
Asp
Gly
ASpD
400
ASD
Pro
Ser
His
Ala
480
Leu

Leu

Thr
ser
560
Ser

val



Met
val
Asp
625
Met
Pro
ser
Ser
val
705
Pro
Gln
Glu

Glu

Thire

785
Lys

Asp
Phe
val
L.eu
865
ASp
Ile
Arg
Leu
Thr
945
Arg
val
Gly

Ser

pPhe

1025

Gly
Glu
Thr
ser

Leu

1105

Glu Ala
595
Gln Pro
610
Ser Tle

Asn val
Glu Ser

1le Ala
675

Pro Asp

690

Pro Glu

val Asp
Glu Glu

Thr val
755

Leu Gly

770

LYyS Asp

Ile Ser

ASp Leu

ser Asp
835

Sser Ala

850

Glu val

Ser Leu
Tyr Pro
Ser Ser
8915
Glu Pro
930
Lys Glu
Ser Ley
Asp Leu
Ala ser
995
val thr
1010
Arg 1le
His Pro

Leu val

Pro
Ser
Lys
Ala
Phe
660
Cys
phe
His
Leu
Ala
740
Ala
Lys
Ala
Leu
Leu
820
Ser
Lys
Ser
Pro
Lys
%00
val
Gin
Ala
Ser
Leu
980
Leu
Ala
TYP
phe

Gin

1060
Ile Lys Glu teu Arg Arg Leu Phe
1075 1080

fLeu
val
Ley
Leu
645
ASN
ASD
ser

Ala

phe

725
val

Gn
Pro
Ala
GIn
805
Ser
Ser
Asp
ASp
cys
B85S
ASp
ser
Thr
Glu
Ala
965
Tyr
Phe
Tyr
Lys

Arg

1045

Asn
Ser

Glu
630

LYS

Ala
Leu
Asn
Glu
710
ser
Met
His
Tyr
ser
790
Met

Ser

Pro

Asp
Lys
870
Leu
Glu
Lys
Glu
LYS
950
val
Trp
L.eu

Ile

Gly

CZ 304224

Ser Leu Leu
600

Pro Leu Glu

615

Pro Glu Asn

Ala Leu Gly

Ala val GIn
665

ITe Lys Glu

680

Tyr Ser Glu

695

Leu val Glu

ASp -Asp ser

Leuy Met Lys
745
Lys Glu 6lu
760
Leu Glu Ser
775
Asn Asp Ile

Glu GTu Phe

Lys Glu Asp
825

Ile Glu 1le

840
Ser Pro Lys
855

ser Glu Ile

Glu Leu Pro

val His val
905
Ala ser 1le
920
Metr Gly Ser
935
Lys Leu Pro

teu Ser Ala

arg Asp Ile
985
Leu l.eu Ser
1000
Ala teu Ala
1015
val 1Ile GIn

1030

Ala

Tyr Leu Glu

LYS Tyr Ser Asn S

1

Leu Lys Phe Ala val Leu Met Trp
1095

1090

Phe Asn Gly Leu Thr Leu Leu Ile
1110

ser Ile Pro val ITe Tyr Glu Arg His

1125

Pra
Ala
Pro
Thr
650
Glu
Thr
Ile
ASp
Ile
730
Glu
Arg
Phe
Pro
Asn
810
Lys
Ite
Leu
Ala
Cys
890
ser
Ser
Ile
Ser
Glu
970
Lys
Leu
Ley
Ala
Ser
1050
Ala
Leu
val

Leu

B6

Ser
Pro
Pro
635
Lys
Thr
Lys
Ala
ser
715
Pro
Ser
Leu
GlIn
Thr
795
Thr
Ile
ASp
Ala
Asn
875
AsSp
ASp
Pro
val
Asp
955
Leu
Lys
Thr
Leu
Ile
1035
Glu
Leu
val
Phe

ala
1115

Ala 6ly ala
605

Pro Pro val

620

Pro Tyr Glu

Glu Gly ITe

Glu Ala Pro
670
Leu Ser Thr
685
Lys pPhe Glu
700 )
ser Pro Glu

Glu val pro

Leu Thr Glu
750
Ser Ala Ser
765
Pro Asn Leu
780
Leu Thr Lys

Ala ITe Tyr

Lys Glu ser
830
Glu phe Pra
845
Lys Glu Tyr
860
Ile Gln ser

Leu Ser phe

Glu Phe Ser
310
ser Asn val
925
LYS Ser Lys
940
Thr Glu Lys

Ser Lys Thr

Thr Gly val
990
val pPhe ser
1005
ser val Thr
1020
GlIn Lys ser

val ala 1le

Gly His val

ser
ser
Glu
Lys
655
Tyr
Glu
Lys
Ser
Gln
735
val
Pro
His
Lys
ser
815
Glu
Thr
Thr
Gly

LyS
895

Glu

ser
ser
Glu
sSer
975
val
Ile
Ile
Asp

ser

1055

ASh

1070
Asp Asp Leu val Asp

1085

val
Tyr
Ala
640
Glu
Ile
Pro
ser
Glu
720
Thr
ser
Gln
ser
Glu
800
Ash
Thr
phe
AsSp
Ala
880
Asn
ASn
Ala
Leu
Asp
360
val
Phe
val
ser
Glu
1040
Glu

Ser

Thr Tyr val Gly Ala

1100

Leu Ile Sar Leu Phe

1120

GIn val Gln Ile Asp His Tyr

1130

-57-

1135



20

25

30

35

40

45

CZ 304224 B6

Leu Gly Leu Ala Asn Lys Ser val Lys Asp Ala Met Ala Lys Ile Gln

ATa Lys Ile pro Gly Leu Lys Arg Lys Ala Asp
1160

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

Glu Tyr Leu Gly Asp Leu Pro Ala val
1 5

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220

<221>
<222>
<223>

<400>

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

1140
1155

13
PRT
Bos sp.

4

11
PRT
Bos sp.

5

15
PRT
Bos sp.

VARIANT
2
Xaa = any amino acid

5

Lys Xaa Tyr teu Glu Ser Ite 6In Pro
5

6

9

PRT
Bos sp.

VARIANT
2,5
Xaa = any amino acid

6

1145

10

Glu ITe Ala Glu Ile Gln Asp Gly Glu Ser Leu
5 10

Lys Xaa Phe Glu Xaa val Trp Glu val
5

-58-

Ley Pro Thr Glu

1150

Ser Leu Gly Ile Thr Lys
10 15



20

25

30

35

40

45

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

7

11
PRT
Bos sp.

CZ 304224 B6

v§1 val Asp Leu Leu Tyr Trp Arg Asp Ile Lys
. 5 10

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

Lys Ala val Ala A
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu Tle Ala Asp 1l

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

w¥Ss
I

<210>
<211>
<212>
<213>

8

16
PRT
Bos sp.

8

9

13
PRT
Bos sp.

9

10

12
PRT
Bos sp.

10

11

15
PRT
Bos sp.

11

Pro Tyr teu Géu Ser Phe Gin Pro Ser teu Gly Ile Thr Lys
10

12

9

PRT
Bos sp.

1a 6lu Ala ser Met A
3 1

Glu Tyr Leu Gly Asp Leu Pro Ala val Leu pPro Thr Glu
1 T8 i

€ GIn Asp Gly Ala Géy Ser Leu
1

-59-

rg Glu Glu Tyr Ala Asp Phe
0 15

15



20

25

30

35

40

45

<400>

Lys Pro phe Glu Arg val Trp 6lu val
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

val val Asp Leu Leu Tyr Trp Arg Asp
3 e v

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys Gly val Ala Ala Glu Ala ser Met Gly Glu Glu Tyr Ala Asp Phe
1 5 10 15

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

Gly Tyr teu Gly Asn Leu Ser Ala val Ser Ser Ser Glu
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

Lys
1

12

13

11
PRT
Bos sp.

13

3

14

16
PRT
Bos sp.

14

15

13

PRT
Rattus sp.

15

16

12

PRT
Rattus sp.

16

Glu I1e Ala Asn Ile Gln Ser Gly Ala A
5 1

17

15

PRT
Rattus sp.

17

pro Tyr Leu Glu Ser Phe Gln Pro Asn Leu His Ser Thr igs
b 10

>

CzZ 304224 B6

Ile Lys
10

10

- 60 -

sp Ser Leu
0



20

25

30

35

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys Pro Phe Glu Gln Ala Trp Glu val
1

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

18
9
PRT

Rattus sp.

18

19
11
PRT

Rattus sp.

19

5

CZ 304224 B6

val val Asp Leu Leu Tyr Trp Arg Asp ige Lys
1 b

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp
1

Sér
val
Arg
His
65

Gln
Leuy
Leu

Phe

Leu
145

Leu

Phe

val

Ile

50
Pro

Ile
Lys
Lys
AsSn

130
Pro

20
16
PRT

Rattus sp.

20

21
186
PRT

Homo sapiens

21

Leu

Leu
Ala
35

Tyr
Phe
Gln
Glu
Phe
115
Gly

val

Tyr

Leu
20
Tyr

Lys

Lys .

