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Lymfotoksiinin ja lyhfotoksiini—mRNA:n valﬁistusﬁenetelmé. -

Férfarande for framstdllning av lymfotoxin och lymfotoxin-mRNA,

Kirjallisuudesta tiedetasn, ettd tietyt imettdvdisten solut
voivat sopivan arsytyksen jdlkeen tuottaa in vitro nk.
lymfotok511nega (kts. esim. Evans, Cancer Immunol. Immunother.
12, 181-190 (1983) ja Granger et al., Biology of the
Lymphokines sivut 141-180, Academic Press 1979). Tietyn

lajin lymfotoksiimi in vitro ei t&alléin ole yhtendinen pro-
teiini, vaan pikemminkin sitd voidaan kuvata joukkona sub-
tyyppejd, jotka eroavat toisistaan molekyylipainon, varauksen
ja stabiilisuuden suhteen (kts. esimerkiksi Granger et

al., Biology of the Lymphokines s. 14-180, Acadehic Press
1979). Ihmiselld erotetaan esimerkiksi neljé lymfotok-
siiniluokkaa, joiden molekyylipainot ovat alueella 10.000 -
20.000 ( LT), 35.000 - 50.000 ( LT), 70.000 - 90.000 ( LT)

ja 200.000 - 600.000 (LT-kompleksi).

In vitro lymfotoksiinit kykenevat

a) estdmddn solujen pahanlaatuisen transformaation (kts.
Evans et al., Int. J. Cancer 27, 45-49 (1981) ja Ransom
et al., J. Natl. Cancer Inst. 69, 741-744 (1982)),

b) vaikuttamaan tuumoriseluihin sytostaatisesti tai jopa
sytolyyttisesti (kts. Evans et al., Immunopharmacology
3, 347-359 (1981)) ja

c) lisaamain tuumorlsOIUJen herkkyyttd organismin sellulaarisen
imunno-torjuntajarjestelmdan suhteen (kts. Evans et al.,

Cell. Immunol. 63, 1-15 (1981) ja Ransom et al., Int. J.

Cancer 29, 451-458 (1982)).

Kirjallisuudesta tiedetddn lisdksi, etta lymfotoksiini-
valmisteet voivat elalnmalllssa aiheuttaa myds tuumorien

regressoitumista (kts. Khan et al., Proc. Soc. Exptl. Biol.



Med. 169; 291-294 (1982)). Lymfotoksiineilla on siten suuri

merkitys malignien sairauksien profylaksiassa ja terapiassa.

Tahdn asti tunnetuissa lymfotoksiinien talteenottomenetelmissa
ldhdetddn useiﬁﬁissa tapauksissa primddrisistd soluista,
esimerkiksi ihmisen periferiaverestd tai kitarisoista saaduista
leukosyyttivalhisteista (kts. Williams et al., J. Ihhunol.

130, 518-520 (1983)); hiirten pernasoluista (kts. Aksamit

et al., Infect. Immun. 36, 1028-1035 (1982) ja Trivers

et al., J. Immunol. 117, 130-135 (1976)) tai leukosyyteistsd,
jotka on saatu syyrialaisten hamstereiden tai harsujen
vatsaontelosta (kts. esim. Evans et al., Int. J. Cancer

27, 45-49 (1981)). Lymfosyyttien tuottamiseksi on t#ll&in

nditd soluja ensin kiihotettava inkuboimalla suurimolekyylisten
mitogeenien, esimerkiksi fytohemaglutiniinin kanssa. B-lym-
fosyytti-solulinjojen viljelysupernatanteissa on t&hén

mennessd voitu todeta vain alhaisia lyhfotoksiini-aktiivi—
suuksia (kts. Granger et al., J. Immunol. 104, 1476 (1970)

ja Amino et al., J. Immunol. 113, 1334-1345 (1974)).

Koska tahdn mennessd kdytetyilld lymfotoksiinien valmistus-
menetelmilld on voitu valmistaa vain vahdisid mddrid ja

vain jokseenkin epdpuhtaana, tdhdn mennessid valmistettuja
lymfotoksiineja ei ole voitu puhdistaa homogeenisiksi eiké
kdyttdd riittdvis mdsrid suoritettaessa laajoja tutkimuksia
neoélasﬁisesta vaikutuksesta eldinmallilla. Sitd paitsi
tahan mennessé ei ole mydskdan voitu osoittaa mitdan bio-
logisesti aktiivista lymfotoksiini-mRNA; t&m& on kuitenkin
edellytys lymfotoksiini—geenin molekyylikloonaukselle geeni-

teknologian menetelmillsd.

