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(57) Anotécia:

Sposob izolacie f'udského nadoru nekrotizujuceho fak-
tora (TNF) z heterogénnej zmesi s obsahom inych pro-
teinov pozostdva z aplikacie kompozicie na najmenej
jeden silikat, sklo s kontrolovanou velkostou pérov,
alkyl sefarézu alebo Castice Zivice s vlastnostou anio-
nového menica s jednotnou velkostou, na absorpciu
Fudského TNF a elicie adsorbovaného l'udského TNF.
Dalej je opisand zmes s obsahom Fudského TNF, va-
riant TNF, DNA kédujuca TNF, bunka transformovana
touto DNA a farmaceuticky prostriedok na lie¢enie na-
dorov, ktory obsahuje Fudsky neglykolyzovany TNF a
Pudsky interferén, najma t-interferon.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka sposobu izolacie ludského nekrotizu-
juceho faktora (TNF), Pudského TNF, zmesi s obsahom
TNF, variantu TNF, DNA kédujucej TNF, bunky transfor-
movanej s DNA a farmaceutického prostriedku, ktory ob-
sahuje P'udsky neglykozylovany TNF a ludsky interferon.

Doterajsf stav techniky

Je zname, Ze imunne bunky, ako si napriklad bunky B,
bunky T, zabijati a makrofégy, vyrdbaja latky, ktoré maja
cytotoxicku Gcinnost’ na nadorové bunky, ale ktoré su ne-
§kodné pre normalne bunky. Tieto latky si nazyvané roz-
nymi menami, napriklad lymfotoxin, nidorovy nekroticky
faktor, makrofagovy cytotoxicky faktor, hemoragicky nek-
roticky faktor, makrofdgovy cytotoxin alebo makrofagovy
cytotoxin, alebo makrofagovy cytotoxicky faktor. V stéas-
nosti nie je jasna identita proteinov spojenych s tymito na-
zvami. Zakladné problémy st v tom, Ze biologické testy,
ktoré sa pouZivaju na detekciu proteinov, medzi nimi ne-
rozliduji, Ze sa zd4, Ze proteiny sa vyskytuju v prirode ako
agregaty alebo hydrolytické produkty a Ze aZz doposial’ sa
podarilo ziskat' iba také malé mnoZstva, Ze ich nebolo
moZné vygistit’ na vy$$i stupei &istoty, ktory je potrebny
pre uplné charakteristiky tychto proteinov.

Takéto cytotoxické latky sa nachadzaji v sére intakto-
vanych zvierat alebo v supernatante kultiry lymfatickych
buniek, alebo bunkovych linii pe tom, ¢o na zvierata alebo
bunky pdsobila latka, o ktorej je zname, e stimuluje proli-
feraciu imunnych buniek (,,induktor”). Sérum supernatantu
sa izoluje a testuje na cielovych nadorovych bunkovych li-
niach na cytotoxickid a¢innost.

Standardnou bunkovou liniou je [-929, linia mysich
nadorovych buniek. Tato a iné bunkové linie, ktoré sa po-
uZivaji v biotestoch tohto typu, nic st vo svojej lytickej
odpovedi 3pecifické, pretoZze schopnost lyzie md zrejme
mnoho produktov lymfatickych buniek. Podobné nespeci-
fické odpovede boli pozorované v testoch nekrdézy nadorov
in vitro. Na rozliScnic réznych cytotoxickych lymfatickych
produktov nie s teda postadujiice cytolytické testy, ktoré
st zaloZené na lyzii bunkovych linii in vitro alebo na ne-
krdze nadoru in vivo.

Cytotoxické faktory sa predbeine klasifikuji podla
lymfatickych buniek, v ktorych sa indukuju. Napriklad
lymfotoxin je n&zov, ktory sa oby¢ajne pouZiva pre cytoto-
xické sekre¢né produkty lymfocytov B alebo T, alebo bun-
kovych linii od nich odvodenych, zatial’ o nddorovy nek-
roticky faktor sa Casto pouZiva k opisu cytotoxickych pro-
duktov makrofagov alebo od nich odvodenych bunkovych
linii. Tento klasifika¢ny systém v8ak nebol vyvinuty do ta-
kého stupiia, v ktorom by neexistovala hocijaka neistota, Ze
sa hovori o jedinom proteine, alebo 7e proteiny, ktoré maji
rdzne nazvy, si v skutoénosti rézne.

Boli robené pokusy vy¢istit' a charakterizovat’ cytoto-
xické faktory sekretované kazdym typom buniek. Citacie sa
viak lisia pokial ide o vlastnosti cytotoxického faktora ale-
bo sa nie celkom zhodujii v uvadzanych vlastnostiach, z
¢oho vyplyva, Ze bud’ bola chybna charakterizacia, alebo Ze
kazdy typ buniek sekretuje rozne cytotoxické faktory. Na-
priklad, cytotoxickym produktom, ktoré su odvodené od
makrofagov, monocytov alebo monocytickych bunkovych
linii a ktorym sa niekedy hovori nadorovy nekroticky fak-
tor (TNF), sa pripisuju vlastnosti, ktoré nezodpovedaj teo-
rii jediného cytotoxického produktu. Pozri napriklad nasle-
dujicu literatiru: R. MacFarlan a spol.: ,,AJEBAK"

58(pt5), 489 az 500 (1980), D. Mannela a spol.: Infection
and Immunology 30(2), 523 az 530 (1980), H. Ohnishi a
spol.: GB patent (prihlagka) ¢. 2 106 177A a J. Hammer-
strom: Scand. J. Immunol. 15,311 az 318 (1982).

Na druhej strane C. Zacharchuk a spol.: Proc. Natl. A-
cad. Sci. (USA) 80, 6341 a7 6345 (1983) navrhuj, Ze lym-
fotoxin z moréiat a cytotoxicky faktor z makrofigov mor-
Ciat sG imunochemicky podobné, ako vobec nie totoZné.
Podobné zavery su uvadzané i Ruffom a spol.: Lymphoki-
nes 2, 235 az 272 na str. 241 az 242 (1981).

Pokusy charakterizovat' imanne cytotoxické faktory boli
zamerané taktieZ na pouZitie séra alebo peritonealnej kvapa-
liny zvierat, ktoré boli vystavené imunogénnym antigénom
ako vychodiskového materialu. Tieto zdroje obsahuju celi
bohatost’ stresového iminneho systému, na rozdiel od pro-
duktu z jedného bunkového typu alebo linie. Ako priklady
predchadzajiccho st tu uvedené nasledujice priklady: S.
Green a spol.: J. Nat. Cancer Inst. 68(6), 997 az 1003 (1982)
(indukény faktor nekrozy nadoru), M. Ruff a spol.: J. Immu-
nology 125(4), 1671 az 1677 (1980) (nddorovy nekroticky
faktor), H. Enemoto a spol.: Eurépska patentova prihlaska
86 475 (protinadorova latka), H. Oettgen a spol.: Recent Re-
sults Cancer Res. 75, 207 az 212 (1980) (nddorovy nekrotic-
ky faktor), F. Kull a spol.: J. Immunol. 126 4, 1279 az 1283
(1981) (cytotoxin nadorovych buniek), D. Mannel a spol.: In-
fection and Immunity 28(1), 204 az 211 (1980) (cytotoxicky
faktor), N. Matthews a spol.: Br. J. Cancer 42, 416 az 422
(1980} (nadorovy nekroticky faktor), S. Green a spol.: Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 72(2), 381 az 385 (1976) (sérovy
faktor), N. Satomi a spol.: Jpn. J. Exp. Med. 51(6), 317 az
322 (1981), N. Matthews: Br. J. Cancer 40, 534 az 539
(1979) (Nadorovy nekroticky faktor), K. Haranaka a spol.:
Jpn. J. Exp. Med. 51(3), 191 az 194 (1981) (nadorovy nekro-
ticky faktor), L. Old. a spol.: Eurdpska patentovéa prihlaska
90 892, T. Umeda a spol.: Cellular and Molecular Biology
29(5), 349 az 352 (1983) a H. Enomoto a spol.: Eurdpska
patentova prihlaska ¢. 86 475.

Je moiné konzultovat aj dal$iu literataru: J. Nissen-
-Meyer a spol.: Infection and Immunity 38(1), 67 az 73
(1982), J. Klostergaard a spol.: Mol. Immunol. 18(12),
1049 az 1054 (1981), N. Sloane, US patent 4 359 415, H.
Hayashi a spol.: US patent 4 447 355, K. Hanamaka a
spol.: Europska patentova prihlaska 90 892 (1983) a G.
Granger a spol.: Cellular Immunology 38, 388 az 402
(1978).

Europska patentova prihlaska & 100 641 opisuje cyto-
toxicky polypeptid, ktory bol vytisteny tak, Ze v podstate
neobsahuje nedistoty z ludskej lymfoblastoidnej bunkovej
kultiiry. Tento polypeptid bol nazvany lymfotoxin, hoci je-
ho vzfah k inym v literatiire opisovanym cytotoxickym
polypeptidom pod ndzvom lymfotoxin je iba domnienkou.
Nie je zname, &i tento polypeptid je jedinym cytotoxickym
polypeptidom, ktory produkuji iminne bunky, ako ich na-
vrhoval Zacharchuk a spol. (pozri tamtieZ), alebo ak je iba
jednym z veFkej rodiny cytotoxickych faktorov.

Polypeptid z eurdpskej patentovej prihiasky €. 100 641
ma dva aminové konce, vacsi variant konéi na Leu Pro Gly
Val Gly Leu Thr Pro Ser Ala Ala Cin Thr Ala Arg GIn His
Pro Lys Met His Leu Ala His Ser Thr...., mensi variant
skratenym aminovym koncom His Ser Thr Leu Lys Pro Ala

Podla predchadzajicej literatiry boli interferony, ktoré
maju inhibién G&innost’ na niektoré nadory, a ktoré su chabo
charakterizovanym proteinom s aminovym koncom Ala-Ala
(GB patentova prihlaska &. 2 117 385A), kandidéti nelymfo-
toxinovych cytotoxickych faktorov. Ako uvidime, nadorovy
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nekroticky faktor podl'a tohto vyndlezu nie je interferon, nie
je lymfotoxin a nema aminovy koniec Ala-Ala.

Podstata vynalezu

Tento vynalez sa tyka spdsobu izolacie Fudského na-
dory nekrotizujiceho faktora (TNF) z heterogénnej zmesi s
obsahom inych proteinov, ktory pozostava z tychto krokov:
- aplikédcia kompozicie na najmenej jeden silikét, sklo s
kontrolovanou velkost'ou porov, alkyl sefarézu alebo asti-
ce zivice s vlastnostou anionového menida s jednotnou
velkost'ou, na absorpciu udského TNF a
- elucia adsorbovaného 'udského TNF.

Ludsky TNF je eluovany etylénglykolom a aniénovou
Zivicou je kvartérna amino-substituovana polystyrénova a-
nidnova Zivica.

Predmetom vynélezu je aj I'udsky TNF, ktory
a) nie je glykolyzovany,

b) mé4 molekulovii hmotnost’ asi 17 000 stanovenil pomo-
cou SDS-PAGE,

¢) je schopny prednostnej destrukcie alebo zastavenia rastu
nadorovych buniek v porovnani s normalnymi bunkami pri
rovnakych podmienkach,

d) je Uplne homogénny podl'a stanovenia SDS-PAGE,

¢) obsahuje

1) poradie aminokyselin uvedené na obr. 10,

ii) poradie zvy3kov aminokyselin 35-66 uvedené na obr.
10, alebo

iii) poradie zvy8kov aminokyselin 110-133 uvedené na obr.
10, alebo

iv) poradie aminokyselin Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala
Lys Pro Trp Tyr Glu Pro,

f) ma Specificku aktivitu vyS3iu ako asi 10 milidénov jedno-
tiek/gram proteinu,

g) je purifikovany na stupeii dostatoény na sekvenovanie
intaktného TNF alebo na trypsinovi hydrolyzu jeho frag-
mentu pomocou Edmanovej degradacie v sekvenatori ami-
nokyselin vybavenom studenymi zachycovaémi a pouzitim
polybrénového nosica.

Tento udsky TNF neobsahuje iné cytotoxické proteiny
a neobsahuje protein patriaci medzi lymfotoxiny, a-globu-
liny, serin proteazy a interferon.

LCudsky TNF je v primesi s fyziologicky prijatelnym
pufrom, aminokyselinovej alebo neiénovej povrchovo ak-
tivnej latky alebo ich zmesami a je lyofilizovany.

Predmetom vynélezu je aj zmes s obsahom ludského
TNF, ktord obsahuje fyziologicky prijatent zloZku z bun-
ky nie Pudského poévodu a TNF s poradim aminokyselin u-
vedenych na obr. 10, pri¢om fyziologicky prijatelnou zloz-
kou je prokaryoticky protein. Tato zmes je tvorena bunkou
obsahujticou heterologny l'udsky TNF s poradim aminoky-
selin uvedenych na obr. 10 a bunkou je prokaryoticka alebo
niZ3ia eukaryotické bunka.

Dalsim predmetom vynélezu je variant TNF, ktory je
schopny prednostnej destrukcie alebo zastavenia rastu na-
dorovych buniek v porovnani s normélnymi bunkami pri
rovnakych podmienkach a ktory obsahuje poradie amino-
kyselin 1 aZ 157 uvedené na obr. 10, ale na mieste lokali-
zovanom v polohe medzi 35 az 66, 110 az 133, alebo 150
az 157 zvy$kov aminokyselin najmenej jedna z aminoky-
selin je substituovand, vynechana alebo vioZena.

Predmetom vynalezu je aj DNA kédujiica TNF uvede-
na na obr. 10, ktora je synteticks, je pritomna v replikova-
telnom vektore, pri¢om vektorom je plazmid alebo virus.

Dalsim predmetom vynélezu je bunka transformovana s
DNA a farmaceuticky prostriedok na lie€enie nadorov, kto-

ry obsahuje Fudsky neglykolyzovany TNF a Fudsky interfe-
rén, najmi t-interferén.

Ulohou tohto vynalezu bolo: a) nezvratne preukézat’, &i
existuje alebo neexistuje iny nadorovy nekroticky faktor a-
ko lymfotoxin, a ak 4no, potom ho identifikovat’ takym
spdsobom, aby sa dal jasne odli%if od inych takych fakto-
rov, b) vyrabat' takyto faktor inymi spdsobmi ako induko-
vanou pletivovou kultirou, &o je drahé a ziskany produkt je
zneisteny induk¢nym ¢inidlom alebo indukciou perifér-
nych krvnych lymfocytov, ¢o je z ekonomického hladiska
nepraktické, zle reprodukovatelné a ziskava sa produkt
znedisteny homoldgnymi bunkovymi alebo plazmovymi
proteinmi, c) ziskat DNA kédujicu takyto nekroticky na-
dorovy faktor a expresovat DNA v rekombinantnej kulture,
d) syntetizovat takyto faktor v rekombinantnej kultire v
maturovanej forme, €) modifikovat’ kodujicu sekvenciu a-
lebo Struktaru takéhoto faktora, f) formulovat’ takyto faktor
od terapeutickych davkovych foriem a podavat’ ho zviera-
tam pri lieceni nadorov a g) vyrabat’ diagnostické Cinidla,
ktoré sa tykaju takého faktora.

Cytotoxicky faktor sa vy&isti do homogenity, charakte-
rizuje sa a expresuje sa v rekombinantnej kultdre. Tento
faktor sa kvoli vyhodnosti oznatuje ako nadorovy nekro-
ticky faktor (nickedy sa pouZiva skratka TNF od ,,tumor
necrosing factor*). Jeho definicia je uvedena. Z pletivovej
kultiry sa ziskava v podstate v homogénnej forme so 3peci-
fickou (¢innostou vi¢sou ako 10 milidnov jednotick na mg
proleinu, oby€ajne asi 100 milionov jednotiek na jeden mi-
ligram proteinu.

LCudsky TNF je charakterizovany (pokial je syntetizo-
vany v rekombinantnej kultiire) pritomnostou neludskych
bunkovych zloZiek, vratane proteinov, v takom mnoZstve a
s takymi vlastnostami, ktoré st fyziologicky prijatelné na
podéavanie pacientom. Tieto zlozky st obydajne kvasinko-
vého, prokaryotického alebo neludského vysSieho eukary-
otického povodu a si pritomné v ne¥kodnych mnoZstvach
radovo menSich ako asi 1 hmotn. %. Rekombinantna pleti-
vova kultira umoZziiuje d’alej vyrobu nadorového nekrotic-
kého faktora absolttne bez homoldgnych proteinov. Ho-
moldgne proteiny su také proteiny, ktoré sit norméalne spo-
jené s nadorovym nekrotickym faktorom ako sa obyZajne
vyskytuje v prirode, L. j. v bunkach, vo vylutkoch buniek
(bunkové exudaty) alebo v telovych kvapalinich. Homo-
l6gnym proteinom Tudského nédorového nekrotického
faktora je napriklad Pudsky sérumalbumin. Heteroldgne
proteiny st opa¢né proteiny, t. j. prirodzene nesprevadzaja
ani sa nevyskytuji v kombinécii s prisluinym nadorovym
nekrotickym faktorom.

Podl'a tohto vyndlezu sa ziskava DNA, ktord koduje
nadorovy nekroticky faktor a ktora, ak je v rekombinantne;j
alebo transformovane;j kulture dochadza k jej expresii, pos-
kytuje nadorovy nekroticky faktor v mnohych kdpidch.
Tato DNA je nov4, pretoZe cDNA ziskana reverznou trans-
kripciou mRNA z indukovanych monocytickych bunko-
vych linif neobsahuje Ziadny intrén a neobsahuje ani Ziadne
susediace oblasti kédujice iné proteiny organizmu, z kto-
rého mRNA pochédza.

Chromozomalna DNA kédujiica nadorovy nekroticky
faktor sa ziskava sondovanim buniek genémovych DNA
c¢DNA. Chromozoméalna DNA neobsahuje susediace oblasti
kodujace iné proteiny, ale moéZe obsahovat’ introny.

Izolovand DNA nadorového nekrotického faktora sa
l'ahko modifikuje substituciou (nahradenim), deléciou (vy-
nechanim) alebo inzerciou (pridanim) nukleotidov. Ziskaji
sa tak nové sekvencie DNA, ktoré kéduju nadorovy nekro-
ticky faktor alebo jeho derivaty. Tieto modifikované sek-
vencie sa pouZzivaju na pripravu mutantného nadorového
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nekrotického faktora a priamej expresie maturovaného na-
dorového nekrotického faktora. Modifikované sekvencie si
uZitotné taktiez pri zvyeni expresie nadorového nekrotic-
kého faktora vo vybranych systémoch hostitel-vektor, pri-
kladom moZe byt modifikacia prispdsobenim sa vyhodné-
mu kodénu hostitePskej bunky. Tieto nové sekvencie DNA
alebo ich fragmenty sa oznatia a pouziju v hybridiza¢nych
testoch genetického materidlu koédujiaceho nidorovy nekro-
ticky faktor.

V procese syntézy nadorového nekrotického faktora sa
DNA, ktord kdduje nadorovy nekroticky faktor, liguje s
replikovatelnym (reprodukovatelnym) vektorom. Vekto-
rom sa transformujti hostitel'ské bunky, hostiteI'ské bunky
sa kultivujit a nadorovy nekroticky faktor sa izoluje z kulti-
ry. Tento vieobecny postup sa pouZiva na konstrukciu na-
dorového nekrotického faktora, ktory mé vlastnosti mono-
cytového nadorového nekrotického faktora alebo na kon-
ftrukciu novych derivatov nadorového nekrotického fakto-
ra, podPa konstrukcie vektora a podla hostitel'skej bunky,
ktora bola vybrana pre transformaciu. Medzi typy nadoro-
vého nekrotického faktora, ktoré tu mdzu byt syntctizova-
né, patri maturovany nadorovy nekroticky faktor (s valylo-
vou skupinou na aminovom konci), pre-nadorovy nekrotic-
ky faktor (niekedy je oznaCovany taktie? ,pre-TNF) a de-
rivaty nadorového nekrotického faktora zahmujice: a) na-
pojené proteiny, v ktorych nidorovy nekroticky faktor ale-
bo akykolvek jeho fragment (vratane maturovaného na-
dorového nekrotického faktora) je naviazany na iné protei-
ny alebo polypeptidy peptidovou viizbou na aminovom
a/alebo karboxylovom konci aminokyselin nédorového
nekrotického faktora alebo jeho fragmentov, b) fragmenty
nadorového nekrotického faktora vratane maturovaného
nadorového nekrotického faktora alebo fragmentov prend-
dorového nekrotického faktora, v ktorom akakolvek pro-
teinova aminokyselina znamena aminokyselinu na amino-
vom konci fragmentu, ¢) mutanty nddorového nekrotického
faktora alebo jeho fragmentov vratane maturovaného na-
dorového nekrotického faktora, v ktorych jedna alebo viac-
¢j aminokyselinovych skupin je substituovanych, inzerova-
nych alebo deletovanych a/alebo d) adiéné derivaty pred-
chadzajiicich proteinov, fragmentov alebo mutantov s me-
tionylovou alebo modifikovanou metionylovou skupinou
(ako je napriklad formylmetylionylovy alebo iny blokova-
ny metionylovy typ).

Ak je cicaviia bunka transformovana a) vektorom obsa-
hujticim tplny Struktirny gén nadorového nekrotického fak-
tora (vratane 5 iniciaéného kodonu), alebo b) génom maturo-
vaného nadorového nekrotického faktora alebo derivatu né-
dorového nekrotického faktora odtiepiteIne ligovaného s e-
ukaryotickym sekretnym signalom (ktory moZe takticZ zahr-
novat’ sekretny leader presekvencic nadorového nekrotické-
ho faktora), potom sa obyajne bunka kultivuje a maturovany
néadorovy nekroticky faktor sa izoluje z kultiry.

