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A taldlmany humén 2ZP3 aktivitéssal‘vagy legalabb részben
human ZP3 antigenitassal rendelkezd polipeptidre vagy annak
funkcionalisan megfeleld szarmazékara, valamint a polipeptid
epitopjara és a polipeptid, illetve epitopja elleni anti-
testre vonatkozik. A tal&dlmény kiterjed az e polipeptidet
k6dold nukleinsav-szekvenciadra, az ezt tartalmazé vektorra
és a vektorral transzformialt gazdaszervezetre. A talalmany
szerinti polipeptid vakcina és diagnosztikai készlet eldal-
litasara hasznalhaté. A vakcina hatésos fogamzésgétlggzer—
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peptid vagy annak funkciondlisan megfeleld szarmazéka ké-
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A megtermékenyitési folyamat sorén az emlds ivarsejtek
k&zotti elsd kdlcsdnhatiast a spermiumoknak a ndi ivarsejtet
kdriilvevd zéna pelluciddban (ZP) talalhatd fajspecifikus re-
ceptorhoz valé kdtddése kdzvetiti. A ZP egy a sejten kiviili
4llomany, amely harom, a ZP1, ZP2 és ZP3-nak nevezett gliko-
proteint tartalmaz, melyek kdziil a ZP3-t azonositottdk sper-
mium-receptorként [Wassarman, Development, 108, 1-17
(1990)].

Szamos, mind sertés, mind egér ZP proteineken végzett in
vitro és in vivo tanulmany arra utal, hogy a 2ZP3 az immun-
kontracepcid kifejlesztését célzd kisérleti stratégiak fon-

tos cél-antigén jeldltje lehet [Henderson és munkat&rsai, J.

3, 325-343 (1988); és a benne foglalt iro-

Reprod. Fert.,
dalmi helyekre vonatkozd hivatkozasok]. A nemrégen végzett
egér petefészek cDNS expressziés génkonyvtar anti-egér ZP3
ellenanyaggal vald vizsgalata segitségével az egér ZP3 cDNS
klénozasa és jellemzése fontos lépést jelentett a fenti cél
elérése felé [Ringuette é&s munkatarsai, Developmental Bio-
logy, 127, 287-295 (1988)]. Ezt kdvetden ZP3 cDNS prébakat
hasznaltak a megfeleld ZP3 kromoszomdlis DNS izolaléaséara
[Chamberlin és Dean, Developmental Biology, 131, 207-214
(1988); Kinloch és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
85, 6409-6413 (1989)].

A ZP3 fogamzasgatld célra vald felhasznalasanak lehetd-
ségét hangsilyoztdk azok a tanulményok, amelyek ndstény ege-
rekben hosszG ideig tartd infertilitdst mutattak egy egér

ZP3 aminosav-szekvencidjabél szarmazd oligopeptiddel valod

vakcindzast kdvetden [Millar és munkatérsai, Science, 246,
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935-938 (1989)].

Emberben immunfogamz&sgiatld célra egér polipeptidek nem
alkalmasak, mivel a ZP3 spermium-receptor fajspecifikus.
Ezenkiviil, nemhumidn eredetl polipeptidek nemkivénatos immun-
valaszt valtanak ki emberben. Ezért, egy a humdn spermium-
-receptoron (vagy egy részén) alapuld biztonsdgos é&s hatékony
fogamzasg4tldé vakcina kifejlesztéséhez az kell, hogy a humén
ZP3 polipeptidrdl nyert informéciék, illetve a human ZP3 po-
lipeptid rendelkezésre &lljanak.

NSi ivarsejtekbdl elégséges mennyiségl humdn ZP3 poli-
peptid izoldlasa természetesen nem lehetséges. Sikeriilt
azonban a human gént azonositanunk, és szekvenciajat tisz-
taznunk. Ez megnyitotta a lehet&séget ZP3 polipeptidek
és/vagy ZP3 polipeptid fragmensek rekombinans DNS technold-
gidval vagy szilard fazisl polipetid szintézissel tdrténd
eldallitasara

A taldlmany targyat tehdt egy a hum&n 2P3 polipeptid
legalabb egy részét kédoldé Gj rekombindns DNS molekula ké-
pezi. Az emlitett DNS-molekula a 2. &bra szerinti szekvencia
legalabb egy részét tartalmazza.

A taldlmany ugyancsak kiterjed egy az emlitett DNS mole-
kula legaladbb egy része altal kédolt polipeptidre. Az emli-
tett polipeptid tartalmazhatja a 2. &bra szerinti aminosav-
szekvencia legalabb egy részét.

Természetesen, a taldlmdny szerinti polipeptidek funk-
ciondlisan megfeleld szarmazékai, valamint fragmensei szin-
tén a talamany targykorébe tartoznak.

Funkciondlisan megfeleld szarmazékokon olyan polipepti-
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deket értiink, amelyekben egy, vagy tdbb aminosavat kémiailag
hasonléval helyettesitettiink.

A lényeg természetesen az, hogy ezek tovabbra is humén
ZP3 antigenit&st mutassanak. Ez azt jelenti, hogy (lehet&ség
szerint adjuvanssal valé) adagolasukkor humén ZP3-t felisme-
r3 ellenanyagok képzddjenek.

A talalmany szerinti polipeptidek szintetikusan vagy re-
kombindns DNS technoldgidval &llithatdék eld. Szintetikus po-
lipeptidek eldallitadsara szogaldé eljarasok jél ismertek a
gyakorlatban, é&s nem igényelnek tovabbi targyalast.

Polipeptidek eldallitasa rekombindns DNS technolégiaval
41talanosan ismert eljaras, amely azonban sok, némileg kii-
18nbdz8 eredményhez vezetd lehetSséget rejt. Az expressza-
landd polipeptidet egy DNS szekvencia, vagy pontosabban, egy
nukleinsav-szekvencia kédolja. Ennek a nukleinsav-szekven-
cianak kell atirédnia (opcionadlisan) és transzlalédnia a ki-
vant polipeptiddé. Ahhoz, hogy elérjiik ezt a célt, a nuk-
leinsav-szekvenciat &altaldban egy vektorba klénozzuk, amely-
lyel egy gazdasejtet transzformalunk. A vektor képes lehet
dnreplikéaciéra, vagy beépiilhet a gazdasejt DNS-ébe.

