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...._gewonnen wird, welches eine ausgezeichnete Antitumor-Wirkung besitzt und vom Menschen stammt. Die Aufgabe

der Erfindung besteht in der Schaffung eines Verfahrens zur Reinigung von durch Rekombinant-DNA-Technik
erzeugter Human-TNF. Eine waRrige Losung, die eine physiologisch aktive Substanz enthalt, die durch
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ist, hamorrhagische Necrose von transplantiertem Meth A Sarcom in der BALB/c-Maus zu induzieren, kann
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren zur Reinigung einer physiologisch aktiven Substanz, gekennzeichnet dadurch, daB eine wélRrige Lésung, die eine
physiologisch aktive Substanz in roher Form enthélt, der Sdulenchromatographie unter Verwendung einer mit einem
farbstoffgebundenen vernetzten Agarosegel gefiiliten Saule unterzogen wird, wobei das farbstoffgebundene vernetzte
Agarosegel aus einem vernetzten Agarosegel als Trager und einem kovalent daran gebundenen Farbstoff als Liganden
besteht.

Wobei es sich bei der physiologisch aktiven Substanz um eine handelt, die durch Rekombinant-DNA-Technik unter
Verwendung einer Rekombinant-DNA hergestelit wird, die eine fiir die physiologisch aktive Substanz kodierende DNA enthait
und die zytotoxische Aktivitat gegeniiber L-M-Zellen aufweist und in der Lage ist, hamorrhagrsche Necrose von.
transplantiertem Meth A Sarcom bei der BALB/c-Maus zu induzieren.

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB es sich bei der physiologisch aktiven Substanz um ein Polypeptid mit
einer durch die folgende Formel () dargestellten Aminosauresequenz handelt:

Ser Ser Ser Arg Thr Pro Ser Asp Lys Pro Val Ala His Val Val Ala Asn Pro GIn Ala Glu Gly Gin Leu GIn Trp Leu Asn Arg Arg Ala
Asn Ala Leu Leu Ala Asn Gly Val Glu Leu Arg Asp Asn GIn Leu Val Val Pro Ser Glu Gly Leu Tyr Leu lle Tyr Ser Gin Val Leu Phe
Lys Gly Gin Gly Cys Pro Ser Thr His Val Leu Leu Thr His Thr lle Ser Arg lle Ala Val Ser Tyr Gin Thr Lys Val Asn Leu Leu Ser Ala
lle Lys Ser Pro Cys GIn Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys Pro Trp Tyr Glu Pro lle Tyr Leu Gly Gly Val Phe Gin Leu Glu Lys
Gly Asp Arg Leu Ser Ala Glu lle Asn Arg Pro Asp Tyr Leu Asp Phe Ala Glu Ser Gly Gin Val Tyr Phe Gly lle lle Ala Leu

worin GIn fir einen Glutaminrest steht, Asp flir einen Asparaginséurerest, Pro einen Prolinrest, Tyr einen Tyrosinrest, Val
einen Valinrest, Lys einen Lysinrest, Glu einen Glutaminsdurerest, Ala einen Alaninrest, Asn einen Asparaginrest, Leu einen
Leucinrest, Phe einen Phenylalaninrest, Gly einen Glycinrest, His einen Histidinrest, Ser einen Serinrest, Thr einen
Threoninrest, lle einen Isoleucinrest, Trp einen Trypthphanrest, Arg einen Argininrest, Met einen Methioninrest und Cys einen
Cysteinrest.

3. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR die fiir die physiologisch aktive Substanz kodierende DNA mindestens
eine Basensequenz aufweist, die aus der Gruppe ausgewéhit ist, die eine durch die folgende Formel (Il} dargestellte
Basensequenz und eine zu der Basensequenz komplementéire Basensequenz umfafit:

TCATCTTCT CGA ACC CCG AGT GAC AAG CCT GTA GCC CAT GTT GTA GCA AAC CCT CAA GCT GAG GGG CAG CTCCAG
TGGCTGAACCGCCGG GCCAATGCCCTCCTG GCCAATGGC GTG GAGCTG AGACATAACCAGCTGGTGGTGCCATCA
GAGGGCCTGTACCTCATCTACTCCCAG GTCCTCTTCAAG GGCCAAGGCTGCCCCTCCACCCATGTGCTCCTCACCCAC
ACCATC AGC CGCATC GCC GTC TCC TACCAG ACC AAG GTC AACCTC CTC TCT GCC ATC AAG AGC CCC TGC CAG AGG
GAG ACC CCA GAG GGG GCTGAG GCCAAG CCCTGG TAT GAGCCCATCTATCTG GGA GGG GTCTTC CAG CTG GAG AAG
GGT GACCGACTCAGC GCT GAG ATC AATCGG CCCGACTATCTC GAC TTT GCC GAG TCT GGG CAG GTC TACTTT GGG
ATC ATT GCCCTG

worin Aflir einen Desoxyadenyls3urerest steht, G einen Desoxyguanylséurerest, C einen Desoxycytidylsdurerest und T einen
Thymidylséurerest, und worin das linke Ende und das rechte Ende von Formel (ll) die 5'-Hydroxylgruppenseite bzw. die
3'-Hydroxylgruppenseite darstellen.

4. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, gekennzelchnet dadurch, daB es sich bei dem Farbstoff um ein Glied aus der Gruppe
handelt, die Cebacron Blue F3GA (Farbindexname: Reaktivfarbstoff Blau 2), Procion Red HE3B (Farbindexname:
Reaktivfarbstoff Rot 120) und Green A (zu beziehen von Amicon Corporation, USA in Form eines Green-A-gebundenen
vernetzten Agarosegels unter dem Warenzeichen ,Matrex Gel Green A”) umfaft.

Hierzu 7 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung einer durch Rekombinant-DNA-Technik erzeugten physiologisch aktiven
Substanz, die in der Medizin anwendbar ist, und genauer ein Verfahren fiir die Reinigung einer physiologisch aktiven Substanz,
bei dem eine wélirige Losung, die eine rohe physiologisch aktive Substanz enthlt, welche aus einem kiinstlich erzeugten
Bakterium oder Hefe mit Hilfe der Rekombinant-DNA-Technik erzeugt wurde und eine Antitumor-Aktivitit besitzt, der
Saulenchromatographie unter Einsatz einer mit einem farbstoffgebundenen vernetzten Agarosegel geflillten Saule unterzogen
wird.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Bekannt ist, da es eine physiologisch aktive Substanz gibt, die vom Menschen stammt und die eine zytotoxische Aktivitit in
bezug auf L-M-Zellen besitzt und in'der Lage ist, hdmorrhagische Necrose eines transplantierten Tumors, Meth A Sarcom, in der
BALB/c Maus zu induzieren. Eine solche physiologisch aktive Substanz besitzt eine Antitumor-Aktivitat und wird Human Tumor
- Necrosis Factor genannt (anschlieBend haufig als ,Human TNF” bezeichnet). Ebenfalls bekannt ist, daB ein solcher Human TNF
keine toxische Wirkung auf normale Zellenin vitro austibt. AuRerdem besteht, da der Human-TNFvom Menschen stammt, keine
Gefahr, da ein anaphylaktischer Schock durch die Verabreichung einer Substanz an einen Menschen, von dem die Substanz
nichtstammt, hervorgerufen wird. Daher sind die Erwartungen fiir die klinische Anwendung des oben genannten Human TNF als
Antitumor-Medizin im Fachgebiet hoch gewesen.
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Um die breite und sichere klinische Anwendung von Human-TNF als Antitumor-Medizin zu gewéhrleisten, mu Human-TNF in
einer stark gereinigten Form in groBen Mengen gewonnen werden kénnen. Kiirzlich wurde ein Verfahren zur Gewinnung von
Human-TNF mit Hilfe der Rekombinant-DNA-Technik vorgeschlagen. Die vorgeschlagene Methode besteht in:

Ligation einer Desoxyribonucleinséure, die fiir Human-TNF kodiert auf ein reproduzierbares Expressions-Vehikel, zur
Gewinnung einer reproduzierbaren Rekombinant DNA, die aus der Desoxyribonucleinséure und dem reproduzierbaren
Expressions-Vehikel besteht;

Transformation von Zellen eines Mikroorganismus oder einer Zellkuitur mlt der reproduznerbaren Rekombmant DNA zur
Bildung von Transformanten;

Selektion der Transformanten von Elternzellen des Mikroorganismus oder der Zellkultur;

Inkubation der Transformanten, damit diese Transformanten zur Expression der Desoxynbonuclemsaure und zur Erzeugung
von Human TNF gezwungen werden; und

Isolierung von Human-TNF von den inkubierten Transformanten und anschlieBende Reinigung.

Die Reinigung von Human-TNF wird gewdhnlich unter Anwendung einer Kombination von verschiedenen bekannten Techniken ,
wie Ultrafiltration, Dialyse, lonenaustausch, Affinitats-Chromatographie, Gelfiltration und Elektrophorese ausgefiihrt.
Hinsichtlich der Affinitats-Chromatographie, die als herkémmliches Verfahren angewandt wird, wird in der offengelegten
japanischen Patentanmeldungs-Spezifikation Nr.58-138383 {1983) dargelegt, daf es sich flr eine wirksame Reinigung einer
Substanz mit Antitumor-Aktivitit, die von der Kuitur von Siugetierzellen oder verschmolzenen Zellen davon gewonnen wurde,
vorteilhaft erweisen kann, eine Technik der Affinitats-Chromatographie anzuwenden, bei der ein bestimmter Antikérper gegen
die Substanz mit der Antitumor-Aktivitit als Adsorptionsmittel eingesetzt wird. Eine derartige Affinitdts-Chromatographie-
Technik unter Einsatz eines bestimmten Antikérpers kann vorteilhaft mit der herkdmmlichen Methode zur Reinigung des
Human-TNF kombiniert werden.

Die herkémmlichen Reinigungsmethoden fiir die physiologisch aktiven Substanzen sind jedoch sehr arbeitsaufwendig, weil
derartige Verfahren viele Schritte von Reinigungsvorgéngen nach obiger Darstellung umfassen, und daher kénnen sie nicht mit
Erfolg fiir die Durchfiihrung der Reinigung von rohem TNF im groRtechnischen Mastab angewandt werden. Dariiber hinaus ist
festzustellen, daR es fir die Durchfiihrung der Affinit4ts-Chromtographie-Technik unter Verwendung eines spezifischen
Antikorpers als Adsorptionsmittel, wobei diese Technik als eine vorteilhafte Technik nach obiger Darstellung angesehen wird,
erforderlich ist, daR eine groBe Menge des spezifischen Antikdrpers gegen eine physiologisch aktive Substanz in
gleichbleibender Qualitat gewonnen wird. Der spezifische Antikdrper kann von einem Séaugetier durch Immunisierung des
S4ugetieres mit der physiologisch aktiven Substanz oder aus der Kultur von antikérpererzeugenden Zellen gewonnen werden.
Allerdings kann eine groRe Menge des spezifischen Antikdrpers nicht besténdig in einer gleichbleibenden Qualitdt weder von
dem immunisierten Sdugetier noch von der Kultur der antikérpererzeugenden Zellen gewonnen werden. Das hat folgenden
Grund. Wenn einimmunisiertes Saugetier fiir die Gewinnung des spezifischen Antikérpers verwendet wird, ist die Ziichtung der
antikdrpererzeugenden Zellen im groRRen MaRstab eine schwierige Aufgabe, und auflerdem sind die antikdrpererzeugenden
Zellen nicht unbedingt besténdig. Das heiRt, es ist schwierig, einen spezifischen Antikdrper mit einer einheitlichen Qualitat in
Mengen zur Verfiigung zu stellen. Daher kann die physiologisch aktive Substanz nicht mit Hilfe der Affinitats-Chromatographie
unter Verwendung eines spezifischen Antikérpers als Adsorptionsmittel gro8technisch bestandig gereinigt werden. Aus den
oben angefiihrten Griinden kann die Reinigung der physiologisch aktiven Substanz mit Hilfe einer der herkdmmlichen Methoden
im groRen nicht bestindig und wirksam erreicht werden. So weit es den Erfindern bekannt ist, gab es keinen Bericht, in dem die
Reinigung von durch Rekombinant-DNA-Technik erzeugtem Human-TNF untersucht wurde. Unter diesen Umsténden kann die
wirksame und besténdige Lieferung des im wesentlichen reinen Human-TNF, vor allem im kommerziellen Umfang, nicht
gewihrleistet werden, trotz der Kenntnisse, daB Human-TNF eine wirksame Antitumor-Medizin ist.

Zur Behebung der oben in bezug auf die Reinigung von Human-TNF genannten Schwierigkeiten haben die Erfinder ausgedehnte
und intensive Untersuchungen unternommen. Als ein Ergebnls wurde ganz tiberraschend gefunden, daR, wenn eine Human-
TNF in roher Form enthaltende waRrige Lésung auf eine mit farbstoffgebundenem vernetztem Agarosegel gefiilite Saule
aufgegeben wird, Human-TNF speziell auf dem Farbstoff adsorbiert wird und anschlieBend Human-TNF auseluiert wird, wobei
ein Elutionsmittel verwendet wird, dessen pH-Wert oder dessen Salzkonzentration hoher als die der auf die Sdule aufgegebenen
L8sung ist, wodurch Human-TNF in im wesentlichen reiner Form bestandig und wirksam mit hoher Riickgewinnung gewonnen
wird. Die Erfindung wurde auf der Basis dieser neuen Erkenntnisse vollendet.

Ziel der Erfindung

Mit der Erfindung wird ein Verfahren zur Reinigung einer durch Rekombinant-DNA-Technik erzeugten physiologisch aktiven '
Substanz zur Verfligung gestellt. Der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren gewonnene Human-TNF besitzt eine
ausgezeichnete Antitumor-Wirkung und stammt vom Menschen. Daher ist der gewonnene Human-TNF besonders niitzlich,
wenn der Human-TNF klinisch als Antitumor-Medizin verabreicht wird.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht daher in der Schaffung eines Verfahrens zur Reinigung von durch Rekombinant-DNA-Technik
erzeugter Human-TNF.

Die oben genannte und andere Aufgaben, Merkmale und Vorteile der Erfindung werden Fachleuten aus der folgenden
ausfihrlichen Beschreibung und den beigefligten Anspriichen in Verbindung mit den begleltenden Zelchnungen deutlich
werden, in denen darstellen:

Fig.1: die Restriktions-Karten von Plasmid-Inserts, von denen jedes eine DNA-Kodierung fiir einen herkdmmiichen Kaninchen-
TNF enthalt;

Fig.2: das FluBdiagramm des Verfahrens zur Herstellung einer Rekombmant-DNA (pTNF-lac-1), die fur den herkdmmlichen
Kaninchen-TNF kodiert;
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Fig.3: das FluBdiagramm des Verfahrens zur Herstellung einer anderen Rekombinant-DNA (pTNF-lacUV5-1), die flir den
herkémmlichen Kaninchen-TNF kodiert;

Fig.4: die Restriktionskarte des Teiles eines Plasmids, das ein Gen fiir Human-TNF zur erfindungsgeméRen Verwendung

. enthalt; ’ b

Fig.5: die Restriktionskarte des Teiles eines Plasmids, das ein Gen fiir einen herkémmlichen Kaninchen-TNF enthalt;

Fig.6: das FluBdiagramm des Verfahrens zur Herstellung einer Rekombinant-DNA (pHTNF-lacUV5-1), die fir Human-TNF zur
erfindungsgemaRen Verwendung kodiert; und :

Fig.7: das FluRdiagramm des Verfahrens zur Herstellung einer anderen Rekombinant-DNA (pHTNF:lacUV5-2), die fiir die
erfindungsgemaR zu verwendende physiologisch aktive Substanz kodiert.

Erfindungsgema® wird ein Verfahren zur Reinigung einer physiologisch aktiven Substanz zur Verfiigung gestellt, bei dem eine
physiologisch aktive Substanz in roher Form enthaltende wafrige Lésung der Saulenchromatographie unterzogen wird, wobei
eine mit einem farbstoffgebundenen vernetzten Agarosegel gefillte Sdule verwendet wird, :

wobei das farbstoffgebundene Agarosegel aus einem vernetzten Agarosegel als Trager und einem kovalent daran gebundenen

Farbstoff als Liganden besteht, .

wobei es sich bei der physiologisch aktiven Substanz um eine solche handelt, die durch Rekombinant-DNA-Technik unter

Verwendung einer Rekombinant-DNA erzeugt wird, die eine fiir die physiologisch aktive Substanz kodierende DNA enthéit und

die zytotoxische Aktivitat gegen L-M-Zellen besitzt und in der Lage ist, h@morrhagische Necrose von transplantiertem Meth A

Sarcom in der BALB/c Maus zu induzieren.

Wie oben erwéhnt, handelt es sich bei der fiir die erfindungsgeméRe Verwendung vorgesehenen physiologisch aktiven Substanz

um eine, die mit Hilfe einer herkdémmlichen Rekombinant-DNA-Technik unter Verwendung einer Rekombinant-DNA hergestellt

wird, die eine fiir die physiologisch aktive Substanz kodierende DNA enthalt. Wenn Human-TNF Analysen nach spéter zu
beschreibenden Verfahren unterzogen wird, zeigt Human-TNF zytotoxische Aktivitat gegen L-M-Zellen und induziert
h@morrhagische Necrose von transplantiertem Meth A Sarcom in der BALB/c Maus. Der Human-TBF ist speziell ein Polypeptid

mit einer durch die folgende Formel (1) dargesteliten Aminoséduresequenz: .

Ser Ser Ser Arg Thr Pro Ser Asp Lys Pro Val Ala His Val Val Ala Asn Pro Gin Ala Glu Gly GinLeu GInTrp Leu Asn Arg Arg Ala Asn

Ala Leu Leu Ala Asn Gly Val Glu Leu Arg Asp Asn Gin Leu Val Val Pro Ser Glu Gly Leu Tyr Leu Ile Tyr Ser Gin Val Leu Phe Lys Gly

GIn Gly Cys Pro Ser Thr His Val Leu Leu Thr His Thr lie Ser Arg lle Ala Val Ser Tyr Gin Thr Lys-Val Asn Leu Leu Ser Alalle Lys Ser

Pro Cys Gin Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys Pro Trp Tyr Glu Pro lle Tyr Leu Gly Gly Val Phe Glnh Leu Glu Lys Gly Asp Arg

Leu Ser Ala Glu lle Asn Arg Pro Asp Tyr Leu Asp Phe Ala Glu Ser Gly GIn Val Tyr Phe Gly lle lle Ala Leu

worin GIn fir einen Glutaminrest steht, Asp einen Asparaginséurerest, Pro einen Prolinrest, Tyr einen Tyrosinrest, Val einen

Valinrest, Lys einen Lysinrest, Glu einen Glutaminséurerest, Ala einen Alaninrest, Asn einen Asparaginrest, Leu einen Leucinrest,

Phe einen Phenylalaninrest, Gly einen Glycinrest, His einen Histidinrest, Ser einen Erinrest, Thr einen Threoninrest, lle einen

Isoleucinrest, Trp einen Tryptophanrest, Arg einen Argininrest, Met einen Methioninrest und Cys einen Cysteinrest.

Der die oben genannte Aminoséduresequenz aufweisende Human-TNF kann durch eine herkémmiliche Rekombinant-DNA-

Technik unter Verwendung einer Rekombinant-DNA hergestellt werden, die eine fiir die physiologisch aktive Substanz

kodierende DNA enthalt, die mindestens eine Basensequenz aufweist, die aus der Gru ppe ausgewsdhit ist, die aus einer durch die

folgende Formel (ll) dargesteliten Basensequenz und einer zu der Basensequenz komplementéren Basensequenz besteht:

TCATCTTCT CGAACC CCGAGT GAC AAG CCT GTA GCC CAT GTT GTA GCA AAC CCT CAA GCT GAG GGG CAG CTCCAGTGG

CTG AAC CGC CGG GCC AAT GCC CTC CTG GCC AAT GGC GTG GAG CTG AGA GAT AAC CAG CTG GTG GTG CCATCAGAG

GGC CTG TAC CTC ATC TAC TCC CAG GTC CTC TTC AAG GGC CAA GGC TGC CCC TCC ACC.CAT GTG CTC CTCACCCACACC

ATCAGCCGCATCGCCGTCTCCTACCAGACCAAG GTCAACCTCCTCTCT GCCATCAAGAGC CCCTGE CAGAGG GAGACC

CCA GAG GGG GCT GAG GCC AAG CCC TGG TAT GAG CCC ATC TAT CTG GGA GGG GTC TTC CAG CTG GAG AAG GGTGAC

CGACTCAGC GCT GAG ATCAAT CGG CCC GACTAT CTC GAC TTT GCC GAG TCT GGG CAG GTCTACTTT GGGATCATTGCC

CTG :

worin Aflir einen Desoxyadenylsiurerest steht, G fiir einen Desoxyguanylséurerest, C einen Desoxycytidylsiurerest und T einen

Thymidylsdurerest und worin das linke Ende und das rechte Ende der Formel (1) eine 5"-Hydroxylgruppenseite bzw. 3'-

Hydroxylgruppenseite darstellen.

