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A taldlmany targyat képezik uaj oligonukleotidok és pro-
baként torténd alkalmazasuk amidalt polipeptidhormonok
prekurzorait kédolé mRNS azonositasara -és amidalt poli-
peptidhormonok azonositasa. A talalmany térgyét képezik te-
hat az alabbiakban ismertetétt nukleotidszekvenciaju oligo-
nukleotidok, ¢és a hormonok prekurzorainak‘ azonositasara

szolgdld eljarés.
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Amidalt polipeptidhormonok prekurzorainak azonosi-

tasara szolgalé oligonukleotidok

A talalméany téargyat képezik 0j oligonukleotidok és pro-
baként torténd alkalmazadsuk amiddlt polipeptidhormonok
prekurzorait kdéddold mRNS azonositdsara és amidalt poli-
peptidhormonok azonositésa. A taldlmany targyat képezik te-
hat az alébbiakban ismertetett nukleotidszekvencidju oligo-
nukleotidok, és a hormonok prekurzorainak azonositéasara
szo0lgédld eljaras.

Az amidalt polipeptidhormonok prekurzor formajaban
szintetizildédnak, amely azutdn érésen megy keresztiil. Ez az
érés egy amidalési reakciéb.

A C-termindlis vég amidalasi reakciéja az amidalt
polipeptidhormonok jellemzé reakcidéja. Ez a reakcid, amely
egy vagy tobb hormon prekurzoridn megy végbe, a hormon éré-
sét biztositja, valamint a biolégiai stabilitidsat az élet-
tani kozegben: a képzddott amidcsoport a szabad savcsoport-

nal kevésbé tamadhaté. A hormon igy Jjobban ellenall a
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karboxipeptidazoknak, tovabb marad aktiv a sejtben és meg-
6rzi optimalis affinitdsdt a receptorhelye iréant.

Az amidélast sokan leirtdk [Bradbury, Alan F. és Smyth,
Derek G., "Peptid amidation", TIBS 16, 112-115 (1991);
Katopodis, A.G., Ping, D.S., Smith, C.E. és May, S.W.,
"Functional and structural characterization of
peptidylamidoglycolate lyase, the enzyme catalysing the
second step in the peptide amidation", Biochemistry 30(25),
6189-6194 (1991)], a mechanizmusa a kdvetkezd:

1. A hormonprekurzor polipeptidlancéat egy endopeptidaz
hasitja a két bazikus aminosavnal, amely arginin és/vagy
lizin.

2. Ezt kovetéen két hasitéas torténik karboxi-
peptidazzal, amelynek eredményeként a kiterjesztett glicin
intermedier jon létre.

3. A  PAM-enzimnek (peptidil-glicin-o—amid&lé-mono-
oxigendz) két kiilonbdzé enzimaktivitasa van: az egyik a ki-
terjesztett glicin intermediert alakitja &t egy o-hidroxi-
glicin szarmazékkd, a PAM-enzim ebben részt vevd alegysége
a PHM (peptidil-glicin-o-hidroxildlé-monooxigenaz). A ka-
pott szarmazék a PAM masodik alegységének (amelyet PAL-nak
neveznek: peptidil-a-hidroxiglicin-a-amidalo-1i4z) a
szubsztratja, amely a glicin aminocsoportjat kéti a kozvet-
lentil az N-termindlis vég melletti aminosavon glioxilat
felszabadulédsa k&zben.

A reakcié a hormon vagy hormonok prekurzoran egy
felismeréhely jelenlétét igényli, amely felismer&helyben

mindig megtaldlhaté a glicinb8l és két bazikus aminosavbol



4116 (arginin vagy lizin) szekvencia [lasd, Katopodis, A.G.
és mtsai., Biochemistry 30(25), 6189-6194 (1991), és a fen-
ti hivatkozéasokat].

Az endoplazméas retikulumon kivilre szekretédlandd
amidalt polipeptidhormonokrél ismert, hogy a polipeptidlanc
N-termindlis végén egy koriilbeliil 15-30 aminosavbél &lld
konszenzus szignalszekvencidt tartalmaznak. Ezt késébb egy
szignalpeptidadz-enzim levagja, igy a szekretalt fehérjében
madr nem taladlhaté [lasd, Cuttitta, F., The Anatomical
Records 236, 87-93 (1993), és az idézett hivatkozasok].