Kiildnbdz8 gazdasejtek kiilénb&zd polipeptidekhez vezet-
nek. A prokariétakbél hidnyzanak a glikozilezéshez sziikséges
organellumok. Az &ltaluk termelt polipeptidek nem fognak
szénhidrat oldallancokat tartalmazni. Az eukaridta sejtek
rendelkeznek a glikozilezéshez szilikséges képességgel, azon-
ban az éleszt8sejtek az emlds sejtektdl eltérd glikozilécidt
eredményeznek.

A talalmany szerinti polipeptidek szempontjabdl eldnyds
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expressziés vektor rendszer az, amely a "legtermészetesebb"
glikozilaciés mintat adja. Ennek elérésére az emlds sejtek a
legeldnydsebbek.

A human ZP3 polipeptiden olyan epitopokat is azonositot-
tunk, amelyek fogamzasgatld hatassal rendelkezhetnek. Ezek
az epitopok tartalmazzak a k&dvetkezd szekvencidk egyikének

legaldbb egy részét:

-ThrLeuMetValMetValSerLys-,
-SerArgArgGlnProHisvalMetSerGln-,
-GluValGlyLeuHisG1uCysG1yAsnSerMetGanalThrAspAspAlaLeu-,
—PheSerLeuArgLeuMetGluGluAsnTrpAsnAlaG1uLysArgSerProThrPhe-,
-CysG1yThrProSerHisSerArqArgGlnProHisValMetSerGlnTrpSer-,
vagy
—SerGlnTrpSerThrSerAlaSerArgAsnArgArgHisVa1ThrG1uG1uA1a

AspValesValGlyAlaThrAspLeuProG1yG1nGluTrp-.

Az ezekhez hasonldé kis méretd polipeptidek k&nnyebben
eldallithatdk szintetikusan. Osszekapcsolhatdk azonos vagy
kiilénbdz8 "epitopokkal" is, hogy nagyobb, jobb antigén-tu-
lajdonsagd polipeptidet kapjunk.

A taladlmany szerinti Osszes polipeptid kidolgozé&sanak
egyik célja, hogy felhasznalasukkal fogamzasgatld vakcinat
411itsunk eld. A vakcinadzéas torténhet passziv vagy aktiv im-
munizalassal.

Aktiv immuniz&las céljara a talalmany szerinti polipep-
tidet (esetleg egy adjuvanssal) adagoljuk a ndi szervezetbe.

Az adagolds a ndi szervezetben immunvalaszhoz vezet. Olyan



ellenanyagok képzddnek, amelyek felismerik a petesejten a
humian ZP3-t. Ezek az ellenanyagok fajlagosan a spermium re-
ceptor k&tdhelyéhez kotddnek, és igy a spermiumok nem képe-
sek ide k&tddni, vagy az ellenanyagok ezt a kdtddést térbeli
gatlas révén megakadalyozzak.

A passziv immuniz&las lényege alapjaiban azonos. Az an-
tigén vagy ennek utdnzata helyett az ellene termelt ellen-
anyagokat kdzvetleniil adagoljuk. fgy a taldlmany szerinti
polipeptidek ellen kell ellenanyagokat termelniink.

Ez elérhetd egy megfeleld emlds aktiv immunizacibés séma-
javal. Az emlds B-limfocitait megfeleld idd milva Ossze-
gydjtjiik, és fazidval vagy transzformacidéval folyamatos nd-
vekedéstvé tessziik. Az erre szolgald eljarédsok jo6l ismertek
a gyakorlatban. Az ellenanyagok a folyamatos ndvekedésivé
tett limfocitak tenyészetébdl izolalhatdk.

Van egy probléma azonban az &llati eredetli ellenanyagok-
kal. Ismételt adagolaskor az immunizdlt ndben anti-ellen-
anyag valaszt valtanak ki. Ezért eldnyGs humanizalt ellen-
anyagok hasznalata, vagy ellenanyagok kis részleteinek hasz-
nidlata, amelyek nem vdltanak ki immunvalaszt.

Ellenanyagok humanizdlasdra szolgdld eljéarasok, mint
példaul a CDR-graft eljaras, ismertek [Jones és munkatarsai,
Nature, 321, 522-525 (1986)). Szintén ismertek eljarasok
olyan ellenanyag-fragmensek eldallitasara, amelyek még faj-
lagosak az eredeti ellenanyag entigénjére [Udaka é&s munka-
tarsai, Molec. Immunol., 27, 25-35 (1990)]. Egy mésik lehe-
t8ség, hogy elkeriiljiik a talalmany szerinti polipeptidek el-

len termelddstt ellenanyagok elleni immunvédlaszt, human el-



lenanyagoknak vagy ezek fragmenseinek vagy szarmazékainak a
haszn&alata.

Hum&n ellenanyagok el&allithaték izolalt B-limfocitak in
vitro stimul&dlasaval, vagy izoldlhatdk olyan (immortalizélt)
B-limfocit&kbél, amelyeket a taldlmény szerinti polipeptidek
legalabb egyikével immunizélt nébdl gyUjtéttiink.

A taldlmi&ny egy tovabbi targyat képezi a ZP3 polipeptid
és az ellene termelt ellenanyagok diagnosztikai készletekben
valé felhasznalésa.

T6bb humdn ZP3 elleni ellenanyagot &allitottunk eld. A
gyakorlatban jaratos személy készségén milik olyan anti-idi-
otipus ellenanyagok el&allitasa, amelyek az ellenanyag anti-
gén-kotdhelyét ismerik fel, és ezért mintegy az antigén
"belsd tilkdrképei"-nek felelnek meg.

Ezek az anti-idiotipus ellenanyagok nagyon jél hasznal-
haték vakcindzasi és diagnosztikai célokra.

A mellékelt abrak a taldlmidny szerinti megoldast szem-
1éltetik.

1. abra: az I1, D1 és E1 EMBL klénok restrikcids térké-
pei (A) és a humdn ZP3 gén kromoszémalis lokalizédcidéja. Az
exonokat fekete teriiletekkel jeldltiik. Restrikcids helyek:
S, SalIl; B, BamHI.

