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Menetelmi nekroositekijin valmistamiseksi

Jakamalla erotettu patenttihakemuksesta FI 852626.

T4am4 hakemus koskee menetelm##d ihmisen oleellises-
ti homogeenisen tuumorinekroositekijén valmistamiseksi,
jolla on vaatimuksessa 1 esitetty aminohapposekvenssi.

Immuunisolut, kuten B-solut, T-solut, luonnolliset
tappajasolut ja makrofagit, muodostavat tunnetusti ainei-
ta, joilla on sytotoksinen vaikutus kasvainsoluihin, mut-
ta ovat vaarattomia normaaleille soluille. N&ille aineil-
le on annettu erilaisia nimi#, esimerkiksi lymfotoksiini,
tuumorinekroositekiji, NK-solujen sytotoksinen tekija,
hemorraginen nekroositekijé, makrofagisytotoksiini ja
makrofagin sytotoksinen tekijd. T&dlla hetkelld ovat ndi-
hin nimiin liittyvien proteiinien indentiteetit epdsel-
visd. Pasvaikeutena on ollut se, ettd biologiset kokeet,
joita k#dytetddn proteiinien detektointiin, eivdt tee eroa
niiden valills, se, ettd proteiinit ndyttavat luonnossa
esiintyvidn aggregaatteina tai hydrolyysituotteina ja se,
ettd tahin asti saadut masrdt ovat olleet niin pienisd,
ettei ole saavutettu korkeaa puhdistumisastetta, jota
vaaditaan proteiinien tdydelliseen karakterisointiin.

Tillaisia sytotoksisia aineita 10ytyy tyypillises-
ti intaktien eldinten seerumeista tai imusolu- tai imuso-
lulinjaviljelmien supernatanteista sen jédlkeen, kun eldi-
met tai solut on kdsitelty aineella, jonka tiedet&dn sti-
muloituvan immuunisolujen lis8&ntymistéa ("indusoija").
Tédm&n jdlkeen seerumi tai supernatantti otetaan talteen
ja siitd tutkitaan sytotoksinen aktiivisuus kohdekasvain-
solulinjaa vastaan. Tavanomainen kohde on L929, hiiren
kasvainsolulinja. T&md ja muut tamintyyppisissd biologi-
sissa kokeissa kdytettdvat solulinjat ovat epdspesifisid
lyyttiseltd vasteeltaan, koska erilaiset, ndenndisesti
erilliset imusolutuotteet pystyvit saamaan aikaan lyysin.
Samanlaisia ep#spesifisis vasteita havaitaan tuumorinek-
roosikokeissa in vitro. Siten sytolyysikokeet, joissa
tehddsn havainto- ja solulinjojen lysoitumisesta in vitro
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tai kasvainsolukon kuolemisesta in vivo, ovat kykenem&t-
tOomid erottamaan toisistaan erilaisia sytotoksisia imuku-
dostuotteita.

Sytotoksiset tekij#t on kokeiluluontoisesti luoki-
teltu imusolujen, joista ne indusoituvat, perusteella.
Esimerkiksi lymfotoksiini on nimitys, jota yleens# kiyte-
tdan B- tai T-lymfosyyttien tai niisti perdisin olevien
solulinjojen sytotoksisista eritystuotteista, kun taas
nimityst8 tuumorinekroositekiji kdytetd8n usein kuvaamaan
makrofagien tai niist8 per&isin olevien solulinjojen sy-
totoksisia tuotteita. T&mi luokitusjérjestelm8 ei kuiten-
kaan ole kehittynyt pisteeseen, jossa o0lisi mit#3n takei-
ta siitd,ettd viitataan vain yhteen proteiiniin tai ett&
proteiinit, joista k#ytet#di&n eri nimid, todella ovat eri-
laisia.

On tehty yrityksid kunkin solutyypin erittimien
sytotoksisten tekij®diden puhdistamiseksi ja karakterisoi-
miseksi. Siit4, miss# mi#drin raportit vaihtelevat jonkin
sytotoksisen tekijidn jonkin tietyn ominaisuuden suhteen
tal ovat tdysin ristiriitaisia, voitaisiin padatelld, ettd
karakterisointi on ollut virheellinen tai etts kukin so-
lutyyppi eritt&i useita erillisii sytotoksisia tekijoiti.
Esimerkiksi makrofageista, monosyyteistd tai monosyytti-
solulinjoista per&isin olevilla sytotoksisilla tuotteil-
la, vaikka niistd joskus kiytet#in vleisnimitystd tuumo-
rinekroositekiji, on raportoitu olevan ominaisuuksia,
jotka ndytt8viat ristiriitaisilta vyhden sytotoksisen tuot-
teen teorian yhteydess#. Viittaan esimerkiksi seuraaviin
julkaisuihin: R. MacFarlan et al., AJEBAK 58(pt 5) (1980)
489-500; D. Mannel et al., Infection and Immunology 30(2)
(1980) 523-530; H. Ohnishi et al., GB-patenttijulkaisu 2
106 117A; ja J. Hammerstr®m, Scand. J. Immunol. 15 (1982)
311-318.

Toisaalta C. Zacharzuk et al. [Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80 (1983) 6341-6345] ehdottavat, ettd marsun
lymfotoksiini ja marsun makrofagien sytotoksinen tekiji
olisivat immuunikemiallisesti samanlaisia elleivit
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identtisid. Samanlaisia pidtelmid esittdvat Ruff et al.,
[tymfokines 2 (1981) 235-272, sivuilla 241-2427.

Yritykset karakterisoida immuunisytotoksisia teki-
j6itd ovat myds keskittyneet eliinten, jotka on altistettu
immunogeenisille antigeeneille, seerumien tai vatsaonte-
lonesteiden kidyttidmiseen ldhtSaineena. Nimi lihteet sisdl-
tivit rasitetun immuunijdrjestelmén koko tuotannon‘kaikes-
sa runsaudessaan vastakohtana yhden solutyypin tai -linjan
tuotteelle tai tuotteille. Viittaan seuraaviin timdntyyppi-
siin julkaisuihin: S. Green et al., J. Natl. Cancer Inst.
68(6) (1982) 997-1003 ("tumor necrosis-inducing factor");
M. Ruff et al., J. Immunology 125(4) (1980) 1671-1677
("tumor necrosis factor"); H. Enomoto et al., EP-hakemus
86475 ("antitumor substance"); H. Oettgen et al., "Recent
Results Cancer Res. 75 (1980) 207-212 ("tumor necrosis
factor"); F. Kull et al., J. Immunol. 126(4) (1981) 1279-
1283 ("Tumor Cell Cytotoxin"); D. Mannel et al., Infection
and Immunity 28(1) (1980) 204-211 ("cytotoxic factor");

N. Matthews et al., Br. J. Cancer 42 (1980) 416-422
("tumor necrosis factor"); S. Green et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 73(2) (1976) 381-385 ("serum factor") ;

N. Satomi et al., Jpn J. Exp. Med. 51(6) 1981 317-322;

N. Matthews, Br. J. Cancer 40 (1979) 534-539 ("tumor
necrosis factor"); K. Haranaka et al., Jpn. J. Exp. Med.
51(3) (1981) 191-194 ("tumor necrosis factor"); ja L. 0ld
et al., EP-hakemus 90892: T. Umeda et al., Cellular and
Molecular Biology 29(5) (1983) 349-352; ja H. Enomoto et
al., EP-hakemus 86475.

Muuta kirjallisuutta, johon tulisi tutustua, ovat
seuraavat julkaisut: J. Nisse-Meyer et al., Infection and
Immunity 38(1) (1982) 67-73; J. Klostergaard et al., Mol.
Immunol. 18(12) (1981) 1049-1054; N. Sloane, US-patentti-
julkaisu 4 359 415; H. Hayashi et al., Us-patenttijulkai-
su 4 447 355; K. Hanamaka et al., EP-hakemus 90 892
(1983); ja G. Grabger et al., Cellular Immunology 38

(1978) 388-402.
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EP-hakemusjulkaisussa 100 641 kuvataan sytotoksis-
ta polypeptidi&, jokca puhdistettiin suurin piirtein va-
paaksi epdpuhtauksista ja joka saatiin ihmisen lymfoblas-
toidisolu -viljelm&std. T4md polypeptidi nimettiin lymfo-
toksiiniksi, vaikkasensukulaisuus muihin lymfotoksiiniksi
kutsuttuihin, kirjallisuudessa kuvattuihin polypeptidei-
hin on arveluttava. Ei tiedetty, oliko t&#m# ainoa immuu-
nisolujen tuottama sytotoksinen polypeptidi, kuten Zac-
harchuk et al. (imid.) ehdottavat vai onko se mahdolli-
sesti jdsen sytotoksisten tekij®diden ryhm#ssi.

Edelld mainitun hakemuksen mukaisessa polypepti-
diss8 on kaksi aminop##ts, suurempi muunnos p&ittyy jak-
soon Leu Pro Gly Val Gly Leu Thr Pro Ser Ala Ala Gln Thr
Ala Arg Gln His Pro Lys Met His Leu Ala His Ser Thr ... ,
ja pienempi muunnos typistettyyn aminop8&hdn His Ser Thr
Leu Lys Pro Ala Ala ...

iemman kirjallisuuden mukaan interferonit, joilla
on jonkin verran kasvaimia est&vi#i aktiivisuutta ja hei-
kosti karakterisoitu proteiini, jolla on AlaAla-aminopi3
(GB-hakemusjulkaisu 2 117 385A) olivat ehdokkaita syto-
toksiksi tekijviksi, jotka eivit ole lymfotoksiineja.
Kuten tullaan havaitsemaan, t&mi#n keksinn®n mukaisesti
valmistettu tuumorinekroositekij4 ei ole interferoni eiki
lymfotoksiini eiki siin4 ole AlaAla-p&d&td. T&m&n tutki-
muksen p&&m84r&n4 on (a) masrittas lopullisesti, onko
olemassa muuta tuumorinekroositekij&s kuin lymfotoksiini
vai ei ja jos sellainen on olemassa, identifioida se sil-
18 tavalla, ettd se selvidsti erottuu muista tdllaisista
tekijdistd; (b) tuottaa tillaista tekijdd muilla mene-
telmilld kuin soluviljelm#n indusointi, joka on kallis ja
tuottaa tuotetta, joka sis#ltis epdpuhtautena indu-
sointiainetta tai induktoimalla ddreisverilymfosyyttej4,
joka on taloudellisesti epdkdytdnndllistid, heikosti
toistettavissa ja tuottaa homologisilla soluja plasma-
proteiineilla kontaminoituneen tuotteen; (c) saada ai-
kaantdllaista tuumorinekroositekij&s koodaava DNA ja il-
mentdd timi DNA yhdistelmdviljelmelmdssid; (e) muuntaa
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tillaisen tekijin koodausjaksoa tai rakennetta; (f) for-
muloida t&llainen tekij& terapeuttisiin annostelumuotoih-
in ja antaa sitd eldimille kasvainten hoitamiseksi, ja
(g) tuottaa téllaiseen tekijaan liittyvi8 diagnostisia
reagensseja.

Sytotoksinen tekijd on puhdistettu homogeeniseksi,
karakterisoitu ja sitd on ilmennetty yhdistelmdviljelmds-
si. T4t4d tekijiid kutsutaan mukavuuden vuoksi tuumorinek-
roositekijdksi (TNF), ja se mé8ritell&dn jaljempdnd. Se
saadaan soluviljelméstd suurin piirtein homogeenisessa
muodossa, jonka ominaisaktiivisuus on suurempi kuin noin
10 miljoonaa yksikkdd/mg proteiinia ja yleisesti noin 100
miljoonaa yksikkdd/mg.

Yhdistelmdviljelméssd syntetisoidulle ihmisen tuu-
morinekroositekijille on luonteenomaista sellaisten solu-
komponenttien, proteiinit mukaan luettuina, l&sndolo,
jotka eivat ole ihmissoluista perdisin ja jotka esiinty-
vit sellaisina m#irini ja ovat luonteeltaan sellaisia,
ettd ne ovat fysiologisesti soveltuvia annettaviksi poti-
laille yhdess# tuumorinekroositekij&n kanssa. N&m& kom-
ponentit ovat yleensd per&disin hiivasta, prokaryootista
tai muusta korkeammasta eukaryootista kuin ihmisesta ja
niit4 esiintyy vaarattomina kontaminoivina middrina, jotka
ovat suuruusluokaltaan alle noin 1 paino-%. Yhdistelmdso-
luviljelmsd tekee lis#lcsi mahdolliseksi tuumorinekroosi-
tekij4n tuottamisen tdydellisesti vapaana homologisista
proteiineista. Homologiset proteiinit ovat proteiineja,
joita normaalisti liittyy tuumorinekroositekijéén sen
esiintyessd luonnossa, ts. soluissa, solueritteissd ja
elimist®n nesteissi. Er#s ihmisen tuumorinekroositekijdl-
le homologinen proteiini on esimerkiksi ihmisen seerumi-
albumiini. Heterologisten proteiinien kohdalla tilanne on
painvastainen, ts. ne eivdt luonnossa liity kyseessd ole-
vaan tuumorinekroositekijd#n eivdtkd esiinny yhdessd sen
kanssa.

Tarjotaan k#ytettdvaksi DNA, joka koodaa tuu-
morinekroositekijsd4 ja joka ilmennettynd yhdistelma-
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morinekroositekijd4. T&mid DNA on uusi, koska cDNA, joka
saadaan indusoidusta monosyyttisolulinjasta saadusta
mRNA:sta kddnteiskopioinnilla, ei sis#flli introneja ja on
vapaa mahdollisista reuna-alueista, jotka koodaavat orga-
nismien, joista mRNA on periisin, muita proteiineja.

Kromosomaalinen DNA, joka koodaa TNF:d44, saadaan
tutkimalla genomi-DNA-kirjastoja kdyttden cDNA:ta koetti-
mena. Kromosomaalinen DNA on vapaa muita proteiineja koo-
daavista reuna-alueista, mutta voi sisdltii introneja.

Eristettyid tuumorinekroositekij&-DNA:ta .on helppo
muuntaa nukleotidisubstituutiolla, -deleetoilla tai -in-
sertioilla, jolloin saadaan uusia DNA-jaksoja, jotka koo~
daavat tuumorinekroositekijdi tai sen johdoksia. N&iti
muunnettuja jaksoja kidytetddn mutanttituumorinekroositeki-
jdn tuottamiseen ja valmiin tuumorinekroositekijin suoraan
ilmentdmiseen. Muunnetut jaksot ovat kdyttbkelpoisia myds
tuumorinekroositekijén ilmentymistehon parantamiseen va-
lituissa isdnt&-vektorisysteemeissi, esimerkiksi muunta-
malla jaksot isdntdsolun kodonipreferenssin mukaisiksi.

Ndmd uudet DNA-jaksot tai niiden fragmentit leima-
taan ja niitd kdytetdin hybridisaatiokokeissa, joissa tut-
kitaan tuumorinekroositekijéé koodaavaa geneettisti mate-
riaalia.

Menetelmissd tuumorinekroositekij&n syntetisoimi-
seksi DNA, joka koodaa tuumorinekroositekijdi, ligatoidaan
replikoituvaan (lisddntyv&&n) vektoriin, vektorilla trans-
formoidaan isdntidsolut, isdntdsoluja viljelldsn ja tuumori-
nekroositekijid otetaan talteen viljelmdstd. T&t4 yleismene-
telmdd k&dytetddn valmistettaessa tuumorinekroositekiji,
jolla on monosyytin tuumorinekroositekijin ominaisuudet
tai uusia tuumorinekroositekijin johdoksia, vektorin ra-
kenteesta ja transformoitavaksi valitusta isdntdsolusta.
Tuumorinekroositekijéspesieksiin, joita voidaan t#lli ta-
valla syntetisoida, kuuluvat valmis (valyyliaminoterminaa-

linen) tuumorinekroositekiji, pretuumorinekroositekiji
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("preTNF", mddritelty t&dssd hakemuksessa) ja TNF-johdokset
mukaan luettuina (a) fuusioproteiinit, joissa TNF tai jokin
sen fragmentti on liittyneend muihin proteiineihin tai poly-
peptideihin TNF:n tai sen fragmenttien amino- ja/tai kar-
boksyyliterminaalisissa aminohapoissa olevien peptidisi-
dosten kautta, (b) TNF-fragmentit valmis tuumorinekroosi-
tekijd ja preTNF-fragmentit, joissa mahdollinen preproteii-
niaminohappo on fragmentin aminoterminaalinen aminohappo,
mukaan luettuina, (c) TNF:n tai sen fragmenttien (valmis
tuumorinekroositekijd mukaan luettuna) mutantit, joissa yk-
si tai useampi aminohapporyhmd on substituoitu, tuotu lisdd
tai poistettu ja/tai (d) edelld mainittujen proteiinien,
fragmenttien tai mutanttien johdokset, joiden aminopé&dhdn
on lisitty metionyyli tai muunnettu metionyyli (kuten for-
myylimetionyyli tai muu suojattu metionyylispesies).

Jos nisdkissolu transformoidaan (a) vektorilla, jo-
ka sisidltiid koko tuumorinekroositekijén rakennegeenin
(5'-pddn aloituskodoni mukaan luettuna) tai (b) valmista
tuumorinekroositekijidi tai tuumorinekroositekijdjohdosta
koodaavalla geenilld, joka on ligatoitu eukaryootin eritys-
esijaksoon (joka voi olla myds esijakso, joka saa aikaan
tuumorinekroositekijin erittymisen) ja solua viljelldan,
saadaan tavallisesti talteen valmista tuumorinekroosite-
kijdsa viljelmdstd.

Samalla tavalla, jos DNA, joka koodaa TNF:d4, liga-
toidaan vektorissa eritysesijaksoon, jota transformoitava
isdntisolu (tavallisesti organismi, josta mainittu esijak-
so on saatu) kisittelee oikealla tavalla, isdntd transfor-
moidaan vektorilla ja sitd viljelld&n, syntetisoituu tuumo-
rinekroositekiji, jossa ei ole aminoterminaalista metionyy-
1ii tai suojattua metionyylid. Erityisesti E. coli, joka
on transformoitu vektoreilla, joissa valmista tuumorinek-
roositekijdd koodaava DNA on ligatoitu 5'-pddstdén DNA:han,
joka koodaa STII-enterotoksiinisignaalipolypeptidid, k&-
sittelee oikealla tavalla suuren osan hybridipreproteii-

nista valmiiksi tuumorinekroositekij&dksi. Voidaan myds
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valita sellaiset eritysesijaksot ja is#&nt#solut, jotka
johtavat valmiin proteiinin asianmukaiseen kuljetukseen
solun periplasmaan.

Tdssd kuvataan myds muut tuumorinekroositekij&joh-
dokset kuin aminohapposekvenssi- tai glykosylaatiomuun-
nokset. Tdllaisille johdoksille on luonteenomaista kova-
lenttinen tai aggregaatin kautta tapahtuva liittyminen
kemiallisiin ryhmiin. N&8m&8 johdokset kuuluvat yleensi
johonkin seuraavista kolmesta ryhm#st#: suolat, kovalent-
tiset sivuketju- tai p##dteryhmdmuunnokset ja adsorptio-
kompleksit.

Jos valmista tuumorinekroositekij#i koodaava DNA
ligatoidaan vektoriin, vektorilla transformoidaan is#nti-
solu ja solua viljelldsn, esiintyy valmista tuumorinek-
roositekij&d solun sytoplasmassa. Siten on tarpeetonta
rakentaa erityisjérjestelmis valmiin tuumorinekroositeki-
jén saamiseksi. Tdmd oli yll&tt&vad, koska suora ilmenty-
minen tavallisesti saa aikaan metionyloituneen proteii-
nin. Proteiini on lis#ksi pysyvd ja liukenee yhdistelmi-
soluviljelmddn, ts. se ei pilkkoudu solunsis#disten pro-
teaasien vaikutuksesta eik# saostu. Siten on saatu aikaan
uusia viljelmid, jotka sis#ltdvét alempien eukaryoottien
tai prokaryoottien soluja, joiden sytoplasmassa esiintyy
metionyloitumatonta tuumorinekroositekij&4.

Vaikka tuumorinekroositekijii voidaan valmistaa
viljelemdlld eldinsolulinjoja, esimerkiksi monosyyttiso-
lulinjaa, joka indusoidaan kasvattamalla 4-beta-forboli-
12-myristaatti-13-asetaatin (PMA:n) l4sni ollessa tai
immortaalisolulinjoja, kuten hybridoomia tai EBV-trans-
formoituja soluja (US-patenttijulkaisu 4 464 465), on
edullista syntetisoida tuumorinekroositekij#i yhdistelms-
soluviljelméssd j&ljemp&nd kuvattavalla tavalla.