LY¥5
Leuy
100
Ala
Leu

val

Arg

Leu
Ala
val
TYr
70

Thr
Arg
Leu

Ley

val
150

Asp

phe
Leu
Leu
55

Leu
Asp
Leu
Met
Leu

135
Lys

Ile

ser
Ala
4Q

Gln
Glu
Cys
phe
Tr

125
Leu

His

‘Met Gln Met Ser val val Ala pro val A
5 1

Lys

Leu
25

Ala
Ala
Leu
Leu
Leu
105
Leu

Met

Gln

10
Thr

Lay
val
Glu
Gin
val
Leu
Ala

Ala

-61 -

Thr

Glin
Ser
Gln
Ile
75

Phe
Gin
Thr

val

Gin
155

Gly

Phe
Ala
LYS
60

Thr
Tyr
Asp
Tyr
val

140
Ile

Ile

sSer
Thr
45

Thr
Leu
val
Leu
val
125
ser

ASD

val

val
Ile
ASp
Ser
Asn
val
110
Gly

Met

Glin

Phe

15
val

ser
Glu
GIn
Ser
a5

ASp
Ala
phe

Tyr

rg Glu Glu Tyr Ala Asp Phe
0 15

Gly

Ser
Phe
Gly
Glu
80

Thr
ser
Ley

Thr

Leu
160



Gly teu val arg Th
i85

<210>
211>
212>
<213>

<400>

ASD
1
Ser
val
Arg
His
65
Gin
Leu
Leu
Phe
Leu
145
Gly

Lys

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

Leu
Phe
val
Ile
50

Pro
Tle
Lys
Lys
Asn
130
Pro
Leu

Tle

22

186
PRT
Rattus sp.

22

Leu
Leu
ala
35

Tyr
phe
Gln
Glu
Phe
115
Gly
val
vai

Pro

23

186
PRT
Gallus gallus

23

Asn Leu Leu
1

Ser
val
Arg
His
65

Glin
val
Leu
phe
Leu
145
Gly

Lys

Leuy
val
Ile
50
Pro
Ile
Lys
Lys
Asn
130
Pro
Leu

1le

Leu
Ala
35

Tyr
rhe
Gin
Glu
Phe
115
Gly
val
val

Pro

180

Tyr
Leu
20

Tyr
LYS
LysS
Lys
Leu
100
Ala
Leu
val
Arg

Gly
180

Trp
5
Leu
Leu
ser
Ala
Tyr
85
ATg
val
Thr
Tyr
Thr

165
Ala

Trp
5
Leu
Ley
ser
Ala
TYr
85
Arg
val
Thr
Tyr
Thr

163
Ala

Arg
Leu
Ala
val
Tyr
Thr
Arg
Leu
ey
val
150
His

Lys

Asp I

Phe
Leu
Leu
55

Leu
AsSp
Leu
Met
Leu
135
Lys
Ile

Arg

Arg Asp

Leu
Ala
val
Tyr
Thr
Arg
Leu
Leu
ASp
150
HiS

Lys

Phe
Leu
Leu
55

Leu
ASp
Leu
Met
Leu
135
LyS
1le

Arg

CZ 304224 B6

Ser
Ala
40

Gln
Glu
Cys
Phe
Trp
120
Leu
His
Asn

His

Ile
Ser
Ala
40

Gin
Asp
Cys
Phe
Trp
120
Ile
TYr
Asn

Lys

170
Lys Lle Pro Gly Ala Lys Arg His Ala Glu

185

Lys
Leu
Ala
ala
Leu
teu
Leu
105
Leu
Met
GIn
Thr

Alg
185

Lys
Leu
Gly
Ala
met
Leu
Leu
105
Leu
Met
GlIn
Thr

Ala
185

Glin
Thr
Leu
val
Glu
GlIn
val

Leu

Ala

Ala
val

170
Glu

Gla
10

Thr
Leu
val
Glu
GIn
30

val
Leu
Ala
Ala
val

170
Glu

-62 -

Thr

Gln

Ser
Gln
Ile
75

Leu
Glin
Thr
val
Gln

155
val

Thr
Glin
ser
Gln
Met
75

Leu

Thr
val
Gln

155
val

Gly
Phe
Ala
LyS
Thr
Tyr
Asp
Tyr
val
140
val

Ala

Gly
Phe
Ala
Lys
60

Asn
Tyr
ASp
TYr
val
140
Ile

Ala

1ile
Ser
Thr
45

Thr
Leu
val
Leu
val
125
Ser
Asp

Lys

ile
ser
Thr
45

Thr
Leu
val
Leu
val
125
Ser
Asp

Lys

175

val
val
30

Ile
ASD
Ser
ASn
val
110
Gly
Met
Gln

Tle

val
val
Ile
Asp
Ser
Asn
val
110
Gly
Met
Glin

ile

Phe
val
Ser
Glu
GIn
ser
95

ASp
ala
phe
Tyr

Glin
175

Phe
val
ser
Glu
Gin
Ser
935

Asp
Ala
Phe
Tyr

Gin
175

r His Ile Asn Ala val val Ala Lys 1le GIn Ala

Gly
ser
Phe
Gly
Glu
Thr
ser
Leu
Thr
Leu

160
ala

Gly
ser
Phe
Gly
Asp
Thr
Ser
Leu
Thr
Leu

160
Ala



10

15

20

<210>

211> 1

<212>
<213>

<400>

Asp
1
Ala
val
Arg
His
65
Ley
Ile
teuy
phe
val
145
cly

Lys

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

Leu
ser
Thr
Ile
50
Pro
val
Lys
Lys
Asn
130
Pro
Leu

1le

24

86

PRT
Bos sp.

24

Leu
Leau
Ala
35

Tyr
phe
Gin
Glu
Phe
115
Gly
Val
Ala

Piro

25

186
PRT
Rattus sp.

25

Tyr
pPhe
20

Tyr

Lys

Arg

Lys
Leu
100
Ala
Leu
ITe
Asn

Gly
180

Aip;Lea Leu Tyr

Ala
val
A g
His
65

Leu
I1le
Leu
Phe
Ile
145
Gly
Lys

<210>
<211>

ser
Thr
Ile
50

Pro
vai

LysS
Lys
Asn
130
Pro
Ley

Ile

Leu

Ala

35
Tyr

phe
Gln
Glu
Phe
118§
Gly
val
Ala

Pro

26
194

phe
20
Tyr
Lys
Arg
Lys
Leu
100
Ala
Ley
Ile
Asn

Gly
180

Trp
Leu
Ile
Gly
Ala
8
Arg
val
Thr
Tyr
Lys

165
Leu

Arg

Ley
Ala
val
TY"r
70
ser
Arg
Ley
Leu
Glu
150
Asn

Lys

Asp.
Leu
teu
Iie
55

Leu
Asn
Leu
Met
Léu
135
Arg
val

Arg

CZ 304224 B6

ITe Lys Lys
10

ser
Ala
40

Gln

Glu

Ley
25

Leu
Ala

ser

Thr
Laty
Ile

Glu

Ser Ala Leu

Phe

Trp
120

Leu
105
val

90
val

phe

Ile teu Ala

His
LYS

Lys

Gln
ASp

Ala
185

ala

Ala
170
Glu

Trp Arg Asp Ile Lys Lys
5 10

Leu
Ile
Gly
Ala

Tyr

§5

Arg

val

Thr
Tyr
Lys

165
Leu

Leu
Ala
val
Tyr
70

ser
Arg
ey
Leuy
Glu
150
Ser

Lys

Leu
Leu
Ile
55
Leu
Asn
ieu
Metr
tey
135
Arg
va'l

Arg

ser
Ala
40

Gln
Glu
Ser
Phe
Trp
120
Ile
His
Lys

Lys

Leu
25
Leu
Ala
Ser
Ala
Leu
105
val
Leu
Glin
Asp

Ala
185

Thr
lLeu
Ile
Gly
Leu
90
val
Phe
Ala
val
Ala

170
Asp
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Thr

val

Ser
GIn
val

Gly
AsSp
Thr
Leu
Glin

155
Met

Thr
val
sSer
Gin
val
Gly
Asp
Thr
Leu
Gin

155
Met

Gly
phe
val
Lys
Ala
His
Asp
Tyr
Ile
140
Ile

Ala

val

Ser

Thr

45
ser

Ile
val
Ley
val
125
ser
AS ]3

Lys

Gly val

phe
val
Lys
60

ala
His
ASp
Tyr
Ile
140
Ile

Ala

Ser
Thr
ser
Ile
val

Leu
val

125
Ser
AsSp

Lys

val

Ile
Ile
Asp
ser
Asn
val

110
Gly
Leu
His

Ile

val
Ile
Ile
ASD
Ser
Asn
val
110
Gly
Leu
His

Ile

phe Gly
val ser
ser Phe
G¢lu Gly

Glu Glu
80

Cys Thr

95

Asp Ser

Ala Lteu
Phe Ser

Tyr Leu

160
GIn Ala
175

Phe Gly
15
val ser

Ser phe
clu Gly
Glu Glu
80
ser Thr

95
Asp Ser

Ala Leu
Phe Ser
Tyr Leu

160

Gln Ala
175



20

<212>

PRT

CZ 304224 B6

<213> Caenorhabditis elegans

<400> 26
Asp val Tile Tyr Trp Arg Asp Ala Lys Lys Ser Ala Ile val Leu Ser
1 5 10 15
Leu Ala Leu Leu val reu phe val Leu ATa Lys Tyr Pro Leu Leu Thr
20 25 30
val val Thr Tyr Ser Leu Leu Leu Ala Leu Gly Ala AgavAWa Gly Phe
35 40 4
Arg val phe Lys Lys val Glu Ala GIn Ile Lys Lys Thr Asp Ser Glu
50 55 60
His Pro Phe Ser Glu Ile Leu Ala GIn Asp Leu Thr Leu Pro Glin géu
85 7 75
Ltys val His Ala GIn Ala asp val phe val Glu His Ala Thr ggs Ile
85 30
Ala Asn Lys Leu Lys Lys Leu val phe val Glu Ser Pro Leu Glu Ser
100 105 110
ile Lys Phe:Gly Leu val Leu Trp Ser Leu Thr Tyr 1le Ala Ser Trp
115 120 125
phe Ser Gly Phe Thr Leu Ala Lle Leu Gly Leu Leu Gly val Phe Ser
130 135 140 )
val pro Lys val Tyr Glu Ser Asn GIn Glu Ala Ile AsSp Pro His Leu
145 150 153 160
Ala Thr Ile ser Gly His Leu Lys Asn val Gin Asn Ile Ile Asp Glu
165 170 175
Lys Leu Pro Phe teu Arg Ser Ala Pro val Ala Ala Glu Glu Lys Ly$
180 185 180
Asp GIn
<210> 27
<211> 150
<212> PRT
<213> Drosophila melanogaster
<400> 27
AsSn Leu Leu Leu Tgp Arg Asn Ser Arg Lys Thr Leu 1le val phe Thr
1 i 15
Gly Tle Leu Lgu Leu Leu Leu Asp ga? Met val His Ser val Ile ser
2 5 30
val Ile ggr Met val Gly 1le Tgr val Leu Ile Ala Ala Ile Gly His
4 45
Arg Lgu Leu val Glin Phe Trp Ser Ile Trp Lys Lys Asp Glu Asn Lys
5 55 60
Asp 6In Ile Leu Arg Phe Tyr Pro His Pro Lys Ile Glu Ile Pro Arg
65 70 75 80
Glu Glu Thr Leu Tyr Leu Ala Gly Lys Ala val ser His ITe Asn teuy
85 %0 95
Ile teu Asn Arg Met Ile Glu Leu Leu Leu val Glu Lys Trp Glu Asp
100 105 110
Ser Lew Lys Phe Leu val Leu Leu Cys Gly Ile asn Leu Leu Gly Asp
115 120 125
Cys Phe asn Gly teu Thr Leu Leu Ile Phe Gly Met Cys Ile Cys Cys
130 135 140
Leu Thr Leu Leu Tyr Leu
1435 156
<210> 28
211> 3833
<212> DNA
<213> Bos sp.
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<400> 28

cratctectce
gtactgcccea
gagaaggcaa
tcagaaatgg
aatccraggg
aacatcctic
gatagagttc
gaagctreta
aaagatactt
ttggaagglta
aaagatagtg
ggrggrecg
acaaacattt
atagaaaaaa
ctttccttat
aggrgaccga
aagcatgtga
tggacctggt
geceatertt
aagcaccatt
caccattaga
ceecaceata
aaatcacaga
¢crattgcatg
ctagttrattc
aagattcctc
ttccacaaaa
¢tgagtcaat
gaggaaaacc
cacctgatga
tcaatactge
aaagtgaaac
tcagtictaa
cccacaaaag
tgceccatga
agttctccaa
ctrtggatge
ccgagagaaa
cagcagaget
ctggagtggt
tgagtgtaac
ataagggtgt
tggaatctga
gtcatgttaa
atictctgaa
gtctgacact
ggcatcagye

tggcraaaat

aagagttaac
gggtcaggga
caacgcagey
attgtaagct
acrggtgaat
gcrgtatttyg
grgcactgtg
agateatgec
trgtgaaatt
ratatagtgt
ctrergreat
tctaggegea
acataaactt
ctaatgcttc
cgatttatac
tgtaaaagca

