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1
(57) KIVONAT

A taldlmény humén preprorelaxin kifeje—
zésére képes gének és DNS transzfer veklo-
rok, valamint ezek alegységei, beleértve a
humén prorelaxinnak és az ebben taldlhatd A,
B és C peptid lincoknak egyedi kifejezésére
képes géneket és transzfer vektorokat; vala-
mint az dsszes fenti gének ekvivalensei mo-
lekuléris jellemzésére és ez alapjan a fenti
peptidek szintézisére vonatkozik.
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A taldlmédny targya egy humén relaxint
kédold gén szekvencia molekularis klonozésa
és jellemzése. A taldlmény térgya a humén 41
relaxin, prorelaxin és preprorelaxin eldallita-
sa.

Részletesebben: a taldlmény tdrgya egy
izoldlt és tisztitott (.kldnozott") humén gén,
amely prorelaxint, preprorelaxint, valamint a
humén relaxin A és/vagy B és/vagy C peptid
ldncat koédolja, valamint eljérasok a gének
izoldlésdra és tisztitdséra, eljardsok a gének
atvitelére a gazdasejtbe és azok replikdlésa-
ra a gazdasejtben. A klénozott géneket a
gazdasejt akkor fejezi ki, amikor azok egye-
siltek a gazdasejt kifejezédni képes proka-
ridta vagy eukaridta sejtjeivel. A gének igy
felhasznélhaték a gyogyészati célokra alkal-
mas human relaxin elSillitésahoz.

A taldlméany targyahoz tartoznak a hu-
mén relaxin, prorelaxin peptidek, valamint
egyes peptid lancok, amelyek tartalmazzak
ezeket a szekvencidkat és ezeknek a pepti-
deknek modositott formait.

A talalmény targyahoz tartoznak még
azok a modositott gének, amelyek az egyes
relaxin-léncokat és a fent emlitett modosilott
forméju peptideket kodoljak.

Hisaw, F. L. uttdord munkaja [Proc. Soc.
Exp. Biol. Med. 23, 661-663 (1926)] vetetie fel
a relaxin peptid fontos szerepét az emldsok-
ben, amely az agyéktaji szimfizis tagito hata-
sa révén jelentkezik, ilyen modon kdénnyitve
meg -a szulési folyamatot. A relaxin a petefé-
szek sargatestjében képzddik és tarolodik a
terhesség folyamédn, és a vérdramba a szilés
elétt kerldl. A rendelkezésre alld petefészkek
lehetbvé tették a relaxin izoldlésat és amino-
sav-0sszetételének megéllapitasat sertésben
[Schwabe, C., McDonald, J. K. és Steinetz, B.
C.: Biochem, Biophys. Res. Commun. 75, 503-
-510 (1977); James, R., Niall, H,, Kwok, S. és
Bryant-Greenwood, G.: Nature, 267, 544-546
(1977)], patkényban [John, M. J., Walsh, J.
R., Borjesson, B. W. és Niall, H. D.: Endocri-
nology 108, 726-729 (198l1)], és cépéban
[Schwabe, C., Gowan, L. K, és Reinig, J. W.
Ann. N. Y. Acad. Sci. 380, 6-12 (1982)]. A bi-
olégiailag aktiv hormon két peptidlancbdl &ll,
amelyeket A és B lancként ismerink, és ame-
lyeket diszulfid hidak kotnek Ossze, kettd a
lancok kozott és egy a lancon belal. A szer-
kezet igy rendkivial hasonlit az inzulinra a
diszulfid kotések elhelyezkedésében, amely
ezeknek a hormonoknak a kdzds Os-génjére
utald feltételezésekhez vezet (lasd Schwabe
ill. James, fentebb idézett irodalmi helyek).

A rekombinéns DNS technikat alkalmaz-
tuk a cDNS klonok izoldlaséra mind ,a pat-
kény, mind a sertés relaxinhoz [Hudson. P.,
Haley, J., Cronk, M., Shine, J. és Niall, H.:
Nature, 291, 127-131 (1981); 11834/83 (PF
2696/82) ausztrdl szabadalmi koézrebocsatési
irat. Szintetikus undekamer (11 tagu) nukle-
otidokat - amelyeket a rendelkezésre allo
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aminosav-szekvencidk alapjén készitettank - 65

alkalmaztuk primer mintaként a relaxin cDNS
szekvencidkban erdsen feldusitott c¢DNs min-
ték szintéziséhez, amelyek azonosnak tekint-
hetdk azokkal a relaxin c¢DNS klonokkal, ame-
lyeck a petefészek-szdovetbd) szarmazd gén
_kényvtar “~-ban talalhatok.

A relaxin strukturgénrdl Ugy taladltuk,
hogy egy egyedi lancbdl &lld prekurzort ko~
dol, amely hasonliL a preproinzulinra &ltala-
nos konfiguréaciojéban, azaz: szignél-peptid-
(B-lanc/C-peptid)A-lanc.

A sertés és patkany preprorelaxinok
egy meglepden nagy Osszekapcsold peptidet
tartalmaznak (105 ill. 104 gyok), oOsszehason-
litva a patkany inzulinnal, amely mintegy 30
gyokds C pepliddel rendelkezik. A patkany
és sertés relaxin C peptidjének nagy mérté-
k3 szekvencia-homolégidja feltételezi, hogy
szerepik tdbb, mint egyszerlen biztositani a
korrekt diszulfid kotés képzést az A és B
lincok kézdtt. Az a véleménylnk alakult ki,
hogy a szerkezeti mozgés a szekvencia-elté-
résben, amely az evolicid soran alakult ki, a
C-peptid részben eredményezett véltozést,
amely C peptid hasonléképpen nagy mértéka
szekvencia homoldgiaval bir a humén relaxin
génben., Kovetkezésképpen, amint ezt koréb-
ban mér leirtuk, mi olyan mintdkat alkalmaz-
tunk a humén rclaxin gén kivélasztéséban,
amely inkébb a sertés, mint a patkdny C-
peptid teruleten alapszik, mivel a fehérje
szekvencia adalok O&sszegyljtése azt jelezte,
hogy a humén fehérjék &ltaldban kevésbé
térnek el a sertés, mint a patkény fehérjék-
bdl [Dayhoff, M. O., Schwartz, R. M., Chen, H.
R., Hunt, L. T., Barker, W. C. és Orcutt, B.
C.: DNA 1, 51-58 (1981)]). :

Bar szémtulan csoportnak hosszutava
celja volt meghalérozni a huméan relaxin
szerkezetét és igy megéllapitani a klinikai
beavatkozas uULjat nehéz szilés esetén, a
terhesség idészukabol szérmazd emberi pete-
fészkek korlatozott hozzéférhetdsége megaka-
dalyozta a kézvetlen aminosav szekvencia
meghatarozését. A mi megkozelitésink az
volt, hogy sorozatvizsgéalatokat végeztink
kozvetlen emberi relaxin génre egy genom-
-.kényvtar-~ban, a sertés relaxin cDNS egy-
egy tertletét alkalmazva mintaként. Ez a
megkozelités azt eredményezte, hogy sikere-
sen azonositottuk azt a genom-klont, amely-
bdl a preprorelaxin teljes kédolo teriletének
szerkezetét meghataroztuk,

Ugy véljak, hogy az itt leirt génck
egyvike vagy mindkettd, amelyeket .H1" és
LH2" gén jelzéssel lattunk el, és amelyeket a
PF 7247/82 szami ausztrédl szabadalmi beje-
lentésben leirtunk, fejezddik ki a humén
reproduktiv szbvetekben, pl. a petefészekben
vagy a méhlepényben és/vagy més szdvetek-
ben, beleértve (de nem korlatozva ezekre) a
beleket, agyal, bort, mivel mindkét gén kife-
Jjez relaxin-szeru aktivitdst mutaté peptide-
kel.

2.



4

A petefészkek sargatestje, valamint a
petefészkek és placenta szdvetek a
legvaldszinlQbb helyei a relaxinnal

kapcsolatos gének kifejezddésének. A leglobb
peptid-hormon széleskdérll elterjedésére valo
tekintettel azonban nagyon valdszinQ, hogy a
relaxin-gén kifejezddik a nem-reproduktiv
szbvetekben, pl. az agyban és az emészto-
traktusban is. A relaxin egy ndévekedési
faktor é&ltaldnos tulajdonségaival bir és
képes megvaltoztatni a kotdszdvetek
természetét és befolyasolni a simaizom
dsszehizédast. Ugy hisszik, hogy a jelen
szabadalmi bejelentésben és a PF 7247/82.
sz. ausztrédl szabadalmi bejelentésben leirt
génszerkezetek egyike vagy mindkettd széles
kdrben elterjedt a testben. Az a
véleményunk, hogy az ezekbdl a génekbdl
kifejezett relaxin-peptidek fontos fiziologiai
szerepet jatszanak a reprodukcié soran vég-
zett jol dokumentdlt hormon-funkcidojukon tul
is.

Ebben a leirdsban a kovetkezd rovidité-
seket hasznaljuk:

Hl = az itt leirt relaxin gén, amely
a genom-klonbdl van visszave—
zetve

H2 = a PF 7247/82. sz. szabadalmi
bejelentésben leirt relaxin-
-gén, amely a c¢DNS klonbol
van visszavezetve

DNS = dezoxiribonukleinsav

RNS = ribonukleinsav

¢cDNS = komplementer DNS (enzimati-
kusan szintetizélva egy mRNS
szekvenciabol)

mRNS = messenger (hirvivé) RNS

A= adenin

T = timin

G = guanin

C = citozin

U= uracil

A kodolé kapcsolatok a DNS nukleotid
szekvencia és a fehérje aminosav szekvencia
kozott egylttesen mint .genetikai kod" is-
mertek, amelyet az aldbbiakban ismertetink.