Kun tuumorinekroositekij& on valmistettu fermen-
toimalla, se yleensd puhdistetaan ottamalla talteen vil-
jelmd8n supernatanttineste tai hajotetut solut, poistamal-
la kiinted8 aines, adsorboimalla tuumorinekroositekija
supernatanttiseoksesta (joka sis#l1t#4 tuumorinekroosite-
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kijdn ja muita proteiineja) hydrofobiselle aineelle,
eluoimalla tuumorinekroositekij# t&ltd aineelta, adsor-
boimalla tuumorinekroositekiji anioninvaihtohartsille
(edullisesti kvaternaarisilla aminoryhmills substituoi-
tu), jolla on suurin piirtein yhten#dinen hiukkaskoko ja
eluoimalla tuumorinekroositekij# hartsilta. Tuumorinek-
roositekijdkoostumuksia mahdollisesti vidkevdidsdn ja puh-
distetaan kromatografisin menetelmin miss& tahansa puh-
distusmenettelyn vaiheessa, esimerkiksi isoelektrisesti
kokoamalla tai johtamalla seulontageelin, kuten Sephadex
G-25:n, lé&pi.

Keksinnén mukaiselle menetelm#dlle tuumorinekroosi-
tekijan valmistamiseksi on tunnusomaista se, mitd patent-
tivaatimuksessa 1 esitetdén.

vhdistelmid- tai indusoidusta soluviljelmdstd saatu
puhdistettu TNF yhdistetaan terapeuttista kayttda varten
fysiologisesti vaarattomiin stabilointiaineisiin ja apu-
aineisiin ja valmistetaan annostelumuotoon esimerkiksi
kylmidkuivaamalla annostelupulloissa tai sdilyttémdlla
stabiloituina vesipitoisina valmisteina. Vaihtoehtoisesti
tuumorinekroositekiji sis#llytet&sn polymeerimatriisiin
istutettavaksi kasvaimiin tai leikkauskohtiin, joista on
poistettu kasvaimia, jolloin saadaan aikaan tuumorinek-
roositekijén pitk#aikainen vapautuminen paikallisesti
suurena pitoisuutena.

Koostumukset saadaan keksinndn mukaisesti vapaina
kontaminoivista sytotoksisista tekijoistd, kuten lymfo-
toksiinista, interferoneista tai muista sytotoksisista
proteiineista, joihin kirjallisuudessa viitataan. Tera-
peuttisissa sovellutuksissa on kuitenkin edullista yhdis-
t44 tuumorinekroositekij4 ennalta m#&rdttyihin mé&riin
lymfotoksiinia ja/tai interferonia. Koostumukset, jotka
sisdltavat tuumorinekroositekijids ja interferonia, kuten
gammainterferonia, ovat erityisen kayttodkelpoisia, koska
niill4 on havaittu olevan synergistinen sytotoksinen vai-
kutus.

Tuumorinekroositekijikoostumuksia annetaan eldi-
mille, erityisesti potilaille, joilla on pahanlaatuisia
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kasvaimia, terapeuttisesti vaikuttavina annoksina. Asian-
tuntijoille ovat selvii hoidon vyhteydess8 soveltuvat an-
nokset, kuten j&ljemp#n& tarkemmin kuvataan.

Kuvio 1 esittii tuumorinekroositekijén eluoitumis-
kdyrds kontrolloidusta huokoslasista.

Kuvio 2 esittis tuumorinekroositekijin eluoitumis-
k8yr&8 dietyyliaminoetyyliselluloosasta.

Kuvio 3 esittii tuumorinekroositekijén eluoitumis-
k8yrdd nopeassa proteiini-nestekromatografiassa.

Kuvio 4 esittii tuumorinekroositekijin eluoitumis-
kdyr8d kromatofokusoinnissa.

Kuvio 5 esittii tuumorinekroositekijan molekyyli-
painoa SDS-PAGE-geelielektroforeesilla mddritettyni.

Kuvio 6 esittidi tuumorinekroositekijén molekyyli-
painoa HPLC-eluutiolla mddritettyns.

Kuvio 7 esittii tuumorinekroositekijin eluoitumis-
kdyr84 HPLC-C4-kolonnista.

Kuvio 8 valaisee tuumorinekroositekijén trypsiini-
pilkkomisfragmenttien erottumista HPLC:114.

Kuvio 9 valaisee gamma-interferonin ja tuumorinek-
roositekijén seosten sytotoksista vaikutusta.

Kuviossa 10 esitetd#n ihmisen pretuumorinekroosi-
tekijén, tuumorinekroositekijdn koko eritysesijakso mu-
kaan luettuna, nukleotidi- ja aminohapposekvenssi.

Kuvio 11 esittids tuumorinekroositekij&n ilmenty-
misvektorin muodostamista.

Tuumorinekroositekij4 m#sritellssn polypeptidiksi,
joka on muu kuin lymfotoksiini ja jolla on kyky saada
aikaan preferentiaalinen sytotoksinen vaikutus ja joka
sisdlt8d alueen, jossa esiintyy funktionaalisten amino-
happojen homologiaa kuviossa 10 esitetyn valmiin tuumori-
nekroositekijin aminohapposekvenssin, sen fragmentin tai
tdllaisen polypeptidin tai fragmentin johdoksen kanssa.

Preferentiaalinen sytotoksinen aktiivisuus on mad-
ritelm&n mukaan kasvainsolujen tuhoamista tai niiden kas-
vun estamistd ensisijaisesti verrattuna normaalisoluihin
samoissa olosuhteissa. Preferentiaalisen sytotoksisen ak-
tiivisuuden detektointi tapahtuu tarkastelemalla polypep-
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tidin vaikutusta kasvainsoluihin in vivo tai in vitro ver-
rattuha vaikutukseen normaalisoluihin tai -kudokseen. So-
lujen hajoaminen on yleensd diagnostisena osoituksena in
vitro, kun taas kasvainten nekroosi midritetddn kokein in
vivo. Sytotoksisesta aktiivisuudesta voi kuitenkin olla
osoituksena myds sytostaasi tai antiproliferatiivinen ak-
tiivisuus. Soveltuvat koejdrjestelyt ovat hyvin tunnettuja.
Esimerkiksi jdljempdnd kuvattava solujenhajotuskoe, jota
kdytetddn tuumorinekroositekijén ominaisaktiivisuuden mdd-
rittimiseen, on hyvdksyttdvd, samoin kuin koe, jota kuvaa-
vat B. Aggarwal et al. teoksessa "Thymic Hormones and
Lvmphokines", toim. A. Goldstein, Spring Symposium on
Health Sciences, George Washington University Medical
Center, 1983 (tdssi julkaisussa mainittu solulinja A549 on
saatavana ATCC:sta numerolla CCL185).

TNF:n ominaisaktiivisuutta kuvataan kohdesolujen
hajoamisella sytostaasin sijasta. Yksi yksikkd tuumorinek-
roositekijds mdiritellddn siksi mddrdksi, joka vaaditaan
kuhunkin syvennykseen esimerkin 1 mukaisesti levitettyjen
kohdesolujen hajottamiseksi 50-%:isesti. Tdll8 ei kuiten-
kaan ole tarkoitus sulkea pois muita kokeita ominaisaktii-
visuuden mittaamiseksi, esimerkiksi menetelmid, jotka pe-
rustuvat kohdesolujen kasvunopeuteen.

PreTNF on tuumorinekroositekijédspesies, joka sisdl-
tyy edelld esitettyyn tuumorinekroositekijin mddritelmddn.
Sille on luonteenomaista se, ettd molekyyliss&d on signaali-
(eli esi-) polypeptidi, joka luennan j&lkeen ohjaa proteii-
nin johonkin kohtaan solussa tai sen ulkopuolella. Yleensd
signaalipolypeptidi (jolla itselldén ei ole tuumorinekroo-
siaktiivisuutta) lohkeaa proteolyyttisesti proteiinin muus-
ta osasta, jolla on tuumorinekroositekijdaktiivisuus, osa-
na erittymisprosessia, jossa proteiini siirtyy isédnt&solun
periplasmaan tai kasvualustaan. Signaalipeptidi voi olla
mikrobin tai nisikk&in peptidi (luontainen, 76-ryhmdinen
esijakson mukaan luettuna), mutta edullisesti se on signaa-

1i, joka on homologinen is&ntésolulle.
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Normaaleista biologisista l&hteisti saatavan luon-
taisen tuumorinekroositekijin arvioitu molekyylipaino on
noin 17 000 natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigee-
lielektroforeesilla (SDS-PAGE) tissi kuvatulla tavalla mii-
ritettynd, isoelektrinen piste on noin 5,3, ja polypeptidi
on herkkd trypsiinihydrolyysille useasta kohtaa. RP-HPLC:11li
puhdistettu luonnon tuumorinekroositekiji hydrolysoituu
trypsiinilléd v&hintd&n yhdeks#ksi fragmentiksi tdssi hake-
muksessa kuvatuissa olosuhteissa. Fragmenttien, joiksi tuu-
morinekroositekijd hydrolysoituu trypsiinin vaikutuksesta,
lukumddrd riippuu sellaisista tekij&istd kuin trypsiinin
aktiivisuus, tuumorinekroositekijidpitoisuus ja inkubointi-
parametrit, ionivahvuus, pH, l&mpdtila ja inkubointiaika
mukaan luettuina.

Tuumorinekroositekijd ei nidyti olevan glykoproteii-
ni, se ei piddty lektiiniaffiniteettikolonneihin ja pddtel-
lyn aminohapposekvenssin analysointi ei osoita todennik&i-
sid glykolysoitumiskohtia. My&s yhdistelmd- E. coli -vil-
jelmdssd tuotettu materiaali (jolla ei ole glykosyloitumis~
kykyd) liikkuu yhdessi luonnon TNF:n kanssa SDS-PAGE:ssa.

Aminohapposekvenssihomologia-aste, joka tuo polypep-
tidin t&ssd annetun tuumorinekroositekijidn miiritelmin
piiriin, vaihtelee riippuen siiti, osuuko ehdokasproteii~
nin ja tuumorinekroositekijdn vdlinen homologisuus sytotok-
sisen aktiivisuuden aikaan saavien tuumorinekroositekijén
alueiden sisd~- vai ulkopuolelle; alueilla, jotka ovat rat-
kaisevia sytotoksiselle aktiivisuudelle, pit&isi olla kor-
kea homologia-aste, jotta polypeptidi olisi miiritelmin
mukainen, kun taas jaksoissa, jotka eivit liity tuumori-
nekroositekijén rakenteen yllidpidon tai reseptoreihin si-
toutumisen aikaansaamiseen, voi homologisuus olla suhteel-
lisen alhainen. Ratkaisevat alueet voivat lisiksi olla sy-
tolyyttisesti aktiivisia ja tdssi mddritellylld tavalla ho-
mologisia, jos ryhmi#, jotka sisiltivit funktionaalisesti
samanlaisia aminohapposivuketjuja, korvautuu toisillaan.

Funktionaalisesti samanlainen viittaa sivuketjujen
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vallitseviin ominaisuuksiin, kuten emdksisyys, neutraali-
suus tai happamuus tai steerisen esteen l4snd~- tai poissa-
olo. Tissi miiritelty tuumorinekroositekijd ei kuitenkaan
missiin tapauksessa ole lymfotoksiini.

Tuumorinekroositekijdksi miiritelty polypeptidi si-
siltidi yleensd kuvion 10 mukaisen proteiinin tai sen frag-
mentin kanssa suurin piirtein homologisia alueita, jotka
ovat jatkuvan 20-100 aminohappoa kdsittidvin jakson mittai-
sia, erityisesti ryhmien 35 ja 66 sekd 110-133 vélisten
jaksojen kanssa homologisia alueita.

Merkittdvin tekiji polypeptidin mddrittelemisessd
tuumorinekroositekijdksi on antiseerumien, joilla on kyky
oleellisilta osiltaan kumota kuvion 10 mukaisen valmiin
tuumorinekroositekijin sytolyyttinen aktiivisuus, kyky ku-
mota oleellisilta osiltaan myds kyseessd olevan polypepti-
din sytolyyttinen aktiivisuus. On kuitenkin otettava huo-
mioon, etteivdt immunologinen ja sytotoksinen luonne ole
vilttimitti toisensa kattavia. Kuvion 10 mukaisen tuumori-
nekroositekijdn aktiivisuuden kumoava vasta-aine ei ehkd
sitoudu ehdokkaana olevaan proteiiniin, koska aktiivisuu-
den kumoava vasta-aine sitoutuu spesifisesti tuumor inekroo-
sitekijin sellaiseen kohtaan, joka ei ole ratkaiseva syto-
toksisen aktiivisuuden kannaita. Vasta-aine saattaa sitou-
tua proteiinin. vaikutuksen kannalta merkityksettémddn koh-
taan ja saada aikaan kumoavan vaikutuksensa steerisen es-
teen kautta. Siksi ehdokkaana oleva proteiini, jossa on
mutaatio tdlli merkityksettdmdlld alueella, ei endd sido
vaikutuksen kumoavaa vasta-ainetta, mutta on siitd huoli-
matta tuumorinekroositekijd huomattavan homologian ja bio-
logisen aktiivisuuden kannalta katsottuna.

On tirkeii ottaa huomioon, ettd kuvion 10 mukaisel-
le luonnon eli villin tyypin valmiille ihmisen tuumorinek-
roositekijdlle, joka on saatu ddreislymfosyytti- tai solu-
linjaviljelmistd, annetut ominaisuudet, kuten molekyylipai-
no, isoelektrinen piste ja vastaavat, ovat kuvaavia vain

tuumorinekroositekijdn luonnossa esiintyville spesieksille.
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Edelld esitetyn miiritelmin mukaisiin tuumorinekroosite-
kij6ihin kuuluu spesieksii, joilla ei ole luonnon tuumori-
nekroositekijédn kaikkia luontaisia ominaisuuksia. Vaikka
tdssd mddritelty kisite tuumorinekroositekijd sisdltii
luonnon tuumorinekroositekijéin, sisdltyy mddritelmdn pii-
riin muitakin sille sukua olevia sytotoksisia polypeptide-
jd. Esimerkiksi sellaiset TNF-johdokset kuin insertiomu-
tantit, deleetiomutantit ja fuusioproteiinit, joita edelli
kuvattiin, erocavat molekyylipainoltaan luonnossa esiinty-
vdstd ihmisen tuumorinekroositekijisti (fuusioproteiineil-
la valmiin tuumorinekroositekijin kanssa tai itse preTNF:114
samoin kuin insertiomutanteilla on suurempi molekyylipaino
kuin valmiilla luonnon tuumorinekroositekij&lld, kun taas
luonnossa esiintyvin valmiin tuumorinekroositekijin delee-
tiomutanttien molekyylipaino on pienempi). Tuumorinekroo-
sitekijdd voidaan myds kidsitellid alttiuden hydrolysoitua
trypsiinin tai muiden proteaasien vaikutuksesta vihent&i-
miseksi tai poistamiseksi. Lopuksi mainittakoon, etti ih-
misen preTNF:n luennan jdlkeinen prosessointi solulinjois-
sa, jotka ovat perdisin muista nisidkkiisti kuin kidelli-
sistd, voi johtaa mikroheterogeenisuuteen aminoterminaa-
lisella alueella, niin ettd aminoterminaalisena aminohap-
pona ei endd ole valiini.

Ihmisen tuumorinekroositekijin aminohapposekvenssi,
Jjoka on pddtelty sen cDNA:sta, esitetdin kuviossa 10. Val-
mista eli luonnossa esiintyvii tuumorinekroositekijii vas-
taavat aminohapot 1-157. Huomaa, etti timi jakso sisiltii
76 ryhmdstd koostuvan signaalijakson, jonka uskotaan pois-
tuvan luetun transkriptin normaalissa prosessoinnissa val-
miiksi proteiiniksi. Trypsiinihydrolyysikohdat osoitetaan
nuolin.

Huomaa, ettd ilmaus "kykenevid" sytotoksiseen aktii-
visuuteen tai tuumorinekroosiin in vivo tarkoittaa sita,
ettd termin "tuumorinekroositekiji" piiriin kuuluvat poly-
peptidit, joita voidaan muuttaa esimerkiksi entsymaatti-
sella hydrolyysilli, epdaktiivisesta, tsymogeenin kanssa

o B AER e we
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ananalogisesta tilasta polypeptidifragmentiksi, jolla on ha-
luttu biologinen vaikutus. Tyypillisia epdaktiivisia esias-
teita ovat fuusioproteiinit, joissa valmis tuumorinekroosite-
kija on liittyneena karboksyylip#d#dstdsn peptidisidoksen kaut-
ta johonkin ihmisproteiiniin tai sen fragmenttiin. Taman pep-
tidisidoksen kohdalla tai sen l#helld oleva sekvenssi on si-
ten valittu, ettd se on herkkd proteolyyttiselle hydrolyysil-
le, jolloin tuumorinekroositekija vapautuu joko in vivo tai,
osana valmistusohjelmaa, in vitro. Siten muodostuneella tuu-
morinekroositekijdlls on t&ll8in médritelmén edellyttdmd sy-
totoksinen aktiivisuus.

Vaikka tuumorinekroositekij&lld vleens#d tarkoite-
taan ihmisen tuumorinekroositekij&#, kuuluvat sellaisista
l1ihteists kuin hiiri, sika, hevonen tai nauta perédisin olevat
tuumorinekroositekijit tuumorinekroositekijén mi3ritelmdn
piiriin, kunhan ne muutoin tayttéavat edellsd kuvatut homologi-
sia alueita ja sytotoksista aktiivisuutta koskevat vaatimuk-
set. TNF ei ole lajispesifinen, ihmisen TNF vaikuttaa esimer-
kiksi hiiren kasvaimiin. Jonkin lajin TNF:88 voidaan siten
kdyttds toisen lajin hoidossa.

Tuumorinekroositekijd-nimikkeen alle kuuluvat my&s
multimeeriset muodot. Tuumorinekroositekij#é aggregoituu spon-
taanisti multimeereiksi, tavallisesti dimeereiksi tai kor-
keammiksi multimeereiksi. Multimeerit ovat sytotoksisia ja
siten soveltuvia k#ytettdviksi terapiaan in vivo. Vaikka on
toivottavaa ilment#8 ja ottaa talteen tuumorinekroositekija
suurin piirtein homogeenisena multimeerind tai monomeerind,
voidaan tuumorinekroositekij4 k#ytt#4d terapeuttisesti eri-
laisten multimeerien seoksena.

