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4y Eljards human tumor nekrézis faktort kédolé DNS, tovabba annak
alkalmazasaval a fenti faktornak megfelel§ polipeptid, és hatéanyagként egy
fenti polipeptidet tartalmazé gyégyszerkészitmények eldallltasara

(57) KIVONAT

A humdén tumor nekrézis faktor polipeptidet, vagy an-
nak biolégiailag aktiv részét kédolé bézisszekvencia-
val rendelkezd, vagy egy fenti bazisszekvenciat tar-
talmazé6 DNS-t a taldlmény értelmében dgy Aallitjak
elé, hogy humin makrofagokat indukélészer(ek)kel
egyiitt tenyésztenek, a makrofigokbdl elvélasztjak a
humén tumor nekrézis faktor mRNS-t tartalmazé
frakciét, a frakciébél cDNS génalloményt készitenek
és a génallomanybél a humén tumor nekrézis faktort,
vagy annak aktiv részét k6dol6 cDNS-t klénozzék.

Akapott klénozott cDNS-t oly médon haszn4ljik fel
a humén tumor nekrézis faktor polipeptid, vagy annak
biolégiailag aktiv része eld4llitasara, hogy a kl6nozott
cDNS-t expresszi6s vektorba illesztik, a rekombindns
vektrot E.coli gazdaszevezetbe viszik, a transzformalt
E.colit tenyésztik, és a tenyészetbdl kinyerik a humén
tumor nekrézis faktor polipeptidet, vagy annak aktiv
részét.

A humén tumor nekrézis faktor polipeptid tumoros
sejtekkel szembeni szelektiv nekrotikus hatdst mutat,
a fenti hatdsa kovetkeztében gyégyszerkészitmények
hat6anyagaként daganatellenes szerként hasznéfhaté.

A lefrds terjedelme: 40 oldal (ezen beliil 5 dbra)
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A taldlmény targya eljérés

1) humén tumor nekrézis faktor polipeptidnek, vagy
annak f6 részének vagy részeinek, vagy a humién
nekrézis faktor polipeptidet kédolé DNS allél mu-
tansabol szarmazé polipeptidnek — tovabbiakban al-
1é] muténs polipetid — megfelel bézisszekvenciat
tartalmaz4 DNS, el§allitasara;

2) a fenti DNS-t tartalmazé vektor el6éllitésara, a vek-
tor gazdaszervezetbe valé bevitelére, és ennek se-
gitségével a DNS-nek megfeleld polipeptid - azaz
a humén tumor nekrézis faktornak, vagy annak 6
részének vagy részeinek megfelel polipeptid, vagy
egy humin tumor nekrézis faktorhoz hasonlé
anyag, vagy annak fé része vagy részei, — eldilli-
tisdra a gazdaszervezetben;

3)a fenti polipeptidet vagy anyagokat tartalmazé tu-
morellenes hatdst gyégyszerkészitmények elGallita-
séra.

Carswell és munkatarsai felfedezték, hogy a Cal-
mette-Guérin bacilussal (BCG) fertdzott, majd endo-
toxinnal kezelt egerek széruma olyan anyagot tartal-
maz, amely el6li a transzplantdlt Meth A szarkémat.
A fenti anyagot tumor nekrézis faktornak — tovabbi-
akban TNF - nevezték el [Proc. Nat. Acad. Sci. USA,
72, 3666 (1975)).

A TNF-et egy, a makrofigokbdl felszabadulé, fizi-
olégiailag aktiv anyagnak tekintik, amelyre az jellem-
26, hogy
i) ha bizonyos fajta tumort — példaul Meth A szarkoé-

mat ~ hordozé 4llatnak beadjék, a tumort elpusz-

titja, és az 4llat meggy6gyul,

ii) bizonyos fajta tumorsejtekkel — példédul egér L-sejt
~ szemben in vitro citotoxikus hatdst mutat, mig a
normdl sejteket alig kérositja; és

iii) aktivitdsa nem faj-specifikus 4llatban.

Fenti tulajdonsagai kovetkeztében a TNF-et mint (j
tipusit tumorellenes szert érdemes kifejleszteni.

TNF-et, illetve TN-szerd anyagot ismertetnek az
alabbi irodalmi helyeken:

Green és munkatdrsai: Proc. Nat. Acad. Sci. USA,
73, 381 (1976);, Matthews és munkatérsai: Br. J. Can-
cer, 42, 416 (1980); Ruff és munkatarsai: J. Immunol.,
125, 1671 (1980); Minnel és munkatarsai: Infect. Im-
munty, 28, 204 (1980); Haranaka és munkatérsai: Ja-
pan J. Exp. Med., 51, 191 (1981); tovabba a 90892 és
86475 kdzzétételi szAmi eurbpai szabadalmi leirdsban
és a 21621/1983 kozzétételi szdmd japéan szabadalmi
lefrdsban.

A fenti irodalmi helyeken ismertetett leirdsok sze-
rint a TNF-et nyiil, egér, horcsdg vagy tengerimalac
szovetekbsl vagy test-folyadékokbo6l — példaul vérbsl
— 4llitjék eld, tisztitdssal. A termékeket azonban nem
defini4ljak pontosan, és nyilvanval6éan kiilénbdz6 kor-
14tai is vannak ezeknek az eljardsoknak, a nyersanyag-
forrdsok &s a végtermék tisztasdgénak tekintetében.

Immunol6giai szempontb6l klinikai alkalmazésra
humén eredetd TNF lenne a legmegfelelébb tumorel-
lenes szer. A fenti ismert eljérasokat azonban nem le-
het humén TNF el64llitdséra alkalmazni.

Humén eredetd tumorellenes hatdsid citotoxinként
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ismertek a humdan periférids monocitdk és humén mi-
elocitds monocita leukémia sejtek 4ltal termelt citoto-
xinok [Matthews: Immunology, 44, 135 (1981)]; hu-
maén periférids vérsejtekhez tartozé sejtek 4ltal termelt
citotoxinok [Reed és munkatérsai: J. Immunol., 115,
395 (1975)); és a human B-sejt-vonalak 4ltal termelt
citotoxinok [Williamson és munkatirsai: Proc. Nat.
Acad. Sci. USA, 80, 5397 (1983)]. A fenti anyagok
citotoxikus aktivitéssal rendelkeznek, de nincsenek vi-
ldgosan definidlva ezek sem.

A talilmény szerinti, rekombinins DNS technolé-
gi4n alapul6 eljar4ssal sikeriilt a humén TNF polipep-
tidet k6dolé6 ¢cDNS-t klénozni. A kutatdsok sordn azt
is kimutattuk, hogy a human TNF cDNS kédolja a
prekurzor polipeptidet is. A taldlmény szerinti eljards-
sal sikeriilt tovabba egy gazdaszervezetbe bevitt, kl-
nozott humin TNF cDNS-t tartalmaz6 expressziés
vektor segitségével a gazdaszervezetben humén TNF
polipeptidet eldallitani, és azt a homogenitas eléréséig
tisztitani.

A lefrdsban az egyszeriség kedvéért az alabbi ro-
viditéseket alkalmazzuk.

A adenin

C citozin

G guanin

T timin

Ala alanin

Arg arginin

Asn aszparagin

Asp aszparaginsav

Cys cisztein

Gln glutamin

Glu glutaminsav

Gly glicin

His hisztidin

Ile izoleucin

Leu leucin

Lys lizin

Met metionin

Phe fenilalanin

Pro prolin

Ser szerin

Thr treonin

Trp triptofdn

Tyr tirozin

Val valin

DNS dezoxiribonukleinsav
c¢DNS komlementer DNS
sscDNS egyszali cDNS
dscDNS kettSs sz4li DNS
RNS ribonukleinsav

mRNS messenger-RNS
poli(A)mRNS poli(A)-t tartalmaz6 mRNS
dATP dezoxiadenozin-trifoszf4t
dCTP dezoxicitidin-trifoszfat
dGTP dezoxiguanozin-trifoszfat
dTTP dezoxitimidin-trifoszfat
oligo(dC) oligodezoxicitidinsav
oligo(dG) oligodezoxiguanilsav
oligo(dT) oligodezoxitimidilsav
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poli(A) poliadenilsav
poli(U) poliuridilsav
poli(dC) polidezoxicitidilsav
poli(dG) polidezoxiguanilsav
ATP adenozin-trifoszfat 5
EDTA etiléndiamin-tetraecetsav
kb kilob4zis (ezer bazis)
kbp kilob4zispar
bp bézispar
Meth A szarkéma  metil-kolantrénnel indukélt 10
szarkéma
TNF tumor nekrézis faktor
rHu-TNF rekombindns humén TNF
A leirisban az egyszalt bizisszekvencia az értelmes 15
sz4l bazisszekvencidjat jelenti, és a bal vége az 5’-vég,
a jobb oldali a 3’-vég. Az aminosavszekvencidban a
bal oldali vég az N-terminlis, a jobb oldali vég a C-
termin4lis.
A taldlméiny szerinti eljardst részleteiben, az eléz- 20
ményeket is beleértve az alabbiakban ismertetjiik.
[1-1] Nyl TNF-et kédolé DNS, és a nyil TNF
Rekombindns DNS technolégiét alkalmazva sikeriilt
kutatdsaink sorin klénozni a nydl TNF-et kédolé 25
¢DNS-t, és felderiteni a nyil TNF szerkezetét. Koze-
lebbrdl, nyt]l makrofdgokat in vitro megfelelS induk4-
16 anyagokkal egyiitt tenyésztettiink, megbizonyosod-
tunk réla, hogy nytl TNF keletkezett és a téptalajba
iirilt. Ezt kdvetSen olyan tenyésztési korilményeket 30
kerestiink, amelyek kozott a makrofdgokban nagy kon-
centrici6ban képz6dott és felhalmozédott a nydl TNF
1-1. t4bl4zat: (1-1) képletd DNS-szekvencia
5> TCA GCT TCT CGG
CCT CTA GCC CAC GTA
GTG GAG GGC CAG CTC
CGT GCG AAC GCC CIG
AAG CTC ACG GAC AAC
GCC GAC GGG CTG TAC
GTT CTC TIC AGC  GGT
TAC GTG CIC CTC ACT
TTC GCC GIC TCC TAC
CTC CTC TCT GCC  ATC
CGG GAC ACC CCC GAG
GCC TGG TAC GAG CCC
GTC TIC CAG TIG GAG
AGC ACC GAG GTC AAC
GAC CTIT GCC GAG TCC
GGG ATC ATT GCC  CTG-(3)
1-2. tablazat: (1-2) képletd polipeptid
Ser Ala Ser g Ala
Leu Ala His Val Val
Glu Gly Gln Leu Gin
Ala Asn Ala Leu Leu
Leu Thr Asp Asn Gin
Asp Gly Leu Tyr Leu
Leu Phe Ser Gly Gln
Val Leu Leu Thr His

921 B

mRNS. Ezutan sikeriilt klénoztunk a nyil TNF-et k6-
dolé cDNS-t, és meghatiroznunk bazisszekvencidjét,
és azt is kimutattuk, hogy a nydl TNF mint prekurzor
keletkezik. Sikeriilt tovabba klénozott cDNS-t hordoz6

expresszi6s vektort bevinniink egy gazdaszervezetbe,
és ott nytil TNF-et termelni.

A nyiil TNF-et kédol6 cDNS-t és a nydl TNF-et
részletesen példaul a 677 680 sz4mi amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leiras és a 84 114 325.8 szdmi
eur6pai szabadalmi leirds ismerteti, Lényegiiket az
alabbiakban foglalhatjuk 6ssze.

A bioldgiailag aktiv nyil TNF-et k6dol6 jellegzetes
DNS-szekvenciat az 1-1. téblazatban kozélt (1-1)
képlet jellemzi.

Az (1-1) képletd bazisszekvencidval rendelkezd
DNS az 1-2. tibl4zatban kozolt (1-2) képletd polipep-
tidet k6dolja.

A nyil TNF-et kédolé DNS kédolja a nyil TNF
egy prekurzorit. A nydl TNF perkurzorat kédolé jel-
legzetes DNS szerkezetét a 2-1. téblazatban megadott
(2-1) képlet jellemzi, vagy egy olyan DNS, amelyet
figy kapunk, hogy a DNS 5’-végéhez egy ATG ftrip-
lettet adunk.

A (2-1) képletd bazisszekvencidt tartalmazé DNS a
2-2. t4bl4zatban ismertetett (2-2) képletd polipeptidet
kédolja.

Az (1-2) képletd aminosavszekvencidval rendelke-
z6 polipeptid, azaz a biol6giailag aktiv nydl TNF nem
faj-specifikus, és tumorellenes szerként hasznalhato,
mivel tumorsejiekkel szemben szelektiv citotoxikus.
hatést fejt ki, és tumoros 4llatokban a tumort vissza-
fejleszti.

GcCc CTG AGT GAC AAG
GTA GCA AAC CCG CaA
CAG TGG CTG AGC CAG
CTG GCC AAC GGC ATG
CAG CIG CTIG GTG CCG
CTC ATC TAC TCC CAG
CAA GGC TGC GCG TCC
CAC ACT GTC AGC CGC
CCG AAC AAG GTC AAC
AAG AGC CCC TGC CAC
GAG GCT GAC CCC ATG
ATC TAC CIG GGC GGC
AAG GGT GAC CGG CTC
CAG CCT GAG TAC CTG
GGG CAG GTC TAC TIT
Leu Ser Asp Lys Pro
Ala Asn Pro Gln Val
Trp Leu Ser Gln Arg
Ala Asn Gly Met Lys
Leu Val Val Pro Ala
Ile Tyr Ser Gln Val
Gly Cys Arg Ser Tyr
Thr Val Ser Arg Phe

3-
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Ala Val Ser Tyr Pro Asn Lys Val Asn Leu
Leu Ser Ala Ile Lys Ser Pro Cys His Arg
Glu Thr Pro Glu Glu Ala Glu Pro Met Ala
Trp Tyr Glu Pro Ile Tyr Leu Gly Gly Val
Phe Gln Leu Glu Lys Gly Asp Arg Leu Ser
Thr Glu Val Asn Gln Pro Glu Tyr Leu Asp
Leu Ala Glu Ser Gly Gln Val Tyr Phe Gly
Ile Ile Ala Leu

2-1. tablazat: (2-1) képletd DNS-szekvencia

(5')- AGC ACT GAG AGT ATG ATC CGG GAC GTC
GAG CIG GCG GAG GGG CCG CIC CCC AAG AAG
GCA GGG GGG CCC CAG GGC TCC AAG CGC TGC
CTC TGC CTC AGC CTC TTC TCT TTC CTG CTC
GTG GCT GGA GCC ACC ACG CTC TIC TGC CTG
CTG CAC TTC AGG GTG ATC GGC CCT CAG CAG
GAA GAG CAG TCC CCA AAC AAC CTC CAT CTA
GTC AAC CCT GTG GCC CAG ATG GTC ACC C(CTIC
AGA TCA GCT TCT CGG GCC CTIG AGT GAC AAG
CCT CTA GCC CAG GTA GTA GCA AAC CCG CaAA
GTG GAG GGC CAG CTC CAG TGG CTG AGC CAG
CGT GCG AAC GCC CTG CTG GCC AAC GGC ATG
AAG CTC ACG GAC AAC CAG CIG GIG GTG CCG
GCC GAC GGG CIG TAC CTC ATC TAC TCC CAG
GTT CTC TTC AGC GGT CAA GGC TGC CGC TCC
TAC GTG CTC CTC ACT CAC ACT GTC AGC CGC
TTC GCC GTC TCC  TAC CCG AAC AAG GTC AAC
CTC CTC TCT GCC  ATC AAG AGC CCC TGC CAC
CGG GAC ACC CCC GAG GAG GCT GAG CcC ATG
GCC TGG TAC GAG CCC ATC TAC CTG GGC GGC
GTC TTC CAG TIG GAG AAG GGT GAC CGG CIC
AGC ACC GAG GTC AAC CAG CCT GAG TAC CTG
GAC CTT GCC GAG TCC GGG CAG GTC TAC TTT
GGG  ATC ATT GCC  CTG-(3")

2-2. tablazat: (2-2) képletd polipeptid

Ser Thr Glu Ser Met Ile Arg Asp Val Glu
Leu Ala Glu Gly Pro Leu Pro Lys Lys Ala
Gly Gly Pro Gln Gly Ser Lys Arg Cys Leu
Cys Leu Ser Leu Phe Ser Phe Leu Leu Val
Ala Gly Ala Thr Thr Leu Phe Cys Leu Leu
His Phe Arg Val Ile Gly Pro Gln Glu Glu
Glu Gln Ser Pro Asn Asn Leu His Leu Val
Asn Pro Val Ala Gln Met Val Thr Leu Arg
Ser Ala Ser Arg Ala Leu Ser Asp Lys Pro
Leu Ala His Val Val Ala Asn Pro Gln Val
Glu Gly Gln Leu Gln Trp Leu Ser Gln Arg
Ala Asn Ala Leu Leu Ala Asn Gly Met Lys
Leu Thr Asp Asn Gln Leu Val Val Pro Ala
Asp Gly Leu Tyr Leu Ile Tyr Ser Gln Val
Leu Phe Ser Gly Gln Gly Cys Arg Ser Tyr
Val Leu Leu Thr His Thr Val Ser Arg Phe
Ala Val Ser Tyr Pro Asn Lys Val Asn Leu
Leu Ser Ala Ile Lys Ser Pro Cys His Arg
Glu Thr Pro Glu Glu Ala Glu Pro Met Ala
Trp Tyr Glu Pro Ile Tyr Leu Gly Gly Val
Phe GIn Leu Glu Lys Gly Asp Arg Leu Ser
Thr Glu Val Asn Gln Pro Glu Tyr Leu Asp
Leu Ala Glu Ser Gly Gln Val Tyr Phe Gly
Ile Ile Ala Leu
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A 3. tiblazatban l4thaté a nydil TNF-et kédols
¢DNS-nak megfelel bizisszekvencia egy példdja. A

meg. Az elsG 15 bézis egy oligo(dG)-végesoport, me-
lyet a cDNS-nek a vektorba val6 illesztése céljabol

2-1. tablazatban l4that6 bizisszekvencia a 3. t4bldzat-
ban kozolt bazisszekvencia 37-738. bazisinak felel

3. tébldzat: cDNS bazisszekvencidja

10
GGGGGGGGGG
CCCCOCCCCe
70
GTCGAGCTGG
CAGCTCGACC
130
TGCCTCTGCC
ACGGAGACGG

190

CTGCTGCACT
GACGACGTGA

250
CTAGTCAACC
GATCAGTTGG

310
AAGCCTCTAG
TTCGGAGATC

370
CAGCGTGCGA
GTCGCACGCT

20,

30

adtunk a molekuldhoz.

Haell 40 50

GGGGGCCCTC TGGAGAGAGC GOCATGAGCA CTGAGAGTAT
CCCCCGGGAG ACCTCTCICG CGGTACTCGT GACTCTCATA

80
CGGAGGGGCC
GCCTCCCCGG
140
TCAGCCTICTT

90

100 110

GCTCCCCAAG AAGGCAGGGGGGCCCCAGGG

CGAGGGGTIC
150
CTCTTTCCTG

TTCCGTCCCC CCGGGGTCCC
160 170
CTCGTGGCTG GAGCCACCAC

AGTCGGAGAA GAGAAAGGAC GAGCACCGAC CTCGGTGGTG

200
TCAGGGTGAT
AGTCCCACTA

260
CTGTGGCCCA
GACACCGGGT

320
CCCACGTAGT
GGGTGCATCA

380
ACGCCCTGCT

TGCGGGACGA

210

220 230

CGGCCCTCAG GAGGAAGAGC AGTCCCCAAA

GCCGGGAGTC
270
GATGGTCACC
CTACCAGTGG
330
AGCAAACCCG
TCGTTTGGGC
399
GGCCAACGGC
CCGGTTGCCG

CTCCTCGCTC GTCAGGGGTT
280 Aval 290
CTCAGATCAG CTTATCGGGC
GAGTCTAGTCGAAGAGCQCG
340 350
CAAGTGGAGG GCCAGCTCCA
GTTCACCTCC CGGTCGAGGT
400 410
ATGAAGCTCAC GGACAACCA
TACTTCGAGT GCCTGTTGGT

60
GATCCGGGAC
CTAGGCCCTG
120
CTCCAAGCGC
GAGGTTLCGCG
Haell 180
GCTCTTCTGC
CGAGAAGACG
240
CAACCTCCAT
TGTTGGAGGTA
300
CCTGAGTGAC
GAACTCACTG
360
GTGGCTGAGC
CACCGACTCG
420
GCTGGTGGTG
CGACCACCAC

3. téblazat (folytatés)

430 440- 450 460 420 480
. L . . 1]
CCGGCCGACGGGCTGTACCTCATCTACTCCCAGGTTCTCTTCAGCGGTCAAGGCTGCCGC
GGCCGGCTGCCCGACATGGAGTAGATGAGGGTCCAAGAGAAGTCGCCAGTTCCGACGGCG
490 500 510 520 530 540

[ ¢
TCCTACGTG(.:TC CTCACTC;\CACTG TC P.G(.'.'CG CTTCG CCé TCTCCTACCCGAACAAGGTC
-AGGATGCACGAGGAGTGAGTGTGACAGTCGGCGAAGCGGCAGAGGATGGGCTTGTTCCAG

590 600

[ ]
cGAGGCTGAGCCE
C3TCCGACTCGGG

550 560 570 580

. * ’
AACCTCCTCTCTGCCATCAAGAGC CCCTGC':CACCG GGAGACCCRLG
TTGGAGGAGAGACGGTAGTTCTCGGGGACGGTGGCCCTCTGGGGGCT

. Ava
610 620 630 640 650 G660

ATGGCCTGGTACGAGCCCATCTACCTGGECGGCG TCTTCCAGTTGGAGAAGGGTCACCGS
TACCGGACCATGCTCGGGTAGATGGACCCGCCGCAGAAGGTCAACCTCTTCCCACTGGCC
670 680 690 700 710 720
] ]
CTCAGCACCGAGGTCAACCAGCCTGAGTACCTGGACCTTGCCGAGTCCGGGCAGGTCTAC
GAGTCGTGGCTCCAGTTGGTCGGACTCATGGACCTGGARCGGCTCAGGCCCGTCCAGATG
730 740 750 760 770 780
1 ] ] 1 ] ]
TTTGGGATCATTGCCCTGTGAGGGGACTGACCACCACTCCTCCCCCTCTECCACCCCAGE
AARCCCTAGTAACGGGACACTCCCCTGACTGGTGGTGAGGAGGGGGAGAGGGTGGGGTCG
' 790 800

v '
CCCCTCACTCTGGGCGCCCTCAG
GGGGAGTGAGACCCGCGGGAGTC

5.
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[I-2] A taldlmény szerinti eljardssal elGallitott DNS-
ek humin tumor nekrdzis faktornak (huméin TNF),
vagy annak f6 része(i)nek, vagy allél mutans polipep-
tidjének megfeleld bazisszekvencidjiak, vagy ilyen
bazisszekvencidt tartalmaznak, vagy a fenti bazisszek-
vencia médositasaval nyerhetSk. Kozelebbrdl, a taldl-
mény szerinti eljardssal eldéllitott DNS-ek az (I) 4lta-
l4nos képletd aminosavszekvencidnak

(Y)p-K)n-B)m-A ()
megfeleld béazisszekvencidjiak,
vagy olyan bizisszekvenciit tartalmaznak, amelyben
egy fenti bizisszekvencia 3’-végéhez egy terminaci6s
kodon kapcsolédik. Az (I) ltalanos képletben

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

5

10

Az (Ib) képletd peptid aminosavszekvencidja a kdvetkezs:

Ser -Ser -Ser -Arg

Az (I) éltalanos képletben X el6nydsen egy (Ic) képletd polipeptidet jelent.