<210> 29

tctcageege
ctgaaggaac
aaaatccatt
aatcatcatt
acgaaatagt
atactcagea
tgtciccaga
tgggggagga
Acaagcaaga
aagtggataa
aaagcagraa
gagegtacay
ttoccttgtt
aaaggcacaa
ggcagcacag
ggaagtagtg
aagtgaattg
tcaaacttca
tgaagaatct
aaattctgta
aactcttect
tgaggaggcec
gecctgaaggt
tgatttaatt
agaaatagea
ceceegatict
acaagatrgaa
gacaggacat
gtatttggag
agtttcagea
agtrtattca
attttcagat
agcagatct
tgaaattgcet
cererettic
agatagggyt
tcaagcagag
actrectct
gagtaaaact
gtttggtgec
ggcctacart
gatccaggct
agttgctata
ctgcacaata
gtttgcagtg
actaattttg
graaatagat
ccaagcaaaa
aatagaggag
agaacaaage
tctgagyaaa
gctatgtratg
aaacaaagat

gggaattgra

tacggtotgt
accaaggeag
tactgrtgta
ticacgaagce
gggrtttaty
ctaceatcty
cactgcacag
caaaaatgtt
aatrtgtggtrt
aagtatcaat

211>
<212>
<213>
<220>

1178
PRT
Homo sapiens

CZ 304224 B6

tgettttaaa
actrtecagea
tgtagagaga
cagtggetct
tgtgaggagt
ggagttatct
aaaaacaaag
atatgcagac
tagtgatgtt
gaaacactit
tgatgacact
cacgtgtgcet
ggaagatrcar
attgtaacag
gagtcraaga
gcaaacatgce
aatgaagcta
gaagctgtge
gaagctacte
gttectagtg
tcagrraatt
atgaatgtat
atrtagtgtag
aaagaaacaa
gaagtrgcac
gaaccagttg
gcrgtaatac
gacaataagg
tertttcage
ttgacccaaa
agtgatggert
tcatctceega
fcrectacat
gacatccagg
aagagtatac
gatgtttcaa
ataggcagea
gdtacagaaa
tcagttgrry
agettgrrcce
geerrggecec
atccagaaat
tctgaggagt
aaagaactca
ttgatgtyggg
getetgattt
cattatciyg
atcectggat
fttatcitta
¢itgacartg
datgacctgt
gatttaaatc
crgagaaagc
aagaaagtgg
grtaggrtgat
gagtgaaaaa
ttaatrtgceea
ttageccLtt
tgtgtagrce
tttrecaacac
actractgta
tgcaaatatc
taagctgtat
aaagcttata

gaacgtgaat
acttcaaatg
aatttaacag
€aaaaggcag
agagataaag
acagtcctta
gacagtrtta
ttcaaaccat
ttgattgoty
tcagatagece
tcatticeca
cectttaacc
acttcggaaa
agaagaatgc
cagattacgt
ctyaaggtct
ctggtacaaa
aggagrcact
cgtcaccggr
ctggtgottc
atgaaageatr
cactaaaaaa
ctgricagga
agatctctac
agcceagtgec
acttatttag
ttgtgaaaga
gaaaactcag
ccagtttagg
aggagaaaat
tattcattge
ttgagattat
tagccaggga
atggagctgg
aacctaaaga
aggrgecogt
tagaaaaacc
aagagcgaag
accrecteta
tgetgetctc
tgctctctgt
ctgatgaagg
tggttcagaa
gacgeotott
tatttaccta
cactcttcag
gacttgcaaa
tgaageglaa
aaggggarat
cagtgcagtt
crtgactgee
gtaatcatat
tgtatattac
agcrgacaga
gragattitc
gettgecttt
atataagtaz
aceLeeccay
caaagcacat
gaaccgacge
gttaatttta
aaacattgtt
tgaactaaat
gacttaaaaa
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accttggtga
aagctictaa
aartttcaga
aacctgeegt
aagaggactt
cgaaatcagt
aggaaaaggg
ttgagegagt
gaggraatat

ttgaacaaac

gtacaccaga

caacaactga
ataagacaga

aagtgtcaag

tdcadacagat

aacccecagat

aattgeortt

traccctgta

rrrgectgac

tgcagtgcag

aaagtttgag

agaatcagga
aacagaagct
tgaaccgact

cgagcatict

tgatgattca

aaaccteact
tgctteacea
catcacaaaa
ccetttgeag
tcaggaagca
agatgagttc
atacactgac
gtcattggct
ggaagttcat
actgectecea
caaagtrctt
atctecatct
ctggagagac
gctgacagta
gactatcagc
ccacccattce
gtacagcaat
cttagrrgat
tgrtgytgec
tgttectgrt
taagaatgtt
agcrgaatga
tcatttgatt
tcacagatct
ctgtgticat
ttgtitttcc
acttigtege
aataaccort
tgaaatgaaa
cctggtatgt
atatagatta
crgeeecaca
aagcraggga
catgcaaaca
tcacaaactc
atgraagaaa
¢tgtggaatg
aaaaaaaaaa

tttaccagea
agcatrtctca
attggaatat
aacagtageyg
agttagtctt
tgaagaagaa
agttycagea
atgggaagty
agagagcaaa
gaatcgtgaa
agctgtaaga
gaatgtttca
tgaaaaaaag
acatcaaacc
catgtgtcaa
ttggttcagg
gaaacaaaaa
acacageitt
attgtcatgyg
crcagttcat
cctgaaaatc
atgaatgaag
ccttatatat
ccagatttet
gagctagttg
atacccgaag
gaaatttcat
tcacctgagyg
gataccttag
atggaggage
aacctaagag
ccgacctttg
ctagaagtag
tgtgcaggat
gtcceagatg
gatgttictg
gtgaaagaag
getatattrt
attaagaaga
ttcagcattg
tttaggatat
agggcatatt
tctgetcettg
gatttagttyg
ttgttcaatg
atttatgaac
aaagatgcta
gaaagcctga
ccattygggga
tratrrtttag
catcttaagt
tgtatgaggc
aggtagtcte
ttcacagttt
tgtttagacy
tctaggtgta
tatatatcta
gtgcttgata
gaaacgtact
gaactcctca
tggactgaat
atataaatga
cattgtgaac
aaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3833



CZ 304224 B6

<221> VARIANT
<222> 187,188, 189, 190, 221, 328, 477
<223> Xaa = any amino acid

<400> 29

Met Glu Asp Leu Asp Gln Ser Pro Leu val Ser Ser Ser Asp Sgr ero
1 5 10 1
Pro Arg Pro Gln Pro Ala Phe Lys Tyr GIn phe val arg Glu Pro Glu

asp Glu 6lu 6lu 6lu Glu Glu Glu Glu Glu Glu ASp g?u ASp Glu Asp
35 40 5
teu Glu Glu Leu Glu val Leu Glu Arg Lys Pro g{l}a Ala Gly Leu Ser
50 55
ala Ala Pro val pro Thr Ala Pro Ala Ala Gly Ala Pro Leu Met Asp
65 70 75 80
rhe Gly Asn Asp gge val Pro Pro Ala ggo Arg Gly Pro Leu ggn Ala
ala pro pro val Ala Pro Glu Arg GIn Pro Ser Trp Asp Pro Ser Pro
100 105 110
val ser Ser Thr val pro Ala Pro Ser Pro Leu Ser Ala Ala Ala val
11§ 120 125
ser Pro Ser Lys Leu Pro Glu Asp Asp Glu Pro Pro Ala Arg Pro Pro
130 135 140
Pro Pro Pro Pro Ala Ser val Ser Pro Gln Ala Glu Pro val Trp Thr
145 150 155 160
pro pPro Ala pro Ala Pro ala Ala Pro Pro Ser Thr Pro Ala Ala Pro
165 170 175
Lys Arg Arg Gly Ser Ser Gly Ala val val xaa xaa Xaa Xaa Lys Tle
180 i85 180
Met Asp Leu Lys GTu GIn Pro Gly Asn Thr Ile Ser Ala Gly Gln Glu
195 200 205 _
Asp Phe Pro Ser val Leu Leu Glu Thr Ala Ala Ser Xaa Pro Ser Leu
210 215 220
Sar Pro Leu Ser Ala ala ser phe Lys Glu His Glu Tyr Leu Gly Asn
225 230 235 240
Leu Ser Thr val teu Pro Thr 6lu Gly Thr teu GIn Glu Asn val Ser
245 250 255
G¢lu Ala ser Lys Glu val ser Glu Lys Ala Lys Thr Leu Leu Ile Asp
260 265 270
arg Asp Leu Thr Glu phe Ser Glu Leu Glu Tyr Ser Glu Met Gly Ser
275 280 285
ser phe Ser val Ser Pro Lys Ala Glu Ser Ala val rle val Ala Asn
290 295 300
pro Arg Glu Glu Ile Ile val Lys Asn Lys Asp Glu Glu Glu Lys Leu
305 310 315 320
val ser Asn Asn ITe Leu His xaa GIn Glm Glu Leu Pro Thr Ala teu
325 330 335
Thr Lys teu val Lys Glu Asp Glu val val Ser Ser Glu Lys Ala Lys
340 345 350
asp ser phe asn Glu Lys Arg val Ala val Glu Ala Pro Met Arg Glu
355 360 365
Gtu Tyr Ala Asp phe tys pro phe Glu Arg val Trp Glu val Lys Asp
370 375 380 )
ser Lys Glu Asp Ser Asp Met Leu Ala Ala Gly Gly Lys Ile Glu Ser
385 390 395 400
asn Leu Glu Ser Lys val Asp Lys Lys Cys Phe Ala asp Ser Leu Glu
405 310 415
Gln Thr Asn His Glu Lys Asp Ser Glu Ser Ser Asn Asp Asp Thr ser
420 425 430
Phe Pro Ser Thr Pro Glu Gly Ile Lys asp Arg Ser Gly Ala Tyr Ile
435 440 445
Thr Cys Ala Pro Phe Asn Pro Ala Ala Thr Glu Ser Ile ala Thr Asn
450 455 460
e phe Pro Leu leu Glu Asp Pro Thr Ser Glu Asn Xaa Thr Asp Glu
65 470 475 480
s Lys ITe Glu Glu Lys Lys Ala GIn Ile val Thr Glu Lys Asn Thr
485 490 495
sar Thr Lys Thr Ser Asn Pro pPhe Phe val Ala Ala GIn Asp Ser Glu
560 505 510
Thr Asp Tyr val Thr Thr Asp Asn Leu Thr Lys val Thr Glu Glu val
515 520 525
val Ala Asn Met Pro Glu Gly Leu Thr Pro Asp Leu val Gin Glu Ala
330 535 540
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Cys
545%
Thr
TYyr
Pro
Ala
Leu
625
Asn
Gly
Gln
Glu
Glu
705
Glu
ser
Lys
Asn
Leu
785
pPro
Met
ser
Pro
Asp
865
His
Cys
val
Ala
His
945
LYS
Ser
ASp
Ala