Tuumorinekroositekijén johdokset sisdltyvat tuu-
morinekroositekijd-termin piiriin. Johdoksiin kuuluvat ami-
nohapposekvenssimutantit, glykosyloitumismuunnokset ja kova-
lenttisesti tai aggregoitumalla muodostuneet yhteenliitty-
midtmuiden kemiallisten ryhmien kanssa. Kovalenttisia joh-
doksia valmistetaan liitt#m#l1l8 funktionaalisia ryhmid

TNF-aminohapposivuketjuissa tai N- tai C-p&adssé esiintyviin
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ryhmiin alalla tunnetuin keinoin. N&#ihin johdoksiin kuu-
luvat esimerkiksi: karboksyylipdin tai karboksyylisivuket-
juja sisdltdvien ryhmien, esimerkiksi asp10:n alifaattiset
esterit tai amidit; hydroksyyliryhmin sisdltivien aminohap-
poryhmien, kuten ser52:n, ser3:n, serd:n tai ser5:n, O-asyy-
lijohdokset;;aminoterminaalisen aminohapon tai aminoryhmin
sisdltédvien aminohapporyhmien, esimerkiksi lysiinin tai ar-
giniinin, N-asyylijohdokset; ja cys101:n ja cys69:n johdok-
set. Asyyliryhmd on alkyyliryhmi (C3_10—n—alkyylit mukaan
luettuina), jolloin muodostuu alkanoyylijohdos tai karbosyk-
linen tai heterosyklinen yhdiste, jolloin muodostuu aroyy-
lijohdos. Reaktiiviset ryhmit ovat edullisesti difunktio-
naalisia yhdisteitd, joita sindnsi tiedetiin kdytettdvan
proteiinien silloittamiseen liukenemattomiksi matriiseiksi
reaktiivisten siuryhmien kautta. Edullisia johdosten muo-
dostuskohtia ovat kysteiini- ja histidiiniryhmit.
Kovalenttiset tai aggregaattijohdokset ovat hyddyl-
lisid reagensseja immuunitutkimukseen ja affiniteettipuh-
distuksiin. Tuumorinekroositekiji voidaan esimerkiksi tehdi
liukenemattomaksi sitomalla se kovalenttisesti syanogeeni-
bromidilla aktivoituun Sepharose-geeliin sindnsd tunnetuin
menetelmin tai adsorboida polyolefiinipinnoille (mahdolli-
sesti glutaarialdehydisilloituksen avulla) kaytettdvdksi
anti-TNF-vastafaineiden tai solujen pintareseptorien tut-
kimiseen tai puhdistukseen. Tuumorinekroositekijid voidaan
myds leimata detektoitavissa oievalla ryhmdlld, esimerkiksi
radiojodata kloramiini T -menettelyll#, sitoa kovalentti-
sesti harvinaisia maametalleja sis#ltiviin kelaatteihin
tai 1iittdd johonkin muuhun fluoresoivaan ryhmddn, kdytet-
tdvdksi diagnostisissa tutkimuksissa, erityisesti biolo-
gisten ndytteiden TNF-pitoisuuksien mittaamiseen kompeti-
tiivista tyyppid oleville immuunitutkimuksilla. Tillaiset
johdokset voivat olla edellid annetun TNF:n miiritelmsin ul-
kopuolella, koska ei ole vdlttdmdtdntd, ettd niilli on sy-
totoksinen vaikutus, vaan ristireaktiivisuus anti-TNF:n

kanssa riittdi.
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Tuumorinekroositekijén mutanttijohdoksiin kuuluvat
ennalta midridtyt, ts. paikkaspesifiset, TNF:n tai sen frag-
menttien mutantit. Mutanttien muodostuksen tarkoituksena
on saada aikaan DNA, joka koodaa edelld méddritellyn kal-
taista tuumorinekroositekijd&d, ts. tuumorinekroositekijad,
jolla on sytotoksinen vaikutus kasvainsoluihin in vitro
tai joka aiheuttaa kasvainsolujen kuoleman in vivo ja jolla
on jiljelld homologiaa kuvion 10 mukaisen sekvenssin kans-
sa, mutta jolla on myds parantuneet ominaisuudet ja paran-
tunut aktiivisuus. Mutanttituumorinekroositekijd médritel-
144n polypeptidiksi, joka muuten tdyttdd tdssd hakemuksessa
aiemmin annetun tuumorinekroositekij&n homologiamddritel-
man ehdof, mutta jonka aminohapposekvenssi eroaa tuumori-
nekroositekijidn sekvenssistd deleetion, substituution tai
insertion kautta. Tuumorinekroositekijén lysiini- tai argi-
niiniryhmit (arginiini 2, 6, 82, 44 ja 131 ja lysiini 98,
90 ja 85) voidaan esimerkiksi vaihtaa histidiiniin tai muu-
hun aminohapporyhmidin, joka ei tee proteiinista proteolyyt-
tisesti labiilia. Samoin voitaisiin kysteiini 101 korvata
muilla ryhmilld ja silloittaa kemiallisesti stabiilisuuden
antamiseksi hapettumista vastaan. Ei ole vdlttdmdtdntd,
etti mutantit tdyttdvdt tuumorinekroositekijdlle asetetut
aktiivisuusvaatimukset, koska‘jopa bioclogisesti inaktiivi-
set mutantit ovat kdyttdkelpoisia reagensseina immuunitut-
kimuksissa. Tdssid tapauksessa tulee mutantissa kuitenkin
sdilyd ainakin yksi epitooppinen kohta, joka reagoi tuumo-
rinekroositekijédn vasta-aineen kanssa.

Tuumor inekroositekijin alueet, jotka ovat ryhmien
35-66 ja 110-133 vdlilld mainitut ryhmdt mukaan luettuina,
ovat merkittivissi mdirin homologisia (50-%:isesti) lymfo-
toksiinin kanssa. Nididen kahden molekyylin hydrofobiset
karboksyylipidit (tuumorinekroositekij&n ryhmdt 150-157)
ovat myds merkittidvisti samanlaiset. Koska molemmilla pro-
teiineilla on sytotoksinen vaikutus tai kasvainsolujen tap-
pamiskyky in vivo, uskotaan ndiden alueiden olevan tdrkeitd

lymfotoksiinin ja tuumorinekroositekijén yhteisen
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aktiivisuuden kannalta. Siten n&dilld alueilla olevat ryh-
midt ovat edullisia muutettaviksi silloin, kun mutageneesin
tarkoituksena on vaikuttaa suoraan tuumorinekroositekijin
vaikutukseen tiettyyn soluun. Tuumorinekroositekijdn ryh-
mien 67-109 vdlisen suhteellisen paljon muuttuneen alueen
tehtdvini saattaa olla siti ympdrdivien kahden suhteelliji-
sen homologisen alueen sijoittaminen sytotoksisen vaikutuk-
sen kannalta vdlttdmattomddn oikeaan konformaatioon. T&dl-
laisen sijoittamisen, jonka voisi saada aikaan tuumorinek-
roositekijdssd oleva Cys69-Cys101-disulfidisilta, voisi
samalla tavalla saada aikaan lymfotoksiinin vastaava alue
ja se voi olla syynd eroihin ndiden kahden molekyylin spe-
sifisyydessd ja aktiivisuudessa. Tdssd yhteydessi mainitta-
koon, ettd koska ndiden ryhmien otaksutaan muodostavan tuu-
morinekroositekijédn aktiivisen ytimen, voidaan ne synteti-
soida kemiallisesti tai deleetiomutageneesin kautta typis-
tettyind, lyhyind polypeptideind, joilla on tuumorinekroo-
sitekijdvaikutus.

Vaikka mutaatiokohta on ennalta mdirdtty, ei itse
mutaation tarvitse olla mddrdtty ennalta. Esimerkiksi (ase-
ma 131) -mutanttien tehon optimoimiseksi voidaan tehdi sat-
tumanvarainen mutageneesi arginiinia 131 vastaavan kodonin
kohdalla ja tutkia ilmentyneét tuumorinekroositekijédmutan-
tit sytotoksisen aktiivisuuden ja proteaasinkeston optimaa-
lisen yhdistelmin 1&ytdmiseksi. Menetelmit substituutio-
mutaatioiden aiheuttamiseksi sekvenssiltdin tunnetun DNA:n
ennalta mddrdttyihin kohtiin ovat tunnettuja, esimerkiksi
M13-alukemutageneesi.

Tuumorinekroositekij&n mutageneesi toteutetaan teke-
mdlld aminohappoinsertioita, tavallisesti noin 1-10 amino-
hapon mittaisia tai noin 1-30 ryhm&n deleetioita. Substi-
tuutioita, deleetioita, insertioita tai niiden miti tahan-
sa kombinaatioita voidaan yhdistd3d toisiinsa lopullisen ra-
kenteen aikaansaamiseksi. Insertioihin sis#ltyvit amino-
tai karboksyyliterminaaliset fuusiot, esimerkiksi karbok-
syylipddhdn lisdtty hydrofobinen jatke. Edullisesti tehd&in
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kuitenkin vain substituutiomutaatioita. On ilmeistd, et-
teivdt koodaavan DNA:n mutaatiot saa saattaa jaksoa luku-
kehyksen ulkopuolelle ja on edullista, etteivdt ne synny-
t4 komplementaarisia alueita, joista voisi syntyd sekun-
daarinen mRNA-rakenne.

Kaikki tuumorinekroositekij&8 koodaavan DNA:n mu-
taatiot eivdt ilmenny lopullisessa erittyneessd tuottees-
sa. Tarked ryhmd DNA-substituutiomutaatioita ovat esimer-
kiksi mutaatiot, joissa erilainen eritysesijakso tai sig-
naali on korvannut ihmisen luontaisen eritysesijakson
joko esijaksossa tehtyjen deleetioiden tai substituutioi-
den kautta, joissa luontainen esijakso tai suurin osa
siitd vaihdetaan esijaksoon, jonka is&ntd, jota aiotaan
kayttad, todennskdisemmin tunnistaa. Muodostettaessa esi-
merkiksi prokaryoottiilmentymisvektoria ihmisen eritys-
esijakso poistetaan bakteerin alkalisen fosfataasin tai
ldmpdstabiilin enterotoksiini II:n esijaksojen eduksi ja
hiivaa varten t#dmi# esijakso korvataan hiivan invertaasin,
alfa-tekij&n tai happaman fosfataasin esijaksojen eduksi.
Ihmisen eritysesijakson voivat kuitenkin tunnistaa muut-
kin is&nnidt kuin ihmissolulinjat, todenn&kdisimmin kor-
keampien eukaryoottien viljelmdssd olevat solut. Kun
isintid "tunnistaa" eritysesijakson, fuusioproteiini, joka
koostuu tuumorinekroositekijistd ja esijaksosta, katkeaa
esijakson ja tuumorinekroositekij&n valisen peptidisidok-
sen kohdalta niiden tapahtumien yhteydessd, jotka johta-
vat tuumorinekroositekijin erittymiseen. Siten, vaikka
is#nnin transformointiin k#ytettéisiin mutantti-preTNF-
DNA:ta ja v#lituotteena syntetisoituu mutantti-preTNF:48,
on tuotteena oleva tuumorinekroositekij#d tavallisesti
luontainen valmis tuumorinekroositekija.

Toinen t#rke4 ryhmd DNA-mutantteja, jotka eivat
ilmenny tuumorinekroositekij&johdoksina, ovat nukleotidi-
substituutiot, joita tehd&dn ilmentymisen edistdmiseksi,
padasiallisesti aminoterminaalisten silmukoiden valtt&mi-

seksi tai kodonien, joita valitun isdnnan on helpompi ko-
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pioida, esimerkiksi tunnettujen E. coli -preferenssi-
kodonien E. coli -ilmentymistd varten, aikaansaami-
seksi.

Oleellisilta osiltaan homogeenisella tuumorinek-
roositekij#élléd tarkoitetaan tuumorinekroositekijii,
joka on suurin piirtein vapaa muista proteiineista,
jotka ovat luontaisia l&hteelle, josta tuumorinekroo-
sitekijd eristettiin. T&m& tarkoittaa sit#, ettd ho-
mogeeninen tuumorinekroositekijd on suurin piirtein
vapaa veren plasmaproteiineista, kuten albumiinista,
fibrinogeenista, seriiniproteaaseista, a-globulii-
neista, sytotoksisista polypeptideistsi, jotka eivit
ole tuumorinekroositekij®itd, kuten lymfotoksiinista
ja interferoneista ja tuumorinekroositekijésynteesi-
paikkana toimivan solun tai organisminmuista prote-
iineista, kokonaiset solut ja hiukkasmaiset solujat-
teet mukaan luettuina. Homogeeninen tuumorinekroosi-
tekijd voi kuitenkin sis#ltd4 sellaisia aineita kuin
j8ljemp&nd kuvattavia stabilointi- ja t8yteaineita,
ennalta médrdttyj4 mésdrid synteesipaikkana toimivan
solun tai organismin proteiineja, proteiineja, jotka
ovat l&htdisin muista kuin tuumorinekroositekijén
ldhdesoluista tai -organismeista Jja synteettisid po-
lypeptidejd, kuten poly-L-lysiinis. Yhdistelm&tuumo-
rinekroositekij&, joka ilmentyy allogeenisessa
isdntdsolussa, esimerkiksi bakteerissa, ilmentyy
luonnollisesti t#ysin vapaana geenildhteen proteii-
neista.

Tuumorinekroositekijé syntetisoidaan edulli-
sesti yhdistelm#dorganismiviljelmissi. Asreisverilym-
fosyytit (PBL:&t) ja solulinjat eividt ole toivotta-
via. Kdytdnndssdon vaikeaa saada jonkin ryhmé&n PBL-
:i4, jotka ovat vapaita muiden ryhmien solujen ai-
heuttamasta kontaminaatiosta, esimerkiksi B- tai T-
soluista vapaita makrofageja. T4llainen kontaminaatio
tekee mainittujen solujen tuotteiden erottamisen vai-
keammaksi kontaminoiviensolujen mahdollisesti vapaut-
tamien sytotoksistentekij®iden Ja proteiinien wvuoksi.
Muista kuin yhdistelméviljelmists saatava tuumorinek-
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r0051texljasta, joten n#diltd viljelmiltd puuttuu yhdistel-
miviljelmdn joustavuus tuumorinekroositekijin ominaisuuk-
sien parantamiseksi.

DNA, joka koodaa tuumorinekroositekijad, saadaan ke-
miallisella synteesilld, PBL- tai solulinjaviljelmistd saa-
tavan mRNA:n kiinteiskopiointituotteita tutkimalla tai tut-
kimalla mistd tahansa solusta perdisin olevien genomikir-
jastoja. Soveltuvia solulinjaviljelmid ovat monosyyttiso-
lulinjat, kuten promyelosyyttisolulinjat, joista kdytetddn
merkintdi "HL-60" (ja joista erds on saatavana ATCC:std
numerolla CCL 240) tai histiosyyttinen lymfoomasolulinja
U 937 (ATCC CRL 1593). N&md ja muut solulinjat indusoidaan
ilmentdmddn ja erittdmddn tuumorinekroositekijdd altista-
malla solut alalla tunnetuille kemiallisille tai fysikaa-
lisille tekijdille, yleensd kasvaimia aiheuttaville tai
mitogeenisille tekijdille. Tuumorinekroositekijd voidaan
indusoida tietyissa monosyyttisolulinjoissa tehokkaasti
vain PMA:1lla; muuten tavanomaiset aineet, kuten lipopoly-
sakkaridi, stafylokokkaalinen enterotoksiini B tai tymosii-
ni o=1, eividt olleet yhtd tehokkaita kuin PMA tuumorinek-
roositekijdn indusoimiseksi ndisséd solulinjoissa. Koska
tiytyy tehdd vaihtelevia midrid tutkimuksia tuumorinekroo-
sitekijdi ilmentdvdn (ja siten haluttua mRNA:ta sis&ltd-
vin) solulinjan paikallistamiseksi, saattaa olla tehokkaam-
paa yksinkertaisesti syntetisoida geeni. Synteesi on edul-
linen, koska sen avulla voidaan muodostaa ainutﬁertaisia
restriktiokohtia (jolloin on mahdollista kdyttdd geenid
vektoreissa, jotka-sisaltévét restriktiokohtia, joita muu-
toin esiintyisi luontaisessa sekvenssissid) Jja suorittaa
luentatehoa parantavia toimenpiteitd, joita kédsitelldén
jdljempé&nd.

Timi DNA leimataan kovalenttisesti detektoitavissa
olevalla aineella, kuten fluoresoivalla ryhmdlla, radioak-
tiivisella atomilla tai kemiluminesoivalla ryhmdlld, sindn-
si tunnetuin menetelmin. Sitten sitd kdytetddn tavanomai-

siin hybridisaatiotutkimuksiin. Tillaisia tutkimuksia
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kdytetddn TNF-vektoreiden ja transformanttien identifioi-
miseen t&min hakemuksen esimerkeissd kuvattavalla tavalla
tai in vitro -diagnooseihin, kuten TNF-mRNA:n havaitsemi-
seen punasoluista,

TNF:48 vastaavaa mRNA:ta on ylldttdvdsti suhteelli-
sen vdhdn jopa indusoiduissa HL-60~soluissa, miki ehki joh~
tuu tuntemattomien tekijdiden aiheuttamasta ldhetti~-RNA:n
epdstabiilisuudesta. Lisiksi aika, joka kuluu TNF-mRNA:n
ilmaantumiseen solun indusoinnista lukien, on tdrked. TNF-
mRNA:ta ilmaantuu soluihin vain lyhyeksi ajaksi noin nel-
jén tunnin kuluttua indusoinnista. Tdssi suhteessa sen il-
maantuminen on erilainen kuin lymfotoksiinin, joka ilmaan-
tuu noin 12 tunnin kuluttua indusoinnista. Tdstd syystd j&i
CDNA helposti huomaamatta, ellei tiedety mitd etsitdin.
Kuitenkin, kun tiedet#&dn sen lisniolo ja kdytettivissi on
tdydellisesti komplementaarista DNA:ta, minkd t&dmi keksin-
td tekee mahdolliseksi, on tuumorinekroositekijid~cDNA:n et-
siminen indusoidusta HL-60- tai PBL-soluista saaduista
cDNA-kirjastoista t#llaisia DNA-sekvensseji sisdltivien
koettimien avulla rutiinity&td. Esimerkeissi tutkitut kak-
si HL-60-fagikirjastoa sisdltdvit suhteellisen samanlaisen
méddrdn positiivisia plakkeja, joten on selvdd, etti rutii-
ninomaisilla hybridisaatiotutkimuksilla voidaan identifioi-
da halutun DNA:n sisdltivi faagi.

HL-60-solulinjan tuumorinekroositekijii syntetisoi-
via soluja viljelldidn aluksi tavanomaisella tavaila, kun-
nes saavutetaan tiheys noin 8-12 x 105 solua/ml. Solut
poistetaan viljelméstd, pest#din, siirrostetaan seerumista
vapaaseen alustaan ja kasvatetaan PMA:ta sisiltivissi alus-
tassa. Kasvatusta jatketaan, kunnes haluttu tuumorinekroo-
sitekijdpitoisuus, tavallisesti noin 400 vksikksd&/ml, on
akkumuloitunut kasvualustaan. Sen jdlkeen viljelmisuperna-
tantti edullisesti kirkastetaan sentrifugoimalla tai muul-
la keinolla, jolla voidaan erottaa solujédtteet liukoisista
komponenteista. Sentrifugointi tulisi tehdi niin pienelld
kierrosnopeudella, etti vain suspendoituneet hiukkaset
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poistuvat. Sitten supernatantti puhdistetaan t&ssd hake-
muksessa kuvattavalla tavalla.

Vaihtoehtoisesti ja edullisesti, tuumorinekroosi-
tekij4 syntetisoidaan is&nt&soluissa, jotka on transfor-
moitu tuumorinekroositekij&i koodaavaa DNA:ta sis8ltavil-
18 vektoreilla. Vektori on replikoituva DNA-rakennelma.
Vektoreita k#ytetddn tédssd yhteydessd tuumorinekroosite-
kij&8 koodaavan DNA:n amplifiointiin ja/tai ilmentdmi-
seen. Ilmentymisvektori on replikoituva DNA-rakennelma,
jossa tuumorinekroositekijéd koodaava DNA-sekvenssi on
sopivin toimenpitein kytketty soveltuviin s8dtelyjaksoi-
hin, joilla on kyky saada aikaan tuumorinekroositekijén
ilmentyminen sopivassa is&nnédssd. Tdllaisia siditelyjakso-
ja ovat mm. transkriptiopromoottori, lisdoperaattorijak-
so, joka ohjaa kopiointia, soveltuvia mRNA:n ribosomisi-
toutumiskohtia koodaava jakso ja kopioinnin ja luennan
lopetusta ohjaavat jaksot.

Vektoreihin kuuluvat plasmidit, virukset (faagit
mukaan luettuina) ja integroitavissa olevat DNA-frag-
mentit (ts. fragmentit, jotka voidaan integroida isdn-
nidngenomiin rekombinaation kautta). Kun vektorilla on
transformoitu soveltuva isintd, se replikoituu ja toimii
isdnnidn genomista riippumattomasti tai saattaa, joissa-
kintapauksissa, integroitua itse genomiin. T&ssd selos-
tuksessa "vektori" on yleisnimitys, joka sis#ltéa "plas-
midin", mutta plasmidit ovat t&ll& hetkelld yleisimmin
kdytettyj4d vektorityyppej&. Kaikki muutkin vektorityypit,
jotka palvelevat samaa tarkoitusta ja ovat alalla tunnet-
tuja tai tulevat sellaisiksi, ovat kuitenkin soveltuvia
t4min keksinn®én mukaiseen kdyttdsdn. Soveltuvien vektorien
tulee sis#ltii replikoni ja s#&telyjaksot, jotka ovat
perdisin is#&nn#n, jota aiotaan kdyttdaa ilmentdmiseen,
kanssa yhteensopivasta lajista. Transformoidut isdn-
tasolut ovat soluja, jotka on transformoitu tai trans-
fektoitu yhdistelmd-DNA-menetelmilla valmistetuilla
tuumorinekroositekijdvektoreilla. Transformoidut isén-
nityleensd ilmentdvat tuumorinekroositekijds. Ilmenty-
nyt tuumorinekroositekijd j44 solun sisédén tai
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erittyy joko periplasmatilaan tai viljelmdsupernatanttiin
valitusta isdntdsolusta riippuen.