Der oben genannte Human-TNF und die oben genannte DNA kénnen auffolgende Weise gewonnen werden:

1. Eine Bakteriophage A/Kaninchen-Genom-Sammiung und eine Bakteriophage A/Human-Genom-Sammiung, hergestellt von

Prof.T.Maniatis, Department of Biochemistry und Molecular Biology, Harvard University, 7 Divinity Avenue, Cambridge,

Massachusetts 02138, USA, werden verwendet. Diese Stoffe kdnnen mit Hilfe der folgenden Verfahrensweisen hergestellt

werden (siehe Cell, 15, S.687 [1978]): -

(1) Kaninchen- oder Menschengewebe, zum Beispiel Kaninchen- oder Menschenpankreasgewebe, werden zu gefrorenem
Pulver reduziert und zur Digestion von RNA und EiweiBstoffen behandeit und ergeben nach der Prézipitation hochmolekulare
Kaninchen- oder Human-DNA;

(2) die hochmolekulare DNA wird teilweise zur willkirlichen Abtrennung hinsichtlich der Gen-Stelle digeriert;

(3) die resultierenden DNA-Fragmente werden gréBenfraktioniert und ergeben von 15 bis 20 Kilobasenpaar (KB)-Fragmente;

(4) die resultierenden Fragmente von Schritt 3 werden unter Verwendung eines A-Charon-4A-Phagenvektors geklont; und

(5) die resultierenden Vektoren werden in vitro zu infektiésen Phagenpartikeln, die rDNA enthalten, gepackt, um die oben
genannte Kaninchen- oder Human-Genom-Sammlung zu erhalten. .

2. Die im Bezugsbeispiel 1 gewonnene Kaninchen-TNF-cDNA wird nach der Einschnitt-Translationsmethode von P.W. J. Rigby

u.a. {siehe J.Mol.Biol., 113, S.237 [1977]) 2P-markiert.

3. Jede der Bakteriophagen A/Kaninchen-Genom-Sammlung und Bakteriophagen A/Human-Genom-Sammlung wird bis zum

tatséchlichen ZusammenflieRen auf einem Bakterienrasen ausgestrichen und in bezug auf Hybridisierung mit der 32P-markierten

Kaninchen-TNF-cDNA gescreent. .

4. Von den geeigneten Klonen wird die entsprechende DNA isoliert, restriktionskardiert und durch Southern-Hybridisierung

analysiert (siehe E.M. Southern, J. Mol. Biol., 98, S.503 [1975]). ,

Kaninchen- oder Human-TNF-Gene enthaltende Restriktionsfragmente werden in Plasmidvektoren subgeklont und

anschlieRend sequenziert.
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5. Die Basensequenz der Kaninchen-TNF-cDNA wird mit der des Kaninchen-TNF-Gens verglichen, um die Exone (bestimmte
Sequenzen von Basen, die fiir die Aminoséduresequenz von Kaninchen-TNF kodieren) und die Introne (bestimmte Sequenzenvon
Basen, die nicht fiir die Aminosiuresequenz von Kaninchen-TNF kodieren) des Kaninchen-TNF-Gens zu bestimmen.

6. AnschlieRend wird die Basensequenz des Human-TNF-Gens mit der des Kaninchen-TNF-Gens verglichen, um die Exone und
Introne des Human-TNF-Gens zu bestimmen.

7. Die Aminosduresequenz von Kaninchen-TNF, die von der Basensequenz deduziert wurde, die durch Ausléschen der Introne
des Kaninchen-TNF-Gens und Kombinieren der Exone davon gewonnen wurde, wird als mit der von der Basensequenz der
Kaninchen-TNF-cDNA deduzierten Gbereinstimmend bestétigt.

8. Als nichstes wird die Aminosauresequenz des fiir die Erfindung zu verwendenden Human-TNF von der Basensequenz der fur
den Human-TNF kodierenden DNA deduziert, die durch Ausldschung der Introne des fir den Human-TNF kodierenden Gens und
Kombinieren von deren Exonen gewonnen wurde. Die Aminos3uresequenz des Human-TNF wird als teilweise mit der das
Kaninchen-TNF Ubereinstimmend bestétigt. .

9. Dannwird die fiir den Human-TNF kodierende DNA in vitro fiir die Insertion in ein passendes Expressionvehikel angepalt, um
die kodierende DNA enthaltende Rekombinant-DNA zu bilden. Die Rekombinant-DNA wird zur Transformation einer passenden
Wirtszelle verwendet, die ihrerseits in einer Kultur wachsen und den verlangten Human-TNF verwirklichen kann.

10. Deraufdiese Weise erzeugte Human-TNF hat 155 Aminoséurereste in seiner ausgereiften Form, beginnend mit Serin. Wenn
er ein Signalpeptid in seiner Présequenz besitzt, hat das Signalpeptid eine sehr hydrophobe Beschaffenheit.

Oben wurden die Verfahrensweisen fiir die Gewinnung des fiir den Human-TNF kodierenden Gens, die Basensequenzen der fiir
den Human-TNF kodierenden DNA und die Verfahren fiir die Erzeugung von Human-TNF durch die Verwendung der DNA
offenbart. Man sollte aber beachten, daR durch die obige Beschreibung nicht beabsichtigt ist, das Verfahren zu begrenzen, und
dal einleuchtende Veranderungen von Fachleuten vorgenommen werden kdnnen.

Infolge der variablen Anwendungshaufigkeit eines Codons (genetischen Kodes), der jeder Aminosaure entspricht, uhd aus
anderen Griinden, kann ein teilweiser oder vollstandiger Abschnitt der Basensequenz der fiir Human-TNF kodierenden DNA
durch eine organochemisch synthetisierte kiinstliche DNA ersetzt werden, ohne daf dadurch die Aminosauresequenz des
daraus gewonnenen Polypeptids verandert wiirde.

Wahrscheinlich kann der Human-TNF intrazelluldr in'unausgereifter Form als ein Prapeptid oder Prépropeptid erzeugt werden,
das (iber eine Zwischenform zu einem ausgereiften Human-TNF im Verarbeitungsstadium verarbeitet werden kann. Die
unausgereifte Form von Human-TNF kann von der Basensequenz des Human-TNF-Gens deduziert werden. Die DNA, die eine
den Human-TNFin unausgereifter oder Zwischenform verschliisselnde DNA aufweist, kann gleichfalls mit einer natiirlichen oder
kiinstlich synthetisierten DNA rekombiniert werden.

Eine Anwendungsmdglichkeit dieser Technik kdnnte die Einfigung des Methionincodons (ATG) in das 5’-Ende und die
Einfligung mindestens eines unter TAA, TAG und TGA ausgewéhlten Stoppcodons in das 3'-Ende der ausgereiften oder
Zwischen- oder unausgereiften TNF-DNA umfassen. Infolge des Vorhandenseins des Methionincodons kann der ausgereifte
oder Zwischen- oder unausgereifte Human-TNF an der mit Hilfe eines entsprechendef Promotors synthetisierten mRNA erzeugt
werden. Allerdings wird der an den N-Terminus des Human-TNF angefligte Methioninrest je nach der Art der verwendeten
Wirtszelle gespalten oder nicht gespalten. Durch das Einfigen des Stoppcodons soll die Translation der mRNA, die von der fiir
die physiologisch aktive Substanz kodierenden DNA transkripiert wurde, an einer passenden Position (C-Terminus von
Polypeptid der Formel |) gestoppt werden.

Eine andere Anwendungsmdglichkeit dieser Technik kdnnte die Zugabe einer stark hydrophoben Basensequenz, die als
.Signalsequenz” bekannt ist, zu der DNA umfassen. Durch diese Zugabe kdnnte es méglich werden, den Human-TNF nach
auRerhalb der Wirtszelle, oder im Falle eines gramnegativen Bakteriums, in den als ,Periplasma” bekannten Raum
auszuscheiden. -

Wenn ein Vektor mit einem eingebauten Startcodon verwendet wird, kann ein verschmolzenes Peptid erzeugt werden, das aus
dem Human-TNF und einem auf den Vektor zuriickzufihrenden Peptid besteht. In diesem Fall kann das verschmolzene Peptid
chemisch oder enzymatisch gespalten werden. Alternativ kann das verschmolzene Peptid auch, wenn die Hauptaktivitét des
Human-TNF nicht nachteilig beeinflut wird, so wie es ist verwendet werden.

Die fiir Human-TNF kodierende DNA kann in ihrer vor dem 5’-Ende liegenden Region mit der Gensequenz eines Promotors
verbunden werden, um dadurch eine TNF-DNA-Promotorsequenz zu erhalten, die ihre Replikation nicht behindert und nicht dazu
fiihrt, daR die Translation der resultierenden RNA nachteilig beeinfluBt wird. Die auf diese Weise gewonnene TNF-DNA-
Promotorsequenz kann mit einem in einer Bakterien- oder Zelle eines héheren Organismus replizierbaren Vektor kombiniert
werden, um eine Rekombinant-DNA zu erhalten. Die so gewonnene Rekombinant-DNA kann zur Transformation einer als Wirt
verwendeten Bakterien- oder Zelle eines hdheren Organismus verwendet werden. Der dabei gewonnene Transformant kann zur
Expression der fir den Human-TNF kodierenden DNA geziichtet werden, um den Human TNF zu erzeugen.

Wenn Escherichia coli als der oben genannte Wirt verwendet wird, dann kénnen als der geeignete Wirt verschiedene
Mutantenstamme von E.coli K-12 angefiihrt werden, wie HB 101 (ATCC33694), C600K (ATCC33955), D 1210, RRI (ATCC31343),
MC 1061, LE392 (ATCC33572), JM 101 (ATCC33876), JM83 (J. Vieira und J. Messing, Gene, 19, 253-268 [1982]), JM 103 (Ray Wu,
u.a., Method in Enzymology, Bd. 101, Academic Press, New York) und X1776 (ATCC31244). Wenn der E. coli-Wirt verwendet wird,
dann kénnen als der geeignete Vektor Plasmide wie pBR322, pBR 325, pBR327, pUC3, pUCS, pMB9 (ATCC37019) pJBB
(ATCC37074) und pKC7 (ATCC37084), A-Phagen wie Agt, AB und Charon 4A und M 13 Phage genannt werden. Damit die aktive
Substanz in der E. coli Zelle erzeugt wird, kann ein unter den Promotoren der E. coli und Phagengene ausgewéhliter Promotor
eingesetzt werden. Beispiele fiir den geeigneten Promotor umfassen die Gene flir Lactoseabbauenzym (LAC), UV5-Mutanten
davon, Penicillinase (BLA) und Tryptophansynthetase (TRP), A-Phage P -Promotor und tac-Promotor, bei dem es sich um einen
verschmolzenen Promotor von Tryptophansynthetase und Lactoseabbauenzym handelt.

Wenn Bacillus subtilis als der Wirt verwendet wird, dann sind als der geeignete Wirt BD 170 Stamm (ATCC33608), BR 151 Stamm
(ATCC33677) und Ml 112 Stamm (ATC33712) zu nennen. Wird der Bacillus subtilis Wirt eingesetzt, dann sind als der geeignete
Vektor die Plasmide pC 194 (ATCC37034), pUB 110 (ATCC37015), pSA 2100 (ATCC37014) und PE 194 zu nennen. AulRerdem
konnen bei Verwendung des Bacillus subtilis Wirtes die Gene Chloramphenicolacetylierungsenzym (CAT), Penicillinase und
Anti-Erythromycin als der geeignete Promotor angesehen werden.
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Wenn eine Hefe als der Wirt verwendet wird, so kommen als der geeignete Wirt Stimme von Saccaromyces cerevisiae wie
RH218 (ATCC44076), SHY 1 (ATCC44769), SHY 3 (ATCC44771), D131A, 483 und 830 in Frage. Wenn der Hefewirt verwendet wird,
sokénnen als der geeignete Vektor Plasmide wie YEp 13, (ATCC37115), YEp 6, YRp7 und Yip5 angefiihrt werden. AuRerdem sind
bei Verwendung des Hefewirtes als geeigneter Promotor die Gene fiir Sdurephosphatase, Alkoholdehydrogenase (ADHI),
Tryptophansynthetase (TRP), Phosphoglyceratkinase (PGK), Cytochrom B (COB) und Actin zu nennen:
Der auf diese Weise erzeugte Transformant wird nach einem herkémmlichen Verfahren im grof3en geziichtet, um den verlangten
Human-TNF zu erzeugen. Wenn ein Transformant verwendet wird, der den Human-TNF ausscheiden kann, wird die
Uberstehende Flissigkeit der Kultur des Transformanten als wiRrige Lésung gesammelt, die ungereinigten Human-TNF enthalt.
Andererseits werden, wenn ein Transformant verwendet wird, der den Human-TNF nicht ausscheiden kann, sondern den darin
befindlichen Human-TNF ansammelt, die geziichteten Zellen des Transformanten gesammelt und lysiert, um dadurch einen
lysierten Zeilextrakt als wéBrige Losung, die ungereinigten Human-TNF enthalt, zu gewinnen.
Die dadurch gewonnene und ungereinigten Human-TNF enthaltende wéRrige Lésung kann direkt der Saulenchromatographie
unterzogen werden, bei der eine mit einem erfindungsgeméaRen farbstoffgebundenen vernetzten Agarosegel gefiilite Saule
verwendet wird. Alternativ kann, bevor die erfindungsgemé&Re Saulenchromatographie vorgenommen wird, die ungereinigten
Human-TNF enthaltende waBrige Losung teilweise gereinigt werden, wobei die unten angefiihrte herkdmmliche biochemische
Technik einzeln oder in Kombination angewandt wird, um eine w4Brige Lésung zu erhaiten, die den teilweise géreinigten
Human- TNF enthélt. Als geeignetes biochemisches Verfahren zur teilweisen Reinigung von Human-TNF sind beispielsweise
eine Aussalzungsmethode unter Verwendung von Ammoniumsulfat, eine lonenaustauschchromatographie zur Entfernung
eiweillhaltiger Verunreinigungen unter Verwendung eines Anionenaustauscherharzes wie DEAE-Sepharose (Pharmacia Fine
Chemical AB, Schweden) Behandlung mit einer waRrigen Polymin-P-Lésung zur Entfernung von Nucleinsduren,
Wirmebehandlung zur Entfernung eiweifShaltiger Verunreinigungen, eine Gelfiltrationstechnik, eine Elektrophoresetechnikund
dergleichen zu nennen.
Wie oben erwihnt, wird bei dem erfindungsgemaRen Verfahren eine physiologisch aktive Substanz in roher Form enthaltende
waRrige Losung der Sdulenchromatographie unter Verwendung einer mit einem farbstoffgebundenen vernetzten Agarosege!
gefilliten Sdule unterzogen. Die eine physiologisch aktive Substanz in roher Form enthaltende waRrige Losung (anschlieBend
haufig als ,wéRrige rohe physiologisch-aktive Substanz-Lésung” bezeichnet), die fiir die Erfindung verwendet werden soll,
enthéltsowohl die oben genannten ungereinigten Human-TNF enthaltenden wéRrigen Lésungen als auch teilweise gereinigten
Human-TNF enthaltende waRrige Ldsungen.
Ein erfindungsgemaR vorgesehenes farbstoffgebundenes vernetztes Agarosegel kann durch kovalente Bindung eines
Farbstoffes als einen Liganden an ein vernetztes Agarosegel als Tréger nach einer Triazin-Kopplungsmethode von Béhme, u.a.,
(J.Chromatogr., 69, S. 209-214[1972]) hergestellt werden. Als vernetztes Agarosegel kann jedes im Handel erhiltliche vernetzte
Agarosegel, z.B. Sepharose (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine Chemicals AB, Schweden) eingesetzt werden. Als
erfindungsgemaR zu verwendender Farbstoff sind beispielsweise Cibacron Blue F3GA {Farbindexbezeichnung: Reaktivfarbstoff
Blau 2), Procion Red HE 3B {Farbindexbezeichnung: Reaktivfarbstoff Rot 120), Green A (zu beziehen von Amicon Corporation,
USA, in Form von Green A-gebundenem Agarosegel unter dem Warenzeichen ,Matrex Gel Green A“) und dergieichen
anzufiihren. Die chemischen Strukturen von Cibaron Blue F3GA und Procion Red HE 3B werden durch die folgenden Formeln (1)
bzw. (2) dargestellt, in denen sie in Form eines Cibaron Blue F3GA-gebundenen vernetzten Agarosegel {Matrex Gel Blue A) bzw.
Procion Red HE 3B-gebundenen vernetzten Agarosegels (Matrex Gel Red A) (jeweils hergestellt und vertrieben von Amicon
Corporation, USA) gezeigt werden.  ’ .
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Die farbstoffgebundenen vernetzten Agarosegele sind im Handel erhéltlich. Als Cibaron F3GA-gebundenes vernetztes
Agarosegel empfiehlt sich beispielsweise die Verwendung von Blue Sepharose CL-6 B (hergestellt und vertrieben von Pharmacia
Fine Chemical AB, Schweden), Affigel Blue (hergestel!t und vertrieben von Bio Rad Laboratories, USA}), Matrex Gel Blue A
(hergestellt und vertrieben von Amicon Corporation, USA) und dergleichen. Als das Procion Red HE 3B-gebundene vernetzte
Agarosegel empfiehit sich zum Beispiel Matrex Gel Red A (hergestelit und vertrieben von Amicon Corporation, USA) und
dergleichen. Als das Green A-gebundene vernetzte Agarosegel empfiehlt sich Matrex Gel Green A (hergestellt und vertrieben
von Amicon Corporation, USA) und dergleichen.

Das oben erlauterte farbstoffgebundene vernetzte Agarosege! wird in eine Saule eingefiillt und fir die Sdulenchromatographie
verwendet. Die erfindungsgeméaBRe S&ulenchromatographie wird wie folgt ausgefiihrt.

Die mit einem farbstoffgebundenen vernetzten Agarosegel gefiillte Siule wird mit einem 0,1 M NaCl enthaltenden Puffer
{pH-Wert 5,5 bis 6,5) ausreichend aquilibriert. Als Puffer kdnnen beispielsweise Phosphatpuffer und dergleichen verwendet
werden. Auf die in dieser Weise dquilibrierte Sdule wird eine waRrige rohe-physiologisch-aktive-Substanz-Lésung aufgebracht.
Es empfiehlit sich, den pH-Wert der wérigen rohe-physiologisch-aktive-Substanz-Lésung auf 5,5 bis 6,5 einzustellen.
AnschlieRend wird die Siule mit dem gleichen oben genannten Puffer griindlich gewaschen. Danach wird die Eluierung
vorgenommen, wobei als Eluierungsmittel ein Puffer verwendet wird, dessen Natriumchloridkonzentration héher als die des fur
die Aquilibrierung der Saule verwendeten Puffers ist, zum Beispiel ein Puffer, der 0,5M oder mehr NaCl enthélt. Alternativ kann
die Eluierung auch unter Verwendung eines Puffers mit einem pH-Wert von 8,0 oder h6her als Eluierungsmittel ausgefiihrt
werden. Auf diese Weise wird eine Fraktion gewonnen, die den Human-TNF in im wesentlichen reiner Form enthait.

Mit Hilfe des erfindungsgemaRen Verfahrens kann der Human-TNF in im wesentlichen reiner Form und in hoher Ausbeute
gewonnen werden. AulRerdem kann das farbstoffgebundene vernetzte Agarosegel im Gegensatz zu dem herkémmlichen
spezifischen antikérpergebundenen vernetzten Agarosegel wiederholt mit Erfolg unter verhaitnismaRig harten Bedingungen
dauerhaft verwendet werden. ErfindungsgemaB kann Human-TNF daher gleichbleibend im groen bei geringen Kosten
gereinigt werden. Des weiteren ist zu erwdhnen, daf die Behandiung eines fir die Sdulenchromatographie vorgesehenen
Adsorptionsmittels mit einer waRrigen alkalischen Losung zur Entfernung von Pyrogenen, die im Adsorptionsmittel enthalten
sind und unerwiinschte Verunreinigungen bei pharmazeutischer Verwendung darstellen, bekannt ist, und daf’ ebenso die
Sterilisation eines flir die Sdulenchromatographie vorgesehenen Adsorptionsmittels mit Hilfe eines Autoklaven bekannt ist.
Allérdings kann weder eine Behandlung mit einer waRrigen alkalischen Lésung noch die Sterilisation mit Hilfe eines Autoklaven
fiir ein bei herkdmmlichen Affinitits-Chromatographietechniken vorgesehenes antikérpergebundenes vernetztes Agarosegel
angewandt werden, weil es gegenuber einer alkalischen Bedingung oder Hitze nicht resistent sein kann. Im Gegensatz dazu ist
das erfindungsgemaR zu verwendende farbstoffgebundene vernetzte Agarosegel gegeniiber einer walrigen alkalischen
Lésung und Hitze resistent und kann daher der Behandlung mit einer waRrigen alkalischen Lésung unterzogen werden, so daf
Pyrogene, bei denen es sich um unerwiinschte, in dem farbstoffgebundenen Agarosegel enthaltene Verunreinigungen bei
pharmazeutischer Verwendung handelt, leicht entfernt werden kdnnen, und die Sterilisation unter Verwendung eines
Autoklaven erfolgen kann.