Ak DNA, ktora kéduje nadorovy nekroticky faktor, je
odstiepitelne napojena vo vektore k sekrenému leaderu,
ktory je pairiéne procesovany hostitel'skou bunkou, kiord
ma byt transformovana (obytajne organizmus, Z ktorého sa
leader sekvencie ziskala), hostitel’ sa transformuje vekto-
rom, kultivuje a nddorovy nekroticky faktor sa potom syn-
tetizuje bez metionylovej skupiny alebo blokovanej metio-
nylovej skupiny na aminovom konci. Detailnejsie uvede-
né - E. coli transformovana vektormi, v ktorych DNA ko-
dujica maturovany nadorovy nekroticky faktor je ligovana
5 k DNA kodujiicej signalny polypeptid STII enterotoxinu,
bude prislugnym spdsobom procesoval’ vysoke percento
hybridného preproteinu pre maturovany nadorovy nekro-
ticky faktor. Sekreéné leadery a hostitelské bunky moéZu

byt vybrané tak, Ze vysledkom je prisiuSny transport matu-
rovaného proteinu do bunkovej periplazmy.

Do rozsahu tohto vynalezu pairia taktiez derivaty na-
dorového nekrotického faktora iné ako varidcie v aminoky-
selinovej sekvencii alebo glykozylacie. Takéto derivaty st
charakterizované kovalentnou alebo agregatnou asociaciou
s chemickymi Gasticami. Ide obyZajne o derivéty troch
tried: soli, kovalentné modifikacic vedlajsie retazca a kon-
covej skupiny a adsorpéné komplexy.

Ak DNA kédujuca maturovany nadorovy nekroticky
faktor je oditiepitelne ligovana na vektor, vektor sa pouZije
na transforméaciu hostitel’skej bunky, bunky sa kultivuju a
maturovany nadorovy nekroticky faktor sa nachadza v
bunkovej cytoplazme. Nie je nutn¢ navrhovat’ sekredny
systém, ktory by poskytol maturovany nadorovy nekroticky
faktor. To bolo prekvapuijiice, pretoZe priama expresia oby-
Zajne poskytuje metionylovany protein. Protein je stabilny
a rozpusmy v rekombinantnej pletivovej kulture, t. j. ani
nie je proteolyticky §tiepeny intracelularnymi proteazami,
ani sa neuklada ako refraktilné telesd. Takto si ziskané no-
vé fermentécie, vyznadujice sa tym, e nizsie eukaryotické
alebo prokaryotické bunky majii nemetionylovany maturo-
vany nadorovy nekroticky faktor umiestneny v cytoplazme.

Aj ked' sa nadorovy nekroticky faktor mdZe pripravo-
vat kultivaciou zvieracich bunkovych linii, napr. monocy-
tickych bunkovych linii indukovanych rastom za pritom-
nosti 12-myristat-13-acetatu 4-bety-forbolu (PMA) alebo
nesmrtel'nych bunkovych linii, ako si napriklad hybridémy
alebo transformované bunky EBV (US patent 4 464 465),
je vyhodné, ak sa nadorovy nekroticky faktor syntetizuje v
rekombinantnej bunkovej kulttre, ako je opisané.

Po priprave nadorového nekrotického faktora fermen-
taciou sa nddorovy nekroticky faktor vycisti. Izoluje sa su-
pernatant kultivaénej kvapaliny alebo lyzovanej bunkovej
kultry, pevné &astice sa odstrénia, nidorovy nekroticky
faktor sa zo supernatantovej zmesi (ktora obsahuje nadoro-
vy nekroticky faktor a dal3ie proteiny) adsorbuje na hydro-
fobnej latke, nadorovy nekroticky faktor sa z tejto latky e-
luuje, potom sa nadorovy nekroticky faktor adsorbuje na a-
nexe terciarneho aminu, znova sa z toho anexu eluuje, ad-
sorbuje sa na inom anexe (vyhodne na kvartérnom amino-
vom anexe) s prakticky jednotnou vefkostou Castic a ko-
neéne sa nadorovy nekroticky faktor zo Zivice cluuje.
Roztok nadorového nekrotického faktora sa pripadne zahusti
a vytisti chromatofokuséciou v hociktorom stupni &istiaceho
procesu, napriklad izoelektrickou fokusaciou alebo prejde-
nim sitom gélu, ako je napriklad Sephadex G-25.

Nadorovy nekroticky faktor, ktory je vycisteny od re-
kombinantnej alebo indukovanej bunkovej kultury, sa pre
terapeutické pouzitie spoji s fyziologicky nedkodnymi sta-
bilizdtormi a excipientmi, priom sa pripravi v davkovej
forme, napriklad lyofilizaciou v davkovych féliach, alebo
sa skladuje vo forme stabilizovanych vodnych prostried-
kov. Pre implanticiu do nadorov alebo miest, z ktorych boli
nadory chirurgicky odstranené, sa nadorovy nekroticky
faktor pripravi na polymémej matrici. Ziska sa tak prostrie-
dok, z ktorého sa nadorovy nekroticky faktor pomaly uvol™-
fiuje vo vysokej gradientovej koncentracii v danom mieste.

Prostriedky podl’a tohto vynalezu sa ziskavaji bez zne-
Zistenia inymi cytotoxickymi faktormi, ako je napriklad
lymfotoxin, interferony alebo iné cytotoxické proteiny ci-
tované v literatire. Terapeutické aplikacie nadorového nek-
rotického faktora sa viak vyhodne spajaju s vopred danymi
mnoZstvami lymfotoxinu a/alebo interferénu. Prostriedky,
ktoré obsahuju nadorovy nekroticky faktor a interferon, ako
je napriklad t-interferon, si obzvlast uzito&né, pretoze
majli synergicku cytotoxicku atinnost. Prostriedky s na-
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dorovym nekrotickym faktorom sa poddvajii zvieratim, no
najmi pacientom s malignymi nadormi, v terapeuticky -
ginnych dévkach. Vhodné davky budi zrejmé odbornikom.
Vhodné davky zévisia od terapeutickych podmienok, ako
bude opisané.

Nadorovy nekroticky faktor na Ggely tohto vynélezu je
definovany ako polypeptid iny ako lymfotoxin, ktory ma
vyhodni cytotoxickil uginnost’ a ktory ma oblast majicu
funk&nii aminokyselinovi homolégiu s aminokyselinovou
sekvenciou maturovaného nddorového nekrotického fakto-
ra uvedeného na obrazku 10, jeho fragmentu alebo derivatu
takéhoto polypeptidu alebo fragmentu. Vyhodna cytotoxic-
k4 uginnost je tu definovana ako vyhodné dedtrukcia alebo
inhibicia rastu nddorovych buniek v porovnani s normal-
nymi bunkami za rovnakych podmienok. Vyhodna cytoto-
xicka udinnost sa stanovuje idinkom polypeptidu na na-
dorové bunky in vivo alebo in vitro v porovnani s normél-
nymi bunkami alebo tkanivami. Pri pokusoch in vitro je
diagnostickym znakom Gcinnosti oby¢ajne bunkova lyzia,
pri pokusoch in vivo nekréza nadorov. Cytotoxickéd Ggin-
nost sa viak moze prejavovat taktieZ ako cytostaza alebo
ako antiproliferatna G&innost. Vhodné testovacie systémy
st velmi dobre zname. Napriklad na stanovenie $pecifickej
udinnosti nadorového nekrotického faktora sa pouZiva test
lyzie buniek, ako opisuje B. Aggarwal a spol. v ,,Thymic
Hormones and Lymphokines“, ed. A. Goldstein, Spring
Symposium on Health Sciences, George Washington Uni-
versity Medical Center, 1983. Bunkova linia A549, ktora je
v tejto literatire citovana, je dostupnd z ATCC pod &islom
CCL 185. Specificka Gginnost nadorového nekrotického
faktora sa udéava skér v terminoch lyzie cielovych buniek
ako cytostaza. Jedna jednotka nadorového nekrotického
faktora je definovana ako také mnoZstvo nadorového nek-
rotického faktora, ktoré je potrebné na lyziu 50 % cielo-
vych buniek vysiatych do kazdej jamky podla toho, ako je
uvedené v priklade 1. To vak neznamend, Ze by tym boli
vylidené iné testy merania Specifickej Gi&¢innosti, napr. spd-
soby zaloZené na rychlosti rastu ciel'ovych buniek.

Pre-nadorovy nekroticky faktor je jeden z typov né-
dorového nekrotického faktora, ktory spada do predché-
dzajicej definicie nadorového nekrotického faktora. Pre-
-TNF je charakterizovany tym, Ze v molekule je pritomny
signdlny (alebo leader)polypeptid, ktory slizi na post-
translaéné nasmerovanie proteinov do miesta dovnutra ale-
bo zvonku bunky. Signdlny polypeptid (ktory nema na-
dorovii nekroticka Uginnost v pravom slova zmysle) sa
proteolyticky od3tiepi od zvy3ného proteinu (s Gginnostou
nadorového nekrotického faktora) ako Zast’ sekre¢ného
procesu, v ktorom je protein transportovany do periplazmy
hostitel'skej bunky alebo kultivatného média. Signdlny
polypeptid mdZe byt mikrobidlny alebo cicavéi (vratane
prirodného, presekvencia so 76 skupinami), vyhodne je to
viak signal, ktory je homolégny k hostiteI'skej bunke.

Prirodny nadorovy nekroticky faktor z normalnych bio-
logickych zdrojov mé vypotitanii molekulovii hmotnost™ asi
17000 podla elektroforézy s dodccylsulfitom sodnym na
polyakrylamidovom géle (SDS-PAGE), ako je opisané, izo-
elektricky bod asi 5,3 a je citlivy na hydrolyzu trypsinom na
mnohych miestach. Prirodny nadorovy nekroticky faktor,
ktory sa vy&isti HPLC na obratenych fazach, sa hydrolyzuje
trypsinom na aspoit devit’ fragmentov pri podmienkach opi-
sanych d’alej. Presny podet fragmentov, na ktory sa nadorovy
nekroticky faktor trypsinom hydrolyzuje, zavisi od takych
faktorov, ako je G&innost’ trypsinu, od koncentracie nadoro-
vého nekrotického faktora a parametrov inkubdcie, vratane
idnove;j sily, pH, teploty a &asu inkubdcie.

Nezda sa, Ze by nadorovy nekroticky faktor bol glyke-
protein, pretoZe sa nezachytiva na afinitnej koldne s lekti-
nom a analyza odvodenej aminokyselinovej sekvencie ne-
obsahuje Ziadne glykolyzainé miesta. A d'alej, material,
ktory sa produkuje v kultire E. coli (ktord nemé schopnost’
glykozylacie), sa pohybuje na SDS-PAGE spolu s prirod-
nym nadorovym nekrotickym faktorom.

Stupedt homoldgie aminokyselinovej sekvencie poly-
peptidu, ktory spada do rozsahu nadorového nekrotického
faktora podrla tohto vyndlezu, zavisi od toho, ¢i homoldgia
medzi tymto proteinom a nidorovym nekrotickym fakto-
rom sa tyka tychto oblasti nadorového nekrotického fakto-
ra, ktoré su zodpovedné za cytotoxicki UZinnost. Tie ob-
lasti, ktoré s rozhodujiice pre cytotoxicku ufinnost, by
mali mat' vysoky stupefi homologie, aby spadali pod defi-
niciu. Naproti tomu tie sekvencie, ktoré sa netykaju zacho-
vania konformacie nadorového nekrotického faktora alebo
uskutodnenia vizby na receptor, méZu mat relativne nizsiu
homologiu. Kritické oblasti mdéZu mat’ cytolytick( iéinnost’
a stale edte zostavaju homoldgne podla tu uvedenej defini-
cie, ak si skupinami, ktoré obsahuji funk&ne podobné a-
minokyselinové vedlajie retazce, substituované. , Funkéne
podobné“ sa tyka hlavnych vlastnosti vedIajsich retazcov,
ako je napriklad alkalita, neutralita alebo kyslost, alebo
pritomnost, ¢ nepritomnost stericky objemnej skupiny.
Definicia nadorového nekrotického faktora podla tohto vy-
nalezu 3pecificky vyluduje z tejto definicie lymfotoxin.

Polypeptid, ktory je definovany ako nadorovy nekro-
ticky faktor, vieobecne bude obsahovat’ oblasti, ktoré si v
podstate homolégne s proteinom na obrazku 10 alebo s je-
ho fragmentmi v bloku asi od 20 do 100 skupin aminoky-
selin, zv143t v blokoch, ktoré st obklopené zvyskami 36 az
66 a110az133.

Najvyznamnej$im faktorom pre zaistenie identity poly-
peptidu ako nadorového nekrotického faktora je schopnost
antisér v podstate neutralizovat' cytolytickil G¢innost’ matu-
rovaného nédorového nekrotického faktora uvedeného na ob-
razku 10 a taktieZ v podstate neutralizovat’ cytolytickn gin-
nost” dotycného polypeptidu. Je si v3ak treba uvedomit, Ze
imunologické identita a cytotoxickd identita nie s totozné.
Neutralizujica protilitka nadorového nekrotického faktora z
obrazka 10 nemusi viazat’ prislu$ny protein, pretoZe neutra-
lizujica protilatka nesmeruje k Specifickému vézobnému
miestu na nadorovom nekrotickom faktore, ktoré je rozho-
dujice pre jeho cytotoxick( u€innost. Namiesto toho sa pro-
tilitka moZe viazat’ na ne$kodnu oblast a mat' svoj neutra-
lizujtci 0&inok sterickou zabranou. Prisludny protein, ktory
je v tejto neskodnej oblasti mutovany, nemdZe uZz viazat
neutralizujicu protildtku. Viac-menej takyto protein by bol
nadorovym nekroticky faktorom v terminoch podstatnej ho-
molodgie i biologickej Giinnosti.

Délezité je zistenie, Ze takéto vlastnosti, ako si napri-
klad molekulova hmotnost, izoelektricky bod a podobne,
pre nativny alebo divoky typ maturovaného nadorového
nekrotického faktora na obrazku 10, ktory bol ziskany z pe-
riférmych lymfocytov alebo kultiry bunkovych linii, opi-
suji iba nativne typy nadorového nekrotického faktora.
Nadorovy nekroticky faktor tak, ako ho uvadza predché-
dzajiica definicia, zahmuje tieZ iné typy, ktoré nebudi mat
vetky vlastnosti nativneho nadorového nekrotického fakto-
ra. Nadorovy nekroticky faktor podl'a definicie podl'a tohto
vynélezu zahfila jednako nadorovy nekroticky faktor, tak i
iné podobné cytotoxické polypeptidy. Napriklad, derivéty
nadorového nekrotického faktora, ako s inzertné mutanty,
dele¢né mutanty alebo opisané napojené proteiny zmenia
molekulovi hmotnost’ natolko, Ze tieto nadorové nekrotic-
ké faktory nespadaji pod definiciu nativneho nadorového
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nekrotického faktora, pokial’ ide o jeho molekulovi hmot-
nost. Napojené proteiny s maturovanym nadorovym nek-
rotickym faktorom alebo pre-nadorovy nekroticky faktor
sam a tieZ inzertné mutanty maju vac3iu molekulovu hmot-
nost ako nativny maturovany nadorovy nekroticky faktor,
zatial o deleéné mutanty nativneho maturovaného na-
dorového nckrotického faktora budii mat’ niziiu molekulo-
v hmotnost. Nadorovy nekroticky faktor mdZe byt zosta-
veny taktieZ tak, aby zniZoval alebo eliminoval citlivost’ na
hydrolyzu trypsinom alebo inymi protedzami. A konelne,
post-translaény proces l'udského pre-TNF v bunkovych li-
niach odvodenych od ncprimatnych cicavcov mdZe produ-
kovat mikroheterogenitu v oblasti na aminovom konci,
takZe valim uZ nebude znamenat aminokyselinu na amino-
vom konci.

Sekvencia aminokyselin ludského nadorového nekro-
tického faktora odvodeného od jeho ¢cDNA je opisana na
obrazku 10. Maturovany alebo nativny nadorovy nekrotic-
ky faktor je reprezentovany aminokyselinovymi skupinami
4 a7 157. Pov&imnime si, Ze tato sekvencia obsahuje sig-
nalne sekvencie 76 skupin, o ktorych sa predpoklada, Ze sa
odstraiiuji potas normdlneho procesu translatovaného
transkriptu pri produkeii maturovaného proteinu. Sipkami
st oznaZené miesta hydrolyzovateIné trypsinom.

Je potrebné poznamenat, 7¢ vyraz ,.spdsobily* (schop-
ny) cytotoxickej G¢innosti alebo nekrézy nadoru in vivo
znamend, Z¢ nadorovy nekroticky faktor obsahuje polypep-
tidy, ktoré mdzu byt premenené, napriklad enzymatickou
hydrolyzou, z neaktivneho stavu analogického zymogénu
na polypeptidovy fragment, ktory mé Ziadand biologickd
G&innost. Tak inaktivnymi prekurzormi su spojené protei-
ny, v ktorych je maturovany nadorovy nekroticky faktor
viazany peptidovou viizbou na karboxylovy koniec iného
T'udského proteinu alebo jeho fragmentu.

Sekvencia na tejto peptidovej vizbe alebo blizko nej je
vybrana tak, aby bola citliva na proteolytickd hydrolyzu,
pri ktorej sa uvolni nadorovy nekroticky faktor bud' in vi-
vo, alebo ako Cast’ vyroby in vitro. Nadorovy nekroticky
faktor, ktory sa takto generuje, potom bude mat’ definiciou
poZadovanu cytotoxicku Wiéinnost’

Aj ked’ nadorovy nekroticky faktor oby&ajne znamena
Pudsky nadorovy nekroticky faktor, pod definiciu nadoro-
vého nekrotického faktora spada nadorovy nekroticky fak-
tor taktiez z inych zdrojov, ako je napriklad my3i, bravCo-
vy, konsky alebo hovidzi nadorovy nekroticky faktor, po-
kial’ ale inak zodpoveda Standardom, ktor¢ sii opisané pre
homolégne oblasti a pre cytotoxickll u¢innost. Nadorovy
nekroticky faktor nie je druhovo 3pecificky. Napriklad 'ud-
sky nadorovy nekroticky faktor je i¢inny na nadory mysi.
Nadorovy nekroticky faktor z jedného druhu sa mdZe tak-
tieZ pouZit pri terapii iného druhu.

Nadorovy nekroticky faktor zahriuje taktieZ multimér-
ne formy. Nédorovy nekroticky faktor spontanne agreguje
do multimérov, obyZajne do dimérov alebo vy$3ich multi-
mérov. Multiméry si cytotoxické a podla toho st vhodné
na poutitie v terapii in vivo. Aj ked' je Ziaduce, aby sa na-
dorovy nekroticky faktor expresoval a izoloval v podstate
ako homogénny multimér alebo monomér, terapeuticky
moZe byt nadorovy nekroticky faktor pouZivany ako zmes
réznych multimérov.

Pod terminom nédorovy nekroticky faktor si zahmuté
taktiez derivaty nadorového nekrotického faktora. Medzi
tieto derivaty patria mutanty aminokyselinovej sekvencie,
glykolyzatné varianty a kovalentné alebo agregatné konju-
gaty s inymi chemickymi ¢astami. Kovalentné derivity sa
pripravuju tak, Z¢ sa funk&né skupiny spdsobmi znamymi
odbomikom naviaZu na skupiny, ktoré sa nachadzaji v a-

minokyselinovych boénych refazcoch nédorového nekro-
tického faktora alebo na N- &i C-konci nadorového nekro-
tického faktora. Medzi ticto derivaty patria napriklad alifa-
tické estery alebo amidy karboxylového konca alebo skupin
obsahujticich karboxylovy vedlajsi refazec, napr. aspl0, O-
-acyl-derivaty skupin obsahujucich hydroxylovd skupinu,
ako je napriklad ser52, ser3, serd alebo ser5, N-acyl-
-derivaty skupin s aminovou skupinou na kenci, napr. lyzi-
nu alebo argininu, a derivaty cys101 a cys69. Acylova sku-
pina znamené skupinu, ktor4 je vybrand zo skupiny pozos-
tavajiicej z alkylovych skupin (norméalne alkylové skupiny
s troma aZ desiatimi atémami uhlika), ktoré tvoria alkano-
ylové typy derivatov a karbocyklickych alebo heterocyk-
lickych skupin, ktoré tvoria aroylové typy derivatov. Reak-
tivnymi skupinami s vyhodne difunkéné zlaCeniny, ktoré
st zname odbornikom na pouZitie v skrizene naviazanych
proteinoch za vzniku nerozpustnej matrice pomocou reak-
tivnych vedlajsich skupin. V¥hodnymi miestami pre tvorbu
derivatov su cysteinové a histidinové skupiny.

Kovalentné alebo agregatné derivaty s uZitoéné ako
¢inidla v imunoteste alebo pri afinitnych &istiacich postu-
poch. Napriklad na pouZitie v teste alebo pri Eisten proti-
latok nadorového nekrotického faktora alebo bunkovych
povrchovych receptorov sa nadorovy nekroticky faktor z
roztoku izoluje tak, Ze sa kovalentne naviaZe na Sepharosu
aktivovant bromkyanom spésobmi dobre znamymi, alebo
sa adsorbuje na povrchu polyolefinu a to bud’ skriZene na-
viazany s glutaraldehydom, alebo bez neho. Nadorovy nck-
roticky faktor sa taktieZ znaci detegovatelnou skupinou,
napriklad radiojodaciou postupom s chloraminom T, kova-
lentnou vizbou s chelatmi vzacnych zemin alebo konjuga-
ciou s inym fluorescenénym zvyskom vhodnym na dia-
gnostické uZely, zvI4%f na diagnézu hladin nadorového
nekrotického faktora v biologickych vzorkach pri kompeti-
tivnych typoch imunotestov. Takéto derivaty nemusia spa-
dat’ pod uvedeni: definiciu nadorového nekrotického fakto-
ra, pretoZe nie je nutné, aby mali cytotoxickd G¢innost, ale
len skriZent reaktivitu s protinddorovym nekrotickym fak-
torom.