val
1025

Glu
Lys
Pro
ser
val
610
clu
Pro
Ile
Glu
Thr
690
Met
ASp
Ile
Glu
Lys
770
Giu
ASP
Glu
LYS
Ile
850
Ser
Lys
Thr
Glu
Thr
930
Thr
Glu
Pro

Leu

Ser

Ser
Met
Ala
pPro
595
Pro
Ala
Pro
Lys
Thr
675
Lys
Ala
Ser
Pro

ser

755
Glu

Ser
Glu
Glu
GTu
83S
Glu
Phe
ser
Glu
Glu
915
ser
Gln
Ala
Ser
Leuy

995
Leu

1010

Thr

Ala

Arg Ile Tyr

His Pro phe

Lteu val Gln

L1075

Glu

Asp

Ala
580
val
Ser
sSer
Pro
Glu
660
Glu
Leu
Lys
Ser

ASp

740
Lew

Lys
Phe
val
Leu
820
Ala
Ile
Ser
Glu

Leu
500

Lys
Lys
Ala
Glu
Ala
980
Tyr
phe
Tyr
Lys

Arg

l.eu
.eu
565
Gln
Leu
Ala
Ser
Tyr
645
Glu
ala
ser
val

Pro
725
val

Thr
Leu
Lys
Ser
805
Ser
ain
Ile

Lys:

Tle
885
Pro
Ile
val
Glu
Lys
965
Ile
Trp
Leu
ile

Gly

Asn
550
val
Leu
Pro
Gly
val

830
¢lu

1le

Pro
ala
Glu
710
Asp
Pro
Glu
ser
ieu
790
thr
Thr
Ile
Asp
teu
870
Ala
His
Ser
Leu
Ile
950
LYS
phe
Arg
f.eu

Ala

1030

Glu
Gin
Cys
Asp
Ala
515
Asn
Glu
LYS
Tyr
Glu
695
Gln
sSer
Gln
Thr
Ala
775
ser

l.ey

Ata

Arg
Gy
855
Ala
Asn
ASp
phe
Leu
935
Glu
teu
ser
Asp

Leu

1015

Leu

CZ 304224 B6

val Thr
Thr Ser

Prao Ser
58S
1le val
600
Ser val

Tyr Glu
Ala Met

Gy Pro
665
Ite ser
680
Pro. Ala

Pro val
Glu Pro
Lys Gln
745
Ser pPhe
760
Leu Pro
Leu Asp
ser Lys
val Tyr
825
Glu Thr
840
Phe pro
Arg Glu
Ala Pro
ey Ser
Ser Asp
920
Leu Pro
Ser Ile
fro Ser
Ala Asp
985
Ile Lys
1000
Ser Leu

Ala Leu

val 1le Gin Ala

1045
Ala Tyr Leu
1060
Lys Tyr Ser Asn

Glu ser
106

Ser ala Leu Gly His val

1080

Gly
Glu
570
phe
Met
Ile
Ser
Ser
650
Glu

ITe

Thr
555
vai
Glu
Glu
Gin
Ile
635
val
Asn

Ala

Pro Asp

Pro
val

730
ASp
Glu
Pro
Asn
Lys
810
Ser
Glu
Thr
Tyr
ASD
890
Leu
AsSp
Pro
val

Asp

570
Leu

Lys
Thr
Leu

Ile
1050

5

Glu val Ala Ile

-67 -

Asp
715
ASp
Glu
Ser
Glu
Thr
795
Gly
Asn
Thr
Leu
Thr
875
Gly
Lys
phe
Asp
Lys

o

955
Thr

Gly
Thr
val

Ser
1035

LyS
Met
Glu
Ala
Pro
620
Lys
sSer
Ile
Cys
phe
700
His
Leu
Thr
Met
Gly
780
LysS
LyS
ASD
Phe
Ile
860
Asp
Ala
Asn
ser
val
3540
Pro
Glu
Lys
Gly

Phe
1020

1le ala
Gin Glu

ser Glu
590

Pro Leu

605

Ser Ser

His Glu
Leu Lys

Asn Ala
670

Asp Leu

685

ser Asp

Ser Glu
Phe Ser

val Met
750

Ile Glu

765

Gly Lys

Asp Thr
Ile Pro

ASp Leu
§30

Ser Asp

845

ser Ser

teu Glu
Gly Ser

1le Gin
910

Lys Asn

925

ser Ala

Lys val
Lys Glu

Thr Ser
§90
val val
1005
ser Ile

val Thr Ile

GIn Lys Ser Asp

1070
1085

Tyr

Ser

575
Ala

ASn
Ser
Pro
val

655
Ala
Ile
Tyr
Leu
Asp
735
Leu
Tyr
Pro
Leu
Leu
815
Phe
ser
LYyS
val

Leu
895
Pro
Gly
Leu
Ley
Asp
975
val

Phe
val

ser

Glu
1055

Glu
560
Leu
Thr
ser
Pro
Glu
540
ser
Leu
Lys
Ser
val
720
ASp
val
Glu
TYr
Leuy
800
Gln
ITe
ser
Thr
ser
880
Pro
Lys
Ser
Gly
Glu
960
Arg
val
Gly
ser
Phe

10406
Gly

ser Glu Glu

Asn Cys Thr



CZ 304224 B6

17e Lys Glu Leu Arg Arg Leu Phe Leu val Asp Asp Leu val Asp 5er
1090 1095 1100

Leu Lys Phe Ala val Leu met Trp val phe Thr Tyr val Gly Ala Leu

1105 1110 1115 1120

vhe Asn Gly Leu Thr Leu Leu Ile Leu Ala Leu Ile Ser Leu phe Ser

1125 1130 1135
val pro val 1le Tyr Glu Arg His Gln Ala Gln Ile Asp His Tyr Leu
) 1140 1145 1150
Gly Leu Ala Asn Lys Asn val Lys Asp Ala Met Ala Lys Ile Gln Ala
1155 1160 1165
Lys Ile Pro Gly Leu Lys Arg Lys Ala Glu
1170 1175

<210> 30
<211> 1163
<212> PRT

<213> Rattus sp.

<220>
<221> VARIANT
<222> 469

<223> Xaa = any amino acid

<400> 30

Mgt Glu Asp Ile Asp Gln Ser Ser lLeu ¥g1 Ser Ser Ser Thr Qgp Ser
3
pPro Pro Arg ;ro pro Pro Ala Phe Lys Tyr Gln phe val Thr Glu Pro
0 25 .
Glu Asp g%u Glu Aasp Glu Glu Glu Glu Glu Asp Glu g]u Glu Asp Asp
40 5
Glu §gp Leu Glu Glu Leu Ggu val Leu Glu Arg ggs’Pro Ala ala Gly
5
Leu Ser ala Ala Ala val pra Pro Ala ala ala Ala Pro Leu Leu Asp
65 70 75 80
phe Ser Ser Asp Ser val Pro Pro Ala Pro Arg Gly Pro Leu Pro Ala
85 90 95
ala pro Pro Ala Ala Pro Glu Arg Gln Pro Ser Trp Glu Arg Ser Pro
100 105 110
ala Ala pro ala Pre Ser Leu Pro Pro Ala Ala Ala val Leu Pro Ser
115 120 125
Lys Leu Pro Glu Asp Asp Glu Pro Pro Ala Arg Pro Pro Pro Pro Pro
130 135 140
pro Ala Gly Ala Ser pro tLeu Ala Glu Pro Ala Ala Pro Pro Ser Thr
1435 150 155 160
pro Ala Ala Pro Lys Arg Arg Gly Ser Gly ser val Asp Glu Thr Leu
165 170 175
phe Ala Leu Pro Ala Ala Ser Glu pPro val Ile Pro Ser Ser Ala Glu
180 185 190
Lys Ile Met Asp Leu Met Glu Glp Pro Gly Asn Thr val ser Ser Gly
195 200 205
sln Glu Asp Phe pPro Ser val Leu Leu 6lu Thr Ala Ala Ser Leu Pro
210 215 220
ser Leu Ser Pro Leu Ser Thr val Ser Phe Lys Glu His Gly Tyr Leu
225 230 235 240
Gly Asn Leu Ser Ala val ser ser Ser Glu Gly Thr 1le Glu Glu Thr
245 250 255
Leu Asn Glu Ala Ser Lys Glu Leu Pro Glu Arg Ala Thr Asn Pro Phe
260 265 270
val Asn Arg Asp Leu Ala Glu Phe Ser Glu Leu Glu Tyr Ser Glu Met
275 280 285 ,
Gly Ser ser phe Lys Gly Ser Pro Lys Gly Glu Ser Ala Ile Leu val
290 295 300
Glu Asn Thr Lys Glu Glu val Tle val Arg Ser Lys Asp Lys Glu Asp
305 310 315 320
Leu val Cys Ser Ala Ala teu His Ser Pro GIn Glu Ser Pro val Gly
325 330 335
Lys Glu Asp Arg val val Ser pPro Glu Lys Thr Met Asp Ile phe Asn
144 345 350

