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(6X)) Sammendrag

TCF-mutant med en ny aminosyresekvens som er erholdt ved mutagenese av én eller flere aminosyrer
mellom N-terminalen og den ferste kringle av aminosyresekvensen av nativ TCF, og har redusert
affinitet for heparin og/eller forheyet biologisk aktivitet. TCF-mutanten fremstilles ved
genmanipulering av TCF. TCF-mutantene har proliferativ aktivitet og/eller vekststimulerende aktivitet 1
hepatocytter og er fordelaktige som et terapeutisk middel for forskjellige leversykdommer og som et
antitumormiddel.
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Oppfinnelsens omrade

Foreliggende oppfinnelse angar TCF-mutanter omfat-
tende en ny aminosyresekvens, nermere bestemt TCF-mutanter
erholdt ved mutagenese av én eller flere aminosyrer i
sekvensen fra N-terminalen til den ferste kringle i nativt
TCF, og som oppviser redusert affinitet overfor heparin
og/eller forheyet biologisk aktivitet.

TCF-mutantene ifwlge foreliggende oppfinnelse som
oppviser proliferativ aktivitet og vekststimulerende
aktivitet i hepatocytter, er fordelaktige for behandling av
forskjellige leversykdommer og som et antitumormiddel.

Oppfinnelsens bakgrunn

Tumorcytotoksisk faktor (TCF-II) produsert i humane
fibroblastceller er et nytt antitumormiddel som er forskjel-
lig fra alle hittil rapporterte antitumorproteiner. Ved fore-
liggende oppfinnelse har det lyktes & klone cDNA som koder
for proteinet ifelge foreliggende oppfinnelse, den totale
aminosyresekvens derav er bestemt og anvendeligheten derav er
bekreftet (WO 90/10651) . Molekylvekten av TCF ble bestemt til
78 000 + 2 000, eller 74 000 2 000, ifelge resultatene fra
SDS-elektroforese under ikke-reduserende betingelser, mens
resultatene under reduserende betingelser indikerte en A-
kjede med et felles band med molekylvekt 52 000 + 2 000, en
B-kjede p& 30 000 + 2 000 og/eller en C-kjede pd 26 000 2
000. TCF er et protein som har heoy .affinitet overfor heparin
eller heparinlignende stoffer og oppviser hey antitumor-
aktivitet mot tumorceller og proliferativ aktivitet overfor
normale celler. Det ble videre bekreftet at TCF tilhsrer en
bred familie av HGF som er hepatocyttvekstfaktorer. Fordi TCF
ikke kun er en antitumorfaktor, men ogsd en vekstfaktor for
hepatocytter, er det kjent at den er fordelaktig for lever-
regenerering etter hepatektomi.

Omfattende forskning er hittil utfert ut fra
aspektene med forholdene struktur-funksjon for hepatocytt-
vekstfaktor (HGF). Ca. 20 typer delesjonsmutanter og
ca. 50 typer punktmutanter er hittil rapportert
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(K. Matsumoto, et-al., Bicochem. Biophys. Res. Comm., vol.
181, s. 691-699 (1991); G. Hartmann, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, vol. 89, s. 11574-11587 (1992); N. A. Lokker,
et al., EMBO J. vol. 11, 8. 2503-2510 {(1992); M. Okigaki et
al., Biochemistry, vol. 31, =. 9555-9561 (1992); N. A.
Lokker, et al., Protein Engineering, vol. 7, s. 895-903
(1994)), men det foreligger i dag ikke noen mutant som klart
oppviser en forheyet biologisgk aktivitet.

Halveringstiden for TCF in viveo er kjent for & vare
ekstremt kort, ca. 2 minutter. Det forventes derfor at en
forholdsvis stor mengde av proteinet ber administreres for
behandling av forskjellige sykdommer. Det er tenkelig at
doseringsnividet for administrert TCF vil bli redusert ved
forheyelse av biologisk aktivitet derav eller ved forlengelse
av halveringstiden derav in vivo. Selv om dette ble beskrevet
for TCF-mutanter med forlenget halveringstid i patentpub-
likasjon WO 94/14845, foreligger det i dag ingen TCF-mutant
med forheyet biologisk aktivitet, slik som HGS beskrevet
ovenfor.

Ved foreliggende oppfinnelse er det derfor utfert
undersekelser for &4 erholde en TCF—ﬁutant som oppviser for-
hayet biologisk aktivitet eller forlenget halveringstid in
vivo. Nzrmere bestemt er det ved foreliggende oppfinnelse ut-
fort forskning for & erholde den ovennevnte mutant med for-
heyet biologisk aktivitet eller med forlenget halveringstid
in vivo som er forskjellig fra nativ TCF med hensyn til
aminosyregsekvens, ved endring av DNA-sekvensen som koder for
aminosyresekvensen av nativ TCF og ekspresjon av det til-
svarende DNA. Et mal for foreliggende oppfinnelse er felgelig
& tilveiebringe en TCF-mutant med forheyet biologisk aktivi-
tet eller med forlenget halveringstid in vivo, pd grunn av
redusert affinitet for heparin.

Ved foreliggende oppfinnelse er det utfert omfat-
tende forskning for &4 oppnd det ovennevnte mal og det er
erholdt nye TCF-mutanter med aminosyresekvenser forskjellige
fra sekvensene av TCF-mutanter funnet fer foreliggende
oppfinnelse, og som oppviser forheyet biologisk aktivitet
og/eller redusert affinitet for heparin. Foreliggende



10

15

20

25

30

35

oppfinnelse tilveiebringer TCF-mutanter som oppviser mer enn
10 ganger heyere spesifikk aktivitet (biologisk aktivitet pr.
enhetsmengde protein} og/eller redusert affinitet for
heparin,

Disse er de forste mutanter med ekstremt forheyet
biologisk aktivitet erholdt ved mutagenisering av aminosyre-
sekvensen for nativ TCF.

Oppsummering av oppfinnelsen

Et mal for foreliggende oppfinnelse er & tilveie-
bringe en TCF-mutant med redusert affinitet for heparin
og/eller med forheyet biologisk aktivitet, erholdt ved
mutagenese av én eller flere aminosyrerester i amincsyre-
sekvensen fra N-terminalen til ferste kringle i nativ TCF.

Kort beskrivelse av fiqurene

Figur 1 viser SDS-elektroforeseprofiler for renset
TCF og TCF-mutanter ifelge foreliggende oppfinnelse.

Figur 2 wviser preliferativ virkning av renset TCF
og TCF-mutanter ifelge foreliggende oppfinnelse pa hepato-
cytter. Den relative aktivitet (%) pa den vertikale akse er
representert som den forhandsmessige proliferative aktivitet
av hver preove basert p& aktiviteten av 10 ng/ml TCF som
100 %.

Figur 3 viser en sammenligning av proliferativ
virkning i hepatocytter mellom renset mutant RKRR2AAAA og
TCF.

Figur 4 viser en sammenligning av proliferativ
virkning i hepatocytter mellom renset mutant KIKTKK27AIATAA
og TCF.

Figur 5 viser sammenligning av proliferativ
virkning i nyreepitelceller mellom renset mutant RKRR2AAARA,
mutant KIKTKK27AIATAA og TCF.

Figur 6 viser sammenligning av proliferativ
virkning i benmargsceller mellom renset mutant RKRR2AAAA,
mutant KIKTKK27AIATAA og TCF.

Figur 7 viser doseeffekter av renset TCF, mutant
RXKRR2AAAA og mutant KIKTKK27AIATAA pa serumnivdet av totalt
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protein hos rotter.

