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A talalmany targya uj eljaras limfotoxin nak folyamatos tenyészetben valo inkubalasa,
és limfotoxin-mRNS el6allitdsara herpes virus-

sal transzformalt T-limfocita 1670 sejtvonal-

majd az igy képz6dott sejttermékek elvalasz-
tdsa révén.
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Ismereles a szakirodalombol, hogy az em-
[Gsallatok bizonyos sejtjei, megfeleld stimula-
las utén, in vitro un. limfotoxinok termelésére
képesek [példdul: Evans, Canoer Immunol.
Immunother., 12, 181-190 (1983); Granger és
munkatdrsai, Biology of the Lymphokines,
[41-180. oldal, Academic Press (1979)]. Egy
adott fajnal a limfotoxin — in vitro — nem e
séges protein: egy sor szubtipusat irtak le, me-
lyek molekulasily, téltés és stabilitds szem-
pontjabol kiilonbozéek (1asd példaul Granger
és munkatarsai fenti kozlését). Human vonat-
kozdshan példaul négy limfotoxin osztaly kii-
l6nboztets meg molekulasily szerint: a
yLT 10.000-20.000, a BLT 35.000-50.000,
az alT 70.000-90.000, és az LT-komplex
molekulasiilya 200.000-600.000 kézé esik.

A limfotoxinok in vitro az al
sagokkal rendelkeznek:

a) megakadélyozzdk a sejtek malignus transz
formaciéjat [Evans és munkatarsai, Int.J.
Cancer 27, 45-49 (1981), Ransom és mun-
katarsai, J. Natl. Cancer Inst. 69, 741-744
(1982)];

b) tumorsejtekre citosztatikus, s6t citolitikus
hatast fejtenek ki [Evans és munkatdrsai,
Immunopharmacology, 3, 347-359 (1981)], és
¢) novelik a tumorsejtek érzékenységét a szer-
vezet sejt-kdzvetitette immunitasanak vedeke-
z6 rendszerével szemben [Evans és munkatar-
sai, Cell.Immunol., 63, 1-15 (1981), Ransom &s
munkatarsai, Int.J.Cancer., 29, 451—458
(1982)1.

A szakirodalombol tovabba az is ismert,
hogy a limfotoxin készitmények allatmodel]-
ben tumorok regresszidjat is élGidézhetik
[Kahn és munkatarsai, Proc.Soc.Exptl.Biol.
Med., 169, 291-294 (1982)]. Ennélfogva a lim-
fotoxinoknak nagy jelentésége van rosszindu-
lati megbetegedések profilaxisaban és tera-
pidjaban.

A limfotoxinok el§allitasara eddig megis-
mert eljardsok a legtbb esetben primer sej-
tekbél indulnak ki, példdul az emberi perife-
rids vérbdl vagy mandulakbol nyert leukocita-
készitményekbdl [Williams és munkatérsai,
J.Immunol., 130,518-520 (1983)), egér lépsej-
tekbdl [Aksamit és munkatarsai, Infect.Im-
mun., 36, 1028-1035 (1982) és Trivers és mun-
katarsai, J.Immunol., 117, 130-135 (1976) ],
vagy sziriai héresog vagy tengerimalac has-
tiregének leukocitdibol [Evans és munkatarsai
Int.J.Cancer,ﬂ, 45-49 (1981)]. Ezeket a sejte-
ket elészor nagymolekuldju mitogénekkel,
példdul fitohemagglutininnel kell inkubdlni,
hogy a limfotoxin termelése meginduljon.Igy
eddig a B-limfocita sejtvonal tenyészetek fe-
lilaszoiban csak igen kis limfocita aktivitas
volt kimutathato. [Grenger és munkatarsai,
J.Immunol., 104, 1476 (1970) és Amino és
munkatarsai,  J.Immunol., 113, 1334-1345
(1974)}.

Minthogy a limfotoxinok termelésére eddig
alkalmazott médszerekkel csak kis mennyisé-
geket, alacsony tisztasaggal lehetett elsallita-
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ni, az eddig eléallitott limfotoxinokat nem lehe-
tett sem homogenitasig tisztitani, sem megfele-
|6 mennyiségben antineoplasztikus hatasanak
allatmodellen térténg széleskorii vizsgalatok
céljara hozzaférhetévé tenni. Igy eddig még
biol6giailag aktiv limfotoxin-mRNS-t sem le.
hetett kimutatni; marpedig ez a feltétele a lim-
fotoxin gén molekularis klonozasanak a gén-
technologia modszerei segitségével.