-68 -



Glu

phe

ser
385
Arg
ser
val
Ata
Thr
465
GIn
val

ser

Pro

Gly
545
Glu
phe
Met
val
Asp
625
Met
Pro
ser
ser
val
705
Pro
GIn

Glu

Thr
785
Lys
ASp
Phe
val
ieuy
865
ASD

Met

LyS
370
Arg

Lys

Glu
Lys
Thr
450
Ser
Ile
Ala
Lys
Asp
530
Thr
Ala
Glu
Glu
GIn
610
ser
Asn
Glu
Ile
Pro

690
Pro

Gln

T

333
Pro

Asp
Cys
Gly
ASD
435
Glu
Glu
1le
val
val
515
Ley
Lys
Tle
Glu
Ala
595
Pro
Ile

val

Ala
875
Asp
Glu
Asp
Glu
val
755
Gly
ASp
ser
Ley
ASp
835
Ala
val

Leu

Met
phe
val
Leu
Arg
420
ser
Ser
Asn
Thr
Glin
500
Thr
val
Ile
Glin

Ala
580

Pro

Ser
Lys
Ala
phe
660
Cys
phe
His
Leu
Ala
740
Ala
Lys
Ala
Leu

Leu
820

Ser 5

Lys
Ser

Pro

Ser
Glu
Leu
Glu
405
AsSn

Ser

Thr

Xax
Glu
485
ASp
Glu
Gin
Ala
Glu
565
Glu
Leu
val
Leu
Leu
645
ASn
ASp
ser
Ala
Phe
725
val
Gln

Pro

Ala

Gln
805
ser

Asp
ASD

Cys
385

val
Gln
Ala
390
Asp
Glu
Arg
Thr
Thy
470
Lys
Ser
Ala
Glu

Tyr
550
Ser

Ala

Asn
Ser
Glu
630
Lys
Ala
Leu
ASn
Glu
710
Ser
Met
His
Tyr
ser
790
Met
ser
Pro
Asp
LYS

870
Leu

val
Ala
375
Ala
Ser
ASp
Ala
Ala
455
Asp
Thr
Glu
Ala

Ala

535

Glu
Leu
THr
ser
Pro
615
Pro
Ala
Ala
Ile
fyr
695
Leu
ASp
Leu
Lys
Leu
775
Asn
Glu
Lys
Ile
ser
855
ser

Glu

CZ 304224 B6

ata
360
Trp
Arg
Leu
Ala

Tyr
440

ASH

Glu
ser
Ala

val

520

Cys
Thr
Tyr
Pro
Leu
600
Leu
Glu
Leu
val
Lys
680
Ser
val
AsSp

Met

Glu
760

Glu S

Asp
alu
Glu
Glu
840
Pro

Glu

Leu

Pro
Glu
Ala
Glu
Ser
425
Ile
Thr
Lys
Pro
ASp
505
ser
Glu
Lys
Pro
ser
585
Leu
Glu
Ash
Gly
Gln
665
Glu
Glu
Glu
Ser
Lys

745
Glu

Ile
Phe
ASD
825
Ile
LYS
Ile

Pro

val
val
ASn
Glin
410
Phe
Thr
phe
Lys
LYS
490
Tyr
Asn
Ser
val
Thr
570
Pro
Pro
Ala
Pro
Thr
650
Glu
Thr
Ile
ASp

Ile
730

Glu 3§

ATy
Phe
Pro
Asn
810
Lys
ile
Leu
Ala

Cys
390

-69 -

Arg
Lys
Val

3385
Lys

Pro

Cys
Pro
Ile
475
Thr
val
Met

Glu

Asp

555
Ala

val
ser
Pro
PO
635
Lys
Thr
LYS,
Ala
ser
715

Pro

Leu
Gln
Thr
795
Thr
Ile
Asp
Ala
Asn

875
AsSD

Glu
Asp
380
Glu

Ser

atla
Ley
460
Glu
Ser
Thr
Pro
Leu
540
Ley
Gin
Leu
Ala
Pro
620
Pro
Glu
Glu
Leu
LYS
700
ser
Glu
Ley
ser
Pro
780
Leu
Ala
Lys
Glu
Lys
860
Ile

Leu

Glu
365
Thr
Ser
Leu
Thr
Ser
445
Leu
Glu
Asn
Thr
Glu
525
Asn
val
Leu
Pro
Gly
605
Pro
Tyr
Gly
Ala
Ser
685
rhe
Pro
val
Thr
Ala
765
AsSN
Thr
Ile
Glu
rhe
845
Glu
Gin

Ser

Tye
Tyr
Lys
Gly
Pro
430
Phe
Glu
Arg
Pro
ASP

510
Gly

Glu

GlIn
Cys
Asp
Ala
val
Glu
Ile
Pro
670
Thr
Glu
Glu
Pro
Glu
750
sSer
Leu
LYS
Tyr
Ser
830
Pro
Tyr
ser

phe

ala
Glu

val

LYQ

415
Glu

Thr
ASp
LYS
phe
495
Thr
teu
Ala
Thr
Pro
575
ile
ser
Sar
Glu
Lys
655
Tyr
Glu
Lys
Ser
Gin
735
val
Pro
His
LYS
Ser
815
Glu
Thr
Thr
Gly

LYS
895

Asp
Gly
ASp
400
Asp
Pro
Ser
His
ala
480
Leu
Leuy
Thr
Thr
Ser
560
ser
val

val

Tyr
Ala
640
Glu
ITe
Pro
Ser

Glu
Tz
F

Thr
ser
Glin
ser
Glu
800
Asn
Thr
phe
ASD
Ala

880
Asn



Ile Tyr

Arg ser

fro

Ser

LysS
800
val

AsD

ser

915

Glu
930
Lys

Lau

Thr
945
Arg ser

val Asp

Gly Ala

Pro
Glu
Leu
Ley

Ser

Gin Thr

ala Glu

Glu
LyS
Glu

Lys

CZ 304224 B6

val His

Ala Ser
820
Met Gly
935

Lys Leu

950

Ala
965
Tyr

Ser

Leu
980

teu Phe

895

val
1010
Arg

ser
Phe
1025
Gly His
Glu Leu

Ile

Thr
Tle
Pro
val Gin

Lys Glu

Ala Tyr

Tyr Lys

val
Trp
Leu
Ile

Gly

Leu Ser

Arg Asp

l.eu Leu

val
905
Ile

ser Asp

Ser Pro

ser Ile val
Pro Ser Asp
955
Glu Leu
970
Lys

ala

Ile
983
Ser

LyS

Lteu Thr

1000

Ald Leu
1015

val 1Te

1030

rphe Arg

1045
1060

1075

Leu
1090

ser Ile Pro val
Leu Gly Leu Ala

Ala Lys Ile
1155

<210> 31
<211>
<212>
<213>

<400> 31

caggetragt
grttctgttg
gacggacaga
aagaagactg
agcattgtea
aggatatata
gcatatttag
gerertggre
Tragttgatt
rtcaatggtc
ratgaacggc
gatgccatgg
agecccaaac
caggggtgag
rgaggaaaaa
gtgtatggat
gactcgggga
rgtaaagaag
agrgtaaaac
agcagagtgg
rattgccaat
crttaacctt
teLcaageac
rtcaagaaaa
gtatagttaa
grrrgeagtt
ggttrtaag

Lys pPhe

phe Asn Gly

1568
DNA
Rattus sp.

1125
1140

ctggggaage
gtatgcatasa
agaaacattg
gagtggrgrt
grgtaacggce
agggcgtgat
aatctgaagyt
atgtgaacag
cccrgaagtt
tgacactact
atcaggtgca
ccaaaatcca
agaagtrcat
cCeLtggtgg
tracctgtce
ctcattgtag
aagctgrgea
graaatctgy
tgatgcagat
aaaactoctgt
ataagtaaat
gcagctgecc

ataaactagg

ratagaactc
trttgtcaca
atcaaacatt

Ala Tyr Leu
Lys Tyr Ser Asn

Leu Arg Arg Leu

Ala Leu Leu

Gin Ala Ile

Glu Phe

ser

Glu Asn

910

Asn
925
ser

ser

Lys
340
Thr Glu

ser Lys

Thr Gly

val
Lys
Lys
Thr

val

sSer Ala

Ser Leu

Glu Asp
960
ser val
975

val Phe

990

val
1005

Ser

1020

GlIn Lys Ser

1035

Glu Ser Glu

1050
Ser Ala Leu
1065

phe Leu val

1080

Ala val Leu Met

1095

Leu Thr Leu Leu
1110

Ile Tyr Glu Arg

Asn Lys Ser val

Pro Gly Leu LyS Arg
1160

gggtgtrtca
tttgtaarty
gaaggacaag
tygtgecage
ctacattgcc
ccaggetate
tgctatatca
cacaataaaa
tgcagtgtty
gattttaget
gatagatcat
agcaaaaatc
ctttaaaggg
ccgtgeggtt
tgacttccty
tecacacttgt
Trgtatcrge
gggcagggaa
ttttctgaaa
ctrtatggtg
atagacctaa
cacagtgctt
aagagaaatg
caacaaaaat
gactctgaaa
gtratgcaay

Trp val Phe

Ile Leu Ala
111

val aAla 1le

Gly Wis val

phe ser

val Thr

Ile val

Ile ser
Glu
1040
Glu

ASp

ser
1055
Asn Ser

1070
Asp Asp Leu val Asp

1085

Thr Tyr val Gly ala

1160
5

Leu Ile Ser Ley Phe
11

20

His Gln val GIn Ile Asp His Tyr
1135

1130

135

Lys Asp Ala Met Ala Lys Ile Gin
1150

1145
Lys Ala Asp

tgtcoteaggy
ctgctggagy
gttgttgacc
ttattecctge
ttggecectge
cagaaatcag
gaggaattgg
gaactgaggc
atgtgggtgt
ctgatcteac
tatctaggac
cctggattga
gacacrcact
tcagetottt
tgtttatcat
crtcecccaat
tgcagggtag
aaccerttec
tgaaatgtrt
rgrictaggt
tctatatata
gacctretgag
tatttgtagg
atagaatgtc
rrcratggac
aaatcataaa

=70 -

agaatttrge
gcagatcgtg
tectctacty
tgetgtorct
tetcggtgac
atgaaggcca
ttcagaaata
ggcrtrrctt
Ttacttatgt
tcrtcagtat
ttgcaaacaa
agcgcaaagc
tgattacgey
atttttagea
ctraagtatt
gaggcgeetg
tctagetygta
acagtgtact
agatgagagce
grartgtgaa
gtgtrrcaca
rcattggtta
agrgcracct
atttcaaaga
rgaatttcat
atgaagacty

agtitacage
gcaagaaaty
gagagacatt
gacagtgttc
tatcagerte
cecattcagg
cagtaattct
agttgatgat
tggtgeetty
tccrgttatt
gagtgttaag
agattgaaaa
ggtygggaggt
gtgcactgrt
gtaagctyet
gtgaataaag
tgcagagagt
gtgtttagtc
atactactaa
tttactgita
aagcttagat
tgcagtgtag
acgacctgrt
ctractgtazt
gcrrecaaat
ataccatrgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1568



15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
Tyr
rhe
Tyr
LysS
65

Arg
Lys
Leu
Ala
Leu
145§
Ile
Asn

Gly

ASp
Trp
Leu
Ije
50

Gly
Ala
Tyr
Arg
val
130
Thr
Tyr
Lys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32
199
PRT

Rattus sp.

