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BEVEZETES

Talan nem jarunk til messze az igazsagtdl, ha azt 4llitjuk, hogy az emberiség

egyik legsiilyosabb, megoldésra var6 probléméja a daganatos betegségek gy6gyitésa.
Az emberek tobbségének tudatdban a "rdk" a haldl képét vetiti el6re. Sajnos nem
teljesen alaptalanul, tekintve a daganatos betegségekben szenved6k magas haldloza-
si arényét.
Eppen ezért szdmitott rendkiviil nagy horderejii eseménynek az 1970-es évek elején
Lloyd Old és munkatirsainak felfedezése. Ugy tiint, hogy az altaluk felfedezett
citokinnel, a tumor nekrézis faktorral egycsapédsra megoldhatévé vélhat a daganat-
terédpia.

A tumor nekrézis faktor-o« ( TNF-x , révidebben: TNF ) az eml&s szervezet bizo-
nyos sejtjei altal termelt tumorsejtpusztité hatdst peptidhormon. Emellett fontos
szerepet jatszik a szervezet virus-, bakterialis és parazitafert6zések elleni védekezé-
sében is. Sajnos pozitiv hatédsait olyan mellékhatdsok kisérik, amelyek taltermel6dé-
se esetén végzetes kimenetelliek lehetnek.

A TNF egy igen bonyolult szabédlyozasi rendszer egyik kulcsszereplgje: egyrészt
eltér6 mennyiségeire a kiilonbdz8 sejttipusok reakciGja széles skdldn mozog, mas-
részt egész sor gént képes szabdlyozni. Koztiik - 6nmaga és sok més fehérje terme-
lésén kiviil - olyan citokinekét is, amelyekkel szinergizél, és amelyek inducerei
lehetnek a TNF-termelésnek, és sok més faktornak is.



IRODALMI ATTEKINTES

A ( TNF ) biolégiai tulajdonsagai nagyon hasonlitanak, sok esetben azonosak
egy maésik citokin, az interleukin-1 tulajdonségaival (35,46,69,83,86,91,113,118,119,
128,146,163). Felfedezésének torténetéhez hozzatartozik az az érdekesség is, hogy
latszélag ellentmondé bioldgiai aktivitdsai ( tumor nekrozis, cachexia ) miatt eleinte
két fehérjeként ( TNF, cachectin ) folytak vele kisérletek (23,65), bar tumorellenes
hatdsa mar sokkal kordbban is ismert volt, anélkiil, hogy magat a TNF-t ismerték
volna (120). Csak az 1980-as években valt nyilvdnvaléva, hogy a tumorsejtek elpusz-
titdsdban és a kronikus bakteridlis vagy virusfertézésben ill. daganatos betegségben
szenved$ péciensek fizikai leépiilésében ( cachexia ) ugyanaz a polipeptid jatszik
fontos szerepet (11,15,17,18,116).

A TNF-t olyan BCG-fert6z6tt egerek szérumdabdl irtdk le el6szor, amelyeket
endotoxinnal ( LPS ) kezeltek. Ezek széruma nekrotizdlt bizonyos tumorsejteket
(23).

A TNF termel6dését eleinte csak makrofagoknak tulajdonitottdk (11,154).
Kés6bb kidertiilt, hogy L-sejtek PMA- ( forbolészter ) és LPS- ( endotoxin ) indukcid
hatésara (30), T-sejtek, B-sejtek és NK- ( neutral killer ) sejtek (40), hizésejtek (58),
granulocitak (38), virusindukciéra a maj Kupffer-sejtjei (20) és sok esetben maguk a
tumorsejtek is (115) termelik. A TNF inducerei k6z6tt nemcsak az endotoxin és a
forbolészterek (1,13,16,23,30,33,38,65), hanem daganatok (10,157), maldria, leishma-
niazis (157), Kala-azar, meningococcus-fert6zés (133), virusok (9,20,55,88), poly I:C
(64), kiilonbo6z6 antigének (58,102), mitogének (111), nem enzimatikusan glikozolalt
fehérjék (162), interleukin-2 (111), interferon-e (88), interferon-B (76), interferon-y
(111) és maga a TNF is (16,78,148) szerepel ( autoamplifikacio ).

Ugyanakkor més 4gensek, mint példdul a glukokortikoidok (60,61,66), proteinkinaz
inhibitorok (55), foszfodiészterdz inhibitorok (61) gétoljak a TNF-termelést.

Miut4dn a human TNF génjét a 80-as években izolaltak, és klénoztak (1,100,109,
110,122,139), lehet6vé valt a fehérje ( 17 kD; 157 aminosav; izoelektromos pontja
5.3 ) nagyobb mennyiségeinek elGallitdsa, tisztitdsa és szerkezetének megallapitasa.



A TNF hérom 17 kD polipeptidldnca - mindegyik egy-egy antiparallel B-szendvicset
és diszulfidhidat tartalmaz (75) - trimert alkot. Az alegységek hidroféb résziikkel
egymds felé fordulva fej-14b illeszkedéssel kapcsolédnak (3,165). Sprang és munka-
tarsai szerint ezek a trimerek djabb dimerekké szervezddnek (147).

Antitumorélis hatdsa miatt (7,47,63,65,101,152) a kl6nozasat kovetd roévid idén
beliil sor keriilt klinikai kipr6béléséra is (8,15,133,149). Tobbnyire az intratumoralis
kezelések (7,47) vagy a kombindlt terdpia interleukin-2-vel ill. interferon-y -val
vezettek biztatébb eredményekre (8,133). Ezeknél a kezeléseknél sokkal alacso-
nyabb dézisokra van sziikség, mint az intravénés vagy intraperitonedlis befecskende-
zéseknél (63), amikor a TNF igen gyorsan ( 6-7 perc a keringési féléletideje ) inakti-
valodik a szervezetben (14, 149). Sajnos a TNF mellékhatdsai - a vorosvértestek
szaménak csokkenése, fehérvérsejtek szdmédnak novekedése, étvagytalansag, szoveti
gyulladédsok (158), 14z, hanyés, tachikardia, faradtsdg (133,149), 1égzészavar, a vér
kéliumszintjének kéros novekedése, a vesetubulusok nekrézisa, vérzések, tiidégyul-
ladés (105), fizikai leépiilés ( cachexia ) (17,18,115), sokk (17), magas vércukor szint
(105,146), agyhértyagyulladds (128) - olyan silyosak, hogy az alkalmazisi
lehet8ségek igen sziik korldtok kozé szorultak annak ellenére, hogy antivirélis
(65,74,80,104,166) és antiparazitikus hatésa is jelent8s (125,140).

In vitro a TNF nemcsak toxikus vagy semleges lehet a sejtvonaltél fiigg6en,
hanem ndvekedési faktorként is hathat (46,77,86,152).

In vivo stimuldlja az angiogenezist (48,49,90), elGsegiti a vérképzést - indu-
kédlva egy vérképz6 faktor (137) és a GM-CSF ( granulocita-monocita kolénia-
stimuldl6 faktor ) termelését (106) - , ill. a vérképzés regenerdl6ddsit a
citosztatikum kezelések utdn (141). Az immunvélasz szabdlyozdséban is szerepet

........

endotél sejtekhez a gyulladdsok teriiletén (119,126). Aktivalja az eozinofil sejteket,
amik elpusztitjak a gyulladast okozo sejteket (140), ill. az endotél sejteket (142), és
részt vesznek az extracelluldris métrix-komponensek lebontdsdban (73).

Molekuléris szinten a TNF igen széles hatdsspektrummal bir. Aktivédlja a
foszfolipdz A2-t, ami az arachidonsav kaszkad elinditdsdval prosztaglandinok és
leukotriének termelddéséhez vezet (20,31,47,79). Indukdlja egyes fehérjék
foszforildlasat (4), a kollagenaz és a proteinkindz C (19,31,89), a trombocita-aktivalo
faktor ( PAF, gyulladés és endotoxin sokk foszfolipid-mediatora ) termelését (21).
Noveli a glukézlebontést (68) és -transzportot (26), a plazma glukagonszintjét és az
aminosavfelvételt patkdny méjban (164). Erésiti az immunvalaszt a T-sejt-
dependens antigénekre (52). Valamilyen medidtoron ( vagy mediatorokon )



keresztiil el6idézi a DNS fragmentdci6jat (134). Gatolja a lipoprotein-lipaz
szintézisét, aminek kovetkeztében csokken a zsirmobilizdcié (12). Csokkenti az
inzulinszekréci6t, ami a vércukorszint emelkedéséhez vezet (146). Gétolja a
kollagénszintézist (10), a fehérjék és lipidek laterdlis diffizi6jat a sejtmembrénban
(150), és egy medidtoron keresztiil az acetil-CoA-karboxilaz és a zsirsavszintetaz
aktivitasat (121,154).

A TNF részt vesz egy sor gén reguldci6jadban transzkripcids szinten valamilyen
mediatoron ( vagy medidtorokon ) keresztiil. G4tolja a zsirmobilizdciéban résztvevd
gének (101,121,154) és a kollagén gén miikodését (144). Gatolja a virusreplikaciot
(166). Aktivélja a kollagenaz és a B-aktin gént, a c-jun, c-fos, c-myc és jun-B onko-
géneket (19,26,91), indukalja egy zinc finger protein (117), egyes novekedési fakto-
rok (21,106,137), az interleukin-1 (34), az interleukin-8 (89) és az interferon-82 ter-
melését (80). Az NF-kB ( sejtmag-faktor ) termelésének indukci6jan keresztiil (24,
68,72) is részt vesz az immunvdlasz szabdlyozasaban (25,72,124). Ugyancsak az NF-
kB-n keresztiil indukélja a HIV-I- ( az AIDS virusa ) expressziot (39,118,127) és az
interleukin-6 termelését (171). Tovabba mas enhancer-elemekre is hatva (137) eddig
még nem azonositott géneket is aktival (89).

A TNF sejtfelszini TNF-specifikus receptorokhoz kot6dik, és az igy alkotott
komplex véltja ki azt a szigndlt, ami azutdn a sejt pusztuldsdhoz, szaporodasgétlasa-
Eleinte feltételezték, hogy a TNF-hatds ardnyos a célsejten 1év3 receptorok szama-
val (2,5), majd kideriilt, hogy ez csak néhdny esetben igaz. Ugyanis olyan sejtek is
rezisztensek TNF-re, amelyek példédul t6bb, mint hdromszor annyi receptort hordoz-
nak, mint a TNF-érzékenyek (159). S6t, a TNF-termels sejteknek is vannak TNF-
specifikus receptoraik, amiket azok endotoxin hatdsira nagyon gyorsan internalizal-
nak (36), ill. a TNF/receptor komplexet internalizdljak, és a sejtek lebontjék a
TNF-t (71).

A sejtek TNF-érzékenysége befolydsolhatd. Bizonyos onkogének ( HER2,
ErbB2, E1 A ) expresszi6ja érzékenyiti a NIH3T3 sejteket, egy masik
onkogéné ( HRAS ) rezisztenssé teszi ezeket (29,70). Adenovirus-fert§zés
érzékenyiti, a virus E3 régi6jar6l 4atir6dé fehérje rezisztenssé teszi a NIH3T3
sejteket (56). PMA ( forbol-mirisztat-acetat ) csokkenti a sejtek érzékenységét. A
proteinkindz C inhibitorai csokkentik, aktivatorai novelik a PMA hatdsét (2,161). A
TNF és/vagy interleukin-1 alacsony doézisokban rezisztenciat valt ki SV80
(60,83,148) HeLa és L132 sejtekben (69). TNF-érzékeny és -rezisztens sejtek fuzidja
utén a heterokarionokban mindig a rezisztencia dominal (112).



In vivo a ciklooxigendz inhibitorok csokkentik a TNF-okozta szimptéméakat (133).
Proteinszintézis inhibitorok ( cikloheximid, aktinomicin D ) érzékenyitik a Balb/c
egereket TNF-re, mig TNF és/vagy interleukin-1 alacsony d6zisai TNF-rezisztenciat
valtanak ki (163).

Bizonyos szinten maga a szervezet is képes védekezni a TNF ellen azaltal, hogy
az uromodulinok - ezek valésziniileg a sejtfelszinrél lehasadt szolubilis TNF-recep-
torok (43,129) - a TNF-hez kot6dve inaktivaljak azt (42,43,44,129,135,153). Bar ez
in vivo még nem bizonyitott.

Ma még nem tisztazott, hogy a TNF-specifikus receptorok felépitésében hany
protein vesz részt, mi a szerepe az egyes fehérjéknek, és mi a kiilonbség az érzékeny
és a rezisztens sejtek receptor-felépitésében. Az eddigi adatok alapjan legal4dbb két
TNF-receptor fehérje tipus van (27,45,51,67,68,85,93). A TNF-receptorok ellen ké-
szitett monoklondlis antitestek TNF-hatast mutattak (43,45,169), egy kivételével,
ami TNF-antagonista (153). Ut6bbi esetében nem tiszt4dzott, hogy a TNF-antagoniz-
mus sztérikus gatlds, konformaciévaltozas vagy més jellegii folyamat eredménye-e.
Mas TNF-receptor fehérjék génjeit mostandban kl6noztak (57,81,92,132), ami lehe-
t6vé teszi részletesebb vizsgalatukat, és kézelebb visz benniinket a TNF hatdsmecha-
nizmusédnak felderitéséhez.



CELKITUZES

Munkénkat a hTNF-x gén izoldl4sa utdn ( T6th Miklés, MTA SZBK, Biokémiai
Intézete, nem publikédt adatok ) 1986. végén kezdtiik. Célkit{izésiinkben az aldbbi
problémékat kivdntuk megoldani, illetve a felmeriilt kérdésekre vélaszt kapni:

1. Laboratériumi koriilmények kozott alacsony koltséggel, nagy mennyiségi
rthTNF-t termeltetni baktériumokkal.

2. Csokkenteni a TNF legsilyosabb mellékhatdsait - azaz novelni a TNF

tumor-specificitdst - genetikai manipulacidk segitségével.