Figur 8 viser doseeffekter av renset TCF, mutant
RKRR2AAAA og mutant KIKTKK27ATIATAA p& serumnivdet av HDL-
kolesterol hos rotter.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen og foretrukne utfer-
elsesformer

Ved & sammenligne egenskaper for nativt protein og
en mutant erholdt ved mutagenese i en del av aminosyre-
sekvensen for proteinet, kan funksjonen av denne del
vurderes. I tilfellet med protein hvis struktur ikke er klart
kjent, har det ofte vart vanlig & erstatte en aminosyre, slik
som Ala, som ikke vil pavirke den steriske atruktur, med en
polar aminosyre som antas 4 ligge pd overflaten av et
protein, for & forhindre en strukturell endring av proteinet
pa grunn av mutagenese. For 4 utfere en sete-spesifikk
endring av en aminosyresekvens av et protein til en annen,
kan cDNA med sete-spesifikke mutasjoner fremstilles ved hjelp
av PCR(polymerasekjedereaksjon)metoden ved anvendelse av cDNA
gom koder for nativ TCF som templat og syntetiske oligo-
nukleotider som koder for de andre aminosyrer.

cDNA erholdt som beskrevet ovenfor kan innfeyes i
en vektor med en passende ekspresjonspromotor {cytomegalo-
virus (CMV), SRa (Mcle. Cell. Bicl. vol. 8, nr. 1, s. 466-
472) og japansk patentseknad 2774895 (1989), og transfekteres
i eukaryotiske celler, slik som pattedyrceller. Ved dyrkning
av disse celler kan aktuelle TCF-mutanter iscleres fra
dyrkningslesningen.

Mange TCF-mutanter kan konstrueres ved & innfere
mutasjoner ved forskjellige seter eller rester. Ved forelig-
gende oppfinnelse ble det fremstilt & mutanter. Disse
mutanter spesifiseres ved nummerering av aminosyresekvensen
for mutagenese, antall aminosyrer ved N-terminalen av den
mutageniserte del og endret aminosyresekvens etter
mutagenese, ved hjelp av en enbokstavkode for aminosyrer. Der
som f.eks. hele sekvensen Arg-Lys-Arg-Arg i den andre
posisjon fra N-terminalen erstattes med Ala, representeres
mutanten som RKRR2AABA. Som et annet eksempel representeres
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mutanten hvis opprinnelige sekvens Lys-Ile-lys-Thr-Lys-lys
ved den 27. posisjon fra N-terminalen erstattes med Ala-Ile-
Ala-Thr-Ala-Ala, som KIKTKK27AIATAA.

Foreliggende cppfinnelse tilveiebringer saledes en
tumorcytotoksisk-faktor-II-mutant, kjennetegnet ved at Arg2-
Lys-Arg-Arg5 i villtype-tumorcytotoksisk-faktor-1I er mutert
til Ala-Ala-Ala-Ala, en tumorcytotoksisk-faktor-II-mutant,
kjennetegnet ved at Lys27-Ile-Lys-Thr-Lys-Lys32 i villtype-
tumorcytotoksisk-faktor-II er mutert til Ala-Ile-Ala-Thr-Ala-
Ala, en tumorcytotoksisk-faktor-¥I-mutant,
kjennetegnet ved at LysS54 i villtype-tumorcytotoksisk-faktor-
IT er mutert til Ala og en tumorcytotoksisk-faktor-II-mutant,
kjennetegnet ved at Arg42 i villtype-tumorcytotokeisk-faktor-
II er mutert til Ala.

Foreliggende oppfinnelse forklares i detalj ved
hjelp av eksemplene. Rammen for foreliggende oppfinnelse er
imidlertid ikke begrenset av disse eksempler.

Eksempel 1
Sete-spesifikk mutasjon ble utfert ved hjelp av

metoden beskrevet nedenfor ved anvendelse av 6,3 kb TCF-
ekspresjonsplasmidet erholdt ved hjelp av metoden beskrevet i
WO 92/01053. E. cecli omfattende dette plasmid ble deponert
som FERM BP-3479.

I. Premstilling av templatplasmid peD TCF0O01
I overensstemmelse med metoden beskrevet nedenfor

ble en mutasjon innfert ved PstI-spaltingssetet ved nukleotid
nr. 34 for & forandre sekvensen til en nukleotidsekvens som
ikke kunne spaltes. PCR ble utfort ved anvendelse av 8 ng
plasmid pUC TCF (plasmid hvori SalI/Sphl-fragmentet av TCF
¢DNA ble innfeyet i plasmid pUCl8) som et templat i nervar av
en kombinasjon av mutagenisert primer Pst0l1l (SEKVENS.ID.nr.:
1) og en ikke-mutagenisert primer TCF415 R (SEKVENS.ID.nr.:
2), og i nerver av en kombinasjon av mutagenisert primer P002
(SEKVENS.ID.nr.: 3) og en ikke-mutagenisert primer TCFSal-77
(SEKVENS.ID.nr.: 4).

Etter at primerne var fjernet fra reaksjonsbland-
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ingen ved molekylarfiltrering med mikrokon 100 (Amicon), ble
produktene blandet. Den andre PCR ble utfert ved anvendelse
av primer TCFSal-77 og TCF415R. Det erholdte produkt ble
spaltet med restriksjonsenzymer BstPI og Pstl. Ved anvendelse
av et ligeringssett (Takara-shuzo) ble fragmentet ligert med
det sterste Bst-PatI-fragment av pUC TCF BatPI/PstI fremstilt
pa forhand. E. coli DHSa ble transformert ved anvendelse av
en del av ligeringsreaksjonsblandingen.

Transformert E. coli DHS5a ble dyrket i L-buljong
inneholdende S0 pg/ml ampicillin og et aktuelt plasmid ble
utvalgt fra ampicillinresistente kolonier. Dette plasmid ble
spaltet med restriksjonsenzymer Sall og Sphl, blandet med
nytt pcDNAI (hvori flerkloningssetet for pcDNAI var mutageni-
sert og det foreld et HindIII-Sall-BamHI-SphI-NotI-klonings-
sete) Sall/Sphl-stort fragment fremstilt pad forhand, og
innfeyet ved anvendelse av et ligeringssett. Ved anvendelse
av reaksjonsblandingen ble E. ccli MC1061/P3 ({Invitrogen)
transformert. Transformert E. coli MC10161/P3 ble dyrket i L-
buljong inneholdende 50 pg/ml ampicillin og 7,5 pg/ml tetra-
syklin.

Plasmid-DNA ble fremstilt fra erholdte ampicillin-
tetrasyklinresistente kolonier og nukleotidsekvensene derav
ble bestemt ved hjelp av et DNA-sekvenseringsapparat (Perkin-
Elmer). Det ble erholdt plasmid pcD TCF001 med en aktuell
struktur og TCF-mutanter ble fremstilt ved anvendelse av det
erholdte plasmid.

II. Konstruksjon av en ekspresjonsvektor for TCF-mutanter og

fremstilling av transformert E. coli

i. Konstruksjon av RKRR2AAAA-ekspresjonsvektor og

fremgtilling av transformert E. coli

En ekspresjonsvektor for c¢cDNA som koder for
RKRR2AMAA ble konstruert ved hjelp av to trinn med PCR. I det
ferste trinn ble det anvendt en kombinasjon av mutagenisexrt

primer 2RKRRF (SEKVENS.ID.nr.: 5) og ikke-mutagenisert primer
TCFS77 R (SEKVENS.ID.nr.: 6), og en kombinasjon av mutageni-
sert primer 2RKRR R (SEKVENS.ID.nr.: 7) og ikke-mutagenisert
primer TCFSal-77 (SEKVENS.ID.nr.: 4).
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4 ng pcD TCFOC1 ble anvendt som templat i begge
reaksjoner. BEtter reaksjonene ble begge reaksjonsblandinger
blandet og renset med mikrokon 100. 1/20 av blandingen ble
anvendt som templat i den andre PCR. TCFSal-77 og TCF977 R
ble anvendt som primere. Reaksjonsblandingen ble renset med
mikrokon 100 og spaltet med restriksjonsenzymer BstPI og
EcoRV. Ved anvendelse av ligeringssettet ble fragmentet inn-
feyd i det store fragment av en SRa-inneholdende TCF-ekspre-
sjonsvektor som pa forhand var spaltet med BetPl og EcoRV. E.
coli DHSa ble transformert med ligeringsreaksjonsblandingen
og et aktuelt klon ble erholdt fra de dannede ampicillin-
resigtente celler ved hjelp av den samme metode som beskrevet
ovenfor. Plasmid-DNA ble fremstilt fra det erholdte klon og
DNA-sekvensen derav ble bestemt ved hjelp av DNA-sekvenser-
ingsapparatet (Perkin-Elmer). Dette plasmid ble spaltet med
restriksjonsenzymer EcoRV og BstPI og innfeyet i fragmentet
av pUC TCF som pia forhand var spaltet med restriksjonsenzymer
EcoRV og BstPI, etterfulgt av transformasjon av E. coli DH5a
med dette. - .

