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CZ 283148 B6

Izolovany biologicky aktivni lymfotoxin, jeho protilatka, nukleova kyselina, kodujici tento
lymfotoxin, a dalsi latky jej obsahujici

Oblast techni

Vynalez se tykd izolovaného biologicky aktivniho lymfotoxinu, jeho protilatky, nukleové
kyseliny, kddujici tento lymfotoxin, a dalgich latek jej obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Lymfotoxin byl poprvé identifikovan jako biologicky faktor s protibunénou G&innosti na
neoplastické (novotvarové) bunééné linie. Uginnost, ktera se popisuje jako lymfotoxinova, ktera
se ziskava zlymfocytd stimulovanych mitogenem, je spojena se spektrem cytotoxickych
U€innosti od cytostazy jistych nadorovych bunéénych linii do vyznacné cytolyzy jinych
transformovanych bunék. Lymfotoxinova u&innost je viak charakterizovana malou nebo Zadnou
protibuné¢nou uinnosti na primarni buné&né kultury a testované normalni bunéené linie. Tato
udajnd diskriminaéni vlastnost lymfotoxinu vedla kin vivo studiim, znichz vyplyva, ze
lymfotoxin miZe mit potencialni protinadorovou t&innost.

Lymfotoxin je termin, ktery se pouziva k popisu celé skupiny molekul. Lymfotoxinové molekuly
byly identifikovany jako glykoproteiny, které se déli na pét t¥id podle molekulovych hmotnosti,
z nichz kazda je dale jesté heterogenni, pokud jde o naboj Zda se, ze ve vét3ing lymfocytovych
supernatantll pfevladaji lidska alfa (molekulova hmotnost 70 000 aZ 90 000) a lidsk4 beta tfida
(molekulova hmotnost 25 000 az 50 000). Alfa t¥idy (podle molekulové hmotnosti) se podle
ndboje de€li do alespoii sedmi podttid, zatimco beta tfidy se déli na dvé rizné podtiidy
(G. Granger a spol. v "Cellular Responses to Molecular Modulators”, str. 287 az 310, ed. Mozes
aspol, 1981). Byly identifikovany také komplexni (o molekulové hmotnosti v&t3i nez 200 000)
agama (molekulovd hmotnost 10 000 az 20 000) formy lymfotoxinu. Rizné formy a ttidy
lymfotoxinu se mezi sebou li3i ve stabilit& a v kinetice jejich vzniku v kultufe. Pki nizké jontové
sile se mohou agregovat spolu s komplexni tidou. T¥idy lymfotoxint o nizi molekulové
hmotnosti byly popsany jako relativng nestalé aslabé bunééné lytické pfi srovnani s tfidami
0 vy38i molekulové hmotnosti [Hiserodt a spol.: Cell. Immun. 26, 211 (1976), Granger a spol.
v "Biochemical Characterisation of Lymphokines", 279 az 283, ed. De Weck aspol., 1980.].
Aktivita gama tfidy nebyla pro svoji nestabilitu extenzivné studovana [G. Granger a spol:
Cellular Immunology 38, 388 az 402 (1978).]. Rovnéz beta tfida Je v literatufe popsana jako
nestabilni [Walker a spol.: J. Immunol. 116(3), 807 az 815 (bfezen 1976).].

Je tieba si uvédomit, ze lymfokinova terminologie neni jednotna. V soudasné dobé nazvy, které
Jsou dévany produktiim buné&&nych kultur, jsou vétiinou funkei bunék, o nichz se predpoklada, ze
vyrabgji produkt a vytvafeji produkty v biologickych zkouskach. Tyto produkty jsou viak ve
velkém méfitku chatrné charakterizovany. P¥i¢in je nékolik: mnohé studie byly provadény
s CasteCné Cistymi preparaty, testy, které byly pouzity k charakterizovani produktd, nejsou
molekularné specifické a v nékterych ptipadech probihaji za znaénych obmén. Opravdova
identita riznych cytotoxickych faktordi zlistane neznama, pokud nebude existovat standardni
terminologie, zaloZena na zfetelné testovatelnych rozlidujicich vlastnostech, jako jsou napriklad
sekvence aminokyselin nebo imunni epitopy. Piiklady dalsich nazvi. které jsou davany
produktim cytotoxické bunécné kultury, jsou nidorovy nekrozovy faktor, NK bunécny

cytotoxicky faktor, hemorhagicky nekrézovy faktor a makrofigovy cytotoxinovy nebo
cytotoxicky faktor.

USA patentova prihlaska €. 608 316 (podano 7. kvétna 1984) a evropsky patent 100 641 A
(publikovany 15. Gnora 1984) popisuji aminokyselinové sekvence lidského lymfotoxinu, ktery
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byl izolovan z lidské lymfoblastoidni bunéné linie RPMI-1788. Hayashi a spol. v evropském
patentu 132 125 A (publikovaném 23. ledna 1985) popisuji izolaci proteinu z krilika po
stimulaci jeho retikuloendothelidlniho systému. Bylo popsdno, Ze protein ma protinadorovou
téinnost a jeho N-terminalni aminokyselinové sekvence je Ser-Ala-Ser-Arg-Ala-Leu-Ser-Asp-
Lys-Pro-Leu-Ala-His-Val-Val-Ala-Asn-Pro-GlIn-Val-Glu-Gly-Gln-Seu-Gln-Trp-Leu. Doprovaze-
jici USA patentova pfihlaska 628 059 (podéno S. Cervence 1984) popisuje Cisténi
arekombinantni syntézu cytotoxického lidského polypeptidu, ktery byl identifikovan jako
nadorovy nekrézovy faktor s N-terminalni aminokyselinovou sekvenci: Val-Arg-Ser-Ser-Ser-
Arg-Thr-Pro-Ser-Asp-Lys-Pro-Val-Ala-His-Val-Val-Ala-Asn-Pro. Ohnishi a spol. (USA patent
4 481 137) popisuji ziskani latky o molekulové hmotnosti 7 000 az 9 000, kterou pojmenovali

CB,, z kultury bunék BALL-1. Tato latka potlacuje rist nddorovych bun¢k a ma N-terminus
Ala-Ala.

Podle Totha a Grangera [Mol. Immun. 16, 671 az 679 (1979).] ani odstranéni sialové kyseliny
z lymfotoxin-obsahujicich lymfocytovych supemnatanti neuramidazovym zpracovanim, ani
pfidani N-acetyl-glukosaminu, galaktézy, laktézy, mandzy, o-methylmanosidu nebo fukdzy
k supernatantim nema Zadny vliv na in vitro lytickou aktivitu. Toth a spol. tudiz z toho vyvaodili,
Ze jednoduché cukry nehraji roli v u€innosti jejich lymfotoxinu. Toth a spol. v3ak také pozoruji,
7e sacharidy hraji dalezitou roli pfi piasobeni jinym lymfokind. Ztoho vyvozuji zavér, Ze
nemohou vyloudit participaci slozitéjSich forem oligosacharidi v cytotoxické aktivité
lymfotoxina.

Proctor, Klostergaard a Granger [Clinical Research 30(1), 55A (1982).] uvadéji, ze lidské
lymfocyty, jestlize jsou aktivovany PHA za pfitomnosti tunikamycinu (k inhibici adice N-
navazanych cukernych zbytkd na lymfotoxinové molekuly), uvoliiuji biologicky inertni
lymfotoxin. Podle téchto autorti imunochemické studie odhalily, Ze zatimco cukerny zbytek
lymfotoxinu nebyl potfeba pro jeho transport nebo pro uvolnéni aktivovaného lymfocytu
v supernatantu, byl cukr potfeba pro efektivni destrukci cilovych bunék, protoze cukr byl
odpovédny za piisluSnou konformaci molekul (molekuly) lymfotoxinu.

Dalsi literatura, kterou by bylo moZno prostudovat v souvislosti s touto piihlaskou, zahrnuje:
Evans: Cancer Immunol. Immunother. 12, 181 az 190 (1982), Lee aspol.: Cell. Immun. 48,
166 az 181 (1979), De Weck aspol. (ed.): Biochemical Characterization of Lymphokines"”,
str. 279 az 312 (1980), Khan a spol. (ed.): Human Lymphokines, str. 459 az 477 (30. ervna
1982), Aggarwal a spol.: ptispévek na 3rd International Lymphokine workshop in Haverford,
Pa, 1. az 5. zafi 1982, Ransom a spol.: Cancer Research 43, 5222 az 5227 (listopad 1983), Kull
a spol.: J. of Immun. 126(4), 1279 az 1283 (duben 1981), J. Sawada a spol.: Jap. J. Exp. Med. 46,
263 az 267 (1976), G. Granger a spol.: Cell Immun. 38, 388 az 402 (1978), J. Rundell a spol.:
Immunopharmacology 3, 9 az 18 (1981), G. Granger a spol.: J. Lymphokine Res. 1, 45 az 49
(1982), N. Ruddke aspol.: Lymphokine Res. 2, 23 az 31 (1983), M. Mitsuhashi a spol.:
Britska patentova piihlaska 2 106 117, H. Enomoto: Evropska patentova piihlaska 87 087A,

B. Williamson a spol.: P.N.A.S. USA" 80, 5397 az 5401 (1983) a S. Wright a spol.: J. Immun.
126, 1516 az 1521 (1981).

Lymfotoxiny (nebo latky identifikované jako lymfotoxin), ziskavané zde z lymfocytové kultury,
jsou pFitomny v nizkych koncentracich, fadové 0,05 az 2.10° jednotek na litr supernatantu bunék
RPMI-1788 nebo primarnich lymfocyt. Ziskané mnozstvi je ¢asto znaéné proménlivé a primarni
lymfocyty jsou drahé. Je tedy zapotiebi ekonomicky zpusob vyroby lymfotoxinu [Yamato
a spol.: J. of Biological Response Modifiers 3(1), 76 az 87 (1984).].

Podle predchazejicich zplisobi se nepodafilo vyrobit lymfotoxin, ktery je homogenni
v aminokyselinové sekvenci, coz je dileZita viastnost pro pouziti jako lé¢ivo. Lymfotoxin, ktery
se izoluje z kultury bun&&nych linii, vykazuje heterogenitu na aminovém konci, mozna diky
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proteolytické procesi (viz shora citovanou USA pfihlasku 608 316). Kultury primarnich
lymfocytii, napf. znosnich mandli nebo periferni krve, musi nutné obsahovat buiiky mnoha
donoril z diivodii ekonomickych. Produkty téchto bungk budou viak obrizet genetickou riiznost
mezi donory, takZe vysledny "lymfotoxin" miiZe byt ve skutegnosti smési alelickych typt. Podily
a identity takovych alel budou jeden od druhého zfejmé neznamé. Je tedy potfebny zpisob
vyroby lymfotoxinu, ktery by byl jednotny, pokud jde o jeho aminokyselinovou sekvenci.

Predchozi zpisoby jsou omezeny také tim, Ze se podle nich produkuje lymfotoxin, ktery ma
primarni aminokyselinové sekvence odpovidajici lymfotoxinim, které se nachazeji v piirodé.
Substituce (ndhrada), delece (vynechani) nebo inzerce (vlozeni) riznych aminokyselin do té&chto
sekvenci by vyZzadovaly rozsihlé anakladné chemické modifikace, pokud by se téchto
modifikaci viibec dosihlo. Jsou tedy zapotfebi zpisoby, kterymi by se snadno dosahlo riznych
zmén aminokyselinovych sekvenci lymfotoxinu.

Ackoliv protinddorové GCinky azfejma terapeutickd hodnota lymfotoxinové aktivity je
v literatufe popisovana od roku 1968, lymfotoxin nebyl studovan v extenzivnich klinickych
protokolech nebo uveden na trh vzhledem kmalym mnoZstvim a heterogenni povaze
lymfotoxinu, dostupného podle ptedchazejicich zpiisobii. Jsou tedy zapotiebi zpiisoby, podle

kterych by se ekonomicky vyrab&la takovd mnoistvi lymfotoxinu, kterych je zapottebi pro
klinické studie.

V literatufe je popsano kréli¢i antisérum, které je schopné neutralizovat cytolytickou aktivitu
riznych cytotoxini véetné latek, které byly identifikovany jako lymfotoxin [Yamato a spol.:
Cell. Immun. 38, 403 az 416 (1978), Gately a spol.: Cell. Immun. 27, 82 az 93 (1976), Hiserodt
aspol. J. Immun. 119(2), 274 az 380 (1977), Zacharchuk aspol.: P.N.A.S. USA 80, 6341 az
6345 (fijen 1983), Ruddle a spol.: Lymphokine Research 2(1), 23 az 31 (1983), Mannel a spol.:
Infection and Immunity 33(1), 156 az 164 (1981), Wallach a spol.: The Biology of the Interferon
System", ed. E. De Maeyer aspol., str. 293 az 302 (publikovano v zifi 1983) a Stone-Wolff
aspol.: J. Exp. Med. 159, 828 az 843 (bfezen 1984). JelikoZ je toto antisérum polyklonalni,
obsahuje rizné protilatky proti imunogenu lymfotoxinu. Kterakoliv nebo kterékoliv z téchto
protilatek zpisobuji neutralizaci "lymfotoxinové Gginnosti”. Sdéleni v literatufe jsou obvykle
nejasnd, pokud jde o molekularni identitu latky, zodpovédné za lymfotoxinovou aéinnost, ktera
byla pouZita jako imunogen. To, co je pro diagn6zu a imunoafinitni &istici postupy potfeba, je
monospecificka protildtka proti jasné a jednoznaéné identifikované lymfotoxinové molekule.

Podstata vynalezu

Jednim pfedmétem vyndlezu je izolovany biologicky aktivni lymfotoxin, ktery obsahuje sekvenci
aminokyselinovych zbytkl 24 aZ 171 na obrazku 2a, ktery neni glykosylovan nebo ma variantni
glykosylaci pfi srovnani s odpovidajicim lymfotoxinem z lidskych lymfoidnich bunék.

Izolovany biologicky aktivni lymfotoxin obsahuje svyhodou sekvenci saminokyselinovymi
zbytky 1 az 171 na obrazku 1.

Specificka aktivita izolovaného biologicky aktivniho lymfotoxinu je v rozsahu od 2 do 10.10°
jednotek na mg proteinu.

Druhym pfedmétem tohoto vynalezu je protilatka, kterd neutralizuje cytolytickou aktivitu
lymfotoxinu a neobsahuje neneutralizujici protilatky.

Protilatka je s vyhodou monoklonalni protilatka a je poptipadé zna&ena detekovatelnou latkou.
Detekovatelna latka znamena fluorescenéni, chemiluminiscenéni nebo radioisotopovou znacku.
Protilatka miiZe byt imobilizovana na povrchu nebo na matrici.
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Tretim pfedmétem vynalezu je nukleova kyselina kédujici shora definovany lymfotoxin.
Nukleova kyselina s vyhodou obsahuje DNA, ktera neobsahuje intron, pfitomny mezi nukleotidy
284 a 285. Nukleovou kyselinou je vyhodné cDNA.

Nukleova kyselina mitze byt kovalentné oznagena detekovatelnou latkou.

Ctvrtym predmétem vynalezu je replikovatelny vektor, ktery obsahuje shora uvedenou
nukleovou kyselinu. Je vyhodné, je-li vektor replikovatelny v prokaryotech nebo eukaryotech.

Vektor, replikovatelny v prokaryotech, s vyhodou obsahuje bakteridlni promotor, odst&pitelng
napojeny na nukleovou kyselinu, kédujici lymfotoxin. Je vyhodné, kdduje-li nukleova kyselina
v replikovaném vektoru napojeni bakterialniho sekredniho leaderu a lymfotoxinu.

Vyhodny replikovatelny vektor znamena pLTrpl nebo p20KLT.

Patym pfedmétem vynalezu je heterologni buiika, transformovana shora definovanou nukleovou
kyselinou. Heterologni buitka miize byt s vyhodou transformovana shora uvedenym replikova-
telnym vektorem. Buiikou je s vyhodou prokaryot.

Sestym a poslednim ptedmétem tohoto vynélezu je izolovany biologicky aktivni variantni
lymfotoxin, v némz aminokyselinovy zbytek v lymfotoxinové sekvenci podle obrazku 2a je
a) vynechén, b) nahrazen jinym zbytkem nebo c) do sekvence podle obrazku 2a je vlozen jiny
zbytek stim, Ze ztohoto variantniho lymfotoxinu je vyloucen lymfotoxin, ktery ma sekvenci
podle obrazku 2a saminovymi konci na Leut+l nebo His+24. Zbytky -34 az -1 mohou byt
vynechany v izolovaném biologicky aktivnim variantnim lymfotoxinu, ktery dale mlze
obsahovat inserci alespoii jednoho aminokyselinového zbytku. Inzerce znamend s vyhodou
spojeni polypeptidu s karboxylovym koncem lymfotoxinu.

V izolovaném biologicky aktivnim variantnim lymfotoxinu miZe byt polypeptid napojen na
lymfotoxin mistem hydrolyzy proteolytickym enzymem. Variantni lymfotoxin muze byt
s vyhodou cytolyticky neaktivni pred proteolytickou hydrolyzou.