Medzi mutantné derivaty nadorového nekrotického
faktora patria vopred stanovené, t. j. miestne Specifické
mutéacie nadorového nekrotického faktora alebo jeho frag-
mentov. Predmetom mutagenézy je skon3truovat takd
DNA, ktora koduje uvedeny nadorovy nekroticky faktor,
t j. nadorovy nekroticky faktor, ktory ma cytotoxickd 0-
ginnost’ na nadorové bunky in vitro alebo spdsobuje nekro-
zu nadorov in vivo a ktory si zachovava zvyskovii homolé-
giu so sekvenciou na obrazku 10, ale ktory m4 taktieZ zlep-
¥ené vlastnosti a zlep$ent ginnost. Mutantny nadorovy
nekroticky faktor je definovany ako polypeptid, ktory spa-
da do homolégnej uvedenej definicie nadorového nekrotic-
kého faktora, ale ktorého sekvencia aminokyselin sa li3i od
sekvencie nadorového nekrotického faktora deléciou, sub-
stiticiou alebo inzerciou. Napriklad lyzinové alebo argini-
nova skupina nadorového nekrotického faktora (arginin 2,
6, 82, 44 a 131 a lyzin 98, 90 a 65) mdze byt’ mutovani na
histidinovi alebo inti aminokyselinovit skupinu, ktord ne-
sposobuje proteolyticku labilitu proteinu. Podobne moZe
byf cystein 101 nahradeny inymi zvy$kami a chemicky
skriene naviazany, ¢im sa zvydi stabilita proti oxidécii.
Nie j¢ nutné, aby mutanty vyhovovali poZiadavkam byt -
¢inné ako nadorovy nekroticky faktor, pretoZe i biologicky
neaktivne mutanty bud( uZitotné pri znaceni alebo mobili-
zécii ako ¢&inidla v imunotestoch. V tomto pripade si vSak
mutanty zachovavajii aspoi jedno epitopické miesto, ktoré
mé skriZent reaktivitu s protilatkou nadorového nekrotic-
kého faktora. Oblasti skupin 35 aZ 66 a 110 az 133 nadoro-
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vej nekrotickej molekuly maji podstatni homolégiu (50 %)
s lymfotoxinom. V podstate sa zachované taktiez hydro-
fébne karboxy-konce (zvy¥ky 150 aZ 157 nédorového nek-
rotického faktora) obidvoch molekul. PretoZe obidva pro-
teiny maja cytotoxickd &innost’ alebo nekrézu nadoru in
vivo, predpokladé sa, Ze tieto oblasti st ddleZité v oznamo-
vani Gdéinnosti lymfotoxinu a nadorového nekrotického
faktora. Skupiny v tychto oblastiach sit vyhodné pre muta-
genézu priamo ovplyvilujicu G¢innost’ nadorového nekro-
tického faktora v bunke. Relativne nezachovana oblast
skupin 67 az 109 nadorového nekrotického faktora méZe
ovplyviiovat’ presni polchu dvoch ju obklopujicich ho-
moldgnych oblasti v konformacii, ktora je pre cytotoxicki
uc¢innost” podstatna. Takato poloha, ktori je mozné v na-
dorovom nekrotickom faktore dosiahnut disulfidovou
vizbou Cys69-Cys101, mdZze zodpovedat podobnej oblasti
lymfotoxinu a to mdZze vysvetl'ovat’ rozdiely v $pecifickosti
a ¢innosti medzi tymito dvoma molekulami. Tieto zvy3ky
predstavuju aktivny obal nadorového nekrotického faktora.
Mézu byt syntetizované chemicky alebo delenou mutage-
nézou, ako je useknutie. Vzniknu tak kratke polypeptidy s
uéinnost'ou niddorového nekrotického faktora.

Aj ked’ je miesto muticie vopred stanovené, nie je nut-
né, aby muticia sama bola taktieZ vopred stanovend. Na-
priklad pri optimalizacii mutantov v polohe 131 sa vykona
nahodna mutagenéza v koddne argininu 131 a expresované
mutanty nadorového nekrotického faktora sa testuji na op-
timalnu kombinaciu cytotoxickej ucinnosti a proteazovej
rezistencie. Techniky, ktorymi sa robia substituéné mutacie
na vopred stanovenych miestach DNA, ktoré maji zndmu
sekvenciu, sit velmi dobre znAme odbornikom, napriklad
mutagenéza primérom M13.

Mutagenéza nadorového nekrotického faktora sa robi
tak, Ze sa vykona inzercia aminokyselin, obytajne radu asi
od 1 do 10 aminokyselinovych skupin, alebo delécia asi od
I do 30 skupin. Na pripravu koneé¢nej konstrukcie sa mdzZu
medzi scbou kombinovat substiticie, deléeic, inzercie a
hocijaké ich subkombindcie. Medzi inzercie patri napojenie
na aminovy alebo karboxylovy koniec, napr. hydrofobne
roziirenie karboxylového konca. Vyhodne sa v§ak robi iba
substitiicia. Mutécia v kodujicej oblasti nesmie umiestnit
sekvenciu mimo &itaciu oblast’. Mutacie taktieZ vyhodne
nevytvaraju oblasti, ktoré by mohli produkovat’ sekundérne
mRNA $truktury.

Nie vSetky muticie v DNA, ktord kéduje nadorovy
nekroticky faktor, budui expresované v konednom sekreto-
vanom produkte. Napriklad hlavnou triedou substituénych
mutacii DNA su také mutacie, v ktorych rdzny sekreCny le-
ader alebo signal substituuje prirodzeny l'udsky sekreény
leader a to bud’ deléciami s leader sekvenciou, alebo sub-
stitGciami, v ktorych véddina alebo vietky prirodzené lea-
dery si vymenené za leader, ktory bude pravdepodobne
rozpoznavany zamysPanym hostitelom. Napriklad pri kon-
Strukcii prokaryotického expresného vektora je ludsky sek-
re¢ny leader delegovany v prospech leaderu bakteridlne]
alkalickej fosfatazy alebo tepelne stabilného entorotoxinu
I, v pripade kvasiniek je leader substituovany leaderom
kvasinkovej invertazy, alfafaktora alebo kyselinovej fosfa-
tazy. LCudsky sekredny leader mdZe byt v3ak rozpozndvany
inymi hostite'mi ako st I'udské bunkové linie, najpravde-
podobnejsie bunkovou kultirou vy3Sich eukaryotickych
buniek. Ak je sekreny leader hostitelom rozozndvany,
potom napojeny protein obsahuje nadorovy nekroticky
faktor a leader je oby&ajne Stiepeny na peptidovej viizbe le-
ader-nadorovy nekroticky faktor a dochadza k sekrécii na-
dorového nekrotického faktora. Aj ked' je teda na transfor-
méciu hostitela pouZitd mutacia pre-TNF DNA, mutantny

pre-TNF sa syntetizuje ako medziprodukt a vysledny na-
dorovy nekroticky faktor je obvykle nativny maturovany
nadorovy nekroticky faktor.

InG vétSiu triedu mutantov DNA, ktoré nie si expreso-
vané ako derivaty nadorového nekrotického faktora, si
substiticie nukleotidov, ktoré zvySuji expresiu primarne
tym, Ze si vynechané slu¢ky na aminovom konci transkri-
bovanej mRNA (pozri sprievodnd US patentovi prihlagku
303 687, ktora je tu zahrnuté ako citdcia) alebo sa ziskaju
kodony, ktoré si l'ahdie transkribované vybranym hostite-
Fom, napr. dobre zndme E. coli preferenénymi kodénmi pre
expresiu v E. coli.

V podstate homogénny nidorovy nekroticky faktor
znamend nadorovy nekroticky faktor, ktory v podstate ne-
obsahuje iné proteiny, ktoré sii prirodzené pre zdroj, z kto-
rého bol nadorovy nekroticky faktor izolovany. To zname-
né, Ze nadorovy nekroticky faktor (homogénny) v podstate
neobsahuje proteiny krvnej plazmy, ako je napriklad albu-
min, fibrinogén, serinové protedzy, a-globuliny, cytotoxic-
ké polypeptidy, ktoré nie st nadorovym nekrotickym fakto-
rom, ako je lymfotoxin alebo interferény, alebo iné protei-
ny bunky alebo organizmu slidZiaceho ako synteticky pd-
vodca nadorového nekrotického faktora, vratane celych bu-
niek a zvySkov buniek. Homogénny nadorovy nekroticky
faktor moZe v3ak obsahovat’ také latky, ako su niZie opi-
sané stabilizatory a excipienty, vopred stanovené mnoZstva
proteinu z bunky alebo organizmu, ktory slaZi ako synte-
ticky p6vodca, proteiny z inych buniek alebo organizmov
ako z tych, ktoré su zdrojom nadorového nekrotického
faktora a syntetické polypeptidy, ako je napriklad poly-L-
-lyzin. Rekombinantny nadorovy nekroticky faktor, ktory
sa expresuje v allogénnej, napr. v bakteridlnej, hostitel'skej
bunke, sa ale expresuje bez proteinov zdroja génov.

Nadorovy nekroticky faktor sa vyhodne syntetizuje v
kultire rekombinantnych organizmov. Ziaduce nie st ani pe-
riférme krvné lymfocyty (PBLs), ani bunkové linie. V praxi je
tazko ziskat PBLs jednej triedy tak, aby neboli znegistené
bunkami inej triedy, napriklad je taZko ziskat makrofagy bez
bunick B alebo T. Pri takomto zne€isteni sa na produkty
tychto buniek budi taziie aplikovat separatné postupy,
pretoZe primieané bunky uvoltiuji d'aldie potenciélne cyto-
toxické faktory a proteiny. Nadorovy nekroticky faktor zis-
kany z nerekombinantnej kultiry je drahy a pozostava iba z
nativneho nadorového nekrotického faktora. Takéto kultiry
nemaju flexibilitu rekombinantnej kultiry, ktorou sa vlast-
nosti nadorového nekrotického faktora zlepSuju.

DNA, ktord kdéduje nadorovy nekroticky faktor, sa zis-
kava chemickou syntézou, vyhPadavanim a testovanim re-
zervnych transkriptov mRNA z kultiry PBL alebo bunko-
vych linii, alebo vyhPad4vanim a testovanim v genémo-
vych bankdach bunky. Medzi vhodné kultdry bunkovych li-
nii patria linie monocytickych buniek, ako su napriklad
promyelocytické bunkové linie odbornikmi oznalené ,,HL-
-60* (jeden typ je dostupny z ATCC ako CCL 240) a his-
tiocyticka lymfoticka bunkova linia U937 (ATCC CRL
1593). Tieto a d'alSie bunkové linie si indukované tak, aby
vystavenim buniek chemickym a/alebo fyzikalnym ¢inid-
lam, doSlo k expresii a sekrécii nddorového nekrotického
faktora. Néadorovy nekroticky faktor méze byt v istych
monocytickych bunkovych linidch efektivne indukovany i-
ba PMA, in¢ konveniné ¢inidl4, ako je napriklad lipopoly-
sacharid, stafylokokovy enterotoxin B alebo tymozin o-1,
nebola indukcia nddorového nekrotického faktora v tychto
bunkovych liniach tak efektivna ako PMA. PretoZe je pre
lokalizaciu bunkovych linii expresujicich nadorovy nekro-
ticky faktor (a teda obsahujica Ziadani mRNA) pozadova-
né rézne mnoZstvo testovania a vyhladdvania, je efektiv-
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nejSie jednoducho gén syntetizovat. Syntéza je vyhodna,
pretoZe syntézou je moziné zaviest jedine¢né restrukéné
miesta (tym sa ul'ah¢i pouZitie génu vo vektoroch, ktoré
obsahuji iné retrikéné miesta ako si miesta v nativnej
sekvencii) a je moZné vyuZif stupne, v ktorych dojde k
zvydeniu efektivnosti translacie, ako je diskutované.

Tato DNA je kovalentne oznaéena detegovatelnou lat-
kou, ako je napriklad fluorescenéné skupina, radioaktivny
atom alebo chemiluminiscenénd skupina zndamymi spé-
sobmi. Potom sa pouZije v konvenénych hybridizatnych
testoch. Tieto testy sa pouZivajii na identifikaciu vektorov a
transformantov nadorového nekrotického faktora, ako je o-
pisané v prikladoch alebo na diagndzu in vitro, ako je na-
priklad detekcia mRNA nadorového nekrotického faktora v
krvnych bunkach.

mRNA pre nadorovy nekroticky faktor je prekvapivo
vzécna, dokonca i v indukovanych bunkach HL-60, mozna
vd'aka nestabilite, ktorej pridiny nie st zname. Dalej je d6-
lezity ¢as, po ktorom sa od indukcie bunky objavi mRNA
nadorového nekrotického faktora. mRNA pre nadorovy
nekroticky faktor sa v bunkéach objavuje po velmi kratky
¢as, asi 4 hodiny po indukcii. Tento fakt je odliZny od lym-
fotoxinu, ktory sa objavuje asi 12 hodin po indukcii. Tym
sa moZe stat’, Ze sa cDNA lahko prehliadne, pokial’ sa ne-
vie, ¢o hladat’. Ale ak je raz cDNA kompletne dostupna, a-
ko je to umoZnené zisteniami podla tohto vynalezu, potom
uz jc rutinné vyhfPadat’ cDNA nadorového nekrotického
faktora v banke ¢cDNA indukovanych HL-60 alebo PBLs s
pouzitim sond, ktoré maji sekvenciu takejto DNA. Dve
banky fagu HL-60 testované na prikladoch obsahuju rela-
tivne staly pocet pozitivnych plakov, takZe je zrejmé, Ze
rutinnymi hybridizaCnymi testami sa indikuje fag, ktory
obsahuje Ziadani ¢cDNA.

Bunky bunkovej linie HL-60, ktoré syntetizuji nadoro-
vy nekroticky faktor, sa kultivuji konvenénym spdsobom,
pokial' nedosiahnu hodnotu asi 8 az 12.10° buniek/ml.
Bunky sa z kultiry odstrania, premyju, prenesu do bezsé-
rového média a kultivuju v médiu, ktoré obsahuje PMA. V
kultivacii sa pokraéuje, pokial’ sa v kultivatnom médiu ne-
akumuluje Ziadani koncentricia ndderového nekrotického
faktora, oby&ajne asi 400 jednotiek nddorového nekrotické-
ho faktora v jednom mililitri. Kultivatny supernatant sa
vyhodne vy&eri centrifugciou alebo inym spdsobom. Od-
strania sa tak zvy$ky buniek od rozpustnych zloZiek. Cen-
trifugacia sa robf iba pri nizkych ota¢kach, aby sa pohybo-
vali iba suspendované &astice. Dalcj sa supernatant vy&isti
opisanym spdsobom.

Alebo sa, a to vyhodne, nadorovy nekroticky faktor
syntetizuje v hostiteI'skych bunkach, ktoré su transformo-
vané vektormi obsahujucimi DNA kédujucou nadorovy
nekroticky faktor. Vektor je konitrukciou replikovatelnej
DNA. Vektory sa tu pouZivaji bud’ na amplifikdciu DNA,
ktora kéduje nadorovy nekroticky faktor a/alebo na expre-
siu DNA, ktord koduje nadorovy nekroticky faktor. Ex-
presny vektor je konstrukciou replikovatelngj DNA, v kto-
rej je sekvencia DNA kddujiica nadorovy nekroticky faktor
odstiepitelne napojend na vhodné regulaéné sekvencie, kto-
ré st schopné uskutoénit’ expresiu nadorového nekrotické-
ho faktora vo vhodnom hostitefovi. Takymi regulaénymi
sekvenciami sii transkripény prométor, pripadnéa operatoro-
va sekvencia na regulaciu transkripcie, sekvencie kodujice
vhodné ribozomalne vizbové mieste mRNA a sekvencia,
ktora reguluje termindciu transkripcie a translacie.

Vektorom mdZe byt plazmid, virus (vratane fagu) ale-
bo integrovatelny fragment DNA, t. j. integrovatelny do
hostitelovho gendmu rekombinécii. Len ¢o je raz transfor-
movany do vhodného hostitel'a, vektor sa replikuje a fun-

guje nezavisle od hostitel'ského gendmu. V tejto prihlaske
je pojem ,vektor geneticky k pojmu ,plazmid“, ale plaz-
midy st v sGasnosti najobvyklej$ie pouZivanou formou
vektora. Ale aj v3etky dalSie formy vektorov, ktoré majit
rovnak funkciu a ktoré s alebo budi zname v odbomej
literatGre, si vhodné i pre pouZitie tu. Vhodné vektory ob-
sahuju replikdn a regulaéné sekvencie, ktoré si odvodené
od typov zlu¢itelnych s hostitefom zamy3lanej expresie.
Transformované hostitel'ské bunky si bunky, ktoré st
transformované alebo transfektované vektormi nadorového
nekrotického faktora skonStruovanymi s pouZitim technik
rekombinantnej DNA. Transformované hostitel'ské bunky
pravidelne expresuja nadorovy nekroticky faktor. Expreso-
vany nadorovy nekroticky faktor sa bud’ intracelularne uk-
ladd alebo sa sekretuje bud’ do periplazmového priestoru
alebo do kultivainého supernatantu, &o zavisi od vybranej
hostitel’skej bunky.

Oblasti DNA st odstiepitelne napojené (ak medzi nimi
existuje funkCny vzfah) medzi sebou. Napriklad DNA pre-
-sekvencie alebo sekre¢ného leadera si odstiepitelne na-
pojené na DNA polypeptidov, ak sii expresované ako pre-
protein, ktory participuje pri sekréeii polypeptidov, pro-
moétor je od3tiepiteIne napojeny na kédujicu sekvenciu, ak
reguluje transkripciu sekvencie, alebo vézbové miesto ribo-
zému je od3tiepiteI'ne napojené na kédujicu sekvenciu, ak
je umiestnené tak, Ze dovoluje translaciu. Od3tiepitelne
naviazany oby&ajne znamena styény a v pripadc sckreé-
nych leaderov sty¢ny v ¢itacej forme.

Vhodnymi hostitel'skymi bunkami sii prokaryoty, kva-
sinky alebo vy&3ie eukaryotické bunky. Medzi prokaryoty
patria negativne alebo grampozitivne organizmy, napr.
E. coli alebo Bacilli. Medzi vyS3ie eukaryotické bunky pat-
ria bunkové linie cicavcov pripravené opisanym spdsobom.
Vyhodnou hostitel'skou bunkou je kmedt E. coli W3110
(ATCC 27 325) rezistentnej na fagy, ktory je opisany v pri-
kladoch, aj ked’ su vhodné i iné prokaryoty, ako je napri-
klad E. coli B, E coli X1776, (ATCC 31 446),
E. coli 294 (ATCC 31 537), typy Pseudomanas alebo Ser-
ratia Marcesens.

Vyhodny pre expresiu nadorového nekrotického fakto-
ra je systém prokaryoticky hostitel-vektor. Molekula nd-
dorového nekrotického faktora obsahuje dve cysteinové
skupiny. Pre post-transladn@ tvorbu potencialnej disulfido-
vej vizby su potrebné mierne poZiadavky, napriklad E. coli
expresuje biologicky u¢inny nadorovy nekroticky faktor. K
dispozicii jc mnoho vhodnych mikrobidlnych vektorov.
Mikrobidlny vektor oby¢ajne obsahuje zafiatok replikicie
rozpozndvany zamy$fanym hostitelom, promoétor, ktory
bude fungovat’ v hostitelovi, a fenotypicky selekény gén,
napriklad gén kédujici proteiny prepoZitiavaci antibioticki
rezistenciu alebo dodavajicu auxotrofnt poziadavku. Pre
inych hostitel'ov sa zostavuji podobné konstrukcie. E. coli
sa typicky transformuje plazmidom pBR322, plazmidom
odvodenymi od typu £. coli (Bolivar a spol.: Gene 2, 95
(1977)). Plazmid pBR322 obsahuje gény ampicilinovej a
tetracyklinovej rezistencie. Tym su dostupné l'ahké pros-
triedky pre identifikaciu transformovanych buniek.

Vektory musia obsahovat’ prométor, ktory je rozpozna-
vany hostitel'skym organizmom. Promoétor je obytajne k
zamyslanému hostitefovi homolégny. Medzi prométory,
ktoré sa najlastej$ic pouzivaji pri konStrukcii rekombi-
nantnej DNA patri B-laktamazovy (penicilinazovy) a lakt6-
zovy prométorovy systém (Chang a spol.: Nature 275, 615
(1978) a Goeddel a spol.: Nature 281, 544 (1979)), trypto-
fanovy (trp) prométorovy systém (Goeddel a spol.: Nucleic
Acids Res. 8, 4057 (1980} a prihlaskova publikacia eurdp-
skeho patentového uradu & 36 776) a tac prométor (H.
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DeBoer a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 21 az 25
(1983)). Aj ked’ tieto prométory s najobvyklejsie pouZiva-
nymi promodtormi, vhodné st aj iné zname mikrobidlne
promoétory. Podrobnosti tykajice sa ich nukleidovych sek-
vencii, ktoré boli publikované, umoZiuji zrunému pra-
covnikovi od3tiepitene ich ligovat’ na DNA kddujicu na-
dorovy nekroticky faktor v plazmidovych vektoroch (Sie-
benlist a spol.: Cell 20, 269 (1980)) a DNA kddujlice na-
dorovy nekroticky faktor. Dncs je vyhodnym vektorom de-
rivat pBR322 obsahujlci prométor E. coli alkalickej fosfa-
tazy a trp Shine-Dalgamno sekvenciu. Prométor a Shine-
-Dalgaro sekvencie st odstiepitelne napojené na DNA
kédujucu nadorovy nekroticky faktor, t. j. si situované tak,
aby podporovali transkripciu mRNA néadorového nekrotic-
kého faktora z DNA.

