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(57) Sammendrag ‘Mutein til basisk fibroblast-vekstfaktorer (bFGF)
inneholdende fibroblast-vekstfremmende aktivitet,
vekststimulerende aktivitet til kapill=zre endotelceller
og Kkarvekststimulerende aktivitet, har hgy stabilitet
og lav toksisitet. Og derfor, kan foreliggende mutein
bli anvendt som en legings-akselerator for brannsar
osv., et terapeutisk medikament for troﬁbose. osv., og
en celledyrkingspromoter.

MetProAlaLeuProGluAspGlyG]ySerGlyAlaPheProProGlnysPheLysAsp
ATGCCAGCATTGCCCGAGGATGGCGGCAGCGGCGCCTTCCCGCCCGGCCACTTCAAGGAC

ProLysArgLeuTyr[SerlLysAsnGlyGlyPhePheLeuArgIleHisProAspGlyArg
CCCAAGCGGCTCTACAGCAAGAACGGGGGCTTCTTCCTGCGCATCCACCCCGACGGCCGA

ValAspG]yVa lArgGluLysSerAspProHisIleLysLeuGlnLeuGlnAlaGluGlu
GTTGACGGGGTCCGGGAGAAGAGCGACCCTCACATCAAGCTACAACTTCAAGCAGAAGAG

ArgGlyVa lValSerIleLysGlyValCysAlaAsnArxTereuAlaMetLysGluAsp
AG AGGAGTTGTGTCTATCAAAGGAGTG’I‘GTGCTMCCGTTAGCTGGCTATGAAGGAAGAT

GlyArglLeulLeuAlaSerLysCysVa lThrAspGluCysPhePhePheGluAraLeuG lu
GGAAGATTACTGGCTTCTMATGTGTTACGGATGAGTGTTTCTTTTTTGAACGATTGGAA

SerhsnAsnTyrAsnThrTyrAréSerArgLysTerhrSerTrpTera lAlaLeulys
TCTAATAACTACAATACTTACCGGTCAAGGAAATACACCAGTTGGTATGTGGCACTGAAA

ArgThrGlyGlnTyrLlysLeuGlySerLysThrGlyProGlyGlnLysAlalleLeuPhe
CGAACTGGGCAGTATAAACTTGGATCCAAAACAGGACCTGGGCAGAAAGCTATACTTTTT

LeuProMetSerAlalLysSertrn
CTTCCAATGTCTGCTAAGAGCTGA
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Foreliggende oppfinnelse vedrgrer et rekombinant DNA som
koder for et mutein av basisk fibroblastvekstfaktor (bFGF) av
erstatnings- eller delesjonstypen eller en kombinasjon derav,

en transformant som er i1 stand til & produsere nevnte mutein
samt en fremgangsmate for fremstilling av muteinet.

Et basisk polypeptidhormon med en molelevekt pa omtrent
17.000 som hovedsakelig blir utskilt av hypofysen, bFGF ble
fgrst separert som en faktor utvisende sterk vekstfremmende
virkning pa fibroblaster sasom BALB/c3T3 [D. Godpodarowicz;
Nature, 249, 123 (1974)]. Det ble deretter bevist at den
utviser vekstfremmende virkning pa nesten alle celler avledet
fra mesoblast [D. Gospodarowicz et al.; National Cancer
Institute Monograph, 48, 109 (1978)]. Den karvekst-stimuler-
ende virkningen til bFGF, sammen med dens cellevekstfremmende
virkning, tyder pa at den eventuelt kan anvendes som et
terapeutisk medikament for skader og som et forebyggende og
terapeutisk medikament for trombose, arteriosklerose, osv.

Bovin bFGF ble fgrst beskrevet i "Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, vol. 82,
s. 6507 (1985)". I "Science, 233, 545 (1986)" de bovine bFGF-
bestanddelaminosyrene (i det fg¢lgende betegnet aminosyre-
bestanddeler) avledet fra klonem som var produsert ved
kloning av ¢DNA til humant bFGF var beskrevet der.

Nar det gjelder humant bFGF er det rapportert i Biochemical
and Biophysical Research Communications, vol. 136, s. 541
(1986 ) at humant bFGF var ekstrahert fra menneskehjerne.

I European, Molecular Biology Organization (EMBO) Journal,
vol. 5, s. 2523 (1986) og PCT International Publication nr.
W087/01728, er det vist at de humane bFGF-bestanddel amino-
syrene ble deduktivt spesifisert pa basis av klonén som var
blitt dannet ved kloning av c¢DNA fra humant bFGF ved bruk av
bovint bFGF som en probe.
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I FEBS Letters, 213, 189 (1987) er produksjon av humant bFGF
ved dyrking av en transformant tilveiebragt ved kloning av
cDNA fra human bFGF i tillegg beskrevet.

Ved sammenligning av humant bFGF og bovint bBFGF, har det
humane Thr i 112-posisjonen, mens det bovine har Ser; det
humane har Ser i 128-posisjonen, mens det bovine har Pro. (I
dette tilfellet, er den N-terminale Pro bestemt til & vare 1.

aminosyre. )

I foreliggende sammenheng ble det antatt at ved modifisering
av aminosyresekvensen, ble DFGF forbedret nar det gjelder
stabilitet, produktivitet i en celle og celleprolifererende
aktivitet pr. molekyl, og i tillegg, ble dets uidentifiserte
bioaktiviteter forbedret.

Biologisk aktive proteiner som er mikrobiologisk produsert
ved DNA-rekombinasjonsteknikk inneholder cysteinresidier som
ikke er essensielle for deres aktiviteter, men som kan danne
ugnskede intermolekylare eller intramolekylzre bindinger.

Ved produksjon av bFGF ved rekombinant DNA-teknikk, ble
heterogene konformasjoner funnet i Escherichia coli ekstrakt
inneholdende en hgy konsentrasjon av bFGF. Det antas at disse
konformasjonene er blitt dannet pa grunn av vilkarlig intra-
intermolekylazr disulfidbrodannelse, og forarsaker vanskelig-

heter ved bFGF-rensing og reduksjon i utbytte.

P4 grunn av dette faktum, ville man i foreliggende sammenheng
modifisere mikrobiologisk produserte bioaktive proteiner
sasom rekombinant DbFGF pa en slik mate at, mens deres
aktiviteter ikke ble pavirket i1 negativ retning, sa ble deres
evne til dannelse av slike intermolekylzre broer og intra-
molekylzre bindinger, som vil resultere i dannelsen av
ugnskede tertizre strukturer (f.eks. konformasjoner som
reduserer proteinaktiviteten), redusert eller eliminert.
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I foreliggende sammenheng ble det konstruert modifiserte
bFGF-muteiner ved DNA-rekombinasjon og sete-rettet mutage-
nese, og det ble foretatt undersgkelser for a forbedre deres
stabilitet, forbedre deres intracellulzre produktiviteter og
aktiviteter, og beskrive forandringer i deres bioaktiviteter;
som et resultat av dette, kom man frem til et mutein som
tjener disse hensiktene. Det ble videre foretatt undersgk-
elser basert pa dette funnet, og foreliggende oppfinnelse ble
saledes fullfgrt.

Foreliggende oppfinnelse innbefatter:
(1) et rekombinant DNA som har en basesekvens som koder

for det ovenfornevnte muteinet (1),

(2) en transformant inneholdende en vektor som inneholder

et rekombinant DNA som har basesekvensen som Kkoder
for det ovenfor nevnte muteinet (1), og

(8) en fremgangsmate for fremstilling av det ovenfor
nevnte muteinet (1) som innbefatter dyrking av en
transformant inneholdende en vektor som inneholder et
rekombinant DNA som har en basesekvens som koder for
nevnte mutein for & produsere og akkumulere dette i
kulturmediet.

Ifglge foreliggende oppfinnelse er det saledes tilveiebragt
rekombinant DNA som koder for et mutein av basisk fibroblast-
vekstfaktor (bFGF) av erstatnings- eller delesjonstypen eller
en kombinasjon derav, kjennetegnet at den koder for

et mutein av erstatningstypen i hvilket i det minste en av de
fire cysteinrestene 1 den angjeldende aminosyresekvensen i
den naturlige DFGF typen er erstattet med en ngytral
aminosyre som er forékjellig fra cystein, og

et mutein av delesjonstypen hvori 1 til 41 aminosyrer mangler
i amino-terminalen til den angjeldende aminosyresekvensen 1
bFGF og/eller 1 til 61 aminosyrer mangler i karboksyl-
terminalen til den angjeldende aminosyresekvensen i DbFGF,
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forutsatt at muteinet av delesjonstypen utelukker et mutein
av delesjonstypen som omfatter aminosyrer (16-146)-0H, (24-
120)-0H og (20-110)-NHy i den angjeldende aminosyresekvensen
i bFGF.

Videre er det ifelge oppfinnelsen tilveiebragt en transfor-
mant som er 1 stand til & produsere et mutein av den ovenfor
nevnte type, og dette transformanten er kjennetegnet ved at
den omfatter en ekspresjonsvektor som inneholder en rekombi-
nant DNA som definert ovenfor og 1 krav 1 i kombinasjon med
transkripsjons- og translasjonsregulerende sekvenser som
dirigerer ekspresjonen av den muteinkodende rekombinante DNA-

sekvensen.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ogsa en fremgangsmate
for fremstilling det ovenfor beskrevne muteinet, og denne
fremgangsmaten er kjennetegnet ved dyrking av en transformant
som omfatter en ekspresjonsvektor inneholdende et rekombinant
DNA som definert ovenfor og i krav 1 i kombinasjon med trans-
kripsjons- og translasjonsregulerende sekvenser som kan
dirigere ekspresjonen av den muteinkodende rekombinante DNA-
sekvensen, i et kulturmedium for dannelse og akkumulering av
muteinet i det dyrkede mediet og isolering av muteinet.

Humane, bovine og murine bFGFer kan benyttes 1 foreliggende
sammenheng.

Spesielt, bFGFer av naturlig type, polypeptider som innbe-
fatter aminosyresekvensen representert som fglger:

Phe-Phe-Leu-Arg-lle-His-Pro-Asp-Gly-Arg-Val-Asp-Gly-Val-Arg-Glu-
Lys-Ser-Asp-Pro 1Y)

er foretrukket.
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Mer spesifikt er bFGF av naturlig type, polypeptid represen-
tert ved formelen:

Pro-Ala-Leu-Pro-Glu-Asp-Gly-Gly-Ser-Gly-Ala-Phe-Pro-Pro-Gly-His-
Phe-Lys-Asp-Pro-Lys-Arg-Leu-Tyr-Cys-Lys-Asn-Gly-Gly-Phe-Phe-Leu-
Arg-Tle-His-Pro-Asp-Gly-Arg-Val-Asp-Gly-Val-Arg-Glu-Lys-Ser-Asp-
Pro-His-Ile-Lys-Leu-Gln-Leu-Gln-Ala~-Glu-Glu-Arg-Gly-Val-Val-Ser-
DNle-Lys-Gly-Val-Cys-Ala-Asn-Arg-Tyr-Leu-Ala-Met-Lys-Glu~-Asp-Gly-
Arg-Leu-Leu-Ala-Ser-Lys-Cys-Val-Thr-Asp-Glu-Cys-Phe-Phe-Phe-Glu~
Arg-Leu-Glu-Ser-Asn-Asn-Tyr-Asn-Thr-Tyr-Arg-Ser-Arg-Lys-Tyr-X-
Ser-Trp-Tyr-Val-Ala-Leu-Lys-Arg-Thr-Gly-Gln-Tyr-Lys-Leu-Gly-Y-
Lys-Thr~-Gly-Pro-Gly-Gln-Lys-Ala-Ile-Leu-Phe-Leu-Pro-Met-Ser-Ala-
Lys-Ser, m

hvor X representerer Thr eller Ser; nar X er Thr, represente-

rer Y Ser, og nar X er Ser, representerer Y Pro, foretrukket.

Mer spesifikt er bFGF av naturlig type, polypeptid innehol-
dende aminosyresekvensen:

Pro-Ala-Leu-Pro-Glu-Asp-Gly-Gly-Gly-Ala-Phe-Pro—Pro-Gly-His-Phe-
Lys-Asp-Pro-Lys—Arg-Leu-Tyr—Cys—Lys-Asn—Gly—Gly—Phe—Phe—Leu—A.rg-
Dle-His-Pro-Asp-Gly-Arg-Val-Asp-Gly-Val-Arg-Gl u-Lys-Ser-Asp-Pro-
His-Val-Lys-Leu-Gln-Leu-Gln-Ala-Glu-Glu-Arg-Gly-Val-Val-Ser-Ile-
Lya—-Gly—Val—Cys—AJa-Asn—Arg-Tyr-Leu-A.la—Met-Lys—Glu—Asp—Gly-Arg-
Leu-Le u-Ala—Ser-Lys-Cys—Val—Thr—Glu—Glu—Cys-Phe—Phe—Phe-Glu—A:g—
Leu-Glu-Ser-Asn-Asn-Tyr-Asn-Thr-Tyr-Arg-Ser-Arg-Lys-Tyr-Ser-Ser-
Trp-Tyr-Val-Ala-Leu-Lys-Arg-Thr-Gly-Gln-Tyr-Lys-Leu-G ly-Ser-Lys-
Thr-Gly-Pro-Gly-Gln-Lys-Al a-Ile~-Leu-Phe-Leu-Pro-Met-Ser-Ala-Lys-
Ser

foretrukket.

Muteinet har i alt vesentlig aminosyresekvensen til det
opprinnelige peptidet eller proteinet; som variasjoner kan
nevnes addisjon av aminosyre(r), delesjon av aminosyre(r)-
bestanddel(er) og substitusjon av aminosyre(r)-bestanddel(er)
med annen aminosyre(r).

S1ik addisjon av aminosyre innbefatter addisjon av minst en
aminosyre.
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Slik delesjon av aminosyrebestanddel innbefatter delesjon av

minst en bFGF-bestanddel-aminosyre.

S1ik substitusjon av aminosyrebestanddel med andre aminosyrer
innbefatter substitusjon av minst en bFGF-bestanddel amino-

syre med annen aminosyre.

Den minst ene aminosyren i muteinet som minst har en amino-
syre som er satt til bFGF utelukke metionin som er avledet
fra initieringskodon anvendt for peptidekspresjon og signal-

peptid.

Antall tilsatte aminosyrer er minst 1, men den Kkan vare
hvilken som helst, forutsatt at det karakteristiske ved bFGF
ikke blir tapt. Foretrukne aminosyrer bgr innbefatte en del
eller hele aminosyresekvensene til proteinene som har
homologi med bFGF og som utviser aktiviteter som ligner de
til DFGF.

Som eksempler pa slike adderte aminosyrer, kan en del eller
hele aminosyresekvensen til proteiner sasom sure fibroblast-
vekstfaktorer (aFGF), interleukin 1-o (ILl-oa), interleukin 1-
B(ILi-p), og et protein som er kodet av int-2 i onkogenene
bli nevnt.

Slike aFGFer innbefatter de som er avledet fra mennesker og
de som er avledet fra boviner. Slike ILl-o’er og ILl1-B’er
innnbefatter de som er avledet fra mennesker.

Aminosyresekvensene av slike bovine aFGFer innbefatter:

NHz-Phe-aAsn—Leu—Pro—Leu-Gly-Asn-Tyr-Lys-Lys—Pro-Lys-Leu-Leu-—

. Tyr—Cys—Ser—Asn—Gly—Gly—Tyr-Phe—Leu—Arg—Ile—Leu—Pro—Asp—Gly-Thr—

Val-Asp-Gly-Thr-Lys-Asp-Arg-Ser-Asp-Gln-Hi s-Ile-Gln-Leu-Gln-Leu-
Cys-Ala—Glu-Ser-Ile—Gly—Glu—Val—Tyr—Ile—Lys—Ser—Thr—G1u-Thr-Gly-
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Gln-Phe-Leu-Ala-Met-Asp-Thr-Asp-Gly-Leu-Leu~Tyr-Gly-Ser-Gin-Thr-
Pro-Asn-Glu-Glu-Cys-Leu-Phe-Leu-Glu-Arg-Leu-Glu-Glu-Asn-His-
Tyr-Asn-Thr-Tyr-Ile-Ser~Lys-Lys--His-Ala-Glu-Lys-His-Trp-Phe-Val-
Gly-Leu-Lys-Lys-Asn-Gly-Arg-Ser-Lys-Leu-Gly-Pro~Arg-Thr-His-Phe~
Gly-Gln-Lys-Ala-Tle-Leu-Phe-Leu-Pro-Leu-Pro-Val-Ser-Ser-Asp-COOH
Aminosyresekvenser til humane ILl-a innbetatter:

NHg2-Met-Ala-Lys-Val-Pro-Asp-Met-Phe-Glu~Asp~Leu-Lys-Asn-Cys-
Tyr-Ser-Glu-Asn-Glu-Glu-Asp-Ser-Ser-Ser-Ile~-Asp-His-Leu-Ser-Leu~

' Asn-Gln-Lys-Ser-Phe-Tyr-His-Val-Ser-Tyr~-Gly-Pro-Leu-His-Glu-Gly-

Cys-Met-Asp-Gln-Ser«Val-Ser-Leu-Ser-Ile-Ser-Glu-Thr-Ser-Lys-Thr-
Ser-Lys-Leu-Thr-Phe-Lys-Glu-Ser-Met~-Val-Val-Val-Ala-Thr-Asn-Gly-
Lys-Val-Leu-Lys-Lys-Arg-Arg-Leu-Ser-Leu-Ser-Gln-Ser-Ile~Thr-Asp—
Asp-Asp-Leu-Glu-Ala-Tle-Ala~Asn-Asp-Ser-Glu-Glu~Glu-Ile-Tle- iz:j—

Pro-Arg~-Ser-Ala~Pro-Phe~Ser-Phe-Leu-Ser~Asn-Val-Lys~Tyr-Asn-Phe-
Met—_Arg-_Il_e,-He—Lys-Tyr—Glu-Phe-Ile-Leu-Asn-Asp-,-Ala—Leu-Asn—Gln- :
Ser-lle-Tle-Arg-Ala-Asn-Asp-Gln-Tyr-Leu-Thr-Ala-Ala-Ala-Leu-His-
Asn-Leu-Asp-Glu~Ala-Val-Lys-Phe-Asp-Met-Gly-Ala-Tyr-Lys-Ser-Ser—~
Lys-Asp-Asp-Ala~Lys~Ile-Thr-Val-Ile~-Leu-~Arg-Ile-Ser-Lys-Thr-Gln~
Leu~Tyr-Val-Thr-Ala-Gln-Asp-Glu~-Asp~-Gln~Pro-Val-Leu~Leu-Lys-Glu~
Met-Pro-Glu-Ile-Pro-Lys-Thr-Ile~-Thr-Gly-Ser-Glu~-Thr-Asn-Leu-Leu-
Phe~Phe-Trp-Glu~Thr-His-Gly-Thr-Lys-Asn-Tyr-Phe-Thr-Ser-~Val-Ala-
His—Pro—Asn-Leu-Phe—Ile—Ala-Thr-Lys—Gln-Asp—Tyrg-Trp—Val-Cys—-Leu—
Ala-Gly-Gly~Pro-Pro-Ser-Ile-Thr-Asp-Phe~-Gln-Ile-Leu-Glu-Asn-Gln-
Ala-COOH

Aminosyresekvenser til humane IL1-g innbefatter:
NHz-Met-Ala~Glu-Val-Pro-Glu-Leu-Ala-Ser-Glu-Met-Met-Ala-Tyr-
Tyr-Ser-Gly-Asn-Glu-+Asp-Asp-Leu-Phe-Phe-Glu-Ala~Asp-Gly-Pro-Lys-
Gln-Met-Lys-Cys-Ser-Phe-Gln-Asp-Leu~Asp-Leu-Cys~Pro-Leu-Asp-
Gly-Gly-Ile-Gln-Leu-Arg-lle-Ser~Asp~His-His-Tyr-Ser-Lys-Gly-Phe-
Arg-Gln-Ala-Ala-Ser-Val-Val-Val-Ala-Met-Asp-Lys-Leu-Arg-Lys-Met~
Leu-Val-Pro-Cys-Pro-Gln~-Thr-Phe-Gln-Glu-Asn-Asp-Leu-Ser-Thr-Phe-

: Phe—Pm—Phe—-I.l.e—Phe—Glg—Glu-_—Glu—Pxfo-I,le—Phe—Phe-Asp-Thr-Trp-Asp-

Asn-Glu-Ala-’I‘yr;Vai¥-His-Asp-Ala-Pro—V al-Arg-Ser-Leu-Asn-Cys-~-Thr-

35 Leu—Arg—Asp—Ser-Gln-Gln-Lys—Ser—Leu—Val-Met—Ser-Gly—Pro-Tyr—Glu-

Leu-Lys-Ala-Leu-His-Leu~Gln-Gly-Gln-Asp-Met-Glu-Gln-Gln-Val-Val-
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Phe-Ser-Met-Ser-Phe-Val-Gln-Gly-Glu-Glu-Ser-Asn~Asp-Lys-Ile-Pro-
Val-Ala-Leu-Gly-Leu-Lys-Glu-Lys~Asn-Leu-Tyr-Leu-Ser-Cys-Val-Leu-
Lys—-Asp-Asp-Lys-Pro-Thr-Leu-Gln-Leu-Glu-Ser-Val-Asp-Pro-Lys-Asn-

. Tyr-Pro-Lys-Lys-Lys-Met-Glu-Lys-Arg-Phe-Val-Phe-Asn-Lys+Ile-Glu-

Nle-Asn-Asn-Lys-Leu-Glu-Phe-Glu-Ser-Ala-Gin-Phe-Pro-Asn-Trp-Tyr-

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

Lys-Gly-Gly-Gln~Asp-Ile-Thr-Asp-Phe-Thr-Met~-Gln-Phe-Val-Ser-Ser-
COOH ‘

Aminosyresekvenser som er kodet av int-2 innbefatter:

NH2-Met-Gly-Leu-lle~-Trp-Leu-Leu-Leu-Leu-Ser-Leu-Leu-Glu-Pro-Ser-
Trp-Pro~-Thr-Thr-Gly-Pro-Gly-Thr-Arg-Leu-Arg-Arg-Asp-Ala-Gly-Gly-
Arg-Gly-Gly-Val-Tyr-Glu-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Pro-Arg-Arg-Arg-Lys-
Leu-Tyr-Cys-Ala-Thr-Lys-Tyr-His-Leu-Gln-Leu-His-Pro-Ser-Gly-Arg-
Val-Asn-Gly-Ser-Leu-Glu-Asn-Ser-Ala-Tyr-Ser-Ile-Leu-Glu-Ile~-Thr-
Ala-Val-Glu-Val-Gly-Val-Val-Ala-Ile-Lys-Gly-Leu~-Phe-Ser-Gly-Arg-
Tyr-Leu-Ala-Met~Asn-Lys-Arg-Gly-Arg-Leu~Tyr-Ala~Ser-Asp-His-Tyr-~
Asn-Ala-Glu-Cys-Glu-Phe-Val-Glu-Arg-lle-His-Glu-Leu~Gly-Tyr-Asn-
Thr-Tyr-Ala-Ser-Arg-Leu-Tyr-Arg-Thr-Gly-Ser-Ser-Gly-Pro~-Gly-Ala-
Gln-A.rg-Gln-Pro-—Gly—Ala-Gln-Arg-Pro—Trp—Tyr—Val-Ser-Val-Asn-GI'y-
Lys-Gly-Arg-Pro-Arg-Arg-Gly-Phe-Lys-Thr-Arg-Arg-Thr-Gln-Lys-Ser-
Ser-Leu-Phe-Leu-Pro-Arg-Val-Leu-Gly-His-Lys~Asp-His-Glu-Met-Val~
Arg-Leu-Leu-Gln-Ser-Ser-Gln-Pro-Arg-Ala-Pro-Gly-Glu-Gly-Ser-Gln-
Pro-Arg-Gln-Arg-Arg-Gln-Lys-Lys-Gln-Ser~Pro-Gly-Asp-His-Gly-Lys-
Met-Glu-Thr-Leu-Ser-Thr-Arg-Ala-Thr-Pro-Ser-Thr-Gln-Leu-His-Thr-
Gly-Gly-Leu-Ala-Val-Ala-COOH

Nar det gjelder antallet deleterte bFGF-bestanddelaminosyrer
i foreliggende mutein som mangler minst 1 bFGF-bestanddel-
aminosyre, kan det vare hvilken som helst, forutsatt at det
karakteristiske ved bFGF ikke blir tapt.

Som eksempler pa slike deleterte aminosyrebestanddeler, kan
fglgende nevnes:

Delesjon av aminosyrer fra den aminoterminale eller kar-
boksylterminale enden;
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de 10 residiene i den aminoterminale enden til humant bFGF:
Met-Pro-Ala-Leu-Pro-Glu-Asp-Gly-Gly-Ser
de 14 residiene i1 den aminoterminale enden til humant bFGF:
Met-Pro-Ala-Leu-Pro-Glu-Asp-Gly-Gly-Ser-Gly-Ala-Phe-Pro
de 41 residiene i den aminoterminale enden til humant bFGF:
1 2 3 4 41
Met-Pro-Ala-Leu- .... -Val
eller de 61 residiene 1 den Xarboksylterminale enden til
humant bFGF:
87 88 146 147
Lys-Cys- .... -Lys-Ser
er deletert.

Nar det gjelder antallet pa minst 1 bFGF-bestanddel amino-
syrer fgr substitusjon i muteinet som minst har 1 bFGF-
bestanddelaminosyre substituert med andre aminosyrer, kan det
vere hvilken som helst, forutsatt at det karakteristiske ved
bFGF ikke blir tapt. '

Som eksempler pa aminosyrebestanddeler fer substitusjon, kan
cystein og aminosyrer forskjellig fra cystein nevnes. Cystein
er foretrukket. Som aminosyrebestanddel forskjellig fra
cystein fgr substitusjon, kan asparaginsyre, arginin, glycin,
serin, valin og sa videre bli nevnt.

Nar aminosyrebestanddelen for substitusjon er cystein
foretrekkes for eksempel negytrale aminosyrer som substituerte
aminosyrer. Spesifikke eksempler pa slike ngytrale amino-
syrer, er glycin, valin, alanin, leucin, isoleucin, tyrosin,
fenylalanin, histidin, tryptofan, serin, treonin og metionin.

Serin og treonin er spesielt foretrukket.

Nar aminosyrebestanddelen fgr substitusjon er en hvilken som
helst annen enn cystein, blir denne aminosyren substituert
med valgte aminosyrer som er forskjellige fra aminosyren fgr
substitusjon 1 en egenskap sasom hydrofilisitet, hydrofobi-
sitet eller elektrisk ladning.
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Nar aminosyrebestanddelen fgr substitusjon er asparaginsyre,
innbefatter substituerte aminosyrer asparagin, treonin,
valin, fenylalanin og arginin; asparagin og arginin er
foretrukket.

Nar aminosyrebestanddelen fgr substitusjon er arginin,
innbefatter substituerte aminosyrer glutamin, treonin,
leucin, fenylalanin og asparaginsyre; glutamin er foretruk-
ket.

Nar aminosyrebestanddelen fgr substitusjon er glycin,
innbefatter substituerte aminosyrer treonin, leucin, fenyl-
alanin, serin, glutaminsyre og arginin; treonin er foretruk-
ket.

Nar aminosyrebestanddelen fgr substitusjon er serin, innbe-
fatter substituerte aminosyrer metionin, alanin, 1leucin,
cystein, glutamin, arginin og asparaginsyre; metionin er
foretrukket.

Nar aminosyrebestanddelen fgr substitusjon er valin, innbe-
fatter substituerte aminosyrer serin, leucin, prolin, glycin,

lysin og asparaginsyre; serien er foretrukket.

Som aminosyrebestanddel fgr substitusjon, er asparaginsyre,

arginin, glycin, serin og valin foretrukket.

Som substituert aminosyre er asparagin, glutamin, arginin,

treonin, metionin, serin og leucin foretrukket.

Som foretrukket fremstilling for substitusjon i muteinet, er
en substitusjon av serin for cystein (dvs. cystein blir
erstattet med serin) mest foretrukket.

I nevnte substitusjon kan ikke mindre enn 2 substitusjoner
forekomme, og to eller tre substitusjoner er foretrukket.
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Muteinet kan vare en kombinasjon av to eller tre av de
ovenfor nevnte tilsetningene, delesjonene og substisjonene.

I tillegg til konvensjonell DNA-rekombinasjonsteknikk, blir
seterettet mutagenese benyttet for & produsere muteinet.
Nevnte teknikk er velkjent, og den er beskrevet i Genetic
Engineering, Lather, R.F. og Lecoq, J.P., Academic Press, s.
31 til 50 (1983). Mutagenese rettet mot oligonukleotid er
beskrevet 1 Genetic Engineering: Principles and Methods,
Smith, M. og Gillam, S., Plenum Press, Vol. 3, s. 1 til 32
(1981).