Variantni lymfotoxin obsahuje s vyhodou nahradu jednoho aminokyselinového zbytku nebo
deleci od 1 do 30 aminokyselinovych zbytki, nebo inzerci jednoho aminokyselinového zbytku.
Nahrada znamena nahradu zbytku ze skupiny neutralnich nebo bazickych aminokyselinovych
zbytkti takovym zbytkem, ktery neni ¢lenem skupiny, do které patii nahrazena aminokyselina.

Variantni lymfotoxin miize byt cytotoxicky.

Uvedenych cilti tohoto vynalezu bylo dosazeno uspé&Snou rekombinantni expresi proteinu, ktery
ma lymfotoxinovou u¢innost. Tento typ lymfotoxinu, ktery je zde popsan v terminech jeho
G¢innosti a pfirozené nebo obménéné aminokyselinové sekvence, je zde dale oznaovan jako
lymfotoxin. Dna kddujici lymfotoxin byly ptekvapivé identifikovany pres nepatrné hladiny
lymfotoxinu, expresované v homolognich buiikich apfes nejistotu v Case, ve kterém se
messenger-RNA (mRNA) kddujici lymfotoxin objevuje v homolognich burikach. Prekvapujici
bylo také to, ze biologicky aktivni lymfotoxin je expresovan v rekombinantnich buikach, které
neglykosyluji lymfotoxin (nebo ukterych se to neoCekava tak jako u homolognich bungk).
Lymfotoxin, ktery se touto expresi ziska, ma v podstaté jednotnou aminokyselinovou sekvenci,
bez N-terminalni enzymatické hydrolyzy. V bunééné kultufe dochazi k expresi DNA kédujici
lymfotoxin v takovém poctu kopii, ktery ptevy3uje 0,1 az 1.10'' jednotek na litr lyzatu kultury.

Lymfotoxin, ktery je rekombinantni hostitelskou bufikou expresovan, zavisi na DNA, ktera byla
pouzita ke kodovani lymfotoxinu nebo jeho prekurzort, ataké na vybrané hostitelské buiice.
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Nukleokyselinové sekvence, které jsou zde pouzity pro syntézu lymfotoxinu, jsou nové. Jsou
charakterizovany nukleotidovymi sekvencemi, které se li$i od pivodni nebo pfirodni sekvence
v jedné nebo ve vice nasledujicich moZnostech: DNA neobsahuje introny, v pfipadé€ lidského
lymfotoxinu je intron pfitomny mezi nukleotidy 284 a 285 (obrazek 2a). DNA neobsahuje
nukleovou kyselinu, kédujici jiné proteiny organismu, z néhoz DNA pochazi; nukleova kyselina,
kédujici lymfotoxin, je ligovana do vektoru; a/nebo nukleova kyselina je schopné hybrizace na
nukleovou kyselinu kédujici lymfotoxin, av3ak s tim, Ze takova hybridizovana nukleova kyselina
nema nukleotidovou sekvenci pfirodni DNA nebo RNA koédujici lymfotoxin.

Mutantni nukleové kyseliny, kédujici lymfotoxin, jsou produktem rekombinantnich manipulaci.
K tiché mutaci v 5' netranslované oblasti dochazi proto, aby se zvysila hladina exprese ve
vybranych hostitelich, napf. redukci moznosti struktur m-RNA se sparovanymi Gseky a nespa-
rovanymi (smyckami) Gseky [stem and loop] v 5' oblastech nukleové kyseliny, nebo substituci
hostitelem preferovanych koddni, nalezenych v ptirodnich nukleokyselinovych izolatech.

SpiSe neZ tiché mutace umoziuji mutace v nukleovych kyselinich, které jsou represovany,
ptipravu lymfotoxini, které maji aminokyselinovou sekvenci piivodniho lymfotoxinu nebo
primarni sekvenci jeho variant s aminokyselinovymi sekvencemi, liSicimi se od pivodniho
lymfotoxinu. Mutantni lymfotoxin se izoluje jako takovy, nebo je dile procesovan hostitelskou
buiikou, takZe se ziska Zzadany typ lymfotoxinu. Tyto nukleové kyseliny nebo nukleové kyseliny,
které se s nimi hybridizuji, nebo jejich fragmenty, se oznaci a pouziji se v hybridiza¢nich testech
pfi identifikaci nebo uréovani genetického materialu, kédujiciho lymfotoxin.

Pii syntéze lymfotoxinu se DNA, ktera kéduje lymfotoxin, liguje do vektoru, vektor se pouZije
pro transformaci hostitelskych bunék, hostitelské buiiky se kultivuji a lymfotoxin se izoluje
z kultury. Tento obecny postup se pouziva pro syntézu lymfotoxinu s aminokyselinovou sekvenci
piivodniho lymfotoxinu, nebo pro konstrukci novych lymfotoxinovych variant podle konstrukce
vektoru a podle hostitelské buiiky, vybrané pro transformaci. Typy lymfotoxind, které jsou
schopné syntézy, zahrnuji lymfotoxin s leucylovou skupinou na aminovém konci, lymfotoxin
s histidylovou skupinou na aminovém konci, pre-lymfotoxin a lymfotoxinové varianty, mezi néz
patti a) kondenzované proteiny, v nichz heterologni protein nebo polypeptid je vazan peptidovou
vazbou na aminovy a/nebo karboxylovy konec aminokyselin lymfotoxinu, b) lymfotoxinové
fragmenty, zvlasté fragmenty pre-lymfotoxinu, v némz kterakoliv aminokyselina mezi -34 a +23
znamena aminokyselinu aminového konce fragmentu, c) lymfotoxinové mutanty, v nichZ je
jeden nebo vice aminokyselinovych €asti substituovano, viozeno nebo vynechano, d) derivaty
s methionylovou skupinou nebo s modifikovanou methionylovou skupinou (jako je naptiklad
formylmethionylova skupina nebo jiné blokované methionylové skupiny) na aminovém konci,
a/nebo e) neglykosylované nebo rizné glykosylované typy vech pfedchazejicich moZnosti.

Jestlize sav&i buiika je transformovana nukleovou kyselinou, kodujici lymfotoxin, kterd je
odstépitelné ligovana na eukaryoticky sekre¢ni leader (signal) (vCetné sekre¢niho signalu
pivodniho lymfotoxinu), nebo jestlize nukleova kyselina, kterd kéduje lymfotoxin, je
odstépitelné ligovana ve vektoru na prokaryoticky nebo kvasinkovy sekretni signal (leader),
ktery je rozeznavan hostitelskou buiikou tak, ze mize byt transformovan (obvykle organismus,
z néhoz byla signélni sekvence ziskéna), hostitel se vektorem transformuje, kultivuje a pak se
lymfotoxiny s methionylovym aminovym koncem izoluji z kultury obvykiym zpisobem.

Jestlize DNA, kddujici lymfotoxin, je odstépitelng ligovana do vektoru bez sekrecni signalni
sekvence a potom je pouzita pro transformaci hostitelské buiiky, pak syntetizované lymfotoxiny
jsou na aminovém konci obvykle substituovany methionylovou skupinou nebo modifikovanou
methionylovou skupinou, jako je naptiklad formylmethionylova skupina.

Byly ziskany postupy, podle nichz in vitro mutageneze nukleové kyseliny, kterd koduje
lymfotoxin, vede kexpresi lymfotoxinovych variant dfive nedostupnych. Nejdfive dojde
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se po"zavedeni delece, substituce a/nebo inzerce do nukleové kyseliny, ktera kéduje lymfotoxin,
pouZije in vitro, mistné& specifickd, pfedem stanovend nebo nahodnid mutageneze. Tyto
lymfotoxinové derivaty, ziskané expresi mutantni nukleové kyseliny, maji modifikované
vlastnosti. A kone¢né se ziskavaji nové typy lymfotoxinu jako neglykosylované nebo rizng
glykosylované lymfotoxiny. Neglykosylovany lymfotoxin se vyrabi prokaryotickou expresi
DNA, kédujici lymfotoxin. Razné glykosylované typy lymfotoxinu jsou produktem
rekombinantni kultury v transformovanych vysgich eukaryotickych, obvykle savCich, burikach,

Lymfotoxin, ktery se zde vyrabi, se vygisti od kultivadnich Supernatantii nebo lyzath
imunoafinitni adsorpci pomoci nesolubilizované lymfotoxin-neutralizujici protilatky. Tato
protilatka, ktera se nejefektivnéji ziskava v monoklonalnj bunééné kulture, vznika v mysich
imunizaci lymfotoxinu adsorbovaného na kamenci (siranu hlinitodraselném).

Pro terapeutické pouziti se lymfotoxin podle tohoto vynalezu pouZiva v kombinaci s fyziologicky
neskodnymi stabilizatory a excipienty. Pfipravuje se ve sterilnich davkovych formach, jako
napiiklad lyofilizaci, v davkovych nadobkich, nebo se skladuje ve stabilizovanych vodnych
prostfedcich. Pro implantaci do nadoru nebo do mist, z nich byl nador chirurgicky odstranén, se
pouZiva lymfotoxin, obsaZeny v polymerni matrici. Tim se ziska prostiedek, ktery Casem
uvoliiuje lymfotoxin, pfi gemz lymfotoxin je v daném mists lokalizovan ve vysoké gradientové
koncentraci. Terapeutické prostfedky podle tohoto vynalezu se pouzivaji v terapeuticky
efektivnich davkach implantaéné, injek&n& nebo infuzng ZivoCichiim, zvlasté lidskym pacientim,
s malignimi nadory.

Obrézek 1a ukazuje DNA sekvenci a aminokyselinovou sekvenci, ktera se obecn& poklada za
sekvenci, kodujici lymfotoxinovy fragment. Na obrazku Ib je konstrukce syntetické DNA,
kodujici fragment na obrazku 1a. Obrazek 2a ukazuje Gplnou aminokyselinovou sekvenci pro
pre-lymfotoxin a jeji kédujici DNA plus 5’ a3' sousedici netranslované oblasti. Obrazek 2b
ilustruje zpiisob konstrukce expresniho vektoru lymfotoxinu s methionylovou a leucylovou
skupinou na aminovém konci a jeho derivaty s methionylovou skupinou na aminovém koncj.
Obrazek 3 ukazuje zpiisob konstrukce expresniho vektoru pro lymfotoxin s methionylovou
a histidylovou skupinou na aminovém konci. Obrazek 4 popisuje aminokyselinové sekvence
lidského, mysiho a hovéziho lymfotoxinu a souhlasné &asti sav&iho lymfotoxinu. Obrazek 5a
a obrazek 5b popisuji konstrukci plazmidu, kédujiciho spojeni lymfotoxinu s bakterialni signalni
sekvenci.

Lymfotoxin je pro agely této pfihlasky definovan jako biologicky aktivni polypeptid, ktery ma
oblast, predstavujici podstatnou strukturni aminokyselinovou homologii s alespoit  &asti
aminokyselinové sekvence lymfotoxinu, uvedené na obrizku 2a. Biologicka aginnost je
definovana jako preferen¢ni cytotoxickd Gcinnost dale definovans, imunologicka zkiiZena
reaktivita s cytotoxickym lymfotoxinem nebo schopnost soutézit s cytotoxickym lymfotoxinem
o lymfotoxinové bunégné povrchové receptory. V poslednich dvou piikladech nemusi byt
lymfotoxin cytotoxicky sam o sobe. Imunologicky zk#izené mutanty jsou uZitecné jako
imunogeny pro zvyseni anti-lymfotoxinu u zvifat, napf. pii pfipravé ¢inidel pro imunotesty,
zatimco necytotoxické kompetitivni mutanty nachazeji pouziti jako znacena reakéni &inidla
v imunotestech kompetitivniho typu pro biologicky aktivni lymfotoxin.

Preferenéni cytotoxicka ucinnost je definovana jako preferencni destrukce nebo inhibice ristu
nadorovych bunék in vivo nebo in vitro Pfi srovnani snormalnimi buiikami za stejnych
podminek. Destrukce nadorovych bungk lyzi in vitro nebo nekrézou in vivo je vyhodnym
koneénym bodem testu, ikdyz je mozno uspokojivé pouzit také cytostatické nebo
antiproliferaéni vlastnosti. Vhodné testy pro detekci protibunéénych G&innosti lymfotoxinu jsou
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popséany v nasledujicich citacich: B. Aggarwal a spol.: J. Biol. Chem. 259(1), 686 az 691 (1984)
a E. Carswell a spol: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 3666 az 3670 (1975).

Lymfotoxinova specificka Gcinnost je zde definovana spiSe v terminech lyze cilové buiiky nez
cytostaze. Jedna jednotka lymfotoxinu je definovana jako mnozstvi, kterého je potfeba pro 50%
lyzi bunék, umisténych v kazdé jamce, jak bude dale popsano v prikladu 1. Lze v§ak pouzit i jiné
zplsoby stanovovani cytotoxické ucinnosti.

Pod pojmem podstatna strukturni homologie se obvykle mini, Ze vice nez asi 60 procent, obvykle
vice nez 70 procent aminokyselinovych zbytkd v polypeptidu je shodnych nebo zachovavaji
substituce odpovidajicim (odpovidajicimi) zbytkem (zbytky) v sekvenci na obrazku 2a. Ne
viechny sekvence lymfotoxinového polypeptidu potfebuji byt homologni se sekvenci na obrazku
2a. Je pouze tfeba, aby byla s n&jakou ¢asti sekvence na obrazku 2a homologni pouze tak dlouha
¢ast lymfotoxinového polypeptidu, aby ziskany kandidat vykazoval pozadovanou biologickou
ucéinnost. Obvykle by homologie méla existovat pro oblasti od asi 20 do 100 aminokyselinovych
zbytkll s tim, Ze pro maximalni homologii miZe byt zapotiebi zavést pfipadné diry. Jestlize
oblast homologni se sekvenci na obrazku 2a neni nékterou z kliCovych oblasti lymfotoxinu,
tj. oblasti dalezitou pro cytotoxickou uéinnost, pak je pro polypeptid (aby jesté byl zahrnut
v definici) pozadovdna men3i homologie. Za kliCové oblasti sekvence na obrazku 2a jsou
povazovany asi zbytky 162 az 171, 52 az 83 a 127 az 148.

Lymfotoxin je definovan jako specificky lidsky nadorovy nekroézovy faktor nebo jeho ptirodni

zvifeci analoga [D. Pennica a spol.: Nature 312, (20 az 27) (prosinec 1984), 724 az 729 a B.
Aggarwal a spol.: J. Biol. Chem. 260(4), 2345 az 2354 (1985).].

Pojem strukturné podobny se vztahuje na dominantni vlastnosti aminokyselinovych postrannich
fetézct, jako jsou napriklad vlastnosti bazické, neutralni nebo kyselé, hydrofilni nebo hydrofobni
anebo pfitomnost ¢i nepfitomnost sterické zabrany. Substituce jedné aminokyseliny za jinou,
strukturné podobnou aminokyselinu, je odborniklim znama jako konzervativni substituce.

Vyznamnym faktorem, zajistujicim identitu polypeptidu jako lymfotoxinu, je moZnost antiséra,
které je schopno v podstaté zneutralizovat cytolytickou UG¢innost v podstaté homogenniho,
lymfoblastoidniho (nebo pfirodniho) lymfotoxinu ataké v podstaté zneutralizovat cytolytickou
Géinnost pfislusného polypeptidu. Je vSak tieba si uv€domit, Ze imunologicka identita
a cytotoxicka identita nejsou nutné koextenzivni. Neutralizujici protilatka lymfotoxinu na
obrazku 2a nemusi vazat prisluSny protein, protoze neutralizujici protilatka je smérovana k mistu
na lymfotoxinu, které pouze sousedi soblasti, jez je rozhodujici pro lymfotoxinovou
cytotoxickou ucinnost, ale které se UGcastni procesu jako neutralizujici protilatka sterickou
zabranou aktivniho mista lymfotoxinu. Piislu$ny protein, mutovany v této neskodné oblasti, by
se nemusel dale vazat na neutralizujici protilatku, byl by vSak lymfotoxinem v terminech
podstatné homologie a biologické ti€innosti.

