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Humant reproduktivt vav indeholder gener, der koder for to
forskellige praeprorelaxinhormoner, human-Hl-praprorelaxin og
human-H2-praprorelaxin.

Med opfindelsen er der blevet fremstillet i alt vasentligt ren
human-H2-praprorelaxin, human-H2-prorelaxin og human-H2-relaxin samt
polypeptidanaloge hertil med relaxinaktivitet, hvori antallet af
aminosyrer i relaxin-A-kaden er reduceret med op til ni aminosyrer
fra den aminoterminale ende i A-kaden, og B-kaden er forkortet med
op til ni aminosyrer fra den aminoterminale ende og/eller fra den
carboxylterminale ende.
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Opfindelsen angdr i alt vasentligt ren rekombinant human-H2-prapro-
relaxin, -prorelaxin og -relaxin samt i alt vasentligt rent poly-
peptid med relaxinaktivitet.

I beskrivelsen til DK patentansegning nr. 3664/83 med prioritet 12.
aug.1982 omtaltes den molekylere kloning og karakterisering af et
gen, der koder for humanrelaxin. Vi har nu fundet et andet gen, som
ogsa koder for humanrelaxin.

Yderligere angir opfindelsen modificerede gener, der koder for de
individuelle relaxinkader og for ovennzvnte modificerede former.

[Note: Litteraturreferencer, som anvendes i den fglgende beskri-
velse, angives i slutningen af beskrivelsen].

I pionerarbejdet af Hisaw 1926 foreslds en vigtig rolle for pep-
tidhormonet relaxin i pattedyr, ved at det virker dilaterende pd
skambensfugen og sidledes ger fedselsprocessen lettere. Relaxin
syntetiseres og opbevares under svangerskab i ovariernes corpus
Tuteum og friggres i blodstrgmmen forud for fedslen. Tilgenge-
ligheden af ovarier har gjort det muligt at isolere og bestemme
aminosyresekvensen af relaxin fra svin (James et al, 1977; Schwabe
et al, 1977), fra rotter (John et al, 1981) og fra hajer (Schwabe et
al, 1982). Det biologisk aktive hormon bestdr af to peptidkader
(kendt som A- og B-kaderne), sammenholdt ved disulfidbindinger, 2
inter-kade bindinger og 1 intra-kade binding. Strukturen Tligner
siledes meget strukturen af insulin hvad angdr anbringelsen af
disulfidbindingerne, hvilket har fgrt til spekulation angdende et
felles stamgen for disse hormoner (James et al, 1977; Schwabe et al,
1977).

Rekombinant-DNA-metoder er blevet anvendt til isolering af cDNA-
kloner for bdde rotte- og svinerelaxiner (Hudson et al, 1981; Harley
et al, 1982), se ogsd DK patentansggning nr. 615/83. Syntetiske
nukleotider indeholdende 11 nukleotider og fremstillet pd basis af
aminosyresekvensinformation blev anvendt som primere for syntesen af
cDNA-prober (-prgvemidler), som var starkt beriget med hensyn til
relaxin-cONA-sekvenser, hvorved identificerede relaxin-cDNA-kloner i
gen-"biblioteker" hidrgrende fra bide rotte- og svineovarievav. Man
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fandt, at relaxinstrukturgenet i begge tilfzlde kodede for et enkelt
kedeforstadie, som ligner preproinsulin i den overordnede konfigura-
tion, dvs. signalpeptid/B-kade/C-peptid/ A-kade.

Corpus Tuteum i ovariet sidvel som i deciduale og placentale vav er
de mest sandsynlige steder, hvor relaxin-beslzgtede gener kommer til
udtryk. P& grund af den store udbredelse af mange peptidhormoner er
det imidlertid meget sandsynligt, at relaxingenet ogsd kommer til
udtryk i ikke-reproduktivt vav, inklusiv hjerne og mave/tarm-syste-
met. Relaxin har de almene egenskaber som en vakstfaktor har og er i
stand til at @ndre bindevavs natur og pavirke glatte musklers
kontraktion. Vi formoder, at den ene eller begge de genstrukturer,
der omtales i denne beskrivelse og i DK patentansegning nr. 3664/83
er vidt udbredt i legemet. Vi formoder, at de relaxinpeptider, der
udtrykkes af sddanne gener, spiller en vigtig fysiologisk rolle ud
over deres veldokumenterede hormonale funktion under reproduktionen.

Felgende forkortelser anvendes i den foreliggende beskrivelse:
Hl: det relaxingen, der omtales i DK patentansggning nr. 3664/83,
som er afledt ud fra en genklon,

H2: det relaxingen, der beskrives her, og som afledes ud fra en
c¢DNA-klon,
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DNA : deoxyribonukleinsyre A : adenin

RNA : ribonukleinsyre T : thymin

c¢DNA : komplementzrt DNA G : guanin
(syntetiseres enzymatisk ud C : cytosin
fra en mRNA-sekvens) U : uracil

mRNA : meddeler-RNA (messenger-RNA)

Koderelationerne mellem nukleotidsekvensen i DNA og aminosyre-
sekvensen i protein benzvnes den genetiske kode og er anfgrt neden-

15

20

25

30

35

fo

r.

Farste Tredie
base base
(5’ ende) Anden base (3’ enden)

uy € A &
Phe Ser Tyr Cys U

U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg U

C Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIin Arg G
Ile Thr Asn Ser u

A Ile Thr Asn Ser c
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly u

e Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

De forkortelser, der anvendes for aminosyrerne i tabellen,
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identificeres som fglger:
Phenylalanin  (Phe) Histidin (His)
Leucin (Leu) Glutamin (GIn)
Isoleucin (Ile) Asparagin (Asn)
Methionin (Met) Lysin (Lys)
Valin (Val) Asparaginsyre (Asp)
Serin (Ser) Glutaminsyre (Glu)
Prolin (Pro) Cystein (Cys)
Threonin (Thr) Tryptophan (Trp)
Alanin (Ala) Arginin (Arg)
Tyrosin (Tyr) Glycin (Gly)

Hver 3-bogstavkode (kaldet en codon) i tabellen, f.eks. AUG, CAU
(ellers kendt som en deoxynukleotidtriplet eller nukleotidtriplet)
svarer til et trinukleotid i mRNA med en 5'-ende pa venstre side og
en 3’-ende pad hgjre side. Bogstaverne star for de purin- eller pyri-
midinbaser, der udggr nukleotidsekvensen. Alle de DNA-sekvenser, der
refereres til heri, er sekvenser i den streng, hvis sekvens svarer
til mRNA-sekvensen, idet thymin (T) angives i stedet for uracil (U).

Opfindelsen vil blive diskuteres yderligere og uddybet i den efter-
felgende diskussion. Der vil blive henvist til den tilhgrende
tegning, hvor:

fig.1 viser et forkortet restriktionsenzymkort og sekventerings-
strategien for cDNA-klonen i pBR322, genklonen Hl1l og GT10 cDNA-
klonerne a-f. Pilene angiver sekventeringsretningen pd endemzrkede
fragmenter (se metoder). GT10-klonerne a-f blev sekventeret ved
subkloning i en M13-vektor, hvilket beskrives senere. Nucleotiderne
nummereres fra AUG-initieringscodon, position 1-3, til den termine-
rende codon, positionen 554-556.

Fig. 2 sammenligner aminosyresekvensen og mRNA-sekvensen for human-
preprorelaxin H2 (gverst) med den tilsvarende sekvens for HI
(nederst). Sekvenserne er blevet anbragt ved siden af hinanden for
at maximere homologi, idet nukleotid-identiteter er blevet angivet
ved stjerner og aminosyrehomologer med indrammede arealer. Aminosy-
rerne nummereres fra starten af B-kaden (H2-gensekvensen begyndende
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ved -1 og Hl-sekvensen ved +1), skont denne position alene reprasen-
terer den hypotetiske start for B-kadesekvensen og ganske enkelt er
blevet deduceret ud fra homologien med de beslegtede porcin- og
rottepreprorelaxinstrukturer. Stjernen under Ala 45 i C-peptidet
angiver positionen for en intron i G/CA-codon i begge gener.

Fig.3 viser autoradiogrammer af identiske nitrocellulosestrimler
taget fra a) Northern-geloverfersel af humanovarie-RNA eller b)
g-plaque svarende til Hl-genet (gH7) eller H2-genet (gGT10-a), hvor
der som hybridiseringsprober anvendes A: et tilfeldigt primet 600 bp
lang H2-relaxin-cDNA-fragment (72-660), B: en H2-specifik 25-mer
(483-507), C: en Hl-specifik 25-mer (483-507), D: en Hl-specifik
25-mer (248-272).

Fig. 4 viser autoradiogrammer af identiske nitrocellulosestrimler
efter Northern-geloverfgrsel af humanovarie-RNA, hvor der som
hybridiseringsprober anvendes fragmenter af H2-cDNA-klonen i pBR322
(se fig. 1).

A: 600 bp-fragment (72-660) svarende til det meste af det kodende
omrade.

B: 5’-ikke-translateret omrdde (til Hinf-I-stedet ved nukleotid
30).

C: 3’-ikke-translateret omrdde (fra Hinf-I-stedet ved nukleotid
660).

D: 3’-ikke-translateret omride (fra Hpa-I-stedet ved nukleotid
850).