Vedla prokaryotov sa transformuji vektormi kdduji-
cimi nadorovy nekroticky faktor taktieZ eukaryotické mik-
réby, ako su napriklad kvasinkové kultiry. Saccharomyces
cerevisiae alebo obylajné pekarske kvasnice, si najvieo-
becnejdie pouZivané niziie eukaryotické hostitel'ské mikro-
organizmy, aj ked’ bezne je dostupnych mnoho inych kme-
fiov. Kvasinkové vektory oby¢ajne obsahujii zadiatok repli-
kacic z dvojmikrénového kvasinkového plazmidu alebo
samostatne sa replikujicu sekvenciu (ARS), prométor, na-
dorovy nekroticky faktor, sekvenciu pre polyadenylaciu a
terminaciu transkripcie a selekény gén; vhodnym plazmi-
dom pre expresiu nadorového nekrotického faktora v kva-
sinkach je plazmid YRp7 (Stinchcomb a spol.: Nature 282
(1979), Kingsman a spol.: Gene 7, 141 (1979) a Tschemper
a spol. Gene 10, 157 (1980)). Tento plazmid uZ obsahuje
tepl gén, ktory poskytuje selekény znak (marker) mutan-
tnému kmetiu kvasiniek, ktory nema schopnost rast v
tryptofane, napriklad ATCC &. 44 076 alebo PEP4-1 (Jo-
nes: Genetics 85, 12 (1977)). Pritomnost’ oblasti trpl v ge-
noéme kvasinkovej hostitel'skej bunky tak poskytuje u¢inné
okolie na detekciu transformacie rastom za nepritomnosti
tryptofanu.

Medzi vhodné prométorové sekvencie v kvasinkovych
vektoroch patria prométory pre metalotionein, 3-fosfo-
glyceratkindzu (Hitzeman a spol.: I. Biol. Chem. 255, 073
(1980)) alebo iné glykolytické enzymy (Hess a spol.: J.
Adv. Enzyme Reg. 7, 149 (1968) a Holland a spol.: Bio-
chemistry 17, 4900 (1978)), ako su napriklad enolaza, gly-
ceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza, hexokinaza, pyruvat-
-dekarboxylaza, fosfofruktokinaza, glukdzo-6-fosfat-izo-
meréaza, fosfoglukézo-izomerdza a glukokindza. Vhodné
vektory a vhodné promotory na pouZitie pri expresii kva-
sinkami si d'alej opisané R. Hitzemanom a spol.: Publika-
cia eurdpskeho patentového tradu €. 73 657. Inymi pro-
métormi, ktoré maji d’aldiu vyhodu transkripcie regulova-
nej podmienkami rastu, si prométor oblasti alkoholdehyd-
rogenazy 2, izocytochrom C, kyselinové fosfatdza, degra-
dativne enzymy spojené s metabolizmom dusika, uvedeny
metalotionein a glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenazy a
taktieZ enzymy, ktoré si zodpovedné za vyuZitie maltézy a
galaktozy. Pri kon3trukcii vhodnych expresnych plazmidov
sa termina¢né sekvencie spojené s tymito génmi taktieZ li-
guju do expresného vektora 3 sekvenciou kédujicou né-
dorovy nekroticky faktor. Tym sa zaisti polyadenylacia
mRNA a terminacia.

Okrem mikroorganizmov moézu byt ako hostitel'ské
bunky pouZzité taktieZ kultary buniek, ktoré si odvodené od
mnohobunkovych mikroorganizmov. Tie viak nie st vy-
hodné, pretoZe aZ doposial’ boli s mikrdbmi, ktoré expre-
suji nadorovy nekroticky faktor, ziskané vynikajice vy-
sledky. V principe je mozné pracovat’ s hociktorou kultirou
vy$Sich eukaryotickych buniek, ¢i uz kultirou zo stavoy-

cov, alebo nie. Najvic3i zdujem sa ststred’uje na bunky
stavovcov. V poslednych rokoch sa mnoZenie buniek sta-
vovecov v kultire (pletivova kultira) stalo rutinnou zalezi-
tostou (Tissue Culture, Academic Press, ed. Kruse a Patter-
son, 1973). Prikladmi uZitoZnych hostitel'skych bunkovych
linii st bunky VERO a Hela, bunkové linie vajetnikov &in-
skeho skrecka (CHO) a bunkové linie WI38, BHK, COS-7
a MDCK. Expresné vektory pre tieto bunky obsahuju oby-
Cajne (ak je to nutné) zadiatok replikéacie, promotor, ktory
je umiestneny proti smeru génu, ktory ma byt expresovany,
spolu s ribozémovym vizbovym miestom, miesto strihu
RNA, ak sa pouziva intrén obsahujici genémové DNA,
polyadenyla&né miesto a sekvenciu terminacie transkripcie.

Regulatné sekvencie transkripcie a translacie v expres-
nych vektoroch, ktoré st uréené na pouZitie pri transforma-
cii buniek stavovcov, sa lasto ziskavaji z virusovych
zdrojov. Tak napriklad obytajne pouZivané prométory sa
odvodené od Polyoma Adenovirus 2 a najvyhodnejsie od
typu Simian Virus 40, t. j. SV40. Tieto skoré a neskoré
prométory s zvlast uZitoéné, pretoZe sa Fahko ziskavaji z
virusu ako fragment, ktory obsahuje taktieZ SV40 virusovy
zaliatok replikacie (Fiers a spol.: Nature 273, 113 (1978)).
Je moZné pouZivaf takticz vicSie alebo mensie SV40 frag-
menty za predpokladu, Ze obsahuju sekvenciu s priblizne
250 parmi nukleotidov od Hind III miesta k Bgl I miestu
umiestnen(i vo virusavom zadiatku replikacie. Dalej je tak-
tieZ moZné, a Casto je to aj Ziaduce, vyuzif udsky gend-
movy promotor, riadiace a‘alebo signalne sekvencie oby-
¢ajne spojené s nadorovym nekrotickym faktorom za pred-
pokladu, Ze takéto riadiace sekvencie su zlugiteIné so sys-
témami hostitel'skych buniek.

Zatiatok replikacie sa moZe ziskat' bud’ kon3trukciou
vektora, ktory by zahftial exogénny zaciatok, ako napriklad
taky, ktory je mozné odvodit' od SV40 alebo od inych viru-
sovych zdrojov (napriklad Polyoma, Adenovirus, VSV ale-
bo BPV), alebo sa méZe ziskaf' chromozomalnym replika¢-
nym mechanizmom hostitel'skej bunky. Ak je vektor integ-
rovany v chromozome hostitel'skej bunky, potom je asto
druh4 moZnost’ postatujica.

Pri vybere vhodnej hostitel'skej cicaviej bunky na
transfekciu vektorov, ktoré obsahuji DNA sekvencie ko-
dujiice tal nadorovy nekroticky faktor ako dihydrofolat-
-reduktazu (DHFR), je vhodné vybrat hostitel'a podla toho,
aky typ DHFR proteinu sa pouZije. Ak sa pouZiva DHFR
protein divokého typu, potom je vyhodné vybrat’ taka hos-
titel'skd bunku, ktor¢ jc deficitna na DIIFR. To umoZni po-
uzit DHFR kédujuce sekvencie ako markérov pre tispesnil
transfekciu do selektivneho média s nedostatkom hypoxan-
tinu, glycinu a tymidinu. V tomto pripade je patri¢nou hos-
titeI'skou bunkou bunkova linia vaje¢nikov &inskeho Skreg-
ka (CHO) deficitnd na DHFR aktivitu, ktora sa pripravi a
namnoZi spdsobom opisanym Urlaubom a Chasinom: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77, 4216 (1980).

Naopak, ak sa ako riadiaca sekvencia pouzije DNA ko-
dujica DHFR protein s nizkou vidzbovou afinitou k metot-
rexatu (MTX), potom nie je nutné pouZivat bunky rezis-
tentné na DHFR. PretoZe mutantnd DHFR je rezistentna na
MTX, je mozné pouzif médium obsahujice MTX ako
prostriedok selekcie za predpokladu, Ze hostitel'ské bunky
samy su na MTX citlivé. Vi&Sina eukaryotickych bunick,
ktor¢ si schopné absorbovat’ MTX, je citliva na metotrexat.
Jednou z tychto uZito¢nych bunkovych linii je linia CHO,
CHO-KI (ATCC &. CCL 61).

Nédorovy nekroticky faktor sa najskdr izoluje z kultury.
Transformované nesekretujice bunky sa lyzujii sonikéciou
alebo inym prijateInym spdsobom. Zvysky buniek sa odstré-
nia odstred’ovanim. Supernatanty zo sekretujucich buniek (a-
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ko st napriklad indukované bunkové linie) sa od buniek od-
delia odstred’ovanim. Potom sa pouZije jeden alebo viac z
nasledujucich stupiiov a/alebo sa pouZiju tiplne iné sposoby.
Podra nasledujiceho spdsobu sa nadorovy nekroticky faktor
vygisti do takého stupia, ktory je postalujici pre sekvenova-
nic. Tento stuperi viak nie je nutne vy&isteny do takého stup-
fia, aky je poZadovany pre terapeuticky produkt.

V prvom ¢istiacom stupni sa nadorovy nekroticky fak-
tor z lyzovanej kultiry alebo supernatantu kultivaéného
média adsorbuje na hydrofébnu latku. Ako hydrofébna lat-
ka sa vyhodne pouZiva neZelatinovy hydrofébny povrch, a-
ko je naprikiad kremigitan alebo polyolefin, hoci je vhodna
taktieZ alkyl-Sepharosa. Vyhodnym usporiadanim je sklo s
regulovanou velkostou porov. Pripravi sa zmes ast jedného
objemu skla s regulovanou velkosfou porov s 50 objemami
supernatantu. Pri asi 4 °C sa za trepania necha uskutoliio-
val adsorpcia asi 30 minat aZ asi 2 hodiny, vyhodne potas
asi jednej hodiny, za mierne alkalickych podmienok. Ad-
sorbent by sa mal potom premyt vhodnym pufrom, aby sa
odstranili zachytené primieSané proteiny.

Adsorbovany nadorovy nekroticky faktor sa z hydro-
fobnej latky eluuje zmenou solvatainych vlastnosti média.
Eltcia sa mdze robit’ tak, Ze sa necha prechadzat’ roztok
pufrovany na pH asi 7 aZ 8,5, vyhodne na pH asi 8, obsa-
hujici IM sol’ a efektivhe mnoZstvo vodného roztoku s vo-
dou mieSatePného organického polyolu, ako je napriklad
etylénglykol alebo glycerin, oby&ajne etylénglykol v roz-
medzi 10 az 30 objemovych percent, vyhodne asi 20 obje-
movych percent. Optimalne podmienky ale zévisia od pou-
%itého polyolu. Frakcie, ktoré obsahuji nadorovy nekrotic-
ky faktor, sa detekuju testom in vitro, ako je opisané, alebo

ingm vhodnym testom. Cistenie a vyfazok tohto stupfia z
monocytickej bunkovej kultiry, rovnako ako nasledujuce
stupne, si uvedené v tabul’ke L.

Dalgie &istenie sa robi tak, Ze sa nadorovy nekroticky
faktor adsorbuje na anexe terciarneho alebo kvartémeho a-
minu. Vyhodnymi Zivicami na tento el si hydrofilné
matrice, ako je napriklad skriZene naviazany polystyrén,
dextran alebo celul6za, substituované alkylovymi terciar-
nymi alebo kvartérnymi aminovymi skupinami. Komer¢né
produkty tohto typu st dostupné ako DEAE celuléza, QAE
Sephadex alebo pod obchodnym oznatenim Mono Q (vo
vietkych tychto pripadoch alkylovy substituent znamena
etylovi skupinu). Najlepsie vysledky boli dosiahnuté s
rychlou proteinovou kvapalinovou chromatografiou systé-
mom, ktory opisuje J. Richey v ,,American Laboratory®,
oktober 1982, s pouZitim makroporéznych v podstate jed-
notnych Castic podla Ugelstadta a spol.: Nature 303, 95 aZ
96 (1983). Tymto spésobom je moZné vyistit' nadorovy
nekroticky faktor na vysoky stupeii Cistoty.

Vyistenie do v podstate homogenity je moZné dosiah-
nut’ len d’aldim delenim SDS PAG elektroforézou alebo vy-
sokotlakovou kvapalinovou chromatografiou na obratenych
fazach na C4 (HPLC), ako je d'alej opisané v prikladoch.
Tento produkt v3ak nie je Ziaduci pre terapiu, pretoZe stratil
podstatnii éast’ d&innosti vystavenim G&inku SDA alebo or-
ganickym rozpuitadlam pri HPLC. Koncentrdcia proteinu
sa stanovi pod’a M. Bradforda. Anal. Biochem. 72, 248 aZ
254 (1976). Potas poslednych stupfiov €istenia bola kon-
centracia proteinu stanovovand pomocou zloZenia amino-
kyselin a tieZ sekvenovanirn aminokyselin.

Tabulka I
Cistenie Pudského nadorového nekrotického faktora z kultivagného média buniek HL 60
i . o relativna
konegny | celkovy | cytolytickd | ooy | | jzolovane
Sistiaci stupedt objem protein 'akuvnta aktivita Cistenie )
(ml}) (mg) (jednotky) (jedn./mg)
vychodiskovy material 58 000 1964 14,2.10° 0,007.10° - -
chromatografia na
skle s regulovanou 1080 88,9 11,1.10° 0,12.10° 17 78,5
velkostou pérov
chromatografia na 6 6 4
DEAE-celulize 285 9,05 8,9.10 0,98.10 140 62,
rychla proteinova
kvapalinové chromato- 5 0,44 6,9.10° 15,68.10° 2240 48,6
grafia na Mono Q
preparativna SDS PAG
elektroforézy alebo 6 o . .
HPLC na C4 na 6 0,028 | 2,71.10 96,79.10° | 13387 19,1
obratenych fazach

+ Korigované na &iastotnii destrukciu aktivity nadorového nekrotického faktora, ktora je sposobena SDS, kyselinou trifluérocto-

vou a propanolom

Na podévanie sa nadorovy nekroticky faktor pripravi
zmie$anim nadorového nekrotického faktora so Ziadanym
stuptiom Cistoty s fyziologicky prijatelnymi nosiémi, t. j.
nosi¢mi, ktoré v pouZivanych davkach a koncentriciéch nie
st toxické. Oby&ajne sa nadorovy nekroticky faktor spoji s
puframi, antioxidantmi, ako je napriklad kyselina askorbo-
va, polypeptidy s nizkou molekulovou hmotnostou (menej
ako asi 10 skupin), proteinmi, aminokyselinami, cukrami
vritane glukézy alebo dextrinov, chelatatnymi &inidlami,
ako je napriklad etyléendiaminotetraoctovd kyselina (ED-
-TA), a inymi stabilizatormi a excipientmi. Nosi¢e by mali
byt formulované tak, aby stabilizovali nddorovy nekroticky

faktor ako dimér a/alebo, vyhodne, ako trimér. Toto je
mo2né dosiahnut’ tym, Ze sa soli alebo detergenty nepouZi-
vajli v takych koncentracidch, ktoré disociuju nadorovy
nekroticky faktor na monoméry. TieZ je potrebné sa vyhnuc
takym podmienkam, pri ktorych nadorovy nekroticky fak-
tor agreguje do vysgich multimérov. Pri isteni, lyofilizdcii
alebo skladovani vo vodnych roztokoch sa preto obycajne
pouziva neidnové povrchovoaktivne &inidlo, ako je napri-
klad Tween 20. Nadorovy nekroticky faktor, ktory sa pou-
#iva na terapeutické G&ely, musi byf sterilny. Toto sa 'ahko
dosiahne filtraciou sterilnymi filtratnymi membranami.
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Nadorovy nekroticky faktor sa skladuje obyCajne v lyofili-
zovanej forme.

Nédorovy nekroticky faktor sa pripadne pouZiva v
kombinacii s inymi protinovotvarovymi ¢inidlami, ako su
napriklad chemoterapeutické antibiotikd (aktinomycin-D,
adriamycin, aklacinomycin A), alebo s Cinidlami, ktoré
zvy3uji alebo stimuluj iminnu odpoved, napriklad s imu-
noglobulinmi, ako je gama-globulin, vritane imunoglobuli-
nov, ktoré majud afinitu na bunkové povrchy antigénov no-
votvarov. PretoZe interferony pdsobia synergicky s nddoro-
vym nekrotickym faktorom v testoch bunkovej lyzie, je
Ziaduce kombinovat’ alfa-, beta- alebo gama-interferény s
prostricdkami s nadorovym nekrotickym faktorom a lym-
fotoxinom. Typicky prostriedok obsahuje nadorovy nekro-
ticky faktor a gama-interferon v takom pomere, aby jednot-
kova uéinnost’ bola od asi 0,1 : 1 do asi 200 : 1, obycajne
10 : 1; &ast’ nadorového nekrotického faktora mdZe byt na-
hradena lymfotoxinom. Ticto pomery mdZzu byt upravené
tak, ako to vyZaduje terapeutické sktisenost.

Prostriedky s nadorovym nekrotickym faktorom sa po-
davajii 7ivodichom, ktoré maja nédory. Spésob podivania
je zhodny so znamymi spdsobmi podévania, napriklad in-
travendzne, intraperitonealne, intramuskularne, vnutornou
infuziou alebo injekciou sterilného roztoku nadorového
nekrotického faktora a/alebo je mozné pouZzit' aj opisané
systémy s pomalym uvol'fiovanim nadorového nekrotické-
ho faktora. Nadorovy nekroticky faktor sa podava do miest
poskodenia, t. j. priamo injekciou do pevnych nadorov. V
pripade rozosiatych nadorov, ako je napriklad leukémia, je
vyhodné podavat’ nddorovy nekroticky faktor intravendzne
alebo do lymfatického systému. Nadory organov v brusnej
dutine, ako je napriklad rakovina vaje¢nikov, sa vyhodne
lietia intraperitonealnou infuziou pouZitim pristrojov pre
intraperitonealnu dialyzu a tomu zodpovedajicich rozto-
kov. Oby&ajne sa viak nadorovy nekroticky faktor podava
kontinuélne infaziou, aj ked je prijatelné aj podavanie bo-
lus injekcii.

Je Ziaduce, aby nadorovy nekroticky faktor bol podavany
vo forme implantovatelnych prostriedkov pomaly ho uvol-
tiujicich. Prikladmi vhodnych systémov pre proteiny, ktoré
majii molekulovii hmotnost’ zodpovedajicu dimérom alebo
trimérom nadorového nekrotického faktora, si kopolyméry
L-glutamovej kyseliny a gama etyl-L-glutamatu (U. Sidman
a spol.: Biopolymers 22(1), 547 az 556(1983)), poly-(2-
-hydroxyetylmetakrylat) (R. Langer a spol.: J. Biomed. Ma-
ter. Res. 15, 167 az 277 (1981) a R. Langer. Chem. Tech. 12,
98 a7 105 (1982)) alebo etylén-vinylacetat (R. Langer a spol.:
tamtieZ). Tieto prostriedky sa implantuji do miest, z ktorych
boli nadory chirurgicky odstranené. Nadorovy nekroticky
faktor sa taktieZ pouZiva v polopriepustnych mikrotobolkich
alebo lipozémoch pre injek¢né podanie do nadorov. Tento
spbsob podévania je zvlast vhodny pri chirurgicky neodstra-
nitel'nych nédoroch, napr. pri mozgovych nadoroch.

Mno#stvo nadorového nekrotického faktora, ktorého sa
pri podavani pouZiva, zavisi napriklad od spdsobu podiva-
nia, od typu nadorov a od stavu pacienta. Pri pouZitf injek-
cie do miesta potkodenia je potrebné mensie mnoZzstvo né-
dorového nekrotického faktora (vztiahnuté na telesnti hmot-
nost’), ako pri intravendznej infuzii, priCom niektoré typy
nadorov si na nadorovy nekroticky faktor rezistentnejsic a-
ko iné typy, napr. leukemické. Bude teda nutné, aby tera-
peuti stanovili davku a modifikovali sposob podavania tak,
ako je Ziaduce na ziskanie optimalnej cytotoxickej Gtin-
nosti na cielovy nador, to je moZné stanovit' napriklad bio-
psiou nadoru alebo diagnostickymi testami na adajné rako-
vinové znaky, ako je napriklad karcinoembryonny antigén,
z pohfadu hociktorej rekombinantnej toxicity vo vyS3ich

davkach. Bolo zistené, Ze davky asi 120 pg na kg telesnej
hmotnosti za defi pri mySiach pri intravendéznom podavani
st obycajne v podstate netoxické a G¢inné in vivo.

Predpoklada sa, Ze cytotoxicka tdinnost naddorového
nekrotického faktora nie je druhovo Specificka. To znamena,
Ze sa pri terapii ['udskych nddorov mézZe pouZit i iny nadoro-
vy nekroticky faktor ako Pudsky nadorovy nekroticky faktor,
napriklad nadorovy nekroticky faktor z hovidzieho alebo
bravéového zdroja. Je v3ak Ziaduce, aby bol pouZivany na-
dorovy nekroticky faktor z tych druhov, ktoré si nim lie¢ené,
aby sa zabranilo potencialnej tvorbe autoprotilatok.

Na zjednodusenie prikladu bude na niektoré casto sa
vyskytujiice spdsoby odkazované kratkymi frazami.

Plazmidy s oznaCované malym p, za ktorym nasleduju
velké pismend a/alebo &islice. Vychodiskové plazmidy pou-
Zivané v tejto prihlaske si komeréne dostupné, st verejne
dostupné bez nejakych redtrikénych obmedzeni alebo je ich
moZné z takychto dostupnych plazmidov skonstruovat’ podla
publikovanych spdsobov. Okrem toho st v odbornej literatu-
re zname ekvivalentné plazmidy, ako je zrejmé odbornikovi.