2. abra: a human ZP3 nukleotid- é&s aminosav-szekvencia-
ja. Az 1064. pozicidban G, illetve C nukleotidot taldltunk a
kromoszomalis, illetve a cDNS-ben. Ez a nyilvanvald polimor-
fizmus Thr, illetve Arg aminosavakat eredményez. A nyilak
exon kapcsolédasokat jeldlnek. Az exon szdmozasat a koroékben

adtuk meg. A poliadenilacidés jelet al&ahtGzassal jeloltik.
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3. abra: a ZP3 gén méretének cstkkentése emlds expresz-—
sziés vektorba valdé inszertédléashoz. Egy 2,7 kb méretli 2P3
"minigént" &llitottunk Ossze a kdvetkezd harom fragmensbdl:
A) PCR technolégiaval a leolvaséisi kerettel egybeesfen egy-
nissal Ssszekapcsolt 1. exon é&s 2. exon, amely egy EcoRI-
-Xbal fragmenst eredményezett; B) a 3. és 4. exont és az 5.
exon egy részét tartalmazd kromoszomdlis XbaI-Sall fragmens;
C) Az 5-8. exonokat tartalmazd SalI-HindIII ZP3 cDNS frag-
mens (mesteréges 3' BamHI é&s HindIII restrikcibés helyekkel
ellatva). A harom fragmenst EcoRI és HindIII enzimekkel fel-
nyitott pGEM vektorba (Promega) klénoztuk, ezt kévetben eqgy
2,7 kb méret EcoRI-BamHI fragmensként egy emlds expresszids
vektorba inszertaltuk az SV40 promoter nogé.

4. Abra: ZP3 mRNS kimutatdsa a ZP3 DNS-sel és human pe-
tefészekbdl nyert poli(A)+RNS—sel (5 g) transzfektalt CHO
tdmeg-tenyészetbdl eldallitott teljes RNS-ben (15 g).

1. sav: CHO; 2. sav: CHO ZP3 transzformansok; 3. sav:
humén petefészek. Prébaként pGEM-be inszertalt teljes ZP3
cDNS-t hasznéaltunk.

5. Abra: béta-Gal-zZP3 fuzids polipeptidek elddllitasa
7P3 cDNS inszerteket tartalmazd pEX plazmidot hordozd
POP2136 E. coli tdérzsben.

A) Poliakrilamid gél (10 %) coomassie festése és B)
Western lenyomat vizsgalat anti-ZP3-341-360 antiszérummal
(1:150 higités). Balrdl jobbra a kévetkezd mintakat toltot-
tiik a gélre (-, indukcid eldtt; +, 2 o6raval az indukcid
utan) : kontroll pEX; pEX-ZP3A (KpnI-BamHI fragmens; teljes

cDNS) ; pEX-ZP3B (KpnI-Sall framens; az 1-241 aminosavakat
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k6dold, az 5. exonndl csonka CDNS); pEX-ZP3C (KpnI-SphI
fargmens; az 1-102 aminosavakat kédolé, az 1. exon végén
csonka cDNS); pEX-ZP3D (SmaI-BamHI fragmens; az 5. exon 3'
végi fele + a 6., 7. &s 8. exonok, amelyek az 257-372. ami-
nosavakat kédoljak). A molekulatémeg-jelzések (M) a bal szé-
len talalhatdék (kilodaltonban megadva). A baktériumokat 30
°c-on ODggpo = 0,5-1 eléréséig tenyésztettiik, majd két oran
4t 42 °C-on induk&ltuk. Egyenld térfogatokat vettiink ki,
centrifugaltuk, &s a teljes sejtlizatumot vizsgaltuk.

6. abra: kiildnbdzd ellenanyagok koétddése (lasd: anyagok
és médszerek) humén petesejtekhez. A FITC-vel jeldlt mésodik
ellenanyag mennyiségét expozicidémérd késziilékkel mértiik és a
xontroll szazalékaban fejeztiik ki (100 % = sotét, 0 % = flu-
oreszkaldé petesejtek). 1: kontroll; 2: humin zéna pellucida
elleni antiszérum; 3: KLH elleni antiszérum; 4-8: ZP3(93-
110), ZP3(172-190), ZP3(327-344), ZP3(341-360) és ZP3(362-
372) elleni antiszérumok; 9: béta-Gal-ZP3 elleni antiszérum;
10: CHO-ban eldallitott rekombindns ZP3-mal immunizalt harom
egér kevert széruma; 11: harom kontroll egér kevert széruma.
Megadtuk az atlagos expozicids idét a kontroll szézalékaban
kifejezve és az &atlag standard hibajat.

7. abra: a spermium-zdna k&étddés gatlasa anti-zP3 ellen-
anyagokkal (l&sd: anyagok és mddszerek). 1l: kontroll; 2: KLH
elleni antiszérum; 3: humédn zéna pellucida elleni antiszé-
rum; 4: ZP3(93-110) 2ZP3(172-190), ZP3(341-360), &s ZP3(362-
372) elleni antiszérumok keveréke; 5: CHO-ban el&allitott

rekombinans ZP3-mal immunizalt h&rom egér kevert széruma.

Megadtuk a teljes zdéna pellucidahoz ko6tddott spermiumok



- 10 -

atlagos szamdt és az 4tlag standard hibajat.

A kovetkezd példakban ismertetjiik a humadn ZP3 DNS-szek-
vencia izoldlasat, a humadn ZP3 aminosav-szekvenci&jat,
ugyancsak bemutatunk egy eljarast ZP3 antigenitassal rendel-
kez8 rekombinidns polipeptid expresszalasara és egy eljarast
ilyen antigenitéast mutatdé szintetikus polipeptid eldallitéa-
sara. Ezek a példak csupan a taladlmény szemléltetésére szol-
galnak, és nem tekinthetdk annak t&rgykoérét korlatozd megol-
dasoknak.

PELDAK.

Anvagok és Médszerek

A rekombindns DNS technikdk mindegyikénél alapvetden is-
mert eljarasok szerint jartunk el [példaul, Sambrook és mun-
katarsai, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. kiadas,
CSH-laboratory press, (1989)].

A restrikcids enzimeket és a DNS mdédositd enzimeket a
gyartd cégek ajanlasai szerint haszn&altuk.

A humé@n petefészek gtl0 cDNS génkdnyvtarat a Stratagene
cégtdl szereztiik be.

Oligonukleotid-szintézis

Az oligonukleotidokat egy Applied Biosystems 381A DNS
szintetiz816 készililékkel &llitottuk eld, és kdzvetleniil

hasznaltuk klénozasi célra.

Peptidszintézis
Az oligopeptideket sziladrd fazisG peptid szintézissel
4llitottuk eld Fields és Noble dltal ismertetett eljaras

szerint [Int. J. Pept. Prot. Res., 35, 160-214 (1990)]. A

.