Produksjon av det strukturelle genet som koder for muteinet

ifzlge foreliggende oppfinnelse blir for eksempel utfert ved:

(a) hybridisering med en mutagen oligonukleotidprimer en
enkelt-tradet DNA innbefattende 1 trad av det
strukturelle genet til bFGF,

(b) forlenging av primeren ved bruk av DNA-polymerase for
4 danne en mutasjonsbar heterodupleks, og

(c¢) replikering av denne mutasjonsbare heterodupleksen.

Stgrrelsen pa oligonukleotidprimer avhenger av betingelser
som er essensielle for & stabilisere hybridisering av primer
til genregionen hvor mutasjonen skal bli introdusert, og til
begrensninger i tilgjengelige fremgangsmater for oligonukleo-
tidsyntese. Faktorene som ma tas i betraktning ved konstruer-
ing av oligonukleotidet som skal bli anvendt for mutagenese
styrt av oligonukleotidet (f.eks. stgrrelsen pa nukleotidet
og stgrrelsen pa den 1ikke riktige baseparringsdelen ved
mutasjonssetet) som beskrevet av Smith, M. og Gillam, S. i
den ovenfor nevnte litteraturen. Lengden til oligonukleotidet
blir justert til en slik lengde at stabil og unik hybridiser-
ing ved' mutasjonssetet blir optimalisert, og forlengelsen
mellom mutasjonssetet og 5’- og 3’-terminale endene blir gitt

tilstrekkelig stgrrelse for & forhindre mutasjonsredigering
forarsaket av eksonukleaseaktivitet til DNA polymerase.
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Oligonukleotidene som blir anvendt for mutagenese i henhold
til foreliggende oppfinnelse inneholder vanligvis 12 til 24
baser, fortrinnsvis 14 til 20 baser, og mest foretrukket 14
til 18 baser. Disse inneholder vanligvis minst omtrent 3 base
3’-terminalt for kodonene som skal bli forandret.

For & for eksempel oppna et mutein som har en tilsatt
aminosyre, blir et mutagent bFGF-gen produsert ved syntetise-
ring av genet som koder for aminosyresekvensen som skal bli
tilsatt, og, retter deretter eller etter fragmentering ved
spalting med restriksjonsenzym, sette det inn eller tilfgye
det inn 1 et hensiktsmessig sete 1 DFGF-genet ved bruk av
DNA-ligase. Nar 1ikke et egnet restriksjonsenzym gjenkjen-
ningssete er tilstede i bFGF-genet, kan restriksjonsenzym-
gjenkjenningsseter bli produsert ved den ovenfor nevnte sete-
rettede mutagenesen.

For &4 for eksempel tilveiebringe et mutein som mangler bFGF-
bestanddelaminosyrer, blir et mutagent bFGF-gen produsert pé
3 forskjellige mater. I et av de 3 tilfellene, blir amino-
terminalen til DFGF deletert; 1 et annet tilfelle blir
midtomradet til DFGF deletert; og 1 det gjenvarende ene
tilfellet blir karboksylterminalen deletert.

Ved delesjon av aminoterminalen, blir et kodon til genet som
koder for karboksylterminalen til aminosyresekvensen som skal
bli deletert forandret til Met-kodende kodonet ATG ved sete-
rettet mutagenese, og kodonet har en hensiktsmessig restrik-
sjonsenzym-gjenkjenningssete produsert i den 5’-terminale

s

siden derav for a lette dets ligering til promoteren.

Nar det gjelder delesjon av et sentralt omrade til aminosyre-
sekvensen, blir et unikt restriksjonsenzym-gjenkjenningssete
produsert, ved seterettet mutagenese, 1 hver av de 5°'-
terminale og 3’-terminale sidene til genet som koder for
sekvensen som skal bli deletert, og det relevante genet blir
spaltet av genet ved enzymatisk spalting, og deretter re-
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ligering av de gjenvarende 2 genfragmentene for & konstruere
det o¢nskede genet som koder for bFGF som na mangler de
spesifiserte aminosyrene. Det er selvfglgelig viktig ikke a
forandre leserammen ved spalting med restriksjonsenzymene.

Nar det gjelder delesjon av en aminosyresekvens 1 den
karboksylterminale siden, blir et kodon for genet som koder
for amino-terminale aminosyrer 1 sekvensen som skal bli
deletert forandret til et stoppkodon ved sete-rettet mutagen-
ese.

For & tilveiebringe et mutein som har fatt aminosyrebestand-
delen cystein substituert, blir et mutagent bFGF-gen produ-
sert ved eliminering, for eksempel, av Cys-ekspresjonskodonet
eller ved indusering av sete-rettet mutagenese i Cys-ekspre-
sjonskoden TGC eller TGT ved bruk av en syntetisk nukleotid-
primer som forandrer kodonet slik at det koder for en annen
aminosyre. En primer blir hybridisert med en plusstrad til
FGF-genet, for eksempel, for & forandre cystein (26-posi-
sjonen) til humant DFGF til serin. Som en hensiktsmessig
nukleotidprimer, kan for eksempel,
5’—-CGTTCTTGCTGTAGAGCCGCT-3’, bli nevnt, hvori den understrek-

ede tripletten representerer det forandrede kodonet.

Som en hensiktsmessig primer for & forandre cystein (70-
posisjonen) til serin, kan 5’—AACGATTAGCGCTCACTC—3’ bli
nevnt, hvori den understrekede tripletten representerer det

forandrede kodonet.

Som en hensiktsmessig primer for forandring av cystein (88-
posisjonen) til serin, kan 5’—GTAACAGACTTAGAAGCTAGT-3’, hvori
den understrekede tripletten representerer det forandrede
kodonet.

Som en hensiktsmessig primer for forandring av cystein (93-
posisjonen) til serin, Kkan 5’-TCGAAGAAGAAAGACTCATCC-3’ bli
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nevnt hvori den understrekede tripletten representerer det

forandrede kodonet.

Nar det gjelder Cys (26-posisjonen) forandres cystein til
serin via T - A ombytting av den fgrste basen; nar det
gjelder Cys (70-posisjon) forandres cystein til serin via T -
C ombytting av den ferste basen og T - C ombytting av den
andre basen; og nar det gjelder Cys (88-posisjonen, 93-
posisjonen), forandres cystein til serin via G -+ C ombytting
av den andre basen.

En bgr merke seg at ved produsering av bFGF-muteinprotein ved
sete-rettet mutagenese kan 2 eller flere variasjoner bli
indusert i DNA-sekvensen, dvs. DNA-kodonene som korresponde-

rer til aminosyrene er blitt degenerert.

For 4 tilveiebringe et mutein som har fiatt substituert med en
annen aminosyre enn aminosyrebestanddelen cystein, blir et
mutagent bFGF-gen produsert ved forandring av et kodon ved
bruk av en oligonukleotidprimer pa samme mate som et cystein.

Oligonukleotidprimerkonstruksjonen varierer selvfglgelig
avhengig av hvilken aminosyre som skal bli forandret.

Primeren blir hybridisert til en enkelt-tradet fag resulter-
ende fra kloning av en enkelt trad av bFGF-genet, sasom M13
[Yanish-Perror, C. Vieira, og J. Messing, Gene, 33, 103-119
(1985); Messing, J., Methods in Enzymology, 101, 20-78
(1983)], fd [R. Herrman et al., Molecular and GEneral
Genetics, 177, 281 (1980) eller ¢ X 174 [M. Smith og S.
Gillam, Genetic Engineering, Plenum Press, Vol.3, s. 1-32
(1981)]. Det blir bemerket at fagen har evnen til & bzre
enten plusstraden eller minustraden til genet. Nar fagen
bazrer en minustrad, i tillegg til uoverensstemmelser fra det
relevante kodonet som bestemmer en triplett som koder for en
annen aminosyre, kan primeren ha wuoverensstemmelser forar-

saket av  kodondegenerasjon fra plusskjederegionen som
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inneholder kodonet hvor mutasjonen skal bli indusert i. Nar
fagen bzrer en plusstrad, behgver ikke primeren & vare
komplementzr til plusstradregionen som inneholder kodonet som
skal bli mutert, likeledes hensiktsmessige uoverensstemmelser
fra tripletten som blir parret til kodonet som skal bli
deletert. Betingelsene som blir anvendt for hybridisering er
beskrevet av M. Smith og S. Gillam i 1litteraturen nevnt
ovenfor. Temperaturen er vanligvis mellom omtrent 0°C og
70°C, vanligvis mellom omtrent 10°C og 50°C. Etter hybridi-
sering blir primeren forlenget pa fag-DNAet ved reaksjon ved
Escherichia coli DNA-polymerase I, T4 DNA-polymerase, revers
transkriptase eller annen hensiktsmessig DNA-polymerase.
Resulterende dsDNA blir omdannet til en lukket sirkulzr dsDNA
ved behandling med DNA-ligase sasom T4 DNA-ligase. DNA-
molekylene som inneholder enkelt-tradete regioner kan bli

nedbrutt ved S1 endonukleasebehandling.

Den resulterende muterte heterodupleksen blir benyttet for a
transformere en infiserbar vertsorganisme eller celle. Nar
verten replikerer heterodupleksen, blir avkom produsert fra
begge tradene. Etter replikasjon blir mutantgenet isolert fra
et avkom med den mutante traden, og blir satt inn i en
hensiktsmessig vektor, som deretter blir benyttet for &
transformere en hensiktsmessig vertsorganisme eller celle.

Fag-DNA som inneholder mutasjonsgenet blir deretter isolert,
og inkorporert i1 et plasmid.

Eksempler pa plasmider hvori DNA blir inkorporert, innbefat-
ter plasmider avledet fra Escherichia coli sasom pBR322
[Gene, 2, 95 (1977)], pBR325 [Gene, 4, 121, (1978)], puC12
[Gene, 19, 259 (1982)] og pUC13 [Gene, 19, 259 (1982)]; og
plasmider avledet fra Bacillus subtilis sasom pUB110 [Bio-
chemical and Biophysical Research Communication, 112, 678
(1983)]; men andre plasmider kan ogsa bli benyttet, forutsatt
at det blir replikert og opprettholdt i verten.
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Som fremgangsmater for inkorporering i plasmid, kan for
eksempel fremgangsmaten beskrevet i Molecular Cloning, T.
Maniatis et =al., Cold Spring Harbor Laboratory, s. 239
(1982), bli nevnt.

Det klonede genet blir ligert nedstrgms for en promoter 1 et
egnet Dbefordringsmiddel (vektor) for ekspresjon for &
tilveiebringe en ekspresjonsvektor.

Vektorer innbefatter de ovenfor nevnte plasmidene avledet fra
Excherichia coli (f.eks. pBR322, pBR325, pUC12 og pUC13),
plasmidene avledet fra Bacillus subtilis (f.eks. pUB110, pTP5
og pCl94), plasmider avledet fra gjer (f.eks. DpSH19 og
pSH15), bakteriofag sasom X-fag, og dyrevirus sasom retro-

virus og vaksiniavirus.

Nevnte gen kan ha ATG som et translasjonsinitieringskodon ved
dets 5’'-terminale ende, og kan ogsid ha TAA, TGA eller TAG som
et translasjonstermineringskodon ved dets 3’-~terminale ende.
For ekspresjon av nevnte gen blir en promoter ligert opp-
strgms for dette. En hvilken som helst promoter kan bli
anvendt i foreliggende oppfinnelse, forutsatt at det korre-
sponderer riktig til verten som blir benyttet for genekspre-
sjon.

Nar verten for transformasjon er en bakterie fra slekten
Escherichia, er trp promoter, lac promoter, rec A promoter,
APL promoter, lpp promoter, osv. hensiktsmessige; nar verten
er en bakterie fra slekten Bacillus, er SP01 promoter, SP02
promoter, penP promoter osv. hensiktsmessige; nar verten er
gjer, er PHO5 promoter, PGK promoter, GAP promoter, ADH
promoter, osv. hensiktsmessige. Det er foretrukket at verten
er en bakterie fra slekten Escherichia, og at promoteren er
en trp-promoter eller XPL promoter.
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Nar verten er en dyrecelle, innbefatter hensiktsmessige
promotere, promotere avledet fra SV40 og retrovirus-promot-

ere; spesielt foretrukket er promotere avliedet fra SV40.

Nar vektoren som er konstruert slik blir anvendt, som
inneholder et rekombinant DNA med en mutein-kodende basesek-
vens, blir en transformant produsert.

Som verter, kan for eksempel bakterien fra slekten Escheri-
chia, bakterier fra slekten Bacillus, gjzr, dyreceller osv.
bli nevnt.

Som eksempler pa nevnte bakterier fra slekten Escherichia,
kan Escherichia coli K12DH1 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 60,
160 (1968)], JM103 [Nucleic acids Research, 9, 309 (1981)],
JA221 [Journal of Molecular Biology, 120, 517 (1978)], HB101
[Journal of Molecular Biology, 41, 459 (1969)], C600 [Gene-
tics, 39, 440 (1954)] og MM294 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
73, 4174 (1976)] bli nevnt.

Som eksempler pa nevnte bakterier fra slekten Bacillus, Kkan
Bacillus subtilis MI114 [Gene, 24, 255 (1983)] og 207-21
[Journal of Biochemistry, 95, 87 (1984)].

Som eksempler pa nevnte gjzr, kan Saccharomyces cerevisiae
AH22R , NA87-11A og DKD-5D bli nevnt.

Som eksempler pa dyreceller, kan simiancelle C0S-7, Vero,
kinesisk hamster ovariecelle CHO, muse L-celle og humant FL-
celle bli nevnt.

Transformasjon av ovenfor nevnte bakterier fra slekten
Escherichia blir utfgrt i henhold til, for eksempel, frem-
gangsmaten beskrevet i Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69, 2110
(1972), Gene, 17, 107 (1982), osv.
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Transformasjon av bakterier fra slekten Bacillus blir utfert
i henhold til, for eksempel, fremgangsmitene beskrevet i
Molecular and General Genetics, 168, 111 (1979) osv.

Transformasjon av gjar blir utfert 1 henhold til, for
eksempel, fremgangsmaten beskrevet 1 Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 75, 1929 (1978).

Transformasjon av dyreceller blir utfegrt 1 henhold, for
eksempel, fremgangsmaten Dbeskrevet i Virology, 52, 456
(1973).

En transformant som inneholder en vektor inneholdende et
rekombinant DNA med en mutein-kodende basesekvens blir dermed

tilveiebragt.

Nevnte transforman blir dyrket i et medium som 1lar det

produsere mutein.

Ved dyrking av en transformant hvor verten er en bakterie fra
slekten Escherichia eller Bacillus, er vaskemedium hensikts-
messig for dyrkingen, som inneholder karbonkilder, nitrogen-
kilder, mineral, og andre stoffer som er essensielle for
veksten til nevnte transformant. Som karbonkilder kan for
eksempel glukose, dekstrin, opplegselig stivelse, sukrose,
osv., bli nevnt; som nitrogenkilder kan for eksempel uorgan-
iske eller organiske stoffer sasom ammoniumsalter, nitrater,
malsekstraktvaeske, pepton, kasein, kjogttekstrakt, soyabegnne-
kake o0g potetekstrakt bli nevnt; som mineraler kan for
eksempel kalsiumklorid, natriumdihydrogenfosfat og magnesium-
klorid bli nevnt. Gjzrekstrakter, vitaminer, vekstakselerer-
ende midler osv., kan ogsa bli tilsatt.

Det er e¢nskelig at pH pa mediet er omtrent 6 til 8.

Som et eksempel pa hensiktsmessig medium for dyrking av
bakterier fra slekten Escherichia, kan M9-medium inneholdende
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glukose og kasaminosyre bli nevnt [Miller, Journal of
Experiments in Molecular Genetics, 431-433, Cold Spring
Harbor Laboratory, New York (1972)]. Kjemikalier sasom 38-
indolylakrylsyre kan ogsa bli tilsatt nar det er nadvendig a

gke promoter-effektiviteten.

Nar verten er en bakterie fra slekten Escherichia, blir
dyrkingen vanligvis utfgrt ved omtrent 15 til 43°C i omtrent
3 til 24 timer, og 1lufting og/eller omrering kan ogsad bli
tilfgrt hvis ngdvendig.

Nar verten er en bakterie fra slekten Bacillus utfgres
dyrkingen vanligvis ved 30 til 40°C i fra 6 til 24 timer, og
lufting og/eller omrgring kan om negdvendig bli benyttet.

Som et medium for dyrking av transformanter hvor verten er
gjar, kan for eksempel Burkholders minimalmedium [Bostian,
K.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4505 (1980)] bli
nevnt. Det er foretrukket at pH pa mediet blir justert til
omtrent 5 til 8. Dyrkingen blir vanligvis utfgrt ved omtrent
20 til 35°C i omtrent 24 til 72 timer, og lufting og/eller
omrgring blir tilsatt hvis nedvendig.

Som medium for dyrking av transformanter hvor verten er en
dyrecelle kan for eksempel MEM-medium inneholdende omtrent 5
til 20% fgtalt bovinserum [Science, 122, 501 (1952)], DMEM-
medium [Virology, 8, 936 (1959)], RPMI1640-medium [Journal of
the American Medical Association, 199, 519 (1967)] og 199-
medium [Proceeding of the Society for the Biological Medi-
cine, 73, 1 (1950)]. Det er foretrukket at pH er pa omtrent 6
til 8. Dyrkingen blir vanligvis utfert ved omtrent 30 til
40°C i omtrent 15 til 60 timer, og lufting og/eller omrgring
kan ogsa bli tilsatt hvis nedvendig.

Separasjon og rensing av muteinet fra den ovenfor nevnte
kulturen kan for eksempel bli utfegrt med feglgende fremgangs-
mater.
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Ved ekstrahering av mutein fra dyrkede bakterier, sopp eller
dyreceller, kan det for eksempel bli benyttet, hvis det er
hensiktsmessig, fremgangsmaten hvori bakterier, sopp eller
dyreceller, etter dyrking, blir samlet ved bruk av en kjent
fremgangsmate, og suspendert i en bufferopplesning innehold-
ende et proteindenaturerende middel sasom guanidinhydroklorid
for a4 eluere det ¢gnskede proteinet ut av cellene, og frem-
gangsmadten hvori Dbakterier, sopp og dyreceller, etter
nedbrytning ved French press, ultrasonikering, lysozymbehand-
ling og/eller frysing-tining, blir utsatt for sentrifugering
for &4 tilveiebringe muteinet. Fremgangsmaten som anvender
lysozymbehandling 1 kombinasjon med ultrasonikering er
foretrukket.

Rensing av mutein fra supernatanten slik tilveiebragt kan bli
utfert ved bruk av velkjente fremgangsmater for separasjon og
rensing 1 hensiktsmessige kombinasjoner. Som eksempler pa
velkjente fremgangsmater for separasjon og rensing, kan
fremgangsmitene basert pa oppleselighet sasom ut-salting og
opplegsningsmiddelpresipitering; fremgangsmater hovedsakelig
basert pa forskjeller i molekylvekt sasom dialyse, ultrafilt-
rering, gelfiltrering og SDS-polyakrylamidgelelektroforese;
fremgangsmater basert pa forskjeller 1 elektrisk 1ladning,
sasom ionebytte-kromatografi; fremgangsmater basert ra
spesifikk affinitet sasom affinitets-kromatografi; fremgangs-
mater basert pa forskjeller i hydrofobisitet sasom revers
fase high performance liquid chromatography; og fremgangsmate
basert pa forskjeller i isoelektrisk punkt sasom isoelektrisk

elektroforese kan bli nevnt.

Ved utsetting av den ovenfornevnte supernatanten for ion-
bytte-kromatografi ved bruk av DEAE cellulose osv. som
bzrere, kan urenheter sasom nukleinsyrer og surt protein bli
fjernet. Det er for eksempel effektivt &4 sende supernatanten
gjennom en DEAE cellulosekolonne ekvilibrert med en nesten
ngytral bufferopplesning sasom Tris, og oppsamling av

fraksjonen som ikke blir adsorbert til kolonnen. Ved videre a
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utsette den samlede fraksjonen for ione-byttekromatografi ved
bruk av en CM cellulosebzrer eller lignende, er det mulig 2a
adsorbere muteinet til bazreren, og eluere muteinet med en
salt opplesning. Disse eluatene Lkan bli frysetgrket etter
dialyse.

Affinitetskromatografi ved ©bruk av heparin-Sepharose er
velegnet for rensing av DbFGF-mutein 1 ekstraktene. DbFGF-
muteinproteinet kan blant annet bli renset ved a4 applisere
eluatene nevnt ovenfor pa en heparin-Sepharose-kolonne
ekvilibrert med nesten ngytral buffer (f.eks. Tris eller
fosfatbuffer), ngye vasking av kolonnen og utfegring av
elueringen med linezr gradient som er dannet med NaCl eller
lignende.

Heparinkolonner (f.eks. Shodex AF-pak HR-894, tilgjengelig
fra Showa Denko, Japan) utviklet for high performance liquid
kromatografi (HPLC) er spesielt effektiv.

I dette tilfellet kan bFGF-muteinet bli utvunnet som homogent
produkt pa samme mate som i heparin-Sepharose-kolonnetilfel-
let nevnt ovenfor, dvs. ved 2 applisere prgven pa en heparin-
kolonne med en omtrent ngytral buffer, negye vasking av
kolonnen og utfgre eluering pa en linezr gradient som er
dannet med NaCl.

Det slik tilveiebragte produktet kan ved dialyse og frysetor-
king bli laget til et tert pulver. A bevare produktet med en
tilsatt Dbzrer (f.eks. serumalbumin) er o¢nskelig siden
adsorpsjon av produktet pad karveggen dermed kan bli forhind-
ret.

Det er ogsa foretrukket & tilsette en liten mengde av et
reduserende middel i lgpet av rensingen eller bevaringen, for
4 forhindre oksydering av produktet.
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Som eksempler pa reduserende middel kan g-merkaptoetanol,
ditiontreitol, gluation osv. bli nevnt.

P4 denne maten kan vesentlig rent bFGF-muteinprotein bli
tilveiebragt. Det vesentlig rene bFGF-muteinproteinet ifglge
foreliggende oppfinnelse innbefatter produkter med bFGF-
muteinproteininnhold som ikke er mindre enn 95% (w/w) og,
fortrinnsvis, produkter med bFGF-muteininnhold som ikke er
mindre enn 98% (w/w).

Muteinet som blir tilveibragt slik inneholder fibroblast-
vekstfremmende aktivitet, vekststimulerende aktivitet til
kapillzre endotel-celler og karvekst-stimulerende aktivitet,
har hey stabilitet og er lite toksisk; derfor kan det bli
benyttet som et helbredingsakselererende middel for brann-
skader, sar, postoperative vev, osv., eller som et terapeut-
isk medikament basert pa dets karvekststimulerende virkning
for trombose, arterosklerose, osv. Det kan ogsa bli benyttet
som et reagens for akselerering av celledyrking.

Et mutein hvoril minst en cysteinbestanddel er erstattet med
serin er foretrukket, fordi muteinet er veldig stabilt.

Muteinet fremstilt ifglge oppfinnelsen, kan nar det blir
anvendt som et farmasgytisk stoff trygt bli administrert
parenteralt eller oralt til varmblodige dyr (f.eks. menn-
esker, mus, rotter, hamstere, kaniner, hunder og katter) rett
i pulverform eller etter preparering til en farmasgytisk
komposisjon (f.eks. injeksjon, tabletter, kapsler, opples-
ninger og salver) med andre farmasgytiske tillatbare bazrere,

tilsetningsstoffer eller fortynningsmidler.

Preparering for injeksjon blir wutfegrt i henhold til en
rutinefremgangsmate ved anvendelse av for eksempel en
fysilogisk saltvannopplesning eller en vannholdig opplesning
inneholdende glukose og andre hjelpemidler. Farmasgytiske
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preparater sasom tabletter og kapsler kan ogsda bli fremstilt

i henhold til vanlige fremgangsmater.

Nevnte mutein fremstilt ifelge oppfinnelsen, blir for
eksempel nar det blir anvendt som et hvilket som helst av de
ovenfor nevnte farmasgytiske stoffene, administrert til de
ovenfor nevnte varmblodige dyrene i hensiktsmessig mengde
selektert i1 omradet fra 1 ng/kg til 100 pg/kg daglig, med
hensyn pa administreringsvei, symptomer osv.

Muteinet ©blir fortrinnsvis tilsatt mediet nar det Dblir
anvendt som et reagens for akselerering av celledyrkingen,
slik at det er i en mengde fra 0,01 til 10 ug pr. i liter
medium, fortrinnsvis fra 0,1 til 10 ug pr. 1 liter medium.

Forkortingene for baser, aminosyrer osv., som er benyttet i
foreliggende spesifikasjon og tegningene, er basert pa
forkortelsene spesifisert av IUPAC-IUB kommisjonen til
biokjemisk nomenklatur eller de som vanligvis blir benyttet
innenfor relevante omrader, og tilfeller er sammenfattet
nedenfor. Hvis det i en aminosyre er mulig for tilstedevar-
else av en optisk isomer, er isomeren en L-form hvis ikke noe
annet er spesifisert.

DNA Deoksyribonukleinsyre
cDNA : Komplementzr deoksyribonukleinsyre
A : Adenin

T : Tymin

G : Guanin

C : Cytosin

RNA Ribonukleinsyre

dATP : Deoksyadenosintrifosfat
dTTP : Deoksytymidintrifosfat
dGTP : Deoksyguanosintrifosfat
dCTP : Deoksycytidintrifosfat
ATP : Adenosintrifosfat

Tdr : Tymidin
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EDTA : Etylendiamintetraeddiksyre
SDS Natriumdodecylsulfat
Gly : Glysin
Ala Alanin
val : Valin
Leu : Leucin
Ile : Isoleucin
Ser : Serin
Thr Treonin
Cys : Cystein
Met : Metionin
Glu Glutaminsyre
Asp : Asparaginsyre
Lys Lysin
Arg : Arginin
His : Histidin
Phe : Fenylalanin
Tyr Tyrosin
Trp : Tryptofan'
Pro : Prolin
Asn Asparagin
Gln Glutamin

I foreliggende spesifikasjon og tegninger, nar det gjelder
nummerering av de humane bFGF-bestanddelaminosyrene, er Met
som kommer fra translasjonsinitieringskodonet bestemt som den
fgrste aminosyren, hvis ikke noe annet blir spesifisert.

Fglgende transformanter som ble produsert 1 referanse-
eksemplene eller eksemplene nevnt nedenfor ble deponert ved
Institute for Fermentation, Osaka (IF0), Japan og ved the
Fermentation Research Institute, Agency of Industrial Science
and Technology, Ministry of International Trade and Industry
(FRI), Japan, under aksesjonsnumrene pa deponeringsdatoene
vist i tabell 1 (Deponeringsdatoene er indikert i parentes).
Nar det gjelder deponeringsnummeret til FRI, FERM BP nummeret

betegner deponeringsnummeret under Budapest Treaty; og nar
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det gjelder bade FERM P nummer og FERM BP nummer som beskre-
vet, viser det at deponeringen under nummeret til FERM P er
blitt til og
transformantene er blitt lagret i FRI under numrene til FERM

omdannet deponering under Budapest Treaty

BP.

TABELL 1
Transformanter IFO FRI
E.coli K12 DHI/pTB 627 IF0O 14494 FERM P-8726 FERM BP-1280
[Referanse eksempel 1] (13.mars, 1986) (2.april, 1986)
E.coli K12 MM294/pTB 669 IFO0 14532

[Referanse eksempel 2]

E.coli DH1/ptb 739
[Eksempel 2]

E.coli DH1/pTB 742
[Eksempel 3]

E.coli DH1/pTB 743
[Eksempel 4]

E.coli DH1/pTB 744
[Eksempel 5]

E.coli MM294/pTB 762
[Eksempel 7]

E.coli MM294/pTB 764
[Eksempel 9]

E.coli MM294/pTB 765
[Eksempel 111

E.coli MM294/pTB 795
[Eksempel 34]

E.coli MM294/pTB 796
[Eksempel 35]

E.coli MM294/pTB 797
[Eksempel 36]

Fglgende hybridomaer

(11. august, 1986)

IFO 14575
(18.februar, 1987)
IFP 14584
(24 .mars, 1987)
IF0O 14585
(24 .mars, 1987)
IF0 14586
(24 .mars, 1987)
IFO 14613
(27.mai, 1987)
IFO 14614
(27.mai, 1987)
IFO0 14615
(27.mai, 1987)
IFO 14700
(14.januar, 1988)

IF0 14701
(14.januar, 1988)

IF0 14702
(14.januar, 1988)

som ble produsert i

aksesjonsnumrene indikert nedenfor.

FERM_P—8918 FERM BP-1281
(21.august, 1986)

FERM P-9216 FERM BP-1641
(25.februar, 1987)

FERM P-9307 FERM BP-1642
(30.mars, 1987)

FERM P-9308 FERM BP-1643
(30.mars, 1987)

FERM P-9309 FERM BP-1644
(30.mars, 1987)

FERM P-9409 FERM BP-1645
(11i.juni, 1987)

FERM P-9410 FERM BP-1646
(11.juni, 1987)

FERM P-9411 FERM BP-1647
(11.juni, 1987)

FERM BP-1660
(20.jan,1988)

FERM BP-1661
(20.jan,1988)

FERM BP-1662
(20.jan,1988)

eksempel 35(3)(d)
nevnt nedenfor ble deponert til IFO den 17 August 1987 under
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Muse HbF 52-celle: IFO 50143
Muse HbF 78-celle: IFO 50144

Kort forklaring av tegningene

Figur 1 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF og

aminosyresekvensen som utledet derifra.