Ser Thr Glu Ser Met
Leu Ala Glu Glu Ala
Gly Gly Pro Gln Gly
Phe Leu Ser Leu Phe
Ala Gly Ala Thr Thr
His Phe Gly Val Ile

Glu Phe Pro Arg Asp
Pro Leu Ala Gln Ala

2
A jelentése (la) képletd polipeptid, amelybSl egy
vagy tobb aminosav hidnyozhat, vagy amelyben
egy vagy tobb aminosav m4s aminosavval lehet he-
lyettesitve, de a homol6gia mértéke legalabb 95%;
B jelentése (Ib) képletd peptid, amelybdl 1-3 amino-
sav hidnyozhat,
X jelentése az érett TNF-ben nem szerepld, teljes
vagy részleges prekurzor szekvencia
Y jelentése Met és
m, n és p értéke 1 vagy 0.
Az (Ia) képletd polipeptid aminosavszekvencidja az
alabbi:
Pro Val Ala His Val
Ala Glu Gly Gln Leu
Arg Ala Asn Ala Leu
Glu Leu Arg Asp Asn
Ser Glu Gly Leu Tyr
Val Leu Phe Lys Gly
Thr His Val Leu Leu
Arg Ile Ala Val Ser
Asn Leu Leu Ser Ala
Gln Arg Glu Thr Pro
Lys Pro Trp Tyr Glu (Ia)
Gly Val Phe Gin Leu
Leu Ser Ala Glu Ile
Leu Asp Phe Ala Glu
Phe Gly Ile Ile Ala
(Ib)
Ile Arg Asp Val Glu
Leu Pro Lys Lys Thr
Ser Arg Arg Cys Leu
Ser Phe Leu Ile Val (Ic)
Leu Phe Cys Leu Leu
Gly Pro Gln Arg Glu
Leu Ser Leu Ile Ser
Val Arg

A fenti (Ta), (Ib) és (Ic) képletd aminosav-szekvencidknak az aldbbi (IIa), (IIb) és (Ilc) képletd bézisszekvenci-

4k felelnek meg.

(5 ACC CCG AGT GAC
CAT GIT GTA GCA AAC
CAG CIC CAG TGG CTG
GCC CIC CIG GCC  AAT
GAT AAC CAG CIG GTG
CTG TAC CTC ATC TAC
AAG GGC CAA GGC TGC
CIC CIC ACC CAC ACC
GTC TCC TAC CAG ACC
TCT GCC ATC AAG  AGC
ACC CCA GAG GGG GCT
TAT GAG CCC ATC  TAT
CAG CIG GAG AAG GGT

AAG CCT GTA GCC
CCT CAA GCT GAG GGG
AAC CGC CGG GCC  AAT
GGC GIG GAG CTG AGA
GIG CCA TCA CAG GGC
TCC CAG GIC CIC TIC
CCC  TCC ACC CAT GIG (lla)
ATC AGC CGC ATC GCC
AAG GIC AAC CTC CTC
CCC TGC CAG AGG GAG
GAG GCC AAG CCC TGG
CTG GGA GGG GTC TIC
GAC CGA CIC AGC GCT

B-



1 HU

GAG ATC AAT CGG CCC
GCC GAG TCT GGG CAG
ATT GCC  CTIG-(3")

(5°)- TCA - CT -TCT - CGA - (3)
5> AGC ACT GAA AGC
GTG GAG CIG GCC GAG
AAG ACA GGG GGG CCC
TGC TIG TIC CTC AGC
ATC GIG GCA GGC GCC
CTG CTG CAC TIT GGA
AGG GAA GAG TIC CCC
ATC AGC CCT CTG GCC

A taldlmény szerinti eljarissal az alabbi DNS-ek 41-
lithat6k eld:

1) humén TNF polipeptidet, vagy annak f6 részét vagy
részeit kédol6 DNS-ek,

2) humén TNF polipeptidet vagy annak f6 része(i)t k6-
dolé DNS allél muténs DNS-ei,

3) humén TNF polipeptidet vagy annak allél muténs
polipeptidjét kédolé6 DNS modositisaval nyert
DNS-ek,

4) humén TNF polipeptidet vagy annak allél muténs
polipeptidjét k6dolé DNS-ek kémiai vagy enzima-
tikus médositdsdval nyert DNS-ek,

5) humén TNF polipeptid vagy annak 6 része(i) akti-
vit4sdval lényegében azonos aktivitasi polipeptidet
k6dol6 DNS-ek,

6) human TNF polipeptidet vagy annak f6 része(i)t k6-
dol6 degenerativ DNS-ek,

7)humén TNF polipeptidet k6dolé olyan DNS-ek,
amelyekb6l egy vagy t6bb kodon hidnyzik, vagy
més kodon(ok)kal van helyettesitve,

8) humén TNF polipeptidet vagy annak f& része(i)t k6-
dol6 DNS-ek, amelyekben inicidciés kodon és/vagy
termindci6s kodon és/vagy egy, az inici4ciés kodon-
nal ellentett irdinyban Shine-Dalgarno szekvenciival
folytat6dé promoter van,

9) olyan DNS-ek, amelyek bézisszekvencidja kiilonbo-
zik ugyan a nyidl TNF-et k6dol6 bézisszekvenciété],
de a fenti b4zisszekvencia egy részével vagy része-
ivel erésen homolég.

4. tablazat

-30 -20 -10

CTCCACCCTC TCTCCCCTGG
1 10 20

ATGAGCACTG AAAGCATGAT

202921 B 2

GAC TAT CIC GAC TIT
GIC TAC TIT GGG ATC
(IIb)
ATG ATC CGG GAC
GAG GCG CIC CCC AAG
CAG GGC TCC AGG CGG
CIC TIC TCC TIC CIG (k)
ACC ACG CIC TIC TGC
GIG ATC GGC CCC CAG
AGG GAC CIC TCT CTA
CAG GCA GTA AGA-(3)

A taldlmény szerinti eljarassal elSallitott DNS-ek

15 koziil elénydsek az alibbiak:

1) az olyan bézisszekvencidji DNS, amely olyan (I)
4ltalanos képletd aminosavszekvencidnak felel meg,
ahol A jelentése (Ia), B jelentése (Ib), X jelentése
(Ic), m és n értéke 1, és Y és p jelentése az (I)
altaldnos képletre fent megadott,

2) az olyan bézisszekvencidji DNS, amely olyan (I)
4ltaldnos képeltd aminosavszekvencidnak felel meg,
ahol A jelentése (Ia), B jelentése (Ib), m értéke 1,
n értéke 0, €s Y €s p jelentése a fenti,

3)az olyan bazisszekvencidji DNS, amely olyan (I)
4ltaldnos képletd aminosavszekvencidnak felel meg,
ahol A jelentése (Ia), m és n értéke 0, és Y és p az
(1) képletre megadott jelentésd.

Kiiléndsen el6nyds az olyan bazisszekvencidji
DNS, amely olyan (I) 4ltalanos képletd aminosavszek-
vencidnak felel meg, ahol A jelentése (Ia), B jelentése
({Ib), m értéke 1 vagy O, és n és p értéke 0.

Az a bazisszekvencia, amely olyan (I) 4ltalinos
képletd aminosavszekvencidnak felel meg, ahol A je-
lentése (Ia), B jelentése (Ib), X jelentése (Ic), és m, n
és p értéke 1, a 4. tibldzatban megadott bézisszekven-
cia 1-699. szdmi bizisaib6l 4116 fragmenssel azonos.
Az (Ia) képletd aminosavszekvencidnak megfeleld ba-
zisszekvencia a 4. tibldzat 247-699. sz4mi bazisaibdl
4116 fragmenssel azonos, és a fenti bézis-szekvenci-
nak megfelel aminosavszekvencidban az aminosavak
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GACCCACGG
-1

AAAGGACACC

30
CCGGGACGTG

MetSerThrGluSerMetlleArgAspVal
60

40 50

GAGCTGGCCG AGGAGGCGCT CCCCAAGAAG

GluLeuAlaGluGluAlaLeu
70 80

ProLysLys
9

ACAGGGGGGC CCCAGGGCTC CAGGCGGTGC
ThrGlyGlyProGlnGlySerArgArgCys

100 110 120
TTGTTCCTCA GCCTCTTCTC CTTCCTGATC
LeuPheLeuSerLeuPheSerPheLeulle

130 140 150
GTGGCAGGCG CCACCACGCT CTTCTGCCTG
ValAlaGlyAlaThrThrLeuPheCysLeu
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160 170 180
CTGCACTTTG GAGTGATCGG CCCCCAGAGG
LeuHisPheGlyVallleGlyProGlnArg

190 200 210
GAAGAGTTCC CCAGGGACCT CTCTCTAATC
GluGluPheProArgAspLeuSerLeulle

SerProLeuAlaGlnAlaValArgfSerSer
25Q 260 270
TCTCGAACCCCGAGTGACAA GCCTGTAGCC
SerArgThrProSerAspLysProValAla
280 290 300
CATGTTGTAG CAAACCCTCA AGCTGAGGGG
HisValValAlaAsnProGIlnAlaGluGly
310 320 330
CAGCTCCAGT GGCTGAACCG CCGGGCCAAT
GlnLeuGInTrpLeuAsnArgArgAlaAsn
340 350 360
GCCCTCCTGG CCAATGGCGT GGAGCTGAGA
AlaLeulLeuAlaAsnGlyValGluLeuArg
370 380 390
GATAACCAGC TGGTGGTGCC ATCAGAGGGC
AspAsnGlnLeuValValProSerGluGly
400 410 420
CTGTACCTCA TCTACTCCCA GGTCCTCTTC
LeuTryLeulleTyrSerGlnValLeuPhe
430 440 450
AAGGGCCAAG GCTGCCCCTC CACCCATGTG
LysGlyGInGlyCysProSerThrHisVal
460 470 480
CTCCTCACCC ACACCATCAG CCGCATCGCC
LeuLeuThrHisThrIleSerArglleAla
490 500 510
GTCTCCTACC AGACCAAGGT CAACCTCCTC
ValSerTyrGInThrLysValAsnLeulLeu
520 530 540
TCTGCCATCA AGAGCCCCTG CCAGAGGGAG
SerAlalleLysSerProCysGlnArgGlu
550 560 570
ACCCCAGAGGGGGCTGAGGC CAAGCCCTGG
ThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrp
580 590 600
TATGAGCCCA TCTATCTGGG AGGGGTCTTC
TyrGluProlleTyrLeuGlyGlyValPhe
610 620 630
CAGCTGGAGA AGGGTGACCG ACTCAGCGCT
GlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAla
640 650 660
GAGATCAATC GGCCCGACTA TCTCGACTTT
GlulleAsnArgProAspTyrLeuAspPhe
670 680 690
GCCGAGTCTG GGCAGGTCTA CTTTGGGATC
AlaGluSerGlyGlIlnValTyrPheGlylle
700 719 720
ATTGCCCTGTGAGGAGGACG AACATCCAAC
IchlaLcu]
730 740
CTTCCCAAACGCCTCCCCTGC

220 230 240
AGCCCTCTGG CCCAGGCAGT CAGgFCATCT

szdma 6sszesen 151.

8-
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A 4, tibldzatban a fels§ sorok a bazisszekvenciit,

az alsé sorok a megfeleld aminosavszekvenciét jelen-
tik.

Az olyan (Ta) képletd polipeptidek példidjaként, ahol

egy vagy tdbb aminosav hidnyzik, vagy méis amino-
savval van helyettesitve, az alibbiakat emlitjik meg:

4

5)

6)

5.

olyan (Ia) képletd polipeptid, amelynek az N-ter-
mindlis végen 1. helyzetben év6 Thr aminosavja
hidnyzik,

olyan (Ia) képletd polipeptid, amelyb6l az 1. hely-
zetl Thr-t6l a 6. helyzetd Pro-ig terjedd aminosav-
szekvencia hidnyzik az N-terminilis végen,

olyan (Ia) képletd polipeptid, amelynek N-termi-
nélis végérdl az 1. helyzetd Thr-t6l a 9. helyzetd
His-ig terjed6 aminosavszekvencia hi4nyzik.

tablazat

5

10

15

HU 202921 B

7

8)

9)

2

olyan (la) képletd polipeptid, amelynek N-termi-
nélis végér6l az 1. helyzetd Thr-tél 12. helyzetd
Ala-ig terjed6 aminosavszekvencia hidnyzik, €s
olyan (Ia) képletd polipeptid, amelyben az N-ter-
min4listé] sz4mitott 66. helyzetben 1év6 Thr His-
nel, és a 67. helyzetben 1évé His Thr-nal vagy Tyr-
nak van helyettesitve.

Véleményiink szerint biol6giai aktivitassal rendel-
kezd polipeptidek kédol4séra a DNS-nek fontos ré-
sze

az 5. tdblazat felsG sordban feltiintetett bazisszek-
venciib6l legaldbb az 577-708. szdmid bézisokbol
4116 fragmens, és még pontosabban

10)az S. t4blazat felsG sordban feltiintetett bizisszek-

venci4b6l legalibb a 658-708. szdmi bézisokbol
4116 fragmens.
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ATGAGCACTGA
ATGAGCACTGA

A
G

har

ATGATCCGGGACGT
ATGATCCGGGACGT
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GAGCTGGCCGAGGAEE

CGCTCCCCAAGAAG
CGCTCCCCAAGAAG

90

GAGCTGGCGGAGGG
CAGGGGGGCCCCAGGGCTC
CAGGGGGGCCCCAGGGCTC
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CA
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CCTCAGCCTCTTCTC
CCTCAGCCTCTTCTC

TTGT
TCT

C
T

TTCCTG
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GCCACCACGCTCTTCTGCCTG
GCCACCACGCTCTTCTGCCTG
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CTGCACTT
CTGCACTT
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GTGATCGGCCC
GTGATCGGCCC
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AGATCA
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AGCCCA
TAGCCCA
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GTAGCAAACCC
GTAGCAAACCC

T
G

CAA
CAA

330

T
G

GAGGG
GAGGG
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~
-

o

CAGCTCCAGTGGCTGA/A
AGCTCCAGTGGCTGA

CCGC
CAG

G

Fels6 sorok: huméin TNF prekurzort kédolé bé-

zisszekvencia

Als6 sorok: nydl TNF prekurzort kédolé bézisszek-

vencia

55

60
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36C

GCCCTICCTGGCCAATGGCOTG
GCCCTGCTGGCCAAbGGCA G

AAGCTC

GAGCTG @E ETEAACCAGCTGGTGGTGCCA

AACCAGCTGGTGGTGCQAG

420

AlGIGG|ICICTGTACCTCATCTACTCCCAG
AICGG|GCTGTACCTCATCTACTCCCAG

450

QCTCTTCAAGGGOQCAAGGCTGCOQCTCC
G TICTCTTCAGCGGTCAAGGCTGCCGICTCC

480

ACCCATGTGCTCCTCACICICACAQCATCAGC
GGTGCTCCTCACTICACACTGTCAGC

510

CGCIITCGCCGTCTCCTACC

CGCATCGCCGTCTCCTACC CICAAGGTC
CGAACAAGGTC

540

AACCTCCTCTCTGCCATCAAGAGCCCCTGC
AACCTCCTCTCTGCCATCAAGAGCCCCTGC

570

CAGAGGGAGACCCCAGAGGGGGC
CACC

TGAGGCC

GGGAGACCCCICGAGGAGGCTGAG(C|CC

600

?FEECCTGGTATGAGCCCATCTATCTGGGA
A

CCTGGTACGAGCCCATCTAJCTGG(G

GGGIGTCTTCCAGCTGGAGAAGGGTGACCG
GGCGTCTTCCAGTTGGAGAAGGGTGACCGG

C
630
A

CTCAGC CTGAGATTCAAT GCCIC
CTCAGCACCIGAGIGTCAA|ICCAGCCT

660

GGA

CTICGACT TGCCGAGTCTGGGCAGGTCTAC
C OTTGCCGAGTAOOQGGGCAGGTCTAC

* k¥

TTTGGGATCATTGCCCTGTGA
TTTGGGATCATTGCCCTGTGA

A bekeretezett részek homol6g szakaszokat jelentenek

——— jelentése: egy kodon hidnyzik
**%* jelentése: termindciés kodon

45

[I-3] A talalmény értelmében a DNS-eket az alabbi
eljarasok szerint 4llithatjuk eld.

A humén TNF polipeptidet, vagy annak {6 részét
k6dol6 DNS-t ugy 4llitjuk el§, hogy humén makrofa-
gokat indukélészer(ek)kel egyiitt tenyésztink, a hu- 50
man TNF mRNS-t tartalmazé frakci6t elvalasztjuk az
indukalt sejtekbdl, a frakciébdl egy cDNS-t 4llitunk
el6, és a human TNF c¢DNS-t differencidl hibridiz4ci6s
moédszerrel kl6nozzuk, mintaként megfelel6 DNS-t —
példsul nyal TNF c¢DNS-fragmenst — hasznélva, vagy 55
differenciél hibridizaciés médszert hasznilunk, mRNS
hibridizaci6é-transzlaciés vizsgélattal kiegészitve.

A DNS-t tehét az aldbbi 1épésekkel 4llithatjuk el6:

A) humén makrofégokat induk4lészer(ek)kel egyiitt
tenyésztiink, 60

10

B) a humdn TNF mRNS-t tartalmaz6 frakciét elva-
lasztjuk az indukalt sejtekbdl,

C) a mRNS-bél reverz transzkriptédzzal sscDNS-t 4l-
litunk el6, majd azt dscDNS-sé alakitjuk,

D) a dscDNS-t egy vektorba illesztjiik,

E) a rekombinins vektort egy gazdaszervezetbe jut-
tatva a gazdaszervezetet oly médon transzformal-
juk, hogy az egy cDNS génélloményt képezzen,

F) kivélasztjuk a hTNF-et kédol6 kiénokat, és

G) a humin TNF polipeptidet vagy annak f6 részét
ké6dol6 cDNS-t a fenti génélloménybdl klénozzuk.
A DNS el6éllitasat részletesen az alébbiakban is-

.mertetjiik, a korl4toz4s sz4ndéka nélkiil.

-1

0-
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(1) Humdn TNF mRNS elédllitdsa

A humén TNF mRNS-t humén makrofigokbdl 4l-
lithatjuk eld, példdul az aldbbiak szerint.

A humién makrofagokat példiul humén alveoluszb6}
nyerhetjik, Sone és munkatérsai [J. Immunol. 129,
1313 (1982)] m6dszerével, vagy vérbél, Matthews [Br.
J. Cancer, 48, 405 (1983)] mddszere, szerint vagy pla-
centdb6l, Wilson és munkatérsai [J. Immunological
Methods, 56, 305 (1983)] moédszerével, vagy egyéb
szovetekbdl.

A kapott makrofigokat egy csészébe oltjuk le,
2010*-1+10° sejt/cm” sejtsiniséget biztositva, majd
35-38 °C-on, elénydsen 37 °C konili hémérsékleten
5% szén-dioxidot tartalmazé, telitett pératartalm lég-
térben 30 perc — 2 6rén 4t eldtenyésztjik.

Ezutan induk4l6szerként egy Gram-negativ baktéri-
umb6l kapott endotoxint — elénydsen Escherichia co-
li-bél, Pseudomonas aeruginosa-bél vagy Salmonella
typhi-bél szdrmaz6 lipopoliszacharidot —, és proteinsz-
intézis-inhibitorként cikloheximidet adunk a sejtekhez.
A tenyésztést 3-8 6rén 4t tovibb folytatjuk, hogy a
makrofagokban felhalmozé6djon a humin TNF mRNS.
Az elbtenyésztést el is hagyvhatjuk. Az endotoxin
mennyisége 4ltalaban 0,1-1000 mikrogramm/ml, el-
6nydsen 1-100 mikrogramm/ml. Ekkor induk4l6szer-
ként egy forbol-€sztert — példdul forb6l-12-mirisztat-
13-acetétot, forbol-12,13-didekanodtot vagy forbol-
12,13-dibenzoé4tot — is adhatunk a rendszerhez 1-2000
ng/ml koncentrici6ban. A proteinszintézis-inhibitor
mennyisége annak tipus4t6l fiiggben viltozik. Ciklo-
heximidbd] példdul 0,1-50 mikrogramm/ml mennyisé-
get hasznélunk. Tapkozegként emlSs sejtek tenyészté-
sére alkalmas kiilonféle tdptalajokat haszndlhatunk,
példdul RPMI-1640 taptalajt, Eagleféle minimaltapta-
lajt (MEM), vagy Dulbecco-féle médositott minimél-
tiptalajt [a fenti tdptalajok Osszetételét példaul a ,,Cell
Cultivation Manual”, szerkeszt§ Y. Sohmura, Kodans-
ha (1982), vagy J. Paul: "Cell and Tissue Culture”. E.
and A. Livingstone Ltd. (1970) irodalmi helyeken ta-
lathatjuk meg]. A tdpkozeghez elSnydsen 4llati széru-
mot — példéul magzati marhaszérumot vagy borjiszé-
rumot — is adunk, 1-20% mennyiségben.

A tenyésztési szakasz befejeztével, az RNS-t a szo-
késos médszerekkel — példaul Chirgwin és munkatér-
sai [Biochemistry, 18, 5294 (1979)] mddszerével —
extrahdljuk a sejtekbdl, majd oligo(dT9-cellulézon
vagy poli(U)-Sepharose-on affinitasi oszlopkromatog-
rifids eljardssal, vagy szakaszos médszerrel elvélaszt-
juk a poliltA)mRNS-t tartalmazé frakci6t. A po-
li(A)mRNS-t tartalmazé frakciét sav-karbamid agar6z
gélelektroforézisnek, vagy szachar6z sinfiséggrasdiens
centrifug4ldsnak aldvetve humén TNF mRNS-ben fel-
disult mRNS-frakci6t nyerhetiink.

Annak meger6sitésére, hogy a kapott mRNS-frakcié
valéban a humén TNF polipeptidet kédol6 mRNS-t
tartalmazza, a mRNS-sel fehérjét szintetizéltunk, és a
kapott fehérje biolégiai aktivitdsit megvizsgéltuk. Ezt
a vizsgalatot példdul dgy végezhetjik el, hogy a
mRNS-t Xenopus laevis oocitdjéba injektéljuk, vagy
megfelel§ protein-szintetiz4l6 rendszerhez - példéul
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retikulocita-lizdtumhoz vagy bizacsira sejtmentes pro-
tein-szintetizdlé rendszerhez - adjuk, és kimutatjuk,
hogy a transzlici6 révén keletkezett protein egér L-
sejtekkel szemben in vitro citotoxikus hatdst fejt ki.

(2) Humdn TNF c¢DNS kiénozdsa

A fenti (1) 1épés szerint kapott poli(A)mRNS-frak-
ciét vagy a felddsitott mRNS-frakei6t hasznéljuk
templétként, és primerként egy oligo(dT)-t hasznilunk
sscDNS el6illitdsdra, reverz transzkriptiz — példaul
madér mieloblasztozis virusb6l szérmazé reverz
transzkriptdiz (AMV) - segitségével, dATP, dGTP,
dCTP és dTTP jelenlétében. Ezutén az sscDNS-t temp-
latként hasznilva dscDNS-t szintetizilunk, reverz
transzkriptiz vagy E. coli DNS-polimerdz I (nagy
fragmens) segitségével.

A Kkapott dscDNS-t példaul a pBR322 plazmidba
illesztjiik, a restrikciés endonukle4z Pst 1 hasitési he-
lyén, a szokdsos médon, példdul poli(dG)-poli(dC) ho-
mopolimer extenziés médszerrel [T.S. Nelson: Met-
hods in Enzymology, 68, 41 (1979), Academic Press
Inc., New York]. A kapott rekombinins plazmidokat
ezutin egy gazdasejtbe — péld4ul E. coli 1776-ba -
juttatjuk Cohen és munkatérsai [Proc. Nat. Acad. Sci.,
USA, 69, 2110 (1972)] médszere szerint, transzformé-
l4s céljabol, majd a tetraciklin- rezisztens telepek ki-
vélasztisdval egy cDNS (telep) généllomanyt készi-
tiink.

A cDNS génélloményt ezutin telep-hibridizaciénak
vetjiik ald [D. Hanahan és munkatérsai: Gene, 10, 63
(1980gl, mintaként az 1. referenciapélda szerint el64l-
litott ““P-jelzett nydl TNF ¢cDNS fragmenset hasznil-
va, és a kivéant, humin TNF polipeptidet kédol6 beil-
lesztett cDNS-t tartalmazé rekombindns plazmidokat
befogadé kl6nokra szirévizsgélatot végziink.

Ha a fenti médon nem kapunk megfelel6 TNF
c¢DNS-mint4t, a kivint klénokra telep-hibridiz4ciés
szirévizsgilatot végziink, pozitiv és negativ indukcids
mintékat hasznilva, és hibridiz4ci6s transzlaciés vizs-
gélatot, az aldbbiak szerint.