Esilld olevan keksinntn tavoitteena on siten valmistaa
riittdvid mAdriid ja riittdvian puhtaina lymfotoksiinia sekd

lymfotoksiini-mRNA.

Keksinndn mukaisesti on nyttemmin havaittu; ettd apinoiden,

erityisesti Saguinus-suvun apinoiden nk. T-lymfosyytti-



tyyppiset solut, esimerkiksi solulinjat L-77/5, A651, A2543,
70N2, 1022 jsa 1670; parhaiten kuitenkin solulinjat 1022

ja 1670; jotka on transformoitu in vitro tai in vivo infektoi-
malla viruksilla, parhaiten Herpes-viruksilla, kuten Herpes
virus sai&iri tai Herpes virus ateles, ja jotka on saatu
pysyvidsti kasvamaan viljelﬁéssé, tuottavat huohattavia

madria lymfotoksiinia ja lymfotoksiini-mRNA sopivassa vilje-

lymediumissa spontaanisti, so. ilman muuta induktiota.

Edelleen on havaittu, ettda lisdamdlla viljelyhediumiin

nk. stimulaattoria, esihe:kiksi kirjallisuudesta tunnettua
tuumoripromoottoria, kuten diterpeeni-johdosta, parhaiten
Tiglian- tai Daphnan-tyyppistd, esimerkiksi metsereiinia

tai forbolin esterid, parhaiten 12-0-tetradekanoyyliforboli-
13-asetaattia (kts. Diahond et al., Advances in Cancer
Research Vol. 32, sivut 1-74, Academic Press 1980 ja Hecker,
Carcinogenesis Vol. II, Mechanisms of Tumor Promotion and
Cocarcinogenesis, sivut 11-48, Raven Press, New York 1978),
konsentraatiossa 1-1000 ng/ml, lymfotoksiinin ja lymfo-

toksiini-mRNA:n tuotto edelleen kasvaa.

Viljelymediumeina tulevat t&116in kysymykseen tavanomaiset
seerumia sisdltamittomat ja seerumipitoiset viljelymediumit,
esimerkiksi Eagle's Minihum Essential Medium tai Roswell
Park- Memorial Institute Meddum 1640 (RPMI1640), joihin
kulloinkin voidaan lis#dtd vasikansikidseerumia ja anti-
biootteja, parhaiten 10 % asti vasikansikidseerumia, peni-

silliini3d ja streptomysiinia.

Lymfotoksiiniproteiineja tuotettaessa suoritetaan keksinnon
mukainen henetelhé parhaiten siten, ettd transformoituja
soluja; joihin on lisdtty 10 100 ng/ﬁl 12-0-tetradekanoyy-
liforboli-13-asetaattia tai hetsereiinié sti&ulaattorina;
pidetdidn seerumipitoisessa, 6é§r§tyissé olosuhteissa ﬁyﬁs
seerumia sisiltamattsmasss viljelymediumissa, esimerkiksi
RPMI 1640 mediumissa, 1 - 7 paivis, parhaiten kuitenkin

3 - 4 psivasd ja sen jdlkeen ndin muodostunut lymfotoksiini



sindnsd tunnetuilla menetelmills erotetaan viljelysupernatan-
tista; vidkevoiddan ja puhdistetaan. Tami ﬁenetelﬁé kuitenkin
suoritetaan erityisen edullisesti siten, ett#d seerumipitoisessa
mediumissa alkaneen lisddntymisen jdlkeen solut siirretadan

vidhdseerumiseen, parhaiten kuitenkin seerumittomaan mediumiin.

Lymfotoksiini—hRNA tuotettaessa suoritetaan keksinndn mukainen
menetelmd parhaiten siten, ettd transformoituja soluja,

joihin on lisatty 10 - 100 ng/ml 12-0O-tetra-dekanoyylifor-
boli-13-asetaattia tai metsereiinid stimulaattorina, inku-
boidaan seerumipitoisessa vil jelymediumissa, esimerkiksi
RPMI1640 mediumissa, jossé on 10 % vasikansikidseerumia,

6 - 48 tuntia, parhaiten 12 - 24 tuntia, minké jdlkeen

solut erotetaan ja ndiden hajottaﬁisen jalkeen ﬁRNA eristetdan

sinidnsd tunnetuilla menetelmillsd.