Figur 2 viser de syntetiske oligomerene anvendt som primere
for & mutere Cys-kodende kodoner til Ser-kodende kodoner.

Figur 3 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS1, baret av plasmid pTB739 tilveiebragt i eksempel
2, og aminosyresekvensen til humant bFGF-mutein CS1, som blir
kodet derfra. De muterte basene er understreket, og regionen
som inneholder den omdannede aminosyren er omgitt med en
firkant.

Figur 4 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS2, baret av plasmid pTB742 tilveiebragt i eksempel
3, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS2, som
blir kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionen som inneholder den omdannede aminosyren er omgitt
med en firkant.

Figur 5 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS3, baret av plasmid pTB743 tilveiebragt i eksempel
4, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS3, som
blir kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionen som inneholder den omdannede aminosyren er omgitt

med en firkant.

Figur 6 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS4, baret av plasmid pTB744, tilveiebragt i eksempel
5, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-muteinet CS4,
som blir kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionen som inneholder den omdannede aminosyren er omgitt
med en firkant.
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Figur 7 viser konstruksjonsskjemaet for plasmid pTB739 1
eksempel 2(1).

Figur 8 viser konstruksjonsskjemaet for plasmid pTB742 i
eksempel 3(1).

Figur 9 viser konstruksjonsskjemaet for plasmid pTB743 i
eksempel 4(1).

Figur 10 viser konstruksjonsskjemaet for plasmid pTB744 1
eksempel 5(1).

Figur 11 viser basesekvensen for koder for det humane bFGF-~-
mutein CS23, baret av plasmid pTB762 tilveiebragt i eksempel
7, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS23, som
blir kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder begge de omdannete aminsoyrene er
omgitt med firkanter.

Figur 12 viser konstruksjonskartet til plasmid pTB762 i
eksempel 7(1).

Figur 13 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS123, baret av plasmid pTB764 tilveiebragt i eksempel
9, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS123 som
blir kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder de omdannede aminosyrene er omgitt
med firkanter.

Figur 14 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB764 1
eksempel 9(1).

Figur 15 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS1234, baret av plasmidpTB765 tilveiebragt i eksempel
11 og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS1234,
som blir kodet derav. Muterte baser er understreket, og
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regionene som inneholder de omdannede aminosyrene er omgitt

med firkanter.

Figur 16 viser konstruksjonskjemaet +til plasmid pTB765 1
eksempel 11(1).

Figur 17 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS12, baret av plasmid pTB776 tilveiebragt i eksempel
15, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS12,
som er Lkodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder de omdannete aminosyrene er omgitt

med firkanter.

Figur 18 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB776 i
eksempel 15(1).

Figur 19 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS24, baret av plasmid pTB778 tilveiebragt i eksempel
16, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein (CS24,
som er kodet derav. De muterte basene er understreket og
regionene som inneholder de omdannete aminosyrene er omgitt
med firkanter.

Figur 20 viser Lkonstruksjonsskjemaet til plasmid pTB778 i
eksempel 16(1).

Figur 21 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS13, baret av plasmid pTB779 tilveiebragt i eksempei
17, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS13,
som er LKkodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder de omdannete aminosyrene er omgitt

med firkanter.

Figur 22 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB779 1
eksempel 17(1).
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Figur 23 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS14, baret av plasmid pTB763 tilveiebragt i eksempel
18, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS14,
som er kodet derav. De muterte basene er understreket og
regionene som inneholder omdannete aminosyrene er omgitt med
firkanter.

Figur 24 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB763 1
eksempel 18(1).

Figur 25 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS34, baret av plasmid pTB777 tilveiebragt i eksempel
19, og aminosyresekvensen til det humane DbFGF-mutein CS34,
som er kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder de omdannete aminosyrene er omgitt

med firkanter.

Figur 26 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB777 i
eksempel 19(1).

Figur 27 viser hasesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS234, baret av plasmid pTB782 tilveiebragt i eksempel
20, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein (CS234,
som er kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder de omdannete aminosyrene er omgitt
med firkanter.

Figur 28 viser konstruksjonsskjemaet for plasmid pTB782 i
eksempel 16(1).

Figur 29 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein €S124, baret av plasmid pTB780 tilveiebragt i eksempel
21, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS124,
som blir kodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder de omdannete aminosyrene er omgitt

med firkanter.
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Figur 830 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB780 i
eksempel 21(1).

Figur 31 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein CS134, baret av plasmid pTB781 tilveiebragt i eksempel
22, og aminosyresekvensen til det humane bFGF-mutein CS134,
som er Kkodet derav. De muterte basene er understreket, og
regionene som inneholder de omdannete aminosyrene er omgitt
med firkanter.

Figur 32 viser Lkonstruksjonsskjemaet til plasmid pTB781 1
eksempel 22(1).

Figurene 33 til 35 viser HPLC (high performance 1liquid
chromatography) elueringsmgnstrene til muteinet tilveiebragt
i eksempel 24.

Figur 386 viser HPLC (high performance liquid chromatography)
elueringsmgnstrene til muteinoksydene tilveiebragt i eksempel
25.

Figur 87 viser HPLC (high performance liquid chromatography)
elueringsmgnstrene til muteinreduksjonsproduktene tilveie-
bragt i eksempel 26.

Figur 38 viser de syntetiske oligomerene anvendt som primere

for 4 fremstille mutein-kodende DNAer.

Figur 39 viser basesekvensen til fag M13-PN10 tilveiebragt i
eksempel 27 og aminosyresekvensen til mutein TM910 som er

kodet derav, mutein TM910 er tilveiebragt i eksempel 32.

Figur 40 viser basesekvensen til fag M13-PN14 tilveiebragt i
eksempel 27 og aminosyresekvensen til mutein N14 som er kodet
derav, mutein N14 blir tilveiebragt i eksempel 34.
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Figur 41 viser basesekvensen til fag M13-PC86 tilveiebragt i
eksempel 27, og aminosyresekvensen til mutein C86 som er

kodet derav, mutein C86 blir tilveiebragt i eksempel 35.

Figur 42 viser basesekvensen til fag M13-PDN42 tilveiebragt i
eksempel 27 og aminosyresekvensen til mutein DN42 som er
kodet derav, mutein DN42 blir tilveiebragt i eksempel 36.

Figur 43 viser basesekvensen til fag M13-PRQ45 tilveiebragt i
eksempel 27 og aminosyresekvensen til mutein RQ45 som er
kodet derav, mutein RQ45 blir tilveiebragt i eksempel 37.

Figur 44 viser basesekvensen til fag M13-PNR42 tilveiebragt 1
eksempel 28, og aminosyresekvensen til mutein NR42 som er
kodet derav, mutein NR42 blir tilveiebragt i eksempel 88.

Figur 45 viser stabiliteten av de humane bFGF-muteinene CS2, -
CS3 og CS23 tilveiebragt i eksempel 29.

Figur 46 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB854 i
eksempel 832.

Figur 47 viser Lkonstruksjonsskjemaet til plasmid pTB852 i
eksempel 833.

Figur 48 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein N10, baret av plasmid pTB852 tilveiebragt i eksempel
33, og aminosyresekvensen til mutein N10 som er kodet derav,
mutein N10 blir tilveiebragt i eksempel 33. De muterte basene

er understreket.

Figur 49 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB795 1
eksempel 34.

Figur 50 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB796 i
eksempel 35. ‘
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Figur 51 viser Lkonstruksjonsskjemaet til plasmid pTB797 i
eksempel 36.

Figur 52 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB799 i
eksempel 37.

Figur 53 viser Lkonstruksjonsskjemaet til plasmid pTB798 i
eksempel 38.

Figur 54 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein FINT, baret av plasmid pTB853 tilveiebragt i eksempel
39, og aminosyresekvensen til mutein FINT som er kodet derav,
mutein FINT blir tilveiebragt i eksempel 39. De muterte

basene er understreket.

Figur 55 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB853 i
eksempel 39.

Figur 56 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB855 i
eksempel 40.

Figur 57 viser basesekvensen som koder for det humane DbFGF-
mutein N41 baret av plasmid pTB855 tilveiebragt i1 eksempel
40, og aminosyresekvensen til mutein N41 som blir kodet
derav, mutein N41 Dblir tilveiebragt 1 eksempel 40. De

muterte basene er understreket.

Figur 58 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB856 1
eksempel 41.

Figur b9 viser basesekvensen som koder for det humane bFGF-
mutein C129 baret av plasmid pTB856 tilveiebragt i eksempel
41, og aminosyresekvensen til mutein C129 som er kodet derav,
mutein €129 blir tilveiebragt i eksempel 41. De muterte
basene er understreket.
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Figur 60 viser konstruksjonsskjemaet til plasmid pTB831 i
eksempel 42.

Referanse-eksempel 1

(Konstruksjon av plasmid som inneholder genet som koder for
humant bFGF)

(1) Isolering av cDNA-inneholdende plasmid:

Et c¢DNA hvor verten er Escherichia coli x1776 og som ble
fremstilt ved inkorporering av en primer kulturcelle mRNA
avliedet fra menneske-forhud i pCD-vektor [med referanse til
Okayama et al., Molecular Cell Biology, 3, 280 (1983)] ble
levert av Dr. Okayama ved the National Institute of Child
Health and Human Development, Bethesda, USA. Fra dette DNA
ble et plasmid DNA ekstrahert ved alkalifremgangsmaten
[Birnboim, H.C. og Doly, J., Nucleic Acids Research, 1, 15183
(1979)], og dette DNA ble infisert med Escherichia coli DH1
for 4 produsere omtrent 2 x 10® kloner av cDNA-bibliotek med
Escherichia coli DHI1.

Nevnte cDNA-bibliotek ble med bruk av Escherichia coli DH1
spredt ut over 10 nitrocellulosefiltere (Millipore Inc.,
U.S.A. HATF filtere) i en mengde pa omtrent 5 x 104 kloner/-
filter, deretter ble totalt 20 kopi (replica) filtere i par
preparert ved bruk av de gverste 10 filtrene som hoved-
filtere. Escherichia coli celler pa kopifiltrene ble lyserf
med en O0,5N NaOH opplesning, og det utsatte denaturerte
plasmid DNA ble immobilisert til filtrene [Grunstein, M. and
Hogness, D.S. Proc.Natl.Acad.Sci.TUSA, 72, 3961 (1975)].

Basert pa aminosyre nr. 13 til 20 (Pro-Pro-Gly-His-Phe-Lys-
Asp-Pro) og aminosyre nr. 89 til 96 (Thr-Asp-Glu-Cys-Phe-Phe-
Phe-Glu) av aminosyresekvensen til bovin basisk fibroblast-
vekstfaktor som rapportert av F. Esch et al [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82, 6507 (1985)], ble basesekvensene korre-
sponderende til disse aminosyresekvensene kjemisk synte-
tisert. (For noen kodoner, ble 3. bokstav vilkarlig fastsatt.
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5°GG A/G TC T/C TT A/G AA A/G TGGCCAGGAGG og 5°TC A/G AA A/G
AA A/G AA A/G CA T/C TCGTCGGT, respektivt. De understrekede
bokstavene representerer de fastsatte basene). For hver av
disse oligonukleotidene ble reaksjonen utfgrt ved 37°C i en
time i 50 pl av en reaksjonsveske ved bruk av T4 poly-
nukleotid kinase (produsert av Takara Shuzo Co., Ltd., Japan)
[oligonukleotid 0,1 pug, 50 mM Tris-HC1 pH 8,0, 0,10 mM MgCl,,
10 mM merkaptoetanol, 50 uCi ~v-32P ATP (>5000Ci/mmol), 3
enheter T4 polynukleotidkinase) for & merke den 5’-terminale
enden til oligonukleotidene med 32p,

Ved bruk av de 2 oligonukleotidene som ble merket i frem-
gangsmaten ovenfor som prober, ble disse uavhengig assosiert
til et kopifilter hvor DNAet hadde blitt immobilisert.
Assosiasjonsreaksjoner ble utfert ved 35°C i 16 timer i en
opplesning bestiaende av 5 X SSPE [180 mM NaCl, 10 mM NaHoPOy,
imM EDTA (pH 7,4) 5 X Denhardts opplesning, 0,1 % SDS og 100
ug/ml denaturert laksesperm-DNA inneholdende 10 uCi probe.
Etter reaksjonen ble filteret vasket med en 0,1% SDS-opplas-
ning bestiaende av 5 X SSC [0,15M NaCl, 0,015M natriumsitrat]
ved romtemperatur 1 30 minutter 3 ganger, og deretter ved
45°C i 30 minutter 2 ganger [T. Maniatis et al., Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, s. 309 (1982)].

Radioautogrammer ble tatt fra de vaskede filtrene, og det ble
lett etter stammer som reagerte pa begge probene ved over-
lapping av de 2 radioautogrammene fra hvert kopifilter-par.
Ved bruk av denne fremgangsmaten ble 1 stamme som reagerte pa
begge probene [Escherichia coli X12 DH1/pTB627 (IFO0 14494,
FERM BP-1280)] tilveiebragt fra 5 X 10% kloner.

(2) Fra stammen tilveiebragt i (1) ovenfor [Escherichia coli
K12 DH1/pTB627 (IFO 14494, FERM BP-1280)] ble et plasmid DNA
(pTB627) ekstrahert og renset ved bruk av alkalifremgangs-
méten [Nucleic Acids Research, 1, 1513 (1979)].
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Referanse-eksempel 2

(Ekspresjon av genet som koder for humant bFGF i Escherichia

coli).

(1) Konstruksjon av plasmid pTB669 for ekspresjon av humant
bFGF:

Plasmid pTB627 inneholdende et humant bFGF cDNA tilveiebragt
i referanse-eksempel 1 (2) ovenfor ble spaltet ved bruk av
restriksjonsenzymene Ava I og Bal I for & tilveiebringe et
0,44 kb DNA-fragment inneholdende regionen som koder for
humant bFGF. Til Bal I spaltesetet (butt ende) til dette DNA-
fragmentet ble Bgl II linker pCAGATCTG ligert ved bruk av T4
DNA-ligase, og et 0,44 kb Ava I-Bgl II DNA-fragment ble
separert. Til dette 0,44 kb Ava I-Bgl II DNA-fragment ble T4
DNA-~ligase tilsatt for & 1ligere sammen Bgl II-spaltings-
setene, og dette ble etterfulgt av DNA-polymerase (Klenow-
fragment) reaksjon i narver av dXTP for & gjore Ava 1
spaltesetet butt. Til dette DNA-fragmentet ble de syntetiske
oligonukleotidene 5’AATTCTATGCCAGCATTGC3’ og
5*GCAATGCTGGCATAG3’ 1ligert etter fosforylering, ved bruk av
T4 DNA-ligase, og dette ble etterfulgt av spalting ved bruk
av EcoR I-Bgl II for & fremstille et DNA-fragment pa omtrent
0,46 kb. DNAet til plasmid ptrp781 [Kurokawa, T. et al.,
Nucleic Acids Research, 11, 3077-3085 (1983)], som har trp
promoter, ble spaltet ved bruk av Pst I, og ble gjort butt
ved T4 DNA-polymerase reaksjon. Etter ligering av Bgl II
linker pCAGATCTG til den butte enden ved bruk av en T4 DNA-
ligasereaksjon, ble spalting ved bruk av EcoR I-Bgl II utfert
for a separere et DNA-fragment pa omtrent 3,2 kb inneholdende
trp-promoter, tetracyklinresistensgenet og et plasmid
replikasjonsinitieringssete. Det ovenfor nevnte 0,46 kb EcoR
I-Bgl II DNA-fragmentet inneholdende genregionen som koder
for humant bFGF og dette 3,2 kb DNA-fragmentet ble ligert
sammen ved en T4 DNA-ligase reaksjon for 4 konstruere pTB669
for human bFGF-ekspresjon.
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Ved bruk av dette plasmid pTB669 ble Escherichia coli DHI1
transformert, hvorpa Escherichia coli Dh1l/pTB669, som
inneholder plasmid pTB669 ble tilveiebragt.

I tillegg ble Escherichia coli K12 MM294 og C600 transfor-
mert pa samme mate som ovenfor ved bruk av pTB669, hvorved
Escherichia coli K12 MM294/pTB669 (IFO 14532, FERM BP-1281)
og E. coli C600/pTB669 ble respektivt tilveiebragt.

(2) Preparering av bakterielle celleekstrakter:

Hver av de ovenfor nevnte transformantene ble dyrket i et M9
medium inneholdende 1% glukose, 0,4% KRasaminosyre og 8 ug/ml
tetracyklin, og nar Klett-verdien var omtrent 200, ble 38-
indolylakrylsyre i en konsentrasjon pa 25 ug/ml satt til, og
dette ble etterfulgt av dyrking i 4 timer til. Etter dyrking
ble de bakterielle cellene samlet, og ble suspendert i en 10%
sukroseopplgsning inneholdende en 1/20 mengde av 20 mM Tris-
BHC1 (ph 7,6). Til denne suspensjonen ble 1mM fenylmetyl-
sulfonylfluorid (PMSF), 10 mM EDTA, 0,1 M NaCl, 10 mM
spermidinhydroklorid og 100 upg/ml lysozym tilsatt (hvert tall
viser den finale konsentrasjonen), og blandingen ble latt sta
ved 0°C i 45 minutter, hvorpa den ble utsatt for ultrasonike-
ring i 30 sekunder. Denne opplesningen ble sentrifugert ved
18000 rpm (Sorval-sentrifuge, SS34 rotor) i 30 minutter for a
tilveiebringe en supernatant, som ble benyttet som et
bakterielt celleekstrakt.

(8) Human bFGF-aktivitet i bakterielle celleekstrakter:
Humane bFGF-aktiviteter er indikert ved vekten til standard-
preven av renset bovin hjerne-FGF (produsert av Takara Shuzo
Co., Ltd.) i mengder som var ekvivalent til det som er
bakterielle celleekstrakter 1 aktivitet 1 vekstfremmende
virkning pa BALB/c3T3-celler.

Muse BALB/c3T3-celler, i en mengde pa 2 X 103 celler per
bregnn, ble inokulert i et DMEM-medium inneholdende 5 %



20

25

30

35

1803056

37

kalveserum pa en Nunc 96-brgnn mikrotiterplate (flat bunn)
hvor hver brenn inneholder 0,2 ml medium, og som deretter ble
dyrket. Neste dag ble mediet erstattet med et DMEM-medium
inneholdende 0,5% kalveserum. Etter dyrking i 3 dager ble 10
pl av et bakterielt celleekstrakt, som var blitt seriefor-
tynnet i 5-ganger trinn med et DME-medium inneholdende 0,5 %
BSA, satt til hver bregnn, og ble dyrket. 20 timer senere ble
2 ul 3H-Tdr (5 Ci/mmol, 0,5 Ci/ml RCC Amersham, UK) satt
tilhver brenn. 6 timer senere Dble cellene strippet ved
behandling med en fosfatbufret opplesning (PBS) inneholdende
0,2% trypsin-0,02% EDTA, og cellene ble hestet pa et glass-
filter ved bruk av en Titertech <cellehgster, hvoretter
mengden 3H-Tdr i cellene ble bestemt ved bruk av en scintil-
lasjonsteller. Ved bruk av samme fremgangsmate, ble aktivi-
tetene til bovine hjerne FGF-prgver (produsert av Takara
Shuzo) med kjent vekt bestemt. Fra arbeidskurven som slik ble
tilveiebragt, ble mengdene av humant bFGF i de bakterielle
celle-ekstraktprevene beregnet. Resultatene er vist i tabell
2.

For kontroll ble den humane bFGF-produktiviteten til trans-
formant E. coli DH1/ptrp781 tilveiebragt ved transformasjon

av Escherichia coli DH1 ved bruk av plasmid ptrp781 bestemt.

Tabell 2, Humane bFGF-produktiviteter

Transformant Humane DbFGF-produktiviteter
(per liter kulturmedium)
E. coli DH1/pTB669 2,95 mg
E. coli MM294/pTB669 23,15
E. coli C600/pTB669 8,15
E. coli DH1/ptrp781 <0,0005
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Eksempel 1
(Produksjon av rekombinante DNAer inneholdende mutein-kodende

basesekvens)

(1) Kloning av det humane bFGF-genet i Mi3-vektor:

Plasmid pTB669 tilveiebragt 1 referanse-eksempel 2 ©Dble
spaltet med restriksjonsenzymene EcoR I og BamH I. Fagvektor
M13mp8 [J. Messing, Methods, en Enzymology, 101, 20-78
(1983)] replikerende-form (RF) DNA ble spaltet med restrik-
sjonsenzymene EcoR I og BamH I, og blandet med det humane
bFGF DNA-fragmentet avledet fra spaltet pTB669. Blandingen
ble deretter ligert sammen ved bruk av T4 DNA-ligase; det
ligerte DNAet ble transformert inn i en infiserbar celle av
stammen Escherichia coli JM105; den resulterende transforman-
ten ble 1inokulert pa en plate ved bruk av Xga 1 som en
indikator [J. Messing et al., Nucleic Acids Research, 9, 309-
321 (1981)]; plaquen inneholdende rekombinant fag (hvite
plaque)} ble plukket; basesekvensen til den rekombinante
regionen ble bestemt ved dideoksynukleotid syntetisk kjede-
termineringsfremgangsmate [J. Messing et al., Nucleic Acids
Research, 9, 309 (1981)], hvorved det ble bekreftet at humant
bFGF DNA var blitt satt inn riktig.

Fra denne M13-PO klonen ble enkelt-tradet fag-DNA renset, som
deretter ble benyttet som et templat for sete-rettet mutagen-
ese ved bruk av en syntetisk oligonukleotid.

(2) Sete-spesifikk mutagenese:

I narver av 0,1 mM adenosintrifosfat (ATP), 50 mM Tris
(hydroksymetyl Jaminometanhydroklorid (Tris-HC1, pH 8,0), 10
mM MgCly, 5mM ditiotreitol (DTT) og 9 enheter T4 kinase, i en
total mengde pa 50 pl, 40 pikomol syntetisk oligonukleotid:
5*>CGT TCT TGC TGT AGA GCC GCT <3’

[primer for omdanning av Cys 26 til Ser (gjenkjenningssekven-
sen for restriksjonsenzym Rsa I blir borte) (se figur 2)] ble
behandlet med T4 kinase ved 37°C i 1 time. Denne kinase-
behandlede primeren (12 pikomol) ble varmet ved 67°C i 5
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minutter, og ved 42°C i 25 minutter, i 50 pl av en blanding
inneholdende 50 mM NaCl, 1,0 mM Tris-HC1 (pH 8,0), 10mM MgCl,
og 10mM B-merkaptoetanol, hvorpa primeren ble hybridisert til
5 yug enkelttraddet (ss) M18-PO DNA. Den sammensmeltede
blandingen ble deretter avkjelt pa is, og satt til en 50 ul
reaksjonsblanding inneholdende 0,5 mM deoksynukleotidtri-
fosfat (dNTP), 80 mM Tris-HC1 (pH 7,4), 8mM MgClps, 100mM
NaCl, 9 enheter DNA-polymerase I Klenow fragment, 0,5 mM ATP
og 2 enheter T4 DNA-ligase, og reaksjonen ble utfert ved 37°C
i 8 timer, og ved 25°C i 2 timer, hvorpa reaksjonen ble
stoppet ved tilsetting av 2 pul 0,2 mM EDTA. Reaksjonsproduk-
tet ble benyttet for & transformere infiserbare JM 105-
celler; transformantcellene som ble tilveiebragt slik, ble
latt vokse over natt, hvoretter ssDNA ble isolert fra
kulturmediumsupernatanten. Ved bruk av dette ssDNA som et
templat for den andre syklusen 1 primer-forlenging, ble
renset RF-type DNA transformert inn i infiserbare JM 105-
celler; de resulterende transformantcellene ble sadd ut over
en agarskal, og ble dyrket over natt for & tilveiebringe

fagplaques.

(38) Sete-rettet mutagenese:

Fremgangsmaten i (2) ovenfor ble gjentatt, men den anvendte
syntetiske oligonukleotidprimeren var:

5’>AAC GAT TAG CGC TCA CTC C«3’

som dermed forandrer cystein-70-kodende kodonet slik at
kodonet koder for serin. (En gjenkjenningssekvens til
restriksjonsenzym Hae II ble produsert). (Se figur 2).

(4) Sete-rettet mutagenese:

Fremgangsmaten i (2) ovenfor ble gjentatt, men den anvendte
syntetiske oligonukleotidprimeren var:

5’>GTA ACA GAC TTA GAA GCT AGT<S3’

som dermed forandrer cystein-88-kodende kodonet slik at
kodonet koder for serin. (En gjenkjenningssekvens for

rekstriksjonsenzym Alu I ble produsert). (Se figur 2).
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(5) Sete-rettet mutagenese:

Fremgangsmaten i (2) ovenfor ble gjentatt, men den anvendte
syntetiske oligonukleotidprimeren var:

5°>TCG AAG AAG AAA GAC TCA TCC«<3’

som’ dermed forandrer cystein-93-kodende kodonet slik at
kodonet Lkoder for serin. (En gjenkjenningssekvens for
rekstriksjonsenzym Hinf I ble produsert). (Se figur 2).

(6) Screening og identifikasjon av plakk som er bhlitt gjort
mutagene:

Plater inneholdende muterte M13-PO plaques [ovenfor i (1)] og
2 plater inneholdende ikke-muterte M13-PO fag plaque ble
avkjelt til 4°C, og plaquene fra hver plate ble overfort til
2 runde mnitrocellulosefiltere ved & holde et tprt filter
plassert pa agarskidlen 1 5 minutter ni3r det gjelder fgrste
filter, og i 15 minutter nar det gjelder det andre filter.
Filtrene ble deretter plassert i 5 minutter pa tykke filter-
papir nedsenket i 0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,2% Triton X-100,
hvorpa de ble ngytralisert ved & plassere dem i 5 minutter
til pa filterpapir nedsenket i 0,5M Tris-HC]l med en pH-verdi
pa 7,5 og 1,5M NaCl. Filtrene ble vasket to ganger pa filter
nedsenket i 2 X SSC (standard natriumsitrat) pa samme mate,
og deretter tgrket, og dette ble etterfulgt av terking ved
80°C 1 2 timer i en vakuumovn. De overlappede filtrene ble
utsatt for prehybridisering ved 55°C i 4 +timer med 10
ml/filter av en DNA-hybridiseringsbufferopplesning (5 X SSC)
med en pH-verdi pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts opplgsning
(polyvinylpyrrolidon, Ficoll og bovinserumalbumin, 1 X =
0,02%), 0,1% natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natriumfosfat-
bufret opplesning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 ug/ml
denaturert laksesperm-DNA. Hybridisering ble utfegrt ved 42°C
i 24 timer med 109 cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hver av
filtrene ©ble vasket 1 en bufferopplesning for vasking
inneholdende 0,1% SDS og en redusert mengde SSC ved 50°C i 30
minutter. Filtrene ble deretter vasket med en bufferopples-
ning inneholdende 2 X SSC; kontrollfiltrene, som inneholdt
ikke-muterte M13-PO plaques, ble undersgkt med en Geiger-
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teller om de inneholdt radioaktivitet. Mens SSC-konsentrasjo-
nen trinnvis ble redusert, ble kontrollfiltrene vasket helt
til det 1ikke var noe detekterbar radioaktivitet igjen pa
filtrene. Den minste SSC-konsentrasjonen som ble benyttet var
0,1 X SSC. Filtrene ble latt terke i 1luft, og autoradiografer
ble tatt etter 2 - 3 dager eksponering ved -70°C. Screening
ble utfert pa 10.000 muterte M13-PO plaques og 100 ikke-
muterte kontrollplaques ved bruk av en kinasebehandlet
oligonukleotidprobe. Ingen av kontrollplaquene hybridiserte
til proben, mens 3 til 10 av de muterte M13-PO plaquene
hybridiserte til proben.

Et av de muterte M13-PO plaquene ble tatt, og inokulert i et
JM105 kulturmedium. Fra supernatanten ble ssDNA fremstilt, og
fra bakteriecellepelleten ble en dobbelt-tradet (ds) DNA
fremstilt. Basesekvensanalyser ble utfert ved bruk av

hensiktsmessige oligonukleotidprimere og ssDNAer.

Som et resultat, ble det respektivt bekreftet at TGC (Cys-26)
kodonet var blitt forandret til et TCT (Ser) kodon; TGT (Cys-
70) kodonet, til et AGC (Ser) kodon; TGT (Cys-88) kodon, til
et TCT (Ser) kodon; og TGT (Cys-93) kodon, til et TCT (Ser)
kodon.