Az (1) Iépés szerint elSallitott, humén TNF mRNS-t
tartalmaz6 poli(A)mRNS-frakci6t vagy  dusitott
mRNS-frakciét templatként hasznilva ““P-jelzett
c¢DNS-t szintetizdlunk, és pozitiv indukciés mintaként
hasznéljuk. Egy mésik mRNS-frakci6t — melyet szin-
tén a fentick szerint 4llitottunk el6, azzal az eltéréssel,
hogy nem induk4lt makrofigokat hasznéltunk kiindu-
lasi anyagként ~ templatként hasznélva 32P-jelzett
cDNS-t szintetizdlunk, melyet negativ indukci6s min-
taként haszndlunk. A fenti médon kapott cDNS génél-
loményb6l kivélasztjuk azokat a plazmid-kl6nokat,
amelyek a pozitiv indukci6és mintdval erdsen hibridi-
z416dnak, de a negativ indukciés mintdval nem hibri-
diz4l6dnak.

Annak megerdsitésére, hogy a kapott klénok val6-
ban befogadtik a humédn TNF polipeptidet k6dol6 be-
illesztett cDNS-t, a kdvetekezd vizsgalatot végezziik
el. A fenti kl6nokb6l izoldljuk a plazmid DNS-eket,
melegitéssel vagy ligos kezeléssel egysz4ld DNS-sé
alakitjuk, és nitrocelluléz szdrére visszik. A humén

11
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TNF mRNS-t tartalmazé mRNS-frakciét hozzéadjuk
a szlrén 1év6é DNS-hez, hibridiz4lds céljabdl. Ezutan
a hibridizdlt mRNS-t eludljuk és visszanyerjik. A
visszanyert mRNS-t Xenopus laevis oocitdiba injek-
talva megéllapitjuk, hogy a visszanyert mRNS valéban
humén TNF polipeptidet k6dol-e.

A fenti médszerekkel olyan transzformélt DNS-ek-
hez jutunk, amelyek a humin TNF mRNS bazisszek-
vencidjival komplementer DNS- fragmenset tartalma-
z6 rekombindns plazmidot fogadtak be.

Ha a kapott klénozott cDNS-ek nem tartalmazzik
a humén TNF polipeptid kédolésahoz sziikséges teljes
molekulaszakaszt, nagyobb méretd cDNS-eket dgy va-
laszthatunk ki a cDNS génélloménybél, hogy mintakét

A humin TNF polipeptid aminosavszekvencidjat
tartalmaz6 polipeptidet kédol6 klénozott cDNS-t vé-
giil gy is elGallithatjuk, hogy a kapott kl6nozott
cDNS-fragmensek bézisszekvencijét példaul Maxam-
Gilbert médszerrel [Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 74,
560 (1977)] meghat4rozzuk, megkeressiik a nyil TNF
cDNS bézisszekvencidjdval homolég bézisszekvenci-
dkat, €s kivélasztjuk azokat a cDNS-eket, amelyek a
humén TNF polipeptid teljes k6dol6 régi6janak meg-

10 felel bézisszekvenciét tartalmazzak.

A nyiil TNF-et és a humén TNF polipeptidet kédols
bézisszekvencidk kozotti homoldgiat, valamint az eb-
b6l kovetkeztetett, nytil TNF és human TNF polipeptid
aminosavszekvencisk kozotti homol6giat az 5. és 6.

a transzformalt DNS-ekbdl szelektélt klénozott TNF 15 t4bl4zatban mutatjuk be.

cDNS-fragmenseket hasznéljuk.

6. tibldzat

10

Met Ser Thr Glu Ser Met Ile Arg Asp Val
Met Ser Thr Glu Ser Met Ile Arg Asp Val

20

Glu Leu Ala Glu|Glu AlajLeu Pro Lys Lys
Glu Leu Ala Glu|{Gly Pro|Leu Pro Lys Lys

30

Thr|{Gly Gly Pro Gln Gly Ser
Ala|Gly Gly Pro Gln Gyl Ser

ArgliArg Cys
LysiArg Cys

40

Leu{Phe|Leu Ser Leu Phe Ser Phe Leu|lle
Leu|Cys|Leu Ser Leu Phe Ser Phe Leu|leu

50

Val Ala Gly Ala Thr Thr Leu Phe Cys Leu
Val Ala Gly Ala Thr Thr Leu Phe Cys Leu

60

Leu His Phe|Gly|{Val Ile Gly Pro Gln|Arg
Leu His Phe|Arg|Val Ile Gly Pro Gin|Glu

Glu Glu|--- Phe|{Pro{Arg Asp
Glu Glu|/GlIn Ser|Pro|Asn Asn

Ile Ser |ProjLeu|Ala Gln|-—- -

70

Leu|Ser|Leu
Leu|His|Leu

80

—— Ala Val

Val Asn{Pro/Val{Ala Gln Met Val Thr Leu

90

Arg Ser|Ser{Ser Arg|Thr Pro|Ser Asp Lys
Arg Ser|Ala|Ser ArgjAla Leu|Ser Asp Lys

100

Pro|Val|Ala His Val Val Ala Asn Pro GiIn
Pro/Leu/Ala His Val Val Ala Asn Pro Gln

I1

Ala|Glu GLy GIn Leu Gln Trp LeujAsn Arg
Val|Glu Gly GlIn Leu GlIn Trp Leu(Ser Gln

120

Arg Ala Asn Ala Leu Leu Ala Asn Gly{Val
Arg Ala Asn Ala Leu Leu Ala Asn Gly|Met

Fels6 sorok: humén TNF prekurzor
Als6 sorok: nyil TNF prekurzor

12

¢
{
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6. tablazat (folytatas)

130
Asp Asn Gln Leu Val Val Pro
Asp Asn Gln Leu Val Val Pro
140

Glu
Lys

Leu
Leu

Arg
Thr

Ser Glu
Ala Asp

Gly Leu Tyr Leu Ile Tyr Ser Gln
Gly Leu Tyr Leu Ile Tyr Ser Gln

150

Ser
Ser

Val Leu Phe
Val Leu Phe

Pro
Arg

Lys
Ser

Gly Gln Gly Cys
Gly Gln Gly Cys

Ser
Ser

Thr His
——— Tyr

Val Leu Leu Thr His Thr
Val Leu Leu Thr His Thr

Ile
Val

170

Arg
Arg

Ile
Phe

Ala Val Ser Tyr
Ala Val Ser Tyr

Gln
Pro

Thr

Lys Val

Asn Lys Val

180

Asn Leu Leu Ser Ala Ile Lys Ser Pro Cys
Asn Leu Leu Ser Ala Ile Lys Ser Pro Cys

190

Giln
His

Arg Glu Thr Pro Glu
Arg Glu Thr Pro Glu

Gly
Glu

Ala Glu

Ala

Ala

Glu|{Pro

200

Lys Pro
Met Ala

Trp Tyr Glu Pro Ile Tyr Leu Gly
Trp Tyr Glu Pro Ile Tyr Leu Gly

210

Gly Val Phe Gln Leu Glu Lys Gly Asp Arg
Gly Val Phe Gin Leu Glu Lys Gly Asp Arg

220

Ala'Glu
Therlu

Ile
Val

Asn
Asn

Leu Ser
Leu Ser

Arg
Gln

Pro
Pro

Tyr
Tyr

Asp
Glu

Leu Asp
Leu Asp

Phe Ala Glu Ser Gly Gln Val Tyr
LeuIAla Glu Ser Gly Gln Val Tyr

Phe Gly Ile Ile Ala Leu
Phe Gly Ile Ile Ala Leu

A bekeretezett részek homolég szakaszokat jelentenek

——— jelentése: egy aminosav hidnyzik

A fenti homolégidkat és a nyul plazma TNF megha-
tarozott N-termindlis és C-termindlis aminosavszek-
vencidit (3. referenciapélda) figyelembe véve megélla-
pithat6, hogy a human TNF cDNS a humén TNF 233
aminosavbl 4116 prekurzor polipeptidjét kédolja, és a
biol6giailag aktiv humin TNF polipeptid olyan poli-
peptid, amely prekurzorinak C-termin4lis végétol sz4-
mitott 155 aminosavbél 4116 szekvenciénak felel meg.

A biolégiailag aktiv humén TNF polipeptidet olyan
bézisszekvencia kodolja, amely olyan (I) é&ltaldnos
képletd polipeptidnek felel meg, ahol A jelentése (a)
képletd aminosavszekvencia, B jelentése (Ib) képletd
aminosavszekvencia, és m értéke 1, n és p éntéke 0.

A humén TNF prekurzor polipeptidet olyan b4-
zisszekvencia kédolja, amely olyan (I) 4ltaldnos kép-
letd polipeptidnek felel meg, ahol A jelentése (Ia) kép-
letd aminosavszekvencia, B jelentése (Ib) képletd ami-
nosavszekvencia, X jelentése (Ic) képletd aminosav-
szekvencia, m, n és p értéke 1, és Y jelentése Met.

45

50

55

60

A biézisszekvencidban és aminosavszekvencidban
megfigyelhetd nagy mértékd homoldgia arra utal,
hogy a humin és nyiil TNF-ek filogenetikusan ugyan-
abbél a génb6l szdrmaznak, és arra enged kovetkez-
tetni, hogy a kozds régiok jelentss része(i) olyan szek-
vencift jelentenek, amely a biol6giai hatés kifejezGdé-
séhez sziikséges. Azonban a biolégiailag aktiv humén
TNF polipeptid immunol6giailag nem ad keresztreak-
ci6t a nyd] plazma TNF-fel, mint az aldbb l4that6. Va-
16szindleg a biolégiailag aktiv humén TNF polipeptid
teljes aminosavszekvencidja nem minden esetben
sziikséges a hatds megmutatkozdsdhoz, és egy részben
médositott human TNF polipeptid is hat&sos lehet ab-
ban az esetben, ha a biol6giailag aktiv TNF polipeptid
aktiv helyeit tartalmazza.

[1I-1] A taldlm4ny humén tumor nekrézis faktor po-
lipeptid, vagy egy azt tartalmazé polipeptid, vagy an-
nak f6 része(i), vagy humén tumor nekrézis faktorhoz
hasonl6 anyag, és annak f6 része(i) el64llitdséra is vo-

13
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natkozik. A fenti vegyiiletek kozelebbrdl az (I) 4ltald-
nos képlettel

(Y)p-(X)n-(B)m-A (I)

jellemezhetSk, vagy annak szdrmazékai vagy s6i. A

fenti képletben
Thr Pro Ser Asp Lys
Val Ala Asn Pro Gln
Gln Trp Leu Asn Arg
Leu Ala Asn Gly Val
Gln Leu Val Val Pro
Leu Ile Tyr Ser Gln
Gln Gly Cys Pro Ser
Thr His Thr Ile Ser
Tyr Gln Thr Lys Val
Ile Lys Ser Pro Cys
Glu Gly Ala Glu Ala
Pro Ile Tyr Leu Gly
Glu Lys Gly Asp Arg
Asn Arg Pro Asp Tyr
Ser Gly Gin Val Tyr
Leu

jelentése

Ser-Ser-Ser-Arg (Ib)

képletd peptid, amelybdl 1-3 amninosav

hiényozhat, vagy més aminosav(ak)kal lehet helyette-
sitve,

Ser Thr Gly Ser Met
Leu Ala Glu Glu Ala
Gly Gly Pro Gln Gly
Phe Leu Ser Leu Phe
Ala Gly Ala Thr Thr
His Phe Gly Val Ile

Glu Phe Pro Arg Asp
Pro Leu Ala Gin Ala

A taldlmény szerinti eljérdssal tehét az alabbi poli-

peptidek allithaték eld:

1)

2)

3)

4)

5)

14

egy, a fenti [I] fejezetben ismertetett DNS-nek
megfelel§ polipeptid, amelyet egy olyan exp-
resszi6s vektorral transzformalt gazdaszervezetben
allitunk el6, amelybe egy fenti DNS-t illesztettiink
be;

human TNF polipeptid, vagy annak polipeptid pre-
kurzora;

olyan human TNF polipeptid, amelybd6l egy vagy
tobb aminosav hidnyzik, vagy més amino-
sav(ak)kal van helyettesitve; de a homol6gia mér-
téke legaldbb 95%;

olyan polipeptid, amely a humén TNF polipeptid
lényeges részét tartalmazza;

olyan, a nydl TNF polipeptidt6] eltérd polipeptid,
amely a nyil TNF polipeptid egy részével vagy
részeivel nagy homol6gidt mutaté polipeptidbé]
4ll, vagy ilyen polipeptidet tartalmaz;

A jelentése (Ia) képletd polipeptid, amelybdl egy vagy

5

Pro

Ala
Arg
Glu
Ser

Val

Thr
Arg
Asn
Gin
Lys
Gly
Leu
Leu
Phe

25 X

tobb aminosav hidnyozhat, vagy mis amino-
sav(ak)kal lehet helyettesitve, de a homol6gia mér-
téke legaldbb 95%;

Val Ala His Val (Ia)
Glu Gly Gln Leu
Ala Asn Ala Leu
Leu Arg Asp Asn
Glu Gly Leu Tyr
Leu Phe Lys Gly
His Val Leu Leu
Ile Ala Val Ser
Leu Leu Ser Ala
Arg Glu Thr Pro
Pro Trp Tyr Glu
Val Phe Gln Leu
Ser Ala Glu Ile
Asp Phe Ala Glu
Gly Ile Ile Ala

jelentése az érett TNF-ben nem szerepld,

teljes vagy részleges prekurzor szekvencia

Y

jelentése Met és

m, n, és p értéke 1 vagy 0.

Elonydsek azok az (I) 4ltaldnos képletd polipepti-

30 dek, amelyek képletében X jelentése (Ic) képletd po-

lipeptid:
Ile Arg Asp Val Glu
Leu Pro Lys Lys Thr
Ser Arg Arg Cys Leu (Ic)
Ser Phe Leu Ile Val
Leu Phe Cys Leu Leu
Gly Pro Gin Arg Glu
Leu Ser Leu lle Ser
Val Arg
6) human TNF polipeptid dagradéciés terméke, amely

7
45

8)

50

a gazdaszervezetben keletkezett;

humén TNF polipeptid kémiai vagy enzimatikus
médositdsdval nyert polipeptid, vagy annak szir-
mazékai; és

a human TNF polipeptid biolégiai aktivitdsdval lé-
nyegében ekvivalens aktivitdssal rendelkez6, vagy
potenciélisan rendelkez6 polipeptidek.

A taldlmény szerinti eljérissal el6nydsen az aldbbi

polipeptidek 4llithaték el6:

1)
55

2)

¥
S

60:

az olyan (I) 4ltaldnos képletd polipeptidek, ame-
lyek képletében A jelentése (Ia), B jelentése (Ib),
m értéke 1, n értéke 0, és Y és p jelentése az ()
sltaldnos képletre megadott;

az olyan (I) 4ltaldnos képletd polipeptidek, ame-
lyek képletében A jelentése (Ia), m és n értéke 0,
Y és p jelentése az (I) altalanos képletre megadott;

-14-
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3) az olyan (I) 4ltalinos képletd polipeptidek, ame-
lyek képletében A jelentése (Ia), B jelentése (Ib),

X jelentése (Ic), m és n értéke 1, Y és p jelentése

az (I) 4ltalanos képletre megadott.

Kiilonosen eldnyos az a polipeptid, amelynek (I) 4l-
taldnos képletében A jelentése (Ia), B jelentése (Ib),
m értéke 1 vagy 0, és n és p értéke 0, vagy gyogyé-
szatilag elfogadhat6 s6i.

Az (Ia) képletd polipeptidnek a 6. tabl4zat alsé so-
réban feltiintetett aminosavszekvencia 86-236. amino-
savakb6l 4116 szakasza felel meg.

Az olyan (Ia) 4ltaldnos képletd polipeptidekre pél-
daként, amelyekbdl egy vagy tobb aminosav hidnyzik,
vagy egy més aminosavra van cserélve, az aldbbiakat
emlitjiik:

4) olyan (Ia) képleti polipeptid, amelybdl az N-ter-
minélishoz képest 1. helyzetben 1évé Thr hidnyzik;
olyan (la) képletd polipeptid, amelybGl az N-ter-
mindlishoz képest 1. helyzetben 1évé Thr-tél a 6.
helyzetben 1év6 Pro-ig tarté aminosavszekvencia
hidnyzik;
olyan (Ia) képletd polipeptid, amelybdl az N-ter-
min4lishoz képest 1. helyzetben 1évé Thr-t6l a 9-es
helyzetben 1év§ His-ig tarté aminosavszekvencia
hiényzik;
olyan (la) képletd polipeptid, amelybdl az N-ter-
minélishoz képest 1. helyzetben 1év§ Thr-t6l a 12.
helyzetben 1évé Ala-ig tarté aminosavszekvencia
hidnyzik; és
olyan (Ia) képletd polipeptid, amelyben az N-ter-
minalishoz képest 66. helyzetben 1évé Thr His-re,
a 67. helyzetben 1évé His Thr-ra vagy Tyr-ra van
cserélve.
Véleményiink szerint a bioldgiai aktivitds szem-
pontj4bél a polipeptid aminosavszekvenciajabél fontos
9) a 6. tablzat alsé soriban a 193. helyzetd Trp-t61
a 236. helyzetd Leu-ig tarté aminosavszekvencia,
és kozelebbrél
10)a 6. t4blizat als6 sordban a 220. helyzetd Tyr-t6l
a 236. helyzetben IévG Leu-ig tarté aminosavszek-
vencia.
Az (I) 4ltal4nos képletd polipeptidek aggregétumok
forméajaban, péld4ul trimerként is létezhetnek, a fenti
aggregitumok természetesen szintén a taldlmény
térgykorébe tartoznak.
A talélmény értelmében az (I) 4ltaldnos képletil hu-
mén TNF polipeptidet az aldbbiak szerint éllitjuk el6:
A) az (1) Altalinos képletd humin TNF polipeptidet
kédolé bazisszekvencidji DNS-t kivént esetben
egy heterolég polipeptidet kédolé DNS-sel Ossze-
kapcsolunk, egy expresszi6s vektorba illesztjiik;

B) a rekombindns vektort bevisszik egy gazdaszerve-
zetbe;

C) a rekombin4ns vektorral transzformélt gazdaszer-
vezetet tenyésztve elGallitjuk a polipeptidet;

D) a tenyésztett sejteket dsszegyuitjiik és a termelt po-
lipeptidet a sejtekbGl extrahiljuk; és

E) a polipeptidet a proteinek tisztitisdra szok4sosan
alkalmazott eljirdsokkal tisztitjuk.

5)

6)

7

8)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

(1) Humén TNF polipeptid elbéllitdsa

A tallmény szerinti eljirassal elallitott DNS se-
gitségével az alabbiak szerint 4llitjuk el6 a humin
TNF polipeptidet.

A humién TNF polipeptid elGéllitdsdhoz sziikséges
expressziés vektort ugy nyerhetjiikk, hogy a humén
TNF polipeptidet k6dol6 DNS-t megfelelS vektorba il-
lesztjik. Minden olyan vektor megfelel a fenti célra,
amely a transzforméland6 mikroorganizmusban proli-
ferél. Példaként a plazmidokat — példdul E. coli
pBR322 plazmid -, figokat — péld4ul fag-szdrmazé-
kok —, és a virusokat — példdul az SV40 virust — em-
litjiik. A fenti vektrorokat kiilon- kiilon, vagy kombi-
néciéban alkalmazhatjuk, példaul pBR322-SV40 hib-
rid plazmidként. A DNS beillesztésének helyét
célszerden megvalaszthatjuk. Més széval, a megfelel
vektort annak megfelel6 helyén egy megfelel§ restrik-
ciés endonukledzzal hasithatunk, ismert médon, és a
hasitds helyére beilleszthetjiik a megfelel§ hosszisagi
klénozott cDNS-t.

Még pontosabban, a nem fuzionélt polipeptid el5-
allitdsra alkalmas expresszids vektort gy allitjuk eld,
hogy a huméan TNF polipeptidet k6dol6 bézisszekven-
ciat tartalmaz6 DNS-fragmenst - amelynek 5’-végé-
hez egy ATG inici4ci6s kodon van adva és amely 3’-
végén egy terminéciés kodont (TAA, TAG vagy TGA)
tartalmaz — egy megfelel§ promoterrel és Shine-Dal-
gamo-szekvencidval rendelkez6 DNS-fragmenshez
adjuk, és egy vektorba illesztjiikk. A fuzionalt polipep-
tidek elS4llitasdra alkalmas expressziés vektort gy 4l-
lithatjuk el8, hogy a human TNF polipeptidet kédol6
bizisszekvencidt tartalmaz6 cDNS-t — amelyben a ter-
min4ciés kodon a 3’-véghez van adva — ugy illesztjik
a vektorba, hogy a transzlaci6s leolvas6 szerkezet egy-
beessen a fuzionalandé strukturélis génével. A humén
TNF polipeptidet azért elnyds fuzionélt polipeptid-
ként elGéllitani, ment igy a transzformélt gazdasejtek-
ben minimélisra csékkenthetd a termék degradlédasa.
Ebben az esetben a humén TNF polipeptidet ki kell
vigni a fuzionilt termékbdl. A biolégiailag aktiv hu-
mén TNF polipeptid — amely a 6. tiblazat felsG sordba
a 82. helyzetben 1év6 Ser-t6l a 236. helyzetd Leu-ig
tarté aminosavszekvencidnak felel meg — nem tartal-
maz egy metionin-aminosavmaradékot sem. Ezért
olyan expressziés vektort alkalmazva, amelyet tigy 4l-
litottunk el6, hogy a humén TNF cDNS-fragmenst a
fuziondland6 struktiralis gén bézisszekvencidjgnak 3’-
végéhez egy metionin- kodonon (ATG) keresztiil kap-
csoltuk, a fuzion4lt termékb6l konnyen visszanyerhet-
jik a humén TNF polipeptidet a metionin- peptidkités
hasitdsdra alkalmas médszerekkel, példdul brém-cid-
nos kezeléssel [Itakura K. és munkatdrsai: Science,
198, 1054 (1977)].

A promoterekre példaként a lac, trp, tac, phoS,
phoA, PL és SV40- t, mint korai promotert emlitjiik.

A transzformélt sejteket vigy kapjuk, hogy az exp-
resszids vektort egy gazdaszervezetbe — példdul mik-
roorganizmusba, 4llati vagy ndvényi sejtbe — visszitk
be. Az E. coli-t példdul Cohen és munkat4rsai [Proc.
Nat. Acad. Sci., USA, 69, 2110 (1972)] médszere sze-
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rint transzformaljuk. Ezutén a transzformdlt sejtek te-
nyésztésével elGéllithatjuk a humén TNF polipeptidet,
vagy egy olyan fenti polipeptidet, amelynek N-termi-
nalisin metionin van. A termék vagy a gazdaszervezet
citoplazmé4jiban, vagy a periplazméjiban halmozédik
fel, att6l fiiggden, hogy az expresszids vektort milyen
mobdszerrel szerkesztettik meg. Abb6l a célbél, hogy
a polipeptid a periplazméba vélasztédjon ki, egy szek-
réciés protein génjének — példaul egy ligos foszfatiz
génnek (phoA) vagy foszfat-kétd protein génnek
(phoS) felhasznélaséval gy szerkesztjiik meg az exp-
resszi6s vektort, hogy a humén TNF polipeptidet k6-
dolé DNS-t a helyes transzlaci6s leolvasé rendben a
fenti génhez kapcsoljuk, egy megfelels helyen, a szig-
nal-peptidet k6dolé DNS-régiét kdveten.

A kapott transzformdlt sejteket ezutin az azok te-
nyésztésére alkalmas koriilmények kdzott tenyésztjik,
mig a kivant polipeptid megfelel§ mennyiségben ter-
melédik. Mikor a termelt polipeptid a citoplazmaban
felhalmozé6dott, a gazdasejteket elroncsoljuk — példéul
lizozimes emésztéssel, és fagyasztissal és felolvasz-
tassal, vagy ultrahangos kezeléssel, vagy egy French
prést alkalmazva —, majd centrifugéléssal vagy sziirés-
sel dsszegyjtjik az extraktumot. Ha a termék a pe-
riplazméban halmozédott fel, onnan extrahéljuk, pél-
d4ul Willsky és munkatirsai [J. Bacteriol., 127, 595
(1976)] m6dszere szerint.

A kapott nyers peptidet ezutdn ismert médon tisz-
titjuk, példdul a kis6zs, ultraszirés, dializis, ioncse-
rél6 kromatogréfia, gélszdrés, elektroforézis, affinitasi
kromatografia, stb. kombinéldséval.

A fenti eljar4ssal humin TNF-polipeptidet és/vagy
olyan polipeptidet 4llithatunk eld, amely az N-termi-
nilison metionint tartalmaz.

A humén TNF polipeptidtél, és az N-terminélison
metionint tartalmazé polipeptidtS] eltérd polipeptide-
ket is eldallithatunk a taldlmény szerinti eljirdssal, a
kivant DNS-t lényegében a fentiek szerint hasznilva,
vagy ismert eljdrdsok megfelel6 kombinéléséval.