A jelen taldlmanynak fentiek szerint az az
alapfeladata,hogy eljarast szolgaltasson meg-
felel6 mennyiségii és tisztasagti limfotoxin és
limiotoxin-mRNS el84llitasara.

Taldlméanyunkban megallapitjuk, hogy a
majmok — kiil6ndsen a Saguinus faj — T-lim-
focita 1670 sejtvonala, melyet virus fert§zés
segitségével — herpes virussal, mint a Her-
pes virus saimiri vagy Herpes virus ateles —
in vitro vagy in vivo transziormalunk és folya-
matos tenyészetben fenntartunk, megfeleld
tapoldatban spontan, azaz tovabbi indukcid
nélkiil, tekintélyes mennyiségii limfotoxint és
limfotoxin-mRNS-t termel.

Megallapitottuk tovabba, hogy ha ugyne-
vezett stimulatort adunk a tenyészethez, pél-
daul valamilyen irodalombol j6l ismert daga-
natkelté anyagot, példaul diterpén szarmaze-
kot,elényésen Tiglian- vagy Daphnan-tipust,
ilyen a mezerein (a Daphne mezereum = far-
kasboroszlan nevii novény kérgének alkotéré-
sze), vagy egy forbol-észtert, elénydsen a
12-0-tetradekanoil-forbol-13-acettot [=TPA;
Diamond és munkatdrsai, Advances in Can-
cer Research, 32. kotet, [-74 oldal, Academic
Press (1980); Hecker, Carcinogenesis, 11. k§-
tet, Mechanisms of Tumor Promotion and Car-
cinogenesis, 11-48 oldal, Raven Press,
New York (1978)] 1-1000 ng/ml koncentra-
cibban, akkor a limfotoxin és limfotoxin-mRNS
termelés megnévekszik.

Tépoldatként szdmitasba jéhetnek a szo-
kdsos szérummentes és szérum tartalma tap-
oldatok, példaul az Eagle féle Minimum Es.
sential Medium (Eagle MEM) vagy a Ros-
well Park Memorial Institute Medium 1640
(RPMI1640), melyekhez fetalis borjiiszérumot
és antibiotikumokat is adhatunk. El6nyds a pe-
nicillin és a streptomicin és a fetslis borjaszé-
rum 10%-ig.

Az elényés taldlméany szerinti eljards lim-
fotoxin proteinek termelésére a kdvetkezd: szé-
rum tartalmi — meghatarozott koriilmények
kozott szérummentes is lehef — tapoldat-
ban —példaul RPM11640 oldatban — melyhez
10-100 ng/ml TPA-t vagy mezerein-t adunk
stimulator gyanant, transzformalt sejteket te-
nyésztiink I-7 napig, elényésen 3-4 napon 4t,
majd a képzédstt limfotoxint a tenyészet fe-
lilusz6jabsl — ismert médszerekke] — elva-
lasztjuk, koncentraljuk és tisztitjuk. Kiil6ns-
sen el6nydsen ugy végezziik ezt az eljarast,
hogy a sejteket a szériim tartalmi tapoldat-
bol a kezdeti elszaporitas utan kevés szérumot
tartalmazo, vagy még elGnydsebben, szérum-
mentes tipoldatba vissziik at.
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Limfotoxin-mRNS termelésénél az el6nyds
talalmény szerinti eljaras a kovetkezd: szérum
tartalmi tapoldathoz, példdaul RPMI1640-hez
10% fetalis borjuszérumot és 10-100 ng/ml
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kiindulasi anyagot kaphatunk a tovabbi
proteinkémiai tisztitasi eljarashoz;

. A sejtekbdl izolalt RNS-nek kozvetleniil
kimutathaté limfotoxin-mRNS aktivitdsa