I de muterte M13-PO fagene ble fag hvori kodon Cys-26 var
blitt et Ser-kodende kodon betegnet M13-P1; fag hvori kodonet
Cys-70 var blitt et Ser-kodende kodon ble betegnet M13-P2;
fag hvori kodonet Cys-88, M13-P3; og fag hvori kodonet Cys-93
var blitt et Ser-kodende kodon, ble betegnet M13-P4.

Eksempel 2
(Ekspresjon av genet som koder for det humane bFGF-muteinet i

Escherichia coli)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB739 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:
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M13-P1 replikerende form (RF) tilveiebragt 1 eksempel 1
ovenfor ble spaltet ved bruk av restriksjonsenzymene EcoR I

og Pst I for a tilveiebringe DNA-fragment med omtrent 0,5 kb
inneholdende regionen som koder for det humane bFGF-muteinet.

Plasmid ptrp781 [Kurokawa, T. et al., Nucleic Acids Research,
11, 3077-3085 (1983)] DNA inneholdende et trp-promoter ble
spaltet ved bruk av EcoR I-Pst I for a separere et omtrent
3,2 kb DNA-fragment inneholdende en trp-promoter, et tetra-
cyklinresistensgen og et plasmid replikasjonsinitieringssete.
Det ovenfor nevnte 0,5 kb EcoR I-Pst I DNA-fragmentet
inneholdende genregionen som koder for det humane bFGF-
muteinet og dette 3,2 kb DNA-fragmentet ble ligert ved en T4
DNA-ligasereaksjon for a konstruere plasmid pTB739 for human
bFGF-muteinekspresjon (figur 7).

Ved bruk av plasmid pTB739 ble Escherichia coli DH1 transfor-
mert, hvorpa stamme Escherichia coli DH1/pTB739 (IFO 14575,
FERM BP-1641) ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB7839
inneholdende det muteinkodende genet vist i figur 3.

(2) Preparering av bakterielt celleekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket i et M9-medium innehol-
dende 1% glukose, 0,4% kasaminosyre og 8 ug/ml tetracyklin,
og nar Klett-verdien ble omtrent 200 ble 3B-indolylakrylsyre
satt til 1 en konsentrasjon pa 25 ug/ml, og dette ble
etterfulgt med dyrking i 4 timer til. Etter dyrking ble de
bakterielle cellene samlet og suspendert i en 10% sukroseopp-
lgsning inneholdende 1/20 mengde av 20mM Tris-HC1 (pH 7,6).
Til denne suspensjonen ble fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF)
til 1mM, EDTA til 10mM, NaCl til 0,1M, spermidinhydroklorid
til 10mM og lysozym til 100 ug/ml tilsatt (hvert tall viser
den finale konsentrasjonen), og blandingen ble hensatt ved
0°C i 45 minutter, hvorpa den ble utsatt for ultrasonikering
i 30 sekunder. Denne opplesningen ble sentrifugert ved 18.000

rpm, (Sorval sentrifuge, SS34 rotor) i 30 minutter for 2
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tilveiebringe en supernatant, som deretter ble benyttet som
et bakterielt celle-ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Muse BALB/c3T3-celler i en mengde pa 2 X 103-celler per
brgnn, ble 1inokulert i et DMEM-medium inneholdende 5%
kalveserum i Nunc 96-bregnn mikrotiterplate (flat bunn) hvor
hver brgnn inneholdende 0,2 ml medium, og disse ble deretter
dyrket. Neste dag ble mediet erstattet med et DMEM-medium
inneholdende 0,5% kalveserum. Etter dyrking i 3 dager ble 10
ul av det Dbakterielle celle-ekstraktet, som nylig ble
seriefortynnet i b-ganger trinn med et DME-medium innehold-
ende 0,5% BSA, satt til hver bregnn, og ble dyrket. 20 timer
senere ble 2 pl 3H-Tdr (5 Ci/mmol, 0,5 mCi/ml RCC Amersham)
satt til hver bregnn. 6 timer senere ble cellene strippet ved
behandling med en fosfat-bufret opplegsning (PBS) inneholdende
0,2% trypsin-0,02% EDTA, og cellene ble hgstet pa et glass-
filter ved bruk av en Titertech cellehgster, og deretter ble
mengden 3*H-Tdr 1 cellene bestemt ved bruk av en scintilla-
sjonsteller.

Som et resultat utviste det bakterielle celle-ekstraktet fra
E. coli DH1/pTB739 FGF-aktivitet.

Mutein CS1, hvori Cys i 26-posisjonen til humant DbFGF var
blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 3
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for det

humane bFGF-muteinet)

(1) Xonstruksjon av plasmid pTB742 for human bFGF-mutein
ekspresjon:

M13-P2 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 1
ovenfor ble spaltet ved bruk av restriksjonsenzymene EcoR I

og Pst I for a tilveiebringe et DNA-fragment pa omtrent 0,5
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kb inneholdende en region som koder for et humant bFGF-

mutein.

Adskilt fra dette ble plasmidptrp781 DNA inneholdende en trp-
promoter spaltet ved bruk av EcoR I-Pst I for & separere et
omtrent 3,2 kb DNA-fragment inneholdende en trp-promoter, et
tetracyklinresistensgen og et plasmid replikasjonsini-
tieringssete. Dette 3,2 kb DNA-fragmentet og det ovenfor-
nevnte 0,5 kb EcoR I-Pst I DNA-fragmentet inneholdende en
genregion som koder for et humant bFGF-mutein ble ligert ved

bruk av T4 DNA-ligasereaksjon for & konstruere plasmid pTB742

for ekspresjon av et humant bFGF-mutein (figur 8).

Ved bruk av plasmid pTB742, ble Escherichia coli DH1 trans-
formert, hvorpa stamme Escherichia coli DH1/pTB742 (IFO
14585, FERM BP-1642) ble tilveiebragt, som inneholder plasmid
pTB742 inneholdende det mutein-kodende genet vist i figur 4.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet i eksempel 2 (2) for a tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble anvendt som et Dbakterielt
celleekstrakt.

(8) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Human bFGF-aktivitet pa det bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved bruk av frem-
gangsmaten beskrevet i eksempel 2 (3).

Som et resultat av dette utviste det bakterielle celle-
ekstraktet til E. coli DH1/pTB742 FGF-aktivitet.

Mutein CS2 hvori Cys 1 70-posisjonen til humant bFGF var
blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 4
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB743 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P3 replikerende form (RF) tilveiebragt 1 eksempel 1
ovenfor ble spaltet ved bruk av restriksjonsenzymene EcoR I
og Pst 1 for & tilveiebringe et omtrent 0,5 kb DNA-fragment
inneholdende en region som koder for et humant bFGF-mutein.

Adskilt fra dette ble plasmid ptrp781 DNA inneholdende en
trp-promoter spaltet ved bruk av EcoR I-Pst I for a separere
et omtrent 3,2 kb DNA-fragment inneholdende en trp-promoter,
et tetracyklinresistensgen og et plasmidreplikasjonsini-
tieringssete. Dette 3,2 kb DNA-fragment og ovenfornevnte 0,5
kb EcoR I-Pst I DNA-fragment inneholdende en genregion som
koder for et humant bFGF-mutein ble ligert ved bruk av T4
DNA-ligasereaksjon for & konstruere plasmid pTB743 for

ekspresjon av humant bFGF-mutein (figur 9).

Ved bruk av plasmid pTB743, ble Escherichia coli DH1 trans-
formert, hvorved stammen Escherichia c¢oli DH1/pTB743 (IFO
14585, FERM BP-1643) ble tilveiebragt, som inneholder plasmid
pTB743 inneholdende det mutein-kodende genet vist i figur 5.

(2) Preparering av bakterielt celleekstrakt:

Ovenfor nevnte transformant ble dyrket som beskrevet 1
eksempel 2(2) for & tilveiebringe en supernatant, som
deretter ble benyttet som et bakterielt celle-ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celleekstraktet:
Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt ved bruk av fremgangs-

maten beskrevet i eksempel 2 (3).
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Som et resultat av dette utviste det bakterielle celle-
ekstraktet til E. coli DH1/pTB743 FGF-aktivitet.

Mutein CS3,hvori Cys 1 88-posisjonen i humant bBFGF var blitt
erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 5
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB744 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P4 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 1
ovenfor ble spaltet ved bruk av restriksjonsenzymene EcoR 1
og Pst I for & tilveiebringe et omtrent 0,5 kb DNA-fragment
inneholdende en region som koder for et humant bFGF-mutein.

Adskilt fra dette ble plasmid ptrp781 DNA inneholdende en
trp-promoter spaltet ved bruk av EcoR I-Pst I for & separere
et omtrent 3,2 kb DNA-fragment inneholdende en trp-promoter,
et tetracyklinresistensgen og et plasmidreplikasjonsini-
tieringssete. Dette 3,2 kb DNA-fragmentet og det ovenfor-
nevnte 0,5 kb EcoR I-Pst I DNA-fragmentet inneholdende en
genregion som Kkoder for et humant bFGF-mutein ble 1ligert
sammen ved bruk av T4 DNA-ligasereaksjon for a konstruere
plasmid pTB744 for ekspresjon av humant bFGF-mutein (figur
10).

Ved bruk av plasmid pTB744, ble Escherichia coli DH1 trans-
formert, hvorved stammen Escherichia coli DH1/pTB744 (I1FO
14586, FERM BP-1644) ble tilveiebragt, som inneholder plasmid
pTB744 inneholdende det mutein-kodende genet vist i figur 6.

(2) Preparering av bakterielt celleekstrakt:

Ovenfor nevnte transformant ble dyrket som beskrevet i
eksempel 2(2) for & tilveiebringe en supernatant, som
deretter ble benyttet som et bakterielt celle-ekstrakt.
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(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celleekstraktet:
Human DbFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt ved bruk av fremgangs-

maten beskrevet i eksempel 2 (8).

Som et resultat av dette wutviste det bakterielle celle-
ekstraktet fra E. coli DH1/pTB744 FGF-aktivitet.

Mutein CS4,hvori Cys 1 93-posisjonen i humant bFGF var blitt
erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 6

(Screening og identifikasjon av plagques som var blitt gjort
mutagene )

Skaler inneholdende muterte M13-P2 fag plaques tilveiebragt i
eksempel 1 og 2 skaler inneholdende ikke-muterte M13-P2 fag
plaque tilveiebragt 1 eksempel 1 ble avkjeglt til 4°C, og
plaque fra hver plate ble overfgrt til 2 runde nitrocellu-
losefiltere ved & anbringe et tegrt filter i 5 minutter pa
agarplaten nar det gjelder det forste filteret, og i 15
minutter nar det gjelder det andre filteret. Filtrene ble
deretter plassert i 5 minutter pa tykke filterpapir nedsenket
i 0,2N NaOHE, 1,5M NaCl og 0,2% Triton X-100, hvoretter de ble
ngytralisert ved & plassere dem i1 5 minutter til pa filter-
papir nedsenket i 0,5M Tris-HC1 (pH-verdi pa 7,5) og 1,5M
NaCl. Filtrene ble vasket to ganger pa filtere som var
nedsenket i 2 X SSC (standard natriumsitrat) pa samme mate,
og deretter fikk de terke ved rombetingelser etterfulgt av
videre terking ved 80°C i 2 timer 1 en vakuumovn. De
overlappede filtrene ble utsatt for prehybridisering ved 55°C
i 4 timer med 10 ml/filter av en DNA-hybridiseringsbufferopp-
lgsning (5 X SSC) med en pH-verdi pa 7,0 inneholdende 4 X
Denhardts opplgsning (polyvinylpyrrolidon, Ficoll og
bovinserumalbumin, 1 X = 0,02%), 0,1% natriumdodecylsulfat
(SDS), 50mM natriumfosfatbufret opplesning med en pH-verdi pa
7,0 og 100 ug/ml denaturert laksesperm-DNA. Hybridisering ble
utfert ved 42°C i 24 timer med 10° cpm/ml av en oligonukleo-
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tidprimer. Hver av filtrene ble vasket i en bufferopplgsning
for vasking inneholdende 0,1% SDS og en reduserende mengde
SSC ved 50°C i 80 minutter. Filtrene ble deretter fgrst
vasket med en Dbufferopplgsning inneholdende 2 X SSC;
kontrollfiltrene, som 1inneholdt ikke-muterte M13-P2 plakk,
ble undersgkt for radioaktivitet ved bruk av en Geigerteller.
Mens SSC-konsentrasjonen trinnvis ble redusert, ble kontroll-
filtrene wvasket helt til det ikke var noe detekterbar
radiocaktivitet igjen pa filtrene. Den minste SSC-konsentra-
sjonen som ble benyttet var 0,1 X SSC. Filtrene ble 1latt
tgrke i 1uft, og radioautografi ble tatt etter 2 - 3 dager
eksponering vgd ~-70°C. Screening ble utfgrt pa 10.000 muterte
M13-P2 plaques og 100 ikke-muterte kontrollplaques ved bruk
av en kinasebehandlet oligonukleotidprobe. Ingen av kontroll-
plakkene hybridiserte til proben, mens 3 til 10 av de muterte
M13-P2 plaquene hybridiserte til proben.

En av de muterte M13-P2 plaquene ble tatt, og inokulert i et
JM105 kulturmedium. Fra den resulterende supernatanten ble
ssDNA fremstilt, og fra de bakterielle cellepelletene ble en
dobbelt-tradet (ds) DNA fremstilt. Analyser pa basesekvensen
ved bruk av hensiktsmessige oligonukleotidprimere og ssDNAer
ble utfert.

Som et resultat ble det respektivt bekreftet at TGC (Cys-26)
kodonet var blitt omdannet til et TCT (Ser) kodon; TGT (Cys-
88) kodonet, til et TCT (Ser) kodon; og TGT (Cys-93) kodon,
til et TCT (Ser) kodon.

Nar det gjelder de muterte M138-P2 fagene, ble fag hvori kodon
Cys-26 og =70 var Dblitt Ser-kodende kodoner betegnet M13-P12;
fagene hvori Kkodonet Cys-70 og —88 var blitt Ser-kodende
kodoner, M13-P23; og fag hvori kodonet Cys-70 og 93 var blitt
Ser-kodende kodoner, M13-P24.
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Eksempel 7
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB762 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:
M13-P23 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 6
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for &
konstruere plasmid pTB762 for et humant bFGF-muteinekspresjon
(figur 12).

Ved bruk av plasmid pTB762 ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorpa stammen Escherichia coli MM294/pTB762
(IFO 14613, FERM BP-1645) tilveiebragt, som inneholder
plasmid pTB762 inneholdende det mutein-kodende genet vist 1
figur 11.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Den humane bFGF-aktiviteten til det bakterielle celle-
ekstraktet tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved Dbruk
av fremgangsmiten beskrevet i eksempel 2 (3).

Som et resultat utviste det bakterielle celleekstraktet fra
E. coli MM294/pTB762 FGF-aktivitet.

Mutein CS23, hvori Cys i 70-posisjon og i 88-posisjon var
blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 8
(Screening og identifikasjon av plaques som var blitt gjort

mutagene )

Skaler inneholdende muterte M13-P23 fag plaques tilveiebragt
i eksempel 7 og 2 skaler inneholdende ikke-muterte M13-P23
fagplaque tilveiebragt i eksempel 7 ble avkjelt til 4°C, og
plaque fra hver plate ble overfgrt til 2 runde nitrocellu-
losefiltere ved & anbringe et tgrt filter i 5 minutter pa
agarplaten nar det gjelder det fgrste filteret, og i 15
minutter nar det gjelder det andre filteret. Filtrene ble
deretter plassert i 5 minutter pa tykke filterpapir nedsenket
i 0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,2% Triton X-100, hvoretter de ble
ngytralisert ved a plassere dem i 5 minutter til pa filter-
papir nedsenket i 0,5M Tris-HC1 (pH 7,5) og 1,5M NaCl.
Filtrene ble vasket to ganger pa filtere som var nedsenket i
2 X SSC (standard natriumsitrat) pA samme mdte, og deretter
ble de 1latt terke, og dette ble etterfulgt av terking ved
80°C 1 2 timer 1 en vakuumovn. De overlappende filtrene ble
utsatt for prehybridisering ved 55°C i 4 timer med 10
ml/filter av en DNA-hybridiseringsbufferopplesning (5 X SSC)
med en pH-verdi pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts opplesning
(polyvinylpyrrolidon, Ficoll og bovinserumalbumin, 1 X =
0,02%), 0,1% natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natriumfosfat-
bufret opplegsning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 ug/ml
denaturert laksesperm-DNA. Hybridisering ble utfgrt ved 42°C
i 24 timer med 10° cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hver av
filtrene ble vasket 1 en bufferopplesning for vasking
inneholdende 0,1% SDS og en redusert mengde SSC ved 50°C i 30
minutter. Filtrene ble deretter fgrst vasket med en buffer-
opplesning inneholdende 2 X SSC; kontrollfiltrene, som
inneholdt ikke-muterte M13-P23 plaques, ble undersgkt for
radioaktivitet ved bruk av en Geigerteller. SSC-konsentrasjo-
nen ble trinnvis redusert, mens kontrollfiltrene som inne-
holdt ikke mutert M13-P23 plaques ble vasket helt til det
ikke var noe detekterbar radioaktivitet igjen pa filtrene.
Den minste SSC-konsentrasjonen som ble benyttet var 0,1 X
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SSC. Filtrene ble latt terke i 1uft, og autoradiografene ble
tatt etter 2 - 3 dager eksponering ved -70°C. Screening ble
utfgrt pa 10.000 muterte M13-P23 plaques og 100 ikke-muterte
kontrollplagques ved bruk av en kinasebehandlet oligonukleo-
tidprobe. Ingen av kontrollplaquene hybridiserte til proben,
mens 3 til 10 av de muterte M13-P23 plaquene hybridiserte til
proben.

En av de muterte M13-P23 plaquene ble tatt, og inokulert i et
JM105 Xkulturmedium. Fra den resulterende supernatanten ble
ssDNA preparert, og fra de bakterielle cellepelletene ble en
dobbelt-tradet (ds) DNA fremstilt. Analyser av basesekvensen
ved bruk av hensiktsmessige oligonukleotidprimere og ssDNAer
ble utfort.

Som et resultat ble det respektivt bekreftet at TGC (Cys-26)
kodonet var blitt omdannet til et TCT (Ser) kodon; og TGT
(Cys-93) kodonet, til et TCT (Ser) kodon.

Av de muterte M13-P23 fagene, ble fag hvori kodonene Cys-26,
—70 og —88 var blitt Ser-kodende kodoner betegnet M13-P123;
og fag hvori kodonet Cys-70, —88 og —93 var blitt Ser-kodende
kodoner, M13-P234. ‘

Eksempel 9
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Xonstruksjon av plasmid pTB764 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:
M13-P123 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 8
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for 2a
konstruere plasmid pTB764 for human DbFGF-muteinekspresjon
(figur 14).

Ved bruk av plasmid pTB764 ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorpa stammen Escherichia coli MM294/pTB764
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(IFO 14614, FERM BP-1646) tilveiebragt, som inneholder
plasmid pTB764 inneholdende mutein-kodende genet vist i figur
13.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Human DbFGF-aktivitet 1 det Dbakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved bruk av frem-
gangsmiten beskrevet i eksempel 2 (3).

Som et resultat utviste det bakterielle celleekstraktet fra
E. coli MM294/pTB764 FGF-aktivitet.

Mutein CS123, hvori Cys 1 26—, 70- og i 88-posisjonene i
humant bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveie-
bragt.

Eksempel 10
(Screening og identifikasjon av plaques som var blitt gjort

mutagene )

Skaler inneholdende muterte M13-P123 fag plaques tilveiebragt
i eksempel 8 og 2 skaler inneholdende ikke-muterte M13-P123
fagplague tilveiebragt i eksempel 8 ble avkjelt til 4°C, og
plagque fra hver plate ble overfgrt til 2 runde nitrocellu-
losefiltere ved & holde et tort filter plassert pad agarskalen
i 5 minutter nar det gjelder det feorste filteret, og i 15
minutter naér det gjelder det andre filteret. Filtrene Dble
deretter holdt i 5 minutter pa tykke filterpapir nedsenket i
0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,2% Triton X-100, hvoretter de ble
ngytralisert ved & holde dem plassert i 5 minutter pa filter-
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papir nedsenket i 0,5M Tris-HC1l (pH 7,5) og 1,5M NaCl.
Filtrene ble vasket to ganger pa filtere som var nedsenket i
2 X SSC (standard natriumsitrat) pa samme mate, og deretter
fikk de tegrke, og dette ble etterfulgt av terking ved 80°C i
2 timer i en vakuumovn. De overlappende filtrene ble utsatt
for prehybridisering ved 55°C i 4 timer med 10 ml/filter av
en DNA-hybridiseringsbufferopplesning (5 X SSC) med en pH-
verdi pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts opplgsning (poly-
vinylpyrrolidon, Ficoll og bovinserumalbumin, 1 X = 0,02%),
0,1% natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natriumfosfatbufret
opplesning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 ug/ml denaturert
laksesperm-DNA. Hybridisering ble utfgrt ved 42°C i 24 timer
med 10° cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hver av filtrene
ble vasket i en bufferopplegsning for vasking inneholdende
0,1%4 SDS og en redusert mengde SSC ved 50°C i 30 minutter.
Filtrene ble deretter fgrst vasket med en bufferopplesning
inneholdende 2 X SSC; kontrollfiltrene, som inneholdt ikke-
muterte M13-P123 plaques, ble undersgkt for radioaktivitet
ved bruk av en Geigerteller. Mens SSC-konsentrasjonen ble
trinnvis redusert, ble kontrollfiltrene som inneholdt ikke
mutert M13-P123 plaques vasket helt til det ikke var noe
detekterbar radiocaktivitet igjen pa filtrene. Den minste SSC-
konsentrasjonen som ble benyttet var 0,1 X SSC. Filtrene ble
latt terke i luft, og autoradiografiene ble tatt etter 2 - 3
dager eksponering ved -70°C. Screening ble utfgrt pa 10.000
muterte M13-P123 plaques og 100 ikke-muterte kontrollplaques
ved bruk av en kinasebehandlet oligonukleotidprobe. Ingen av
kontrollplaquene hybridiserte til proben, mens 3 til 10 av de
muterte M13-P123 plaquene hybridiserte til proben.

En av de muterte M13-P123 plaquene ble tatt ut, og inokulert
i et JM105 kulturmedium. Fra den resulterende supernatanten
ble ssDNA preparert, og fra de bakterielle cellepelletene ble
en dobbelt-tradet (ds) DNA fremstilt. Analyser av basesekven-
sen ble utfert ved bruk av en hensiktsmessig oligonukleotid-
primer og ssDNA.
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Som et resultat ble det bekreftet at TGT (Cys-93) kodonet var
blitt omdannet til et TCT (Ser) kodon.

Av de muterte M13-P123 fagene, ble fag hvori kodonene Cys-26,
—-70, —88 o0g —93 var blitt Ser-kodende kodoner betegnet M13-
P1234.

Eksempel 11
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB765 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P1234 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 10
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for &
konstruere plasmid pTB765 for ekspresjon av et humant bFGF-

mutein (figur 16).

Ved bruk av plasmid pTB765, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorpa stammen Escherichia coli MM294/pTB765
(IFO 14615, FERM BP-1647) ble tilveiebragt, som inneholder
plasmid pTB765 inneholdende. det mutein-kodende genet vist i
figur 15.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet 1 eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Human bFGF-aktivitet 1 det ©bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved bruk av frem-

gangsmaten beskrevet i eksempel 2 (3).
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Resultat viste at det bakterielle celleekstraktet fra E. coli
MM294 /pTB765 utviste FGF-aktivitet.

Mutein CS1234, hvori Cys i 26—, 70-, 88- og 93-posisjonene i
humant bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveie-
bragt.

Eksempel 12
(Screening og identifikasjon av plaqgues som var blitt gjort

mutagene)

Skaler inneholdende muterte M13-P1 fag mutert ved fremgangs-
maten ifglge eksempel 1 ved bruk av en syntetisk oligomer
[Figur 2 (8) eller (4)] og 2 skaler inneholdende ikke-muterte
M13-P1 fagplaque tilveiebragt 1 eksempel 1 ble avkjglt til
4°C, og plagque fra hver skal ble overfeort til 2 runde
nitrocellulosefiltere ved & holde et tgrt filter plassert pa
agarskalen i 5 minutter nar det gjelder det forste filteret,
og 1 15 minutter nir det gjelder det andre filteret. Filtrene
ble deretter plassert i 5 minutter pa tykke filterpapir
nedsenket i 0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,2% Triton X-100,
hvoretter de ble ngytralisert ved & holde dem plassert i 5
minutter til pad filterpapir nedsenket i 0,5M Tris-HC1 (pH
7,5) og 1,5M NaCl. Filtrene ble vasket to ganger pa filtere
som var nedsenket i 2 X SSC (standard natriumsitrat) pa samme
mate, og deretter fikk de terke, og dette ble etterfulgt av
tgrking ved 80°C i 2 timer i en vakuumovn. De overlappende
filtrene ble utsatt for prehybridisering ved 55°C i 4 timer
med 10 ml/filter av en DNA-hybridiseringsbufferopplesning (5
X SSC) med en pH-verdi pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts
opplesning (polyvinylpyrrolidon, Ficoll og bovinserumalbumin,
1 X = 0,02%), 0,1% natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natrium-
fosfatbufret opplesning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 pg/ml
denaturert laksesperm-DNA. Hybridisering ble utfert ved 42°C
i 24 timer med 109 cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hver av
filtrene ble vasket 1 en bufferopplegsning for - vasking
inneholdende 0,1% SDS og en redusert mengde SSC ved 50°C i 30
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minutter. Filtrene ble deretter vasket med en bufferopplegs-
ning inneholdende 2 X SSC; kontrollfiltrene, som inneholdt
ikke-muterte M13-P1 plaques, ble undersgkt for radioaktivitet
ved bruk av en Geigerteller. Mens SSC-konsentrasjonen ble
trinnvis redusert, ble kontrollfiltrene som inneholdt ikke
mutert M13-P1 plaques vasket helt til det ikke var noe
detekterbar radioaktivitet igjen pad filtrene. Den minste SSC-
konsentrasjonen som ble benyttet var 0,1 X SSC. Filtrene ble
latt terke i 1luft, og radioautografiene ble tatt etter 2 - 3
dager eksponering ved -70°C. Screening ble utfegrt pa 10.000
muterte M13-P1 plaques og 100 ikke-muterte kontrollplaques
ved bruk av en oligonukleotidprobe behandlet med kinase i
nzrver av Y-*2P-ATP. Ingen av kontrollplaquene hybridiserte
til proben, mens 3 til 10 av de muterte M13-P1 plaquene
hybridiserte til proben.

En av de muterte M13-P1 plaquene ble tatt ut, og inokulert i
et JM105 kulturmedium. Fra den resulterende supernatanten ble
ssDNA preparert, og fra de bakterielle'cellepelletene ble en
dobbelt-tradet (ds) DNA preparert. Analyser av basesekvensene
ved bruk av en hensiktsmessige oligonukleotidprimere og
ssDNAer ble utfgrt.

Resultat bekreftet respektivt at TGT (Cys-88) Lkodonet var
blitt forandret til et TCT (Ser) kodon; og TGT (Cys-93)
kodonet, til et TCT (Ser) kodon.

Av de muterte M13-P1 fagene, ble fag hvori kodonene Cys-26 og
—88 var blitt Ser-kodende kodoner betegnet M13-P13; og fag
hvori Lkodonene Cys 26 og —93 var blitt Ser—kodende kodoner,
M13-P14.
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Eksempel 13
(Screening og identifikasjon av plaques som var blitt gjort

mutagene)

Skaler inneholdende muterte M13-P14 fag plaques mutert ved
fremgangsmaten ifglge eksempel 1 ved bruk av en syntetisk
oligomer [Figur 2 (2) eller (3)] og 2 plater inneholdende
ikke-muterte M13-P14 fagplaque ble avkjelt til 4°C, og plaque
fra hver plate ble overfgrt til 2 runde nitrocellulosefiltere
ved a holde et tegrt filter plassert pa agarskalen 1 5
minutter nar det gjelder det ferste filteret, og i 15
minutter nar det gjelder det andre filteret. Filtrene ble
deretter holdt i 5 minutter pa tykke filterpapir nedsenket i
0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,2% Triton X-100, hvoretter de ble
ngytralisert ved a holde dem plassert i 5 minutter til pa
filterpapir nedsenket i 0,5M Tris-HCl1 (pH 7,5) og 1,5M NaCl.
Filtrene ble vasket to ganger pa filtere nedsenket i 2 X SSC
(standard natriumsitrat) pa samme mate, og deretter fikk de
terke, og dette ble etterfulgt av tegrking ved 80°C i 2 timer
i en vakuumovn. De overlappende filtrene ble utsatt for
prehybridisering ved 55°C i 4 timer med 10 ml/filter av en
DNA-hybridiseringsbufferopplgsning (5 X SSC) med en pH-verdi
pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts opplesning (polyvinylpyrro-
lidon, Ficoll og bovinserumalbumin, 1 X = 0,02%), 0,1%
natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natriumfosfatbufret opples-
ning med en pH-verdi pz 7,0 og 100 pg/ml denaturert lakse-
sperm-DNA. Hybridisering ble utfgrt ved 42°C i 24 timer med
109 cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hvert filter ble
vasket 1 en bufferopplesning for vasking inneholdende 0,1%
SDS og en redusert mengde SSC ved 50°C i 30 minutter.
Filtrene ble deretter fgrst vasket med en bufferopplesning
inneholdende 2 X SSC; kontrollfiltrene, som inneholdt ikke-
muterte M13-P14 plaques, ble undersgkt for radioaktivitet ved
bruk av en Geigerteller. Mens SSC-konsentrasjonen ble
trinnvis redusert, ble kontrollfiltrene som inneholdt ikke
mutert M13-P14 plaques, vasket helt til det ikke var noe
detekterbar radioaktivitet igjen pa filtrene. Den minste SSC-
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konsentrasjonen som ble benyttet var 0,1 X SSC. Filtrene ble
latt tg¢rke i 1luft, og autoradiografiene ble tatt etter 2 - 3
dager eksponering ved -70°C. Screening ble utfert pa 10.000
muterte M13-P14 plaques og 100 ikke-muterte Xkontrollplaques
ved bruk av en oligonukleotidprobe behandlet med Kkinase i
nzrver av 7Yy-32-ATP. Ingen av Lkontrollplaquene hybridiserte
til proben, mens 3 til 10 av de muterte M13-P14 plaquene
hybridiserte til proben.