(2) Humdn TNF polipeptid mddositésa

Mobdositott humén TNF polipeptidek alatt a human
TNF polipeptidet kédolé DNS allél mutdnsaib6] szar-
maztathaté polipeptideket (allél mutdns polipeptidek);
a humén TNF polipeptid vagy az allél muténs poli-
peptid C- vagy N-terminalisdhoz egy aminosav, vagy
két vagy tdbb aminosavat tartalmaz6 peptid hozz4ad4-
séval nyert polipeptideket; a humén TNF polipeptidb6l
vagy allél mutdns polipeptidb6l egy vagy tobb amino-
sav torlésével nyert polipeptideket (példdul a humén
TNF polipeptid N-terminélisén 4 aminosav torlésével
nyert polipeptidet, melyet a [HI-1] fejezetben a (6)
pontban ismertetiink);

A humin TNF polipeptid, vagy allél mutinsénak
moédositdsat példdul Means, G.E. és Feeney, R.E. mé6d-
szerével ["Chemical Modification of Proteins,,, Hol-
den-Day, Inc. California (1971)] végezhetjik el, 6n-
magéban ismer mo6don.

[I0] A taldlméany szerinti eljardssal elG4llitott poli-
peptidek jellegzetes képviselSinek kémiai €s fizikai-
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kémiai tulajdonségait, biologiai aktivitdsat €s immu-
nolégiai tulajdonségait az alébbiakban ismertetjiik.

A 4. példa szerint el6allitott, tisztitott huméin TNF
polipeptid (tovédbbiakban rekombindns humin TNF,
réviditve rHU-TNF) tulajdonsigait az al4bbiakban is-
mertetjiik.

[I0-1] Kémiai és fizikai-kémiai tulajdonsdgok

(1) Molekulatomeg

Az rHu-TNF molekulatomegét gélszidréssel hatdroz-
tuk meg, TSK-gélen, G3000 SW oszlopon (7,5+600
mm, Toyo Soda), nagynyomést folyadékkromatogra-
fids technik4t alkalmazva, oldészerként 0,2 mél/1 kon-
centréci6jii foszfat-puffert (pH 7) hasznéltunk, 8 mél/1
karbamid &s 0,5% 2-merkapto-etanol-tartalom mellett,
vagy anélkiil. Ismert molekulatdmegd 4proteinként
marha szérumalbumint (méltémeg 6,6¢107), nyiil tri-
6zfoszfat-izomerdzt (moéltdmeg 5,30104), ovalbumint
(méltémeg 4,5-104), sertés pepszint (m6ltomeg
3,270104), széja  tripszin-inhibitort  (méltdmeg
2,05-104), 16 mioglobint (méltdmeg 1,78-104) és 16
citokrém C-t (méltomeg 1,24¢10%) hasznéltunk.

Vizsgélataink szerint a rHu-TNF relativ méltdmege
45 000 £ 5000 dalton, karbamid és 2-merkapto-etanol
tavollétében, és 18 000 + 3000 dalton, azok jelenlété-
ben.

A pHTRYI expresszi6s plazmidba illesztett cDNS
egy 155 aminosavbél 4116 peptidlancot kédol (az ini-
ci4ci6s ATG kodonnak megfeleld metionint elhagyva).
A rtHu-TNF elméletileg szdmitott molekulatémege 17
097 dalton, az aminosavszekvencia alapjn. A sz&mi-
tott molekulatomeg egyezik a karbamid és 2-merkap-
to-etanol jelenlétében mért molekulatdmeggel.

A fenti eredmények azt mutatjik, hogy a rHu-TNF
karbamid és 2-merkapto-etanol jelenlétében monomer-
ként (alegység) van jelen, mig a denaturlészerek ti-
vollétében aggregatumot — példaul trimert — képez.

(2) Izoelektromos pont

Az izoelektromos pontot izoelektromos fékuszils
gél-elektroforézissel hatdroztuk meg, 3 watt mellett,
3 6rén 4t, 5%-os poliakrilamid géllemezt hasznilva,
pH 4,0 - pH 6,5 tartoményba esé pH-gradienssel, me-
lyet Pharmalyte-tel (Pharmacia) &llitottunk elG.

A proteint Coomassie brilliant blue festékkel festet-
tik meg. Egy mésik gélt 3 mm széles csikokra vég-
tunk, és a proteint 20 mmol/1 koncentréciji Tris-HCl
(pH 7,8) pufferoldatba meritve eluiltuk. Citotoxikus
aktivitdst azokb6l a gélszeletekbSl szdrmaz6 eluitu-
mokban észleltiink, amelyek helyzete megegyezett a
festéssel detektélt protein helyzetével.

A rHu-TNF izoelektromos pontja vizsgélataink sze-
rint 5,9 £ 0,3.

(3) Aminosav-dsszetétel
A rHu-TNF aminosav-9sszetételét mikro-aminosav-
analiz4torban (Shimadzu Seisakusho) hatéroztuk meg,

: fluorometri4s médszerrel, a mintdt hidrogén-kloridos
s hidrolizis ortoft4laldehiddel kezelve.

60
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50 mikrogramm rHu-TNF-et 6 n hidrogén-klorid-
oldattal 110 °C-on hidroliz4ltunk. Az aminosav-tartal-
mat dgy szémitottuk ki, hogy a mért ért€keket a 24,
48 és 72 6rén 4t hidrolizlt mintdban meghatérozott
értékek alapjén korrigéltuk. A cisztint (vagy ciszteint)
ciszteinsav forméjéban hatdroztuk meg, perhangyasa-
vas oxidécié utdn. A triptofént fluormetridsan mértiik,
Pajot [Eur. J. Biochem., 63, 263 (1976)] mé6dszere sze-
rnt.

Az eredményeket a 7. tablazatban foglaltuk dssze.
7. tablazat
Aminosav Relativ moldris mennyiség
Asp + Asn 12,1
Thr 55
Ser 12,4
Glu + Gln 20,3
Pro 10,3
Gly 10,6
Ala 13,0
Cys 1,5
Val 12,1
Met <0,1
Ile 8,0
Leu 17,7
Tyr 6,8
Phe 3,9
His 2,8
Lys 6,1
Arg 1.5
Trp 1,6

Az aminosav-Osszetétel j6l egyezik a humin TNF
polipeptidet k6dol6 bazisszekvencia alapjin kovetkez-
tetett Osszetétellel.

(4) N-termindlis aminosavszekvencia meghatbrozd-
sa

A 1Hu-TNF N-terminalis aminosavszekvencidjat
Edman-lebontdssal hatdroztuk meg Arch. Biochem.
Biophys., 22, 475 (1949).

Az N-termindlis aminosav Edman-lebontséval
nyert fenil- tiohidantoin-aminosavat nagynyoma4si fo-
lyadékkromatografids eljirdssal azonositottuk, TSK-
gél 120A-val (Toyo Soda) toltott 4,6+250 mm-es osz-
lopot haszndlva. A fenti eljarast sorozatosan megismé-
telve meghatéroztuk az Gjonnan kialakult N-terminélis
aminosavakat, szekvencidlisan.

Vizsgélataink szerint a rHu-TNF N-terminilis ami-
nosavszekvencidja az alabbi:

NH:-Ser-Ser-Ser-Arg-Thr-Pro-Ser-Asp---

Ismert, hogy szdmos, rekombinins DNS-techniké-
val mikroorganizmusokban elééllitott polipeptid meti-
onin-aminosavmaradékot tartalmaz az N-terminilis
végen, ami az inici4ci6s kodonb6l (ATG) szérmazik.

202921 B 2
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Az 5. példa szerint eléallitott rHu-TNF esetén azonban
nem lehetett az N-termin4lison metionint kimutatni, az
onnan teljesen el lett tdvolitva.

(5) C-termindlis aminosavszekvencia meghatdrozd-
sa

A rHu-TNF C-terminélis aminosavszekvenci4jét en-
zimatikus lebontéssal hatédroztuk meg, karboxipepti-
dazt hasznilva.

A rHu-TNF-et karboxipeptidiz-A-val és karboxi-
peptidiz-Y-nal emésztettiik, az enzim:szubsztrit mél-
ardny 1:25, illetve 1:1000 volt. A rHu-TNF C-termi-
nalisarél felszabadulé aminosavakat mikro-aminosav-
analizitorral (Shimadzu Seisakusho) azonositottuk,
megfeleld id6kozonként (2 perc — 180 perc, az emész-
tés kezdetétdl szdmitva) vett mintdkban.

Vizsgélataink szerint a rHu-TNF C-terminélis ami-
nosavszekvencidja az aldbbi:

---Tyr-Phe-Gly-Ile-Ala-Leu-COOH

(6) rHu-TNF tripszines emésztése

500 mikrogramm rHu-TNF-et 20 mikrogramm
TPCK-kezelt tripszinnel (XIII. tipus, SIGMA Chemi-
cal Co.) emésztettiink, 5 mmol/1 koncentriciéji Tris-
HCI pufferoldatban (pH 7,8), szobahdmérsékleten, 5
6rén keresztiil. A kapott terméket a 4. példa (2) 1épés-
ben leirtak szerint preparativ izoelektromos fékusz4lé
gél-elektroforézisnek vetettiik ald. A proteineket Coo-
massie brilliant blue-val festettiik. Egy mésik lemezt
3 mm széles csikokra vigtunk, és a proteint 20 mmoV/1
koncentraci6ji Tris-HCI pufferrel (pH 7,8) eluéltuk.

Vizsgilataink szerint a rHu-TNF izoelektromos
pontjanal kb. 0,3 pH-értékkel alacsonyabb pH érték-
nek megfelel§ z6n4bol eludlt emésztett terméknek volt
citotoxikus aktivitdsa.

A citotoxikus aktivitdssal rendelkezd emésztett ter-
méknek a fentebb ismertetett médon meghatéroztuk a
C-termindlis és N-terminélis aminosavszekvenciéjét.

Vizsgélataink szerint az emésztett termék részleges
aminosavszekvencidja az alabbi:

N-terminélis: NH2-Thr-Pro-Ser-Asp---

C-termindlis: ---Ile-Ala-Leu-COOH.

Az aminosavszekvencidb6l kovetkeztetve az emész-
tett termék egy olyan polipeptid, amely a rHu-TNF-bél
négy N-termindlis aminosav lehasadé4séval keletkezik,
és citotoxikus aktivitdssal rendelkezik. Ez azt jelenti,
hogy a rHu-TNF N-terminilis végén levé négy ami-
nosav nem lényeges a biolégiai aktivitds szempontj4-
bél.

[II1-2] Bioldgiai aktivitds

(1) Egér L-M sejtekkel szembeni citotoxikus hatds

A citotoxikus aktivitast egér L-M sejtekkel (ATCC,
CCL 1.2) szemben az alabbiak szerint hatdroztuk meg.

0,1 ml mintét az alabb emlitett tiptalajjal sorozatban
higitottunk, és a 96 lyuki lemez (Flow Labs.) minden
egyes lyukdba 0,1 ml 110° sejt/ml toménységd L-M
sejt szuszpenzi6t mértiink. Téptalajként Eagle-féle mi-
niméltdptalajt [J. Paule: ,Cell and Tissue Culture”, E
and S. Livingstone Ltd. (1970)] hasznéltunk, 1% mag-
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zati marhaszérummal kiegészitve. A lemezt 37 ‘C-on
48 6ran 4t inkubaltuk, 5% szén-dioxidot tartalmaz6,
telitett paratartalmd légtérben. Az inkubalds befejezté-
vel az €16 sejteket 20 mikroliter 25%-os glutéraldehid
hozzad4s4val fix4ltuk. A fixdlds utdn a lemezt mostuk
és széritottuk. Ezut4n a fix4lt sejteket 0,1 ml 0,05%-o0s
metilénkék-oldattal megfestettiik. A metilénkék feles-
legét lemostuk, és a lemezt szaritottuk. A fixélt sejtek-
hez kotédott metilénkéket 200 mikroliter 0,36 n sésa-
voldattal eluéltuk, és a 665 nm-nél mutatott abszorp-
ci6t Titerek Multiscan (Flow Labs.) fotométerrel
mértik. Az abszorpci6 az €16 sejtek szdméval arédnyos.
Az L-M sejtek 50%-fnak elpusztitdsdhoz sziikséges
koncentraciét mint 1 egység/ml-t definidltuk. A fenti
médon meghatérozott, egér L-M-sejtekkel szembeni
citotoxikus aktivitsst a egér L-929 sejtekre kifejtett ci-
totoxikus aktivitdstél valé megkiilonboztetés céljabol
mint egység (LM)- et adjuk meg.

A proteintartalmat Lowry, O.H. és munkatarsai [J.
Biol. Chem., 193, 265 (1951)] mddszere szerint hata-
roztuk meg.

Vlzsgalatamk szerint a tHu-TNF specifikus aktivi-
tasa 2010° egység (LM)/mg protein, vagy még ennél
is magasabb érték.

(2) Egérbe transzplantdlt Meth A szarkdma elleni
hatds

A tumorellenes hatdst Meth A szarkémét hordozé
egéren az aldbbiak szerint vizsgaltuk.

23 8 atlagos stlyt BALB/c egerekbe a hasi bér ald
2.10° Meth A szarkéma sejtet iiltettiink be intrader-
mélisan. Hét nap miilva kivélogattuk azokat az egere-
ket, amelyekben a tumor atmérSje 6-7 mm volt. A
tumor beiiltetése utdni 7. napon a tumorba, vagy int-
ravénédsan bevittik a rHu-TNF-et. A rHu- TNF endo-
toxon-tartalma kisebb, mint 0,01 ng/l-lO egység
(LM).

Abban az esetben, mlkor a tumorba magéba vittikk
be a rHu-TNF-et, 1:10°, 3.10° és 110* egység
(LM)/egér dézisban, 24 6réval az injektélds utdn min-
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den egérben tumomekrézist észleltiink, €s a tumor az
egyes dézisok alkalmazésa esetén 3/5, 5/5, illetve 5/5
aranyban teljesen wsszafe)lodott Intravénis kezelés
esetén 3¢10° és 1+ 10* egység (LM)/egér dézisok al-
kalmazésa mellett minden egérben észleltiikk a nekro-
tikus vélaszt, a teljes visszafejl6dés ardnya 3/5, illetve
4/5 volt.

(3) rHu-TNF humdn tumor-sejtekre kifejtert gdtlo
hatdsa in vitro

A rHu-TNF humén tumor-sejtekre és normaél sejtek-
re kifejtett novekedésgatlé hatdsat in vitro az aldbbiak
szerint vizsgéltuk.

24 lyukd lemez minden egyes lyukéba 1 ml, 10%
magzati marhaszérumot tartalmazé Eagle -minimAaltdp-
talajt mértiink, és lyukanként 1.10* sejttel — humin
tumor-sejttel vagy normél sejttel ~ beoltottuk. A rHu-
TNF-et 100 egység (LM)/ml végkoncentriciéban hoz-
zéadtuk, és a sejteket 37 °C-on 4 napon 4t inkubaltuk,
5% szén-dioxidot tartalmazé teljesen telitett paratar-
talmd légtérben. A tenyésztés befejezte el6tt 4 6réval
minden Iyukba 1 mikrocurie 3H-timidint adtunk. A te-
nyésztés befejezése utn a sejteket foszfat-pufferes so-
oldattal mostuk, és 0,5% nétnum-dodecxl szulfattal li-
z4ltuk. A sejtekbe beépiilt 3H-timidin mennyiségét a
liz4tumn radioaktivitdsdnak mérésével hatéroztuk meg.

Az inhibitor hatdst, melyet a novekedésgétlas ara-
ny4val adtunk meg, a kovetkez6 egyenlet segitségével
szémoltuk ki:

Novekedésgitlas ardnya (%) = (a-b)/a « 100, ahol
a az rHu-TNF tévollétében,

b az rHu-TNF jelenlétében beépiilt radioaktivitést je-
lenti.

Az eredményeket a 8. tablazatban foglaltuk Ossze:

A fenti eredmények azt mutatjik, hogy a rHu-TNF
jelentés mértékben gétolja a humén tumor-sejtek no-
vekedését, mig a normél sejtekre nézve hatistalan. A
fentiek szerint a rHu-TNF szelektiven a tumoros sej-
teket timadja meg.

8. tiblazat

Humén sejt Eredet

Novekedésgatlas arédnya (%)

Normal sejtek

WI-38 (ATCC CCL 75) tiid6 diploid nincs gatlds
MRC-5 (ATCC CCL 171) tidé diploid nincs ghtlés
IMR-90 (ATCC CCL 186) tiid$ diploid nincs gatlas
Tumor-sejtek
G-361 (ATCC CRL 1424) melanoma 75
HT-1376 (ATCC CRL 1472) hélyag karcinéma 49
ZR-75-1 (ATCC CRL 1500) mell karcinéma 97
HOS (ATCC CRL 1543) csont szarkéma 47
WiDr (ATCC CCL 218) vastagbél adenokarcinéma 37
MCF7 (ATCC HTB 22) mell adenokarcinéma 69
G-402 (ATCC CRL 1440) vese leiomioblasztéma 98
PANC-1 (ATCC CRL 1469) hamszerd karcin6ma 59
HeLa (ATCC CCL 2) hadmszerd karcinéma 31
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[I-3] Immunoldgiai sajdtsdgok

100 egység (LM)/ml koncentracidji rHu-TNF-olda-
tot azonos térfogatii, 100-szoros higitdsqd, tisztitott nyul
plazma TNF elleni antitesttel kevertiink dssze, melyet
a 4. referencia példa szerint 4llitottuk els. 37 °C-on 2
6rés inkub4lds utdn a fent ismertetett médon, célsejt-
ként L-M sejteket hasznilva meghatéroztuk a reakcié-
elegy citotoxikus aktivitdsat.

Vizsgalati eredményeink szerint a rHu-TNF citoto-
xikus hatdsit az antitest egyéltalan nem semlegesitette,
ebbdl a ténybdl arra kovetkeztethetlink, hogy a humén
TNF polipeptid immunol6giailag megkiilonboztethetd
a nyiil TNF-t6l.

[IV] A taldlmény szerinti eljardssal elGallitott poli-
peptideket oldat vagy liofilizett termék forméjéban 4l-
lithatjuk eld, amelyekbsl gy6gyszerkészitményeket
készithetiink. A hosszi tavii stabilitds szempontjib6l
kedvezébb, ha a termék liofilezett formdban van. A
termékhez el6nydsen hordozbanyagot és stabilizils-
szereket is adunk. Stabilizdlészerként példaul albu-
mint, globulint, zselatint, protamint, protaminsékat,
gliikézt, galaktézt, xilézt, mannitot, glukoronsavat, tre-
hal6zt, dextrant, hidroxi-etil-keményit6t, és nemionos
feliiletaktiv szereket — példaul poli(oxi-etilén)-zsirsav-
észtereket, poli(oxi-etilén)-alkil-étereket, poli(oxi-eti-
1én)-alkil-fenil-étereket, poli(oxi-etilén)-szorbitdn-zsir-
sav-€sztereket, poli(oxi-etilén)-glicerin-zsirsav-észte-
reket, poli(oxi-etilén)-hidrogénezett  ricinusolajat,
poli(oxi-etilén)-ricinusolajat, poli(oxi-etilén)-poli(oxi-
propilén)-alkil-étereket, poli(oxi-etilén)-poli(oxi-pro-
pilén) blokk-kopolimereket, szorbitdn, zsirsav-észtere-
ket, szachar6z-zsirsav-észtereket és glicerin-zsirsav-
észtereket — hasznélhatunk.

[V] A taldlmény szerinti eljardssal elGallitott poli-
peptidek tumorsejtekkel szemben szelektiv citotoxikus
hatissal rendelkeznek, és tumoros 4llatokban a tumort
visszafejlesztik, fenti hatdsuk kovetkeztében gydgy-
szerkészitmények hatdanyagaként tumorellenes szer-
ként hasznéthaték.

A polipeptid készitményeket parenterilisan vagy
helyileg alkalmazhatjuk. Parenterlis — példaul intra-
vénds vagy intramuszkularis - alkalmazist akkor va-
lasztunk, ha a tumorsejtek nagy teriileten szérédtak
szét vagy metasztazisban vannak, vagy a metasztazist
akarjuk megakad4lyozni. Helyi tumoros szdveteket el-
6nyGsen kozvetlen intratumoros alkalmazdssal keze-
link. A dézis a tumorok tipusit6l és nagys4git6l, a
beteg éllapotdt6l és az alkalmazds médjatél ﬁ)ggGen
véltozik. Rendszerint a d6zis 1e 102 ~ 1x10’ egység
(LM)/kg, el6nydsen le 10° - 1010° egység (LM)/kg.

A talélmény szerinti eljérdst kozelebbrdl az aldbbi
példék és referenciapéldik segitségével kivanjuk is-
mertetni a korldtozas szdndéka nélkiil.

A példék konnyebb megértése céljabol a leirdst az
1-5. 4bréakkal is kiegészitettiik.

Az 1. 4bra

a DNS-fragmensek elS4llit4sara haszn4lt restrikciés
endonukle4z hasitési helyeit mutatja, és a humén TNF
polipeptidet k6dolé klénozott cDNS bézisszekvencié-
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2

janak meghatdrozdsa sordn a szekvenilds irdnyit és
mértékét [1-(9). példa).
A 2. abrin

a pHTT26 expresszi6s plazmid kialakitdsara szol-
g4l eljarast mutatjuk be [2-(1). példa).
A 3. dbra

a pHTR91 expresszi6s plazmid kialakitdsira szol-
gal6 eljarast szemlélteti [2-(2). példa].
A 4. 4brin

a pHTS115 expressziés plazmid elGillitasi eljirdsa
lathat6 [2-(3). példa].
Az §. ébra

a pHTS37 expressziés plazmid elS4llitasi eljérdsét
mutatja [2-(4). példa).

1. példa

(1) TNF mRNS elddllitdsa humdn alveolusz makro-
fdgokbol

A humin alveoldris makrofigokat foszfattal puffe-
rolt séoldattal végzett broncho-alveoldris obhtéssel
gydijtjik 6ssze. Az alveoldris makrofigokat ~ 6, 310/
sejtet — 10% magzati marhaszérumot tartalmazé
RPMI-1640 tdptalajban szuszpendéljuk és 8 cm atmé-
r6jd Petri-csészére oltjuk, 9.10° sejt/csésze sejtsirisé-
get biztositva. A tenyészetet 37 “C-on 1 6rén 4t elSte-
nyésztjiik, 5% szén-dioxidot tartalmazé, telitett péra-
tartalmd légtérben. Ezutdn a csészékbe 10 mikro-
gramm/ml végkoncentriciéban endotoxint (E. colib6i
szdrmazé lipopoliszacharidot), 10 ng/ml végkoncent-
ricibban TPA-t (forbol-12-mirisztit-13-acetitot) és
1 mikrogramm/ml végkoncentréciéban cikloheximidet
(proteinszintézis-inhibitor) mériink. A tenyésztést 4—
4,5 6rén 4t tovabb folytatjuk (a teljes tenyésztési idS
5-5,5 6ra). A tapfolyadékot leszivatjuk, és a csészéhez
tapadt makrofdgokat 0,6% nitrium-N-lauroil-szarkozi-
nitot és 6 mmoéV1 nitrium-citrdtot tartalmazé 5 mél/1
koncentrici6ji guanidil-tiocianit-oldattal lizdljuk és
homogenizéljuk. A homogeniz4tumot 0,1 mél/1 EDTA-
t tartalmazé 5,7 m6V1 koncentréciéji cézium-klorid-
oldatra ontjiik, és 20 6ran 4t 26 500 fordulat/perc se-
bességgel centrifugéljuk, ultracentrifugdban (RPS27-2
rotor, Hitachi Koki), a teljes RNS-frakciét szemcse
formédjdban kapjuk. A szemcséket kis mennyiségd,
0,35 m6V/1 natrium-kloridot, 20 mméV1 Tris-HCI-t (pH
7,4) és 20 mm6l/1 EDTA-t tartalmaz6 7 méV/1 koncent-
rici6ji karbamidoldatban oldjuk, és etanolb6l kicsap-
va visszanyerjik. 159 mikrogramm &ssz-RNS-t ka-
punk a fenti médon.