Elsd Masodik Harmadik

helyzet helyzet helyzet

(5 vég) U C A G 3
veg)

Phe Ser Tyr Cys U

Phe Ser Tyr Cys C

U Leu Ser Stop Stop A

Leu Ser Stop Trp G

Leu Pro His Arg U

Leu Pro His Arg C

Leu Pro Gin Arg A

C Leu Pro Gln Arg G

4

197350 5
Ile Thr Asn Ser u
Ite Thr Asn Ser Cc
A Ile Thr Lys Arg A
Mel Thr Lys Arg G
5
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
G Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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Az egyes aminosavakra hasznalt rovidi-
tések a kovetkezd tablazatban lathatok:

Fenilalanin (Phe) Hisztidin (His)

Leucin (Leu) Glutamin (Gln)

1zolcucin (Ile) Aszparagin (Asn)

Metionin (Met) Lizin (Lys)

Valin (Val) Aszparaginsav (Asp)

Szerin (Ser) Glutaminsav (Glu)

Prolin (Pro) Cisztein (Cys)

Treonin (Thy) Triptoféan (Trp)

Alanin (Ala) Arginin (Arg)

Tirozin (Tyr) Glicin (Gly)

Minden harom betis kdédon (mas néven
dezoxinukleotied triplet vagy nukleotid trip-
let), amely a LUéblédzatban megtaldlhatd (pl.
AUG, CAU), egy mRNS trinukleotidnak felel
meg, az 5 veéggel a bal és 3' véggel a jobb
oldalon. A belGk purin vagy pirimidin bazi-
sokat jelentenek, amelyek nukleotid szekven-
ciat alkotjék. Minden itt megadott DNS szek-
vencia a szalnak az a DNS szekvencidja,
amely megfelel az mRNS szekvencidnak, csak
éppen timinnel (T) helyetlesitve az uracilt
(U).

Az ezl Lkovetd részletes targyalasban
utalédsok lesznek az ébrékra, az dbrak a ké-
vetkezok:

Az 1. dbra a két alabb emlitendd genom-
-klon restrikcios enzim-térképe;

a 2. abra a humén relaxin gén kddolo
teruletének mRNS szekvencidjst és a humén
preprorelaxin aminosav szekvencidjat mutatja
be; és

a 3. ébra mutatja be a humén preprore-
laxin és a hozzi tartozé mRNS szekvenciak
osszehasonlitésat a megfeleld sertés prepro-
relaxin szekvenciakkal,

A genetikai anyag eredeti forrasa a hu-
m&én  genom klonok . konyvtdr--a volt. A
konyvtar® szUrdvizsgalata sertés relaxin
¢DNS mintakkal két olyan kldnt adott ki,
amely humén relaxint koédolé szekvencidkat
tartalmazott.

A 2. és 3. abrédban bemutatott mRNS
szekvenciékat a késObb leirt modszerrel ha-
taroztuk meg. Az lathato az abrabdl, hogy
egy egyedi, 3,4 kb-s intron szakitja meg a c
kapcsolé peptid kodolo teriletét. A humén
preprorelaxin szerkezelét a genom-szekven-
ciabo] koévetkeziettik ki, oOsszehasonlitva a
sertés és patkany relaxin homoldg szerkeze-
téevel. Az A és B peptid ldnc szerkezetének
bizonyitasara szintézissel és in vitro lénc-
~-rekombindcioval olyan anyagot termeltank,

3-
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amely biolégiailag aktiv a méh-6sszehuzddasi
vizsgalatokban.

A preprorelaxin in vitro termelésének
médja még nem teljesen ismert, de a sertés
relaxinrdl a szigndl peptid lehasitdsanak ana-
146gidja alapjin az a valdszinl, hogy ez a ha-
sitds az Ala! Lys-! Lkotésnél torténik. Ha-
sonloképpen valoszin(sithetd, hogy a C pep-
tid hasftdsa a Leu32-Ser¥® és Argl¥%-Arg!¥
helyen torténik, igy adddik ki a B lanc 32 és
az A lanc 24 gyokkel.

Amint a sertés relaxinnal kapcsolatos

- tanulmanyainkban megjegyeztik, a sertés re-

laxin B és A lancainak vannak olyan lénye-
ges belsd szekvencidi, amelyek a bioldgiai
aktivitds Osszes lényeges elemét tartalmaz-
zdk. A humén relaxin lancokkal kapcsolatos
szintetikus tanulményaink hasonld eredmé-
nyeket mutatnak, amint ez késObbi részletes
ismertetésiinkbdl kiderul.

A jelen taldlmany egyik targya tLehat
egy gén elbalitasa, amely a humén preprore-
laxint fejezi ki.

Részletesebben a jelen talélmény egyik
tairgya egy kettds szalt DNS fragmens elbil-
litdsa, amely humén preprorelaxint fejez ki,
és amely egy kodolé szdlbdl és egy komple-
menter szalbol 4ll, amely annak teljes a
mRNS szekvencidnak (-25-t6l 160-ig terjedd
kodonok) felel meg, amely a 2. &brédban lit-
hato.
A taldlmény magaba foglalja a preprore-
laxin gén szekvencia bérmilyen alegységét,
vagy az emlitett szekvencia vagy alegység
barmilyen ekvivalensét. Az cbben a megéalla-
pitésban emlitett alegységek kozdtt lehetnek
olyan gének, amelyekben nem szerepelnek
olyan nem-kodolod teriletek, amelyek a 3. ab-
ra szerint lathatok, vagy olyan gének, ame-
lyek a humén preprorelaxin A, B és C lancait
vagy szignal peptid lancat (lasd 3. &bra)
vagy ezek barmilyen Lkombinécidjat kodold
egyedi struktirgéneket tartalmaznak. Ilyen
kombinéacié lehet pl. egy A és B peptid lan-
cot elkulénitve wvagy preprorelaxin-szer(ien
(vagyis C lanccal Osszekapcsoltan) kifejezd
gén.

A jelen taldlmény egy mésik tdrgya egy
gén elballitasa, amely a human prorelaxint
fejezi ki.

Részletesebben, a jelen taldlmany egyik
targya egy kettds szall DNS fragmens eldél-
litdsa, amely humén prorelaxint fejez ki, és
amely egy kodold szélbdl és egy komplemen-
ter szalbdl all, amely annak a kodonnak felel
meg, amely 1-160 szémmal lathatdé a 2. ébra
szerinti mRNS szekvenciaban.

A jelen taldlmény tovébbi targya olyan
gének elbdllitdsa, amelyek elkulonitetten ki
tudjak fejezni a humén relaxin A, B és C

léncait, vagy az emlitett ldncokbdl kettbnek
vagy tobbnek a kombinacidjat.

Részletesebben a jelen talalmany téargya
olyan kettds szdli DNS fragmensek eldallité-
sa, amelyek elkulonitetten tudjak kifejezni a
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humén relaxin A és/vagy B és/vagy C lanca-
it, és amelyek a 2. abréan lathaté mRNS szek-~
venciak 1-32, 33-136 és 137-160 szamai kozti
kodonjainak megfeleld koédold szélat és egy
konplementer szdlat tartalmaznak.

A fenlebb leirt gének a fajlagos kodo-
non kivil magulkba foglalhatjak a megfeleld
.start® és .stop" kodonokat is, vagyis AUG-t
és UGA-t (-26 és 161 kodonok a 2. abrén).

A szakméban jaratosak tisztdban vannak
azzal, hogy a géneknek polimorf mddosulatai
is lehetnek. Az ilyen .mdédosulatok is beletar-
toznak a taldlmény korébe.

A taldlmény magéba foglalja a fenti
szekvenciak komplementjeit és az alegysége-
ket vagy ekvivalenseket is.

A jelen tlalélmény egy tovabbi targya
egy DNS transzfer vektor eléllitasa, amely a
ferntebb meghatérozott génnek megfeleld de-
zoxinukleotid szekvenciat tartalmazza.

Amint fentebb lattuk, a genetikai kod
tartalmaz redundanciakat, vagyis bizonyos
aminosavakat tobb, mint egy kodon koddol
Ennck megfeleléen a Laldlmény magaba foglal-
ja azokat a dezoxinukleotid szekvenciakat is,
amelyekben az ébrékban bemutatott kodonok
vagy cDNS ekvivalensei més kodonokkal van-
nak helyettesitve, olyan kodonokkal, amelyek
szintén tudjik kodolni ugyanazt az aminosa-
vat.,

Tovabbmenve, anint ezt korédbban jelez-
Lik, relaxin aktivitissal rendelkezd peptide-
ket lehet elodllitani, amelyek a B és/vagy A
lanc szerkezetében kuldénbdznek a természe-
tes relaxintol, Az ilyen eltérések maguk utén
vonhatjak egy vagy LObb aminosav torlését
(delécidjal) és/vagy tovabbi aminosavak hoz-
zatételét és/vagy kulonbdzd aminosavak he-
lyettesitését a természetes lancban.

igy a taldlmény magéban foglal olyan
géneket és DNS transzfer vektorokat is,
amelyekben - ahogyan ezt koréabban leirtuk
- egy vagy lobb természetes kodon tordlve
van és/vagy helyettesitve van olyan kodon-
nal, amely mé&s aminosavat koédol, mint ami-
lyent a természetes kodon kédol és/vagy to-
vabbi kodonok vannak hozzdadva a termé-
szetes szekvencidhoz.,

A talalmény szerinti transzfer vektorok
magukban foglalhatnak tobbek kozdtt olyan
genetikai informacidokat is, amelyek biztosit~
jak azok replikécidjat, amikor atkerilnek egy
gazdasejtbe. Ilyen sejtek lehetnek pl. proka-
riota mikroorganizmus sejtek, mint pl. bakté-
riumok, éleszték és gombék, valamint eukari-
Ota sejtek, beleértve az emldos sejteket és
sejtvonalakat is.,

A baktérium-genetikdban leginkéabb
hasznalt transzfer vektorra jo példa a plaz-
mid és bizonyos bakteriofdgok DNS-ei. Mind
a fag DNS-t, mind a bakteridlis plazmidokat
hasznéljuk transzfer vektorként a jelen
munkaban. Meg kell érteni azonban, hogy
més tipusu transzfer vektorokat is lehet al-
kalmazni. Az ilyen transzfer vektorok képzé-

5
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sének és a mikroorganizmusbha transzformé-
lasdnak 4ltaldnos technikdja jol ismert a
szakirodalomban.

A taladlmény kiterjed azokra a prokariota
vagy eukariéta sejtekre is, amelyek a fen-
tebb leirt transzfer vektorok barmelyikével
transzformélva vannak.

Egy eldnyds mikroorganizmus a jol is-
mert Escherichia coli, de barmilyen mas al-
kalmas mikroorganizmust is lehet hasznéalni.

A Jjelen taldlmény egy tovébbi térgya
eljards egy DNS transzfer vektor eldallitasd-
ra, amely vektort a humin preprorelaxint
kédolé dezoxinukleotid szekvencidk replikala-

séban és fenntartisaban alkalmazunk, és
amelyre az jellemzd, hogy egy humén pre-

prorelaxint kodold dezoxinukleotid szekvenci-
énak és egy restrikcidos enzimes hasitéssal
készitett DNS molekulénak odsszekapcsolasaval
készil.