En av de muterte M13-P14 plaquene ble tatt ut, og inokulert i
et JM105 kulturmedium. Fra den resulterende supernatanten ble
ssDNA preparert, og fra de bakterielle cellepelletene ble en
dobbelt-tradet (ds) DNA preparert. Analyser av basesekvensene
ved bruk av hensiktsmessige oligonukleotidprimere og ssDNAer
ble utfert.

Resultatet bekreftet respektivt at TGT (Cys-70) kodonet var
blitt forandret til et TCT (Ser) kodon; og TGT (Cys-93)
kodon, til et TCT (Ser) kodon.

Av de muterte M13-P14 fagene, ble fag hvori kodonene Cys-26,
=70, og —93 var blitt Ser-kodende kodoner betegnet M13-P124;
og fag hvori kodonene Cys—26, —88 og —93 var blitt Ser-
kodende kodoner, M13-P134.

Eksempel 14
(Screening og identifikasjon av plaques som var blitt gjort

mutagene)

Skaler inneholdende muterte M13-P3 fagplaques mutert ved
fremgangsmaten ifglge eksempel 1 ved bruk av en syntetisk
oligomer [Figur 2 (4)] og 2 skdler inneholdende ikke-muterte
M13-P3 fagplaque tilveiebragt i eksempel 1 ble avkjglt til
4°C, og plaque fra hver plate ble overfgrt til 2 runde
nitrocellulosefiltere ved & holde et tegrt filter plassert pa
agarplaten i 5 minutter nar det gjelder det ferste filteret,
og 1 15 minutter nar det gjelder det andre filteret. Filtrene
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ble deretter plassert i 5 minutter pa tykke filterpapir
nedsenket i 0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,24 Triton X-100,
hvoretter de ble ngytralisert ved 4 plassere dem i1 5 minutter
til pa filterpapir nedsenket i 0,5M Tris-HC1 med en pH-verdi
pa 7,5 og 1,5M NaCl. Filtrene ble vasket to ganger pa filtere
nedsenket i 2 X SSC (standard natriumsitrat) pa samme mate,
og deretter fikk de teorke, og dette ble etterfulgt av
terking ved 80°C i 2 timer i en vakuumovn. De overlappende
filtrene ble utsatt for prehybridisering ved 55°C i 4 timer
med 10 ml/filter av en DNA-hybridiseringsbufferopplesning (5
X SSC) med en pH-verdi pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts
opplegsning (polyvinylpyrrolidon, Ficoll og bovinserumalbumin,
1 X =0,02%9), 0,1% natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natrium-
fosfatbufret opplgsning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 pg/ml
denaturert laksesperm-DNA. Hybridisering ble utfgrt ved 42°C
i 24 timer med 109 cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hvert
filter ble vasket i en bufferopplesning for vasking innehold-
ende 0,1% SDS og en redusert mengde SSC ved 50°C i 30
minutter. Filtrene ble deretter feorst vasket med en buffer-
opplegsning inneholdende 2 X SSC; Lkontrollfiltrene, som
inneholdt ikke-muterte M13-P3 plaques, ble undersgkt for
radioaktivitet ved bruk av en Geigerteller. Mens SSC-konsen-
trasjonen ble trinnvis redusert, ble kontrollfiltrene som
inneholdt 1ikke mutert M13-P3 plaques, vasket helt til det
ikke var noe detekterbar radiocaktivitet igjen pa filtrene.
Den minste SSC-konsentrasjonen som ble benyttet var 0,1 X
SSC. Filtrene ble latt terke i luft, og autoradiografiene ble
tatt etter 2 - 3 dager eksponering ved -70°C. Screening ble
utfert pa 10.000 muterte M13-P3 plaques og 100 ikke-muterte
kontrollplaques ved bruk av en oligonukleotidprobe behandlet
med kinase 1 nzrver av Yy-*2-ATP. Ingen av kontrollplaquene
hybridiserte til proben, mens 3 til 10 av de muterte M13-P3
plaquene hybridiserte til proben.

En av de muterte M13-P4 plaquene ble tatt ut, og inokulert i
et JM105 kulturmedium. Fra den resulterende supernatanten ble
ssDNA preparert, og fra de bakterielle cellepelletene ble en
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dobbelt-tradet (ds) DNA preparert. Analyser av basesekvensene
ble utfert ved bruk av en hensiktsmessig oligonukleotidprimer
og ssDNA.

Resultatet bekreftet at TGT (Cys-93) kodonet var blitt
forandret til et TCT (Ser) kodon.

Av de muterte M13-P3 fagene, ble fag hvori kodonene Cys-88,
—93 var blitt Ser-kodende kodoner betegnet M13-P34.

Eksempel 15
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant
bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB776 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P12 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 6
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for &
konstruere plasmid pTB776 for humant bFGF-mutein (figur 18).

Ved bruk av plasmid pTB776, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorpa stammen Escherichia coli MM294/pTB776
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB776 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 17.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Den humane bFGF-aktiviteten i det bakterielle celle-ekstrak-
tet tilveiebragt i (2) ovenfor ble undersgkt, ved frem-
gangsmaten beskrevet i eksempel 2 (3).
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Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet fra E.
coli MM294/pTB776 utviste FGF-aktivitet.

Mutein C€S12, hvori Cys 1 26~ og 70-posisjonene til humant
bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 16
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant
bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB778 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P24 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 6
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for &
konstruere plasmid pTB778 for human DbFGF-muteinekspresjon

(figur 20).

Ved bruk av plasmid pTB778, ble Escherichia c¢oli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB778
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB778 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 19.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for a tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(8) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Human DbFGF-aktivitet 1 det ©bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet fra E.
coli MM294/pTB778 utviste FGF-aktivitet.
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Mutein ¢S24, hvori Cys i 70- og 93-posisjonene til humant
bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 17
(Ekspresjon 1 Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB779 for human bFGF-mutein-

€kspresjon:

M13~P13 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 12
ovenfor ble behandlet slik som beskrevet i eksempel 2 (1) for

4 konstruere plasmid pTB779 for human bFGF-muteinekspresjon
(figur 22).

Ved bruk av plasmid pTB779, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB779
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB779 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 21.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(8) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Den humane bFGF-aktiviteten i det bakterielle celle-ekstrak-
tet tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved fremgangs-

maten beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet til E.
coli MM294/pTB779 utviste FGF-aktivitet.

Mutein C€S18, hvori Cys 1 26— og 88-posisjonene til humant
bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 18
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB763 for human bFGF-mutein-
ekspresjon: .

M13-P14 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 12
ovenfor ble behandlet slik som beskrevet i eksempel 2 (1) for
a2 konstruere plasmid pTB763 for human bFGF-muteinekspresjon
(figur 24).

Ved bruk av plasmid pTB763, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorpa stammen Escherichia coli MM294/pTB763
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB763 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 23.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
miten beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Den humane DbFGF-aktiviteten i1 det bakterielle celle-ekstrak-
tet tilveiebragtli (2) ovenfor ble bestemt ved fremgangsmiaten
beskrevet i eksempel 2 (3).

Som et resultat viste det bakterielle celleekstraktet til E.
coli MM294/pTB763 FGF-aktivitet.

Mutein CS14, hvori Cys i 26— og 98-posisjonene til humant
bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 19
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB777 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P34 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 14
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for a
konstruere plasmid pTB777 for human bFGF-muteinekspresjon

(figur 26).

Ved bruk av plasmid pTB777, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB777
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB777 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 25.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Den humane bFGF-aktiviteten i det bakterielle celle-ekstrak-
tet tilveiebragt i (2) ovenfor ble undersgkt, ved frem-
gangsmaten beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet til E.
coli MM294/pTB777 utviste FGF-aktivitet.

Mutein C€S34, hvori Cys 1 88— o0og 93-posisjonene til humant
bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 20
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant
bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB782 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P234 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 8
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for a
konstruere plasmid pTB782 for human bFGF-muteinekspresjon

(figur 28).

Ved bruk av plasmid pTB782, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB782
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB782 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 27.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for a tilveiebringe en superna-
taht, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(8) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Den humane bFGF-aktiviteten i det bakterielle celle-ekstrak-
tet tilveiebragt 1 (2) ovenfor ble bestemt, ved fremgangs-
maten beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet til E.
coli MM294/pTB782 utviste FGF-aktivitet. ‘

Mutein CS234, hvori Cys 1 70-, 88— o0g 93—posisjonene til
humant bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveie-
bragt.
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Eksempel 21
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant
bFGF-mutein)

(1) Komstruksjon av plasmid pTB780 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-P124 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 13
ovenfor ble behandlet som beskrevet 1 eksempel 2 (1) for &
konstruere plasmid pTB780 for human bFGF-muteinekspresjon

(figur 30).

Ved bruk av plasmid pTB780, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB780
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB780 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 29.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet 1 eksempel 2 (2) for a tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Den humane bFGF-aktiviteten i det bakterielle celle-ekstrak-
tet tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt ved fremgangsmiten
beskrevet i eksempel 2 (83).

Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet til E.
coli MM294/pTB780 utviste FGF-aktivitet.

Mutein CS124, hvori Cys 1 26—, 70-o0g 93—posisjonene til
humant bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveie-
bragt.
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Eksempel 22
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB781 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:
M13-P134 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 13
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for a
konstruere plasmid pTB781 for human bFGF-muteinekspresjon
(figur 31).

Ved bruk av plasmid pTB781, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB781
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB781 inneholdende

det mutein-kodende genet vist i figur 32.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(8) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Human DbFGF-aktivitet 1 det bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet til E.
coli MM294/pTB781 utviste FGF-aktivitet.

Mutein C€S134, hvori Cys i 26—, 88- og 93-posisjonene til
humant bFGF var blitt erstattet med Ser, ble dermed tilveie-
bragt.
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Eksempel 23
(Muteinproduktiviteter)
FGF-aktivitetene til de bakterielle celleekstraktene innehol-
dende de respektive muteinene ifelge fremgangsmaten 1
referanseeksempel 2 (2), ble bestemt, hvorved muteinprodukt-
ivitetene til de respektive transformantene ble beregnet.

Verdiene som ble tilveiebragt er vist i tabell 3.

TABELL 3

Plasmid Mutein Produktivitet
- - (mg-ptFGF/1 kultur)
pTB739 cs1 0,3
pTB742 cs2 10,6
pTB743 CS3 13,3
pTB744 CS4 0,8
pTB776 cS12 0,2
pTB779 Cs13 0,1
pTB763 CS14 0,b
pTB762 cs23 25,8
pTB778 CS24 0,3
pTB777 CS34 0,5
‘DTB764 cS123 0,3
pTB780 CS124 0,4
pTB781 CS134 0,2
pTB782 CS234 1,4
pTB765 CS1234 0,1
pTB669 rhbFGF 6,0
ptrp781 - 0,0

Eksempel 24
(Rensing av hbFGF-mutein)

Transformanter produserende de respektive muteinene ble
dyrket ved fremgangsmaten beskrevet 1 Referanseeksempel 2,
hvorved de bakterielle celleekstraktene ble preparert. 25 ml
av hvert ekstrakt (preparert fra 500 ml kulturmedium) ble
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sendt gjennom en DEAE cellulosekolonne (%2 X 10 cm) (DE52,
Wattman, Inc., United Kingdon) ekvilibrert med en opplgsning
inneholdende 20mM Tris-HCl1 med en pH-verdi pa 7,4 og 0,2M
NaCl, hvorved nukleinsyrebestanddelene 1 ekstraktet ble
fjernet. Eluatet fra kolonnen og ﬁaskevannene, som resulterte
fra vasking av kolonnen med en opplesning inneholdende 20mM
Tris-HC1l med en pH-verdi pa 7,4 og 0,2mM NaCl ble slatt
sammen og samlet (DEAE-eluatfraksjon, 60 ml).

Denne fraksjonen ble utsatt for HPLC (high performance liquid
chromatography) ved bruk av en HPL-kromatograf (Gilson, Inc.,
France) inneholdende en Shodex AF-pak HR-894 heparinkolonne
(8 mm ID X 5 cm, produsert av Showa Denko, Japan). Etter
vasking av kolonnen med en 20mM Tris-HCl opplgsning med en
pH-verdi pa 7,4, og deretter med en opplegsning inneholdende
20mM Tris-HCl1 med en pH-verdi pa 7,4 og 0,5M NaCl, ble linear
gradient eluering utfert med en NaCl-gradient pa fra 0,5M til
2M (60 ml volum, 1,0 ml/min. strgmningshastighet) i en buffer
inneholdende 20mM Tris-HCl med en pH-verdi pa 7,4.

Elueringsmgnstrene til de respektive muteinene er vist i
figurene 33 til 85. 1 disse figurene, representerer ordinat-
ene absorpsjoner ved 0Dggp og NaCl konsentrasjoner i gradi-
enten. Abscissen representerer tiden, hvor gradientelueringen
blir pabegynt ved tid-O0-punkt. Toppfraksjonene ble samlet, og
deres FGF-aktiviteter ble undersgkt. De etter-rensingsspesi-

fikke aktivitetene derav er vist i tabell 4.
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TABELL 4

Mutein Spesifikk aktivitet
(mg-ptFGF /mg protein)

Cs1
cs2
CS3
CS4
cs12
CS138
CS14
cs2s
cs24
CS34
€cs5123
CS124
CS134
CS234
CS1234
rhbFGF

RPOOOOODOOORODOORKEOO
O OO PAPSORWOICIO OO

I tabell 4 er de spesifikke aktivitetene vist pa basis av
FGF-aktiviteten til bovin hjerne-avledet FGF (renhet, ikke
mindre enn 95%) produsert av Takara Shuzo Co., Ltd.

I alle muteinene, eluerte toppen korresponderende til Topp I
til bFGF ved elueringstider mellom 15 og 25 minutter. Dette
kan ogsid bli detektert som et enkelt badnd i en posisjon pa
omtrent 17.000 molekylvekt i 17,25% SDS polyakrylamid-
gelelektroforese.

Eksempel 25
(Oksydering av FGF-muteiner)
Hvert mutein eluert fra en heparin HPLC-kolonne og DbFGF ble
adskilt dialysert to ganger ved 4°C i1 8 timer mot en 1000-
gangei mengde ved volum av destillert vann, og dette ble
etterfulgt av frysetgrring. 200 ug (proteinbasis) av hver
tgrre standardpreve ble lgst opp i 200 ul oksyderingsreak-
sjonsveske [50mM Tris-HC1 (pH 8,5)/0,2M NaCl/1 mg/ml BSA/20mM
Hp0p], og oksydering ble utfert ved 37°C i 30 minutter.
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Legsningen ble deretter sendt gjennom en heparin HPLC-kolonne,
og mgnsteret som fremkom ved eluering med en saltgradient
mellom 0,6M og 2M ble undersgkt. De tilveiebragte eluerings-
mgnstrene er vist 1 figur 836. 1 bLFGF var toppene generelt
lave; mens i CS2, CS3 og CS23 var toppen korresponderende til
Topp I hgy; forhgying av toppen var spesifikt synlig i CS3 og
Ccs23.

Det antas dermed at CS3 og CS23 er stabile mot oksydasjon. I
tillegg, i CS2, CS3 og CS23, eluerte proteinet som toppen som
utviser FGF-aktivitet.

Eksempel 26
(Reduksjon av FGF-muteiner)

200 pug (proteinbasis) av hver -frysetgrret standardpreve
tilveiebragt pa samme mate som i eksempel 25 ble 1lest opp i
200 pl av en reduksjonsreaksjonsvaske [50mM Tris-HC1 (pH
8,5)/0,2M NaCl/1 mg/ml BAS/20mM ditiotreitol (DTT)], og
reduksjonen ble utfgrt ved 37°C i 30 minutter.

Opplesningen ble deretter sendt gjennom en heparin HPLC-
kolonne, og megnsteret som fremkom ved eluering med en
saltgradient mellom O0,6M og 2M ble undersgkt. De tilveie-
bragte elueringsmgnstrene er vist i figur 37. I bBFGF og CS2
var toppen korresponderende til Topp I synlig, og det ble
foreslatt at de andre toppene (Toppene II til IV) er egnet
for oksydasjon. Det ble foreslatt at i CS3 og CS23, ikke er
pavirket av oksydasjon. Dette understgtter stabiliteten
referert til eksempel 25. bBFGF og muteinene som eluerte som
disse toppene viste seg & utvise FGF-aktivitet.

Eksempel 27
(Produksjon av rekombinante DNAer inneholdende mutein-kodende

baseksekvens)

(1) Kloning av M13-vektor for det humane bFGF-genet:
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Plasmid pTB669 tilveiebragt i Referanseeksempel 2 ble spaltet
med restriksjonsenzymene EcoR I og BamH I. Fagvektor M13mp8
[J. Messing, Methods in Enzymology, 101, 20 ~ 78 (1983)}]
replikerende form (RF) DNA ble blandet med et humant bFGF
DNA-fragment avledet fra pTB669, som nylig var blitt spaltet
med EcoR I og BamH I. Blandingen ble deretter utsatt for
ligering ved bruk av T4 DNA-ligase. Det resulterende ligerte
DNAet ble transformert inn i infiserbare celler fra stammen
Escherichia coli JM105; de transformerte cellene ble spredt
utover en skal hvor Xgal var indikatoren [J.Messing et al.,
Nucleic Acids Research, 9, 309-321 (1981)]; plaquen innehold-
ende den rekombinante fagen (hvite plaque) ble plukket ut; og
basesekvensen til den rekombinante regionen ble bestemt ved
dideoksynukleotidsyntese-kjedetermineringsfremgangsmaten [J.
Messing et al., Nucleic Acids Research, 9, 309 (1981],
hvorved det ble bekreftet at det humane bFGF DNAet var blitt
satt inn pa riktig mate.

Fra denne M13-PO-klonen ble enkelt-tradet fag-DNA renset, og
som ble benyttet som et templat for sete-rettet mutagenese

ved bruk av et syntetisk oligonukleotid.

(2) Sete-spesifikk mutagenese:

I nzrvar av 0,1mM adenosin trifosfat (ATP), 50mM hydroksy-
metylaminometanhydroklorid (Tris-HC1) med en pH-verdi pa 8,0,
10mM MgClp, 5mM ditiotreitol (DTT) og 9 enheter T4-kinase, i
en total mengde pa 50 pl, 40 pikomol av det syntetiske
oligonukleotidet:

5’-CGGGCATGAATTCGCCGCT-3’

[primer for produsering av et gjenkjenningssete for restrik-
sjonsenzym EcoR I i basesekvensen, og deretter forandring av
Pro-14 til Met (se figur 38 (2)] ble behandlet med T4-kinase
ved 37°C i 1 time. Denne kinase-behandlede primeren (12
pikomol) ble varmet ved 67°C i 5 minutter, og ved 42°C i 25
minutter, i 50 pl av en blanding inneholdende 50 mM NaCl, 1,0
mM Tris-HCl1 med en pH-verdi pa 8,0, 10mM MgClps og 10mM £-
merkaptoetanol, hvorpa den ble hybridisert til 5pg av enkelt-
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tradet (ss) M13-P0O DNA. Den sammensmeltede blandingen ble
deretter avkjglt pa is, og ble satt til 50 pl av en reak-
sjonsblanding inneholdende 0,5mM deoksynukleotidtrifosfat
(dNTP), 80mM Tris-HC1l med en pH-verdi pa 7,4, 8mM MgCl,, 100
mM NaCl, 9 enheter DNA-polymerase I Klenow-fragment, O0,5mM
ATP og 2 enheter T4 DNA-ligase, og reaksjonen ble utfert ved
37°C 1 3 timer, og ved 25°C i 2 timer, deretter ble reak-
sjonen stoppet ved tilsetting av 2 pl 0,2mM EDTA. Reaksjons-
produktet ble benyttet for a transformere infiserbare JM105-
celler; de transformerte cellene fikk vokse over natt, og
deretter ble ssDNA isolert fra Lkulturemediumsupernatanten.
Ved bruk av dette ssDNA som et templat for den andre cyklusen
i primer-elongeringen, ble gel-renset RF-type DNA transfor-
mert inn i infiserbare JM105-celler, de resulterende trans-
formerte cellene ble spredt utover en agarskal, og ble dyrket

over natt for & tilveiebringe fagplaques.

(3) Sete-rettet mutagenese:

Fremgangsmaten (2) ovenfor ble gjentatt men den benyttede
syntetiske oligonukleotidprimeren var:
5’—CGCCCATGGTGCCATCCTC~3"

som produserer et gjenkjenningssete for restriksjonsenzym Nco
I i Dbasesekvensen, og dermed forandrer Gly-9 til Thr og
Ser—10 til Met, respektivt. [Se figur 38 (1)].

(4) Sete-rettet mutagenese:

Fremgangsmaten i (2) ovenfor ble gjentatt, men den benyttede
syntetiske oligonukleotidprimeren var:
5’—TAACACCTTAAGAAGCCAG-3"’

som produserer et gjenkjenningssete for restriksjonsenzym Af1
II 1 ©basesekvensen, og dermed forandrer Lys—87-kodende

kodonet til et termineringskodon. [Se figur 38 (3)].

(5) Sete-rettet mutagenese:

Fremgangsmaten i (2) ovenfor ble gjentatt, men den benyttede
syntetiske oligonukleotidprimeren var:
5’—CCGGACTCCGTTAACTCGG—3"’
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som produserer et gjenkjenningssete for restriksjonsenzym Hpa
I i basesekvensen, og dermed forandrer Asp—42 til Asn. [Se
figur 38 (4)].

(6) Sete-rettet mutagenese:

Fremgangsmaten i (2) ovenfor ble gjentatt, men den benyttede
syntetiske oligonukleotidprimeren var:
5’—CTTCTCCTGGACTCCGTCAAC-3"

som deleterer gjenkjenningssetet for restriksjonsenzym Hpa II
i basesekvensen, og dermed forandrer Arg—-45 til Gln. [Se
figur 38 (5)].

(7) Screening og identifikasjon av plaque som var mutagene:

Skaler inneholdende muterte M13-P0O plaques (ovenfor i (1) og
2 plater inneholdende ikke-muterte M13-PO fagplaque ble
avkjelt til 4°C, og plaque fra hver skal ble overfgrt til 2
runde mnitrocellulosefiltere ved & holde et tert filter
plassert pa agarskdlen i 5 minutter nar det gjelder det
ferste filteret, og i 15 minutter nar det gjelder det andre
filteret. Filtrene ble deretter plassert 1 5 minutter pa
tykke filterpapir nedsenket 1 0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,2%
Triton X-100, hvoretter de ble ngytralisert ved & holde dem i
5 minutter til pa filterpapir nedsenket i 0,5M Tris-HCl med
en pH-verdli pa 7,5 og 1,5M NaCl. Filtrene ble vasket to
ganger pa filtere nedsenket i 2 X SSC (standard natrium-
sitrat) pa samme mate, og fikk terke, og dette ble etterfulgt
av terking ved 80°C i 2 timer i en vakuumovn. De overlappende
filtrene ble utsatt for prehybridisering ved 55°C i 4 timer
med 10 ml/filter av en DNA-hybridiseringsbufferopplesning (5
X SSC) med en pH-verdi pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts
opplgsning (polyvinylpyrrolidon, Ficoll og bovinserumalbumin,
1 X = 0,02%), 0,1% natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natrium-
fosfatbufret opplesning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 ug/ml
denaturert laksesperm-DNA. Hybridisering ble utfert ved 42°C
i 24 timer med 10° cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hvert
filter ble vasket ved 50°C i 30 minutter i en bufferopples-
ning for vasking inneholdende 0,1% SDS og en redusert mengde
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SSC. Filtrene ble deretter feorst vasket med en bufferopples-
ning inneholdende 2 X SSC; kontrollfiltrene, som 1inneholdt
ikke-muterte M13-P0 plaques, ble undersgkt for radioaktivitet
ved bruk av en Geigerteller. Mens SSC-konsentrasjonen ble
trinnvis redusert, ble kontrollfiltrene som inneholdt ikke
mutert M13-PO plaques, vasket helt til det ikke var noe
detekterbar radicaktivitet igjen pa filtrene. Den minste SSC-
konsentrasjonen som ble benyttet var 0,1 X SSC. Filtrene ble
latt terke i 1luft, og autoradiografier ble tatt etter 2 - 3
dagers eksponering ved -70°C. Screening ble utfert pa 10.000
muterte M13-PO plaques og 100 ikke-muterte Lkontrollplaques
ved bruk av en oligonukleotidprobe behandlet med 32 -y—ATP.

" Ingen av kontrollplaquene hybridiserte til proben, mens 3 til

10 av de muterte M13-P0 plaquene hybridiserte til proben.

En av de muterte M13-P0O plaquene ble tatt, og inokulert i et
dM105 Kkulturmedium. Fra den resulterende supernatanten ble
ssDNA preparert, og fra de bakterielle cellepelletene ble en
dobbelt-tradet (ds) DNA preparert. Analyser av basesekvensene
ble utfert ved bruk av hensiktsmessige oligonukleotidprimere
og ssDNAer.

Resultatet bekreftet respektivt at GGC (Gly—9) kodonet var
blitt forandret til et ACC (Thr) kodon og AGC (Ser—10)
kodonet var blitt forandret til et ATG (Met) kodon; CCg
(Pro—14) kodonet, til et ATG (Met) Lkodon; AAA (Lys—87)
kodonet, til et TAA (terminerings) kodon; GAC (Asp—42)
kodonet, til et AAC (Asn—42) kodon; og CGG (Arg—45) kodonet,
til et CAG (G1ln—45) kodon.

Av de muterte M13-PO0 fagene, ble fag hvori Gly-9 kodonet var
blitt Thr-kodende kodon og Ser-10 kodonet var blitt Met-
kodende kodon betegnet M13-PN10 [Basesekvensen og aminosyre-
sekvensen som blir kodet derav er vist i figur 39];

fag hvori Pro—14 kodonet er blitt et Met—kodende kodon,
M13—PN14 (Dets basesekvens og aminosyresekvens som er kodet
derav er vist i figur 40);
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fag hvori Lys—87 kodonet er blitt et termineringskodon,
M13—PC86 (Dets basesekvens og aminosyresekvens som blir kodet
derav er vist i figur 41);

fag hvori Asp—42 kodonet er blitt et Asn—kodende kodon,
M13—-PDN42 (Dets basesekvens og aminosyresekvens som blir
kodet derav er vist i figur 42); og,

fag hvori Arg—45 kodonet er blitt et Gln—kodende kodon,
M13—-PRQ45 (Dets basesekvens og aminosyresekvens som blir
kodet derav er vist i figur 43).

Eksempel 28
(Produksjon av rekombinante DNAer som har muteinkodende

basesekvens)

(1) Sete-rettet mutagenese:

I nzrver av 0,1mM adenosintrifosfat (ATP), 50mM hydroksy-
metylaminometanohydroklorid (Tris-HCl) med en pH-verdi pa
8,0, 10mM MgCly,, 5mM ditiotreitol (DTT) og 9 enheter T4-
kinase, i en total mengde pa 50 ul, 40 pikomol av det
syntetiske oligonukleotidet:

5’—CGGACTCCTCTAACTCGGC-3’

[primer for deletering av gjenkjenningssetet for restrik-
sjonsenzym Hpa I i basesekvensen, og pafelgende forandring av
Asn—42 til Arg (Se figur 38 (6)] ble behandlet med T4-kinase
ved 37°C i 1 time. Denne Kkinase-behandlede primeren ble
varmet ved 67°C i 5 minutter, og ved 42°C i 25 minutter, i 50
¥l av en blanding inneholdende 50 mM NaCl, 1,0 mM Tris-HC1
med en pH-verdi pa 8,0, 10mM MgCl, og 10mM p-merkaptoetanol,
hvorved den ble hybridisert til 5ug av enkelt-tradet (ss) M3-
PDN 42 DNA. Den sammensmeltede blandingen ble deretter
avkjelt pa is, og ble satt til 50 pul av en reaksjonsblanding
inneholdende 0,5mM deoksynukleotidtrifosfat (dNTP), S0mM
Tris-HC1 med en pH-verdi pa 7,4, 8mM MgCl,, 100 mM NaCl, 9
enheter DNA-polymerase 1 Klenow-fragment, 0,5mM ATP og 2
enheter T4 DNA-ligase, og reaksjonen ble utfert ved 37°C i 38
timer, og ved 25°C i 2 timer, deretter ble reaksjonen stoppet
ved tilsetting av 2 ul 0,2mM EDTA. Reaksjonsproduktet ble
benyttet for & transformere infiserbare JM105-celler; de
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transformerte cellene ble latt vokse over natt, og deretter
ble ssDNA isolert fra kulturemediumsupernatanten. Ved bruk av
dette ssDNA som et templat for den andre cyklusen til primer-
forlengingen, ble gel-renset RF-type DNA transformert inn i
infiserbare JM105-celler; de resulterende transformerte
cellene ble spredt utover en agarskadl, og ble dyrket over
natt for & tilveiebringe fagplaques.