TPA-t vagy mezerein-t adunk stimuldtorként, 5 van, igy kivdlo kiinduldsi anyagot képez a
s a transzformalt sejteket ebben a tapoldatban mRNS dusitdsahoz, amely megint lénye-
inkubaljuk 6-48 6ran at, eldnydsen 12-24 6ran ges feltétele a mRNS molekularis klono-
at, végiil a sejteket elvalasztjuk, majd roncsol- zasanak. A klénozott majom-limfotoxin-
juk és a mRNS-t ismert eljarédssal izolaljuk. -mRNS-t ezutan, ismert eljards szerint,
A sejt-tenyészet termékeinek izolalasanal 10 proba-anyagként lehet alkalmazni homolog
és az igy kapott limfotoxin tisztitasanal alkal- human limfotoxin-mRNS, illetve a megieleld
masnak mutatkozik a kontrollalt pérusti iiveg- gén izolalasanal.
daran (porus controlled glass = PCQ) térte- A talalmany szerinti eljards modoza-
né kromatografalds (elészor itt keriilt alkal- tait a kovetkezé példakkal vilagitjik meg
mazasra); a sejtmembran roncsoldsa és asejt- 15 anélkiil, hogy a taldlmany oltalmi korét
mag eltavolitdsa utdn a limfotoxin-mRNS-nek a példakra korlatoznank.
példaul fenollal valé extrahdlasa kiilonésen
alkalmasnak bizonyul. 1. példa
A limfotoxin tovabbi tisztitisa példdul . .
HPLC (high performance liguid chromato- 20 Limfotoxin térmelés herpes virussal transz-
graphy) alkalmazésaval torténik. formalt majom T-limfocita sejtvonalakkal
Az igy kapott limfotoxin — molekula-
siily 60.000+15% — példaul vizes izotonias Az alkalmazott 1670 sejtvonalat 10%
oldatban, profilaxis céljara és tumorsejiek fetalis borjiiszérumot, penicillint és strepto-
ellen alkalmazhato. 25 micint tartalmazé RPMI1640 tapoldatban
A technika allasaval szemben a talal- tartjuk fenn, allo tenyészetben, 37°C-on,
many szerinti eljards az alabbi eldnyokkel 95% levegsbsl és 5% széndioxidbol allo
rendelkezik: . . . atmosziéraban. A tenyészeteket hetenként
I. Korlatlan élettartalmi, homogén sejt po- haromszor friss tapoldattal higitjuk. A siirfi
pulaciét alkalmaz, s a sejtek szaporitdsa 30 tenyészeteket minden kisérletben friss tapol-
tetszés szerinti méretekre névelhetd; dattal higitjuk 1:2—1:3 ardnyban és mindig
2. Ezekben a tenyészetekben a limfotoxin 5 ml-t tesziink a tenyészté edényekbe. Harom
termelés spontan torténik, azaz nincs szik- nap mulva centrifugdlunk, majd a tenyészet
ség nagymolekuldjii mitogének adagola- felaliiszojat lefagyasztjuk és a vizsgalatig
sara; 35 -20°C-on taroljuk.
3. A limfotoxin termelés alacsony molekulasii- Az alabbi tablazatban a sejtvonalbél
Iyt stimuldtorokkal {ovédbb nédvelhets; harom kiillonb6z8 tenyészet feliiliisz6jabol
4. Szérummentes tipoldatban a limfoto- meghatarozott limfotoxin aktivitasokat tiin-
xin termelés kihozatala magas, igy kivald 40 tetjitk fel.
Sejtvonal Eredet Trodalom Limfotoxin aktivitds
(transzformdld RE /ml
herpes virus = HV) 1. 2. 3.
kisérlet
1670 Saguinus oedipus A, B, C 88 83 77
egy tumoros dllat lépe
(HV saimiri)
Irodalom: lombik 0,5 liter tenyészetet, a 2 literes lom-
A = Fleckenstein és munkatarsai, Int.J. Can- bik 1 liter tenyészetet tartalmaz; a fordulat-
cer, 19, 546—554 (1977) szam percenként 40; hdémérséklet 37°C;
B = Falk és munkatarsai, Bacteriol. Proc. normal atmoszféra) és hetenként haromszor
38; 191 (1972) 55 iriss tapoldattal higitjuk fel 1:2—1:3 arany-
C = Kaschka-Dietrich és munkatarsai, J. Vi- ban. Ilyen médon minden tovabbi nélkiil
rol., 44, 295—310 (1982) heti 10-—100 liter nagysagrendii tenyészet-
Usszefoglalo kozlemény Fleckenstein, Bio- feliiltiszo termelése valik lehetdvé.
chem. Biophys. Acta 560, 301-342 (1979) Az 1670 sejtek hosszil id6n at termelnek
Nagyobb mennyiségii sejt el6allitdsahoz g limfotoxint: folyamatos tenyésztés mellett a
allo tenyészetek helyett razott tenyészeteket tenyészetek feliiliszéiban 9 honap milva
alkalmazunk. Ekkor a sejteket (az 1670 sem észlelheté a limfotoxin aktivitds szigni-
sejtvonalat) példaul- 10% fetalis borjiszé- fikans csokkenése.
rumot tartalmazé RPMIL640 tdpoldatban 1 A limfotoxin jellemzése
vagy 2 literes Erlenmeyer lombikokban rota- 65 2y A Timfotoxin aktivitas biolégiai kimu-