Fig. 5 sammenligner aminosyresekvenserne for B- og A-kaderne for de
to humane relaxingener, human insulin og andre medlemmer af
relaxinfamilien. Indrammede arealer udpeger omrader, som er bevaret
mellem de to humane relaxingener og relaxinfamilien. Pile angiver
sandsynlige spaltningssteder for proteolytisk spaltning, hvilket
bekraftes ved proteinsekveteringsresultater for den aminosyretermi-
nale rest af B- og A-kaderne i porcinrelaxin (Schwabe et al, 1977;
James et al, 1977), rotterelaxin (John et al., 1981), hajrelaxin
(Schwabe et al, 1982) og "dogfish"-relaxiner (Schwabe et al, 1983).

Den pd fig. 2 viste H2-mRNA-sekvens bestemtes ved de metoder, der
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omtales herefter. For at ggre det lettere at sammenligne, er den
nummerering af aminosyrer, der tidligere er anvendt for det peptid,
der hidrgrer fra Hl-sekvensen, blevet bevaret i den foreliggende
beskrivelse for det H2-afledte peptid. Strukturen af Hl-preprorela-
xin blev afledt ud fra gensekvensen ved sammenligning med de homo-
loge strukturer af svine-og rotterelaxin. H2-preprorelaxinstrukturen
blev deduceret ved sammenligning med Hl-strukturen sivel som med
svine- og rottestrukturerne. Bekrzftigelse af A- og B-peptidkade-
strukturerne er blevet tilvejebragt ved syntese og kaderekombination
in vitro, hvilket tilvejebringer et materiale, som er biologisk
aktivt i uteruskontraktionsanalysen.

Det fremgar af fig. 2, at den foreliggende og de tidligere sekvenser
udviser signifikante forskelle siasom som ligheder. Bemerkelsesvar-
digt er:

(1) Signifikante aminosyreforskelle i de tre hovedomrider:
(a) den N-terminale ende af B-kaden
(b) den N-terminale ende af A-kaden
(c) midten af C-peptidet.

(2) Omrader med sterk homologi i B-kaden og C-peptidet:
(a) 120 identiske baser fra Va1® ti1 I1e?’.

(b) 88-90 identiske baser fra phel®l 132

til Ser ™",

De to gener Tligner derfor meget hinanden, men forskellen er
tilstrekkelig til at indicere, at H2-genet virkelig er et andet gen
og ikke blot et polymorft gen af Hl.

In vitro indvirkningen (eng.: processing) pa Hl-preprorelaxin er
ikke helt kendt, men i analogi med svinerelaxin forventes spalt-
ningen af signalpeptidet at ske ved A]a'l-Lysl-bindingen. Udske-
ringen af H1-C-peptidet forudsiges at ske ved Leu32-Ser33 0g
Argl36-Argl37, hvilket sdledes giver H1-B- og Hl-A-kaderne pd 32
henholdsvis 24 aminosyrerester (fig.2).

I H2-preprorelaxin er Ala'1 blevet erstattet med Asp og man ville
sdledes forvente spaltning af signalpeptidet efter alanin svarende
til position -2 i Hl. Spaltning af forbindelsen mellem H2-B-kaden og
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C-peptidet forventes efter Leu32 i analogi med alle andre prorela-
xiner, hvilket giver H2-B-kaden med 33 aminosyrerester. Spaltning af
forbindelsen mellem H2-C-peptidet og A-kaden vil ske efter Arg136 i
analogi med rottepreprorelaxin, hvilket siledes giver H2-A-kaden med

24 aminosyrerester.

Som anfert i forbindelse med vore undersggelser af svinerelaxin er
der indre sekvenser i svinerelaxinens B- og A-kazde, som alle er
essentielle elementer for biologisk aktivitet. Vore syntetiske
undersggelser pa humanrelaxinkaden viser Tlignende resultater,
hvilket angives i stgrre detaljer senere.

Ifelge et aspekt for den foreliggende opfindelse tilvejebringes et
gen til ekspression af human H2-preprorelaxin.

Med mindre andet angives, vil de efterfglgende henvisninger til
gensekvenser for preprorelaxin, prorelaxin, relaxin og signalet, A-,
B- og C-peptiderne samt til selve peptiderne angd H2-varianter og
udelukke Hl-varianterne.

Ovennavnte aspekt af opfindelsen tilvejebringer mere specifikt et
dobbeltstrenget DNA-fragment til ekspression af human preprorelaxin,
hvilket fragment omfatter en kodende streng og en komplementar
streng svarende til den fuldstzndige mRNA-sekvens (codon -25 til
160), som vises pad fig. 2 pa den tilhgrende tegning.

Opfindelsen omfatter ogsd en hvilken som helst subunit (underenhed)
af H2-preprorelaxingensekvensen beskrevet herefter eller en hvilken
som helst akvivalent til denne sekvens eller subunit. Blandt de
subunits, som omfattes af denne definition, er de individuelle
strukturelle gener, der koder for signalpeptidkzden og de separate
H2-A- og H2-B-peptider samt H2-C-kaden i humanpreprorelaxin (se fig.
2) og hvilke som helst kombinationer af disse kader, f.eks. generne,
der udtrykker H2-A- og H2-B-peptiderne, separat eller som prorelaxin
(med H2-C-kzden). Disse subunits omfatter ogsa fragmenter og
kombinationer af fragmenter af hvilke som helst af disse
gensekvenser.

Ifglge et andet aspekt for den foreliggende opfindelse
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tilvejebringes sdledes et gen til ekspression af human prorelaxin.

Mere specifik tilvejebringes med dette aspekt for opfindelsen et
dobbeltstrenget DNA-fragment, der koder for humanprorelaxin, hvilket
fragment omfatter en kodende streng og en komplementzr streng, der
svarer til de codon, der er nummereret 1 til 160 i den pa fig. 2
viste mRNA-sekvens.

Ifglge et yderligere aspekt for opfindelsen tilvejebringes gener til
den separate ekspression af A-, B- og C-kaderne i humanrelaxin eller
en hvilken som helst kombination af to eller flere af disse kader
samt et hvilket som helst fragment eller kombination af fragmenter
af kaderne.

Mere specielt tilvejebringer dette aspekt ved opfindelsen dob-
beltstrengede DNA-fragmenter til den separate ekspression af A-
og/eller B- og/eller C-kaderne i humanrelaxin (eller fragmenter som
ovenfor beskrevet), hvilket DNA-fragmenter omfatter en kodende
streng og en komplementzr streng, der svarer til de codon, der er
nummereret som -1 til 32, 33-136 og 137-160 i den pd fig. 2 i den
tilhgrende tegning viste mRNA-sekvens.

De ovenfor beskrevne gener kan ud over de angivne codon ogsd indbe-
fatte de hensigtsmessige "start"- og "stop"-codon, f.eks. AUG
henholdsvis UGA (codon -25 og 161 i figur 2).

En fagmand vil forstd, at der kan eksistere polymorfe former af
generne. Siddanne former er inkluderet i den foreliggende opfindelse.

Opfindelsen omfatter ligeledes komplementerne til de ovenfor nazvnte
sekvenser, underenheder eller @&kvivalenter samt de tilsvarende
RNA-sekvenser, underenheder eller ®kvivalenter.

Ifglge et andet aspekt ved den foreliggende opfindelse tilveje-
bringes der en DNA-transfervektor omfattende deoxynucleotidse-
kvenserne, der svarer til de ovenfor definerede gener.

Som vist ovenfor indeholder den genetiske kode "overflgdige" koder
(redundancer), det vil sige at der for visse aminosyrer er mere end
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en codon. Opfindelsen omfatter sdledes de deoxynucleotidsekvenser, i
hvilke de codon’er, der er afbildet pa tegningen, eller deres
cDNA-zkvivalenter er erstattet med andre codon’er, som koder for den
samme aminosyre.

Som allerede anfert ovenfor kan der fremstilles peptider med
relaxinaktivitet, og som adskiller sig fra B- og/eller A-kadestruk-
turerne i naturlig relaxin. Disse forskelle kan omfatte deletion
(udeladelse) af en eller flere aminosyrer og/eller addition
(tilfejelse) af yderligere aminosyrer og/eller substitution af
forskellige aminosyrer i de naturlige kader.

Opfindelsen omfatter siledes ogsid gener og DNA-transfervektorer, som
beskrevet ovenfor, hvori en eller flere af de naturlige codon’er er
udeladt og/eller er erstattet med codon’er, som koder for andre
aminosyrer end den, der kodes for med den naturlige codon, og/eller
der er tilfejet yderligere codon’er til den naturlige sekvens.

Transfervektorerne ifglge opfindelsen kan ogsa omfatte bl.a. gene-
tisk information, som sikrer deres replikation, ndr de er overfort
til en vertscelle. Disse celler kan f.eks. omfatte celler af pro-
caryotiske mikroorganismer, sidsom bakterier, og ogsd eukaryotiske
celler, sdsom gar og svampe foruden ogsd celler sdsom pattedyrceller
og -cellelinier.

Eksempler p& transfervektorer, der er almindeligt benyttet ved
bakteriel genetisk arbejde er plasmider og DNA fra visse bakterio-
fager. Bidde fag-DNA og bakterielle plasmider er blevet anvendt som
transfervektorer ved det foreliggende arbejde. Det ma imidlertid
forstds, at andre transfervektortyper kan anvendes. De generelle
metoder til frembringeise af sadanne transfervektorer og overfg-
ringen af dem til mikroorganismer er velkendt indenfor det faglige
omrade.

Opfindelsen omfatter ogsd en prokaryotisk eller eukaryotisk celle,
der er transformeret med en hvilken som helst af de ovenfor omtalte

transfervektorer.

En foretrukken mikroorganisme er den sardeles velkendte Escherichia
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coli, men en hvilken som helst anden egnet mikroorganisme kan

e ?

anvendes.