(2) Screening og identifikasjon av plaque som var gjort
mutagene:

Skdler inneholdende muterte M13-PDN42 fagplagues som er blitt
mutert ved fremgangsmaten 1 eksempel 26 ved bruk av en
syntetisk oligomer (Figur 38 (6)) og 2 skaler inneholdende
ikke-muterte M13-PDN42 fagplaque tilveiebragt i eksempel 26
ble avkjeglt til 4°C, og plaque fra hver plate ble overfegrt
til 2 runde nitrocellulosefiltere ved & holde et tert filter
plassert pa agarskdlen i 5 minutter nar det gjelder det
forste filteret, og i1 15 minutter nar det gjelder det andre
filteret. Filtrene ble deretter plassert i 5 minutter pa
tykke filterpapir nedsenket i 0,2N NaOH, 1,5M NaCl og 0,2%
Triton X-100, hvoretter de ble ngytralisert ved & holde dem i
5 minutter til pa filterpapir nedsenket i 0,5M Tris-HCl med
en pH-verdi pa 7,5 og 1,6M NaCl. Filtrene ble vasket to
ganger pa filtere nedsenket i 2 X SSC (standard natrium-
sitrat) pa samme mate, og fikk tgrke, og dette ble etterfulgt
av tgrking ved 80°C i 2 timer i en vakuumovn. De overlappende
filtrene ble utsatt for prehybridisering ved 55°C i 4 timer
med 10 ml/filter av en DNA-hybridiseringsbufferopplgsning (5
X SSC) med en pH-verdi pa 7,0 inneholdende 4 X Denhardts
opplegsning (polyvinylpyrrolidon, Ficoll og bovinserumalbumin,
1 X = 0,029), 0,1% natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natrium-
fosfatbufret opplesning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 ug/ml
denaturert laksesperm-DNA. Hybridisering ble utfert ved 42°C
i 24 timer med 10° cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hvert
filter ble vasket ved 50°C i 30 minutter i en bufferopp-
lgsning for vasking inneholdende 0,1% SDS og en redusert
mengde SSC. Filtrene ble deretter f@rét vasket med en buffer-
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opplgsning inneholdende 2 X SSC; kontrollfiltrene, som
inneholdt ikke-muterte M13-PDN42 plaques, ble undersegkt for
radioaktivitet ved bruk av en Geigerteller. Mens SSC-konsen-
trasjonen ble trinnvis redusert, ble kontrollfiltrene som
inneholdt ikke mutert M13-PDN42 plakk, vasket helt til det
ikke var noe detekterbar radioaktivitet igjen pa filtrene.
Den minste SSC-konsentrasjonen som ble benyttet var 0,1 X
SSC. Filtrene ble latt terke i luft, og autoradiografier ble
tatt etter 2 - 3 dagers eksponering ved -70°C. Screening ble
utfert pa 10.000 muterte M13-PDN42 plaques og 100 ikke-
muterte kontrollplaques ved bruk av en oligonukleotidprobe
behandlet med kinase 1 nzrver av 3?-y—ATP. Ingen av kontroll-
plaquene hybridiserte til proben, mens 3 til 10 av de muterte

M13-PDN42 plaquene hybridiserte til proben.

En av de muterte M13-PDN42 plaquene ble tatt ut, og inokulert
i et JM105 kulturmedium. Fra den resulterende supernatanten
ble ssDNA prepafert, og fra de bakterielle cellepelletene ble
en dobbelt-tradet (ds) DNA preparert. Analyser av basesekven-
sene ble utfgrt ved bruk av hensiktsmessig oligonukleotid-
primer og ssDNA. '

Resulatet bekrefter at AAC (Asn—42) kodonet var blitt
forandret til et AGA (Arg) kodon.

Av det muterte M13-PDN42 fagene, ble fag hvori Asn—42 kodonet
var blitt et Arg-kodende kodon betegnet M13PNR42. Dets
basesekvens og aminosyresekvens som blir kodet derav er vist

i figur 44.

Eksempel 29
(Stabiliteten til muteinene CS2, CS3 og CS23)

Undersgkelser pa stabilitetene under sure betingelser til
humant bFGF renset ved heparin HPLC og muteinene CS2, CS3 og
CS23 (de som ble tilveiebragt i eksempel 24) som fglger:
Muteinene og humant bFGF, i opplesning i 50mM Na-acetat (pH
4,0) justert til 1 ug/ml konsentrasjon ble inkubert adskilt
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ved 37°C. Inkubasjonstiden ble variert mellom 0 og 1 time i
intervaller pa 10 minutter, og aktiviteter ble bestemt for
respektive inkubasjonstider ved ©bruk av muse-BALB/c¢3T3
cellesystemet (nevnt ovenfor). Aktiviteter for respektive
inkubasjonstider ble beregnet 1 prosentforhold basert pa
aktivitetene til ikke-inkuberte standardprever, som 100%, og
ble plottet og tilveiebragte de grafiske fremstillingene vist
i figur 45. I figur 45, - @ -, - & -, -W -~ og -O - respek-
tivt indikerer resultatene for humant bFGF, muteinet CS2,
muteinet CS3 og muteinet CS23. Humant bFGF inaktiverte nesten
seg selv fullstendig i 1lgpet av 10 minutter, mens muteinene
forble aktive 1 lengre perioder og er fgrt opp i oppadgaende
rekkefglge: €S2, CS3 og CS23. Muteinet CS23 hadde omtrent 50%
aktivitet igjen selv 20 minutter senere. Disse muteinene
viser dermed & ha hgyere stabilitet enn stabiliteten til
humant bFGF.

Eksempel 30
(Human navlestreng vaskulazr endotelisk celleproliferasjons-

fremmende aktiviteter i muteinene)

Bestemmelsene ble utfert pa vaskulzre endotelisk celleproli-
ferasjons-fremmende aktiviteter til humant bDFGF renset ved
heparin HPLC og muteinene C(S2, CS3 og (CS23 (de som ble
tilveiebragt i eksempel 24). Fremgangsmaten som ble benyttet
for bestemmelsen er som fglger: Humane vaskulazre endoteliske
celler ble tilveiebragt fra human navlestreng-vene ved
perfusjon ved bruk av en trypsinopplesning, og ble opprett-
holdt ved subkultur ved bruk av vaskemedium fremstilt ved
tilsetting av 2,5% fgtalt bovint serum og 2,0 ng/ml humant
bFGF til GIT medium (produsert av Daigo Eiyo Kagaku K.K.,
Japan). Til en 96-brgnn dyrkeplate (Nunc, 1-67008) ble 100 ul
av en 2 X 103 human vaskulzr endotelisk cellesuspensjon sadd
ut, og dette ble etterfulgt av dyrking i et kammer med
konstant temperatur fylt med karbondioksyd. Neste dag ble FGF
i slike mengder at den finale konsentrasjonen var 2 ng/ml og

100 pl =av et medium inneholdende pregver 1 forskjellige
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konsentrasjoner tilsatt. Etter dyrking i 3 dager, ble mediet
inneholdende prgven aspirert, og 100 pl av en 1 mg/l1 ml MTT-
opplesning (fremstilt ved opplesning av 3-(4,5-dimetyl-2-
tiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid i mediet) tilsatt,
og dette ble etterfulgt av inkubering i 4 timer. 100 ul av en
10% SDS-opplesning (vannholdig opplesning av natriumdodecyl-
sulfat) ble deretter tilsatt, og deretter inkubert i 5 til 6
timer for a lgse opp cellene og MIT-pigment, deretter ble
ODggg-verdien bestemt ved bruk av et spektrofotometer.
Beregninger ble gjort av celleproliferings-hastighetene for
de respektive prgvekonsentrasjonene 1 prosentforhold basert
pa den maksimale proliferasjonshastigheten tilveiebragt med
8,0 ng/ml humant bFGF, som 100%, og de spesifikke aktivitet-
ene ble bestemt ved sammenligning av konsentrasjonene som
resulterte i 50% proliferasjonshastighet med konsentrasjonen
til standard FGF-preve. De spesifikke aktivitetene som ble
bestemt pd denne madten er vist i tabell 5.

TABELL 5
FGF Spesifikk aktjivitet
Cs2 1,6
Cs3 3,0
Cs23 2,5
Humant bFGF 1,0

Basert pa disse resultatene ble det oppdaget at muteinene har
hgyere spesifikk aktivitet enn humant bFGF.

EFksempel 81

(Karvekst-stimulerende evne til muteinene, bestemt ved CAM-

fremgangsmaten)

Undersgkelser ble gjort pa den karvekst-stimulerende evnen in
vivo til humant bLFGF renset ved heparin HPLC og muteinene
€S2, CS3 og (CS23 (de som ble tilveiebragt i eksempel 24).
Fremgangsmaten som ble benyttet var CAM (Chorio-allantoic
membrane) analyse. En noe modifisert teknikk i Auerbachs
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fremgangsmate [Developmental Biology, 41, 391 (1974)] ble
benyttet for CAM-analyse. Etter inkubering i 3 dager ved 37°C
i en inkubator, ble skallene fra befruktede henseegg fjernet,
og de ble videre inkubert ved 37°C i 1 uke til ved bruk av en
Napco karbondioksyd inkubator 6300 (C05:0%, HgO:mettet). En
vannholdig opplegsning av hvert protein ble drapevis applisert
over polypropylenskiver som hadde en diameter pa 6 mm slik at
hvert protein var tilstede i mengder pa 6,25, 12,5, 25,0 og
50,0 ng. Etter luftterking pa steriliseringsbenk, ble skivene
inkubert ved 37°C i 3 dager til mens de ble holdt staende pa
hgnse chorio-allantoic membran, og observasjoner ble utfgrt
angaende karvekst-stimulerende tilstander ved bruk av et
steroeskop-mikroskop. De tilveiebragte resultatene er vist i
tabell 6. NB: Totalt ble 18 egg fra hver preve benyttet, og
tallene i tabellen representert i prosentforhold antallet egg

hvori karvekst-stimulering ble oppdaget.
TABELL 6

Karvekststimulerende evne (%)

EGF 50,0 25,0 12,5 6,25 ng
Ccs2 77,8 44,4 22,2 0,0
Cs3 72,2 61,1 16,7 0,0
cs23 72,2 55,6 22,2 0,0
Humant bFGF 94,4 50,0 33,3 0,0
Bzrer 11,1 5,6 11,1 0,0

Tabell 6 viser tydelig at bFGF-muteinene har Kkarvekst-
stimulerende evner som nesten er ekvivalent til det som
kontrollhuman bFGF har.
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Eksempel 32

(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant
bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB854 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:
M13-PN10 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 27

ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for &
konstruere plasmid pTB854 for humant bFGF (Figur 46).

Ved bruk av plasmid pTB854, Dble Escherichia coli MM294
transformert, hvorpa stammen Escherichia coli MM294/pTB854
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB854 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 39.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet i eksempel 2 (2) for a tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Human DbFGF-aktivitet 1 det ©bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved bruk av frem-

gangsmaten beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celleekstraktet fra E.
coli MM294/pTB854 utviste FGF-aktivitet.

Mutein TM910 hvori Gly i 9-posisjonen og Ser i 10-posisjonen
til humant bFGF var blitt erstattet med Thr og Met, respek-
tivt, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 33
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB852 for human DbFGF-mutein-
ekspresjon: ‘

DNA fra plasmid pTB854 som ble tilveiebragt i eksempel 32
ovenfor ble spaltet med restriksjonsenzymene EcoRI og Ncol
for a fjerne DNA-fragmentet som koder for de 10 aminosyrene
til den N-terminale enden av humant bFGF. Den enkelttradete
delen av det gjenvarende DNA-fragmentet ble behandlet med
Escherichia coli DNA-polymerase I 1 nzrvazr av dATP, dCTP,
dGTP, dTTP for a tilveiebringe butt ende, og ble ligert ved
bruk av T4 DNA-ligeringsreaksjon for a konstruere plasmid
pTB852 for humant bFGF-mutein (figur 47).

Ved bruk av plasmid 852, ble Escherichia coli MM294 transfor-
mert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB852, som
inneholder plasmid pTB852 inneholdende det mutein-kodende
gene vist i figur 48.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet i eksempel 2 (2) for a tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.

(8) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Human DbFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viser at det bakterielle celle-ekstraktet fra E.
coli MM294/pTB852 utviste FGF-aktivitet. Mutein N10, hvori
aminosyresekvensen fra Pro i 2-posisjonen til Ser i 10-
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posisjonen til humant bBFGF var blitt deletert, ble slik
tilveiebragt.

Eksempel 34
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB795 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-PN14 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 27
ovenfor ble behandlet som beskrevet i eksempel 2 (1) for &

konstruere plasmid pTB795 for humant bFGF-mutein (figur 49).

Ved bruk av plasmid pTB795, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorpa stammen Escherichia coli MM294/pTB795
(IFO 14700, FERM BP-1660) ble tilveiebragt, som inneholder
plasmid pTB795 inneholdende det mutein-kodende genet vist i
figur 40.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bhakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Human bFGF-aktivitet 1 det ©bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved bruk av frem-
gangsmaten beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celle-ekstraktet fra E.
coli MM294/pTB795 utviste FGF-aktivitet. Mutein N14, hvori
aminosyresekvensen fra Pro i 2-posisjon til Pro i 14-posisjon
i humant bFGF var blitt deletert, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 35
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB796 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-PC86 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 27
ovenfor ble behandlet pa en mate beskrevet i eksempel 2 (1)
for 4 konstruere plasmid pTB796 for humant bFGF-mutein (figur
50).

Ved bruk av plasmid pTB796, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB796
(IFO 14701, FERM BP-1661) ble tilveiebragt, og som inneholder
plasmid pTB796 inneholdende det mutein-kodende genet vist 1
figur 41.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i1 eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble Dbenyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Celle-ekstraktet tilveiebragt i (2) ovenfor ble utsatt for en
enzym immunoanalyse (EIA), sandwich-fremgangsmate, ved bruk
av monoklonalt antistoff som vist nedenfor (a) til (j).

Resultatet ©bekrefter at bFGF-mutein C86 er tilstede 1
celleekstraktet. Mutein C86, hvori aminosyresekvensen fra Lys
i 87-posisjon til Ser 1 147-posisjon var blitt deletert, ble

dermed tilveiebragt.

Nevnte EIA ved bruk av monoklonalt antistoff ble utfert ved
bruk av fglgende fremgangsmate:
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(a) Immunisering:

BALB/c mus (hankjegnn, 4 uker gamle) ble injisert intreperi-
tonealt med antigenet humant bFGF (slik det ble tilveiebragt
i referanseeksempel 2) i opplegsning i 0,4 ml Freunds full-
stendige adjuvans (Difco Laboratories, USA). Tre uker semnere
ble 10 pg av antigenet hbFGF 1 opplesning i 0,4 ml Freunds
ufullstendige adjuvans intraperitonealt administrert. Tre
uker senere ble den samme immuniseringen utfgrt, og to uker
senere ble 10 pg av humang bFGF i opplesning 1 fysiologisk
saltvann inokulert intreperitonealt.

(b) Cellefusjon:

Fra de immuniserte musene nevnt i (a), ble milten skaret ut 4
dager etter siste antigen-behandling for dermed & tilveie-
bringe celler som skal bli benyttet for cellefusjonen. Disse
cellene ble suspendert i et medium som ble fremstilt ved
sammenblanding av Isokov-medium og Ham F-12-medium i et
forhold pad 1:1 (heri etter referert til som IH-medium).

Musemyelom-cellen P3—X63—Ag 8UI ble sub-dyrket i RPMI 1640-
medium inneholdende 10% fgtalt ©bovinserum og under en

atmosfazre pa 5% karbondioksyd og 95% luft.

Cellefusjonen ble utfert i henhold til fremgangsmaten
etablert av Kodhler og Milstein [Kéhler, G. and Milstein, C.:
Nature, 256, 495 (1975)]. 2,9 X 107 celler fra den ovenfor
nevnte myelomcellelinjen og 1,5 X 108 immunserte lymfocytter
tilveiebragt ved den ovenfor nevnte fremgangsmiten ble
blandet sammen og sentrifugert, og 45% polyetylenglykol 6000
(heri etter referert til som PEG 6000) i opplesning i 0,3 ml
IH-medium ble drapevis tilsatt. PEG 6000 opplesningen ble
forvarmet til 387°C, og deretter gradvis tilsatt. 5 minutter
senere ble det 37°C-forvarmede IH-mediet tilsatt i en
hastighet pa 0,5 ml per minutt for & danne 10 ml. Opplgs-
ningen bhle deretter sentrifugert i romtemperatur ved 600 rpm
i 15 minutter, og supernatanten ble fjernet. Dette celle-
presipitatet ble suspendert i 200 ml IH-medium inneholdende
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20% kalveserum, og denne suspensjonen ble overfgrt til en 24-
brgnn mikroplate (Linbro) i en mengde pa 2 ml per brgnn. En
dag senere, ble IH-medium (inneholdende 20% kalveserum)
supplementert med HAT (1 X 104 M hipoksantin, 4 X 1077 M
aminopterin, 1,6 X 1079 M tymidin) (heri etter referert til
som HAT-medium) satt til mikroplaten i en mengde pa 1 ml per
brgnn, og 3 dager senere ble en halv mengde medium erstattet
med HAT-medium. Cellene som vokser slik er hybride celler.

(c) Leting av antistoff-produserende celler:

Den hybride cellekultur-supernatanten ble tilsatt i en mengde
pa 100 pl per bregnn til en 96-brenn mikrotiterplate laget av
polystyren og humant DFGF var immobilisert dertil, og
inkubasjon ble utfgrt ved romtemperatur i 2 timer. Inkuba-
sjonssupernatanten ble fjernet, og etter vasking ble pepper-
rot-peroksidase (HRP)-merket antimuse IgG geiteantistoff
(Miles Laboratories) tilsatt som sekundzrt antistoff, og
inkubasjonen ble utfert ved romtemperatur i 2 timer. Det
sekundzre antistoffet ble fjernet, og etter grunding vasking
av bregnnene, ble fargingsreaksjon utfgrt i nazrvaer av tilsatt
reaksjonssubstrat (EIA-fremgangsmate). Ved denne fremgangs-
maten ble sterk valens observert i 3 bregnner.

(d) Kloning av hybride celler:

Cellene i hver av disse tre bregnnene ble sadd med 0,5 celle
per brgnn til en 96-brgnn mikrotiterplate som var blitt sadd
med 10% celler/brgnn musetymocytter som vegetative celler, og
kloning ble utfgrt. Som et resultat ble tre kloner tilveie-
bragt, dvs. musehybridoma HbF52 (IF0 50143) og musehybridoma
BbF78 (IFO 50144) ble tilveiebragt.

(e) Ascitisering av hybride celler:

2 X 109 celler av bade muse-hybridoma HbF52 og musehybridoma
HbF78 ble inokulert til mus som tidligere var blitt admini-
strert intraperitonealt med mineralolje. Ti dager senere ble

ascites (bukhinnevaske) i en mengde pa 2 ml samlet fra hver
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mus, hvorved monoklonalt antistoff MoAbb52 og monoklonalt
antistoff MoAb78 respektivt ble tilveiebragt.

(f) Det slik tilveiebragte monoklonale antistoffet MoAb 78
ble utsatt for rensing av ascitesvaske i henhold til frem-
gangsmaten til Stachelin et al. The dJournal of Biological
chemistry, 256, 9750 (1981). Det slik tilveiebragte anti-
stoffet ble konsentrert til mer enn 2 mg/ml, og utsatt for
dialyse i 0,2M fosfatbuffer (pH 7,0). Til en slik tilveie-
bragt 1,4 ml opplegsning av MoAb 78 (2,7 mg/ml konsentrasjon),
50 pl S-acetylmerkapto-ravanhydrid (Aldrich Co., U.S.A) lgst
opp i1 N,N’-dimetylformamid ble tilsatt slik at konsentra-
sjonen ble 11,5 mg/ml. Luften 1 reaksjonskaret blir erstattet
med nitrogengass. Karet ble forseglet, og utsatt for omrgring
for &4 tilveiebringe reaksjonen som introduserer SH-grupper.
Ikke-reagert S-acetylmerkapto-ravsyreanhydrid ble inaktivert
ved behandling i 10 minutter med 130 pl 0,2M Tris-HC1 (pH
7,0), 18 pl 0,2M EDTA og 130 upl 2M hydroksyamin (pH 7,0).
MoAb 78 ble utvunnet ved gelfiltrering ved bruk av en kolonne
pakket med Sephadex g-25 (diameter 1 cm X 80 cm, Farmacia,
Sverige) (strgmningshastighet: 20 ml/time).

(g) 10 mg pepperrotperoksidase (HRP, Boehringer Manheim,
Kvalitet I, Vest-Tyskland) ble 1lg¢st opp i 1,4 ml 0,1M
fosfatbuffer (pH 6,8). P4 den andre side ble 14 mg N-hyd-
roksysuksinimidester av N—(4-korboksycykloheksylmetyl)
maleimid lgst opp i 335 pl DMF, og 100 pl av slik tilveie-
bragt opplgsning ble satt til HRP opplesningen nevnt ovenfor.
Luften i reaksjonskaret ble erstattet med nitrogengass, og
karet ble forseglet. Etter 1 times reaksjon ved romtempera-
tur, ble proteiner fra den delen av det monoklonale MoAb 78
som var blitt introdusert med SH-grupper utvunnet ved
gelfiltrering ved bruk av en kolonne pakket med Sephadex G-25
som ovenfor (f).

(h) 6 ml av den delen av det monoklonale antistoffet MoAb 78
introdusert med SH-gruppe tilveiebragt i (f) ovenfor og 2 ml
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av den delen av HRP introdusert med maleimid-gruppe tilvele-
bragt i1 (g) ovenfor ble blandet, og blandingen ble konsen-
trert til 1 ml ved bruk av kollodion-bag (Sartorius, Vest-
Tyskland) under redusert trykk ved 4°C i 20 timer. Etter
reaksjonen ble 1ikke-reagert HRP introdusert med SH-gruppe
fjernet med bruk av Ultrogel AcA44 (LKB Co., diameter 1 cm X
80 cm, Sverige) kolonne (strgmningshastighet: 10 ml/time). I
eluatene har fraksjonen inneholdende 2,4 HPR/antistoff det
heyeste HRP-antallet per antistoffmolekyl. Denne ble benyttet
i EIA i felgende punkt (i).

(i) Det monoklonale antistoffet MoAb52 tilveiebragt i (e)
ovenfor ble renset som beskrevet i (f) ovenfor. Monoklonalt
antistoff MoAb 52 ble fortynnet ble fortynnet med PBS slik at
det ble 10 ug/ml eller 20 ug/ml, og fortynningsmiddelet ble
helt inn i Immunoplate (Nunc. Danmark) slik at det ble 100
pl/brgnn. Platen ble 1latt sta ved 4°C natten over for &
adsorbere det monoklonale antistoffet MoAb 52 til platen.
Etter fjerning av antistoff som ikke var blitt adsorbert, ble
platen vasket tre ganger med PBS, PBS inneholdende 0,01%
mertiolat og 1% bovinserumalbumin (BSA) ble satt til platen

med 200 ul/brenn, og platen ble latt std ved 4°C natten over.

(j) Celle-ekstraktet inneholdende bFGF-mutein C86 tilveie-
bragt i (2) ovenfor ble fortynnet med PBS inneholdende 0,1%
BSA. BSA-opplesning ble fjernet fra platen tilveiebragt i (i)
ovenfor, og platen ble vasket med PBS fire ganger, og
fortynnet bFGF-mutein C86 ble satt til platen slik at det ble
100 pl/brgnn for & adsorbere til platen ved 4°C over natt.
Ikke-reagert mutein C86 ble fjernet, og platen ble vasket med
PBS fire ganger. Det monoklonale antistoffet konjugert med
HRP tilveiebragt i (h) ovenfor ble fortynnet med PBS inne-
holdende 0,1% BSA til 1/300, og fortynningsmiddelet ble satt
til platen slik at det ble 100 ul/bregnn. Reaksjonen ble
utfgrt i 4 timer ved romtemperatur. Etter fjerning av
antistoff ble platen vasket med PBS 6 ganger, substrat for
oksydase (Bio. Rad Co. U.S.A.) ble satt til platen slik at
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det ble 100 ul/brenn. Kvanifisering ble tilveiebragt ved
absorbsjonsmalinger ved 415 nm, og det ble bekreftet at en
liten mengde mutein C86 var blitt produsert.

Eksempel 36
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant
bPFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB797 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-PDN42 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 27
ovenfor ble behandlet pad en madte beskrevet i eksempel 2 (1)
for & konstruere plasmid pTB797 for humant bFGF-mutein (figur
51).

Ved bruk av plasmid pTB797, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB797
(IFO 14702, FERM BP-1662) ble tilveiebragt, og som inneholder
plasmid pTB797 inneholdende det mutein-kodende genet vist i
figur 42.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Human bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Human bFGF-aktivitet 1 det ©bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved fremgangsmaten
beskrevet i Eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celle-ekstraktet fra E.
coli MM294/pTB797 utviste FGF-aktivitet. Mutein DN42, hvori
Asp 1 42-posisjonen til humant bFGF var blitt erstattet med
Asn, ble dermed tilveiebragt.
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Eksempel 37
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB799 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:
M13-PRQ45 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 27
ovenfor ble behandlet pa samme mate som beskrevet i eksempel
2 (1) for & konstruere plasmid pTB799 for humant bFGF-mutein
(figur 52).

Ved bruk av plasmid pTB799, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB799
ble tilveiebragt, og som inneholder plasmid pTB799 innehold-
ende det mutein-kodende genet vist i figur 483.

(2) Preparering av bakteriélt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bakterielt celle-
ekstrakt.

(3) Buman bFGF-aktivitet i det bakterielle celle-ekstraktet:
Human DbFGF-aktivitet 1 det ©bakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt 1 (2) ovenfor ble bestemt, ved fremgangsmiaten
beskrevet i Eksempel 2 (83).

Resultatet viste at det bakterielle celle-ekstraktet fra E.
coli MM294/pTB799 utviste FGF-aktivitet. Mutein RQ45, hvori
Arg 1 45-posisjonen til humant bFGF var blitt erstattet med
Gln, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 38
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)
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(1) Konstruksjon av plasmid pTB798 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-PNR42 replikerende form (RF) tilveiebragt i eksempel 28
ovenfor ble behandlet pa en mate beskrevet i eksempel 2 (1)
for 4 konstruere plasmid pTB798 for humant bFGF-mutein (figur
53).

Ved bruk av plasmid pTB798, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB798
ble tilveiebragt, og som inneholder plasmid pTB798 innehold-

ende det mutein-kodende genet vist i figur 44.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.