cids razogépen tenyésitjitk (az 1 literes

*atasira a kovetkezd vizsgalati modszert
3
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[Trivers és munkatarsai altal
117, 130—135
Immunol’] 63, 1—15

alkalmazzuk
modositott eljaras, J. Immunol.,
(1976) és Evans, Cell.
(1981)]:

L1929 sejtvonali transziormalt egérsejteket
tenyésztiink egy éjszakan at | microcurie ak-
tivitasti *H-timidin/ml tartalmuy tapoldatban
(eldnyds a 10% fetalis borjlszérumot tartal-
maz6 Eagle MEM tépoldat)) a tenyészetet ezu-
tan tripszinnel kezeljiik és friss, 5% fetalis
borjaszérum tartalmu tapoldatban szuszpen-
daljuk. A szuszpenziobsl 0,5 ml-eket, azaz
kb.  30.000 sejtet, tenyésztd  edényekbe
(dtméré: 16 mm) pipettazunk és 3-6 orén
at inkubaljuk. A vizsgalandé mintakbo| vegiil
sorhigitdst készitiink, s ezeket 3 napig inkub4l-
juk (minden inkubslas .37° C-on térténik).
A tenyészetek feliiluszojanak radioaktivitasat
folyadék-szcintillacios szamlaléval mérjiik.

A koévetkezé tablazatban az 1670 sejtek
egyik tenyészetének felilaszojaban mért jim-
fotoxin aktivitasok eredményeit mutatjuk be.
Minden higitasbol 4 parallel tenyésztéedényt
vizsgalunk. Csak a kozépértékeket adjuk meg,
a_ standarddeviacié az elsd harom higi-
tasnal 3-49%, a4 legnagyobb higitasnal
69%. Az ebben a vizsgalatban haszn4lt tenyész-

Kezelés

56°C ~ 5 éran 4t

Fagyasztds/olvasztds Stszir
pH 2,0 = 24 6rdn 4t 4°C-on
0,12 SDS - 1 8rén 4t 37°C-on
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levet sok szdz ampullgban lefagyasztjuk és
minden limfotoxin vizsgalatnal referenciastan-
dardként hasznaljuk; aktivitasat onkényesen
100 referencia-egység/ml-ben (RE/ml) alla-
pitottuk meg. Az eredményeket az 1. abra
mutatja be.

A fent leirt biolégiai limfotoxin teszt se-
gitségével egy sor emberi T-limfocita sejtvo-
nalat (MOLT-4, 1301, JURKAT, Karpas-45,
CCRF-CEM és CCRF-HSB-2) vizsgal-
tunk  meg 8sszehasonlitasil. A kezelet-
len kontrollokhoz képest egyetlen esetben sem
tudtuk kimutatni a H-timidin felszabadul4dsa-
nak szignifikins emelkedését.