Pojem ,Stiepenie DNA“ sa tyka katalytického Stiepenia
DNA enzymonm, ktory posobi na istych miestach DNA. Ta-
kéto enzymy sa nazyvaju redtrikéné enzymy. Miesta, na
ktoré su tieto enzymy 3pecifické, sa nazyvaji restrik¢né
miesta. Pojem ,.liastoéné* Stiepenie znamena neuplné roz-
Stiepenie reftrikénym enzymonm, t. j. $tiepenie prebieha za
takych podmienok, Ze niektoré miesta, ale nie vietky, v
DNA substrate st Stiepené danou restrikénou endonuklea-
zou. Rozne reStrikené enzymy, ktoré sa tu pouZivaju, su
komeréne dostupné. Pri ich pouzivani sa postupuje podl'a
navodu dodavatela enzymov, pokial’ ide o reakéné pod-
mienky, kofaktory a d'alSie poZiadavky. Restrikéné enzymy
st oby¢ajne oznacené skratkami, ktoré sa skladaji z velké-
ho pismena, po ktorom nasleduji d'aldie pismen4, a potom
oby&ajne &islo reprezentujiice organizmus, z ktorého bol
redtrikény enzym pdvodne ziskany. Oby&ajne sa pracuje s
asi 1 pg plazmidu alebo fragmentu DNA a asi jednou jed-
notkou enzymu v asi 20 pl pufrovaného roztoku. MnoZstvo
prisludnych pufrov a substratov pre ten ktory restrikény en-
zym su dané vyrobcom. Oby¢ajne sa pracuje pri inkubaé-
nom Case asi jednu hodinu pri teplote 37 °C, ale oboje sa
mbZe menif podla indtrukcii dodavateFov. Po inkubécii sa
protein odstrani extrakciou fenolom a chloroformom a Stie-
pend nukleova kyselina sa z vodnej frakcie izoluje vyzraZza-
nim etanolom. Po $tiepeni redtrikénym enzymom nasleduje
niekedy hydrolyza terminalneho 5” fosfatu bakteridlnou al-
kalickou fostatdzou, aby sa zabrénilo tomu, aby restrikéne
rozitiepené konce fragmentu DNA znova ,,scirkularizovali®
alebo aby sa vytvorili uzavreté slutky, €o by prekézalo in-
zercii iného fragmentu DNA do redtrikEne rozitiepeného
miesta. Pokial nie je inak uvedené, nenasleduje po Stiepeni
plazmidov defosforylacia na 5° konci. Pre defosforylaciu sa
pouzivaji konvendné postupy a &inidla (T. Maniatis a spol.:
Molecular Cloning, str. 133 az 134 (1982)).

Pojem ,,izolacia™ daného fragmentu DNA z restrik¢né-
ho $tiepenia znamena, Ze sa rozstiepend Cast’ oddeli elektro-
forézou na polyakrylamidovom géli. Fragment, o ktory sa
zaujimame, sa identifikuje porovnanim jeho pohyblivosti s
fragmentmi o znamej molekulovej hmotnosti, odstrani sa
sekcia gélu obsahujlica Ziadany fragment a gél sa oddeli od
DNA. Tento postup je vieobecne znémy. Pozri napriklad.
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 spdsob, ktorym sa pritom-
nost sekvencii DNA v rozStiepenej Casti alebo v prostried-
ku obsahujucom DNA potvrdi hybridiziciou na znamy
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znageny oligonukleotid alebo znamy fragment DNA. Sout-
hernova analyza tu bude znamenat’ rozdelenie 3tepov na
1 % agar6ze, denaturaciu a prenesenie na nitrocelulozu
spdsobom podl'a E. Southerna. J. Mol. Biol. 98, 503 az 517
(1975} a hybridizaciu tak, ako ju opisal T. Maniatis a spol.:
Cell 15, 687 az 701 (1978).

Pojem ,transformacia“ znamend zavedenie DNA do
organizmu tak, Ze DNA je schopna replikacie a to bud’ ako
mimochromozomalny prvok, alebo ako integralna &ast’
chromozému. Pokial' nie je inak uvedené, potom spdsob
pouZity v tejto prihladke pre transformaciu E. coli je sposob
s chloridom vapenatym podla Mandela a spol.: J. Mol.
Biol. 53, 154 (1970).

Pojem , ligacia“ oznaluje proces tvorenia fosfodieste-
rovych vizieb medzi dvoma fragmentmi dvojvidknovej
nukleovej kyseliny (T. Maniatis a spol.: tamtieZ, str. 146).
Pokial’ nie je inak uvedené, robi sa ligécia s pouZitim znd-
mych puffov a za zndmych podmienok s 10 jednotkami T4
DNA ligazy (,ligasa“} a 0,5 pg priblizne ekvimolarnych
mnoZstiev fragmentov DNA, ktoré maji byt ligované.

Pod pojmom ,,priprava“ DNA z transformantov sa ro-
zumie izolacia plazmidovej DNA z mikrobidlnej kultary.
Pokial nie je inak uvedené, mdZe sa pouzit’ alkalicky/SDS
sposob podl'a Maniatisa a spol. tamtieZ, str. 90.

Pojem ;,oligonukleotidy* znamena kratke jednovlakno-
vé alebo dvojvlaknové polydeoxynukleotidy, ktoré sa che-
micky syntetizuji zndmymi spdsobmi, pricom sa vy¢istia
na polyakrylamidovych géloch.

Vsetky citdcie literatiry si tu vyslovne zahrnuté ako
odkazy.

Prehl’ad obrizkov na vykresoch

Obrazok 1 ukazuje eluény profil nadorového nekrotic-
kého faktora pri elicii zo skla s kontrolovanou velkostou
porov.

Obrazok 2 ukazuje eluény profil nadorového nekrotic-
kého faktora z dietylaminoetylcelulézy.

Obrazok 3 ukazuje eluény profil nadorového nekrotické-
ho faktora z rychlej proteinovej kvapalinovej chromatografie.

Obrézok 4 ukazuje eluény profil nadorového nekrotic-
kého faktora pri chromatofokusécii.

Obrazok 5 ukazuje molekulovit hmotnost’ nadorového
nekrotického faktora podla SDS PAGE gélovej clektroforézy.

Obrézok 6 ukazuje molekulova hmotnost’ naddorového
nekrotického faktora podl'a HPLC elticie.

Obrazok 7 ukazuje eluény profil nadorového nekrotic-
kého faktora z kolény HPLC C4.

Obrazok 8 ilustruje rozdelenie fragmentov nadorového
nekrotického faktora po Stiepeni trypsinom na HPLC.

Obrazok 9 ilustruje cytotoxicky efekt zmesi gama-in-
terferonu s nadorovym nekrotickym faktorom.

Obrazok 10 uvadza nukleotidovii a aminokyselinovil
sekvenciu pre-Fudského nadorového nekrotického faktora
vratane upiného sekretného leader nddorového nekrotické-
ho faktora.

Obrazok 11 ukazuje konstrukciu expresného vektora
nadorového nekrotického faktora.

Prikladu uskuto€nenia vynilezu

Priklad 1
Testy

Specificka u&innost’ nddorového nekrotického faktora sa
stanovuje opisanym modifikovanym testom lyzie buniek (B.

12

Spofford: J. Immunol. 112, 2111 (1974)). Mysie fibroblasto-
vé bunky L-929 (ATCC CCL-929) sa kultivuji v 96 jamkach
misiek s plochym dnom (3040), (Falcon Plastics, Oxford,
Ca., USA) v mnoZstve 30 000 buniek (objem 0,1 ml) na
jamku za pritomnosti 1/pg/ml aktinomycinu D a seridlovo
zried'ovangj testovanej vzorky (0,125 ml). Bunky sa inkubujit
vo vlhkej atmosfére pri teplote 37 °C s 5 % oxidu uhligité¢ho.
Testovana vzorka sa po 18 hodinich odstrani, dosky sa pre-
myju a lyzia buniek sa stanovi vyfarbenim dosiek 0,5 %
roztokom kryStalovej violete v zmesi metanol-voda (1 : 4,
objemové diely). Koncovy bod mikrotitrovacich dosiek bol
stanoveny pomocou pristroja Microelisa autoreader (firmy
Dynatech) zmeranim absorpcie pri 450 nm a transmisie pri
570 nm. Bunky, ktoré boli kultivované len v samotnom kul-
tivatnom médiu, mali 0 % lyziu, bunky, ktoré boli kultivo-
vané s 3M roztokom hydrochloridu guanidinu, mali 100 %
1yziu. Jedna jednotka nddorového nekrotického faktora sa de-
finuje ako také mnoZstvo nadorového nekrotického faktora
(ak je testovany v objeme 0,125 ml), ktoré je potrebné na ly-
ziu 50 % buniek.

Nadorovy nekroticky faktor bol testovany tieZ testom
nekrdzy nadoru in vivo. V struénosti - tento test sa robi tak,
Ze bunky Meth A Sarcoma (5.10° buniek) sa nechaju rast’ v
mysich samiciach CB6F, (BALB/c x C57BL/6)F, potas
siedmich aZ desiatich dni. Vzorka nadorového nekrotického
faktora sa potom poda injek&ne do nadoru. Po 24 hodinach sa
my§$i usmrtia preruSenim ciev, nadory sa odstrdnia a nekréza
sa vyhodnoti histologicky, ako je opisané E. Carswellom a
spol. v Proc. Natl. Acad. USA 72, 3666 az 3670 (1975).

Priklad 2
Vyuzitie PBLs alebo monocytickych bunkovych linii na
syntézu nadorového nekrotického faktora.

V dvojlitrovych gulatych bankach (890 em?) sa v
500 ml média RPMI 1640 (Irvine Scientific, Santa Ana,
Kalifornia, USA), ktoré obsahuje 10 mM HEPES, 0,05 mM
B-merkaptoetanol, 100 jednotiek penicilinu na mililiter, 100
ug streptomycinu na ml a 10 % fetalnebo tefaciebo séra,
necha rast linia Pudskych promyelotickych buniek HL-
-60 s bunkovou hustotou 1.10° buniek na mililiter. Po troch
ditoch pri teplote 37° C, ked’ bunkova hustota stipla na 8 a2
12.10° buniek/ml, sa bunky izoluji odstred’'ovanim pri
1000 G poéas 10 minit, premyji sa dvakrat bezsérovym
médiom RPMI 1640 a prenesu sa do rovnakého opisaného
média v bunkovej hustote 15 aZ 20.10° buniek na mililiter.
Bunky sa kultivuju v dvojlitrovych gulatych bankiach za
pritomnosti 10 ng/ml PMA. Po 16 az 24 hodinach sa bunky
odfiltruja 3 pum filtrom Scalkleen (Pall Trinity Micro Corp.
Cortland. N. Y. USA). Ciry filtrit sa testuje na aktivitu na-
dorového nekrotického faktora, vydisti sa a charakterizuje.
Tymto postupom sa ziska asi 400 jednotiek nadorového
nekrotického faktora na mililiter supernatantu kultivaéného
média.

Pre produkciu nadorového nekrotického faktora sa pou-
Zivaju tiez Pudské periféme krvné monocyty. Krv, z ktorej
boli odstranené krvné dosticky, je mozné dostat’ od americ-
kého &erveného kriza (American Red Gross, Boston, Ma,,
USA). Tato krv sa pouzije do 24 hodin od ziskania. Najskor
sa oddelia monocyty od erytrocytov odstredovanim na Fi-
coll-Hypague gradientoch pri 1000 G potas 30 minut. Ziska-
né bunky sa premyju trikrat solnym roztokom fostatového
pufra. Monocyty od kaZdého darcu boli oddelene kultivované
v dvojlitrovych gulatych bankich v bezsérovom médiu
RPMI 1640 na bunkovd hustotu 2,5.10° bunick na mililiter.
Ku kultire sa prida 1 pg/ml stafylokokového enterotoxinu
B(SEB) a 1 ug/ml rekombinantného tymozinu c.-1. Bunky sa
potom inkubuju vo vlhkej atmosfére pri 37 °C s 10 % oxidu
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uhlititého. Po 24 aZ 72 hodinach, podl'a typu donoru, sa bun-
kové supernatanty izolujui a spracujii sa rovnakym spdsobom
ako supernatanty odvodené od bunkovej linie HL-60. VytaZ-
ky nadorového nekrotického faktora z kultir PBL sa znatne
roznia podla pouZitého indukEného Cinidla. Ak sa k opisa-
nému induk&nému systému prida PMA, zvysi sa cytolyticka
G&innost’ bunkovych supernatantov. Bunkové supernatanty
véak obsahoval tak nadorovy nekroticky faktor, ako aj lym-
fotoxin. Stanovenie nadorového nekrotického faktora alebo
lymfotoxinu v zmesi nadorového nekrotického faktora a lym-
fotoxinu sa robi tak, Ze sa urobi test Iyzie buniek testovanou
vzorkou, ktora bola predtym inkubovana s kralitou neutra-
lizujicou protilatkou na nadorovy nekroticky faktor alebo
lymfotoxin, pritom sa stanovi zvy3kova aktivita v teste lyzie
buniek L-929.

Priklad 3
Chromatografia na sklenenych perlickach s regulovanou
velkost'ou porov.

Aktivita nadorového nekrotického faktora z bunkovej
kultiry sa po ddvkach adsorbuje na sklenenych perlitkach s
regulovanou velkostou porov (&. katalégu GPG 00350, E-
lectro-Nucleonics, Fairfield, NJ, USA) ekvilibrovanym puf-
rom s 10 mM fosfore¢nanom sodnym, pH 8,0 za staleho
mie$ania pri teplote 4 °C. Na 5 litrov média sa pouZije
100 ml sklenenych perli¢iek. Po jednohodinovom mie3ani
sa perli¢ky nechaji usadit’ a supernatant sa dekantuje. Za
teploty miestnosti sa potom perlickami naplni koléna
(5 x 50 cm). Koldna sa premyje pufrom 10 mM fosforec-
nanu sodného, pH 8.0, ktory obsahuje IM chlorid sodny.
Aktivita nadorového nekrotického faktora sa zo sklenenych
perlitiek eluuje 20 % etylénglykolom v pufre 10 nM fosfo-
re¢nanu sodného, pH 8,0, ktory obsahuje 1M chlorid sodny.
Elugny profil supernatantu HL-60 z kolény je uvedeny na
obrazku 1.

Priklad 4
Chromatografia na DEAE celuloze

Fluét z prikladu 3 sa priamo aplikuje na kolénu velko-
sti 2,5 x 20 cm s DEAE celulézou 53 (Whatman) ekvilib-
rovanou 10 mM pufrom fosforetnanu sodného, pH 8,0 a
0,01 % Tweenu 20 pri prietoku priblizne 50 ml/hodinu.
Prietok sa upravi na 100 ml/h. Na kolénu sa nanesie
1,080 ml vzorky so 4,2.10° jednotiek nadorového nekrotic-
kého faktora pri 4 °C. Kolona sa premyje ekvilibratnym
pufrom a eluuje sa stuptiovym gradientom 75 mM, 150 mM
a 500 mM chloridu sodného v 10 mM fosfore¢nanovom
pufre, pH 8,0. Zistuje sa absorbancia eluatu pri 280 nm a
G&innost’ nadorového nekrotického faktora ako funkcie elu-
ovanych frakcii. Vysledky su uvedené na obrazku 2.

Priklad 5
Rychla proteinova kvapalinova chromatografia

Frakcie s aktivitou nidorového nekrotického faktora z
prikladu 4 sa zahustia a dialyzujii sa proti 20 mM Tris-HCl,
pH 8,0 obsahujici 0,01% Tween 20 a 1 mM azid sodny
(pufer A) v bunke Amicon s membranou YM-10 alebo s i-
nou dialyza&nou membréanou s molekulovymi hmotnostami
niz3imi ako je molekulova hmotnost' nadorového nekrotic-
kého faktora. Membrana sa premyje dvakrat pufrom A.
Koléna s perlickami Sepharosy, ktord je substituovand
kvartérnou améniovou skupinou (perlicky s velkostou
9,8 um, koléna 5 x 0,5 cm, (predava sa pod oznaCenim
Mono Q resin firmou Pharmacia), v jednotke rychlej pro-
teinovej kvapalinovej chromatografie (FPLC, fy. Pharma-
cia) s gradientovym programéatorom (GP-250) a dvoma
pumpami (P-500) sa najskér ekvilibruje dialyza¢nymi puf-

rami cez superslucku pri prietoku 1 ml/min., ako je opisané
J. Richeym v American Laboratory, strana 1, oktéber 1982.
Koldna sa naplni spojenymi premyvacimi podielmi s dialy-
za¢nym Kkoncentratom. Koléna sa premyje pufrom A. Po-
tom sa koléna eluuje linedrnym gradientom 40 aZz 75 mM
chloridu sodného v pufre A. Linearny gradient bol napro-
gramovany nasledujiicim sposobom. 0 az 5 minit, ekvilib-
ratny pufor; 5,1 aZ 15 minut, 25 mM chlorid sodny, 15,1 az
25 minit; 40 mM chlorid sodny, 25 az 60 minit; 75 mM
chlorid sodny, 65,1 az 70 minit; 100 mM chlorid sodny, 70
az 80 minut; linearny gradient 100 aZz 1000 mM chloridu
sodného, 80 aZ 90 minit; 100r mM chlorid sodny 90,1 az
110 minat, ekvilibraény pufor. Eludt sa odoberd vo frak-
ciach po dvoch mililitroch. Zistuje sa absorbancia eludtu
pri 280 nm, jeho vodivost a u¢innost’ nadorového nekrotic-
kého faktora. Vysledky su uvedené na obrazku 3.

Priklad 6
Chromatofokusécia

Chromatofokusécia sa robi na koléne Pharmacia Mono
P s velkostou 20 x 0,5 cm systémom FPLC ako v priklade
5. Biologicky aktivna frakcia (pokial' ide o nadorovy nek-
roticky faktor), ktora cluuje ako frakcia 37 az 45 v priklade
5, sa skoncentruje a dialyzuje na bunke ,,Amicon stir cell s
membranou YM-10 proti kolone ekvilibratného pufra, t. j.
0,025M bis-Tris HCI, pH 6,7. Vzorka sa nanesie na kolénu
Mono P pri teplote miestnosti cez supersluéku pri prietoku
jeden mililiter za mindtu. Kolona sa premyva ekvilibra¢-
nym pufrom pokial’ sa absorbancia pri 280 nm nevrati na
zékladnti hodnotu. Potom sa eluuje linedrnym gradientom
pH (kolona sa premyva 7,5 % polypufrom 74 pri pH 4,7
(Pharmacia)). Odoberaju sa frakcie po 1 ml a meria sa ich
absorbancia pri 280 nm a pH. Vysledky si uvedené na ob-
razku 4. Ako je vidno z obrdzka 4, izoelektricky bod na-
dorového nekrotického faktora je asi 5,3.

Priklad 7
Preparativna SDS elektroforéza na polyakrylamidovom géli

Modifiké4ciou postupu podla U. Laemmliho: Nature
227, 680 az 685 (1970) sa pripravia 15 % polyakrylamido-
vé gély (11 x 16 cm) o hribke 1,5 aZ 3,0 mm. Deliace aj
vrstvené gély obsahovali 0,1% SDS a 0,05 % Tween 20.
Dalsie pufry a koncentracia skrizeného naviazaného ¢inidla
boli rovnaké ako pri analytickych SDS-PAGE géloch.
Frakcie s aktivitou nddorového nekrotického faktora z pri-
kladu 5 alebo 6 sa spoja, skoncentruji a dialyzuji proti
6,25 M tris-HCI, pH 7,0, obsahujice 0,005 % SDS na bun-
ke ,,Amicon stir cell“ s membranou YM-10. Po odstraneni
dialyzovaného koncentratu sa membrana premyje trikrdt
malym mnoZstvom vzorky pufra (0,2 % SDS, 0,02 % Twe-
en 20, 30 % glycerol, 0,03 M Tris HCI, pH 6,8, 0,005 sto-
pové farbivo). Dialyzovany koncentrdt a premyté podiely
sa spoja. Celkovy objem je 1 aZ 4 ml. Na dosiahnutie SDS
PAGE redukujicich podmienok sa pripadne prida merkap-
toetanol a vzorka sa nanesie do velkej jamky vo vrstvenom
géli. Malé jamky prilahlé k jamke so vzorkou sa pouZiji
pre oznaenie roznych molekulovych hmotnosti pomocou
fosforylazy a (94 000) hovidzieho sérumalbuminu
(67 000), ovoalbuminu (43 000), uhli¢itanovej anhydrazy
(30 000), inhibitora trypsinu zo séjovych bébov (20 000) a
lyzozomu (14 000). Elektroforéza gélov sa uskutoliiovala
vo vertikilnom elektroforetickom systéme Biorad ochlade-
nom na 12 °C za kon3tantného pridu 20 mM na mm hrib-
ky gélu pokial farbivo nedosiahlo koniec gélu.

Po elektroforéze sa jedna zo sklenenych dosiek odstrani
z gélu. ZaznamenA sa poloha vzorky s danou molekulovou
hmotnostou. Pés, ktory obsahuje aplikovanii vzorku na-
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dorového nekrotického faktora, sa potom rozreze na
0,25 cm sekcie podl'a molekulovych hmotnosti tak, ako sa
zadali proteiny, ktoré boli pouZité ako vzorky. Tieto pasky
gélu sa potom umiestnia do polypropylénovych trubic, kto-
ré obsahuju 1 az 2 ml 10 mM hydrogénuhli¢itanu aménne-
ho 20,01 % Tween 20, pH 8, a nechaja sa eluovat’ 16 hodin
pri teplote 4 °C. Tieto eluaty sa potom testuja na Gtinnost
nadorového nekrotického faktora. Vysledky st uvedené na
obrazku 5. Molekulova hmotnost’ nadorového nekrotického
faktora na SDS géli bola asi 17 000 za redukujticich a nere-
dukujucich podmienok, ¢o naznafujc, Ze ide o molekulu s
jednoduchym ret'azcom.

Protein bez soli a bez latok s nizkou molekulovou
hmotnostou sa izoluje z eludtu paskov gélu nasledujicim
postupom. Pripravia sa malé kolény, ktoré obsahujii 0,2 ml
zivice Sep-pak C18, ktora bola predtym premyté acetonit-
rilom, 1-propanolom, 1 % kyselinou trifludroctovou (TFA)
a destilovanou vodou. Potom sa ekvilibruje 10 mM hydro-
génuhlititanom amonnym obsahujicim 0,01 % Tween 80,
pH 8,0. Eluét z gélu sa nanesie na kolonu. Eluét z kolény sa
spoji. Zivica sa potom premyje priblizne 5 ml destilovancj
vody a 5 ml 0,1 % kyseliny trifludroctovej, ¢im sa odstrania
vol'né aminokyseliny a soli pufra. Nadorovy nekroticky
faktor sa zo Zivice eluuje 1 ml 50 % 1-propanolu v 0,1 %
kyseline trifludroctovej. Zivica sa potom eluuje dalsim 1
ml 50 % 1-propanolu v 1 % kyseline trifluéroctovej, pro-
tein sa vSak obyCajne eluuje uz prvym pufrom. V tomto
stupni dochadza priblizne k 80 % inaktivacii bioaktivity
nadorového nekrotického faktora. Aj ked’ takto ziskany na-
dorovy nekroticky faktor sa mdze pouzit pre sekventni a-
nalyzu, je vyhodné pouZif’ na tento Gcel eluent z HPLC opi-
sanej v priklade 8.