3. Vizsgalni a TNF bioldgiai aktivitdsdt nem toxikus polipeptidekkel torténd
fazi6ja utén.

4. TNF-antagonistat el¢allitani a hTNF-bs! genetikai médositasok atjan.

5. A thTNF-nél hosszabb keringési idejii, de azonos aktivitdsi muteint elgalli-
tani.

6. Megoldani a természetes human TNF nagy mennyiségben t6rténd termelte-
tését emlGs sejtekkel.

7. Elgéllitani a TNF membrankotott formajat génmanipuldciés médszerekkel.

8. Képesek-e TNF-termelésre TNF-érzékeny ( Lgpg ) sejtek transzforméciéval
bejuttatott TNF génr61?

9. Kivélthat6-e TNF-rezisztencia TNF-érzékeny, Lgog sejtekben TNF gén bevi-
telével?

10. Kivalthat6-e TNF-rezisztencia Lgyg sejtekben mutdns TNF gének bevitelé-
vel?

11. Kivalthat6-e a TNF-rezisztencia Lgq sejtekben inaktiv TNF-muteint k6do-
16 gének bevitelével, azaz meghatarozhaté-e deléciés mutansok segitségével a TNF-
rezisztenciaért felelos TNF-szakasz?



ANYAGOK és MODSZEREK

Plazmid-DNS preparalasa (130)

Oldatok

LB (per liter):

10 g Bacto-tripton
5 g Bacto-€éleszt6kivonat
10 g NaCl
pH 7.5
sterilezés autokldvozéssal

LBAp: LB + 50 /ml (végkoncentrdcié) ampicillin

Soll:

Solll:

SolllI:

TE:

50 mM glukéz

25 mM Tris(HCl) pH 8.0
10 mM EDTA

S mg/ml lizozim-klorid

0.2 N NaOH
1.0 % SDS

5.0 M K-acetdt pH 4.8

10 mM Tris(HCl) pH 74
1 mM EDTA pH 8.0



Kompetens baktériumok:
Escherichia coli: DH 1, DH 5, JM 119, XL1 Blue

Plazmid szaporitasa

A plazmidot hordoz6 E. coli térzset 10 ml LB-ben 37 °C-on éjszakan 4t razattuk,
majd a tenyészet 5 ml-ével inditottunk 1 literes kulttrat 37 °C-on éjszakan 4t rdzatva
50g/ml ampicillin jelenlétében 3 literes E.-lombikban.

Sejtfeltaras, plazmidkinyerés

A tenyészetet 4 °C-on 4000 g-vel 20 percig centrifugéltuk, a feliilaszét ledntot-
tik. A sejteket 20 ml Soll-ben szuszpendaltuk, és S percig szobah6n inkubéltuk,
majd 30 ml frissen készitett Solll hozzdadasa utdn lassi mozgatéssal dsszekevertiik,
és 10 percig jégfiird6ben inkubaltuk. Ezt kovetGen 30 ml jéghideg K-acetattal lassi
mozgatéassal osszekevertiik, és 20 percig jégen inkubdltuk. A keletkezett csapadékot
4 °C-on kiiilepitettiik (10.000 g; 10 perc), a feliilisz6t 0.6 térfogat izopropanollal
Osszekeverve 20 percig szobah6n inkubdltuk, majd a csapadékot 10.000 g-vel
szobahdn lecentrifugdltuk. A feliilisz6t ledntve a csapadékot 70 %-os etanollal
mostuk (10.000 g; 10 perc), majd vdkuumban t6rténd széritds utdan 1 ml TE-ben
oldottuk.

Plazmid tisztitasa CsCl gradiensen

A plazmidpreparatumot 0.78 g/ml céziumkloridban 200 pg/ml etidiumbromid
jelenlétében TV86S rotorban 42.000 fordulattal 18 °C-on 24 6rdn 4t centrifugdltuk,
majd a plazmidot UV-fénnyel 1dthatéva téve Eppendorf-csévekbe Gsszegytijtottiik.
Etidiumbromid eltavolitasa, DNS fenolozdsa, kicsapdsa

A plazmidprepardtumhoz azonos térfogat vizzel telitett n-butanolt adtunk, alapo-
san Osszerdztuk, és néhany masodpercig centrifugdltuk. A fels6 - butanol-etidium-



bromid - fézist leszivtuk. A folyamatot addig ismételtiik, amig a butanolos fazis
szintelenné valt.

A céziumkloridot TE-vel szembeni dializissel tavolitottuk el, majd a
plazmidoldatot vele azonos térfogatii fenol:kloroform 1:1 ardnyi keverékével ( fe-
nol - desztillalt, TE-vel telitett, kloroform - kloroform:izo-amilalkohol 24:1 aranyui
keveréke ) alaposan Osszerdztuk, 5 percig centrifugéltuk, a feliiliszét Gj cs6be vittiik,
és a fenti eljarast megismételtiik azonos térfogat kloroformmal.

A feliilisz6hoz 0.1 térfogat 3.0 M-os Na-acetatot, majd két térfogat 96 %-os eta-
nolt adtunk, és 20 percig szobah&n 4llni hagytuk. A DNS-t 10 perces centrifugaléssal
kitilepitettiik, 70 %-os etanollal mostuk, majd vakuumban beszaritva felvettiik 0.5-
1.0 ml TE-ben.

A plazmidtisztits hatékonysagat 1.0 %-os agarézgélen ellendriztiik.

DNS emésztése restrikciés endonukledzokkal (130)

Emészté pufferek
NaCl Tris(HCl)pH7.5 MgCl, DTT
10xL: 0 mM 100 mM 100 mM 10 mM
10XM: 500 mM 100 mM 100 mM 10 mM
10XH: 1000 mM 100 mM 100 mM 10 mM

Az enzimeknek megfelel6 pufferek kivalasztdsdhoz a gyart6 cég ( New England
Biolabs, Amersham, Stratagene, BRC ) Gtmutatésait is figyelembe vettiik.

DNS vagasa

Eppendorf-cs6be az aldbbi anyagokat mértiik:
DNS ( a kivdnt mennyiség TE-ben oldva )
0.1 végtérfogatnyi megfelels 10X puffer
restrikciés enzim
steril deszt. vizzel kiegészitve a vég-
térfogatra

Az elegyet 37 °C-on inkubdltuk, majd a hasitdst agarézgélen ellendriztiik ismert
hossziisdgi DNS-fragmentek ( DNS-marker ) mellett.
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DNS-fragment izolaldsa agaréz gélbdl

A megfeleld fragmentet tartalmazé agar6zcsikot éles szikével kivagtuk a gélbdl,
TE puffert tartalmazé dializdl6 hiivelybe helyeztiik, majd a gélfuttatashoz
hasonl6an, horizontélis tankban a hiivelybe futtattuk a DNS-t; az agar6zcsik végénél
elvigtuk a dial. hiivelyt, a DNS-t pipettdzédssal felszuszpendaltuk, és Epp.-csébe
vittiik. 20-30 percre -20 °C-ra tettiik, majd kiolvasztds utdn 5 percig centrifugéltuk az
esetleges agar6ztormelék eltévolitdsa érdekében. Végiil fenoloztuk, kicsaptuk, és
széritottuk.

DNS-vég médositasa (130)
DNS végjelolés o-32P-ATP-vel

10X NTB: 500 mM Tris(HCl) pH 7.2
100 mM MgSOy4
1mM DTT
500 pg/ml BSA ( marha szérumalbumin )
Jelolés: 104 DNS deszt. vizben oldva
24 2 mM dCTP+dGTP+dTTP
2M 10X NTB
1 egység DNS-polimeréz I Klenow fragmentje ( Klenow fragment )
20 Ci «-32P ATP
deszt. vizzel 20M-re kiegészitve

Fenti elegyet 37 °C-on inkubdltuk 1 éran 4t, majd TE-vel 100 M-re kiegészitve feno-
loztuk, kicsaptuk, széritottuk.

DNS tompa vég eléallitdsa

5X MBB: 150 mM Na-acetat
500 mM NaCl
10 mM ZnCl,
50 % glicerin



Feltoltés 5’ tulnyulé vég esetén

161 DNS deszt. vizben oldva
2f 2 mM dNTP (dCTP+dGTP+dTTP+dATP )
2H 10X NTB
1 egység Klenow fragment

37 °C; 60 perc inkubélés

Vissszavdgas 3 tilnyulé vég esetén

184 DNS deszt. vizben oldva
21 10X NTB

1 egység Klenow fragment
37 °C; 60 perc inkubalés

Visszavagas 5’ tulnyulo vég esetén

164 DNS deszt. vizben oldva
4M 5X MBB

1 egység Mung-Bean nukleédz
37 °C; 10 perc inkubdlas

DNS foszforilalasa

10X KB: 0.5 M Tris(HCl) pH 7.6
0.1 M MgCl,
50 mM DTT
1 mM spermidin
1mM EDTA
Foszforilalds: 50 pmol DNS
10M 10X KB
50 pmol rATP
20 egység T4 polinukleotid kinaz
deszt.vizzel 100p-re kiegészitve
37 °C; 30 perc inkubdlas
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DNS ligalas (130)
10X Lig: 500 mM Tris(HCI) pH 7.4
100 mM MgCl,
10 mM spermidin
1 mg/ml BSA
Ligéalas: 1441 DNS deszt. vizben oldva
2p 10X Lig

2M 10 mM rATP

21100 mM DTT

1 egység T4-DNS-ligdz

12-16 °C; inkubalds éjszakén 4t

E. coli sejtek transzformaldsa plazmid-DNS-sel (62)
Kompetens sejt készités

SOB (per liter): 20 g Bacto-tripton
S g Bacto-éleszt8kivonat
0.5 g NaCl
pH 7.5
autoklavozas
20 ml 1 M MgSOy ( kiilon autoklavozva )

Fagyaszt6oldat: 33 ml 0.1 M MgCl,
7 ml 87 %-os glicerin

Startert készitettiink 10 ml SOB-ben éjszakén 4t térténd rdzatassal 37 °C-on. 0.5
ml starterrel inditottuk 100 ml SOB-ben a tenyésztést 37 °C-on intenziv rdzatdssal
ODgsg=0.5-ig. A sejteket 4 °C-on 10 percig centrifugéltuk 4.000 g-vel. A feliilisz6t
ledntve jégen 50 ml 0 C-0s 0.1 M MgCl,-ban szuszpendaltuk, 4 °C-on 10 percig 4.000
g-vel centrifugéltuk, 50 ml 0 °C-o0s 0.1 M CaCl,-ban szuszpendaltuk, 20 percig jégen
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inkubéltuk, majd 10 percig 4 °C-on 4.000 g-vel centrifugdltuk. A sejteket felvettiik S
ml 0 °C-os fagyaszt6oldatban, és 100p-enként 0 °C-ra el6hitstt Epp.-csévekben -70
°C-on téroltuk felhasznélésig.

Transzformalds

A -70 °C-r6l kivett kompetens sejteket jégen kiolvasztottuk, hozzdadtuk a DNS-t
( kevesebb, mint 500 ng ), 2-3 méasodpercig vortexeltiik, 30 percig jégen inkubéltuk, 2
percig 42 °C-on h&sokkoltuk, majd 2-5 percig ismét jégen inkubéltuk. A sejtekre 900
M LB-t pipettaztunk, 37 C-on razattuk 60 percig, majd 30-40 masodperces
centrifugdlds utdn a feliiliszot eltdvolitva 40-60 4 LB-ben szuszpendéltuk a sejteket,
és 2.2 9% agartartalmi LB Ap lemezre szélesztve 37 °C-on 24 6ran 4t inkubaltuk.

Transzformansok ellendrzése (130)
Plazmid-miniprep készitése, ellenérzés enzimes hasitdassal

A transzforménsokat steril fogpiszkalok segitségével 1.5 ml LB Ap tdpoldatba ( és
LB Ap lemezre ) oltottuk. A tenyészeteket éjszakan 4t 37 °C-on intenziven rézattuk,
majd Epp.-csévekben lecentrifugéltuk ( 1 perc ), és a feliiliszdt leszivtuk. A sejteket
204 SOLI-ben szuszpendaltuk, 5 percig szobah6n inkubaltuk, 100-1004 SOLII-t ad-
tunk a mintdkhoz 6vatosan Gsszekeverve, és jégen 5-10 percig allni hagytuk, majd
100-100p 5 M K-acetéttal dsszekeverve 20 percig jégen inkubdltuk, 10 percig 4 °C-
on centrifugdltuk, a feliilisz6t 4j csdvekbe pipettaztuk, fenoloztuk, kicsaptuk, szari-
tottuk. A csapadékot 104 10pg/ml RN-4zt tartalmazé TE-ben feloldottuk, 3-34-t a
megfelel§ enzimmel emésztettiink, és a fragmentméretet agar6zgélen ellendriztiik.

In situ DNS-hibridizdlas

PHS: 5 ml formamid
1 ml Denhardts
2.5 ml 20X SSC
1.25 ml Na-foszfat-puffer pH 6.5
0.25 ml denaturalt 10 mg/ml csirke DNS
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Denhardts: 20 mg BSA
20 mg fikoll 400
20 mg polivinil-pirrolidin ( PVP)
Deszt. vizzel 2 ml-re kiegészitve

20X SSC (per liter): 175.3 g NaCl
88.2 g Na-citrat
pH 7.0

A transzforménsokat pdrhuzamosan LB Ap lemezekre oltottuk. Az egyik lemezt
leoltés el6tt steril nitrocellul6z filterrel fedtiik. Ejszakén at 37 °C-on inkubaltuk. A
filtert a tenyészetekkel felfelé 0.5 M NaOH-dal &titatott sz{irGpapirra helyeztiik 5
percre, majd 5 percre 0.5 M Tris(HCI) pH 8.0 és 1.5 M NaCl-dal atitatott sz{irGpa-
pirra. Ut6bbit megismételtiik. A filtert szobahdn, majd 80 °C-on 2 6ran 4t vakuum-
ban szaritottuk, azutdn PHS-ben 42 °C-on 2-3 6rdn at razattuk buborékmentes,
leforrasztott nylontasakban ( elGhibridizdldas ). A tasak sarkdt levégva
belepipettaztuk az ox-32P-vel jelolt, 5 perces forraldssal denaturdlt ( 81 bp
hossziisagi) DNS-t, a tasakot djra leforrasztottuk, 5-6 6ran at 65 °C-on rézattuk,
majd 3 x 10 percig 300-300 ml 2x SSC + 0.1 % SDS-sel mostuk 42 °C-on. A filtert
szérit4s utén autoradiograféaltuk.