A huméan prorelaxint, valamint a huméan
relaxin A és B lancait kodold dezoxinukleo-
tid-szekvencidk replikdlasidra és fenntarvtésé-
ra alkalmas DNS transzfer vektorokat hason-
lIoképpen készithetjuk el megfeleld dezoxi-
nukleotidokbdl.

Az A és B peptid lancokat, valamint a
prorelaxint és preprorelaxint a gén kifejezd-
dés szokésos mddszereivel készithetjuk el,
azaz a megfelelden transzformélt transzfer
vektort tartalmazé sejt nodvesztésével és a
sejt altal termelt kivént peptid{ck) kinyereé-
sével és tisztitasédval,

igy a taldlmdny magdban foglalja azt az
eljarast is, amelyben egy kapcsolt fehérjét
allitunk eld, amely a huméan preprorelaxin
aminosav-szekvencidjat tartalmazza, mint C-
~termindlis szekvencial és a prokaridta vagy
eukariota fehérje egy részét, mint N-termi-
nalis szekvenciat; az eljarédst az jellemzi,
hogy egy humén preprorelaxint kodoléd dezo-
xinukleotid szekvenciat tartalmazo kifejezddni
képes transzfer vektorral transzforméilt sejt
tenyészetét inkubaljuk, mindezekben a mive-
letekben a fentebb leirt eljérast koévetve.

A humén relaxin A és B lancainak, vala-
mint a humén prorelaxinnak az aminosav-
-szekvenciat tartalmazéd kapcesolt fehérjéket
hasonld mddon lehet eldillitani.

Az igy eclballitott kapcsolt peptid termék
egy olyan kapcsolt fehérje forméjaban van
jelen, amelyben a kivant peptid kapcsolva
van a gazdasejtre jellemzd prokaridta vagy
eukariota fehérje egy részletével. Az ilyen
fehérjék szintén részei ennck a taldlmany-
nak.

A taldlmadny magéban foglalja az egy-
méstdl C peptiddel elvéalasztott A és B pepti-
det tartalmazé humén prorelaxint szintetizdld
eljarést, az eljérds azzal jellemezhetd, hogy
az emlitett emberi prorelaxint koédold, a fen-
tebb Jjellemzett eljaréssal eldéllitott dezoxi-
nukleotid szekvenciét tartalmazd, kifejezédni
képes transzfer vektorral transzforméll sej-
tek tenyészetét inkubéljuk az emlitett humén
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prorelaxint kodold szekvencia kifejezddéséhez
alkalmas Lkortlmények kozoétt, és az emlitett
sejlek tenyészlevébdl vagy lizétumébdl a hu-
man prorelaxint clvilasztjuk és megtisztitjuk.

A szamunhra érdekes peptidet a kap-
csoll termekbdl béarmilyen alkalmas, ismert
hasitasi eljardssal ki lehet nyerni.

Amint ezt mar fentebb jeleztuk, a
transzfer vektort lehet mdédositani kodon he-
lyettesitéssel, Lorléssel (delécidval) és hozza-
adassal, és az ilyen modositasok moédosilott
kapcsoll peplidchhez is wvezethetnek. Ilyen
médon megfeleld modositasokkal el lehet érni
a kapcsolt peptidek hasitdsénak megkdnnyi-
tését pl. a B/C vagy C/A lancnak elagazésa-
n&l, vagy a peptid lanc viselkedésének moé-
dositasat az ez utén kovetkezd kémiai vagy
biologiai mivelceteknél.

Amint fentebb jeleztuk, a taldlmény sze-
rinti modszerrcl elé lehet &llitani humén re-
laxint, prorelaxint és preprorelaxint.

A relaxint az egyedi A és B lancok koz-
vetlen kombindciojaval eld lehet éllitani, bér-

mely olyan mdédszert alkalmazva, amely
jelenleg ismeretes és alkalmazott az inzulin
készitésénél,

Az inzulinhoz hasonlé moédon relaxint le-
het késziteni prorelaxinbol oxidécidval vagy
barmilyen modszerrel, amely a relaxin fen-
tebl ismertetell wodszerekkel eléallitott A és
B peptidjeinek merkapto-csoportjait diszulfid
keveszlkotéssé alakitja az A és B peptidek
Lkozott, majd a C peptid lehasitasaval, pl
olyan enzim-hatalizélt  hidrolizissel, amely
fajlagos a C peplidet az A és B peptidekkel
Osszekold kotesekre,

Kévetkezésképpen a jelen taldlmény hu-
miin  relasin szintéziséhez olyan modszert
szolgaltal, amely a Lleljes hosszusagu, rovidi-
tett, vagy mddositott formaju relaxin A és B
lancainak kombindalasabol &ll; a modszer a
humén inzulin escetében az A és B léancok
kombindcidojansl dSnmagaban ismeretes.

Egy ilyen médszer az S-szulfonélt A és
B lincok keverékéncek redukcidjabdl, majd a
keveréhnek oxidécid céljabdl levegdn tartésé-
bol all.

Ugy taldltuk, hogy a fenti eljarés haté-
konységa javul, ha az A és B léncok egyike
vagy mindkettd S-tioetil-cisztein szérmazék
formajidban van jelen S-szulfo forma helyett.

Az Altalunk benyujtott 15413/83 (PF
4385/82) szam ausztrdl  kozrebocsatési
iratban bemutaltuk, hogy a relaxin A és B
lancok egyikét vagy mindkettdt le lehet ro-
viditeni az amino- vagy karboxi-végnél anél-
kal, hogy a bioldgiai aktivitdas jelentdsen
csbkkenne, ugyanakkor a kombinécié kiter-
melése nd. Ezek a technikédk ugyanugy hasz-
nalhatok a humén relaxin eléallitaséhoz.

A taldlmény cgy tovabbi térgya egy
olyan humén relaxinanalég elGéllitdsa, amely
lényegében a termesztés B és/vagy A peptid
lancok réviditett vagy moédositott forméit
tartalmazzak.

5.
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A taldlmdnynak célja az is, hogy mod-
szert szolgéltasson humén relaxin analdgok
eldallitésdhoz, amely mddszer a B és/vagy A
ldncok roéviditett vagy modositott formajanak
kialakitéasi 1épésébdl és azok béarmely fentebb
emlitett modszerrel orténd osszekapcsolasi-
bol all.

Vizsgélataink mind sertés, mind human
relaxinnal megmutattidk, hogy a relaxin-akti-
vitds még jelen lehet az A lancnal az A (10-
-24) leroviditésig és a B ldncnal a B (10-22)
lerdviditésig, bar a varhaté gyakorlati mini-
mum A (4-24) illetve B (4-23).

Altaldban az A lanc variglhatdo A (1-24)-
-tdl A (10-24)-ig és a B lanc B (1-32)-tdl B
(10-22)-ig.

Az eldnyds kombinaciok a
dsszeallitdsokbdl szarmaznak:

kévetlkezd

A B
(1-24) (1-23)-tol az
(2-24) bar-
melyike a (1-32)-ig terjedd

(3-24) peptidek barmelyikével.

A B és/vagy A lancok modositdsa a je-
len taldlmény értelmében .genctikai® modosi-
tast, amint ezt a fentiekben leirtuk, vagy a
B és/vagy A lancok (vagy teljes hosszban,
vagy roviditett formaban) a talélmény sze-
rinti modszerrel torténd kombinacidja eldtti
kémiai modositasat jelentheti. Két tipusu mo-
dositést alkalmazhatunk: egyedi vagy a kom-
binalt modositast.

Az elsd tipus magéban foglalja egy vagy
tobb aminosav moddositasat, azok kozul, ame-
lyek a természetes vagy roviditett B és/vagy
A lancban eléfordulnak. Az ilyen moddositésok
lehetnek pl.: az aktiv csoportok védelme egy
vagy tobb aminosavon Onmagéban ismert
modszerrel, és szlkség esetén a véddcsoport
eltavolitdsa a (modositott) A és B léncok
kombinélasa utéan.

Az ilyen tipusu modositasok jelenthet-
nek acetilezést, formilezést vagy a szabad
aminocsoportok beleértve az N-terminalist is
masfajta védelmét; a C terminélis csoport
amidéalését, vagy a hidroxil- vagy karboxil-
-csoportokon az észterképzést. A formil-cso-
port egy Jjellemzd példa egy koénnyen eltavo-
lithatd védécsoportra.

A modositasok mésodik csoportja az A
vagy B lacban egy vagy tobb természetes
aminosav més aminosavakkal (beleértve a
természetes aminosavak D-forméit is) torténd
helyettesitését jelenti. A modositdsnak ez az
altaldnos tipusa magéban foglalhatja egy ter-
mészetes aminosav torlését a lancbol vagy
egy vagy tdobb tdbblet-aminosav hozzéadasat
a lancba.

Az ilyen moédositasok célja az A és B
lanc kombindcié kitermelését ndvelni ugy,
hogy a terméknek, vagyis a relaxinnak vagy
analogjédnak az aktivitdisa megmaradjon, vagy
névelni, illetve mddositani a termék aktivita-
st az adott kombinacié-kitermeléshez. Az
ilyen modosités kiterjedhet azokra a szinteti-
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kus analogokra is, amelyeknek relaxin-blok-
kolé vagy -antagonista hatdsa van.

Az elsd tipusu modositdsnak jellegzetes
példédja a triptofén (Trp) gydk modositésa a
B 2 helyen formil-csoport bevezetésével,

A mésodilk tipusi moédositdsra példék: a
Mel rész helyetlesilése a B 24-nél norleucin-
na! (Nle), valinnal (Val), alaninnal (Ala), gli-
cirnel (Gly), szerinnel (Ser) vagy homosze~
rirnel (HomoSer).

A tulalmany lehat kiterjed azokra a hu-
mén relaxin analogokra, amelyek a talalmény
szerint fentebb leirt médon mddositott termé-
szetes vagy roviditett B és/vagy A léncokbdl
képzddnek.

Az A és B peptid léncokat, valamint a
prorelaxint és preprorelaxint a gén Kkifejezo-
dés szokasos modszerével lehet eléallitani,
vagyis a megfeleld transzformalt transzfer
vektort tartalmazo mikroorganizmus ndvesz-
tésével és a mikroorganizmus &ltal termelt
kivant peptid{ek) kinyerésével és tisztitédsa-
val.

Az igy ecloallitott peptid termék lehet
kapcsolt fehérje forméjaban, amelyben a ki-
véant peptid egy prokariéta fehérje egy ré-
szével van 6sszekapcsolva,

A taldlményt a tovabbiakban az alkalma-
zott kisérleti eljérdsok és az ilyen médon el-
ért eredmények leiréasaval illusztréljuk.