Ndin muodostettuja soluviljelytuotteita eristettdessd on

ndin saadun lymfotoksiinin puhdistamisessa osocittautunut
erityisen sopivaksi huokoskontrolloidulla lasilla tapahtuva
kromatografia, jota kdytetd&n ensin, ja solukalvojen hajot-
tamisen ja solutumien poistamisen jalkeen, lymfotoksiini-mRNA:n

vuttaminen esimerkiksi fenolilla.

Lymfotoksiini puhdistetaan edelleen esimerkiksi HPLC-mene-

telmalla.

Ndin saatu lymfotcksiini, jonka molekyylipaino on
60.000 + 15 %, sopii tuumorisolujen profylaksiaan ja torjun-

taan, esimerkiksi isotonisessa vesiliuoksessa.

Tekniikan tasoon nahden on keksinnon ﬁukaisella ﬁenetelméllé

seuraavat edut:

1. Kaytetsdsn elinkyvyltddn rajoittamatonta homogeenista
solupopulaatiota, jota voidaan suurentaa mielivaltaisessa

mitassa.



Cr

2. Lymfotoksiinin tuottaminen n#issa viljel&issé tapahtuu
spontaanisti, so. mitd8n suurimolekyylisid mitogeeneja

ei tarvitse lisatsi.

3. Lyhfotoksiinin tuottoa voidaan vield lis&dtd pienimolekyyli-

silld stimulaattoreilla.

4. Lymfotoksiinin tuottaminen voi tapahtua suurilla saannoilla
seerumia sisdltdmdttoméssd mediumissa; tdlld tavoin saadaan

erinomainen ldhtdaine proteiinikemialliseen jatkopuhdistukseen

ja

5. Soluista eristetylld RNA:11la on valittomdsti osoitettava
lymfotoksiini-mRNA-aktiivisuus, ja se on siten erinomainen
lahtodaine témﬁn RNA:n rikastamiseen edelleen, mik& taas

on oleellinen edellytys mRNA:n molekyylikloonaukselle.
Kloonattua apinan lymfotoksiini-mRNA voidaan taas k&yttasd
tunnetuilla menetelmilld koettimena homologisen humaani-

lymfotoksiini-mRNA:n tai vastaavan geenin eristdmisesséi.

Seuraavat esimerkit selventdvit esilld olevaa keksintoa i

sitd kuitenkaan rajoittamatta.

Esimerkki 1

Lymfotoksiinin tuottaminen Herpes-viruksilla transformoiduilla

apinan T-lxﬁfquytti—solulinjoilla

Kdyketty ji- lyfmoidisia solulinjoja pidettiin Roswvell Park
Memorial Institute Medium 1640 (RPMI 1640) mediumissa,
johon oli lisatty 10 % vasikansikibseerumia, penisilliinii
ja strepto&ysiinié; stationéériviljelﬁéssé 37°C:ssa kaasu-
kehéssé; jossa oli 95 % ilmaa ja % hiilidioksidia, ja
laiﬁennettiin kolme kertaa viikossa uudella ﬁediuﬁilla;
Sakeat viljelhét laiﬁennettiin kaikissa kokeissa uudella

mediumilla 1:2 - 1:3, seuraavana paivand laimennettiin



vield 1:3 ja kulloinkin laitettiin 5 ﬁl viljelypulloihin.
3 paivdn kuluttua viljelysupernatantit otettiin talteen
sentrifugoimalla; pakastettiin ja varastoitiin -20°C:ssa
kokeeseen asti.

Seuraavassa taulukossa on annettu jokaisen sclulinjan kolmessa

eri viljelysupernatantissa saadut lymfotoksiini-aktiivisuudet:
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Viitteet:

I
u

Fleckenstein et al., Int. J. Cancer 19, 546-554 (1977)

B Abb et al., Cancer Immunol. Immunother. 9, 219-22¢
(1980)

C = Falk et al., Bacteriol. Proc. 38, 191 (1972)

D = Johnson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 6391-6395
(1981)

E = Kaschka-Dierich et al., J. Virol. 44, 295-310 (1982)

Yleisartikkeli: fleckstein, Biochem. Biaphys. Acata 560,
301-342 (1979)

Suurten solumddrien tuottamiseen kadytettiin liikkuvia viljelmii
stationddriviljelmien asemesta. T&tad varten soluja (esimerkiksi
linja 1670) kasvatettiin esimerkiksi RPMI 1640-mediumissa,
johon oli lisdtty 10 % vasikansikidseerumia, 1- tai 2-litran
Erlenmeyerpulloissa pyérividssd ravistelijassa (0,5 1 viljelm&i
1 1 pullossa; 1 1 viljelmdd 2 1 pullossa; 40 kierrosta
minuutissa; 37OC normaalissa ilmakehdssd) ja laimennettiin
kolme kertaa viikossa uudella viljelymediumilla suhteessa

1:2 - 1:3. Talla tavoin on mahdollista valmistaa viljelysuper-

natanttia viikossa suuruusluokkaa 10 - 100 1.