Klénok TNF-termelésének ellendrzése
Biologiai teszt Lgyg sejteken (131)

A restrikciés emésztés alapjan megfelelének taldlt klénokat 1-1 ml LB Ap-ben
ODg¢(=0.3-ig felndvesztettiik, majd 3 mM végkoncentracioji IPTG-vel ( izopropil-
B-D-tio-galaktopiranozid ) 20 6ran 4t indukéltuk 37 °C-on. A mintédkat ultrahanggal
homogenizaltuk, majd 100M mintat ( 104 mérend6 anyag + 90 DMEM + 5 %
FCS ) 1pg/ml aktinomicin D és 100pg/ml kanamicin jelenlétében 96 lyuki szovette-
nyész-t6 lemezen Lgpg sejtekre ( 3X104 sejt/lyuk 1004 DMEM + S % FCS-ben )
vittiik, 6vatosan pipettdzva Osszekevertiik, 100 -t a kdvetkezd lyukba vittiink, és ezt
8 lyukon keresztiil megismételtiik ( felez higitdsok ). Minimum 24 6ras inkubélas
(37 °C; S % CO, ) utdn mikroszképpal vizsgaltuk a sejtlizist. 1 egységnek tekintet-
tiik azt a TNF-mennyiséget, amely a 96 lyuki szévettenyésztd lemez egy lyukdban
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16v6 3x10% sejt 50 %-4nak lizisét okozza 1pg/ml aktinomicin D jelenlétében 24 6r4s,
37 °C-on t6rténd inkubélés alatt.

Molsuly ellenérzése SDS-PAGE-n (87)

Stacking gél:

Szeparél6 gél :

TGB:

SLB:

1.67 ml 30 % akrilamid ( 29:1 akrilamid:bis akrilamid )
2.5 ml 0.5 M Tris(HCI) pH 6.8
5.7 ml deszt. viz
buborékmentesités vakuummal
3004 10 %-os SDS
100M 10 %-o0s APS ( ammoénium-perszulfat )
10M TEMED

15 ml 30 % akrilamid
7.5 ml 1.5 M Tris(HCI) pH 8.8
7.2 ml deszt. viz
buborékmentesités vakuummal
3004 10 %0-0s SDS

150M 10 %-o0s APS

154 TEMED

25 mM Tris(HCI)
192 mM glicin
0.1 % SDS
pH 8.3

60 mM Tris(HCI) pH 6.8
2 % SDS

10 % glicerin
0.05 % brémfenolkék
5 % 2-merkapto-etanol
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CD (per liter): 455 ml metanol
90 ml 96 % ecetsav
455 ml deszt. viz
2 g Coomassie-kék

DS (per liter): 200 ml metanol
70 ml 96 % ecetsav
730 ml deszt. viz

15 %-os akrilamid gélt készitettiink S %-os staking-gel. A mintdk 40-40 M-ét
lecentrifugéltuk, az tiledéket felvettiik 204 SLB-ben, S percig forraltuk vizfiirdében,
majd felvittiik a gélre. A futtatdst 200-400 V fesziiltség mellett végeztiik mindaddig,
amig a brémfenolkék a szeparal6 gél also széléig futott. A gélt CD-vel festettiik 20
perces réazatéssal 50 °C-on, majd differenciéltuk 3-4-szer 500 ml DS-ben 50 °C-on.

B-galaktozid4dz-teszt (130)

ONPG-oldat: ( per 100 ml )
400 mg ONPG ( o-nitrofenil-B-D-galakto-piranozid )
100 ml Na-foszféat-puffer (pH7.5)

Az ultrahanggal homogenizdlt tenyészeteket Epp.-fugdban 3 percig centrifugal-
tuk, majd a mintdk 50-50 ¥-éhez 200-200p4 ONPG-oldatot adtunk, és néhdny percig
30 °C-on inkubdltuk a sdrga szin megjelenéséig. A reakciét S00 A 1 M NapCO3
hozzdadaséval allitottuk le. ( OD-mérés 420 nm-nél; linearis 0.2 és 0.8 kozott )

TNEF tisztitdsa

FB: 10 mM Tris(HCI) pH 7.6
1 mM MgCl,
S mM merkapto-etanol
0.1 mM EDTA pH 8.0
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AB: 10 mM Tris(HCI) pH 7.8
7 mM merkapto-etanol
0.1 mM EDTA pH 8.0

EB: O.5 M Tris(HCI) pH 7.8
7 mM merkapto-etanol
0.1 mM EDTA pH 8.0
0 - 1.0 M NaCl-gréadiens

A TNF-termeld kl6ént 1000 ml LB Ap-ben 37 °C-on 20 6rés razatassal felnovesz-
tettiik, 4 °C-on 10 percig 4000 g-vel centrifugéltuk, FB-vel mostuk, majd 10 ml FB-
ben ultrahanggal homogenizaltuk, és 30.000 g-vel 4 °C-on 60 percig centrifugdltuk. A
feliilisz6t AB-vel 5-szérosére higitottuk, és 10 ml-es, AB-vel telitett CPG-oszlopra
( meghatérozott pérusméretli iiveggyongy ) vittiik. Az oszlopot 200 ml AB-vel
mostuk, majd 100 ml EB-vel eluédltuk a TNF-t. A frakciék TNF-aktivitdsit Lgog-
sejteken, fehérjemintdzatdt SDS-PAGE-n ellendriztiik. A megfelels tisztasdgi TNF-
frakciok 0.4-0.6 M NaCl-ndl jottek le az oszloprdl. A kivélasztott frakci6kat AB-vel
szemben dializdltuk ( 3x4 I; puffercsere 8 6rdnként ) 5 ml-es, AB-vel telitett
DEAEg»-oszlopra vittiik, 20 ml AB-vel mostuk, majd 0 - 0.15 M KCI ( AB-ben )
gradienssel eluéltuk. A frakcidkat a fent leirt médon Lgyg sejteken és SDS-PAGE-n
ellendriztiik. A 90 % f6lotti tisztasagi TNF 0.06-0.08 M KCl-nél j6tt le az oszloprol,
ami -20 °C-on évekig tarolhat6 aktivitdsa elvesztése nélkiil.

Emlds sejtek transzformdlasa (59)
Tranziens transzformdalds

T-elegy: L2501 2X HEBS pH 6.9
I1. 125p1 DNS deszt. vizben ( 204g DNS )
1254 1 M CaCly

2X HEBS: 280 mM NaCl
50 mM HEPES
1.5 mM Na,HPO4
pH 6.9
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Tripszin ( per liter ): 0.5 g tripszin
0.2g EDTA
PBS-ben ( sterilezés sziréssel )

PBS: 8 g NaCl
0.2 g KCl
1.3 g Na,HPO4 X 2H,0
0.2 g KoHPO4
0.25 ml 1 %-os fenol-voros ( pH-kontroll )

A II.-t nagyon lassan 4tpipettaztuk I.-be, mikdzben a pipettdval buborékoltattuk.
Az igy kapott T-elegyet 20 percig szobah&n inkubéltuk.

A sejteket ( 2X109 sejt/60 mm P.-csésze ) tripszinezés és 0j P.-csészébe vitel utdn
18-24 6raval kétszer mostuk foszfat-pufferelt fizioldgias s6oldattal ( PBS ), ravittiik a
T-elegyet, 30 percig szobah&n inkubéltuk id6nként megmozgatva a csészét; rdmér-
tiink 4.5 ml DMEM + 10 % FCS-t, inkubélas ( 4 h, 37 °C, 5 % CO» ) utén leszivtuk
a feliilasz6t, és 2 ml 10 %-os DMSO-val 2 percig inkubéltuk a sejteket. E sokkolast
kovetben kétszer mostuk PBS-sel, majd S ml DMEM + 10 % FCS-ben inkubdltuk
(37°C; 5 % CO, ) 48 6rén 4t.

Stabil transzformalas

T-elegy: 1. 2504 2X HEBS pH 7.05
II. 125 DNS deszt. vizben ( 8mg DNS )
1254 1 M CaCly

2X HEBS: 280 mM NaCl
50 mM HEPES
1.5 mM Na,HPO,
pH 7.05

A II.-t nagyon lassan 4tpipettaztuk I.-be, mikozben a pipettaval buborékoltattuk.
Az igy kapott T-elegyet 20 percig szobah6n inkubaltuk.

A sejteket ( 2X10° sejt/60 mm P.-csésze ) tripszinezés és (j P-.csészébe vitel utdn
18-24 6réaval kétszer mostuk foszfat-pufferelt fiziol6gids s6oldattal ( PBS ), réavittiik a
T-elegyet, 30 percig szobah6n inkubdltuk id6nként megmozgatva a P.-csészét, majd
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ramértiink 4.5 ml DMEM + 10 % FCS-t, 37 °C-on ( 5 % CO, ) 4 6ran &t
inkubéltuk. Ezutdn leszivtuk a feliildsz6t, és 2 ml 10 %-os DMSO-val 2 percig
inkubéltuk a sejteket. E sokkolast kovetSen kétszer mostuk PBS-sel, majd 5 ml
DMEM + 10 % FCS-ben inkubéltuk ( 37 °C; 5 % CO, ) legalabb 48 6ran 4t.

Sejtmembran preparalas (96)

NAP: 10 mM Na-foszfét puffer (pH 7.4 )
1 mM MgCl,
30 mM NaCl
1mM DTT
0.005 mM PMSF ( fenil-metil-szulfonil-fluorid )
0.02 % NaN3
Spg DN-4z

1. A sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd 28 ml jég hideg NAP-pufferben jégen
Dounce-homogenizéltuk. fgy a sejtek szétestek, a sejtmagok azonban nem. A homo-
genatumot 10 ml sterilre sziirt, 41 %-os szachar6zoldatra rétegeztiik, és SW28 rotor-
ban 25000 fordulattal, 60 percig, 4 °C-on centrifugéltuk, aminek eredményeként 4
frakci6 alakult ki: 1.( legfels6 ): citoszol NAP pufferben, 2.( interfazis ): sejt-
membrén frakcié, 3.: szachar6z, 4.( pellet ): sejtmag frakci6 és az épen maradt
sejtek.

2. Az interfazist ( membrdnfrakcié ) leszivtuk, 3 térfogat NAP pufferrel higitot-
tuk, és 2 ml 41 %-os szacharézra rétegezve SW41 rotorban 30000 fordulattal, 20
per-cig, 4 °C-on centrifugéltuk. Az interféazissal a 2. pontban leirtakat megismételtiik.

3. Az interfazist leszivtuk, és egy részét azonnal vizsgaltuk TNF-re, més részét 40
pl-es aliquotokban -80 °C-on téroltuk felhasznéldsig ( Méréseink alapjan 4 hétnél
hosszabb ideig is eltarthaté a TNF-aktivitds csokkenése nélkiil ).

Szelekcié neomicin-rezisztenciara
A neomicin-rezisztencidért felelds plazmiddal (pAGg) torténd transzformalds

utan 48 ordval a sejteket 14 napig 300 mg/ml G418-at tartalmazé tépoldatban
tenyésztettiik. A tlé16 kol6nidk neomicin-rezisztensek voltak.
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Szelekci6é TNF-rezisztencidara

Az egyes neomicin-rezisztens klénokbdl 3x104 sejtet 96 lyuka szovettenyésztd
lemez lyukaiba vittiink. 37 °C-on ( 5 % CO, ) éjszakén 4t inkubéltuk 20044 DMEM
+ 10 % FCS-ben, majd a feliilisz6t eltavolitottuk, és a sejtekre 2004 DMEM + 10
% FCS-ben 10 egység TNF-t és 200 ng aktinomicin D-t adtunk. A tenyészeteket 24
6ran 4t 37 °C-on (5 % CO, ) inkubéltuk, majd mikroszk6ppal vizsgaltuk a sejtlizist.
TNF-rezisztensnek azt a klont tekintettiik, amelynek sejtjeinél nem tapasztaltunk
lizist.
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Felhasznalt plazmidok

pAT;53, pUcyg, pUcyg, pBluescript Ks+,

pTNF - ( Készitette Toth Mikl6s ) a human TNF-« gén pAT53 EcoRI helyére
beépitve ( 1asd: 3. &bra ),

pD2 - ( Készitette Kdlman Mikl6s; MTA SZBK ) a thTNF 5’ végi szintetikus
fragmentje pUcg EcoRI-Xbal helyére beépitve ( 14sd: 3. dbra ),

pUSE4 - ( Készitette Gyuris Jend; MTA SZBK ) az SV40 enhancerének 100-
196 fragmentje Xhol linkerekkel pUcqg Sall helyére beépitve ( 1asd: 12. abra ),

pPERy/1/8 - ( Készitették Lukacsovich Tamdas és munkatarsai; MTA SZBK )
pBR3y5-alapi prokari6ta expressziés vektor, amely egy IPTG-indukélhato
riboszomélis promoétert, egy polylinkert és egy terminétor szekvencidt hordoz ( lasd:
3. 4bra),

pLH4 - ( Készitették Lukdcsovich Tamds és munkatédrsai; MTA SZBK )
pBR355-alapi prokaridta expresszis vektor, amely egy IPTG-indukélhat6 riboszo-
malis promoétert, az E. coli B-galaktoziddz «-peptidjének kodjét, egy polylinkert és
két termindtor szekvenciat hordoz ( lasd: 8. dbra ),

A kl6nozési munkak megkonnyitésére az aldbbi konstrukcidkat készitettiik:

PKspLA - pBluescriptKs+ Xbal-EcoRI fragmentjét deletéltattuk a polylinker-
bél, és HindIIl helyére beépitettiik a kordbban pLH4 polylinkerébe Pstl-BamHI
helyre kl6nozott SV40 poly A régiét ( 1asd: 12. dbra ),

pUTs - a rthTNF gén Xbal-EcoRI fragmentje pUcg Xbal-EcoRI helyére
beépitve ( 1asd: 7. dbra ),

pUHII - a rhTNF gén Hincll fragmentje pUcqg Hincll helyére beépitve ( lasd:
15. dbra ),

pIAIX - a h'TNF génbe beépitettiik a Xbal helyet a rhTNF génbdl. Ennek ered-
ményeként a hTNF gén III. és IV. exonja egybeépitésével a 3. intron deletdlt.
(lasd: 16. dbra ).
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KISERLETI RESZ

A rekombindans humén TNF-« gén ( rhTNF ) kl6nozésa
prokariéta expressziés vektorba

A thTNF moédositdsat génjének atalakitasan keresztiil kivantuk megvalésitani. A
huméin TNF«x ( h'TNF ) gént T6th Mikl6s izoldlta humén génbankbdl, és épitette be
pAT;53 plazmidba EcoRI helyre ( pTNF; 3. dbra ).