Ifelge et yderligere aspekt ved den foreliggende opfindelse tilveje-
bringes der en fremgangsmiade til fremstilling af en DNA-transfer-
vektor til brug ved bevaring og replikering af en deoxynukleotid-
sekvens, der koder for human preprorelaxin, hvilken fremgangsmide er
ejendommelig ved, at en deoxynukleotidsekvens, der koder for human
preprorelaxin, forbindes med et DNA-molekyle, der er fremstillet ved
at spalte en transfervektor med et restriktionsenzym.

DNA-transfervektorer til brug ved bevaring og replikation af
deoxynukleotidsekvenser, som koder for human preprorelaxin og for A-
og B-kaderne i humanrelaxin, kan fremstilles pad lignende mide ud fra
de hensigtsmessige deoxynukleotider.

A- og B-peptidkederne samt ogsa prorelaxin og preprorelaxin kan
fremstilles ved de sadvanlige fremgangsmdder til genekspression,
dvs. ved at dyrke celler, der indeholder den behgrigt transformerede
transfervektor, og isolere og oprense det (de) enskede peptid(er),
der er produceret af cellerne.

Opfindelsen omfatter sdledes endvidere en fremgangsmade til frem-
stilling af et fusionsprotein, der omfatter aminosyresekvensen i
humanpreprorelaxin som dets C-terminale sekvens samt en del af et
prokaryotisk eller eukaryotisk protein som dets N-terminale sekvens,
hvilken fremgangsmidde er ejendommelig ved, at man inkuberer en
cellekultur, der er transformeret med en ekspressionstransfervektor,
som omfatter en deoxynukleotidsekvens, der koder for humanprepro-
relaxin, og som er fremstillet ifglge den ovenfor beskrevne frem-
gangsmade.

Fusionsproteiner, der omfatter aminosyresekvenserne for human
prorelaxin og/eller A- og/eller B- og/eller C-kaderne i humanrelaxin
kan fremstilles tilsvarende.

De sdledes fremstillede fusionspeptidprodukter vil foreligge i form
af et fusionsprotein, i hvilket det ¢nskede peptid er forbundet med
en del af et prokaryotisk eller eukaryotisk protein, som er



10

15

20

25

30

35

DK 172012 B1

11

karakteristisk for vertscellen. Disse fusionsproteiner udggr ogsd en
del af opfindelsen.

Opfindelsen omfatter ogsd en fremgangsmide til syntetisering af
humanprorelaxin, der omfatter A- og B-peptiderne, som er adskilt fra
hinanden med et C-peptid, hvilken fremgangsmide er ejendommelig ved,
at en kultur af celler, der er transformeret med en ekspressions-
transfervektor, som omfatter en deoxynukleotidsekvens, der koder for
human prorelaxinet, og som er fremstillet som beskrevet ovenfor,
inkuberes under betingelser, der er egnet til ekspression af den
sekvens, der koder for human prorelaxin, og at humanprorelaxin
oprenses fra lysatet eller dyrkningsmediet fra cellerne.

Det interessante peptid kan indvindes fra fusionsproduktet ved en
hvilken som helst passende, kendt spaltningsprocedure.

Som det allerede er anfert ovenfor kan transfervektoren vare modi-
ficeret ved codon-substitution/-deletion/-addition, eller sadanne
modifikationer som vil frembringe modificerede fusionspeptider. Pa
denne mide kan der fremstilles hensigtsmessige modifikationer til at
fremme spaltningen af fusionspeptiderne, f.eks. ved forbindelsen
mellem B/C- eller C/A-kzderne, eller til andring af peptidkade-
adfzren under efterfslgende kemisk eller biologisk behandling.

Som anfert ovenfor tilvejebringer opfindelsen 1ligeledes human-
relaxin, -prorelaxin og -preprorelaxin.

Relaxin kan fremstilles ved direkte kombination af separate A- og
B-kader ved en hvilken som helst af de fremgangsmider, der for tiden
kendes og bruges til fremstilling af insulin.

P4 tilsvarende mide som insulin kan relaxin fremstilles ud fra
prorelaxin ved oxidation eller ved pd anden mide at omdanne sulf-
hydrylgrupperne pd A- og B-peptiderne i relaxin, der er fremstillet
som ovenfor beskrevet, til dannelse af disulfidtvarbindinger mellem
A- og B-peptiderne, og derpd udskare C-peptiderne, f.eks. ved en
enzymkatalyseret hydrolyse, som er specifik for de bindinger, som
sammenbinder C-peptidet med A- og B-peptiderne.
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Ifglge den foreliggende opfindelse tilvejebringes ydermere en
fremgangsmide til syntetisering af humanrelaxin, hvilken fremgangs-
made omfatter, at A- og B-kaderne i relaxin (i deres fulde langde,
eller i forkortede eller modificerede udgaver) kombineres ved i sig
selv kendte metoder til kombination af A- og B-kader i humaninsulin.

Ved en sddan fremgangsmidde reduceres en blanding af S-sulfonerede A-
og B-kader, hvorpid blandingen overlades til oxidation i Tuften.

Vi har ligeledes konstateret, at virkningsfuldheden ved ovenanfgrte
fremgangsmidde forbedres, ndr den ene eller begge A- og B-kader
foreligger i form af et S-thioethyl-cys-derivat i stedet for pa
S-sulfoformen.

I beskrivelsen til Australsk patentansegning nr. 15413/83 (PF
4385/82) er det ogsd vist, at den ene eller bide A- og B-kaderne i
relaxinet kan forkortes i amino- og/eller carboxyterminalerne uden
vesentligt tab af biologisk aktivitet og under opnielse af forbed-
rede kombinationsudbytter. Disse metoder kan ligesdvel anvendes til
fremstilling af humanrelaxin.

Ved et andet aspekt ifglge opfindelsen tilvejebringes en human-
relaxin-analog, som i det vasentlige bestdr af forkortede og/eller
modificerede former af de naturlige B- og/eller A-peptidkader.

Dette aspekt ved opfindelsen tilvejebringer ogsd en fremgangsmide
til fremstilling af en humanrelaxinanalog, hvilken fremgangsmide
omfatter dannelse af de forkortede og/eller modificerede B- og/eller
A-peptidkader samt kombinering af dem ved en hvilken som helst af de
ovenfor beskrevne fremgangsmidder.

Vore undersggelser af bdde svine- og menneskerelaxin har vist, at
relaxinaktivitet kan vere til stede ved human-A-kader si korte som
A(10-24) og B-kader sd korte som B(10-22), selv om de praktiske
minima forventes at vare A(4-24) henholdsvis B(4-23). Det er
allerede kendt, at peptidet A(4-24)-B(1-25) har relaxinaktivitet.

Generelt kan A-kaden for den foreliggende relaxinstruktur (H2)
varieres fra A(1-24) til A(10-24) og B-kaden fra B(-1-32) til



10

15

20

25

30

35

DK 172012 B1

13
B(10-22).

De foretrukne kombinationer afledes fra:

A B
En hvilken (1-24) med en hvilken (-1-23)
som helst af (2-24) som helst af (op til)
(3-24) (-1-31)

Modifikatoner af B- og/eller A-kaderne kan ifslge den foreligdende
opfindelse involvere enten "genetisk" modifikation, som beskrevetl
ovenfor, eller kemisk modifikation af B- og/eller A-kaderne (i enten
fuld langde eller forkortet form) feér kombination ved fremgangsmaden
ifglge opfindelsen. Der kan anvendes to typer modifikationer enten
enkeltvis eller i kombination.

Den forste type involverer modifikation af en eller flere af de
aminosyrer, som forekommer i de naturlige eller forkortede B- o0g/
eller A-kader. Denne modifikation vil almindeligvis involvere be-
skyttelse af aktive grupper pi en eller flere af aminosyrerne ved i
sig selv kendte metoder, og disse beskyttelsesgrupper kan om gnsket
fjernes efter kombination af de (modificerede) A- og B-kader.

Eksempler pd denne type modifikation indbefatter acetylering,
formylering eller lignende beskyttelse af frie aminogrupper, her-
under den N-terminale, amidering af C-terminale grupper eller
dannelsen af estere af hydroxyl- eller carboxylgrupper. Formyl-
gruppen er et typisk eksempel pd en let fjernelig beskyttelses-

gruppe.

Den anden type modifikation omfatter, at en eller flere af de
naturlige aminosyrer i B- og/eller A-kaderne erstattes med en herfra
forskellig aminosyre (indbefattende D-formen af en naturlig amino-
syre). Denne almene modifikationstype kan ogsa involvere deletion af
en naturlig aminosyre fra kaden eller tilfgjelse af en eller flere
ekstra aminosyrer til kaden.

Formilet med sadanne modifikationer er at forgge kombinations-
udbytterne af A- og B-kaderne under bibeholdelse af produktets
aktivitet, dvs. relaxin eller en analog heraf, eller at forstarke
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eller modificere aktiviteten af produktet for et givet kombinations-
udbytte. Denne modifikation kan udstrakkes sig til frembringelsen af
syntetiske analoger, som har relaxin-blokerende eller -antagonis-
tiske virkninger.

Et specifikt eksempel pd den forste modifikationstype er modifi-
ceringen af tryptofanresten (Trp) ved B2 ved addition af en formyl-

gruppe.

Eksempler pd den anden modifikationstype er erstatningen af Met-
delen ved B24 med norleucin (Nle), valin (Val), alanin (Ala), glycin
(Gly), serin (Ser) eller homoserin (HomoSer).