b) Az 1670 sejtvonal tenyészet feliiliszojaban
lévé limfotoxin aktivitisnak fizikai-kémiai
jellemzésére a kévetkezd kisérleteket végeztiiks
héterheléssel szembeni stabflitas,
savanyl pH értékkel szembeni stabilitas,
fagyasztds/olvasztds hatasa a stabilitisra,
natrium-dodecil-szulfattal (SDS) szembe-
ni stabilitas, redukalg anyagokkal (2-mer-
kapto-etanol) szembeni stabilitas,
molekulasily meghatarozas magasnyoma4-
st folyadék-kromatografisval (HPLC).
A stabilitasi vizsgalatok eredményét az alabbi
tablazatban mutatjuk be:

Limfotoxin aktivitis a kontroll-

érték szdzalékban

687
108Z%
17
15%

0,1 mél 2-merkapto-etanol - 1 drdn 4t

37°C-on

Aktivitdsa stabil marad merkaptoetanolos
kezeléssel és hevitéssel szemben, valamint
t6bbszéri fagyasztas/olvasztas ciklus hatdsa-
val szemben, pH = 2 hatisara 24 éran beliil
aktivitdsét teljesen elveszti

A hével, pH-val, valamint a fagyasz-
tas/olvasztdssal szembeni stabilitisra vonat-
kozé kisérleteket kezeletlen 1670 sejtek stan-
dard tenyészetéve| — 109 fetalis borjuszérum
jelenlétében — végeztiik. A masik két kisérle-
tet mezerein-el (20 ng/ml; lasd a 4. példat)
kezelt 1670 sejtek tenyészetének feliiliszoja-
val (protein-tartalom: 1.2 mg/ml) végeztiik,
melyet kontroll4lt porusti ivegdaraval kon.
centraltunk és dusitottunk. A tenyészetet SDS.-
el, illetve merkapto-etanollal valg inkubalas
utan 50-szeresére higitottuk komplett tapol-
dattal (10% borjlszérum).

Az 1670 sejtekbsl szarmazs limfotoxin ino-
lekulasalyat HPLC-vel hatdroztuk meg (lasd
a 2. abrat).

1670 sejtek tenyészetének
bol — melyet PCG-vel
200 pl-t HPLC-vel
két I-125 oszlop;

4

feliiliszoja-
koncentriltunk —
[WATERS berendezés;
20 mM natrium-foszfat

45

50

55

60

65

(pH=7), I M natrium-klorid, 0,1% Tween
20 (polioxietilén~szorbitén-monolaureét,
n = 20,moélsdly: kériilbelii] 1200), 25% pro-
pilénglikol; 0,5 ml percenkéntlvéalasztunk el
0,5 ml-es frakciokat szediink és ezeket vizsgal-
juk. A molekulastily meghatarozasansl az 6sz-
szehasonlitasul szolgalo proteineket, a szé-.
rum-albumint, ovalbumint, tripszinogént és
lizozimet ugyanabban a rendszerben vilasz-
tottuk el.A vizsgalat egyetlen aktivitds-csy-
csot mutatott a 60.0004-15% molekulasnlynal.
¢) Az 1670 sejtvonal tenyészet feliiliszoinak
névekedés gatlé hatgsat egy sor transzformalt
(tumor-) sejtvonalon vizsgdltuk meg. Ezek-
ben a vizsgalatokban a tumorsejteket Eagle
MEM tapoldatot (kiegészitve 109 fetalis bor-
jaszérummal, penicillinnel és streptomicinnel)
tartalmazo, 3 cm atmeérsifi  tenyésztg
edényekbe vissziik be (50.000 sejt edényen-
ként) és néhany 6raval késgbb taptalajt, vagy
az 1670 sejtvonal standard tenyészetének fe-
lilaszojat adjuk hozzdjuk (vég-koncentracio:
16 RE/ml; 3 ml/edény). Az edényeket 3 4
napig inkubaljuk 37°C-on, majd a sejtszg-
mot minden edényben meghatarozzuk (min-

4.



193053

1

den vizsgélatban két parallel edényt haszna-
lunk, az egyikhez limfotoxint, a masikhoz tép-
oldatot adunk). Harom sejtvonal esetében a

2

sejtszamot naponta meghataroztuk. Az ered-
ményeket a kbvetkezé tablazat, illetve a 3. 4b-
ra tartalmazza.