.
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k8vetkezd ZP3 peptideket szintetizdltuk (az aminsavakat
harombetfis kédjukkal jeldltiik):
~ZP3(93-110):
GluValGlyLeuHisGluCysGlyAsnSerMetGanalThrAspAlaLeu
-7ZP3(172-190):
PheSerLeuArgLeuMetGluGluAsnTrpAsnAlaGluLysArgSerProThrPhe
-ZP3(327-344):
CysGlyThrProSerHisSerArgArgGlnProHisValMetSerGlnTrpSer
-ZP3(341-360):
SerGlnTrpSerThrSerAlaSerArgAsnArgArgHisValThrGluGluAlaAspVal
-ZP3(362-372):
CysVa1G1yA1aThrAspLeuProG1yGlnGluTrp.

Ellenanyaq eldallitésa

Poliklonalis szérumot allitottunk eld kiilonbdz& antigé-
nekkel:

- Teljes humdn zéna pellucida. Soban tarolt human zdéna
pellucidat hével szolubilizaltunk és Freund adjuvéanssal ke-
vertiik 8ssze nyulak immunizdl&s&hoz. Az antiszérum titereket
sertés ZP-proteinekkel bevont 96 valyulatd mikrolemezeken
vizsgaltuk.

- Béta-Gal-ZP3 fuziés protein. A fizidés proteint, annak
oldhatatlansigat kihasznalva, ultrahanggal kezelt baktériu-
mokbél részlegesen tisztitottuk, és SDS poliakrilamid gél-
elektroforézissel (SDS-PAGE) szétvalasztottuk. Elektro-le-
nyomat technikaval a proteineket nitrocelluléz szlrdre vit-
tiik 4t. A hibrid proteint hordozé részt kivagtuk és DMSO-ban
feloldottuk. Ezt 1:1 ar&nyban Freund adjuvanssal kevertiik,

és nyulak immunizédl&sara hasznaltuk.
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- CHO altal termelt ZP3. Hasonld eljérést kovettilink a
kinai hdrcsdg petefészek (CHO) sejtek altal termelt ZP3 pro-
tein esetében. A koncentrdlt tenyésztd folyadékot SDS-PAGE
médszerével szétvalasztottuk. A 40-60 kilodalton kozé esd
részt kivagtuk, és egerek immunizéldsdra hasznaltuk.

- Oligopeptidek. A szintetizalt peptideket fizikai el-
jarassal kiirtéscsiga hemocianinhoz (KLH) kotottik és nyulak-
ba oltottuk. Kontrollként egyes nyulakat csak KLH-val immu-
nizaltunk. A szérumokat peptiddel bevont 96 valyulatG mikro-
lemezeken vizsgaltuk.

Human peteseijt fluoreszcens vizsgalata

Séban tarolt megtermékenyitetlen humén petesejteket (egy
IVF program keretében spermiumokkal vald 48 Oréas inkubéaciét
kdvetden) antiszérummal (1:50 higitas A pufferben [PBS + 5 %
BSA]) inkubaltunk. Harom mosads utén a petesejteket egy maso-
dik (sertésben termelt, FITC-vel konjugalt anti-nydl vagy
anti-egér, 1:100 higitads A pufferben) ellenanyaggal hoztuk
bssze, és 1 éran at 37 °C-on inkubdltuk. Harom tovabbi mo-
sast k&vetden a fluoreszcencidt Nikon mikroszképpal és expo-
ziciémérdvel mértiik. A nem festddétt (negativ) kontroll pe-
tesejtek s&tétek maradnak hossza expoziciés idd mellett, mig
a pozitivan festdddtt sejtek zdéna pellucidaja révidebb expo-

ziciés iddvel rendelkezik.

Human spermium-zéna koétési vizsgdlat
Humin petesejteket (lasd fent) nyllszérumban inkubal-

tunk, haromszor mostuk pufferrel (BWW + 3 % BSA), pufferben

(kontroll), illetve ellenanyaggal (higitatlan, 37 °C, 1 ora)
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inkubaltuk, haromszor mostuk, és cseppnyi human aktivalt
spermiumba (107 spermium/ml, 37 °C, 16 6ra) helyeztiik. A
lazan megtapadt spermiumokat ismételt pipettadzédssal eltavo-
litottuk a petesejtekrdl. A kdtddstt spermiumokat fixaltuk
és 1 % glutiraldehidet és Hoechst-t (H33258, 20 g/ml) tar-
talmazé BWW-el festettiik, és a kétddstt spermiumok szamat

fluoreszcens mikroszkép segitségével megszamoltuk.

EREDMENYEK

Egér ZP3 prdéba szintézise és konstrukcidja

Egy 135 bazisparbél 4116 egér ZP3 probat allitottunk eld
nyolc (27-51 bazisbdl &4116) szintetikus oligonukleotid 6sz-
szekapcsolasaval. Ezt a fragmenst, amely tartalmazta az egér
gén 5. és 6. exonja egy részét [771-909 pozicidé, Ringuette
és munkatarsai, Developmental Biology, 127, 287-295 (1988)]
egyedi 5' BamHI és 3' HindIII restrikciés helyekkel lattuk
el, és pGEM3 plazmidba (Promega) klénoztuk. Ezt k6vetden

igazoltuk a nukleotid-szekvenciat.

A human 2P3 gén klénozésa és jellemzése

Egy humin EMBL3 kromoszomilis génkdnyvtarat 32p-vel je-
181t ZP3 prdbaval vizsgadltunk (a fent ismertetett 135 bp
fragmenssel). Harom egymdst &tfedd EMBL klén erds hibridizéa-
ciét mutatott, és ezeket részletesebben jellemeztik. Ezen
klénok egy részének fizikai térképét az 1. dbra mutatja se-
matikusan. Az I1 é&s D1 klénokbdl a restrikcids fragmenseket
PGEM vektorokba é&s M13mpl18/19-be szubklénoztuk, és a human
gén kromoszomdlis jellemzésére haszndltuk. Ez magaban fog-

lalta az egér ZP3 szekvenci&bél nyert 32p-vel jeldlt oli-
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gonukleotidokkal végzett Southern lenyomat vizsgalattal az
exonok lokalizAdlasat, és az ezt kdvetd szekvenciavizsgala-
tot. Amint azt az 1. abra mutatja a human gén 8 exonbdl all,
amelyek koriilbeliil 20 kilobéazis kromoszomidlis DNS-en oszla-
nak el. Mindegyik azonositott exont konszenzus illesztési
donor és illesztési akceptor jelek (az abra nem mutatja) ha-
tarolnak. Az Osszes exon szekvenciavizsgédlata alapjéan a ZP3
gén teljes k6dolé szekvenciadja kikdvetkeztethetS volt (a 2.
dbra mutatja). A humén ZP3 gén egy 372 aminosavbél &allo,
41437 Dalton szamitott molekulatdmeggel rendelkezd polipep-
tidet kédol.