Ved dette aspekt omfatter opfindelsen ogsd humanrelaxinanaloger
fremstillet ud fra naturlige eller forkortede B- og/eller A-kader,
der er modificeret ifglge opfindelsen som beskrevet ovenfor.

A- og B-peptidkaderne og ogsd prorelaxin og preprorelaxin kan
fremstilles ved sadvanlige genekspressionsfremgangsmider, det vil
sige ved dyrkning af en mikroorganisme, som indeholder den hen-
sigtsmessige, transformerede transfervektor, og isolering og rens-
ning af det gnskede peptid (eller peptider), der er produceret af
mikroorganismen.

De saledes frembragte peptidprodukter kan foreligge i form af et
fusionsprotein, i hvilket det gnskede peptid er forbundet med en del
af et prokaryotisk protein.

Opfindelsen beskrives og illustreres yderligere ved den efter-
folgende beskrivelse og de benyttede eksperimentelle procedurer og
de herved opnaede resultater.
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Metoder og materialer

Isolering af mRNA og cDNA-kloning

Humanovarievav, der var opndet ved kirurgi til behandling af en
ektopisk graviditet, blev hurtigt frosset ned pd teris, og RNA blev
isoleret i 5M guanidiniumthiocyanat (Merck) ifelge den af Chirgwin
et al., 1979 beskrevne metode. Po]y-A+-RNA blev omdannet til
dobbeltstrenget DNA (Wickers et al., 1978) og klonet enten ved den
homopolymere G/C-"tailing"-metode i en pBR322-plasmidvektor (Chang
et al., 1978) eller ved lambda-pakkemetoden under anvendelse af
AGT10-vektoren (Huynh et al., 1983). Det er vores erfaring, at
transformationseffektiviteten med pBR322-metoden (104 rekombinanter
pr. ug cDNA) var langt mindre end med lambda-metoden (op til 106
rekombinanter/ug cDNA).

Fremstilling af hybridiseringsprober

Der fremstilledes radioaktivt mezrkede prober ved primede synteser pa
forskellige DNA-fragmenter under anvendelse af denaturerede,
statistisk vilkirlige primere af kalvethymus-DNA (Hudson et al.,
1983, Taylor et al., 1976). DNA-templaten (100-200 pug) blev
denatureret med de statistisk vilkirlige primere (1lpg) ved kogning i
20 ul HZO i 2 minutter. Syntesen blev indledt ved tilsatning af 30
ml reaktionsblanding indeholdende 50 mM Tris-HC1, pH 8,0, 50 mM
NaCl, 1 mM DTT, 10 mM MgC]z, 5 enheder E.coli DNA-polymerase 1
(Klenow-fragment), 500 uM af respektivt dCTP, dGTP, dTTP og 0,3 uM
a-[32p]-dATP (ca. 3000 Ci/mmol, Amersham). Efter inkubering ved 37°C
i 30 minutter blev reaktionen bragt til afslutning ved fortynding i
300 pl af en puffer indeholdende 0,3 M NaCl, 10 mM Tris-HC1, pH 8,0,
ImM EDTA, og reaktionsblandingen blev passeret gennem en
Sephadex-G50-sgjle (1 cm x 5cm) i den samme puffer. Den radioaktivt
merkede probe blev indsamlet fra topfraktionerne ved udtgmt volumen
og fzldedes med 2 volumener ethanol ved -20° i 2 timer under
anvendelse af tRNA (10ug) som bzrer (carrier).
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Selektion af specifikke cDNA-kloner

Til screening af den humane ovarie-cDNA-klonbank for relaxin-
specifikke sekvenser anvendtes som en probe et segment af det tid-
ligere identificerede human-Hl-gen svarende til et 400 nukleotid-
segment, der koder for C-peptidet og A-kaden fra aminosyre 64,
gennem termineringscodon og indbefattende 80 baser af det ikke-
translaterede 3’-omrdde. En enkelt positiv cDNA-klon fra pBR322-
biblioteket isoleredes og sekventeredes. 23 unikke rekombinanter
isoleredes fra AGT10-bibliotekerne, men af disse blev kun 6 under-
kastet fuldstendig nukleotidsekvensanalyse.

DNA-sekvensanalyse

Sekventeringsstrategien og et forkortet restriktionskort for
cDNA-klonerne opsummeres pd fig. 1. Rekombinantplasmidet i pBR322
fordgjedes med restriktionsenzymerne Hpa II (P), Hinf I (F) eller
Taqg I (T) og blev endemzrket under anvendelse af revers trans-
scriptase og det hensigtsmessige a-merkede deoxynucleotidtriphosphat
(dCTP for Hpa II og Taq I, dATP for Hinf I). Fragmenter blev internt
spaltet med en anden restriktionsendonuklease og derefter adskilt
ved elektroforese pd 8% polyacrylamidgeler fer sekventering ved den
af Maxam og Gilbert et al., 1977  beskrevne  kemiske
nedbrydningsmetode.

cDNA-kloner i AGTIO blev sekventeret ved subkloning af Eco RI
restriktionsfragmenter i M13mp9 og under anvendelse af de af Sanger
et al., 1977 beskrevne metoder.

Southern og Northern gelanalyser

Blev udfert pad oprenset genomisk DNA efter restriktionsendo-
nukleasespaltning ved metoden ifslge Southern (1975) eller pi op-
renset RNA. De DNA-fragmenter, som anvendtes som prober, fandtes at
vere specifikke overfor enten exon I eller exon II i Hl-genklonen pa
trods af, at de havde en 1ille mengde flankerende sekvenser. Disse
fragmenter blev frembragt ved i M13mp8 at subklone et 500 bp Alu I
fragment af AH7-klonen i tilfzldet med exon I-proben, og et 400 bp
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Eco RI-Ava II fragment for exon-II-proben. Der blev frembragt en
probe fra H2-cDNA-klonen ved at fordgje med Hinf I og isolere en 300
bp dublet svarende til det kodende omride fra Asp I til den
terminerende kode og indbefattende 110 baser af det ikke-translate-
rede 3’-omrade (fig.1). Oligonukleotidprober syntetiseredes ved den
kemiske phosphitmetode af Beaucage og Caruthers (1981) og blev
endemerket med 1-32P-ATP under anvendelse af T4-polynucleotidkinase.
Hybridiseringsbetingelserne udregnedes pad basis af G+C-indholdet.

Isolering og nukleotidsekvensanalyse af H2-genklonen

Det humane genom-A-bibliotek af Lawn et al. (1978) blev undersggt
ved hjelp af de tidligere omtalte metoder (Hudson et al., 1983) med
undtagelse af, at der som probe anvendtes en blanding af
DNA-fragmenter svarende til exon I og exon II af Hl-genklonen.
Positive fager dyrkedes i 1 Tliter flydende kulturer, DNA’et blev
isoleret og fordgjet med restriktionsendonuklease forud for kort-
legning med exon I og II prober. Et 4-kilobase EcoRl-fragment
fandtes at indeholde hele det kodende exon I omridde, hvilket dif-
ferentierer denne klon fra den homologe Hl-genstruktur. Dette
fragment subklonedes i M13mp8 og sekventeredes ved metoden af Maxam
og Gilbert (1977). Efter fordejelsen med Ava I blev fragmenter, der
spendte over det kodende omrdde, endemerket og spaltedes internt med
et andet restriktionsenzym (Hpa II eller Hinf I) til frembringelse
af fragmenter, der er egnet til sekvensanalyse.

Isolering af en cDNA-klon

Prgver af human corpus luteum opndedes ved kirurgisk intervention i
ektopiske graviditeter eller fra lutectomi ved kejsersnit. Fra RNA
isoleret fra et enkelt corpus luteum konstrueredes et cDNA bibliotek
i pBR322 tilvejebringende ca. 300 unikke rekombinanter. Screening
af dette bibliotek med en Hl1-cDNA-probe afslgrede en enkelt
rekombinant med sekvenshomologi til humanrelaxin I. For at forgge
det totale antal rekombinanter fra en sd lille mengde ovarievav
konstrueredes  cDNA-biblioteker under anvendelse af  \GT10-
kloningssystemet (Huynh et al., 1983). Screening med en relaxin-
specifik probe identificerede 23 unikke cDNA-kloner, hvoraf 6 blev
karakteriseret som vist pa fig. 1. Nukleotidsekvensanalyse
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afslgrede, at alle 6 cDNA-rekombinanter indkodede fragmenter af
samme relaxinstrukturgen (fig.2), og dog var denne sekvens
forskellig fra den tidligere omtalte genklon (Hudson et al., 1983).
Vi forventede, at denne nye sekvens svarede til det andet
humanrelaxin-gen (H2), som var blevet observeret i genomisk DNA.

Det var overraskende, at ingen af cDNA-klonerne indeholdt en
polyadenosinsekvens ved 3’-enden, skgnt stgrrelsen af cDNA-klonerne
i pBR322 og AGT10 (1800 bp henholdsvis 1900 bp) indicerede, at der
blev  syntetiseret store transkriptionsprodukter under klo-
ningsprocessen. Disse to cDNA-kloner havde overlappende sekvens-
identitet ved den 3’-terminale ende, hvilket bekraftede, at de hid-
rgrte fra den samme mRNA-struktur. Vi tilskrev tabet af poly-A-enden
til for tidlig afslutning af den dobbeltstrengede transkrip-
tionsreaktion eller overskydende Sl-nucleasenedbrydning under
kloningsprocessen.