Pro lymfotoxin, ktery byl ziskan kultivaci lymfoblastoidnich bunéénych linii, byly stanoveny
nasledujici viastnosti: molekulova hmotnost 20 000 nebo 25 000 podle stupné glykosylace a N-
termindlni heterogenity; glykosylace na Asn +62 (obrazek 2a); tendence k agregaci, zvlaste
k organizovani multimerd; izoelektricky bod asi 5,8; labilita na pH (ztrata vice nez 50 procent
cytolytické aktivity po 24-hodinovém skladovani v pufru hydrogenuhli¢itanu amonného pii
koncentraci 10 png/ml pti pH hladindch méné nez asi 5 nebo vice nez asi 10); podstatna ztrata
uéinnosti po inkubaci ve vodném roztoku po dobu péti minut pfi 80 °C. Podle molekulové
hmotnosti byly identifikovany dva typy lymfoblastoidniho lymfotoxinu. Typ lymfoblastoidniho
lymfotoxinu o molekulové hmotnosti 25 000 ma na aminovém konci leucylovou skupinu.
Polypeptidy, jejichz aminokyselinova sekvence ma molekulovou hmotnost 25 000, se nazyvaji
lymfotoxin s leucylovou skupinou na aminovém konci. Typ lymfoblastoidniho lymfotoxinu
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o molekulové hmotnosti 20 000 je charakteristicky tim, ¢ ma na aminovém konci histidin.
Odpovidajici sekvence se pak nazyvaji lymfotoxin s histidylovou skupinou na aminovém konci.
Je duleZité, Ze tyto charakteristiky popisuji nativni nebo divoky typ lidského lymfotoxinu,
ziskaného z lymfoblastoidnich bun&énych kultur. Zatimco lymfotoxin zde definovany zahmuje
puvodni, glykosylovany lymfotoxin, do rozsahu této definice mohou spadat ijiné podobné
cytotoxické polypeptidy. Naptiklad glykosylace, obvykle spojend se zvifecim lymfotoxinem,
miZe byt modifikovédna pfi expresi v heterologni rekombinantni eukaryotické hostitelské buiice.
Tim se ziskd modifikovany lymfotoxin, jehoz molekulova hmotnost nebo 1zoelektricky bod je
mimo rozmezi, dané pro lidsky lymfoblastoidni lymfotoxin. Lymfotoxin, ktery je apln&
neglykosylovan, se vyrabi vrekombinantni bakterialni kultute s molekulovou hmotnosti,
izoelektrickym bodem a dal§imi vlastnostmi, odpovidajicimi modifikovanému. Post-translagni
procese pre-lymfotoxinu z prvych zvifecich typti v bun&&né linii, ktera je odvozena od jinych
zvifecich typl v bunééné linii, ktera je odvozena od jinych zvifecich druhd, mize mit za
vysledek jiné zbytky na aminovém konci, nez je obvyklé u prvych zvitecich druhéi. Podobné
i mutageneze, napfiklad, umoziiuje ménit aminokyselinovou sekvenci a N-konec (N-terminus)
lymfotoxinu, tim se modifikuje stabilita na pH, izoelektricky bod a podobné vlastnosti.

Prekladand aminokyselinova sekvence lidského lymfotoxinu je popsdna na obrazku 2a.
Poviimnéme si, Ze tato sekvence zahrnuje presekvenci o 34 ¢&lenech, o niz se predpoklada, ze se
béhem procesu translatované transkripce v lidskych buikach odstrafiuje (spolu se svymi
mutanty, "prelymfotoxin”), coz vede k tomu, Ze se na aminovém konci tohoto typu objevuje
leucylova skupina. Typ s histidylovou skupinou na aminovém konci je homologni s typem
s leucylovou skupinou na aminovém konci az na to, e chybi prvnich 23 aminokyselin z typu
s leucylovou skupinou na aminovém konci. Viechny tfi typy, tj. prelymfotoxin, lymfotoxin
s leucylovou skupinou na aminovém konci, rovn&z tak jako methionylové, modifikované
methionylové, mutantni a neglykosylované formy jsou zahrnuty v rozsahu pojmu lymfotoxin.
Neglykosylované typy s leucylovou skupinou a s histidylovou skupinou na aminovém konci maji
niZ$i molekulové hmotnosti nez shora popsané homologni typy z lymfoblastoidnich bunék.

Pre-lymfotoxin je typ lymfotoxinu, ktery je zahrnut v pfedchazejici definici. Je charakterizovan
pfitomnosti signélniho (nebo leader) polypeptidu na aminovém konci molekuly. Nativni signélni
polypeptid lymfotoxinu se obvykle proteolyticky odstépi z lymfotoxinu jako &ast sekredniho
procesu, v némz je protein vyluovan z bufiky. Signalni peptid mize byt mikrobialni nebo sav&i
(véetné nativniho, presekvence se 34 zbytky), s vyhodou Jje v3ak signélni peptid homologni
k hostitelské butice. N&ktera spojeni signal-lymfotoxin nejsou rozeznavana nebo "procesovana”
hostitelskou buiikou do lymfotoxinu bez met na N-konci. Takova spojeni, obsahujici mikrobielni
signaly, jsou uzite¢n4, napfiklad jako lymfotoxinové imunogeny.

Poznamenejme, Ze vyraz "schopny" nebo "zpusobily" cytotoxické aktivity znamena, ze
lymfotoxin obsahuje polypeptidy, které mohou byt pfevedeny, napfiklad enzymatickou
hydrolyzou, z neaktivniho stavu analogického zymogenu na polypeptidovy fragment, ktery
vykazuje Zadanou biologickou aktivitu. Pojem "schopny" in vitro nebo in vivo cytotoxické
aktivity je minén tak, ze zahrnuje necytotoxické polypeptidy, které mohou byt pievedeny,
napfiklad enzymatickou hydrolyzou, z neaktivniho stavu analogického zymogenu na
polypeptidovy fragment, ktery vykazuje definovanou biologickou aktivitu. Tak inaktivni
prekurzory budou spojené proteiny, ve kterych je lymfotoxin vazan peptidovou vazbou na
karboxylovy konec jiného proteinu nebo polypeptidu. Sekvence na této peptidové vazbé nebo
blizko ni je vybrana tak. aby byla citliva na proteolytickou hydrolyzu, pfi niz se uvolni
lymfotoxin, bud’ in vivo, nebo jako &4st vyroby, in vitro. Typickymi vazebnymi sekvencemi jsou
lys-lys nebo arg-lys. Nelymfotoxinova slozka, jako je napiiklad prolymfotoxin, je s vyhodou
homologni protein, takze minimalizuje imunogenicitu spojeni. Homologni protein by mél byt
neSkodny anemél by se vazat na povrch bunk. Takto generovany lymfotoxin pak bude
vykazovat cytotoxickou i&innost, ktera je pozadovana definici.
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Zatimco lymfotoxin obvykle znamena lidsky lymfotoxin, lymfotoxin z jinych zdrojit, napfiklad
mys3i, vepfovy, koiisky nebo hovézi lymfotoxin také spada pod definici lymfotoxinu, pokud jinak
odpovida standardiim, které jsou shora popsény pro homologni oblasti a biologickou G¢innost.
Naptiklad bylo zjisténo, Ze hovézi amysi lymfotoxiny jsou znacné (asi z osmdesati procent)
homologni s lidskym lymfotoxinem. Lymfotoxin neni specificky typ, napfiklad lidsky
lymfotoxin je G&inny na nadory a neoplastické bunéné linie u mysi. Muze tedy byt lidsky
lymfotoxin nebo lymfotoxin z jednoho druhu pouZit v terapii jin¢ho druhu Zivocicha.

Lymfotoxin zahmuje také multimerni formy. Lymfotoxin spontanné agreguje do multimert,
obvykle do dimerii nebo vyssich multimerd. Multimery jsou toxické, podle toho jsou vhodné pro
pouZiti v terapii in vivo. V rekombinantnich hostitelich dochézi k expresi lymfotoxinu ve formé
monomeru. Po vzniku ma viak lymfotoxin tendenci spontanné vytvafet multimery. Terapeuticky
uZite¢né jsou homogenni multimery nebo smés riznych multimeru.

Variantni lymfotoxiny zahrnuji pfedem stanovené nebo cilené, tj. mistné specifické, mutace
molekuly zobrazku 2a nebo jinych fragmenti. Variantni lymfotoxiny jsou definovany jako
polypeptidy, jinak odpovidajici definovanym vlastnostem lymfotoxinu s tim, Zze jsou
charakterizovany aminokyselinovou sekvenci, ktera se od sekvence na obrazku 2a li§i bud
vynechanim (deleci), substituci nebo inzerci zbytkd. Nelidské lymfotoxiny zde popsané a alely
lidského lymfotoxinu jsou povaZovany za variantni lymfotoxiny, jelikoZ to jsou mistné fizené
mutanty, které nemaji zadny prirodni protéjsek. Cilem mutageneze je konstrukce takové DNA,
ktera koduje lymfotoxin shora uvedeny, ale vykazujici vlastnosti, které modifikuji biologickou
G&innost pfirodniho lymfotoxinu nebo usnadiiuji vyrobu lymfotoxinu. Napfiklad mutaci lysin
+89 kodonu dojde k expresi histidinové skupiny v misté lysinové skupiny. Histidin +89 se uz
trypsinem (ktery obvykle $tépi vazby arg-X nebo lys-X proteinil) nehydrolyzuje. Ocekava se, Ze
proteazova rezistence poskytne mutantu vétsi biologicky polocas, nez je tomu v ptipadé
lymfotoxinu, ktery ma sekvenci na obrazku 2a (nebo jeji fragment). Na histidin mohou byt
mutovany i jiné lysinové a arginové skupiny lymfotoxinu, naptiklad lysin +28, lysin +19 nebo
arginin +15.

Jak bylo shora diskutovano, jisté oblasti molekuly lymfotoxinu vykazuji podstatnou homologii
s podobné aktivnim proteinem, oznaenym jako nadorovy nekrozovy faktor. Aminokyselinové
skupiny abezprostiedné sousedici tyto v podstaté homologni oblasti jsou vyhodné pro
mutagenezi, smérovanou k identifikace lymfotoxinovych mutanti, které vykazuji variantni
biologickou nebo cytotoxickou u&innost. Takové mutanty se pfipravuji zpiisoby zZnamymi samy
o sob& a pak se testuji na zadanou biologickou G¢innost, napfiklad zvySenou cytotoxicitu na
novotvar nebo - v ptipadé lymfotoxinovych typi - jsou zamysleny pro imunizaci zvifat, moZnost
ziskat mocn&j§i imunni odpovéd’. Nasleduji ptiklady takovych variantnich lymfotoxinu: ala +168
je mutovan na aminokyselinu s vétvenym fetézcem (val, ile nebo leu), mezi thr +163 a val +164
je vlozena hydrofobni aminokyselina (napf. Val, ile nebo leu), thr +163 je substituovan
tyrosinem, ser +82 je substituovan lysinem, ser +42 je substituovan izoleucinem, leucinem,
fenylalaninem, valinem nebo histidinem, lys +84 je substituovan glutaminem, tryptofanem,
serinem nebo histidinem, ser +82 je vynechan, na leu +171 je napojen hydrofobni di- nebo
tripeptid, thr +163 je substituovan asparagovou kyselinou nebo lysinem, mezi glu +127 a pro
+128 je vlozen ala-lys, ser +70 je substituovan lysinem nebo glycinem, thr +69 je substituovan
tyrosinem, lys +28 je substituovan argininem nebo histidinem, his +32 je substituovan argininem
nebo lysinem, asp +36 je substituovan prolinem, serinem threoninem, tyrosinem nebo
glutamovou kyselinou, ser +38 je substituovan tyrosinem, methioninem nebo glutamovou
kyselinou, ser +61 je substituovan threoninem, tyrosinem, histidinem nebo lysinem, gly +124 je
substituovan asparagovou kyselinou, serinem nebo tyrosinem, his +135 je substituovan
argininem, lysinem, tyrosinem, tryptofanem nebo prolinem thr +142 je substituovan asparagovou
kyselinou a gin +146 je substituovan lysinem nebo threoninem.
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Zvlaste 7adouci skupinou mutantu jsou ty mutanty,

skupiny +20, +120 a+133 v lidském lymfotoxinu nebo s vyhodou jsou substituovany
odpovidajicimi skupinami, které se nachazeji v lymfotoxinech jinych typt, jako jsou napiiklad
ty, které jsou popsany jinde v této pFihlasce. Naptiklad met +20, +120 a +133 jsou substituovany
threoninem, serinem a valinem. Tyto aminokyseliny odpovidaji  skupinim v hovézim
lymfotoxinu. Substituce se provadi zpasobem, ktery je popsan v ptikladu 9, az na to, Ze met +133
Jje mutovan na val v dalgim stupni mutageneze pouzitim fagu M13 Mp8 zpiisobem znamym per
se. Tato mutantni zvifeci hybridova lymfotoxinova DNA se pouziva misto DNA s leucylovou
skupinou na aminovém konci (z pfikladu 7) a expresuje se jako napojend. Zndmym postupem se
bromkyanem 3tépi signal STII z hybridniho lymfotoxinu. Izoluje se maturovany variantni
lymfotoxin s leucylovou skupinou na aminovém konci. )

v nichZ jsou vynechany methioninové

Jinymi uZitednymi variantnimi lymfotoxiny jsou takové lymfotoxiny, v nichz odpovidajici
skupiny lymfotoxinu jsou substituovény skupinami z niddorového nekrézového faktoru. Ziskaji se
tak hybridni varianty nadorového nekrézového faktoru s lymfotoxinem. Reprezentativnim
pfikladem je substituce prvnich 8, 9 nebo 10 skupin maturovaného nadorového nekrézového
faktoru (napt. val-arg-ser-ser-ser-arg-thr-pro-ser-asp) za prvnich 27 skupin Ilymfotoxinu
s leucylovou skupinou na aminovém konci. Tento variant je pfi pfimé expresi v E.coli
pravdépodobnéji demethionylovan na N-konci.

Zatimco misto mutace je pfedem stanoveno, neni nutné, aby mutace sama byla pfedem
determinovana. Naptiklad pti optimalizace pfipravy mutantniho lymfotoxinu s histidinem +89 se
provadi nahodnd mutageneze na kodonu pro lysin +89. Expresi se ziskaji lymfotoxinové
mutanty, které se testuji na optimalni kombinaci cytotoxické G&innosti a proteazové rezistence.

Lymfotoxin miize obsahovat také inzerce, obvykle fadu asi od 1 do 10 aminokyselinovych
skupin, nebo delece asi 1 az 30 skupin. Pro konstrukci koneéného plazmidu lze kombinovat
substituce, delece, inzerce nebo jakékoliv jejich kombinace. Inzerce zahmuji také napojeni na
aminovém konci nebo na karboxylovém konci, napt. hydrofobni roziiteni na karboxylovém
konci. S vyhodou se viak provadi jenom substituéni mutageneze. Mutace v kédujici DNA vsak
zfejmé nesmi byt umisténa v sekvenci &teci oblasti a s vyhodou nevytvafi ani komplementarni
oblasti, které by mohly produkovat sekundarni mRNA struktur. Extrakty vektorii transformované
E.coli, které obsahuji DNA kédujici lymfotoxinové mutanty, které maji deleci poslednich
16 aminokyselin na karboxylovém konci nebo prvnich asi 33 skupin na aminovém konci
lymfotoxinu s leucylovou skupinou na aminovém konci, nevykazuji Zadnou cytotoxickou
Ucinnost. Duvody pro chybéjici t&innost viak nejsou znimy; mohou to byt kterékoliv z t&ch
davodt, které jsou uvedeny v prikladu 1 niZe.

Ne v3echny mutace v DNA, ktera kéduje lymfotoxin, budou expresovany v konecném produktu
rekombinace buné&nou kulturou. Napfiklad hlavni skupinou DNA se substituénimi mutacemi
jsou takové DNA, vnichz sekredni leader (signal) na obrazku 2a byl substituovan jinym
sekre¢nim signalem, bud’ delecemi signalu o 34 skupinach nebo substituci, ktera vyméni vétSinu
nebo cely pivodni signal, ktery ma vétsi pravdépodobnost, ze bude rozeznavian zamys$lenym
hostitelem. Napiiklad pii konstrukei prokaryotického expresniho vektoru Jje sekreni signal
zobrizku 2a vynechdn ve prospéch signalu bakterialni alkalické fosfatdzy nebo tepelné
stabilniho enterotoxinu II, ukvasinek signal zobr. 2a je substituovan signalem kvasinkové
invertazy, alfa faktoru nebo kyselinové fosfatizy. To viak neznamena, ze by lidsky sekredni
signal nebyl rozeznavan jinymi hostiteli, nez jsou lidské bunééné linie. Jestlize je sekredni signal
"rozeznavan" hostitelem, pak napojeny protein, sestavajici z lymfotoxinu a signalu, je obvykle
Stépen na peptidové vazbé mezi signdlem a lymfotoxinem pfi tom kroku. ktery vede k sekreci
lymfotoxinu. Ikdyz je tedy mutantni DNA pouzita pro transformaci hostitele, vysledny
lymfotoxin mizZe byt bud’ napojeny nebo nativni lymfotoxin, coZ zavisi na G&innosti hostitelské
buriky v procesu napojeni.
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Jinou véti skupinou DNA mutanti, ktera neni expresovana jako lymfotoxinové varianty, jsou
nukleotidové substituce, které zvySuji expresi, primarn€ vynechanim spéarovanych
anesparovanych (smyckovych) [stem and loop] useki v transkribované mRNA) viz
doprovazejici USA patentova pfihlaska 303 687, zahrnutd zde jako odkaz), nebo poskytuji

koddny, které jsou snadnéji transkribovany vybranym hostitelem, napt. dobfe znamé preferencni
kodény E.coli pro E.coli expresi.

Mutantni nukleové kyselina se pfipravuje zpiisoby, znamymi per se [A. Hui a spol.: The EMBO
Journal 3(3), 623 az 629 (1984), J. Adelman a spol.: DNA 2(3), 183 az 193 (1983), anglicka
patentova piihlaska 2 130 219A, G. Winter a spol.: Nature 299, 756 az 758 (1982) aR. Wallace
a spol.: Nucleic Acids Research 9(15), 3647 az 3656 (1981).]. Tyto zpisoby zahrnuji mutagenezi
fagu M13, syntézu mutantniho lymfotoxinového genu, jak je popsana v ptikladu 1 a v dalSich
piikladech, nebo jiné zpisoby, které jsou nebo budou znamé odbornikim.