Der auf diese Weise gereinigte Human-TNF besitzt eine Antitumor-Aktivitat und (ibt dabei keine toxische Wirkung auf normale
Zellen aus. Zum Beispiel wird bei einem in vivo Versuch (der spater erldutert wird), bei dem Meth A Sarcom in eine Maus
transplantiert wurde, die Aktivitat bei Verabreichung von 300 Einheiten des erfindungsgemaR gewonnenen gereinigten Human-
TNF an die Maus mit {+) bewertet. Auch eine erhebliche Wachstumsinhibition oder Regression des Krebses wird nach
Verabreichung des gereinigten Human-TNF bei den M&usen, denen Colon-Karzinom Colon 26 transplantiert wurde, im Vergleich
zu den Kontrollmausen beobachtet, denen eine physiologische Kochsalzlosung injiziert worden war. AulRerdem wird die
zytotoxische Wirksamkeit des gereinigten Human-TNF gegenUber verschiedenen Krebszellen in fast der gleichen Weise wie bei
der in vitro Versuchsmethode, die spéter erldutert wird, ermittelt, nur wurden KB-Zellen (Adenocarcinom), PC-8-Zellen
{Lungenkrebs) und normale Zellen {fetale Human-Nierenzellen und fetale Human-Vorhautzellen) als Kontrollen anstelle von
L-M-Zellen verwendet und die Zellen 72 Stunden lang bei 32°C inkubiert und nicht 48 Stunden lang bei 37°C.
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Wie oben erldutert, besitzt der nach dem erfindungsgemé&Ren Verfahren gewonnene Human-TNF eine ausgezeichnete
Antitumor-Wirkung und stammt vom Menschen. Daher ist der erfindungsgemaR gewonnene Human-TNF besonders nitzlich,
wenn der Human-TNF klinisch als Antitumor-Medizin verabreicht wird.
Anschlieend wird das bei der Beurteilung der Antitumor-Wirkung des nach dem erfindungsgemafRen Verfahren gereinigten
Human-TNF angewandte Analyseverfahren ausfiihrlich erlautert.
(1) Invivo Analyseverfahren (Analysemethode unter Verwendung von Mausen, denen Meth A Sarcom transplantiert wurde)
Alsdasinvivo-Verfahren ist beispielsweise die Methode von Carswell, u.a., Proc. Nat. Acad. Sci USA, 72, (1975) 3666 zu nennen.
Das von den Erfindern angewandte Verfahren wurde durch Verbesserung der oben genannten Methoden entwickelt. Bei dem
Verfahren werden Meth A Sarcom-Zellen (2 x 10° Zellen) intradermal in jede der BALB/c-Mause transplantiert. Nach 7 Tagen
werderi M&use mit Tumoren mit einem Durchmesser von 7 bis 8mm, ohne h@morrhagische Necrose und guter Vaskularisierung
fur die Beurteilung ausgewahlt. Eine Probe des mit einer physiologischen Kochsalzlosung verdiinnten Human-TNF (0,5 ml) wird
durch die Schwanzvene jeder Maus injiziert. Die Wirksamkeit der Probe wird nach 24 Stunden nach folgendem Kriterium
bewertet:
(=):  keine Veranderung
{+):  leichte hdmorrhagische Necrose
(++): mittlere hamorrhagische Necrose (zentrale Necrose, die sich uber annéhernd 50 % dertransplantierten Tumoroberfldche
' erstreckt)
{+++):ausgeprégte hamorrhagische Necrose (massive Necrose in der Mitte des transplantierten Tumors,
wobei ein kleiner lebensfahiger Rand an der Tumorpheripherie (brig ist)

(2) Invitro Analysemethode (Analysemethode unter Verwendung von L-M-Zellen)
Als das in vitro Verfahren zur Beurteilung der Wirksamkeit von Human-TNF ist beispielsweise das Verfahren von Ruff
{Lymphokines, Bd.2, herausgegeben von E. Pick, Academic Press, N. Y. [1980] 235) und die Methode aus (J. Immunol., 126, [1981]
1279) zu erwahnen. _
Das von den Erfindern angewandte Verfahren wurde durch Verbesserung der oben genannten Methoden entwickelt. Das
erfindungsgemaRe Verfahren, bei dem die zytotoxische Aktivitat von Human-TNF gegeniiber L-M-Zellen (American Type
Culture Collection CCL 1,2) gemeéssen wird, wird wie folgt ausgefiihrt. Eine serienweise mit dem Medium und der L-M-Zellen-
Suspension (0,1ml, 1 x 10° Zellen/ml) verdiinnte Probe (0,1 ml) des Human-TNF wird in jede Vertiefung von 96-Vertiefungen-
Mikrotiter-Platten (Flow Laboratories, Inc. USA) gegeben. Als Medium diente Eagle’s minimal essentielles Medium, das 10V/V%
fetales Kalbsserum enthielt (die Zusammensetzung wird zum Beispiel in Tissue Culture, herausgegeben von Junnosuke Nakai,
u.a., Asakura Shoten, 1967 beschrieben). Die Platten werden bei 37°C 48 Stunden lang in einer 5% Kohlendioxid enthaltenden
Luft inkubiert. Nach Beendigung der Kulturperiode werden 20 ul einer 20%igen waRkrigen Lésung von Glutaraldehyd zum
Festigen der Zellen zugesetzt. Nach der Fixierung werden die Platten gewaschen und zum Trocknen stehen gelassen, und es wird
0,1ml 0,05%ige Methylenblauldsung zum Férben der lebensfahigen Zellen zugegeben. Die Platten werden griindlich zur
Entfernung von Uiberschiissigem Methylenblau gewaschen und trocknen gelassen. AnschlieRend wird 3%ige
Chlorwasserstoffsdure in jede Vertiefung gegeben, um das Methylenblau aus den gefarbten Zellen zu extrahieren. Das
Absorptionsvermdgen jeder Vertiefung bei 665 Nm wird mit Titertek Multiskan (Flow Laboratories, Inc. USA) gemessen. Das
Absorptionsvermégen ist der Anzahl von lebensfahigen Zellen proportional. Die Verdiinnung des Human-TNF, durch die das
Absorptionsvermégen der Stubstanz gleich 50% des Absorptionsvermégens der Kontroligruppe wird, der keine Probe des
Human-TNF zugesetzt worden war, wird durch ein Diagramm oder durch Berechnung erhalten. Die Verdiinnung wird als eine
Einheit (U)/ml angegeben.
(3) EiweiBbestimmung
Die EiweiBmenge wird nach einem Verfahren von Lowry, u.a., (J. Biol. Chem., 193, S.265 [1951]) bestimmt.
Die Erfindung wird anschlieBend ausfiihrlich unter Bezugnahme auf die folgenden Bezugsbeispiele, Arbeitsbeispiele und
Vergleichsbeispiele beschrieben.
Bei der praktischen Ausflihrung der Erfindung werden die Konstruktion einer Rekombinant-DNA und das Einfiigen einer
Rekombinant-DNA in einen Mikroorganismus in Ubereinstimmung mlt derin den folgenden Versuchsbenchten beschriebenen
Verfahrensweise ausgefiihrt.
(1) Yasutaka Takagi, Manuel for Genetic Engineering, Kodan-sha
(2) Yasutaka Takagi, Experimental Method in Genetic Engineering, Kodan-sha
(3) T.Maniatis, E.F.Fritsch, J. Sambrook, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, USA
{4) Ray Wu, u.a., Method in Enzymology, Bd. 101, Academic Press, USA.
AuBerdem wird die Rickgewinnung in den folgenden Beispielen und Verglelchsbetsplelen durch die folgende Gleichung
bestimmt:

Gesamtmenge (Einheiten) des

Human-TNF in der durch Reini-

gungsschritte gewonnenen Frak-

_ . tion

Riickgewinnung (%) X 100

Gesamtmenge (Einheiten von

Human-TNFin der Rohlésung

Dariber hinaus wird der Reinigungsgrad durch die folgende Gleichung bestimmt:
Spezifische Aktivitat (U/mg) von
Human-TNFin der durch die Reini-
gungsschritte gewonnenen Frak-
tion
Reinigungsgrad (Male)

Spezifische Aktivitdt (U/mg) des
Kulturextraktes



Ausfiihrungsbeispiele

In den Bezugsbeispielen und Beispielen verwendete Abkirzungen

MOPS: Morpholinopropansulfonsdure

LB Medium: Luria-Bertani Medium

DMSO: Dimethylsulfoxid

PFU: - Plaque-Bildungseinheit

EDTA: Ethylendiamintetraessigséure

SDS: Natriumdodecylsulfat

BRL: Bethesda Research Laboratories Inc.

DMT: Dimethoxytrityl

lac: Lactose

Tris: ’ Tris{hydroxymethyl)aminomethan

XAR-5: Rontgenfilm, hergestellt und vertrieben von Eastman Kodak Company, USA

1x SSC: 0,15 M NaCl + 0,015 M Natriumcitrat, pH-Wert7

2% SSC: 0,30 M NaCl + 0,030 M Natriumcitrat, pH-Wert7

3X SSC: 0,45 M NaCl + 0,045 M Natriumcitrat, pH-Wert7

5 x SSC: 0,75 M NaCl + 0,075 M Natriumcitrat, pH-Wert7

6 x SSC: 0,90 M NaCl + 0,090 M Natriumcitrat, pH-Wert7

FDSS: 50 % entionisiertes Formamid + 5 X Denhardt’s + 5 X SSPE + 0,1 % SDS + 100 /.Lg/ml denaturierte
Kalbs-Thymus-DNA

SSPE: 0,15M NaC! + 10mM NaH,PO4 + 1mMEDTA, pH-Wert7 4

SM: Phagenspeichermedium, das 5,8 g NaCl,2gMgS0; - 7 H,0, 50 mi 1 M Tris-Cl {pH-Wert 7,5) und 5 ml 2%ige

Gelatine pro Liter enthéit.
NZ-Nahrlésung: Medium, das 10g NZ-Amin,5gNaClund2g MgSO4 7H,0 enthalt(NZ—Amm ist ein Typ-A-Hydrolysatvon
Casein, hergestellt und vertrieben von Humko Sheffield Chemical Division of Kraft, Inc. USA)

iPTG: Isopropylthiogalactosid

x-gal: 5-Brom-3-chlor-3-indolylgalactosid

TAE: 0,04 M Tris-acetat (pH-Wert8,0)—0,002 MEDTA

5x Denhardt’'s  Eine wéRrige Losung, die Ficoll 1000 mg, Polyvinylpyrrolidon 1000 mg und BSA 1000 mg pro Liter enthait

Ldsung: : '

BP: Basenpaar .

Bezugsbeispiel 1 ' S R oo o : e
Schritt 1

{Herstellung von TNF aus Kaninchenserum)
Weibliche Kaninchen mjt einem Gewicht von 2,5 bis 3,0kg erhalten eine Injektion von 50 mg mit Formalin getoteten
Propionibacterium acnes (Corynebacterium parvum, Wellcome Research Laboratories, England) durch die Ohrvene. Nach acht-
Tagen werden 100 ug Endotoxin (Lipopolysaccharid von Escherichia coli 026:86, hergestellt von Difco Laboratories, USA)
gleichfalls durch die Ohrvene injiziert, und 2 Stunden spéter wird Vollblut aus dem Herzen entnommen. Dem gesammelten Blut
wird Heparinnatrium in einer Menge von 100 Einheiten je 100 ml zugesetzt. Das Blut wurde anschliefend mit 5000 U/min
30 Minuten lang unter Kiihlung zentrifugiert, um Blutzellen und uniéstiche Feststoffe zu entfernen. Als Ergebnis wird ein Plasma
(2.4 Liter) mit einer zytotoxischen Serum-TNF Aktivitdt von 3 X 10* Einheiten/ml von 40 Kaninchen gewonnen.
Schrit2 '
(Teilweise Reinigung von TNF aus Serum)
Zu dem in Schritt 1 gewonnenem Plasma (2,4 Liter) werden 24g Cellit gegeben. Das resultierende Gemisch wird eine Stunde
lang geriihrt und danach filtriert. Das Filtrat wird mit 1,2 Litern 0,04 M Tris-HCI-Puffer (pH-Wert 7,8) vermischt und danach auf
eine S&ule von DEAE-Sepharose CL-6B (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine Chemicals, Inc. Schweden) aufgegeben,
die ausreichend mit 0,04 M Tris-HCI-Puffer (pH-Wert 7,8) aquilibriert wurde. Die S&ule wird mit 0,04 M Tris-HCI-Puffer, der 0,1M
NaCl enthalt, gewaschen, und der adsorbierte TNF wird unter Verwendung von 0,04 M Tris-HCI-Puffer (pH-Wert 7,2) der 0,18 M
NaCl enthalt, eluiert. Fraktionen, die Anzeichen flr zytotoxische Aktivitaten gegentiber L-Zellen zeigen, werden durch
Ultrafiltration konzentriert. Das auf diese Weise gewonnene Konzentrat wird auf eine Sdule von Sephacryl §-200 (hergestellt und
vertrieben von Pharmacia Fine Chemicals, Inc., Schweden) aufgegeben, ausreichend mit 5mM Phsophatpuffer dquilibriert und
unter Verwendung des gleichen Puffers gel-filtriert. Die aktiven Fraktionen werden durch Ultrafiltration eingeengt, wodurch ein
.gereinigter TNF mit einer Aktivitdtvon 3,5 X 10° Einheitenund einer spezifischen Aktivitat von 18 X 10°Einheiten/mg gewonnen
wird.
Schritt 3
(Anti-TNF Antikérper)
Der teilweise in Schritt 2 gereinigte Kamnchenserum-TNFwnrd mit vollstandigem Freund s Adjuvans (1:1) gemischt und dann
subkutan in den Riicken .einer 12 Wochen alten ménnlichen BALB/c-Maus injiziert. Der obige Vorgang wird nach 2und 4 Wochen
nach der ersten Injektion wiederholt. Eine Woche nach der letzten injektion wird Vollblut entnommen. Aus dem entnommenen
Blut wird ein Serum gewonnen.
Das auf diese Weise gewonnene Serum wird dem Kulturmedium fiir die Beurteilung der zytotoxischen Aktivitat von TNF
gegenliber L-Zellen in einer solchen Menge zugesetzt, daR es 500fach in der endgliltigen Konzentration verdinntist. Die
zytotoxische Aktivitdt des Kaninchen-Serum-TNF gegeniiber L-Zellen wird bestimmt. Es wurde gefunden, daf? der
Kaninchenserum-TNF keine Zytotoxizitat gegeniiber L-Zellen aufweist. Aus dem obigen Ergebnis kann die Schlufolgerung
gezogen werden, daR das in diesem Schritt gewonnene Mauseserum einen Antikdrper gegen den Kaninchenserum-TNF
(anschlieRend als , Anti-TNF-Antikorper” bezeichnet) enthélt.




Schritt 4

(Herstellung von TNF-erzeugenden Zellen)
Einem weiblichen Kaninchen werden intravends mit Formalin getétete Zellen von Propionibacterium acnes (Corynebacterium
parvum); Wellcome Research Laboratories, England) injiziert. Sieben Tage spéater wird an dem Kaninchen eine Tracheotomie
vorgenommen, und die Lunge wird mit einer physiologischen Kochsalzlésung gewaschen, wodurch schwimmende Zellen
gewonnen werden. Die auf diese Weise gewonnenen Zellen werden mit einer physiologischen Kochsalzldsung gewaschen.
Unter Verwendung von RPMI 1640 (Flow Laboratories, Inc., USA) als Kulturmedium, das 10V/V% fetales Kalbsserum enthélt,
werden die Zellen bei 37°C in 5% Kohlendioxid enthaltender Luft inkubiert. Die Zellkultur wird in zwei Gruppen geteilt, und zu
einer Gruppe wird von Escherichia coli (Lipopolysaccharid von Escherichia coli 026:B6, hergestellt von Difco Laboratories, USA)
gewonnenes Endotoxin in einer Konzentration von 10 ug/mi zugegeben. Die gleiche Menge steriles Wasser wird zu der anderen
Gruppe gegeben. Die (iberstehende Fliissigkeit der Zellkultur, der Endotoxin zugesetzt worden war, zeigt zytotoxische Aktivitat
gegeniber L-Zellen, und die Aktivitat erreicht den Hochstwert innerhalb von sieben Stunden. Diese Aktivitit wird durch den
Anti-TNF-Antikdrper aufgeldst, jedoch nicht durch das normale M&useserum.
Dagegen zeigt die iberstehende Flussigkeit der Zellkultur, der kein Endotoxin zugesetzt worden war, keine Zytotoxnzntat
gegeniber L-Zellen.

Schritt 5

(Relative Molekiilmasse von TNF)
Zu der in Schritt 4 hergestellten Zellkultur, die den Endotoxin-Zusatz erhalten hatte, wird auRerdem radioaktives L-(**S) -
Methionin (1300 Ci/mMol, hergestellt von Amersham Industries plc, England) gegeben (1mCi/mi). Gem&R dem Verfahren von
Laemmili (Laemmli, U.K. [1970], Nature [London], Bd. 227, S.680-685) wird die (iberstehende Fliissigkeit mit Hilfe der SDS-.
Polyacrylamidgel-Elektrophorese analysiert. Die Gelkonzentration wird auf 12,5 Ma.-% eingestellt. Nach der Elektrophorese wird
das Gel mit ENHANCE® (Warenzeichen eines Produktes von New England Nuclear Inc., USA) behandelt und nach dem Trocknen
auf einem Rontgenfilm belichtet (Fuji RX, hergestellt und vertriebef von Fuji Photo Film Co. Ltd., Japan). In der iberstehenden
Flussigkeit der Zellkultur mit dem Endotoxin wurde beobachtet, daR eine Substanz mit einer relativen Molekiilmasse von {iber
17500 gebildet wurde.
Des weiteren wird die iberstehende Flissigkeit der in Schritt 4 hergestellten Zellkultur in dér gleichen oben beschriebenen
Weise der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterzogen. AnschlieRend wird das Gel in 2,5% NP40® (einem
oberflachenaktiven Mittel, vertrieben von Calblochem USA) eine Stunde lang geschdttelt und danach zwei Stunden lang in
Wasser.
Nach dem Schiitteln wird jede Wanderungsbahn durch Ausschneiden abgetrennt und zu Streifen von 2mm Breite in einer
senkrecht zur Wanderungsrichtung verfaufenden Richtung geschnitten. Jeder Streifen wird mit L-Zellen kultiviert und
zytotoxische Aktivitat gegentiber L-Zellen beurteilt. In der Bahn, auf der die das Endotoxin enthaltende tiberstehende Flassigkeit
der Zellkultur entwickelt wird, wird Zytotoxizitat gegentiber L-Zellen an einer Stelle beobachtet, die der relativen Molekiilmasse
von 17500 entspricht. An anderen Stellen ist keine Zytotoxizitdt zu beobachten. :

Schritt 6

_ (Extraktion von mRNA)

Die in Schritt 4 hergestellte Zellkultur wird nach der Zugabe von Endotoxin 2 Stunden lang inkubiert, worauf Zentrifugieren zum
Sammeln der Zellen folgt. Die Extraktion von zytoplasmatischer RNA aus den gesammelten Zellen und die Extraktion von mRNA
von der zytoplasmatischen RNA werden nach dem Verfahren von Chirgwin, u. a., (siehe Chirgwin, J.M., u.a., Biochemistry,
Bd. 18, S.5294 [1979]) vorgenommen. 4ml einer 4M Guanidinthiocyanatlésung werden zu 3 x 108 Zellen gegeben, und das
Gemisch wird mit Hilfe eines Homogenisators (Modell: AM-7, hergestellt und vertrieben von Nihon Seiki Seisakusho, Japan)
pulverisiert. Die Riicksténde werden durch Zentrifugieren entfernt, und 2,4g Cesiumchlorid werden darin gelést. Das Gemisch
wird vorsichtig in ein Polyallomer-Réhrchen gegossen, in das zuvor 2,5 ml 5,7 M Cesiumchlorid und 0,1 M EDTA- -Lésung (pH-Wert
7,5) eingeflilit worden waren, und anschlieBend mit 30000 U/min 12 Stunden lang bei 20°C unter Verwendung eines Bekcman
SW41Rotors (hergestellt und vertrieben von Beckman Instruments, USA) ultrazentrifugiert. Nach Entfernung der (iberstehenden
Flussigkeit wird das Pelletin 1m! 10mM Tris-HCl-Puffer (der 5mM EDTA und 1 Ma.-/Vol.-% SDS enthalt) geldst. Die resultierende
Ldsung wird mit einem 4:1-Vol.-Gemisch von Chloroform und 1-Butanol extrahiert. Zu der wéRrigen Phase werden
0,05 Volumen 2M Natriumacetat und 2,5 Volumen Ethanol gegeben, und das Ganze wird 2 Stunden lang bei —20°C oder langer
stehen gelassen, um dadurch RNA auszuféllen. Das Prézipitat wird durch Zentrifugieren gesammelt, getrocknet und
anschlieRend in 500 ul sterilem Wasser gelést. Als Ergebnis wird eine zytoplasmatische RNA-Ldsung gewonnen.
. Die oben gewonnene RNA-Lésung wird 2 Minuten lang auf 68°C erhitzt und danach schnell abgeschreckt. 500 uleinerzweifachen
Konzentration von 10mM Tris-EDTA-Puffer (pH-Wert 7,4) {der 1 mM EDTA, 0,1 Ma.-/Vol.-% SDS und 0,5 M Lithiumchiorid enthalt)
‘werden zu der Lésung gegeben, und das Gemisch wird auf eine 200-mg-Oligo-dT-Cellulosesiule (hergestellt und vertrieben von
Bethesda Research Laboratories Inc., USA) aufgegeben und mit 10ml des gleichen Puffers (einfache Konzentration) wie oben
beschrieben gewaschen. Das von der Séule zuriickgehaltene Material wird mit 2mi eines Eluierungspuffers, der 10mM Tris-HCI-
Puffer, pH-Wert 7,4, 1 mM EDTA und 0,1 M/Vol.-% SDS enthilt, eluiert. Dem Eluat werden 0,05 Volumen Natriumacetatiésung
und 2,5 Volumen Ethanol zugesetzt, und die Mischung wird zur Ausfallung auf —20°C abgekiihit. Das Prazipitat wird durch
Zentrifugieren gesammelt und auf die Oligo-dT-Cellulose-S&ule aufgegeben, und die auf der Oligo-dT-Cellulose adsorbierten
Fraktionen werden gesammelt. 85 ug mRNA werden zuriickgewonnen, wie durch die Ultraviolettspektrumanalyse bestimmt
wurde.