(3) Human bFGF-zktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Human DbFGF-aktivitet 1 det Dbakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved bruk av frem-
gangsmaten beskrevet 1 Eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celle-ekstraktet fra E.
coli MM294/pTB798 utviste FGF-aktivitet. Mutein NR42, hvori
Asp i 42-posisjonen til humant DFGF er blitt erstattet med
Arg, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 39
(Produksjon av rekombinante DNAer som har muteinkodende

basesekvens)

(1) Sete-spesifikk mutagenese:

I nzrver av 0,1mM adenosintrifosfat (ATP), 50mM hydroksy-
metylaminometanohydroklorid (Tris-HC1) med en pH-verdi pa
8,0, 10mM MgClo, 5mM ditiotreitol (DTT) og 9 enheter T4-
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kinase, i en total mengde pa 50 pl, 40 pikomol av det
syntetiske oligonukleotidet:

5'—TCTTCTCCAGGGATCCGTT-3"’

[primer for tilsetting av gjenkjenningssetet for restrik-
sjonsenzym BamHI i basesekvensen, og og dermed forandre
Val-44 til Ser og Arg 45 til Leu (Se figur 38 (7)] ble
behandlet med T4-kinase ved 37°C 1 1 time. Denne kinase-
behandlede primeren ble varmet ved 67°C i 5 minutter, og ved
42°C 1 25 minutter, i 50 pl av en blanding innehcldende 50 mM
NaCl, 1,0 mM Tris-HCl med en pH-verdi pa 8,0, 10mM MgCl, og
10mM g-merkaptoetanol, hvorved den ble hybridisert til bug av
enkelt-tradet (ss) M3-PDN 42 DNA. Denne sammensmeltede bland-
ingen ble deretter avkjelt pa is, og satt til 50 ul av en
reaksjonsblanding inneholdende 0,5mM deoksynukleotidtrifosfat
(dNTP), 80mM Tris-HC1 med en pH-verdi pa 7,4, SmM MgCly, 100
mM NaCl, 9 enheter DNA-polymerase I XKlenow-fragment, 0,5mM
ATP og 2 enheter T4 DNA-ligase, og reaksjonen ble utfert ved
37°C i 3 timer, og ved 25°C i 2 timer, deretter ble reak-
sjonen stoppet ved tilsetting av 2 ul EDTA. Reaksjons-
produktet ble benyttet for & transformere infiserbare JM105-
celler; de transformerte cellene ble latt vokse over natt, og
deretter ble ssDNA 1isolert fra kulturmediumsupernatanten.
Ved bruk av dette ssDNA som et templat for den andre primer-
forlengingscyklusen, ble gel-renset RF-type DNA transformert
inn i infiserbare JM105-celler; de resulterende transformerte
cellene ble sadd utover en agarskal, og ble dyrket over natt
for & tilveiebringe fagplaques.

(2) Screening og identifikasjon av plaque som var gjort
mutagene:

Skaler inneholdende muterte M13-PDN42 fagplaques som er blitt
mutert ved fremgangsmaten i eksempel 27 ved bruk av nevnte
syntetiske oligomer (oligonukleotid) (Figur 38 (7)) og 2
skdler inneholdende ikke-muterte M13-PDN42 fagplaque tilveie-
bragt i eksempel 26 ble avkjelt til 4°C, og plaque fra hver

skal ble overfeort til 2 runde nitrocellulosefiltere ved &
holde et tert filter plassert pad agarskalen i 5 minutter nar
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det gjelder det forste filteret, og i 15 minutter nar det
gjelder det andre filteret. Filtrene ble deretter plassert i
5 minutter pa tykke filterpapir nedsenket i 0,2N NaOH, 1,5M
NaCl og 0,2% Triton X-100, hvoretter de ble ngytralisert ved
4 holde dem plassert i 5 minutter til pa filterpapir nedsen-
ket 1 0,5M Tris-HCl med en pH-verdi pa 7,5 og 1,5M NaCl.
Filtrene ble vasket to ganger pa filtere nedsenket i 2 X SSC
(standard natriumsitrat) pa samme mate, og fikk terke, og
dette ble etterfulgt av tegrking ved 80°C i 2 timer 1 en
vakuumovn. De overlappende filtrene ble utsatt for prehybrid-
isering ved 55°C i 4 timer med 10 ml/filter av en DNA-
hybridiseringsbufferopplesning (5 X SSC) med en pH-verdi pa
7,0 inneholdende 4 X Denhardts opplgsning (polyvinylpyrro-
lidon, Ficoll og bovinserumalbumin, 1 X = 0,02%), 0,1%
natriumdodecylsulfat (SDS), 50mM natriumfosfatbufret opples-
ning med en pH-verdi pa 7,0 og 100 ug/ml denaturert lakse-
sperm-DNA. Hybridisering ble utfgrt ved 42°C i 24 timer med
109 cpm/ml av en oligonukleotidprimer. Hvert filter ble
vasket i en bufferopplgsning inneholdende 0,1% SDS og en
redusert mengde SSC ved 50°C i 30 minutter. Filtrene ble
deretter fegrst vasket med en bufferopplgsning inneholdende 2
X SSC; kontrollfiltrene, som inneholdt ikke-muterte M13-PDN42
plaques, ble wundersgkt for radioaktivitet ved bruk av en
Geigerteller. Ved trinnvis redusering av SSC-konsentrasjonen,
ble kontrollfiltrene som inneholdt ikke mutert M13-PDN42
plaques, vasket helt til det 1ikke var noe detekterbar
radicaktivitet igjen pa filtrene. Den minste SSC-konsentra-
sjonen som ble benyttet var 0,1 X SSC. Filtrene ble 1latt
terke 1 luft, og autoradiografer ble tatt etter 2 - 3 dagers
eksponering ved -70°C. Screening ble utfert pa 10.000 muterte
M13-PDN42 plaques og 100 ikke-muterte kontrollplaques ved
bruk av en oligonukleotidprobe behandlet med kinase i narvar
av 3*2-y—ATP. Ingen av kontrollplaquene hybridiserte til
proben, mens 3 til 10 av de muterte M13-PDN42 plaquene
hybridiserte til proben.
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En av de muterte M13-PDN42 plaquene ble tatt ut, og inokulert
i et JM105 kulturmedium. Fra den resulterende supernatanten
ble ssDNA preparert, og fra de bakterielle cellepelletene ble
en dobbelt-tradet (ds) DNA preparert. Analyser av basesekven-
sene ble utfert ved bruk av hensiktsmessig oligonukleotid-
primer og ssDNA.

Resulatet bekrefter at GIC (Val—44)-kodonet og CGG (Arg—45)-
kodonet var blitt omdannet til et TCC (Ser)-kodon og CTG
(Leu)-kodon, respektivt.

Av de muterte M13-PDN42 fagene, ble fag hvori Val—44-kodonet
og Arg-45-kodonet var blitt et Ser—kodende kodon og Leu-
kodende kodon, respektivt betegnet M13-PINT. Dets basesekvens

og aminosyresekvens som blir kodet derav er vist i figur 54.

(3) Konstruksjon av plasmid pTB853 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

M13-PINT replikerende form (RF) tilveiebragt i (2) ovenfor
ble behandlet som beskrevet i Eksempel 2 (1) for & konstruere
plasmid pTB853 for humant bFGF-mutein (figur 55).

Ved bruk av plasmid pTB853, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB853
ble tilveiebragt, som inneholder plasmid pTB853 inneholdende
det mutein-kodende genet vist i figur 54.

(4) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfor nevnte transformant ble dyrket ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en superna-
tant, som deretter ble benyttet som et bzkterielt celle-
ekstrakt.

(5) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet: .
Human bFGF-aktivitet 1 det ©bakterielle celle-ekstraktet
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tilveiebragt i (4) ovenfor ble bestemt, ved fremgangsmaten
beskrevet i eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celle-ekstraktet fra E.
coli MM294/pTB853 utviste FGF-aktivitet. Mutein FINT, hvori
Asp 1 42-posisjonen, Val i 44-posisjonen og Arg i 45-posisjo-
nen eller humant bFGF var blitt erstattet med Asn, Ser og

Leu, respektivt, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 40
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant

bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB855 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

DNAet 1 plasmid pTB669 som ble tilveiebragt i ovenfornevnte
referanseeksempel 2 ble spaltet med et restriksjonsenzym Hinc
11, og ble ligert med EcoR I 1linker p(5° CATGAATTCATG 3’)
under T4 DNA-ligasereaksjon. S1ik tilveiebragt DNA ble videre
spaltet med restriksjonsenzymene EcoR I og Pst I for a
tilveiebringe et DNA-fragment pa omtrent 0,35 Kb. Dette DNA-
fragmentet ble ligert med det omtrent 3,2 kb DNA-fragmentet
tilveiebragt i eksempel 2 (1), fragmentet som ble tilveie-
bragt ved spalting av ptrp781 med EcoR I-PstIl, for a tilveie-
bringe plasmid pTB855 for human bFGF-muteinekspresjon ble
konstruert (figur 56).

Ved bruk av plasmid pTB855, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB855
som inneholder plasmid pTB855 inneholdende det mutein-kodende
genet vist i figur 57.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:

Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet 1 eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en
supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.
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(3) Human bFGF-aktivitet til det bakterielle celle-ekstrak-
tet:

Human bFGF-aktivitet 1 det Dbakterielle celle-ekstraktet
tilveiebragt i (2) ovenfor ble bestemt, ved bruk av frem-

gangsmaten beskrevet i Eksempel 2 (3).

Resultatet viste at det bakterielle celle-ekstraktet fra E.
coli MM294/pTB855 utviste FGF-aktivitet. Mutein NR41, hvori
aminosyresekvensen fra Pro i Z2-posisjon til Val i 41-posisjo-
nen til humant bFGF var blitt deletert, ble dermed tilveie-

bragt.

Eksempel 41
(Ekspresjon i Escherichia coli av genet som koder for humant
bFGF-mutein)

(1) Konstruksjon av plasmid pTB856 for human bFGF-mutein-
ekspresjon:

DNAet til plasmid pTB669 som ble tilveiebragt i ovenfornevnte
referanseeksempel 2 ble delvis spaltet med et restriksjons-
enzym BamHI for 2 tilveiebriﬁge BamHI-gjenkjenningssete i
bFGF-genet. Setet ble videre spaltet med Escherichia coli
DNA-polymerase 1 1 narvar av dATP, dCTP, dGTP, dTTP for
tilveiebringe butt ende. Dette DNAet ble 1ligert med Nhel
linker p(5°’ CTAGCTAGCTAG 3°’) i en T4 DNA-ligasereaksjon.
Etter behandling med restriksjonsenzym Nhel og ligering av
det spaltede setet 1 en T4 DNA-ligasereaksjon, ble plasmid
pTB856 for human bFGF-muteinekspresjon konstruert (figur 58).

Ved bruk av plasmid pTB856, ble Escherichia coli MM294
transformert, hvorved stammen Escherichia coli MM294/pTB856
som inneholder plasmid pTB856 inneholdende det mutein-kodende

genet vist i figur 59 tilveiebragt.

(2) Preparering av bakterielt celle-ekstrakt:
Ovenfornevnte transformant ble dyrket ved bruk av fremgangs-
maten beskrevet 1 eksempel 2 (2) for & tilveiebringe en
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supernatant, som deretter ble benyttet som et bakterielt
celle-ekstrakt.

(3) Celle-ekstraktet tilveiebragt i (2) ovenfor ble utsatt
for en enzymimmunoanalyse (EIA), sandwichfremgangsmite, som
beskrevet i Eksempel 35 (3). Resultatet bekreftet at DbFGF-
muteinet er tilstede i celle-ekstraktet. Mutein C129, hvori
aminosyresekvensen fra Lys 1 130-posisjonen til Ser i 147-

posisjonen var blitt deletert, ble dermed tilveiebragt.

Eksempel 42
(Ekspresjon i dyreceller av genet som koder for humant bFGF-

mutein)

(1) Konstruksjon av plasmidene pTB831, pTB833 og pTB835 for
human bFGF-muteinekspresjon.

Plasmid pTB762, som ble tilveiebragt i eksempel 7 ovenfor,
ble spaltet med restriksjonsenzymene EcoR I-Bam HI for a
tilveiebringe et 0,38 kb DNA-fragment inneholdende en kodende
region som koder for det humane bFGF-mutein CS23, hvor Cys i
70-posisjonen og i 88-posisjonen er blitt erstattet med Ser.

Plasmid pTB504 (Eksempel 1 (ii) 1 Japansk patent Laid-open
nr. 62-175182 som korresponderer til Europa patent publika-
sjon nr., 225, 701) ble spaltet med restriksjonsenzymet Cla I-
EcoR I for a tilveiebringe et 1,7 kb DNA-fragment innehold-
ende murin leukemivirus (MulV) LTR-omrade, SV40 tidlig

_promoter, spleiseforbindelsespunkt og human

interleukin—2(IL-2) ledersekvens.

Plasmid pTB627, som ble tilveiebragt i referanseeksempel 1,
ble spaltet med restriksjonsenzym Cla I-EcoR I for a tilveie-
bringe 2 kb DNA-fragmentet, og plasmid pTB389 ble spaltet med
restriksjonsenzym Cla I-EcoR I for & tilveiebringe 2,6 kb
DNA-fragmentet. Det slik tilveiebragte 2 kb DNA-fragmentet og
2,6 kb DNA-fragmentet ble ligert og dannet plasmid pTB675,
som koder for humant DbFGF. Plasmid pTB389 ble tilveiebragt
ved omdanning av hver av Pstl spaltingssetene i 5’—terminale
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regionen og BamHI spaltingssete 1 3’—terminale regionen i
interleukin—2 gen regionen til plasmid pTB106 (beskrevet i
Japansk patent Laid-open nr. 61-63282 som korresponderer til
Europa patentpublikasjon nr. 172, 619) til EcoRI, for a
fjerne interleukin—-2 genregionen. Deretter ble plasmid pTB675
spaltet med restriksjonsenzymene Clal-BamHI for & tilveie-
bringe 3,4 kb DNA-fragmentet som inneholder en kodende region
for aminosyrer ved den C-terminale enden til humant bFGF, en
ikke-kodende region, ampicillinresistent-genet som opprinne-
lig kommer fra plasmid pBR322, et replikasjonsorigo i
Escherichia coli.

De ovenfor tre DNA-fragmentene (dvs. 0,38 kb DNA-fragmentet,
1,7 kb DNA-fragment og 3,4 kb DNA-fragment) ble ligert ved
bruk av T4 DNA-ligase for a tilveiebringe plasmid pTB831
(figur 60).

P2 lignende mate ble plasmid pTB763 tilveiebragt i eksempel
18, som koder for humant bFGF-mutein CS14 (hvori Cys 1 26- og
93-posisjonene til humant bFGF er blitt erstattet med Ser)
eller plasmid pTB765 tilveiebragt i eksempel 11, som koder
for humant bFGF-mutein CS1234 (hvori Cys i 26-, 70-, 88- og
93-posisjonene til humant DbFGF er blitt erstatet med Ser)
benyttet istedenfor plasmid pTB762 i fremgangsmaten ovenfor,
hvorved plasmid pTB833 og plasmid pTB835, respektivt, ble
konstruert.

(2) Ekspresjon i dyreceller:

Apekatt COS7-celler ble sadd pa vevskulturskaler som har en
diameter pa 6 cm med DMEM-medium inneholdende 10% fgtalt
kalveserum, og etter 24 timer ble kulturmediet erstattet med
et nytt. Etter 4 timer ble 10 ug DNA fra plasmid pTB831,
pTB833 eller pTB835 transfektert til COS7-celler i henhold
til kalsiumfosfat-fremgangsmaten [Graham et al. Virology, 52,
456 (1973)]. Neste dag ble kulturmediet erstattet med DMEM-
medium inneholdende 1% fgtalt kalveserum. Etter 48 timers
dyrking, ble det dyrkede mediet innbefattende cellene samlet
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og cellene ble utvunnet. Cellene ble to ganger vasket med PBS
og deretter suspendert i PBS. Suspensjonen ble utsatt for
ultrasonisk behandling i en kort tid, og deretter utsatt for
sentrifugering i 15 minutter ved 15.000 rpm for & tilveie-
bringe en supernatant.

Bestemmelse av den humane bFGF-aktiviteten ble gjort pa
dyrkningsmediet til COS7-cellene infisert med plasmidet og pa
ekstraktet fra cellene, ved bruk av fremgangsmaten beskrevet
i eksempel 2 (3). Resultatene som ble tilveiebragt er vist i
tabell 7.

TABELL 7

FGF-aktivitet (ng/skal) .

Plasmid Mutein Kulturmedium Ekstrakt fra celler
pTB831 csa23 115 420
pTB833 CS14 0,2 35
pTB835 CS1234 1,1 20

- <0,02 1
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Patentkrayv
1.
Rekombinant DNA som koder for et mutein av basisk

fibroblastvekstfaktor (bFGF) av erstatnings- eller delesjons-
typen eller en kombinasjon derav, karakterisert
ved at det koder for

et mutein av erstatningstypen i hvilket i det minste en av de
fire cysteinrestene i den angjeldende aminosyresekvensen 1
den naturlige DFGF typen er erstattet med en ngytral

aminosyre som er forskjellig fra cystein, og

et mutein av delesjonstypen hvori 1 til 41 aminosyrer mangler
i amino-terminalen til_ den angjeldende aminosyresekvensen i
beF og/eller 1 til 61 aminosyrer mangler i Xkarboksyl-
terminalen til den angjeldende aminosyresekvensen 1 bFGF,
forutsatt at muteinet av delesjonstypen utelukker et mutein
av delesjonstypen som omfatter aminosyrer (16-146)-0H, (24-
120)-0H og (20-110)-NHy i den angjeldende aminosyresekvensen
i DbFGF.

2.

Rekombinant DNA ifglge krav 1, karakterisert

ved at det koder for nevnte bFGF av naturlig type som

innbefatter aminosyresekvensen:
Phe-Phe-Leu-Arg-I1le-His-Pro-Asp-Gly-Arg-Val-Asp-Gly-
Val-Arg-Glu-Lys-Ser-Asp-Pro

i dens molekyl.

3.
Rekombinant DNA ifglge krav 1, karakterisert
ved at den nyinnfgrte ngytrale aminosyren er serin.

4,
Rekombinant DNA ifglge krav 1, karakterisert
v e d at muteinet sekvensen koder for er CS 2.
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5.
Rekombinant DNA ifglge krav 1, karakterisert
ved at muteinet sekvensen koder for er CS 3.

6.
Rekombinant DNA ifplge krav 1, karakterisert

ved at muteinet sekvensen koder for er CS 23.

7.
Transformant som er i stand til & produsere et mutein av
basisk firbroblastvekstfaktor (bFGF) av erstatnings- eller

delesjonstypen eller en kombinasjon derav, hvor

et mutein av erstatningstypen hvori minst en av de fire
cysteinrestene i den angjeldende aminosyresekvensen i bFGF er
erstattet med en ngytal aminosyre som er forskjellig fra
cystein, og

et mutein av delesjonstypen i hvilket 1 til 41 aminosyrer
mangler i amino-terminalen til den angjeldende aminosyresek-
vensen 1 DbFGF og/eller 1 til 61 aminosyrer mangler i
karboksyl-terminalen til den angjeldende aminosyresekvensen i
bFGF, forutsatt at muteinet av delesjonstypen utelukker et
mutein av delesjonstypen som omfatter aminosyrer (16-146)-0H,
(24-120)-0H og (20-110)-NHy i den angjeldende aminosyresek-
vensen i bFGF,

karakterisert ved at transformanten
omfatter en ekspresjonsvektor som inneholder en rekombinant
DNA som definert i krav 1 i kombinasjon med transskripsjons-
og translasjonsregulerende sekvenser som dirigerer ekspre-
sjonen av den muteinkodende rekombinante DNA-sekvensen.

8.

Transformant ifglge krav 7, karakterisert
ved at nevnte DbFGF som transformanten produserer er av
naturlig type og innbefatter aminosyresekvensen:
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Phe-Phe-Leu-Arg-Ile-His-Pro-Asp-Gly-Arg-Val-Asp-Gly-
Val-Arg-Glu-Lys-Ser-Asp-Pro

i dens molekyl.

9.

Transformant ifglge krav 7, karakterisert
ved at den nyinnfgrte ngytrale aminosyren i nevnte mutein
av erstatningstypen som transformanten produserer er serin.

10.
Transformant ifglge krav 7, karakterisert
ved at den er E.coli DHl/pTB 742 (FERM BP-1642).

11.
Transformant ifelge krav 7, karakterisert
v ed at den er E.coli DHl/pTB 743 (FERM BP-16483).

12.
Transformant ifglge krav 7, karakterisert
ved at den er E.coli'MM294/pTB 762 (FERM BP-1645).

13.

Fremgangsmate for fremstilling av et mutein av Dbasisk
fibroblastvekstfaktor (bFGF) som er et mutein av erstatnings-
eller delesjonstypen eller en kombinasjon derav, hvor

et mutein av erstatningstypen i hvilket minst en av de fire
cysteinrestene i den angjeldende aminosyresekvensen av den
naturlige bFGF typen er erstattet med en naturlig aminosyre

som er forskjellig fra cystein, og

et mutein av delesjonstypen i hvilket 1 til 41 aminosyrer
mangler 1 amino-terminalen til den angjeldende aminosyresek-
vensen 1 DFGF og/eller 1 til 61 aminosyrer mangler i
karboksyl-terminalen til den angjeldende aminosyresekvensen 1
bFGF, forutsatt at muteinet av delesjonstypen utelukker et
mutein av delesjonstypen som omfatter aminosyrer (16-146)-0H,
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(24-120)-0H og (20-110)-NHy; i den angjeldende aminosyresek-
vensen i bFGF,

karakterisert ved dyrking av en transfor-
mant som omfatter en ekspresjonsvektor inneholdene en
rekombinant DNA som definert i krav 1 i Lkombinasjon med
transkripsjons- og translasjonsregulerende sekvenser som kan
dirigere ekspresjonen av den muteinkodende rekombinante DNA-
sekvensen, i et kulturmedium for dannelse og akkumulering av

muteinet i det dyrkede mediet og isolering av muteinet.

14.

Fremgangsmate ifglge krav 13, karakterisert

ved at nevnte DFGF av naturlig type som fremstilles

innbefatter aminosyresekvensen:
Phe-Phe-Leu-Arg-Ile-His-Pro-Asp-Gly-Arg-Val-Asp-Gly-
Val-Arg-Glu-Lys-Ser-Asp-Pro

i dens molekyl.

15.
Fremgangsmate 1ifglge krav 13, kara k ter i1 sert

ved at den nye aminosyren som innfgres er serin.

16.
Fremgangsmate ifglge krav 13, karak terisert
ved at muteinet som fremstilles er CS 2.

17.

Fremgangsmate ifglge krav 17, karakterisert
v e d at muteinet som fremstilles er CS 3.

18.

Fremgangsmate 1ifglge krav 17, karak terisert
ved at muteinet som fremstilles er CS 23.
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Figur 2
Ser
(1) 5'-CGTTCTTGCTGTAGAGCCGCT-3'
Rsal)
Ser
(2) 5'-AACGATTAGCGCTCACTCC-3'
Haell
Ser
(3) 5'-GTAACAGACTTAGAAGCTAGT-3'
Alul

er
GACTCATCC-3'
inflI

(4) 5'-TCGAAGAAGAA

= =



09¢
041

00€
001

0vé
08

081
09

0¢1
0¥

09
0¢

YDLIOYDHVYLIDLOLOLYVYIILLD
WJJJOSSATR[YIDSIOHOU D

LLLLLOVLYLODYYYOYIDDDLIIYDDYIYYYYIOLYDDLLOVYYLY.LOYIDIDLIVYDD
QUJNoTA[[BIYSATUIDA[DOIJA[DIYLSATIOSA[DNOTSATIALUDA[DIYLBIY

YYVDLIOVIDOLOLVLIDDLLOVIOVIVIVYYDOVVILDDIIVILIVLYYIVLIVYLYYLIL
SAINOTe[Y[BAJALdILIOSIYLJALSA]3IYIOCBUYIA[JYLUSYJALUSYUSYyJDS

VYODLLVDOVYOLLLLLLOLLLOLOYDLYDDIYLLOLOLYYYLOLLIODLOVILYDYYDD
ninnansdyninaygqoeydoydsL&)hindsydy[BASK)SKTJOSR[YNITNATBUYL[Y

LYOVVDOVYDLYLIDDLIOVLLODIVYLODLOLOLOVDDYYYOLY.LILDLDLLOYDDYDY
dsyn[nsAjafe[ynaJdL8ayusyeysA)[BAL[NSATo[]40S[BA[RAKA]DBIY

DYDYV HYIOVYILLIVYIYLIDYYILYIYILIDOVDIDYDYYDYDNNIILIONDIVILLY
nppnipe[yupnaqunna’ sLa[SIjodddsyJagsAIn[nady[BAL[DdSY e

¥920DIYHIIIIVIILYIDINLIILLILLIDDDDIIVYDYYDDYPVLILIBDIIYYII)
84y L[ndsyoadsigeI8aynaoydaydLa|nhpusysLquaguirna saysL£qody

JYDDYYILLIVIINNIDINIIILLIININNINYINDINDLYDOYDIIIDLLYIDYIIDLY
dsysfaydsifHhipoadouagayde[yLpaaghphypdsynipodqnae[yodqion

£ anbta



081
09

0¢1
OV

09
0¢

VYDL3DVYDYYLODLIOLOLYYIILLD
WJapadgSAk R YJISIBINOLJND

LLLLLIVLYLODYVYOVIDDDLIDVIDYIVYVVIILYIDLLOVVYVLIVILOVIDNDLIVYDD)
9YydnoraIr]|YSATUINA[NOIJA[NaY]SATI0SA[NNASATILLUI DA NIy | Bay

YYVHLOVIDDLOLYLDOLLOVIIVIVLYYVDDVYILODIDVLLOVIYYIVLOVYIYVLIL
SKINO e[ Y[ BAJALdILJOSUYJA[SATBUYJOCBIYJL]JYLUSYJIL [ USYUSYIDS

VVODLLVDOVYOLLLLLLILLLOLOYOLYDDIVLLOLOLYYVLILLIDOLIOVLLYDVYDD
NINNar8JdyninoydoydoydsLyn(ndsyay[CASL)SA[JagR[YNDTNATBUYLN

LYDYVDOVYRLYLIDOLIOVLLDILYYLONIDYDLDYDDYVYYILYLOLDLDLLOY DOV DY
dSYn[NSATIdHBIYNOTAL]BUYUSYR[WJIOG[BALK[NSKATO[JJIS[RA[RAL[DBIY

DY DYVHYIDYYILLOYYIVLIDYYILYIVILIOIVDIDYBYYOYDNNIZLONDNIYDLLY
nionipe[yu[HneqU[HnaISA e[ [SIHOIddSyJagSAIN[NBIY[ AR DASY [ Ep

¥D3DDIVHINIIVIILYINIDLIILLALLINDDDDIYYYYYIDLIVILILINOIOVYIDD
BUYAINASYOUdSTIHO[TBIYNOTOYJOYJAh[DA[DUSYSKISK)YJILALnd"[8uysL]ouy

JYHHYVYILLIVIINDIIINIIILLIININNINYIDDINDLYNDIVIIIIDLLYIDVIIDILY
dsyskqaydsijainodgoadaydeiyAinaaghphrpdsynipoagnare|yoddioy

vy anbra



180305

122
Lyl

03y

obl

09¢
0¢1

00¢
00Tl

YOLIDYDYYLIDLILOLYYIILLD
Wa3JdagSATR]YJOSIOHOIJNAT]

LLLLLOYIYLODVYYDYIDDDLIIYNDYIVYYYIILYDDLLOVVYLYLOVIDDDLIVYDD
aYqno o[BI yYSATUIDA[DOIJAINIY]SATIagA[NNOISKTIL LU DA NAY]BaY

VYVYDLIVIDOLOLVLODLLOVIIYIVLYYYDOVYILODIDVLLIYIVVIVLIOVY.LYVLIL
SKINATRIY[BAJK[dU[JOSUYLJALSATBIYIOGBUYIALJYLUSYIA[USYUSY IS

<<uush<cu<<uyhyhhaohhec5c<o&ccau<p%csmem<<aupsucmyo<ee<u<<uc
nipnaisaynigaydeydoydsLaynindsyayliepsogshijaageiynaqnaisaysn

LVBYYDDYYBLYLIDDLIIVLLDOOVYLIDLDLOLDYDOYYYOILYLILDLDLLDYDDY DY
dSyn|nSAT)oHe|yYNoIALBIYUSYR[YSAI[BAK[DSATTO[JOS[RA[BAK[DBIY

DYDYYDYIDVYILLIVVOVIIOYVILYIVILIZIVDIIDVDYYIVENDIILDNNDIVILLD
n{ONIDE{YU[DNRTU[HNOTSATO[[SIHOIJdSYIaSSAIN] 9By [RAL[DdSY LA

¥D22993vDIII3V¥IJLYININLIILLILLINDDDDIVYYYYIDLIVILOLIDDINYYIDD
BUYA|NASYOdJSIHA[]IBUYNaToJaydhInL[DUSYSLISLYILLND]34YSL]0dy

J¥YDDYYILLIVIINDIIIDIIILLIININNIDYIDDIDNDLYDDYDIDIIDLLYIDYIODLY
dSySA7aYdSIHATPOIJOIdaydRyA[DIAGA[ DA DASYN[BOInaTTR[YOIdIO

S anbtg



180305

AAY
Lyl

0cy
ovl

09¢
0¢1

00¢
001

0v<e
08

081
09

0¢1
0OV

09
0¢

YOLIDYOVYLIDLILOLYYIILIL)
WA IIGSAR[YUOSIfOIJND

LLLLLIVIVLIOVYYOVIDDDLIIVIOVIVYYVIILVIILLIOVYVYLVLOVIDDDLIVYDD
dydnateqrerysiquipipoddAa[payshpoSA YN SAIL[UI DA DAY B LY

YYYDLOVIDDLOLYLDOLLOVIOVIVIVYYIOYYILONIIVLLIOVIYYIVIOVYLYYIIL
SKINOTR|Y]BAJALAILJOSUYLJALSA[BUYIDSBUY IR JYUSYJALUSYUSYIDS

Y¥YDDLLYDOVYDILLOLLOLILOIDYDLYDDIVILLOLDLYYYLOLLIDDLIYLLYOYY DD

n{DnaTBayn{naydoaydeyuagn[Pdsyayl[eASA)SATIOSE[YNITNITIIYAY

LYOYVDOvyYOLYLIDDLIIVLLOIIVYLIODLOLOLOYVDDVYYILYLILDLDLLOYIDVIY
dSYN[NSATIOHR[YNOTIALBJYUSYR[YSA)[BAK[NSATO[[JOS[CAIRAA[DBIY

DYDYVDYIOYYILLOVYIVLIDYYILYOVILIOOYNIDYDYYDYDDDIILDDDIVILLY
nEon{pe[yunnequ{Hna-SATa[[SIHodddSyJagsSAIn[DBIY[EAL[DASY €A

¥D2ID03VYNI32IIYIILYINIDLIILLILLIDDDDDIVYYVYINLIYIDLIDDIDVYID]
BUYA[DASYOIJSTIHA|T]B8IYN@TOYJOYJA[DA[DUSYSKISLYIANDBUYSATTOU{

JYDOYYILLIYIINDNIIIDNIIILLIININDIDNYIDNIDDLYDOVDIIINLLYIDYIIDLY
dSySKTaYJSIHA[HoIdoudaydryA[pIagh[nA[DdSyn[DOIJnone[yotd3oH

9 anbtg



180305

Figur 7

EcoR!