Nukleovou kyselinou, ktera kéduje lymfotoxin, je jakakoliv DNA nebo RNA sekvence, ktera
kéduje polypeptid, ktery je v ramci zde uvedené definice lymfotoxinu, at' uZ jeji nukleotodové
sekvence odpovidaji nebo neodpovidaji sekvencim, nalezenym v pfirod€. Navic, nukleova
kyselina spadd do rozsahu zde uvedeného, to jest schopnosti hybridizace za alespon
nizkoselektivnich podminek na nukleovou kyselinu, kédujici lymfotoxin, ikdyz hybridizujici
nukleova kyselina nekéduje protein, ktery jinak vyhovuje pozadavkim na lymfotoxin. Pfikladem
posledniho by mohla byt zkouska, Ze (diky kratké délce polypeptidu, ktery kéduje) neni schopna
exprese biologicky aktivniho lymfotoxinu. Nukleovd kyselina, kédujici Iymfotoxin, nebo
hybridizovatelna, se vyrabi organickou syntézou zplisobem, ktery je v podstaté uveden v prikladu

1, nebo se ziskava z ptirodnich zdrojii vyzkoudenim genomovych nebo cDNA knihoven, jak je
uvedeno v piikladech.

Lymfotoxin podle tohoto vynilezu se pfipravuje obvykle postupem, pii némZ se hostitel
transformuje vektorem, ktery nese nukleovou kyselinu, kédujici Zadany lymfotoxin. Vektorem je
konstrukce replikabilni DNA. Vektory jsou pouzivany pro amplifikaci DNA nebo pro expresi
DNA, ktera koduje lymfotoxin. Expresnim vektorem je konstrukce DNA, v niZ sekvence DNA,
kédujici lymfotoxin, je odstépitelné spojena s vhodnou regulacni sekvenci, schopnou uskutecnit
expresi lymfotoxinu ve vhodném hostiteli. Mezi takové regulagni sekvence patfi transkripéni
promotor, ptipadna operatorova sekvence pro regulaci transkripce, sekvence, kddujici vhodna
ribosomalni vazebna mista mRNA, a sekvence, které reguluji terminaci transkripce a translace.

Vektorem miZe byt plazmid, virus (v&etnd figa) nebo integrovatelny fragment DNA,
tj. fragment, ktery je integrovatelny do hostitelova genomu rekombinaci. Jakmile se jednou
transformuje do hostitele, vektor se replikuje a funguje nezivisle na hostitelském genomu, nebo
se v nékterych ptipadech mize do jeho genomu integrovat. V této pfihlasce jsou nékdy pojmy
"plazmid" a "vektor" pouZivany vzijemné zaménitelng, jelikoZ plazmid je vsoucasné dobé
nejobvykleji pouzivanou formou vektoru. Av3ak viechny dalsi formy vektortl, které maji stejnou

funkci a které jsou nebo budou znamé odbornikiim z odborné literatury, jsou vhodné i pro pouziti
zde.

Vhodné vektory obsahuji replikon akontrolni sekvence, které jsou odvozeny od typi,
slugitelnych s hostitelem zamyslené exprese. Transformované hostitelské buitky jsou takové
buiiky, které byly transformovany nebo transfektovany lymfotoxinovymi vektory, konstruova-
nymi pomoci techniky rekombinantni DNA. Transformované hostitelské buiky pravidelné
expresuji lymfotoxin. Expresovany lymfotoxin se bud’ uklada intracelularné, nebo se sekretuje

do periplazmového prostoru nebo kultivaéniho supernatantu, coz zavisi na vybrané hostitelské
buiice.

Oblasti DNA jsou oditépitelné napojeny (jestlize mezi nimi existuje funk&ni vztah) mezi sebou.
Naptiklad DNA presekvence nebo sekven¢niho signalu jsou odsitépitelné napojeny na DNA
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u polypept.idu, jestl_iie Jje expresovana jako preprotein, ktery participuje pfi sekreci polypeptidu;
promotor je odst&pitelné napojen na kddujici sekvenci, jestlize kontroluje transkripci sekvence;
nebo vazebné misto ribosomu je odstEpiteln& napojeno na kédujici sekvenci, jestliZe je umisténo

tak, Ze dovoluje translaci. Odstépiteln& navazan obvykle znamena styny a v piipadé sekrecnich
signélit stydny a ve &teci forme.

Vhodnymi hostitelskymi buitkami Jsou prokaryoty, kvasinky nebo vy3si eukaryotické buiiky.
Mezi prokaryoty patfi gramnegativni nebo grampozitivni organismy, naptiklad E.coli nebo
Bacilli. Mezi vyssi eukaryotické buriky patfi bun&né linie savct pfipravené tak, jak bude dile
popsano. Vyhodnou hostitelskou burikou Jje kmen E.coli W3110 (ATCC 27 325), rezistentni na
fagy, ktery je popsan v ptikladech, i kdyZ vhodné jsou i jiné prokaryoty, Jjako je napriklad E.coli

B, E.coli X1776 (ATCC 31 537), E.coli 294 (ATCC 31 446), typy Pseudomonas nebo Serratia
Marcesens.

Vyhodny pro expresi lymfotoxinu je systém prokaryoticky hostitel - vektor. Mnoho vhodnych
mikrobidlnich vektort je dostupnych. Mikrobialni vektor obvykle obsahuje pogatek replikace,
rozeznavany zamyslenym hostitelem, promotor, ktery bude fungovat v hostiteli, a fenotypicky
selekéni gen, napfiklad gen, kédujici proteiny, propiijéujici antibiotickou rezistenci nebo
dodavajici auxotrofni pozadavek. Pro jiné hostitele se sestavuji podobné konstrukce. E.coli se
typicky transformuje plazmidem pBR322, plazmidem odvozenym od typu E.coli [E. Bolivar
aspol.: Gene 2, 95 (1977).]. Plazmid pBR322 obsahuje geny ampicilinové a tetracyklinové
rezistence, ¢imZ je dostupny snadny prostiedek pro identifikaci transformovanych bungk.

Expresni vektory musi obsahovat promotor, ktery je rozpoznavén hostitelskym organismem, ale
nikoliv klonujicimi vektory. Promotor je obvykle homologni k zamyslenému hostiteli. Mezi
promotory, které se nejobecn&ji pouzivaji pFi konstrukci rekombinantni DNA, patii B-
laktamazovy (penicilindzovy) a laktézovy promotorovy systém [Chang aspol.: Nature 275,
615 (1978) a Goeddel a spol.: Nature 281, 544 (1979).] a tryptofanovy promotorovy systém (trp)
[Goeddel aspol.: Nucleic Acids Res. 8, 4057 (1980) a prihlaskova publikace evropského
patentového Gfadu 36 776.] a tac-promotor [H. De Boer a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,
21 az 25 (1983).]. I kdyz tyto promotory jsou nejcastéji pouzivany, vhodné jsou i jiné znamé
mikrobidlni promotory. Podrobnosti, tykajici se Jejich nukleotidovych sekvenci, které byly
publikovdny, umoziuji zru¢nému pracovnikovi odtépitelné je ligovat na DNA kédujici
lymfotoxin v plazmidovych vektorech [Siebenlist a spol.: Cell 20, 269 (1980.).] a DNA kédujici
lymfotoxin. V dnesni dobé je vyhodnym vektorem derivat pBR322, obsahujici promotor E.coli
alkalické fosfatazy strp Shine-Dalgarno sekvenci. Promotor a Shine-Dalgarno sekvence jsou
odstépitelné napojeny na DNA, kédujici lymfotoxin, tj. jsou situovany tak, aby podporovaly
transkripci lymfotoxinové mRNA z DNA.

Vedle prokaryotl se vektory, kédujicimi lymfotoxin, transformuji také eukaryotické mikroby,
Jjako jsou napiiklad kvasinkové kultury. Saccharomyces cerevisiae, neboli obyc&ejné pekatské
kvasnice, jsou nejobecnéji pouzivané nizsi eukaryotické hostitelské mikroorganismy, i kdyz je
bézné dostupno mnoho jinych kmeni. Kvasinkové vektory obvykle obsahuji pocatek replikace
z dvoumikronového kvasinkového plazmidu nebo samostatné se replikujici sekvenci (ARS),
promotor, DNA kddujici lymfotoxin (v€etné lidského pre-lymfotoxinu), sekvence pro
polyadenylaci aterminaci transkripce aselekéni gen. Vhodnym plazmidem pro expresi
lymfotoxinu v kvasinkach je plazmid YRp7 [Stinchcomb aspol.: Nature 282, 39 (1979),
Kingsman aspol.: Gene 7, 141 (1979) a Tschemper aspol.: Gene 10, 157 (1980).]. Tento
plazmid jiz obsahuje trpl gen, ktery poskytuje selekéni znak (marker) mutantnimu kmeni
kvasinek, ktery nemd schopnost rist v tryptofanu, naptiklad ATCC ¢. 44 076 nebo PEP4-1
[Jones: Genetics 85, 12 (1977).]. Pkitomnost oblasti trpl v genomu kvasnicové hostitelské butiky
tak poskytuje i¢inné okoli pro detekci transformace riistem za nepfitomnosti tryptofanu.
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Mezi vhodné promotorové sekvence v kvasinkovych vektorech patfi promotory pro
metalothionein, 3-fosfoglycerdtkindzu [Hitzeman aspol.: J. Biol. Chem. 255, 2073 (1980).]
a jiné glykolytické enzymy [Hess a spol.: J. Adv. Enzyme Reg. 7, 149 (1968) a Holland a spol.
"Biochemistry 17, 4900 (1978).], jako jsou napiiklad enolaza, glyceraldehyd-3-fosfat-
dehydrogenaza, hexokindza, pyruvat-dekarboxylaza, fosfofruktokiniza, glukézo-6-fosfat-
isomeraza, 3-fosfoglycerat-mutaza, pyruvatkinaza, triosofosfat-izomeraza, fosfoglukozo-
izomeraza a glukokindza. Vhodné vektory avhodné promotory pro pouziti pii expresi
kvasinkami jsou dale popsany R. Hitzemanem a spol.: Publikace evropského patentového ufadu
€. 73 657. Jinymi promotory, které maji dal$i vyhodu transkripce regulované podminkami riistu,
jsou promotor oblasti alkohol-dehydrogenazy 2, izocotychrom C, kyselinova fosfatiza,
degradativni enzymy, spojené s metabolizmem dusiku, shora uvedeny metalothionein
a glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza ataké enzymy, které jsou zodpovédné za vyuZiti
maltozy a galaktozy. Pii konstrukci vhodnych expresnich plazmidd se terminadni sekvence,

spojené s témito geny, také liguji do expresniho vektoru 3' sekvence kodujicich lymfotoxin. Tim
se zajisti polyadenylace mRNA a terminace.

Vedle mikroorganismi mohou byt jako hostitelé také pouzity kultury bunék, které jsou odvozeny
od mnohabunécnych organismi. Ty viak nejsou vyhodné, nebot’ azZ dosud byly s mikroby, které
expresi poskytuji lymfotoxin, ziskany vynikajici vysledky. V principu lze pracovat s jakoukoliv
kulturou vyssich eukaryotickych bunék, at’ uz jde o kulturu obratlovcli nebo nikoliv. Nejvétsi
zajem se soustfed’'uje na buitky obratlovcl. V poslednich letech se mnozeni bunék obratlovcd
v kultufe (tkanova kultura) stalo rutinni zaleZitosti ["Tissue Culture", Academic Press, ed. Kruse
a Patterson, 1973]. Priklady uzite¢nych hostitelskych bunéénych linii jsou buiiky VERO a HeLa
buriky, bunééné linie vaje¢niki &inského kieka a bunééné linie WI38, BHK, COS-7 a MDCK.
Expresni vektory pro tyto builkky obsahuji obvykle (jestlize je to nutné) podatek replikace,
promotor, ktery je umistén proti sméru genu, ktery ma byt ziskan expresi, spolu s ribosomovym
vazebnym mistem, misto stfihu RNA (jestlize se pouziva intron obsahujici genomova DNA),
polyadenyla¢ni misto a transkrip¢ni sekvence terminace.

Transkripéni a translaéni regulaéni sekvence v expresnich vektorech, které jsou uréeny pro
pouziti u transformovanych bunék obratlovcid, se &asto ziskavaji zvirovych zdroji. Tak
napiiklad pouzivané promotory jsou obvykle odvozeny od Polyoma, Adenovirus 2
a nejvyhodnéji od typu Simian Virus 40 (SV40). Tyto promotory jsou zvlasté uZiteéné, protoze
se snadno ziskavaji z viru jako fragment, ktery obsahuje také SV40 virovy polatek replikace
[Fiers a spol.: Nature 273, 113 (1978).]. Lze pouzit také mensi nebo vétsi SV40 fragmenty za
ptedpokladu, Ze obsahuji sekvenci o priblizné 250 parech nukleotidi (parech béazi) od mista
Hind III k mistu Bgl I, umisténou ve virovém pocatku replikace. Dale je také moZné a Casto
Zadouci vyuzit lidsky genomovy promotor, fidici a/nebo signalni sekvence, obvykle spojené
s lymfotoxinem, za predpokladu, Ze takové fidici sekvence jsou sluitelné se systémy
hostitelskych bunék.

Pocatek replikace se miize ziskat bud’ konstrukci vektoru, ktery by zahrnul exogenni pogatek,
jako napfiklad takovy, ktery lze odvodit od SV40 nebo od jiného virového zdroje (napf.
Polyoma, Adenovirus, VSV nebo BPV), nebo se mizZe ziskat replikaénim chromozomalnim
mechanismem hostitelské buiiky. Jestlize je vektor integrovan v chromozomu hostitelské buiiky,
pak je ¢asto druha moznost postalujici. Transformaci vyssich eukaryotickych bunék lidskou pre-
lymfotoxinovou DNA se ptipravi lymfotoxin s methionylovou skupinou na aminovém konci.

Pii vybéru vyhodné hostitelské savéi bufiky pro transfekci vektorl, které obsahuji DNA
sekvence, kddujici jak lymfotoxin, tak dihydrofolat-reduktazu (DHFR), je vhodné vybrat
hostitele podle toho, jaky typ DHFR proteinu se pouzije. Jestlize se pouziva DHFR protein
divokého typu pak je vyhodné vybrat takovou hostitelskou buriku, ktera je deficitni na DHFR; to
umozni pouzit DHFR kddujici sekvence jako markeru pro GspéSnou trasfekci do selektivniho
média s nedostatkem hypoxanthinu, glycinu athymidinu. V tomto ptipadé je patfiCnou
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hostitelskou burikou buné&&na linie vajednikii &inského kiedka, deficitni na DHFR aktivitu, ktera
se pfipravi a namnozi zpiisobem, popsanym Urlaubem a Clasinem: Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
17, 4216 (1980). Naopak, jestlize se jako Fidici sekvence pouzije DNA kodujici DHFR protein
s nizkou vazebnou afinitou k methotrexatu (MTX), pak neni nutné pouzivat buiiky, rezistentni na
DHEFR. Jelikoz mutantni DHFR je rezistentni na MTX, Ize pouzit médium, obsahujici MTX jako
prostfedek selekce za pfedpokladu, 7e hostitelské bufiky samy jsou na MTX citlivé. Vétsina
eukaryotickych bunék, které jsou schopny absorbovat MTX, jsou citlivé na methotrexat. Jednou
z takovych uZite€nych buné&nych linii je linie CHO, CHO-KI (ATCC ¢&. CCL 61).

Transformované hostitelské buiiky jsou takové buiky, které byly transformovany nebo
transfektovany lymfotoxinovymi vektory, zkonstruovanymi technikami rekombinantni DNA.

Transformované hostitelské buiiky obvykle expresuji lymfotoxin. Expresovany lymfotoxin se
obvykle uklada intracelularné.

Lymfotoxin z rekombinantni kultury nesekretujicich bungk se izoluje lyzi bunék a odstranénim
CasteCkovitého materidlu odstfedénim nebo podobnym zpiisobem. Buriky, které vyluduji
lymfotoxin, se od kultivaéniho supernatantu oddéli odstied’ovanim. Kontaminovany roztok
s lymfotoxinem se pak vygisti zpisoby shora popsanymi, nebo imunoafinitng podle toho, jak je
to pospano nize vpfikladu 4. Lymfotoxin se vy&isti do stupng, ktery je vhodny pro
farmakologické pouziti. Vy&istény lymfotoxin se umisti do konven&nich davkovych forem, napt.
fiol nebo injekci. Pouziva se smés variantnich lymfotoxind, napf. smés cytotoxickych mutantnich
lymfotoxind. Lymfotoxin se pro dlouhodobé skladovani lyofilizuje. MizZe se také skladovat ve
vodnych roztocich se stabilizatory a excipienty, napfiklad v izotonickych solnych roztocich.

Pacientim se lymfotoxin podava zpisobem, ktery popsal B. Aggarwal aspol.: Evropska
patentova prihlaska 100 641.