A.) KISERLETI ELJARASOK
1.) Baktérium- és fag térzsek

E. coli RR1-et hasznalunk, mint baktéri-
um gazdasejtet a rekombindns plazmidokhoz
(pBR 322), amelyek sertés relaxin cDNS beik-
tatott részt (inzertet) tartalmaznak, amint ezt
korébban leirtuk [Haley, J., Hudson, H.: DNA
1, 155-162 (1982)].

A humén genom klonok .kényvtar--at T.
Maniatis szivesen bocséatotta rendelkezésink-
re. A human DNS részleges Hae 111/Alu 1
fragmentécidojabol eredd, mintegy 15-20 kb-s
genom DNS fragmensek [Lawn, R. M., Fritsch,
E. F., Parker, R. C., Blake, G. és Maniatis, T.:
Cell, 15, 1157-1174 (1978)] kapcsolékkal van-
nak klonozva a Charon 4 A lambda fag vek-
torba [Maniatis, T., Hardison, R. E., Lacy, E.,
Lauer, J., 0’Connell, C. és Quon, D.: Cell 15,
687-701 (1978)] és szaporitva E. coli LE 392
sejtekben.

A fé4g DNS-t (a klon-szelekcié utén) az
1 liter E. coli DP 50 sup F sejttenyészetének
lizisét kovetden &llitjuk elé.

A fég DNS fragmentécidjabol eredd kis
DNS fragmenscket szubklénozzuk a szekven-
cia analizishez az M 13 bakteriofég vektorok-
ba (mp 7,1 mp 8 és mp 9), amelyeket Dr. J.
Messing bocsétott szivesen rendelkezésinkre,
és transzformaljuk JM 101 sejtekbe.

B-
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2.) A hibridizdcios vizsgdlati mintak
(sertés DNS) elballitasa
Radioaklivan jelzell vizsgdlali minldkat

készitiink primer-képzd szintézissel kalonbo-
z8 DNS fragmensekre, a borji timusz DNS
denaturalt véletlenszerl primer mintail hasz-
nalva (3 vagy 4 bézis) [Taylor, J. M., Nmer-
see, R. és Summers, J.: Biochim. Biophys. Ac-
ta 442, 324-330 (1976)}. A sertés DNS templéa-
tot (100-200 ng) denaturdljuk a véletlenszeri
primer mintékkal egyuatt, 20 ul vizben forral-
va 2 percen at. A szintézist 30 ul reakcioke-
verék hozzaadésaval inditjuk be, a
reakciokeverdak dsszetétele: 50 mmol/liter
Tris-HCl  (pH  8,0), 50 mmol/liter NaCl,
1 mmol/liter ditiotreitol (DTT), 10 mmol/liter
MgClz, 5 egység E. coli DNS polimerdz 1,
500 umél/1 dCTP, dGTP, dTTP mindegyikébdl,
és 0,3 mol/liter «[32p)dATP-bdl (kb.
3000 Ci/mmdl, Amersham gyartmény). 37 C°
hémérsékleten 30 percen at inkubalunk, majd
a reakciot 300 ml pufferral térténd higitassal
leéllitjuk; a puffer osszetétele: 0,3 mol/liter
NaCl, 10 mmélliter  Tris-HCl {pll  8,0),
1 mmol/liter EDTA. A keveréket Sephadex G-
50 oszlopon visszik at, ugyanazt a puffert
hasznéalva. A radioaktivan jelzett vizsgélati
mintat ésszegyGjtjuk a cstcsfrakciokbol ures
térfogatnél, és két térfogat etanollal kicsap-

juk -20 c° hémérsékleten, LRNS-t (10 pg)
hasznalva hordozokeént.

3.) Szlrévizsgédlati eljérdsok

Genom DNS fragmenseket tartalmazd

lambda féagot novesztunk légy agaron 105
fag/13 cm atmérdjh lemez mennyiségben, és
nitrocelluléz szGrdkre visszak &t (Schleicher
és Schall B A 85), amint ezt Benton és Davis
leirtédk [Benton, W. D. és Davis, R.: Science
196, 180-183 (1977)). A sz0rdéket hibridizéljuk
radioaktivan jelzett vizsgélati mintédkkal
40 C° hémérsékleten 18 o6rén &t modositott
Denhardt oldatban [Denhardt, D. T.: Biochem.
Biophys. Res. Commun. 23, 641-646 (1966)],
amely 5 x SSC-t és 25% formamidot tartalmaz.
A szirdket 2 x SSC-ben mossuk 30 C° ho-
mérsékleten 1 o6rédn &t, majd rdntgensugar-
~-filmre exponaljuk (Kodak XS-5) 24 odran ét.
A lemeznek azokat a teruleteit, amelyek pozi-
tiv hibridizaciét mutatnak, Ujbol tenyésztjuk,
és ujbol szirdvizsgélatnak vetjuk ala -
tdbbszdr is ismételve, amig egyedi pozitiv
tarfoltokat tudunk szelektélni. A fagokat E.
coli 1 DP 50 sup F sejtek 1 liternyi tenyé-
szetének lizise utan kinyerjok és a DNS-t
Maniatis [Maniatis, T., Hardison, R. E., Lacy,
E., Lauer, J., O'Connel, C., és Quon, D.: Cell,
15, 687-701 (1978)], valamint Yamamoto és Al-
berts é&ltal leirt mddszerrel kipreparaljuk
[Yamamoto, K. R. és Alberts, B. M.: Virology
40, 734-744 (1970)].
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fag Eco R 1, Pst 1, vagy Sma 1 helyeire
szubklonozzuk. A kapcsoldsokat 20 ul reak-
ciokeverékben veégezzik, a reakcidkeverék
10 mmol/liter Tris-HCl-t {pH 8,0},
10 mmoél/liter MgCle-t, 1 mmol/liter DDT-t,
1 mmoél/liter ATP-t, 1 egység Ts DNS-ligazt,
100 ng DNS-t és az M 13 fag vektorbol
50 ng-ot tartalmaz. 40 C° hdmérsékleten egy
éjszakan at tarté inkubélés utén a rekombi-
néns DNS-t E. coli JM 101 sejtekbe transz-
formaljuk [Sanger, F., Coulson, A. R. Barrell,
B. G., Smith, A. J. A. és Rue, B. A.: J. Mol
Biol. 143, 161-178 {1980}}. A kodold terilete-
ket tartalmazo tarfoltokat hasonlo technikaval
szelektaljuk, amint ezt fentebb a genom sz2i-
révizsgalatoknal leirtuk, azzal a kuldnbség-
gel, hogy az M 13 fagot kisebb shriségben
(103 fag/9 cm Atmérdjh lemez) szélesztjuk. A
pozitiv tarfoltokat vagy egyszali templat,
vasy replikélodo kettds szalu (rf) forma pre-
parativ  kitermelése érdekében ndvesztjik
(lasd Sanger és munkatarsai, fentebb idézett
irodalom). Az egyszali templatokat kozvetle-
nal veljuk alé szekvencia-analizisnek [San-
ger, F., Nicklen, S. és Coulson, A. R.: Proc.
Natn. Acad. Sci. 74, 5463-5467 (1977)], még-
pedig vagy M13 fajlagos primer mintét
(Collaborative Rescarch) alkalmazva, vagy
olyan szinlelikus primereket alkalmazva,
amelyek komplementerek a kodolo terileten
levé kulonbozd szekvencidkra. A szubklonok
teljes szekvencia analizisét az rf forma ku-
16nbozd helyeken, kilénbdzd restrikcids enzi-
mekkel torténd hasitédsdval nyerjuk, amelyet
tompa végil [Sanger, F., Coulson, A. R., Bar-
rell, B. G., Smith, A. J. A. és Roe, B. A: J.
Mol, Biol. 143, 161-178 (1980)] vagy kozvetle-
niul veég-jelzell firagmensekkel vald kapcso-
lassal torténd szubklonozas, valamint a Ma-
xam és Gilbert szerinti [Maxam, A. M. és Gil-
bert, N.: Proc. Natn. Acad. Sci. 74, 560-564
(1977)] szekvencia-analizis koévet. A DNS
szekvencidkat analizéljuk és komputer prog-
ramok segitségével [Staden, R.: Nucl. Acids.
Res. 6, 2601-2610 (1979)] oaszehasonlitjuk =a
sertés és patkény relaxin szekvencidkkal.

B) EREDMENYER

Az itt kovetkezd targyalasban utalésokat
teszunk az abrdkra. Az 1. dbra a genom klo-
noknak egy roviditett restrikcios enzimtér-
képél mulatja, _

A méreteket kilo-bazispérban (kb) adjuk
meg €s a hasitisi helycket Eco R 1-nél (R),
Pst 1-nél (P) és Hpa 11-nél (H) jellel jelol-
jak. A AH 5 genom klén egy Eco R 1 kapcso-

7-
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16nél ér véget, amely az Alu 1 helyhez van
kapcsolva a C peptidben (exon, II) (A* az 1.
abrdban). A meghatdrozott nukleotid szek-
vencidt a kodold teriiletnél a AH 7 genom
klonbél allitjuk 6ssze az Eco R 1 és Pst 1
fragmensek szubklénozdsdval M 13 mp 8-ba,

majd vagy
(1) koézvetlenil szekvencia-analizissel,
amelyet az 1. dbraban a szaggalott

vonal (~---) mutat az M 13 templa-
tokon, vagy
(2) kozvetlen szekvencia-analizissel,
szintetikus nuklectid primer minta-
kat hasznalva, amelyet a pontozott
vonalak mutatnak be (....), vagy
(3) a DNS fragmensek vég-jelzésével

és szekvencia-analizisével a kémiai
lebontés modszerével, ezt folytonos
vonal ¢ ) mutatja be.
A szekvencia-analizishez hasznélt primer
mintak a kdvetkezdk voltak:
a: 5' TTCGCAATAGGCA ¢és
b: 5’ GCACATTAGCT
A 2. abra mutatja be a humén relaxin
gén kodold teriiletél. A humén preprorelaxin
aminosav- és mRNS szekvencia dsszehasonli-
tasa (ldsd fent) a megfeleld sertés relaxin
szekvencidkkal (lent) van bemutatva a 3. ab-
réban. A szekvencidk sorba vannak &llitva a
homoldgia kiemelése érdeckében a nukleotid-
azonosségoknal (amelyeket csillagokkal jelo-
lunk) és az aminosav homolégidknél (amelye-
ket bekeretezett teruletekkel jelolunk). Az
aminosavakat a B-lanc kezdetéldl szamozzuk.
Az intron szekvencidt az exon{intron)exon
hataroknal kisbetlls DNS jeloléssel mutatjuk
be.