A gén négy exonjat hdrom intron szakitja meg. Az ugynevezett érett TNF-t ( 17
kD, szolubilis forma ) a II. exon vége és a II1., IV. exon kédolja ( 1.4bra ).
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1. 4bra: A human TNF-« gén szerkezete ( polyA régid nélkil )
A vastagitdsok az exonokat ( 26 kD TNF ), ezen beliil a sotét vastagitdsok a szolubilis forma (17 kD
TNF ) k6dol6 szekvenciit ( II. exon vége, II1. és IV. exon ) reprezentaljak.
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Mivel a gén ebben a formédban nem expresszéltathat6 baktériumban, megfelels
atalakitasokat kellett végrehajtanunk rajta.

Az érett hTNF-t k6dol6 szakasz intronjainak kiiktatasa érdekében egy 125 bazis-
pér ( bp ) hosszisagi DNS-fragmentet szintetizaltattunk (Kalmén Mikl6s, SZBK,
Genetikai Intézet), amely hordozza a thTNF N-terminélis 33 aminosavénak kodjat.
A thTNF kédja egy metionin kodonnal kezdddik, és ezenkiviil két bazispart megval-
toztattunk uj restrikciés hasitéhelyek kialakitdsahoz tgy, hogy az eredeti aminosav-
sorrend nem véltozott ( 2.4bra ). ( A fragmentet pUcyg Xbal-EcoRI helyére beépit-
ve kaptuk pD2 jelzéssel.)

Xbal
tctagatcg ATG GTC AGA TCA TCT TCT AGA ACC CCG AGT GAC AAG CCT
Pstl
Pvull

GTA GCC CAT GTT GTA GCA AAC CCT CAA GCT GAG GGG CAG CTIG

CAG TGG CTG AAC CGC CGGgccececeggacggegacggegacggaatt

2. 4dbra: A szintetikus rhTNF gén-szakasz bazisszekvencidja
A megviltoztatott bazisokat aldhuzéssal jeloltik, és feltintettitk az 0j restrikcidés enzim felismershelye-
ket. A nagy betiikkel szedett szakasz a rhTNF N-terminélis 33 aminosavat kédolja.

A pD2 plazmidot Mspl és HindlIII enzimekkel hasitottuk, és izolaltuk a megfelel6
fragmentet ( 125 bp ), ami tartalmazta a thTNF gén S’ végi 96 bazisparjét ( az N-ter-
minélis 32 aminosavédnak kédja ). A pTNF plazmidot Mspl-gyel vagtuk, és izolaltuk
a 758 bp hosszisdgi fragmentet, ami a thTNF gén fennmaradé 378 bézisparjét hor-
dozta a transzlé4cids stop szignéllal és 220 bp 3 flanking régi6val ( a fennmaradé 160
bézisparos szakasz a pUcyg-bdl szdrmazik ). A fragmenteket tisztitottuk, és Gssze-
ligéltuk. A ligdlds hatékonysdgédt 1.4 %-os agarézgélen ellendriztiik, majd tisztitds
utén Sall és EcoRI enzimekkel emésztettiik. A teljes thTNF-t k6dol6 722 bp-os frag-
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mentet izolaltuk, és pAT;53 Sall-EcoRI helyére ligaltuk, majd DH-I kompetens sej-
tekbe transzforméltuk a Clal-EcoRI fragment felszaporitadsahoz.

A transzforménsok koziil 96-ot vizsgdltunk enzimes hasit4ssal. Az els§ sz{irést
Sall-EcoRI emésztéssel végeztiik, majd a pozitiv plazmidokat Clal-HindIII és végiil
Mspl végéssal ellendriztiik. Az igy kapott kl6nok koziil a tovabbi munkat a pTsg
jeltivel végeztiik.

A plazmidot céziumklorid gréddiensen tisztitottuk, majd Clal-EcoRI enzimekkel
kivdgtuk a thTNF gént, és pER,3VI/g jelii prokari6ta expresszi6s vektor (95) Clal-
EcoRI helyére épitettiik be. A vektor egy IPTG-indukélhat6 riboszomalis prométert
( lac operétor ), egy polylinkert és két terminator szekvencidt hordoz, ami lehet6vé
teszi a polylinkerbe klénozott prokariéta vagy prokariota jellegii gének expresszidjat
E. coliban ( 3. dbra ).

A transzformansok ( 324 telep ) elss sz{irését in situ DNS-hibridiz4ci6 médszeré-
vel végeztiik. Prébaként a pD2 plazmid Mspl-Xbal 81 bp-os Xbal végen «-32P-ATP-
vel jelolt fragmentjét hasznaltuk. Negativ kontroll a pATy 53, pozitiv a pTs¢ plazmid
volt ( 1. kép ).

A pozitiv, pTo4¢ plazmidot hordoz6 torzsbdl plazmidot preparéltunk, és Clal-
EcoRlI, Clal-HindIIl valamint Clal-Xbal emésztésekkel ellenériztiik a TNF gén
beépiilését a vektorba.

A rhTNF gén expresszidja E. coli sejtekben

A pTpye plazmidot hordoz6 kl6nt 1-1 ml LB 5 p-be oltottuk, és ODsg=0.3-ndl
on intenziven rdzatva. Kontrollként a DH-I, PER,3VI/g, pD2 és a pTsg jelii torzset
ugyanigy kezeltiik.

A tenyészetek 500-500 MA-€t ultrahanggal homogenizéltuk, és Lgog sejteken tesz-
teltiik a TNF-termelést. Az eredményeket az 1. tdbldzat szemlélteti.

A tenyészetekbdl 50-50 M-t lecentrifugaltunk, és SLB-ben felvéve S perces forra-
las utdn 15 %-os SDS-PAGE-n ellendriztiik az Uj fehérje megjelenését. A pToyq
plazmidot ill. az expressziés vektort hordozé klénok fehérjemintdzatai a 2. képen
lathatok.
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& M
ClaI cla I
Ava I QS % (Ava I/Bal I)
— Klenow fr.
L Hind III
| Hind III ) — EccR I
— EcoR I
\_/ \_/
P46 plABZ

4. dbra: 87 bazispéros delécio létrehozasa a thTNF gén 5 vége kozelében
A pToy4s plazmidot Aval és Ball enzimekkel emésztettitk ( a vagési helyeket aldhtizassal jeloltik ), a
tilnytlé Aval véget Klenow fragmenttel feltoltottik, és az igy kapott tompa végeket ( blunt end ) dssze-
ligaltuk.

b. Delécidk az N-terminélist k6dol6 génszakaszt6l down-stream

A pThye plazmidot Pvull enzimmel részlegesen emésztettiik, majd ligazzal zar-
tuk ( A thTNF génben harom Pvull hasitéhely van ). A transzforménsok kozott
mindhdrom varhaté varidnst sikeriilt megtaldlnunk: pTPD1, amelybsl az 1. és 2.
Pvull hely ko6zotti 66 bazispar, pTPD2, amelybdl az 1. és 3. Pvull hely kozotti 300
béazispdr, ill. pTPD3, amelybdl a 2. és 3. Pvull hely kozotti 234 bézispar deletalt ( S.
ébra ), azaz sorrendben 22, 100 ill. 78 aminosav a TNF-bdl.
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— EcoR I
,Hind III :]
——Sal I
Cla I
Msp I s]
EcoR 1 Msp 1 Fsp I o)
Hind III
EcoR I Msp I
ﬂ(
— Hind III
\_/ \ /  EcoRI
PDZ Ligase PTNF
13
EcoR I
— ZCcoR I
— EcoR I ISal T — Hind III
EcoR I k
M Sal I
Cla T
—='0a I
Cla I
EcoR I 11
\_/
pAls3
Cla1I
/Cla T
J CcoR I
— Hind III
— EcoR I
— Hind III
\_/
P26

3.4bra: A rhTNF-o(gén klonozasénak vézlata ,
A pD2 plazmidbél Mspl-HindIII-emésztéssel kivagtuk a thTNF gén 5 végét hordozé szakaszt, osszeli-
géltuk a gén fennmaradé részét k6dol6 fragmenttel, amit a pTNF plazmidb6l Mspl-EcoRI emésztéssel
vagtunk ki, és Sall-EcoRI-gyel hasitva a ligdtumot (a rhTNF gén teljes szekvencidjat hordozza ),
PAT;s3 Sall-EcoRI helyére épitettitk be, majd Clal-EcoRI helyekkel klonoztuk az expresszios vektor-
ba. ( A vastagitasok a kivagando ill. beépitett fragmenteket jelolik. )
Roviditések: P.: rrnB promoter, O.: lac operator, T1,T2: terminécids szignél
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1. kép: Az in situ DNS-hibridizci6 autoradiografias képe.
A: pozitiv kontroll (pTsg), B: negativ kontroll (pAT53), nyil: pToye

Tenyészet IPTG Sejtpusztulds TNF-konc.
(egység/ml)
pTo46 — 443221000000 104
pTou6 + 444444444332 2x106
pEﬁ23VI/8 — 000000000000 nem mérhetd
PER>»3VI/g + 000000000000 nem mérhets
pD2 — 000000000000 nem mérhetd
pD2 + 000000000000 nem mérhetd
pTsq — 000000000000 nem mérhets
pTg + 000000000000 nem mgrhetd
standard 443210000000 10
1. tablazat: A pToyg jeld torzs biolégiai TNF-tesztje

Lgpg ( egér fibroblaszt ) sejteken IPTG-indukci6 nélkiil a—) ill. indukciét kovetSen (+). 4: teljes, 3: 75
%-0s, 2: 50 %-0s, 1: 25 %-os sejtpusztulds. A standard 107 egység/ml kereskedelmi rhTNF. A kontroll
torzsek ( az expresszi6s vektor: pER»3VI/g, a pD2 plazmid ) nem hordozzdk a rhTNF gént, vagy a
gén nem expresszi6s vektorban van ( pTsq ), ezért nem fejezGdhet ki. ( A konnyebb érthetdség
érdekében a baktériumtdrzseket az altaluk hordozott plazmid nevével jeloltiik )
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2.kép: A rhTNF gén expresszidja E. coliban.
1,2: pER3VI/g; 3,4,5:pTous; 6, 7: pBR3y. ("+": 3 mM IPTG-vel indukalt, "-": nem indukalt ).
A megjelent 4] fehérjét nyillal, a baktériumtorzseket az 4ltaluk hordozott plazmid nevével jeloltiik.

A rhTNF tisztitasa

A pTp46 plazmidot hordoz6 torzsbdl kiszelektaltunk egy olyan kl6nt, amely elve-
szitette IPTG-indukalhat6sdgét, azonban konstitutiv termelése olyan magas maradt,
mint kordbban indukciét kovetden. Az uj klént felszaporitottuk 12 literre, 0sszegyfij-
tottiik ( 4.000 g, 4 °C, 25 perc ), mostuk 2 1 AB-vel ( 4.000 g, 4 °C, 25 perc ), 50 ml
FB-ben ultrahanggal homogenizéltuk. ( Ett6l a tisztitdsi f4zist6l kezdve minden
1épésnél mintét vettiink, amit a kés6bbiekben SDS-PAGE-n ill. Lgyg sejteken tesz-
teltiink fehérjemintézatra ill. TNF-aktivitdsra ). A sejttormeléket 30.000 g-vel ( 4 °C,
60 perc ) leiilepitettiik. Az igy nyert homogenatumot AB-vel 300 ml-re kiegészitet-
tiikk, és 100 ml-es CPG-oszlopra vittiikk, amelyen a TNF-aktivitds megkotddott. A
nem kot6do fehérjéket 1.000 ml AB-vel tavolitottuk el az oszloprdl, majd a fehérjén-
ket 500 ml EB-vel eludltuk 5 ml-es frakcidkat szedve. A TNF-aktivitdst mutatd
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fehérje 0.3-0.8 M NaCl-nél jott le az oszloprél. A megfeleld tisztasagi frakcidkat
(0.4-0.6 M NaCl-nél eludl6dtak ) 6sszegyiijtottiik ( 80-100 ml ), és kétszer 4 1 AB-vel
szemben dializaltuk, majd 50 ml-es DEAEg>-oszlopra vittiik, amelyr6l 200 ml AB-
vel eludltuk a nem k6t6d6 fehérjéket, és 250 ml AB + 0-0.15 M KCl-gradienssel a
TNF-aktivitdst mutat6 fehérjét, amely 0.05-0.10 M KCl-nél j6tt le. A hasonlé tiszta-
sdgi frakcidkat osszegytijtve ( 0.06-0.08 M KCl ko6z6tt eludlédtak ), mintegy 20-30 ml
90 %-nél nagyobb tisztasdgi 17.000 D-os fehérjét nyertiink, amely a biolégiai tesztek
alapjan thTNF-nek bizonyult. ( Az in vivo 4llatkisérleteket a SZOTE Kisérleti Sebé-
szeti Klinik4jan Nagy Sdndor és munkatérsai végezték. ) A prepardtum aktivitdsa
Lgyg sejteken mérve 5x107 egység/ml, fehérje koncentrécidja 2.5 mg/ml volt.

