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A taldlmdny tdrgya eljérds egy adott peptid
nagyszamu analdgjsénak eldédallitdsdra. Ugy jdrnak el,
hogy
-~ kémigi szintézissel azonos hosszusigu,
néhdny meghatdrozott helyen egymdstdl
kiilonbozd, a 3?-vég feldli szakaszon pedig
néhdny azonos nukleotidot tartalmazé oligo-
nukleotidok két kiilonboz8 keverékét 41llitjdk

elds

- a nevezett két oligonukleotid-elegyet sz~
szekeverve részlegesen kett8sszdlu, azonos
hosszusdgu DNS molekuldk keverékét 4Ll1litjdk
eld, ezeket azutdn enzimatikus uton teljes

egésziikben kett8sszdlu DNS molekulskkd alakitjdks;



a kettSsszdlu DNS molekuldk keverdkét két
kiilonboz6 enzimmel hasitva a hasonld médon
hasitott DNS vektorral ligdlhatd DNS mo-
lekuldkat d1llitanak €18

- a DNS molekuldkat ligdldssal a DNS vektor-
ba épitve DNS vektorok keverdkét nyerik, e
DNS vektorokkal azutdn DNS-befogadé gazda~
sejteket transzformdlnak, onmagdban ismert
médong |

- a transzformdnsokat tenyésztik, és az igy
nyert telepeket egyenként vizsgdlva megha=-
térozzdk az egy-egy fehérjét kédold DNS

molekuldk nukleotid~sorrendjét;

—~ a nagyszdmu transzforménst az expresszid
szempontjdbél elényds koriilmények kozstt,
kiildn-kiilon tenyésztve az adott peptid

nagyszému analdgjdt 411itjdk eld.

A taldlmény tdrgya tovdbbd eljdrsds uj vazo=
aktiv intesztindlis polipeptid analégok, valamint az uj
vazoaktiv intesztindlis polipeptid analégok egyikét ké-

7,

dold gént hordozd plazmid-DNS eldsllitédsira.
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A taldlmény tdrgya eljérds nagyszdmu peptid
analdg, tovdbbd uj tipusu peptid analdgok elddllitéd-~

sdra.

A taldlmény térgya elsb8dlegesen eljérds a
vazoaktiv intesztindlis polipeptid (VIP) nagyszamu
analégjanak, illetve uj tipusu analdgjainak, valamint
a taldlmany szerinti vazoaktiv intesztindlis polipep-
tid analdgokat k6doldé DNS szakaszokbdl felépiils géne-

ket hordozd plazmid DNS-eknek az elddllitdsdra.

A gydégyszeripar, valamint a fliggetlen kuta-
tok egyardnt folyamatosan vizsgdljdk az ismert, hasznos
vegyliletekt8l kismértékben kiilonbszd, uj vegylileteket,
hogy hatékonyebb, specifikusabb, stb. szdrmazékokat
dllitsanak igy eld. Ha a szdébanforgd ismert vegylilet
egy peptid vagy polipeptid, akkor e vegyiilet amino-
sav-szekvencidjdban egy vagy néhdny aminosavat mis,
természetes vagy nem-természetes aminosavra cserélhe-

tinke.

A hatdstani sziirdvizsgdlatok szempontjdbdl
kivénatos lenne, hogy a kivadlasztott peptid szdmos
analdgjat egyidejiileg dllithassuk eld, pénzt és iddt

egyarant megtakaritve ezzel.
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A taldlmdny szerinti eljdrds lehetdvé teszi
egy kivdlasztott fehérje szdmos, kizdrdélag L konfigu-
raciéju aminosavat tartalmazd analdgjdnak egyidejil
el8dllitésdt. A taldlmdnyban leirtak szerint eljdrva
elddllitjuk a vazoaktiv intesztindlis polipeptid ana-
légjait.

A vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP)

a glilkagon-szekretin fehérjecsalddba tartozd, erdsen
bdzikus, 28 aminosavbdl 4114, a C-termindlis végen
amidcsoportot tartalmazd peptid. A vazoaktiv inteszti-
ndlis polipeptidet els8ként S. Said és V. Mutt kiloni-
tette el 1970-ben sertés felsl bélszakaszbdl szdrmazd
szovetekbdl [Said, S. I.; Mutt, V., Science, 169,

1217 - 1218. (1970)1, kés8bb azonban kimutattdk ideg-
szovetben, és belsd elvdlasztdsu mirigysejtekben is
[Said, S. I., Vasoactive Intestinal Peptide, Raven
Press, N. Y. (1982), valamint Said, S. I., Peptides,

5, 143 - 150. (1984)]. A vazoaktiv intesztindlis poli=-
peptid biolégiai hatdsai ko6zé tartozik az agyi vérerek
tdgitédsa, a prolaktin~felszabadulds serkentése, a
hasnydlmirigy exokrin kivdlasztisdnak serkentése, ha-
tdsa a pénisz erekcidjidra [Said, S. I., Vasoactive
Intestinal Peptide, Raven Press, N. Y. (1982); Rosténe,
W. H., Progress in Neurobiology, 22, 103 - 129. (198k4);
Mutt, V., Brain Peptides, eds. Krieger, D. T. és munka-

tdrsai (1983)], valamint a kolinergikusan serkentett




nyédlfolyés erdsitése [Lundberg, J. M. és munkatdrsai,
Acta Physiol. Scand., 114, 329 - 337. (1982)]; a vazo-
aktiv intesztindlis polipeptid tovibbd részt vesz a
felilletaktiv folyadékfilm kialakitdsdban a tiidében
[Barnes, P. J., TIPS, 8, 24 - 27. (1987)].

Az emberi vazoaktiv intesztinalis polipep-
tidet kdédold prekurzor gént nemrégiben elkiilonitették,
és nukleotid sorrendjét meghatdrozitik [Bodner, M. és
munkatérsai, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 82,

3548 - 3551. (1985)3 Lindner, S. €és munkatdrsai, Proc.
Natl. Acad. Sci., USa, 8k, 605 - 609. (1987)].

A nukleotid sorrend-adatok szerint a vazoaktiv intesz-
tindlis polipeptidet kédold gén 3°-végén tovdbbi trip-
letek taldlhatdk: ezek egy glicin-lizin-arginin tripep-
tidet kdédolnak. Bizonyithatd, hogy a C-termindlis vég
feloli glicin-lizin-arginin tripeptid, sdt, a glicin
egymagédban is szubsztritja lehet a kiilonféle szovetek=-
ben kimutatott, C-termindlis amiddldst katalizdld
peptidil-glicin~q-amidd1ld monooxigendz enzimnek
(PAM&z) [Bradbury, A. F. és munkatdrsai, Nature, 298,
686 - 688. (1982); Eipper, B. A. és munkatdrsai,
Peptides, k4, 921 -~ 928. (1983); Glembiski, C. C. és
munkatdrsai, J. Biol. Chem., 259, 6385 - 6392. (1984);
Gomez, S. és munkatdrsai, FEBS Lett., 167, 160 - 16k,

(1984 ); Eipper, B. A. és munkatdrsai, Endocrinology,




116, 2497 - 2504, (1985) és Ouafik, H. és munkatdrsai,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 8k, 26i - 264 (1987)].

Nyilvanvald, hogy az igen sokféle bioldgiai
hatdssal rendelkezd peptidhormont, a vazoaktiv intesz-
tindlis polipeptidet génsebészeti eljdrdsokat alkal-
mazva lenne eldnyds nagy mennyiségben el8illitani.
Habér az emberi vazoaktiv intesztindlis polipeptid
prekurzor génjét mdr kordbban elkiilonitették, és jel-
lemezték [Bodner, M. és munkatdrsai, Proc. Hatl. Acad.
Sci., USA, 82, 35k8 - 3551. (1985); Linder, S. és mun-
katdrsai, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 84, 605 -~ 609.
(1987)1, a gén mds organizmusban vald kifejezésérdl

mindeddig nem jelent meg kidzlemény.

A taldlmany szerinti vazoaktiv intesztindlis

polipeptid-analdgokat E. Coli sejtekben d1llitjuk el8.