32

Gly

Arg

Leu

Ala

val
Tyr
ser
Arg
115
Ley
Leu
Glu
ser
Lys
195

33
18
PRT

Glin
AsSp
20

Leu
Leu
Ile
Leu
Asn
100
Leu
Met
Leu
Arg
val

180
Arg

Bos sp.

33

Lys

Lys

Lys His
Lys Lys
Leu Thr
Leu Leu
55
Ala 1le
70
Ser Glu
Ala teu
Leu val
val Phe
135,
teu Ala
150
GIn val
Asp Ala

Ala Asp

Trp
Thr
val
40

Ser
Glin
val

Gly

Asp

CZ 304224 B6

Lys
Gly
25

Phe

val

LYyS

Ala

His
105
Asp

120

Thr
Ley
Glin

Met

Tyr
Ile

Ile

Ala
185

Asp
val
Ser
Thr
ser
Ile
val
Leu
val
Ser
Asp

170
Lys

Lys
val
ile
Ile
AsSp
7

ser
Asn
val
Gly
Leu
155
His

Ile

val
phe
val
Ser
60

Glu
Glu
ser
AsSp
aAla
140
phe
Tyr
GIn

val
Gly
Ser
phe
Gly
Glu
Thr
Ser
125
Leu
ser

Leu

aAla

Asp
Ala
val
Arg
His
Leu
Ile
110

Leu

Phe

Ile

Gly

Lys
190

Leu
15

Ser

Thr
1le
Pro
val
95

Lys
Lys
Asn
Pro
Leu

175
Ile

Leu
Leu
Ala
Tyr
Phe
Gln
Glu
Phe
Gly
)
Ala

Pro

ser Tyr Asp Ser Ile Lys Leu Glu Pro Glu Asn Pro Pro Pro Tyr Glu
1 5 10 15

Homo sapiens

Glu ala
<210> 34
211> 13
<212> DNA
<213>

<400> 34

gecgeereca tgg

<210>
211>
<212>
<213>

<220>

35
248
DNA

Homo sapiens

-71-



20

25

30

35

40

221>
<222>
<223>

<400>

misc_feature
110
n=a,c, g, ort

35

CZ 304224 B6

gagccgtcac cacagtaggt Cceteggetce agreggeoca geccctetea gtectcocea
acccecacaa Cogeeeygoge teotgagacg cgoccayggeg goggoggean agetgeagea

rcateteocad cctecageca tggaagacct ggaccagtct cotetggtct cgtoctegga
cagcocacco cggecgeage ccgegttcaa gtaccagttc gtgagggage ccgaggacgs

ggaggaag
<210> 36
211> 379
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature
<222> 91
<223> n=a,c,g,ort
<400> 36
gaaaatatgy acttgaagga
ccatctgtee tgcttgaaac
rctttcasag aacatgaata
cttcaagaaa atgtcagtga
atagatagag atttaacaga
cagtgtctct ccaaaageag
aattcgtgga aaaataaag
<210> 37
211> 281
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature
<222> 170,275
<223> n=a,c,gort
<400> 37
gatagagatt taacagagtt
gtcrctocaa aagcagaatc
aaaaataaag atgaagaaga
ttacctacag ctcrtacraa
aaagacagrt ttatgaaaga
<210> 38
<211> 640
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature

gcagccaggt aacactattt cggetggtcea agaggattte
tgetgettct nttccttete tgtercctct ctcageeget
ccttggtaat ttgtcaacag tattacccac tgaaggaaca
agcttctaaa gaggrotceag agaaggcaaa aactctacte
gttttcagaa ttaggaatac tcagaaatgg gatcatcgtt
aatctgecgt aaatagtagg caaatcctag gggaagaaat

ttcagaatta gaatactcag aaatgggatc atcgttcagt
rgccgtaata gtagcaaatc ctagggaaga aataatcgtg
gaagttagtt agtaataaca tccttcatan tcaacaagag
attggttaaa gaggatgaag ttgtgtcttc agaaaaagea
gagttgragt ggaantcctt g

-T2 -

60
120
180
244
248

60
120
180
240
300
360
379

60
120
186G
240
281



20

25

30

CZ 304224 B6

<222> 371, 444, 474, 501, 506, 524, 544, 561, 580, 614, 620

<223>
<400> 38

ttaaagagga
ttgcagtgga
gggaagtgaa
gcaacttgga
acgaaaaaga
taaaggatcg
gcattgecaac
Aaaaaataga
cerLtetgt
agantcttgce
Lrictggtcaa

<210>
<211>
<212>
<213>

39
346

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 39

crgtgoeegy
gagggttage
gtactecectg
tgtatatttt
gtecancaac
ttggatgcga

<210>
<211>
<212>
<213>

40
325

<400> 40

gtggcaaaca
ttgaatgaag
cagaagttat
cagaagctac
cagtrcctag
cagttaatta

<210> 41

<211> 338
<212>
<213>

n=a,

c, g ort

tgaagttgty
agetectatg
agatagtaag
aagtaaagtg
tagtgagagt
ttcaggagea
naacatttrt
agaaaagaag
gcagcacagg
aacatcetga
gttntttgan

DNA
Homo sapiens

misc_feature
149, 198, 207, 246, 312, 317
n=a,

c, g ort

ceccaccece
ctgeaccgeo
caccgtctea
tgtatgtnac
acctgotgeg
gnttggnctt

DNA

Homo sapiens

tgcctgaagg
ttactggrac
gcaagagtca
tcctteacca
tgctggtget
tgaagcataa

DNA
Homo sapiens

tcttcagaaa
agggaggaat
gaagatagtyg
gataaaaaat
agtaatgatyg
tatatcacat
ccrrtgrrgg
gccnaatgtt
ntctgngaca
ngetgactec
caaatggett

tgggcagaty
gecacectyge
ctgtgtgtnt
tatrttnact
cttggtaggt
gggecggrge

cctgacteca
aaagattgct
ctctatectg
grtttgectg
teegtgatac
acatg

aagcaaaaga
atgcagactt
atatgttgge
gtrttgcaga
atacttettt
grgcrcectt
agatcctact
accgagaaga
gatatgtccc
gartgttccn
gtcactcgat

teccccactg
cootaagtta
cgtgtcagta
agggctgagy
gtggtggege
tggggggceac

gattitagrac
tatgaaacaa
cagcacaget
acatrgttat
ageeeagete

=73 -

cagttrtaat
caaaccattt
tgctggaggt
tageottgag
ceeeagracg
taacccagea
tcagaaaatt
atactagcac
acgnttatta
gagcttrtgaa

Ctaaggctgce
tracctcrce
atttatatgg
ggcctgegec
tatggcagec
agttgr

aggaagcatg
aatggacttg
ttgeccatea
ggaagceacca
atcaccatta

gaaaagagagq
gagcgagtat
aaaatcgaga
caaactaatc
ccagaaggra
gcaactgaga
agaccgtgaa
aaanctcaac
ccaagtgetg
tggattgtgg

tggettcagg
agttectacc
tgttaaaaty
cagagctggce
cggetgrtge

tgaaagtgaa
gticaaacat
tttgaagagt
ttgaattceg
gaggcttctt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
540

60
120
180
240
300
346

60
120
180
240
300
325



20

25

30

35

40

<400> 41

gcatgtgaaa
gacttggttc
ccatcatttyg
geaccattga
ccattragaag
ccatatgaag

<210> 42
<211> 480
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 42

aagactyggag
attgtgageg
atatacaagg
tatctggaat
ctrggtcatg
gtrgatterc
aatggrctga
ntgaacggeca

<210> 43
211> 13
<212> PRT
<213>

<400> 43

Met Glu Asp Leu Asp Gln Ser Pro Leu

1

DNA
Homo sapiens

CZ 304224 B6

gtgaattgaa tgaagttact
aaacatcaga agttatgcaa
aagagtcaga agcractact
attctgeagt tcctagtger
cticticagt taattatgaa
aggccatgag tgtatcacta

misc_feature
383,402, 421, 433, 441
n=a,c, g, ort

tggtgtrtgg tgccagecta
taacagecta cattgocrtyg
gtgtgatcca agctatccag
ctgaagttgc tatatctgag
tgaactgcac gataaaggaa
tgaagtttge agtgttgatg
cactactgat ttnggotctc
rcnggcacag ntagatcatt

Homo sapiens

3

<210> 44

211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 44

1

<210> 45

211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ggtacaaaga
gagtcacrct
traccagirt
ggtgcticeg
agcataaaac
aaaaaagt

ttectgetge
gcectgetet
aaatcagatg
gagrtggrec
ctcagygegec
tgggtattra
attccacrec
atccaggact

10

-4 -

trgettatga
atccrgeage
tgeergacat
tgatacagec
atgagcctga

tttcattgac
ctgtgaccat
aaggeeacoe
agaagracag
rcttettagt
ccratgrygg
tncaagigtt
tgcaaatagg

ya? ser ser Ser

aacaaaaatg

acagetttge
tgttatggaa
cagctcatea
aaaccocrca

agtattcagce
cagctttagy
attcagggca
taattctget

tgatgatrta

tgcettgrtt
cctggtattt
aatgtaaaga

Lys Ile Met Asp Leu Lys Glu GIn Pro Gly Asn Thr Ile ser iga Gly
5 10

60
120
180
240
300
338

60
120
180
240
300
360
420
480
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20

25

30

35

40

45

CZ 304224 B6

<400> 45
rys Glu Asp Glu val val Ser ser Glu Lys Ala Lys Asp Ser Phe Asn
1 5 10 15
Glu Lys Arg

<210> 46

211> 50

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 46

Gln 6lu Ser Leu Tyr Pro Ala Ala. GIn Leu Cys Pro Ser Phe Glu Glu
1 5 1 15
ser Glu Ala ;gr' Pro Ser Pro val lieu' pPro Asp Ite val Mgt Glu Ala
: 5 , 3
Pro Leu ASh Ser Ala val Pro Ser Ala Gly.ala Ser val 1le GIn Pro
40 5

ser ser
50

<210> 47

L211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> degenerate oligonucleotides designed from the bovine NI1220 peptide 1 sequence