A rhTNF médositasa

A thTNF a kezelésekhez sziikséges dézisban silyos kovetkezményekkel jaréd
mellékhatdsai miatt nem alkalmas daganatterdpids célokra, bar az esetek kis hanya-
daban megoldast jelenthet az intratumordlis TNF-kezelés, amikoris az alkalmazott
TNF-dozis a szervezet egészét tekintve a letdlis alatt marad (7,8,47,133). Azonban az
esetek tObbségében a f6 problémat azok a tumorok jelentik, amelyek nem koriilha-
tarolhatoak (8,63), vagy amelyeket az orvos még nem fedezett fel ( pl. 4j attétek ).
Ezért jobb megoldasnak ttint a TNF modositdsa a mellékhatdasok ( f6ként a piroge-
nitds ) csokkentése vagy a tumorspecificitas novelése érdekében, illetve olyan inaktiv
TNF-szerli fehérje ( TNF-antagonista ) elGéllitdsa, amely receptorkotd sajatsagat
meg0rizve, megvédhetné a beteget a TNF legstilyosabb mellékhatdsaitél.

Fenti célok legaldbb egyikének elérése érdekében a rhTNF génen kiilonb6z6
modositédsokat végeztiink.

1. Deléciok

a. Deléci6 az N-termindlist k6dol6 génszakaszban
A pTpye plazmidot Aval-Ball enzimekkel emésztettiik, a tilnyilé véget Klenow

fragmenttel feltoltottiik, majd a plazmidot ligdzzal zartuk. Az igy kapott pTAB2
plazmidr6l ( 4. dbra ) termel6dott fehérje 8. és 38. aminosava kozotti 29 aminosav
kiesett; helyettiik egy Thr épiilt be.
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5.4bra:  Deléciok létrehozasa a rhTNF gén Pvull helyei kozott

Cla I
Pvu II1/2

Pvu II3

Hind III
EcoR I

Cla I
Bwu 11, /5

Hind III
EcoR I

Cla I
Pvu II,
Pvu 112/3

Hind III
EcoR I

= 30 =

A pTo44 plazmidot Pvull-vel parcilisan emésztettiik, majd ligdzzal zartuk ( a vagasi helyeket aldhtizés-
sal jeloltik ) A génben 1évd hdrom Pwull véigoéhelynek megfelelGen hdrom konstrukci6t kaptunk:
pTPD1, amelybdl az 1. és 2. Pvull hely kozotti 66 bazispért, pTPD2, amelybdl az 1. és 3. Pvull hely ko-

z6tti 300 bazispart és pTPD3, amelybdl a 2. és 3. Pvull hely kozotti 234 bazispart eliminaltuk.
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c. Deléci6 a C-termindlison

A pTp4e plazmidot Accl enzimmel részlegesen és HindIll enzimmel teljesen
emésztettiik. A talnyil6é végeket Klenow fragmenttel feltoltottiik, és a plazmidot
ligzzal zartuk. A két feltoltott vaglhely ligéldsa egy transzlacios stop jel keletkezé-
séhez vezetett, ami a 150. aminosav utén zirja a transzl4ci6t, ennélfogva a pTAH6
plazmidrél ( 6. dbra ) termel6dott fehérje C-termindlisar6l 7 aminosav hidnyzik.

M M
Cla I Acc I part. Cla 1
Hind III
Klenow fr.
Acc I (Acc I/Hind III)
| Hind ITI — EcoR I
— EcoR I
— Acc I
b Acc 1
\_J \_/
Plt6 pIAHS

6. dbra:  Transzlacibs stop szignal ( TAG ) klénozésa a rhTNF gén 150. aminosavkodonja
utén
A pTy4e plazmidot Accl enzimmel részlegesen, HindIll-mal teljesen emésztettiik ( a végasok helyét
aldhizassal jeloltik ), a talnyalé végeket Klenow fragmenttel feltoltottiik, és ligzzal zartuk, aminek
eredményeként egy transzlacids stop kodon jott 1étre 21 bazisparral az eredeti stop kodon elétt.

Szovetkultirés bioldgiai tesztekben a fenti deléciés fehérjék mindegyike inaktiv-
nak bizonyult mind a TNF-aktivitdst, mind a TNF-antagonizmust illetGen. Sajnos az
SDS-PAGE-eredmények alapjan nem tudtuk megallapitani, hogy termel6dik-e a

kérdéses fehérje. Ut6bbi problémat a késGbbiek sordn a fiziés mutdnsok segitségé-
vel sikeriilt megoldanunk.
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2. Konverziok az N-terminalison

A thTNF N-terminélisdnak eredeti aminosavsorrendje:

Met Val Arg Ser Ser Ser Arg..,
ami elgondolasunk szerint kis véaltoztat4ssal fémkotd szekvencidva alakithat6:

Met Arg Cys Ser Cys Ser Arg..,
amelyben a fémkotést a 3. és 5. Cys -SH-csoportja, a 4. és 6. Ser -OH-csoportja vala-
mint a 2. és 7. Arg =NH, ¥ -csoportja biztositja (172).
A megval6sitdshoz két oligomert szintetizaltattunk ( készitette: Szildk Lészl6, MTA,
SZBK ), amelyeknek bazissorrendje: GGATGAGATGCTCTTGCT, illetve

TACTCTACGAGAACGAGATC.

Az oligomereket foszforildltuk, majd 60 °C-ra felmelegitettiik, és lassan lehitve
Osszeolvasztottuk. Az igy kapott Clal-Xbal fragmenteket ligdzzal 6sszekapcsoltuk, és
Xbal-gyel vagtuk. Ezzel biztositottuk, hogy a Xbal fragment barmelyik orientaciéji
beépiilése esetén a Clal-Xbal szakasz a megfelel6 orientdciéban, és konnyen ellend-
rizhet6 legyen. A Xbal fragmentet pUTg-be kl6noztuk, majd az igy elddllitott
pUTX4-b6l a moédositott thTNF gént Clal-EcoRI emésztéssel kivagtuk, és egy
deléciés ThTNF gén helyére épitettiik be. Ezzel a beépiilés konnyen nyomonkovet-
hetd volt ( 7. &bra ).

Miutédn meggy6z6dtiink a klénozés sikerességérdl, a torzset felszaporitottuk, és a
muteint tisztitottuk (Duda Ern6 és munkatarsai; szabadalmi eljarés alatt).

A tisztitott fehérje in vitro aktivitdsa azonos volt a thTNF-ével, azonban in vivo
tesztekben a keringési féléletideje sokkal hosszabbnak bizonyult, mint a thTNF-¢,
ami az in vivo aktivitds novekedését eredményezte (Duda Erng és munkatdrsai;
kozlés alatt).

3. Fuziés peptidek elballitasa

Az els6 faziés peptideket olyan céllal készitettiik, hogy a TNF-molekula trimeri-
z4cifjat vagy a TNF/TNF-receptorkomplex kialakuldsat sztérikusan gétoljuk, ezzel
modositva a TNF bioldgiai aktivitdsat.
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7. 4bra: Fémkotd TNF-mutein génjének klénozésa
A moédositast hordozé Clal-Xbal fragmentet ligalas és Xbal-emésztés utdn ( sotét vastagitds ) pUTg
Xbal helyére épitettik be (a pUTs5 olyan rhTNF gént hordoz, amelybdl hidnyzik annak Clal-Xbal
fragmentje ). Az igy kapott pUTX¢-b6l a médositott TNF gént egy deléciés thTNF gén helyére klo-
noztuk a pTAH6 plazmidba, Clal-EcoRI helyre. fgy a kapott pMTNF-ben a beépiilés konnyen ellend-

rizhetdvé valt.
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a. B-galaktozid4dz «-peptid-TNF fiizié

A rthTNF gént a pLH4 expressziés vektor (95) Clal-EcoRI helyére épitettiik be a
Clal hely feltoltésével. A kl6nozas helyességét a feltoltéssel 1étrehozott Nrul hasito-
hely emésztésével is ellendrizhettiik a kapott pLT45 plazmidon ( 8. 4bra ). A vektor
a B-galaktoziddz aktivo-peptidjét kédolja. A Clal hely feltoltése lehetdvé tette az
o -peptid-TNF fehérje folyamatos atirdsét, azaz fizi6s peptid szintézisét.
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8. dbra: Az w-peptid-TNF fazi6s fehérje génjének létrehozasa
A pLH, expresszi6s vektort ( azef az«-peptid kodjat jeloli ) €s a pToy4-ot Clal-gyel végtuk, a tdlnya-
16 végeket Klenow fragmenttel feltoltottiik, majd a plazmidokat EcoRI-gyel emésztettitk ( aldhuzasok )
€és a thTNF gént hordoz6 fragmentet ( sotét vastagitds ) a vektorba ligaltuk.
Roviditések: P.: rrnB prométer, O.: lac operator, T.: terminacids szignal
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A fazios peptid termel6dése SDS-PAGE-n j61 kimutathat6 volt ( 3. kép ), az Lgyg

sejteken mért aktivitds megfelelt az azonos koncentraciéjad rhTNF aktivitdsdnak, to-
vabb4 a B-galaktozidédz aktivitds is j61 mérhetd volt.
1« 2. 3. 4.
- + - +
- Es — 92.500
R —66.000
E— - — —45.000
~— R
——— i ——
i Ry —=32.000
./ - @
I —21.500
- o<-peptid
—14.400

3.kép: A B-galaktozidaz «-peptid-TNF fuzios fehérje gélkromatografias képe
1, 2: pLT45 ( a faziés peptidet kodolja ); 3, 4: pLHy ( az «-peptidet kodolja ); “+": 3 mM IPTG-vel

indukalt, "-": nem indukalt; "#": «-peptid-TNF fazios fehérje.

Utobbi lehetdség késztetett benniinket arra, hogy az altalunk alkalmazott mdd-
szerekkel ki nem mutathat6é deléciés mutansokat «-peptiddel fiziondljuk, és terme-
16désiiket B-galaktoziddz aktivitdsuk alapjan bizonyithassuk: a pTAB2, pTAHG,
pTPD1, pTPD2 ill. pTPD3 plazmidokbdl a Xbal-EcoRI fragmenteket a pLTX plaz-
mid Xbal-EcoRI helyére épitettiik be ( pLTX: a pLHy4 polylinkerének Xbal helyét
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feltoltéssel megsziintettiik a klébnozés megkonnyitése érdekében ). A kl6nozés ered-
ményeként izolélt pLAB2, pLAH6, pLPD1, pLPD2, pLPD3 plazmidok ( 9. dbra )
mutdns TNF génjeirs]l atir6d6 deléciés fehérjék mindegyike aktiv volt a B-gal-
tesztben, ugyanakkor az in vitro biolégiai tesztben TNF-re nézve mindegyik fehérje
teljesen inaktivnak bizonyult.

b. TNE-TNF fizi6

Miutén az el6z6 kisérletekbdl kapott erdmények azt mutattdk, hogy az -peptid-
rhTNF fizi6s fehérje megdrizte mind a 8-galaktoziddz, mind a TNF aktivitasat, més-
részt a thTNF C-terminélis deléci6ja teljes inaktivitast eredményezett ( pLAH6 ),
azt kivantuk vizsgélni, hogy egy, a TNF-fel majdnem azonos, de inaktiv fehérjével
torténd fizi6 eredményez-e véltozdst a TNF aktivitdsdban, gitolja-e a trimer kiala-
kulé4séat vagy a receptorkotést.

A rthTNF gén Clal-HindIII fragmentjét a pTp4¢ plazmid Accl helyére épitettiik
be ( pTCAH,5 ). Az igy kapott génrdl ( 10. dbra) a TNF-szekvencia kozel kétszer
fr6dik 4t megszakités nélkiil, 1étrehozva egy 7 aminosavnyi C-termindlis deléci6t hor-
doz6 és egy teljesen ép rhTNF-molekula fizi6jat.

Ez a "tandem" fehérje in vitro biol6giai tesztekben ugyanolyan aktivitdst mutatott,
mint a thTNF.

Felvet6dott a kérdés, vajon annak a TNF-molekuldnak, amely eleve trimerként
szintetizdl6dik, megvéltozik-e az aktivitdsa. A kérdés megvalaszolasdra a pTCAH»s
plazmidot tovdbb mdédositottuk Xbal részleges és EcoRI teljes emésztéssel hasitva a
vektort €s az inszertet is. A ligdlds és transzformalas utdn sikeriilt olyan klént izoldl-
nunk, amely a thTNF gén hdrom fiizionalt majdnem teljes kopidjat hordozza ( 11.
dbra ). A pTTT plazmidr6l N-C-terminélis irdnyban kétszer a 7 aminosav deléciot
hordoz6, plusz egy teljes aminosav szekvencidji rhTNF irédik 4t, és in vitro biolégiai

aktivitdsa azonos a rhTNF-ével.
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9. 4bra: A deléciés thTNF gének x-peptid génnel torténé fuzidjanak klénozasi vazlata
A pLTy5 plazmid TNF génen kiviili Xbal helyét ( aldhiizva ) feltoltéssel megsziintettiik, majd az igy ka-
pott pLTX plazmid Xbal-EcoRI helyére épitettiik be a deléciés thTNF gének Xbal-EcoRI fragmentje-
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10. dbra: Az rhTNF fiziés dimer gén klonozasi vazlata
A pTyye plazmidot Accl-gyel parcidlisan emésztettiik ( a vagasi helyet alahizassal jeloltiik ), a tilnyilo
végeket Klenow fragmenttel feltoltottiik, és az igy elSkészitett vektorba ligaltuk az ugyancsak pTpy4-bol

Clal-HindIII emésztéssel kivagott, Klenow fragmenttel feltoltott, rhTNF gént hordozé fragmentet ( so-
tét vastagitas ).
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1.l < xpa T
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11. dbra: Az rhTNF fuzids trimer gén kl6nozasi vazlata
A pTCAH,q (foziés dimer gént hordoz6 ) plazmidot Xbal-gyel parcialisan, EcoRI-gyel teljesen
emésztettiik, majd a fiziés dimert k6dold fragmentet ( sotét vastagits ) a csak a C-terminalis-delécids

rhTNF kodot hordoz6 vektorba ligaltuk. ( Az inszert vagési helyeit szaggatott, a vektoréit folyamatos
aldhizassal jeloltiik )
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Természetes human TNF el64llitasa

Az eddigi kisérleteink soran elgallitott TNF-mutdnsok egy része megorizte TNF-
aktivitasat ( pLTy4s, pTCAH,g, pTTT ), és az inaktiv mutédnsok ( pLAH6, pLAB2,
pLPD1, pLPD2, pLPD3 ) nem kot&dtek, vagy nem olyan ergsen a TNF-receptorok-
hoz, hogy gétolhassdk a TNF toxicitdsat in vitro biolégiai tesztekben, ezért més
irdnybdl prébaltuk megkdzeliteni a TNF-toxicitds kérdését.