Az 8ssz-RNS-frakci6t 1 ml, 1 mmél/] EDTA ttartal-
mazé 10 mmél/1 koncentréci6ji Tris-HCl-pufferben
{pH 7,4) - tovébbiakban TE-oldatként emlitjiik - old-
juk, és az oldatot 65 °C-on 5 percen keresztiil melegit-
Jjilk. Az oldathoz 0,5 m6l1 végkoncentriciéban nétri-
um-klorid-oldatot adunk, és az elegyet el6z6leg 0,5
mo6V1 nétrium-kloridot tartalmazé TE-oldattal ekvilib-
rdlt oligo(dT)-cellul6z-oszlopra vissziik. Az oszloprél
TE-oldattal 8 mikrogramm poli(A)mRNS-t elu4lunk.

A poli(A)mRNS-t 1,9 ng/nl koncentrici6ban desztil-
141t vizben oldjuk, és az oldatot mikroinjekciés méd-
szerrel kdzel 50 nl/oocita dézisban beinjektaljuk a Xe-
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nopus laevis oocitdiba. 10 oocitat 100 mikroliter Barth-
taptalajban [J.B. Gurdon; J. Embryol. Exp. Morphol.,
20, 401 (1968)] 22 °C-on 24 6rén 4t inkubélunk. Az oo-
citdkat homogenizéljuk és 10000 fordulat/perc sebes-
séggel 10 percen 4t centrifugaljuk. A felilisz6 TNF-ak-
tivitisat dgy hatdrozzuk meg, hogy mérjik az egér L-
929 sejtekre kifejtett citotoxikus aktivitast.

Az egér L-929 sejtekkel szembeni citotoxikus hatast
az aldbbiak szerint mérjik.

0,1 ml mint4t az aldbb emlitett taptalajjal sorozat-
higitunk, majd a 96 lyukd lemez (Flow Labs.) minden
egyes lyukdba 0,1 ml, 5+10° sejt/ml toménységd L-929
sejt-szuszpenzit mériink. Téptalajként 1% magzati
marhaszérumot tartalmazé Eagle-féle miniméltiptalajt
hasznélunk. A lemezt 38,5 °C-on 18 6rdn 4t inkubél-
juk, 5% szén-dioxidot tartalmazd, telitett paratartalmi
légtérben.

Az €16 L-929 sejtek szamét, és a bioldgiai aktivitas
kiszamitas4t ugyaniigy végezziik, mint azt a [III-2-(1)]
fejezetben az egér L-M sejtekkel végzett citotoxikus
aktivitds meghatérozaséval kapcsolatban mér leirtuk.

A fenti médon, egér L-929 sejtekre kifejtett citoto-
xikus aktivitdst egység (L-929)-ként adjuk meg, az
egér L-M sejtekkel szembeni citotoxikus hatdst6l valé
megkiilonbdztetés miatt.

A fenti médon elSallitott felitiszé citotoxikus ak-
tivitdsa 6,6 egység (1.-929)/ml. Ez azt jelenti, hogy a
poli(A)-mRNS készitmény TNP mRNS-t tartalmaz.

(2) cDNS szintézis

Az (1) 1épésben kapott poli(A)mRNS-t templétként
hasznilva a komplementer DNS-t Gubler és Hoffman
[Gene, 25, 263 (1983)] médszere szerint szintetiz4ljuk.

6 mikrogramm poli(A)mRNS-t 40 mikroliter, 10
mm6V/1 magnézium-kloridot, 10 mmol/1 ditiotreitolt, 4
mmol] natrium-pirofoszfitot, 1,25 mmél/l dGTP-t,
1,25 mmol/1 dATP-t, 1525 mm6l/1 dTTP-t, 0,5 mmol/1
dCTP-t, 167 nméV1 o 2p.dCTP-t (fajlagos radioakti-
vitdsa 3000 Ci/mmol), 4 mikrogramm oligo(dT)12-18-
at és 120 egység reverz transzkriptdzt (mad4r mielob-
laszt6zis virusb6l (AMV)] tartalmazé 50 mmoéV1 kon-
Tris-HCl-pufferben (pH 8,3) oldunk, és az
oldatot 43 °C-on 30 percen 4t inkubéljuk. Ezutén a
reakciét EDTA hozzdadisaval ledllitjuk. A reakcide-
legyet 1:1 ardnyd fenol-kloroform eleggyel extrahél-
juk, és a vizes fizishoz 2,5 mél/1 végkoncentraciéban
amménium-acetitot adunk. A kapott cDNS-mRNS
hibridet a vizes fazisb6l etanolos kicsapassal nyerjiik
vissza. A ¢cDNS-mRNS hibrid csapadékot 100 mikro-
liter, 5 mmo6l/l magnézium-kloridot, 10 mmél/l ammé-
nium-szulfstot, 100 mmoél/l kilium-kloridot, 0,15
mmol/1 B-nikotinamid-adenin- dinukleotidot, 5 mik-
rogramm marha szérumalbumint, 0,04 mml/1 dGTP-t,
0,04 mmo6V1 dATP-t, 0,04 mm6)/1 dTTP-t, 0,04 mmoli
dCTP-t, 0,9 egység E. coli ribonukledz H-t és 23 egy-
ség E. coli DNS-polimeréz I-et tartalmaz6 20 mmél/1
koncentraci6ji Tris-HCl-pufferben (pH 7,5) oldjuk, és
12 °C-on 60 percen &t, majd 22 °C-on 60 percen 4t
inkub4lva dscDNS-t szintetizilunk. A reakciét EDTA
hozz4ad4s4val 4llitjuk le. A dscDNS-t fenol-kloroform
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eleggyel extrahéljuk, és etanolb6l kicsapva nyerjik
vissza, mint azt fent leirtuk.

(3) Oligo(dC)-végil cDNS elédllitdsa

A fenti 1épésben kapott dscDNS-t 100 mikroliter, 2
mmdél/l kobalt-kloridot, 0,2 mmél1 ditiotreitolt, 0,1
méll o—2P-dCTP-t (fajlagos radioaktivitdsa 3
Ci/mmél), és 10 egység terminalis dezoxinukleotidil-
transzferdzt tartalmazé 100 mm6V/1 koncentraci6ji nat-
rium-kakodil4t-pufferben (pH 7,2) oldjuk, és 37
*C-on 30 percen 4t inkubaljuk, hogy a dscDNS 3’-vé-
géhez hozzékapcsolédjon az oligo(dC)-vég.

A reakci6t EDTA hozz4adaséval ledllitjuk. Az oli-
g0(dC)-végif dscDNS-t fenol-kloroform eleggyel ext-
rahéljuk, és etanolb6l kicsapva visszanyerjik. Az oli-
20(dC)-végd dscDNS-t 2 mikrogramm/ml végkoncent-
réciéban 1 mmoéV1 EDTA-t, és 100 mmol] nétrium-
-kloridot tartalmazé 10 mmol/1 koncentraciéji Tris-
HCl-pufferben (pH 7,4) oldjuk.

(4) Oligo(dG)-végil pBR322 DNS elédllitdsa

10 mikrogramm pBR322 DNS-t mikroliter, 10
mmol1 magnézium-kloridot, 50 mmél/1 amménium-
szulfitot és 10 mikrogramm marha szérumalbumint
tartalmazé 20 mmol/1 koncentrici6ji Tris-HCl-puffer-
ben (pH 7,4) oldunk, és 15 egység restrikciés endo-
nukledz Pstl-et adunk hozzd. Az elegyet 37 °C-on
1 6rén 4t inkub4ljuk. A reakci6é befejez6dése utdn a
reakci6elegyet fenol-kloroform eleggyel extrahéljuk és
a vizes fazisb6l a kapott DNS-t etanolb6l végzett ki-
csapéssal nyerjiik vissza. A kapott DNS-t 200 mikro-
liter, a dscDNS oligo(dC)-véggel val6 ellatdsénél hasz-
nélt pufferével azonos dsszetételd, de még 80 egység
terminélis dezoxinukleotidil-transzferdzzal kiegészi-
tett, s “?P-dCTP helyett *H-dGTP-t tartalmaz6 puf-
ferben oldjuk, és 37 °C-on 20 percen 4t inkubélva a
3’-véghez egy 10-15 dezoxiguanilsav-maradékbol
(dG) 4ll6 végcsoportot kapcsolunk. A reakcidelegyet
fenol-kloroform eleggyel extrahaljuk, és az oligo(dG)-
végd pBR322 DNS-t a vizes fizisbél etanolbdl végzett
kicsap4ssal visszanyerjikk. A kapott, végcsoporttal el-
latott pBR322 DNS-t az oligo(dC)-végd dscDNS ol-
dé4séra hasznilt pufferével azonos Gszetételd pufferben
oldjuk, 20 mikrogramm/m] végkoncentriciéban.

(5) Rekombindns plazmid elédllitdsa

120 mikroliter oligo(dC)-végd cDNS-oldatot azonos
térfogatii oligo(dG)-végd pBR322 DNS-oldattal ele-
gyitink, és az elegyet 65 °C-on 5 percen 4t, majd
57 °C-on 120 percen 4t inkubdlva hékezeljik, és ki-
alakitjuk a rekombinéns plazmidot.

(6) Transzformdlt sejtek kivdlasztdsa

A fenti médon kapott rekombinédns plazmiddal E.
coli 1776 tdrzset transzformalunk, az alibbiak sze-
rint.

Az E. coli %1776 torzset 20 ml, 100 mikrog-
ramm/ml diamino-pimelinsavval és 40 mikrog-

+ramm/ml timidinnel kiegészitett L-tdptalajban (6ssze-

60 tétel: 10 g tripton, 5 g élesztékivonat, 5 g nétrium-klo-
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rid és 1 g glik6z/1 liter taptalaj; pH 7,2) tenyésztjilk,
mig a tenyészet zavarossdga eléri a 0,5 értéket 600
nm-en. A sejteket 4 °C-on centrifugélissal 6sszegyujt-
jitk és 10 ml, 50 mm6V/1 kalcium-kloridot tartalmazé
10 mm6V/1 koncentraci6ji Tris-HCl-pufferrel (pH 7,3)
mossuk. A sejteket 2 ml azonos Osszetételd pufferben
szuszpendiljuk, és 0 °C-on 5 percen 4t 4llni hagyjuk.
0,2 ml fenti szuszpenzi6hoz 0,1 ml (5) Iépésben kapott
rekombinéns plazmid-oldatot adunk. Az elegyet 0 °C-
on 15 percen 4t &llni hagyjuk, s majd 2 percen 4t
42 °C-on tartjuk. Ezutdn hozzéadunk 0,5 mi kiegészi-
tett L-téptalajt, és a sejteket 1 6rén 4t rdzatva tenyészt-
jik. A tenyészetb6] mintét vesziink, 15 mikrog-
ramm/ml tetraciklint tartalmazd, kiegészitett L-tapta-
lajos agarlemezre rétegezzitk és 37 °C-on 12 6rén 4t
tenyésztjiik. A cDNS génalloményt a tetraciklin-rezisz-
tens transzformalt sejtek kivédlasztdséval kapjuk.

(7) Humdn TNF c¢DNS kidénozdsa

A fenti mé6don kapott cDNS génilloménybél telep-
hibridizaci6s vizsgélattal valasztjuk ki a humén TNF
polipeptidet kédolé ¢DNS-t tartalmazé rekombindns
plazmidot befogadd transzformélt sejteket, a hibridi-
zildsra mintaként nydl TNF-et kédol6 klénozott
cDNS-b6] eldéllitott DNS-fragmenseket hasznalunk.

Kozelebbr6l, a nydl TNF-et k6dolé6 cDNS-t az 1.
referenciapélddban leirtak szerint izoldljuk rekombi-
nins pRTNF802 plazmidb6l. Bézisszekvencidja a 3.
tabldzatban l4that6. A cDNS-t Aval vagy Haell rest-
rikciés endonukledzzal emésztjik. Az emésztett DNS-
fragmenseket etanolbél kicsapva nyerjik vissza. A ki-
vint DNS-fragmenseket poliakrilamid gél-elektroforé-
zissel izoléljuk.

A 3. tibldzatban l4that6, 285-583. bézisszekvenci-
dnak megfelel6 DNS-fragmenset (299 bazispér) Aval
restrikciés endonukledzzal végzett lebontéssal kapjuk,
és a tovébbiakban Aval-fragmensnek nevezzik. A 3.
tdblazat 33-120. bézisszekvencidjinak megfeleld mé-
sik DNS-fragmenset (88 bézispir) Haell restrikci6s
endonukledzzal végzett emésztéssel nyerjiik, a tovab-
biakban Haell-fragmensnek nevezziik. Az Aval-frag-
menst és Haell-fragmenst 32p_vel jelezziik. A jelzett
DNS-fragmenseket haszndljuk mintaként a humén
TNF polipeptidet kédolé cDNS-t tartalmazé plazmidot
befogad6 transzformélt sejtek kivélasztisira a cDNS
génélloménybdl, a Hanahan és Meselson Gene, 10, 63
(1980) moédszere szerint végzett telep-hibridizéciés
vizsgélatban.

Koze1 20 000 kion koziil 43 ki6nt szelektéltunk az el-
sé vizsgélatban, 32P-jelzett Aval-fragmenset hasznélva
mintaként. A kapott 43 kl6nt a mésodik vizsgélatban
mintaként 32P-jelzett Haell-fragmenssel hibridiz4ltuk.

Végiil 6 olyan cDNS-t tartalmaz6 rekombinéns plaz-
midot befogad6 kl6nt szelektslunk, amely erésen hibri-
dizlt mind a kétféle nydl TNF cDNS-fragmenssel.

(8) Expresszié

A (7) 1épésben leirtak szerint szelektalt hat transzfor-
malt klénb6l Wilkie és munkatérsai [Nucleic Acid Res.,
7, 859 (1979)] médszere szerint izoléltuk a rekombi-
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néns plazmid DNS-eket, melyeket pHTNF1, pHTNF4,
pHTNFS5, pHTNF13, pHTNF22, illetve pHTNF26
plazmidnak neveztiink el. Minden egyes rekombinéns
plazmidot E. coli HB101 térzsbe visziink be, a (6) 1é-
pésben leirt médon, a rekombinans plazmidokat befo-
gadé transzformAlt sejtek elSAllitdsa céljabol.

A transzformélt sejteket 50 ml LB-tdptalajban (8sz-
szetétel: 10 g tripton, 5 g élesztSkivonat és 10 g nétri-
um-klorid/1 liter tiptalaj; pH 7,5) tenyésztjiik, mig a te-
nyészet zavarossé§a 600 nm-en eléri a 0,8 értéket. Ez-
utdn a kb. 3-5010™C sejtet dsszegyditjiik, és Nagata és
munkatirsai [Nature, 284, 316 (1980)] médszere sze-
rint lizdljuk, csekély véltoztatdssal. A sejteket 1 ml,
0,1% lizozimet és 30 mmo6V/1 natrium-kloridot tartalma-
z6 50 mmo6l/1 koncentrici6ji Tris-HCl-pufferben (pH
8,0) jraszuszpendéljuk. A szuszpenzi6t 30 percen 4t je-
ges vizben 4llni hagyjuk, majd a sejteket hatszor megis-
mételt fagyasztissal és felolvasztissal feltdrjuk. A sejt-
tormeléket centrifugdldssal eltdvolitva tiszta lizdtumot
kapunk. A transzformalt sejtekbd] a fenti médon el6él-
litott lizatumnot L-929 sejteket hasznélva citotoxikus ak-
tivitas szempontjabdl megvizsgaltuk.

Vizsgélataink szerint a pHTNF13 plazmidot befo-
gad6 transzforménsb6l elSallitott lizdtum citotoxikus
aktivitdsa 186,1 egység (L-929)/ml.

(9) Klénozott cDNS bdzisszekvencidjdnak meghatd-
rozdsa

A pHTNF13 rekombinéns plazmidot a fent lefrt mé-
don izolaljuk. A plazmid DNS-t Pst restrikci6s endo-
nukle4zzal hasitva izoldljuk a vektorba illesztett k16-
nozott cDNS-t. A klénozott cDNS-fragmenst kiilonféle
restrikciés endonukledzokkal tovabb hasitjuk, és a ka-
pott 16 fragmens bdzisszekvencidjat Maxam-Gilbert
moédszerrel meghatdrozzuk.

Az 1. 4bra a fragmensek el64llitdséra hasznélt rest-
rikciés endonukledzok hasitdsi helyeit mutatja, és a
szekvenciameghatirozis irinyit a nyilak jelzik. A be-
keretezett teriilet a humén TNF prekurzor polipeptidet
kédolé régiét jelenti. A meghatarozott bézisszekvenci-
4t, és az abbdl kdvetkeztetett aminosavszekvenciat a
4, tbl4zat mutatja. A humén TNF polipeptidet kédolé
régiét a nyil TNF-et k6dolé bézisszekvencidval mu-
tatott homolégia alapjn hatdrozzuk meg.

A humin TNF polipeptidet kédol6 DNS kédolja a
233 aminosav-maradékbél 4116 prekurzor polipeptidet.
A biolégiailag aktiv humén TNF polipeptid a prekur-
zor polipeptid karboxil-végétfl szdmitott 155 amino-
sav-maradékb6l 4116 polipeptidnek felel meg, amelyet
a 4. tabldzat 235-699. bazisabol 4ll6 bazisszekvencia
k6dol (a 4. tiblazatban a zérdjelbe tett régi6). A huméan
TNF polipeptidet k6dolé utols6 kodont kdvetd termi-
néciés kodon egy TGA kodon,

(10) A humdn TNF polipeptid immunolégiai tulaj-
donsdgai

A fenti médon kapott lizdtumban a humén TNF po-
lipeptid nyil plazma TNF elleni antitesttel adott im-
munolégiai keresztreakci6jit az aldbbiak szerint vizs-
galjuk.
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A lizatumhoz azonos térfogati 100-szoros higitésu,
tisztitott nydl plazma TNF elleni antitestet adunk, me-
lyet a 4. referenciapélda szerint 4llitottunk elS. Az ele-
gyet 37 "C-on 2 6rén 4t inkub4ljuk, majd a reakcie-
legy citotoxikus aktivitasit a fent leirt médon, célsejt- 5
ként L-929 sejtet haszndlva meghatérozzuk. Kontroll

TNF-készitményként a 2. referenciapélda szerint eld-
allitott, elézetesen foszfat-pufferre] higitott nyil plaz-
ma TNF-et hasznilunk. Mint az alabbi eredmények
mutatjék, a humén TNF polipeptid citotoxikus aktivi-
t4st az antitest nem semlegesitette.

Minta

Nyiil plazma TNF
elleni antitest

Citotoxikus aktivitds*
[egység (L-929)/ml]

pHTNF13 plazmidot befogad6 nincs hozzadva 186,1
transzforméns lizituma hozz4adva 191,0
nyil plazma TNF nincs hozzéadva 572,3

hozz4adva <0,1

* 3 citotoxikus aktivitdst a vizsgalt eredeti oldatminta aktivitdsaként adtuk meg.

2. példa

Humdn TNF polipeptid elédllitdsa Escherichia coli 20
sejtben

(1) Expresszié tac promoter szabdlyozds mellett

A klénozott cDNS-t — mint azt az 1. példiban em-
litettiik — a rekombinéns pHTNF13 plazmidbél izol4l-
juk. A cDNS-t EcoRI restrikci6s endonukledzzal to-
vébb emésztjik, hogy a TNF-et kédol6 régi6tél lefelé
esé nem-koédol6 régi6 egy részét lehasitsuk. A kapott
DNS-fragmenset (kb. 1100 bézispar) egy pBR322
plazmidb6l Pstl és EcoRI restrikciés endonukledzos
emésztéssel elGdllitott nagyobb DNS-fragmensbe il- 30
lesztve olyan rekombinéns plazmidot nyeriink, amely-
ben TNF cDNS és egy tetraciklin-rezisztencia gén van,

a fenti plazmidot pHT113-nak nevezzik.

A biol6giailag aktiv humén TNF polipeptidet kédo-

16 ¢cDNS-t hordozé pHTT26 expresszi6s plazmid el§- 35
allits4t a 2. &bréin szemléltetjiik.

A pHT113-b6] izolalt cDNS-t Aval és HindIII rest-
rikciés endonukledzokkal emésztjiik, és a kapott DNS-
fragmenst (578 bézispér), amely a biol6giailag aktiv
huméan TNF polipeptidet k6dol6 régi6 nagy részét tar-
talmazza (tovdbbiakban HTNF-fragmensnek nevez-
ziik), poliakrilamid gél-elektroforézissel izoldljuk.

A tac promoter régiét magéban foglalé DNS-frag-
menst az aldbbiak szerint izoldljuk.

300 mikrogramm pDR540 plazmid DNS-t [P-L Bi-
ochemicals; Russell, D.R. és munkatérsai: Gene, 20,
231 (1982)] 2 ml, 50 mm6Vl nétrium-kloridot, 6
mméV/] magnézium-kloridot és 6 mmél/1 2- merkap-
to-etanolt tartalmazé 10 mmol/1 koncentréciéji Tris-
HCI- pufferben (pH 7.5) oldunk, és EcoRI és BamHI 50
restrikcios endonukledzokkal 37 °C-on 60 percen 4t
inkub4lva emésztjlik. Az elegyhez 0,3 mo6l/1 végkon-
centriciéban natrium-kloridot adunk, majd az emész-
tett DNS-fragmenseket etanolb6l visszanyerjiik. A tac
promoter régi6t magdban foglal6 DNS-fragmenst po-
liakrilamid gél- elektroforézissel izoléljuk, a hozam
8,3 mikrogramm.

A tac promoter fragmenst kémiailag szintetiz4lt,

5'-GATCCATGTCATCTTCTCGAACC

3'.GTACAGTAGAAGAGCTTGGGGCT
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képletd oligodezoxiribonukleotid adapterrel kap-
csoljuk dssze. A fenti adapter egy ATG inicidci6s ko-
dont és a biolégiailag aktiv humédn TNF polipeptidet
k6dol6 bazisszekvencidnak 5°-terminélis részét foglal-
ja magéban, és BamHI és Aval kohézi6s terminalisok-
kal rendelkezik. A kapott DNS-fragmenst a tovébbi-
akban tac promoter-adapter-fragmensnek nevezzik.

Fentiekt6l fuggetleniil, egy kb. 4300 bazisparb6l 4l-
16, nagyobb, ampicillin-rezisztencia gént magdban
foglalé DNS-fragmenst vdgunk ki pBR322 plazmid-
b6l, HindIII és EcoRI restrikciés endonukledzokkal
végzett emésztéssel, és a fragmenst alacsony olvadés-
pontii agarézt (0,7%) hasznilva, gél-elektroforézissel
izoldljuk. A fenti fragmenst a tovébbiakban pBR322-
Amp'-fragmensnek nevezziik.

1 mikrogramm HTNF-fragmenst és 6 mikrogramm
pBR322-Amp"-fragmenst 6,6 mmo6V/1 magnézium-klo-
ridot tartalmazé, 66 mmoél/1 koncentréciéji Tris-Hcl-
pufferben (pH 7,6) oldunk, és az oldatot 55 °C-on 10
percen 4t inkubaljuk. Az elegyhez ezutin 1 mmél]
ATP-t és 10 mm6l/1 ditiotreitolt, tovabba 168 egység
T4 DNS-ligazt adunk, és 22 °C-on 120 percen 4t in-
kubéljuk. A kapott DNS-fragmenst fenolos extrakeié-
val nyerjiik vissza, a hozam 4 mikrogramm. 0,8 mik-
rogramm DNS-fragmenst 0,3 mikrogramm tac promo-
ter-adapter-fragmenssel kapcsolunk ossze, a fenti-
ekben alkalmazott koriilmények kozott, azzal az elté-
réssel, hogy 63 egység T4 DNS-ligdzt hasznélunk. A
reakciGelegyet desztilllt vizzel 6-szoroséra higitjuk,
és azonos térfogatd, kalciummal kezelt E. coli JM103
sejtszuszpenzi6val (P-L Biochemicals) elegyitjiik. Az
elegyet jeges vizfiirdén 20 percen 4t, majd 42 °C-on
1 percen 4t, végill szobahdmérsékleten 10 percen 4t
inkubiljuk, és LB-téptalajt adunk hozz4. Az elegyet
37 °C-on 60 percen 4t rézatjuk. A kapott sejtszuszpen-
zi6b61 vett mintst 25 mikrogramm/ml ampicillint tar-
talmaz6, LB-tiptalajos agar-lemezre rétegezzik, és
egy &jszakén 4t 37 °C-on tenyésztjik. Az ampicillin-
rezisztens telepeket szelektdjuk.