DNA-alueet ovat toiminnallisesti kytkettyji, jos ne'
liittyvdt toisiinsa funktionaalisesti. Esimerkiksi esijak-
soa tal eritysesijaksoa koodaava DNA on kytketty toiminnal-
lisesti polypeptidid koodaavaan DNA:han, jos se ilmentyy
preproteiiﬁina, joka osallistuu polypeptidin erittymiseen;
promoottori on kytketty toiminnallisesti koodausjaksoon,
jos se ohjaa tdmin sekvenssin kopiointia; tai ribosomin si-
toutumiskohta on kytketty toiminnallisesti koodausjaksoon,
jos se sijaitsee siten, ettd luenta on mahdollinen. Toi-
minnallisesti kytketty merkitsee yleensi jatkuvaa ja,
erittymisesijaksojen ollessa kyseessid, jatkuvaa ja samassa
lukukehyksessd olevaa.

Soveltuvia isdntdsoluja ovat prokaryootti-, hiiva-
tai korkeammat eukaryoottisolut. Prokaryootteihin kuuluvat
gram-negatiiviset ja -positiiviset organismit, esimerkiksi
E. coli ja basillit. Korkeampiin eukaryoottisoluihin kuu-
luvat nisdkédsperdiset vakiinnutetut solulinjat, joita ku-
vataan jdljempdnd. Edullinen isintdsolu on faagiresistent-
ti E. coli W3110 (ATCC 27325) -kanta, jota kuvataan esi-
merkeissd, vaikka mySs muut prokaryootit, kuten E. coli B,
E. coli X1776 (ATCC 31537), E. coli 294 (ATCC 31446),
Pseudomonas-lajit ja Serratia marcesans, ovat soveltuvia.

Prokaryoottiset is@ntd-vektorijidrjestelmit ovat
edullisia tuumorinekroositekij&n ilmentymisen kénnalta.
Vaikka tuumorinekroosi tekij&molekyyli sisdltii kaksi kys-
teiiniryhmdd ja vaatii siten mahdollisesti jossain mi&drin
luennan jdlkeistd kdsittelyd mahdollisen disulfidisillan
muodostamiseksi, ilmentidi esimerkiksi E. coli biologisesti
aktiivista tuumorinekroositekijdi. Kiytettivissi on runsaas-
ti soveltuvia vektoreita. Mikrobiaalisen vektorin tulee
yleensd sisdltdd replikoitumisen aloituskohta, jonka kiy-
tettdvdksi aiottu isinti tunnistaa, isinnissi toimiva pro-
moottori ja fenotyyppinen valikointigeeni, esimerkiksi gee-
ni, joka koodaa proteiineja, jotka antavat antibiootti-
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resistenssin tai toteuttavat jonkin kasvuedellytyksen. Mui-
ta isintii varten muodostetaan samanlaisia rakenteita. E.
coli transformoidaan tyypillisesti kéyttdmdllad pBR322,
eriistid E. coli -kannasta perdisin olevaa plasmidia /Bolivar

5 et al., Gene 2 (1977) 957. pBR322 sisdltad ampisilliini- ja
tetrasykliiniresistenssigeenit ja tarjoaa siten helpon ta-
van transformoitujen solujen identifioimiseksi.

Vektorien tulee sisdltdi promoottori, jonka isdntéd-

organismi tunnistaa. Tdmd on yleensd aiotulle isdnndlle

10 homologinen promoottori. Yhdistelmi DNA:iden muodostamises-
sayyleisesti kdytettdviin promoottoreihin kuuluvat lak-
tamaasi- (penisillinaasi-) Jja laktoosipromoottorisysteemit
/[Chang et al., Nature 275 (1978) 615; Goeddel et al.,
Nature 281 (1979) 5447, tryptofaanipromoottorisysteemi

15 (TRP) /Goeddel et al., Nucleic Acids Res. 8 )180) 4057 ja
EP-hakemusjulkaisu 36 7767 ja tac-promoottori /[H. De Boer
et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 80 (1983) 21-257. Vaik-
ka ndmid promoottorit ovat yleisimmin kdytettyjd, ovat myos
muut tunnetut mikrobiaaliset promoottorit soveltuvia. Nuk-

20 leotidisekvensseji koskevia yksityiskohtia annetaan julkai-
suissa, mikd tekee alaa taitavalle mahdolliseksi ligatoida
ne toiminnallisesti tuumorinekroositekij&a koodaavaan
DNA:han plasmidivektoreissa [Siebenlist et al., Cell 20
(1980) 2697. T&1li hetkelld edullinen vektori on pBR322-

5_2' 25 johdos, joka sis&lt#dd E. colin alkalinen fosfataasi -pro-

P moottorin yhdessa trp-Shine-Dalgarno-jakson kanssa. Pro-

moottori ja Shine-Dalgarno-jakso kytketdin toiminnallisesti

LM TNF:33 koodaavaan DNA:han, ts. ne sijoitetaan siten, etta

ne edistidvit TNF-mRNA:n kopiointia DNA:sta.

: 30 prokaryoottien lisdksi voidaan tuumorinekroositeki-
j44 koodaavilla vektoreilla transformoida eukaryoottisia
mikrobeja, kuten hiivasoluviljelmiid. Saccharomyces cerevisiae
eli tavallinen leivinhiiva on yleisimmin kdytetty alemmista
eukaryoottisista isintimikro-organismeista, vaikka joukko

35 muita kantoja on myds yleisesti saatavissa. Hiivavektorit

sisiltivdt yleensd replikoitumisen aloituskohdan, joka on
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perdisin kahden mikronin hiivaplasmidista tai itsenfisesti
replikoituvan jakson (ARS), promoottorin, TNF-geenin, jak-
sot polyadenylaatiota ja kopioinnin lopetusta varten ja va-
likointigeenin. Soveltuva plasmidi hiivassa tapahtuvaa tuu-
morinekroositekijédn ilmentymistd varten on YRp7 /Stinchcomb
et al., Nature 282 (1979) 39; Kingsman et al., Gene 7 (1979)
141; Tschemper et al., Gene 10 (1980) 1577. Tdmd plasmidi
sisdltdd valmiiksi trpl-geenin, joka toimii valikointimerk-
kerina sille hiivamutanttikannalle, jolta puuttuu kyky kas-
vaa tryptofaanissa, esimerkiksi ATCC-nrolla 44076 eli PEP4-
1:1le /[Jones, Genetics 85 (1977) 127. trpl-vaurion lisni-
olo hiivaisd@ntidsolun genomissa tarjoaa tehokkaan keinon de-
tektoida transformoituminen tryptofaanin poissa ollessa ta-
pahtuvan kasvun avulla.

Soveltuviin hiivavektorissa esiintyviin promoottori-
jaksoihin sisdltyvit promoottorit metallotioneiinia, 3-fos-
foglyseraattikinaasia /Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255
(1980) 20737 tai muita glykolyyttisii entsyymeji /Hess et
al., J. Adv. Enzyme Reg. 7 (1968) 149; Holland et al.,
Biochemistry 17 (1978) 49007, kuten enolaasia, glyseralde-
hydi-3-fosfaattidehydrogenaasia, heksokinaasia, pyruvaat-
tidekarboksylaasia, fosfofruktokinaasia, glykoosi-6-fos-
faatti~isomeraasia, 3—fosfogiyseraattimutaasia, pyruvaatti-
kinaasia, triocosifosfaatti-isomeraasia, fosfoglykoosi-iso-
meraasia ja glykokinaasia varten. Hiivassa tapahtuvaan il-
mentymiseen soveltuvia vektoreita ja promoottoreita kuvaa-
vat tarkemmin R. Hitzeman et al. EP-julkaisussa 73 657.

Muita promoottoreita, joiden lisidetuna on kasvuolo-
suhteiden sd&telemd kopiointi, ovat promoottorialueet al-
koholidehydrogenaasi 2, isosytokromi C, hapanta fosfataa-
sia, typpimetaboliaan liittyvii hajottavia entsyymejd ja
edelld mainittuja metallotioneiinia ja glyseraldehydi-3-
fosfaattidehydrogenaasia, samoin kuin maltoosin ja galaktoo-
sin hyvdksikdytésti vastaavia entsyymejd varten. Muodos-
tettaessa soveltuvia ilmentymisplasmideja ligatoidaan il-

mentymisvektoriin my&s ndihin geeneihin liittyvédt terminaa-
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tiojaksot tuumorinekroositekijdéd koodaavien jaksojen 3'-puo-
lelle mRNA:n polyadenylaation ja terminaation aikaansaami-
seksi.

Mikro-organismien lisdksi voidaan is&ntind kdyttaa
nyds monisoluisten organismien soluviljelmid. Tama ei kui-
tenkaan ole edullista niiden erinomaisten tulosten takia,
joita on saavutettu t&hdn mennessd TNF:&d ilmentdvilld mik-
robeilla. Periaatteessa mik# tahansa korkeamman eukaryoo-
tin, olipa se selkirankainen tai ei, soluviljelmd on kdyt-
tdkelpoinen. Selkdrankaissoluihin on kuitenkin tunnettu
suurempaa mielenkiintoa ja selkdrankaissolujen lisddmises-
ti viljelmdssd (kudosviljelmdssd) on tullut viime vuosina
rutiinimenettely /Tissue Culture, toim. Kruse ja Petterson,
Academic Press. 19737. Esimerkkejd kdyttokelpoisista solu-
linjoista ovat VERO- ja Hela-solut, kiinanhamsterin muna-
sarjasolulinjat (CHO) ja WI38-, BHK-, C0S-7- ja MDCK-solu-
linjat. Tdllaisille soluille kdytettavat ilmentymisvektorit
sisdltivit yleensid replikoitumisen aloituskohdan (mikdli
vilttimiatdntd), promoottorin ilmennettédvén geenin edelld
seki ribosomisitoutumiskohdan. RNA-simukoitumiskohdan (jos
kidytetddn introneja sisdltavdd genomi-DNA:ta), polyadeny-
laatiokohdan ja kopioinnin lopetusjakson.

Ilmentymisvektorien, joita on midrid kdyttdd selkd-
rankaissolujen transformointiin, kopioinnin ja luennan sda-
telyjaksot ovat usein virusperdisia. Yleisesti kadytettdvid
promoottoreita ovat esimerkiksi polyomasta, adenovirus 2:sta
ja edullisimmin simianvirus 40:sta (SsV40:stid) perdisin ole-
vat promoottorit. Aikaiset ja myShdiset promoottorit ovat
erityisen kdyttdkelpoisia, koska ne saadaan helposti vi-
ruksesta fragmenttina, joka sisdltdd my&s SV40-viruksen
replikaation aloituskohdan [Fiers et al., Nature 273 (1978)
113/. Pienempid ja suurempid SvV40-fragmentteja voidaan myds
kdyttdd silld edellytykselld, etti ne sisiltdvit noin 259
emisparin jakson, joka ulottuu HindIII-kohdasta viruksen
replikoitumisen aloituskohdassa sijaitsevaan BglI-kohtaan

pdin. Lis#ksi on usein mahdollista, ja usein toivottavaa,
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kdyttdd ihmisen genomin promoottori-, siditely- ja/tai sig-
naalijaksoja, jotka normaalisti liittyvédt tuumorinekroosi-
tekijdédn, silld edellytykselld, etti tdllaiset sdidtelyjak-
sot ovat yhteensopivia is&nt&dsolusysteemien kanssa.

Replikoitumisen aloituskohta voidaan saada aikaan
joko rakentamalla vektori siten, etti se sisdltdd eksogee-
nisen aloituskohdan, kuten SV40:sti tai muusta viruksesta
(esimerkiksi polyomasta, adenoviruksesta, VSV:std tai
BPV:std) saatavan tai replikoitumisen aloituskohta voi olla
isdntdsolun kromosomaalisen replikoitusmekanismin aikaan-
saama. Jos vektori integroituu isidnt&solun kromosomiin, on
jdlkimmidinen usein riittivi.

Valittaessa edullista nisdk&dsisd&ntisolua transfek-
toitavaksi vektorilla, joka sisdltdi sekd tuumorinekroosi-
tekijdd ettd dihydrofolaattireduktaasia (DHFR) koodaavat
DNA-jaksot, on usein asiallista valita isintid kdytettdvin
DHEFR-proteiinin tyypin mukaan. Jos kdytetd&n villin tyypin
DHRF-proteiinia, on edullista valita is#ntisolu, jossa on
DHFR-vajaus, jolloin DHFR-koodausjaksoa voidaan kiyttad
markkerina onnistuneelle transfektiolle selektiivisessi
alustassa, josta puuttuu hypoksantiini, glysiini ja tymi-
diini. Sopiva isdntdsolu on tdssd . tapauksessa kiinanhams-
terin munasarjasolulinja (CHO-solulinja), jossa on CHFR-ak-
tiivisuuden vajaus ja joka valmistetaan ja lisit#in Urlaubin
ja Chasinin /Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 77 (1980) 42167
kuvaamalla tavalla. \

Jos sddtelyjaksona kuitenkin kdytetdin DNA:ta, joka
koodaa DHFR-proteiinia, jolla on alhainen sitoutumisaffi-
niteetti metotreksaatin (MTX) suhteen, ei ole vilttimitdnti
k&yttdd DHFR-resistentteji soluja. Koska mutantti-DHRF on
resistentti MTX:lle, voidaan MTC-pitoista alustaa k&yttdi
valikointivdlineend, silld edellytykselld, ettid itse isin-
tdsolut ovat MTX-herkkid. Useimmat eukaryoottisolut, joilla
on kyky absorboida MTX:34, nidyttdvdt olevan metotreksaatti-
herkkid. Erds t&dllainen kdyttdkelpoinen solulinja on CHO-
linja CHO-K1 (ATCC-nro CCL 61).
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Tuumorinekroositekijid otetaan talteen viljelmista.
Transformoidut erittimittdmit solut hajotetaan d&nikdsitte-
lylld tai muulla hyvdksyttdvdlld menetelmdlld ja solujét-
teet erotetaan sentrifugoimalla, kun taas erittdvistd so-
luista (kuten indusoiduista solulinjoista) saatavat super-
natantit yksinkertaisesti erotetaan soluista sentrifugoi-
malla. Sitten voidaan kdyttdi yhtd tai useampaa seuraavis-
ta vaiheista tai niiden sijasta kokonaan muita menetelmid.
Seuraavaa menetelmdd kdytettiin tuumorinekroositekij&n puh-
distamiseksi riittivissd midsrin sekventointia varten. Tédmd
ei valttimittid ole samanlainen kuin terapeuttisen tuotteen
vaatima puhdistus.

Ensimmdisessd puhdistusvaiheessa tuumorinekroosite-
kijd adsorboidaan hydrofobiselle aineelle hajotetusta vil-
jelmdstd tai kasvualustasupernatantista. Hydrofobinen aine
on edullisesti muu kuin gelatiinipinta, joka on hydrofobi-
nen, kuten silikaatti tai polyolefiini, vaikka alkyyli-
Sepharose on myds soveltuva. Kontrolloitu huokoslasi on
edullinen suoritusmuoto. Kontrolloitua huokoslasia sekoi-
tetaan supernatanttiin tilavuussuhteessa noin 1:50, ja ad-
sorboitumisen annetaan edetd noin 4°C:ssa sekoittamatta
noin 30 minuuttia - kaksi tuntia, edullisesti noin vksi
tunti, lievdsti emdksisissd olosuhteissa. Adsorbentti tuli-
si yleensd sen' jdlkeen pestd soveltuvalla puskurilla siihen
tarttuneiden kontaminoivien proteiinien poistamiseksi.

Adsorboitunut tuumorinekroositekijd eluoidaan hydro-
fobiselta aineelta muuttamalla ympdrdivdn védliaineen solva-
tointiominaisuuksia. Eluointi voidaan tehdd johtamalla ai-
neen lipi liuosta, joka on puskuroitu pH-arvoon noin 7 -
8,5, edullisesti noin 8 ja joka sisiltdi 1 mmol/l suolaa ja
vaikuttavan miirin veteen sekoittuvan orgaanisen polyolin,
kuten esimerkiksi etyleeniglykolin tai glyseriinin, taval-
lisesti etyleeniglykolin, jonka osuus on noin 10-30 tila-
vuus-%, edullisesti noin 20 tilavuus-%, vesiliuosta. Opti-
miolosuhteet riippuvat luonnollisesti kdytettdvistd poly-

olista. Tuumorinekroositekijdi sisiltdvdt eluoituneet
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fraktiot havaitaan tutkimalla in vitro jdljemp&ni kuvatta-
valla tavalla tai jollain muulla soveltuvalla tavalla. Mo-
nosyyttisoluviljelmén tuotteen puhdistuminen ja saanto tis-

sd vaiheessa samoin kuin my8hemmissi vaiheissa esitetdédn

taulukossa I.
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Tuumorinekroositekij&d puhdistetaan edelleen adsor-
boimalla se tertiaariselle tai kvaternaariselle anionin-
vaihtohartsille. Edullisia hartseja t&h&n tarkoitukseen
ovat hydrofiiliset matriisihartsit, kuten silloitettu poly-
styreeni, dekstraani tai selluloosa, jotka on substituoitu
alkyyli(tertiaarinen tai kvaternaarinen amino) ryhmilli.
Tdmdntyyppisid kaupallisesti saatavia tuotteita ovat DEAE-
selluloosa, QAE Sephadex ja kauppanimelli Mono Q myytava
tuote (kussakin ndistd tuotteista alkyylisubstituentti on
etyyli). Parhaita tuloksia saavutetaan proteiinien pikakro-
matografiamenetelmdlld, jota kuvaa J. Richey (American
Laboratory, lokakuu 1982) ja jossa kdytet&din Ugelstadin et
al. /Nature 303 (1983) 95-967 mukaisia suurihuokosisia suu-
rin piirtein yhdenmukaisia hiukkasia. Timi menetelmi teki
mahdolliseksi tuumorinekroositekijin puhdistamisen korkeaan
puhtausasteeseen.

Puhdistaminen suurin piirtein homogeeniseksi saadaan
aikaan vain erottamalla edelleen SDS-PAGE-elektroforeesilla
tai C4-vastafaasisuurpainenestekromatografialla (RP-HPLC)
jdljempdnd kuvattavalla tavalla. Tdmi tuote ei kuitenkaan
ole terapiatarkoituksiin suositeltava, koska se on menetti-
nyt oleellisesti aktiivisuuttaan joutuessaan SDS:n tai
HPLC:n orgaanisen liuottimen vaikutuksen alaiseksi. Prote-
iinipitoisuus mdiritettiin M. Bradfordin /Anal. Biochem. 72
(1976) 248-2547 menetelmdlld. Viimeisten puhdistusvaihei-
den aikana proteiinipitoisuutta arvioitiin seki aminohappo-
koostumuksen ettd myds aminohapposekvenssin perusteella.
Tuumorinekroositekijd preparoidaan antamista varten sekoit-
tamalla tuumorinekroositekijid, jolla on haluttu puhtausas-
te, fysiologisesti hyvé@ksyttdviin kantaja-aineisiin, ts.
kantaja-aineisiin, jotka ovat saajilleen myrkyttdmii kdy-
tettdvind annoksina ja pitoisuuksina. Yleens&d tihdn liittyy
tuumorinekroositekijdn yhdist&minen puskureihin, hapettumi-
senestoaineisiin, kuten askorbiinihappoon, pienimolekyyli-
siin (alle 10 ryhm&d) polypeptideihin, proteiineihin, ami-
nohappoihin, hiilihydraatteihin glukoosi ja dekstriinit



10

15

20

25

30

35

")
)
(D)
—A

~.0

33

mukaan luettuina, kelatoiviin aineisiin, kuten EDTA:aan

ja muihin stabiloiviin ja tdyteaineisiin. Kantaja tulisi
formuloida siten, ettd se stabiloi tuumorinekroositekijan
dimeeriksi ja/tai, edullisesti, trimeeriksi. Tamd saadaan
aikaan valttamilli sellaisia suola- tai detergenttipitoi-
suuksia, jotka hajottavat tuumorinekroositekijé&n monomee-
reiksi. Myds sellaisia olosuhteita, joissa tuumorinekroosi-
tekijd aggregoituu korkeammiksi multimeereiksi, tulisi valt-
tii. Yleensd kidytetddn ionitonta pinta-aktiivista ainetta,
kuten Tween 20, liiallisen aggregoitumisen estdmiseksi puh-
distuksen samoin kuin kylmikuivauksen tai vesiseoksena sdi-
lytyksen aikana. Tuumorinekroositekijdn, jota on mddrd
kdyttdd terapeuttiseen antamiseen, tulee olla steriilii.
Tami saadaan helposti aikaan suodattamalla tuote steriloi-
vien suodatuskalvojen ldpi. Tuumor inekroositekijd sdilyte-
ti3in yleensd kylmdkuivattuna.