A hum&n ZP3 cDNS klénozasa

A humdn petefészek cDNS génkoényvtarat (gtlo) human ZP3
1., 5. és 7. exonokbdl nyert 32p_vel jeldlt fragmensekkel
vizsgaltuk. Ez néhany olyan cDNS részlelet eredményezett,
amelyek a ZP3 kdédold szekvenciédjénak csupén a 3! végi felét
tartalmaztdk (5-8 exonok).

Harom egymastdl fliggetlen cDNS k1ldén szekvenciavizsgalata
igazolta az eldzdleg meghatarozott kromoszomalis ZP3 szek-
vencia helyességét, a 7. exonban talalhatd egyetlen nukleo-
tid kivételével (lasd 2. abra). Az 1064. nukleotid-pozicid-
ban G illetve C nukleotidot talaltunk a kromoszomalis-, il-
letve a cDNS-ben. A kédolt aminosav-szekvencidban ez egy ar-
ginin, illetve egy treonin aminosavat eredményez a 345. po-
zicidéban. Ez a szekvenciaeltérés valdésznfileg a human ZP3
génben és polipeptidben jelentkezd polimorfizmust képviseli.

Rekombindns ZP3 expresszidéja CHO sejtekben

A CHO sejtekben vald expresszid céljabdl a ZP3 gén mére-
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tét oly mértékben kellett csdkkenteniink, hogy egy enlds exp-
ressziés vektorba valé inszercié lehetséges legyen. Kiildnbd-
28 7ZP3 DNS fragmenseket a 3. &bran bemutatott "minigénné"
41litottunk G6ssze. Az 1. és 2. exonokat PCR technolégiaval
[Horton és munkatarsai, Gene, 77, 61-68 (1989); Yon és
Fried, Nucl. Acids. Res., 17, 4895 (1989)] kapcsoltuk Ossze,
és 5' végi EcoRI, illetve 3' végi Xbal restrikcidés helyekkel
1attuk el. Ezt kovetden ezt a DNS fragmenst ligdltuk a 3. és
4. exont, valamint az 5. exon egy részét hordozé kromoszoma-
lis XbaI-Sall fragmenssel, és egy SalIl-HindIII fragmensen az
5-8 exont tartalmazd cDNS részlettel. Az igy kapott 2,7 ki-
lobazis méretd "minigén" tartalmaz egy csonka intront a 2.
és 3. exonok kdzdtt és a természetes intronokat a ZP3 3. és
4., valamint 4. és 5. exonja kdzétt. Ezen ZP3 konstrukcib
polipeptidet koédolé nukleotid informacidéjanak az épségét a
szekvenciavizsgadlat teljességgel igazolta.

A ZP3 "minigént" ezt ko&vetSen egy olyan emlds expresz-
szids vektorba inszertaltuk, amelyben a ZP3 gént az erds
SV40 korai promoter mikddteti. Ez a vektor rendelkezett to-
vabba az expresszalt gén helyes RNS érési folymatdhoz sziik-
séges béta-globin illesztési és SV40 poliadenilacidés Jjelek-
kel és az aminoglikozil-foszfotranszferaz [Colbere-Garapin
és munkatarsai, J. Mol. Biol., 150, 1-14 (1981)] szelek-
tialasra alkalmas jelzdgénnel, amely lehetdvé teszi a G418
rezisztencia alpjan stabil transzforménsok izolalasat. CHO
sejteket kalcium-foszfat precipitaciés technikaval [Graham
és van der Eb, Virology, 52, 456-467 (1973); Wigler és

munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 1373-1376
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(1979)] transzfektaltunk a ZP3 expresszibs konstrukciéval.
G418 rezisztens transzformdnsok nagy csoportjat (300-500
fiiggetlen k1ént) vizsgaltuk a rekombinans ZP3 gén expresz-
szidéjara nézve.

Amint azt a 4. &bra szemlélteti, az Osszegyljtott
transzformiansokbdl nyert teljes RNS Northern lenyomat vizs-
galata 32p-vel jeldlt ZP3 prdbaval a transzfektalt zZP3 gén
viszonylag magas szintd expresszidéjat mutatja (a nagy meny-
nyiségben expresszalt aktin génnel Osszehasonlitva, az abra
nem mutatja). Ezenkiviil kimutattuk, hogy a minigén RNS he-
lyesen megy at az mRNS-sé vald érési folyamaton, amely mRNS
kissé nagyobb, mint a human petefészek RNS-ben talalhatb
természetesen a4tirt mRNS (lasd 4. abra). Ez a méretkiilénbség
legvalészintbben az expresszids vektorban jelenlevd 5' és 3!
végi hatéarold szekvencidknak tudhatd be.

A rekombinadns gén helyes hasitasat és érését igazolta
tovabbad a G418 rezisztens CHO transzformansokbdél izolalt, az
1-5. exont hordozdé cDNS részlet is. Ennek a cDNS-nek a szek-
venciaadatai hasonldéak voltak a transzfektalt DNS-hez, és
alatamasztjak azt a kdvetkeztetést, hogy az intronok helye-
sen hasitédtak ki a ZP3 minigén transzkriptumbdl.