1.) A genom klonok izoldlésa és jellem-
zése

A humén genom klonokat a konyvtarnak
a sertés relaxin cDNS klon egy rovid - a C
peptidben levd 45-95 aminosavaknak megfele-
16 [Haley, J., Hudson, P., Scanlon, D., John,
M., Cronk, M., Shine, J., Tregear, G. és Niall,
H.: DNA 1, 155-162 (1982)] - fragmensébol
(150 bp) készult vizsgélati mintékkal végzett
szUrdvizsgéalataval azonositottuk, amint ez a
3. dbrédban lathatd. Ezt a fragmenst a Hpa
I1-vel és Hinf l-el torténd emésztéssel vag-
juk ki a klénbdl és ez a terilet maximélis
homoldgidt mutat (71% a nukleotid szinten) a
patkény és a sertés relaxin szekvenciék ko-
z6tt. A genom klon bankbdl két erdsen pozi-
tiv fagot, AH5 és AH7 jelzés(it, izoladlunk. A
pozitiv klénokat tovabb jellemezziuk restrik-
cibés enzim analizissel, vizsgalati mintaként az
5', illetve a 3' exon teruletekre (amelyeket
exon I-nek és exon II-nek nevezink) fajla-
gos sertés relaxin cDNS két elkiilénitett
fragmensét alkalmazva. A két fragmenst a
sertés relaxin cDNS klon hasitdsdval hozzuk
létre egy egyedi Hpa II helynél, amely meg-
felel (néhdny bazison belil) egy intron hely-
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nek a homolég patkény relaxin génben [Hud-
son, P., Haley, J., Cronk, M., Shine, J. és Ni-
all, H.: Nature, 291, 127-131 (1981)]. A All5 és
AHT  Kklouok Sonthon folt analizise felfedi,
hogy humén relaxin gén kdédold teriletet egy
3,4 kb-s egycdi intron szakitja meg (lasd 1.
abra).-

2.) A genom klonok szekvencia analizise

Az alkalmazott stratégia szerint a aHb
és AH7 teljes, restrikcios enzimekkel emész-
tett anyagat szubklonozzuk M 13 vektorokba,
majd szlrévizsgalatnak vetjik ald, exon I-re
és exon Il-re fajlagos sertés relaxin vizsgé-
lati mintdkat alkalmazva., A pozitiv szubklo-
nokat az A. rész 4. fejezetében leirt méd-
szereknek egy kombindcidjdval szekvencia-
-analizisnek vetjuk alé.

A AHT kilén exon II. teriletét egy
2,0 kb-s Eco R 1 fragmens tartalmazza, amely
egy Eco R 1 helynél kezdddik a C peptidben
és folytatddik az A léanc teljes kédold teriile-
Lén 4t a befejezd kodonig (ldsd 1. ébra). En-
nek a fragmensnek a szekvencia-analizisét
jelentdsen eldésegiti az A lédnc kérili terile-
tekre fajlagos nukleotid primer minték szin-
tézise, amelyeket arra hasznélunk, hogy kéz-
vellenl  szolgéljanak mintaként a  teljes
2,0 kb fragmenst tartalmazo M 13 templéton.
A C peptid megmarado 53 bp részét tartalma-
z6 szubklonozotl Fco R 1 fragmenst az exon
IT-ben nem tudjuk azonositani a vizsgélati
mintaként hasznalt sertés cDNS-el. A szek-
vencidl errdl a teruletrdl egy szubkldonozott
Pst 1 fragmenssel nyerjuk a AH7-bd), amely
tartalmazza a teljes exon II teriletet.

A All5 exon II terilet szekvencia vizs-

galata felfed egy rendkival roévid 70 bp-s
fragmenst, amely ugyanazon az Eco R 1 he-
lyen kezd6dik a C peptidben, mint a AH7-nél
(lasd 1. &bra), de egy Eco R 1 kapcsolonél
végzddik, ez a kapcsold egy Alu 1 helyre
van kapcsolva az eredeti genom DNS-ben a
genom .konyvtar® kialakuldsa folyamén. Igy
a AH5-0L a relaxin gén inkomplett klonjanak
mindsitjuk, és nem vizsgéljuk tovébb.

Az exon I terulet szekvencia analizise
egy kicsit komplikdltabb a szignél peptidben
egy Eco R 1 hely jelenléte miatt, amely
szikségessé teszi a két Eco R 1 fragmens
szubkléon figgetlen szekvencia analizisét. Az
atfedés az Eeo R 1 helyeken aldtémasztja a
AHT-bOl szérmazd Alu 1 szubklén azonositésa,
amely az 4tlapold szekvencigdkat tartalmazza.

C.) A modositott humédn relaxin (hRLX) A
(1-21)-B(1-25) szintézise
[hRLX

1.) A humén relaxin A-lédnc

A(1-24)] szintézise

A humén relaxin A-lénc 1-24 gyokeinek
megfeleld aminosav szekvencidjat, amelyet a

9
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fentiekben leirt médon a genom kldn nukleo—
tid szekvenciajabdl kovetkeztettunk ki, szi-
lard fazisd mddszerrel szintetizaljuk, a Mer-
rifield &ltal leirt Altalénos elvek szerint, pl.
(Barany, G. és Merrifield, R. B.: .The Pepti-
des*®, 1-284 oldal, szerkesztettte E. Gross és
J. Meienhofer, Academic Press kiadés, New
York).

N-d-tercier-butil-oxi-karbonil*-4-metil-
-benzil-L-ciszteint (* a tovdbbiakban .BOC*)
0,30 mmol/g mennyiségben véve kapcsolunk
egy 1% keresztkotéssel ellatott polisztirol
gyantéra, fenil-acetamido-metil (PAM) koteés-
sel TAM és munkatdrsai modszere szerint
[Synthesis 12, 955-957, (1979)]. A BOC-1-
-CYS-PAM gyantiat (8,0 g) egy Beckman 990
Modell-tipusti  peptid-szintetizald  edénybe
visszuk &t és az aminosav-szekvencidt a 23.
gyoktdl az 1-ig elkészitjuk az egyes megfe-
leléen védett aminosavak 1épésenkénti beada-
golédsédval. Az egyes aminosavak amino-végé-
rdl a BOC védodcsoportot olyan mddon tévolit-
juk el, hogy a gyantét 30 percen at 35%-os
metilén-kloridos trifluor-ecetsav oldattal
zeljuk, majd semlegesitjik 15 percen &t 5%-
-os metilén-kloridos diizopropil-etilamin ol-
dattal. A gyantét minden kezeles utéan alapo-
san atmossuk metilén-kloriddal. A szekven-
cidban koévetkezd aminosavat (amelynck of-
—-amino-csoportja BOC csoporttal és ahol
szukséges, az oldallancok funkcids csoportjai
is megfeleléen veédettek) osszekapesoljuk a
gyantéval, diciklohexil-karbodiimidet (DCC)
alkalmazva. A gyanlidt és az amino-saval ke-
verjuk metilén-kloridban 10 percen &t, mie~
16tt a DCC-t adagoljuk, amelyet szintén meti-
lén-kloridban oldunk. 2,5-szoérbdés molaris ami-
nosav- és DCC felesleget (6,0 mmodl) haszna-
lunk minden egyes kotéshez. 1 oOras keverés
utén a gyantdbdl mintét veszink és megvizs-
galjuk szabad aminosavakra, Kaiser és mun-
katédrsainak ninhidrines moddszerét alkalmazva
(Anal. Biochem., 34, 595-598, 1970). Ha a nin-
hidrines vizsgalat negativ, ez jelzi, hogy a
kapcsolat teljes, és a reakcid-ciklus folyta-
todhat a koévetkezd aminosav BOC védocso-
port eltdvolitasaval, semlegesitésével és kap-
csolésaval. Pozitiv ninhidrin reakcié esetén a
kapcsolési reakciot meg kell ismételni tovabbi
aminosavval és DCC-vel.

Az oldallancban funkciés csoportokkal
rendelkezd aminosavak kozul a kovetkezd veé-
dett termékeket alkalmazzuk:

N-{~BOC-2,6-diklér-benzil-L-tirozin;

N-o£-BOC-£-klor-benzil-oxi-karbonil-L-li-

zin;

N-o{-BOC-L-szerin-0-benzil-éter;

N-ol-amil-oxi-karbonil-N¢-tozil-L-arginin

N-o{-BOC-L-treonin O-benzil-éter

N-o{-BOC-S-etil-merkapto-L—-cisztein (az

A lanc 15., 11. és 10. szekvencia-helyén

levd ciszteinekhez);

N~o{-BOC-L~glutaminsav-3-benzil-észter.

Az 1-24 peptid elkészitését kovetdben a
végsd BOC csoportot az amin-terminélison le-
10
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vd arginrél eltavolitjuk, a védocsoport-elté-
volilté semleges ciklust hasznélva, majd a
peptidet lartalmazd gyantat (17 g) vakuum-
ban szaritjuk. A peptidet tartalmazo gyanta
egy részét (2 g) vizmentes hidrogén-fluorid-
dal kezeljuk anizol (2 ml) jelenlétében O Co
héomérsékleten 30 percen &t. A peptidet tar-
talmazd gyanta hidrogén-fluoriddal (HF) tor-
ténd teljes érintkezési idejét a minimumon
kell tartani (ne legyen tdbb, mint 70 perc)
ezért a HF-ot olajszivattyus vakuum segitsé-
gével gyorsan eltavolitjuk. A peptidet tartal-
mazd gyantit azutédn tobbszdr atmossuk etil-
acetittal az anizol eltdvolitésa érdekében,
majd a peptidelt 1 mél/literes ecetsavval ext—
rahiljuk, és az oldatot liofilezzik. A nyers
peptid kezdeti tisztitdsa gél-szOréssel torté-
nik Biogel P-10-en, 0,1 mdl/literes ecetsav-
ban. Errdl az oszloprdl a f8csucsot reprezen-
talé frakcidkat, amclycket a kb, 3000 moleku-
lastulynak megfeleld helynél eludlunk, Ossze-
gyUjLjuk és liofilezzik. Ennek a peptidnek
az aminosav-clemzése Jjelzi, hogy az 1-24
szekvencia  Osszes  aminosavai  a  helyes
arinyban vannak jelen.