E. coli omfattende dette plasmid ble deponert som
pUC TCF2 ved National Institute of Bioscience and Human
Technology 10. november 1994, og har deponeringsnummer FERM
P-14624.

ii. Konstruksjon av KIKTKK27AIATAA-ekspresjonavektor og frem-

stilling av transformert E. coli

Et ekspresjonsplasmid for c¢DNA som koder for
KIXTKK27AIATAA-mutant ble konstruert ved hjelp av to trinn
med PCR. I den ferste PCR ble det anvendt en kombinasjon av
en mutagenisert primer 27KIKTKK F {(SEKVENS.ID.nr.: 8) og en
ikke-mutagenisert primer TCF977 R (SEKVENS.ID.nr.: 6), og en
kombinasjon av mutagenisert primer 27KIKTKK R
(SEKVENS.ID.nr.: 9) og en ikke-mutagenisert primer TCFSal-77
{SEKVENS.ID.nr.: 4). 4 ng pcD TCF00l1 ble anvendt som templat
i begge reaksjoner. Etter reaksjonene ble begge reaksjons-
blandinger blandet og renset med mikrockon 100. 1/20 av
blandingen ble anvendt som templat i den andre PCR. TCFSal-77
og TCF977 R ble anvendt som primere.



10

15

20

25

30

35

Reaksjonsblandingen ble renset med mikrokon 100 og
spaltet med restriksjonsenzymer BstPI og EcoRV. Ved
anvendelse av ligeringssett ble fragmentet innfeyet i det
store fragment av en SRa-inneholdende TCF-ckspresjonsvektor
som pa forhdnd var spaltet med BstPI og EcoRV. E. coli DHSa
ble transformert med ligeringsreaksjonsblandingen og et
aktuelt klon ble erholdt fra de ampicillinresistente celler
ved anvendelse av den. samme metode som beskrevet ovenfor.
Plasmid-DNA ble fremstilt fra det erholdte klon og DNA-
sekvensen derav ble bestemt ved hjelp av et DNA-sekvenser-
ingsapparat. Dette plasmid ble spaltet med restriksjons-
enzymer EcoRV og BstPI cog inkorporert i fragmentet av pUC TCF
spaltet med restriksjonsenzymer EcoRV og BstPI, etterfulgt av
transformasjon av E. coli DH5a med dette. E. coli omfattende
dette plasmid ble deponert ved National Institute of

Bioscience and Human Technology 10. november 1994, og har
deponeringsnummer FERM P-14623.

iii. Konstrukgjon av K54A-ekspresjonsvektor og fremstilling
av transformert E. coli

Et ekspresjonsplasmid for cDNA som koder for KS4A-
mutanten ble konstruert ved hjelp av to trinn med PCR. I den
forste PCR ble det anvendt en kombinasjon av mutagenisert
Primer 54K F (SEKVENS.ID.nr.: 10) og ikke-mutagenisert primer
TCF977 R (SEKVENS.ID.nr.: 6), og en kombinasjon av mutagen-
isert primer 54K R (SEKVENS.ID.nr.: 11) og ikke-mutagenisert
primer TCFSal-77 (SEKVENS.ID.nr.: 4). 4 ng pcD TCF001 ble
anvendt som templat i begge reaksjoner. Etter reaksjonené ble
begge reaksjonsblandinger blandet og renset med mikrckon 100.

1/20 av blandingen ble anvendt som templat i den
andre PCR. TCFSal-77 og TCF977 R ble anvendt som primere.
Reaksjonsproduktet ble renset med mikrokon 100 og spaltet med
restriksjonsenzymer BstPI og EcoRV. Ved anvendelse av et
ligeringssett ble fragmentet innfeyet i det store fragment av
en SRa-inneholdende TCF-ekspresjonsvektor som pad forhand var
spaltet med BstPI og EcoRV. E. coli DH5a ble transformert med
ligeringsreaksjonsblandingen og et aktuelt klon ble erholdt
fra de erholdte ampicillinresistente celler ved anvendelse av
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den samme metode som beskrevet ovenfor. Plasmid-DNA ble frem-
stilt fra det erholdte klon og DNA-sekvensen derav ble
bestemt ved hjelp av et DNA-sekvenseringsapparat.

iv. Konstruksjon av RGKD132AGAA-ekspresjonsvektor og

fremstilling av transformert E. coli

Et ekspresjonsplasmid for cDNA som koder for
RGKD132AGRA-mutant ble konstruert ved hjelp av to trinn med
PCR. I den ferste PCR ble det anvendt en kombinasjon av
mutagenisert primer 132RGKD F (SEKVENS.ID.nr.: 12) og ikke-
mutagenisert primer TCF877R (SEKVENS.ID.nr.: 6), og en
kombinasjon av mutagenisert primer 132RGKD R (SEKVENS.ID.nr.:
13} og primer TCFSal-77 (SEKVENS.ID.nr.: 4). 4 ng pcD TCF001
ble anvendt som templat i begge reaksjoner. Etter reaksjonen
ble begge reaksjonsblandinger blandet og renset med mikrokon
100.

1/20 av blandingen ble anvendt som templat i den
andre PCR, TCFSal-77 og TCF977 R ble anvendt som primere.
Reaksjonsproduktet ble renset med mikrokon 100 og spaltet med
restriksjonsenzymer BstPI og EcoRV. Ved anvendelse av et
ligeringssett ble fragmentet innfeyet i det store fragment av
den SRa-inneholdende TCF-ekspresjonsvektor som pa forhand var
spaltet med BstPI og EcoRV. E. coli DHS5a ble transformert med
ligeringsreaksjonsblandingen og et aktuelt klen ble erholdt
fra de erholdte ampicillinresistente cellelinjer. Plasmid-DNA
ble fremstilt fra det erholdte klon pa samme mite som be-
skrevet ovenfor, og basesekvensen derav ble bestemt ved hjelp
av et DNA-sekvenseringsapparat. ‘

v. Konstruksjon av R142A-ekspresjonsvektor og fremstilling av

transformert E. coli
Et ekspresjonsplasmid for c¢DNA som koder for R142A-
mutanten ble konstruert ved hjelp av to trinn med PCR. I den

ferste PCR ble det anvendt en kombinasjon av mutagenisert
primer 142R F (SEKVENS.ID.nr.: 14) og ikke-mutagenisert
primer TCF977 R (SEKVENS.ID.nr.: 6), og en kombinasjon av
mutagenisert primer 142R R (SEKVENS.ID.nr.: 15) og TCFSal-77
(SEKVENS.ID.nr.: 4). 4 ng pcD TCF ble anvendt som templat i



10

15

20

25

30

35

10

begge reaksjoner. Etter reaksjonene ble begge reaksjonsbland-
inger blandet og renset med mikrokon 100.

1/20 av blandingen ble deretter anvendt som templat
i den andre PCR. Reaksjonsproduktet ble renset med mikrokon
100 og spaltet med restriksjonsenzymer BstPI og EcoRV. Ved
anvendelse av et ligeringssett ble fragmentet innfeyet i det
store fragment av en SRa-inneholdende TCF-ekspresjonsvektor
som pd forhadnd var spaltet med BstPI og EcoRV. E. coli DHSa
ble transformert med ligeringsreaksjonsblandingen og et
aktuelt klon ble erholdt fra de erholdte ampicillinresistente
cellelinjer pa samme mate som beskrevet ovenfor. Plasmid-DNA
ble fremstilt fra det erholdte klon og DNA-sekvensen derav
ble bestemt ved hjelp av et DNA-sekvenseringsapparat.

vi. Konstruksjon av R42A-ekspresjonsvektor og fremstilling av

transformert E. coli

Et ekspresjonsplasmid for c¢cDNA som koder for R42A-
mutanten ble konstruert ved hjelp av to trinn med PCR. I den
ferste PCR ble det anvendt en kombinasjon av mutagenisert
primer 42R F (SEKVENS.ID.nr.: 16i og ikke-mutagenigsert primer
TCF977 R (SEKVENS.ID.nr.: 6), og en kombinasjon av mutagen-
isert primer 42R R (SEKVENS.ID.nr.: 17) og TCFSal-77
{SEKVENS.ID.nr.: 4). 4 ng pcD TCF00l1 ble anvendt som templat
i begge reaksijoner.