Isolering af en genklon svarende til det andet gen

En grundig undersggelse af 108 rekombinantfag fra det humane

genbibliotek ifglge Lawn et al., (1978) under anvendelse af blandede
prober specifik for exon I eller II i M7-relaxinklonen afslgrede 16
positive fager. Restriktionskortlagningsanalyse i 1ille skala
afslerede, at 14 af disse rekombinantfager svarede til det tidligere
omtalte Hl-relaxingen (11 var identisk med AH7-genklonen; 3 var
identisk med gH5, en anden genklon af Hl-genet, som tidligere omtalt
af Hudson et al., 1983). De to andre rekombinantfager var imidlertid
identiske og havde et unikt restriktionsmgnster, der var karakte-
ristisk for H2-relaxingenet, hvis struktur er givet i fig. 1. Det
usadvanlige rekombinantforhold afspejler enten deres andel i det
oprindelige genbibliotek eller skyldes selektiv vakst under ampli-
fikation. Southernblot-analyser af denne nye rekombinantfag (AH11)
under anvendelse af separate prober svarende til enten exon I eller
IT i MH7-klonen afslgrede, at AH11 kun indeholdt exon I kodnings-
omrddet. Forsgg pa at finde en genklon i fuld langde og svarende til
H2-relaxingenet enten i biblioteket ifglge Lawn et al., (1978) eller
i et andet bibliotek (Dr. R.Crawford, upubliceret) er indtil nu ikke
Tykkedes.
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Nukleotidsekvensen af det relaxinkodende omridde af AgHll fandtes at
vere identisk med det, der observeredes i den pd fig. 2 viste
cDNA-klon. En intron afbryder det kodende omridde pad ngjagtig samme
position som i gH7-genklonen (Hudson et al., 1983), hvilket antyder,
at disse gener opstod ved en gendublikationsbegivenhed pad et eller
andet tidspunkt i evolutionen.

Northern gelanalyse

RNA isoleredes fra forskellige prgver af human corpus luteum taget
fra forskellige personer under kirurgisk indgreb for ektopisk
svangerskab eller under kejsersnit. Northern gelanalyse under
anvendelse af prober fremstillet fra det kodende omrdde af enten det
ene eller det andet relaxingen afslgrede, at to mRNA hovedarter pa
ca. 1000 bp og 2000 bp var til stede i fem undersggte humanovarie-
RNA-pregver (fig.3). De mindre mRNA-arter var 2-3 gange mere talrige
i de undersggte RNA-prgver, og dette resultat var uafhengigt af, om
den anvendte probe i analysen svarer til Hl- eller H2-relaxin,
hvilket indicerer, at der under vore eksperimentelle betingelser
sker en hgj grad af krydshybridisering. For at skelne imellem, om
disse to mRNA-arter reprasenterer de separate produkter fra Hl- og
H2-generne, syntetiseredes oligonukleotidprober over et omrdde med
minimal homologi (60%) mellem de to relaxingener (enhederne 137-144
pd fig. 2). Disse syntetiske 25-mere oligonukleotidprober blev
merket radioaktivt ved behandling med kinase og q-32P-ATP, og de
blev anvendt som hybridiseringsprober under betingelser, der har
vist sig at tilvejebringe specificitet for enten Hl- eller
H2-gelerne (fig.3). Northern gelanalyse under anvendelse af de
radioaktivt merkede prober afslgrede, at begge mRNA-arterne svarer
til produkter fra H2-genet. Vi kunne ikke pavise nogen transkrip-
tionsprodukter fra Hl-genet under anvendelse af de specifikke
prober, dog ville et lavt ekspressionsniveau (mindre end 5% af
H2-niveauet) vare vanskelig at identificere.

Til analyse af de forskellige mRNA-transkriptorer fra H2-genet
fremstilledes specifikke prober fra segmenter af de to store H2-
cDNA-kloner svarende til det kodende omrdde og de ikke-translaterede
5/- og 3’-omrdder (fig.4). Det sterre mRNA-transkript (ca. 2 kb i
lengde) hybridiseredes selektivt til segmenter af det ikke-
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translaterede 3’-omride fra begge cDNA-kloner, fra en position ca.
100 baser fra termineringscodon. Et potentielt polyadenylerings-
signal eksisterer i nukleotidsekvensen i cDNA-klonerne, 140 baser
fra termineringscodon, og dette omrdde har ikke homologi med porcin-
relaxinpolyadenyleringsstedet. Spegrgsmdlet om, hvorvidt det kortere
mRNA-produkt imidlertid polyadenyleres ner denne position kan ikke
1gses, for fuld lengde cDNA-kloner svarende til begge mRNA-former er
blevet isoleret og karakteriseret.

Nir man mangler gensekvensen for H2-genet, er det ikke muligt at
definere de mekanismer, der fgrer til dannelsen af de to mRNA-
transkriptorer. Som i tilfeldet med kollagen- og B-mikroglobulin-
generne er det muligt, at spaltningen af det primere RNA-transkript
kan ske ved alternative polyadenyleringssteder. P& den anden side
kan vi ikke udelukke muligheden for alternative splejsningsmeka-
nismer, sadan som det forekommer i kalcitonin-, vaksthormon- og
a-krystallingenerne.

Den primere struktur af preprorelaxin indkodet i H2-genet.

Man forstar endnu ikke helt den madde humanpreprolaxingenerne
behandles pd in vivo, og den md deduceres ved analogislutning med
behandlingen af svine- og rottepreprorelaxiner (fig.5). De forud-
sagte B- og A-kadestrukturer for Hl1- og H2-generne er blevet bragt
pa linie med andre medlemmer i relaxinfamilien og humaninsulin vist
i fig. 5.

Fraspaltningen af signalpeptidet i Hl1 var blevet forudsagt (Hudson
et al., 1983) at ske efter en enhed med en kort sidekade, sdsom
Ala_,, -2 eller -4 eller efter Ser_ . Spaltning efter Ala_, er i
overensstemmelse med homologi til svinepreprorelaxin og humanpre-
proinsulin. Ved lignende analogi sker spaltningen af H2-signalpep-
tidet sandsynligvis efter A]a_z, skent spaltning efter A]a_4 eller
Ser_ er andre muligheder.

Ved analogi med rotte- og svineprorelaxiner sker spaltningen ved
forbindelsen mellem B-kaden/C-peptidet efter Leu 32 i begge Hl- og
H2-forstadier. Begge humanrelaxin-B-kader har imidlertid ved
positionerne 29-30 den konserverede dibasiske sekvens Lys-Arg,
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hvilket er et kendt indvirkningssted (eng: processing site) i andre
prohormoner, sisom proinsulin, og spaltning her kan ikke udelukkes.
For at afgere dette, vil direkte aminosyresekvensanalyse af relaxin
isoleret ved corpus luteum hos gravide vere nedvendig. For tiden
synes den mest sandsynlige struktur af Hl1-B-kaden at vare 32 enheder
(Lys 1 til Leu 32) og H2-B-kaden at vare 33 enheder (Asp_1 til

Leu32).

Spaltningen ved forbindelsen mellem C-peptidet og A-kaden i
Hl-prorelaxin er blevet forudsagt (Hudson et al., 1983) at ske efter
Arg 136 indenfor en gruppe pd 4 basiske enheder, fordi Arg-Pro-
imidbindingen ved 137-138 vil vere resistent overfor proteolyse.
H2-prorelaxin har den samme sekvens pa 4 basiske enheder og et
lignende indvirkningstrin efter Arg 136 vil resultere i at bade Hl-
og H2-relaxin-A-kaderne er 24 enheder lange.

Biologisk aktivitet af H2-genet

Som anfgrt i tidligere undersggelser af syntetiske svinerela-
xinpeptider er der kernesekvenser i svinerelaxin B- og A-kaderne,
som indeholder alle de essentielle elementer for biologisk
aktivitet. Vores synteseundersggelser pa Hl-relaxinpeptiderne har
vist, at kombination af den komplette Hl-A-kade (Arg 137 - Cys 160)
og en forkortet form af H1-B-kaden (Lys 1 - Ser 25) tilvejebragte
materiale, som udviste biologisk aktivitet (Hudson et al., 1983).
Yderligere undersggelser af begge Hl- og H2-genstrukturerne under
anvendelse af peptidsyntesen viser, at begge gener koder for former
af relaxin, som er biologisk aktive i rotteuteruskontraktion-
analysen.

Kemisk syntese af et modificeret humanrelaxin H2 (hRLX) A(1-24) -
B(-1-24)

i) Syntese af humanrelaxin-A-kede, H2-hRLX -24

Aminosyresekvensen svarende til enhederne 1-24 i humanrela-
xin-A-kaden udledt som beskrevet ovenfor ud fra nucleotidsekvensen i
den genomiske klon blev syntetiseret ved faststoffase-proceduren
ifslge de generelle principper, der er beskrevet af Merrifield
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(f.eks. Barany, G. og Merrifield, R.B. i "The Peptides", red.:
E.Gross & J. Meienhofer, Academic Press, N.Y., s.1-284, 1980).