A humin TNF polipeptid termelésére képes transz-
formé4nsok egyikét IM103/pHTT26-nak nevezzik.
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Az E. coli JM103 sejtek kalciumos kezelését az
aldbbiak szerint végezzikk. 5 ml L-tdptalajba E. coli
JM103 sejteket oltunk, és egy éjszakén 4t 37 °C-on
tenyésztjik. A kapott tenyészet 1 ml-ét 100 ml LB-
téptalajba oltjuk, és a tenyésztést 37 °C-on addig foly-
tatjuk, mig a 650 nm-en mért zavarossig eléri a 0,6
értéket. A tenyészetet 30 percen 4t jeges vizben 4llni
hagyjuk, majd a sejteket centrifugéldssal dsszegydjtjik
és 50 ml 50 mmoV/1 koncentraci6ji kalcium-klorid-ol-
datban szuszpendaljuk, majd 60 percen 4t 0 °C-on tart-
juk. A sejteket centrifugéldssal osszegydjtjiik, 10 ml,
20% glicerint tartalmaz6 50 mmél1 koncentraciji
kalcium-klorid-oldatban \jraszuszpendéljuk. A kapott
sejtszuszpenziot hasznéljuk kalciummal kezelt E. coli
JM103 sejt-szuszpenziéként a fentiekben.

A JM103/pHTT26 transzforméinst egy éjszakan 4t
37 °C-on tenyésztjiik, LB-tdptalajban. A tenyészet
0,5 mi-ét 5 ml friss LB-tdptalajba oltjuk, és 37 *C-on
1 6rdn 4t tovdbb tenyésztjiik. A tenyészethez ezutin
1 mmél/1 végkoncentriciéban izopropil-B-D-tiogalak-
tozidot adunk, és a tenyésztést 4 6rdn 4t tovébb foly-
tatjuk. A sejteket dsszegydjtjiik, és 1 ml, 0,1% lizozi-
met és 30 mmol/1 nétrium-kloridot tartalmazé, SO
mmol/1 koncentréci6ji Tris-HCl-pufferben (pH 8,0)
szuszpendaljuk, majd 0 °C-on 30 percen 4t 4llni hagy-
juk. A szuszpenziét ezutdn széraz-jég/etanol fiirdén le-
fagyasztjuk, majd 37 °C-on felolvasztjuk, és a fagyasz-
tis-felolvasztds muiveletét 6-szor megismételjiik, a
sejttormeléket centrifugélassal eltdvolitva tiszta hzatu—
mot kapunk. A lizdtumot citotoxikus aktivitdsa 9 910*
egység (L-929)/ml. A fenti citotoxikus aktivitdst nem
semlegesitette a 4. referenciapélda szerint el6allitott,
nyil plazma TNF elleni antitest, ami azt bizonyitja,
hogy a humdn TNF polipeptid nem ad immunoldgiai
keresztreakciét nyil plazma TNF-fel.

(2) Expresszié trp promoter szabdlyozds mellett

A pHTR91 expresszids plazmidot a 3. 4brdn szem-
1éltetett eljirassal allitottuk eld.

A pHT113 rekombinéns plazmidot Aval és Sall rest-
rikciés endonukledzokkal végzett emésztéssel 3, ko-
riilbeliil 800, 1300, illetve 2600 bazispart tartalmaz6
fragmensre hasitjuk. Az 1300 bazisparb6l 4116 DNS-
fragmenst, amely a biol6giailag aktiv humén TNF po-
lipeptidet k6dol6 régi6 tilnyomo részét, és a tetracik-
lin- rezisztencia gén egy részét tartalmazza, és melyet
a tovéabbiakban Aval-Sall-fragmensnek neveziink, izo-
141juk, és egy kémiailag szintetiz4lt,

5'-CGATATGTCATCTTCTCGAACC

3"-TATACAGTAGAAGAGCTTGGGGCT

képletd oligodezoxiribonukleotid adapterrel — to-
vibbiakban 1. adapterrel — kapcsoljuk Ossze.

A kapott DNS-fragmenst a tovébbiakban HTNF-
adapter-fragmensnek nevezziik.

Ettd] fiiggetleniil, a pDR720 plazmidb6l [P-L Bio-
chemicals; Russell, D.R. és munkatirsai: Gene, 20,
231 (1982)] EcoRI és Hpal restrikci6s endonukledzok-
kal végzett emésztéssel kihasitjuk a trp promoter régi6
egy részét magéban foglal6, 35 bAzispart tartalmazé
DNS-fragmenst, és egy kémiailag szintetizalt,
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5’-AACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAAAG
GGTAAT

3’-TTGATCATGCGTTCAAGTGCATTTTTCCC
ATTAGC

képletd adapterrel kapcsoljuk Ossze. A kapott DNS-
fragmenst a tovébbiakban trp promoter-fragmensnek
nevezzik.

A pBR322 plazmidot EcoRi és Sall restrikcis en-
donukleszokkal emésztjiik, és a nagyobb, kb. 3700 ba-
zispért tartalmazé DNS- fragmenst izoléljuk. A fenti
DNS-fragmensek, azaz a HTNF- adapter-fragmens, a
trp promoter-fragmens és a nagyobb pBR322 frag-
mens szekvencidlis kapcsoldsaval egy pHTR91 exp-
resszi6s plazmidot kapunk. Az expressziés plazmidot
az (1) pontban leirt médon E. coli HB101 sejtekbe
vissziik be, a transzforminsok egyikét HB10l/
pHTRI1-nek nevezzik.

A HB101/pHTRO91 transzforménst egy éjszakén ét
37 °C-on médositott M-9 tiptalajban (dsszetétel: 0,7%
dindtrium-hidrogén- foszfate12H»0, 0,3% kélium-di-
hidrogén-foszfét, 0,05% nétrium-klorid, 0,1% ammo-
nium-klorid, 2 mg/l B1-vitamin, 0,45% kazaminosav,
1 mm6l1 magnézium-szulfat, 0,1 mmél1 kalcium-klo-
rid és 0,5% gliik6z) tenyésztjik. A tenyészet 0,05 ml-
ével 5 ml azonos Osszetételd téptalajt oltunk be, és
37°C-on 1 6rén 4t tenyésztjiik. A tenyészethez ezutén
20 mikrogramm/ml végkoncentréciéban 3-B-indolak-.
rilsavat adunk, és a tenyésztést 4 6rén 4t folytatjuk. A
sejteket az (1) pontban leirtak szerint 8sszegydjtve és
kezelve tiszta liz4tumot kapunk. ;

A lizdtumot citotoxikus aktivitdsa 101-10 egység
(L- 929)/mlL

(3) Expresszié phoS promoter szabdlyozds mellett

A szignil-peptiddel, és egy foszfat-kot§ protein N-
termin4lis részével fuziondlt humén TNF polipeptidet
termelésére képes, €s a fuziondlt proteint a gazdasejt
periplazméjaba iirit6 pHTS115 expresszi6s plazmid el-
Gallitasara szolgdld eljarast a 4. 4brdn szemléltetjik.

A (2) pontban leirt médon kapott Aval-Sall-frag-
menst egy kémiailag szintetizilt,

5'-GATCCATGTCATCTTCTCGAACC

3'-GTACAGTAGAAGAGCTTGGGGCT

képletd oligodezoxiribonukleotiddal kapcsoljuk.

Az dsszekapcsolt DNS-fragmens BamHI restrikcis
endonukle4zzal emésztve mindkét végén BamHI ko-
hézi6s termin4lissal rendelkez6 DNS fragmenst - to-
vibbiakban HTNF-Tet'sBamHI-fragmensnek nevez-
ziik - 4llitunk el6.

Fentiekt6l fiiggetleniil, egy phoS-gént tartalmazé
pSN5182 plazmidot [Morita, T. és munkatérsai: Eur.
J. Biochem., 130, 427 (1983)] Hpal és EcoRI endo-
nukledzokkal emésztve olyan, kb. 4000 bazispart tar-
talmaz6, phoS promoter régiét és Shine-Dalgarno-
szekvenciit magaban foglalé DNS-fragmenst 4llitunk
el6, amely a szignél- peptidet €s a foszfét-kotd protein
N-termindlis szakaszit k6dolé DNS-szekvenciit, to-
véibb4 a tetraciklin-rezisztencia gént tartalmazza. A
fenti DNS-fragmenst a tovibbiakban Hpal-EcoRI-
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fragmensnek nevezziik. A Hpal-EcoRI-fragmenst egy
kémiailag szintetizilt,

5'-CCCGGATCCGGG

3'-GGGCCTAGGCCC

szekvencidji oligodezoxiribonukleotiddal kapcsol-
juk Ossze.

Ezutin a kapcsolt DNS-fragmenst BamHI restrikci-
6s endonukledzzal emésztjitkk. A kapott, kb. 3600 ba-
zisparb6l 4116 DNS-fragmenst, amely mindkét végén
BamHI kohéziés terminélissal rendelkezik, a tovabbi-
akban phoS promoter-BamHIsTet' fragmensnek ne-
vezzik.

A HTNF-Tet'sBamHI-fragmenst a phoS promoter-
BamHI«Tet'-fragmenssel dsszekapcsolva foszfat-kotd
proteinnel fuzionalt humén TNF polipeptid termelésé-
re képes expressziés plazmidot kapunk, melyet
pHTS115-nek neveziink. A fenti expresszi6s plazmidot
a fent ismertetett eljdrdssal E. coli HB101 sejtekbe
vissziik be.

A transzforméansok egyikét (HB101/pHTS115) 5 ml
0,64 mm6l/1 kélium-dihidrogén-foszfattal kiegészitett
TG-téptalajban (Osszetétel: 120 mméV/1 koncentraci6-
j4, 0,2% glik6zt, 80 mmoll natrium-kloridot, 20
mm6V/1 kélium-kloridot, 20 mmé6l/l amménium- klori-
dot, 3 mmo6l/l ndtrium-szulfétot, 1 nmoél/l magnézium-
kloridot, 0,2 mméV/1 kalcium-kloridot, 200 mmél/1 fer-
ri-kloridot, 20 mg/l leucint, 20 mg/} prolint és 10 mg/]
Bj-vitamint tartalmazé Tris-HCl-puffer, pH 7,4), 37
°C-on, razatds kdzben 20 6rdn 4t tenyésztjikk. A sejte-
ket centrifugaldssal 9sszegyujtjiik, 2 ml 0,064 mmol/]
kalium-dihidrogén-foszféttal kiegészitett TG- tiptalaj-
ban Gjraszuszpendéljuk és 37 °C-on 6 6rén 4t tenyészt-
jik. A sejteket lecentrifugaljuk, 1 ml, 30 mmoél/1 nét-
rium-kloridot tartalmazé 10 mmél/l koncentraciéji
Tris-HCl-pufferrel (pH 7,2) mossuk, majd 0,2 ml 33
mmé6V1 koncentréci6ji Tris-HCl-pufferben (pH 7,2)
Gjraszuszpendaljuk, és azonos térfogatd, 0,1 mméVl
EDTA-t és 40% szachar6zt tartalmazé 33 mméV1 kon-
centriciéji Tris-HCl-pufferrel (pH 7,2) elegyitjik. Az
elegyet 37 °C-on 10 percen 4t inkub4ljuk, majd a sej-
teket dsszegyujtjik, 0,4 ml hideg, 0,5 mméV/1 koncent-
réciji magnézium-klorid-oldatban Wjraszuszpendil-
juk és jeges vizes fiirdén 10 percen 4t 4llni hagyjuk,
a szuszpenzi6t idonként rézogatjuk. A sejttormeléket
centrifugéldssal eltdvolitva tiszta extraktumot kapunk,
melyet a tovabbiakban periplazm4s extraktumnak ne-
veziink.

A periplazmés extraktum citotoxikus aktivitdsa
1,34:10° egység (L-929yml.

A citotoxikus aktivitdssal rendelkez6 polipeptid
méltdmege néatrium-dodecilszulfat (SDS)-poliakrila-
mid gélben (12,5%) elektroforézissel meghatérozva
19000, ami azt jelenti, hogy az el6illitott polipeptid
egy fuzionalt protein.

(4) Expresszié phoS promoter szabdlyozds mellett

A szignal-peptiddel és a foszfat-kot6 protein N-ter-
min4lis részével fuzionalt humén TNF polipeptid, to-
v4bb4 a prekurzorénak egy részét is tartalmazé biol6-
giailag aktiv human TNF polipeptid termelésére képes,
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és azt a gazdasejt periplazméjiba irit6 pHTS37 exp-
resszi6s plazmid elGallitasat az 5. dbréval szemléltet-
Jiik.

A pHTNF13 rekombinéns plazmid DNS-t Pstl rest-
rikciés endonukledzzal emésztve kivagjuk a kb. 1200
bazisparbol 4116, human TNF ¢cDNS-t magéban foglal6
DNS-fragmenseket. A kapott DNS- fragmenst Bbel
restrikciés endonukledzzal tovabb emésztve egy kb.
900 béazisparb6l 4116 DNS-fragmenst kapunk, melyet
a tovabbiakban Bbel-Pstl-fragmensnek neveziink.

6 mikrogramm Bbel-Pstl-fragmenst 80 mikroliter,
12 mmél/1 kalcium-kloridot, 12 mmoél/l magnézium-
kloridot, 0,2 mmoél/1 natrium-kloridot, 1 mméV1 ED-
TA-t és 0,02 egység Bal 31 exonukleézt tartalmazé 20
mmo6V/1 koncentraciéji Tris-HCl- pufferben (pH 8,0)
oldunk, és 30 “C-on 30 percen 4t inkubdlva a DNS-
fragmens mindkét végérdl kozel 50-150 bazispart le-
hasitunk. A fragmensek végeit ezutin 37 °C-on 60 per-
cen 4t 10 egység E. coli DNS-polimeréz I-gyel (nagy
fragmens) inkubdlva 0,1 mmél/l dTGP, 0,1 mmoVl
dGTP, 0,1 mméV]1 dATP, 0,1 mméll dCTP, és 0,1
mmo6V1 dTTP, tovdbb4 50 mikrogramm/ml marha szé-
rumalbumin jelenlétében kijavitjuk. A javitott DNS-
fragmenst EcoRI restrikciés endonukledzzal emészt-
jiik, és a kapott, kozel 750 bézispart tartalmaz6 DNS-
fragmenst, amely tompa és egy EcoRI kohéziés véggel
rendelkezik - tovébbiakban Bal 31-EcoRI-fragmens-
nek nevezziik -, izoldljuk, a hozam kb. 3 mikrogramm.

A Bal 31-EcoRI-fragmenst a kozel 4000 bé4zispér-
b6l 4116 Hpal- EcoRI-fragmenssel dsszekapesolva — az
ut6bbit a (3) pontban pSN5182-bél 4llitottunk el§ -
olyan expresszi6s plazmidot kapunk, amely phoS pro-
moter régiét, Shine-Dalgamo-szekvenciat, a szignél-
peptidet és egy foszfat-kotS protein N-termindlis részét
kédolé DNS-szekvenciét, és a biol6giailag aktiv hu-
mén TNF polipeptidet és prekurzor polipeptidjének
egy részét kédol6 DNS-szekvencit tartalmaz.

Az expressziés plazmidot pHTS37-nek nevezzik,
és E. coli HB101 sejtekbe vissziik be, a kapott transz-
forminst  HB101/pHTS37-nek  nevezzik. A
HB101/pHTS37 transzforméns tenyésztését és a perip-
lazmés extraktum el§allitdsat a (3) pontban leirtak sze-
rint végezziik.

A kapott geriplazmés extraktum citotoxikus aktivi-
tisa 4,93¢10° egység (L-929)/ml.

Az extraktumot SDS-poliakrilamid (12,5%) gél-
elektroforézisnek vetjiik ald. Az elektroforézist 35 V
fesziltség mellett 12 6rdn 4t folytatjuk, 0,1% SDS-t
tartalmaz6 Tris-glicin-puffert (pH 8,3) hasznilva. A
proteint Coomassie brilliant blue-val festjik meg. A
22000, illetve 16500 moltdmegnek megfeleld helyzet-
ben két olyan protein-sév talilhaté, amely az E. coli
HB101 extraktuméaban nem észlelhetd. Egy mésik gél-
lemezt 2 mm-es csikokra vigunk, és minden egyes
gélszeletet 1 ml, 1% magzati marhaszérumot tartalma-
26 Eagle-féle minimélt4ptalajban egy éjszakén 4t 4 °C-
on rézatunk, a protein eluildsa céljabél. Minden egyes
eludtum citotoxikus aktivitdsdt mérjiik, célsejtként
egér L- 929 sejteket hasznélunk. Vizsgilati eredmé-
nyeink szerint a Comassie brilliant blue-val festett le-
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mezen a 16500 méltdmegnek megfeleld helyen 1évé
protein erds citotoxikus aktivitissal rendelkezik.

A pHTS37 expresszi6s plazmid szerkezete alapjin
feltételezhetS, hogy a transzformélt sejtekben termelt
humin TNF polipeptid egy fuzionélt protein, amely
foszfat-kots protein egy részébdl és prekurzordnak egy
részét tartalmaz6 huméan TNF polipeptidbél 1. A fuzi-
onélt protein szdmitott molekulatémege kozel 23 000.
A biolégiailag aktiv humén TNF polipeptid molekula-
tdmege viszont 17 097. A fenti vizsgélati eredmény sze-
rint a kapott fuziondlt proteint a gazdasejtben korlato-
zott hidrolizissel biol6giailag aktiv humén TNF poli-
peptiddé alakithatjuk, valészindleg egy specifikus
helyen (Arg-Ser) valé hasitissal, ahol a biolégiailag ak-
tiv humén TNF polipeptid a prekurzor-részhez kapcso-
16dik.

Ha a periplazmas extraktumot 5 mikrogramm/ml
tripszinnel (marha pankredszb6l elSdllitott, Sigma
Chemical Co.) 37 °C-on 1 6rén 4t inkubiljuk, és a
reakcidelegyet SDS-poli-akrilamid gél- elektroforézis-
nek vetjiikk ald a fenti koriilmények kozott, a 22 000
molekulatomegnek megfeleld helyzetben kordbban ki-
mutatott protein-siv — amely valészindleg a fuzionalt
protein sivja — nem észlelhetd, a tripszines emésztés
kovetkeztében eltdnik.

3. példa

Mddosftott humdn TNF polipeptid elédliftrdsa

A biolégiailag aktiv humén TNF polipeptid N-ter-
min4lis végérSl négy aminosav torlésével kapott poli-
peptidet k6dol6 DNS-t hordozé pHTRD4 expresszi6s
plazmidot 1ényegében a 2-(2). példdban a pHTRO1
expresszids plazmid el6éllitdsara szolgal6 eljardssal 4l-
litjuk el6, azzal az eltéréssel, hogy az I. adapter helyett
az

5'-CGATATGACC

3’-TATACTGGGGCT

képletd szintetikus adaptert hasznéljuk.

A fenti adapter hasznélata esetén az inicidci6s ko-
dont (ATG) kovetS bézisszekvencia egy olyan 151
aminosavbél 4116 polipeptidszekvenciat kédol, amely
a bioldgiailag aktiv humén TNF polipeptid N-termi-
nalisan 1év8 négy aminosav (Ser-Ser-Ser- Arg) torlé-
sével keletkezik.

A fenti eljardssal elGillitott pHTRD4 expresszifs
plazmidot E. coli HB101 sejtekbe vissziik be, és a ka-
pott transzforménst egy éjszakén 4t 37 °C-on, médo-
sitott M-9 téptalajban tenyésztjik. A tenyészet 0,05
ml-ét 5 ml azonos tdptalajba oltjuk, és 37 °C-on 1 6ron
4t tenyésztjiik. Ezutdn 20 mikrogramm/ml végkoncent-
réici6ban 3-B-indolakrilsavat adunk a tenyészethez, és
a tenyésztést egy €jszakén 4t tovdbb folytatjuk. A sej-
teket centrifugéldssal 6sszegyujtjiik, és a 2-(1). példa-
ban leirtak szerint kezelve tiszta lizdtumot 4llitunk el6.

A lizétum citotoxikus aktivitsa 1,1+10° egység (L-
929)/ml.

4. példa
Humdn TNF prekurzor polipeptid elédllitdsa Esche-
richia coli-ban
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A human TNF prekurzor polipeptidet k6dol6 cDNS-
t hordoz6 pHTRP3 expressziés plazmidot a kovetke-
z6k szerint 4llitjuk el6.

A pHT113 rekombinéns plazmidbél kettds, Pstl és
HindII restrikciés endonukledzokkal végzett emész-
téssel nyert klénozott cDNS-t HgiAlI restrikci6s endo-
nukle4zzal részlegesen tovabb emésztve olyan — kb.
820 bazisparb6l 4116 — DNS-fragmenst kapunk, amely
a prekurzor polipeptid nagy részét kédolé bézisszek-
vencidt magéban foglalja. A kapott DNS-fragmenst ké-
miailag szintetiz4lt,

5’-CGATATGAGCA

3'-TATAC

képletd oligodezoxiribonukleotiddal kapcsoljuk
Ossze. Az Osszekapesoldssal nyert DNS-fragmenst a
tovabbiakban Pre-TNF-fragmensnek nevezziik.

Fentiekt6l1 fiiggetlentil, a pDR720 plazmidbél EcoRI
és Hpal restrikci6s endonukledzokkal végzett emész-
téssel egy, a trp promoter régi6 egy részét tartalmazo
DNS-fragmenst vdgunk ki, és a kapott DNS-fragmenst
kémiailag szintetiz4lt,

5’-AACTAGTACGCAAGTTCACGTAAAAAG
GGTAAT

3’-TTGATCATGCGTTCAAGTGCATTTTTCCC
ATTAGC

képletd adapterrel kapcsoljuk Ossze. :

A kapott DNS-fragmenst Pre-TNF-fragmenssel kap-
csoljuk dssze, és az dsszekapesolt DNS-fragmenst egy,
a pBR322 plazmidb6l EcoRI és HindIII restrikci6s en-
donukle4zos emésztéssel izolalt, ampicillin-reziszten-
cia gént tartalmazé, kb. 4300 bAzisparb6l 4116 DNS-
fragmenssel kapcsoljuk Ossze.

A fenti eljarissal elallitott pHTRP3 expressziés
plazmidot E. coli HB101 sejiekbe visszik be, és a
transzformalt sejteket egy éjszakén 4t 37 °C-on, mé-
dositott M-9 tipkozegben tenyésztjik. A tenyészet
0,05 ml-ét 5 ml azonos tdptalajba oltjuk, és a sejteket
1 6ran 4t 37 °C-on tenyésztjiik. A tenyészethez ezutén
20 mikrogramm/ml végkoncentriciéban 3-B-indolak-
rilsavat adunk, és a tenyésztést egy éjszakén 4t tovabb
folytatjuk. A sejteket centrifugéléssal 6sszegyditjiik, és
a 2-(1). példaban lefrtak szerint kezelve tiszta lizitu-
mot 4llitunk el§ bel6lik.

A liz4tum citotoxikus aktivitisa 1,80104 egység (L-
929)/ml.

5. példa

Humdn TNF polipeptid elédllitdsa és tisztitdsa

(1) Polipeptid elbdllitdsa Escherichia coli-ban

A humén TNF polipeptid el64llit4ssra a 2-(2). példa
szerint el6dllitott HB101/pHTR91 transzforménst
hasznéljuk. A transzform4nst egy éjszakén 4t 12,5 mik-
rogramm/ml tetraciklinnel kiegészitett LB-tapkozeg-
ben 37 °C-on tenyésztjiik. A tenyészetet 10 ml, a 2-(2).
példaban is hasznélt, médositott M-9 tapkdzegbe olt-
juk, és 37 °C-on 1 6rén 4t tenyésztjikk. A tenyészethez
20 mikrogramm/ml végkoncentriciéban 3-B-indolak-
rilsavat adunk, és a tenyésztést 4 6rén 4t tovabb foly-
tatjuk. A sejteket a 2-(1). példdban ismertetett médon
dsszegydjtjuk, és tiszta lizdtumot 4llitunk el bel6liik.
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A kapott lizdtumot hasznéljuk fel a tisztitott humén
TNF polipeptid el6allitasara.

(2) Humdn TNF polipeptid tisztitdsa

A huméan TNF polipeptidet az (1) pontban leirtak
szerint kapott liz&tumb6l a kovetkezdk szerint tisztit-
juk. 5020 cm-es, el6z6leg 20 mmoéV/1 koncentréci6ji
Tris-HCl-pufferrel (pH 7,8) ekvilibralt DEAE-Sepharo-
se CL-6B-vel (Pharmacia) toltott oszlopra 1030 ml liza-
tumot viszlink fel. Az oszlopot 3 liter azonos pufferrel
mossuk, majd 133 ml/éra 4tfolydsi sebesség mellett a
fenti pufferben 0-0,3 moV1 lineéris koncentriciégradi-
enst natrium- kloriddal eluéljuk. Az eludtumbél 10 ml-
es frakcidkat gydjtiink. A citotoxikus aktivitdssal ren-
delkezd frakcibkat Osszegyijtjiik és félretesszik.