Etter reaksjonen ble begge reaksjonsblandinger
blandet og renset med mikrokon 100. 1/20 av blandingen ble
deretter anvendt som templat i den andre PCR. TCFSal-78 og
TCF977 R ble anvendt som primere. Reaksjonsblandingen ble
renset med mikrokon 100 og spaltet med restriksjonsenzym
BstPI/EcoRV. Ved anvendelse av et ligeringssett ble frag-
mentet innfeyet i det store fragment av den SRa-innehcldende
TCF-ekspresjonsvektor som p& forhdnd var spaltet med BstPI og
EcoRV. E. coli DH5a ble transformert med ligeringsreaksjons-
blandingen og et aktuelt klon ble erholdt fra ampicillin-
resistente cellelinjer pa samme mate som beskrevet ovenfor.
Plasmid-DNA ble fremstilt fra det erholdte klon og DNA-
sekvensen derav ble bestemt ved hjelp av et DNA-sekvenser-
ingsapparat.
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III. Fremstilling og rensing av ekspresjonsplasmider for TCF-

mutanter

Seks typer av transformert E. coli omfattende de
ovenfor beskrevne ekspresjonsmidler ble dyrket i L-buljong
{400 ml) inneholdende 50 pg/ml ampicillin, i en ristein-
kubator ved 37 °C over natten, fordi Spectinoycin (Sigma) ble
tilsatt til en sluttkonsentrasjon pd 0,3 mg/ml nir OD60C i
dyrkningslesningen var 1,0. I overensstemmelse med metoden
Maniatis (Molecular cloning 2. utg. s. 1.21-1.52 (1989), Cold
Spring Harbor Laboratory), plasmid-DNA isclert ved hjelp av
den alkaliske SDS-metode, og seks typer av TCF-mutanteks-
presjonsplasmider ble renset ved hjelp av cesium-tetthets-
gradientsentrifugeringsmetoden.

Iv. Transfeksjon av TCF-mutantekspresjongplasmid i dyreceller
Alle de mutante ekspresjonsplasmider ble trans-

fektert i CHO-celler. CHO-celler (2 x 10°) ble suspendert i

0,8 ml IMDM-medium (Gibco) inneholdende 10 % kalvefosterserum

(Gibco) , hvori det ytterligere ble suspendert en opplesning
av 200 pg ekspresjonsvektor og 10 pg Blasticidinresistent
genekspresjonsplasmid pSvVZz bsr (Funakoshi) pa forhind opplest
i 25 pl TE (10 mM tris-HC1l (pH 8,0)-1 mM EDTA). Denne suspen-
sjon ble elektroporert undexr betingelsene 330V og 960 pF.
Etter henstand ved romtemperatur i 10 minutter ble suspen-
gjonen suspendert i 10 ml IMDM inneholdende 10 % FCS-medium,
og dyrket ved 37 °C i en COz-inkubator (5 % CO;) i 2 dager. To
dager etter ble supernatanten oppsamlet cg mengden av den ut-
trykte TCF-mutant ble analysert wved hjelp av enzymimmun;
analyse (EIA) (N. Shima, et al., Gastro-enterologia Japonica,
vol. 26, nr. 4, s. 477-482 (1991)) ved anvendelse av anti-
TCF-monoklenalt antistoff. Dette ble anvendt som en preve for
analysering av biologisk aktivitet. Cellene ble hestet fra
bunnen av flaskene ved trypsin(Gibco)behandling, og antall
levedyktige celler ble tellet, Ca. 10 000 celler/brenn ble
plassert i 96-brenners plater (Nunc) og dyrket i 200 pl/brenn
IMDM-medium innehocldende 10 % FCS og 5 pg/ml Blasteidin i 2-
3 uker. Etter 2-3 uker ble 50 pl aligquoter uttatt fra hver
brenn og testet med hensyn til ekspresjon av TCF-mutant ved
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hjelp av EIA. Cellekloner som uttrykker TCF-mutantene ble
dyrket i 12-brenners plater og 25 cm’ flaske. Cellelinjene
som produgserer TCF-mutant ble tilveiebrakt fra CHO-celler ved
hjelp av den ovenfor angitte operasjon.

V. Dyrkning i stor skala av TCF-mutantproduserende celler
Mutantproduserende celler ble innhestet fra 75 cm?

flagker nar kulturen ble sammenlepende, og cellene ble over-
fert til 10 flasker 225 cm® inneholdende 100 ml medium og
dyrket i én uke. Kultursupernatanten ble deretter innsamlet.
Ved & gjenta denne operasjon 1 eller 2 ganger ble 1-2 1 av
dyrkningslesningen erholdt.

vI. Rensing av TCF-mutantene

Rensingen ble utfert ved hjelp av tre trinn som be-
skrevet nedenfor.

i. Heparin-Sepharose CL-6B

Bunnfall ble fjernet fra 1-2 1 dyrkningsmedium fra
CHO-celler som uttrykker forskjellige TCF-mutantexr, ved
sentrifugering (2 000 rpm x 10 minutter) av mediet, og ved
filtrering av supernatanten gjennom et 0,45 pm filter (German
Science) ble TCF-mutant absorbert ved 4 ml/minutt pa en
heparin-Sepharcse CL-6B-kolonne (25 mm x 120 mm, pharmacia)
ekvilibrert med 10 mM tris-HC1 (pH 7,5) inneholdende 0,3 M
NaCl og 0,01 % Tween 20. Kecleonnen ble vasket med ca. 500 ml
ekvilibreringsbuffer og TCF-mutanten ble eluert med 10 mM
tris-HCl (pH 7,5) inneholdende 2 M NaCl og 0,01 % Tween 20.
Den eluerte lesning ble fraksjonert i 4 ml fraksjoner ved
hjelp av en fraksjonsoppsamler, og fraksjonene med absorpsjon
ved 280 nm ble oppsamlet.

ii. Mono S FPLC

Fraksjonen inneholdende TCF-mutant eluert med 2 M
NaCl ble dialysert mot 10 mM fosfatbuffer (pH 7,0) innehold-
ende 0,15 M NaCl, etterfulgt av sentrifugering (12 000 rpm x

90 minutter) for & fjerne bunnfall. Supernatanten inne-
holdende TCF-mutant ble passert gjennom en mono S-kolonne (5
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mm X 50 mm, Pharmacia) ekvilibrert med 10 mM fosfatbuffer (pH
7,0) inneholdende 0,15 NaCl og 0,01 % Tween 20, ved en
gjennomstremningshastighet pa4 1 ml/minutt for & adsorbere
TCF-mutant. Etter at kolonnen var vasket med ca. 30 ml
ekvilibreringsbuffer ble TCF-mutant eluert ved A endre
gjennomstremningshastigheten til 0,5 ml/minutt med en linear
gradient av NaCl opp til 1,0 M i 60 minutter. Den eluerte
lesning ble fraksjonert i fraksjoner pa 5 ml ved hjelp av en
fraksjonsoppsamler, og fraksjoner inneholdende TCF-mutant ble
analysert ved absorpsjon ved 280 nm og EIA og oppsamlet.

iii. Heparin 5-PW FPLC
Fraksjonen inneholdende TCF-mutant erholdt ved

anvendelse av mono S5-kolonnekromatogfi, ble tilsatt en 2-
gangers mengde 10 mM tris-HC1 (pH 7,5) inneholdende 0,01 %
Tween 20. Lesningen ble passert gjennom en heparin 5-PW-
kolonne (5 mm x 75 mm TOSOH) 1 ml/minutt, ekvilibrert med
10 mM tris-HCl (pH 7,5) inneholdende 0,3 M NaCl og 0,01 %
Tween 20, for &4 abserbere TCF-mutanten. Ved & endre gjennom-
stremningshastigheten til 0,5 ml/minutt ble TCF-mutanten
eluert med en line®r gradient av NaCl opp til 2,0 M i
60 minutter.