Lymfotoksiinin tuotto 1670-soluissa oli stabiili pitkén
aikaa: 9 kuukauden jatkuvan viljelyn jalkeen ei viljely-

supernatanteissa voitu havaita merkittdvda lymfotoksiini-

aktivisuuden laskua.

Lymfotoksiinin karakterisointi:

a) tymfotoksiini-aktiivisuuden biologiseen osoittamiseen
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kdytettiin seuraavaa osoitusmenetelmdd (modifioitu Trivers
et al. mukaisesti, J. Immunol. 117, 130-135 ja Evans: Cell.
Immunol. 63, 1-15 (1981)):

Hiiren transformoituja solulinjan L929 soluja viljeltiin

yon yli 1 mikroCurie 3H-tymidiini/ml viljelymediumissa,
parhaiten Eagle's Minimum Essential Medium, jossa 10 %
vasikansikitdseerumia), sen jdlkeen trypsinoitiin ja suspen-
doitiin uuteen viljelymediumiin, jossa oli 5 % vasikansikid-
seerumia. Viljelymaljoihin (halkaisija 16 mm) pipetoitiin
kuhunkin t&tid suspensiota 0,5 ml, missd oli noin 30.000

solua, ja inkuboitiin 3 - 6 tuntia. Sen jalkeen testattavat
ndytteet sarjalaimennettiin ja inkuboitiin 3 p&ivadd (kaikki
inkuboinnit 37°C:ssa). Lopuksi mitattiin viljelysupernatanttien

radioaktiivisuus nestetuikelaskimessa.

Seuraavassa kuviossa on annettu 1670-solujen viljelysuperna-
tantin lymfotoksiiniaktiivisuus. Jokainen laimennus testattiin
rinnakkain neljassd viljelymaljassa. Vain keskiarvot on
annettu. Standardipoikkeama o0li kolmessa ensimmdisessa
laimennuksessa 3 - 4 % ja suurimmassa laimennuksessa 6 %.
Tassa kokeessa kidytetty viljelysupernatantti pakastettiin
useaan sataan ampulliin ja sitd kdytettiin referenssistandar-
dina kaikissa lymfotoksiinikokeissa; sen aktiivisuudeksi
otettiin mielivaltaisesti 100 referenssiyksikkda ml kohti

(RE/ml):



10

3000
<L
wy
) -t
=
=
= 2000~
=z
[0 4
LJ
[a W8
- -4
w
>
-l
W8]
i 1000
=
=

-1 *—- —————————————————— *

Do.
= I T T 1
& 1:6 1:36 1:216- 1:1296

LAIMENNUS
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1*L Kontrollit (medium)

Vertailun vuoksi tutkittiin edelld annetussa bivlogisessa
lymfotoksiinikokeessa viljelysupernatantit useasta ihmisten
T-lymfosyytti-solulinjoista (MOLT-4, 1301, JURKAT, Karpas-45,
CCRF-CEM ja CCRF-HSB-2). Missaan tapauksessa ei voitu osoittaa
JH-tymidiinin vapautuneen merkittdvdsti enemmidn verrattuna

kasittelemattomiin kontrolleihin,.

b) Lymfotoksiinin aktiivisuuden fysikaalis-kemiallinen
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karakterisointi solulinjan 1670 viljelysupernatanteissa

suoritettiin seursavilla kaokeilla:

Stabiilisuus lammittamistda vastaan

Stabiilisuus hapanta pH-arvoa vastaan

Stabiilisuus pakastamista ja sulattamista vastaan

Stabiilisuus natriumdodekyylisulfaattia (SDS) vastaan
Stabiilisuus pelkistdvid aineita (2-merkaptoetnaoli) vastaan
Molekyylipainon masrittdminen korkeapainenestekromatografialla
(HPLC)

Seuraavassa taulukossa on annettu stabiilisuustutkimusten

tulokset:

Kasittely Lymfotoksiini-aktiivisuus,

% vertailuarvosta

56°C - 5 tuntia 68 %
5 pakastasmis/sulatus-jaksoa 108 %
pH 2,0 - 24 tuntia 4°C:ssa 1%
0,1 % SDS - 1 tunti 37°C:ssa 15 %