Tuumorinekroositekijid voidaan yhdistdd muihin kas-
vainten vastaisiin aineisiin, kuten kemoterapeuttisiin an-
tibiootteihin (aktinomysiini-D, adriamysiini, aklasinomysii-
ni A) tai immuunivastetta lisddviin tai stimuloiviin ai-
neisiin, esimerkiksi immunoglobuliineihin, kuten gammaglobu-
liiniin, immunoglobuliinit, joilla on affiniteetti kasvain-
solujen pinta-antigeenien suhteen, mukaan luettuina. Lisdk-
si, koska interferonit toimivat synergistisesti tuumorinek-
roositekijin kanssa soluhajotuskokeissa, on edullista yh-
distii alfa-, beta- tai gamma-interferonia tuumo}inekroo—
sitekijdkoostumuksiin tai tuumorinekroositekijii ja lymfo-
toksiinia sisidltiviin koostumuksiin. Tyypillinen formula
sisiltii tuumorinekroositekijdd ja gamma-interferonia ak-
tiivisuusyksikk&suhteessa noin 0,1:1 - 200:1, yleensd 10:1,
ja voi sis#dltdd lymfotoksiinia korvaamassa osan tuumori-
nekroositekijdstd. N&itd suhteita voidaan luonnollisesti
muuttaa hoitokokemusten vaatimalla tavalla. |

Tuumorinekroositekijdkoostumuksia annetaan eldimil-
le, joilla on kasvaimia. Antotapa on tunnettujen menetel-

mien mukainen, esimerkiksi laskimon-, vatsakalvon-, lihaksen-
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tai leesionsisdisind infuusioina tai injektioina tai hidas-
tetusti vapauttavien systeemien avulla, kuten j8ljempé&nd
kuvataan. Tuumorinekroositekij¥ annetaan leesionsisdisesti,
so. ruiskuttamalla suoraan, kiinteisiin kasvaimiin. Disse-
minoituneiden kasvaimien, kuten leukemian, ollessa Kyseess#i
tapahtuu antaminen edullisesti laskimonsis#isesti tai imu-
kudosjdrjestelmédn. Vatsa-alueen kasvaimia, kuten munasar-
jasybpdd, hoidetaan edullisesti vatsakalvonsis#isells in-
fuusiolla kdyttidm&lls vatsaontelodialyysilaitteistoa ja
vatsaontelolle sopivia liuoksia. Tuumorinekroositekijas
annetaan tavallisesti kuitenkin jatkuvana infuusiona, vaik-
ka suuret kertaruiskeetkin ovat hyvaksyttadvii.

Tuumorinekroositekij8s annetaan edullisesti istu-
tettavissa olevasta hitaasti vapauttavasta tuotteesta. Esi-
merkkeind jarjestelmistsd, jotka soveltuvat proteiineille,
joilla on tuumorinekroositekijidimeereja tai -trimeereja
vastaava molekyylipaino, ovat L-glutamiinihapon ja gamma-
etyyli-L-glutamaatin kopolymeerit [U. Sidman et al., Biopo-
lymers 22(1) (1983) 547-556], poly(2-hydroksietyylimetakry-
laatti) [R. Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15 (1981)
167-277; ja R. Langer et al., Chem. Tech. 12 (1982) 98-105]
ja etyleenivinyyliasetaatti (R. Langer et al., imibid.).
Tédmd valmiste istutetaan leikkauskohtaan, josta kasvain on
poistettu. Vaihtoehtoisesti tuumorinekroositekij4 kapseloi-
daan puolildpdiseviin mikrokapseleihin tai liposomeihin
kasvaimeen ruiskuttamista varten. T&mi antotapa on erityi-
sen edullinen kasvaimille, joita ei voida poistaa kirurgi-
sesti, esimerkiksi aivokasvaimille.

Annettava tuumorinekroositekijim#iri riippuu esi-
merkiksi antotavasta, kyseessd olevasta kasvaimesta ja po-
tilaan kunnosta. Leesionsis#iset injektiot vaativat vihem-
mén tuumorinekroositekij&4 potilaan painoon n#hden kuin
laskimonsisdinen infuusio, kun taas jotkut kasvaintyypit,
esimerkiksi kiinte#dt kasvaimet, n&yttdvat olevan resisten-
timpid tuumorinekroositekij&lle kuin toiset, esimerkiksi
leukemiakasvaimet. Siten hoitavan 143k&rin on valttimatdnts



10

15

20

25

30

35

D Ne L
6217

N

35

laskea annostus ja muuntaa antotapaa kohteena olevan kas-
vaimen vastaisen optimaalisen sytotoksisen vaikutuksen saa-
vuttamiseksi vaadittavalla tavalla, joka voidaan mddrittaad
esimerkiksi kasvaimesta otettujen kudosndytteiden avulla
tai tutkimalla oletettuja sydpdmarkkereita, kuten karsino-
embryoonista:antigeenia, ottaen huomioon mahdollinen toksi-
suus kohotetuilla annoksilla. Tuumorinekroositekijdannokset
aina annostukseen noin 120 /ug/painokilo/vrk asti laskimon-
sisiisesti annettuna on yleensd havaittu suurin piirtein
myrkyttdmiksi ja tehokkaiksi in vivo.

Tuumorinekroositekijin ei uskota olevan sytbtoksi-
selta aktiivisuudeltaan lajispesifinen, niin ettd muuta
kuin ihmisen tuumorineksooritekijdi, esimerkiksi nauta-
tai sikaperdista tuumorinekroositekijii saatettaisiin voi-
da kdyttiid ihmisten kasvaimien hoitoon. On kuitenkin toi-
vottavaa kidyttdd hoidettavasta lajista perdisin olevaa tuu-
morinekroositekijdid autoantibodien mahdollisen muodostumi-
sen estédmiseksi.

Esimerkkien yksinkertaistamiseksi kuvataan tiettyjé
usein esiintyvii menetelmid lyhyesti.

Plasmideja merkitddn pikku-p-kirjaimella, joka on
ennen isoja kirjaimia ja/tai numeroita tai niiden jdlkeen.
Tdssd kdytetyt 1ihtdaineplasmidit ovat kaupallisesti saa-
tavia, ovat yleisdn saatavissa rajoittamattomasti tai voi-
daan muodostaa saatavissa olevista plasmideista julkaistu-
jen menetelmien mukaisesti. Lisdksi alalla tunnetaan muita
vastaavia plasmideja ja ne ovat alaa tavanomaisesti hallit-
sevalle ilmeisid.

DNA:n pilkkomisella tarkoitetaan DNA:n katkomista
katalyyttisesti entsyymilld, joka vaikuttaa vain tiettyihin
DNA:n kohtiin. Tdllaisia entsyymej&d kutsutaan restriktio-
entsyymeiksi ja paikkaa, jolle kukin entsyymi on spesifinen,
kutsutaan restriktiokohdaksi. "Osittaisella" pilkkomisella
tarkoitetaan restriktioentsyymilld tehtdvaad epdtidydellista
pilkkomista, ts. valitaan olosuhteet, jotka johtavat DNA-
substraatissa olevien joidenkin, mutta ei kaikkien, tiettyd
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restriktioendonukleaasia vastaavien kohtien katkeamiseen.
Tassd yhteydessd kédytetyt eri restriktioentsyymit ovat kau-
pallisesti saatavia ja niiden yhteydess# kdytettiin valmis-
tajien antamia reaktio-olosuhteita, kofaktoreita ja muita
5 vaadittavia tekijoiti. Restriktioentsyymeji merkit#in
yleensd lyhentein, jotka koostuvat isosta kirjaimesta, jota
seuraa muita kirjaimia ja sitten yleens# numero, joka edus-
taa mikro-organismia, josta kyseess# oleva restriktioent-
syymi on alunperin saatu. Yleensi k#ytet#sn noin 1 Hg plas-
10 midi- tai DNA-fragmenttia ja noin 1 yksikk& entsyymid noin
20 pl:ssa puskuriliuosta. Valmistaja ilmoittaa kullekin
restriktioentsyymille sopivan puskurin ja substraatin m&s-
rdat. Yleensd kdytetdsn inkubointiaikoja noin yksi tunti 37
°C:ssa, mutta ne voivat vaihdella valmistajan ohjeiden mu-
15 kaan. Inkuboinnin j#dlkeen proteiini poistetaan uuttamalla
fenolilla ja kloroformilla ja pilkottu nukleiinihappo ote-
taan talteen vesifraktiosta saostamalla etanolilla. Res-
triktioentsyymipilkkomista seuraa joskus harvoin hydroly-
soiminen bakteerin alkalisella fosfataasilla terminaalisten
20 5'-fosfaattien, jotta saataisiin estetyksi DNA-fragmentin
kahden restriktiopilkotun p#&&n "sirkularisoituminen" eli
suljetun lenkin muodostuminen, joka voisi est#4 toisen DNA-
fragmentin sijoittamisen restriktiokohtaan. Ellei toisin
mainita, plasmidien pilkkomista ei seuraa 5'-terminaalinen
25 defosforylaatio. Defosforylaatiossa kdytettdvdt menettelyt
ja reagenssit ovat tavanomaisia (T. Maniatis et al. Mole-
Seee cular Cloning, 1982, s. 133-134).

Tietyn DNA-fragmentin "talteenotto" eli "erist#dmi-
nen" restriktiopilkkomisseoksesta tarkoittaa pilkkomistuo-
030 teseoksen erottamista polyakryyliamidigeenielektroforeesil-
: la, mielenkiinnon kohteena olevan fragmentin identifioimis-
. ta vertaamalla sen liikkuvuutta molekyylipainoltaan tunnet
_”.: tujen markkeri-DNA-fragmenttien liikkuvuuteen, halutun frag-

mentin sisdlt4dvdn geelin osan poistamista ja geelin erotta-
35 mista DNA:sta. T&m4 menettely on yleisesti tunnettu. Katso
e esimerkiksi R. Lawn et al., Nucleic Acids Res, 9 (1981)
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6103-6114 ja D. Goeddel et al., Nucleic Acids Res. 8 (1980)
4057.

"Southern-analyysi" on menetelmd, jonka avulla var-
mistetaan DNA-sekvenssien lisniolo pilkkomistuoteseoksessa
tai DNA:ta sis#dltédvidssd koostumuksessa tekemdlld hybridi-

saatio tunnetun leimatun oligonukleotidin tai DNA-fragmen-

tin kanssa. Tdssi yhteydessid, ellei toisin mainita, Southern-

analyysilld tarkoitetaan pilkkomistuotteiden erottamista
1-%:isella agaroosilla, denaturoimista ja siirtoa nitrosel-
luloosaan E. Southernin /J. Mol. Biol. 98 (1975) 505-5177
menetelmilld ja hybridisoimista T. Maniatisin et al. /[Cell
15 (1978) 687-7017 kuvaamalla tavalla.

“Transformointi" merkitsee DNA:n tuomista organis-
miin siten, ettd t&m& DNA on replikoitavissa, joko kromoso-
min ulkopuolisena osana tai kromosomiin integroituneena
elementtind. Ellei toisin mainita, on t&dssd yhteydessa
E. colin transformointiin kdytetty menetelmd Mandelin et
al. /3. Mol. Biol. 53 (1970) 1547 CaCl,-menetelmd.

"Ligaatio" tarkoittaa fosfodiesterisidosten muodos-
tamista kahden kaksisdikeisen nukleiinihappofragmentin va-
1ille (T. Maniatis et al., ibid., s. 146). Ellei toisin
mainita, ligaatio voidaan tehdd k&aytt&mdlld tunnettuja pus-
kureita ja olosuhteita ja noin 10 yksikkdd T4-DNA-ligaasia
("ligaasia”) /0,5 /49 ligatoitavia DNA-fragmentteja, joiden
moolimiirdt ovat suurin piirtein yhtd suuret.

DNA:n "preparoiminen" transformanteista tarkoittaa
plasmidi DNA:n eristémistd mikrobiviljelmdstd. Ellei toi-
sin mainita, voidaan k#yttdi Maniatisin et al. (ibid. s.
90) emds/SDS-menetelmdd.

"Oligonukleotidit" ovat lyhyitd yksi- tai kaksisdi-
keisii polydeoksinukleotideja, jotka syntetisoidaan kemial-
lisesti tunnetuin menetelmin ja puhdistetaan sitten polyak-
ryyliamidigeeleilld.

Kaikki lainaukset kirjallisuudesta ilmoitetaan viit-

teind.
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Esimerkki 1

Tutkimukset

Tuumorinekroositekijidnominaisaktiivisuus misdritet-
tiin aiemmin kuvatulla solulyysitutkimuksella [B. Spof-
ford, J. Immun. 112 (1974) 2111]. Hiiren L-929-fibroblas-
tisoluja (ATCC CCL-929) kasvatettiin 96-syvennyksisissi
tasapohjaisissa maljoissa (3040; Falcon Plastics, Oxnard,
CA) tiheytend 30 000 solua/syvennys (0,1 ml) aktinomysii-
ni D:n (1 pg/ml) ja sarjalaimennetun tutkittavan ndytteen
(0,125 ml) l4sn3 ollessa. Soluja inkuboitiin kostutetussa
atmosfddrissd, joka sisdlsi 5 % C02, 37 °C:ssa. Tutkitta-
va ndyte poistettiin 18 tunnin kuluttua, maljat pestiin

ja solujen hajoaminen detektoitiin vdrjasmdlla maljat
liuoksella, joka sis#lsi 0,5 % kristalliviolettia meta-
nolivesiseoksessa (tilavuussuhteessa 1:1). Pddtepisteet
mikromaljoilla mé&dritettiin automaattisella Microelisa-
lukulaitteella (Dynatech), jonka absorptioaallonpituus
oli sdddetty 450 nm:ksi ja transmissioaallonpituus 570
nm:ksi. Solut, jotka olivat alttiina vain kasvualustalle,
toimivat O-%:ista hajoamista vastaavana standardina ja 4
M guanidiinihydrokloridiliuoksella k#sitellyt solut kat-
sottiin 100-%:isesti hajonneiksi. Yksi yksikk® tuumori-
nekroositekijidi on mé&ritelm#n mukaan se m&4r3d tuumori-
nekroositekij&ds (0,125 ml:n tilavuudessa mddritettynd)
joka saa aikaan 50-%:isen solujen hajoamisen.
Tuumorinekroositekiji tutkittiin my®s tuumorinek-
roosikokeella in vivo. Lyhyesti sanottuna t#m# koe teh-
tiin kasvattamalla Meth A -sarkoomasoluja (5 x 105 solua)
CBGFl-naarashiirissa [(BALB/c x C57BL/6)F1] 7-10 wvuorok-
autta ja ruiskuttamalla sitten tuumorinsis#isesti tuumo-
rinekroositekijéndyte. Hiiret tapettiin 24 tunnin kulut-
tua taittamalla niska, kasvaimet poistettiin ja nekroosi
arvosteltiin histologisesti E. Carswellin et al. [Proc.
Nat. Acad. Sci. 72 (1975) 3666-3670] kuvaamalla tavalla.
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Esimerkki 2

PBL:ien tai monosyyttisolulinjan kdyttd tuumorinek-
roositekijén syntetisoimiseen

Ihmisen HL-60-promyelosyyttisolulinjan alkuviljel-
m#4, jonka solutiheys oli 1 x 105 solua/ml, kasvatettiin 2
litran telapulloissa (890 cm?) kayttamalls 500 ml RPMI 1640
-alustaa (Irvine Scientific, Santa Ana, CA), joka sisdlsi
10 mmol/1 HEPES:i&, 0,05 mmol/l - merkaptoetanolia, 100
yksikkéd/ml penisilliinis, 100 pg/ml streptomysiinia ja 10
% naudan sikidseerumia. Kun oli kasvatettu kolme vuorokaut-
ta 37 °C:ssa, jolloin solutiheys oli saavuttanut arvon 8-12
X 105 solua/ml, solut ker&ttiin sentrifugoimalla Kiihtyvyy-
delld 1 000 x g 10 minuuttia, pestiin kahdesti seerumiva-
paalla RPMI 1640 -alustalla ja siirrostettiin yll& kuvat-
tuun alustaan, joka ei kuitenkaan sisdltényt seerumia, so-
lutiheydeksi 15-20 x 105 solua/ml. Soluja kasvatettiin 2
litran telapulloissa PMA:n (10 mg/ml) ldsnd ollessa. 16-24
tunnin kuluttua solut poistettiin suodattamalla 3 um:n
Sealkleen-suodattimen l&pi (Pall Trinity Micro Corp., Cort-
land, NY). Kirkas suodos tutkittiin tuumorinekroositekijéan
suhteen ja sitd kdytettiin jatkopuhdistukseen ja karakteri-
sointiin. T&114 menettelylld saatiin tuumorinekroositekijaa
noin 400 yksikkdid/ml viljelm8supernatanttia.

My®6s ihmisen #&reisverimonosyyttej& kdytettiin tuu-
morinekroositekijén tuotantoon. Verihiutalefereesitdhteet
toimitti American Red Cross, Boston, MA ja ne k&dytettiin 24
tunnin kuluessa ker#imisestsd. Monosyyttien ensimmdinen ero-
tus erytrosyyteistd tehtiin sentrifugoimalla Ficoll-Hypa-
quegradientteja kidyttden kiihtyvyydelld 1 000 x g 30 mi-
nuuttia. Rajapinnalle kertyneet solut pestiin kolmesti fos-
faattipuskuroidulla fysiologisella suolaliuoksella. Kulta-
kin luovuttajalta perdisin olevia soluja kasvatettiin erik-
seen 2 litran telapulloissa seerumittomassa RPMI 1640 -alus-
tassa tiheytend 2,5 x 106 solua/ml. Viljelm&&n lis#ttiin 1
pg/ml stafylokokkienterotoksiini B:td4 (SEB) Jja yhdis-
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telmdtymosiini o&~1: kumpaakin ja soluja kasvatettiin kostu-
o

o 37 °C:ssa.

24-72 tunnin kuluttua, luovuttajasta riippuen, solusuper-

tetussa atmosfddrissd, joka sisdlsi 10 % CO

natantit otettiin talteen ja kdsiteltiin HL-60-solulinjas-
ta saadun supernatantin yhteydessd kuvatulla tavalla. PBL-
viljelmistd saadut tuumorinekroositekijisaannot vaihtelivat
suuresti kdytetyistd indusoijista riippuen. PMA:n lisddmi-
nen edelld kuvattuun induktiosysteemiin lis&dsi solusuper-
natanttien sytolyyttistd aktiivisuutta. Solusupernatantit
sisdlsivdt kuitenkin sekd tuumorinekroositekijii ettid lym-
fotoksiinia (lymfotoksiinin tai tuumorinekroositekij&n miid-
rittdminen tuumorinekroositekijdn ja lymfotoksiinin seoksis-
ta tehtiin suorittamalla solulyysikokeet ndytteilld, joita
oli esi-inkuboitu tuumorinekroositekijédn tai lymfotoksiinin
vaikutuksen kumoavan kaniini vasta-aineen li#sni ollessa ja
mddrittdmdlld j&dnndsaktiivisuus kokeella, jossa tutkittiin
L-929-solujen hajoamista).
Esimerkki 3

Kontrolloidusta huckoslasista valmistetuilla helmil-
14 tehtdvd kromatografia

Tuumorinekroositekijdaktiivisuus absorboitiin solu-
viljelmdstd panosmenetelmdlld kontrolloituihin huokoslasi-
helmiin (Electro-Nucleonics, ?airfield, NJ. luettelo-nro
CPG 00350), jotka oli tasapainotettu k&yttdmdlli 10 mM nat-
riumfosfaattipuskuria, pH 8,0, sekoittaen tasaisesti 4°C:ssa.
Lasihelmii kdytettiin 100 ml/5 1 alustaa. Kun oli sekoitet-
tu yksi tunti, helmien annettiin laskeutua ja supernatant-
ti dekantoitiin pois. Sitten helmet kaadettiin huoneen l&m-
potilassa 5 x 50 cm:n kolonniin ja pestiin 10 mM nétrium-
fosfaattipuskurilla, pH 8,0, joka sisdlsi 1 mol/l NacCl.
Tuumorinekroositekijdaktiivisuus eluoitiin lasihelmist&
liuoksella, joka sisdlsi 20 % etyleeniglykolia ja 1 mol/l
NaCl 10 mM natriumfosfaattipuskurissa, pH 8,0. HL-60-super-

natantin eluoitumiskdyrd kolonnista esitetddn kuviossa 1.
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Esimerkki 4

DEAE-selluloosakromatografia

Esimerkisti 3 saatu eluaatti syStettiin suoraan DEAE-
selluloosa 53 (Whatman) sisdlt&dvddn kolonniin (2,5 x 20 cm),
joka oli tasapainotettu 10 mM natriumfosfaattipuskurilla,
pH 8,0, joka: sisdlsi 0,01 % Tween 20, k&dyttden virtausno-
peutta noin 500 ml/h. Kun virtausnopeus kolonnissa oli sda-
detty arvoon 100 ml/h, lisdttiin 4,2 x 106 yksikkdd tuumo-
rinekroositekij&d 1 080 ml:n n&dytteessd 4°c:ssa, kolonni
huuhdottiin tasapainotuspuskurilla ja tehtiin eluointi k&yt-
tien portaittaista gradienttia 75, 150 ja 500 mmol/l nat-
riumkloridia 10 mM fosfaattipuskurissa (pH 8,0). Eluaatin
absorbanssia aallonpituudella'280 nm ja tuumorinekroosite-
kijsdaktiivisuutta seurattiin eluoitujen fraktioiden funkéio—
na. Tulokset annetaan kuviossa 2.