Den eluerte lesning ble fraksjonert i fraksjoner pa
5 ml ved hjelp av en fraksjonsoppsamler. Fraksjonen innehold-
ende TCF-mutant ble analysert ved absorpsjon ved 280 nm og
EIA og oppsamlet. Erholdt TCF-mutantlesning ble dialysert mot
PBRS-inneholdende 0,01 % Tween 20 (TPBS), for & erholde dgt
endelig rensede produkt. Mengden protein i det endelige
rensede produkt ble bestemt ved hjelp av Lowry-metoden.
Aminosyresekvensen av TCF-mutant RKRR2AAAA og sekvensen av
mutant KIKTKK27AIATAA ble angitt som hhv. SEKVENS.ID.nr.: 18
og SEKVENS.ID.nr.: 19.

VII. SDS-polyakrylamidgelelektroforese av renset TCF-mutant
Renset TCF-mutant (200 ng) ble underkastet et SDS-
polyakrylamidgelelektroforese. En skjematisk fremstilling av
elektroforesen av TCF-mutant RKRR2AAAA og KIKTKKK27AIATAA som
oppviste en 10-gangers ekning i biologisk aktivitet som
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beskrevet nedenfor, og nativt TCF, er vist i figur 1. Bade
resultatene under reduserende betingelser (i narvaer av p-
merkaptoetanol) og ikke-reduserende betingelser (i fravaer av
p-merkaptoetanol) viste ingen forskjell mellom de tre prever.
Det ble dessuten ikke observert noe bdnd foruten de som var
forventet ut fra strukturen av begge TCF-mutanter.

Eksempel 2
Affinitet av TCF og TCF-mutant for heparin

I. Heparin-sepharose CL-6B
Bunnfall ble fjernet fra kulturmediet fra CHO-
celler som uttrykker hver TCF-mutant, ved sentrifugering (1

200 x g, 10 minutter) av mediet og ved filtrering av super-
natanten gjennom et 0,22 um filter. Den filtrerte supernatant
ble applisgert p& en heparin-Sepharose CL-6B-kolonne (5 mm x
5 mm; Pharmacia) ekvilibrert med TPRS, for & adsorbere TCF-
mutant p4 kolonnen. Etter vask med 3 ml TPBS ble TCF-mutant
eluert med 1 ml TPBS inneholdende ¢,2-0,3 M NaCl, under
trinnvis ekning av saltkonsentrasjonen. Konsentrasjonen av
TCF-mutant i eluatet ble analysert ved hjelp av EIA og
saltkonsentrasjonen i eluatet ble definert som affinitet av
mutant for heparin.

II. Heparin 5-PW FPLC

Kulturlesningen fra CHO-celler som uttrykker hver
TCF-mutant (30-60 ml) ble sentrifugert (1 000 x g,
10 minutter), passert gjennom et 0,22 um filter for a fjérne

bunnfall og applisert pd en heparin 5-PW-kolonne ekvilibrert
med 20 mM tris-HCl-bufferlesning inneholdende 0,01 Tween 20
ved en gjennomstremningshastighet pid 1,0 ml/minutt, for &
adsorbere TCF-mutant. Etter vask av kolonnen med ca. 20 ml
ekvilibreringsbufferlesning og endring av gjennomstremnings-
hastigheten til 0,5 ml/minutt, ble TCF-mutant eluert med en
line®r gradient av NaCl opp til 1,5 i 45 minutter. Fraksjoner
av 0,5 ml ble oppsamlet ved hjelp av en fraksjonsoppsamler og
konsentrasjonen av TCF-mutant i hver fraksjon ble kvantifi-
sert ved hjelp av EIA, og saltkongentrasjonen i eluerings-
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lesningen ble definert som affinitet av mutant for heparin.

Resultatene for bestemmelse av affinitet av disse
TCF-mutanter for heparin er vist i tabell 1. Elueringskonsen-
trasjonen av NaCl fra heparin-Sepharose representerer
kensentrasjonen ved hvilken TCF-mutanten elueres i maksimal
mengde. Det relative forhold mellom elueringskonsentrasjonene
er definert som (elueringskonsentrasjonen av NaCl for mutant
TCF/den tilsvarende konsentrasjon for nativ TCF). n.d. betyr
"ikke bestemt". Ved undersekelsen med heparin-Sepharose opp-
viste RKRR2AAAA, KIKTKK27AIATAA og R42A betydelig redusert
affinitet for heparin. Ved undersekelsen med heparin 5-PW ble
det dessuten observert at affinitet av mutantene for heparin
ble redusert til ca. 70 % av affiniteten for TCF.

Tabell 1

Heparin- Heparin 5- Relativt for-

Sepharose- PW-eluer- hold for

eluerings- ingskoneen- eluerings-

konsentrasjon | trasjon av konsentrasjon

av NaCl (M) NaCl (M)
TCF 0.9 1,14 1,00
RKRR2AAAA 0,6 0,78 0,68
KIKTKKZ27AIATAA 0,6 0,82 0,72
R42A 0,7 0,84 0,74
KS4a 0,9 1,10 0,986
RGKD132AGAA 0,9 n.d. n.d.
R142A 0,9 n.d. n.d.

Eksempel 3

Proliferativ aktivitet av TCF og TCF-mutanter overfor hepato-

cytter in vitro

Proliferativ aktivitet ble undersekt ved hjelp av
den felgende metode:

I overengstemmelse med metoden ifelge Segren
(Method in cell biology, vol. 13, 3. 29 (1976) Academic
Press, New York),-ble hepatocytter isoclert fra Wistar-rotter
(ca. 200 g kroppsvekt). Cellene (1,0 x 10*/50 ul/brenn) ble
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plassert i broennene i 96-brenners plater (Falcon) og dyret
ved 37 °C over natten ved anvendelse av Williams E-medium
(Flow Laboratory) inneholdende 10 % kalvefosterserum og 10 uM
deksametason (i det etterfelgende forkortet som basismedium).
Etter 24 timer ble 10 pl basismedium inneholdende TCF eller
TCF-mutant tilsatt til hver brenn. Platene ble inkubert ved
37 °C i ytterligere 22 timer. Etter 22 timer ble YH-tymidin
(Amersham) tilsatt i en mengde av 1 pCi/brenn og kulturen ble
opprettholdt i ytterligere 2 timer. Cellene ble deretter
vasket to ganger med PBS og innhestet ved behandling med

0,5 % trypsin, etterfulgt av oppsamling av cellene i et
glassfilter ved hjelp av et celleinnhestingsapparat.
Radioaktiviteten inkorporert i hver brenn ble milt ved hjelp
av Matrix 96 {Packard) som mengde DNA-syntese. Resultatene er
vist i figur 2.

Mutant KS4A, RGKD132AGAA og R142A hadde hhv. 1,4-
ganger, 2,0-ganger og 1,6-ganger heyere biologisk aktivitet
enn nativ TCF ved en TCF-antigenkonsentrasjon pi 2,5 ng/ml.
Hver mutant med redusert affinitet for heparin ble videre be-
stemt ved hjelp av Lowry—metoden; Den biologiske aktivitet
ble deretter sammenlignet med hensyn til den proteinkonsen-
trasjon som oppviste 50 % av den maksimale proliferative
aktivitet (EDj) (figurene 3 og 4).

Som resultat oppviste to typer protein, dvs.
RKRR2AAAA og KIKTKK27AIATAA, mer enn 10 ganger sd hey bioclog-
isk aktivitet pr. enhetsmengde protein sammenlignet med
aktiviteten av nativ TCF.