Schritt 7

(GroRenfraktionierung von mRNA)
8809 mRNA, die nach dem gleichen Verfahren wie in Schritt 6 beschrieben hergestelit wurde, werden in 250 ul Wasser gelst,
und die resultierende Losung wird auf einen 10ml 5 bis 25% linearen Sucrose-Dichtegradienten aufgebracht. Der Sucrose-
Dichtegradient wird mit Hilfe des ISCO570 Gradienters (hergestellt und vertrieben von ISCO Inc., USA) unter Verwendung von-
Tris-Pufferlésung (die 25 mM Tris-HCI {pH-Wert 7,2), 2mM EDTA und 1Ma.-/Vol.-% SDS enthalt) der 5% Sucrose bzw. 25%
Sucrose enthélt, hergestellt.
Mit Hilfe des Beckman SW41 Rotors wird die Ultrazentrifugierung mit 40000 U/min 12 Stunden lang bei 4°C vorgenommen, und
Fraktionen von je 400 | werden mit Hilfe eines Fraktion-Riickgewinnungsgerétes (hergestellt und vertrieben von Beckman
Instruments, USA) zuriickgewonnen und anschlieBend in Ethanol ausgefallt. Die ausgefillten Fraktionen werden zentrifugiert
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Schritt 8
(Versuch der Translation von mRNA) -
Die Translation von mRNA unter Verwendung von Oocyten von Xenopus laevis (biologisches Lehrmaterial von Hamamatsu)
wird nach der in den Versuchsberichten {zum Beispiel Hiroshi Teraoka, Miko Itsuki und Kentaro Tanaka, ,Protein, Nucleic acid,
" Enzyme” Genetic Engineering, Sonderausgabe, 1981, S.602) beschriebenen Verfahrensweise durchgeflihrt. Xenopus laevis
wird von biologischem Lehrmaterial von Hamamatsu bezogen. in Schritt 5 gewonnene fraktionierte mMRNA wird in sterilem
Wasser geldst, um eine Konzentration von 1ug/ul zu erzielen, und die Lésung wird in Oocyten in einer so geringen Menge von
50nl je Zelle injiziert. Die Zellen werden anschlieBend 24 Stunden lang in Barth’s Ldsung (die 7,5mM Tris-HCI [pH-Wert 7,6],
88mM NaCl, 1mM Kaliumchlorid, 0,33mM Calciumnitrat, 0,41 mM Calciumchlorid, 0,82 mM Magnesiumsulfat, 2,4mM
Natriumhydrogencarbonat, 18 U/ml Penicillin G und 18 xg/ml Streptomycin enthélt), die 1 mg/mi Rinderserumalbumin enthilt,
geziichtet. Die Oocyten werden in der Kulturfliissigkeit mit Hilfe eines Glasstabes zerstoRen. Die Kulturflissigkeit wird danach
zentrifugiert, und die iberstehende Flissigkeit wird auf zytotoxische Aktivitét gegenliber L-Zellen analysiert. mRNA wird
translatiert, um ein Polypeptid zu ergeben, das Sedimente von maximaler Aktivitat mit einer GroRe von 16S hat. Diese Aktivitat
wird durch den in Schritt 3 gewonnenen Anti-TNF-Antikérper eliminiert, jedoch nicht durch das normale Mauseserum.
Schritt 9
{Herstellung von Transformanten)
Unter Verwendung von 5ug der in Schritt 7 gewonnenen fraktionierten mRNA wird in Ubereinstimmung mit dem in
Literaturangabe (1), Seite 96, beschriebenen Verfahren eine doppelstrangige DNA erzeugt. Als die Revers-Transcriptase wird ein
Produkt von Life Science, Inc., USA verwendet. Die doppelstringige DNA wird auf einem 3,5%igen Polyacrylamidgel
groBenfraktioniert, und es wird 330ng Fraktion von ann&hernd 1000 bis 2000 BP gewonnen. Nach der in Literaturangabe (1)
beschriebenen Verfahrensweise werden 7 ng dieser Fraktion mit DesoxyC-Resten unter Verwendung von Terminal-
Desoxynucleotidyl-Transferase (hergestelit und vertrieben von Bethesda Research Laboratory Inc., USA) verléngert und mit
'56ng Plasmid pBR322 gegliiht, das mit Pst! digeriert und mit DesoxyG-Resten verléngert worden war. Das in dieser Weise
gegliihte Gemisch wird in den E.coli K-12 Stamm (HB 101, ATCC33694) zur Transformation des Stammes eingeflgt.
Infolgedessen werden 12000 Transformanten gewonnen.
Schritt 10
(Partial-Aminosiure-Sequenz von Kaninchen-TNF)
Teilweise in Schritt 2 gereinigter Kaninchen-TNF (Aktivitat: 5 X 107 Einheiten) wird der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
'zur Reinigung wie in Schritt 5 unterzogen. Ein Teil des Gels wird mit Coomassie Brilliant Blue geférbt. Ein Band wird an der einen
relativen Molekiilmasse von 17000 entsprechenden Stelle aus dem Gel ausgeschnitten und mit 1%igem
Ammoniumhydrogencarbonat extrahiert. Etwa 180 ug TNF werden als Eiweill gewonnen. i
150 g des zuriickgewonnenen TNF werden in 75 ul 1%igem Ammoniumhydrogencarbonat geldst, worauf die Zugabe von 3ug
TPCK Trypsin (hergestelit und vertrieben von Worthington Biochemical, USA) folgt. Das Gemisch wird 4 Stunden lang bei 37°C
inkubiert. Das Gemisch wird anschlieRend mit Hilfe einer Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographiesaule, die Cosmosil 5C8
(hergestellt und vertrieben von Nakarai Chemical, Ltd.) als Fiilimaterial enthalt, fraktioniert, um dadurch mit Trypsin digerierte
Fragmente zu gewinnen.
Der stark gereinigte TNF und die trypsin-digerierten Fragmente werden danach mit Hilfe einer Sephadex G-25 Séule entsalzt und
anschlieBend gefriergetrocknet. Nach der Methode von R. M. Hewick, u. a. (siehe J. Biol. Chem., Bd. 256, S.7990-7997, 1981)
werden gereinigter TNF und typsin-digerierte Fragmente jeweils der Edman-Degradation vom N-Terminal unterzogen. in jedem
Schritt freigesetzte PTH-Aminoséure wird nach dem herkémmlichen Verfahren mit Hilfe eines Hochleistungs-Chromatographie-
Modells SP8100 (hergestellt und vertrieben von Spectra Physics, USA) unter Verwendung von Solpacks ODS (hergestellt und
vertrieben von E.1.Du Pont, USA) als Sdule analysiert. Als Ergebnis wird gefunden, daR® TNF die folgende N-Terminal-
Aminosauresequenz besitzt: Ser-Ala-Ser-Arg-Ala-Leu-Ser-Asp- Lys—Pro -Leu-Ala-His-Val-Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Val-Glu-Gly-Gln-
Leu-Gin-
Eines der.trypsin-digerierten Fragmente hat die folgende N-Term|naI—Ammosauresequenz Glu Thr Pro Glu Glu Ala Glu Pro Met
Ala
Schritt 11
{Synthese von Oligodesoxynucleotid-Sonde)
Oligodesoxynucleotide, die zu der Basensequenz von mRNA komplementér sind, die von der in Schritt 10 gewonnenen
Aminosiuresequenz von Kaninchen-TNF abgeleitet wurde, werden nach dem verbesserten Phosphotriester-Verfahren
synthetisiert, Gber das der Erfinder bereits in H. lto, u.a., ,Nucleic Acid Res.”, 10, 1755-1769 (1982) berichtet hat. Bei der
Herstellung von Oligodesoxynucleotiden werden 128 von der Aminosauresequenz von Kaninchen-TNF berechnete
Oligodesoxynucleotide in fiinf Gruppen eingeteilt, und zwar in Gruppen von 16, 16, 32, 32 und 32, und werden als Mischungen
von Oligodesoxynucleotiden der jeweiligen Gruppen synthetisiert. Von den gewonnenen Oligodesoxynucleotiden der
jeweiligen Gruppen wird die Schutzgruppe nach dem herkdmmlichen Verfahren entfernt, und sie werden mit Hilfe von
Saulenchromatographie unter Verwendung von Sephadex G-50 (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine Chemicals, Inc., )
Schweden), Elektrophorese auf einem 20 Ma.-% Polyacrylamidgel, das 7 M Harnstoff enthélt, und Sdulenchromatographie unter
Verwendung von DE52 (hergestellt und vertrieben von Whatman Ltd., USA) gereinigt. Die auf diese Weise gewonnenen
Oligodesoxynucleotide der jeweiligen Gruppe werden gegen 0,1 mM Tris-EDTA-Pufferlésung dialysiert.
Jedes der gereinigten Oligodesoxynucleotide der entsprechenden Gruppe wird unter Verwendung von T4 Polygnucleotid-Kinase
{hergestelit und vertrieben von Bethesda Research Laboratories, Inc., USA) und 32-P-Adenosintriphosphat nach dem
herkdmmlichen Verfahren markiert und anschlieRend durch Sulenchromatographie unter Verwendung von DE52 (hergestelit
und vertrieben von Whatman Ltd., USA) gereinigt. Das radioaktive Material wird in einer Menge von etwa 3 X 108cpm puginjedes
der Oligodesoxynucleotide der entsprechenden Gruppe eingebaut. Die in Form einer Mischung der jeweiligen Gruppe
gewonnenen Oligodesoxynucleotid-Sonden werden wie in Tabelle 1 gekennzeichnet.
- EinTeil der Aminosauresequenz von Kaninchen-TNF, der Basensequenzvon mRNA, berechnet aus der Aminoséuresequenzvon
Kaninchen-TNF, und der Basensequenzen von synthetischen Oligodesoxynucleotid-Sonden der jeweiligen Gruppen werden in
Tabelle 1 gezeigt.
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Tabelle 1

Aminoséure- Carboxyl ’ ) Amino
sequenz terminal... Ala Met Pro Glu Ala Glu Glu ... terminal
m RNA ... XCG GTA XCC YAG XCG YAG YAG..... 5
Sonde MH 5 GC CAT MGG MTC GGC MTC MTC 3
Sonde M! 5 GC CAT NGG MTC GGC MTC MTC 3
Sonde MJ 5 GC CAT ZGG MTC AGC MTC MTC 3
Sonde MK 5 GC CAT ZGG MTC CGC MTC MTC 3
Sonde ML 5 ~ GC CAT ZGG MTC TGC MTC MTC 3
Anmerkung:

X stellt einen Ribonucleinséurerest von A, C, G oder U dar.

Y stelit einen Ribonucleinsdurerest von A oder G dar.

M stellt einen Desoxyribonucleinsdurerest von T oder C dar.

N stellt einen Desoxyribonucleinsiurerest von A oder G dar.

Z stellt einen Desoxyribonucieinsaurerest von A, C, G oder T dar.

Schritt 12

Untersuchung von Oligodesoxynucleotid)
Die nach Schritt 6 gewonnene mRNA der TNF erzeugenden Zellen wird mit einer 1M Glyoxal, 10mM NaH,PO, und 50Vol.-%
Dimethylsulfoxid enthaltenden Lésung 60 Minuten lang bei 50°C behandelt und anschlieend unter Anwendung von
Elektrophoreseauf einem 1,1 Ma.-% Agarosegel fraktioniert. Die fraktionierte mRNA wird nach den Hinweisen des Herstellers auf
ein Filter eines Transfer-Tlipfel-Gerétes vom Elektrophorese-Typ (hergestellt und vertrieben von Bio-Rad, USA) tbertragen.
Danach wird die mRNA auf dem Filter des Gerétes mit einer 5 x Denhardt’s-L6sung, die eine 5 x SSC-Lésung und 150 ug/mi
denaturierte Lachs-Spermatozoen-DNA enthélt, 2 Stunden lang bei 65°C behandelt, und anschlieBend miteiner5 X Denhardt’s-
Lésung, die 1 X 107 cpm/ml der markierten Oligodesoxynucleotide und gine 5 X SSC-Losung enthalt, 2 Stunden lang bei 50°C
behandelt. Das oben gewonnene Filter wird mit einer 6 X SSC Lésung viermal nacheinander bei Raumtemperatur, 40°C, 50°C
und 60°C gewaschen. Ein XAR-5 Réntgenfilm (hergestellt und vertrieben von Eastman Kodak Company, USA) wird mit der
Strahlung von dem Filter belichtet. Dadurch wird festgestellt, daR die durch Sonde MJ bezeichneten Oligodesoxynucleotide mit
der mRNA am stirksten hybridisiert werden, woraus sich ergibt, daB das Oligodesoxynucleotid mit einer Basensequenz, die der
mRNA vollkommen komplementér ist, in den durch Sonde MJ bezeichneten Oligodesoxynukleotiden vorhanden ist.

Schritt 13 ' k

(Klonen von TNF-Gen)
Nach der in Literaturangabe (2), Seite 162, beschriebenen Verfahrensweise werden die in Schritt 9 erhaltenen Transformanten
auf ein Zellulosefilter Gibertragen, und die DNA der Transformanten wird mit dem in Schritt 12 ausgewahlten markierten
Oligodesoxynucleotid (Sonde MJ) unter den gleichen Bedingungen wie in Schritt 12 hybridisiert (Koloniehybridisierung). Bei
der obigen Verfahrensweise werden 49 Kolonien, die mit den markierten Oligodesoxynucleotiden (Sonde MJ) stark hybridisiert
wurden, ausgewahit und weiter auf einem anderen Nitrocellulosefilter untergebracht. Danach wird unter Verwendung von
49 Kolonien weitere Hybridisierung vorgenommen, um neun Kolonien auszuwéhlen, die mit den markierten
Oligodesoxynucleotiden (Sonde MJ) stérker hybridisiert sind.
Nach dem in der Literaturangabe (1), Seite 6, beschriebenen Schnell-Plasmid-Trennverfahren werden etwa S;Lg Plasmid von
jeder der neun Kolonien gewonnen. Jedes der gewonnenen Plasmide wird unter Verwendung von Restriktionsenzymen Psti,
Taql, Rsal und Pvull (jeweils hergestellt und vertrieben von Bethesda Research Laboratories, Inc., USA) nach der im Handbuch
des Herstellers beschriebenen Verfahrensweise gespalten, worauf Elektrophorese auf einem 1Ma.-% Agarosegel folgt. Dann
werden die durch Spaltung durch die entsprechenden Restriktionsenzyme gewonnenen Fragmente hinsichtlich ihrer Lénge
verglichen,
Die Ergebnisse fiihren zu der Schlu3folgerung, daf alle den neun Kolonien entsprechenden neun Stdmme die Basensequenz des
durch Spaltung durch Pvull und Rsal gewonnenen und aus etwa 50BP bestehenden Fragments haben und daB die meisten der
neun Stamme die Basensequenz des durch Spaltung durch Rsal gewonnenen und aus etwa 200 BP bestehenden Fragments
besitzen. Mit anderen Worten, die Ergebnisse besagen, daf die neun Stdmme teilweise gemeinsam Basensequenzen besitzen.
Die Ergebnisse der Analyse mit Hilfe der Restriktionsenzyme sind die Fig. 1 wiedergegeben.
Sieben Stamme, die in der folgenden Tabelle 2 bezeichnete Plasmide enthalten, werden getrennt in 2m! LB-Medium, das
10 ug/mi Tetracyclin enthilt, geziichtet, bis die optische Dichte der Lésungen die in der folgenden Tabelle 2 angefiihrten Werte

- zeigt, worauf Zentrifugieren zur Gewinnung entsprechender Stdmme folgt. Jeder der gewonnenen Stdmme wird einzelnin 2ml

physiologische Kochsalzlésung gegeben und durch Beschallung zerrissen. Die gewonnenen Lésungen werden zentrifugiert,
und die zytotoxische Aktivitat gegeniiber L-Zellen der gewonnenen tiberstehenden Flissigkeit wird bestimmt. Die Ergebnisse
sind in der folgenden Tabelle 2 enthalten. Als Blindversuch werden die gleichen oben erlduterten Vorgénge unter Verwendung
eines Plasmid pBR322 enthaltenden Stammes wiederholt. Die Ergebnisse enthalt die folgende Tabelle 2.
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Tabelle 2
Anzahlvon gegliihten ODgoo Zytotoxische
Basenpaaren Aktivitatgegen
L-Zellen
Plasmid (Einheit/ml)
pB2-2 1400 1,369 35 '
pB2-3 . 800 ' 1,605 <10
pB2-7 . 1060 1,364 . <10
pR9 1550 1,618 <10
pR12 1400 1,458 15
pR18 1850 1,438 <10
pR25 1350 1,514 <10
pBR322 0 1,677 <10

Die zytotoxische Aktivitat gegeniiber L-Zellen wird durch Anti-TNF-Antikdrper eliminiert, aber nicht durch normales
Mauseserum. Daraus geht hervor, daf alle oben genannten neun Kolonien Plasmide haben, die fiir TNF kodierende
Oligodesoxynucleotide enthalten. )

Schritt 14

{Bestimmung der Basensequenz von fiir Kaninchen-TNF kodierender DNA)
E. coli Stimme, die die Plasmide pB2-7 und pR 18 enthalten, werden in einem Liter M9-Medium geziichtet, das in Literaturangabe
(3), Seite 440, beschrieben wird und 10 ug/m| Tetracyclin enthalt. AnschlieBend wird nach der in theraturangabe {3), Seite 90,
beschriebenen Verfahrensweise jedes der Plasmide in einer Menge von etwa 150 ug isoliert.
Die Basensequenz des Inserts jedes Plasmids wird nach dem chemischen Verfahren von Maxam-Gilbert, beschrieben in Maxam,
u.a., ,Method in Enzymology*, 55, S. 490 (1980), Academic Press, bestimmt. Von der auf diese Weise bestimmten Basensequenz
wurde ermittelt, daf sie mit den in Schritt 9 bestimmten Partial-Aminosauresequenzen Uibereinstimmt. Somit ist anzunehmen,
daB die gesamte Sequenz von TNF ermittelt ist.