EcaR1
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rstl
Spalting
— - EcoRI
-_—
trp
EcoRI-Pstl Spalting
EcoR] Pstl Pt r
?;------ s 0.5 Kbp T;/




180305

ptrp 78!

Tcy

EcoRI1
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rst]
Spalting
— - EcoR1
-
trp
EcoRI-Pstl Spalting
EcoRI Pst I Pstl
EE—— *los Kbp T‘y




180305

Figur~ 9

EcoRI

EcoRI
Pstl
Replikerende form EcoRI1-Rst]
Spalting
— - EcoRI
~-—
trp
EcoRI-Pstl Spalting
Pstl
[
EcoRI_ s”0.5 Kbp 1‘7




180305

Figur- 10

EcoRI
Pstl
. : EcoRI-Rst
Replikerende form Rstl
Spalting
— - EcoRI
-
trp
EcoRI-Pstl Spalting
RI Pst] . Pt
ECO_ st 0.5 Kbp T‘y




180305

(444
Lyl

0c¥
oyt

008
0¢l

00¢&
001

0ve
08

081
09

0¢l
0V

09
02

VD.LIDYOVYLIDLILALYVIILL)
UJ9)J9GSKTR]YJOGIOHOI|NA"

ahayso<s<hus<<<c<uuccauu<cc<u<<<<uue<wueeu<<<h<ac<uccueu<<mu
aydnaterIe{ysATUBATNOLJAT DAY SLTIBSAT ONOSATILLUT DA DAY, BaY

VYVIOLIVIDDLOLYLODLLOVIIVIV.LYYVDDVVILDDIIVLLIVLIVVIVLIOVVLVYLIL
SKINOT RV [ CAJALdILJOSIY LKL SATBIYJOSBIYIALJYLUSYILLUSYUSYIDG

YYDDLLVIOVYOLLLLLLOLLLOLOVOLYDDOV.LLOLIIDYVLILLIDY LOVLLYOYY DD
N[ DNa'[B4YN| NAYJIYJAYJSAIN | DASY YL ] BAAOS|SAT a0 R ynoTnaTB VAT Y

LVOVVHDVVDLVLINDLIIVLLDDLYYLIN2 DYDLIVODVYYILVIOLOLOLLOVIOY OV
dSYN|nSATIOHRYNITIL]BAyUSYR I 43S|[BAK[NSA@] ] JOS | BA] BAK DBUY

DVHYYOVIOVYILLIVVIVILIBYVILYIVILIOIVIIDVIVYIVDINIILODDDIVILLY
nipnpperyuHnaTupnasLa[[SIjodJdsyagsLnnasy[BALT NSy BA

V333593V)3339VI2LVIIIILIDLLILLINIIDNIVYYYVIDLIVLYLINNINYYI))
BAYATDASYOIJSTHA[ T BIYNATOYJOYJAT DA DUSYSKTSL)ILN0]BUYS 704

JVHIYVILLIVIINDIIINIIILLIIDIDDIBVIDNIDDLVIIVIIIINLLYVIDYIINLY
dSySALT9YJSIHATDOIJOIJOYJRTYATHIBSAT DA DASYN] oI Jnoe] oI Go)

IT anbta



180305

Figur 12

EcoRI
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rstl
Spalting
- EcoRI
-
trp
EcoRI-Pstl Spalting
P Pstl .
EcoRI— StI0.5 Kbp T‘V




180305

1274
LVl

02V
oyl

09¢
021

00¢€
001

0ve
08

081
09

021
0¥

09

VOLIDVIVV.LIDLILOLVVIILLD
W7 J9gSATRYJOSIONOI N

LLLLLOVLVLIDVVVDVIDDDLIIVOOVIVYVVIILVIDLLIVVVLY.LOVIDDDLIVY D)
AYJna AT eIYSATUIDAINOIJA] DAY SLTIISAT OO SATIALUT DAT DAY BAY

VVVDLIVIDOLOLYLIDLLOVIZVIVLYVVDIVYILIDIIVLLIIVLIVVIVLIVVIVYLIL
SANO’IRTY [ BAJLLdL]JBSUY] JK]SLTBY JOSBIY AL JYLUSY IR LUSYUSY 1DG

VVDDLLVOOVVDLLLLLLOLLLDLOVDLY DDV LL AL I IBYVLOLLIDY LIVLLYOVYDD
n{Hne’8Jayn|nayoyJoydsaan| pdsyay] [ BAPS|SA o8 Ynana 84yL|y

e<w<<cc<<cp<eucwhuo<h&com<<aomwcwuac<cc<<<ua<euucpceec<oc<u<
dSyn[nsL}oRe YN L] BIyusye Y 4eS[[BAK [ DSATR [ JOS[ A RAK | NBY

DVOYYHYIDVVILLOVVIVLIDVYILVIVILIOIVDIDYIVYHVDDIIILODINIVILLY
nIHNIHEIYUIHNBU]HNLTISATO| [ STHOIJdSYJaESAN[ HBAY [BAK[DASYBY

<cuoucu<cuuuu<ug&<uuou&uo@p@pﬁgcccccu<<@<,ouu<pupowcuo<<uoo
34y A[DASYOIJSTHO| T BIYNTYJoY 4K DA DUSYSATIISUALNST3IYSATO1Y

JVHOVVILLIVIINDIIIDIIILLIINIDDIDVINGIDOLYDOVIIIINLLYIDYIINLY
dsys£TayqdsIfA1noadoadaydey L[ gaogh[ DA DSy noagnareyo.a)ay

€T anbta



180305

Figur 14

ptrp 78I

Tcr/l

EcoRI
Pstl
Replikerende form ECQRI-RS_’I
Spalting
- - EcoRI
-~—
trp
EcoRI-Pstl "gpalting
Pstl .
EcoRI PStI s kbp TV




180305

444
Lyl

A
ort

09¢
021

00€
001

0¥¢
08

081
09

0¢1
77

09
0¢

<ceuc<u<<hocauyce<<uuyyu
Wd)IDGSKTRIYIOS)DHO I JNO’

LLLLLIVLV.LIDVVVIVINDDLIIVIOVIVVVVIILVDDLLIVVVLVLOVIDDDLIVY D)
QUJNDO ] RIYSA U DA NOAJK ) DAY SAJIBSK DO SATIL LU DA DA 3.0y

VVVDLIVIDDLOLYLODLLOVIIVIVIVVYDOVVILIDIIVLLIVIVVIVLIVVLVVLOL
SATNO’ RV [ CAJKLdA]JOGIY ] JA] SKT]BUYIDGBIY UKL USYILLUSYUSY IO

<<ccsh<uo<<wwhﬁmyeo5_bw;c<u&<uuo<&&ceu;|<<Foeeuu@eu<99<u<<uu
nHnoT3dynipayJoydoy L3S ndsy.ay], | BAH3S|sA jogR [y no o 84yL] ]

LVDVVDHVVHLVLINDLIOVLLDILVYLIYODVDLOVIDVYVILVLILOLOLLOVOVIY
dsyn{nsATIofeyno AL BIYUSYR]Y4G [BAKT)SATO ] JOS[RATRAK | DBAY

DVHVVHVIDVVILLIVVIVLIBYVILVIVILIIIVIIOVOVYOVHHDIILIDOIIVILLY
YN[ HRIYU]HNeTU PNISAT]O[ ] STHOUJdSYJagSAN[DBIY [RAK[DASY ] EA

VDIIDDIVDIIIIVIILVIDIDLIILLILLINGNNNIVYDYYIOYIVL D100V
8yA1dSY0dSTHa ] BUynaTaydoy A1 DA PUSYSATAG A N3y SET0y

o<cw<<u99u<uuccouucuuuphuucuwuuu<uccuouh<cu<coooceh<uc<ouuﬁ<_
dsysSKJaYdSIHATDoLdodddYyde YA DIDSA DA DdSyR[NOdndTR[YOJ IO

~

ST anb1a



180305

Figur 16

EcoR1
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rstl]
spalting
- - EcoRI
_——
trp
EcoRI-Pstl Spalting
Pstl .
Ecom- Pst I0.5 Kbp Tz%

EcoRI

-
trp
CSia3g

pTB 765

Tcy

Pstl




180305

K44

Lyl

0cy
vl

09¢
021

00¢€
001

0v2
08

081
09

0¢l
0¥

09
0¢

¥DLIDYOYYLIDLILOLYYIOLL)
W] J2GSATR[YJDSIDRO0IdNAT

LLLLLIVLYLJOVYVDYIDDNLIIVIOVIVYVVIILYDDLLIVYVLYLIVIDDDLIVYID
SN e[ YSATUIDATNOIJAT DIYLSATIISGAT ONITSATIALUT DA DAY BY

VYVDLIVIDOLOLYLODLLOVIIVIOVLYVYIOYVILDDIIVLLIVLYVIVLIVVLIVYLIL
SN[y [BAJALAILJOSIYLJALSATBIYIOGBIY AL JYLUSYIALUSYUSYIDS

¥VOOLLYDOVYOLLLLLLOLLIDLOYDLYDDOVLIDLOLYYYLOLLODDLOYLLYDYYDD
n[HnaTBayn|nayJeydeydskn[ndsyyL ] eASA)SATIogR YN o 8y A1)

LVDYYDDYYDLVLIIDOLIOVLLDD VY LIIPOVDLOVDIVYYILYLILOLOLLOVDDY Y
dSyn|nsA3oHe[yno AL ayusye eS| AK DSATO[ [ JOS [ BATEAK] DBIY

DYDYV DY IDYYILLIVYOVLIDVYILYIVILIIIVIIDYIYYDYDODIILODDDIVILLY
n[Hn[Ne[yUIDNTUHNATSATO[[ STHOIddSYIBSSATN] DBUY [ EAK] DASYEA

¥D22990¥8I330¥IILYIDIDLIILLILLIDIDIDIVYOYDYDVLILIDIIDVY I
B4YADASYOIJST 2 [ 34YnaToYdoydh Dk [PUSYSATLaghAI N8Iy SAT0

I¥DDYYILLIVIINDIIINIIILLIIDIDDIOVIDDIDILYHBYDIIIDLLYIDVIINLY
dSySATOY4SIHA])OI0IdOYJR YA DIaSKTDATDASYN[NOIgnaTTR] YOI 4}a

LT -anbtg



180305

Figur- 18

EcoRl

trp
Pst I //, e
Ap

ptrp 781

Tt;/

EcoRIl
Pstl
. EcoRI-Rstl
Replikerende form
Spalting
. EcoR]
-~
trp
EcoRI-Pst] Spalting
Pstl .
EcoRl] PS'IOS Kbp ﬁj/

trp

Pstl

cS /2
pTB 174

Tc;/




180305

R 4744

LYl

0cy
0¥l

09¢€
021

00€
001

0¥¢
08

08T
09

0¢t
0¥

09
0¢

VDLIDVIVYLIDLILOLVYIILLI
WJ3I9§SKTR]YJOSIOHOI NS

LLLLLIVLYLIOVYYDYIDDDLIDVDIVIVYYVIILYDDLLIVYYLYLIVIDDDLIVY DD
YJNITI[IB[YSATUIDATDOIJA] DIYLSLTIRSATONATSATIA LU DA HIY ] 3JY

<<<chucouceu&<eccyec<oo<o<a<<<cc<<oeccuu<eho<w<<u<pu<<e<<eue
SANeRY [ BAJALdI]I9SIY L JK[SA]BIYIOGBUYIA]JY[ USYJALUSYUSY IS

VVODLLYDOYYDILLILLILILOLDYDLYDDIVLLOLOLYYYLOLLIDDLIVLLY YYD
N]PNa7T8JyN|NeYJoYJaydegin] DSy YL [eASA)SAT PSR YNO N3 IYA D

LYDYYDOYYDLYLIDDLIVLLDO 1YYLIN29YD LY DIYYYILYLILOLOLLOYDDY DY
dsyn{nsk3ofe[ynadL]8ayusye]YeG|[BAA[NSATD [T JOS [ BA[ BAK | NBIY

DYDYVOVIDVYVILLIOVYIVLIDYYILYIVILIIIVHIDYIVYIYIDDIILIDDNIVILLD
nipnipeyuIpneauUIHnaISATo[STHOIddSyIagSAIN]HIIY[BALTDASY [ BA

¥D209VD0003YIILYIDI0LIILLILLIDDBIIYYYYYIDLIVLELIDNIDVY D)
BUYA[DASYOUJSI|3]]84yN01aY4aYdA| DA DUSYSATSK) 1AL NSTB1YSAT0I

JYHDVVILLIVIII53330I333LLIDDIDDIIVIDDINDLYHOVDIIINLLIYIDVIINLY
dSys&1oYdsIHA1po2doddaYdR] YA DI8SA DA hdSyn[noadnaeyoadol

6T ' anbta



180305

Figur: 20

EcoRI

ptrp 781

Tt;/

EcoRI
Pstl
EcoRI-Rst!
Replikerende form .
Spalting
EcoRI
-
trp
EcoRI-Pst! Spalting
Pstl .
EcoRI PS?I°5 Kbp T;/




180305

K44
L¥1

0c¥
0¥l

09¢
0¢1

00€
001

0¥2
08

081
09

0¢t
0¥

09
0¢

YDLIDVIVY.LIDLILOLYYIILLI
ISR EINY & (-3 S BEINE B R )

LLLLLIVIVIJDVVVDYIDDDLIIVIOVIVYYYIILYDOLLIVYY.LY.LOVIDDOLIVYID
PYJNOTO [ RIYSATUI DA DOIJA] DLYLSATIBSAT YR [SLTILLUT DA DY BY

VYYDLIVINOLOLYLODLLAYIDYIVLYVYIIVYILDDIOVLLIVLYYIVLIVYLYVLIL
w»4=m4w~<~m>g»ka;9umm;:%Lmemhqmg<gmmwL<L>HL:H:W<L»H:m<=m<me

YYDOLLYDOVYOLLLILLIOLLLOLOYOLYDDOVLLYLOUBYYLILLIDY LOVLLYDYY DD
n{Hna3.yn|HoYJaY4eydsAIn] HAsyLy] | BASSISATIOSR YN TRBIYATD

LYDYYDDYYDLYLIDDLIIVLLDIIVYLIDLOLOLOYDOYYYILY LOLOLOLLOY DYDY
dsyn[nsAT3oHR[YNOTIALBIYUSYR]YSK)[BAK NSATO [ JOSTRA[BAK HBIY

DYDYVHVIHVVILLIVYIVLIOVYILYIVILIDIVDIDVIVYIVIDDIILDDDDHIVILLD
NIYN{HR[YU[ NS U ANITSAT][[STHOIddSYJOSSATNTNBIYTRALTDASY T BA

¥922903¥92033V23LVIDIDLIILLILLIDDIDDIVYOVYOLY[OYLILIDDIDYY99)
84y K[ DASYO.dSTHA[] BIYNITOY4OYJK AT HUSYSATUIS AL D78y S K0

JYDDYVILLIVIIBNIIINIIILLIINIDIIDYIDDIDDLYHIYHIIINLLYIDVIIDLY
dSySAToY4STHA]DOIJOIdoYJR]YA[DIOSA[ DA DASYN[NoddnaTe]yodq]ap

TZ #anbta



180305

Figur. 22

EcoR!}
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rstl
Spalting
EcoRI
-
trp
EcoRI-Pstl Spalting
Pstl .
EcoRl— Pst I0.5 Kbp Tc/

trp

<

€sS/3
pT8B 779

Tcr/

Pstl




180305

Ny

Lyl

0ch

vl

09¢
021

00¢
001

0¥e
08

081
09

021
0¥

09

VD1DOVIVY.LIDLILOLYYIOILLD
UJFJOSSATR]YIOSIOHOIGNO]

LLLLLOYLVLIDYYYOYIDNLIIYDDYIVYVYIILYDOLLIVYYLYLOYIDDDLIVYD)
OYJNaTa[ [ B[ YSATUI DA]NOIJA] DIYLSATIOA YR TSATIALU[ DAT DIYLBIY

YYVDOLOVIDDLOLYLOOLLIVIOVIVLIYYVIDVYILDDIIVLLIVLIYYIVLIVYLYYLIL
SAInaTTe Y [BAJALdI]J9SIYLJKLSATBIYI8GBIYIAL JY USY IR USYUSY LG

VVDDLLYDIVYDILLOLLOLLLSLDYDLYDDOVLLOLDLYYVLOLLIDBLIVLLYDYVDD
n[pna8Jyn[noydeydaydHaSn|ndsyay] 1 eASA)SATIoSE] ynono 8ayL1 D

H<c<<cu<<up<suocpoo<heuou<<huchchcec<cc<<<us<suacauphw<cc<u<
dSYn[nSKTI9HR[ YN LK BIYUSYR]YSK)[BAK[DSATO[TJOSIBATRAK] DBIY

DYDYV HYIOVYILLIVYIVLIOVYILYIYILIDIVIIDYIVYIVIDDIILDDDDIVILLY
nionpe[yunauHne sAa[ STHOIddSyagSLNTn3Iy[eAKNASY]BA

¥02399VDI00VIILYINIBLIOLLILLIIDDDNIVYEYY 25OV ILIDDIDYY )
ML<h~wam<0memIm—HML<=®4m£m®£mh~wh~wcw<Wh LﬂWLhH:OJML<mh40L&

¥DOYYILLIVIIDNININIIILLIINIDDINYINNINDLYDIYHIIIDLLYINYIIDLY
dSySATOYJSTHA[DOId0IdoYJR] YA NIOSATDATNASYNNOIJNaTR Y01 ) 0N

€Z anb1g



180305

ptrp 781

Tcy

EcoRI
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rst]
. Spalting
— - EcoRI
—_——
trp
EcoRlI-PstI Spalting
Pstl .
Ecc\ﬁ’l_ Pst I0.5 Kbp Tc/




180305

Yy

Lyl

0c¥
o1

09¢€
0¢1

00€
001

0v¢
08

081
09

0¢t
0oy

09

.02

¥YOLIOVIVYLIDLILOLYYIILLD
L BEBREINT G- REINGES OB B LT

LLLLLIVLYLJIDVYVOVIDNDLIIVIIVIVYYVIILYDOLLIVYVLYLIVIDDNLIVYDD
OYJnaB[TBIYSATUIDATDOIJAT DIYLSATTIDGA YNOTSATILLUT DA DIYLBAY

YVYDLIVIDOLOLYLIDLLOVIIVIVLYYVIDVYILDDIIVLLOVLVYIVLIVYLYVLIIL
SKNOTR[Y[BAJKLdILJISIY]JKLSAT]BIYIDSBIYILLJYLUSYJLLUSYUSYIDS

YYDOLLYDOVYD LLOLLILLL Y DLYDOVLLY LD DYV LOLLIDYLIVLIY DYDY
n[DneT3Jyn|naYJdaydoydesn ndsyyL | epegsATI0SR Yoo 34y A D

e<m<<oc<<ch<pucubuo<hscou<<eucwoecpc<uc<<<oe<pupchuehc<wc<u<
dSyn|nSAIOHB[YNATIABIYUSYRIYSAK)[RAA[NSATO[I oS [ BAIRAK DBIY

DYOYYDYIDYYILLOVYIYLIDVYILYIYILIIIYDIDYDYYDYDDDIDLDDDDIVILLY
nipnipe yupnaTUIHnaISLTa[[STHOIddSyJoSSATIN[ NIy BALT DASY [ BA

<cuuccu¢cuuuu<uue<ucucpuupeueeucuuccu<<<<<uuhu<euhuwcuu<<uuu
34y A]DASYOJJSTHO[] 3UyNaTTay4aydA[ DA DUSYSATSL)IALNDTTBIYSKO1]

J¥DDVYILLIYIIDDIIINIIILLIINININYIDNIDILYIOYDIIIDLIVIOYIIDLY
dSySATOYdSTHA[DOIJOIdaYR]yA]DIdSA] AT HASYN]HoIdnaTTe y0I]3oK

GZ Inb1g



180305

Figur: 26

EcoR1
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rstl
Spalting
- T EcoRI
-
trp
EcoRI-Pstl g5paltina
Pstl .
Ecom— F‘“IO.S Kbp 1-7




180305

h44%

Ll

0gv
01

09¢
021

00€
001

0ve
08

081
09

0¢l
0¥

09
0¢

¥HLIOVIVYLIDLILOLYYIOLLD
WJ}JOSSATRYJI2SIOROIIND]

LLLLLOVLV.LIDYYYDYIDDDLIIYDDYIVYYYIILYDDLLIVYYLYLOYIDINLIVYDD
oy4nafe [T B[ YSATUI DA DOIJA ] DIYLSATIOSAPNOTSATIRLULDA] DIYLB Y

YYYHLIYIDHLOLYLDDLLOYIIVIYLYYYDDYYILDDIIVLLIVLYVIVLIVYLVYLIL
SANO R Y[ BAJALdILJOSIY K] SLTBIYIOGBIYJALIYLUSYILLUSYUSY DS

VYDOLLYDAVY DO LLOLLALIL S DY DLYB0OVLLE Lo (DY Y LILLIDY LIV LLYDYYDD
n{nna73Jyn|naydeydaydas|n yndsydyl [ ey+es|sATIegeynena 3.y £ 1Y

h<u<<uu<<ch<suwwhuu<hewuH<<e0mm@@csc<cc<<<oe<euﬁmhuhhc<uu<u<
dSYN[nSKTIOHR]YNATJIL]BIYUSYR[YRS|[BAL[NSATR[IJ9SBATBAAT DB Y

DYDYVOYIDYYILLOVYIYLIDVYILYIVILIOOVDIOYDYYIYHODIILIDDDIVILLY
n[Hn{He[yu[HnaTu[ NNeTSATR[ISTHOIddSyJogSAIN[HBIY[BARTDASY[EA

¥522993¥5333IVIILYIDIDNLIILLILLIDDNDNIOVYVYYVINLIVIDLINOINYYII)
B4y L[ NASYOIJSTHB[] 84Yna1aydaydh DA NUSYSATSKYIALNDTBIYSLOdY

IVHOVYILLIVIINNIIINIIILLIININNIDYINNINDLYDIYDIIIDLIYIDYIINLY
dSySKTaY4SIHATDOIJOIOYJR YA DIBSK[NA[DASYN[NOIdnaTTe YOI dFay

Lz anbtg



180305

Figur- 28

EcoRI
Pstl
Replikerende form EcoRIL-RstI
Spalting
— - EcoRIl
—
trp
EcoRI-Pstl Spalting
I Pstl ]
EcoRI Pst 05 Kbp T‘/




180305

R4

Lyl

02V
0vl

09¢€
0¢1

00€
001

0¥¢
08

081
09

021
0¥

09
0¢

¥DLIDYDOYYLIOLILOLYYIILLI
mJa}JogSATRYJOgIOH0IdND"

LLLLLOVLVLIOYYYHYIDHHLIIVIDVIVYYYIILVDDLLIVVYLVLIVIDDDLIVVID
8Ydna eI e[ ySATUIDATDOIJA] DIYLSATIOGAT YN TSATILLUT DA DIYLBIY

YYVOLIVIDOLOLYLOOLLOYIIVIVLIVVYDOYYILDNIDVLLIVLYYIVLIIOVYLYVLIL
SKInaTTe[Y[BAJALdJLJ0SIY] JK]SA]BIYJOgBIY AL JYUSYJLLUSYUSY DS

VVDOLLYDOVYDILLOLLILYLDL{0YDLYDDOYLLDLOLYYYLILLIDDLIVLLYDYY DD
n{HneT8Jyn|noYJoydoyd+eSin] ndsyJyl 1 eAsA)sATIogE [ ynana8yA )

LYDYYDOYYDLYLIDDLIOVLLDILYYLD m¢<oecccc<<¢oa<euachceec<cu<c<

- dSYN{nsAT3oHe YNoTIALBIYUSYR] Y455 BAK [ DSATO [ [1OS[BATRAKT DY

DYOYYOYIDYVILLIVYIVLIDVYILYIVILIIIVDIDYOYYIYIINIILDIHDIYHLLY
n{HN{HE[YU[HnaTTU] HnaTSATR[ [ STHOIJdSyJagSATN[NBIY [RAKTDASY T BA

¥5229DIVDIIIIVIILYIDIDLIILLILLININNNIYY DY Y9IV LI LIDNINVYII)
3JyA[DASY0JJSIHa]] BIYNaToYdoy4A DA NUSYSKT435|dA N0 BIYSATOIY

JYHHVVILLIVIIDDIIINIIILLIIDINDIIVIDDIDILYDIVIIIINLIYINYIIDLY
dsysATaY4sIHL1D01d0addYqR YA )IaSAT AT NASYNTNOIdnaTe]yoddIo

6¢ anbta



180305

Figur 50

EcoRl
Pstl
Replikerende form EcoRI-Rstl
Spalting
— - EcoRI
-—
trp
EcoRI-Pstl gpaltina
RI Pst1 Pstl ’
Eco— s Kbp T‘/

trp
CS/a%

pTB 780

Tc7

Pstl




180305

R4

LVl

0gv
0vl

09¢€
0¢1

00¢€

001

0v¢
08

081
09

0¢l

0¥

09
0¢

¥DLIDYOVYLIDLILOLYYIILL)
WJIJOSSATTRYJIOSTONOIYNS

LLLLLOVIVLODYYYDYIDHBLIIYDDYIVYVYIILYIOLLOVYYLYLIOVIDODLIVY DD
oYJnaTfo[ [ B1YSATUIDA] DOIJAT DIYLSKTIBSA] DNOTTSATIALU] AT DIYLBIY

YVYYDLIVINOLOLYLYDLLOVIOVIVIVVYDIVYILNDIIVLLIVLYVIVLIVYLYVLIIL
SKna e Y[BAJLLdU]JBSIY]JLLSLNBIYIOGBIYJALJYLUSYILUSYUSYIOQ

YYBOLLYDIVYDOLLOLLOLILD L] nvalyDovLLAL By LOLLIDY LIV LLY DYDY
n{pna8ayn]naydaydaydiag|n] ndsyy] eAHes|sATIogR YNo a3 YA D

LYDYYDOVVDLYLIDDLIIVLLDIIVYLIDLOLOLOVDDVYYILYLILDLOLLOYDOY DY
dSyn|nSAT3oHe [ YNTIALBIYUSYRYSA)[BAK[ DSATO[ [ JOSTBATBAK[DBY

o

JVOYYHYIOVYILLIVYIVLIBYYILYIVILIJIVDIDVIVY OV DINIILIDDDIVILLD

N[DN[DEIYU[DNSTUIPNRTISATR I STHOJdSYJaSSATNNBIY [EAKTDASY [ EA

¥022093¥DI32IVIILVINIDLIILLILLINIDONIVYOVYHOV|IYLILIDDIDYYII)
8YKDASYOJJSIHD[] 34y NaToYJaYJA [ DA DUSYSATuagALNDTBIYSAT0

QVDDVVILLIVIIDDIIIDIIILLIINIDDIDYINDIDDLY HIVHIIIDLLYIDVIIOLY
dSySATaYJSTHA[DOIJOIdBYJRT YA NISA[ DA )dSYN] DOIdnaTe]y0I43 oK

1€ -anbtg



180305

Figur- 32
A EcoRI
~~—
Pst I , 1rP
Ap
ptrp 781
EcoRI
Pstl
Replikerende form EcoR1-~Rst]
Spalting
- - EcoR]
-
trp
EcoRI-Pstl Snaltina
P Pstl .
Ecom_ s”0.5 Kbp Tc/




180305

Figur: 33

280 NacCcl
2.0M

cs1

s 4

O 320 €0 min.



180305

Figur 34

Ccs23

N\ essa o

csl2

CcCs13

' csl1l4
_____/\_/\_‘-\____‘

o 30 60 min-



280

Figur« 35

180305

NacCcl

CcCsl1l234

60 min.



180305

Figur¢ 36
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