Az irodalmi adatok arra utaltak, hogy a természetes hTNF mellékhatdsai sokkal
gyengébben nyilvdnulnak meg, mint a thTNF-éi (114), azonban rendkiviil kis meny-
nyiségben termel&dik ahhoz, hogy gyégyitasra vagy médositasi kisérletekre alkalmas
legyen, tehat els6sorban olyan sejtvonalra volt sziikségiink, amely a természetes
humén TNF-t nagy mennyiségben termeli.

Ennek érdekében els6 1épésként a TNF gént eukaridta expresszios vektorba épi-
tettiik be ( 12. dbra ), majd ezzel a plazmiddal ( pSTA{; ) TNF-rezisztens HeLa sej-
teket transzformdltunk. Kotranszformaciéra a neomicin-rezisztenciaért felelGs
PAGg( plazmidot hasznéltuk, amivel biztositani tudtuk a pozitiv szelekciét . A
transzforménsokat G418 jelenlétében tenyésztettiik, majd vizsgaltuk a neomicin-
rezisztens sejtvonalak TNF-termelését, mérve a tdpoldatok TNF-aktivitdsat 48 6ras
inkubdlés utan ( 2. tdblazat ).

A legjobb TNF-termeld sejtvonalat (HA1q ) felszaporitottuk, és a természetes
hTNF-t a rhTNF-hez hasonl6 mddon tisztitottuk. A természetes hTNF in vitro haté-
sdban azonosnak bizonyult a rhTNF-fel, in vivo azonban sokkal alacsonyabb toxici-
tdst mutatott, mint a thTNF (Duda Ern6 és munkatarsai; nem publikalt adatok).
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12. dbra: Természetes hTNF gén klonozésa eukaridta expresszids vektorba
A pTNF-bdl EcoRI-gyel kivagtuk a TNF gént ( sotét vastagitds; a vildgos vastagitasok az exonokat
reprezentéljak ), és Klenow fragmenttel tortént feltoltés utan pUSE4 Klenow fragmenttel feltoltott
HindIIl helyére ligiltuk. Az igy kapott pST,4, plazmid HindIIl helyére épitettitk be a pKspLA-bol
HindIII-mal kivagott SV40 poly A szignélt hordoz6 fragmentet, ami kétféle orientécidban épiilt be ( a
nyilak a fragmentet és az 5 -3 irdnyt jelzik ).
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kl6nok szdma  kl6nok TNF-aktivitasa
(egység/ml )
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2.téblézat:  Természetes hTNF-t ( pSTA;; ) és neomicin-rezisztencidt hordozo6
(pAGgq ) plazmidokkal kotranszformalt 25 random kivélasztott, neomicin-
rezisztens Hela sejtvonal 48 6ras feliiliszojdnak TNF-aktivitdsa Lgyg
sejteken mérve.
1 egységnek tekintettiik azt a TNF-mennyiséget, amely a 96 lyuku szovettenyésztSlemez egy lyukdban
1évs 3x104 sejt 50 %-éanak lizisét okozza 1pg/ml aktinomicin D jelenlétében 24 6ras, 37 °C-on torténd
inkubdléas alatt.

A természetes human TNF moédositdsa

A kl6nozését kovetd néhany éven beliil kideriilt, hogy a TNF egy 26 kD molsilyt
prekurzorként szintetizalodik a makrofdgokban (32,84,94), és a sejtmembranhoz ko-
t6dve fejti ki tumorpusztité hatdséat (84). Azonban nagyon gyorsan lehasad a 17 kD
forma, és a keringésbe keriilve a mellékhatdsok erGsen kifejez6désre jutnak: sok gén
aktivalodik ( koztiik interleukinok, interferonok, TNF stb), ami olyan sejtek haldlat
is el6idézi, amelyeket a TNF-termel§ makrofdg egyébként nem pusztitott volna el.
Felmertilt a kérdés, hogy vajon a TNF rogzithet6-e a TNF-termels sejt felszinéhez,
és ha igen, megdrzi-e tumorsejtpusztit6 tulajdonsdgat. Ezért a TNF-t megprobaltuk
ugy modositani, hogy a feltételezett enzim hasitdsi helyét deléciéval megsziintetjiik,



- 42 -

mialtal a 17 kD forma feltevésiink szerint nem jelenhet meg.

1. A 78. aminosav ( Arg ) delécidja, és a 79. aminosav ( Ser ) konverziéja Thr-ra

A pSTA{; plazmidot némileg moédositottuk a tovébbi kl6nozasi munkék meg-
konnyitése érdekében ( 13. dbra ). Az igy kapott pSPSA plazmid ( a transzforméciés
kisérletekben a pSTA1-el azonos médon viselkedik ) IIL. illetve II. exont hordoz6
Mbol fragmentjeit izolaltuk, majd a III. exont hordozénak els6 tilnyilé bazisat ( C)
Klenow fragmenttel dGTP jelenlétében feltoltottiik, a fennmaradé GAT tilnyilé
bézisokat és ezzel padrhuzamosan a II. exont hordoz6 Mbol fragment talnyilé végeit
Mung Bean nukledzzal leemésztettiik, a fragmenteket ligdzzal 6sszekapcsoltuk,
Hincll enzimmel kivdgtuk a médositott szakaszt, és pSPSA Hinc II helyére beépitet-
tiilk. A procedira eredményeként a III. exon 5 végi Mbo I felismerShelynek a GAT
bézistriplet deléci6jéval SfaNI felismerShellyé kellett dtalakulnia. Tehat a médosités
helye és pontossdga SfaNI hasitdssal is ellendrizhets volt. Tovabba a vaghat6sag azt
is bizonyitotta, hogy az intron-exon-hatar érintetlen maradt ( 14.abra ).

Az igy el@allitott pSmg plazmiddal HeLa sejteket transzformaltunk, kotranszfor-
méciéra a neomicin-rezisztencidt hordozé plazmidot hasznilva. A neomicin-rezisz-
tens klénok koziil random kivalasztottunk huszat, feliilisz6ikbél mintat vettiink, a
sejteket lekapartuk ( 100 sejt/minta ), hdromszor mostuk PBS-sel, 50041 végtérfogat-
ban ultrahanggal homogenizaltuk, és mértiik a mintak TNF-aktivitdsat.

A TNF-termelést tekintve nem taldltunk két azonos sejtvonalat. Azonban talél-
tunk olyan kl6énokat, amelyek termeltek TNF-t, de az nem szekretdlédott a tdpoldat-
ba, azaz feltehet6en membrankotott maradt. Tovdbbéd olyanokat, amelyek sejtjei
sokkal nagyobb koncentraciéban tartalmaztak TNF-t, mint a felilisz6juk, mig a
nem mutans génnel transzformalt sejtek esetében ez az arany forditott volt ( 3.
tablazat ), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a 17 kD forma lehasaddsa a mutein
esetében gatolt.
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13.4dbra: A TNF gén 5 és 3 flanking-jének roviditése
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A pSTy, egy részét Sacl-gyel, mésik részét ( vektor ) Pstl-gyel emésztettitk. A tilnydlé végeket Klenow
fragmenttel visszavagtuk, majd Hincll-vel kivagtuk az atviendd fragmentet ( sotét vastagitas ), ill. Hpal-
gyel a vektort, és a fragmentet utébbiba beépitettitk. A kapott pSPS-b&l HindIII ( feltoltve )-Xbal
emésztéssel kivagtuk a TNF gént, amelynek 5 flanking-jébol 520 bazispart eliminaltunk, és pSTA{;
Xbal-Hincll helyére beépitettiik. Ennélfogva a 3 flanking is rovidiillt 580 bazisparral ( a vagasi helyeket

aldhiuzéssal jeloltiik ).
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14. dbra:  "A": A természetes hTNF gén II1. exonja els6 harom bazisparjanak deletalasa

A pSPSA-t Mbol-gyel vagtuk. A megfeleld két fragmentet ( sotét vastagitds ) izolaltuk. A 1I1. exont
hordozé fragment ( erdsebb vastagitds ) tilnydlé végének elsd bazisat ( C) - csak dGTP-t adva a
reakcihoz - Klenow fragmenttel feltoltottiik, majd mindkét fragment tilnyGlo végét Mung Bean
nukleazzal leemésztettiik. A fragmenteket 6sszeligaltuk, HincII-vel kivagtuk a moédositott szakaszt,
és pSPSA Hincll helyére beépitettiik ( A mddosités helyét aldhizassal jeloltik ).

"B": A médositads szemléltetése a bazisok kiirasaval
(A hérmas vonal az exonokat, a kett3s az intronokat jelképezi. Az exon-intron ill. intron-exon hataro-
kat sotét nyil mutatja. Az enzim felismerShelyeket doltbetds felirat jelzi.)



sejtvonal TNF-koncentrici6 ( egység/ml )

sejt feliilasz6

L 5x104 5x103

2. 5x104 103

3. 5x10% 102

4. 104 102

5. 103 102

6. 103 nem mérhetd

= 5x102  nem mérhet

8. 50 nem mérhetd

9. 2x10° 5x102

HA11 2x103 2x10°
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3.tabldzat: A pSmg plazmiddal ( kotranszforméns a neomicin-rezisztenciat hordoz6 pAGg)
transzformalt 20 random kivalasztott neomicin-rezisztens HeLa klon reprezen-
tansainak TNF-koncentracio-megoszlasa a sejteket, ill. feliilliszojukat tekintve.
Kontrollkent a HA{; TNF-termel6 HeLa sejtvonalat hasznaltuk. A feliilliszokbol mintat vettiink, a sej-
teket ( 109 sejt/minta ) lekapartuk, haromszor mostuk PBS-sel, 500 M végtérfogatban PBS-ben ultra-

hanggal homogeniziltuk, és mértitk a mintak TNF-aktivitasat.
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A mért TNF-aktivitdsok alapjan szdmunkra a fenti tdblazat 6., 7. és 9. szamu
kl6nja érdekes, mivel a 6. és 7. sz&mu sejtvonalak feliilisz6jaban nem tudtunk TNF-t
kimutatni, csak a sejtekben, a 9. szdmu klén feliilisz6jdban pedig tobb, mint két
nagységrenddel alacsonyabb TNF-koncentraciét mértiink, mint a sejtekben, és a
TNF-aktivitds utébbiban volt a legmagasabb. Fenti kl6nok esetében azt vizsgiltuk,
hogy a TNF-aktivitas a sejt melyik frakci6jahoz rendelhet6.

A sejtvonalakb6l membrént preparaltunk, és mértiik minden frakci6 TNF-aktivi-
tasadt. Méréseink alapjdn megéllapithattuk, hogy az 0Osszes TNF-aktivitdst a
membrén frakci6 hordozta. Maé&s frakci6kb6l nem sikeriilt TNF-aktivitast
kimutatnunk, ami meger@siteni latszott azt a feltevésiinket, hogy a modositott
TNF membrankotott. ( Sajndlatos mddon a 6. és 7. szamu sejtvonalak esetében a
preparalési procedtira sordn a TNF-aktivitds megsz{int. )

A tovébbiakban vizsgéaltuk a 9. szdmi klon 4ltal termelt Smg mutein TNF-aktivi-
tasanak valtozésat:

A membrénfrakciot ultrahanggal kezelve az Smg aktivitdsa nem csokkent, azonban
szolubilizdlva ( oktilglikozid ) az Smg elvesztette aktivitdsat. Azaz csak a membran-
hoz k6t6dve mutatott TNF-aktivitast.

Duda Ern6 és munkatdrsai a szolubiliz4lt Smq fehérjét liposzoma-membrénba
ultették, igy visszanyerték a TNF-aktivitas nagy részét (Nem publikélt adatok).

2. 17 aminosav deléciéja a 66. és 84. aminosavak kozott

Ehhez a kl6nozéshoz a fémkoté mutein génjét hordozé pUTX ¢ plazmidot ( 7.
abra ) és a hTNF gén Hincll fragmentjét tartalmazé pUHII plazmidot hasznéltuk a
tovéabbi 1épések megkonnyitése érdekében. A pUHII plazmidbdl Aval és Avall enzi-
mekkel kivagtuk az inszertet, a tdlnydl6 végeket Klenow fragmenttel feltoltottiik, és
a pUTX¢ Klenow fragmenttel felt6ltott Aval helyére beépitettiik. A transzformélds
utén izolalt pTmy plazmidboél HinclI-vel kivdgtuk a médositast hordoz6 szakaszt, és
pSPSA Hincll helyére épitettiik be. Az igy kapott pSmy plazmidban a TNF gén IL
exonjanak 3 vége, 2. intronja, III. exonjdnak 5 vége és 3. intronja deletélt
( 15. ébra ), ami a 26 kD fehérje 67-t61 83-ig terjed6 aminosavainak kiesését
eredményezte.

Ez a deléci6s fehérje a bioldgiai tesztekben nem mutatott TNF-aktivitast,
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A természetes hTNF Aval-Avall fragmentjének deletalasa
A pUTX,4-ot Aval-gyel emésztettiik, és Klenow fragmenttel feltoltottiik ( klénozé vektor ). A pUHII-
bdl Aval-Avall-emésztéssel kivagtuk a megfelels fragmentet ( sotét vastagitas ), tilnyalé végeit Klenow
fragmenttel feltoltottiik, és a klonozo6 vektorba ligaltuk. Az igy kapott pTm4-bdl a médositott génsza-

kaszt HinclI-vel kivagtuk, és pSPSA Hincll helyére ( aldhtzassal jelolve ) beépitettiik.
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TNF-érzékeny sejtek transzformaldsa h'TNF génnel

Munkénk tovabbi részében azt kivantuk vizsgalni, hogyan viselkednek a TNF-
érzékeny sejtek, ha a TNF-t nem kiviilrél kapjédk, hanem az magéaban a sejtben szin-
tetizal6dik, ahol a sejtfelszini TNF-receptorokkal nem taldlkozhat abban a forma-
ban, ahogyan a kiviilrl bejut6 TNF.