Novekvd tomeg-tenyészetek tapfolyadékat Western lenyomat
technikaval vizsgéaltuk rekombinans ZP3 polipeptid jelenlété-
re. Deglikozilezett sertés ZP3 [Henderson és munkatéarsai,
camete Research, 18, 251-265 (1987)] ellen termelt poliklo-
nilis antiszérummal rekombindns ZP3 polipeptideket lehetett
kimutatni a tenyésztd folyadékban. Ez a jel hidnyzott a nem

transzfektalt CHO sejtek tapfolyadékabdl.
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Rekombinans ZP3 expresszidja E. coliban

E. coliban vald expresszidé céljabdl eldszdr egy teljes
hosszlsagl ZP3 cDNS-t allitottunk el& CHO transzformansokbél
PCR technolégiadval izol&lt, az 1-5. exonokat tartalmazd
cDNS-b81 és a human petefészek cDNS génkdnyvtarbdl izolalt
részleges (az 5-8. exonokat tartalmazd) cDNS k1é6nbdl. Négy
7P3 cDNS szakaszt klénoztunk a leolvasési kerettel egybeeso-
en E. coli LacZ génjéhez pEX plazmidokba (Biores), amely
béta-galaktozidaz-zP3 fazids polipeptid termelését tette
lehetdvé, amint azt Stanley és Luzio ismertették [EMBO J.,3,
1429-1434 (1984)]. A fazibs polipeptidek expresszidjat E.
coliban SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) és
Western lenyomat technikdval vizsgaltuk. Ezeknek a kisérle-
teknek az eredményeit az 5. &bra mutatja. HOsokk indukciét
k&vetden mind a négy Lac-ZP3 konstrukcid fGzids polipepti-
deket eredményezett, ambar sokkal kisebb mértékben, mint a
LacZ gén. A hibrid polipeptidek molekulatdmege, amint azt
coomassie-val festett géleken (1lasd 5A abra) megfigyeltik,
egyezésben volt az expresszalt ZP3 részletekkel. Ez tovébbi
megerdsitést nyert anti-béta-galaktoziddz ellenanyagokkal
(az 4bran nem lathatd), és KLH-hoz kapcsolt, a ZP3 341-360.
aminosav szakasza ellen termelt nyGl antiszérummal végzett
Western lenyomat vizsgalattal (5B &bra). Csak az e szakaszt
hordozé fiaziés polipeptideket, vagyis a ZP3-A-t és a ZP3-D-t
ismerte fel az antiszérum. A KLH ellen termelt antiszérum az
SB abran la&thaté hattérfestéshez hasonldé eredményt adott (az
sbran nem lathatd). A béta-Gal-zP3 fGzidés polipeptideket

felismerte tovabba a teljes hum&n zéna pellucida ellen ter-
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melt antiszérum (az &bran nem lathatd).

7P3 ellenanyagok k&tddése humdn petesejtekhez

Egy humén petesejt fluoreszcens vizsgalati médszert fej-
lesztettiink ki a kiilénbdzd ZP ellenanyagok humdn zdna pellu-
cidahoz valé k&étddésének jellemzésére. Harom kiilénbdzd ki-
sérlet eredményeit szemlélteti a 6. dbra. A KLH ellen ter-
melt szérum és a normal egérszérum nem adott fluoreszcens
festddést, mig a ZP komponensek ellen termelt Osszes anti-
szérum esetében erdst8l kdzepesig terjedd foka fluoresz-
cenciat figyeltiink meg. A bemutatott adatok alapjan levon-
hatd az a kdvetkeztetés, hogy a ZP3(93-110), a ZP3(172-190),
a ZP3(327-344), a 2ZP3(341-360) és a ZP3(362-372) ellen ter-
melt antiszérumok felismerik a humén petesejteket.

A ZP3 ellenanyvagok hatésa a spermium-peteseit

felismerésre

A 2ZP3 ellenanyagok fogamzasgatldé hatasat egy human
spermium-zéna kotési vizsgadlattal tanulmédnyoztuk. Ennek a
vizsgalatnak az eredményeit a 7. abra mutatja. A teljes hu-
man zéna pellucida ellen termelt ellenanyagok 75 %$-ban ga-
toltak a spermium-zéna kdtddést. A KLH ellen termelt anti-
szérum nem akaddlyozta a spermium-petesejt kétddést. Ezzel
ellentétben a ZP3-peptidek ellen termelt ellenanyagok keve-
réke [ZP3(93-110), 2ZP3(172-190), 2ZP3(431-360) és ZP3(362-
372) peptidek] 35 %-os relativ gatlast mutatott a spermium
k&tddésére nézve. A CHO sejtekbSl nyert rekombinans ZP3 el-
len termelt ellenanyagok 55 %-kal csodkkentették a spermium

kotodést.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Hum&n ZP3 aktivitassal vagy legalabb részben humén
ZP3 antigenitdssal rendelkezd tiszta polipeptid vagy ennek
funkcionalis szarmazéka.

2. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, azzal jellemez-
ve, hogy rekombinans Gton késziilt.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti polipeptid, azzal
jellemezve, hogy a kévetkezd szekvenciédnak legalédbb egy ré-
szé&t tartalmazza :

1
MetGluLeuSerTyrArgLeuPheIleCysLeuLeuLeuTrpGlySerThrGluLeuCys
21
TerroGlnProLeuTrpLeuLeuGlnGlyG1yAlaSerHisProGluThrSerValGln
41
ProValLeuValG1uCysGlnGluAlaThrLeuMetVa1MetValserLysAspLeuPhe
61
GlyThrGlyLysLeuIleArgAlaAlaAspLeuThrLeuG1yProGluA1aCysGluPro
81
LeuValSerMetAspThrGluAspValVa1ArgPheGluVa1GlyLeuHisGluCysGly
101
AsnSerMetGana1ThrAsnAspAlaLeuVa1TyrSerThrPheLeuLeuHisAspPro
121
ArgProValGlyAsnLeuSerIleValArgThrAsnArgAlaGluI1eProI1eG1uCys
141

ArgTerroArgG1nG1yAana1SerSerGlnAlaIleLeuProThrTrpLeuProPhe
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161
ArgThrThrValPheSerGluGluLysLeuThrPheserLeuArgLeuMetGluGluAsn
181
TrpAsnAlaGluLysArgSerProThrPheHisLeuGlyAspAlaAlaHisLeuGlnAla
201
GluI1eHisThrGlySerHisVa1ProLeuArgLeuPheValAspHisCysValAlaThr
221
ProThrProAspGlnAsnAlaSerProTyrHuisThrIleValAspPheHisGlyCysLeu
241
Va1AspGlyLeuThrAspAlaSerSerAlaPheLysValProArgProclyProAspThr
261
LeuGlnPheThrValAspVa1PheHisPheAlaAsnAspSerArgAsnMetIleTyrI1e
281
ThrCysHisLeuLysValThrLeuAlaG1uG1nAspProAspG1uLeuAsnLysA1aCys
301
SerPheSerLysProSerAsnSerTerheProValGluGlyProAlaAspIleCysGln
321
CysCysAsnLysGlyAsprsGlyThrProSerHisSerArgArgGlnProHisValMet
341
SerGlnTrpSerThrSerAlaSerArgAsnArgArgHisValThrGluGluAlaAspVa1
361
ThrvalGlyAlaThrAspLeuProGlyGlnGluTrp