Schritt 15
In diesem Schritt wird die Konstruktion eines Plasmids unter Verwendung des Rekombinatplasmids pB12 ausgefiihrt, um die
direkte Expression von TNF in E. coli unter Verwendung von lac als Promotor zu erzielen. Die Verfahren werden schematisch in
Fig.2 gezeigt. Zunachst werden 10 1.g Plasmid pR 12 mit 10 Einheiten Apal (hergestellt und vertrieben von Bethesda Research
Laboratories, Inc., USA) zwei Stunden lang bei 37°C digeriert und auf einem 4Ma.-% Polyacrylamidgel elektrophoresiert, um
630 BP-Fragmente zu isolieren. Annahernd 1 ug des Fragmentes werden durch Elektroeluierung von dem Gel isoliert. In der
gleichen Weise wie in Schritt 10 werden zwei in Fig. 2 gezeigte Oligodesoxynucleotide, und zwar 5'-
GATCCATGTCAGCTTCTCGGGCC-3' und 5'-CGAGAAGCTGACATG-3', synthetisiert. AnschlieBend wird jedes 5'-Ende der
Oligodesoxynucleotide {etwa 100 pMol) unter Verwendung von T-Polynucteotidkinase nach dem in Literaturangabe (3),
Seite 122, beschriebenen Verfahren phosphoryliert. Nach Beendigung der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit Phenol und
anschlieRend mit Chloroform extrahiert. Danach werden die gewonnenen synthetischen Oligomere mit 0,5 »g des Apal 630 BP-
Fragmentes vermischt und mit Ethanol ausgefalit.
Das Fragment wird nach der in Literaturangabe (1), Seite 37, beschriebenen Verfahrensweise mit den synthetischen Oligomeren
ber Nacht bei 4°C unter Verwendung von 10 Einheiten T,-DNA-Ligase ligiert. Nach Beendigung der Reaktion wird das
Reaktionsgemisch mit Ethanol ausgefalit und mit 20 Einheiten BamH! drei Stunden lang bei 37°C degeriert, worauf
Elektrophorese auf einem 4Ma.-% Polyacrylamidgel zur Gewinnung eines etwa 670 BP Fragmentes durch Elektroeluierung folgt.
11 handelsiibliches Plasmid pUC-8 (Katalog-Nr. 4916, hergestellt und vertrieben von P-L-Biochemicals, Inc., USA) wird mit
BamH]I digeriert und mit Phenol und anschiieRend mit Chloroform extrahiert, worauf Ethanolprézipitation zur Gewinnung eines
Vektors folgt. 0,5 ug des gewonnenen Vektors werden mit dem oben gewonnenen Fragment, das BamHI Stellen an seinen
beiden Enden besitzt und etwa 670 fiir TNF kodierende BP enthéit, unter Verwendung von T,-DNA-Ligase ligiert. Gemé&R dem in
der Literaturangabe (4), Seite 20, beschriebenen Verfahren wird E.coli unter Verwendung des oben gewonnenen Vektors
transformiert und auf einem Agarmedium, das 1mM IPTG und 0,004% (M/V) X-gal enthalt, geziichtet, um etwa 200 weil3e
Kolonien zu erhaiten. Plasmid-DNA wird aus 100 dieser Transformanten hergestellt und mit BamH| digeriert. Als Ergebnis wird
festgestellt, daR? 15 Plasmide das vorgesehene BamHI-Fragment (etwa 670 BP) enthalten. Zur Untersuchung der
Einfligungsrichtung werden die obigen 15 Plasmide mit EcoR!, das nur eine Erkennungsstelle an seinem pUC-8 hat, und Pvull,
das nur eine Erkennungsstelle an seinem etwa 670-Basenpaar-Fragmentteil hat, digeriert und auf einem 6Ma.-%
Polyacrylamidgel elektrophoresiert. Als Ergebnis wurde ermittelt, daR 7 Plasmide das aus etwa 140 BP bestehende beabsichtigte
Fragment haben und daR die Transcriptionsrichtung des lac-Promotors-an pUC-8 mit der der fiir TNF kodierenden
Oligodesoxynucleotide (ibereinstimmt.
Die DNA-Sequenzanalyse zeigt, daf diese sieben Plasmide die glelche Sequenz haben sowie die erwiinschte Nucleotidsequenz
an den Verbindungsstellen zwischen dem lac-Promotor, synthetischer DNA und cDNA.

Schritt 16
Die Konstruktion weiterer Plasmide wird unter Verwendung des Plasmlds pR 17, um die direkte Expression von TNF in E. coli zu
erzielen, unter Einsatz von lac UV 5 als Promotor ausgefiihrt. Die Verfahren sind schematisch in Fig.3 gezeigt. Zunéchst werden
10 ug des Plasmids pR 17 mit 10 Einheiten Apal (hergestellt und vertrieben von Bethesda Research Laboratories, Inc., USA) zwei
Stunden lang bei 37°C degeriert und auf einem 4 Ma.-% Polyacrylamidgel elektrophoresiert, um ein aus etwa 630 BP bestehendes
Fragment zu isolieren. Etwa 1 g des Fragmentes wird von dem Gel durch Elektroeluierung isoliert. In der gleichen Weise wie in
Schritt 10 werden zwei in Fig.3 gezeigte Oligodesoxynucleotide, und zwar 5’-AATTCATGTCAGCTTCTCGGGCC-3" und 5'-
CGAGAAGCTGACATG-3 synthetisiert. Danach wird in Ubereinstimmung mit dem in Literaturangabe (3), Seite 122,
- beschriebenen Verfahren jedes 5’-Ende der beiden Oligodesoxynucleotide (etwa 100 pMol) unter Verwendung von T;-
Polynucleotidkinase phosphoryliert. Nach Beendigung der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit Phenol und anschlie3end
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mit Chloroform extrahiert. Danach werden die synthetischen Oligomere mit 0,5 ug des zuvor gewonnenen Apal-Fragmentes
(etwa 630BP), das von dem Plasmid pR 17 hergestellt wurde, vermischt und mit Ethanol ausgefillt. Das Fragment wird mit den
synthetischen Oligomeren {iber Nacht bei 4°C unter Verwendung von 10 Einheiten T,-Ligase nach dem in Literaturangabe (1),
Seite 37, beschriebenen Verfahren ligiert. Nach Beendigung der Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit Ethanol ausgefalitund
mit 20 Einheiten EcoRI drei Stunden lang bei 37°C degeriert und anschlieend der Elektrophorese auf einem 4Ma.-%
Polyacrylamidgel unterzogen, um ein Fragment (etwa 670BP) durch Elektroeluierung zu gewinnen.
In Ubereinstimmung mit der von F.Fuller, ,Gene”, 19, S. 42-54 (1982) beschriebenen Verfahrensweise wird Plasmid pOP95-15
hergestellt. .
1 g pOP95-15 wird mit EcoRl digeriert und mit Phenol und anschlieBend mit Chloroform extrahiert, worauf Ethanolprazipitation
zur Gewinnung eines Vektors folgt. Unter Verwendung von TLigase werden 0,5 ug des gewonnenen Vektors mit dem Fragment
von {etwa 670BP) ligiert, das durch Ligation des synthetischen Oligonucieotids mit dem fiir TNF kodierenden Oligonucleotid
gewonnen wurde. In Ubereinstimmung mit der in Literaturangabe {4), Seite 20, beschriebenen Verfahrensweise wird E. coli
JM101 (ATCC 33876) unter Verwendung oben gewonnenen Vektors transformiert und auf einem 1mM IPTG und 0,004%
(M/V)X-gal enthaltenden Medium geziichtet, um etwa 150 weif3e Kolonien zu erhalten.
Plasmid-DNA wird aus 100 dieser Kolonien hergestelit und mit EcoRlI digeriert. Als Ergebnis wird gefunden, da 12 Plasmide das
verlangte EcoRI-Fragment (etwa 670 BP) enthielten. Zur Untersuchung der Einfligungsrichtung werden die obigen 12 Plasmide
mit Pvull und Pstl digeriert und auf einem 1,5 Ma.-% Agarosegel elektrophoresiert. Dadurch wurde ermittelt, da® vier Plasmide -
die verlangten Fragmente (etwa 1280 BP und etwa 2600BP) haben und daR die Transcriptionsrichtung des lac UV 5-Promotors
mit der der flir TNF kodierenden Oligodesoxynucleotide Ubereinstimmt. : ’
Die Basensequenzanalyse zeigt, daR diese vier Plasmide die gleiche Sequenz haben und daR der lac UV 5-Promotor, das
synthetische Oligodesoxynucleotid und cDNA einwandfrei miteinander kombiniert sind. Die gewonnenen Plasmide werden als
pTNF-lacUV5-1 bezeichnet.

Schritt 17 .

(Reinigung von durch E. coli erzeugtem TNF) .
E. coli Stémme, die in Schritt 16 gewonnene Plasmide enthalten, werden in 50 ml Ampicillin enthaltendem LB-Medium iiber
Nacht gezlichtet. Danach werden die Stdmme in 5 Liter, 100 ug/ml Ampicillin enthaltenides LB-Medium Gbertragen und weitere
drei Stunden lang bei 37°C geztichtet. Bis zu einer endgiiltigen Konzentration von 1 mM wird Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
{hergestellt und vertrieben von Sigma Chemical Company, Inc., USA) zugesetzt. Die weitere Zlichtung erfolgt 6 Stunden lang,
worauf Kiihlen folgt. Danach werden Stdmme durch Zentrifugieren gesammelt. In der gleichen wie in Schritt 13 beschriebenen
Weise werden die Stdmme in 5 Liter 0,04 M Tris-HCI-Pufferlésung (pH-Wert 7,8) gegeben und durch Beschallung zerteilt, um eine
Stamm-EiweiRl&sung zu erhalten. Die gewonnene Losung besitzt eine zytotoxische Aktivitat gegeniiber L-Zellen von
5 x 107 Einheiten/Liter. ,
Die gewonneng Lésung wird in der gleichen Weise wie in Schritt 2 gereinigt, um 1,2 x 10° Einheiten TNF zu gewinnen. Die
spezifische Aktivitat von TNF betrégt 6,8 X 10’Einheiten/mg.

- Schritt 18 . :

(Bewertung unter Verwendung von transplantiertem Meth A Sarcom bei Mausen)
Eine in Schritt 17 gewonnene Probe (0,2 mi) von TNF wird mit Hilfe der oben beschriebenen in-vivo-Analysemethode beurteilt.
AuBerdem werden 20 Tage nach der Injektion der Probe Untersuchungen (iber die Riickbildung von Tumoren vorgenommen,
und die Heilungsrate wird nach folgender Gleichung bestimmt: ‘ '

Anzahl der Mause, die vollstdndig vom Tumor geheilt waren

-

Heilungsrate =
Anzahl der fuir den Test eingesetzten Méuse

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 enthalten. -
Tabelle 3

Injizierte Menge von durch Anzahlderfiirden Bewertung der Aktivitat Heilungs-
E. colierzeugtem Testeingesetzten  vonProben{nach1Tag) rate
Kaninchen-TNF Mause (nach20T.)
Einheiten/Maus —+++ +++

2x10% . 5 : 001 4 5/5

Bezug

{(physiologische )

Kochsalzlésung) 5 . 500 0 0/5

Bezugsbeispiel 2

Schritt 1 .

(Transformatin von E. coli K12 Stamm MC 1061 mit pR 18, pB2-7 und pB2-2 Plasmiden)
Kolonien von E. ¢oli K12 Stamm MC 1016 werden mit jedem der Plasmide pR 18, pB2-7 und pB2-2, die in Bezugsbéispiel 1
gewonnen wurden, nach herkdmmlichen Verfahren transformiert. Spezielle Kolonien von E. coli K 12 Stamm MC 1061 werden in
LB-Medium geziichtet, bis die optische Dichte der Kulturlésung 0,3 bei 550 nm erreicht hat. 50 m! der gezlichteten E. coli Kultur
werden geerntet, mit einem 10 mM MOPS (pH-Wert 7,0) und 10mM RbCl enthaltenden 25-ml-Gemisch gewaschen undin einem
0,1M MOPS (pH-Wert 6,5}, 50mM CaCl, und 10mM RbCl enthaltenden 25-mi-Gemisch resuspendiert. Die resultierende
Suspension wird 30 Minuten lang auf Eis gekiihlt, zentrifugiert und in einem 2-mi-Gemisch des oben genannten Gemischs, das
0,1M MOPS {pH-Wert 6,5), 50mM CaCl, und 10mM RbCl enthalt, und 20 x| DMSO suspendiert. Zu einer 200-ul-Aliquote der
- resultierenden Suspension werden getrennt 104l von jeder der Plasmid-DNA-Ldsungen gegeben. Jedes der resultierenden
Gemische wird 30 Minuten lang auf Eis gekiihlt und anschiieRend 60 Sekunden lang einem Wérmeschok von 44°C ausgesetzt.
Unmittelbar darauf werden 5ml des auf 37°C vorgewarmten LB-Mediums zu jedem der erwdrmten Gemische gegeben, worauf
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eine einstiindige Inkubation bei 37°C folgt. Die gewonnenen Kulturldsungen werden jeweils zentrifugiert, um Zellpellets zu
bilden. Die iiberstehende Fliissigkeit wird verworfen, und es wird LB-Medium zugesetzt und geriihrt, um jedes der Zellpellets
wieder zu suspendieren. Jede der resultierenden Suspensionen wird auf eine LB-Agarplatte, die 30ug/ml Tetracyclin enthélt,
aufgeimpft, worauf Inkubation bei 37°C iiber Nacht folgt. Als Ergebnis werden Kolonien von tetracyclinresistenten
Transformanten gewonnen, die jeweils mit pR 18, pB2-7 und pB2-2 Plasmiden transformiert worden waren.
Schritt 2
(Herstellung von pB2-7 und pR 18 Plasmid-DNAn)
Jeder der in Schritt 1 gewonnenen und jeweils mit pB2-7 und pR 18 Plasmiden transformierten Transformanten wird
herangezogen zu (1) Vermehrung des Transformanten und Verstérkung des Plasmids; (2) Ernte und Lysis des Transformanten;
und (3) Reinigung der Plasmid-DNA, in Ubereinstimmung mit den Verfahren, die auf Seite 88 bis 96 von T.Maniatis, E.F. Fritsch
undJ.Sambrookin ,Molecular Cloning”, veréffentlich von Cold Spring Harbor Laboratory, USA beschrieben werden. Jeder der
Transformanten wird in LB-Medium eingeimpft, das 30 ug/mi Tetracyclin enthélt, und unter kraftigem Schittein bei 37°C
inkubiert. Dieser Schritt wird wiederholt, um die Vermehrung des Transformanten und die Verstarkung des Plasmids zu erzielen.
Die Transformantkultur wird durch Zentrifugieren mit 4 000g Gber einen Zeitraum von 10 Minuten bei 4°C geerntet. Die
iiberstehende Fliissigkeit wird verworfen. Das resultierende Pellet wird in 100 ml eiskalter STE (0,1M NaCl, 10mM Tris.Cl [pH-
Wert 7,8] und 1mM EDTA) gewaschen und durch Kochen in einer Lésung von 20mg/ml Lysozym in 10mM Tris-Cl, pH-Wert 8,0,
lysiert. Das viskose Produkt wird in ein Ultrazentrifugenréhrchen Gbertragen und mit 25000 U/min 30 Minuten lang bei 4°C
zentrifugiert, um eine DNA-L&sung zu gewinnen. Das Volumen der DNA-L8sung wird gemessen. Zu jedem Milliliter wird genau
1g festes Cesiumchlorid gegeben, und es wird vorsichtig gemischt, bis das gesamte Salz geldst ist. Zu je 10ml
Cesiumchloridldsung werden 0,8 ml einer Lésung von Ethidiumbromid {10mg/ml in H,0) gegeben. Die endgiiltige Dichte der
Lésung betragt 1,565g/ml. Die Cesiumchloridiésung wird in ein fiir das Zentrifugieren geeignetes Rohrchen Ubertragen, und das
{brige Réhrchen wird mit Leichtparaffindl aufgefillt. Das Zentrifugieren erfolgt mit 45000 U/min 36 Stunden lang bei 20°C, um
zwei Bénder von DNA zu gewinnen, wobei das obere Band davon aus linearer Bakterien-DNA und eingekerbter kreisformiger
Plasmid-DNA und das untere Band davon aus geschlossener kreisférmiger Plasmid-DNA besteht. Das untere Band von DNA
wird durch eine subkutane, in der Seite des Rdhrchens eingefiihrte Nadel in ein Glasréhrchen Ubertragen. Das Ethidiumbromid
wird entfernt, und die waRrige Phase wird gegen TE-Puffer dialysiert. Die Plasmid-DNA-Losung wird mit RNase behandeit und
mit einem gleichen Volumen von dquilibriertem Phenol extrahiert. Die wiéRrige Phase wird auf eine in TAE {pH-Wert 8,0) und
0,1% SDS aquilibrierte Sdure von Bio-Gel A-150 aufgegeben. Die DNA in der Saule wird gewaschen, und ein Behélter von TE mit
0,1% SDS wird zum Sammeln von Fraktionen angebracht. Die Fraktionen werden mit Ethanol ausgefallt, um eine reine Plasmid-
DNA zu gewinnen. ‘
Durch Ausfiihrung der obigen Verfahren werden 250 g reine pB2-7-Plasmid-DNA und 134 ug reine pR 18-Plasmid-DNA
gewonnen,
Schritt 3
(Einkerb-Translation von reinen pB2-7- und pR 18-Plasmid- DNAn)
Von der reinen, in Schritt 2 gewonnenen pB2-7-Plasmid-DNA werden 40 ug genommen, mit Pstl-Restriktionsenzym digeriert
und der Elektrophorese durch ein 4%iges Acrylamidge! unterzogen. Nach der Elektrophorese wird die DNA geférbt, und das
erwlinschte Band wird ausgeschnitten, um einen Pstl-Insert zu isolieren.
Unter Verwendung von 500 ng des isolierten Pstl-Inserts wird die Einkerb-Translation in der Weise nach Maniatis, T., u.a., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 72, 1184 (1975) ausgefiihrt. Fiir die Einkerb-Translation wird das von Bethesda Research Laboratories Inc.
USA erzeugte und vertriebene Nick Translation Kit verwendet, und 80 pMol radioaktives dCTP werden in ein 25-ul-
Reaktionssystem (mit 400 Ci/mMol) gegeben. Zu einer Mischung, bestehend aus:
2,5 ul Losung A (dNTP’s Losung)
2,5 ul Lésung B (500ng Test-DNA, namhch Pstl-Insert)
5 wlheiem dCTP (3200 Ci/mMol)
1,3 ul kaltem dCTP (65 pMot, 50 pMol/ul dCTP)
11,2 ul Lésung E (H,0)

22,5 ul (insgesamt)
werden 2,5ul Ldsung C (DNase, DNA Polymerase |) gegeben, und die Umsetzung wird 60 Minuten lang bei 15°C vorgenommen.
Dann wird Lésung D (Stopp-Puffer) zu dem resultierenden Gemisch gegeben, um die Reaktion zu stoppen. Weiterhin wird
Trager-TRNA zugesetzt, zweimalige Prézipitation in Ethanol vorgenommen und in 500 ul Wasser gelost Die spezifische Aktivitat
je ug DNA betragt 9,3 x 107 cpm.
Mit der reinen, in Schritt 2 gewonnenen pR 18-Plasmid-DNA werden gleichfalls die oben beschriebenen Verfahren zur Einkerb-
Translation ausgeflihrt. Die spezifische Aktivitat je ug DNA betragt 7 X 107 cpm.