0,1 M 2-merkaptoetanoli -
- 1 tunti 37°C:ssa 95 %

Aktiivisuus on erittdin stabiili merkaptoetanolia, kuumenta-
mista ja useita pakastamis/sulatus-jaksoja vastaan. Aktiivisuus

tuhoutuu taydellisesti pH-arvossa 2 24 tunnin kuluessa,

Lémpostabiilisuutta ja pH-stabiilisuutta sekd@ pakastamis/su-
latus-jaksoja koskevat kokeet suoritettiin kdsittelemattomien
1670-solu jen standardi-viljelysupernatantissa, kun mukana

oli 10 % vasikansikidseerumia. Kummatkin muut kokeet suori-
tettiin metsereiinilld (20 ng/ml; kts. esimerkki 4) kasitel-
tyjen 1670-solujen viljelysupernatantilla (proteiinipitoisuus
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0li vakevdity ja rikastettu huokoskont-
Tamd viljelysuper-

1 - 2 mg/ml), joks
rolloidulla lasilla (kts. esimerkki 4).
natantti laimennettiin 50-kertaisesti sen jdlkeen, kun

0li inkuboitu natriumdodekyylisulfaatin kanssa tai mer-

kaptoetanolin kanssa yhdessd tidydellisen viljelymediumin

(10 % vasikanseerumia) kanssa.

1670-so0luista saadun lymfotoksiinin molekyylipaino mddritettiin

korkeapainenestekromatografialla (HPLC - kts. seuraava
kuva):
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200 mikrolitraa kasittelemattomien 1670-so0lu jen huokos-
kontrolloidulla lasilla vidkevoityda viljelysupernatanttia
erotettiin WATERS-yhtidn HPLC-laitteella (2 kolonnia I-125;
20 mM natriumfosfaatti pH 7, 1 ™ NaCl, 0,1 % Tween 20

(polyoksietyleeni—sorbitaani—monolauraatti, n = 20, mole-
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kyylipaino: noin 1200), 25 % (tilavuus/tilavuus) propyleeni-
glykoli; 0,5 ml/minuutti). Otettiin 0,5 ml jakeet ja testat-
tiin nama. Molekyylipainon maarittamiseksi erotettiin
kalibrointiproteiineina t&ssd samassa jidrjestelmdssid seerumi-
albumiini, ovalbumiini, trypsinogeeni ja lysotsyymi. Analyy-
sissd@ nakyi vain yksi ainoa aktiivisuuspiikki, jonka molekyy-
lipaino 60.000 + 15 %.

c) Solulinjan 1670 viljelysupernatanttien kasvua estava
vaikutus tutkittiin transformoiduilla (tuumori-) solulinjoila.
Ndissa kokeissa tuumorisolut (viljelty Eagle's Minimum
Essential mediumissa, jossa 10 % vasikansikitseerumia,
pensilliinid ja streptomysiinia) laitettiin viljelymaljoihin
(50.000 solua maljaa kochti, maljan halkaisija 3 cm) ja
muutaman tunnin kuluttua lisdttiin mediumia tai solulinjna
1670 standardi-viljelysupernatanttia (loppukonsentraatio

16 RE/ml; 3 ml/malja). Inkuboitiin 37°C:ssa 3 tai 4 p&iviai,
minkd jdlkeen laskettiin solujen m#ard maljaa kohti (kaikissa
kokeissa kaytettiin rinnan kahta maljaa, joissa on lymfo-
toksiinia tai mediumia). Kolmella solulinjalla laskettiin
solujen ma&ara pdivittdin. Tulokset on esitetty seuraavassa

taulukossa ja kuvassa:
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Namad osoittavat, ettd 1670-solujen viljelysupernatantit

voivat estdd eri lajien tuumorisolujen lisddntymisen,

Tamd ominaisuus on luonteenomainen lymfotoksiineille (Evans,
Cancer Immnol. Immunother. ig; 181-190 (1983)); tamid erottaa
taman proteiiniryhm&n erityisesti interferoneista, jotka

myos voivat estdd tuumorisolujen kasvun, mutta jotka kuitenkin
yleensd ovat lajispesifisié; jolloin erityisesti humaani-
interferonit ovat vain vahadn aktiivisia hiirisolujen suhteen

tai ei lainkaan.

Edella mainitut transformoidut ihmisten T-lymfosyytti-
solulinjat sekd (tuumori-) solulinjat tunnetaan kirjallisuu-

desta.

Solulinja 1670 tallennettiin euroopalaisen patenttisopimuksen
28. pyk&lan mukaisesti 2B8.,3.1984 numerolla I-294 kokoelmaan
"Collection nationale de cultures de microorganismes

(C.N.C.M.), Institut Pasteur, Paris".