Priklad 8
Vysokotlakova kvapalinové chromatografia

Molekulova hmotnost’ prirodného nadorového nekrotic-
kého faktora sa stanovi vysokotlakovou gélovou chromato-
grafiou. Chromatografia sa robi pri teplote miestnosti na
HPLC koléne (Alltech Associates, Deerfield, 11.USA) s
velkostou 7,5 x 60 mm s gélom TSK 62000 SW. Jeden mi-
liliter vzorky vycistenej podfa prikladu 5, ktory obsahuje pri-
blizne | pg proteinu a 15 600 jednotiek aktivity sa izokratic-
ky eluuje z kolény s gélom pufrom (0,2M fosforetnan sodny,
pH 7,0) pri prietoku 0,5 m1/minutu. Kolona sa kalibruje ho-
vidzim sérumalbuminom (molekulové hmotnost’ 66 000), o-
valbuminom (molekulova hmotnost’ 45 000), hovadzou uhli-
gitanovou anhydrdzou B (molekulova hmotnost 29 000) a
lyzozémom (molekulova hmotnost 14 300). Odoberaji sa
jednomililitrové frakeie, ktoré sa testuju na aktivitu nidoro-
vého nekrotického faktora, eluuji sa v rozsahu molekulovych
hmotnosti 45 000 + 6000 (pozri obrazok 6).

Priklad 9
HPLC na obratenych fazach

Nadorovy nekroticky faktor sa gisti taktiez HPLC na
obratenych fazach na kolénach C4 Synchropak na chro-
matografickom systéme Water Associates, Inc. ako je uz o-
pisané (W. Kohr a spol.: Anal. Biochem. 122, 348 a2 359
(1982)). Maximum proteinov bolo zistené pri 210 nm a pri
280 nm po elucii linearnym gradientom 1 aZ 23 % (obje-
mové percentd) 1-propanol v 0,1% vodnej kyseline triflu-
roctovej podas prvych 15 minat a s 23 az 30 % 1-pro-
panolu v 0,1 % vodnej kyselina triflusroctovej potas dal-
$ich 15 minut pri prietoku jeden mililiter za minitu. Testuje
sa cytolytické aktivita maxim. Vplyvom organickych roz-
pustadiel, ktoré sa pouZivaju pri elacii nadorového nekro-
tického faktora z kolény C4, sa aktivita nadorového nekro-

tického faktora zni¥ila o asi 80 %. Nadorovy nekroticky
faktor, ktory bol vy&isteny podl'a tohto spdsobu, sa vysusi
vo vakuu a portomn sa podrobi aminokyselinovej analyze a
sekvenovaniu. Vysledky si uvedené na obrazku 7. Obrazok
7 ukazuje, e nadorovy nekroticky faktor, ktory sa ziska z
eluentu z prikladu S, obsahuje biologicky neaktivne protei-
nové prisady, ktoré sa eluujii s retenénymi &asmi asi 16 az
19 miniit. Podla kritéria aminoterminélnej sekvencie je
bioaktivny eluent z C4-RP-HPLC v podstate homogénny.

Priklad 10
Ur&enie Ciastoénej sekvencie aminokyselin nadorového
nekrotického faktora

Nadorovy nekroticky faktor sa 3tiepi trypsinom nasle-
dujiicim spdsobom. Homogénny nadorovy faktor z prikladu
9 sa rozpusti, vysui{ a znova rozpusti v pufri (100 mM hyd-
rogénuhli¢itan amoénny, pll 8,0) obsahujiicim 5 hmotn. %
trypsinu TPCK (Worthington Biochemicals), 1 mM CaCl, a
0,1 % Tween 20. Pomer enzymu k substratu je 1 : 20, inku-
bacia prebieha 6 hodin pri 37 °C. Reak&nd zmes sa rozdeli
na peptidové fragmenty na C4 HPLC. Vysledky s uvedené
na obrazku 8. Pozoruje sa celkom 9 fragmentov. Fragmenty
2 a 2 sa eluujii spolone ako maximum, ktoré je na obrazku
8 oznakené T2. Predpoklada sa, ze d’al§ich 10 fragmentov
sa kolénou nezadrzi. Sekvencie aminokyselin neporuSené-
ho nadorového nekrotického faktora z prikladov 8 2 9 a
fragmenty hydrolyzy trypsinom v tomto priklade sa stano-
via automatickou sekvenénou Edmanovou degradédciou mo-
difikovanym pristrojom Beckamm sequencer model 890B o-
patrenym vymrazovadom. Ako nosi¢ v tégliku sa pouZiva
polybrén (1,25 mg). Podla zloZenia aminokyselin neporuse-
nej molekuly je molekulova hmotnost neporufen¢ho né-
dorového faktora 17 000. Toto Cislo je suhlasné s Gdajmi
SDS-PAGE a potvrdzuje nepritomnost’ glykozyléacie.

Priklad 11
Synergické posobenie nadorového nekrotického faktora a
T-interferonu

Na mikrotitrovaciu dosku sa vyseji bunky mySacieho
melanému B16 (Mason Research, Worcester, Ma., USA),
bunkové linia povodu C57B1/6, v mnoZstve 5 000 bunick
na jamku a inkubuju sa 4 hodiny pri teplote 37 °C vo vlh-
kom inkubétore s 5 % oxidu uhlititého pred pridanim lym-
fokinov. Nadorovy nekroticky faktor, ziskany podl'a prikla-
du 1, sa vy&isti HPLC v podstate do homogenity a jeho -
¢innost sa kvantitativne stanovi opisanym testom cytolyzy
buniek L929. Podobne sa vy&isteny rekombinantny mySaci
t-interferon (P. Gray a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80, 5842 az 5846 (1983)) testuje na protivirusovi Gginnost
na EMC-infektovanych L-bunkach (D. Goeddel a spol.:
Nature (Londyn) 287, 411 az 416 (1980)). My3aci t-inter-
feron a TPudsky nadorovy nekroticky faktor sa oddelene
zriedia na zriedenia uvedené na obrazku 10. Do oznatenych
jamiek sa prid najskér gama interferon, potom sa ihned’
prida zriedeny nadorovy nekroticky faktor na konetny ob-
jem 0,2 ml na jamku. Po 72 hodinach inkubécie sa bunky
zafarbia 0,5 % kry3talovou violetou v 20 % metanole. Vy-
sledky si uvedené na obrazku 10. B16 je relativne rezis-
tentny ako na samotny nadorovy nekroticky faktor INF-t; v
déavke 1000 jednotiek/ml nadorového nekrotického faktora
nebola pozorovand Ziadna viditefnd cytolyza. Pridanim
vel'mi malych mno7stiev gama interferénu (takych malych
ako je 5 jednotiek) viak uZ nastala cytolyza.

Priklad 12
Izolacia mRNA
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Celkovd RNA z kultiry buniek HL-60 (4 hodiny po
PMA indukeii) alebo z perifémych krvnych lymfocytov
kultivovanych ako je opisané v priklade 2, sa extrahuje v
podstate podl'a Warda a spol.: J. Virol. 9, 61 (1972). Bunky
sa odstredovanim peletuji a potom sa resuspendujn v
10mM chloridu sodného, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 a
1,5 mM chloridu hore¢natom. Pridanim NP-40 na konednu
koncentraciu 1 % ddjde k lyzii buniek. Jadra sa odstred’o-
vanim peletuji. Superatant obsahuje celkovii RNA, ktora
sa d'alej vy¢isti mnohonasobnou extrakciou fenolom a chlo-
roformom. Vodna faza sa upravi tak, aby bola 0,2M na
chlorid sodny. Celkovd RNA sa vyzraZa pridanim dvoch
objemov etanolu. Z 1 g kultivovanych buniek je typicky
vytaZok asi 6 mg celkovej RNA. Sposobom podl'a H. Avi-
va a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 1403 az 1412
(1972) sa ziska asi 100 pg polyadenylovanej mRNA na oli-
go/dT/celuldze.

Priklad 13
Bunka cDNA

Postupnym pdsobenim rezervnej transkriptazy, Kleno-
wovho fragmentu DNA polymerazy a Sl nukleazy so
7,5 ug poly’/A/" mRNA z prikladu 12 prevedie sa na dvoj-
vlaknovi ¢cDNA (P. Gray a spol. Nature 295, 503 az 508
(1982), M. Wickers a spol.: J. Biol. Chem. 253, 2483 aZ
2495 (1978)). Z polyakrylamidového gélu sa izoluje 80 ng
¢DNA s dizkou vagsou ako 600 parov nukleotidoy.

Na cDNA sa liguje syntetickdi DNA adaptorova sek-
vencia

5" AATTCATGCGTTCTTACAG 3’
3> GTACGCAAGAATGTC S’

Vytvori sa kohezivny koniec EcoRI. Ako je obvyklé
pre odbomnikov, adaptor sa chemicky syntetizuje ako dve
oddelené vidkna, 5’ koniec jedného z vlakien sa fosforyluje
polynukleotid-kinazou a obidve vldkna sa aneluji. Z poly-
akrylamidového gélu sa potom znova izoluje cDNA
(20 ng), ligéciou sa vioZ{ do A gt-10 roztiepen¢ho EcoRI,
zabali sa do fagovych Castic a mnoZi sa v E. coli kmeni
C600 hft (Huynh a spol.: ,Practical Approaches in. Bio-
chemistry*, IRL Press Ltd., Oxford, Anglia, 1984), alebo v
inom znamom kmeni, ktory je vhodny pre mnoZenic lam-
bda fagov. Ziska sa tak banka cDNA s asi 200 000 neza-
vislymi kmeiimi.

Priklad 14
Priprava deoxynukleotidovej sondy pre cDNA nadorového
nekrotického faktora

Na zéklade publikovanej frekvencie pouzivanych kodo-
nov (R. Grantahm a spol.: Nucleic Acids Res. 9, 43 aZ 474
(1981)) vyhodnosti P'udského IFN-t (P. Gray a spol.: Nature
295, 503 az 508 (1982)) a l'udského lymfotoxinu bola zosta-
ven4 hybridizatna sonda DNA so 42 nukleotidmi, zaloZend
na predbeZnej sekvencii aminokyselin trypsinového peptidu
TD-6 (E-T-P-E-G-A-E-K-P-W-Y-E-K) nadorového nekro-
tického faktora. Predbezné sekvencia ma chybu (koncové K by
malo byt P). Naprick tomu tato sekvencia vedie k Gspednej
sonde. Syntetickd sonda ma sekvenciu 5° dGAAAC-
CCCTGAAGGGTGCCAACCCTGGTATGAAAAG 3’ a
syntetizuje sa spdsobom podl'a R. Grea a spol.: Nucl. Acids
Res. 8, 2331 aZ 2348 (1980). Sonda sa fosforvluje posobe-
nim 1°P/ATP a T4 polynukleotid kinizou opisanym spé-
sobom (Goeddel a spol.: Nature 281, 544 (1979)).

Priklad 15
Identifikdcia cDNA klonu, ktory obsahuje sekvencie ko-
dujuce nadorovy nekroticky faktor
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Asi 200 000 rekombinantnych fagov z banky gt 10
¢DNA sa testuje DNA hybridzaciou s pouZitim *P-
-znateného 42-méru z prikladu 14 za nizkoselektivnych
podmienok podla A. Ullricha a spol.: EMBO J. 3, 361 az
364 (1984) (alebo takticz. P. Gray a spol.: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80, 5842 az 5846 (1983), S. Anderson a spol.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 6836 aZ 6842 (1983) a M.
Jaze a spol.: Nucleic Acids Res. 11, 2325 az 2335 (1983)).
Devit roznych klonov sa hybridizuje sondou a vycisti sa
cez jednotlivé plaky. Pomocou mRNA z neindukovanych
buniek HL-60 sa pripravi cDNA zna&end *?P. DNA zo
siedmich z tychto deviatich klonov figov sa nehybridizuje
tymito ,neindukovanymi“ sondami. Su preto povaZované
za kandidatov sekvencii cDNA nadorového nekrotického
faktora. Klon cDNA, ktory obsahuje najvicsi inzert, sa
oznali A 42-4, ktory sa sekvenuje didoxy-spGsobom (A.
Smith: Methods in Enzymology 65, 560 aZ 580 (1980) a F.
Sanger a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463 az
5467 (1977)) po subklonovani do vektora M13mp8 (J.
Messing a spol.: Nucleic Acids Res. 9, 309 az 321 (1981)).

Sekvencia cDNA ziskana z A 42-4 obsahuje plnd ko-
dovaciu oblast maturovaného nadorového nekrotického
faklora a Cast’ jeho signdlneho peptidu. Sprévna orientécia a
Citacia oblast DNA boli odvodené porovnanim so sekven-
ciou aminokyselin trypsinového peptidu T4 nadorového
nekrotického faktora. Valinové skupina na aminovom kon-
ci nadorové¢ho nekrotického faktora je oznacena ako ami-
nokyselina 1. V &itacej oblasti nasleduje 156 d'aldich ami-
nokyselin a terminaény kodén. Vypotitand molekulova
hmotnost’ je 17 356.

Priklad 16
Identifikacia klonu ¢cDNA obsahujiica sekvencie kodujuce
uplny prenadorovy nekroticky faktor

Klon ¢cDNA A 42-4 obsahuje uplni kédujiicu oblast
maturovaného nadorového nekrotického faktora, chyba tam
vSak sekvencia kédujica tplny signalny peptid, ako je
zrejmé z toho, Ze chyba inicialny kodén. Aby sa ziskala
chybajuca sekvenénd informécia, syntetizuje sa chemicky
hexadekanukleotidovy primér dTGGATGTTCGTCCTCC
(doplnkovy k nukleotidom 855 aZ 870, obréazok 10). Tento
primér sa aneluje k mRNA z prikladu 12. Potom sa spdso-
bom podla prikladu 13 syntetizuje cDNA. Spdsobom opi-
sanym v priklade 13 sa pripravi v gt10 nova banka a asi
200 000 klonmi cDNA. Této banka sa testuje hybridizad-
nou analyzou s pouZitim sondy A 42-4 ¢cDNA inzertu zna-
&eného *P. Ziska sa 16 pozitivnych klonov. Najdlhgi z
tychto klonov, A 16-4, obsahuje inzert cDNA, ktory je na 5
strane dlhsi o 337 parov nukleotidov ako inzert A 42-4.
Zlozenie sekvencie ¢cDNA inzertov nadorového nekrotic-
kého faktora A 16-4 (nukleotidy 1 aZ 870) a A 42-4 (nukle-
otidy 337 az 1643) je uvedené na obrazku 10.

Priklad 17
Konstrukcia expresného vektora pre priamu expresiu na-
dorového nekrotického faktora

Postup, ktory bol pouZity pre expresiu sekvencie cDNA
nédorovcho nckrotického faktora ziskanej v priklade 15, je
uvedeny na obrazku 11. Fag A 42-4 z prikladu 15, ktory ob-
sahuje kodujicu sekvenciu iplného maturovaného nadoro-
vého nekrotického faktora a Cast’ idajného sekre&ného lea-
dera nadorového nekrotického faktora, sa rozstiepi posobe-
nim EcoRI. Izoluje sa fragment s priblizne 800 parmi nuk-
leotidov, ktory obsahuje kédujiicu oblast’ nadorového nek-
rotického faktora. Tento fragment sa rozstiepi pdsobenim
Ava I a Hind III. Tzoluje sa fragment so 578 parmi nukleo-
tidov, ktory je na obrazku 11 oznaleny ,,C*. Tento frag-
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ment koduje aminokyseliny 8 az 158 nadorového nekrotic-
kého faktora.

Pripravia sa dva syntetické deoxynukleotidy (na obréz-
ku 11 oznagené ako fragment ,.B“, pozri konstrukcie sek-
vencie adaptoru v priklade 13), ktoré zahmuji kohezivny
koniec Xbal na 5’ konci a kohezivny koniec na 3 konci, i-
niciatny kodén met a kod6ny prvych siedmich aminokyse-
lin na aminovom konci nadorového nekrotického faktora.
Kodény tychto aminokyselin sa vybert na ziklade vyhod-
nosti pre E. coli. Sekvencia AATT proti smeru zadiatoéné-
ho kodénu sa vyberie tak, aby sa patriéne umiestnil zadia-
togny koddn od trp ribozomovej viizbovej sekvencic a aby
v kombindcii s kodénmi aminokyselin eliminovala poten-
ciatnu slutku messenger RNA.

Trojnésobnou ligaciou sa potom segmenty B a C spoja
s derivitom pBR322, ktory obsahuje sekvenciu prométora s
Shine-Dal-gamo sekvenciou trp leader peptidu (curépska
patentova prihlaska & 36 776). Ziska alebo navrhne sa de-
rivat, ktory medzi trp prométorom a Tet® génom obsahuje
jediné miesta Xbal a Hind II1.

Vhodnymi vychodiskovymi vektormi tohto typu su bud’
pLTtrpl (Gray a spol.: Nature 312, 721 az 724 (1984)), ale-
bo ptrpETA (Gray a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81,
2645 aZz 2649 (1984)), aj ked’ mdzu byt z pBR322, trp
promdétora a akychkol'vek Ziaducich syntetickych linkerov
skonitruované aj iné vektory. Tak pBR322, ako aj plazmi-
dy obsahujtice trp prométor si verejne dostupné. Cast’ vy-
braného vektora pBR322 méZe mat deletovany segment
Ava [ - Pvu Il od paru nukleotidu 1424 do 2065, o je v na-
zve plazmidov oznacené ,, XAP“. Hociktory z predchadza-
jacich plazmidov sa rozitiepi sti¢asnym posobenim Xba I a
Hind III. Izoluje sa velky vektorovy fragment. Tento frag-
ment sa spolu s fragmentmi B a C liguje T4 DNA ligdzou.
Ligatnéd zmes sa pouZije na transformaciu E. coli 294
(ATCC 31 446). Vyber sa koldnie, ktoré st rezistentné na
ampicilin. [zoluje sa plazmidova DNA. Plazmidova DNA
sa charakterizuje mapovanim restrikénymi endonukledzami
a sekvenovanim. Izoluje sa tak plazmid pTrpX APTNF, kto-
ry obsahuje inzerty B a C.

Priklad 18
Expresia nadorového nekrotického faktora v E. coli

E. coli ATCC 31 446, ktory bol transformovany
pTNFtrp, sa kultivuje v médiu M9, ktoré obsahuje
20 pg/ml ampicilinu. Kultara sa neché rast do Assy = 0,3.
Prida sa indolyloctova kyselina na kone¢nd koncentraciu 20
pg/mt a kultira sa necha rast do Ass, = 1.10 ml buniek sa
skoncentruje a resuspenduje v sonom roztoku pufrovanom
fosfore¢nanom. Bunky sa sonikuji. Sonikované bunky sa
zriedia pre stanovenie nadorového nekrotického faktora pod-
Ia testu z prikladu 1. Ziska sa tak priblizne 10° jednotiek ak-
tivity na mililiter kultiry. Této Uginnost’ sa neutralizuje pre-
inkubéciou s kraligim protisérom z kralikov imunizovanych
proti 'udskému nadorovému nekrotickému faktoru.

Priklad 19
Expresia nadorového nekrotického faktora v E. coli

Tento spdsob je vyhodnejsi ako spdsob, ktory je uvede-
ny v priklade 18. Hostitel'om na pouZitie uvedenych vekto-
rov je vyhodne nereverzibilny kmeti tonA E. coli. Takéto
kmene st rezistentné na bakteriofagy. Su teda omnoho vy-
hodnejsie pre kultivaciu vo velkom meradle ako kmene di-
voké. Nasleduje opis vhodného spdsobu ziskania takychto
kmeiiov. E. coli W3110 sa transdukuje A :: Tn10, bakterio-
fagom A, ktory obsahuje transponovatelny element Tnl0.
Vznikne tak Tn10 ,hop pool* E. coli W3110 (N. Klecker a
spol.: J. Mol. Biol. 116, 125(1977)).
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E. coli W3110 :: Tnl0 ,,hop pool* sa kultivuje v kul-
tivatnom médiu L pri teplote 37 °C do bunkovej hustoty
asi 1.10° v mililitri. Pol mililitra tejto kultiry sa odstred,
peleta sa suspenduje v 0,2 ml lyzatu A phi80 (alebo T1),
ktory obsahuje 7,0.10° jednotiek tvoriacich plak. Fag sa
neché adsorbovat’ 30 minut pri 37 °C. Této suspenzia sa
potom rozstricka na dosky EMB s tetracyklinom:
15 pg/ml. Po inkubdcii potas noci sa bledoruZové kolonie
prenesi do 3 ml kultivaéného média L, nechaju sa rast
pocas noci pri 37 °C, dvakrit sa premyju a resuspenduju
sa v kultivatnom médiu L. Této kultira sa infektuje bak-
teriofagom Pl kc a fagovy lyzat sa izoluje (J. Miller: ,,Ex-
periment in Molecular Biology*, Cold Sping Harbor La-
boratory, strana 304, 1972).

E. coli AT 982 (¢. 4546, E. coli Genetic Stock Center,
New Haven, Conn., USA) sa tymto spdsobom Gginkom ly-
zatu Pl ke transdukuje na tetracyklinovi rezistenciu. Selek-
cia transformantov sa robi na doskach s kultivaénym mé-
diom L doplnenym o tetracyklin (15 pg/ml) a dap (diami-
nopimelova kyselina, 40 pg/mi). Vysledné transduktanty sa
testujii na tetracyklinovi rezistenciu a regeneraciu dap génu
(dap®, tet®). Transduktanty dap’, tet® sa potom testuju na
rezistenciu phi80 (alebo TI).

Z niekolkych dap”, tet®, phi80 (alebo T1) rezistentnych
kmeilov sa pripravia Pl ke lyzaty. Tieto lyzaty sa pouZijii na
transdukovanie E. coli W3110 na tetracyklinovi rezisten-
ciu. Transduktanty sa testuji a vyberu sa tie, ktoré s re-
zistentné na phi80 (alebo T1).