Esimerkki 5

FPLC (proteiinien nopea kromatografia)

Esimerkissi 4 saatu tuumorinekroositekijdaktiivi-
suuden sisdltiva fraktio vdkevditiin ja dialysoitiin 20 mM
Tris.HCl-puskuria (pH 8,0), joka sisdlsi 0,01 % Tween 20
ja 1 mmol/l natriumatsidia (puskuri A) vastaan Amicon-se-
koituskennolla kdyttidmillid YM-10-kalvoa tai muuta dialyysi-
kalvoa, jonka molekyylipainofaja on TNF:n molekyylipainon
alapuolella. Kalvo pestiin kahdesti puskuri A:lla. Kolonni,
joka sisdlsi kvaternaarisilla ammoniumryhmilld substituoi-
tuja Sepharose-helmid (9,8 /um:n helmii 5 x 0,5 cm:n kolon-
nissa; myydddn nimelld Mono Q -hartsi, Pharmacia) ja joka
oli sijoitettu FPLC-yksikkddn (proteiinipikakromatografia)
(Pharmacia), joka oli varustettu gradienttiohjelmointiyk-
sik&lla (GP-500) ja kahdella pumpulla (p-500) , tasapaino-
tettiin ennalta dialyysipuskureilla virtausnopeudella 1 ml/
min J. Richeyn (American Laboratory, lokakuu 1982, s. 1)
tarkemmin kuvaamalla tavalla. Yhdistetyt huuhtoutuneet
liuokset ja dialyysikonsentraatti laitettiin kolonniin,
kolonni huuhdottiin puskuri A:lla ja eluoitiin sitten

kdyttden lineaarista gradienttia 40-75 mmol/l natriumklo-
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ridia puskuri A:ssa. Lineaariset gradientit ohjelmoitiin
seuraavasti 5,1 - 5 minuuttia, 25 mM NaCl; 15,1 - 25 mi-
nuuttia, 40 mM NaCl; 25-60 minuuttia, lineaarinen gra-
dientti 40 —> 75 mM NaCl; 60-65 minuuttia 75 mM NaCl; 65,1 -
5 70 minuuttia, 100 mM NaCl; 70-80 minuuttia, lineaarinen
gradientti 100 —> 1 000 mM NaCl; 80-90 minuuttia, 100 mM
NaCl; 90,1 - 110 minuuttia tasapainotuspuskuri. Effluentti
kerdttiin 2 ml:n fraktioina, joista tutkittiin absorbanssi
aallonpituudella 280 nm, ominaisjohtokyky ja tuumorinekroo-
10 sitekijdaktiivisuus. Tulokset esitet#in kuviossa 3.

Esimerkki 6

Kromatofokusointi
Kromatofokusointi tehtiin k&yttden Pharmacia Mono P
-kolonnia (20 x 0,5 cm) esimerkin 5 mukaisessa FPLC-sys-

15 teemissi. Biologisesti aktiivinen (tuumorinekroositekiji)
fraktio, joka eluoitui esimerkissi 5 fraktioissa 37-45,
vékevditiin ja dialysoitiin Amicon-sekoituskennolla YM-10-
kalvoa kdyttden kolonnin tasapainotuspuskuria, ts. 0,025 M
bis-Tris.HCl:838 (pH 6,7), vastaan. Niyte sy6tettiin Mono P

20 -kolonniin huoneen liémpdtilassa yl&haaran kautta virtaus-
nopeudella 1 ml/min. Kolonnia huuhdottiin tasapainotuspus-~
kurilla, kunnes absorbanssi aallonpituudella 280 nm palasi
perustasoon ja eluoitiin sitten lineaarisella pH-gradien-
tilla, joka saatiin aikaan huuhtomalla kolonnin 7,5-%:isel-

25 1la polypuskuri 74:114 (pH 4,7) (Pharmacia). Kerittiin 1 ml:n
fraktioita ja rekisterditiin absorbanssi aallonpituudella

g." 280 nm ja pH. Tulokset esitet#in kuviossa 4. Kuten kuviosta
52} 4 on havaittavissa, oli tuumorinekroositekij#dn isoelektri-
"f' nen piste noin 5,3.
$i 30 Esimerkki 7
Preparatiivinen SDS-polyakryyliamidigeelielektrofo-
. reesi

KITH | Valmistettiin 15-%:iset polyakryyliamidigeelit (11 x

. 16 cm), joiden paksuus oli 1,5 - 3,0 mm, U. Laemmlin /Nature
35 227 (1970) 680-6857 menetelmdn muunnosta k&yttden. Sekd

e erottavat ettd tarttuvat geelit sisdlsivit 0,1 % SDS:454
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ja 0,05 % Tween 20. Muut puskurit ja silloitusreagenssi
olivat samat kuin analyyttisiss# SDS-PAGE-geeleissd. Esi-
merkin 5 tai 6 mukaiset fraktiot, jotka sis#lsivdt tuumo-
rinekroositekijdaktiivisuutta, yhdistettiin, vdkevditiin
ja dialysoitiin 6,25 mM Tris.HCl:43 (pH 7,0), joka sisdl-
si 0,005 % SDS, vastaan Amicon-sekoituskennolla kaytté-
m&lla YM-10-kalvoa. Dialysoidun konsentraatin poistamisen
jdlkeen kalvo pestiin kolmesti pienelléd tilavuudella nay-
te puskuria (0,2 % SDS:484, 0,02 % Tween 20, 30 $ glyse-
rolia, 0,03 mol/l Tris.HCl (pH 6,8) ja 0,005 % tunnistus-
virid). Dialysoitu konsentraatti ja pesuliuckset yhdis-
tettiin (kokonaistilavuus 1-4 ml), lis&ttiin mahdollises-
ti merkaptoetanolia SDS-PAGE-pelkistysolosuhteiden ai-
kaansaamiseksi, ja n#yte laitettiin tarttuvaan geelin
valettuun suureen syvennykseen. N#ytesyvennyksen vierei-
siin pieniin syvennyksiin laitettiin ennalta varjattyja
molekyylipainomarkkereita fosforylaasia (94 K), naudan
seerumialbumiini (67 K), ovalbumiinia (43 K), karbonian-
hydraasi (30 K), soijapaputrypsiini-inhibiittori (20 K)
ja lysotsyymi (14,4 K). Geelejd ajettiin pystysuorassa
elektroforeesisysteemissd (Biorad), joka oli j&&hdytetty
12 °C:seen, vakiovirralla 20 mA/mm (geelin paksuus), kun-
nes tunnistusvdri saavutti geelin alareunan.

Elektroforeesin jdlkeen poistettiin yksi lasile-
vyistd geeliltd, ja todettiin molekyylipainomarkkerien
sijainnit. Tuumorinekroositekij&ndytteen sisdltdvd kaista
leikattiin sitten 0,25 cm:n paloihin markkeriproteiinien
molekyylipainojen mukaisesti. N&m8 geelipalat laitettiin
sitten polypropyleeniputkiin, jotka sisélsivdt 1-2 ml 10
mM ammoniumbikarbonaattiliuosta (pH 8,0), joka sisdlsi
0,01 % Tween 20 ja annettiin eluoitua 16 tuntia 4 °C:ssa.
Eluaateista tutkittiin sitten tuumorinekroositekijdaktii-
visuus, tulokset esitet&sdn kuviossa 5. Tuumorinekroosite-
kijan molekyylipaino SDS-geelilld oli noin 17 000 sekd
pelkistdvissd ettd pelkistimdttbmissd olosuhteissa, mikd
viittaa yksiketjuiseen molekyyliin.
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Proteiini otettiin geelipalaeluaateista talteen suo-
loista ja pienimolekyylisistd aineista vapaana seuraavan
kdsittelyn avulla:--Valmistettiin pienet kolonnit, jotka si-
sdlsivdt 0,2 ml Sep-pak C18 -hartsia, joka oli esihuuhdot-
tu asetonitriilill&, 1-propanolilla, 1-%:isella trifluori-
etikkahapolla (TFA) ja tislatulla vedelli ja tasapainotet-
tu sitten 10 mM ammoniumbikarbonaatilla, joka sisdlsi 0,01 %
Tween 20 (pH 8,0). Geelieluaatti sydtettiin kolonniin ja
kerdttiin effluentti. Sitten hartsi huuhdottiin tislatulla

vedelld ja 0,1-%:isella TFA:lla, joita kumpaakin kdytettiin

noin 5 ml, vapaiden aminohappojen ja puskurisuolojen pois-
tamiseksi. Tuumorinekroositekijid eluoitiin kolonnista
1 ml:1lla liuosta, joka sis&dlsi 50 % 1-propanolia 0,1-%:ises-
sa TFA:ssa. Tehtiin vield lisdksi eluoinnit liuoksilla,
jotka sisdlsivdt 50 % 1-propanolia 1-%:isessa TFA:ssa ja
99 % 1-propanolia 1-%:isessa TFA:ssa (1 ml kumpaakin liuos-
ta) , mutta yleensd proteiini eluoitui ensimmidiselld pusku-
rilla. Tuumorinekroositekijédn biologisesta aktiivisuudesta
tuhoutui noin 80 % t&dssd vaiheessa. Vaikka tdten saatua
tuumorinekroositekijdd voidaan k&dyttdd sekvenssianalyy-
siin, on edullista kdyttd8 t3h&n tarkoitukseen esimerkissi
8 kuvattavaa HPLC-effluenttia.

Esimerkki 8 |

HPLC-kromatografia

Luontaisen, muuttumattoman tuumorinekroositekijin
molekyylipaino m&&ritettiin suurpainegeelipermeaatiokroma-
tografialla. Tdm&d tehtiin huoneen l&mp&tilassa kdyttden TSK
G2000 SW -geelid sisdltdvdd HPLC-kolonnia (Alltech Associates,
Deerfield, IL) (7,5 x 60 mm). 1 ml:n niyte esimerkissd 5
saatua puhdistettua tuumorinekroositekijidi, joka sisdlsi
noin 1 /ug proteiinia ja 16 000 aktiivisuusyksikkéé, eluoi-
tiin isokraattisesti geelikolonnista virtausnopeudella
0,5 ml/min eluenttina 0,2 M natriumfosfaattipuskuri, pH 7,0.
Kolonni kalibroitiin naudan seerumialbumiinilla (M = 66 000),
ovalbumiinilla (M = 45 000), naudan karbonianhydraasi B:11li
(M = 29 000) ja lysotsyymillid (M = 14 300). Kerdttiin
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1 ml:n fraktioita, joista tutkittiin tuumorinekroositeki-
jdaktiivisuus. Fraktiot, joissa oli tuumorinekroositeki-
jdaktiivisuutta, eluoituivat molekyylipainoa 45 000 #
6 000 vastaavalla kohdalla (kuvio 6).

Esimerkki 9

RP-HPLC

Tuumorinekroositekijé puhdistettiin my&s RP-HPLC-
:114 kdyttamalla C4 Synchropak -kolonneja Water's Asso-
ciates, Inc:n kromatograafisiin j&rjestelmiin kirjalli-
suudessa kuvatulla tavalla [W. Kohr et al., Anal. Bio-
chem. 122 (1982) 348-359]. Proteiinipiikit detektoitiin
aallonpituuksilla 210 ja 280 nm, kun oli tehty eluointi
lineaarisella gradientilla 1 - 23 tilavuus-% l-propanolia
0,1-%:isessa TFA:ssa ensimmdiset 15 minuuttia ja 23 - 30
tilavuus-% 1l-propanolia 0,1-%:isessa TFA:ssa seuraavat 15

minuuttia virtausnopeuden ollessa 1 ml/min. Piikeista

analysoitiin sytolyyttinen aktiivisuus. Orgaaniset liuot-
timet, joita kdytettiin tuumorinekroositekijén eluoimi-
seen C4-kolonnista, alensivat tuumorinekroositekijdaktii-
visuutta noin 80 %. T&114 menetelmdlld puhdistettu tuumo-
rinekroositekiji kuivattiin alipaineessa ja kdsiteltiin
sitten aminohappoanalyysi# ja sekventointia varten. Tu-
lokset esitet#dsn kuviossa 7. Kuvio 7 osoittaa, etta esi-
merkin 5 effluentin mukana saatu tuumorinekroositekijé
sisdlsi biologisesti inaktiivisia proteiiniepspuhtauksia,
jotka eluoituivat noin 16 ja 19 minuutin retentioajoilla.
C4-RP-HPLC:st# saatu biologisesti aktiivinen effluentti
oli suurin piirtein homogeenista aminohapposekvenssid ar-
vosteluperusteena kadytettdessd.

Esimerkki 10

Tuumorinekroositekij&n aminohapposekvenssin osit-

tainen mé&dritys

Tuumorinekroositekij& pilkottiin trypsiinillé seu-
raavasti: Esimerkin 9 mukaisesti saatu homogeeninen tuu-
morinekroositekijd liuotettiin, kuivattiin ja liuotettiin
takaisin 100 mM ammoniumbikarbonaattipuskuriin (pH 8,0),
joka sis#lsi 5 paino-% TPCK-trypsiinid (Worthington



10

15

20

25

30

35

D

]

46 9

N
—
~3

Biochemicals), 1 mmol/l CaCl2 ja 0,01 % Tween 20, entsyy-
min ja substraatin vdlisen suhteen ollessa 1:20, inkuboi-
tiin kuusi tuntia 37°C:ssa, lisittiin vield 5 paino-%
trypsiini& ja inkuboitiin hydrolyysiseosta vield 12 tuntia
37°:ssa. Reaktioseos laitettiin edelli kuvatun kaltaiseen
C4-HPLC-kolonniin peptidifragmenttien erottamiseksi. Tu-
lokset esitetd&n kuviossa 8. Saatiin kaikkiaan yhdeksé&n
fragmenttia (fragmentit 2 ja 2' eluoituivat yhdessd piik-
kind, josta kuviossa 8 k#ytetdin merkintHi T2). 10. frag-
mentin uskotaan jd&neen pidittymdttd kolonniin. Esimerkkien
8 Jja 9 mukaisten kokonaisten tuumorinekroositekijdiden ja
tdssé esimerkissd saatujen trypsiinihydrolyysifragmenttien
aminohapposekvenssit mid&ritettiin automaattisella jaksoit-
taisella Edman-hajotuksella kdyttdm#lli muunnettua Beckman-
sekventoijaa (malli 890B), joka oli varustettu kylmdlou~
kuilla. Kupissa k&ytettiin kantajana polybreenid (1,25 mg).

‘Kokonaisen molekyylin aminohappokoostumuksen perusteella

on kokonaisen tuumorinekroositekijin molekyylipaino 17 100.
Tamd luku sopii yhteen SDS-PAGE-tulosten kanssa ja vahvis-
taa sitd, ettei glykosylaatiota esiinny.

Esimerkki 11

Tuumorinekroositekijan ja gamma-interferonin syner-

gistinen vaikutus

Hiiren melanooma B16 -solut (Mason Research,
Worcester, MA., C57B1/6-perdinen solulinja) ymp&ttiin mik-
romaljalle tiheydeksi 5 000 solua/syvennys ja inkuboitiin
neljéd tuntia 37%:ssa kostutetussa atmosfiirissd, joka si-
sdlsi 5 % COZ' ennen lymfokiinien lisidmisti. Esimerkin 1
mukaisesti saatu tuumorinekroositekiji puhdistettiin suu-
rin piirtein homogeeniseksi HPLC:114 ja sen aktiivisuuden
médréd analysoitiin edelld kuvatulla kokeella, jossa tut-
kittiin L929-solujen hajoamista. Samoin mi4ritettiin hii-
ren puhdistetun yhdistelmigamma-interferonin /P. Gray et
al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 80 (1983) 5842-58467 virus-
ten vastainen aktiivisuus EMC-infektoituja L-soluja vas-
taan /D. Goeddel et al., Nature (London) 287 (1980) 411-4167.
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Hiiren gamma-interferoni ja ihmisen tuumorinekroositekijd
laimennettiin erikseen kuviossa 10 esitettdvdlld tavalla.
Merkittyihin syvennyksiin lisdttiin ensin gamma-interfero-
nia ja heti sen jdlkeen laimennettua tuumorinekroositekijad
lopullisen tilavuuden ollessa 0,2 ml/syvennys. 72 tuntia
kestdneen inkuboinnin lopussa solut vdrjédttiin liuoksella,
joka sisdlsi 0,5 % kristalliviolettia 20-%:isessa metano-
lissa. Tulokset esitetdin kuviossa 10. B16 on suhteellisen
resistentti sekd pelkdlle tuumorinekroositekijélle ettd
pelkdlle IFN-Y:lle; tuumorinekroosipitoisuudella 1 000 yk-
sikkdi/ml ei havaittu silminnihtdvdi sytolyysid. Hyvin pien-
ten gamma-interferonimdirien lisddminen (jopa niin v&hén
kuin 5 yksikk®i/ml) johti kuitenkin sytolyysiin.

Esimerkki 12 |

Lihetti-RNA:n eristdminen

HL-60-soluviljelmistd (4 tuntia PMA-induktion j&l-

keen) tai esimerkissid 2 kuvatulla tavalla viljellyistd da-

reisverilymfosyyteistd eristettiin kokonais-RNA suurin
piirtein Wardin et al. [J. Virol. 9 (1972) 617 kuvaamalla
tavalla. Solut pelletoitiin sentrifugoimalla ja suspendoi-
tiin sitten uudelleen liuokseen, joka sisdlsi 10 mmol/1
NaCl, 10 mmol/l Tris.HC1l (pH .7,5) ja 1,5 mmol/l MgCl,. So-
lut hajotettiin lis&&médlld NP-40 (loppupitoisuudeksi 1 %)
ja tumat pelletoitiin sentrifugoimalla. Supernatantti si-
silsi kokonais-RNA:n, joka puhdistettiin edelleen uuttamal-
l1a useaan kertaan fenolilla ja kloroformilla. Vesifaasin
NaCl-pitoisuus s&dddettiin 0,2 mol/l:ksi, ja saostettiin
sitten kokonais-RNA lisidmdlli kaksinkertainen tilavuus
etanolia. Tyypillinen saanto 1 g:sta viljeltyjd soluja oli
noin 6 mg kokonais-RNA:ta. Polyadenyloitu mRNA (n. 100 /ug)
saatiin kisittelemi#lld oligo(dT)selluloosalla H. Avivin et
al. /Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69 (1972) 1408-1412/ mene-
telmdlla.