Esimerkki 2

Lymfotoksiinin tuoton lisd&minen apinan T-lymfosyytti-solulin-

joissa diterpeeni-yhdisteiden avulla

Sakeat viljelmat laimennettiin uudella mediumilla 1:2 -
1:3, seuraavana paivdnd laimennettiin vield 1:3 ja kolmeen
pulloon laitettiin kulloinkin 5 ml t&atd perusviljelmiaa.
Lisattiin stimulaattorit (kantaliuokset 100 mikrogramma/ml
dimetyylisulfoksidissa) ja viljelmi&d inkuboitiin 3 p#ivaa.
Tsaman jialkeen solut poistettiin sentrifugoimalla, super-
natantit pakastettiin ja sailytettilin -20°C:ssa lymfotok-

siinikokeeseen asti.

Seuraavassa taulukossa on annettu kabhden valitun diterpeeni-
tuumoripromoottorin, so. 12-0O-tetradekanoyyli-forboli-13-
asetaatin (TPA) ja metsereiinin vaikutus lymfotoksiinin

tuottoon valituissa apinan T-lymfosyytti-solulinjoissa:
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Esimerkki 3

Lymfotoksiinin tuottaminen seerumittomassa mediumissa

Solujen lisadnnyttya seerumipitoisessa mediumissa (analogisesti

esimerkin 2 kanssa) siirrettiin solut seerumittomaan mediumiin.

Seuraavassa taulukossa on verrattu lymfotoksiinin tuottoa
1670-so0luissa (esiemrkin 1 mukaisesti) seerumipitoisessa
Ja seerumittomassa mediumissa, kun mukana on 20 ng metse-

riinia/ml:

Koe Mediumin see- |Lymfotoksiiw  }J Proteiini- }Spesifinen
rumipitoisuus |{mi-aktiivisuus | pitoisuus aktiivisuus

(%) (RE/m1) (mg/ml) (RE/mg)
1 10 370 5 74
2 10 180 5 36
3 10 270 5 54
4 140 0,050 2.800
5 72 0,053 1.400
6 0 160 0,044 3.700

Proteiini maaritettiin Bradford'in menetelmdlla (kts. Anal.

Biochem. 72, 298 (1976)).

Esimerkkki 4

1670-so0lusta saadun lymfotoksiinin vakevdinti ja puhdistaminen

kromatograafisesti huokoskontrolloiduilla lasikolonneilla

i670-so0luja kasvatettiin RPMI-1640 mediumissa, jossa oli

10 % vasikansikibseerumia; pyorivissa Erlenheyer-pulloissa
{1 1-pulloissa O;S 1 viljelméé; pydrimisnopeus 40 kierr./
min.). Hyvin kasvavista viljelmistd otettiin solut sentri-

fugoimalla, pestiin ja suspendoitiin uudelleen seerumittomaan
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RPMI-1640-mediumiin, johon oli lisdtty ng/ml metsereiinii.
Suspensio pidettiin stationdarisend 3 pdivad 150 cm2 muovi-
viljelypulloissa (200 ml pulloa kohti), minkd jdlkeen vilje-
lysupernatantti otettiin talteen sentrifugoimalla ja suo-

dattamalla.

Tgdl1l13a tavoin valmistetut viljelysupernatantit kromatografoitiin
10 ml huokoskontrolloidulla lasilla (huokoshalkaisija:

250 Angstom, raekoko: 120-200 mesh; kolonnin halkaisija:

9 mm, virtausnopeus: 140 ml/tunti). Sen jdlkeen kolonni

pestiin 10 mM natrium-fosfaattipuskurilla pH 7,2/1,5 M

NaCl liuoksella ja tamidn jdlkeen eluoitiin samalla puskurilla

50~prosenttisessa etyleeniglykolissa (tilavuus/tilavuus).