Jelenleg egy uj fehérje felismerése nem kénnyd. A fe-
hérjék szamos technoldégidval izoldlhatdék és tisztithatdk:
izoelektromos ponton toérténd kicsapassal, bizonyos olddésze-
rekkel torténé szelektiv extrakcidéval és azutan kristalyo-
sitédssal torténd tisztitédssal, ellendrami megoszlatéassal,
adszorpcibéval, megosztdsos vagy ioncseréld kromatografia-
val, elektroforézissel, stb. Ezek a technolégiadk azonban az
izolalandé fehérje tulajdonsagairdél ismereteket tételeznek
fel. Tovéabba, ha az érdekl8désre szamot tarto, uj fehérje
tiszta mintdja terdpids szinten hozzaférhetd, még mindig
szamos lépcsén kell keresztiilmenni, amig a szintetizalasara
képes, genetikailag médositott mikroorganizmus elérhetdvé
valik.

A taladlmany szerinti eljarasnak az az elénye, hogy a
napjainkig ismert, o&sszes, amidalt hormon prekurzorénak
peptidszekvencidjara jellemz8 vonasok alkalmazasaval lehe-
tévé teszi a csoport szamos, Uj hormonjanak egyidejd kimu-

tatasat. A keresést a prekurzorokat kédold nukleotid-



szekvencidnak olyan szovetekb&l készitett cDNS-bankokban
tdérténd kdzvetlen azonositasaval hajtjuk végre, amely sz6-
vetekben ezeknek a hormonoknak a prekurzorai szintetizalédéd-
hatnak.

Az eljarads szerinti keresés sokkal kevésbé korlatozott,
mint a fent emlitett, hagyomadnyos biokémiai mdédszerek, mi-
vel:

— ugyanabban a szovetben jelen 1évd, szémos, kiilonbozd
prekurzor izolalhatdé ugyanazon az elven,

— ugyanolyan technolbégiai kortilmények kozott nagyon
eltér8 Dbiokémiai és bioldgiai tulajdonsagu hormonok pre-
kurzorainak kimutatédsat teszi lehetdvé,

— az ugyanabban a prekurzorban 1évé valamennyi peptid-
hormon egyidejlileg azonosithatd.

Ennek eredményeként a taldlmany jelentds idé6- és pénz-
megtakaritast eredményez azon a teriileten, ahol a kutatés
és fejlesztés koltségei a forgalom igen jelentds részét te-
szik ki.

A taldlmany tovabbad az emléstk szervezetében alapvetd
élettani szerepet bet6ltd aktiv hatdanyagok, hormonok, eld-
nydsen amidalt polipeptid neurohormonok farmakoldégiai vizs-
galatat is lehetdvé teszi. Mivel els6 izben valnak hozza-
férhetévé aktiv hatdanyagoknak megfeleld cDNS-ek, ezek ezu-
tdan géntechnoldégiai uton kldénozd vektorba vihetdk, hogy
mikroorganizmusok alkalmazdsdval a terapias alkalmazassal
birdé hormonok szintetizaldédjanak.

A taldlmany targyat képezi eldszdr eqgy egyszalu OX-

oligonukleotid, amely enyhe (,mild”) kériilmények kozott



hibridizal egy Y1-Y2-Y3-Y4-Y5 szekvenciaju OY-oligo-
nukleotiddal, amelyben Y1 jelentése egy 1-12 nukleotidos
nukleotidszekvencia vagy Y1 szuppresszalva van, Y2 jelenté-
se egy glicint koédold nukleotidharmas, Y3 és Y4 jelentése
egymastél filiggetleniil egy, arginint vagy 1lizint kbédold
nukleotidhdrmas és Y5 Jelentése egy 1-21 nukleotidos
nukleotidszekvencia vagy Y5 szuppresszalva van.

A nukleotid az RNS vagy a DNS nukleozid-foszfor-
savészter kémiai szerkezetili alapegységét jelenti. A
nukleozid egy purinbazisnak (purin, adenin, guanin vagy
analdégok) vagy egy pirimidinbazisnak (pirimidin, citozin,
uracil vagy analégok) ribdézzal vagy dezoxiribézzal torténd
kapcsolédasaval jén létre. Az oligonukleotid a nukleotidok
polimerje, amely egy lancinditdé-szekvenciat, egy probat
vagy egy RNS- vagy DNS-fragmenst jeldl.