10

15

20

25

30

35

48

Esimerkki 13

DNA-kirjasto

7,5 pg esimerkissd 12 saatua poly(A)+-mRNA:ta muu-
tettiin kaksisdikeiseksi cDNA:ksi k&sittelem#lld perdk-
kdin k#ddnteistranskriptaasilla, DNA-polymeraasin Klenow-

fragmentilla ja Sl-nukleaasilla [P. Gray et al., Nature
295 (1982) 503-508; M. Wickers et al., J. Biol. Chem. 253
(1978) 2483-2495]. Polyakryyliamidigeelilti eristettiin
noin 80 ng cDNA:ta, jonka pituus oli enemm&n kuin 600
emdsparia.

Synteettinen DNA-adaptorisekvenssi

5'AATTCATGCGTTCTTACAG 3'
3 'GTACGCAAGAATGTC 5'

ligatoitiin cDNA:han tarttuvan EcoRI-p##n muodostamisek-
si. Kuten alalla on tavanmukaista, adaptori syntetisoi-
tiin kemiallisesti kahtena erillisen# s#ikeen4, toisen
sdikeen 5'-pd8 fosforyloitiin polynukleotidikinaasilla ja
saadut kaksi sdiettd emdspariutettiin. Sitten eristettiin
CDNA (20 ng) uudelleen polyakryyliamidigeeliltd, sijoi-
tettiin ligaation avulla EcoRI-pilkottuun Agt-10:een,
pakattiin faagipartikkeleihin ja lis#dttiin E. coli -kan-
nassa C600hfl (Hyunh et al., Practical Approaches in Bio-
chemistry, IRL Press Ltd., Oxford, England, 1984) tai
muuhun lambdafaagin lisd&miseen soveltuvassa kannassa.
Saatiin noin 200 000 itsen#distd kloonia sis#ltdvi cDNA-
kirjasto.

Esimerkki 14

Deoksioligonukleotidikoettimen valmistaminen tuumo-
rinekroositekij&-cDNA:ta varten

42 nukleotidin DNA-hybridisaatiokoetin, joka perus-

tui trypsiinikdsittelylld saadun tuumorinekroositekijédpep-
tidin TD-6 (E-T-P-E-G-A-E-A-K-P-W-Y-E-K-) alustavaan ami-

nohappojaksoon, suunniteltiin k#ytt#den hyviksi julkaistuja
kodonien k#yttdtiheystietoja [R. Grantham et al., Nucleic

Acids Res. 9 (1981) 43-47] 3ja ihmisen IFNy:n [P. Gray
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et al., 295 (1982) 503-508] ja ihmisen lymfotoksiinin ko-
donien suosimistietoja. Alustavassa sekvenssissd oli virhe
(viimeisen K:n olisi pitdnyt olla P). Tama sekvenssi johti
kuitenkin onnistuneeseen koettimeen. Synteettisen koettimen
sekvenssi oli 5'dGAAACCCCTGAAGGGGCTGAAGCCAAGCCCTGGTATGAAAAG
3' ja se syntetisoitiin R. Crean et al. [Nucleic Acids Res.
8 (1980) 2331-2348] menetelmdlld. Koetin fosforyloitiin (A-
23P)—ATP:lla ja T4-polynukleotidikinaasilla kirjallisuudes-
sa kuvatulla tavalla [Goeddel et al., Nature 281 (1979)
544].

Esimerkki 15

Tuumorinekroositekijai koodaavia jaksoja sisdltéavén
cDNA-kloonin identifioiminen

Agt 10 -cDNA-kirjaston noin 200 000 kloonia tutkit-
tiin DNA-hybridisaatiolla k&ayttden 32P-leimattua 42-meerid
(esimerkki 14) ankaruudeltaan lievissa olosuhteissa A. Ull-
richin et al. mukaisesti [EMBO J. 3 (1984) 361364] (tai
vaihtoehtoisesti P. Grayn et al. [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80 (1983) 5842-5846], S. Andersonin et al. [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80 (1983) 6836-6842] ja M. Jayen et al.
[Nucleic Acids Res. 11 (1983) 2325-2335] menetelmdlld). Yh-
deksi#n eri kloonia hybridisoitui koettimen kanssa ja ne
puhdistettiin t4plémenetelm&ll&d. Sitten valmistettiin 32?-
leimattu cDNA kayttdm#lls indusoimattomien HL-60-solujen
mRNA:ta. Ni#istd yhdeks#st4d faagikloonista seitseméin DNA ei
hybridisoitunut t#m#n "indusoimattoman" koettimen kanssa ja
niiden p#&teltiin siten olevan ehdokkaita tuumorinekroosi-
tekij&-~cDNA-sekvensseiksi. Suurimman insertin sis8ltédvidlle
cDNA-kloonille annettiin nimeksi A42-4. T&md insertti sek-
ventoitiin dideoksiketjuterminaatiomenetelm&lld [A. Smith,
Methods in Enzymology 65 (1980) 560-580; F. Sanger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 5463-5467], sen jdl-
keen kun se oli subkloonattu vektoriin M13mp8 [J. Messing
et al., Nucleic Acids Res. 9 (1981) 309-321].

A42-4:1le saatu cDNA-sekvenssi sis#dlsi koko valmis-
ta tuumorinekroositekij&é4 ynn# osaa sen signaalipeptidista
koodaavan alueen. DNA:n oikea orientaatio ja lukukehys paa-
teltiin vertaamalla tuumorinekroositekijén trypsiinipilkko-
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mispeptidin T4 aminohapposekvenssiin. Proteiinisekventoin-
nilla md8ritetty tuumorinekroositekij#n aminoterminaalinen
valiiniryhmd8 on aminohappo 1 ja sitd seuraa 156 muuta ami-
nohappoa, ennen kuin lukukehyksess# kohdataan lopetuskodo-
ni. Laskettu molekyylipaino on 17 356 daltonia.

Esimerkki 16

Koko PreTNF:88 koodaavat sekvenssit sis#ltdvin
CcDNA-kloonin identifiointi

cDNA-klooni A42-4 sis#lt83 valmiin TNF:n koko koo-
dausalueen, mutta siitd puuttuu tdydellistd signaalipepti-

did koodaava sekvenssi, mist8 on osoituksena aloituskodonin
puuttuminen. Puuttuvien sekvenssitietojen saamiseksi synte-
tisoitiin kemiallisesti heksanukleotidialuke
dTGGATGTTCGTCCTCC (komplementaarinen nukleotideille 855870,
kuvio 10). T&m& aluke emdspariutettiin esimerkin 12 mukai-
seen mRNA:han ja syntetisoitiin sitten cDNA esimerkin 13
mukaisella menetelmdlld. Valmistettiin uusi, noin 200 000
CcDNA-kloonia sis8lt&vd kirjasto gtlO:ssid esimerkin 13 mu-
kaisella menetelmdll&. T&m& kirjasto tutkittiin hybridisaa-
tiocanalyysilld k&dytt8en koettimena A42-4-cDNA-insertti,
joka oli leimattu 32P:lla. Saatiin 16 positiivista klooniat
joista pisin (A16-4) sisdlsi cDNA-insertin, joka ulottui
337 emdsparia kauemmaksi 5'-suuntaan kuin A42-4-insertti.
TNF-cDNA-inserttien A16-4:n (nukleotidit 1-870) ja A42-4:n
(nukleotidit 337-1643) yhdistetty sekvenssi esitet#sn ku-
viossa 10.

Esimerkki 17

Ilmentymisvektorin muodostaminen tuumorinekroosite-

kij8n suoraa ilmentimistid varten

Menettely, jota kdytettiin esimerkissi 15 saadun
tuumorinekroositekijd¥ vastaavan DNA-sekvenssin ilment&mi-
seen esitetddn kuviossa 11. Esimerkin 15 mukainen faagi
A42-4, joka sis#lsi koko valmista tuumorinekroositekijaa
koodaavan jakson ja osan tuumorinekroosite]cijin oletetus-
taeritysesijaksosta, pilkottiin EcoRI:114 ja otettiin tal-

teen noin 800 emdsparin fragmentti, joka sis#lsi tuumori-
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nekroositekijdid koodaavan alueen. Tdmd fragmentti pilkot-
tiin AvaI:114 ja HindIII:lla ja otettiin talteen 578 emds-
parin fragmentti ("C" kuviossa 11). Tdmd fragmentti koodaa
tuumorinekroositekijin aminohappoja 8-157.

valmistettiin kaksi synteettistd deoksioligonukleo-
tidia (fragmentti "B" kuviossa 11) (ks. adaptorisekvenssin
muodostaminen esimerkissd 13), joiden 5'-pddssd oli tarttu-
va XbaI-pdd ja 3'-piddssi tarttuva Aval-pdd ja jotka sisdl-
sivit met-aloituskodonin ja tuumorinekroositekijédn seitse-
mii ensimmiisti aminoterminaalista aminohappoa vastaavat
kodonit. Niitd aminohappoja vastaavat kodonit valittiin
E. coli -preferenssin perusteella. Aloituskodonin edelld
oleva AATT-sekvenssi valittiin sopivalla tavalla erottamaan
aloituskodoni trp-ribosomisitomissekvenssistd ja yhdistetty-
ni aminohappokodoneihin est&mddn mahdollinen mRNA~silmukka.

Sitten segmentit B ja C liitet#dn kolmella ligaa-
tiolla pBR322-johdokseen, joka sisdltdd trp-promoottorijak-
son ja trp-esipeptidin Shine-Dalgarno-jakson (EP-hakemus-
julkaisu 36 766). Valitaan tai muodostetaan johdos, joka
sisiltdi ainutkertaiset XbaI- ja HindIII-kohdat trp-pro-
moottorin ja TetR—geenin vilissid. Joko pLTtrpl /[Gray et al.,
Nature 312 (1984) 721-7247 tai ptrpETA /[Gray et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 2645-26497 ovat soveltuvia
taimdntyyppisid ldhtdvektoreita, vaikka muitakin voidaan
muodostaa pBR322:sta, trp-promoottorista ja mahdollisesti
tarvittavista synteettisistd kytkijoistd. Sekd PBR322 ettd
trp-promoottorin sisdltdvit plasmidit ovat yleisesti saata-
villa. Valitun vektorin pBR322-osasta voi puuttua Aval-
PvuII-segmentti emdsparien 1424 ja 2065 vdlistd (tdlldin
kdytetdin plasmidin nimessd merkintii "XAP"). Mikd tahansa
edelld mainituista plasmideista pilkotaan samanaikaisesti
XbaI:114 ja HindIII:lla ja otetaan talteen suuri vektori-
fragmentti. T&md fragmentti ja fragmentit B ja C ligatoi-
daan T4-DNA-ligaasin avulla ja ligaatioseoksella transfor-
moidaan E. coli 294 (ATCC 31 446). Valikoitiin ampisillii-
niresistentit pesikkeet, otettiin talteen plasmidi-DNA ja
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ia karakterisoitiin sen restriktioendonukleaasikartoituk-
sella ja DNA-sekventoinnilla., Saatiin PTrpXAPTNF, joka si-
sdlsi insertit B ja C.

Esimerkki 18

Tuumorinekroositekijén ilmentyminen E. colissa

E. colia (ATCC 31 446), joka oli transformoitu
PTNFtrp:11d, kasvatettiin M9-alustassa, joka sisilsi

20 /ug/ml ampisilliinia ja viljelm&d kasvatettiin optiseen
tiheyteen A550 = 0,3. Lisdttiin indolietikkahappoa loppu-
pitoisuudeksi 20 /ug/ml ja viljelmdd kasvatettiin, kunnes
ASSO = 1. 10 ml soluja vdkevditiin ja ne suspendoitiin uu-
delleen fosfaattipuskuroituun fysiologiseen suolaliuokseen.
Solut &&nikdsiteltiin ja laimennettiin esimerkin 1 mukai-
sesti tehtédvdd tuumorinekroositekijidmidritysti varten. Saa-
tiin noin 10° aktiivisuusyksikkdd/ml viljelmi&. Timd ak-
tiivisuus kumoutui esi-inkuboitaessa tuotetta kaniinin an-
tiseerumin kanssa, joka oli saatu ihmisen tuumorinekroosi-
tekijdid vastaan immunoiduista kaniineista.

Esimerkki 19

Tuumorinekroositekijédn ilmentyminen E. colissa

Témd menetelmd on edullisempi kuin esimerkin 18 mu-
kainen menetelmd.

Edelld mainittujen vektorien yhteydessi kiytettivi
isdntd on edullisesti taantumaton tonA-E. coli -kanta. T&l-
laiset kannat ovat bakteriofaagiresistenttejd ja siksi pal-
jon paremmin soveltuvia laajamittaiseen viljelyyn kuin
villin tyypin kannat. Seuraavassa kuvataan soveltuvaa mene-
telmdd tdllaisen kannan aikaansaamiseksi. E. coli W3110
transdusoidaan A::Tn10:114, joka on paikasta toiseen siir-
rettédvissd olevan elementin Tn10 sisiltdvi lambdabakterio-
faagi, jolloin saadaan E. coli W3110:n Tn10-hyppédystuottei-
den yhdistelmi /N. Klecker et al., J. Mol. Biol. 116 (1977)
1257.

E. coli W3110::Tn10-hyppdystuoteyhdistelmid kasva-
tetaan L-liemessi 37°C:ssa solutiheyteen noin 1 x 10° so-

lua/ml. 0,5 ml viljelmid sentrifugoidaan ja pelletti
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suspendoidaan 0,2 ml:aan Aphi80- (tai T1-) lysaattia, joka
sisdltdd 7,0 x 109 plakin muodostavaa yksikkda (pfu) . Faa-
gin annetaan adsorboitua 30 minuuttia 37°C:ssa. Sitten sus-
pensio levitetddn EMB-maljoille, jotka on tdydennetty tet-

5 rasykliinilld (15 /ug/ml). Kun on inkuboitu yoén yli 37 ©c:ssa,
yhdistetddn vaaleanpunaiset pesdkkeet 3 ml:aan L-lientd,
kasvatetaan ydn yli 37OC:§sa, pestdin kahdesti ja suspen-
doidaan takaisin L-liemeen. T&dmd viljelma infektoidaan bak-
teriofaagi P1 kc:11ld ja otetaah talteen faagilysaatti (J.

10 Miller, Experiments on Molecular Biology, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1972, s. 304).

E. coli AT982 (E. coli Genetic Stock Center, New
Haven, Conn. nro 4546) muutetaan tetrasykliiniresistentik-
si tamidn P1 kc -lysaatin avulla. Transduktantit valikoi=-

15 daan L-liemimaljoilla, joihin on lisdtty tetrasykliiniad
(15 /ug/ml) ja diaminopimeliinihappoa (dap, 40 /ug/ml).
Tuloksena olevista transduktanteista tutkitaan tetrasyk—
lllnlre51sten551 ja dap-geenin regeneraatio (dap P tet ) .
dap ,tet R_transduktanteista tutkitaan sitten Aphi80- (tai

20 T1-) resistenssi.

Sitten valmistetaan P1 kc -lysaatit useista dap ’
tetR,zphiSO- (tai T1-) resistenteistd kannoista. Lysaa-
teilla transdusoidaan E. coli W3110 tetrasykliiniresisten-
tiksi. Transduktantit tutkitaan ja valikoidaan aphi80-

25 (tai T1-) resistenssin perusteella.
vValikoidaan tetrasykliiniresistentit solut W3110
fhuA::Tn10-Aphi80R-transduktanttien joukosta /S. Naloy et
al., J. Bact. 145 (1981) 11107. N&iden eristettyjen solu-~
2 jen faagi Aphi80-resistenssi ja tetrasykliiniherkkyys var-
ki 30 mistetaan yksipesdkepuhdistuksen j&lkeen.
Eristetdin DNA muutamista tetrasykliiniherkistd,

(1] 290N ~vey
»
L] .
L[]

. phi80-faagiresistenteistd mutanteista ja pilkotaan se

e ' SstII:lla. SstII-pilkottu DNA karakterisoidaan Southern-
| tiplimenetelmdlld kdyttien radionuklidileimattua, SStII-
35 pilkottua A::Tn10-DNA:ta koettimena sen mdirittdmiseksi,
R onko Tn10 poistunut (R. Davis et al., Advenced Bacterial
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Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, 1980). Toinen
tetrasykliiniresistenteistd eristetyisti mutanteista on
menettdnyt kaksi TnlO-hybridisaatiovyShykettd verrattuna
A::Tnl0-DNA:n ja parentaalisen W3110 fhuA: : Tnl10Aphi80OR:n
vdliseen hybridisaatioon. Kolmannen hybridisaatiovy®hyk-
keen liikkuvuus on muuttunut, mikd viittaa siihen, etti
on tapahtunut TnlO:n ep&t#smillisen poistumisen aiheutta-
ma deleetio.

Kannan, jossa esiintyy ep&tésmillinen TnlO-delee-
tio, ulommista kalvoista tehdyn preparaatin SDS-geeli-
elektroforeesi osoittaa, ett# vy8hykkeen, jonka otaksu-
taan olevan fhuA-proteiini, elektroforeettinen liikkuvuus
on muuttunut verrattuna villin tyypin fhuA-proteiiniin.
Tuloksena oleva proteiini ei toimi AphiBO-faagireseptori—
proteiinina. Toisella, edellisesti riippumattomalla kan-
nalla, jolle myds on tapahtunut TnlO:n epdtésméllinen
poistuminen, ei n#y ollenkaan fhuA-proteiinia SDS-geelil-
14.

Kummassakaan n#ist# kannoista ei esiinny taantu-
mista tetrasykliiniresistenssiin tai AphiB80-herkkyyteen,
mikd viittaa siihen, ettd on tapahtunut Tnl0O-transposonin
tai sen osan ep&t&smidllinen poistuminen yhdessd fhuA-gee-
nin joko osittaisen tai tdydellisen deleetion kanssa.
Erdstd tdllaisista W3110-kannoista (NL106) k#dytetdsn
edullisesti is&nt&n4 TNF:484% koodaaville vektoreille, joi-
ta kuvataan toisaalla t#ssi hakemuksessa.

NL106 transformoitiin ptrpXAPTNF:114 ja tuotteella
inokuloitiin 10 litraa alustaa (pH 7,4), jolla oli seu-
raava koostumus:
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Aineosa g/l
(NH4)'ZSO4 5,0
KZHPO4 6,0
NaH2P04 3,0
Na-sitraatti 1,0
L-tryptofaani 0,2
NZ Amine AS 4,0
Hiivauute 4,0
Mgso, 1,2
Glukoosi 25,0
Hivenaineliuos (Fe, Zn, Co, Mo, Cu, B ja

Mn-ioneja) 0,5 ml
Tetrasykliini . 1,0 mg

Viljelmd&n alettiin sydttdd glukoosia nopeudella
1 g/min, kun viljelmén Asso—arvo oli noussut noin 20:een.
Fermentointia jatkettiin 30 C:ssa, kunnes A550 = 136 (noin
20 tuntia). Viljelmd sentrifugoidaan, jolloin muodostuu so-
lutahna, ja tahnaa uutetaan sitten 30 minuuttia pH-arvossa
8,0 ja huoneen ldmpotilassa 50 mM tris-puskurilla, joka
sisiltii 10 mmol/l EDTA, 1 000 mmol/l NaCl, 2 000 mmol/1l
ureaa ja 0,1 % beta-merkaptoetanolia. Uute laimennettiin ja
tutkittiin esimerkin 1 mukaisesti. T&dmdn tutkimuksen mukaan

8 ksikksd tuu-

1 mg tuumorinekroositekijaa sisilsi 1 x 10
morinekroositekijiaktiivisuutta. Saatiin jopa noin 2 g tuu-
morinekroositekijids litraa kohden viljelmdsd. Aminoterminaa-
linen sekventointi osoitti, ettd noin 75-86 paino-% téstd
oli valyyliaminoterminaalista (valmista) tuumorinekroosi-
tekijdd, lopun ollessa met-TNF:&d. Korkeiden ilmentymista-
sojen lis#ksi proteiini ei my&sk&én esiintynyt refraktii-
1isissi elementeissid eikd n#dyttdnyt muutenkaan olevan myr-
kyllistd soluille, mitd osoittavat saavutetut ddrimmdisen

suuret solutiheydet.
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Esimerkki 20
Tuumorinekroositekij&mutanttigeenin muodostaminen

ja ilmentyminen

Tdss8 esimerkissd toimittiin muuten esimerkkien 17
Ja 18 mukaisesti, mutta syntetisoitiin oligonukleotidi-
fragmentti B, jossa oli histidiinikodoni CAT arginiini 6
-kodonin CGT tilalla. T4118in ilmentyi mutanttituumori-
nekroositekiji.