Z transduktantov W3110 thuA:Tn10- phi80R sa vyberd
tie izolaty, ktoré st citlivé na tetracyklin (S. Naloy a spol.:
J. Bact. 145, 1110 (1981)). Po predisteni cez jednotlivé
kolonie sa skontroluje rezistencia tychto izolidtov na fag
phi80 a citlivost’ na tetracyklin.

Z niekolkych mutantov, ktoré su citlivé na tetracyklin a
rezistentné na fag phi80, sa izoluje DNA. DNA sa rozstiepi
posobenim Sstll. DNA rozstiepena Sstll sa charakterizuje
Southernovym blotovacim postupom s pouZitim réadioak-
tivne oznafene) a pOsobenim Sstll rozitiepenej ::Tnl0
DNA ako sondy. Zisti sa tak, &i doslo k excisii Tn10 (R.
Davis a spol. ,,Advanced Bacterial Genetics®, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1980). Jeden z izolatov citlivych na tet-
racyklin ma stratu dvoch Tnl0 hybridizaénych péasov pri
porovnani s hybridizdciou DNA z :: Tn10 a W3110 fhuA :
: Tn10 phi8OR. Treti hybridizaény pas ma zmenent pohyb-
livost, ¢o znamen4, Ze doslo k delécii spdsobenej nepre-
snym resekovanirn Tnl0.

SDS-gélova elektroforéza vonkajSieho membranového
preparatu z kmefia s nepresnym resekovanim Tn10 ukazala,
Ze pds, o ktorom sa predpokladd, Ze je protein fhuA, mé
zmeneni elektroforetickd pohyblivost’ pri porovnani s di-
vokym typom proteinu fhuA. Vysledny protein nie je funk-
¢ny ako receptorovy protein fagu A phi80. Druhy nezévisly
kmer, ktory mé taktieZ nepresné resekovanie Tnl0, nema
na géli SDA Ziadny protein thuA.

Ziadny z tychto kmeflov nema reverziu rezistencie na
tetracyklin alebo citlivost’ na A phi80, ¢o ukazuje na exis-
tenciu nepresného resekovania celého alebo Casti transpo-
zénu Tnl0 spoloéne s bud’ ¢iastoénou alebo uplnou delé-
ciou génu thuA. Jeden z takychto kmetiov W3110 (NL106)
sa vyhodne pouZiva ako hostitel’ pre tu opisané vektory k-
dujuce nekroticky nadorovy faktor.
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NL106 sa transformuje ptrpXAPTNF a naockuje sa do
10 litrov média s pH 7,4 ktoré ma nasledujlice zloZenie.

zloZka gramov v litre

siran amonny 5,0
hydrogénfosforetnan draselny 6,0
dihydrogénfosfore¢nan sodny 3,0

citran sodny 1,0
L-tryptofan 0,2
NZ amin AS 40
kvasnicovy extrakt 4,0
siran hore¢naty 1.2
glukéza 25,0
zlozka obsah

roztok so stopovymi prvkami (i6ny
Fe, Zn, Co, Mo, Cu, B a Mn) 0,5 ml
tetracyklin 1,0 mg

Ku kultire sa pridava glukéza rychlostou lg/min., len
¢o Assp kultiry dosiahne asi 20. Fermetracia sa robi pri
37 °C poklal Assy nedosiahne 136 (asi 20 hodin). Odstre-
d’'ovanim kultiry sa ziska bunkovd pasta. Potom sa tato
pasta 30 minut extrahuje pri pH 8,0 a za teploty miestnosti
pufrom, ktory obsahuje 1000 nM tris, 10 mM ctyldiamino-
tetraoctovil kyselinu, 1000 mM chlorid sodny, 2000 nM
modovinu a 0,1% P-merkaptoetanol. Extrakt sa zriedi a
testuje ako je uvedené v prikladu 1. V tomto teste bolo zis-
tené, Ze ekvivalent 1 mg nadorového nekrotického faktora
je 1.10® jednotiek aktivity nadorového nekrotického fakto-
ra. Z jedného litra kultiry sa ziskaji aZ asi 2 gramy na-
dorového nekrotického faktora. Sekvenovanie na amino-
vom konci ukazuje, Ze asi od 75 do 86 hmotnostnych % je
(maturovany) nadorovy nckroticky faktor s valylovou sku-
pinou na aminovom konci, zvy3na Cast’ je met-nadorovy
nekroticky faktor. NavySe, okrem vysokych hladin expre-
sie, protein nie je pritomny v refraktilnych telesach ani nie
je toxicky pre bunky, ako bolo preukazané ziskanymi ex-
trémne vysokymi bunkovymi hustotami.

Priklad 20
Konstrukcia a expresia génu mutantného nadorového nek-
rotického faktora

V tomto priklade sa opakuja priklady 17 aZ 18 s tym,
Ze oligonukleotidovy fragment B sa syntetizuje s histidino-
vym kodénom CAT miesto argininového 6 kodénu CGT.
Expresuje sa mutantny nadorovy nekroticky faktor.

Priklad 21
Konstrukcia a expresia iného génu mutantného nadorového
nekrotického faktora

V tomto priklade sa opakuje postup z prikladov 17 az
18 s oligonukleotidovym fragmentom B kodujucom leucin
(CTT) namiesto zvy$ku 2 argininového koddénu. V prvych
pokusoch sa ziska asi 1200 mg aktivity maturovaného na-
dorového nekrotického faktora na liter kultary. V kultare
nebol detekovany neprocesovany nadorovy nekroticky
faktor.

Priklad 22
Konstrukcia vektora kodujiceho spojenie nadorového nek-
rotického faktora so sekvenciou sekre¢ného signélu
Sekvenciu E. coli tepelne stabilného entorotoxinového
génu ATH opisuje Picken a spol.: Infection and Immunity
42(1), 269 az 275 (1983). V tomto priklade sa liguje frag-
ment obsahujici sekreény signal STII a Shine-Dalgamno
sckvencie po vlakne promoétora E. coli alkalickej fosfatazy.
Po signali STII v smere 3" nasleduje synteticky oligonukle-
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otid, ktory obsahuje kodény iniciaénych siedmich amino-
kyselin nadorového nekrotického faktora na aminovom
konci a zvySok kodujucej sekvencie nadorového nekrotic-
kého faktora. V3etky predchadzajiice &asti sa umiestnia do
vektora pBR322.

Plazmid pWMS501 (Picken s spol.: Infection and Im-
munity 42(1), 269 az 275 (1983)) obsahuje gén STIL
pWMS501 sa rozsticpi pdsobenim Xbal a Nsil. Izoluje sa
fragment s priblizne 90 parmi nukleotidov. Tento fragment
by sa mohol syntetizovat’ taktieZ organicky spdsobmi zna-
mymi odbornikom (fragment A).

Plazmid pBR322-Trp, ktory je opisany v priklade 17
(p20kLT), sa rozitiepi pdsobenim Xbal a HindIIl. Izoluje
sa velky vektorovy fragment (fragment B). Tento fragment
obsahuje zatiatok replikacie £. coli a gén prepoZitiavajici
fenotypu ampicilinovii rezistenciu.

Synteticky oligonukleotid sa syntetizuje ako dve vlak-
na. Apelaciou sa ziska nasledujica Struktira (s uvedené
taktieZ precnievajiice konce redtrikénych miest a aminoky-
seliny kédované oligonukleotidmi).

VAL ARG SER SER SER ARG THR
5 GRA CGT TCT TCT TCT CGT ACT ¥
ACGT CAT ACG AGA AGA AGA GCA TGA GGCT
Nsil Aval

Této Struktira je oznalen4 ako fragment C.

Plazmid pTNFtrp z prikladu 18 sa roztiepi pdsobenim
Aval a HindIIl. Izoluje sa fragment Aval - HindIIl (frag-
ment D) s 578 parmi nukleotidov. Tento fragment obsahuje
vietky kodujuice sekvencie nadorového nekrotického fakto-
ra okrem siedmich aminokyselin.

Sekvencia DNA, ktora obsahuje prométor E. coli alka-
lickej fosfatdzy (AP) napojeny na heterologni Shine-
-Dalgarno (S. D) sekvenciu (trp) a ktord ma konce EcoRI a
Xbal, sa skonstruuje nasledujicim spdsobom. Fragment
DNA, ktory obsahuje ¢ast prométora AP, sa izoluje z
plazmidu pHI-1 (H. Inouye a spol.: J. Bacteriol. 146, 668
az 675 (1981)), aj ked’ je moZné pouZit’ akékol'vek prislus-
né zdroje obsahujice promdtor AP DNA. Plazmid pHI-1 sa
rozstiepi posobenim Hpal za vzniku otvoreného plazmidu.
Synteticky EcoRI linker GAATTCGAATTC
CTTAAGCTTAAG sa liguje s plazmidom.

Naviazany plazmid sa rozstiepi nadbytkom EcoRI a
nedostatkom Rsal, &im sa rozstiepia vetky miesta EcoRI a
¢ast’ miest Rsal. Tieto dva stupne, t. j. Stiepenie pdsobenim
EcoRI a posobenim Rsal je lepSie vykonat' postupne ako
sti¢asne. Z tohto EcoRI-Rsal 3tiepenia sa izoluje fragment
so 420 parmi nukleotidov, ktory obsahuje prométor AP.

Sekvencia trp S. D. sa ziska nasledujacim sposobom.
Plazmid alebo organizmus, ktory obsahuje trp prométor
(pIFN-beta 2, D. Leung a spol.: Biotechnology 2, 458 az
464 (1984)), sa rozstiepi posobenim Xbal a Rsal. Izoluje sa
fragment s 30 parmi nukleotidov, ktory obsahuje trp S. D.
sekvenciu. Tento fragment sa liguje s prométorovym frag-
mentom AP so 420 parmi nukleotidov. Ziska sa fragment E
(fragment EcoRI-Xbal) so 450 parmi nukleotidov. Frag-
ment E ma sekvenciu nukleotidov:

EcoRI

GAATTCAAOTICTCOATACTI2ACATAAGOAAA TACAGACAZOAALAARGTOATTOGCT
GAGTTGTTATTTAAGCTTGCCCAAAAAGAAGAA GAGTCGAAAGAAQTGGTGCGOAGOT
AGAAGCTTTGOAGATTATOGTOACGTIARATICTTCGCAATATCGCGOAAALTGACCAA

CAGCGGTTCATTGATCAGGTAGAGRGGBOQCTATACGAGGTAAAGOCCAATECCAGOA
TTCCTGACGACOATACGGAGOTGOTGCACGATTACGTAAAGAAGELATTAALGCATCO
TCGTCAGTAAAAAGTTAATOTTTICAACAGTG TOATAAAGTTGTOAOGGOOGAGACET
ATAGTCGCTTTGTTITTATTITTITAAPGTATTTGTACGCAL GTICARGTAAA
AAGGGTATCTACA
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trpS.D. Xbal

Fragmenty A, B, C a D sa liguju Stvorstupiiovou liga-
ciou. Ligatna zmes sa pouZije na transformaciu E. coli 294.
Transformanty sa identifikuji kultiviciou na doskach LB
obsahujicich ampicilin. Z kolénie transformantov sa izo-
luje plazmid trpSTIITNF. Tento plazmid sa rozitiepi pdso-
benim Xbal a EcoRI. Odstrani sa tak trp prométor. ZvySok
plazmidu sa liguje s fragmentom E (fragment EcoRI-Xbal)
s0 450 parmi nukleotidov, ktory obsahuje E. coli prométor
alkalickej fostatazy. Vysledny plazmid sa nazyva pAPAS-
-TIITNF.

Priklad 23
Expresia a spdsob napojenia nadorového nekrotického
faktora so sekvenciou sekre&ného signdlu

E. coli sa transfektuje plazmidom pAPSTIITNF a po-
tom sa naockuje do 10 litrov média (pH 7,0) s nasledujucim
zloZenim:

zloZky gramov na liter
siran amonny 5,0
hydrogénfosfore¢nan draselny 2,6
dihydrogénfosforeénan sodny 1,3
citran sodny 1,0
chlorid drasciny 1,5
NZ amin AS 5,0
kvasnicovy extrakt 2,0
siran hore¢naty 1,2
glukdza 25,0
roztok so stopovymi prvkami (iony

Fe, Zn, Co, Mo, Cu, B a Mn) 0,5 ml
ampicilin 20,0 mg

Kultivacia sa robi rovnakym spdsobom ako je opisané
v priklade 19 aZ na to, Ze sa kultivécia robi pokial' Assy ne-
dosiahne 140. V tomto okamihu obsahuje kultira asi
400 mg nadorového nekrotického faktora v jednom litri
kultiry. Podla elektroforézy na géloch sa asi 70 aZ
80 hmotn. % tohto mnoZstva ziska ako maturovany protein.
Extrakciou buniek spdsobom podra prikladu 19 (vyuZitim
osmotického $oku buniek) sa ziska pribliZne ta ista aktivita
nadorového nekrotického faktora ako pri extrakeii celych
buniek.

Priklad 24

Konstrukcia a expresia derivatov nadorového nekrotic-
kého faktora

Mutantné derivaty sekvencie aminokyselin nadorového
nekrotického faktora na obrazku 10 sa pripravujii tak, aby
uspokojili aspoti jeden alebo viac z nasledujicich poZiada-
viek: zvyZenie cytolytickej 0&innosti, zvy¥enie &istej diferen-
¢nej cylolytickej G€innosti na nddorové bunky versus nor-
méalne bunky, priprava imunogénov nadorového nekrotické-
ho faktora na ziskanie protilatok proti nadorovému nekrotic-
kému faktoru pre diagnostické pouZitie, priprava unikdtnych
miest pre kovalentnd modifikdciu (napriklad vtedy, ked’ en-
zymové oznatenia s kovalentne naviazané pri priprave dia-
gnostickych &inidiel EMIT alebo ELISA) a zmena fyzikal-
nych vlastnosti nidorového nekrotického faktora, napr. jeho
pohyblivosti, pI a podobnych. Stanovenie Ziadanej Gtinnosti
vybranych derivatov sa robi rutinnym testovanim vhodnymi
testami zndmymi odbornikom.

Nédorovy nekroticky faktor a jeho derivity vyhodne
nezahrnuju tie nadorové nekrotické faktory, ktorych sek-
vencie zodpovedaji sekvencidm neprimatov. Nadorovy
nekroticky faktor a jeho derivaty vyhodne nemaju ani ami-
novy koniec nadorového nekrotického faktora neprimatov,
napr. aminovy koniec desValArg, ktory je charakteristicky
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pre krali¢i nadorovy nekroticky faktor, ani aminovy koniec
génu nadorového nekrotického faktora, ktory ma sekvenciu
Val-Arg-Ser-Arg-Thr-Pro-Ser-Asp-Lys-Pro-Val-Ala-Ser-
-Val-Ala-Asn-Pro-Aln-Ala-Glu-Gly- (Wang a spol.: Scien-
ce 228,149 az 154 (1985)).

Nasledujici spdsob je vieobecne aplikovatelny (podfa
J. Adelmana a spol.: DNA 2(3), 183 aZ 193) na kon3trukciu
a expresiu sekvencii DNA akéhokolvek mutantného na-
dorového nekrotického faktora, ktoré obsahuju tiché muta-
cie alebo ktoré kéduji mutantny nadorovy nekroticky fak-
tor. Na ilustraciu st tu uvedené reprezentativne derivaty:
Arg 32 je zmeneny na histidylovi skupinu (substiticia),
His 73 je vynechany (deletna mutdcia) a na Leu 157 je na-
pojena leucylova skupina (doslo teda k inzercii). Tomu je
viak nutné rozumief tak, e rovnakym spdsobom sa ziska-
vaji dalSie typy mutantov.

Qdbornikom st zname d’al3ie spdsoby, ktoré si vhodné
na tvorbu tichych alebo expresovanych mutdcii v DNA ké-
dujucej nédorovy nekroticky faktor. Napriklad, mutantnd
DNA sa skonitruuje tak, ¢ sa jednoducho chemicky syn-
tetizuje ipina sekvencia alebo sa syntetizuje Cast’ sekvencie
a fragment sa liguje so zvyskom DNA. Chemicka syntéza
DNA je vyhodna vtedy, ak si odbornik Zela pripravit’ mu-
tant priamo bez ziskania DNA kddujiicej nadorovy nekro-
ticky faktor z nadorovych zdrojov. Oby&ajne viak vycho-
diskovd DNA kéduje prirodnd sekvenciu aminokyselin,
vratane ich alelickych variantov. Je potom Ziaduce pripra-
vit' z nich isté mutantné derivaty.

Pri priprave DNA kédujicej mutantné derivaty nadoro-
vého nekrotického faktora je Ziaduce, aby nedodlo k zme-
nam kodoénov, ktoré by umoznili, aby mRNA z nich trans-
kribovana tvorila silné $truktiry so sparovanymi a nespéro-
vanymi oblastami (stem and loop structure). Ak sa podari
vyhnit' tymto Struktiram, mé to oby&ajne za nésledok vys-
Sie vytazky. Z rovnakého dévodu by mali byt pouZité ko-
dony, ktoré st vyhodné pre hostitel’a transformantu.

Vhodnou vychodiskovou DNA je fragment EccRI-
-HindI1I plazmidu pTrpXAPTNF (prikiad 17). Tento frag-
ment sa ziska postupnym 3tiepenim pdsobenim EcoRI a
Hind I, po ktorom sa izoluje fragment obsahujici gén
THF. Tento fragment zahmuje trp prométor a Struktumy
gén pre metionylovy nadorovy nekroticky faktor. Na ziska-
nie jednovlaknovej képie tohto génu vhodnej pre mutage-
nézu sa fragment EcoRI-Hind III klonuje do polylinkero-
vého micsta fagu M13 mp8 RF-DNA (J. Messing a spol..
Gene 19, 269 az 276 (1982), ,,RF* znamena replikativnu
formu fagu, tento fag je komeréne dostupny). Prislusny po-
diel rozitiepenej zmesi EcoRI-IhdIII sa prida k ligagnej re-
akeii, ktora obsahuje 10 ng M13 mp8 RF-DNA, ktory bol
vopred rozitiepeny pésobenim EcoRI a HinlIl. Po dvojho-
dinovej inkubacii pri teplote miestnosti sa ligatna zmes po-
uZije na transforméciu £. coli JIM103 (komer¢ne dostupny
kmefi: je moZné pouZit taktiez kmeii JM101). Transformo-
vané bunky sa vyseji na vrchny agar obsahujici X-GAL
(dibrém-dichlér-indolyl-galaktozid) a IPTG (izopropyltio-
galaktozid). Na izoldciu M13 mp8/TNF RF-DNA minites-
tovacim postupom (Bimboim a Doly: Nucl. Acids Res. 7,
1513 az 1523 (1980)) sa pouZiju bakteridlne kultary (jeden
mililiter) infikované fagom ziskanym z bezfarebnych pla-
kov. Vysledny rekombinantny fag M13 mp8/TNF nesie
kéduijtice vlakno génu nadorového nekrotického faktora.

Pre miestne riadenii mutagenézu sa syntetizuju oligo-
deoxyribunukleotidy (mutagénne oligoméry) so sekvenciou
doplitujiicou 15 baz na niektorej strane mutatnéha miesta,
ako je ukézané v nasledujicich diagramoch. V tychto dia-
gramoch N znamena doplnkové bazy a M znamena nukleo-
vii kyselinu, ktord méa byt vloZena, vynechand alebo sub-
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stituovana. Inzercia alebo delécia sa oby&ajne robia v sku-
pinach po 3. Tym sa udrZi gén po zmene vlakna vo fize.

Pre deléciu: oligomér DNA  (N)is(N)is
vektor DNA (N)1s(M) (N)is

Pre substiticiu:  oligomér DNA N)is(M) (N)is
vektor DNA (N)is(M2) (N)is

Pre inzerciu, oligomér DNA (N)1s(M) (N)is
vektor DNA (N)is (N)is

M, znamena bazu alebo oligomér, ktory nie je dopln-
kovy k baze alebo oligoméru M,. M, tu znamena Ziadani
mutantnd sekvenciu. Oby&ajne sa pripravuji také oligomé-
1y, ktoré sii€asne spdsobuju viac ako jeden typ mutécie.

Oligomérom s opaénym zmyslom pre mutdciu Arg-his
32je: p CAG GAG GGC ATT GGC ATG GCG GTT CAG
CCA CTG-OH.

Oligomérom s opaénym zmyslom pre deléciu His 73 je:
p GTG GGT GAG GAG CAC GGT GGA GGG GCA
GCC-OH.

Oligomérom s opaénym zmyslom pre inzerciu Leu 158
je: p TGT TCG TCC TCC TCA AAG CAG GGC AAT
GAT CCC-OH.

Tieto priméry sa syntetizuji konvenénymi spdsobmi.
Na pouzitie pri mutagenéze sa 10 pmdlov oligomérov alebo
lac priméru 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’ fosforyluje
30 mindt pri 37°C v 10 pl 50 mM Tris-HC] (pH 7.5),
0,] mM EDTA, 10 mM chloridu hore¢natého, 10 mM di-
tiotreitolu a 0,l mM ATP obsahujicich dve jednotky T4
polynukleotid kindzy. Na pouZitie ako sonda (pozri niZie)
sa 2 pmoly syntetickych oligonukleotidov fosforyluji ako
je uvedené aZ na to, Ze sa namiesto 0,) mM ATP pouZije
1 uM ©-**P ATP (Amersham). Specifick4 aktivita je beZne
vyssia ako 5.10° impulzov za minitu na pikomdl oligo-
nukleotidového retazca.

Hybridizicia tak oligoméru, ako lac priméru na jedno-
vlaknové DNA z fagu M13 mp8/TNF nasledovana zvic3e-
nim priméru vedie k tvorbe Ciastone heteroduplexnych
DNA, ktorych jedno vidkno obsahuje mutantnit DNA.