A fenti 1épésben a citotoxikus aktivitds 53%-4t
nyerjilk vissza, a fajlagos aktivitds kozel 9-szeresére
novekedik.

A félretett frakciokat sémentesitjiik, és ultraszdrés-
sel [Diaflo, YM10 membrén (Amicon)] eredeti térfo-
gatdnak 10-ed részére koncentréljuk.

A koncentritumot preparativ méretd izoelektromos
f6kusz4l6é gél- elektroforézisnek vetjiik ald. A koncent-
ritum egy alikvot mennyiségét 0,2¢10410 cm-es poli-
akrilamid géllemezre vissziik, €s Immobiline-nel
(LKB) pH 5,6-pH 6,1 ért€kek kozé es6 pH-gradienst
biztositunk. Az elektroforézist 2400 V mellett, 15 °C-
on 16 6r4n 4t folytatjuk. A gélt 10 mm széles csikokra
vigjuk, és a proteint 20 mmoV/1 koncentréciéju Tris-
HCl-pufferrel (pH 7,8) eludljuk. A fenti miveletet
megismételjiilk. A citotoxikus aktivitdssal rendelkezé
eludtumokat 6sszegydjtjiik, és ultraszdréssel koncent-
réljuk, a fenti médon. Végiil a koncentritumot 0,7¢25
cm- es, Bio-gel P-6 (BIO-RAD) toltetd oszlopra
vissziik, és sémentesitjiik.

A sémentesitett végtermék citotoxikus aktivitdsa
SDS- poliakrilamid gél-elektroforézises vizsgélat alap-
jan homogén, és azt a [IH) fejezetben emlitettek sze-
rint mint tisztitott human TNF polipeptidet vizsgaltuk.

6. példa

Liofilizalt humdn TNF polipeptid elddllitdsa

Az 5. példa szerint elSallitott tisztitott humén TNF
polipeptid oldatot hasznéljuk a liofiliz4lt humén TNF
polipeptid elSéllitdsara.

10 ml 2,2+107 egység (LM)/ml) citotoxikus aktivi-
tdssal rendelkez§ tisztitott human TNF polipeptid ol-
datot 0,1 térfogatnyi 0,8%-o0s, 10% humin szérum-
albumint és 20% D-mannitot tartalmazé nétrium-klo-
rid-oldattal elegyitiink. Az oldat pH-j4t 6,8-ra Allitjuk,
majd a kapott oldatot Microflow membrénon (Flow
Labs., pérusméret: 0,2 mikron) étszdrve sterilizljuk.
S ml steril oldatot l'ive7g056be toltiink, és liofilizaljuk.
Minden egyes csé 10" egység (LM) tisztitott humén
TNF polipeptidet tartalmaz.

1. referenciapélda
Nyiil TNF cDNS elddllitdsa
(1) TNF mRNS el&dllitdsa nyul alveolusz makrofd-

gokbol
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Kozel 2,5 kg-os nyulaknak intravéndsan 100
mg/nytil dézisban elolt, szdraz Propionibacterium ac-
nes sejteket injektalunk, majd az dllatokat 8 nap milva
leoljiik. A tiid6t az 4llat légcsovébe illesztett cs6 se-
gitségével foszfattal pufferolt séoldattal tobbszor 4t-
mossuk, és az alveoldris makrofigokat dsszegydjtjiik.
12 nyiilb6] koriilbeliil 3+10° alveoldris makrofégot ka-
punk.

Az alveoldris makrofigokat 10% magzati marhaszé-
rumot tartalmazé RPMI-taptalajban szuszpendiljuk, és
210’ sejt/csésze sejtkoncentréciét biztositva 8 cm 4t-
méndj6 Petri-csészére oltjuk. A sejteket 5% szén-dio-
xidot tartalmazé, telitett paratartalmui 1égtérben 37 °C-
on elStenyésztjikk. 1 6rds eltenyésztés utdn 10 mik-
rogramm/ml  végkoncentriciéban endotoxint (E.
colibb] szdrmazé lipopoliszacharidot), 10 ng/ml vég-
koncentriciéban TPA-t (forbol-12- mirisztt-13-acetd-
tot) és 1 mikrogramm/ml végkoncentriciéban ciklohe-
ximidet adunk a tenyészethez. A tenyésztést 4-4,5
6rén 4t (azaz dsszesen 5-5,5 6rén keresztiil) folytatjuk,
a t4ptalajt leszivatjuk, és a csészéhez tapadt makrofa-
gokat 0,6% nétrium- lauroil-szarkozin4tot és 6 mmol1
natrium-citrétot tartalmazé 5 m6V/1 koncentréciéji gu-
anidil-tiocianat-oldatban homogenizaljuk. A homoge-
nizdtumot 0,1 m6l/1 EDTA-t tartalmazé, 5,7 m6l/] kon-
centraciéji cézium-klorid-oldatra vissziik, és ultra-
centrifugdban (Hitachi Koki, RPS27-2 rotor) 26 500
fordulat/perc sebességgel 20 6ran 4t centrifugéljuk. Az
0ssz-RNS- frakciét szemcsés forméban kapjuk. A
szemcséket kis mennyiségii, 0,35 méV1 nétrium-klori-
dot, 20 mmol1 Tris-HCl-puffert (pH 7,4) és 20 mmél1
EDTA-t tartalmaz6, 7 m6V/1 koncentréciéji karbami-
doldatban oldjuk, majd etanolbél kicsapva visszanyer-
jik. 12 nydlbél 5,2 mg 6ssz-RNS-t kapunk.

A 6s5z-RNS-frakciét 2 ml, az 1-(1). példaban hasz-
nélt TE-oldatban oldjuk, és az oldatot 65 °C-on 5 per-
cen 4t melegitjiik. 0,5 m6l/1 koncentriciéban nétrium-
klorid-oldatot adunk hozz4, és az oldatot el6zéleg 0,5
mo6V] nétrium-kloridot tartalmazé TE-oldattal ekvilib-
ralt oligo(dT)-cellul6z-oszlopra visszik. Az oszloprdl
TE- oldattal eludljuk a poli(A)-mRNS-t, a hozam 314
mikrogramm. 200 mikrogramm kapott poli(A)-mRNS-
t 6 mmol/1 karbamid jelenlétében 1% gélkoncentréci6t
alkalmazva, pH 4 értéken agar6z gél- elektroforézis-
nek vetiink al4, és a molekulaméretnek megfeleléen 7
frakciéra vélasztjuk szét. A poli(A)mRNS-t minden
egyes gélfrakciobol gy nyerjik ki, hogy a gélt 70
°C-on 10 percen 4t melegitve megolvasztjuk, fenollal,
majd kloroformmal extrahiljuk, és etanolbél kicsap-
juk. Az egyes frakciékb6l visszanyert poli(A)mRNS
nydl TNF mRNS tartalmit Xenopos laevis oocit4it
hasznélva mRNS transzliciés vizsgalattal hatdrozzuk
meg.

A nyil TNF mRNS-t nagyobb koncentriciéban az
1600-2700 bizispsrnak megfelel6 méretd frakciébol
nyerjiikk vissza, melyet a tovdbbiakban nydl TNF
mRNS-ben felddsult frakciénak neveziink.

A nyil TNF mRNS-ben feldisult frakciét az aldbbi
kisérletben haszniljuk fel.
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(2) cDNS szintézise

A cDNS-t az aldbbiak szerint szintetizdljuk. 4 mik-
rogramm TNF mRNS-ben felddsult frakci6t 100 mik-
roliter, 10 mmo6l/1 magnézium-kloridot, 70 mmoV/1 ka-
lium-kloridot, 1 mméV/1 ditiotreitolt, 0,5 mmoél/l dTTP-
t, 0,5 mméV/1 dATP-t, 0,5 mmél1 dGTP-t, 0,5 mmoéVl
3plral jelzett dCTP-t (specifikus aktivitdsa 4,4+108
beiités/nmél), 3 mikrogramm oligo(dT)12-18-at és 80
egység madir mieloblaztozis virusbél szdrmaz6 reverz
transzkriptdzt tartalmaz6, 50 mmoll koncentraci6ji
Tris-HCl-pufferben (pH 8,3) oldunk, és 43 °C-on 90
percen 4t inkubéljuk. A reakciét ezutin EDTA hozza-
adiséval ledllitjuk. A kapott cDNS-mRNS hibridet 1:1
ardnyt fenol- kloroform eleggyel extrahdljuk, és eta-
nolb6l kicsapva a vizes fézisbél visszanyerjik. A
mRNS templétot 65-70 °C-on végzett liigos kezeléssel
eltavolitjuk. A szintetiz4lt sscDNS-t etanolos kicsapés-
sal visszanyerjiik.

Az sscDNS csapadékot 40 mikroliter, 0,5 mméV/1
dATP-t, 0,5 mmoéV1 dTTP-t, 05 mmélV1 dCTP-t, 0,5
mmoéll dGTP-t, 5 mmoél/1 magnézium- kloridot, 70
mm6V1 kélium-kloridot, 1,5 mmé6l1 2-merkapto- eta-
nolt és 8 egység E. coli DNS-polimeréz I-et (nagy
fragmens) tartalmaz6, 0,1 m6V/1 koncentréci6ji Hepes-
pufferben (pH 6,9) oldjuk, és 15 °C-on 20 6rén 4t in-
kubélva szintetizdljuk a dscDNS-t. A reakci6t natrium-
dodecil-szulfat hozzdad4séval ledllitjuk. A dscDNS-t
fenol-kloroform eleggyel extrahaljuk, és etanolb6l ki-
csapva visszanyerjik.

A kapott dscDNS-t 100 mikroliter, 1 mméV1 cink-
szulfatot, 200 mm6l/1 ntrium-kloridot, 0,5% glicerint
és 0,5 egység S1 nukle4zt tartaimaz6, 50 mm6V/1 kon-
centraci6ji natrium-acetdt-pufferben (pH 4,5) oldjuk,
és 37 °C-on 20 percen 4t inkubélva elhasitjuk a haj-
ti-szerkezetet. A reakciét EDTA hozz4adéséval le4llit-
juk. A reakciéelegyet fenol-kloroform eleggyel, majd
dietil-éterrel extrahdljuk. A dscDNS-t etanolbdl ki-
csapva nyerjiik vissza.

(3) Oligo(dC)-végil cDNS elédllitdsa

A fenti (2) pontban kapott dscDNS-t 100 mikroliter,
1 mméV! kobalt-kloridot, 0,1 mméV1 ditiotreitolt, 0,2
mikrogramm poli(A)-t, 0,1 mmél1 *H-dCTP-t (speci-
fikus aktivitisa 5400 beiités/pmél) és 10 egység ter-
min4lis dezoxinukleotidil- transzferzt tartalmaz6, 130
mmo6V/1 néatrium-kakodilat-30 mmél/1 Tris-HCI puffer-
ben (pH 6,8) oldjuk, és 37 "C-on 20 perces inkub4-
lassal a dscDNS 3’-végéhez hozzdkapcsoljuk az oli-
go(dC)- végcsoportot.

A reakciét EDTA hozzdad4sdval leéllitjuk. A reak-
ciéelegyet fenol- kloroform eleggyel, majd dietil-éter-
rel extrah4ljuk, és az oligo(dC)-végd dscDNS-t etanol-
b6l végzett kicsapassal viszanyerjik. Az oligo(dC)-vé-
g dscDNS-t 0,2 mikrogramm/ml végkoncentréciSban
1 mméV1 EDTA-t és 100 mm6V] nétrium-kloridot tar-
talmaz6, 10 mmal/1 koncentrici6ji Tris-HCl-pufferben
(pH 7,4) oldjuk.

(4) Oligo(dG)-végil pBR322 plazmid DNS el64llitd-
sa
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10 mikrogramm pBR322-t 100 mikroliter, 10
mm6l/1 magnézium- kloridot, 50 mm6Vl amménium-
szulfatot és 10 mikrogramm marha szérumalbumint
tartalmaz6, 20 mm6l/1 koncentrici6ji Tris-HCl- puf-
ferben (Ph 7,4) oldunk, és hozzdadunk 15 egység Pstl
restrikciés endonukle4zt. Az elegyet 37 °C-on 1 érén
4t inkubdljuk. A reakcié ledllitdsa utin a reakcidele-
gyet fenol- kloroform eleggyel extrahaljuk, és a kapott
DNS-t etanolbél kicsapva a vizes fazisb6l visszanyer-
jiik. A kapott DNS-t 200 mikroliter, a dscDNS oli-
go(dC)-véggel valé kapcsolasira hasznélt pufferével
azonos Osszetételd, de 80 egység termindlis dezoxi-
nukleotidil-transzferdzt és “H-dCTP helyett 3H- dGTP-
t tartalmazé pufferoldatban oldjuk, és 37 “C-on 20 per-
cen 4t inkubdlva kialakitjuk a kb. 10-15 dG-bél 4llé
végcsoportot. A reakci6elegyet fenol-kloroform
eleggyel extrahéljuk, az oligo(dG)-végd pBR322 plaz-
mid DNS-t etanolb6l végzett kicsapés utin a vizes fa-
zisb6l visszanyerjiik. A kapott, oligo(dG)- végcsopor-
tot tartalmaz6 plazmid DNS-t az oligo(dC)-végd
dscDNS oldésara hasznalt pufferével azonos Osszeté-
teld pufferben oldjuk, 2 mikrogramm/ml végkoncent-
riciéban.

(5) Rekombindns plazmid elbdllitdsa

50 mikroliter oligo(dC)-végii cDNS-oldatot 50 mik-.
roliter oligo(dG)-végd pBR322 DNS-oldattal elegyi- .
tiink, és az elegyet 65 °C-on 10 percen 4t, 57 *C-on.
120 percen 4t, 45 °C-on 60 percen 4t, 35 °C-on 60
percen 4t végiil szobah6mérsékleten 60 percen 4t in-.
kubélva hékezeljiik, és kialakitjuk a rekombinéns plaz-,
midokat.

(6) Transzformdnsok kivdlasztdsa

A fenti (5) pontban kapott rekombinéns plazmiddal
E. coli 41776 sejteket transzformélunk.

Kozelebbrdl, az E. coli ¢1776-t 37 °C-on 20 ml,
100 mikrogramm/ml diamino-pimelinsavval és 40
mikrogramm/m! timidinnel kiegészitett L-t4ptalajban
tenyésztjiik, mig a tenyészet zavarossiga 600 nm-en
eléri a 0,5 értéket. A sejteket O "C-on centrifugéléssal
dsszegyijtjik, és 50 mmoV/1 kalcium-kloridot tartalma-
26, 10 mmoéV/! koncentraci6ji Tris-HCl-pufferrel (pH
7,3) mossuk. A sejteket 2 ml fenti dsszetételd puffer-
ben Gjraszuszpendéljuk, és 0 °C-on 5 percen 4t 4llni
hagyjuk. A szuszpenzié 0,2 ml-éhez 0,1 ml fent kapott
rekombinéns plazmidoldatot adunk. Az elegyet 0 °C-
on 15 percen 4t 4llni hagyjuk, majd 2 percen 4t 42°C-
on tartjuk. Ezut4n hozzdadunk 0,5 ml fenti dsszetételd
kiegészitett L- téptalajt, és a sejteket razatds kozben 1
6rén 4t tenyésztjiik. A tenyészetb6l vett alikvot mintat
15 mikrogramm/ml tetraciklint tartalmazé L-tdpkoze-
ges agarlemezre rétegezzik, és 37 °C-on 12 6rén 4t
tenyésztjitk. A tetraciklinre rezisztens transzforménso-
kat kivélasztjuk, és ezeket hasznéljuk cDNS généllo-
ményként.

(7) Hibridizdciés vizsgdlat
A telep-hibridizaci6t Hanahan és Meselson médsze-
rével végezziik, mintaként 32P-jclzett cDNS-t haszn4-
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lunk, és kivélasztjuk azokat a transzformansokat, ame-
lyek nytl TNF-et kédol6 clgNS-t tartalmaznak. A po-
zitiv és negatfv indukci6s, ““P-ral jelzett sscDNS min-
t4kat a fenti (2) pontban leirtak szerint szintetizaljuk,
az (1) pontban leirt médon pozitiv és negativ induk-
ci6s alveolaris makrofigokb6l nyert mRNS-eket hasz-
nélva. azzal az eltéréssel, hogy nagy fajlagos aktivité-
st 32p-dCTP-t hasznilunk. A fenti vizsgélat sorén ki-
vélasztjuk azokat a transzforméns-telepeket, amelyek
olyan rekombinéns plazmidot fogadtak be, amely a po-
zitiv indukci6s mintéval ersen hibridizil, de a negativ
indukci6s mintéval nem hibridizdl. A kozel 20 000 te-
lep koziil 50 ilyen telepet szelektaltunk.

Az 50 szelektdlt telep koziil 20 telepet ezutdn mRNS
hibridiz4ci6és-transzlaciés vizsgélatnak vetiink ala, T.
Maniatis és munkatarsai [(szerkeszt5), ,Molecular Clo-
ning”, 329 (1980), Cold Spring Harbor Lab.] médszere
szerint. Az egyes transzformansokb6l extrahdljuk a
plazmid DNS-, és hédenaturdlds utén nitrocellul6z
szidrSkre visszik. A szirdre vissziik az (1) pontban leirt
médon eldallitott nyil TNF mRNS-t tartalmazé po-
1i(A)mRNS-frakciét, és 50 “C-on 3 6rdn 4t inkubdlva
végrehajtjuk a hibridizdldst. A hibridizélt mRNS-t
visszanyerjilk, és oocitdkba injektdljuk annak kimutat4-
s4ra, hogy a visszanyert mRNS val6ban nydl TNF
mRNS-e. A vizsgélat eredményeként 3 olyan telepet
szelektaltunk, amelyekben olyan c¢DNS-t tartalmazé
plazmid volt, amely erSsen hibridizlt a nydl TNF
mRNS-sel. A legnagyobb méretd cDNS-t (kb. 750 b4-
zispért) tartalmazé plazmidb6l Ddel restrikciés endo-
nukleszos emésztéssel kapott c¢DNS-fragmenseket
hasznéljuk mmlaként a tovabbi vizsgilatban. A fenti
DNS-fragmenseket 2p.ral jelezziik. A fenti mintdkat
hasznilva a (6) pontban kapott cDNS génélioményt te-
lep-hibridizéciés vizsgélatnak vetjik al4, és kivélaszt-
juk azokat a telepeket, amelyek a jelzett mintékkal erS-
20
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sen hibridizdl6d6 cDNS-eket tartalmazé plazmiddal
rendelkeznek. A fenti vizsgélatban a ¢cDNS généllo-
ményt tartalmaz6 60 000 telep kozil 98 telep bizonyult
megfelelnek. A rekombinans plazmid DNS-t izoldljuk
és beléliik PstI restrikciés endonukledzos emésztéssel
kivagjuk a betoldott cDNS-eket, és poliakrilamid gél-
elektroforézissel meghatirozzuk azok méretét. 17
olyan transzforméns kiént szelektédlunk, amelyben leg-
alabb 1000 bazisparb6l 4116 betoldott cDNS van. A leg-
nagyobb méretd ¢cDNS-t tartalmaz6 transzformansbol
(transzformé4ns szdma: %1776/pRTNF802; plazmid sz4-
ma: pRTNF802) izol4ljuk a klénozott cDNS-t, és ba-
zisszekvenciéjat az aldbbi mé6dszerrel meghatérozzuk.

(8) Klénozott cDNS bdzisszekvencidjdnak meghatd-
rozdsa

A fenti (7) pontban leirt médon szelektélt
%1776/pRTNF802 transzforménst diamino-pimelin-
savval és timidinnel kiegészitett L-téptalajban te-
nyésztjik. A sejteket Wilkie és munkatérsai médszere
szerint kezelve plazmid DNS-t kapunk. A plazmid
DNS-t Pstl restrikciés endonukledzzal emésztjik, és
tisztitjuk, a klénozott cDNS el64llitdsa céljabol. A kl6-
nozott cDNS-fragmenst kiilonféle restrikci6s endonuk-
leszokkal tovabb emésztjiik, és a megfeleld, restrikcids
endonukledzzal hasitott fragmensek bézisszekvencidjat
Maxam-Gilbert médszerrel meghatirozzuk,

A fenti médon meghatérozott bizisszekvencidt a 9.
tablazatban ismertetjik. A 277-738. bézisokbdl 4116
b4zisszekvencia kédolja a 2. referenciapélda szerint
nytilplazm4b6l tisztitott TNF N-terminélis és C-termi-
ndlis aminosavszekvencidjinak megfeleld biol6giailag
aktiv nyidl TNF-et. A 34-276. bazisok alkotjik azt a
bazisszekvencit, amely feltehet6leg a prekurzor nyl
TNF felépitéséhez szitkséges polipeptidet kédolja.
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AAGGCAGGGG GGCCCCAGGG CTCCAAGCGC
LysAlaGlyGlyProGInGlySerLysArg

130 140

150

TGCCTCTGCC TCAGCCTCTT CTCTTTCCTG
CysLeuCysLeuSerLeuPheSerPheLeu

160 170

180

CTCGTGGCTGGAGCCACCACGCTCTTCTGC
LeuValAlaGlyAlaThrThrLeuPheCys

190 200

210

CTGCTGCACTTCAGGGTGATCGGCCCTCAG
LeuLeuHisPheArgVallleGlyProGln

220 230

240

GAGGAAGAGCAGTCCCCAAACAACCTCCAT
GluGluGluGInSerProAsnAsnLeuHis

28
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250 260 270
CTAGTCAACCCTGTGGCCCAGATGGTCACC
LeuValAsnProValAlaGlnMetValThr

280 290 300
CTCAGATCAGCTTCTCGGGCCCTGAGTGAC
LeuArgSerAlaSerArgAlaLeuSerAsp

310 320 330
AAGCCTCTAGCCCACGTAGTAGCAAACCCG
LysProLeuAlaHisValValAlaAsnPro

340 350 360
CAAGTGGAGGGCCAGCTCCAGTGGCTGAGC
GInValGluGlyGinLeuGInTrpLeuSer

370 380 390
CAGCGTGCGAACGCCCTGCTGGCCAACGGC
GlyArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnGly

400 410 420
ATGAAGCTCACGGACAACCAGCTGGTGGTG
MetLysLeuThrAspAsnGlnLeuValVal

430 440 450
CCGGCCGACGGGCTGTACCTCATCTACTCC
ProAlaAspGlyLeuTyrLeulleTyrSer

460 470 480
CAGGTTCTCTTCAGCGGTCAAGGCTGCCGC
GInValLeuPheSerGlyGInGlyCysArg

490 500 510
TCCTACGTGCTCCTCACTCACACTGTCAGC
SerTyrValLeuLeuThrHisThrValSer

520 530 540
CGCTTCGCCGTCTCCTACCCGAACAAGGTC
ArgPheAlaValSerTyrProAsnLysVal

550 560 570
AACCTCCTCTCTGCCATCAAGAGCCCCTGC
AsnLeuLeuSerAlalleLysSerProCys

580 590 600
CACCGGGAGACCCCCGAGGAGGCTGAGCCC
HisArgGluThrProGluGluAlaGluPro

610 620 630
ATGGCCTGGTACGAGCCCATCTACCTGGGC
MetAlaTrpTypGluProlleTyrLeuGly

640 650 660
GGCGTCTTCCAGTTGGAGAAGGGTGACCGG
GlyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArg

670 680 690
CTCAGCACCGAGGTCAACCAGCCTGAGTAC
LeuSerThrGluValAsnGInProGluTyr

730 740 750
TTTGGGATCATTGCCCTGTGAGGGGACTGA
PheGlylilelleAlaLeu

760 770 780
CCACCACTCCTCCCCCTCTCCCACCCCAGC
790 8Q0

CCCCTCACTCTGGGCGCCCTCAG

2. referenciapélda

Nyiil plazma TNF izoldldsa és tisztitdsa 55

2,5-3,0 kg-os nyulakba intravénisan 50 mg elolt,
szdraz Propioninbacterium acnes sejtet injektélunk.
Nyolc nap milva a nyulaknak intravénisan 100 mik-
rogramm endotoxint (E. colib6l szdrmaz6 lipopolisza-
charidot) injektilunk. Két 6ra miilva minden nyiiltél 60

vért vesziink, sziv-punkciéval. A vérhez 100 egy-
$6g/100 ml koncentrici6ban nétrium-heparint keve-
riink, majd 5000 fordulat/perc sebességgel, hiités koz-
ben 30 percen 4t centrifugélva eltivolitjuk a vérsejte-
ket és az oldhatatlan anyagokat. 400 nydlb6l 24 1
plazmaét nyeriink.