Kahden tdllaisen kokeen tulokset on annettu seuraavassa

taulukossa:
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Esimerkki 5

Lymfotoksiini-mRNA-aktiivisuuden osoittaminen 1670- ja

1022-soluista saaduissa RNA-preparaateissa

3 salua/ml

Soluja suspendoitiin solutiheydelld noin 5 x10
800 ml:aan soluviljelméﬁediumia, jossa oli 10 % vasikan-
sikidseerumia, ja lisdttiin 20 ng metseriinid/ml. 20 tunnin
kuluttua solut poistettiin sentrifugoimalla, pestiin puskurissa
(esimerkiksi 10 mMTris.HC1 pH 7,4, 140 mM NaCl, 1,5 mM

MgClz) ja suspendoitiin 10 ml:aan Lyse-puskuria (esimerkiksi

16 mM Tris.HC1l pH 8,4, 140 mM NaCl, 1,5 mM MgClZ, 0,5 %
Nonidet-P 40 /ioniton detergentti, SHELL-yhtidn tavaramerkki/.
Suspensiota inkuboitiin jaahauteella 10 minuuttia, minka
jélkeen sitd ravisteltiin hetki ja solutumat poistettiin
sentrifugoimalla. Sentrifugoinnin supernatantista (= syto-
plasma) eristettiin RNA sin#dns&d tunnetuilla menetelmillsd,
esimerkiksi uuttamalla fenolilla (kts. Aviv et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 69, 1408-1412 (1977)). Lopuksi se
livotettiin veteen (konsentraatio noin 3-5 mg/ml) ja trans-
latoitiin sindnsd jo tunnetuilla menetelmilld Xenopus laevis -
oosyytteihin (kts. esim. Colman et al., Cell 17, 517-526
(1979), Hitchcock et al., Anal. Biochem. 109, 338-344 (1980)

ja Contreras et al., Anal. Biochem. 113, 185-187 (1981)).
Biologisessa kokeessa tutkittiin translaatiotuotteiden

lymfotoksiini-aktiivisuus.

Seuraavassa taulukossa on annettu saadut sytotoksiset aktii-
visuudet oosyyttisupernatanteissa verrattuna MOLT-4 soluista
saatuihin RNA-preparaatteihin, ihmisen T-lymfosyyttisolu-
linjaan, jonka viljelysupernatantit eivat osoita havaittavaa
lymfotoksiini-aktiivisuutta, sekid kidsittelemdttomien ocosyyttien

supernatantteihin:
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Taulukko osoittaa, ettd kaikki kolme 1670-soluista saadut
RNA-preparaatit sekd 1022-soluista 'saatu RNA-preparaatti
nostaa merkittdvasti vapautunutta radiocaktiivisuutta aina
l47-kertaiseen laimennokseen asti, kun taas MOLT-4-~soluista
saadulla RNA:11a ei t&dllaista aktiivisuutta ole. N&ma

kokeet osoittavat, etta 1670- ja 1022-soluista saaduissa
RNA-preparaateissa on biologisesti aktiivista lymfotoksiini-

mRNA .
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Patenttivaatiﬁukset

1. Lymfotoksiinin tai lymfotoksiini-mRNA:n valmistusmenetelmd,
tunnet tu siitd, ettd viruksilla transformoituja

apinan T-lymfosyyttejd kasvatetaan sopivassa mediumissa

s =

kestoviljelmdnd ja lymfotoksiini tgf\lymfotSRSiini-mRNA

eristetddn sindnsd tunnetuilla menetelmilli.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd viruksina kéytet#ddn Herpes-viruksia,
parhaiten kuitenkin Herpes-virus saimiri tai Herpes-virus
ateles viruksia.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd apinan T-lymfosyytteind kidytetddn

7. %4
Saguinus-suvusta saatuja solja.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un #»
nettu siitd, ettd T-lymfosyytti-solulinjoina k#ytet&én
linjoja 1022, 1670, 70N2, L77/5, A651 tai A 2543.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un =«
nettu siitd, ettd T-lymfosyytti-solulinjoina kédytetédén
linjoja 1022 tai 1670.

6. Patenttivaatimusten 1 -~ 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd viljelymediumiin lis&té&én

vagikan sikidoseerumia 10 % asti.

7. Patenttivaatimusten 1 - 6 mukainen menetelmé,
tunnettu siita, ettd tuoton liséémiseksi lisdtdin
viljelymediumiin pienimolekyylisid tuuﬁoripromoottoreita;
parhaiten diterpeenejd, erityisesti dafnan—; ingelan-

ja tigliantyyppisi#d, tai indolialkaloideja.

8. Patenttivaatihusten 1l - 7 mukainen menetelmﬁ;
tunnettu siitd, ettda lymfotoksiinin tuoton lis&&-
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miseksi lisd@tddn inkuboinnin aikana tuumoripromoottorina
forbolin esterid tai metseriinid 1-1000 ng/ml, parhaiten
kuitenkin 10-100 ng/ml.

9. Patenttivaatimuksen 1 - 7 mukainen menetelm3,

tunnet t u siitd, etta lymfotoksiini-mRNA:n tuoton
lisddmiseksi lisatddn inkuboinnin aikana tuumoripromoottorina
forbolin esteri#d tai metseriini& 1-1000 ng/ml, parhaiten
kuitenkin 10-100 ng/ml.