N-a-tert-buty]oxycarbonyl*-4-methy1-benzyl-L-cystein (* i det
folgende betegnet "BOC") blev koblet til en 1% tvarbunden poly-
styrenharpiks via phenylacetamidomethyl (PAM) -koblingen i et omfang
pd 0,30 mmol/g under anvendelse af fremgangsmiden ifelge Tam et al.,
(Synthesis 12, 955-057, 1979). BOC-L-CYS-PAM-harpiksen (8,0 g) blev
overfgrt til en reaktionsbeholder i en Beckman model 990
peptidsyntetisgr, og aminosyresekvensen fra enhed 23 til 1 blev
samlet ved den trinvise tilsztning af hver aminosyre beskyttet pa
passende mide. Den aminoterminale BOC-beskyttelsesgruppe pid hver
aminosyre blev fjernet ved behandling af harpiksen med 35%
trifluoreddikesyre i methylenchlorid i 30 minutter efterfulgt af en
neutralisation med 5% diisopropylethylamin i methylenchlorid i 15
minutter. Efter hver behandling blev harpiksen vasket grundigt med
methylenchlorid. Den naste aminosyre i sekvensen (med a-aminogruppen
passende beskyttet af BOC-gruppen, og hvor det var ngdvendigt med en
passende beskyttelse af en funktionel sidekadegruppe) blev koblet
til harpiksen under anvendelse af dicyclohexylcarbodiimid (DCC).
Harpiksen blev omrgrt med aminosyren i methylenchlorid i 10 minutter
forud for indfgringen af DCC’et, som ogsd var oplest i methylen-
chlorid. Et 2,5 molar overskud (6,0 mmol) af aminosyre og DCC blev
benyttet ved hver kobling. Efter omrgring i 1 time blev en prgve af
harpiksen fjernet fra reaktionsblandingen og undersggt for tilstede-
verelse af frie aminogrupper under anvendelse af ninhydrinproceduren
ifglge Kaiser et al. (Anal. Biochem., 34, 595-598, 1970). Hvis
ninhydrinprgven var negativ indicerende fuldstendig kobling, blev
reaktionscyklussen fortsat med BOC-beskyttelsesfjernelse, neutrali-
sation og kobling med naste aminosyre. I tilfzlde af en positiv
ninhydrinprgve blev koblingsreaktionen gentaget med yderligere
aminosyre og DCC.

Aminosyrer med funktionelle sidekedegrupper blev benyttet i form af
folgende beskyttede derivater:

N-a-BOC-2,6-dichlorbenzyl-L-tyrosin, N-a-BOC-§-chlorbenzyloxy-
carbonyl-L-1ysin, N-a-BOC-L-serin-0-benzylether, N-a-amyloxycarbo-
ny]-NG-tosy1-L~arginin, N-a-BOC-L-threonin-0-benzylether,
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N-a-BOC-S-ethylmercapto-L-cystein (til CYS i A-kadesekvensposition
15, 11 og 10).

Efter samling af 1-24 peptidsekvensen blev den sidste BOC-gruppe pa
det aminoterminale arginin  fjernet under anvendelse af
afbeskyttelses-neutralisationscyklussen, og peptidharpiksen blev
torret i vakuum (vagt af peptidharpiks 13,0 g). En portion af
peptidharpiksen (2 g) blev behandlet med vandfri hydrogenfluorid i
nerverelse af anisol (2 ml) ved 0°C i 30 minutter. Den totale kon-
takttid for harpikspeptidet med hydrogenfluorid (HF) blev holdt pa
et minimum (ikke over 70 minutter) ved hurtig fjernelse af HF under
vakuum fra en oliepumpe. Harpikspeptidet blev derpd vasket adskil-
lige gange med ethylacetat til fjernelse af anisoloverskud, peptidet
blev ekstraheret i IM eddikesyre, og oplgsningen blev lyophiliseret.
Udbyttet af ra-peptid (med cyteinet i positionerne 10, 11 og 15
stadig beskyttet som S-thioethylderivater) var 392 mg. Indledende
rensning af ra-peptidet skete ved gelfiltrering pd Biogel P10 i 0,1
M eddikesyre. De fraktioner, der representerede hovedtoppen fra
denne sgjle, og som blev elueret pd et sted svarende til en mole-
kylvegt pad ca. 3000, blev opsamlet og lyophiliseret. Aminosyreana-
lyse af en pregve af dette peptid indicerede, at alle aminosyrerne i
1-24 sekvensen forekom i det rette forhold.
Yderligere rensning af [S-thioethyl-Cys!®11:15] hrix A(1-24)-
peptidet blev udfert ved prazparativ omvendt fase HPLC pa en Waters
C-18 Bondapak-spjle under anvendelse af et 0,1% TFA-vand/aceto-
nitril-solventsystem.

En preve (80 mg) af det ved gelfiltrering rensede peptid blev
S-sulfoneret med en blanding af natriumsulfit og natriumtetrathionat
(samlet reaktionstid 3 timer) ifglge fremgangsmdden beskrevet af Du
et al., (Scientia Sinica,10I, 84-104 (1961)). Pracipitatet, der dan-
nedes under S-sulfoneringsreaktionen, blev fjernet ved filtrering,
og bade pracipitatet og supernatantoplgsningen blev dialyseret mod
destilleret vand ved 4°C i 48 timer. Indholdene i dialyseposerne
blev 1lyophiliseret til opndelse af 39,5 mg peptid fra
supernatantoplgsningen og 20,3 mg peptid fra pracipitatet, som
fremkom under S-sulphoneringsreaktionen. En preve af det
"oplgselige”  [S-sulfo-Cysi® 1121524 hpix A(1-24)-peptid  blev
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renset ved praparativ omvendt fase HPLC pd en Waters C-18 Bondapak-
sgjle under anvendelse af et 0,1% TFA-vand/acetonitrilsolventsystem.

ij ntese af for et humanrelaxin-B-kede, H2-hRLX B(-1-24

Aminosyresekvensen svarende til enhederne -1 - 24 i H2-
humanrelaxin-B-ka&den blev synteseret under anvendelse af de ovenfor
beskrevne procedurer begyndende med 6,09 N-a-tert-butyloxy-
carbonyl-L-methionin-0-benzyl-L-serin-phenylacetamid-methylpolysty-
renharpiks ladet med 0,5 mmol Met pr. gram. Sidekadebeskyttelses-
grupperne, der blev benyttet til syntese af A-kaden, blev ogsi
benyttet til B-kaden, herunder S-ethylmercaptoderivatet til begge
cysteiner i positionerne 10 og 22. Glutaminsyreenhederne i positio-
nerne 4 og 5 og asparaginsyreenheden i position -1 blev adderet som
N-a-BOC-{-benzylesterderivatet. Glutaminet i position 18 blev koblet
ved en fremgangsmidde med aktiv ester under anvendelse af N-a-BOC-L-
glutamin-p-nitrophenylester i DMF. Efter kobling af tryptofanet i
position 2 blev der tilsat 0,1 % indol til trifluoreddikesyre-afbe-
skyttelsesreagenset og til de efterfglgende methylenchloridvask.

Slutvegten af peptidharpiksen efter fjernelse af BOC-gruppen fra den
aminoterminale asparaginsyreenhed og vacuumtgrring var 8,5 g. En
portion af peptidharpiksen (3,5 g) blev behandlet med vandfri
hydrogenfluorid i narverelse af anisol (2 ml) ved 0% i 30 minutter,
0og B-kadepeptidet blev isoleret under anvendelse af den ovenfor be-
skrevne procedure for A-kaden. Det ri [S-thioethy]-Cyslo’Zz]-
hRLX B(-1-24), (0,97 g) blev renset ved gelfiltrering pd BioGel P10
i 0,1M eddikesyre efterfulgt af praparativ HPLC. '

En prove (100 mg) af det ved gelfiltrering rensede peptid blev
S-sulfoneret ved pH 8,3 i 3 timer, reaktionsblandingen blev
filtreret, og precipitatet og supernatantoplgsningen blev dialyseret
mod destilleret vand. Det "oplgselige” peptid, der blev indvundet
efter lyophilisering, udgjorde 42,4 mg; det "uoplgselige" peptid
udgjorde 59,5 mg. De S-sulfonerede B-kadepeptider blev yderligere
renset ved praparativ HPLC under anvendelse af en (-18
omvendt-fasesgjle og et 0,1% TFA-vand-acetonitrilsolventsystem.
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(iii) Kedesammenfgining

De syntetiske H2 hRLX A(1-24)- og H2 hRLX B(-1-24)-peptider blev
sammenfgjet under anvendelse af fremgangsmiden, beskrevet af Chance
og Hoffmann (australsk patentansggning nr. 68844/81) til
insulinkader, hvorved de S-sulfonerede peptider blev blandet i et
forhold A:B pid 2,6:1 ved en peptidkoncentration pd 10 mg/ml i gly-
cinpuffer, pH 10,5. Dithiothreitol i glycinpuffer blev derpd tilsat
i en mengde, der samlet tilvejebragte 1,0 sulfhydrylgruppe for hver
S-sulfogruppe. Reaktionsblandingen blev derpd omrgrt i en &ben
beholder i 24 timer.

Som en yderligere modifikation af denne fremgangsmide er det blevet
opdaget, at kadesammenfgjningsreaktionen til dannelse af biologisk
aktivt relaxin forlgb effektivt, ndr en eller fortrinsvis begge
peptidkederne blev anvendt som deres S-thioethyl-Cys-derivater i
stedet for i S-sulfoformen, som angivet af Chance og Hoffmann
(citeret ovenfor) i forbindelse med insulin. Anvendelsen af
S-thioethyl-Cys-peptiderne eliminerer et reaktions- og rensnings-
trin, der kraves til omdannelse af peptiderne til S-sulfoderiva-
terne. Ifglge den erhvervede erfaring ledsages S-sulfoneringsomsat-
ningen af relaxinpeptiderne af sidereaktioner, som ggr det vanske-
ligt at rense S-sulfopeptiderne, hvilket resulterer i lave udbytter.