Az (S-tioctil-Cys10L15)-hRLXA(1~24)
peptid tovabbi tiszilitésdt preparativ forditott
fazisi HPLC-vel (nagynyomésu folyadékkro-
matogrifia) végezzik Waters C-18 Bondapak
oszlopon, 0,1% trifluorecetsav (TFA)-(viz)ace-
tonitril oldoszer-rendszert alkalmazva.

A gélszlréssel tisztitott peptid egy
160 mg-os mintéjat S-szulfonaljuk nétrium-
szulfit és natrium-tetrationidt keverékével
{teljes recakcioidd: 3 éra), Du és munkatérsai
modszerével [Scientia Sinica, 101, 84-104
(1961)]. Az S-szulfonadlds folyamén képzddott
csapadékot szlréssel elkuldnitjik, és mind a
csapadékot, mind a feluliuszd oldatot dializél-
juk ~vizzel szemben 4 C° hémérsékleten 48
oréan at. A dializadld csé tartalmét liofilezzik,
igy a feluluszo oldatbdl 81,4 mg, mig az S-
-szulfonélasi reakcid sorédn keletkezett csa-
padékbdl 53,2 mg peptidet nyerink. Az .old-
hatd™  (S-szulfo CyslGILISAYLRLX A{1-24)
peptid egy mintéjat ioncseréld kromatografia-
val tisztitjuk DEAE celluldzon Tris-HCl puf-
ferben (pH 8,3). A peptidet az oszloprol
Tris~HC] pufferben levd NaCl linearis gradi-
ensével oldjuls le, 3,0 mS-t8] 85,0 mS vezetd~
képességi turtomanyt alkalmazva, A f6 csu-
csot jelentd frakciokat, amelyeket 20 és
30 mS Lkozdtt eludlunk az ioncseréld osz-
loprol, dializaljuk és a peptidet liofilezéssel
kinyerjuk. Preparativ HPLC-t haszndlunk az
S-szulfonalt peptid Lovébbi tisztitaséhoz.

2.) A roviditett humén relaxin B lénc
[hRLX B(1-25)] szintézise

A humén relaxin B lanc 1-25 gydkeinek
megfeleld aminosav-szekvenciat a fentebb le-
irt eljéréassal szintetizéaljuk, 7,0 g N-ol-terci-
er-bulil-oxi-karbonil-O-benzil-L-szerin-fenil~
~acetamido-melil polisztirol gyantaval kezdve,

-9-
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0,1 mél Ser/g terheléssel. Ugyanazokat az ol-
dalldnc-véd6é csoportokat hasznéljuk a B
lanchoz, mint amelyeket az A ldncndl alkal-
maztunk, beleértve a cisztein S-etil szdrma-
zékokat is a 10. és 22, helycken. A 4. ¢s 5,
helyeken levd aszparaginsav gyokoket N-ol-
-BOC- -benzil-észter szarmazékokként ada-
goljuk. A glutamint a 18. helyen aktiv észte-
res eljarédssal kapcsoljuk, N-o{-BOC-L-gluta-
min-p-nitrofenil-észtert haszndlva dimetil-
-formamidban. A 2. helyzetben levd triptofan
kapcsolésa utan 0,1% indolt adunk a trifluor-
-ecetsav véddcsoport-eltavolitd reagenshez
és az ezt kovetd melilén-klorid mosdfolya-
dékhoz.

A peptidet tartalmazd gyanta végsd su-
lya 12,2 g, miutan a BOC csoportot az amin-
—-termindlis lizin-gyokérdl eltavolitoltuk, ¢és
vakuumszéaritast végeztunk., A peptidel tar-
talmazd gyanta egy részletét (5 g) vizmentes
hidrogén-fluoriddal kezeljuk 2 ml anizol jc-
lenlétében 0 C° hoémeérsekleten 30 percen &t,
és a B peptid lancot izoléljuk az A lancnal
leirt modszer szerinl. A nyers (S-tioetil-
~-Cysl&2)hRLX  B(1-25)-6t (1,40 g) gél-szi-
réssel tisztitjuk Bio-Gel P 10-en 0,1 mol/lite-
res ecetsav oldattal, majd preparativ HPLC-
-vel,

A gél szlréssel tisztitott peptid egy
150 mg-os mintdjét S-szulfonaljuk 8,3 pH-nal
3 orédn &t, a reakcidkeveréket szlrjuk, és
mind a csapadékot, mind a feliiliszo-oldatot
dializéljuk desztillalt vizzel szemben, Az
.oldhatd" peptid mennyisége liofilezés utén
92 mg, az .oldhatatlan” peptidé 55 mg.

Az S-szulfonélt B-peptid léancokal tLo-
vabb tisztitjuk preparativ. HPCL-vel, C-18
forditott fazisu oszlopot és 0,1% trifluorecet-
sav-(viz)acetonitril oldészer rendszert
alkalmazva.

3.) Lénc-kombinécio

A szintetikus hRLX A(1-24) és hRLX
B(1-25) peptideket azzal a mddszerrel kombi-
néljuk, amelyet Chance és Hoffmann irtak le
68844/81 sz. ausztrdl szabadalmi kozzétételi
iratban az inzulin léncokhoz, ahol az S-szul-
fonélt peptideket A:B 2:1 aranyban keverték
10 mg/ml peptid koncentraciénal 10,5 pH-ju
glicin pufferben. Glicin pufferben levé diti-
otreitolt adunk ez utdn olyan mennyiségben,
hogy osszesen 1,0 merkapto-csoport jusson
minden egyes S-szulfo-csoportra. A reakcio-
keveréket ez utan nyitott edényben 24 drén
&t kevertetjuk.

Ennek az eljarésnak tovéabbi modositéasa-
ként arra jottink ra, hogy a biologiailag ak-
tiv relaxin képzddéséhez vezetd lanc-kombi-
naciés reakciét Ugy lehet hatésosan végre-
hajtani, ha egyik vagy elbnyosen mindkét
peptid lancot S-tioetil-Cys szarmazékként al-
kalmazzuk az S-szulfo-szarmazék helyett,
amelyet Chance és Hoffmann (lasd fentebb)
inzulin esetében eléirtak. Az S-tioetil Cys
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peptidek  alkalmazéséval kikuszobslink egy
reakcidt és egy \Llisztitdsi lépést, amely a
peptideknek az S-szulfo-szédrmazékké torténd
atalakitiséhoz szlkséges. Tapasztalataink
szerint a relaxin peptidek S-szulfondldsi re-
akcioja mellékreakciokkal egyatt megy végbe,
amelyek nehézzé teszik az S-szulfo-peptidek
tisztitasat, ez pedig alacsony kitermeléshez
vezet.

A fenti Kkoérilményeket alkalmazva a
lanc-kombinécidban 0,24-3% kitermelést érink
el, Wigvist és Paul [Acta Endocrinol.,, 29,
135-136 (1958)] patkédny-méh o6sszehuzodds-
ban jelentkezd biolégiai aktivitds vizsgélata-
nak modszerével mérve.

Példa a linc-kombindciés reakcicra

Humén  relaxin (S-tioetil Cys10.11.15)
A(1-24)-et [3,60 mg szdraz tomeg, 2,0 mg
(0,68 mdl) peptidtartalom aminosav-elemzés

alapjén] feloldunk 200 ul 0,1 mol/literes gli-
cin-pufferben (pll 10,5), egy 3 ml-es, dugo-
val ellitott mianyag centrifuga csében.
100 ul 0,1 mol/literes glicin pufferben (pH
10,5) oldott humén relaxin (S-szulfo-
~-Cyslott)  B(1-25)-6t (1,89 mg, 1,0 mg pep-
tidtartalom aminosav-analizis alapjén) adunk
hozza és a keveréket keverjuk. 0,1 mol/lite-
res glicin-pufferben (pH 10,5) készitett diti-
otreitol (DTT) torzsoldat (1,15 umél DTT
10 ml-ben) ogy alikvot részét (15,2 ul,
1,73 umdl DTT) adjuk hozzé a peptid-oldat-
hoz, és rovid keverés utédn a reakcidkeveré-
ket 4 C® hdmérsékleten 24 6Orén 4t éllni
hagyjuk nyilt levegdn, A keveréket ez utan
centrifugaljuk és a feluliszé oldat egy alik-
votjat relaxin biologiai aktivitdsra mérjuk
patkdny-méh Osszehlzodési vizsgalattal. A
reakcickeverék alikvotjai gatoljak a patkdny-
-méh  spontan  Osszehuzddésat dozis-fuggd
modon. Egy 75 ul-es alikvot, amely teljesen
meggatolja a méhdsszehuzddést, ekvivalens
egy 0,70%-os linc-kombinécids kitermeléssel,
amint ez a természetes sertés relaxin stan-
darddal (A 22-B 31) &sszehasonlithatd.

H 1 gén szekvencién alapuld tovdbbi
szintetikus human relaxin peptidek

A kovetkezd tablazatban felsorolt szin-
tetikus relaxin peptideket a 2. é&bréban be-
mutatott I 1 humén relaxin gén szekvencig-
bél szarmazé A és B lancokhoz tartozé ami-
nosav-szekvenciabdl  készitjuk. Az egyedi
peplid lancokat a fentebb A(1-24) és B(1-25)
peptidek elodllitasdhoz leirt moédszer szerint
allitjuk elé és tisztitjuk. Ezeknek a modsze-
rcknek egy modositését alkalmazzuk a B(3-
-25) amid és B(1-25)amid peptidekhez, ahol a
PAM gyantakotést. benzhidril-amin(BHA)-poli-
szlirol gyantaval helyettesitjiik, A BHA gyan-
ta haszndlata olyan peptidek keletkezését

11
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eredményezi, amelyeknél a C végzbdésnél in- A(1-24) + B(1-25)amid 0.80%
kébb amid, mint karboxi-forma talilhatd, A(1-24) + B(1-25)amid,

Hacsak mésképpen nem jelezzik, a lanc- mindkét 3.10%
-kombindcids reakcidot ugyanugy veégezzuk, lancban S-tioetil
amint azt korébban leirtuk, vagyis az A lénc 5 formét alkalmazva
S-tio-etil-Cys szérmazékéval és a B lanc S- a kombinéaciés re-
~-szulfo-Cys szarmazékaval. akcioban

A kovetkezd tiblizatban szerepld osszes A(1-24) + B(3-25)amid 0.68%
szintetikus analdog relaxin-szerl bioldgiai ak- A(1-24) + (N-formil
tivitdst mutat a patkdny-méh osszehiizédési 19 Trp?) B(2-25) 0.43%
vizsgalatban., Az egyedi peptid lancok kombi-
nécidjdnak kitermelését a bioldgiai vizsgala-
tok eredményeibdl szamitjuk, természetes
sertés relaxin A(1-22)-B(1-31)-et hasznélva SZABADALMI IGENYPONTOK
standardként. 15