Esimerkki 21

Toisen tuumorinekroositekijémutanttigeenin muodos-

taminen ja ilmentyminen

Tdss8 esimerkiss8 toimittiin muuten esimerkkien 17
ja 18 mukaisesti, mutta kdytettiin oligonukleotidifrag-
menttia B, joka koodasi leusiinia (CTT) arginiini 2:n
sijasta. Alustavissa yrityksissd saatiin noin 1 200 mg
valmista TNF:44 viljelm&litraa kohden. Kasittelemdtdnts
TNF:d88 ei ollut havaittavissa viljelmidssy.

Esimerkki 22

Vektorin, joka koodaa tuumorinekroositekij&n ja

erityssignaalisekvenssin fuusioproteiinia, muodostaminen

E. colin l&mpYstabiilia enterotoksiinia vastaavan
geenin STII sekvenssid kuvaavat Picken et al. [Infection
and Immunity 42(1) (1983) 269-275). T4ssi esimerkissid 1i-
gatoitiin fragmentti, joka sis#ltai STII-erityssignaalin
ja Shine-Dalgarno-sekvenssin, E. colin alkalisen fosfa-
taasin promoottorin alapuolelle (jd8lkeen). STII-signaalia
seuraa 3'-suunnassa synteettinen oligonukleotidi, joka
sisdltss tuumorinekroositekijén seitsemdi ensimmi#isti
aminohappoa vastaavat kodonit ja loppuosa tuumorinekroo-
sitekij#8 koodaavasta jaksosta. Kaikki edelld mainitut
sekvenssit sijoitettiin PBR322-vektoriin.

PWM501 [Picken et al., Infection and Immunity 41(1)
(1983) 269-275] sisaltsas STII-geenin. pWM501 pilkottiin
XbaI:118 ja NsiI:1ll1s, ja eristettiin noin 90 em#sparin
fragmentti. T&m# fragmentti voitaisiin mybs syntetisoida
kemiallisesti sin#ins4 tunnetuin menetelmin (fragmentti A).
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Esimerkissi 17 kuvattu pBR322-Trp-plasmidi (p29KLT)
pilkottiin Sbal:114 ja HindIII:lla ja otettiin talteen suu-
ri fragmentti (fragmentti B). T&ma fragmentti sis&lt8d E.
colin replikoitumisen aloituskohdan ja geenin, joka antaa
ampisilliiniresistenssifenotyypin.

Syntetisoitiin synteettinen oligonukleotidi kahtena
erillisens s#ikeen#, jotka em#spariutettiin seuraavaksi ra-
kenteeksi (tarttuvat restriktiokohtap#it ja oligonukleoti-
din koodaamat aminohapot ovat myYs ndkyvissd).

VAL ARG SER SER SER ARG THR
5' GTA CGT TCT TCT TCT CGT ACT 3'
ACGT CAT ACG AGA AGA AGA GCA TGA GGCT
NsilI Aval

T4istd fragmentista k#ytetdidn merkint&dsd fragmentti C.

Esimerkin 18 mukainen pTNFtrp pilkottiin AvaI:1lla
ja HindIII:lla. 578 emdsparin Aval-HindIII-fragmentti
(fragmentti D) otettiin talteen. Se sis&dltdd koko TNF: &4,
seitsemii ensimmiistd aminohappoa lukuun ottamatta, koodaa-
van sekvenssin.

DNA-sekvenssi, joka sis&lt&4i E. colin alkalisen
fosfataasin (AP) promoottorin kytkettynd heterologiseen
ShineDalgano (S.D.) -sekvenssiin (trp) ja jossa on EcoRI-
ja Xba-p&dd, muodostettiin seuraavasti: DNA-fragmentti, joka
sis#ltds8 osan AP-promoottorista, eristettiin plasmidista
pHI-1 [H. Inouye et al., J. Bacteriol. 146 (1981) 668-675],
vaikka mitd tahansa soveltuvia A-promoottori-DNA:n sisdlté-
visd lihteitsd voitaisiin k#ytt#d&. pHI-1 pilkottiin HpaI:1lla
plasmidin avaamiseksi, plasmidiin ligatoitiin synteettinen

GAATTCGAATTC
EcoRI-kytkijd CTTAAGCTTAAG, ja kytkij&lla varustettua plas-
midia pilkottiin ylim#&&r#118 EcoRI kaikkien EcoRI-kohtien
katkaisemiseksi ja alim#&r#lli Rsal kaikkien Rsal-kohtien
katkaisemiseksi vain osittain (EcoRI- ja Rsal-kdsittelyt
voitaisiin tehdd my®s per&kkdin samanaikaisen k&dsittelyn
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sijasta). EcoRI-Rsal-pilkkomistuotteesta otettiin talteen
420 emdsparin fragmentti, joka sisdlsi AP-promoottorin.

trp S.D. -sekvenssi saatiin seuraavasti. Plasmidi
tai organismi, joka sisdltdd trp-promoottorin /PIFN-beta 2,
D. Leung et al., Biotechnology 2 (1984) 458-4647, pilkot-
tiin XbaI:1ld ja RsaI:lld, ja otettiin talteen 30 emdspa-
rin fragmentti, joka sisdltdi trp S.D. -sekvenssin. Tami
fragmentti ligatoitiin 420 emdsparin AP-promoottorifrag-
menttiin, jolloin saatiin 450 emdsparin EcoRI-XbaI-frag-

mentti E. Fragmentti E:n nukleotidisekvenssi on

EcoRI

GAATTCAACTTCTCCATACTTTGGATAAGGAAATACAGACATGAAAAATCTCATTGCTGAGTTGTTATTT
AAGCTTGCCCAAAAAGAAGAAGAGTCGAAAGAACTGTGTGCGCAGGTAGAAGCTTTGGAGATTATCGTCA ‘
CTGCAATGCTTCGCAATATGGCGCAAAATGACCAACAGCGGTTGATTGATCAGGTAGAGGGGGCGCTGTA
CGAGGTAAAGCCCGATGCCAGCATTCCTGACGACGATACGGAGCTGCTGCGCGATTACGTAAAGAAGTTA
TTGAAGCATCCTCGTCAGTAAAAAGTTAATCTTTTCAACAGCTGTCATAAAGTTGTCACGGCCGAGACTT

trpS.D. Xbal
ATAGTCECTTTGTTTTTATTTTTTAATGTATTTGTACGCAAGTTCACGTAAAARAGGG TATC TAGA

Fragmentit A, B, C ja D ligatoitiin kesken&din ja 1li-
gaatioseoksella transformoitiin E. coli 294. Transformantit
identifioitiin kasvattamalla ampisilliinid sisdltivilli
LB-maljoilla. Plasmidi trpSTIITNF erddstd transformantti-
pesdkkeestd. Tdmd plasmidi pilkottiin XbaI:114 ja EcoRI:11l3
trp-promoottorin poistamiseksi ja ligatoitiin sitten 450
emdsparin EcoRI-XbaI-fragmenttiin E, joka sisdlt8i E. colin
alkalisen fosfataasin promoottorin. Tuloksena olevalle plas-
midille annetaan nimeksi pAPSTIITNF.

Esimerkki 23

Tuumorinekroositekijén ja erityssignaalisekvenssin

fuusioproteiinin ilmentyminen ja prosessointi

E. coli NL106 transfektoitiin pAPSTIITNF:11i ja
tuotteella inokuloitiin 10 litraa alustaa (pH 7,0), jonka
koostumus oli:

1 BELMRE Ll b uR .
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Aineosa g/l
(NH4)ZSO4 5,0
KZHPO4 2,6
NaH,PO, 1,3
Na-sitraatti 1,0
KC1 1,5

NZ Amine AS 5,0
Hiivauute 2,0
MgSO4 1,2
Glukoosi 25,0
Hivenaineliuvos (Fe, Zn, Co, Mo, Cu, B ja

Mn-ioneja) 0,5 ml
Ampisilliini 20,0 mg

Viljely tehtiin samalla tavalla kuin esimerkiss& 19, mut-
ta t8ll8 kertaa saavutettiin ASSO'arVO 140. Tdssd vai-
heessa viljelmd sisdlsi noin 400 mg/l tuumorinekroosite-
kij&ds8, joista noin 70-80 % oli elektroforeesigeelin pe-
rusteella arvioituna prosessoitunut asianmukaisesti val-
miiksi proteiiniksi. Suunnilleen saman verran tuumorinek-
roositekijéaktiivisuutta saatiin talteen esimerkin 19
mukaisella kokonaisten solujen uutolla ja solujen osmoot-
tisella shokilla.

Esimerkki 24

Tuumorinekroositekijé&n ilmentyminen hiivassa ADH-

promoottorin ohjauksessa

Plasmidi TrpXAPTNF muodostetaan muuten esimerkissa
17 kuvatulla tavalla, mutta p20KLT tai ptrpETA (tai
pBR322) pilkotaan EcoRI:118 ja HindIII:1lla XbaIl:n ja
HindIII:n sijasta ja valmistetaan synteettinen fragmentti
B, jossa on tarttuva EcoRI-pdi tarttuvan Xbal-p##n sijas-
ta. Ligaatioseoksella transformoidaan sitten E. coli
ATCC31 446 ja identifioidaan restriktioanalyysilld plas-
midi pTNFRI, joka sis&lt&d8 EcoRI-kohtien rajoittaman tuu-
morinekroositekij&8 koodaavan DNA:n. Plasmidi pTNFRI
eristetdédn, pilkotaan EcoRI:11l8 ja otetaan talteen tuumo-

rinekroositekij&-DNA:n sis&ltdvd fragmentti T-1.
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Plasmidi pFRPn (EP-hakemusjulkaisu 60 057A) pilko-
taan EcoRI:1lla, k&sitell#&sn alkalisella fosfataasilla re-
sirkularisoitumisen est&miseksi, ligatoidaan tuumorinek-
roositekijdfragmenttiin T-1 k&yttsimalls T4-DNA-ligaasia
ja ligaatioseoksella transformoidaan sitten E. coli ATCC
31 446. Ampisilliiniresistentit pes#kkeet tuottavat kahta
plasmidiryhméd8, joissa T-1l-insertti on pdinvastaisissa
orientaatioissa agaroosielektroforeesigeeleills tehdylld
restriktioanalyysill4 m#&ritettynd. E. coli -transforman-
teista saatavat plasmidit puhdistetaan ja niilld trans-
formoidaan hiiva, jossa on trpl-mutaatio (esimerkiksi
hiivakanta RH218, rajoittamaton ATCC-talletusnro 44 076),
Jjoka antaa trp+-fenotyypin. Plasmidien, joissa orientaa-
tio on sellainen, ettd segmentin T-1 aloituskodoni on
alkoholidegydrogenaasipromoottorifragmentin vieressd,
havaitaan transformoiva hiiva siten, ettd siind ilmentyy
tuumorinekroositekiji. Tuumorinekroositekij8 otetaan tal-
teen hiivatransformanttiuutteista. Plasmidin stabiilisuus
laajamittaisissa fermentoinneissa paranee, kun kdytet#dsn
ilmentymisplasmidia, joka sis#&lt#i kahden mikronin repli-
koitumisen aloituskohdan pRFPn:n kromosomaalisen repli-
koitumisen aloituskohdan (ars 1) sijasta ja sen kanssa
vyhteensopivaa is#nt#kantaa [J. Beggs Nature 275 (1978)
104-109].

Esimerkki 25

Tuumorinekroositekijén ilmentyminen nis#k#ssoluis-

sa

Plasmidi pEHER (EP-hakemusjulkaisu 117 060A) pil-
kotaan EcoRI:lla, k#&sitell#in vasikan suoliston alkali-
sella fosfataasilla, ligatoidaan esimerkin 24 mukaiseen
fragmenttiin T-1 ja transformoidaan ligaatioseoksella E.
coli ATCC 31 446. Eristet#sn kaksi plasmidia (pEHERTNF I
ja pEHERTNF II), jotka sisdlt&vit TNF-DNA:n pdinvastai-
sessa orientaatiossa polyakryyliamidigeeleill# tehdylld
restriktioanalyysilli mddritettynd. N&ills plasmideilla
transformoidaan ja valikoidaan CHO DHFR-DUX-B11l, CHO 1 ja
Ltk -solut.
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Kudosviljelmdsolut transfektoidaan sekoittamalla 1
pg pEFERTNF I tai pEHERTNF II 10 pg:aan rotan kantaja
DNA:ta 250 pl:ssa 0,25 M CaClz, minkd j#lkeen lisdtdan
pisaroittain 250 pl HEPES-puskuroitua fysiologista suola-
liuosta (280 mmol/1 CaClz, 1,5 mmol/1l Na2P04, 50 mmol/1l
HEPES:i&, pH 7,1). Annetaan seistd 30 minuuttia huoneen
liampdtilassa ja lisdtdan liuos kudosviljelmésoluille,
jotka ovat 60 mm:n muovisissa kudosviljelymaljoissa. Kay-
tetasdn CHO 1, CHO DHFR-DUX-B1ll ja Ltk -soluja. Maljat
sisdltsvit 3 ml isdntdsoluille soveltuvaa kasvualustaa.

CHO 1 ja CHO DHFR-DUX-B1ll -soluille kasvualusta on
Ham F-12 -alusta (Gibco), johon on lis&tty 10 % vasikan-
seerumia, 100 pg/ml penisilliini&d, 100 pg/ml streptomy-
siinid ja 2 pmM L-glutamiinia. Ltk+—solulinjan alusta on
Dulbeccon muunnettu Eagle-alusta (DMEM), joka on tdyden-
netty edelld kuvatulla tavalla.

Alusta poistetaan 3-16 tunnin kuluttua ja solut
pestd&n liuoksella, joka sisdltaa 20 % glyserolia fos-
faattipuskuroidussa fysiologisessa suolaliuoksessa. Ku-
hunkin maljaan lis&t&&n tuoretta alustaa ja soluja inku-
boidaan vield kaksi vuorokautta.

Transfektoitujen is&ntdsolujen valikointi tehdd&n
trypsinisoimalla solut kahden vuorokauden kasvatuksen
jdlkeen (solut kadsitelld&n steriilills trypsiiniliuoksel-
la (0,5 mg/ml), joka sisdltaa 0,2 mg/ml EDTA) ja lisda-
m#lla noin 3 x 105 solua 10 mm:n kudosviljelymaljoille,
joissa on selektiivist8 alustaa. dhfr -soluja varten
alusta on F-12-alusta (Gibco), josta puuttuu glysiini,
hypoksantiini ja tymidiini (GHT -alusta). DHFR' -1is4n-
tisoluille lis#tiin metotreksaattia (100 - 1 000 mol/1l)
normaaliin kasvualustaan. Vertailundytteind toimivat so-
lut, jotka transfektoidaan ilman plasmidia ja plasmidilla
pFD-11 (EP-hakemusjulkaisu 117 060A), joka sis&ltda nor-
maalin DHFR:n. Solujen, jotka ottavat vastaan ja ilmenté-
vat DHRF-plasmidia, pes#dkkeet tulevat ndkyviin 1-2 viikon
kuluessa. Identifioidaan ne transformantit, jotka ilmen-
t4vdt tuumorinekroositekijda.
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Patenttivaatimukset

98217

1. Menetelm& ihmisen oleellisesti homogeenisen

tuumorinekroositekij&n valmistamiseksi, jolla on amino-

happosekvenssi:

val

His

Leu

Leu

Leu

Ser

Val

Ser

Pro

Glu

Tyr

Ile

Arg Ser
Val val
Asn Arg
30

Arg Asp
Ile Tyr
Thr His
Ser Tyr
Pro Cys
100

Trp Tyr
Lys Gly

Leu Asp

Ala Leu
157

Ser
Ala
Arg
Asn
Ser
60

Val
Gln
Gln
Glu
Asp

130
Phe

tunnettu

Ser
Asn
Ala
Gln
Gln
Leu
Thr
Arg
Pro
Arg

Ala

si

Arg
Pro
Asn
Leu
Val
Leu
Lys
90

Glu
Ile

Leu

Glu

its,

Thr

Gln

20

Ala

Val

Leu

Thr

vVal

Thr

Tyr

Ser

Ser

etta

Pro
Ala
Leu
val
Phe
His
Asn
Pro
Leu
120

Ala

Gly

Ser

Glu

Leu

Pro

Lys

Thr

Leu

Glu

Gly

Glu

Gln

Asp
10

Gly
Ala
Ser
Gly
Ile

80
Leu

Gly
Ile

Val
150

Lys
Gln
Asn
Glu
Gln
Ser
Ser
Ala
val
Asn

Tyr

Pro
Leu
Gly
40

Gly
Gly
Arg
Ala
Glu
110
Phe

Arg

Phe

val
Gln
Val
Leu
Cys
Ile
Ile
Ala
Gln
Pro

Gly

Ala
Trp
Glu
Tyr
Pro
70

Ala
Lys
Lys
Leu
Asp

140
Ile

(a) adsorboidaan tuumorinekroositekiji seoksesta

muiden proteiinien kanssa kontrolloidulle huokoslasille,

minkd jdlkeen tuumorinekroositekiji eluoidaan kontrolloi-
dulta huokoslasilta,
(b) adsorboidaan vaiheen (a) tuote anioninvaihto-

hartsihiukkasille, joilla on suurin piirtein yhtendinen

hiukkaskoko, minki jdlkeen eluoidaan tuumorinekroositeki-

jé& Ja haluttaessa suoritetaan dialyysi, ja sitten
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(c) adsorboidaan vaiheen (b) tuote alkyylisefaroo-
siadsorbentille, mink# j&lkeen tuumorinekroositekija

eluoidaan alkyylisefaroosilta, ja haluttaessa,
(d) puhdistetaan vaiheen (c) tuote SDS-polyakryy-

liamidigeelielektroforeesilla tai k##nteisfaasikorkeapai-

nekromatografialla.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,

tunnettu siitd, ettd tuumorinekroositekijd eluoi-

daan etyleeniglykolilla.
3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettu siiti, ettd anioninvaihtohartsi on

kvaternaarisesti aminosubstituoitu ristisidottu polysty-

reeni.

—
~3J
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Patentkrav

1. Férfarande f6r framst#llning av human visentli-
gen homogen tumdrnekrosfaktor med aminosyrasekvensen:

Val Arg Ser Ser Ser Arg Thr Pro Ser Asp Lys Pro Val Ala
10

His Val val Ala Asn Pro Gln Ala Glu Gly Gln Leu Gln Trp
20

Leu Asn Arg Arg Ala Asn Ala Leu Leu Ala Asn Gly Val Glu
30 40

Leu Arg Asp Asn Gln Leu Val Val Pro Ser Glu Gly Leu Tyr
50

Leu Ile Tyr Ser Gln Val Leu Phe Lys Gly Gln Gly Cys Pro
60 70

Ser Thr His Val Leu Leu Thr His Thr Ile Ser Arg Ile Ala
80

Val Ser Tyr Gln Thr Lys Val Asn Leu Leu Ser Ala Ile Lys
90

Ser Pro Cys Gln Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys
100 110

Pro Trp Tyr Glu Pro Ile Tyr Leu Gly Gly Val Phe Gln Leu
120

Glu Lys Gly Asp Arg Leu Ser Ala Glu Ile Asn Arg Pro Asp
130 140

Tyr Leu Asp Phe Ala Glu Ser Gly Gln Val Tyr Phe Gly Ile
150

Ile Ala Leu
157

kd@8nnetecknat ddrav, att man

(a) adsorberar tumérnekrosfaktorn fran en bland-
ning med andra proteiner pd ett kontrollerat porglas var-
efter man eluerar tum®rnekrosfaktorn fran det kontrolle-
rade porglaset,

(b) adsorberar produkten fran steg (a) pa partik-
lar av ett anjonbytarharts med vdsentligen likformad par-
tikelstorlek varefter man eluerar tumébrnekrosfaktorn, och
om sd 8nskas, utfdr dialys, och sedan

D
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(c) adsorberar produkten fran steg (b) pad en al-
kylsefaroseadsorbent, varefter man eluerar tumdrnekros-
faktorn fran alkylsefarosen, och om sa &dnskas,

(d) renar produkten fran steg (c) med SDS-polyak-
rylamidgelelektrofores, eller med omvdndfas hogtryckskro-
matografi.

2. Férfarande enligt patentkrav 1, k & nn e -
tecknat dirav, att tumdrnekrosfaktorn elueras med
etylenglykol.

3. F6rfarande enligt patentkrav 1, k & nne -
tecknat dirav, att anjonbytarhartset &r kvaterndrt

aminosubstituerat tvarbundet polystyren.

r

/
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