Eksempel 4
Proliferativ aktivitet av TCF og TCF-mutant i

nyreepitelceller

Proliferativ aktivitet i nyreepitelceller ble
bestemt ved hjelp av den felgende metode:

OK-celler avledet fra nyreepitelcellelinjen fra
amerikansk Opossum ble plassert i hver brenn i en 96-brenners
plate, slik at antall celler var 1,0 x 10°/100 ul/brenn, og
dyrket i DMEM-medium inneholdende 10 % kalvefosterserum ved °
37 °C over natten. Deretter ble hver brenn vasket 2-3 ganger
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med DMEM-medium uten innhold av serum. Mediet i hver brenn
ble erstattet med DMEM-medium uten innhold av serum, og
kulturen ble opprettholdt ved 37 °C i ytterligere 2 dager.
Mediet i hver brenn ble deretter p& nytt erstattet med 50 pl
friskt DMEM-medium uten innhold av serum, og etter tilsetning
av 50 pl TCF eller TCF-mutant fortynnet med DMED-medium inne-
holdende 0,2 % bovint serumalbumin, ble kulturen opprettholdt
i ytterligere 24 timer..Etter 24 timer ble *H-tymidin tilsatt
for & gi en mengde pd 1 pCi/brenn, og kulturen ble opprett-
holdt i ytterligere 2 timer. Cellene ble deretter vasket to
ganger med PBS og innhestet ved behandling med 0,5 % trypsin,
etterfulgt av oppsamling av cellene i et glassfilter ved
hjelp av et celleinnhestingsapparat. Radioaktiviteten
inkorporert i hver brenn ble malt ved hjelp av Matrix %6 og
bestemt som mengde DNA-syntese. Resultatene er vist i figur
5.

Som resultat ble det observert at biologiske
aktiviteter pr. enhetsmengde protein RKRR2AAAA og
KIKTKK27AIATAA i nyreepitelceller okte mer enn to ganger
sammenlignet med aktiviteten av nativ TCF,

Eksempel 5
Proliferativ aktivitet av TCF og TCF-mutant i benmargsceller

in vitro

Proliferativ aktivitet i benmargsceller ble bestemt
ved hjelp av den felgende metode:

NSF-60-celler fra en musebenmargscellelinje ble
plassert i hver brenn i en 96-brenners plate for 4 gi en
mengde p& 5,0 x 10* celler/50 pl/brenn i RPMI-medium
inneholdende 10 % kalvefosterserum, og ble etter tilsetning
av 50 pl TCF ellexr TCF-mutant fortynnet med mediet, dyrket
ved 37 °C 1 24 timer. BEtter 24 timer ble 10 ul, 5 mg/ml MTT
(Sigma) tilsatt til hver brenn og kulturen ble opprettholdt i
ytterligere 24 timer. 100 pl 10 % SDS/10 mM ammoniumklorid
ble deretter tilsatt til hver brenn og de ble hensatt ved
romtemperatur over natten. Optisk absorbans ved 590 nm ble
deretter midlt ved Immunoreader NJ-2 000 (Intermed) aom
proliferativ aktivitet.
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Resultatene er vist i figur 6. Som resultat ble det
observert at biclogiske aktiviteter pr. enhetsmengde protein
RKRR2AAAA og KIKTKK27AIATAA i benmargsceller ble redusert til
1/2-1/20 av aktiviteten av nativ TCPF.

Eksempel 6
In vivo-biologisk aktivitet av TCF og TCF-mutanter

In vivo-biologisk aktivitet ble analysert ved hjelp
av den felgende metode:

TCF eller TCF-mutant opplest i PBS inneholdende
0,01 %¥ Tween 20 ble administrert intravenest gjennom halen
(2 mg/kg x 2 ganger/dag) til 6 uker gamle Wistar-hannrotter i
4 dager. Dagen etter den siste administrering ble blodprever
uttatt fra den kaudale vana cava under eteranestesi og serum
ble innsamlet ved sentrifugering (3 000 rpm x 10 minutter) og
umiddelbart etter blodpreveuttak, i tilfelle med plasma, ble
natriumsitrat (sluttkonsentrasjon 0,38 %) tilsatt etterfulgt
av sentrifugering (3 000 rpm x 10 minutter) for & gi plasma.
Etter at oppsamlet serum eller plasma ble oppbevart i en
fryser ved -30 °C ble serumnivi for totalt proﬁein, albumin,
umettet jernbindingskapasitet, totalt kolesterol, fritt
kolesterol, HDL-kolestercl og fosfolipid, analysert ved hjelp
av en serum autoanalysator (Hitachi 7150 auteanalysator), og
plasmaniva av protrombin og fibrinogen ble analysert ved
hjelp av en automatisk blodkoagulasjonsanalysator KC40
(Amerung) . Ved disse analyser ble de felgende analysesett
anvendt :

Totalt protein: "Autosera" TP, albumin: "Autogera"
ALB, umettet jernbindingskapasitet: "Clinimat" UIBC, totalt
kolesterol: "Autosera" CHO-2, fritt kolestercl: "Autosera" F-
CHO-2, HDL-kolesterol: HDL-C-2 "DAIICHI", fosfolipid:
rAutosera" PL-2 {alle de ovennevnte sett er produkter fra
Daiichi-Pure Chemicals Co., Ltd.}.

Protrombintid: Ortobraintromboplastin (Ortho
Diagnostic Systems Inc.), fibrincgen: "Sun Assay Fib" (Nitto
Boaseki Co., Ltd.). Som typiske eksempler er doseeffekter
derav pA serumnivd for totalt protein og pa serumniva for
HDL-kolestercl vist i hhv. figur 7 og figur 8.



10

15

19

I overensstemmelse med resultatene fra statistisk
analyse med parallellinjeundersekelse, med hensyn til ekning
av totalt protein, oppviste RKRR2AAAA 2,12 ganger spesifikk
aktivitet og KIKIKTKK27AIARAA oppviste 1,37 ganger spesifikk
aktivitet, sammenlignet med aktiviteten av nativt protein.
Med hensyn til okning av HDL-kolesterol oppviste dessuten
RKRRZAARA 1,66 ganger spesifikk aktivitet og KIKTKK27AIATAA
oppviste 1,62 ganger spesifikk aktivitet, sammenlignet med
aktiviteten av nativt protein.

Industriell tilgjengelighet

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en ny TCF-
mutant. TCF-mutanten ifelge foreliggende oppfinnelse har
proliferativ aktivitet og vekststimulerende aktivitet i
hepatocytter og er fordelaktige for behandling av for-
skjellige leversykdommer og som et antitumormiddel.
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Sekvensliste
SEKVENS.ID.nr.: 1
LENGDE: 31
TYPE: Nukleinsyre
TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleingyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer Pst0Ol
SEKVENS: GCCAG CCCTG CTGCT CCAGC ATGTC CTCCT G

SEKVENS.ID.nr.: 2

LENGDE: 25
TYPE: Nukleinsyre
TRAD: 1

TOPOLOGI: Linezr

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyxre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer TCF415 R

SEKVENS: TGCCA CTCTT AGTGA TAGAT ACTGT

SEKVENS.ID.nr.: 3

LENGDE: 34

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Line&:r

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer P002

SEKVENS: TTTTA AAAGG AAGTC CTTTA TTCCT AGTAC ATCT

SEKVENS.ID.nr.: 4

LENGDE: 32

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linezr

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer TCFSal-77

SEKVENS: GGTCG ACTAG GCACT GACTC CGAAC AGGAT TC
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SEKVENS.ID.nr.: 5

LENGDE: 33

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linezr

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 2RKRR F

SEKVENS: CCCTA TGCAG AGGGA CAAGC GGCAG CTGCC ATT

SEKVENS.ID.nr.: 6

LENGDE: 23
TYPE: Nukleinsyre
TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer TCF977 R

SEKVENS: ATACC TGAGA ATCCC AACGC TGA

SEKVENS.ID.nr.: 7

LENGDE: 33
TYPE: Nukleinsyre
TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 2RKRR R

SEKVENS: GAATT CATGA ATTGT ATTGG CAGCT GCCGC TTG

SEKVENS.ID.nr.: 8

LENGDE: 35
TYPE: Nukleinsyre
TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear
MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 27KIKTKK F