T4d4bldzat
Faj Sejtvonal ;;;ubélés id8- Sejtszdm/tenyésztd
tartalma (nap) edény (3 mm@)
107 x sejt/edény
Kontroll Limfotoxin
Ember Hela 4 o 8,1 0,6 i
Hep-2 3 9,3 2,1
A-549 4 10 3,4
Majom GL-V3 3 5,6 4,5
Vero 3 6,3 5,3
Egér 1929 4 8,5 3,1
IT22 3 13 4,0
B16 4 19 4,9
Nyl RK 13 3 4,6 3,5

A tablazatbdl, illetve abrabdl lathato, hogy

gylijteményben, az Eurdpai Talalmanyi Egyez-

az 1670 sejtek tenyészeteinek feliilisz6i meg- 35 mény 28. szabdlya értelmében.
tudjak gatoini kiilonb6zé fajok tumorsejtje- .
inek szaporodasat. Ez a tulajdonsag jellem- ) , 2. példa )
26 a limfotoxinokra [Evans, Cancer Immu- Limiocita termelés ndvelése diterpén vegyiile-
nol. Immunother., 12, 181-190 (1983)] tekkel majom-T-limfocita sejivonalakban
s ez Kkilonbozteti meg ‘ezt a csoportof aq _ Stirli tenyészeteket 1:2 — 1:3 aranyban hi-
azoktél a proteinekts! — - kiilonésen az gitunk friss tapoldattal, a kovetkezd napon
interferonoktol — amelyek ugyancsak gé- mégegyszer 1:3 a}rényb’z’m higitunk és ugyan-
toljak a tumorsejtek novekedését, de altala- abbdl a torzstenyészetbdl 5 ml-eket osztunk el
ban fajspecifikusak és ezért kiilsnosen a hu- harom edénybe. Hozzdadjuk a stimulatorokat
man interferon példaul, az egérsejtekre na- (100 pg/ml téménységil torzsoldatok dimetil-
gyon kevéssé vagy egyéltalan nem hat. szulfoxidban) és a tenyészeteket harom napig
inkubdljuk. Ezutdn a sejteket centrifugdlds-
Az el6bb felsorolt transzformalt emberi T- sal tavolitjuk el , a feliiletiszokat lefagyaszt-
limfocita sejtvonalak, valamint a {tumor-) juk és -20° C-on téaroljuk a limfotoxin teszte-
sejtvonalak a szakirodalombdl ismertek. gp !éséig.
Két daganat-kelté diterpént valasztottunk
Az 1670 sejtvonalat 1984. marcius 28-an ki, a TPA-t és a mezerein-t és ezeknek a kiva-
letétbe helyeztiitk 1-294 letéti szam alatt a pa- ‘asztott majom-T-limfocita sejtvonalak limfo-
rizsi Pasteur Intézetben, a ,Collection nationa- toxin termelésére gyakorolt hatasit mutatjuk
le de cultures de microorganismes (C.N.CM)* ge  he a kovetkezd tablazatban:
Sejtvonal Kisérlet Koncentrdcié A feliiliszé limfotoxin
(pg/ml) aktivitdsa (RE/ml)
Kontroll TPA Mezerein
1670 1 20 83 520 270
2 20 77 210 76
3 100 88 340 370

5.
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3. példa

Limfotoxin termelés szérummentes tdpoldat-
Ban |

Szérum tartalma tdpoldatban torténé sza-
poritas utdn (ldsd a 2. példat) a sejteket szé-
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rum-mentes tapoldatban vissziik at.

A kovetkezé tablazatban az 1670 sejtek
limfotoxin termelésének (ldsd az 1. példat)
osszehasonlitd adatait mutatjuk be szérum
tartalmt és szérum-mentes tapoldatban,
20 ng/ml Mezerein jelenlétében:

K{sérlet A tdpoldat Limfotoxin Protein Specifikus
szérum tar- aktivitds tartalom aktivitds
talma (%) (RE /ml) (mg/m1)  (RE/mg)
1 10 370 5 74
2 10 180 5 36
3 10 270 5 54
4 0 "40 0,050 2.800
5 0 72 0,053 1.400
6 0 160 0,044 3.700
A protein meghatirozdsokat Bradford szuszpenziét 150 cm?*es mfiianyag tenyész-

modszerével [Anal.Biochem., 72, 298 (1976)]
végeztiik.