Ved anvendelse af de ovenfor angivne betingelser blev der opndet
kedesammenfgjningsudbytter pd fra 1,5 til 6,0% som mdlt ved den
biologiske aktivitet ved kontraktionsforsgg med rotteuterus ifglge
Wigvist & Paul (Acta Endocrinol., 29, 135-136, 1958).

Humanre]axin-HZ-[S-thioethy]-Cyslo’ll’ls]-A(1-24), (4,2 mg tervegt,
2,4 mg peptid ved aminosyreanalyse, 0,84 pmol) blev oplgst i 500 pul
0,1M glycinpuffer, pH 10,5, i et 3 ml plastcentrifugergr forsynet
med prop. Humanrelaxin-H2-[S-sulfo-Cysi®*11]-B(-1-24), (1,60 mg,
1,60 mg peptid ved aminosyreanalyse, 0,33 pmol) oplest i 200 ul 0,IM
glycinpuffer, pH 10,5, blev tilsat og blandingen blev omrystet. En
delmengde (23,0 ul, 2,21 pmol DTT) af en stamoplgsning af
dithiothreitol (DTT), der var fremstillet med 0,1 M glycinpuffer, pH
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10,5 (0,96 pmol DTT i 10 ul), blev tilsat til peptidoplesningen, og
efter en kort omrystning fik reaktionsblandingen lov til at hensta
ved 4°C i 24 timer under luftens adgang. Blandingen blev derefter
centrifugeret, og delprgver af supernatantoplgsningen blev testet
for biologisk relaxinaktivitet ved rotteuterus-kontraktionsforseg.
Delprever af reaktionsblandingen forhindrede de  spontane
kontraktioner af rotteuterus pid en dosisafhengig mide. En 75 ml
delpregve forhindrede fuldstandig uteruskontraktioner, hvilket svarer
til et kadesammenfgjningsudbytte pa 5,3% sammenlignet med en na-
turlig svinerelaxin-A22-B31-standard.

Syntese af autentisk humanrelaxin H2 (hRLX) A(1-24) -
B(-1-32)

(i) Syntese af humanrelaxin H2-kade: hRLX B(-1-32) i fuld langde

Den aminosyresekvens, der svarer til enhederne -1 til +32 i den
fulde lengde af human-H2-relaxin-B-kaden, blev syntetiseret under
anvendelse af de ovenfor beskrevne metoder og begyndende med 6,4 g
N-a-tert-butyloxycarbonyl-L-Teucin-phenylacetamidomethylpolystyren-
harpiks ladet med 0,23 mmol Leu pr. g. De sidekadebeskyttende
grupper, der anvendtes for A(1-24) og B(-1 - 24)-peptiderne blev
ogsda anvendt til B-kaden i fuld lengde inklusiv S-ethylmercapto-
derivatet for begge cysteiner i positionerne 10 og 22. En modi-
fikation af denne strategi var anvendelsen af N-formylderivatet af
BOC-L-tryptofan til kobling ved sekvenspositionerne 27 og 2.

Slutvegten af peptidharpiksen efter kedesamling var 8,2 g. En del af
peptidharpiksen (4,0 g) blev behandlet med vandfri hydrogen-
fluorid-anisol som beskrevet i de tidligere eksempler til
frembringelse af 1,50 g ra [S-thioethy]-Cyslo’zz,N-formy1-Trp2’27]
hRLX B(-1 - 32). Det rda peptid oprensedes ved gelfiltrering pa
BioGel P6 i 0,1 M eddikesyre. Hovedtoppene, der blev elueret fra
gelfiltreringssgjlen, karakteriseredes ved aminosyreanalyse.
Fraktioner, hvor analyserne stemte overens med -1 til 32
peptidsekvensen, opsamledes og frysetgrredes. Deformylering af
tryptofanenhederne udfgrtes ved at behandle peptidet (100 mg) med
natriumhydroxidoplgsning (5 ml), pH 11,5 i 5 minutter, i hvilken
tidsperiode peptidet pracipiterede fra oplgsningen.
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Reaktionsblandingen neutraliseredes til oplgsning af peptidet, og
blandingen pafertes direkte p4d en BioGel P6-sgjle i 0,1 M eddike-
syre. Fjernelse af formylgrupper fra tryptophan méltes ved UV-spek-
troskopi ved at felge, at N-formylabsorptionen ved 300 nm forsvandt
og tilsynekomst af de karakteristiske tryptophanspektre med et
absorptionsmaximum ved 280 nm. Peptidfraktioner, der eluerede fra
sejlen og havde den korrekte aminosyreanalyse opsamledes og fryse-
terredes.

Forsgg pa at oprense [S-thioethy]—Cyslo’zz( hRLX B]-1 - 32)-peptidet
ved preparativ HPLC faldt ikke heldigt ud, pé grund af tab af peptid
ved adsorption til se¢jlemediet. Peptid renset ved gelkromatografi
anvendes direkte i kadesammenfgjningseksperimenter.

(ii) Kedesammenfgjning af A(1-24) med B(-1 - 32): fremstilling af
humanrelaxin H2

De syntetiske S-sulfonerede og S-thioethyl-H2 humanrelaxin A(1-24)-
peptider kobledes til S-thioethyl-H2-humanrelaxin-B(-1-32) under
anvendelse af de kadesammenfgjningsmetoder, der tidligere er be-
skrevet for den forkortede B-kade (-1 - 24). Prgver af blandingen
efter sammenfgjning undersggtes for biologisk relaxinaktivitet i
rotteuterus-kontraktionsforsgg. Delprgver af reaktionsblandingen
forhindrede de spontane kontraktioner af rotteuterus pa en dosis-
afhengig made. 100 ul delprgve forhindrede fuldstendig uterus-
kontraktioner, hvilket svarer til et kadesammenfgjningsudbytte pa
3,0% sammenlignet med en naturlig svinerelaxin-A22-B31-standard.
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Patentkray

1. T alt vasentligt ren rekombinant human-H2-preprorelaxin eller
derivater heraf med samme biologiske virkning, kendetegnet
ved, at det er fri for andre human-proteiner.

2. I alt vasentligt ren rekombinant human-H2-prorelaxin ifglge
krav 1, som er fri for andre human-proteiner.

3. I alt vesentligt ren rekombinant human-H2-relaxin ifelge krav
1, som er fri for andre human-proteiner.

4. I alt vasentligt rent rekombinant polypeptid ifelge krav 1 med
relaxinaktivitet, k endetegnet ved, at H2-relaxin A-kaden:

1 5 10
GIn Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His
15 20 24
Val Gly Cys Thr Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys,

og H2-relaxin B-kaden:

-1 1 5 10
Asp Ser Trp Met Glu Glu Val Ile Lys Leu Cys Gly Arg
15 20
Glu Leu Val Arg Ala GIn Ile Ala Ile Cys Gly Met
25 30 32
Ser Thr Trp Ser Lys Arg Ser Leu

er modificeret ved udeladelse af op til ni aminosyrer fra den
aminoterminale ende af A-kaden, og/eller at B-kaden er forkortet med
op til ni aminosyrer fra den aminoterminale ende og/eller med op til
ni aminosyrer fra den carboxylterminale ende.

5. Polypeptid ifelge krav 4, kendetegnet ved, at det
bestir af en hvilken som helst af A-kaderne A(1-24), A(2-24),
A(3-24), A(4-24) eller A(5-24) i kombination med en hvilken som
helst af B-kaderne B(-1-23) til B(-1-32).
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6. Polypeptid ifslge krav 4 eller 5, kendetegnet ved,
at relaxin-A- og/eller -B-kaden er modificeret ved tilfgjelse af en
beskyttelsesgruppe pd en fri amino-, carboxyl- eller hydroxygruppe.

7.  Human-H2-relaxinderivat ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at A-kaden:

1 5 10
GIn Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His
15 20 24
Val Gly Cys Thr Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys,

og H2-relaxin B-kaden:

-1 1 5 10
Asp Ser Trp Met Glu Glu Val Ile Lys Leu Cys Gly Arg
15 20
Glu Leu Val Arg Ala GIn Ile Ala Ile Cys Gly Met
25 30 32
Ser Thr Trp Ser Lys Arg Ser Leu

er modificeret ved erstatning af mindst én af de neutrale aminosyrer
med en derfra forskellig aminosyre pd den betingelse, at analogen
besidder relaxinaktivitet.

8. I alt vasentligt rent polypeptid ifelge krav 4 eller 5, k e n -
detegnet ved, at B-kaden er blevet modificeret ved
erstatning af Met-resten i B(24) med et element, der er udvalgt fra
gruppen bestdende af valin, alanin, glycin og serin.

9. I alt vasentligt rent polypeptid ifslge krav 2, kende -
tegnet ved, at det er udvalgt fra gruppen bestdende af
signal-, A-, B-, og C-polypeptidkederne i human-H2-preprorelaxin,
som er fri for andre human-proteiner.

10. I alt vasentligt rent polypeptid ifglge krav 9, kende -
tegnet ved, at A-polypeptidkaeden er:

(i) en human-H2-relaxin A-kade, der er udvalgt fra gruppen
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bestdende af A(1-24) til A(5-24), hvorhos aminosyrerne 1-24 har
folgende sekvens:

1 5 10
GIn Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His
15 20 24
Val Gly Cys Thr Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys,

og at B-polypeptidkaden er:

(ii) en human-H2-relaxin B-kede, der er wudvalgt fra gruppen
bestdende af B(-1-32) til B(4-23), hvorhos aminosyrerne -1-32
har fglgende sekvens:

-1 1 5 10
Asp Ser Trp Met Glu Glu Val Ile Lys Leu Cys Gly Arg
15 20 25
Gly Leu Val Arg Ala GIn Ile Ala Ile Cys Gly Met Ser
25 30 32
Thr Trp Ser Lys Arg Ser Leu,

og at C-polypeptidkaden er:

(ii1)  en human-H2-prorelaxin C-kade, som har den i figurerne 2A-2D
angivne aminosyresekvens som ordnet i figur 2.