10. Patenttivaatimusten 1 - 8 mukainen ﬁenetelmﬁ,
tunnettu siitd, ettd solujen lisddnnyttyd seerumi-
pitoisessa mediumissa siirret&ddn solut seerumittomaan

mediumiin.

1l1. Patenttivaatimusten 1 - 8 ja 10 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd lymfotoksiini erotetaan
viljelysupernatanteista 1 - 7 paivdn, parhaiten kuitenkin

2 - 4 paivan kuluttua.

12. Patenttivaatimusten 1 - 8, 10 ja 11 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd lymfotoksiini rikastetaan

huokoskontrolloidun lasikolonnin avulla.

13. Patenttivaatimusten 1 - 7 ja 9 mukainen menetelmi,

t unnett u siitd, ettd soluja inkuboidaan viljely-
mediumissa, joka sis#dltdid vasikansikidseerumia, ja lymfo-
toksiini-mRNa eristet#din soluista 3 - 48, parhaiten kuitenkin

6 - 24 tunnin kuluttua.
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Patentkrav

1. Férfarande fér framstdllning av lymfotoxin eller lymfo-
toxin-mRNA, k 4 n ne tecknat dirav, att.med virus
transformerade ap-T-lymfocyter odlas i ldmpligt medium som per-
panentkultur och lymfotoxin eller lymfotoxin-mRNA isoleras med
i och f6r sig kdnda metoder.

2. Fo6rfarande enligt patentkrav 1, k @&nne tecknat
ddrav, att som virus anvdndes Herpes-virus, f&retrddesvis dock

ilerpes-virus saimiri eller Herpes-virus ateles.

3. Fo6rfarande enligt patentkrav 1, k @&nnetecknat
ddrav, att som ap-T-lymfocyter anvindes fran Saguinus-sldkten
erhallna celler.

4. Foérfarande enligt patentkrav 3, k @ nnetecknat
ddrav, att som T-lymfocyt~cellinjer anvdndes linjer 1022, 1670,
70N2, L77/5, A651 eller A 2543.

5. Forfarande enligt patentkrav 3, k & nnetecknat
dirav, att som T-lymfocyt-cellinjer anvéndes linjer 1022 eller
1670.

6. Fbrfarande enligt patentkraven 1 - 5, k @annetecknat
ddrav, att till odlingsmediet tills&dttes kalvfosterserum upp
till 10 procent.

7. F6rfarande enligt patentkraven 1 - 6, k dnnetecknat
ddrav, att f6r 8kning av produktionen tills&dttes i odlingsmediet
lagmolekylédra tumorpromotorer, fdretridesvis diterpener, speciellt

av Dafnan-, Ingelan- och Tigliantyp, eller indolalkaloider.

8. Forfarande enligt patentkraven 1 - 7, k @ nnetecknat
ddrav, att f6r 8kning av lymfotoxinproduktionen tillsdttes under
inkuberingen som tumorpromotor ester av forbol eller mezerin
1-1000 ng/ml, fOretrddesvis dock 10-100 ng/ml.
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9. FOrfarande enligt patentkraven 1 - 7, k @&nneteck-

n at dirav, att £6r 6kning av lynfotoxin-mRNA-produktionen
tillsdttes under inkubationen som tumorpromotor ester av forbol
eller mezerin 1-1000 ng/ml, fdretriddesvis dock 10-100 ng/ml.

10. Forfarande enligt patentkraven 1 - 8, k @&nneteck-
n a t ddrav, att da cellerna 6kats i det serumhaltiga mediet

6verfbres cellerna till ett serumfritt medium.

1ll. F6rfarande enligt patentkraven 1 - 8 och 10, k @& n ne -
t ecknat didrav, att lymfotoxinet isoleras fran odlings-
supernatanter efter 1 - 7 dagar, foretrddesvis dock efter 2 - 4

dagar.

12. F6rfarande enligt patentkraven 1 - 8, 10 och 11, k & n n e -
tecknat dirav, att lymfotoxinet anrikas med tillhj&lp av
en porkontrollerad glaskolonn.

13. Forfarande enligt patentkraven 1 - 7 och 9, k @&nneteck-
n a t didrav, att cellerna inkuberas i ett odlingsmedium, som
innehdller kalvfosterserum, och lymfotoxin-mRNA isoleras fran
cellerna efter 3 -~ 48, fbretrddesvis dock 6 - 24 timmar.
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