Schritt 4

(Herstellung von Rsal-Insert-Fragment von pR 18-Plasmid-DNA)
80 ug der pR 18-Plasmid-DNA werden mit Rsal Restriktionsenzym digeriert und der Elektrophorese durch ein 4%iges
Polyacrylamidgel unterzogen. Die folgenden verlangten Bander von Inserts werden ausgeschnitten und mit Hilfe der BND-Saule
gereinigt: :
-etwa 640 BP 3,77 ug (Riickgewinnung 52 %)
etwa 175BP 1,77 ug (Rickgewinnung 50%)
Der obige etwa 640-BP-Insert wird als 3'-Fragment von pR 18 bezeichnet (das bedeutet 3'- untranslatierte Region von pR 18) und
der obige etwa 175-BP-Insert wird als pR 18-cfr bezeichnet (das bedeutet Kodierungsregion von pR18).
Weiterhin werden die obigen Verfahren unter Verwendung von Pstl und Mstl| Restruktlonsenzymen anstelle von Rsal
Restriktionsenzym wiederholt, um folgendes Band zu gewinnen:
etwa 450BP 3,65 ug (Rickgewinnung 60%)
Der obige Insert wird als 5'-Fragment von pR 18 bezeichnet.
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Schritt 5 .
(Isolierung des Human-Genom-TNF-Gens)
Der in Schritt 3 von Bezugsbeispiel 1 gewonnene *P-markierte Plasmid pB 2-7-insert wird als Hybridisierungssonde zum
Screenen von 105-Plaques der Bakteriophage Charon 4A/Human-Genom- -Sammiung verwendet, hergestellt durch Insertion in
die Charon 4 A EcoRl-Ligationsstelle (Blattner, u.a., ,Science” 196, 161 [1977]) gréRenbestimmter Fragmente von teilweise
digerierter Human-DNA (Maniatis, u.a., ,Cell” 15, 687 [1978]). Es wird das Plaque-Hybridisierungsverfahren von Benton und
Davis (Benton und Davis, , Science”, 196, 180 [1977]) angewandt. Da nicht alle Bakteriophagen in der Ausgangskultur das
erforderliche genetische Material zur Herstellung von Human-TNF besitzen, wird eine Sonde verwendet, die eine mit dem
Kaninchen-TNF-Gen komplementére Basensequenz besitzt. DNA von Phagenplaques mit dem erforderlichen genetischen
Material erhielten die radioaktive Sonde und wurden anhand ihrer Radloaktlvxtat identifiziert. Neun Hybridisierungsplaques
wurden aus der Sammlung isoliert.
Die Verfahren und Bedingungen sind wie folgt
1) Anzahl von Plaques:
~1 % 10%Plaques (~4 x 10* Plaques/@ 150mm Platte X 25)
2) Ubertragung auf Nitrocellulosefilter:
(siehe Benton und Davis, Science, 196, 180 [1977])
3) Hybridisierung:
Zugabe von 1,25 x 10%cpm/mi pB2-7- lnsert Sonde, hergestellt in Schritt 3 von Bezugsbelsmel 2 42°C,19/2h
4) Waschen:
2 X SSC—0,1% bei Raumtemperatur,
Eintauchzeit | 10min x 4
1 x SSC—0,1% SDS bei 50°C
Eintauchzeit 30min x 2
5) Belichtung:
XAR-5 (Eastman Kodak Company, USA)
—80°C, 2 Verstérkerfolien, 33h
Bei dem obigen Screenen werden 12 in Frage kommende Stdmme gewonnen. In der gleichen oben erlduterten Weise wird ein
zweites Screenen zur Gewinnung von neun Stdmmen ausgefiihrt, die das vorgesehene Fragment enthalten. Unter Anwendung
dieser Stdmme wird ein drittes Screenen in der gleichen oben erwéhnten Weise ausgefiihrt, um neun Stamme zu erhalten, die
das vorgesehene Fragment enthalten. Unter Anwendung der gewonnenen Stamme wird ein viertes Screenen vorgenommen,
um zu bestétigen, dal die neun Stdmme das vorgesehene Fragment enthalten. Die neun, das vorgesehene Fragment
enthaltenden Bakteriophagen werden als HG-1 bis HG-9 bezeichnet.
Schritt 6
) (Isolierung von Kaninchen-Genom-TNF-Gen)
Das in Schritt 5 von Bezugsbeispiel 2 beschriebene Verfahren wird im wesentlichen wiederholt mit dem Unterschied, daR 108
Plagues von Bakteriophage Charon 4A/Kaninchen-Genom-Sammlung, die unter Verwendung von digerierter Kaninchen-DNA
hergestellt wird (Maniatis, u.a., Cell, 15, 687 [1978]}, anstelle von digerierter Human-DNA verwendet wird. 6,7 x 10° Plaguesvon
Bakteriophage Charon 4A/Kaninchen-Genom-Sammlung werden anstelle von 10° Plaques der Bakteriophage Charon
4A/Human-Genom-Sammlung verwendet. Dabei werden zwei Bakteriophagenstimme (RG-1 und RG-2) gewonnen, die das
Kaninchen-Genom-TNF-Gen enthalten. ’
Schritt 7
(Southern Tlpfelanalyse von Humanklonen)
Unter Verwendung der in Schritt 5 von Bezugsbeispiel 2 gewonnenen Bakteriophagen HG-3, HG-6 und HG-7 wird DNA von jedem
- Bakteriophagen nach den folgenden Verfahrensweisen gewonnen.
6 x 10'° Zellen von E. coli LE 392 (Wirtszelle) werden in 18 mI SM suspendiert, und 3 x 10° PFU von Bakteriophage HG-3 werden
zugegeben, so daB die E. coli 20 Minuten lang bei 37°C infiziert werden kénnen. Danach wird die gewonnene Mischung zu
3 Litern NZ-Nahrldésung gegeben, und die Kultur wird 23 Stunden lang bei 37°C geschiittelt. 60mI CHCl; werden der Mischung
zugesetzt, und die Kuktur wird weitere 30 Minuten lang geschiittelt. NaCl wird zu der Mischung bis zu einer endgiltigen
Konzentration von 1M gegeben, das Gemisch wird 15 Minuten lang stehen gelassen, worauf Zentrifugieren zur Gewinnung der
iberstehenden Flissigkeit folgt. AnschlieRend wird Polyethylenglycol (relative Molekiiimasse: etwa 6000) zu der Mischung
gegeben, so daf die Konzentration von Polyethylenglycol 10% (M/V) erreicht, und es folgt eine Abstehzeit von 22 Stunden bei
4°C. Bakteriophagen werden durch Zentrifugieren gesammelt. Die gewonnenen Bakteriophagen werden in 28mi SM )
suspendiert, und ein gleiches Volumen von CHCI; wird zugegeben. Nach einer Rithrzeit von 30 Sekunden mit Hilfe eines Vortex
wird das Gemisch zur Gewinnung der wéRrigen Phase zentrifugiert. Der waRrigen Phase wird SM zugegeben, so dald die
Gesamtmenge 30ml erreicht. 26,4g CsCl werden zu der gewonnenen Mischung gegeben und vorsichtig gelést, worauf
Ultrazentrifugieren (456000 U/min, 20 Stunden) zur Gewinnung von Bakteriophagen in Form eines Bandesfolgt. Das gewonnene,
Bakteriophagen enthaltende Gemisch wird gegen 10mM NaCl — 50 mM Tris (pH-Wert 8) — 10mM MgCl, dialysiert. Danach
werden EDTA, Proteinase K und SDS zu dem Gemisch gegeben, so daR ihre Konzentrationen 20mM, 50g/mi bzw. 0,5% (M/V) -
betragen. AnschlieRend wird das Gemisch von Phenol und CHC!; (1:1 Volumen) und dann mit CHCl; extrahiert. Die gewonnene
wéRrige Phase wird gegen 10mM Tris (pH-Wert 8) — 1mM EDTA dialysiert. Die Ultraviolet- -Absorptionsmessung der
gewonnenen wéBrigen Phase zeigt, daR? reine DNA des Bakteriophagen HG-3 gewonnen wurde.
Im wesentlichen werden die gleichen Verfahrensweisen wie hinsichtlich der Herstellung von DNA des Bakteriophagen HG-3
beschrieben wiederholt, um DNAn von Bakteriophagen HG-6 und HG-7 zu gewinnen.
Auf diese Weise werden 2920 ug HG-3, 1100 ug HG-6 und 819 ug HG-7 gewonnen.
In Ubereinstimmung mit der Southern-Methode (E. M. Southern, J. Mol. Biol., 98, 503 [1975]), wird die Southern Tiipfelanalyse
der gewonnenen DNAn durchgefiihrt. Die Verfahren und Bedingungen sind wie folgt:
1) DNA:
. HG-3825ng je
Hg-6 935 ng je
Hg-7 685 ng je
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2) Digestion mit verschiedenen Restriktionsenzymen:
10 Einheiten BamH]I, 10 Einheiten EcoRI
10 Einheiten BamH! + 10 Einheiten EcoRI
10 Einheiten Hindlll
10 Einheiten Hindlll + 10 Einheiten EcoRl
10 Einheiten Pvull
37°C,3h
3) Elektrophorese:
0,8% Agarosegel
TAE
28VY,15,5h o
4) Ubertragung auf Nitrocellulosefilter:
(siehe E.M. Southern, J. Mol. Biol., 98, 503 [1975])
5) Préhybridisierung:
30mi FDSS
42°C,6h
6) Hybridisierung:
5'-Fragment (1 x 10%cpm/ml) von pR 18 (hergestellt in Schritt 4 von Bezugsbeispiel 2)
42°C, 14h
7) Waschen:
2 X SSC—0,1% SDS bei Raumtemperatur
Eintauchzeit | 10min X 4
1 X SSC—0,1% SDS bei 50°C
Eintauchzeit 30min x 2
8) Belichtung: v
XAR-5 (Eastman Kodak Company, USA)
—80°C, 2 Verstarkerfolien, 14h
Die Ergebnisse der Hybridisierung sind in Tabelle 4 enthalten.

Tabelle 4
Enzym Klon Hybridisierungs-Fragmentgréfie
: (Bakteriophage) mit Sonde (pR 18) :
5-Ende 3'-Ende
HG-3 6,7kb -
BamHI -6 ’ 11,2kb -
: -7 9,2kb “—
BamH!. HG-3 2,9kb «
+ -6 2,9kb <«
EcoR! -7 2,9kb “«—
HG-3 2,9kb <
EcoRl -6 2,9kb «—
-7 2,9kb «
Hindlll HG-3 A 29kb -
+ -6 - 2,9kb <«
EcoRlI -7 2,9kb -
HG-3 9,7kb -
Hindlll -6 4,1kb «—
o7 9,7kb «
HG-3 2,2kb 0,9kb
Pvull -6 1,9kb 0,9kb
-7 2,2kb

o
<
[{=]
~
1o

Anmerkung: Das Symbol ,<" bedeutet, dal das gleiche Fragment hybridisiert.

Schritt 8 .

{Southern Tlpfelanalyse von Kaninchenklonen)
Im wesentlichen werden die gleichen Verfahrensweisen wie in Schritt 7 von Bezugsbeispiel 2 wiederholt, nur dal? jede der
Bakteriophagen RG-1 und RG-2 anstelle jeder der Bakteriophagen HG-3, HG-6 und HG-7 verwendet werden. Damit wird die
Southern-Tiipfelanalyse vorgenommen. Als Ergebnis zeigt sich, dal pR18 5'-Fragment mit einem einzigen Bandfragment von
Fragmenten hybridisiert wird, die durch Spaltung von RG-1 und RG-2 mit jeweils BamH|, EcoRI, Bglil, Hindl!l und BamH! + EcoRl
gewonnen wurden. ‘ ‘
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Schritt 9
(Konstruktion von Bakterioklonen, die Human-Genom-TNF-Gen enthalten)
Es wird das Verfahren von Landy, u.a. (Biochemistry, Bd. 13, 2134 [1974]) zur Gewinnnung von DNA von HG-3 angewandt, wie
sieim obigen Schritt 5 erhalten wurde. 33 ug der resultierenden HG-3 DNA werden mit 80 Einheiten von EcoR! bei 37°C 3 Stunden
lang digeriert. Das Digest wird auf 1%igem niedrigschmelzendem Agarosegel elektrophoresiert (Bedingungen: 1x TAE, 20V,
14,5h). Das 2,9-KB-Band wird nach der Beschreibung von T.Maniatis (Molecular Cloning, Cold Harbor Spring Laboratory, §.377
[1981]) von dem Agarosegel isoliert. Das ausgeschnittene Gel des 2,9-KB-Band-Abschnittes wird speziell 15 Minuten lang auf
65°C erhitzt. Das EcoRI-gespaltene HG-3-Fragment mit einer Ladnge von 2,9KB (anschlieBend héufig als ,HG-3/EcoRI-2,9-KB-
Fragment” bezeichhet) wird durch dreimalige Extraktion mit Phenol und anschlieBend dreimalige Extraktion mit Ether von dem
geschmolzenen Gel zurlickgewonnen und anschlieBend mit Ammoniumacetat enthaltendem Ethanol ausgeféllt. Dadurch
werden 637 ng (Ausbeute: etwa 30%) HG-3/EcoRI-2,9-KB-Fragment gewonnen.
255ng des oben gewonnenen Fragmentes werden mit 56,5 ng EcoRl-gespaltenem pUC 13 (J. Messing, Methods in Enzymology,
Bd. 101, 20 [1983]) unter Verwendung von 2,5 Einheiten von T,-Ligase 20 Stunden lang bei 4°C ligiert.
E. coli K12 Stamm JM 83 wird unter Verwendung des oben gewonnenen Ligationsproduktes transformiert. Der E. coll K12
Stamm JM 83 wird speziell in LB-Medium geziichtet, bis die optische Dichte der Nahridsung 0,3 bei 550 nm erreicht. 50m! der
geziichteten E. coli K12 Stamm JM 83 Kultur werden gesammelt, mit 25ml von 10mM MOPS (pH-Wert 7,0) — 10mM RbCl
gewaschen und erneutin 26ml 0,1 M MOPS (pH-Wert 6,5) — 50 mM CaCl, — 10mM RbCl suspendiert. Die Suspension wird
30Minuten lang auf Eis gek(ihlt, zentrifugiert und erneut in einer Mischung von 2mi 0,1 M MOPS (pH-Wert 6,5) — 50 mM CaCl,—
10mM RbCl und 30 u! DMSO suspendiert. Zu 203 ul der Suspension werden 10 ul einer waBrigen Ligationsprodukt!dsung
gegeben, die 10ng des Ligationsproduktes enthalt. Die Mischung wird 30 Minuten lang auf Eis gekiihlt und danach 60 Sekunden
lang auf40°C erhitzt. Unmittelbar danach werden 5ml auf 37 °C vorgewérmte LB-Nahridsung zu dem erhitzten Gemisch gegeben,
worauf eine einstiindige Inkubation bei 37°C folgt. Die gewonnene Kulturnahrlésung wird zentrifugiert, und die (iberstehende
Flussigkeit wird entfernt. Zu dem resultierenden Zellpellet wird ein LB-Medium gegeben und dann auf eine 30 ug/mi Ampiciliin
und 40 ug/ml X-gal enthaitende LB-Platte aufgeimpft. Den E. coli K12 Stamm JM 83 enthaltende Kolonien, die mit den den Insert
enthaltenden Plasmiden transformiert wurden, sind weif3, wéhrend die E. ¢oli K12 Stamm JM83 enthaltenden, die nur mit dem
Ptasmid transformiert wurden, blau sind. Die gewonnenen weilRen Kolonien werden wieder auf eine 30 ug/ml Ampicillin und
40 ug/ml X-gal enthaltende LB-Platte zur Bestétigung aufgeimpft.
Von den oben gewonnenen weil3en Kolonien werden zehn Kolonien (Bakterienklone) ausgewéhlt und unter Anwendung einer
Mini-Prap-Technik gescreent.
Jede Kolonie wird iber Nacht in 30;;.g/ml Ampicillin enthaltendem LB-Medium gezlichtet. Die gewachsenen Zellen werden
gesammeltund in einer Losung, die 2mg/ml Lysozym —50mM Glucose — 10mM EDTA—25mM Tris-HCl {pH-Wert 8,0} enthalt,
suspendiert. Die Suspension wird 5 Minuten lang bei Raumtemperatur stehen gelassen, worauf die Zugabe von 2001 0,2N
NaOH—1% SDS folgt. Nach langsamem Rihren bleibt die Suspension 2min bei Raumtemperatur stehen. AnschlieBend werden
150 ul 3M Natriumacetat (pH-Wert 5,2) zugegeben, worauf eine Abstehzeit von 10min bei —20°C vorgesehen ist, auf die ,
Zentrifugieren von 15 min zur Riickgewinnung der resultierenden liberstehenden Flissigkeit folgt. Der Gberstehenden Flissigkeit
werden 900 ul kaltes Ethanol zugesetzt, worauf Zentrifugieren (iber einen Zeitraum von 5min zur Gewinnung des resultierenden
Préazipitats folgt. Das gewonnene Préazipitat wird mit 70%igem Ethanol gewaschen und zur Gewinnung einer Plasmid-DNA
getrocknet. Durch das oben erlauterte Verfahren werden zehn Plasmid-DNAn gewonnen.
Jede Plasmid-DNA wird in 10mM Tris — 0,1 mM EDTA (pH-Wert 8,0) geldst, mit EcoRl digeriert und zur Restriktionsanalyse
elektrophoresiert. Die Bedingungen fiir die Digestion und Elektrophorese sind wie foigt:
Digestion: Plasmid-DNA-Ldsung, ein Fiinftel der oben hergesteliten Menge; EcoRlI, 3 Einheiten; 37°C;.1/2h.
Elektrophorese: 1%iges Agarosegel; 1x TAE; 120V, 2h.
Die obige Restriktionsanalyse zeigt, dald acht von zehn Klonen positiv sind. Das heif3t die acht Klone haben 2,9-KB-Fragment. Von
den acht positiven Klonen wird ein Klon ausgewahit und als E. coli Stamm JM83 (pHGE) (ATCC 39656) bezeichnet.
Im wesentlichen werden die gleichen Verfahren wie oben in Schritt 2 zur Herstellung von 1,89 mg pHGE DNA wiederholt, nur da.
E. coli K12 Stamm JM 83 (pHGE) anstelle von pB2-7 und pR 18 aufweisenden E. coli verwendet wird.
Schritt 10
(Subklonen von EcoRl-gespaltenem RG-1) ‘
30 g im obigen Schritt 6 hergestelites RG-1 werden mit EcoRl digeriert. Aus dem resuitierenden Fragmentgemisch wird das
Fragment mit einer Lange von etwa 3,5KB in im wesentlichen der gleichen Weise wie oben in Schritt 9 zurlickgewonnen, nur
werden dafiir das oben hergestellte Fragmentgemisch und 0,8%iges niedrig-schmelzendes Agarosegel eingesetzt. Auf diese
Weise wird 1,0 ug EcoRI-gespaltenes RG-1 Fragment (etwa 3,5 KB) gewonnen. Das oben gewonnene EcoRl-gespaltene RG-1
Fragment (3,5KB) wird an EcoRl-digeriertes pUC13 in im wesentlichen der gleichen Weise wie in Schritt 9 oben ligiert, nur wird
das oben gewonnene EcoRl-gespaltene Fragment (3,5 KB) anstelle von EcoRl-gespaltenem HG-3 Fragment (2,9 KB) verwendet.
Die Transformation von E. ¢oli K12 Stamm JM83, das Screenen von Bakterienklonen, die Digestion von Klonen und die
Elektrophorese werden in im wesentlichen der gleichen Weise wie in Schritt 9 ausgefiihrt, nur wird das oben gewonnene
Ligationsprodukt verwendet. Der gewonnene Klon wird als E. coli K12 Stamm JM 83 (pRGE) (ATCC 39655) bezeichnet.
Im wesentlichen werden die gleichen Verfahrensweisen wie im obigen Schritt 2 zur Herstellung von 1,70mg pRGE DNA
“wiederholt, mit dem Unterschied, daf’ E. coli K12 Stamm JM 83 (pRGE) anstelle von pB2-7 und pR-18 verwendet wird.
Schritt 11 '
{Restriktionsenzymanalyse von pHGE Plasmid DNA) .
Die Restriktionsenzymanalyse von pHGE Plasmid DNA, die im obigen Schritt 9 gewonnen wurde, wird nach dem von Manlatls
{Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, 98 [1982]) beschriebenen Verfahren vorgenommen.
Die angewandten Verfahrensweisen und Bedingungen sind wie foigt.
1) Digestion von pHGE DNA mit EcoRlI:
18,6 ug pHGE DNA
64 Einheiten EcoRl
37°C, 2h
2) Ethanolprézipitation: Prézipitat



3) Zugabe von destilliertem Wasser zum Prazipitat:

Herstellung von 1ug/ul EcoRl-gespaitenem pHGE Stamm

Digestion mit verschiedenen Restriktionsenzymen:

1 g pHGE/EcoRI

Restriktionsenzym: 5 Einheiten Pvull, 5 Einheiten Pvull + 10 Einheiten Rsal, 10 Emhe|ten Rsall, 4 Einheiten Mstll, 3 Einheiten

Aval, 9 Einheiten Pstl

37°C, 2h

Elektrophorese:

2%iges Agarosegel, 1 X TAE,

28V, 14,5h

Ubertragung auf Nitrocellulosefilter:

{siehe E.M.Southern, J. Mol. Biol., 98, 503 [1975])

Erste Préhybridisierung:

30m| FDSS
42°C, 6h
8) Erste Hybridisierung:

5'-Fragment (5 x 10*cpm/ml) von pR 18 (hergestellt im obigen Schritt 4)

42°C, 14h
Waschen:

2 x SSC—0,1% SDS, bei Raumtemperatur :

Eintauchzeit 10 min X 4

1 x SSC—0,1% SDC bei 50°C

Eintauchzeit 30min x 2
10) Belichtung:

'~ XAR-5 (Eastman Kodak Company, USA)

—80°C, 2V Verstarkerfolien, 17,5h
11) Auswaschen:

0,5M NaOH — 1,5M NaCl (Eintauchzeit: 1 min)

0,5M Tris — 1,56 M NaCl (Eintauchzeit: 1min)

3 x SSC (Eintauchzeit: 1min)
12) Belichtung:

In der gleichen Weise wie oben unter 10) ausgefiihrt, nur betrégt die Belichtungszeit 19h.
13) Zweite Prahybridisierung:

In der gleichen Weise wie oben unter 7)
14) Zweite Hybridisierung:

pB2-7 Insert (hergestellt im oblgen Schritt 3)

42°C,16,5h
15) Waschen:

In der gleichen Weise wie oben unter 9)
16) Belichtung:

In der gleichen Weise wie oben unter 10), nur betrug die Belichtungszeit 19,5h
17) Auswaschen:

In der gleichen Weise wie oben unter 11)
18) Belichtung:

In der gleichen Weise wie oben unter 10), nur betrug die Belichtungszeit 20h
19) Dritte Prahybridisierung:

In der gleichen Weise wie oben unter 7)
20) Dritte Hybridisierung:

3'-Fragment (4,5 X 10°cpm/ml) von pR 18 (Hergestellt im obigen Schritt 4), 42°C, 15h
21) Waschen:

In der gleichen Weise wie oben unter 9}

" 22) Belichtung:

In der gleichen Weise wie oben unter 10).