Lymfotoxinové prostiedky se podavaji zivogichtim, ktefi maji nadory. Zpiasob podéavani je
shodny se znamymi zplisoby podavani, napf. intravendzné, intraperitonealng, podkoZné,
intramuskuldré, vnitini infuzi nebo injekei sterilnich roztokii lymfotoxinu, a nebo lze pouzit
i nize popsaného systému s pomalym uvoliiovanim lymfotoxinu. Lymfotoxin se podava do mista
poskozeni, tj. pfimo injekci do pevnych nadord. V pfipadé rozsetych nadort, jako je naptiklad
leukémie, je vyhodné podavat lymfotoxin intravenézné nebo do lymfatického systému. Nadory
organii v bfiSni duting, jako je naptiklad rakovina vaje¢niku, se s vyhodou 16&i intraperitonealné
infuzi pouZitim prostredkit pro peritonealni dialyzu a tomu odpovidajicich roztoka. Obvykle se
viak lymfotoxin podavé kontinudlng infuzi, i kdyz je ptijatelné i podavani bolus injekci. Je
zadouci, aby byl lymfotoxin podavan ve formé& implantovatelnych prostredkd, které jej pomalu
uvoliuji. Pfiklady vhodnych systémi pro proteiny, které maji molekulovou hmotnost,
odpovidajici dimerim nebo trimerim lymfotoxinu, jsou kopolymery L-glutamové kyseliny
a gama ethyl-L-glutamétu [V. Sidman a spol.: Biopolymers 22(1), 547 az 556 (1983).], poly-(2-
hydroxyethyl-methakrylat) [R. Langer a spol.: J. Biomed. Mater. Res. 15, 167 az 277 (1981)
a nebo v ethylen-vinylacetatu [R. Langer a spol.: Chem. Tech. 12, 98 az 105 (1982).] tamtéz.].
Prostiedky, obsahujici lymfotoxin, se implantuji do mist, znichz byly nadory chirurgicky
odstranény. Lymfotoxin se také pouziva v polopropustnych mikrotobolkach nebo liposomech pro
injekéni podani do nadoru. Tento zpisob podavani je zvlasté uziteSny u chirurgicky
neodstranitelnych nadort, napf. u mozkovych nadord.

Mnozstvi lymfotoxinu, které se pfi podavani pouziva, zavisi naptiklad na zpisobu podavani, na
typu nadoru a na stavu pacienta. Bude nutné, aby terapeuti stanovili davku a modifikovali zpiisob
podavani tak, jak je Zadouci pro ziskani optimalni cytotoxické Géinnosti na cilovy nador; to lze
stanovit napfiklad biopsii nadoru nebo diagnostickymi testy na tdajné rakovinné znaky, jako je
naptiklad karcinoembryonni antigen, z pohledu jakékoliv rekombinantni toxicity ve zvy3ené
davce. Davkovani rekombinantniho lymfotoxinu u mysi v davkach od 50 do 200 pg/kg télesné
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hmotnosti/den pfi intravenéznim podéavani je obvykle v podstaté netoxické a G&inné in vivo.
Rezim davkovani se bude zfejmé u riznych zvitat liSit.

Podle této ptfihlasky byl objeven zpisob ziskavani protilatky, neutralizujici lymfotoxin.
Neutralizujici protilatka je definovana jako protilatka, ktera je schopna imunologicky vazat
lymfotoxin (takovy lymfotoxin, ktery je definovan ve smyslu této pfihlasky) takovym zpisobem,
e v podstat& snizi jeho G&innost v testech cytostatické nebo cytolytické ucinnosti lymfotoxinu,
jako je napiiklad dale popsany test my3iho L929. Skute¢nost, Ze protilatka je schopna
zneutralizovat (&innost lymfotoxinu viak neznamend, Zze se protilitka musi vdzat pfimo na
aktivni lymfotoxin nebo na receptorové vazebné misto. Protilitka miize jeSté v podstaté
neutralizovat a¢innost lymfotoxinu i tehdy, jestlize se stericky navaze na oblast, ktera sousedi
s kritickym mistem, tj. sousedi se mini ve smyslu konforma¢niho sousedstvi a nikoliv nutné
z hlediska sousedstvi v aminokyselinové sekvenci.

P#i pokusech pfipravy neutralizujici protilatky (monoklonélni) proti lymfotoxinu se ukézalo, ze
je obtizné imunizovat mysi tak, aby se ve zvifatech vytvéfela nebo aby se zvysila hladina
protilatky, neutralizujici lymfotoxin. Ani imunizace lymfoblastoidnim lymfotoxinem ani
lymfotoxinem zkfizen& svdzanym s glutaraldehydem nevedia k vytvofeni jakéhokoliv
detekovatelného mnozstvi neutralizujici protilatky v séru imunizovanych my3i, ikdyZ se
nezvysilo mnoZstvi ne-neutralizujici anti-lymfotoxinové protilatky, detekovatelné enzymovym
imunotestem. Avs$ak imunizace sadsorpénim komplexem: lymfotoxin - oxid hlinity
(AL0,.3H,0) vedle ke zvySeni neutralizujici protilatky, i kdyz pfed imunizaci timto komplexem
ziskani jakékoliv aktivity u zvifat bylo neasp&3né. Priprava oxidu hlinitého ajeho pouZiti pfi
vyrobé antiséra je popsana v "Methods in Immunology and Immunochemistry 1", strana 197 az
229, ed. C. Williams a spol. (1967).

Buiiky ze sleziny ze zvifat, produkujicich neutralizujici protilatky, byly spojeny s buiikami
mysiho myelomu. V priiméru muselo byt testovano 50 az 100 klond, aby se ziskal jeden klon,
ktery syntetizuje neutralizujici protilatku. Zpisob testovani klonl na Zidanou i¢innost je rutinni

zalezitost, dobie znama zruénym odbornikim, ktera je dobie reprodukovatelnd s minimalnim
experimentalnim Gsilim.

Lze zde pouzit sérum, plazmu nebo IgG frakce zimunizovanych zvifat, stejné jako
imunoglobuliny, sekretované hybridomy, generovanymi ze slezinovych nebo lymfatickych bunék
imunizovanych zvifat. Ve vyhodném uspofadani se neutralizujici protilatka ziska v podstat€ Cista
bez dalsich antilymfotoxinovych protilatek z hybridomové kultury.

Neutralizujici protilatka se imobilizuje adsorpci na povrchu, napf. termoplastd, jako je naptiklad
polystyren, nebo se kovalentn& navaze na matrice, jako je napfiklad Sepharosa, aktivovana
bromkyanem. Potom se pouZije pro imunotesty nebo pro imunoafinitni iSténi. JelikoZ protilatka
je neutralizujici protilitkou, pouzivd se pro adsorpci nebo detekci biologicky u¢inného
lymfotoxinu nebo jeho fragmentl. Protilitka je zvlasté uzitetnd v imunoradiometrickych
("sandwich") imunotestech s ne-neutralizujici antilymfotoxinovou monoklonalni protilatkou
nebo polyklonalnim antisérem, které obsahuje ne-neutralizujici protilymfotoxin. Imunotest se
provadi tak, Ze se jako znatena slozka pouzivd bud’ neutralizujici nebo neneutralizujici
protilatka. Znaeni se provadi né&jakou detekovatelnou slou€eninou, jako je naptiklad
fluorescenéni, chemiluminiscenéni nebo radioizotopové oznaleni zpusoby, znamymi z odborné
literatury. Pro lymfotoxinové imunotesty kompetitivniho typu se lymfotoxin oznati stejnym
zpiisobem. Pro ptipravu jak lymfotoxinu, tak lymfotoxinové protilatky se znaCenym atomem, je

vhodna radiojodace chloraminem T nebo zpiisob, ktery popisuje J. Klostergaard a spol.: Mol.
Immun. 18, 455 (1980).

Pro zjednoduseni piikladi bude nyni na nékteré Casto se vyskytujici zpisoby odkazovano
kratkymi vysvétlenimi.
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Plazmidy jsou ozna€ovany malym p, za kterym nasleduji velka pismena a/nebo &islice. Vychozi
plazmidy, pouZivané vtomto popisu, jsou komeréné dostupné, jsou vefejné dostupné bez
Jjakychkoliv restrikénich omezeni, nebo je Ize z takovych dostupnych plazmidi publikovanymi

zpusoby zkonstruovat. Vedle toho jsou v odborné literatufe znamé ekvivalentni plazmidy, jak je
zfejmé normélnimu odbornikovi.

HXe ¥

Stépeni” DNA se tyka katalytického 3t&peni DNA enzymem, ktery plsobi na jistych
mistech v DNA. Takové enzymy se nazyvaji restrikéni enzymy. Mista, na ktera jsou tyto enzymy
specifické, se nazyvaji restrik&ni mista. Pojem "Casteéné $tépeni” znamena nelplné rozstépeni
restrikénim enzymem, tj. $t&peni probiha za takovych podminek, e néktera mista (ne vSechna)
v DNA substratu jsou §tépena danou restrikéni endonukleazou. Rizné restrikéni enzymy, které
se zde pouZivaji, jsou komeréné dostupné. Pfi jejich pouZivani se postupovalo podle niavodu
dodavatelil enzymii, pokud jde o reak&ni podminky, katalyzitory a dalsi pozadavky. Restrik&ni
enzymy jsou obvykle oznadeny zkratkami, které se skladaji z velkého pismena, po némz
nasleduje dalSi pismeno (pismena) a potom obvykle &islo, reprezentujici mikroorganismus,
z n¢hoZ byl restrikeni enzym plivodné ziskan. Obvykle se pracuje s asi 1 mikrogramem plazmidu
nebo fragmentu DNA aasi 1 jednotkou enzymu vasi 20 ul pufrovaného roztoku. Mnozstvi
piisluSnych pufri a substrati pro ten ktery restrikéni enzym jsou dana vyrobcem. Obvykle se
pracuje pii inkubatni dob& asi 1 hodinu pfi teploté 37 °C, ale oboje se miZe ménit podle
instrukei dodavateld. Po inkubaci se protein odstrani extrakei fenolem a chloroformem a St€pena
nukleova kyselina se zvodné fize izoluje vysraZenim ethanolem. Po Stépeni restrikénim
enzymem nasleduje nékdy hydrolyza terminalniho 5' fosfatu bakterialni alkalickou fosfatazou,
aby se zabranilo tomu, a by se restrikéné rozitépené konce fragmentu DNA "zcirkularizovaly",
nebo aby vytvofily uzavienou smy&ku, coz by pak piekazelo inzerci Jiného fragmentu DNA do
restrikéniho mista. Pokud neni jinak uvedeno, nenasleduje po $tSpeni plazmidu defosforylace na

5' konci. Pro defosforylaci se pouZivaji konvenéni postupy a Einidla [T. Maniatis a spol.:
Molecular Cloning, str. 133 az 134 (1982).].

Pojem

Pojem "izolace" daného fragmentu DNA z restrikéniho §tépeni znamena, e se rozStépena ¢ast
oddéli elektroforézou na polyakrylamidovém gelu, fragment, .o ktery se zajimame, se identifikuje
srovnanim jeho pohyblivosti s fragmenty oznatené DNA o znimé molekulové hmotnosti,
odstrani se sekce gelu, kterd obsahuje Zidany fragment a gel sam se oddéli od DNA. Tento
postup je vSeobecné znamy. Viz naptiklad R. Lawn a spol.: Nucleic Acids Res. 9, 6103 az 6114
(1981) a D. Goeddel a spol.: Nucleic Acids Res. 8, 4057 (1980).

"Southernova" analyza je zplisob, kterym je ptitomnost sekvenci DNA v rozSté€pené Casti nebo
v prostfedku, obsahujicim DNA, potvrzena hybridizaci na znamy fragment znaceného
oligonukleotidu nebo DNA. Southernova analyzy bude znamenat rozdéleni rozstépenych
fragmentt na 1% agaréze, denaturaci a pfeneseni na nitrocelulézu zpiisobem podle E. Southerna:

J. Mol. Biol. 98, 503 az 517 (1975) a hybridizaci tak, jak ji popsal T. Maniatis a spol.: Cell 15,
687 az 701 (1078).

Pojem "transformace” znamena zavedeni DNA do organismu tak, ¢ DNA je schopna replikace,
ato bud’ jako mimochromozomalni prvek, nebo jako integralni &ast chromozomu. Pokud neni
Jinak uvedeno, pak zplisob, pouzity vtéto prihlaice pro transformaci E.coli, je zpiisob
s chloridem vapenatym podle Mandela a spol.: J. Mol. Biol. 53, 154 (1970).

Pojmem "ligace" se oznatuje tvofeni fosfodiesterovych vazeb mezi dvéma fragmenty
dvouvlaknové nukleové kyseliny (T. Maniatis a spol.: tamtéz str. 146.). Pokud neni jinak
uvedeno, provadi se ligace za pouziti zndmych pufri a za zndmych podminek s deseti jednotkami
T4 DNA ligazy ("ligdza") a 0,5 pg ptiblizné ekvimolarnich mnoZstvi fragmenti DNA, které maji
byt ligovany.
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Pod pojmem "pfiprava” DNA z transformantii se rozumi izolace plazmidové DNA z mikrobidlni

kultury. Pokud neni jinak uvedeno, miZe se pouzit alkalicky /SDS zplsob podle Maniatise
a spol.: tamtéz, str. 90.

Pojem "oligonukleotidy" znamena kratké jednovldknové nebo dvouvlaknové polydeoxy-
nukleotidy, které se chemicky syntetizuji podle zplisobu, uvedeného v citaci v piikladu 1, nacez
se vycisti na polyakrylamidovych gelech.

V3echny citace literatury jsou zde vyslovné zahrnuty jako odkazy.

Piiklady provedeni vynilezu

Priklad 1
Cisténi a sekvenovani lymfotoxinu

Lidska lymfoblastoidni bun&&na linie RPMI-1788 (ATCC &. CCL-156) se necha rist v patnacti-
litrové vibrujici baiice do bunécné hustoty 4.10° bunék/ml za pouziti bezsérového kultivaéniho
média (RPMI-1640). Lymfotoxin byl indukovan 10 az 20-krat (na 500 az 1000 jednotek
lymfotoxinu na mililitr; stanoveno niZe popsanym zpisobem) nad zakladni hladiny ptfidanim
20 ng/ml myristan-acetitu forbolu v bezsérovém médiu RPMI-1640. Po 65 hodinach kultivace se
buiiky odfiltruji, lymfotoxinova Géinnost ve filtratu se absorbuje na koloné (5 cm x 20 cm) se
skienénymi kuli€¢kami o kontrolované velikosti pori (Electronucleonics), ekvilibruje se 5 mM
fosfatového pufru (pH 7,4) a eluuje se 50% ethylenglykolem v 5 mM fosfatového pufru (pH 7,4).
Pro inhibici mikrobidlniho ristu se do vSech pufri béhem C¢iSténi pfida roztok 0,1 mM
fenylmethyl-sulfonyl-fluoridu (PMSF), inhibitoru protedzy a1 mM azidu sodného. Eluat ze
sklenénych kuli¢ek obsahoval 84 000 jednotek lymfotoxinu na mg proteinu. Nasledovala
chromatografie na DEAE celuldze, chromatografie na Sepharose lektinu z ¢oCky a preparativni
nativni PAGE, jak popisuje B. Aggarwal aspol.: J. Biol. Chem. 259(1), 689 az 691 (1984).
Homogenita proteinu, odpovédného za cytotoxickou ucinnost, byla stanovena SDS-PAGE,
HPLC na koloné s Lichrosorbem RP-18 na obracenych fazich a aminoterminalni sekvenaci.

Tento lymfotoxinovy pfipravek obsahoval vice nez 95 hmotnostnich procent lymfotoxinu
s leucylovou skupinou na aminovém konci s molekulovou hmotnosti pfiblizné 25 000 na SDS-
PAGE. Teoreticka hmotnost (molekulova hmotnost) proteinové slozky s leucylovou skupinou na
N-konci je 18 664. Zbyvajicich pfiblizné 6500 se pfipisuje glykosylovanému postrannimu fetézci
na Asn +62 asnad idaldim cukernym zbytkim, navdzanym pfes atom kysliku. Supernatant
tkafiové kultury obsahoval adajné multimery tohoto typu (molekulovd hmotnost 60 000 podle
TSK-HPLC nebo 64 000 podle chromatografie na Sephadexu G-100).

Zbyvajicich 5 procent lymfotoxinové smési byly typy s histidylovou skupinou na N-konci
s molekulovou hmotnosti asi 20 000. Oba typy vykazovaly v podstaté tutéz cytolytickou aktivitu,
alespoft v ramci omezeni dale popsaného testu lyze vy3Sich fibroblastovych bunék.

Trypsinové 3tépeni piivodnich molekul lymfotoxinu poskytlo pouze né&kolik fragmentd.
Lymfotoxin s histidylovou skupinou na aminovém konci byl rozstépen mezi aminokyselinami
v poloze 89 a90 na dva fragmenty. Totéz 3tépeni lymfotoxinu s leucylovou skupinou na
aminovém konci poskytlo $tépenim mezi polohami 15 a 16, 19 a 20 a 89 a 90 Ctyii fragmenty.