4. Az 1., 2. vagy 3. igénypont szerinti polipeptid, az-
zal jellemezve, hogy legalédbb részben glikozilezett.

5. A 3. vagy 4. igénypont szerinti polipeptid, azzal
jellemezve, hogy a kdvetkezd szekvencidk legalébb egyikét
tartalmazza:

-ThrLeuMetValMetValSerLys-—,
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-SerArgArgGlnProHisvValMetSerGln-,

—GluValG1yLeuHisGluCysGlyAsnMetSerGanalThrAspAspAlaLeu-,

-PheSerLeuArgLeuMetG1uGluAsnTrpAsnAlaGluLysArgSerProThrPhe-,

-CysG1yThrProSerHisSerArgArgGlnProHisValMetSerGlnTrpSer—,
vagy

—SerGlnTrpSerThrSerAlaSerArgAshArgArgHisVa1ThrG1uGlu
AlaAspValesValGlyAlaThrAspLeuProGlyGlnGluTrp-,

6. Human ZP3 aktivit&ssal vagy legaldbb részben huméan
7ZP3 antigenitadssal rendelkezd polipeptid, azzal jellemezve,
hogy a kdvetkezd szekvencia legaldbb egy részét tartalmazza:
—SerG1nTrpSerThrSerAlaSerArgAsnArgArgHisValThrGluGluAlaAsp
vVal-.

7. Nukleinsav-szekvencia, azzal jellemezve, hogy az 1-6.
igénypontok barmelyike szerinti polipeptid legalédbb egy ré-
szét koédolja.

8. A 7. igénypont szerinti nukleinsav-szekvencia, azzal
jellemezve, hogy a kdvetkez8 szekvencia vagy annak funkcio-
nalis szarmazékai legaldbb egy részét tartalmazza:

10 20 30 40 50 60
GAGGCGGCTGCCTGCTGCTCTGCAGGTACCATGGAGCTGAGCTATAGGCTCTTCATCTGC
70 80 90 100 110 120
CTCCTGCTCTGGGGTAGTACTGAGCTGTGCTACCCCCAACCCCTCTGGCTCTTGCAGGGT
130 140 150 160 170 180
GGAGCCAGCCATCCTGAGACGTCCGTACAGCCCGTACTGGTGGAGTGTCAGGAGGCCACT
190 200 210 220 230 240
CTGATGGTCATGGTCAGCAAAGACCTTTTTGGCACCGGGAAGCTCATCAGGGCTGCTGAC
250 260 270 280 290 300

CTCACCTTGGGCCCAGAGGCCTGTGAGCCTCTGGTCTCCATGGACACAGAAGATGTGGTC
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310 320 330 340 350 360
AGGTTTGAGGTTGGACTCCACGAGTGTGGCAACAGCATGCAGGTAACTGACGATGCCCTG
370 380 390 400 410 420
GTGTACAGCACCTTCCTGCTCCATGACCCCCGCCCCGTGGGAAACCTGTCCATCGTGAGG
430 440 450 460 470 480
ACTAACCGCGCAGAGATTCCCATCGAGTGCCGCTACCCCAGGCAGGGCAATGTGAGCAGC
490 500 510 520 530 540
CAGGCCATCCTGCCCACCTGGTTGCCCTTCAGGACCACGGTGTTCTCAGAGGAGAAGCTG
550 560 570 580 590 600
ACTTTCTCTCTGCGTCTGATGGAGGAGAACTGGAACGCTGAGAAGAGGTCCCCCACCTTC
610 620 630 640 650 660
CACCTGGGAGATGCAGCCCACCTCCAGGCAGAAATCCACACTGGCAGCCACGTGCCACTG
670 680 690 700 710 720
CGGTTGTTTGTGGACCACTGCGTGGCCACACCGACACCAGACCAGAATGCCTCCCCTTAT
730 740 750 760 770 780
CACACCATCGTGGACTTCCATGGCTGTCTTGTCGACGGTCTCACTGATGCCTCTTCTGCA
790 800 810 820 830 840
TTCAAAGTTCCTCGACCCGGGCCAGATACACTCCAGTTCACAGTGGATGTCTTCCACTTT
850 860 870 880 890 900
GCTAATGACTCCAGAAACATGATATACATCACCTGCCACCTGAAGGTCACCCTAGCTGAG
910 920 930 940 950 960
CAGGACCCAGATGAACTCAACAAGGCCTGTTCCTTCAGCAAGCCTTCCAACAGCTGGTTC
970 980 990 1000 1010 1020
CCAGTGGAAGGCCCGGCTGACATCTGTCAATGCTGTAACAAAGGTGACTGTGGCACTCCA
1030 1040 1050 1060 1070 1080
AGCCATTCCAGGAGGCAGCCTCATGTCATGAGCCAGTGGTCCACGTCTGCTTCCCGTAAC
1090 1100 1110 1120 1130 1140

CGCAGGCATGTGACAGAAGAAGCAGATGTCACCGTGGGGGCCACTGATCTTCCTGGACAG
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1150 1160 1170 1180 1190 120

GAGTGGTGACCATGAAGTAGAGCAGTGGGCTTTGCCTTCTGACACCTCAGTGGTGCTGCT

1210 1220 1230 1240 1250 126

0

0

GGGCGTAGGCCTGGCTGTGGTGGTGTCCCTGACTCTGACTGCTGTTATCCTGGTTCTCAC

1270 1280 1290 1300 1310

CAGGAGGTGTCGCACTGCCTCCCACCCTGTGTCTGCTTCCGAATAAAAGAAGAAA

9. Vektor, azzal jellemezve, hogy a 7. vagy 8. igénypont

szerinti nukleinsav szekvenciat tartalmazza.

10. Gazdasejt, azzal jellemezve, hogy egy a 9. igénypon
szerinti nukleinsav szekvenciat vagy a 7. vagy 8. igénypont
szerinti szekvenciat tartalmaz.

11. Gydgyszerkompozicid, azzal jellemezve, hogy egy az
1.-6. igénypontok barmelyike szerinti polipeptidet tartal-
maz.

12. Immunoldégiai fogamzadsgatld vakcina, azzal jellemez-
ve, hogy egy az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti poli-
peptidet, és egy adjuvanst tartalmaz.