4. példa

1670-sejtek dltal termelt limfotoxin koncent-
réldsa és tisztitdsa PCG-oszlopkromatografia-
val

1670 sejteket tenyésztiink 109 fetdlis
borjiszérumot tartalmazdé RPMI11640 tipol-
datban, razott Erlenmeyer lombikokban (1 li-
teres lombikban 0,5 liter tenyészet; fordulat-
szam, 40/perc). A jol novekedd tenyészetek-
b6l a sejteket lecentrifugaljuk, mossuk és szé-
rum-mentes, 20 ng/ml Mezerein tartalmu
RPMI1640 tipoldatban reszuszpendaljuk. A
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t6 edényben (edényenként 200 ml) 3 napig all-
ni hagyjuk, végiil centrifugaldssal és sziirés-
sel allitjuk elé a tenyészet feliiliszojat.

Az ily médon kapott feliilisz6t 10 ml
PCG-n kromatografdljuk (pérusatmérg:
350A; szemcsenagysag: 120-200 mesh; oszlop
atmérd: 9 mm,; atfolyasi sebesség: 140 ml/éra).
Az oszlopot ezutdn 10 milimélos natrium-fosz-
fat pufferrel (pH = 7,2), amely natrium-klo-
ridra 1,5 mélos, mossuk, végiil ugyanezen puf-
ferrel— 50% etilénglikol (térf./téri.) tarta-
lommal — elualjuk.

Két ilyen kisérlet eredményét tartalmazza
a kovetkezd tablazat:

Térfogat Limfotoxin Protein  Specifikus
(ml) (RE/ml1) % (mg/ml)  aktivitds
(RE /mg)

Minta 2.800 162 100 0,044 3.700
Atfolyds 2.800 13 8 - -
Moséfrakcid 10 96 1 - -
Eludtum 20 17.309 76 2,0 8.650
2. kigérlet
Minta 2,500 141 100 0,050 2.800
Eludtum 17 8.600 41 1,6 5.400
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1
5. példa

Limfotoxin-mRNS-aktivitds kimutatdsa 1670
és 1022 sejtek RNS-preparatumaibdl

A sejteket 800 ml 10% fetdlis borjaszéru-
mot tartalmazo6 tidpoldatban szuszpendaljuk
igy, hogy a sejtek siirfisége koriilbeliil
5% 10° sejt/ml legyen, majd hozzdadunk ml-
enként 20 ng mezerein-t. Husz 6raval késébb
a sejteket centrifugaldssal gyiijtjik Ossze,
megfelelS pufferben (példaul 10 mM trisz-soé-
sav (pH =7,4), 140 mM nétrium-klorid és
1,5 mM magnézium-klorid tartalmi puifer]
mossuk és 10 ml Lyse-pufferben [példéul
10 mM trisz-sosav (pH = 8,4), 140 mM nat-
rium-klorid, 1,5 mM magnézium-klorid és
0,6% Nonidet-P 40 (nem ionos detergens, a
Shell cég markanevével) tartalmtt pufferl
szuszpendaljuk. A szuszpenziét 10 percig in-
kubaljuk jégfiirdében, majd rovid ideig razzuk

és a sejtmagokat centrifugdlédssal tavolitjuk el.
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A centrifugadlds utdn kapott feliilliszobdl
( = citoplazma) ismert eljarassal — példa-
ul fenolos extrahalassal [Aviv és munkatar-
sai, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 69, 1408-1412
(1977))— izolaljuk az RNS-t. Az izolalt RNS-t
vizben  oldjuk (koncentraciéja koriilbelil
3-5 mg/ml) és ismert eljarassal Xenopus lae-
vis oocitakban transzlataljuk [példaul: Col-
man és munkatarsai, Cell, 17, 517-526 (1979);
Hitchcock és munkatarsai, Anal.Biochem.,
109, 338-344 (1980); Contreras és munkatar-
sai, Anal.Biochem., 113, 185-187 (1981). A
transzlacios termékek limfotoxin. aktivitasat
bioldégiai mddszerrel vizsgaljuk.