Mikrosekvenaci Edmanovou degrada¢ni technikou byly ziskany informace o sekvenci molekuly
a také o produktech, ziskanych trypsinovym Stépenim.
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Dalsi informace o sekvenci byly ziskiny zfragmentd lymfotoxinu, pfipravenych $t&penim
karboxypeptidazou P, chymotrypsinem, kyselinou octovou a bromkyanem. Timto zplisobem byla
stanovena témé&f uplnd sekvence lidského lymfotoxinu. Bylo uréeno 156 sousedicich zbytkll na
aminovém konci. Z téchto sekvenénich informaci vyplynulo, e rozdil mezi témito dvéma typy je
v pfitomnosti 23 zbytkl na aminovém konci v typech s leucylovou skupinou na aminovém konci,
pfitemZ tyto zbytky nebyly nalezeny v typech s histidylovou skupinou na aminovém konci.
Prokazat pfitomnost karboxylové terminalni sekvence za prvnimi tfemi zbytky je obtizné,
protoze v této oblasti jsou pfitomny peptidové vazby a protoze zbytky maji hydrofobni povahu.

Byl navrzen synteticky gen, ktery by kédoval sekvenci proteinu v rozsahu daném mikro-
sekvenovanim. Navrzeny protein svyhodou obsahuje obvykle vyhodné kodény E.coli.
To znamena, Ze vzacn€ pouzivané kodény E.coli nebyly v sekvenci pouzity. Pokud nebyla
zfejma vyhodnost kodénu E.coli, pak byly pouzity lidské vyhodné kodény. Touto vyhodnosti se
dosahlo exprese v E.coli ataké toho, Ze synteticky gen by mohl byt uziteény jako sonda
k identifikaci pfirodni DNA sekvence z knihoven lidskych cDNA nebo z genomovych knihoven.

Pro konstrukci fragmentii a pro dal$i manipulaci s genem byla navrzena pro sekvenci restrikéni
mista Xbal, BamHI, HindIII a BglII.

Padesat osm piivodnich oligomert, které byly navrzeny pro synteticky lymfotoxinovy gen, bylo
syntetizovano fosforitanovou metodou v pevné fazi podle M. Matteucciho aspol.: J. Amer.
Chem. Soc. 103, 3185 az 3190 (1981) a S. Beaucageho a spol.: Tetr. Letters 22, 1859 a¥ 1862
(1981). Velikost téchto oligomerti se pohybovala mezi 16 a20 bazemi (viz obrazek la).
Oligomery se prekryvaly v délce 6 bazi. Cely sestaveny gen je uveden na obrazku 1b. Gen byl
zkonstruovan ze tfi odd€lenych &asti. Prvni ¢ast, segment A, mél délku 117 parli nukleotidii
a pfedstavoval 5' kédujici oblast aminového konce s leucylovou skupinou na aminovém konci.
Segment B, ktery mél délku 145 pari nukleotidd, predstavuje DNA kddujici stfedni &ast
lymfotoxinové molekuly. O segmentu C o délce 217 parii nukleotidi se predpoklada, ze kéduje
aZ na 16 aminokyselinovych zbytki cely karbonylovy konec lymfotoxinu. Oligomery, které byly
potiebné pro syntézu kazdého segmentu, byly vy<istény elektroforézou a spojeny. Aby chyby pii
syntéze byly co nejmensi, byly vybrany oligomery o relativné malé velikosti (tj. 16 az 20 para
nukleotidi).

Kazda skupina oligomeri byla fosforylovana v reakci, kterd obsahovala 20 mM Tris-HCI
(pH 7,5), 10 mM chloridu hoteénatého, 20 mM dithiothreitolu, 0,5 mM ATP a 15 jednotek
T4 polynukleotid kindzy v objemu 50 pl. Reakce obsahovala priblizné 50 pmol kazdého
oligomeru. Po 30 minutach pfi teploté 37 °C byla aktivita kindzy zni¢ena zahfatim na 65 °C.
Smés se nechala béhem jedné hodiny pomalu ochladit na 20 °C. Fosforylované oligomery byly
ligovany pfidanim 10 jednotek T4 DNA ligazy. Reakce se neché probihat dvé hodiny pfi 20 °C.
DNA ligaza se zahfatim dezaktivuje. Ligované oligomery se 3tépily tfi hodiny pti 37 °C
restrikénimi endonukledzami, které rozeznavaji navrzena koncova mista [napf. Xbal a BamHI
usegmentu A]. Fragmenty kazdého segmentu se izoluji elektroforézou na sedmiprocentnim
polyakrylamidovém gelu. Pro kazdy segment se identifikuji vybarvenim ethidium-bromidem
fragmenty o pfesné pohyblivosti a elektroeluuji se z gelu. Plazmid pFIFtrp69 [D. Goeddel
aspol.: Nature 287, 411 az 416 (1980) nebo Crea aspol.. evropski patentova prihlaska
0 048 970.] se rozstépi plisobenim Xbal a BamHI. Elektroforézou na 6% polyakrylamidovém
gelu se izoluje velky vektorovy fragment. Do fragmentu pFIFtrp69 se liguje asi 50 ng
segmentu A. Podobné se segment B liguje do plazmidu pBR322, rozitépeného BamHI a HindllIl,
a segment C do plazmidu pLelFA-125-1, rozstépeného plisobenim HindIIl a Bglll [D. Goeddel
a spol.: Nucleic Acids Research 8, 4057 az 4073 (1980).]. Ligacni reakéni smési se transformuji
do E.coli ATCC 31 446. Vysledné rekombinantni plazmidy se charakterizuji analyzou
restrikénimi endonukledzami a sekvenovanim DNA metodou chemické degradace podle Maxama
a Gilberta. P&t ze Sesti klonll segmentli A obsahovaly Zadanou sekvenci. Byly izolovany &tyii
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plazmidy ze segmentu B a &tyfi plazmidy ze segmentu C a viechny tyto inzerty mé&ly spravné
sekvence. Kazdy segment byl izolovan rozStépenim restrikénimi endonukledzami, které
rozeznivaly koncovd mista apotom byly ligovany do plazmidového vektoru pFIFtrp69,
rozétépeného plsobenim Xbal aBglll. Vysledny rekombinantni plazmid pLTXBI byl

charakterizovan sekvenovanim vloZeného fragmentu Xbal-Bglll, ktery obsahoval sekvenci,
uvedenou na obrazku la.

Pro stanoveni toho, zda synteticky gen bude skute¢né produkovat biologicky G¢inny lymfotoxin,
se E.coli transformanty nechaji rist v minimalnim médiu za podminek dereprese trp promotoru
a exprese genu syntetického lymfotoxinu. Kultury se nechaji rist do optické hustoty 1,0 pfi

550 nm a izoluji se odstfedénim. Bun&né pelety se suspenduji v jedné desetin€ objemu, naceZ se
lyzuji sonikaci.

Aktivita lymfotoxinu se stanovi modifikovanym testem bunécné lyze podle B. Spofforda:
J. Immunol. 112, 2111 (1974). Ve struénosti - mysi fibroblastové buriky L-929 se nechaji rist na
mikrotitrovacich desti¢kach za pfitomnosti aktinomycinu D. Po 12 aZ 18 hodinach se do kazdé
jamky pfida 0,125 ml seridlové zied'ovaného roztoku, ktery se testuje na lymfotoxin. Po
18 hodinach se destitky promyji. Lyze bunék, indukovana lymfotoxinem, se stanovi obarvenim
desti¢ek 1% roztokem krystalové violeti ve smési methanolu s vodou (v poméru 1 : 4, objemové
dily). Intenzita zabarveni byla pozorovana jak vizualng, tak spektrometricky pfi 450 nm a 570 nm
pomoci spektrofotometru Dynatech. U bunék, které byly do mikrotitrovaci jamky vysety jenom
spole¢né s kultivainim médiem, doslo k 0% lyzi, zatimco ubunék, které byly vysety spolu
s roztokem 3M hydrochloridu guanidinu, byla v kone¢ném stadiu pozorovana 100% lyze. Jedna
jednotka lymfotoxinu je definovana jako mnozstvi lymfotoxinu, kterého je potieba k lyzi 50 %
bunék z 12 000 bunék, vysetych do kazdé jamky. Poznamenejme, Ze lze pouZit také jiné testy
cytotoxické G&innosti. Viz napiiklad: B. Aggarwal aspol. v"Thymic Hormones and
Lymphokines", ed. A. Goldstein, Spring Symposium on Health Sciences, George Washington
University Medical Center, 1983 (buné&Zna linie A549, ktera je v tomto materialu citovana, je
dostupna z ATCC pod oznacenim CCL185). Kultivacni lyzity nevykazovaly ve shora popsaném
testu na my$ich buiikich Zadnou cytotoxickou Géinnost. Kontrolni lyzaty z kultur, které expresi
poskytuji gama interferon, neobsahuji gama interferonovou aktivitu. Z tohoto vysledku lze
usoudit, ?e synteticky gen nekdduje aktivni lymfotoxin. Pro to existuje nékolikero vysvétleni.
Napfiklad: 1) E.coli degraduje lymfotoxin, 2) gen lymfotoxinu se netranskribuje v E.coli,
3) lymfotoxinova informace se nepienasi do E.coli, 4) protein nema patfi¢nou sekvenci diky
chybé v sekvenci proteinu, nebo 5) sekvence 16 zbytki na karboxylovém konci nebo jeji ¢ast je
skuteéné nutnou podminkou pro u€innost pfislusné konfigurace molekuly lymfotoxinu.

Piiklad 2
Postup ziskani cDNA, kédujici lymfotoxin

RNA se izoluje zkultury neadherentni buné&tné frakce lymfocyti lidské perifeni krve po
48 hodinach od indukce myristat-acetatem forbolu (10 ng/ml), stafylokokovym enterotoxinem B
(1 pg/ml) a thymosinem a-1 [S. Berger a spol.: Biochemistry 18, 5143 az 5149 (1979).]. Tato
kultura produkuje aktivitu 400 jednotek lymfotoxinu na mililitr supernatantu. mRNA se
zkoncentruje adsorpci na imobilizovany oligodT, eluuje se acDNA se pfipravi reverzni
transkripci [P. Gray a spol.: Nature 295, 503 az 508 (1982).]. Pro piipravu cDNA kopie mRNA
standardnimi zpisoby se pouzije reverzni transkriptaza. Druhé vlakno se pfipravi (také
standardnimi zptisoby) Klenowovym zpracovanim. cDNA se zpracuje s S-1 nukleazou, ¢imz se
odstrani vlasenkova smy¢ka. Po vloZeni této cDNA do vektoru se konce liguji k adaptéru nebo
linkeru, tak¥e se vytvofi 5' a 3' mista pro restrikéni enzymy nebo s vyhodou kohezivni konce pro
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mista pfedem stanovenych restrikénich enzymii. Pro tento ugel byl pouzit oligonukleotid
5' HO-AATTCATGCGTTCTTACAG

GTACGCAAGAATGTC-P 5.

Oligonukleotid se liguje k cDNA. ¢cDNA se reizoluje elektroforézou z polyakrylamidového gelu.
Obecné dostupny fag Agtl0 (nebo jeho v podstaté ekvivalent, fag Agtll, ktery je dostupny
z ATCC) se rozstépi pisobenim EcoRlI. Izoluje se linearni fragment [M. Wickens a spol.: J. Biol.
Chem. 253, 2483 az 2495 (1978).]. Napojeny reverzni transkript a $t8p Agt10 se liguji. Ligagni
smés se pouZije pro transfekci E.coli C-600 nebo jiného znamého hostitele, podléhajiciho infekei
fagu A. Na 15 cm desku se vyseje piiblizné 10 000 rekombinantnich fagh, které se testuji
nizkoselektivni hybridizaéni metodou pies jednotlivé plaky [T. Maniatis a spol.: Cell 15, 687 az
701 (1978) a P. Grey a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 80, 5842 az 5846.] za pouziti *2P-
znagené sondy, pfipravené ze segmentu A na obrizku la zpisobem podle J. Taylora a spol.:
Biochem. Biophys. Acta 442, 324 az 330 (1976), v némzZ se pouZivaji DNA primery teleciho
brzliku (PL Biochemicals). Duplikatni nitrocelulézové filtry se hybridizuji nizkoselektivni
metodou sondou (5.10” impulzii za minutu) ve 20% formamidu. F iltry se promyji dvakrat 0,3M

chloridem sodnym, 0,03M citranem sodnym a 0,1% roztokem dodecylsulfonatu sodného (SDS)
pii 37 °C. : ’

Sondou byly hybridizovany dva fagy; fagy byly pte¢iStény pies jednotlivé plaky. Vy<isténé fagy
se hybridizovaly jak sondou segmentu A, tak sondou, pfipravenou ze segmentu B. cDNA inzerty
ze dvou hybridizovanych fagi, ALT1 a ALT2, byly subklonovany do M13mp8 a sekvenoviny
dideoxy-fetézovou termina¢ni metodou [A. Smith: Methods in Enzymology 65, 560 az 580
(1980).]. Inzert ve ALT2 obsahoval pouze asi 600 pari nukleotidi a neobsahoval celou
3' kodujici oblast lymfotoxinu. Inzert v ALT1 obsahoval Gplnou kédujici oblast lymfotoxinu
s leucylovou skupinou na aminovém konci, spolu s 650 pary nukleotidd 3' netranslované oblasti
(obsahujici souhlasny polyadenyladni signal) akodony pro 18 koncovych aminokyselin na
leucylovém konci. JelikoZ to neni kodujici oblast celého lymfotoxinu, byla z cDNA inzertu LT1
ptipravena dal$i sonda, znadena 2p a pouZita k testovani dalich 25 000 rekombinantnich fagh
Agt10 pri vysoké selektivité (viz T. Huynh a spol. v "Practical Approaches in Biochemistry", IRL
Press, Oxford, 1984.). Bylo izolovano 12 dalSich hybridizovanych fagd. Sekvence nejdel3iho
inzertu z ALT11 je uvedena na obrazku 2a. Nejdelsi oteviena éteci oblast byla translatovéna, a to
podinaje prvnim pozorovanym ATG. Cisla nad fadkou oznatuji polohu aminokyseliny, ¢isla pod
fadkou oznaCuji polohu nukleotidu. Leucylovy zbytek, ktery je oznagen "1", znamena prvni
zbytek, sekvenovany z lymfotoxinu s leucylovou skupinou na aminovém konci (obr. 1a) a také
prvni zbytek zaminového konce maturovanych typi lymfotoxinu. Prvnich 34 zbytkd

reprezentuje signalni sekvenci. Zbytky 156 az 171 nebylo moZzné uréit sekvenaci lymfotoxinu,
byly viak odvozeny od sekvence nukleotidu.

Priklad 3

Konstrukce expresniho vektoru hybridniho syntetického genu /ptirodni cDNA pro lymfotoxin
s leucylovou skupinou na aminovém konci/

Tato konstrukce je uvedena na obrazku 2b. Plazmid pLTXBI (obsahujici neaktivni synteticky
gen) se ¢asteCné rozstépi pusobenim EcoRI a Pstl. Izoluje se fragment o 685 péarech nukleotidu,
ktery obsahuje DNA, kédujici 125 zbytkd na N-konci lymfotoxinu. Fragment byl déle Caste¢né
rozstépen ucinkem Pstl, protoZe na zbytku 10 (obrazek la) existuje dalsi Pstl misto. Fragment se
301 parem nukleotidd, ktery obsahuje DNA, kodujici 51 aminokyselinu lymfotoxinu na C-konci,
byl izolovan po rozstépeni subklonované cDNA z fagu ALT1 pusobenim EcoRI a Pstl (tato mista
jsou uvedena na obrazku 2a: polohy nukleotidi 554 a855). Tyto fragmenty se izoluji
elektroforézou na 5% polyakrylamidu a elektroeluci. Tyto fragmenty byly ligovany do plazmidu
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pBR322, ktery se rozitépi pisobenim EcoRI a defosforyluje bakterialni alkalickou fosfatazou.
Tim se sni%i mnoZstvi vedlej$ich tranformantii. Vysledny expresni plazmid byl charakterizovan,
pokud jde o ptislusnou orientaci a sekvenci, Stépenim restrikéni endonukleazou a sekvenovanim
DNA. Lymfotoxin s leucylovou skupinou na aminovém konci byl expresovan transformaci
E.coli 31446 plazmidem pLTtrpl skultivaci transformanti v prostfedi, které obsahovalo
tetracyklin, po dobu 4 aZ 6 hodin pfi teplot& 37 °C do dosaZeni optické hustoty 1,0. Bun&cné
lyzaty obsahovaly cytotoxickou uginnost. Bylo zjiSténo, Ze aminovy konec s leucylovou
skupinou expresovanych lymfotoxind je substituovan blokovanym methionylovym zbytkem.
Predpoklada se, Ze produktem této syntézy je spise formyl-methionylovy neZ methionylovy typ.