29
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A 24 1 plazméhoz 24 g EDTA-t és 240 g celite-t
adunk, és az elegyet 1 6rdn 4t keverjilk, majd egymast
kévetden 3 mikron, 1 mikron, végiil 0,2 mikron pé-
rusméretd szidrén szdrjik.

24 1 szirlethez 12 10,04 m6V/1 koncentraciéji Tris-
HCl-puffert (pH 7,8) adunk, és az elegyet 27+45 cm-es
DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia) oszlopra visz-
szitk, melyet eléz6leg 0,1 mél1 nétrium- kloridot tar-
talmaz6, 0,04 méV1 koncentréici6ji Tris-HCl-pufferrel
(pH 7.8) ekvilibraltunk. Az oszlopot ezutén 75 1, 0,1
maV/1 natrium-kloridot tartalmazé, 0,04 mél/1 koncent-
réci6ji Tris-HCI- pufferrel (pH 7,8), majd 50 1, 0,15
moV/1 natrium-kloridot tartalmazé, 0,04 méV1 koncent-
raciéji Tris-HCl-pufferrel (pH 7,8) mossuk, és végiil
0,18 mél/1 néatrium-kloridot tartalmazé, 0,04 méV1
koncentraciéji Tris-HCl-pufferrel (pH 7,2) eludljuk.
Az eludtumbdl 8 l-es frakcidkat szediink, és a citoto-
xikus aktivitdssal rendelkezd aktiv frakcidkat ossze-
gvijtjik. Az aktiv frakci6kat egyesitjik, és azonos tér-
fogatd 0,04 moVl koncentréci6ji Tris-HCl-pufferrel
(pH 7,8) higitjuk. A higitott oldatot 10+13 cm-es DE-
AE-Sepharose CL-6B oszlopra vissziik. Az oszlopot 1
liter, 0,1 m6V/1 natrium-kloridot tartalmaz6, 0,04 méV1
koncentrci6ji Tris-HCl-pufferrel (pH 7,8) mossuk,
majd 5 1, 0,18 mél/] nétrium-kloridot tartalmazd, 0,04
mol/1 koncentraciéji Tris-HCI- pufferrel (pH 7,2) el-
uéljuk. Az eludtumbol 250 ml-es frakciokat szediink,
és a citotoxikus aktivitdssal rendelkezé frakcikat
dsszegydjtjiik €s egyesitjik.

Az aktiv frakci6t 60 °C-on 30 percen 4t melegitjik,
majd gyorsan 4 °C-ra hitjiik. A lehdtott oldatot ultra-
sziiréssel koncentréljuk.

A kapott koncentritumot 580 cm-es Sephacryl S-
200 (Pharmacia) oszlopra vissziik, melyet el6z6leg 0,1
mol/l natrium-kloridot tartalmaz6, 0,005 méV1 kon-
centraciéja foszfat-pufferrel (pH 7,4) ekvilibréltunk, és
az oszlopot a fentivel azonos dsszetételd pufferrel el-
ualjuk. Az eludtumbél 40 ml-es frakci6kat szedtink, a
citotoxikus aktivitdssal rendelkez6 frakcifkat Ossze-
gvijtjiik, egyesitjik és ultrasziréssel koncentraljuk.

Az aktiv frakci6kbél gélsziréssel kapott koncentré-
tumot Zn2+-kelét—Sepharose oszlopra vissziik, az aldb-
bi médon. 1,620 cm-es oszlopot kelat-Sepharose-zal
(imino-diecetsavval fix4lt gyanta) toltiink meg, melyet
J. Porath és munkatérsai [Nature, 258, 598 (1975)]
modszere szerint 4llithatunk elS, majd 120 mi, 1
mg/ml koncentrci6ji cink-klorid-oldattal mossuk, vé-
giil 0,1 moV1 nétrium-kloridot tartalmazé, 0,05 mé6V/1
koncentréci6ja foszfat-pufferrel (pH 7,4) ekvilibriljuk.
Ezutdn az oszlopra visszitk a fenti lépésben kapott
koncentratumot, és azonos dsszetételd pufferrel elul-
juk. Az oszlopon nem adszorbedlédott frakcidkat
gydjtjik. A fenti frakciékban a citotoxikus aktivitdst
majdnem teljesen visszanyerjiik.

A fenti 1épésben kapott aktiv frakci6kat koncentrél-
juk, és 1,590 cm-es Toyopearl HW-55 (Toyo Soda
Co., Ltd.) oszlopra visszlk, melyet el6z6leg 0,15 méV1
nétrium-kloridot tartalmaz6, 0,005 m6V! koncentréci-
6jii foszfat-pufferrel (pH 7,4) teljesen ekvilibréltunk.
Az oszlopot azonos Osszetételd pufferrel eludljuk, és
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az aktiv frakci6kat egyesitjiik. A fenti médon kapott
készitményt nevezzik tisztitott nydl plazma TNF-nek.

A tisztitott nyil plazma TNF-t a 3. és 4. referen-
ciapéldikban hasznéljuk fel.

3. referenciapélda

Nyiil plazma TNF N-termindlis és C-termindlis ami-
nosavszekvencidjdnak meghatdrozdsa

A 2. referenciapélda szerint el6allitott tisztitott nydl
plazma TNF N-terminélis és C-termindlis aminosav-
szekvencidjat az aldbbiak szerint hatirozzuk meg.

Az N-terminilis aminosavszekvencidt Edman-le-
bontdsos médszerrel hatirozzuk meg. A Kapott fenil-
tiohidantoin-aminosavakat nagynyomési folyadékkro-
matografids médszerrel azonositjuk, Zorbax ODS osz-
lopot (Du Pont) hasznélva,

A C-terminélis aminosavszekvencidt enzimatikus
médszerrel hatdrozzuk meg, karboxipeptiddzokat
hasznélva. A tisztitott nyil plazma TNF-et karboxipep-
tiddz A-val és Y-nal emészijik, az enzim- szubsztrit
ariny 1:25, illetve 1:1000. A nyil plazma TNF C- ter-
minélisar6l a kettds emésztés kdvetkeztében felszaba-
dult aminosavakat az emésztés 2-180 perce kozott
megfelel§ id6kodzokben mikro-aminosav-analizétorral
(Shimadzu Seisakusho) hatirozzuk meg.

Vizsgélataink szerint a nyul plazma TNF N-termi-
nalis és C- termindlis aminosavszekvencidja a kovet-
kezé:

N-terminélis: Ser-Ala-Ser-Arg-Ala-.....

C-terminalis: ....Val-Tyr-Phe-Gly-Ile-Ile-Ala-Leu.

4. referenciapélda

Nyl plazma TNF elleni antitest el6dllitdsa

A 2. referenciapélda szerint el6éllitott 1,9:10° egy-
ség (L- 929) tisztitott nyil plazma TNF-et tartalmaz6
TNF-oldatot azonos térfogati Freund-féle komplett
adjuvénssal emulgeéljuk, és az emulzi6t tobb helyen
szubkutdn médon tengerimalacok hétiba injektdljuk.
Az éllatokat 1, 3 és 6 hét milva azonos médszerrel
immunizaljuk. Ezut4n 8 hét mdlva intraperitonedlisan
azonos mennyiségd tisztitott nyil plazma TNF-et in-
jektdlunk be, aluminium-hidroxid-géllel egyiitt. Az el-
s§ immuniz4las utdn 9 héttel sziv-punkciéval le-
vessziik az Osszes vért, és lecentrifugéljuk. Nydl plaz-
ma TNF elleni antitestet tartalmazé antiszérumot
kapunk.

Az antiszérumot normél nydl szérum-protein kom-
ponensekkel kapcsolt Sepharose 4B oszlopra visszik.
Ezt 3-szor megismételve nyiil plazma TNF-re specifi-
kus tisztitott antitestet kapunk. Immunoelektroforézis-
sel és kettGs géldiffiziés modszerrel kimutattuk, hogy
az antitest csak a tisztitott nyil plazma TNF- fel képez
precipitaciés vonalat.

A kapott tisztitott antitest 60 000-szeres higitdsban
50%-ban semlegesiteni képes 500 egység (L.-929) nydl
plazma TNF citotoxikus aktivitdsit. Az antitest 1000-
szeres higitdsban teljesen semlegesiti S0 egység (LM)
nydl plazma TNF citotoxikus aktivit4s4t.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljérés az

(Y)p-Xn-B)m-A @)

4ltalanos képletd, humén tumor nekrézis faktor po-
Thr Pro Ser Asp Lys
Val Ala Asn Pro Gln
Gln Trp Leu Asn Arg
Leu Ala Asn Gly Val
Gln Leu Val Val Pro
Leu Ile Tyr Ser Gln
Gln Gly Gys Pro Ser
Thr His Thr Ile Ser
Tyr Gln Thr Lys Val
Ile Lys Ser Pro Cys
Glu Gly Ala Glu Ala
Pro Ile Tyr Leu Gly
Gln Lys Gly Asp Arg
Asn Arg Pro Asp Tyr
Ser Gly Gln Val Tyr
Leu

képletd polipeptid, amelybdl egy vagy tdbb amino-
sav hidnyozhat, vagy amelyben egy vagy tobb amino-
sav més aminosavval lehet helyettesitve, de a homo-
l6gia mértéke legaldbb 95%;
B jelentése
Ser-Ser-Ser-Arg (Ib)
képletd peptid, amelybdl 1-3 aminosav hiidnyozhat,
X jelentése az érett TNF-ben nem szerepld, teljes
vagy részleges prekurzor-szekvencia,
Y jelentése Met és
m, n és p értéke 1 vagy 0 —,
azzal jellemezve, hogy
(i) human makrofagokat indukélészer(ek)kel egyiitt
tenyésztiink,
(i) a makrofagokbél elvalasztjuk a humén tumor nek-
rézis faktor poliA mRNS-t tartalmazé frakcidt,

(iiila mRNS-bd] egysz4ld cDNS-t készitiink, reverz
Ser Thr Glu Ser Met
Leu Ala Glu Glu Ala
Gly Gly Pro Gln Gly
Phe Leu Ser Leu Phe
Ala Gly Ala Thr Thr
His Phe Gly Val Ile
Glu Phe Pro Arg Asp
Pro Leu Ala Gln Ala

képletd polipeptid —,

azzal jellemezve, hogy a megfelel6 cDNS-eket K16-
nozzuk. (Elsébbsége: 1984. 03. 06.)

3. Az 1. igénypont szerinti eljérs az olyan

(¥)p-Xn-B)m-A @)

Altaldnos képletd aminosavszekvencidt kodold
DNS, vagy a 3’-végen egy terminélis kodont tartalma-
26 fenti bazisszekvencia el64llitaséra, ahol a képletben

HU 202921 B
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2

lipeptidet k6dol6 DNS, vagy a 3’-végen egy termini-
ci6s kodont tartalmazé fenti bazisszekvencia el64llita-
séra — a képletben

A jelentése

Pro Val Ala His Val (Ia)
Ala Glu Gly Ala Leu
Arg Ala Asn Ala Leu
Glu Leu Arg Asp Asn
Ser Glu Gly Leu Tyr
Val Leu Phe Lys Gly
Thr His Val Leu Leu
Arg Ile Ala Val Ser
Asn Leu Leu Ser Ala
Gln Arg Glu Thr Pro
Lys Pro Trp Tyr Glu
Gly Val Phe Gln Leu
Leu Ser Ala Glu Ile
Leu Asp Phe Ala Glu
Phe Gly Ile Ile Ala

transzkriptdz alkalmaz4s4val, majd azt kettds sz4ld
cDNS-s¢ alakitjuk,

(iv)a kettds szdld cDNS-t egy vektorba illesztjiik,

(v) a rekombinéans vektort Escherichia coliba vive azt
transzform4ljuk, és egy cDNS génélloményt alli-
tunk elg,

(vi)kivélasztjuk a hINF-et k6dol6 klénokat és -

(viix génélloménybé! klénozzuk a humén tumor nek-
rézis faktort kédolé cDNS-t.

(Elsébbsége: 1984. 03. 06.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljérds az

(Y)p-X)n-(B)m-A (I)

ltaldnos képletd aminosavszekvencidt kédold
DNS, vagy a 3’-végen egy terminiciés kodont tartal-
maz6 fenti bizisszekvencia elGallit4séra — a képletben

A, B, Y, m, n és p jelentése az 1. igénypont targyi
koérében megadott, és

X jelentése

Ile Arg Asp Val Glu (Ic)
Leu Pro Lys Lys Thr
Ser Arg Arg Cys Leu
Ser Phe Leu Ile Val
Leu Phe Cys Leu Leu
Gly Pro Gln Arg Glu
Leu Ser Leu Iie Ser
Val Arg
A Jjelentése az 1. igénypontban megadott (Ia)
képletd polipeptid,
B jelentése az 1. igénypontban megadott (Ib)
képletd peptid,
Yésp jelentése az 1. igénypontban megadott,
X jelentése a 2. igénypontban megadott (Ic)
képletd polipeptid, €s
mésn értéke 1,
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azzal jellemezve, hogy a megfelel6 cDNS-eket k16-
nozzuk. (Elsébbsége: 1984. 03. 06.)

4, Az 1. igénypont szerinti eljérés olyan

(Y)p-X)n-(B)m-A ()

altalanos képletd aminosavszekvencidt kédol6
DNS, vagy a 3'- végen terminéciés kodont tartalmazé
fenti bazisszekvencia elGallitisara, ahol a képletben

A jelentése az 1. igénypontban megadott (Ia)
képletd polipeptid, <

B jelentése az 1. igénypontban megadott (Ib)
képletd peptid,

m értéke 1,

n értéke 0, és

Yésp jelentése az 1. igénypontban megadott, az-

zal jellemezve, hogy a megfeleld cDNS-
eket klénozzuk. (Elsébbsége: 1984. 03. 06.)
5. Az 1. igénypont szerinti eljirds olyan
(Y)p-(X)n-B)m-A ()
dltaldnos képletd aminosavszekvencidt ké6dolé
DNS, vagy a 3’- végen termin4ciés kodont tartalmaz6
fenti bazisszekvencia elG4llitds4ra, ahol a képletben
A jelentése az 1. igénypontban megadott (Ia) kép-
letd polipeptid,

Thr Pro Ser Asp Lys
Val Ala Asn Pro Gln
Gln Trp Leu Asn Arg
Leu Ala Asn Gly Val
Gln Leu Val Val Pro
Leu Ile Tyr Ser Gln
Gln Gly Cys Pro Ser
Thr His Thr Ile Ser
Tyr Gln Thr Lys Val
Ile Lys Ser Pro Cys
Glu Gly Ala Glu Ala
Pro Ile Tyr Leu Gly
Glu Lys Gly Asp Arg
Asn Arg Pro Asp Tyr
Ser Gly Gln Val Tyr
Leu

képletd polipeptid, amelybol egy vagy t6bb amino-
sav hidnyozhat, vagy més aminosavval lehet helyette-
sitve, de a homol6gia mértéke legaldbb 95%,
B jelentése
Ser-Ser-Ser-Arg (Ib)
képletd peptid, amelyb6l 1-3 aminosav hiényozhat,
jelentése az érett TNF-ben nem szerepld,
teljes vagy vagy részleges prekurzor-szek-
vencia,
Y jelentése Met és
m, n és pértéke 1 vagy 0 -,
eldallitdsara, azzal jellemezve, hogy a humén tumor
nekrézis faktor polipeptidet k6dol6 1. igénypont sze-
rinti eljarassal el§allitott DNS-t kivant esetben egy he-

X

Ser Thr Glu Ser Met
Leu Ala Glu Glu Ala
Gly Gly Pro Gln Gly
Phe Leu Ser Leu Phe
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nésm értéke 0, és
Yésp jelentése az 1. igénypontban megadott,
azzal jellemezve, hogy a megfeleld cDNS-eket ki6-
nozzuk. (Elsdbbsége: 1984. 08. 17.)
6. Az 1. igénypont szerinti eljirés olyan
V)p-Kn-B)a-A ()
dltalinos képletd aminosavszekvencidt ké6dolé
DNS, vagy a 3’-végen terminécibs kodont tartalmazé
fenti bazisszekvencia elGillitdsdra, ahol a képletben
A jelentése olyan (Ia) képletd polipeptid, amelybdl
egy vagy tobb aminosav hifnyzik, vagy mé4s amino-
savval van helyettesitve, de a homoldgia mértéke leg-
alabb 95%,
mésn értéke 0, és
Yésp jelentése az 1. igénypontban megadott, az-
zal jellemezve, hogy a megfelel§ cDNS-
eket klénozzuk. (Elsébbsége: 1984. 08. 17.)
7. Eljérés az
(Y)p-(Xn-B)m-A @
altaldnos képletd humén tumor nekrézis faktor po-
lipeptid — a képletben

A jelentése

Pro Val Ala His Val (Ia)
Ala Glu Gly Gin Leu
Arg Ala Asn Ala Leu
Glu Leu Arg Asp Asn
Ser Glu Gly Leu Tyr
Val Leu Phe Lys Gly
Thr His Val Leu Leu
Arg Ile Ala Val Ser
Asn Leu Leu Ser Ala
Gln Arg Glu Thr Pro
Lys Pro Trp Tyr Glu
Gly Val Phe Gln Leu
Leu Ser Ala Glu Ile
Leu Asp Phe Ala Glu
Phe Gly Ile Ile Ala

terolég polipeptidet kodolé6 DNS-sel dsszekapesolunk,
egy expressziés vektorba illesztiink, a rekombinans
vektorral Escherichia colit transzform4lunk, a transz-
formélt baktériumot tenyésztjik, és a tenyészetbdl ki-
nyerjiikk a polipeptidet.

(Elsébbsége: 1984, 03. 06.)

8. Az 7. igénypont szerinti eljirds olyan

(Y)p-Xn-B)m-A (I)

Altaldnos képletd polipeptid el64llitasdra, amelynek
képletében

A, B, Y, m, n és p jelentése a 7. igénypontban meg-
adott, és

X jelentése
Ile Arg Asp Val Glu (Ic)
Leu Pro Lys Lys Thr
Ser Arg Arg Cys Leu
Ser Phe Leu Ile Val
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Ala Gly Ala Thr Thr
His Phe Gly Val Ile

Glu Phe Pro Arg Asp
Pro Leu Ala Gln Ala

képletid polipeptid,
azzal jellemezve, hogy a megfelels kl6nozott cDNS-
t illesztjik az expressziés vektorba.
(Elsébbsége: 1984. 03. 06.) 10
9. A7. igénypont szerinti eljaris olyan :
(Y)p-Xn-B)m-A (@)
4ltaldnos képletd polipeptid eldéllitdséra, amelynek
képletében
A jelentése a 7. igénypontban megadott (Ia) 15

képletd polipeptid,

B jelentése a 7. igénypontban megadott (Ib)
képletd peptid,

X jelentése a 8. igénypontban megadott (Ic)
képletd polipeptid, 20

mésn értéke 1, és
Yésp jelentése a 7. igénypontban megadott, az-
zal jellemezve, hogy a megfelel6 klénozott
cDNS-t illesztjiikk az expressziés vektorba.
(ElsSbbsége: 1984, 03. 06.) 25
10. A 7. igénypont szerinti eljards olyan
(Y)p-Xn-B)m-A ()
altalanos képletd polipeptid eléllitdséra, amelynek
képletében
A jelentése a 7. igénypontban megadott (Ia) 30
képlett polipeptid,
B jelentése a 7. igénypontban megadott (Ib)
képletd peptid,
m értéke 1,
n értéke 0, és 35
Yésp jelentése a 7. igénypontban megadott, az-
zal jellemezve, hogy a megfelel6 klénozott
cDNS-t illesztjiik az expresszi6s vektorba.
(ElsGbbsége: 1984. 03. 06.)
11. A 7. igénypont szerinti eljiras olyan 40
(V)p-Kn-B)u-A @)
4ltaldnos képletd polipeptid eldallitasara, amelynek
képletében
A jelentése a 7. igénypontban megadott (Ia)
képletd polipeptid, 45
mésn énéke 0, és
Yésp jelentése a 7. igénypontban megadott, az-
zal jellemezve, hogy a megfelel§ kl6nozott
cDNS-t illesztjiik az expresszi6s vektorba.
(Elsobbsége: 1984. 08. 17.) 50
12. A 7. igénypont szerinti eljirds olyan
(Y)p-(X)n-(B)m-A ()
4ltal4nos képletd polipeptid elG4llitdsdra, amelynek
képletében
A jelentése a 7. igénypontban megadott (Ia) 55
képletd polipeptid,
B jelentése a 7. igénypontban megadott (Ib)
képletd peptid,
m értéke 1, és
nésp értéke 0, 60

Leu Phe Cys Leu Leu
Gly Pro Gln Arg Glu
Leu Ser Leu Ile Ser
Val Arg

azzal jellemezve, hogy a megfelelS klénozott cDNS-
t illesztjiik az expresszi6s vektorba.

(ElsGbbsége: 1984. 03. 06.)

13. A 7. igénypont szerinti eljirds olyan

(Y)p-Kn-(B)m-A (D)

4ltaldnos képletd polipeptid elS4llitdsdra, amelynek
képletében

A jelentése a 7. igénypontban megadott (Ia) képletd
polipeptid, és
m,nésp értéke 0,

azzal jellemezve, hogy a megfeleld klonozott cDNS-
t illesztjik az expresszi6s vektorba. (Elsébbsége:
1984. 08. 17.)

14. A 7. igénypont szerinti eljards olyan

(Y)p-X)n-(B)m-A (I)

4ltaldnos képletd polipeptid elSallitdsara, amelynek
képletében

A jelentése olyan (Ia) képletd polipeptid, amelybdl
egy vagy tobb aminosav hiényzik, vagy més amino-
savval van helyettesitve, de a homolégia mértéke leg-
alabb 95%,
mésn értéke 0, és
Yésp jelentése a 7. igénypontban megadott, az-

zal jellemezve, hogy a megfelel§ klénozott
cDNS-t illesztjiik az expressziés vektorba.

(Els6bbsége: 1984. 03. 06.)

15. A 7. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy az

(Y)p-(X)n-(B)m-A (D)

4ltaldnos képletd aminosavszekvencidnak — a kép-
letben p értéke 1, és A, B, X, Y, m és n jelentése az
1. igénypontban megadott — megfelel§ bazisszekven-
cidt a bézisszekvencia 3’-végén egy terminéciés ko-
donnal kivént esetben egy heterolég polipeptidet ké-
dol6 DNS-sel dsszekapcsolunk és mikoddképesen egy
transzkripci6s promotert tartalmazé expresszids vek-
torba illesztjiik.

(ElsSbbsége: 1984. 03. 06.)

16. A 15. igénypont szerinti eljras, azzal jellemez-
ve, hogy transzkripci6s promoterként trp promotert
vagy tac promotert hasznélunk.

(Els6bbsége: 1984. 03. 06.)

17. A 15. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy a 15. igénypontban definiélt (I) 4ltalanos kép-
letd aminosavszekvencidnak megfelels, 3’-végen ter-
min4ciés kodont tartalmazé bézisszekvenciét a helyes
transzl4ci6s leolvasési rendben a fuzionaland6 proteint
kédolé miasik bazisszekvencidhoz kapcsoljuk.

(Els6bbsége: 1984. 03. 06.)

18. A 17. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy a fuziondlandé proteint kédolé mésik bé-
zisszekvenciaként phoS gént hasznélunk.

(Els6bbsége: 1984. 03. 06.)
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19. A 15-18. igénypontok bérmelyike szerinti elj4-
rés, azzal jellemezve, hogy vektorként Escherichia coli
plazmidot hasznélunk.

(Elsébbsége: 1984. 03. 06.)

20. A 19. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy Escherichia coli plazmidként pBR322 plaz-
midot haszn4lunk.

(Elsébbsége: 1984. 03. 06.)

34

21. Eljaras daganatellenes hatésti gy6gyszerkészit-
mények elGallitdsara, azzal jellemezve, hogy a 7.
igénypont szerinti eljirissal el6allitott humén tumor
nekrézis faktor polipeptidet, vagy annak biolégiailag
aktiv részét vagy a fenti polipeptidet tartalmazé poli-
peptidet a gy6gyszerkészitésben szokdsosan hasznalt
hordozé- és/vagy egyéb segédanyagokkal Gsszekever-
ve gybgyészati készitménnyé alakitjuk.

(Els6bbsége: 1984. 03. 06.)
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