Az emlitett oligonukleotidok eldéallithatdk szintézis-
sel. Egy mintaul szolgald, automatizalt eljarast a kovetke-
z8 publikacidkban kozoltek: S.A. Narang, "DNA synthesis",
Tetrahedron 39, 3 (1983) és K. Itakura, J.J. Rossi és R.B.
Wallace, "Synthesis and use of synthetic oligonukleotides"”,
Annu. Rev. Biochem. 53, 323 (1984).

Elénydsen az OX OY-nal szigoru (,sztringens”) koriilmé-
nyek k&6zétt hibridizal.

Elényosebben az OX hibridizalhat egy Y2-Y3-Y4-Y5 szek-
vencidju OY-oligonukleotiddal.

Még eldnydsebben az OX hibridizalhat egy Y1-Y2-Y3-Y4

vagy egy Y2-Y3-Y4 szekvencidju OY-oligonukleotiddal.



Elénybsen az (0).4 hibridizéalhat eqgy olyan oY-
oligonukleotiddal, amelyben Y5 Jjelentése egy Y6-Y7-Y8-Y9
szekvencidju nukleotidszekvencia, amelyben Y6 jelentése egy
szerint, treonint vagy tirozint kdédold nukleotidhérmas, Y7
jelentése barmilyen aminosavat kédold nukleotidhdrmas, Y8
jelentése glutaminsavat vagy aszparaginsavat kédoléd
nukleotidhdrmas és Y9 Jelentése egy 1-12 nukleotidos
nukleotidszekvencia. Még eldénydsebben az OX hibridizéalhat
egy olyan OY-oligonukleotiddal, amelyben Y1 és Y9
szuppresszalva van.

Kildéndsen elénydsen OX hibridizdlhat egy olyan OY-
oligonukleotiddal, amelyben Y2 jelentése egy glicint kédold
nukleotidharmas, Y3 jelentése egy lizint kédold nukleotid-
harmas, Y4 jelentése egy arginint kédold nukleotidhdrmas és
Y5 jelentése egy szerin-alanin-glutaminsavat kédoldé harom
nukleotidhédrmas-szekvencia.

Ezt a szekvenciat 27 ismert amiddlasi hely statisztikai
vizsgalatanak segitségével hataroztuk meg, és egy 6 hely-
zetb&8l all6, adott aminosavmintézat, glicin-lizin-arginin-
szerin-alanin-glutaminsav meghatdroz&sat eredményezte.

A genetikai kéd degenerécidja, valamint a glicinnek (4
kodon), az argininnek (6 kodon) és a szerinnek (6 kodon)
megfeleld kodonok nagy szédma miatt az oligonukleotid-
szekvenciat két, ezt a degeneraciét figyelembe vevd moddszer
segitségével készitettiik:

— Dbizonyos helyzetekben inozin, egy olyan nukleotid

alkalmazésaval, amelyben a hipoxantin nitrogénbazis valoga-



tds nélkil parosodik mind a négy, a DNS-t felépitd nitro-
génbazissal,

— bizonyos helyzetekben a beépitett nitrogénbazis jel-
legének valtoztatéaséval, 1igy a bevitt kiilonbozé6 bazisok
szamaval aréanyos szami oligonukleotidkombinacidk eldallita-
saval.

A taldlmény téargyat képezi tovdbbad az Y1-Y2-Y3-Y4-Y5
szekvencidjui 9-42 nukleotidot tartalmazdé OY-oligonukleotid,
amelyben Y1 Jjelentése egy 1-12 nukleotidos nukleotid-
szekvencia vagy Y1 szuppresszadlva van, Y2 Jjelentése egy
glicint kédoldé nukleotidhérmas, Y3 és Y4 jelentése egymas-
tél figgetleniil arginint vagy lizint kédold nukleotidhérmas
és Y5 jelentése egy 1-12 nukleotidos nukleotidszekvencia
vagy Y5 szuppresszalva van.

Elénybsen a talalmdny targyadt képezi egy olyan OY-
oligonukleotid, amelyben Y1 szuppresszalva van vagy Y5
szuppresszalva van.