Die Ergebnisse der Restrlktlonsenzymanalyse werden in Fig.4 gezelgt
Schritt 12
(Restriktionsenzymanalyse von pRGE Plasmid DNA)

“In im wesentlichen der gleichen Weise wie im obigen Schritt 11 wird die Restriktionsenzymanalyse von im obigen Schritt 10
hergestellter pRGE Plasmid DNA vorgenommen, nur wird pRGE Plasmid DNA anstelle von pHGE Plasmid DNA verwendet. Die
Restruktionskarte des gewonnenen pRGE DNA Inserts wird in Fig. 5 gezeigt.

Schritt 13

(Bestimmung von Basensequenzen von Kaninchen-TNF-Gen und Human-TNF-Gen)
Im wesentlichen werden die gleichen Verfahrensweisen wie im obigen Schritt 2 wiederholt, nur werden im obigen Schritt 9
gewonnener E. coli K12 Stamm JM 83 (pHGE) und im obigen Schritt 10 gewonnener E. coli K12 Stamm JM 83 (pRGE) anstelle von
E. coli K12 Stamm MC 1061 mit pB-27 und E. coli K12 Stamm MC 1061 mit pR 18 verwendet. Dadurch werden jeweils 150 ug pRGE
Plasmid DNA und pHGE Plasmid DNA gewonnen.
Die Basensequenzen von pRGE und pHGE werden nach dem Maxam-Gilbert-Verfahren (Maxam, u.a., Methods in Enzymology,
Bd.55, 490 [1980], veroffentlicht von Academic Press) bestimmit.

4
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Die in Bezugsbeispiel 2 bestimmte Basensequenz von pR-18 wird mit der oben bestimmten von pRGE verglichen, um die
Struktur, einschlieRlich Exon und Intron, von Kaninchen-TNF-Gen zu ermitteln. Die Struktur von pRGE DNA Insert wird in Fig.5
gezeigt. AnschlieBend wird die Basensequenz von pRGE mit der von pHGE verglichen, um die Homologie und
Konsensussequenzum die Grenze zwischen Intron und Exon zu untersuchen. Dadurch wird die Struktur, einschlieflich Exon und
Intron, des Human-TNF-Gens ermittelt. Die Struktur von Human-TNF-Gen wird in Fig.4 gezelgt das Substanz-Gen wird in Fig.4
(?, Fig.5?) gezeigt.

Die flir Kaninchen-TNF und Human-TNF kodierende oben gewonnene Basensequenz wird anschheBend dargestellt. Bei den
Basensequenzen zeigen die oberen Reihen die fiir Kaninchen-TNF (R) kodierende Basensequenz und die untere Reihe die fiir
Human-TNF (H) kodierende Basensequenz.

R TCA GCT TCT CGG GCC CTG AGT .GAC AAG CCT CTA GCC CAC CTA GTA

H TCA TCT TCT. CGA ACC CCG AGT GAC AAG CCT GTA GCC CAT GTT GTA

'R GCA AAC CCG CAA GTG GAG GGC CAG CTC CAG TGG CTG AGC CAG CGT
H GCA AAC CCT CAA GCT GAG GGG CAG CTC CAG TGG CTG AAC CGC CGG

R GCG AAC GCC CTG CTG CGC AAC GGC ATG AAG CTC ACG GAC AAC CAG
H GCC AAT GCC CTC CTG GCC AAT GGC GTG GAG CTG AGA GAT AAC CAG

R CTG GTG GTG CCG GCC GAC GGG CTG TAC CTC ATC TAC TCC CAG GTT
H CTG GTG GTG CCA TCA GAG GGC CTG TAC CTC ATC TAC TCC CAG GTC

R CTC TTC AGC GGT CAA GGC TGC CGC TCC ... TAC GTG CTC CTC ACT
H CTC TTC AAG GGC CAA GGC TGC CCC TCC ACC CAT GTG CTC CTC ACC

R CAC ACT GTC AGC CGC TTC GCC GTC TCC TAC CCG AAC AAG GTC AAC
H CAC ACC ATC AGC CGC ATC GCC GTC TCC TAC CAG ACC AAG GTC AAC

R CTC CTC TCT GCC ATC AAG AGC CCC TGC CAC CGG GAG ACC CCC GAG
H CTC CTC TCT GCC ATC AAG AGC CCC TGC CAG AGG GAG ACC CCA GAG

R GAG GCT GAG CCC ATG GCC TGG TAC GAG CCC ATC TAC CTG GGC GGC
H GGG GCT GAG GCC AAG CCC TGG TAT GAG CCC ATC TAT CTG GGA GGG

R GTC TIC CAG "TTG ‘GAG AAG GGT GAC CGG CTC AGC ACC  GAG GTC AAC
H GTC TIC CAG CTG GAG AAG GGT GAC CGA CTC AGC GCT GAG ATC AAT

R CAG CCT GAG TAC CTG GAC CTT GCC GAG TCC GGG CAG GTC TAC TIT
H CGG CCC GAC TAT CTC -GAC TIT GCC GAG TCT GGG CAG GTC TAC TIT

R GGG ATC ATT GCC CTG
GGG ATC ATT GCC CTG

Anmerkung: Das Symbol ,...” bedeutet, daB dieser Abschnitt in der Basensequenz fiir die Kaninchen-TNF kodierender DNA Null ist, und daher sind
zwei Kodone neben diesem Symbol an dessen beiden Seiten direkt verbunden.

Schritt 14

{Synthese von Oligodesoxynucleotiden)
In einen 500-ul-Reaktionsbehélter aus rostfreiem Stahl mit Stahlflltern an jedem Ende werden 20mg eines Polystyrenharzes
gegeben, mit dem ein Nucleosid (2,0 4M) Gber eine Succinatkopplung verbunden ist. Das Harz wird mit Zinkbromid {1M) in
Dichlormethan-lsopropanol {85:15) behandelt, um die Dimethoxytrityl-(DMT)-Schutzgruppe zu entfernen, mit
Dimethyiformamid, Pyridin und Acetonitril gewaschen und mit einem Stickstoffstrom getrocknet. Zu dem getrockneten Harz -
wird eine Losung von DMT-Nucleotid (20 4M) und Mesitylensulfonyinitrotriazol (60 zM) in 2001 Pyridin gegeben. Die
Kopplungsreaktion 143t man 20 Minuten lang bei 45°C ablaufen. Dieser Zyklus der Schutzgruppenentfernung und der Kopplung
wird far nachfolgende Nucleotide wiederholt, bis das verlangte Oligodesoxynucleotid auf dem Harz angesammelt ist. Das Harz
wird danach zur Entfernung des Oligodesoxynucleotids davon behandelt und nach der Beschreibung von lto, lke, lkuta und
Itakura {(Nuc. Ac. Res. 10: 1755 [1982]) gereinigt.
Dadurch werden die folgenden Oligodesoxynucleotide gewonnen.
1) 5-AATTCATGTCATCTTCTCGAACCCCGAGTGACAA-3’
2) 3-GTACAGTAGAAGAGCTTGGGGCTCACTGTTCGG-5'
3) 5-GCCTGTAGCCCATGTTGTAGCAAACCCTCAAGC-3’
4) 3’-ACATCGGGTACAACATCGTTTGGGAGTI’CGACT—S’

Schritt 15 '

{Konstruktion vom M13mp9-HGE, das das Human-Minigen fiir TNF enthalt)
Plasmid pHGE {10 4g) wird mit EcoRI (20 Einheiten) digeriert. Nach der Elektrophorese auf einem 1%igen niedrig-schmelzenden
Agarosegel wird das 2,9KB Fragment eluiert. Dieses Fragment wird in das EcoRI-Fragment von der replikativen Form von
M13mp9-Phage eingesetzt. Der M13mp9 Phage wird gewahlt, weil er besonders fiir die Gewinnung von Abschnitten von DNA
geeignet ist. Das Produkt geht in E. coli JM 103 Gber {transfects to) (BRL [Bethesda Research Laboratories, Inc., USA] User
Manual/M13mp?7 Clonig/,Dideoxy’ sequencung, 1980). Das Produkt wird als M13mp9-HGE bezeichnet.
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* Schritt 16

{Deletion [Tilgung] von Intron 3 unter Verwendung von M13mp9-HGE einstrangiger DNA und Deleter E3-4)
Die einstrangige DNA von M13mp9-HGE wird nach dem Verfahren von BRL User Manual/M13mp7-Cloning/,Dideoxy'-
sequencing, 1980, hergestellt.
In Schritt 14 erzeugtes Oligodesoxynucleotid 4)
3-ACATCGGGTACAACATCGTTTGGGAGTTCGACT-5'
wird als Deleter fiir das Intron 3 verwendet. Der Deleter flir das Intron 3 wird als E3-4 beze|chnet
Der Deleter E3-4 besitzt eine Basensequenz, die der Basensequenz der Basen vor (Exon 3) und nach (Exon 4) von Intron 3, das
getilgt werden soll, komplementar ist. Die Tilgung von Intron 3 erfolgt in Ubereinstimmung mit der Beschreibung von Wallace,
u.a., Science 209: 1396 (1980) wie folgt.
£3-4(164ng, 15pMo!) wird unter Verwendung von T4-Kinase und ATP (3mM) phosphoryliert und zu dem Templat M13mp9-HGE
(1,65 g, 0,5pMol) gegeben. Das Reaktionsgemisch wird auf 65°C erhitzt, 5 Minuten lang auf Raumtemperatur abgekihlt und
schlieBlich in Eiswasser gekiihit. Zu dATP, dCTP, dGTP, dTTP und ATP {0,4mM) werden Klenow-Fragment (5 Einheiten),
10 Einheiten von T4-Ligase in Hin-Puffer (Wallace, u.a., Nuc. Ac. Res. 9; 3647 [1981]), 10mM Tris-HCI {pH-Wert 7,2), 2mM MgCl,
und 1mM B-Mercaptoethanol gegeben. Das Reaktionsgemisch (endgliltiges Volumen 50 ul) wird 30 Minuten lang bei 4°C
inkubiert und danach 30 Minuten lang bei Raumtemperatur. Die DNA von der durch Oligodesoxynucleotid angeregten Reaktion
wird zur Transformation von E. coli JM 103 in Ubereinstimmung mit dem Verfahren von BRL User Manual/M13mp7-Cloning/
,Dideoxy’-sequencing, 1980 verwendet. Auf diese Weise gewonnene Plaques werden auf YT-Platten geklebt {J.H. Miller, S. 433,
Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory [1972]). Die gewonnenen Kolonien werden 2 Stunden lang
bei 55°C mit *2P-markiertem E3-4 hybridisiert. Fir diesen Schritt wird der Deleter als Sonde zur Identifizierung von Sequenzen
von DNA, die die entsprechende komplementére Basensequenz nach Tilgung des Introns haben, benutzt. Phage wird von
denjenigen Kolonien isoliert, die mit dem Deleter hybridisieren.
Der resultierende Phage wird auf Platten aufgebracht, und Plaques werden auf YT-Platten geklebt. Die Klone laRtman 2 Stunden
lang bei 55°C mit *?P-markiertem E3-4 hybridisieren. Es werden positive Klone erhalten, und die Phagen-DNA wird sequenziert,
um denjenigen Phagen auszuwahien, in dem Intron 3 vollstandig getilgt ist. Ein solcher Phage wird als mp8-HGEA3-1
bezeichnet.

Schritt 17

{(Konstruktion von pHTNF-lacUV5-2)
Die replikative Form von mp9-HGEA3-1 wird mit EcoRl digeriert. Das EcoRI-Fragment wird isoliert und mit EcoRI-gespaltenem
pBR327 zur Gewinnung des Plasmids pHGEA3-1 geklont.
Die Konstruktion von weiterem Plasmid wird unter Verwendung von Plasmid pHGEA3-1 ausgefiihrt, um ein solches Plasmid zu
gewinnen, das direkt zur Expression von TNF in E. coli bei Verwendung von lacUV5 als Promotor flihren wird. Die
Verfahrensweisen werden schematisch in Fig. 7 gezeigt. Zunichst werden 10 ug Plasmid pHGEA3-1 mit 10 Einheiten von Aval
und EcoRI (hergestellt und vertrieben von Bethesda Research Laboratories Inc., USA) zwei Stunden lang bei 37°C digeriert und
auf einem 4Ma.-% Polyacrylamidgel zur Isolierung von Fragmenten elektrophoresiert. Durch Elektroeluierung wird etwa 1ug
Fragment von dem Gel isoliert. In der gleichen Weise wie in Schritt 14 werden zwei in Fig.7 gezeigte Oligodesoxynucleotide
synthetisiert, und zwar 5-AATTCATGTCATCTTCTCGAACC-3" und 5-TCGGGGTTCGAGAAGATGACATG-3'. Danach wird jedes
5'-Ende der beiden Oligodesoxynucleotide (etwa 100 pMol) unter Verwendung von T4-Polynucleotid-Kinase nach dem in der
Literaturangabe (3), Seite 122, beschriebenen Weise phosphoryliert. Nach Beendigung der Reaktion wird das Reaktionsgemisch
zuerst mit Phenol und dann mit Chloroform extrahiert. Danach werden die dabei gewonnenen synthetischen Oligomere mit5ug
des zuvor gewonnenen Aval-EcoRI-Fragmentes von Plasmid pHGE3-1 gemiseht und in Ethanol ausgefélit. Diese Fragmente
werden (iber Nacht bei 4°C unter Verwendung von 10 Einheiten T4-Ligase nach dem in Literaturangabe (1), Seite 37, ’
beschriebenen Verfahren ligiert. Nach Beendigung der Reaktion wird das Gemisch mit Ethanol ausgeféllt, worauf Elektrophorese
auf einem 4Ma.-% Polyacrylamidgel zur Gewinnung von Fragment durch Elektroeluierung folgt.
Nach dem von F.Fuller (,Gene”, 19, S.42-54 [1982]) beschriebenen Verfahren wird Plasmid pOP95-15 hergestellt.
Ein g pOP95-15 wird mit EcoRl digeriert und mit Phenol und danach mit Chioroform extrahiert, worauf Ethanolprézipitation zur
Gewinnung eines Vektors folgt. Unter Verwendung von T4-DNA-Ligase werden 0,5 ug des gewonnenen Vektors mit dem oben
erhaltenen Fragment ligiert. Nach der in Literaturangabe (4), Seite 20, beschriebenen Verfahrensweise wird E. ¢oli JM 101 (ATCC
33876) unter Verwendung des oben gewonnenen Vektors transformiert und auf einem Agarmedium, das 1TmM IPTG und
0,004 M/V% X-gal enthilt, geziichtet, um etwa 100 weiRe Kolonien zu erhalten.
Plasmid-DNA wird von diesen Transformanten hergestellt und mit EcoRl digeriert, um diejenigen Plasmide, die das vorgesehene
EcoRI-Fragment enthalten, zu identifizieren. Zur Untersuchung der Einfligungsrichtung, werden diese Plasmide mit Pvull und
Pstl digeriert und auf einem 1,5Ma.-% Agarosege! elektrophoresiert, um Plasmide auszuwahlen, die Fragmente von etwa
1280 Basenpaaren und etwa 2600 Basenpaaren ergeben, wodurch ersichtlich wird, daB die Richtung der Transcription des lac
UV5-Promotors mit derjenigen der flir TNF kodierenden Oligodesoxynucleotide (bereinstimmt.
Die Basensequenzanalyse zeigt, daR diese beiden Plasmide die gleiche Sequenz haben, und daR der lac UV5-Promotor, das
synthetisierte Oligodesoxynucleotid und DNA einwandfrei miteinander kombiniert sind. Das gewonnene Plasmid wird als
pHTNF-lacUV5-2 bezeichnet.
E. coli, die pHTNF-lacUV5-2 enthaiten, werden in einem herkdmmlichen Nahridsungsmedium geziichtet. Die Bioanalyse des
Produktes hinsichtlich von TNF-Aktivitat zeigt fast die gleiche Aktivitat, wie sie mit'einem Plasmid pTNF-lacUV5-1, das das -
Kaninchen-TNF-Gen enthélt, unter Steuerung durch den lac-Promotor erzielt wird.

Bezugsbeispiel 3

Unter Verwendung von Plasmid pHGE und der Oligodesoxynucleotide 1 bis 4, die nach dem in den Schritten 1 bis 14 von
Bezugsbeispiel 2 beschriebenen Verfahren gewonnen wurden, wird pHTNF-lacUV5-1in Ubereinstimmung mit dem in Fig.6
veranschaulichten Verfahren erzeugt.
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Bezugsbeispiel 4

Schritt 1

(Reinigung von Antigen)
E. coli, die in Bezugsbeispiel 3 hergestelltes Plasmid pHTNFlacUV5-1 enthalten, werden in herkémmlicher Weise geziichtet. Um
den vorgesehenen Human-TNF zu erzeugen, wird zu der resultierenden Kultur zu 1mM IPTG zur Auslésung der Induktion
gegeben, und die Kultur weiterhin inkubiert, um Zellen von E. coli zu erhalten, die den Human-TNF enthalten. Die Zellen werden
durch Zentrifugieren gesammelt, worauf Ultrabeschallungin 1 Liter 0,04 M Tris-HCI-Puffer (pH-Wert 7,8) folgt um dadurch einen
den Human-TNF enthaltenden Zellextrakt zu gewinnen.
Der Zellextrakt hat eine Aktivitét von 4,5 x 10°U/ml und eine spezifische Aktivitit von 3,0 x 10°U/mg.
Der Zellextrakt wird auf eine ausreichend mit 0,04 M Tris-HCI-Puffer {pH-Wert 8,0) dquilibrierte Saule von DEAE-Sepharose CL-6B
{hergestelit und vertrieben von Pharmacia Fine Chemicals AB, Schweden) aufgegeben. Die Séule wird mit 0,4 M Tris-HCl-Puffer
(PH-Wert 8,0) gewaschen und danach erfolgt die Eluierung unter Verwendung von 0,1 M NaCl enthaltendem 0,04 M Tris-HCI-
Puffer (pH-Wert 8,0) als Eluierungsmittel. Die Fraktion mit zytotoxischer Aktivitat gegeniiber L-Zellen wird durch Ultrafiltration
konzentriert, um eine rohe Losung mit einer spezifischen Aktivitat von 4,0 x 108U/mg zu gewinnen.
Die rohe Lésung wird auf eine mit 5 mM Phosphatpuffer (pH-Wert 7,4), der 0,15 M NaCl enthélt, 4quilibrierte Saule von Sephacryl
S-200 (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine Chemical AB, Schweden) aufgegeben. Die Gelfiltration erfolgt durch die
Zugabe der gleichen Pufferlésung zu der Saule. Die Fraktion mit zytotoxischer Aktivitit gegeniiber L-Zellen wird durch
Ultrafiltration konzentriert, um eine gereinigte Losung zu erhalten, die eine zytotoxische Aktivitat gegenuber L-Zellen von
2,0 x 10°U/ml hat und Human-TNF mit einer spezifischen Aktivitit von 7,5 x 10° U/mg enthélt.