A taldlmény tdrgya eljdrds egy adott peptid
nagyszému analdgjdnak el8illitdsdra, azzal jellemezve,

hogy:

- kémiai szintézissel azonos hosszusigu
oligonukleotidokbdl 4116 elegyet allitunk
eld ugy, hogy az oligonukleotidok néhdny
meghatdrozott helyen egymdstdl eltérd, a
3'-vég feldli szakaszon pedig néhdny azonos

bédzist hordozzanak;




- a fenti oligonukleotid-elegyet COsszekever-
jik egy hasonld mddon elddllitott mdsik
oligonukleotid-eleggyel ugy, hogy az elsd
elegy oligonukleotidjainak a 3? feldli vé-
gen taldlhaté néhdny bizisa komplementer
legyen a mdsik elegy oligonukleotidjainak
a 3’ feloli végen elhelyezkedd néhdny bé-
zisdval; a komplementer bdzisok Osszekap-
csoléddsa utdn nyert, részlegesen kett8s-
szdlu, azonos hosszusidgu DNS szakaszok
keverékébdl azutin enzimatikus uton teljes
egészében kettdsszdlu DNS molekuldk keveré-
két d1llitjuk eld;

- a kettbsszdlu, 3’-végikon egy adott rest-
rikcids endonukledz, 5° feloli végiikon
pedig egy masik restrikcids endonukledz
enzim hasitdéhelyét kdédold DNS molekuldk
elegyét a fenti két enzimmel egyiddben,
vagy egymdst kovetden hasitjuk, a hasonld
médon hasitott DNS vektor 5% és 3’-végeivel
ligdlhaté 3°- és 5°-végii DNS molekuldkat
dllitva igy elds

- a fenti médon hasitva nyert DNS molekuld-
kat ligdlassal a fentiek szerint hasitott

DNS vektorokba inszertdljuk, €s az igy nyert



DNS vektor elegyet, dnmagsban ismert médon,
DNS~-befogadé gazdasejtekbe transzformil-
Juks;

- a transzformins sejteket tenyésztjiik, és
az igy nyert telepeket egyenként vizsgdlva
meghatdrozzuk a DNS molekuldk nukleotid
sorrendjeit: ezek egy-egy fehérjét kdédol-

naks

-~ az egyes azonositott fehérje~kddold szek-
vencidkat tartalmazd DNS vektorokat hordozd
nagyszamu transzforménst az expresszid szem-
pontjédbél megfeleld koriilmények kozott, ki-
1on-kiilon tenyésztjiik, az adott peptid nagy-

szdmu analdgjdt dllitva igy eld.

A taldlmény szerinti, fentebb vizolt eljdrés
kivitelezése sordn felhaszndlhatd DNS-befogadd gazda-
sejtek kozé tartoznak példdul a baktériumok, igy a
Bacillus nemzetségbe tartozd fajok, vagy az Escherichia
coli; valamint az éleszt8k, igy a Saccharomyces
cerevisiae. Az eljdrds kivitelezése sordn felhaszndl-
hatd DNS vektorok példdul a bakteriofdgok és a plaz-

midok.




ahol

treonint, szerint, prolint vagy alanint;
treonint, lizint, izoleucint vagy alanint;
treonint, lizint, izoleucint vagy arginints és
amino- vagy karboxil-csoportot vagy glicint,

vagy glicin-lizin-arginin tripeptidet

jelol (ezeket az analdgokat a taldlmény szerinti eljid-

rés szerint eljdrva nyerjik: ezeket az analdgokat ki-

viéntuk eredetileg elédllitani); vagy

a nevezett vazoaktiv intesztindlis polipeptid analdgok

aminosav-sorrendje a fenti aminosav-sorrenddel lénye-

gében azonos, &am:

- az l1-es helyzetben levd hisztidint aszpa-

raginsavval helyettesitjikk, ha az

X = alanin, az Y = izoleucin és a Z = treo~
ning

az 1-es helyzetben levsd hisztidint tiro-
zinnal helyettesitjik, ha az X = prolin, az

Y = treonin és a Z = lizing

a 2-es helyzetben levd szerint tirozinnal,
és a 8-as helyzetben levd aszparaginsavat
tirozinnal helyettesitjiik, ha az X = treonin,

az ¥ = treonin és a Z = treoning
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