Pri &jastofnej tvorbe heteroduplexu sa jednovlaknova
M13 mp8 TNF DNA (300 ng) zahrieva na 80 °C (dve mi-
niity), 50 °C (paf minat) a pri teplote miestnosti (pat’ minat)
v 20 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,l mM EDTA a 50 mM
chloridu sodného obsahujicich 1 pikomél fosforylovaného
oligoméru alebo priméru (pridané ako rovnaké podiely z ki-
nazovej reakcie). Zvatienie priméru za¢ina pridanim 30 pi
50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,lmM EDTA, 12 mM chloridu
hore&natého, 10 mM ditiotreitolu, 0,7 mM dATP, 0,2 mM
dGTP, 0,2M DTTP a 0,2 mM dCTP obsahujucich 2 jednotky
E. coli DNA polymerazy 1, velky fragment a 20 jednotiek T4
DNA ligazy. Po 30 mindtach pri teplote miestnosti sa reak¢-
na zmes inkubuje Styri hodiny pri 37 °C a potom pri 4 °C po-
as noci. Rovnaké podiely sa extrahuji fenolom. DNA sa
vyzraZa etanolom a rozpusti v 15 pl vody. DNA v tychto
pripadoch sa pouZije na transforméciu £. coli IM103.

lac primer hybridizuje fag v mieste 5° na oligomér.
Predienim priméru sa stabilizuje heteroduplexova $truktd-
ra. Oligomér a primér sa enzymaticky fosforyluji, ¢im u-
moZnia spoju spojujiice retazce DNA T4 DNA ligaze.

Fenolom extrahovand duplexovd DNA z podielu C
(10 pl) sa prida k 10 ul 0,06 M octanu sodného s pH 4,5,
0,6 M chloridu sodného a 0,6 mM chloridu zino&natého ob-
sahujiicich 200 jednotiek S, nukledzy. Po patminitovej in-
kubdcii pri 37 °C sa pridd 5 pg kvasnicovej tRNA. Extra-
kciou fenolom a vyzréZanim etanolom sa izoluju nukleové
kyseliny. 30 ng jednovlaknovej M13 mp8 DNA (asi 10 000
jednotiek tvoriacich plak) s pouZitim rovnakych S; podmie-
nok poskytne menej ako 100 plakov v teste transformécie

DNA, pritom rovnaké mnoZstvo RF-DNA si zachova viac
ako 80 % svojich transformadnych moznosti. DNA, na ktorfi
bolo pdsobené Sy, sa pouZije na transformaciu £. coli IM103.
Vysledny fag sa analyzuje in situ testovanim plakov.

Bakteridlne dosky (s priemerom 15 cm), ktoré obsahuji
niekolko sto plakov rekombinantného faga M13 sa testuji
in situ hybridizaciou plakov (Benton a spol.: Science 196,
180 az 182 (1977)) na povodny i mutogénny genotyp po-
mocou prisludnych znatenych oligomérov na oddelenych
spravach filtrov (asi 10° impulzov za mimitu na filter).
Hybridizacia sa robi potas noci pri 50 °C v 40 % formami-
de, 5 x SSC. Filtre sa premyjli pri 45 °C, 2 x SSC, 0,02 %
dodecylsulfitom sodnym, vysuiia na vzduchu a exponuji
na réntgenovy film pri -70 °C s kontrastnym filtrom.

Aby sa oddelila hybridizacia oligomérov k mutantnému
DNA vlaknu (dplny doplnok) od hybridizacie k vychodis-
kove] DNA je nutné zmenit selektivitu hybridiza¢ného
procesu (zmenou koncentracie SSC). Kazdy mutant ma ind
schopnost’ hybridizacie podl'a povahy a po&tu substituova-
nych, vynechanych alebo vloZenych baz. Napriklad, ak sa
mé stanovit’ muticia jedinej bazy, teda mutdcie malej, s
potrebné vysokoselektivne podmienky, aby sa mohla rozli-
3it mutovana DNA od pdvodnej nemutovanej DNA. Napr.
pri delécii kodénu alebo substiticii 1 aZ 3 baz by mala hyb-
ridizovand sonda byt men$ia ako mutujici sa oligomér.
Takouto typickou sondou je sonda asi 14 a2 20 baz. Uloha
vyhl'addvania mutantnych delécii je ulah&end tym, ak sa na
testovanie straty sekvencie pouZije sonda, ktord obsahuje
alebo tvori delegovant sekvenciu. Ak tato sonda nehybridi-
zuje DNA z vybraného plaku, je mozné z toho vyvodit, Ze
doslo k Ziadanej strate cielovej sekvencie.

Vyberic sa plak, ktory sa hybridizuje znadenym oligo-
mérom a naockuje sa do £. coli IM103. Zo supernatantu sa
pripravi jednovldknovd (ss)DNA. Z bunkovych peliet sa
pripravi dvojvléknova (ds)DNA. ssDNA sa pouzije ako
templéat pre dideoxy-sekvenaciu klonu vyuZitim doplnko-
vych sekvencii M13 univerzalneho priméru alebo syntetic-
kého oligoméru v 3’ mieste mutovanej sekvencie DNA na-
dorového nekrotického faktora. Dideoxy-sekvenovanie
potvrdzuje, Ze izolovany plak obsahuje mutovanid DNA.
Tento fig sa ozna¢i M13 mp8/TNFmtnt.

Fag M13 mp8/TNFmtnt sa roz8tiepi pdsobenim EcoRI
a Hind III. Izoluje sa fragment, ktory kéduje nadorovy nek-
roticky faktor. Pdsobenim EcoRI a Hind IIT sa rozstiepi
pTrpXAPTNEF. Izoluje sa vektorovy fragment. Mutantny
fragment sa potom liguje do vektorového fragmentu. Li-
gatné zmes sa transformuje £. coli W3110, NL106 alebo
294 (ATCC 31 446). Sposobom podra prikladov 18 alebo
19 sa izoluje mutantny nadorovy nekroticky faktor. Dalie
informacie, ktoré sa tykaji M13 mutécie, je mozné ziskat' z
GB patentovej prihlasky 2 130 219A.

Mutanty, ktoré sa pripravuju podla tohto spdsobu, sa
delia do troch tried: substiticie, delécie a inzercie. Delenie
v tychto triedach je uvedené v nasledujicej tabul'ke. Pokial
nie je uvedené inak, ide o mutanty maturovaného nadoro-
vého nekrotického faktora z obrazka 10.

miesto na nadorovom
nekrotickom faktore

typ mutantu reprezentativna
modifikécia na

ozna¢enom mieste

A. Substitucie
1. Modifikacie, ktoré sa tykaju stupfia alebo povahy naboja

1. arg 6 his
2. lys 65 arg
3 pro 20 arg
4, asp 10 his
5. glu 53 thr
6. pln 47 asp
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7. asp 45 gln alebo
asu
8. asn 39 asp
9. asn 34 gln
10. leu 29 asp
11. tyr 115 ile
12. glu116 lys
13. pro 117 thr
14. glu 127 tyr
15. lys 128 his
16. ala 134 tyr
17. glu 135 lys
18. tyr 141 pro
19. -asp 143 ser
20. ala 145 thr
21. glu 146 asn
22. gln149 lys
23, leul20 lys
typ mutantu  miesto na nadorovom  reprezentativna
nekrotickom faktore  modifikacia na

oznadenom mieste

II. Modifikacie, ktoré sa tykaji hydrofilného alebo hydro-
fobneho charakteru

I. leu 57 tyr
2. ser 52 leu
3 val 41 tyr
4. gly 108 phe
5. leu 120 thr
6. ser 133 gly
7. ala 134 thr
8. gly 148 ser
9. val 16 thr

III. Stérické modifikacie (zmeny v objemnosti vedl'ajSicho
ret'azca)

1. leu 63 phe

2. ser 52 tyr

3. ile 58 leun

4. gly 40 ile

5. val 13 phe

6. leu 120 phe

7. ile 146 gly

8. asn 137 glu

9. ile 154 phe
10. ile 155 gly
1. phe 144 ile

B. Inzercie

1. po leu 157 gly gly-COOH
2. medzi Asp 10aLys 1l  his

3. medzi ile 58 a tyr 59 leu

4. medzi Ser 60 a gln 61 lys

5. medzi erg 31 a arg 32 ala

6. medzi gly 121 gly 122 gly

7. pred val 1 imunogénny

polypeptid
8. po leu 157 imunogénny
polypeptid
9. medzi gln 149 aval 150  gly gly
10. medzi ala-1 a val pre-
nadorového nekrotického
faktora lys arg

20

C. Delécie
1. Gly 149
2. lys 112
3. val 1 aZarg 2
4. val l aZpro 8
5. ala22
6. arg 32
7. glu 53
8. alalliaz 112
9. ala 123
10. ile 154
1. glu 127
D. Kombinacie
1. ile 58 leu
leu 57 phe
2. gln 149 delécia
tyr phe
3. lys 112 delécia
glu 115 lys
4. val 1 thr
ala 22 lys
gly 24 asn
ala33 asp
5. tyr 115 phe
glu116 lys
6. inzercia gly medzi gly 121 a gly 122
pridanie gly gly-COOH po leu 157
7. delécia val 1 aZ gly 66 a substitiicia

NH,-Leu Ala Ile Ile Gly Phe Tyr Val Gln Gly-
Ser Glu Ala Phe Asp Leu Tyr Asp Pro Arg Asn-
Ile Glu Ala Ser leu arg Asp Gly Lys Glu Leu-
GIn Phe Val Gly Gly Leu Tyr lle Pro Glu Tyr-
Trp Pro Lys Ala Glu Ala Gly Glu Pro Thr-

8. deléciaala 111
ala 109 gln
leu 120 his
9. asn 19 gln
asn 92 gin
asn 137 ghn

Za povSimnutie stoja mutécie, v ktorych si miesta arg
2, arg 6 (pozri priklady 20 a 21), arg 32 a rag 131, kde do-
chidza k hydrolyze trypsinom, vynechané alebo pozmene-
n¢ tak, Ze potom nie su citlivé na trypsin. To by mohlo pre-
dizit poléas zivota nadorového nekrotického faktora in vi-
vo, pritom sa znizi moZnost fermentatného odstiepenia.
Miesta arg 2 a arg 6 nie st rozhodyjice pre biologicka 0-
Cinnost, pretoZe tato zostane zachovana aj ked’ sa obidve
tieto oblasti odstrania. Ale Stiepenim v miestach arg 32 a
arg 131 sa ucinnost strati. Preto je Ziaduce, aby arg 32
a/alebo arg 131 boli substituované histidinylovou skupinou
alebo, menej vyhodné, skupinou gln. Tym sa odstrani alebo
zniZi vnimavost’ miesta na enzym, ale zostane zachovana
bazicita postranného retazca. Z rovnakého dovodu sa arg
31 substituyje histidinylovou skupinou alebo, menej vy-
hodne, glutaminom. Miesta, v ktorych dochadza k hydroly-
ze pbdsobenim enzymu, st vloZené taktieZ medzi napojenia
polypeptidov a sekvenciou TNF, lebo takto sa ziskaji
miesta, ktoré st predurtené na uvolnenie maturovaného a-
lebo mutovaného nadorového nekrotického faktora. Alebo
si takymi miestami substituované skupiny v leader sekven-
cii pre-nadorového nekrotického faktora. Predpoklada sa,
Ze substiticia asn za asp 45 a expresia v hostitel'skej bunke
(napriklad kvasinkovej alebo cicaviej), kiora je schopna
glykozylacie, vedie ku glykozylovanému nadorovému nek-
rotickému faktoru.
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Priklad 25
Expresia nadorového nekrotického faktora v kvasinkach za
regulécie ADH promotorom

Podl'a postupu opisaného v priklade 17 sa skonStruuje
plazmid TrpXAPTNF aZ na to, Ze p20KLT alebo ptrpETA
(alebo plazmid pBR322) sa rozstiepi skér pdsobenim Eco-
RI a Hind III ako Xba I a Hind III, a Ze sa synteticky frag-
ment B pripravi skor s EcoRI kohezivnym zakon&enim ako
s Xba I kohezivnym zakondenim. Ligaénd zmes sa potom
pouZije na transformaciu E. coli ATCC 31 446. Redtrike-
nou analyzou sa identifikuje plazmid pTNFRI, ktory obsa-
huje DNA kédujucu nadorovy nekroticky faktor naviazani
EcoRI miestami. Plazmid pTNFRI sa izoluje, rozstiepi sa
posobenim EcoRI a izoluje sa fragment T-1, ktory obsahuje
DNA nadorového nekrotického faktora.

Plazmid pFRPn (eurdpsky patent ¢. 60 057A) sa roz-
Stiepi posobenim EcoR1. Na zabranenie recirkulacie sa na
roz8tiepeny plazmid pdsobi alkalickou fosfatazou, pomo-
cou T4 DNA ligazy sa liguje na fragment T1 nédorového
nekrotického faktora. Ligaéna zmes sa pouZije na transfor-
méciu E. coli ATCC 31 446. Koldnie, ktoré si rezistentné
na ampicilin, poskytuji dve série plazmidov s opatnymi o-
rientaciami inzertu T-1, ako bolo stanovené restrikénou a-
nalyzou elektroforézou na agarézovych géloch. Plazmidy z
E. coli transformantov sa vy¢istia a pouZiji na transformaciu
kvasiniek, ktoré maji trpl mutaciu (napriklad kvasinkovy
kmefi RH218, neobmedzene ulozeny v ATCC &. 44 076), na
trp* fenotyp. Bolo zistené, e plazmidy orientované tak, %
za¢iatotny kodén segmentu T-1 je umiestneny vedla frag-
mentu promoétora alkoholdehydrogenazy, transformuju kva-
sinky, ktoré potom expresiou poskytuju nadorovy nekroticky
faktor. Nadorovy nekroticky faktor sa izoluje z extraktov
kvasinkovych transformantov. Stabilita plazmidu pri fer-
mentéaciach vo vic¢Som meradle sa zlepsi tym, Ze sa pouZiva
expresny plazmid obsahujuci dvojmikronovy za&iatok rep-
likacie namiesto pFRPn chromozomalneho zadiatku repli-
kacic (ars 1) a Ze sa pouziva zlugite'ny hostitel'sky kmen (J.
Beggs. Nature 275, 104 a2 109 (1978)).

Priklad 26
Expresia nddorového nekrotického faktora v cicavéich
bunkach

Plazmid pEHER (eurdpsky patent €. 117 060 A) sa roz-
Stiepi posobenim EcoRI. Na rozstiepeny plazmid sa posobi
tePacou érevnou alkalickou fosfatdzou a potom sa liguje do
fragmentu T-1 z prikladu 25. Liga¢na zmes sa pouZije na
transformaciu £. coli ATCC 31 446. Izoluji sa dva plazmi-
dy (oznatené pEHERTHF I a pEHERTNF II), ktoré obsa-
huju DNA nadorového nekrotického faktora s opaénymi o-
rientdciami ako bolo stanovené redtrikénou analyzou na
polyakrylamidovych géloch. Tieto plazmidy sa pouZiji na
transfektovanie a selekciu bunick CHO DHFR-DUX-
-B11,CHO 1 a Ltk

Bunky pletivovej kultiry sa transfektuju zmie$anim
pripraveného 1 pg pEHERTNF I alebo pEHERTNF II s
10 pg krysej DNA v objeme 250 pul, 0,25M CaCl,, potom
sa prikvapka 250 ul pufrovaného solného roztoku HEPES
(280 nM chlorid sodny, 1,5 mM hydrogénfosforeénan sod-
ny, 50 mM HEPES, pH 7,1). Po 30 minttach pri teplote
miestnosti sa roztok pridd k bunkdm pletivovej kultiry,
ktoré sa kultivuju v 60mm plastickych miskach pre pletivo-
vé kultiry. PouZivaji sa bunky CHO 1, CHO DHFR-DUX-
BI11 a Ltk". Misky obsahujii 3 ml kultivaéného média zod-
povedajuce hostitel'skej bunke.

Pre bunky CHO1 a CHO DHFR-DUX-B11 sa ako mé-
dium pouZije médium Ham F-12 (Gibco) doplnené 10 %
telaciecho séra, 100 pg/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomy-
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cinu a 2nM L-glutaminu. Pre bunkovu liniu Ltk™ sa pouZije
Dulbecom modifikované Eaglové médium (DMEM) dopl-
nené ako je uvedené.

Po 3 aZ 16 hodinach sa médium odstrani a bunky sa
premyju 20 % glycerolom v sofnom roztoku pufrovanom
fosforegnanom. Na kazd(i dosku sa prid4 ¢erstvé médium a
bunky sa inkubuju d’alsie dva dni.

Transfektované hostitel'ské bunky sa vybera trypsiniza-
ciou bunky pe 2 diloch kultivacie (trypsinizacia znamend,
Ze sa na bunky posobi 0,5 mg/ml sterilnym trypsinom, kto-
ry obsahuje 0,2 mg/ml etyléndiaminotetraoctovej kyseliny).
Asi 3.10° buniek sa prida k 10 mm doskam s pletivovou
kultirou so selektivnym médiom. Pre bunky DHFR™ sa pri-
pravi médium (F-12 Gibco) bez glycinu, hypoxantinu a ty-
midinu (GHT médium). Pre hostitelské bunky DHFR" sa k
normalnemu kultivatnému médiu pridava metotrexat (100
az 1000 nM). Kontroly sa robia za transfek&nych podmie-
nok bez plazmidu alcbo s plazmidom pFD-11 (eurépsky
patent ¢. 117 060A), ktory obsahuje normalnu DHFR. Ko-
lénie, ktoré vzniknii z buniek expresujicich DHFR plaz-
mid, su zrejmé pocas 1 aZ 2 tyZditov. Identifikuju sa trans-
formanty, ktoré expresuju nadorovy nekroticky faktor.

PATENTOVE NAROKY

1. Spdsob izolacie I'udského nadoru nekrotizujaceho
faktora (TNF) z heterogénnej zmesi s obsahom inych pro-
teinov, vyznac€ujici sa tym, Zepozostava
z tychto krokov:

- aplikacia kompozicie na najmenej jeden silikat, sklo s
kontrolovanou vel'kostou pérov, alkyl sefarézu alebo asti-
ce Zivice s vlastnostou aniénového menia s jednotnou
vel'kostou, na absorpciu l'udského TNF a

- elticia adsorbovaného l'udského TNF.

2. Sposob podla néroku 1, vyznadéujici
sa tym, Zeludsky TNF je cluovany etylénglykolom.

3. Sposob podla naroku 1, vyznacdujici
sa tym, Z¢anién meni€ovou Zivicou je kvartérna a-
mino-substituovana polystyrénova anién menifova Zivica.

4. Ludsky TNF, ktory
a) nie je glykozylovany,

b) ma molekulovii hmotnost asi 17 000 stanoveni pomo-
cou SDS-PAGE,

c) je schopny prednostnej detrukcie alebo zastavenia rastu
nadorovych buniek v porovnani s normalnymi bunkami pri
rovnakych podmienkach,

d) je uplne homogénny podla stanovenia SDS-PAGE,

e) obsahuje

i) poradie aminokyselin uvedené na obr. 10 alebo

it) poradic zvySkov aminokyselin 35 - 66 uvedené na obr.
10, alebo

iii) poradie zvySkov aminokyselin 110-133 uvedené na obr.
10, alebo

iv) poradie aminokyselin Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala
Lys Pro Trp Tyr Glu Pro,

f) ma 3pecificku aktivitu vySSiu ako asi 10 miliénov jedno-
tiek/mg proteinu,

g) je purifikovany na stupeii dostatoény na sekvenovanie
intaktného TNF alebo na trypsinovd hydrolyzu jeho frag-
mentu pomocou Edmanovej degradacie v sekvenatori ami-
nokyselin vybavenom studenymi zachycovacmi a pouZitim
polybrénového nosica.

5. Ludsky TNF podla naroku 4, ktory neobsahuje iné
cytotoxické proteiny.
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6. Ludsky TNF podla naroku 4, ktory neobsahuje
protein patriaci medzi lymfotoxiny, o-globuliny, serin pro-
tedzy a interferon.

7. Ludsky TNF podl'a naroku 4, ktory je v primesi s
fyziologicky prijate’nym pufrom, aminokyselinovej alebo
neiénovej povrchovo aktivnej latky alebo ich zmesi.

8. Ludsky TNF podl'a néroku 4, ktory je lyofilizovany.

9. Zmes s obsahom l'udského TNF podla naroku 4,
ktord obsahuje fyziologicky prijatelni zloZku z bunky nie
Tudského povodu a TNF s poradim aminokyselin uvede-
nych na obr. 10.

10. Zmes podl'a naroku 9, v ktorej fyziologicky prija-
tefnou zloZkou je prokaryoticky protein.

11. Zmes podl'a naroku 9, ktord je vlastne tvorend bun-
kou obsahujucou heterologny Fudsky TNF s poradim ami-
nokyselin uvedenych na obr. 10.

12. Zmes podla naroku 11, v ktorej bunkou je prokary-
otickd alebo niZSia eukaryoticka bunka.

13. Variant TNF podl'a néaroku 4, ktory je schopny
prednostnej dedtrukcie alebo zastavenia rastu nadorovych
buniek v porovnani s normalnymi bunkami pri rovnakych
podmienkach, a ktory obsahuje poradie aminckyselin 1 aZ
157 uvedenych na obr. 10, ale na mieste lokalizovanom v
polohe medzi 35 aZ 66, 110 aZ 133, alebo 150 az 157 zvys-
kov aminokyselin najmenej jedna z aminokyselin je sub-
stituovand, vynechana alebo vloZena.

14. DNA kédujica TNF podl'a narokov 4 aZ 13 uvede-
nd na obr. 10.

15. DNA podrla néroku 14, kde tato DNA je syntetickd.

16. DNA podfa néroku 14 pritomnd v replikovatelnom
vektore.

17. DNA podl'a niroku 16, kde vektorom je plazmid
alebo virus.

18. Bunka transformovand s DNA podla naroku 14 az
17.

19. Farmaceuticky prostriedok na lietenie nadorov,
vyznaéujici sa tym, Ze obsahuje Fudsky
neglykozylovany TNF podl'a néroku 4 az 13 a Pudsky inter-
ferén.

20. Farmaceuticky prostriedok podFa ndroku 19,
vyznadujici sa tym, Ze interferonom je
gama-interferon.

11 vykresov
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