Piiklad 4
Imunoafinitni vy&isténi lymfotoxinu

Mysi monoklonalni bun&&na linie, sekretujici antilymfotoxin (pfiklad 8), byla vyCisténa od
kapaliny asciti chromatografii na iontoméni€i. Eluat z anexu byl zpracovan' se Sepharosou,
aktivovanou bromkyanem v koncentraci 2 mg/ml pryskyfice. Kolona o objemu 20 ml byla
ekvilibrovana postupné TBS (obsahujicim 0,05 M Tris-HCl, pH 7,0, 0,15 M chloridu sodného
a2 mM ethylendiaminotetraoctové kyseliny), potom eluovédna pufrem (obsahujicim 0,1 M
kyseliny octové, pH = 4,5, 150 mM chloridu sodného) s koneéné TBS. SraZenina, ktera se ziska
vysrazenim (40% nasycenym siranem amonnym) sonikovaného lyzatu E.coli, transformované
pLTtrpl (pfedem vy&efeného odstfed’ovanim), se suspenduje v 0,1 M Tris-HCI, pH 7,4 a5 mM
ethylendiaminotetraoctové kyseliny a naplni se do kolony rychlosti jeden objem kolony za jednu
hodinu. Nasleduje intenzivni promyvéani TBS, ktery obsahuje 0,05 % Tweenu 80. Eluci pufrem
se eluoval specificky navazany material. Okamzité bylo upraveno pH na hodnotu 7,8 pfidanim
0,1 objemu 1M Tris-HCI, pH 8,5, aroztok skladovan pfi 4 °C. Specifickd aktivita takto

vydisténého lymfotoxinu byla 2 aZ 10.10” jednotek/mg (méfeno shora uvedenym testem na
my$im L-929).

Eluat, ktery obsahoval nejvétsi &ast aktivity, byl nanesen na kolonu. VétSina proteinu byla
eluovana jako jediny pas za jak redukujicich, tak neredukujicich podminek elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovém gelu. Pohyblivost tohoto pasu odpovidd molekulova hmotnosti
ptiblizné 18 000, coZ je v souhlasu s pfedpovédénou hodnotou 18 664 pro neglykosylovany
lymfotoxin s leucylovou skupinou na aminovém konci podle odvozené aminokyselinové
sekvence. Pro dalii charakterizovani jeho biologické (Zinnosti byl vycistény rekombinantni
lymfotoxin testovan in vitro na cytolytickou G&innost a in vivo na protinddorovou u€innost.

Priklad 5
Biologicka Gé¢innost rekombinantniho lymfotoxinu in vivo

Rekombinantni a lymfoblastoidni lymfotoxin byl testovén testem nekrézy nidoru in vivo.
Sarkomy MethA(a) byly kultivovany 7 az 10 dnt v precitlivélych mySich [BLAB/c x 057B1/6f1
nebo CD6f1]. Ptimo do nadorti byl pak injek&né podan lymfotoxin z piikladu 4, lymfoblastoidni
lymfotoxin (pfipraveny a vy&istény jak shora popsano) nebo kontrolni vzorek. Po 20 az
24 hodinach byly mysi usmrceny, nadory odstranény a histologicky zjistén rozsah nekrozy. Jak je
uvedeno v tabulce 1, jak rekombinantni, tak lymfoblastoidni lymfotoxin zpisoboval znaénou

nekrézu sarkomu MethA(a) in vivo. Kontrolni vzorky nezplsobovaly nekrézu sarkomi
MethA(a).

-21-



10

20

25

30

35

40

CZ 283148 B6

Tabulka 1

Nekréza sarkomu MethA(a) in vivo plisobenim rekombinantniho a pfirodniho lymfotoxinu

podavano: pocet mysi s nekrézou sarkomu
+H+ ++ + -

kontrolni pufr 1 - - - 3

lymfoblastoidni lymfotoxin 25 000

Jjednotek 4 - - -

lymfoblastoidni lymfotoxin 10 000

jednotek 4 - - -

rekombinantni lymfotoxin 200 000

jednotek 14 2 2 -

rekombinantni lymfotoxin 25 000 jednotek 3 - 1

rekombinantni lymfotoxin 10 000 jednotek 3 - 1 -

kontrolni pufr 2 - - - 9

Lymfoblastoidni lymfotoxin byl podavan injek&né rozpustény v pufru 1 (0,001 M Tris-HClI,
0,05M uhli¢itanu amonného, pH 8,0). Rekombinantni lymfotoxin byl podivan injekéné

rozpustény v pufru 2 (0,15 M chloridu sodného, 0,1 M octanu sodného a 0,1 M Tris-HCI o pH
7,8).

Zda se, Ze nepfitomnost cukru na rekombinantnim lymfotoxinu neovliviiuje biologickou
ucinnost, jelikoz specifickd G¢innost lymfotoxinu, produkovaného rekombinantni kulturou (2 az

10.10" jednotek na mg), je ptiblizng stejna jako u lymfoblastoidniho lymfotoxinu (4.10 jednotek
na mg).

Utinnost rekombinantniho lymfotoxinu Je termolabilni, podobné jako w&innost ptirodniho
lymfotoxinu, tj. po zahfati jednu hodinu na 80 °C dochézi k inaktivaci vodného roztoku.

Ptiklad 6

Konstrukce expresniho vektoru pro lymfotoxin s methionylovou a histidylovou skupinou na
aminovém konci

Konstrukce plazmidu, ktera fidi expresi lymfotoxinu s methionylovou a histidylovou skupinou
na aminovém konci v E.coli, je zndzornéna na obrazku 3. Synteticky oligonukleotid byl viozen
kodénu lymfotoxinu s histidylovou skupinou na aminovém konci (zbytek 24 na obrazku 2a). Ten
byl ziskan izolaci vektorového fragmentu o 4630 parech nukleotidi z plazmidu pLTtrpl $t&€penim
Xbal a Clal, preparativni elektroforézou na 1% agarosovém gelu a elektroeluci. BamHI-Clal
fragment o 570 parech nukleotidi, ktery obsahuje vétdinu sekvence, kodujici lymfotoxin, byl
tak€ izolovan zplazmidu pLTtrpl stejnym zpisobem. Zpisoby shora uvedenymi byly
syntetizovany dva syntetické oligonukleotidy asmichany s oligonukleotidy 6, 7, 52 a 53
z obrazku la. Pfiblizné 50 pmol kazdého oligonukleotidu bylo zpracovano s polynukleotid-
kinazou, jak je to popsano v piiklad 1. Oligonukleotidy byly anelovany a potom ligovany se
smési BamHI-Clal fragmentu o 570 parech nukleotidi a Xbal-Clal vektorového fragmentu
04630 parech nukleotidi. Ligaéni smés byla transformovana do E.coli ATCC 31446.
Rekombinanty byly vybrany na zakladé rezistence na tetracyklin. Plazmid p20KLT byl izolovan

z jednoho ztransformanti. Plazmid p20KLT byl charakterizovan restrikinim enzymem
a sekvenéni analyzou DNA.
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Ptiklad 7
Priprava cytotoxické lymfotoxinové napojené varianty

Plazmid, ktery obsahuje DNA, kédujici napojeni lymfotoxinu na bakterialni protein, byl
zkonstruovan klonovanim sekvence, kterd koduje bakteridlni signalni sekvenci, pfilehlou
k strukturnimu genu lymfotoxinu. Byla charakterizovana sekvence genu tepelné stabilniho
enterotoxinu II (ST II) z E.coli [R. N. Picken a spol.: Infection and Immunity 42, 269 az 275

(1983).]. Sekvence kdduje signélni sekvenci o 23 aminokyselinach, kterd fidi sekreci STII do
periplazmového prostoru E.coli.

Plazmid pWMS501 [Picken a spol.: Infection and Immunity 42(1), 269 az 275 (1983).] obsahuje
gen tepelné stabilniho enterotoxinu (STII). Cast DNA, ktera koduje gen STII, byla izolovéna
z plazmidu pWMS501 nasledujicim postupem: Plazmid pWMS501 se rozstépi pusobenim Rsal.
Izoluje seframnet DNA o 550 parech nukleotidi. Tento fragment se liguje s fagem M13mp8
[J. Messing a spol.: Third Cleveland Symposium on Macromolecules: Recombinant DNA",
ed. A. Walton, Elsevier, Amsterdam, str. 143 az 153 (1981).], ktery byl pfed tim rozitépen
pisobenim Smal. Ligovana DNA se pouzije pro transformaci E.coli JMI01, komercné
dostupného kmene pro pouziti s fagem M13. Izoluji se jasné plaky. Z E.coli JIM101, infektované
timto figem, se standardnimi postupy [J. Messing a spol.: viz citace] izoluje dvouvlaknovy
M13mp8 STII Rsa derivat. PouZitim pravé popsaného subklonovani M13mp8 se nyni pomoci
mist riznych restrikénich endonukledz navaze fragment oasi 550 parech nukleotidd, ktery
obsahuje signalni gen STII. Derivat M13mp8 STII Rsa se pak rozstépi pisobenim EcoRI
a Pstl. Izoluje se tak DNA fragment nepatrné vét3i nez 550 part nukleotidd.

Fragment EcoRI-Pstl byl subklonovan do plazmidu pBR322. To bylo provedeno tak, Ze plazmid
pBR322 byl rozitépen piisobenim EcoRI a Pstl. Izoluje se vektor. Tento izolovany vektor byl
ligovan s EcoRI-Pstl fragmentem DNA. Tato smés DNA se pouzije pro transformaci E.coli
ATCC 31446. Vyberou se kolonie, které jsou rezistentni na tetracyklin. Plazmid byl izolovan
z rezistentni kolonie E.coli a oznaden jako ¢asteény pSTII.

Castegny pSTII se rozitépi u¢inkem Mnll a BamHI. Byly izolovany: fragment o 180 parech
nukleotidii, obsahujici STII Shine-Dalgarno sekvenci, signilni sekvenci STII aprvnich 30
kodon® maturovaného genu STII. Fragment o 180 parech nukleotidi se liguje s plazmidem, ktery
obsahuje trp promotor. Jeden takovy plazmid, plazmid pHGH207-1, byl jiz dfive v literatufe
pospan [H. de Boer aspol.: "Promotores: Structure and Function”, ed. R. Rodriguez a spol.;
Chamberlin, Praeger Pub., New York, NY, str. 462 az 481 (1982).]. V tomto ptipadé byl pouZit
derivat tohoto plazmidu, plazmid pHGH207-1", v némZ EcoRI misto §' k trp promotoru bylo
pievedeno na EcoRI" doplnénim DNA polymerazou I(DNA poll) a pfipojenim zarovnanych
konc ligaci [S. Cabilly aspol.: Proc. Hatl. Aacad. Sci. (USA) 81, 3273 aZ 3277 (1984).].
Plazmid, ktery obsahuje trp promotor, byl rozstépen puasobenim Xbal, zpracovan s DNA poll
a &tyki ANTP doplnily pregnivajici sekvenci. DNA preparat byl rozstépen pisobenim BamHI.
Izoluje se fragment, ktery obsahuje vektor. Tento vektorovy fragment se pak liguje se shora
izolovanym DNA fragmentem, ktery obsahuje signal STII o 180 parech nukleotidd. LigaCni smés
se pouzije pro transformaci E.coli ATCC 31446 na ampicilinovou rezistenci. Plazmid, ktery je
oznagen jako signal STII (STIl-leader), se izoluje z kolonie, rezistentni na ampicilin.

Fag M13, ktery obsahuje sekvence, kodujici STII, se nejdiive zkonstruuje ligaci fragmentu Xbal-
BamH]I o 180 parech nukleotidd ze signalu pSTII do m13mpl0, rozstépeného pisobenim Xbal
a BamHI. Vysledna fagovda DNA, pSTIl-pro vice hostiteld, byla charakterizovana analyzou
restrikénimi endonukleazami a sekvenovanim nukleotidd. LT kodujici sekvence byly pak
zavedeny do tohoto vektoru ligaci fragmentu Hpal-EcoRI o 700 parech nukleotidd z pLTtrpl
s replikativni formou (RF, dvouvlaknova) DNA pSTII pro vice hostiteli, St€pené Smal-EcoRI.
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Obg& mista Smal i Hpal maji zarovnané konce a jsou spolu ligovana (z toho vyplyva ztrata obou
mist). Vysledna fagovd DNA, M13-STII-LT, se charakterizuje a pak se pouzije pro mutagenezi
nasledujicim zplisobem: primer 5' p CAAATGCCTATGCACTGCCAGGCGTAGG se zZpracuje
s kinazou, za pfitomnosti ligasového pufru se smiché s templatem (M13-STII-LT) aMI13mpl0
RF DNA, rozstépenou pisobenim Xbal-EcoRI [pro podporu primeru jak popisuje J. P. Adelman
a spol.: DNA 2, 183 az 193 (1983).]; smés se zahfeje na 95 °C, nechi se anelovat ticet minut za
teploty mistnosti apak se umisti na tficet minut na led. Potom se ptidaji viechny Styfi
deoxynukleotid-trifosfaty spolu s ATP, T4 DNA ligdzou a velkym fragmentem (Klenowoviiv
fragment) E.coli DNA polymerazy I. Smés se inkubuje jednu hodinu pfi 14 °C. Pak se pouZije
pro transfekci kompetentni E.coli JM101, komer&n& dostupného kmene, nebo jiného hostitele
fagu M13. Spravné hybridizovany fag byl identifikovan hybridizaénim testovanim za pouziti
primeru, oznageného **P, jako sondy. Vysledny fag ST-LT-mut byl charakterizovan sekvenéni
analyzou DNA. Z tohoto fagu se pfipravi replikativni forma DNA. Ta se pouzije pro izolaci
DNA, obsahujici fragment Xbal-EcoRI o 761 paru nukleotidl pro signalni sekvenci STII,
pfilehlou ke kodujici sekvenci lymfotoxinu s leucylovou skupinou na aminovém konci. Tato
DNA se liguje s p20KLT, rozst€penym piisobenim Xbal a BamHI (velky vektorovy fragment
04285 parech nukleotidit), a fragmentem plazmidu pBR322, rozitépenym pilisobenim EcoRI
aBamHI (o 375 parech nukleotidd). Vysledny plazmid pSTI18LT byl charakterizovan
restrikénim zmapovénim a sekvenaci DNA. Podobna konstrukce se pfipravi tak, Ze se zakéduje
napojeni STII signdlu na aminovém konci na histidinovy zbytek lymfotoxinu s histidylovou
skupinou na aminovém konci. Vysledné plazmidy se tranformuji do E.coli ATCC 31446. Izoluji
se plazmidy pSTLT18 a pSTLT16. Analyzou restrikénimi enzymy a dideoxy-sekvenaci bylo
potvrzeno, Ze kdduji napojeni STII. E.coli, transformovana plazmidem pSTLT18 nebo pSTLT16,
syntetizuje napojeni signdlni sekvence STII a lymfotoxinu s leucylovou skupinou na aminovém
konci a shistidylovou skupinou na aminovém konci, coz je v souhlasu s vypoltenou

molekulovou hmotnosti (podle gelové elektroforézy). E.coli lyzaty, které obsahuji toto napojeni
peptidu, vykazuji cytotoxickou aktivitu.

Priklad 8

Zpusob ptipravy monoklonélni mysi protilatky, schopné neutralizovat lymfotoxin

Vy¢istény lymfoblastoidni lymfotoxin, ktery se ziska v piikladu 1, se dialyzuje proti solnému
roztoku, pufrovanému fosfore¢nanem (PBS). Dialyzat obsahoval 200 pg lymfotoxinu na ml.
K dialyzatu se pfida tolik glutareldehydu, aby jeho koncentrace byly 70 mM. Smés se inkubuje
2 h za teploty mistnosti, pfida se dalsi glutaraldehyd do koncentrace 140 mM a v inkubaci se
pokraCuje dalSich 6 hodin. Smés se pak dialyzuje proti PBS. Smés 50 pg lymfotoxinu, zkiizené
navazaného na glutaraldehyd (zde nazyvany "polylymfotoxin"), a 0,5 ml Freundova tplného
adjuvantu se poda injek¢né mySim (kmen BALB/c). Po 1 tydnu byly my3i imunizovany druhou
injekci, obsahujici 50 pg polylymfotoxinu a 0,5 ml Freundova netplného adjuvantu, polovina
byla podéna intramuskularn€, druha polovina do peritoneélni kavity. Po sedmi dnech bylo
izolovano sérum. Sérum se testuje na antilymfotoxinovou G&innost testem ELISA. Test ELISA se
provadi nasledujicim zplisobem: Pufrovany roztok vygisténého lymfotoxinu se umisti do
mikrotitrovacich jamek. Kazda jamka se pokryje asi 100 ng lymfotoxinu. Roztok, ktery se
neadsorbuje do jamek, se odebere. Pfislu$né ziedény testovany roztok (50 ul) se spoji 100 pl
PBS, ktery obsahuje 5 mg/ml hovéziho sérumalbuminu (PBS-BSA pufr), smés se pfida do kazdé
Jamky, inkubuje se dvé hodiny za teploty mistnosti, promyje se PBS, obsahujicim 0,05 %
Tweenu 20, do kazdé jamky se ptida 100 pl kfenovou peroxididzou oznadeného antimy3iho
koziho IgG v PBS-BSA pufru a inkubuje se jednu hodinu. Kazda jamka se promyje PBS, ktery
obsahuje 0,05 % Tweenu 20, potom se do kazdé jamky pfida citrato-fosforegnanovy pufr (pH 5),
obsahujici 0,1 mg o-fenylendiaminu na ml (substratovy roztok), a vodny 30% peroxid vodiku
[v davce 4 pl 30% peroxidu vodiku (objemové dily) na 10 ml substratového roztoku]. Jamky se
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inkubuji tficet minut. Reakce se zastavi pfidanim 50 pl 2,5M kyseliny sirové. Zméfi se

absorbance pfi 492 nm. Jamky, které vykazuji absorbanci v&tSi nez 1 (optickd hustota), byly
povaZovany za G&inné proti lymfotoxinu.