Ehhez a munkéhoz az egyik legérzékenyebb sejtvonalat, az Lgyg-et transzformal-
tuk a pSTA 1, h'TNF-t k6dol6 vektorral ( kotranszformans a neomicin-rezisztencia-
ért felelds pAGg) volt ). Meglepetésiinkre a neomicin-rezisztens sejtvonalak minde-
gyike TNF-rezisztens volt, és minden rezisztens kl6n jol mérhet6 mennyiségii TNF-t
termelt. A kisérletet tObbsz6r megismételve is azt kaptuk, hogy a TNF-rezisztens
sejtek minden esetben egyben TNF-termel6k is, és csak a TNF-rezisztens sejtek
TNF-termel&k. Ugyanakkor a csak pAGg-nal, vagy a pAGg() - pTNF-fel ( A pTNF-
ben a TNF génnek nincs poly A szigndlja, aminek kovetkeztében az mRNS-érés
gétolt, igy a transzl4ci6 is. ) transzformaltak kozott nem taldltunk sem TNF-rezisz-
tens, sem TNF-termel6 sejteket.

TNF-érzékeny sejtek transzformaldsa médositott TNF génekkel

A természetes h'TNF génnel transzformalt Lgyg sejtek TNF-rezisztencidja és
TNF-termelése kézenfekvivé tette az aldbbi kérdéseket:
1. TNF-rezisztencidt csak a nem mutdns TNF-t termel6 sejtek mutatnak, vagy a
mutanst termeldk is?

2. Csak az aktiv TNF-mutéanst termel6k lesznek TNF-rezisztensek, vagy az inakti-
vat termel&k is?

3. Kivélthat6-e TNF-rezisztencia a TNF szolubilis forméjat k6dolé gén bevitelé-
vel?

Az els6 kérdésre az Lgyg sejtek pSmg ( membrankotott TNF-t k6dol6 ) plazmid-
dal tortént transzformaldsdnak eredménye adott vélaszt. A pSTA1-hez hasonl6an a
pSmyg is TNF-rezisztenciét véltott ki az Lgpq sejtekben.

A maisik két kérdés megvalaszoldsahoz elkészitettiink egy olyan deléciés soroza-
tot (4. tdblazat, 19. dbra), amely a TNF gén szinte minden részére kiterjed: a pTAXS
plazmidrél ( 16. &bra, "A" klénozési 1t ) a teljes ( 26 kD ) TNF-nek csak az els6 81
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aminosava irédik 4t ( ebben a szakaszban van a membrankotésért felelGs régio ), a
pHRT plazmid a TNF-nek csak a szolubilis form4jat kédolja ( 18. dbra ), a tobbi
konstrukciéban felhasznéltuk a prokari6ta expressziés vektorban mar meglévg delé-
ci6s mutinsainkat, amelyek segitségével az aldabbi plazmidokat hoztuk létre: a
pSAB2, pSPD1, pSPD2, pSPD3 a 17 kD-os fehérjerész deléci6it kédolja ( 16.4bra,
A plazmidokkal ( a megfelel6 kontrollok mellett ) TNF-érzékeny Lgyg sejteket
transzforméltunk, és azt az eredményt kaptuk, hogy a TNF-rezisztencia csak a TNF-
aktivitast mutat6 fehérjét termeld sejtekben alakult ki ( 4. tdblazat ).

Plazmid Hivatkoz4si TNF-aktivitds TNF-rezisztencia
dbra szdma
pSTA 1 12. + +
pSPS 13, + +
pSm4 15. —— -—
Sm 14. + +
pTAI%( 16 — +
pTAXS 16. - —_
pTAA 16 + +
SAB2 16 - —
SPD1 16. — —_
pSPD2 16. - —
pSPD3 16. — —_
pSAHG6 17. - —
pHRT 18. - —

4.tablazat: A TNF-érzékeny Lgyg sejtek TNF-termelése és -rezisztencidja aktiv és inaktiv
TNF-t ill. TNF-muteineket kodolé plazmidokkal tortént transzformalés utén.
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Hind 111
BamH I
DTAB2/$ba I
BStE II i K BStE II
(nva I/Bal I)
Xba I
Xba I [pete 11
(Xba I/Xba I)
ECoR T

pILA pSAB2
hh
B lmsne i =
L2
Xba
Rind III S - i
Cla I j
EcoR I
. J
Xal pSPD1
b
i
u . PTPD2 ébat..III BstE II
J __xra I StE P"u 11
\_J “EccR 1 Vi
plAIX o \ .
“ba T part.
A Klenow fr.
- pSPD?
. Ji stE II
WDJ/ESJLE‘III P‘E ﬁ]
. .
STAXS pSPD3

16. dbra: "A" klbnozasi ut: transzlaci6s stop szigndl létrehozasa a 26 kD TNF 81. aminosa-
vanak kodonja utdn
A pTAIX plazmidot ( pTAIX = a Xbal hely atklonozva pT,44-b6l pSPSA-ba a III. exon kiejtésével )
Xbal-gyel részlegesen emésztettiik ( kettds aldhtzas ), majd feltoltés ( Klenow fr. ) utan ligdzzal zartuk.
Ezzel létrehoztunk egy transzlacids terminécids szignalt ( Term. ) a 81. aminosav kodonja utén.
"B" klénozési ut: Az rhTNF gén delécidinak atvitele eukaridta expresszios vek-
torban miikddd TNF génbe
A Xbal-gyel emésztett ( aldhuzas ) pTAIX plazmidot feltoltottik, és ligdzzal zartuk. Ezzel a lépéssel 1é-
nyegesen megkonnyitettitk a delécidkat hordozo Xbal-BstEIl fragmentek klonozasat az eukariota vek-
torban 1évd TNF génbe, Xbal-BstEIl helyre.
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17. dbra: A C-terminélis deléci6 4tvitele thTNF génbdl eukariota TNF génbe
A C-terminélis deléciét hordozé BstEII-EcoRI fragmentet ( sotét vastagitas ) pSTA 1 BstEII-Bglll he-
lyére épitettiik be az EcoRI és a BglIl vagohelyek feltoltésével ( alahtzasok ).
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18. dbra: A rhTNF gén beépitése eukaridta expresszids vektorba
A rhTNF gént ( sotét vastagitds ) beépitettik a human TNF-promoéter mogé, majd a pSTA{;-ben
1évd hTNF gént Pstl-gyel kivagtuk, és helyére a TNF-promoéterrel rendelkez rhTNF gént épitettiik
be. Az igy kapott pHRT a rekombindns TNF-t k6dolja.
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A jobb é&ttekinthetdség érdekében a 19. abrén osszefoglaltuk az 1.929 sejtek
transzforméci6jara felhasznélt lényegesebb konstrukciék f6 jellemzgit. Az &brén
feltiintettiik a delécibk méretét is, mind a kédolé bézisokat, mind az érintett
aminosavakat tekintve.

pre-TNF
(26 kD TNF)

szolubilis TNF
(17 kD TNF)
L. 11 b6 5 N Iv.
A

19. abra:
tikus képe és fobb jellemz6i

DELECIOK KONVERZIOK
bazisok aminosavak

233, ) 235, 78. (Arg) 79.Ser +Thr
199.51) 249, | 67.(asp) "7’ B3.(Thr) | 66.Argwser
254.®7) 340, | 85, (ser)?2M13. (Lew) | 114.A1a+mhr
304.%8) 369, | 102.(Lew) (%1123, (GIn) —
370! 2% 603. | 124. (zew) " 201. (G1n) —_—
Transzl. stop jel a 226.(Val) kodon utdn

Transzl. stop jel a

Rek. h.TNF gén

81.(Ser) kodon utdn

SV40 enhancer és poly A nélkili TNF gén

Az 1929 sejtek transzformaldsara felhasznélt leglényegesebb konstrukcidk sema-

A széles iires négyszogek a gén delécioit jelzik. 1., I1., I11., IV. a gén k6dol6 szekvencidinak ( exonok ) a
szdma. A téblazatrészben a zargjelben 1évd szdmok a deletalt bazisparok ill. a deletdlt aminosavak
mennyiségét jelzik, mig a ponttal lezart szamok a deléci6 végeinek pozicidit ( a DNS esetében csak a
kédol6 szekvencia bazisait szimoztuk ).
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EREDMENYEK MEGVITATASA

A rhTNF gén kl6nozdsa, expresszi6ja E. coliban.

A humén TNF gén négy exonja kozé hdrom intron ékelédik be. Munkank kezde-
tekor a kutatdsi eredmények azt mutattdk, hogy az ugynevezett érett TNF ( 17 kD,
szolubilis forma ) kédja a masodik exon utolsé bézisparjaitél indul, és a negyedik
exon végén terminélédik (1,100,109,110,122,139), tehat két intron szakitja meg. Ez
az egyik oka annak, hogy a gén baktériumban ebben a forméajaban nem expresszal-
tathat6 ( a mésik kizar6 ok a kezdé metionin kodon hidnya ).

Az intronok eltdvolitasat egy 96 bazisparos szintetikus DNS-fragment beépitésé-
vel oldottuk meg, amelyben két bazispart megvéltoztattunk tgy, hogy az eredeti
aminosavsorrend nem véltozott. Ezzel hdrom 1j restrikciés enzim vagéhelyet alaki-
tottunk ki a thTNF gén 5 vége kozelében, amik a kés6bbi génmanipuldciés munka-
kat jelentGsen megkonnyitették. A fragment a kezdG metionint is k6dolja.

Az igy kialakitott génszakaszt bakteridlis expresszios vektorba épitettiik be, amely
megfelel6 prométert és klénozd szekvenciédt ( polylinker ) tartalmaz bakteridlis ill.
bakteridlis jellegli gének kifejezésére (95).

A termelt 17 kD-os fehérjét kozel homogenitasig tisztitottuk, és in vivo ( Nagy
Sandor és mtrsai, SZOTE Kisérleti Sebészeti Klinika ), ill. in vitro kisérletekben
vizsgéltuk. Tulajdonsdgai mind in vivo, mind in vitro megegyeztek az irodalomban
leirt th'TNF-ével.

A kisérleti eredmények azt mutattdk, hogy sikeriilt a rhTNF-t E. colival nagy
mennyiségben termeltetniink (155), tovdbba az a tény, hogy a termelést nem sziiksé-
ges indukalni, nagymértékben csokkentette az elgallitds koltségeit.

A konstitutiv génmiikodést feltehetSen a lac operdtor mutéciéja okozta, amire
abbdl kovetkeztethettiink, hogy a plazmid minden altalunk hasznélt E. coli térzsben
azonos médon miikddott, tehat az ok nem lehetett represszormutécio.
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A rhTNF médositasa, a muteinek aktivitdsa

Mint azt mér bevezetdénkben is emlitettiik, a rhTNF rendkiviil toxikus in vivo
rendszerekben, ami klinikai alkalmazhatésdgét erdsen besziikiti (114), ezért kiilon-
b6z86 modositasokkal probéltuk elérni, hogy kdros mellékhatésait csokkentsiik.

Kisérleteinket arra a feltevésre alapoztuk, hogy a TNF receptorkotését és aktivi-
t4s4t vagy toxicit4s4t a molekula kiillonb6z8 szekvencidi hatdrozzak meg, és az aktivi-
t4sért vagy toxicitdsért felelds szekvencia eliminédlhat6 a receptork6ts sajatsag meg-
Orzése mellett, azaz eldallithaté lenne a thTNF-b&l TNF-antagonista. Ezért delécio-
kat hoztunk létre az N-terminélis kézelében, a molekula belsejében és C-terminali-
san.

A kisérletek mésik része arra irdnyult, hogy kiilonb6z6 polipeptidlancok N-termina-
lishoz térténé hozzakapcsolasaval sztérikusan gétoljuk a TNF aktiv, trimer formé4ja-
nak kialakulédsét.

Azonban sem a delécidk, sem a peptidfiziok nem vezettek a kivant eredményre.
Minden deléciés thTNF-mutein inaktivnak bizonyult, ami nem mond ellent a koz-
ben mésok altal kozolt eredményeknek és adatoknak, amennyiben révid deléciok az
N-termindlis kozelében - ahova a receptorkot6 helyeket térképezték (22,143)
- illetve a C-termindlison (138) szintén inaktiviltdk a TNF-t. Mint az a késGbbiek
soran a kiilonboz6 fajok TNF-szekvencidjanak dsszehasonlitdsdbol kideriilt, a médsok
altal és az altalunk deletdltatott régi6kban az 50 %-ot is meghaladja azoknak az
aminosavaknak az ardnya, amelyek azonosak a humén, a macska (103), diszn6 (37),
birka (170), egér és nyiil TNF-ben (53), tehat invarisbilisnek tekinthetsk. Altaldban
az invaridbilis régiokban tortént mutdciok nagysagrendekkel csokkentették az aktivi-
tést, kivéve az N-termindlis els6 10 aminosavdnak delécidjat (54), illetve az N-termi-
Wang és munkatérsai szerint ugyancsak kivételt képez a diszulfidhidat alkot6 két
cystein kicserélése (99), ami ellentmond Narachi és munkatérsai altal k6zolt ered-
ményeknek, miszerint a csere csokkenti a TNF aktivitdsat (108). Ut6bbi hihet6bb,
ha figyelembe vessziik, hogy az eddig vizsgélt 6sszes TNF-ben jelen van a diszulfid-
hid, ami feltehetSen a konformécié stabilizalasaban jatszik szerepet.

Az altalunk és mésok 4altal a thTNF-fel végzett génmanipulaciés kisérletekbd!
nyert, valamint a thTNF szerkezetér6l az irodalomban talalt adatok azt a feltevést
sugalljék, hogy minden olyan médositas, amely a B-szendvics szerkezet megbomlédsa-
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hoz vagy a trimer kialakuldsanak gétldsdhoz vezet, csokkenti, vagy megsziinteti a
TNF receptor-affinitasat ill. aktivitasat (10,37,53,54,75,103,170).

Génmanipuldciés médszerekkel tehat nem sikeriilt TNF-antagonistat elgéllita-
nunk: a TNF-aktivitdst nem mutaté6 muteinek egyike sem kompetdlt a TNF-fel a
TNF-receptorokhoz valé két6désben.