A talélméany targya eldnydsen egy OY-oligonukleotid,
amelyben Y5 jelentése egy Y6-Y7-Y8-Y9 szekvenciaju
nukleotidszekvencia, amelyben Y6 Jjelentése egy szerint,
treonint vagy tirozint kédoldé nukleotidharmas, Y7 jelentése
barmilyen aminosavat kédold nukleotidhdrmas, Y8 jelentése
glutaminsavat vagy aszparaginsavat kédoldé nukleotidharmas
és Y9 jelentése egy 1-12 nukleotidos nukleotidszekvencia.

A talalmany targya elénydsebben egy olyan OY-oligo-
nukleotid, amelyben Y1 és Y9 szuppresszalva vannak.

A talalmény téargya kiiléndosen eldnydsen egy olyan OY-

oligonukleotid, amelyben Y1 szuppresszalva van, Y2 jelenté-



se egy glicint kdédold nukleotidhdrmas, Y3 Jjelentése egy
lizint k&édold nukleotidhédrmas, Y4 Jjelentése egy arginint
k6édolé nukleotidhérmas és Y5 jelentése egy szerin-alanin-
glutaminsav aminosavakat k&dolé harom nukleotidharmas-
szekvencia.

A taldlmany téargyat képezi egy egyszadli OZ-oligo-
nukleotid is, amely 15-39 nukleotidot tartalmaz és hibridi-
zal az amidalt polipeptidhormonokra jellemzé konszenzus
szignalszekvenciaval, ahol a szekvencia képlete Z21-Z2-Z3-
24-25-26-27, amelyben Z1 jelentése eqgy 1-12 nukleotidos
nukleotidszekvencia vagy Z1 szuppresszalva van, 22 és Z3
jelentése két, leucint kédold nukleotidhédrmas, Z4 és Z5 je-
lentése két, Dbéarmilyen két aminosavat kdédold nukleotid-
harmas, Z6 jelentése leucint kdédold nukleotidhdrmas és 2Z7
jelentése egy 1-12 nukleotidos nukleotidszekvencia vagy 27
szuppresszalva van.

A taladlményi leirdsban a hormon az endokrin rendszer
amid4dlt polipeptidhormonjait jelenti, és elbébnybsebben
neurohormonokat.

A konszenzus szignalszekvencia az érésiik utan a sejt
altal szekretalt fehérjék prekurzoraiban 1évé szekvencia.

Véguil a taldlmany targyat képezi az OX- vagy O02zZ-
oligonukleotidok csoportja, amely egy kombinatorikus konyv-
tarat alkot.

A talalmanyi leirasban a kombinatorikus kényvtar jelen-
tése oligonukleotidok egy olyan csoportija, amelyet aminosa-
vak (amelyek koziil néhdny valtozhat) szekvenciajat koédoléd

nukleotidszekvencia alapjan szintetizaltak. A genetikai kéd



degeneraciéja miatt kiilénbozéd oligonukleotidok csoportjat
kapjuk.

A taldlmany targyat képezi amiddlt C-terminalis végi
peptid prekurzordnak azonositasara szolgald eljaréas, amely
soradn a kovetkezd egymads utdn kovetkezd lépéseket hajtjuk
végre:

1. Egy DNS-bankot készitlink,

2. Egy vagy tébb OX-oligonukleotidot hibridizalunk a
DNS-bankkal,

3. Azonositjuk a banknak az OX-oligonukleotiddal hibri-
diz4lé DNS-szekvenciajat vagy szekvencidit,

4, Azonositjuk ebben a szekvencidban vagy szekvencidk-
ban az egy vagy tobb, feltételezhetéen amidalt C-termindlis
végl peptidet.

El6nyds az olyan eljaras, amelyben a DNS-bank cDNS-
bank.

Komplementer DNS (cDNS) egy olyan nukleotidlanc, amely-
nek szekvenciadja komplementer az mRNS-ével, az inverz-
transzkriptédz 4ltal katalizalt reakcidé egyszalu cDNS-t
eredményez. Kettés szadlud cDNS DNS-polimerdz alkalmazaséaval
nyerhetd, és 1ligdz segitségével plazmidba vagy A bakterio-
fag eredetd vektorba épithetd.

A cDNS-bank egy adott sejtb&dl kivont citoplazméds mRNS-
nek megfeleld cDNS-t tartalmazza. A bankot akkor nevezziik
teljesnek, ha minden kiinduldsi mRNS-re legaldbb egy bakte-
ridlis klén jut.