A kovetkez$ tablazatban az oocita feliil-
uszokban mért citotoxikus aktivitast mutat-
juk be, 6sszehasonlitva a MOLT-4 sejtek —
human-T-limfocita-sejtvonal, melynek te-
nyészlevében nincs kimutathaté limfotoxin ak-
tivitds — RNS preparatumaival és a kezelet-’
len oocita feliiluszékkal:

Prepardtum

A feliilGiszd

radioaktivitdsa
(cpm/100 pl)

Az ococita feliildszdk higitdsa

1 :12 1 : 42 1 147 1 : 514
Kontrollok (nem oltott
oocitdk) 2.200 2,300 2,100 2.500
2.400 2,200 1.800 3.000
MOLT-4 RNS 1, kisérlet 1.600 2.400 1.700 2.200
2, kisérlet 1.700 2,300 1.600 1.800
1670-RNS 1. kisérlet 4.700 4,700 3.600 2.800
2. kisérlet 4,300 3.800 3.300 2.600
3. kisérlet 3.200 2.800 2.800
Kontrollok 4.400 3.300 - -
1670-RNS 1, kisérlet 6.100 5.000 - -
2. kisérlet 6.600 5.100 - -

A tablazatbol lathat6, hogy mindharom
1670 sejt-RNS prepardtum szignifikdnsan
noveli a felszabadulo radioaktivitast, egészen
a 147-szeres higitasig, mig a MOLT-4 sejtek
ilyen aktivitast nem mutatnak. Ezek a kisérle-
tek azt mutatjéak, hogy az 1670 sejtek biologia-
ilag aktiv limfotoxin-mRNS-t tartalmaznak.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras limfotoxin vagy limfotoxin-mRNS
elGallitasara azzal jellemezve, hogy herpes
virussal transzformélt majom-T-limfocita
1670 sejtvonalat megfelel tapoldatban folya-
matos tenyészetben szaporitunk és a limfoto-
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xint vagy limfotoxin-mRNS-t ismert médsze-
rekkel izolaljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eijaras azzal jelle-
mezve, hogy Herpes viriis saimiri-vel transz-
formalt sejtvonalat alkalmazunk.

3. Az 1. vagy 2.'igénypont szerinti eljards azzal
jellemezve, hogy a tapoldathoz fetdlis borji-
szérumot adunk 10% koncentraci6ig.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti el-
jards azzal jellemezve, hogy a tdpoldathoz a
termelés stimulalasa végett alacsony moieku-
lastilyd daganatkelté anyagokat adunk, elg-
nyosen diterpéneket, elsésorban Daphnan-, In-
gelan- és Tiglian-tipusdakat.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti
eljaras azzal jellemezve, hogy a limiotoxin
termelés stimulaldsara az inkubécid folyaman
daganatkelt6 anyagként égy forbolésztert
vagy mezereint alkalmazunk [-1000 ng/ml,
elénydsen 10-100° ng/ml koncentraciéban.
6. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti
eljards azzal jellemezve, hogy a limfotoxin-
mRNS termelés stimulalasara az inkubiacid
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folyaman daganatkelté anyagként egy forbo-
lésztert vagy mezereint alkalmazunk
1-1000 ng/ml, elénydsen 10-100 ng/ml kon-
centracioban.

7. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras azzal jellemezve, hogy a sejteket — szé-
rumtartalma tdpoldatban valé elszaporitas
utan — atvissziitk szérummentes tapoldatba.
8. Az 1-5. igénypontok, valamint a 7. igeny-
pont barmelyike szerinti eljdrds azzal jelle-
mezve, hogy a tenyészetek feliilisz6jabol a
limfotoxint 1-7 nap milva, elénydsen 2-4 nap
mulva valasztjuk el.

9. Az 1-5. igénypontok, valamint a 7. vagy 8.
igénypontok barmelyike szerinti eljaras azzal
jellemezve, hogy a limfotoxint kontrollalt po-
rusi iivegdaraval toltott oszlopon dasitjuk.
10. Az 1-4. igénypontok, valamint a 6. igény-
pont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
sejteket fetalis borjiszérumot tartalmazo tap-
oldatban inkubéljuk és a sejtekbdl a limfoto-
xin-mRNS-t legalabb 3-8 6ra mulva, elénybsen
6-24 6ra mulva izolaljuk.

"3 abra
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Kiadja: Orszagos Taialmany: Hivatal, Budapest
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