Ami viszont Gjdonsdgnak szdmit eredményeinkben:

1. fiziés TNF-mutein elGallitasa,

2. B-galaktoziddz- és TNF-aktivitds egy fehérjéhez kotve,

3. minden olyan fzi6s TNF-mutein, amely egy teljes thTNF-szekvenciat is tar-
talmaz, megd@rizte TNF-aktivitdsat.

A fazibban résztvevs peptidek ( «-peptid, deléciés TNF ill. TNF-ek ) nem befo-
lyasoljédk a TNF in vitro aktivitdsdt annak N-termindlisaval fej-lab kapcsol6dasban,
tehat nem akadalyozzdk meg sem a trimer kialakuldsat, sem a receptorokhoz valé
kot6dést. Ennek val6szinfileg az lehet a magyarédzata, hogy az N-terminalis elsg 8-10
aminosava nem vesz részt a B-szendvics felépitésében, és nincs szerepe a trimer sta-
biliz4ldsdban sem (75). Flexibilitdsa folytdn a hozzdkapcsolt polipeptid szabadon
elmozdulhat, igy nem tudja megakadélyozni sem a trimeriz4ci6t sem a receptorko-
tést.

4. A fémkots TNF elGallitdsaval olyan mutein birtokdba jutottunk, amelynek
keringési féléletideje hosszabb, mint a thTNF-é, mig biol6giai aktivitdsa azonos a
rhTNF-ével. A keringési féléletid6 novekedése feltehetGen annak a kovetkezménye,
hogy az N-termindlison létrehozott aminosavcserék nehezebben hozzaférhetévé
tették a muteint az inaktival6 faktorok szdméra.

Természetes hTNF kl6nozasa és expresszi6ja HeLa sejtekben

Az a tény, hogy a szdvetkultirdkban husszi ideig fenntarthaté sejtvonalak nem,
vagy csak igen kis mennyiségben ( néhédny ezer egység/ml ) termelnek TNF-t (30,38,
111), egyrészt tilsdgosan megdragitja a kisérleteket természetes hTNF-fel - aminek
toxicitdsa sokkal alacsonyabb a rhTNF-énél (114) -, mdsrészt nagyon megnehezi-
tené muteinek genetikai 0ton torténé elgéllitdsat, és nyomonkovetését. Ezért a
hTNF gént egy eukarifta expresszids vektorba épitettiik be egy erGs enhancer
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( SV40 ) és egy poly A szigndl (szintén SV40) kozé. Az ezzel a plazmidkonstrukci6-
val (pSTA 1) transzformélt HeLa sejtek kozott j6 TNF-termeld ( 2x10° egység/ml)
klénokat is taladltunk. Szinte azonos eredményeket kaptak Korn és munkatarsai, akik
CHO sejteket transzforméltak TNF génnel nagyon hasonlé konstrukciéban (82).

A termelt TNF a sejtek feliilisz6jaboél izoldlhat6 volt, tisztitdsi procedirdja,

mol.silya, in vitro hatdsa azonos a thTNF-ével, azonban in vivo toxicitdsa sokkal
gyengébbnek bizonyult (Duda Ernd és munkatarsai; nem publikdlt adatok), amire
elfogadhaténak tlinik Old magyarazata: az eml§s sejt preperdtumok endotoxinmen-
tesek, és a TNF N-terminélisar6l hidnyzik a val6sziniileg szintén toxikus formil-
metionin (114).
Az in vivo toxicitds jelentSs csokkenése a természetes human TNF-t egyrészt alkal-
masabbé teheti a klinikai alkalmazésra a rekombindns hTNF-nél. Masrészt a termé-
szetes h'TNF endotoxin- és formil-metionin-mentessége TNF-fel végzett kisérletek-
ben nagyobb esélyt biztosithat pontosabb kévetkeztetések levonédsara.

A természetes hTNF médositdsa, membrankotott TNF eldallitasa

Decker és munkatdrsai vetették fel el6szor sejtfelszinhez kotott TNF termel5dé-
sének val6sziniiségét (32), amivel - bdar elfogadhaté bizonyitékokat csak két évvel
kés6bb kozoltek (94) - a TNF-r6l alkotott kép megvaltozott: valdsziniivé valt, hogy
az addig szigndlpeptidnek tekintett 76 aminosav funkci6ja a TNF sejtmembranhoz
torténd rogzitése a makrofagok felszinén. A 157 aminosavas szolubilis forma enzi-
mes hasitassal jon létre ebbdl a membrankotott fehérjébdl (84,94). Ezért olyan gene-
tikai médositdsokat hoztunk létre a TNF génben, amelyekkel a fehérjén a feltétele-
zett enzim hasitéhelyét kivdntuk megsziintetni, hogy megakadalyozzuk a szolubilis
forma kialakulését, elallitva a TNF membranko6tott forméjat tovabbi vizsgalatokra
alkalmas mennyiségben.

Két ilyen konstrukcionk koziil a hosszabb, 17 aminosavas deléciét hordoz6 Smy
mutein nem mutatott TNF-aktivitast, ami feltehetGen abban rejlik, hogy egyrészt a
deléci6 eliminalta a B-szendvicseket megel6z§ flexibilis régiét, mésrészt a deléci6
kovetkeztében a fehérje tilsdgosan mélyen bedgyazédik a membrénba, igy az enzi-
mes hasités, illetve a receptorkotés és/vagy a trimer forma kialakuldsa sztérikusan
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gétolt ( 20. &bra ).

Az egy aminosav deléci6t és konverzi6t hordoz6 Smg mutein azonban aktiv volt.
A szolubilis forma kialakuldsa gétolt, aminek kovetkeztében a TNF-aktivitds nagy
része sejthez kotott maradt.

Azt a feltevésiinket, hogy a muteiniink membranko6tott, a kovetkezd adatok
tamasztjék alé:

1. Taléltunk olyan klénokat, amelyeknek feliilisz6jab6l nem, de sejtjeibdl sikeriilt
TNF-aktivitast kimutatni.

Perez és munkatérsainak is ( kiterjedtebb deléciékat 1étrehozva ) sikeriilt olyan
sejteket izolalniuk, amelyek csak membrénkotott TNF-t termeltek, és ezek a sejtek a
TNF-érzékenyeket csak sejt-sejt kontaktusban voltak képesek elpusztitani (123). Ez
a mechanizmus a makrofagokra jellemzg, és talan a késébbiek soran felhasznalhat6
lesz a klinikumban is.

2. Az Smg muteint termeld sejtek TNF-aktivitdsa tobb, mint két nagysagrenddel
meghaladta a feliillasz6juk TNF-aktivitasat ( mig a természetes TNF-t termel§ sej-
teknél a feliilisz6 aktivitdsa volt nagysagrendekkel magasabb a sejtekénél ).

3. Az Smg muteint termel6 sejteknek nagysdgrendekkel nagyobb volt a TNF-akti-
vitdsa, mint a szolubilis formét termel&ké.

4. A homogenizélt sejteknek csak a membran frakcigjaban talaltunk TNF-aktivi-
tast.

S. A szolubilizalt Smg mutein inaktiv volt, hasonl6an a Kriegler és munkatarsai
altal leirt, in vitro szintetiz4lt 26 kD formahoz (84).

6. A szolubilizalt Smg mutein liposz6ma-membrénba iltetve visszanyerte aktivi-
tdsdnak nagy részét (Duda Erng és munkatarsai; nem kozolt adatok) hasonléan
Kriegler és munkatarsai altal kozolt eredményekhez, ahol az in vitro szintetizalt
inaktiv pre-TNF ( 26 kD forma ) mikroszéma frakcié hozzdadédsédval aktivvéd valt
(84).

Arra nézve, hogy a kapott sejtvonalak tobbségénél miért talalhattunk TNF-t a
sejtek feliiliszéjdban is, az tlinik elfogadhaté magyardzatnak, hogy a szolubilis forma
kiilonb6z6 aminosavak mentén hasadhat le a sejtfelszinrsl (28,107), és konstrukci-
6nkban olyan rovid deléci6t hoztunk létre, hogy az az alternativ vdgéhelyeket nem
érintette, és a trimerizaci6t vagy receptorkotést sem gétolta ( 20. abra ).
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20. dbra: A természetes hTNF-nek és muteinjeinek altalunk feltételezett elrendezddésének
sémaja a sejtfelszinen.
Az Smy fehérje alternativ vdgéhelyeinek hasitdsa ( és valosziniileg a receptorkotés is ) sztérikusan gé-
tolt, mig az Smg alternativ vagasi helyei hozzaférhetSek.
A sotét kor a preferalt, a vilagos korok az alternativ vagohelyeket jelolik. Aqq: természetes TNF, Smg
aktiv mutein ( membrankotott TNF ), Smy: inaktiv mutein, E: enzim, M: sejtmembran, C: C-termina-
lis, N: N-terminalis.

Rezisztencia-vizsgdlatok Lgy¢ sejtekben

Nophar és munkatérsai TNF-rezisztens és TNF-érzékeny sejtek fuzidja sordn azt
tapasztaltdk, hogy a sejtfuziét kovetGen minden esetben a TNF-rezisztencia domi-
nélt (112), Hahn és munkatérsai ( és mésok ) pedig azt, hogy a TNF alacsony dézisa
tobb TNF-érzékeny sejtvonal esetében TNF-rezisztenciat valt ki (60,69,83,148,163).
Hudziak és munkatédrsai onkogénekkel transzformaltak TNF-érzékeny sejteket,
amik a transzforméléast kovet6en TNF-rezisztensekké valtak, és ha ezeket egy masik
onkogénnel transzformaltdk, Gjra szenzitivek lettek (70).

Chen és munkatarsai E1A onkogénnel transzforméltak TNF-rezisztens NIH3T3 sej-
teket, és azok TNF-érzékenyekké valtak (29).

Gooding és munkatdrsai szerint az adenovirus E3 régi6jardl atir6dé fehérje a
NIH3TS3 sejtekben TNF-rezisztenciat valt ki (56).
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Fenti adatok ismeretében kézenfekvdnek tiint a kérdés, hogy a TNF génnel ill. a
muténs TNF génekkel transzformalt TNF-érzékeny sejtek rezisztensekké valnak-e.

A kisérletekhez a rendkiviil érzékeny Lgg sejtvonalat hasznéltuk, amit a termé-
szetes hTNF-t k6dol6 plazmiddal ( pSTA7;, pSPSA ) transzforméltunk, és TNF-
rezisztens kl6nokat kaptunk. Ezek nemcsak rezisztensek voltak, hanem TNF-terme-
16k is egyben, ami szelekci6s eldnyhoz juttatta a klénokat azéltal, hogy a termelt
TNF elpusztitotta a tenyészet TNF-érzékeny sejtjeinek nagy részét. Ugyanakkor a
nem mitk6dd TNF génnel ( pTNF ) transzformalt sejtek kozott nem taldltunk TNF-
rezisztenst vagy TNF-termel6t. A kisérletet megismételtiik pSmg, aktiv TNF-muteint
kédol6é plazmiddal, ami szintén kivéltotta a TNF-rezisztenciat, és inaktiv TNF-
muteineket k6dol6 plazmidokkal, amelyek hatdsdra nem jott létre rezisztencia az
Lgyg sejtekben ( 4. tdbldzat ). Nem sikeriilt rezisztenciat kivéltani a szolubilis format
( thTNF ) k6dol6 gén transzformdacidjaval sem, ami a természetes hTNF N-termina-
lisdnak fontossdgdra utal: a leader-funkci6t betoltd és membrankotésért felelds
peptidszakasz elimindldsa miatt a TNF nem juthat a sejtfelszinre, és nem taldlkozhat
a TNF-receptorokkal.

Fenti eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a TNF gén 4dltal Lgsg
sejtekben kivéltott rezisztencidért a TNF-aktivitdssal rendelkezs, sejtfelszinre jutéd
géntermék a felelGs.
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OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran kitlizott céljaink legnagyobb részét sikeriilt megvalésitanunk:

Elgallitottuk a human rekombindns TNF-t nagy mennyiségben, kis anyagkoltség-
gel, laboratériumi koriilmények kozott. A fehérje tulajdonsdgai megegyeztek az iro-
dalmi adatokkal, igy az a tovabbi kisérleti munkakra alkalmasnak bizonyult.

Nem sikertiilt el64llitanunk TNF-antagohistét a thTNF-bdl, ami feltehet6en arra
vezethetd vissza, hogy a TNF-aktivitast elimindlé mutaciék csokkentették, vagy meg-
sziintették a muteinek receptoraffinitasat.

Elgéllitottunk faziés TNF-muteineket, amire nem taldltunk utaldst az irodalom-
ban. A fuziés muteinek megdrizték TNF-aktivitasukat, ill. az egyik faziés peptid
megdrizte mind a B-galaktoziddz-, mind a TNF-aktivitasat.

Létrehoztunk a rhTNF-nél hosszabb keringési féléletidejii muteint, amelynek in
vitro aktivitdsa azonos volt a thTNF-ével, in vivo aktivitdsa azonban nagyobb volt a
rhTNF-énél.

A természetes hTNF nagy mennyiségben, eml&s sejtekkel torténd termeltetésével
olyan TNF birtokéba jutottunk, amelynek in vivo toxicitdsa sokkal kisebb, mint a
rhTNF-¢, mig in vitro aktivitdsa azonos azzal. Ez a fehérje lehetGséget biztosithat a
klinikai alkalmazasi teriilet bovitésére ill. a TNF-kisérletek adatainak pontositdsara.

Génmanipulacié segitségével sikeriilt megakaddlyoznunk a TNF sejtmembranrol
torténd lehasaddsat szovetkultiras kisérletekben. Ezzel olyan TNF-muteint kunstru-
dltunk, amely csak membranhoz k6t6dve mutatott TNF-aktivitast.

Sikeriilt TNF-érzékeny sejteket TNF-rezisztensekké és TNF-termel6kké tenniink
aktiv TNF-t k6dol6 gének bevitelével, ugyanakkor nem sikeriilt TNF-rezisztenciét
kivdltanunk inaktiv TNF-t kédol6 génekkel, ami azt a feltevést sugallja, hogy a
transzformdcidval kivéltott TNF-rezisztencidért a TNF-aktivitdst mutaté géntermék
a felelds.
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