<220>

<221> modified base
<222> 3,6,12,15,18
<223> n=inosine

<400> 47

tongtnggya anachgongg yaartc
<210> 48

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>  degenerate oligonucleotides designed from the bovine NI220 peptide 1 sequence

<220>

<221> modified base
<222> 3,6,9,12,15
<223> n=inosine
<400> 48

tengtaggna gnacnggyaa ytc

-75-
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20

25

30

35

40

45

50
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<210> 49
211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>  degenerate oligonucleotides designed from the bovine N1220 peptide 1 sequence
<220>
<221> modified_base
<222> 3,6,12,15,20
<223> n=inosine
<400> 49
tcngtnggya anacngeggn agritc 25
<210> 50
211> 26
<212> DNA
<213> Attificial Sequence
<220>
<223>  degenerate oligonucleotides designed from the bovine NI220 peptide 1 sequence
<220>
<221> modified_base
<222> 3,6,9,12,15, 18,21
<223> n=inosine
<400> 50
tngtnggna gnacngongg nagric 26
<210> 51
211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>  degenerate oligonucleotides designed from the bovine N1220 peptide 2 sequence
<220>
<221> modified_base
<222> 9,12,24
<223> n=inosine
<400> 51
garathgeng anathcarga yggnga 26

-76 -



CZ 304224 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Monoklonalni protilatka, kde tato monoklonalni protilatka se imunospecificky vaze na Cisté-
ny protein, ktery je tvofeny sekvenci aminokyselin s vice nez 90% identitou po celé délce se
SEQ ID NO: 29 a je prosty jakéhokoliv myelinového materialu centrdlniho nervového systému,
s nimz je pfirozené spojen, pro pouziti jako léCivo.

41 vykresi
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peptid 1:
(povinni)
(krysi)

peptic 2:
(povinni)
(krysi)

peptid 3:

(povinni)
(krysi)’

CZ 304224 B6

EYLGDLPAVLPTE  peptide 4:

EYLGDLPAVLPTE (bovine)
gYLGnLsAVsssE (rat)
EIAEIQDG ESL peptide 5:
EIAdAIQDGagSL (bovine)
EIAnIQsGadSL (rat)
KXYLESIQPSLGITK peptide 6:
KPYLESFQPSLGITK (bovine)
KPYLESTQPnLhsTK (rat)

Obr. 2B
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KPFERVWEV
KPFEQaWEV

VVDLLYWRDIK
VVDLLYWRDIK
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Obr. 6C Obr. 6D

-89 -



CZ 304224 B6

6go P22 pip Pip I

56 sensg

=

¢

Obr.  6E Obr. 6F Obr. 5G

-90 -



CZ 304224 B6

(krysi)
(bovinni)

| P A ! P
Obr. “7A Obr. 7B
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Obr. 10A
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10 20 30 40 S0 60
CTATCTCCTC TCTCAGCCGC TGCTTTTAAA GAACGIGAAT ACCTTGGTGA TTTACCAGCA
70 80 90 100 110 120
GTACTGCCCA CTGAAGGAAC ACTTCCAGCA ACTTCAAATG AAGCTTCTAA AGCATTCTCA
130 140 150 160 170 180
GAGAAGGCAA AAAATCCATT TGTAGAGAGA AATTTAACAG AATTTTCAGA ATTGGAATAT
190 200 210 220 230 240
TCAGAAATGG AATCATCATT CAGTGGCTCT CAAAAGGCAG AACCTGCCGT AACAGTAGCG
250 260 210 280 290 300
AATCCTAGGG ACGAAATAGT TGTGAGGAGT AGAGATAAAG AAGAGGACTT AGTTAGTCTT
310 320 330 340 350 360
AACATCCTTC ATACTCAGCA GGAGTTATCT ACAGTCCTTA CGAAATCAGT TGAAGAAGAA
370 380 380 400 410 420
GATAGAGTTC TGTCTCCAGA AAAAACAMAG GACAGTTTTA AGGAAAAGGG AGTTGCAGCA
430 440 430 460 470 480
GAAGCTTCTA TGGGGGAGGA ATATGCAGAC TTCAAACCAT TTGAGCGAGT ATGGGAAGTG
490 500 510 520 530 540
AAAGATACTT ACAAGCAAGA TAGTGATGTT TTGATTGCTG GAGGTAATAT AGAGAGCAAA
330 560 370 580 590 600
TTGGAAGGTA AAGTGGATAA GAAACACTTT TCAGATAGCC TTGAACAAAC AAATCGTGAA
610 620 630 640 650 660
AAAGATAGTG AAAGCAGTAA TGATGACACT TCATTTCCCA GTACACCAGA AGCTGTAAGA
670 680 690 700 710 720
GGTGGTTCCG GAGCGTACAT CACGTGTGCT CCCTTTAACC CAACAACTGA GAATGTTICA
730 740 750 760 770 780
ACAAACATTT TTCCCTTGTT GGAAGATCAT ACTTCGGAAA ATAAGACAGA TGAAAAAAAG
790 800 810 820 830 840
ATAGAAAAAA AAAGGCACAA ATTGTAACAG AGAAGAATGC AAGTGTCAAG ACATCAAACC
830 860 870 880 890 900
CTTTCCTTAT GGCAGCACAG GAGTCTAAGA CAGATTACGT TACAACAGAT CATCTC]fAA
910 920 930 940 950 960
AGGTGACCGA GGAAGTAGTG GCAAACATGC CTGAAGGTCT AACCCCAGAT TTGGTTCAGG
970 980 930 1000 1010 1020
AAGCATGTGA AAGTGAATTG AATGAAGCTA CTGGTACAAA AATTGCCTTT GAAACAAAAA
1030 1040 1030 1060 1070 1080
TGGACCTGGT TCAAACTTCA GAAGCTGTGC AGGAGTCACT TTACCCTGTA ACACAGCTTT
1090 1100 1110 1120 1130 1140
GCCCATCTTT TGAAGAATCT GAAGCTACTC CGTCACCGGT TTTGCCTGAC ATTGTCATGG
1150 1160 1170 1180 1190 1200
AAGCACCATT AAATTCTGTA GTTCCTAGTG CTGGTGCTTC TGCAGTGCAG CTCAGTTCAT
1210 1220 1230 1240 - 1250 1260

Obr. 12a
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CACCATTAGA AACTCTTCCT TCAGTTAATT ATGAAAGCAT AAAGTTTGAG CCTGAAAATC
1270 1280 1290 1300 1310 1320
CCOCACCATA TGAGGAGGCC ATGAATGTAT CACTAAAAAA AGAATCAGGA ATGAATGAAG
1330 1340 1350 1360 1370 1380
AATCACAGA GCCTGAAGGT ATTAGTGTAG CTGTTCAGGA AACAGAAGCT CCTTATATAT
1380 1400 1410 1420 1430 1440
CTATTGCATG TGATTTAATT AAAGAAACAA AGATCTCTAC TGAACCGACT CCAGATTICT
1450 1460 1470 1480 1430 1500
CTAGTTATIC AGAAATAGCA GAAGTTGCAC AGCCAGTGCC CGAGCATTCT GAGCTAGTTG
1510 1520 1530 1540 1550 1560
AGATTCCTC CCOCGATTCT GAACCAGTTG ACTTATTTAG TGATGATTCA ATACCCGAAG
1570 1580 1330 1600 1610 1620
TTCCACAAAA ACAAGATGAA GCTGTAATAC TTGTGAAAGA AAACCTCACT GAAATTTCAT
1630 1640 1650 1660 1670 1680
CTGAGTCAAT GACAGGACAT GACAATAAGG GAAAACTCAG TGCTTCACCA TCACCTGAGG
1690 1700 1710 1720 1730 1740
GACGAAMACC GTATTTGGAG TCTTTTCAGC CCAGTTTAGG CATCACAAAA GATACCTTAG
1750 1760 1770 1780 1790 1800
CACCTGATGA AGTTTCAGCA TTGACCCAAA AGGAGAAAAT CCCTTTGCAG ATGGAGGAGC
1810 1820 1830 1840 1850 1860
TCAATACTGC AGTTTATTCA AGTGATGGCT TATTCATTGC TCAGGAAGCA AACCTAAGAG
1870 1880 1890 1900 1910 1920
AMGTGAAAC ATTTTCAGAT TCATCTCCGA TTGAGATTAT AGATGAGTTC CCGACCTTTG
1930 1940 1950 1960 1870 1980
TCAGTTCTAA AGCAGATTCT TCTCCTACAT TAGOCAGGGA ATACACTGAC CTAGAAGTAG
1990 2000 2010 2020 2030 2040
CCCACAAAAG TGAAATTGCT GACATCCAGG ATGGAGCTGG GTCATTGGCT TGTGCAGGAT
2030 2060 2070 2080 2090 2100
TGCCCCATGA CCTTTCTTTC AAGAGTATAC AACCTAAAGA GGAAGTTCAT GTCCCAGATG
2110 2120 2130 2140 2130 2160
AGTTCTCCAA AGATAGGGGT GATGTTTCAA AGGTGCCCGT ACTGCCTCCA GATGTTICTG
2170 2180 2190 2200 2210 2220
CTTTGGATGC TCAAGCAGAG ATAGGCAGCA TAGAAAAACC CAAAGTTCTT GTGAAAGAAG
230 2240 2230 2260 2270 2280
CCGAGAGAAA ACTTCCTTCT GATACAGAAA AAGAGCGAAG ATCTCCATCT GCTATATTTT
2290 2300 2310 2320 2330 2340
CAGCAGAGCT GAGTAAAACT TCAGTTGTTG ACCTCCTCTA CTGGAGAGAC ATTAAGAAGA
2550 2360 2370 2380 2390 2400
CTGGAGTGOT GTTTOGTGCC AGCTTGTTCC TGCTGCTCTC GCTGACAGTA TTCAGCATTG
2410 2420 2430 2440 2430 2460