11. I alt vasentligt rent polypeptid ifelge krav 4, kende -
tegnet ved, at polypeptidet omfatter:

(i) en human-H2-relaxin A-kade, der er wudvalgt fra gruppen
bestdende af A(1-24) til A(5-24), hvorhos aminosyrerne 1-24 har
falgende sekvens:

1 5 10
GIn Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Asn Lys Cys Cys His
15 20 24
Val Gly Cys Thr Lys Arg Ser Leu Ala Arg Phe Cys

(i1) en human-H2-relaxin B-kade, der er wudvalgt fra gruppen
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bestiende af B(-1-32) til B(4-23), hvorhos aminosyrerne -1-32
har fglgende sekvens:

-1 1 5 10
Asp Ser Trp Met Glu Glu Val Ile Lys Leu Cys Gly Arg
15 20
Glu Leu Val Arg Ala GIn Ile Ala Ile Cys Gly Met
25 30 32
Ser Thr Trp Ser Lys Arg Ser Leu, og

(iii)  en human-H2-prorelaxin C-kade med den i figurerne 2A-2D
angivne aminosyresekvens som ordnet i figur 2, hvorhos
C-kadeaminosyresekvensen er modificeret i forbindelsen
mellem B/C- og C/A-kaderne til fremme af klevning af B/C- og
C/A-forbindelserne og efterfglgende udskering af C-kaden.
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FIG. 2A. FiG.2B.
FIG.2C. FIG. 2D.
F16.2
FiG. 5A. FIG. 58,

F1G. 5.
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AUG CCU CGC
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alpeptid

-20
Phe
UuU
*%x
UG
Leu

Leu Phe
CUG UWJ
CUG U
Leu Phe

Phe His Leu Leu
UUC CAC QUG CUA
Kkk KKKk Kkk kk*k
UUC CAC CUG CUA
Phe His Leu Leu

Gly Val
GGA GUC
*kk kK
GAA UUC
Glu Phe

Cys Leu
UGU UUA

* Kk FekXx

UGU UUA
Cys Leu

10

Met Glu Glu

* * kk kK

AAG GAC GAU
Lys Asp Asp

AUG GAG GAA

Val Jle Lys Leu Cys Gly Arg Glu leu Val Arg |
GUU AUU AAA UUA UGC GGC CGC GAA UUA GUU CGC
Ak KAk K kk FhEk Khkk Kkk Kkh¥ kKX K kk Kk ok KkX
GUU AUU AAA UUA UGC GGC CGC GAA UUA GUJ CGC
Val lle Lys Leu Cys Gly Arg Glu Leu Val Arg

30
Arg Ser Leu

AGG UCU CUG

KAk kKK Kkk

AGG UCU CUG
Arg Ser Leu

Glu Thr lle

GAA ACC AUA

*%kk Kk kAKX

GAA ACU AUA

Glu Thr e

C-éeptid L0
Ser Gln Glu Asp Ala Pro Gln Thr Pro Arg Pro
AGC CAG GAA GAU GCU CCU CAG ACA CCU AGA CCA
KAX khkk Kk kKK kkk AAX dxk * kK AKX KKK KKK

AGC CAG GAA GAU GCU CCU CAG ACA CCU AGA CCA
Ser Gln Glu Asp Ala Pro Gln Thr Pro Arg Pro

60
Asn Met
AAU AUG

* Kk kK

AUU AUC
lle Ile

70
Ala Asn Leu Pro
GCU AAU UUG CCA

ARk KAk kAKX *k*

GCU AAU UUG CCA|
Ala Asn Leu Pro

Glu Phe
GAAUUU
kA K Kk

GAA UUC
Glu Phe

Met
AUG

K*k

AUG
Met

Val
GUU

* %

AUU
Tle

Ser
UCA
*
UuG

Leu

Fi6.2A
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Leu Leu Asn Gln Phe Ser Arg Ala Val Ala

! CUA CUG AAC CAA UUU UCC AGA GCA GUC GCG

dkk Kkkk Khkk kkk kkk kkk kik dekk dokk kkxk

CUA CUG AAC CAA UUU UCC AGA GCA GUC GCG

Leu Leu Asn Gln Phe Ser Arg Ala Val Ala

20

DK 172012 B1

Lys

UGG

X kK

UGG

Trp

b

Ala Gln Jle Ala Ile Cys Gly Met Ser Thr Trp Ser Llys
GCG CAG AUU GCC AUU UGC GGC AUG AGC ACC UGG AGC AAA

Ak kkk kkk KAk kkok AAX KXk kk* kkk kAKk KAk KRKX k¥ Kk

GCG CAG AUU GCC AUUUGC GGC AUG AGC ACC UGG AGC AAA
| Ala Gln Ile Ala Ile Cys Gly Met Ser Thr Trp Ser Lys

50

Val Ala Glu Ile Val Pro Ser Phe Ile AsnLlys Asp Thr
GUG GCA GAA AUU GUG CCA UCC UUC AUC AAC AAAGAU ACA

*hk kAk Kk Aok Kkk

PkEK kRA Rkk Kkk Ak AKK hokk Rkkk

GUG GCA GAA AUU GUA CCA UCC uuC
Val Ala Glu Ile Val Pro Ser Phe
*

| [Gln [Glu Leu Lys

GAG CUG AAG

Ahk kkk kkk
GAG CUG AAG
Glu Leu Lys

* %
CCG
Pro

Leu Thr
UUA ACC

* k%
GCA GCC
Ala Ala

Leu Ser
CUG utU

*k kK

CcuAa UCU
Leu Ser

AUC AAC AAAGAU ACA
lle Asn Lys Asp Thr

80

Olu
GAG

* %%
GAG
Glu

Met

Arg

AUG

* %

AGG

Gln Pro
CAG CCA

Xk KXKX
CAA CCA
Gln Pro

Ala
GCA

**

UCA
Ser

F16.28.
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Leu Pro
UUA CCA
kkk Rkx
UUA CCA
Leu Pro

Gln
CAG
* %
GAG
Glu

Arg Gln Ser Glu Ala Ala Asp Ser
AGA CAA AGU GAAGCC GCA GAC AGC

KK hkk KKK Kk ok khk *XK Ak Kk kk

AGG CAA AGU GAAGCC GCA GAC AGC
Arg GIn Ser Glu Ala Ala Asp Ser

140

Leu

cuc
x %

CCC
Pro

Tyr
UAC
Kxx
UAC
Tyr

Ser
AGU

GUG
Val

Leu Gln

CUA CAA CAA

kkk kk k%

CUA CAG
Leu Gln

Ala Leu
GCA UUG

XKK K%k

GCA CUG
Ala Leu

90

Gln [His

CAU

* X

CAG|UAU

Gln

Tyr

Ala Asn
GCU AAU

* %

UUU GAG

Phe Glu

Val Pro
GUA CCU

*® %k skkk

GUA CQU
Val Pro

Val
GUA
*x *
GCA
Ala

Leu Lys
UUA AAA

Axk k%

UUA AAG

Ser
AGU

* *

AAU
Asn

Lys Cys
AAAUGU

XKk kxxk

120

leu Lys

Asp Ser |
GAU UCC

*kk kdk

GAU LCC
Asp Ser

Pro Ser Glu Leu Lys
CCU UCA GAA UUA AAA

*hk Kkhkk Kkk ok kK k% |

CCU UCA GAAUUA AAA
Pro Ser Glu Leu Lys

Cys
uGC

KA X

AAAUGU UGC
lys Cys Cys

F16.2C

His Val
CAU GWU

X **

CUA AUU

Leu lle

150
Gly Cys
GGU UGU

* Rk A%

GGU UGU
Gly Cys
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100 Mo

Ser |Leu |Leu [Phe Glu Glu Phe Lys lys Leu Ile Arg Asn

- | AGU|CUU| CUC {UUU GAA GAA UUU AAG AAACUU AUU CGC AAU

* Kk|kkk * [hhk khk Ak k Akk Akk Kkkkkk dokk dkk Kok

AAU|CUU| AGC {UUU GAAGAA UUU AAG AAACUU AUU CCC AAU
AsnilLeu|Ser [Phe Glu Glu Phe Lys Lys Leu Ile Arg Asn

A-kade

——

130

Tyr Leu Gly Leu Asp Thr His Ser |Argilys Lys Arg {Gln
UAC UUA GGC UUG GAU ACU CAU UCU |CGAJAAA AAGAGA [CAA

AKXk KKK KKK KKK KKK AhkK kkk Adk|[h *|hxkX AXXK*xX %X %
UAC UUA GGC UUG GAU ACU CAU UCU |CAAJAAA AAG AGA|CGA
| Tyr Leu Gly Leu Asp Thr His Ser |GIn [Lys Lys Arg |Arg

e

160
Thr Lys Arg Ser Leu Ala [Arg Phe|Cys *xx

ACC AAA AGA UCU CUU GCU[AGA UUUUGC UGA

: *Ekk khkk Ak KARK KhA Kk [k Kk k k| Ak

ACC AAA AGG UCU CUU GCUJAAA UAU 1UGC UGA
Thr Lys Arg Ser Leu Ala |Lys Tyr |(ys x*=

F16.20.
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