SEXKVENS: GGCAA TAGCA ACCGC AGCTG TGAAT ACTGC AGACC
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SEKVENS.ID.nr.: 9

LENGDE: 38

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linezr

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 27KIKTKK R

SEKVENS: CAGCT GCGGT TGCTA TTGCC AGTGC TGGAT CTATT TTG

SEKVENS,ID.,nr.: 10

LENGDE: 28

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Lineaxr

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: 54K F

SEKVENS: CCATT CACTT GCGCG GCTTT TGTTT TTG

SEKVENS.ID.nr.: 11

LENGDE: 28

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: 54K R

SEKVENS: CAAAA ACAAA AGCCG CGCAA GTGAA TGG

SEKVENS.ID.nx.: 12

LENGDE: 348

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 132RGKD F

SEKVENS: GAACA CAGCT ATGCG GGTGC AGCCC TACAG GAAAA C
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SEKVENS.ID.nr.: 13

LENGDE: 36
TYPE: Nukleinsyre
TRAD: 1

TOPOLOGI: Linezr

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA

KJENNETEGN: Primer 132RGKD R )
SEKVENS: GTTTT CCTGT AGGGC TGCAC CCGCA TAGCT GTGTIT C

SEKVENS.ID.nr.: 14

LENGDE: 26

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primexr 142R F

SEKVENS: GAAAA CTACT GTGCA AATCC TCGAG G

SEKVENS.ID.nr.: 15

LENGDE: 26

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 142R F

SEKVENS: CCTCG AGGAT TTGCA CAGTA GTTTIT C

SEKVENS.ID.nr.: 16

LENGDE: 27

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linezr

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 42R F

SEKVENS: CAATG TGCTA ATGCA TGTAC TAGGA AT
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SEKVENS.ID.nr.: 17

LENGDE: 27

TYPE: Nukleinsyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear

MOLEKYLTYPE: Nukleinsyre, syntetisk DNA
KJENNETEGN: Primer 42R R

SEKVENS: ATTCC TAGTA CATGC ATTAG CACAT TG

SEKVENS.ID.nr.: 18

LENGDE: 723

TYPE: Aminoyre

TRAD: 1

MOLEKYLTYPE: Protein
KJENNETEGN: R K RR2AAAA
SEKVENS:

Met Trp Val Thr Lys Leu Leu Pro Ala Leu Leu
-31 -30 -25

‘Leu His Leu Leu Leu Leu Pro Ile Ala Ile Pro

-15 -10 E -5

Ala Ala Ala Ala Asn Thr Ile His Gla Phe Lys
5 10

Thr Leu Ile Lys Ile Asp Pro Ala Leu Lys Ile
20 . 25

Asn Thr &la Asp Gln Cys Ala Asn arg Cys Thr
35 40

Pro Phe Thr Cys Lys Ala Phe Val Pke Asp Lys
50 55 ' 60

Lew Gln His Val_Leu

--20

Tyr Ala Glu Gly Gln
-1 1

Lys Ser Ala Lys Thr
15

Lys Thr Lys Lys Val
30

Areg Asn Lys Gly Leu
45

gdla Arg Lys Gln Cys
' 85
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Leu Trp Phe Pro Phe fsn Ser Met Ser Ser Gly Val
70 75

Gly His Glu Phe Asp Leu Tyr Glu Asn Lys Asp Tyr
85 90

Ite Ile Gly Lys Gly Arg Ser Tyr Lys Gly Thr Val

100 105

Ser Gly Ile Lys Cys Gln Pro Trp Ser Ser Met Ile
115 120 125

Ser Tyr Are Gly Lys Asp Leu Gln Glu Asn Tyr Cys
130 135 140

Gly Glu Glu Gly Gly Pro Trp Cys Phe Thr Ser Asn

150 . 155

Tyr Glu Val Cys Asp [le Pro Gin Cys Ser Glu Val
165 170

Cys Asn Gly Glu Ser Tyr Arg Gly Leu Met Asp His
180 185

Lys [le Cys GIn &rg Trp Asp His GIn Thr Pro His
195 . 200 203

Leu Pro Glu Arg Tyr Pro Asp Lys Gly Phe 4sp Asp
210 215 220

Lys Lys Glu Phe
80

Ile Are Asa Cys ..
95

Ser Ile Thr Lys

110

Pro His Glu His

Arg Asn Pro Arg
145

Pro Gliu Val Arg
160

Glu Cys Met Thr
175

Thr Glu Ser Gly
1580

Arg His Lys Phe

Asa Tyr Cys Arg
225
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Asn Pro Asp Gly Gln Pro Arg Pro Trp Cys Tyr Thr Leu Asp Pro His
230 235 240
Thr Arg Trp Glu Tyr Cys 4la I[le Lys Thr Cys Ala Asp Asa Thr Mel
245 250 255

Asn Asp Thr Asp Val Pro Leu Glu Thr Thr Glu Cys lle Gla Gly Gla
60 265 270

Gly Glu Gly Tyr Arg GIy Yhr Val Aso Tar [le Trp Asp Gly Ile Pro
215 280 285

Cys Gla Arg Trp Asp Ser Gia Tyr Pro His Glu His Asp Het Thr Pro
290 - 295 300 305

Giu Asn Phe Lys Cys Lys Asp Leu Arg Glu 4sn Tyr Cys 4rg Asm Pro
310 315 320

Asp Gly Ser Glu Ser Pro Trp Cys Phe Thr Thr 4sp Pro Asn Ile Arg
325 330 335
Val Gly Tyr Cys Ser Gin Ile Pro Asn Cys Asp Met Ser His Gly Gla
340 345 350

Asp Cys Tyr Arg Gly dsn Gly Lys Asa Tyr Met Gly &sn Lea Ser Gln
335 360 ' 365

Thr Arg Ser &ly Leu Thr Cys Ser Met Trp Asp Lys dsp Met Elu Asp
370 375 380 385
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Leu His Arg His Ile Phe Trp Glu Pro Asp Ala Ser Lys Leu Asn Glu

390 395 400
Asn Tyr Cys Arg Asn Pro &sp Asp Asp Ala Ris Gly Pro Trp Cys Tyr
405 410 415

Thr Gly Asn Pro Leu Ile Pro Trp Asp Tyr Cys Pro [le Ser Arg Cys

420 425 430

Glu Gly Asp Thr Thr Pro Thr I[le Val Asn Leu Asp His Pro Val [le
435 440 443

Ser Cys Ala Lys Thr Lys Gln Leu Arg-Val Val Asn Gly Ile Pro Thr
450 455 460 465

Arg Thr Asn Ile Gly Trp Met Val Ser Leu Arg Tyr Arg Asa Lys His
470 475 480

[le Cys Giy Gly Ser Leu [le Lys Glu Ser Trp Val Leu Thr 4la Arg
485 490 485

Gla Cys Phe Pro Ser Arg Asp Leu'Lys Asp Tyr Glu Ala Trp Leu Gly
500 505 - 510

Ile Bis Asp Val His Gly Arg Gly Asp Glu Lys Cys Lys Gln Val Leu
515 520 ' 525

Asn ¥al Ser Glm Leu Val Tyr Gly Pro Glu GIy Ser Asp Leu VYal Leu
530 335 540 545
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Het Lys Leu Ala Arg Pro Ala Val Leu Asp Asp Phe Val Ser Thr Ile
550 555 560
Rsp Leu Pro Asn Tyr Gly Cys Thr Ile Pro Glu Lys Thr Ser Cys Ser
565 570 578

Val Tyr Gly Trp Gly Tyr Thr Gly Leu [{e Asn Tyr Asﬁ Giy Leu Leu
580 585 590

Arg Val Ala Bis Leu Tyr Ile Met Gly Asn Glu Lys Cys Ser GIn His
395 ' 600 603

His Arg Gly Lys Val Thr Leu Asn Glu-Ser Glu Ile Cys Ala Gly Ala
610 615 620 625

Glu Lys Ile Gly Ser Gly Pro Cys Glu Gly Asp Tyr Gly Gly Pro Leu
630 635 640

Val Cys Glu Gla Mis Lys Met Arg Met Val Leu Gly Val Ile Val Pro
645 §50 655

Gly Arg Gly Cys Ala lle Pro Asa Arg Pro Gly Ile Phe Val rg Val
660 665 §70 ;