Obr. 128
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TGAGTGTAAC GGCCTACATT GCCTTGGCCC TGCTCTCTGT GACTATCAGC TTTAGGATAT
2470 2480 2430 2500 2510 2520
ATAAGGGTGT GATCCAGGCT ATCCAGAAAT CTGATGAAGG CCACCCATTC AGGGCATATT
2530 2540 2530 - 2560 2570 2380
TGGAATCTGA AGTTGCTATA TCTCAGGAGT TGGTTCAGAA GTACAGCAAT TCTGCTCTTG
2530 2600 2610 2620 2630 2640
GTCATGTTAA CTGCACAATA AAAGAACTCA GACGCCTCTT CTTAGTTGAT GATTTAGTIG
2630 2660 2670 2680 2690 2700
ATTCTCTGAA GTTTGCAGTG TTGATGTGGG TATTTACCTA TGTTGGTGCC TTGTTCAATG
210 2720 2730 2740 2750 2760
GTCTGACACT ACTAATTTIG GCTCTGATTT CACTCTTCAG TGTTCCTGTT ATTTATGAAC
2770 2780 2730 2800 2810 2820
GGCATCAGGC GCAAATAGAT CATTATCTGG GACTTGCAAA TAAGAATGTT AAAGATGCTA
2830 2840 2850 2860 2870 2880
TGGCTAAAAT CCAAGCAAAA ATCCCTGGAT TGAAGCGTAA AGCTGAATGA GAAAGCCTGA
2890 2900 2910 2920 2930 2940
AAGAGTTAAC AATAGAGGAG TTTATCTTTA AAGGGGATAT TCATTTGATT CCATTGGGGA
2950 2960 2970 2980 2990 3000
GGGTCAGGGA AGAACAAAGC CTTGACATTG CAGTGCAGTT TCACAGATCT TTATTTTTAG
3010 3020 3030 3040 3050 3060
CAACGCAGTG TCTGAGGAAA AATGACCTGT CTTGACTGCC CTGTGTTCAT CATCTTAAGT
3070 3080 3090 3100 3110 3120
ATTGTAAGCT GCTATGTATG GATTTAAATC GTAATCATAT TTGTTTTTCC TGTATGAGGC
3130 3140 3150 3160 3170 3180
ACTGGTGAAT AAACAAAGAT CTGAGAAAGC TGTATATTAC ACTTTGTCGC AGGTAGICTT
3190 3200 3210 3220 3230 5240
GCTGTATTTG GGGAATTGCA AAGAAAGTGG AGCTGACAGA AATAACCCTT TTCACAGTTT
3250 3260 3270 3280 3290 3300
GTGCACTGTG TACGGTCTGT GTAGGTTGAT GCAGATTTTC TGAAATGAAA TGTTTAGACG
3310 3320 3330 3340 3350 3360
AGATCATGCC ACCAAGGCAG GAGTGAAAAA GCTTGCCTTT CCTGGTATGT TCTAGGTGTA
3370 3380 3390 3400 3410 3420
TTGTGAAATT TACTGTTGTA TTAATTGCCA ATATAAGTAA ATATAGATTA TATATATCTA
3430 3440 3450 3460 3470 3480
TATATAGTGT TTCACGAAGC TTAGCCCTTT ACCTTCCCAG CTGCCCCACA GTGCTTGATA
3490 3500 3310 3520 3530 3540
CTTCTGTCAT GGGTTTTATG TGTGTAGTCC CAAAGCACAT AAGCTAGGGA GAAACGTACT
3350 3360 3370 3580 3380 3600
TCTAGGCGCA CTACCATCTG TTTTCAACAC GAACCGACGC CATGCAAACA GAACTCCTCA
3610 3620 3630 3640 3650 3660
ACATAAACTT CACTGCACAG ACTTACTGTA GTTAATTTTA TCACAAACTC TGGACTGAAT
3670 3680 3690 3700 3110 3720

Obr. 12C
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CTAATGCTTC CAAAAATGTT TGCAAATATC AMACATTGTT ATGTAAGAAA ATATAAATGA
, 3730 3740 3730 3760 3170 3780
CCATTTATAC AATTGTGGTT TAAGCTGTAT TGAACTAAAT CTGTGGAATG CATTGTGAAC

3790 3800 3810 3820 3830 - 3840
TGTAAMGCA AAGTATCAAT AAAGCTTATA GACTTAAAMA AAMAAAAAAA AMA.......

Obr. iZ—D
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R
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Obr. 134
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CAG GCT TAG TCT GGG GAA GCG GGT GTT TCA TGT CTC AGG GAG
QA - S GCEAGV S C L RE

AAT TTT GCA GTT TAC AGC GTT TCT GTT GGT ATG CAT AAT TTG

NeF AV Y S VSV G MHNL
START

TAA TTG CTG CTG GAG GGC AGA TCG TGG CAA GAA|ATG|GAC GGA

- L L L E GRS W Q E_MTDGEG

CAG AAG AAA CAT TGG AAG GAC AAG GTT GTT GAC CTC CTC TAC
Q K K H w K D K Vv Vv D L L Y

TGG AGA GAC ATT AAG AAG ACT GGA GG GTG TTT GGT GCC AGC
W R D I K K T 6 Vv VvV F G A S

TTA TTC CTG CTG CTG TCT CIG ACA GIG TTC AGC ATT GIC AGT
L F L L L S LTV F S T VS

GTA ACG GCC TAC ATT GCC TTG GCC CTG CTC TCG GTG ACT ATC
vV T A Y I A L AL L SV T I

AGC TTT AGG ATA TAT AAG GGC GTG ATC CAG GCT ATC CAG AAA
S F R I YK GV I QA [ QK

TCA GAT GAA GGC CAC CCA TiC AGG GCA TAT TTA GAA TCT GAA
S 0D £ G H P F R A Y L E SE

GTT GCT ATA TCA GAG GAA TTG GTT CAG AAA TAC AGT AAT TCT
v Al S EE LV QK Y S NS

GCT CTT GGT CAT GTG AAC AGC ACA ATA AAA GAA CTG AGG CGG
AL GHVNSTIT K E L RR

CTT TTC TTA GTT GAT GAT TTA GTT GAT TCC CTG AAG TTT GCA
L F L VDDLVDSL K F A

GTG TTG ATG TGG GTG TTT ACT TAT GTT GGT GCC TTG TTC AAT
Vv L MW V F T YV 6 AL F N

GGT CTG ACA CTA CTG ATT TTA GCT CTG ATC TCA CTC T1C AGT
6 L T L L I LA L T S L F S

Obr. 14A
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ATT CCT GTT ATT TAT GAA CGG CAT CAG GTG CAG ATA GAT CAT
[ PV I Y E RHOQV Q [ D H

TAT CTA GGA CTT GCA AAC AAG AGT GTT AAG GAT GCC ATG GCC
Y L G L AN K SV KD AMA

AAA ATC CAA GCA AAA ATC CCT GGA TTG AAG CGC AAA GCA GAT
K 1 0 A K I P G L K R K A D
STOP

TGA|AAA AGC CCC AAA CAG AAG TTC ATC TTT AAA GGG GAC ACT

-l K S P K Q K F I F K G DI

CAC TTG ATT ACG GGG GTG GGA GGT CAG GGG TGA GCC CTT GGT
H L I T 6V 66 Q6 - A LG

GGC CGT GCG GTT TCA GCT CTT TAT TTT TAG CAG TGC ACT GTT
6 R AV S A LY TF - QC TV

TGA GGA AR ATT ACC TGT CTT GAC TTC CTG TGT TTA TCA TCT
- ¢ K 1 T CLODFLCLSS

TAA GTA TTG TAA GCT GCT GTG TAT GGA TCT CAT TGT AGT CAC
-V L - A AV Y GG S HCSH

ACT TGT CTT CCC CAA TGA GGC GCC TGG TGA ATA AAG GAC TCG
T CL PQ -G AW - 1 K DS

GGG AAA GCT GTG CAT TGT ATC TGC TGC AGG GTA GTC TAG CTG
6 K AV H C T CCRVV -1

TAT GCA GAG AGT TGT AAA GAA GGC AAA TCT GGG GGC AGG GAA
Y A E S C K E G K S G G RE

AAC CCT TTT CAC AGT GTA CTG TGT TTG GTC AGT GTA AMA CTG
N P FH SV L CL VSV KL

ATG CAG ATT TTT CTG AAA TGA AAT GTT TAG ATG AGA GCA TAC
M 0 I F L K - NV - MR A

TAC TAA AGC AGA GTG GAA AAC TCT GTC TTT ATG GTG TGT TCT
Y - S RV E NSV E MV CS

Obr. 14B
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AGG TGT ATT GTG AAT TTA CTG TTA TAT TGC CAA TAT AAG TAA
R ¢ I vN L LLYCOQY K -

ATA TAG ACC TAA TCT ATA TAT AGT GTT TCA CAA AGC TTA GAT
I - 7T - T ¥y s v s QS L D

CTT TAA CCT TGC AGC TGC CCC ACA GTG CTT GAC CTC TGA GTC
Lt - P CS CPT VL DL -V

ATT GGT TAT GCA GTG TAG TCC CAA GCA CAT AAA CTA GGA AGA
I 6 Y AV - S Q A HKL G R

GAA ATG TAT TTG TAG GAG TGC TAC CTA CCA CCT GTT TIC AAG
E M Y L - ECYLPPVF K

AAA ATA TAG AAC TCC AAC AAA AAT ATA GAA TGT CAT TTC AAA
K I - NS N K N T £ CH F K

GAC TTA CTG TAT GTA TAG TTA ATT TTG TCA CAG ACT CTG AAA
b Lt Y v - L [ L S QT L K

TTC TAT GGA CTG AAT TIC ATG CTT CCA AAT GTT TGC AGT TAT
F Y 6 L NF ML PNV C S Y

CAA ACA TTG TTA TGC AAG AAA TCA TAA AAT GAA GAC TTA TAC
Q T L Lt CKIKS - NTE DL Y

CAT TGT GGT TTA AG
H C G L

obr. 14C
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a-Btubulin

Obr. 15E
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Obr 16A Obr. 16B
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1 161 974 1162
B\ 077 | Nogo—A
Nogo-B

E ] Nogo-C
Bz NiAext
NiR

E_ | EST

S | NG
EZ 7000000 NiG-D1
S, | NiG-D2
S, | NiG-D3
S| NiG-D4
vz A NiG-D5
SN, NiG-D7
S NiG-D8
E— Azz;a NiG-D9
| NiG-D10
NiG-D14

E- WzzzZzZzZzZ8 NiG-D15
E— — W74 NiG-D16

Bl zzzz2zz2z222222,7778 NiG-D17
Bl zzzzzzz2.2.8 NiG-D18
E— V7 NiG-D20
N oo 1-161 SE0ID N02 oo 161-974 SEQID NO.2 [ oa 974-1162 SEQ.D NO.2
lHis—tog BE N-terminalni vexzorova seka Nogo-C-specificka
B 17-tag Al c-termingini vextorove sex ’v Hotermindlnd sekvence

Obr. i8
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