Testované vzorky byly testovany také na schopnost neutralizovat cytolytickou aktivitu
lymfotoxinu v testu na mySich L 929. Sérum, které se ziskd zimunizovanych zvifat nebo
hybridomovych supernatantd, se zfedi (podle potfeby) médiem RPMI-1640, které obsahovalo
10 % fetalniho (plodového) hovéziho séra aasi 100 lymfotoxinovych jednotek na mililitr
a vyseje se do mikrotitrovacich jamek, které obsahuji kultivované buiiky 1929, jak je obvyklé
v cytolytickych testech. U kontrolnich byly v3echny butiky lyzovany. Neutralizujici protilatka
byla prokazana tim, Ze nedo3lo k lyzi bun€k L929 u¢inkem lymfotoxinu.

U zvitat, kterd byla imunizovéana lymfotoxinem, zpolymerovanym s glutaraldehydem, do3lo ke
zvy3eni protilatek, které byly aktivni v testu ELISA. Nebylo v3ak zjiSténo zadné sérum, které by
mélo neutralizujici G¢innost.

Pro imunizace stejnych my3i byla pouzita suspenze, kterd obsahuje 100 pg lymfotoxinu a 1 mi
1,64% (hmotnosti dily : objemovym diliim) suspenze hydroxidu hlinit¢ho. My3im bylo injekéné
podano 100 ul suspenze intramuskulané a 400 pl intraperitonealné. Po jednom tydnu bylo
my$im intravenézni injekci poddno 10 pg nezpolymerovaného a neadsorbovaného lymfo-
blastoidniho lymfotoxinu ve 100 pl pufru PBS. Testovanim zvifeciho séra (se zfedénim 1/80)
o tii dny pozdé&ji byla prokazéna pFitomnost protilatky, neutralizujici lymfotoxin. Témto zvifatim
byly odebrany sleziny. 3.10 bunék sleziny se spoji s 5.10" bun&k mysiho myelomu a vyseji se do
mikrotitrovacich jamek, které obsahuji médium HAT aasi 3000 peritonedlnich makrofagi na
mikrotitrovaci jamku, podle postupu, popsaného S. Fazekasem a De St. Grothem: J. Immunol.
Methods 35, 1 az 21 (1980). Hybridomy ze supernatantu jamek, které byly pozitivni ve shora
uvedeném testu ELISA, byly kultivovany v 1 ml média DMEM s 20 % fetalniho teleciho séra,
10 % média NCTC-135, 3.10° M B-merkaptoethanolu a HAT, rozdéleny do mikrotitrovacich
jamek podle statistického priméru jedna buiika na jamku a kultivovany v jednom nebo péti
mililitrech stejného média. Supernatanty se po kultivaci testuji na neutralizujici protilatku.
Neutralizujici protilatka byla syntetizovana asi 2 % (statisticky) hybridomy (pozitivnimi v testu

ELISA) zimunizace hydroxidem hlinitym. Z této skupiny hybridoml se popfipadé vybere
protilatka s vysokou afinitou na lymfotoxin.

Piiklad 9
Muistné specificka mutageneze lymfotoxinu

V tomto prikladu se postupuje pfesné podle zpisobu zpfikladu 3 stim, Zze segment 6
syntetického  oligonukleotidu byl modifikovin tak, e obsahuje sekvenci '
CTCAACTCTGCACCCA 3' ajeho doplitkové vlakno (segment 53) bylo modifikovano na
sekvenci 3' AGACGTGGGTCGTCGT 5. Modifikované oligonukleotidy se aneluji se
zbyvajicimi oligonukleotidy a pak se liguji do expresniho vektoru zplsobem, popsanym
v piikladu 6. Tento vektor obsahuje substituce 2 pari nukleotidd, které zménily lysin+28
v kodénu na histidin. Po transformaci E.coli 31446 dojde k expresi histidinového mutantu.

Jiné mistné Fizené mutanty se pfipravuji stejnym zpiisobem, s vyhodou se vyberou kodény tak,
aby se nezavedlo EcoRI restrikéni misto, které by vyzadovalo pro 3tépeni pLTXBI v piiklad 3
Eastedné rozstépeni piisobenim EcoRI. Mutaci by se také neméla zavadét dal$i Xbal nebo BamHI
mista do fragmentu A (viz obrazek 1b), BamHI nebo HindIII mista do fragmentu B nebo Hind III
&i Bglll mista do fragmentu C. Pro patfi¢né sestaveni mutantu pLTXBI jsou potfebné jina
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CasteCna 3tépeni; 3t€penim se ziskaji spiSe deleCni mutanty (tj. mutanty sdelecemi) nez
substitudni mutanty (tj. mutanty se substitucemi), které jsou cilem v tomto pfipadg.

Priklad 10
Identifikace genomové DNA, kédujici mysi a hovézi lymfotoxin.
Sekvence aminokyselin my$iho a hovéziho lymfotoxinu

Geny mysiho a hovéziho lymfotoxinu byly izolovany z bank genomovych A. Fragment cDNA
lidského lymfotoxinu (Pvull-EcoRI o 600 parech nukleotidit) se ozna&i *’P zéfezovou translaci
a pouZzije se jako sonda pro hledani v bance mysi genomové DNA [kmen M 600 mysi genomové
DNA A Charon4A, T. Maniatis aspol.: Molecular Clonig, 31 (1982).] anezavisle v bance
hovézich genomovych DNA (evropsky patent 68622A). Hybridizace se provadi za nizké
selektivity ve 20% formamidu [Gray a Goeddel: Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 80, 5842 az 5846
(1983).]. Filtry byly promyty dvakrat vodnym roztokem 0,03M chloridu sodného, 0,03M citranu
sodného a0,1% SDS. Pres jednotlivé plaky bylo vy<isténo nékolik fagh, hybridizovanych
sondou lidského lymfotoxinu [T. Maniatis a spol.: Cell 15, 687 az 701 (1978).], ktera byla
Stépena restrik&nimi endonukledzami a analyzovana Southernovou hybridizaci. EcoRI fragment
my3i DNA 03500 parech nukleotid a EcoRI fragment hovézi DNA 0 2200 parech nukleotidii
byly hybridizovany sondou lidského lymfotoxinu. Tyto fragmenty DNA se klonuji do plazmidu
pBR322 apak se sekvenuji podle A. J. H. Smithe: Methods in Enzymology 65, 560 az 580
(1980). Na obréazku 4 je uvedena odvozena proteinova sekvence mysiho a hovéziho lymfotoxinu;
pro srovnani je uvedena také sekvence lidského lymfotoxinu.

Priklad 11
Exprese lymfotoxinu v kvasinkach za reguluce ADH promotorem

Plazmid pLTtrpl se rozstépi pisobenim Xbal. Tim se plazmid otevie v misté Xbal, které se

.....

Klenowovym fragmentem E.coli DNA polymerazy I se tyfmi dMTP. K zarovnanému fragmentu
plazmidu se liguje EcoRI adaptor

OH

5" AATTCCCGGG 3
I—GGGCCC-P 5'

3'OH

a precnivajici 5' hydroxylovy konec se fosforyluje polynukleotid-kinazou. Ligaéni smés se
pouzije k transformaci E.coli ATCC 31446 a plazmidu pLTtrpIR], ktery podle restrikéni analyzy

plazmid pLTtrpIRI, ten se rozsté€pi pisobenim EcoRI a izoluje se fragment SP, ktery obsahuje
DNA lymfotoxinu.

Plazmid pFRPn (evropsky patent 60057A) se plsobenim EcoRI| rozitépi, pro zabranéni
recirkularizace se zpracuje s alkalickou fosfatazou, liguje se na fragment SP lymfotoxinu (za
pouziti T4 DNA ligazy) a ligani smés se pouZije pro transformaci E.coli ATCC 31446. Kolonie,
které jsou rezistentni na ampicilin, poskytly 2 série plazmidd sSP inzerty sopanymi
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orientacemi, jak ukazuje restrikéni analyza elektroforézou na agarosovych gelech. Plazmidy se
vygisti od E.coli transformantli a pouZiji se pro transformaci kvasinek s trpl mutaci (napfiklad
kvasinkovy kmen RH218) (tento kmen je voln& uloZeny v ATCC €. 44076) na fenotyp trp”. Bylo
nalezeno, ¥e plazmidy orientované tak, Ze iniciatni kodén segmentu SP je umistén vedle
fragmentu promotoru alkohol-dehydrogenazy, transformuji kvasinky tak, Zze dochazi k expresi
lymfotoxinu. Lymfotoxin se izoluje z extraktit kvasinkovych transformantl. Stabilitu plazmidu
pii fermentaci ve velkém méfitku Ize zlepsit tim, Ze se pouZije expresni plazmid, ktery obsahuje
dvoumikronovy potatek replikace misto pFRPn chromozomalniho potitku replikace (ars 1),
a slugitelny hostitelsky kmen [J. Beggs: Nature 275, 104 az 109 (1978).].

Ptiklad 12
Exprese lymfotoxinu v sav&ich buiikach

Fag A LTI1 (ptiklad 2) se rozstépi plisobenim EcoRI. Izoluje se fragment DNA (reverzni
transkript), ktery obsahuje lymfotoxin. Plazmid pEHER (evropsky patent 117060A) se rozstépi
pusobenim EcoRl, pisobi se na né&j teleci stfevni alkalickou fosfatazou a liguje se s reverznim
transkriptem (s EcoRl) fagu A LT11. Vysledné plazmidy, ktere byly vykultivovany v E.coli
ATCC 31446 (evropsky patent 117060A), se oznaci pEHERLT Ia pEHERLT II. Obsahuji DNA
lymfotoxinu s opaénou orientaci, jak ukazuje restrikéni analyza na polyakrylamidovych gelech.
Tyto plazmidy se pouziji pro transfekci a selekei bunék CHO DHFR-DUX-BI11, CHOI a Lik".

Buiiky tkafiové kultury se transfektuji smichanim 1 pg plazmidu pEHERLT I nebo pEHERLT 11,
shora ptipravenych, s 10 pg krysi DNA o objemu 250 pl, 0,25 M CaCl,, pfikape se 250 pl
pufrovaného solného roztoku HEPES (280 nm chloridu sodného, 1,5 mM hydrogenfosfore€nanu
sodného, 50 ml HEPES, pH 7,1). Po tficeti minutach za teploty mistnosti se tento roztok prida
k buiikam tkaiiové kultury, které rostou v 60mm plastickych miskach pro tkafiovou kulturu.
Pouzivaji se buitky CHO 1, CHO DHFR-DUX-B11 a Ltk'. Misky obsahuji 3 ml kultivaéniho
média, odpovidajiciho hostitelské burice. Pro buiky CHOl a CHO DHFR-DUX-B11 se jako
médium pouziva Ham F-12 (Gibco) médium, doplnéné 10 procenty teleciho séra, 100 pl
penicilinu na mililitr, 100 pg/ml streptomycinu a 2 nM L-glutaminu. Pro bunééné linie Ltk™ se
pouziva Dubelccem modifikované Eaglovo médium (DMEM), doplnéné stejnym zpisobem, jako
shora uvedeno. Po 3 az 16 hodinach se médium odstrani. Buiiky se promyji 20% glycerolem

v solném roztoku, pufrovaném fosfore¢nanem. Na kaZdou desku se pfida médium a buriky se
inkubuji dalsi dva dny.

Vybér (selekce) transfektovanych bunék se provadi trypsinizaci bunék po dvoudenni kultivaci
(coz zahrnuje zpracovani bunék s0,5 mg/ml sterilniho trypsinu, ktery obsahuje 0,2 mg/ml
ethylendiaminotetraoctové kyseliny) a pfidani asi 3.10° bunék k 10mm deskdm tkafiové kultury
se selektivnim médiem. Pro buitky dhfr se ptipravi médium (F-12 GIBCO) bez glycinu,
hypoxanthinu a thymidinu (GHT médium). Pro hostitelskeé butiky DHFR™ se k normalnimu
kultivainimu médiu pfidava methotrexat (100 az 1000 nM). Kontrolni pokusy se provadi za
podminek transfekce bez plazmidu a s plazmidem pFD-11 (evropsky patent 117060A),
obsahujicim normalni DHFR. Kolonie, které vzniknou z bun&k a které expresi poskytuji DHFR

plazmid, jsou zfejmé béhem jednoho az dvou tydni. Identifikuji se transformanty, které expresi
poskytuji maturovany lymfotoxin.
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PATENTOVE NAROKY

1. Izolovany biologicky aktivni lymfotoxin, ktery obsahuje sekvenci aminokyselinovych
zbytkll 24 az 171 na obrazku 2a, ktery neni glykosylovéan, nebo ma variantni glykosylaci pti
srovnani s odpovidajicim ptirodnim lymfotoxinem z lidskych lymfoidnich bunék.

2. Izolovany biologicky aktivni lymfotoxin podle naroku 1, ktery obsahuje sekvenci s amino-
kyselinovymi zbytky 1 az 171 na obrazku 1.

3. Izolovany biologicky aktivni lymfotoxin podle naroku 1, ktery ma specifickou aktivitu od
2 do 10.10® jednotek na mg proteinu.

4. Protilatka, ktera neutralizuje cytolytickou aktivitu lymfotoxinu podle naroku 1 akterd
neobsahuje neneutralizujici protilatky.

5. Protilatka podle naroku 4, ktera znamena monoklonalni protilatku.
6. Protilatka podle naroku 4 nebo 5, ktera je znaCena detekovatelnou latkou.

7. Protilatka podle naroku 6, v némZ detekovatelna latka znamend fluorescencni, chemilumi-
niscenéni nebo radioizotopovou znacku.

8. Protilatka podle niroku 4, ktera je imobilizovana na povrchu nebo na matrici.
9. Nukleova kyselina, kédujici lymfotoxin podle naroku 1.

10. Nukleova kyselina podle naroku 9, ktera obsahuje DNA, ktera neobsahuje intron, pfitomny
mezi nukleotidy 284 a 285.

11. Nukleova kyselina podle naroku 10, kterou je cDNA.

12. Nukleova kyselina podle naroku 9, ktera je kovalentn€ oznacena detekovételnou latkou.
13. Replikovatelny vektor, ktery obsahuje nukleovou kyselinu podle naroku 9.

14. Replikovatelny vektor podle naroku 13, ktery je replikovatelny v prokaryotech.

15. Replikovatelny vektor podle naroku 13, ktery je replikovatelny v eukaryotech.

16. Replikovatelny vektor podle niroku 14, ktery dile obsahuje bakterialni promotor,
odstépitelné napojeny na nukleovou kyselinu, kédujici lymfotoxin.

17. Replikovatelny vektor podle naroku 14, vnémZz nukleova kyselina kéduje napojeni
bakterialniho sekreéniho leaderu a lymfotoxinu.

18. Replikovatelny vektor podle naroku 13, v némz vektor znamena pLTrpl.
19. Replikovatelny vektor podle naroku 13, v némz vektor znamena p20KLT.

20. Heterologni buiika, transformovana nukleovou kyselinou podle naroku 9.
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21. Heterologni buiika, transformovana vektorem podle naroku 13.

22. Buiika podle naroku 21, kterou je prokaryot.

23. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin, v némz aminokyselinovy zbytek v lymfo-
toxinové sekvenci podle obrazku 2a je a) vynechan, b) nahrazen jinym zbytkem, nebo ¢) do
sekvence podle obrazku 2a je vloZen jiny zbytek s tim, Ze z tohoto variantniho lymfotoxinu je

vylouden lymfotoxin, ktery ma sekvenci podle obrazku 2a s aminovymi konci na Leu+1 nebo
His+24.

24. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle naroku 23, v némz jsou zbytky -34
az -1 vynechany a ktery dale obsahuje inzerci alespofi jednoho aminokyselinového zbytku.

25. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle naroku 24, v némzZ inserce znamena
spojeni polypeptidu s karboxylovym koncem lymfotoxinu.

26. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle naroku 25, v némZ polypeptid je
zapojen na lymfotoxin mistem hydrolyzy proteolytickym enzymem.

27. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle niroku 26, vnémZz variantni
lymfotoxin je cytolyticky neaktivni pfed proteolytickou hydrolyzou.

28. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle naroku 23, ktery obsahuje néhradu
jednoho aminokyselinového zbytku.

29. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle naroku 23, ktery obsahuje jednu
deleci od 1 do 30 aminokyselinovych zbytki.

30. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle niroku 23, ktery obsahuje inzerci
jednoho aminokyselinového zbytku.

31. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle niroku 23, vnémZz nahrada
znamena nahradu zbytku ze skupiny neutralnich nebo bazickych aminokyselinovych zbytki
takovym zbytkem, ktery neni lenem skupiny, do které patfi nahrazena aminokyselina.

32. Izolovany biologicky aktivni variantni lymfotoxin podle naroku 23, ktery je cytotoxicky.

16 vykrest
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Obr. 5A(gokrat)
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Obr. 5B(pokrac)

Konec dokumentu

=45~



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