&1a Tyr Tyr Ala Lys Trp Ile His Lys Ile Ile Leg Thr Tyr Lys Val
675 680 ; 6835

Pro Glu Ser
690 692
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SEKVENS.ID.nr.: 19
LENGDE: 723

TYPE: Aminoyre

TRAD: 1

TOPOLOGI: Linear
MOLEKYLTYPE: Protein

KJENNETEGN: K T K TKK2 7AIATAA

SEKVENS:

Met Trp Val Thr Lys Leu Leu Pro Ala Leu
-31 -30 -25

Leu His Leu Leu Leu Leu Pro Ile Ala Ile

-15 -10

&rg Lys Arg Arg Asn Thr Ile His Glu Phe
5 10

Thr Leu Ile Lys Ile Asp Pro Ala Leu Ala
20 25 -

Asn Thr Ala Asp Gln Cys Ala Asn Arg Cys
35 40

Pro Phe Thr Cys Lys Ala Phe Val Phe dsp
50 . 55

Leu Trp Phe I'ro Phe Asn Ser Met Ser Ser

70 15

Gly His Glu Phe Asp Leu Tyr Glu Asn Lys
85 90

Leu iLeu GIn Ris Val Leu

-20

Pro Tyr Ala Glu Gly Gln

-5 =1 1

Lys Lys Ser Ala Lys Thr
5.

Ile Ala Thr Ala Ala Val
30

Thr Arg Asn Lys Gly Leu
. 45 o

Lys Ala &rg Lys Gln Lys
60 65

Gly Val Lys Lys Glu Phe
80

Asp Tyr Ile Arg Asn Cys
95



10
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Ile Ile Gly Lys Gly Arg
100

Ser Gly I[le Lys Cys Gln

115

Ser Tyr Arg Gly Lys Asp
130 135

Gly Glu Glu Gly Gly Pro
) 150

Tyr Glu Val Cys Asp Ile
165

~Cys Asn Gly Glu Ser Tyr

180

Lys Ile Cys Gln Arg Trp
185

|30
Ser Tyr Lys Gly Thr Val Ser Ile Thr Lys
105 110

Pro Trp Ser Ser Met Ile Pro His Glu His

120 125

Leu GIn Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Arg
140 145

Trp Cys Phe Thr Ser Asn Pro Glu Val Arg
155 160

Pro Gln Cys Ser Glu Val Glu Cys‘het Thr
170 175

Arg Gly Leu et Asp ﬁis Thr Glu Ser Gly
183 190

Asp His Gln-Thr Pro Ris Arg His Lys Phe
200 205

Leu Pro Glu Arg Tyr Pro Asp Lys Gly Phe Asp Asp Asn Tyr Cys Arg

210 215

Asn Pro Asp Gly Gln Pro
230
Tor Arg Trp Glu Tyr Cys
245

220 225

Arg Pro Trp Uys Tyr Thr Leu Asp Pro His
235 240
41a Ile Lys -Thr Cys Ala Asp Asn Thr Met
230 255
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Asn Asp Thr Asp Val Pro Leu Glu Thr Thr Glu Cys [le Gla Gly Gin
260 265 210

Gly Glu Gly Tyr Arg Gly Thr Val Asn Thr Ile Trp Asn Gly Ile Pro
275 280 285

Cys Gln Arg Trp Asp Ser Gln Tyr Pro His Glu His Asp Met Thr Pro
290 295 ‘ 300 305

Glu Asn Phe Lys Cys Lys Asp Leu Arg Glu Asa Tyr Cys Arg Asn Pro
310 315 320

Asp Gly Ser Glu Ser Pro Trp Cys Phe Thr Thr Asp Pro Asn-Ile Arg
325 - 330 335

Val Gly -Tyr Cys Ser Gln [le Pro Asn Cys Asp Met Ser His Gly Gln
340 345 250

Asp Cys Tyr Arg Gly Asn Gly Lys dsn Tyr Met Gly Asn Leu Sef Gin .
355 360 . 365

Thr Arg Ser Gly Leu Thr Cys Ser Met Trp Asp Lys Asa Het Glu Asp
370 375 ' 380 385
Leu His Arg His Ile Phe Trp Glu Pro Asp Ala Ser Lys Leu Asn Glu
390 385 400
Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asp Asp Ala His 6ly Pro Trp Cys Tyr
405 ' 410’ 415
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Thr Gly Asn Pro Leu Ile Pro Trp Asp Tyr Cys Pro Ile Ser Arg Cys

420 425 430

Glu Gly Asp Thr Thr Pro Thr [le Val Asn Leu Asp His Pro Val [le
435 440 445

$er Cys Ala Lys Thr Lys Gln Leu Arg Val Val Asn Gly Ile Pro Thr
450 455 460 465

Arg Thr Asn Ile Gly Trp Met Val Ser Leu Arg Tyr Arg Asn Lys His
470 475 480

Ile.Cys Gly Gly Ser Leu Ile Lys Glu Ser Trp Val Leu Thr Ala Arg
485 490 - 495 .

Gln Cys Phe Pro Ser Arg Asp Leu Lys Asp Tyr Glv Ala Trp Leu Gly
500 905 ' 510

Ile His Asp Val His Gly Arg Gly Asp Glu Lys Cys Lys Gin Val Leu
515 520 525 '

Asn Val Ser Gln Leuw Val Tyr Gly Pro Glu Gly Ser Asp Leu Val Leu

530 535 a0 545

Met Lys Leu fAla Arg Pro Ala Val Leu Asp Asp Phc Val Ser Thr lle
550 - 955 560

Asp Leu Pro Asa Tyr Gly Cys Thr Ile Pro Glu Lys Thr Ser Cys Ser
565 . 510 573
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Val Tyr Gly Trp Gly Tyr Thr Gly Leu [le Asn Tyr Asp

580 585 590

Arg Val dla His Leu Tyr Ile Met Gly Asn Glu Lys Cys
595 600 605

His Arg Gly Lys Val Thr Leu Asn Glw Ser Glu [le Cys
610 615 ' 620

Glu Lys Ile Gly Ser Gly Pro Cys Glu Gly Asp Tyr Gly
630 635

Val Cys Glu Gln His Lys Het Arg Met Val Leu Gly Val
645 630

Gly &rg Gly Cys Ala Ile Pro Asn &rg Pro Gly [le Phe
660 665 670

Ala qu Tyr Ala Lys Trp Ile His Lys Ile lle Leu Thr
Y ) 680 ' 683

Pro Gin Ser
690 692

Gly Leu Leu

Ser Gla His
Ala Gly Ala

625

Gly Pro Leu
640

[le-Val Pro

655

Val Arg Val

Tyr Lys Val
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Patentkravw

1. - Tumorcytotoksisk-faktor-II-mutant,
karakterisert ved at Arg2-Lys-Arg-Arg5 i
villtype-tumorcytotoksisk-faktor-II er mutert til Ala-Ala-
Ala-Ala.

2. Tumorcytotcoksisk-faktor-II-mutant,
karakterisert ved at Lys27-Ile-Lys-Thr-Lys-
Lys32 i villtype-tumorcytotoksisk-£faktor-II er mutert til
Ala-Ile-Ala-Thr-Ala-Ala.

3. Tumorcytotoksisk-faktor-II-mutant,
karakterisert ved at LysS54 i villtype-
tumorcytotoksisk-faktor-II er mutert til Ala.

4, Tumorcytotoksisk-faktor-II-mutant,
karakterisert ved at Arg42 i villtype-
tumorcytotoksisk-faktor-II er mutert til Ala.
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1. Redusert TCF
2 . Redusert RKRR2ZAAAA

3. Redusert KIKTKK27AIATAA
4. Ikke-redusert TCF
5. Ikke-redusert RKRR2ZAAAA

6. Ikke-redusert KIKTKKZ7AIATAA
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Fig. 3
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