Schritt 2

(Immunisierung einer Maus)
Die in Schritt 1 oben gewonnene gereinigte Lésung wird mit einem gleichen Volumen vollstdndigem Freund’s Adjuvans
vermischt und zur Gewinnung einer Emulsion emulgiert. Die dadurch gewonnene Emulsion wird einer mannlichen BALB/c-
Maus intradermal dreimal in Absténden von 2 Wochen verabreicht, um eine Immunisierung der Maus zu erreichen. Die Menge
der verabreichten Emulsion betrégt 0,2 ml/Verabreichung/Maus. 4 Wochen nach der dritten Verabreichung der Emulsion erhilt
die Maus intraperitoneal 0,5ml der gereinigten, in Schritt 1 gewonnenen Lsung, um die endgiiltige Immunisierung
herbeizufihren.

Schritt 3

(Zellfusion)
3 Tage nach der endgtiltigen Immunisierung wird die Maus getétet und die Milz der Maus entfernt. Die Milz wird in Stiickchen
geschnitten, worauf Filtration unter Druck unter Verwendung eines rostfreien Stahinetzes zur Gewinnung von Milzzellen folgt.
Danach werden die Zellen in Eagle’s Minimum Essential Medium (anschlieRend haufig als ,MEM* bezeichnet) suspendiert, um
eine Milzzellen-Suspension in MEM zu erhalten. Die Milzzellen und Myelomzellen der Maus (Ps/X63-Ag8U1) werden jeweils
dreimal mit MEM gewaschen und in einem Verhaéltnis von 4:1 vermischt, worauf 15 Minuten zentrifugieren mit 800U/min folgt,
um ein Prézipitat zu erhalten. Zu dem Prézipitat in einem Zentrifugenrdhrchen werden allmahlich 2ml 44 {V/V) %iger
Polyethylenglycol-2000-Lésung in MEM gegeben, um eine Mischung zu gewinnen. Das die Mischung enthaltende
Zentrifugenrdhrchen wird 1 Minute lang langsam in einem Wasserbad von 37°C gedreht, damit die Zellfusion erfolgt. Danach
wird der Mischung 1ml MEM zugesetzt, und das die Mischung enthaltende Zentrifugenrdhrchen wird langsam gedreht. Zu der
Mischung wird weiterhin MEM mit einer Geschwindigkeit von 2ml/min in einer solchen Menge gegeben, daR das
Gesamtvolumen des resultierenden Gemischs 10ml erreicht. AnschlieRend wird die Mischung 5 Minuten tang mit 600U/min

zentrifugiert, um ein Prézipitat zu erzeugen. Das Prézipitat wird in Rosewal Park Memorial Institute (anschlieRend meist als

- ,RPMI” bezeichnet) 1640-Medium, das 10% fetales Kalbsserum (anschlieBend meist als , FCS“ bezeichnet) enthalt, suspendiert,
um eine Suspension zu gewinnen, die Zellen in einer Menge von 7 x 10° Myelomzellen/ml enthilt. Die Suspension wird in jede
Vertiefung einer 96-Vertiefungs-Mikrotiterplatte, hergestellt von Flow Laboratories, Inc. (USA), in einer Menge von
0,1 mi/Vertiefung eingeimpft.
Am néchsten Tag werden in jede Vertiefung 0,1 m! RPMI 1640 — 10% FCS-Medium gegeben, das HAT (1 x 10™*M Hypoxanthin,
4 x 1077M Aminopterin und 1,6 X 10~*M Thymidin) enthélt (anschlieRend als , HAT-Medium” bezeichnet). AnschlieBend wird
aller 3 oder 4 Tage die Hélfte des Mediums in jeder Vertiefung durch ein frisches HAT-Medium ersetzt. 7 Tage nach der Zugabe
von RPMI 1640 — 10% FCS-Medium, das HAT enthalt, ist in verschiedenen Vertiefungen die Bildung von Hybridoma-Zellen zu
beobachten, und 2 oder 3 Wochen spéter ist die Bildung von Hybridoma-Zellen in fast allen Vertiefungen festzustellen.

Schritt 4

(Screening von Antikérper bildenden Zellen und Klonen)
0,1ml der iberstehenden Flissigkeit von der Kultur in der Vertiefung, in der die Bildung von Hybridoma-Zellen festzustellen ist,
wird in jede Vertiefung einer 96-Vertiefungen aufweisenden Mikrotiterplatte gegeben, an der Human-TNF angebracht ist, und die
Mikrotiterplatte wird 1 Stunde lang bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Zellen in jeder Vertiefung werden mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, die 0,1% Rinderserumalbumin enthait. Den gewaschenen Zellen wird eine
10000fach verdiinnte Lésung von mit Peroxydase markiertem Anti-Méause-lgG (Cappel Laboratories, Inc., USA) in einer Menge
von 0,1ml/Vertiefung zugesetzt, worauf sie 1 Stunde lang bei Raumtemperatur stehen gelassen werden. Dann werden die Zellen
mit0,1% Rinderserumalbumin enthaltender physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Zu den gewaschenen Zellen wird eine
Substrat-Lésung (30mg o-Phenylendiamin, 7 12| 30%iges wiRriges Wasserstoffperoxid, 10ml 0,1 M Zitronensaure und 10 ml
0,2M Dinatriumhydrogenphosphat) in einer Menge von 0,15ml/Vertiefung gegeben. 30 Minuten spater wird das
Absorptionsvermédgen jeder Vertiefung bei 492nm gemessen, um Vertiefungen zu finden, die einen Antikérper erzeugende
Zellen enthalten.
Die Zellen in jeder Vertiefung, die eine hohe Antikdrper-Aktivitét zeigen, werden mit Hilfe eines Glaskapillarréhrchens
entnommen und zur Gewinnung von Klonen geklont. Die Kione werden gescreent, waobei als Kriterium die Antikdrper-Aktivitit
in der gleichen Weise wie unmittelbar oben beschrieben angewandt wird, um 2 Klone zu erhalten, die eine starke Antikérper-
Aktivitat aufweisen, d. h. Hybrid-Zell-Linie HII7C und Hybrid-Zell-Linie HIlI2F.
Die oben gewonnenen Klone werden jeweils in RPMI-1640-Medium, das 10% FCS enthalt, gezlichtet, um die Klonzelien zu
vermehren. Danach werden die Klonzellen gesammelt und in RPMI-1640-Medium, das 15% FCS und 10% Dimethylsulfoxid
enthélt, suspendiert. Die dadurch gewonnene Suspension wird in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.
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Schritt 5 :

(Herstellung von aszitischer, Hybridoma-Zellen enthaltender Fltssigkeit)
Jeweils 1 x 107-Zellen der im obigen Schritt 4 gewonnenen beiden Hybridoma-Zellen werden in den Abdomen einer BALB/c-
Maus eingeimpft, der vorher 0,2ml Pristan (2,6,10,14-Tetramethylpentadecan) zur Erzeugung von aszitischer Flssigkeit
intraperitoneal verabreicht worden waren. Nach 10 Tagen werden 3 bis 5ml aszitische Fliissigkeit von der Maus entnommen.

Schritt 6 ' .

(Reinigung eines monoklonalen Antikérpers)
Zu 10ml der in Schritt 5 gewonnenen aszitischen Flissigkeit werden 2,66 g Ammoniumsulfat (Sattigung 35%) gegeben, und das
auf diese Weise gewonnene Gemisch wird (iber Nacht bei 4°C geriihrt, wodurch sich ein Prazipitat bildet. Das Prézipitat wird
durch Zentrifugieren entnommen und auf eine Séule von DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia Fine Chemicals AB, Schweden)
aufgegeben, die mit 0,01 M Phosphatpuffer (pH-Wert 8,0) Aquilibriert wurde. Die Sdule wird mit dem gleichen Puffer gewaschen,
und danach erfolgt die Eluierung unter Verwendung von 0,01 M Phosphatpuffer (pH-Wert 8,0), der 0,2M NaCl enthélt, als
Eluierungsmittel. Vom Boden der S3ule gewonnene Fraktionen werden der Polyacrylamidgel-Elektrophorese unterzogen, um
die einen monoklonalen Antikérper enthaltende Fraktion zu bestimmen. Es werden 97 mg eines monoklonalen Antikérpers
gewonnen, der durch Hybrid-Zell-Linie HII7C erzeugt wurde (anschlieBend als ,monoklonaler Antikérper HII7C* bezeichnet) und
199mg eines monoklonalen Antikérpers, der durch Hybrid-Zell-Linie HIlI2F erzeugt wurde {(anschlieend als ;,monoklonaler
Antikérper HIII2F” bezeichnet.

Schritt 7

{Bestimmung einer Unterklasse von monoklonalem Antikérper)
GemaR dem Ouchterlony-Immunodiffusionsverfahren (beschrieben z. B. von Hudson, u.a., in ,Practical Immunology”,
herausgegeben von Blackwell Scientific Publications [1976], S.107—-115) erfoigt die Bestimmung der Unterklasse unter .
Verwendung von Anti-Méause 1gGy, IgGza, 1gG2p (hergestellt und vertrieben von Miles Co., USA). Es wurde gefunden, daf} beide,
der monoklonale Antikérper HII7C und der monoklonale Antikorper HIII2F zur Klasse von IgG, gehdren.

Schritt 8 '

{Eliminierung von Aktivitat aus der physiologisch aktiven Substanz durch die Wirkung von monoklonalen

Antikérpern)
Die gereinigte Lésung des in Schritt 1 gewonnenen Human-TNF wird mit 10% FCS enthaltendem MEM-Kulturmedium verdiinnt,
um Ldsungen mit Konzentrationen von 20U/ml und 200U/ml zu gewinnen. Zwei oben gewonnene monoklonale Antikorper
werden ebenfalls mit dem gleichen Kulturmedium verdiinnt, um Lésungen mit entsprechender Konzentration zu erhaiten. Die
beiden Ldsungen werden in jede Vertiefung einer 96-Vertiefung-Mikrotiterplatte in einer Menge von 0,05 mi/Vertiefung gegeben.
Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C wird in jede Vertiefung 0,1 ml einer Suspension gegeben, die 10° L-M-Zellen/ml des
gleichen Kulturmediums enthéit. AnschlieRend werden im wesentlichen die gleichen Verfahrensschritte, wie sie fiir die in vitro
Analysemethode beschrieben wurden, wiederholt, um die zytotoxische Aktivitit gegentber L-Zellen zu bestimmen. Gleichzeitig
wird auch die Untersuchung (A) durchgefiihrt, bei der weder der Human-TNF noch ein monoklonaler Antikdrper zugesetzt wird,
sowie die Untersuchung (B), bei der kein monoklonaler Antik&rper zugegeben wird, aber der Human-TNF zugesetzt wird.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 enthalten, worin die Rate (%) der Eliminierung von Aktivitdt durch einen aus folgender Gleichung
errechneten Wert angegeben wird -

(Absorptionsvermdgen,

{Absorptionsvermdgen ermittelt bei Unter-
der Probe) — suchung B)
X 100
(Absorptionsvermdgen, — (Absorptionsvermdégen,
ermittelt bei Unter- : ermittelt bei Unter-
suchung A) suchung B)
Tabelle 5
Artdes mo- Konzentrationder Konzentration Eliminie-
noklonalen physiologisch von monokiona- rungsrate
Antikérpers aktiven Substanz lem Antikérper von Aktivi-
(U/ml) (ng/mi) tat (%)
50 100
Hi7C 20 3,2 46
0,2 6.
500 .. 100
200 32 70
20 9
, 50 . 100
HII2F 20 3.2 100
0,2 40
500 100
200 . 32 ‘ 100

2,0 93
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Beide monoklonalen Antikérper'eliminieren die Aktivitadt von Human-TNF bei hohen Konzentrationen vollstandig. Bei niedrigen
Konzentrationen weist der monoklonale Antikorper HIII2F eine héhere Eliminationsrate als der monoklonale Antikérper HII7C
auf.

Schritt 9

. {Messung des isoelektrischen Punktes von monokionalen Antikérpern)

Zur Messung der isoelektrischen Punkte der beiden monoklonalen Antikérper wird ein Gerét zur isoelektrischen Dinnschicht-
Gelfokussierung AB, (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine Chemical AB, Schweden) verwendet. Die Messung wird
unter Verwendung von Pharmalite pH3-10 (hergestelit und vertrieben von Pharmacia Fine Chemical AB, Schweden) und als
Tragermittel Ampholite in Ubereinstimmung mit dem Verfahren von Awdeh, u.a. (Nature, 219, S.66 [1980]) vorgenommen.
Eswurde gefunden, dal monoklonalerAntlkorper HI7Cund monoklonaler Antikdrper HIII2F isoelektrische Punkte von 6,7 bis 7,0
bzw. 6,2 bis 6,5 haben.

Schritt 10

(Herstellung von an monoklonale Antikérper gebundenen Harzen)
50m| der warigen Lésung, die 150 mg in Schritt 6 gewonnenen monoklonalen Antikérper HII7C enthalt, werden gegen eine
0,5M NaCl und 0,1 M Natriumcarbonat enthaltende waRrige Ldsung dialysiert. Die dialysierte Antikdrperlésung wird zu 50m|
gequollenem und durch Cyanogenbromid aktiviertem Harz Sepharose CL-4B (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine
Chemical AB, Schweden) gegeben. Das Gemisch wird Giber Nacht leicht bei 4°C zur Herbeifiihrung der Reaktion geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion werden die Harze ausreichend mit einer wiRrigen Lésung, die 0,5M NaCl und 0,1 M Natriumcarbonat
enth3lt, gewaschen. Danach werden die Harze mit 50 m! 1M waRrigem Ethanolamin vermischt, worauf 2 Stunden lang leichte
Bewegung bei Raumtemperatur folgt, um dadurch nicht umgesetzte aktive Gruppen zu schiitzen. AnschlieRend werden die
- Harze ausreichend mit warigem 8M Harnstoff und physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, um an monokionalen
Antikérper HII7Z gebundene Harze fiir die Verwendung als Adsorptionsmittel bei der Affinitats-Chromatographie zu gewinnen.
Im wesentlichen werden die gleichen Verfahrensweisen wie oben wiederholt, um an monoklonalen Antikdrper HIlI2F gebundene
Harze zu erzielen. '
An monoklonalen Antikérper HII7C gebundene Harze werden in eine Séule {2,6 x 8cm) gefullt.

Beispiel 1

In Bezugsbeispiel 3 hergestellte, Plasmid pHTNF-lacUV5-1 enthaltende E. coli werden in einer herkdmmlichen Weise gezlichtet,
und danach werden die Zellen gesammelt. Die Zellen werden in 210,02 M Tris-HCI-Puffer (pH-Wert 7,8) lysiert, um dadurch einen
den Human-TNF enthaltenden Zellextrakt zu gewinnen. Der Extrakt besitzt eine Aktivitat von 5,2 X 103U/ml und enthalt Human-
TNF mit einer spezifischen Aktivitat von 4,2 X 10*U/mg.

Zu dem Extrakt wird Streptomycin in einer solchen Menge gegeben, daB eine endgultlge Konzentration von 0,7 M/V% erzielt
wird, um ein Prézipitat von Nucleinsdure zu erzeugen. Nach Entferriung des Prézipitats durch Zentrifugieren wird die
Uberstehende Fllissigkeit auf eine Sdule von DEAE-Sepharose CL-B (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine Chemical AB,
Schweden) aufgegeben, die mit 0,02 M Tris-HCI-Puffer (pH-Wert 8 ,0) dquilibriert wurde. Die Saule wird mit dem gleichen Puffer
gewaschen, und danach erfolgt die Eluierung unter Verwendung von 10mM Phosphatpuffer {pH-Wert 7,5), der 0,1M
Natriumchlorid enthélt, als Eluierungsmittel, um elne rohe Lésung (A) mit einer spezifischen Aktivitat von 3,90 x 105U/mg zu
erhalten.

Nach der Einstellung des pH-Wertes mit Chiorwasserstoffsdure auf 6 wird die Rohlésung {A)} auf eine Saule von Blue Sepharose
CL-8B (hergestellt und vertrieben von Pharmacia Fine Chemical AB, Schweden) aufgegeben, die mit 10mM Phosphatpuffer
(pH-Wert 6,0), der 0,1 M Natriumchlorid enthalt, dquilibriert wurde. Die Sdule wird ausreichend gewaschen und anschlieRend
erfolgt die Eluierung unter Verwendung von 10mM Phosphatpuffer (pH-Wert 8,0), der 0,5M Natriumchlorid enthalt, als
Eluierungsmittel, um eine einen gereinigten Human-TNF enthaltende Fraktion zu gewinnen. Von dem Extrakt, der durch
Entfernung der Nucleinsdure gewonnen tberstehenden Fliissigkeit, der Rohlésung (A) und der durch erfindungsgemaRe
Séulenchromatographie erzielten Fraktion werden die spezifische Aktivitét, die Riickgewinnung und der Relnlgungsgrad nach
den oben erlduterten Verfahren bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 enthalten.

Verglelchsbelsplel 1

Die in Beispiel 1 erzeugte Rohlésung {A) wurde unter Einsatz einer Sdule von monoklonalem Antikdrper gereinigt.

Bei der hier verwendeten Saule von monokionatlem Antikérper handelt es sich um die Saule mit dem an den monoklonalen
Antikérper gebundenen Harz, das nach Bezugsbeispiel 4 hergestellt wurde und in die Saule eingeflillt wird. Die Saule wird mit
50 mM Phosphatpuffer (pH-Wert 7,5), der 0,15M Natriumchlorid enthélt, dquilibriert, und danach wird auf die Siule die
Rohldsung (A) aufgegeben. Nach griindlichem Waschen erfolgt die Eluierung unter Verwendung von 0,1M Glycin-
Natriumchlorid (pH-Wert 10,0) als Eluierungsmittel, um eine einen gereinigten Human-TNF enthaltende Fraktion zu gewinnen.
Die auf diese Weise gewonnene Fraktion wird fiir Bestimmungen der spezifischen Aktivitét, der Riickgewinnung und des
Reinigungsgrades nach oben genannten Verfahren herangezogen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammen mit den in Beispiel 1 erzielten Ergebnissen enthalten.

Beispiel 2 :

Im wesentlichen werden die gleichen Verfahrensweisen wie in Beispiel 1 wiederholt, nur werden Matrix Gel Red A und Matrix
Gel Red B (jeweils hergestellt und vertrieben von Amicon Co., Ltd., USA) getrennt anstelle von Blue Sepharose CK-6B verwendet,
um dadurch einen gereinigten Human-TNF enthaltende Fraktionen zu gewinnen.

Die auf diese Weise gewonnenen Fraktionen werden flir Bestimmungen der spezifischen Aktivitét, der Riickgewinnung und des
Reinigungsgrades nach den oben erlduterten Verfahren herangezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammen mit den in
Beispiel 1 erzielten Ergebnissen enthalten. .




Tabelle 6
Spezifische Riickge- Reinigungs-
Schritt Aktivitdt winnung grad
{U/mg) (%) {Mal)
Kulturextrakt 42x10* 100 1,0
Nach Entfernungvon
Nucleinsauren 4,8 x 10* 76 . 1,1
Nach Behandlung mit
DEAE-Sepharose 3,9x10° 65 9,3
(Rohldsung (A))
Nach Behandlung mit
Blue Sepharose 1,6 % 108 63 35,7
CL-6B
Tabelle 7
Spezifische Riickge- Reinigungs-
Schritt Aktivitat winnung grad
(U/mg) . (%) {Mal)
Rohldsung (A) 3,9x10° 100 1,0
Nach Behandlung mit '
Blue Sepharose CL-6B 1,5 x 108 90 38
Nach Behandiung mit
monoklonaler Antikérper- 1,4 x 10° 55 3,6
Séule ‘
Tabelle 8
~.._Spezifische Rickge- Reinigungs-
Schritt Aktivitat winnung grad
(U/mg) (%) (Mal)
Rohlésung (A) 3,9x 10° 100 1,0
Nach Behandlung :
mit Blue 1,5 x 10° 30 38
Sepharose CL-6B
Nach Behandlung ;
mit Matrex Gel 1,4% 10° 85 36
Red A
Nach Behandlung
mit Matrex Gel 1,4x 108 80 3,6
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