13. Immunoldégiai fogamzasgatldé vakcina, azzal jellemez-
ve, hogy egy az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti poli-
peptidet felismerd ellenanyagot tartalmaz.

14. Eljaraés az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti
polipeptid el&allitasara, azzal jellemezve, hogy az ilyen
polipeptidet kédold nukleinsav-szekvenciat tartalmazd vek-
torral egy gazdasejtet transzformalunk, az emlitett gazda-
sejtet alkalmas té&pfolyadékban tenyésztijiik, és a tenyészet-
b6l a polipeptidet izolaljuk.

15. Eljaras az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti po-

lipeptid elleni ellenanyag eldallitasara, azzal jellemezve,

t
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hogy egy alkalmas &llatot az emlitett polipeptiddel és adju-
vanssal oltunk, megfeleld idé elteltével az emlitett allat
B-limfocitait &sszegy@jtjiikk, kivalasztjuk az ellenanyag ter-
meld sejteket, folyamatos névekedéstlivé tessziik, ezutén te-

nyésztjiik, és az ellenanyagokat a tenyészetbdl izolaljuk.

A meghatalmazott:

.

ssee
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2. ABRA

5! 60
gaggcggctgcctgctgctctgcaggtaccATGGAGCTGAGCTATAGGCTCTTCATCTGC
MetGluLeuSerTyrArgLeuPheIleCys

120
CTCCTGCTCTGGGGTAGTACTGAGCTGTGCTACCCCCAACCCCTCTGGCTCTTGCAGGGT

LeuLeuLeuTrpGlySerThrGluLeuCysTerroGlnProLeuTrpLeuLeuGIncly

180
GGAGCCAGCCATCCTGAGACGTCCGTACAGCCCGTACTGGTGGAGTGTCAGGAGGCCACT
GlyAlaSerHisProGluThrSerValGlpProValLeuValGluCysGlnGluAlaThr

240
CTGATGGTCATGGTCAGCAAAGACCTTTTTGGCACCGGGAAGCTCATCAGGGCTGCTGAC

LeuMetVa1MetVa1SerLysAspLeuPheG1yThrGlyLysLeuIleArgAlaAlaAsp

3CC
CTCACCTTGGGCCCAGAGGCCTGTGAGCCTCTGGTCTCCATGGACACAGAAGATGTGGTC
LeuThrLeuGlyProGluAlaCysGluProLeuValSerMetAspThrGluAspValVal

1, 2 360
AGGTTTGAGGT‘I‘GGACTCCACGAGTGTGGCAACAGCATGCAG&TAACTGACGATGCCCTG

ArgPheGluVa1G1yLeuHisGluCysGlyAsnSerMetGanalThrAspAspAlaLeu

42C
‘ GTGTACAGCACCTTCCTGCTCCATGACCCCCGCCCCGTGGGAAACCTGTCCATCGTGAGE
,ValTyrSerThrPheLeuLeuHisAspProArgProValclyAsnLeuSerIleVaIArg

2,3 480
ACTAACCGCGCAGAGATTCCCATCGAGTGCCGCTACCCCA&@CAGGGCAATGTGAGCAGC
ThrAsnArgAlaGluIleProIleGluCysArgTerroArgGlnGlyAanaISerSer

54C
CAGGCCATCCTGCCCACCTGGTTGCCCTTCAGGACCACGGTGTTCTCAGAGGAGAAGCTG
QInAlaIleLeuProThrTrpLeuProPheArgThrThrValPheSerGluGluLysLeu

3 b 60C
ACTTTCTCTCTGCGTCTGATGGAGd%GAACTGGAACGCTGAGAAGAGGTCCCCCACCTTC
ThrPheSerLeuArgLeuMetGluGluAsnTrpAsnAlaGluLysArgSerProThrPhe

660
CACCTGGGAGATGCAGCCCACCTCCAGGCAGAAATCCACACTGGCAGCCACGTGCCACTG
HisLeuGlyAspAlaAlaHisLeuGlnAlaGluIleHisThrGlySerHisValProLeu

720
CGGTTGTTTGTGGACCACTGCGTGGCCACACCGACACCAGACCAGAATGCCTCCCCTTAT

ArgLeuPheValAspHisCysValAlaThrProThrProAspG1nAsnAlaSerProTyr

k.5 780
CACACCATCGTGGACTTCCATGG%TGTCTTGTCGACGGTCTCACTGATGCCTCTTCTGCA
HisThrIleValAspPheHisGlyCysLeuValAspGlyLeuThrAspAlaSerSerAla

' 840
TTCAAAGTTCCTCGACCCGGGCCAGATACACTCCAGTTCACAGTGGATGTCTTCCACTTT

PheLysVa1ProArgProGlyProAspThrLeuGlnPheThrValAspValPheHisPhau:_

Q,ﬁ T\
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900
GCTAATGACTCCAGAAACAT&%TATACATCACCTGCCACCTGAAGGTCACCCTAGCTGAG
AlaAsnAspSerArgAsnMetIleTyrI1eThrCysHisLeuLysValThrLeuAlaGlu

€ 7

960
CAGGACCCAGATGAACTCAACAAGGCCTGTTCCTTCAGCAAGCCTTCCAACA&%TGGTTC
GlnAspProAspGluLeuAsnLysAlaCysSerPheSerLysProSerAsnSerTerhe

1020
CCAGTGGAAGGCCCGGCTGACATCTGTCAATGCTGTAACAAAGGTGACTGTGGCACTCCA
ProValGluGlyProAlaAspI1eCysG1nCysCysAsnLysGlyAsprsGlyThrPro

1080
AGCCATTCCAGGAGGCAGCCTCATGTCATGAGCCAGTGGTCCAGGTCTGCTTCCCGTAAC
SerHisSerArgArgGlnProHisVa1MetSerGlnTrpSerArgSerAlaSerArgAsn

78

1140
CGCAGGCATé&GACAGAAGAAGCAGATGTCACCGTGGGGGCCACTGATCTTCCTGGACAG
ArgArgHisValThrGluGluAlaAspVa1ThrVa1G1yA1aThrAspLeuProGlyGln

1200
GAGTGGtgaccatgaagtagagcagtgggctttgccttctgacacctcagtggtgctgct
GluTrp

1260C
gggcgtaggcctggctgtggtggtgtccctgactctgactgctgttatcctggttctcac

1314
caggaggtgtcgcactgcctcccaccctgtgtctgcttccgaataaaagaagaaa 3!

i sl
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