1. Eljards humén H1 preprorelaxint ko-
dolé DNS vagy még relaxin-hatdsd feheérjét
TABLAZAT kodold alegysége elddllitdséra, azzal jellemez-
ve, hogy humén genom klon készletet, vizs-
- o0 g84l6 mintaként alkalmazott humén relaxin gén
Szintetikus H 1 hu- A kombinécié kiterme- vagy sertés reluxin gén alegységgel végzett
méan relaxin anald- lése (a B-lénc meny- hibridizacioval &tvizsgalunk, és az alkalmas
gok nyiségére alapozva hibridizalé DNS szekvencidkat kivélasztjuk.
2, Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal
A(1-24) + B(1-23) 0.24% o5 Jellemezve, hogy vizsgéld mintaként a sertés
A(1-24) + B(1-25) 0.70% relaxin C peptid 45-95. aminosavénak megfe-
A{1-24) + {Ala?%)B(1-26) 0.92% leld, alébbi képleth gént alkalmazzuk:
A(1-24) + B(1-32) 2.00%

GCA GAA ACC ATG CCA TCC TCC ATC ACC  AAA GAT GCA GAA ATC

TTA AAG ATG ATG TTG GAA TTT GTT CCT AAT TTG CCA CAG GAG

CTG AAG GCA ACA TTG TCT GAC AGG CAA CCA TCA CTG AGA GAG

CTA CAA CAA TCT GCA TCA AAG GAT TCG.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinli elja- bol eredd variansai vagy mindezek még rela-
rés az alabbi mRNS szekvencidnak megfeleld xin-hatésu fehérjéket kddold alegységei elo—
kettdsszalu DNS vagy ennek a DNS szekven- allitasara:
cidnak a természetes Ltriplett-degenerécidja- 40

AUG CCU CGC CUG UUC UUG UUC CAC CUG CUA GAA UUC UGU UULA

CUA CUG AAC CAA UUU UCC AGA GCA GUC GCG GCC AAA UGG AAG

GAC GAU GUU AUU AAA UUA UGC GGC CGC GAA UUA GUU CGC GCG

CAG AUU GCC AUU UGC GGC AUG AGC ACC UGG AGC AAA AGG UCU
CUG AGC CAG GAA GAU GCU CCU CAG ACA CCU AGA CCA GUG ¢aca
GAA AUU GUA CCA UCC UUC AUC AAC AAA GAU ACA GAA ACU AUA

AUU AUC AUG UUG GAA UUC AUU GCU AAU UUG CCA CCG GAG CUG

AAG GCA GCC CUA UCU GAG AGG CAA CCA UCA UUA CCA GAG cua

CAG CAG UAU GUA CCU GCA UUA AAG GAU UCC AAU CUU AGC UuUu

GAA GAA UUU AAG AAA CUU AUU CGC AAU AGG CAA AGU GAA GCC

GCA GAC AGC AAU CCU UCA GAA UUA AAA UAC UUA GGC UUG GAU

ACU CAU UCU CAA AAA AAG AGA CGA CCC UAC GUG GCA CUG UUU

GAG AAA UGU UGC CUA AUU GGU UGU ACC AAA AGG UCU CUU GCU

AAA UAU UGC UGA

azzal jellemezve, hogy a targyi kor szerinti
DNS szekvencidkat vélasztjuk ki.

4, A 3. igénypont szerinti
aldbbi mRNS szekvencidnak megfeleld kettds-

12

eljarés az 60

szali DNS vagy ennek a DNS szekvenciénak
a természetes Lriplett-degenerécidjabdl eredd
variénsai vagy mindezek még relaxin-hatédsu
fehérjéket kodolo alegységei elGallitasara:
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AAA UGG AAG GAC GAU GUU AUU AAA UUA UGC GGC CGC GAA UUA
GUU CGC GCG CAG AUU GCC. AUU UGC GGC AUG AGC ACC UGG AGC
AAA AGG UCU CUG AGC CAG GAA GAU GCU CCU CAG ACA CCU AGA
CCA GUG GCA GAA AUU GUA CCA UCC UUC AUC AAC AAA GAU ACA
GAA ACU AUA AUU AUC AUG UUG GAA UUC AUU GCU AAU UUG CCA
CCG GAG CUG AAG GCA GCC CUA UCU GAG AGG CAA CCA UCA vUUA
CCA GAG CUA CAG CAG UAU GUA CCU GCA UUA AAG GAU UCC AAU
CUU AGC UUU GAA GAA UUU AAG AAA CUU AUU CGC AAU AGG CAaA
AGU GAA GCC GCA GAC AGC AAU CCU UCA GAA UUA AAA UAC UUA
GGC UUG GAU ACU CAU UCU CAA AAA AAG AGA CGA CCC UAC GUG
GCA CUG UUU GAG AAA UGU UGC CUA AUU GGU UGU ACC AAA AGG
UCU CUU GCU AAA UAU UGC UGA
azzal jellemezve, hogy a targyi kor szerinti 15 -Lys-Leu-Cys-Gly-Arg-Glu-Leu-Val-Arg-Ala-

DNS szekvencidkat valasztjuk ki.

5. Eljards humén H1 preprorelaxint vagy
alegységét kodolé DNS szekvencia fenntarta-
sdra és replikdlaséra alkalmas transzfer vek-
tor eléallitésara, azzal jellemezve, hogy vala-
mely, az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti
eljérassal elballitott, megfeleld restrikciés en-
zimmel hasitott DNS szakaszt egy, megfeleld
restrikciés enzimmel hasitott bakteriofégba
iktatunk be.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras azzal
jellemezve, hogy bakteriofégként x-fagot
hasznalunk.

7. Eljards humén H1l preprorelaxint vagy
alegységét kodoldé DNS szakaszt tartalmazéd E.
coli sejt elballitisdra, azzal jellemezve, hogy
valamely, az 5. vagy 6. igénypont szerinti
eljardssal elballitott bakteriofdggal E. coli
torzset fertdbzunk.

8. Eljardas huméan H1 relaxin Arg-Pro-
-Tyr-Val-Ala-Leu-Phe-Glu-Lys-Cys-Leu-Ile-
-Gly-Cys-Thr-Lys-Arg-Ser-Leu-Ala-Lys~Tyr-
~-Cys aminosav-sorrendi A lancanak, illetve
legalabb a 10-24. aminosavat tartalmazo ré-
szeinek megfeleld polipeptidek eldéllitéaséra,
azzal jellemezve, hogy a megfeleld, véddcso-
portokkal ellatott aminosavakat a peptidkémi-
aban szokasos modszerekkel 6sszekapcsoljuk,
majd a védbécsoportokat eltavolitjuk.

9. Eljarés humén H1 relaxin Lys-Trp
(vagy N-formil Trp)-Lys-Asp-Asp-Val-Ile-

20

25

30

35

40

45

-Glu-Tle-Ala-Tle-Cys-Gly-Met (vagy Ala)-Ser-
-Thr-Trp-Ser-Lys-Arg-Ser-Leu aminosav-
-gorrendd B léncénak, illetve legaldabb a
3-23. aminosavat tartalmazé részeinek, illetve
mindezek variédnsainak megfeleld polipeptidek
eloallitasara, azzal jellemezve, hogy a megfe-
lels, véddcsoportokkal elladtott aminosavakat a
peplidkémiaban szokésos moédszerekkel 6ssze-
kapcsoljuk, majd a véddcsoportokat eltavolit-
Jjuk.

10. Eljéras humén H1 relaxin A lancéit és
humén H1 relaxin B léancat vagy a B lénc
alébbi részei vagy varidnsai valamelyikét
turtalmazo human H1 relaxin és analdogjai elo-
allitéséra: B(1-23), B(1-25) vagy ennek amid-
ja, (Ala®*)B(1-26), B(3-25) vagy ennek amid-
ja, (N-formil Trp?)B(2-25), azzal jellemezve,
hogy a 7. igénypont szerinti eljaréssal elbal-
litolt A léncot és a 8. igénypont szerinti el-
jarassal eléallitott B ldncot vagy a B lanc
valamely, targyi kor szerinti részét vagy va-
riénsét osszekapcsoljuk.

11. A 10. igénypont szerinti eljarés, az-
zal jellemezve, hogy az A ldnc és a B lanc
vagy annak része vagy varidnsa S-szulfonalt
és/vagy S-tiocalkilezett formainak keverékét
redukaljuk, a redukcios keveréket levegdn
allni hagyva oxidaljuk, és a humén H1l rela-
xint vagy H1 relaxin analégot az oxidélt ke-
verekbdl kinyerjik.

8 abra oldal

A kiadasért felel a Kozgazdasagi és Jogi Kényvkiado igazgatdja
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Nemzetkdzi osztélyozas:

C 12 N 15/00
C 12 P 21/02
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197350
Nemzetkozi osztalyozés:
C 12 N 15/00
C 12 P 21/02

Az abrak elrendezese .

2A. dbra 2B. abra

2.abra

3A. abra 3B. abra

3C. abra 3D. dbra

3.abra
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—Szignal-peptid——

Met Pro Arg Leu Phe
AUG CCU CGC CuG uuc

10
Val Ile Lys Leu Cys

GUU AUU AAA UUA UGC

L0
Asp Ala Pro Gln Thr

GAU GCU CCU CAG ACA

70
Ile Ala Asn Leu Pro

AUU GCU AAU UUG (CA

100
Asp Ser Asn Leu Ser

GAU UCC AAU CUU AGC

130
Leu Gly Leu Asp Thr
UUA GGC UUG GAU ACU

160
Leu Ala Lys Tyr Cys

CW GCU AAA UAU UGC

197350

Nemzetkozi osztalyozas:

C
C

-20
Leu Phe
UUG UUC

Gly Arg
GGC CGC

Pro Arg
CCU AGA

Pro Glu
CCG GAG

Phe Glu
UUU GAA

His Ser
cau ucu

* ¥ %

UGA

2A.

12 N 15/00
12 P 21/02

His Leu Leu Glu Phe Cys Leu
CAC CuG CUA GAA UUC UGU UUA

Glu Leu Val Arg Ala Gln Ile
GAA UUA GUWJ (GC GCG CAG AW

Pro Vall Ala Glu Ile Val Pro
CCA GUG GCA GAA AUU GUA CCA

Leu Lys Ala Ala Leu Ser Glu
CUG AAG GCA GCC CUA UU GAG

Glu Phe Lys Lys Leu Ile Arg
GAA UUU AAG AAA CUU AUU CGC

A-lanc —

Gln Lys Lys Arg Arg Pro Tyr
CAA AAA AAG AGA CGA (CCC UAC

abra

Leu
CUA

2
Ala

GCC

50
Ser

ucc,

Arg
AGG

110
Asn

AAU

140
Val

-15.-




-10
Leu Asn Gln

UG AAC CAA

Ile Cys Oly
AUU UGC GGC

Phe Ile Asn
UuC AUC AAC

Gln Pro Ser
CAA CCA UCA

Arg GIn Ser
AGG CAA AGU

Ala Leu Phe
GCA QUG UuU

197350

Nemzetkézi osztélyozés:

Phe Ser Arg
UUU UCC AGA

Met Ser Thr
AUG AGC ACC

Lys Asp Thr
AAA GAU ACA

Leu Pro Glu
UUA (CA GAG

Glu Ala Ala
GAA GCC GCA

Glu Lys Cys
GAG AAA UGU

C 12 N 15/00
C 12 P 21/02

-1
Ala Val Ala Ala
GCA GUC GCG GCC

30
Trp Ser Llys Arg

UGG AGC AAA AGG

60
Glu Thr Ile Ile

GAA ACU AUA AUU

90
leu Gln GIn Tyr

CUA CAG CAG VAU

120
Asp Ser Asn Pro

GAC AGC AAU CCU

150
Cys Leu Ite Gly
UGC CUA AUU GGU

2B. abra

B-anc—

1

Lys Trp Lys Asp Asp
AAA UGG AAG GAC GAU

[C—pepﬁd—-—

Ser Leu'Ser Gln OGlu
UCU QUG AGC CAG GAA

lle Met Leu Glu Phe
AUC AUG UUG GAA UUC

Val Pro Ala Lleu Lys
GUA CCU GCA UUA AAG

Ser Glu Lleu Lys Tyr
UCA GAA UUA AAA UAC

Cys Thr Lys Arg Ser
UGU ACC AAA AGG UCU

-16-



+——Szignal-peptid—

197350
Nemzetkozi osztédlyozés:

C 12 N 15/00
C 12 P 21/02

Met Pro
AUG Cu
b 2.8 0§ 4
AUG CCG
Met Pro

Arg
CGC
Xk &
CGC
Arg

Leu Phe
UG uuc
KRK Nwk
CUG. uUC
Leu Phe

Lys Asp
AAG GAC
X Kk okx

ACG AAC
Thr Asn

30

Arg Ser
AGG UCU
*

ACU GCU
Thr Ala

-20

Leu
UuG
*

ucc
Ser

Phe His
UuC CAC

%k

UAC
Tyr

10

Asp
GAU
*kx

GAU
Asp

val |lle
GUU | AUU

ok | deiek
UUu | AUU
Phe | Ite

Lys
AAA
*%

AAG
Lys

Leu
cuG
b 4.4

A
Leu

Leu
CUA
kX
uA
Leu

Glu Phe
GAA UUC

* ok

GGU GUC
Gly Vat

Cys
UGy

Xk

UGG
Trp

Leu

qV¢]
Leu

Leu | Cys

UUA | UGC
* | dkk

GCA|UGC
Ala | Cys

Gly
GGC
okk

GGC
Gly

c6C
%k

CGA

Glu Leu
GAA UUA
ok Kokk
GAA WA
Glu Leu

Val
GUU
*%
GUC
Val

Arg
CGC
*X

QU
Arg

C-peptid

——— e e

Leu
G
Xk

tuc

Leu

Ser | Gln

AGC| CAG
Yook | % %

AGC| QUG
Ser | Leu

Glu

GAA
Glu

Asp Ala

GAU GCU
Yk Xk

GAG CCU

Glu Pro

e

Pro
)

*

CAG
Gln

Gln
CAG
* X
e
Leu

L0
Thr Pro

ACA CCU
X kX

GAA ACU
Glu Thr

Arg
AGA
*k
GGA
Gly

Pro

CCcA
X%

ccc

Pro

cacatacactttttttta

3A. abra

17-




197350
Nemzetko6zi osztélyozés:
.C 12 N 15/00
Cc 12 P 21/02

B-lanc

-10 -1 IT‘
leu Leu|Asn |Gln [Phe Ser {Arg [Ala Val Ala Ala jLys Trp
CUA CUG{ AAC|CAA|UUU UCC | AGA|{GCA GUC GCG- GCC AAA UGG
*X kkk |k k{kkk| A% bk xkx|% %k Ak A ¥ kX *
i CUC CUG|AGC |CAA|CUU CCC|AGA [GAA AUC CCA GGC CAG AGU
Lleu Leu|Ser |Gn [Leu Pro]Arg {Glu Ile Pro Gly {Gln Ser

-1 11

IR

20
Ala Gln Ile Ala {Ile Cys Gly {Met Ser Thr|Trp|Ser Lys
GCG CAG AUU GCC |AUU UGC GGC|AUG AGC ACC| UGG| AGC AAA
Lok %k % [k kk kokk * ok dkk[ k% %
(UG UGG GUG GAG}|AUC UGU GGC | UCC GUC UCC| UGG GGA AGA

leu Trp Val Glu |Ile Cys Gly | Ser Val Ser|Trp|Gly Arg

50

w |Ile Val {Pro Ser|Phe|lle |Asn{Lys Asp|Thr

raactaacag AA| AUU GUA] CCA UCC | UUC| AUC| AAC|AAA GAU| ACA
x| % % [k Wk |k X ook [ %k [dokk k| dex

AA|ACC AUG|CCA UCC|UCC|AUC|ACC [AAA GAU|GCA
lu [ Thr Met |Pro Ser|Ser|Ile | Thr [Lys Asp|Ala
50

3B. abra

18-



197350
Nemzetkézi osztilyozas:
C 12 N 15/00

C 12 P 21/02

Glu |Thr
GAA|ACU
*

GAA| AUC
Glu | Ile

Ile

AUA
*%

60
Ite
AUU

UUA AAG

Leu

Lys

Ile

AUC
**

AUG
Met

Met Leu Glu Phe |lle
AUG UUG GAA UUC|AUU

*kk kXK

AUG
Met

UUG
Leu

Ykk kxk *X

GAA UUU| GUU
Glu Phe| Val

90

Pro

cca
X

AGA
Arg

eE+gl

Glu
GAG
XXk
GAG
Glu

Leu
CUA
XX
CUA

Leu

Gln

CAA
Gln

Gln

CAG
*X

CAA
Gln

Tyr

UAU

Arg Gln
AGG CAA
Yk *kX
AGA CAA
Arg GIn

Ser
AGU

X %

AAU
Asn

Glu

% Xk

Glu

Ala
GCC

*%

Ala

Ala
GCA
* %
GAA
Glu

GAC

dokk
GAC
Asp

Pro Tyr

CCC UAC
*

140
Val

GUG

X%

Ala
GCA

xx
ACA

Phe | Arg Met Thr

UUE] CGU AUG

A-lanc

P |
Ala [Asn Leu Pro

GCU| AAU UUG C(CA
Jok| Kkk dokk dokx

CCUj AAU LUG CCA
Pro|Asn leu Pro

Val Pro |Ala
GUA CCU {GCA
Kk | Kok %

UCU| GCA
Ser | Ala

Leu |Lys Asp Ser

UUAIAAG GAU UCC
% k| kkk kkk KX

UCA|AAG GAU UCG !
Ser |Lys Asp Ser

120
Ser Asn Pro
AGC AAU CCU
*

X % ok X

AAA AGU CUU
Lys Ser Leu

Leu
UG

*k k
cuG
Leu

Phe
uuu

AGC
Ser

Glu

GAG
* kK

GAG
Glu

Lys Cys (ys
AAA UGU UGC

Xkk kkk X%k
AAA UGU UGU
Lys Cys Gys

~

3C. abra

Ser |Glu Leu Lys
UCA|GAA UUA AAA

* K| AKXk Akk Akk

UUA| GAA UUA AAA
Leu {Glu Leu Lys |

~150
leu Ite |Gly Cys

CUA AUU(GGU UGU
kK ok % [k kokk

CAA GUA |GGU uGU |.
Gln Val (Gly Cys

-19-




19735C
Nemzetkdzi osztalyozas:
C 12 N 15/00

Cc 12 P 21/02

Pro
CCG
* %

CAG
Gln

80

Glu

GAG
ok k

GAG
Glu

Leu

G
X%k

cuG
Leu

lys Ala

AAG GCA
KKK Fokx

AAG GCA
Lys Ala

Ala

GCC
*

ACA
Thr

Leu Ser Glu

CUA UCU GAG
X dokk ok

UCU GAG
Ser Glu

UUG
Leu

Arg

AGG
b e ¢
AGG

Arg

Gln Pro Ser

CAA CCA UCA
KK dokk Kok

CAA CCA UCA
Gln Pro Ser

100

~10_

| Asn

AAU
Jokk

AAU
Asn

Leu

Cuu
*kx
vy
Leu

Phe Glu
UUU GAA
ik Kxk
UUU GAA
Phe OGlu

Ser

AGC
* %

AAC
Asn

Glu

GAA

Xk %

GAA UUWU

Glu

Phe

uwJ
k%

Lys Lys
AAG AAA
Kxk Kkk
AAG AAA

Phe Lys Lys

Leu
Ccuu
*k
AUU
Ile

Ile

AUU
Kk k

AUU
Ile

Asn

AAU
K%

AAC
Asn

Arg
C6C
*

Cuy
Leu

Tyr

%%
AAC
Asn

i Thr

ACC
X %

AUC

' Jle
150

100

130

A-lanc

o

Leu

UUA
ok Xk

UUA
Leu

Gly
GGC
XX
GGU
Gly

Leu Asp

UuG GAU
Xk ok

UUA GAU
Leu Asp

Ser

Thr
ACU
*

His
Cau Uty
Sk %k
CAU UCC
His Ser

Lys

Gln
CAA

AGA
Arg

Lys Lys Arg

AAA AAG ADA
KKk kKX KKK

AAA AAG AGA
Lys Lys Arg

Arg
GAa
*

UG
Leu

AAA
X X

AGA

Arg Ser Leu

AGG UCU Cuu
x X XX

AAA GAU AUU

g Lys Asp lle

Ala

GCu
XKX

oCU
Ala

Lys Tyr
AAA UAU

X %X
AGA UUA
Arg lLeu

Cys
UGC

Xk Kk

ucC
Cys

K K%k

UGA
kX

UGA

KK X

3D. abra
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