Hibridizéacidé akkor jon létre, ha két oligonukleotidnak

lényegében komplementer a nukleotidszekvencidja, és hosszuk
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mentén kapcsolddni tudnak egymassal a komplementer bazisok
kd6zd6tt hidrogénhidak kialakitésaval.

Egy olyan eljéarés, amelynek sordn az OX-oligonukleotid
egy jelvlé anyag, példaul *°P vagy digoxigenin segitségével
kimutathatdé kiiléndsen eldnyods.

A nukleotidok radiocaktiv jeldlésére alkalmazott hatéd-
anyagok leggyakrabban B-sugarakat kibocsaté elemek, példaul
", '*c, *°p, *p és *s.

Az oligonukleotidok jelolését egy foszfatcsoportnak,
amelyet (y-°°P)-ATP sz4allit, az oligonukleotid 5'-végére
térténé kapcsolasaval hajtjuk végre, amely reakcidét a T4-
polinukleotid-kinaz katalizél. A digoxigeninnel toérténdé je-
161és immunoenzimes, a digoxigenint egy nitrogénbazissal
kapcsoljuk és az oligonukleotidba épitjiik. A jelenlétét egy
digoxigenin elleni, és alkalikus-foszfatazzal kapcsolt el-
lenanyag alkalmazédsaval mutatjuk ki. Az alkalikus-foszfataz
dltal elhidrolizalt szubsztrat révén kifejlédott szin mu-
tatja a jelenlétét.

Mas Jjelolési technolégidk is alkalmazhatédk: kémiailag
ugy médositott oligonukleotidok, hogy egy fém-komplexképzd
anyagot (lantanida komplexek gyakran haszndlatosak) tartal-
maznak, biotin vagy akridin-észtert tartalmazé csoportot,
egy fluoreszcens vegyililetet (fluoreszcein, rhodamin, Texas
red) vagy masokat tartalmaznak.

Az amidalt polipeptidhormon prekurzoradnak azonositésara
szo0lgaldé olyan eljaras, amely sordn a hibridizacidés sza-
kaszban az OX-oligonukleotidok kombinatorikus koényvtarat

alkalmazzuk kiilénlegesen eldnyds.



A talalmany targyat képezi amiddlt C-termindlis végd
peptid prekurzoranak azonositdsara szolgald olyan eljaras
is, amely a kovetkezd lépésekbdl 4ll:

1. Egy DNS-bankot készitiink,

2. PCR-médszer alkalmazasaval amplifikdljuk az érdeklds-
désre szamot tartdé fragmenst az OX-oligonukleotidok egy
csoportja és az 0OZ-oligonukleotidok egy masik csoportja se-
gitségével,

3. Azonositjuk a bank azon DNS-szekvencidjat, amely
hibridizal az OX-oligonukleotiddal és amely a PCR-reakcibd
soran amplifikalédott,

4. Azonositjuk ebben a szekvencidban a feltételezhetden
amididlt C-termindlis végl egy vagy tdbb peptidet.

Az érdekldSdésre szamot tartdé fragmens azt a cDNS-
szekvenciidt jelenti, amely az egy vagy toébb amidalt
polipeptidhormon prekurzorat kédolja.

A DNS PCR-rel ("polymerase chain reaction", polimeraz-
lancreakci6é) torténd amplifikécidés reakcidjdhoz 95°C-ra
torténd melegitéssel denaturalt DNS-készitmény sziikséges. A
készitményt azutan két, az amplifikdlandd szekvencia mind-
két végén a DNS ellenkezd szadlain komplementer oligo-
nukleotid feleslegével parositjuk. Mindegyik oligonukleoctid
azutan lancinditéként szolgdl a DNS-polimerdznak (a Thermus
aquatitus termofil baktériumbdél kivont Tag-polimerédznak) a
DNS mindkét szaldnak lemasolasdhoz. Ez a ciklus automati-
zdlt mdédon ismételhetd egymds kovetd denaturdcidk és

renaturacidék sorozatéban.
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Szamos hivatkozasban részletesen ismertetik a PCR-
médszert: US 4.683.192, 4.683.202, 4.800.159, és 4.965.188
nyilvantartasi szamu szabadalmi iratok; PCR technology:
principles and applications for DNA amplification, szerk.:
H. Erlich, kiad.: Stockton Press, New York (1989) és PCR
protocols: a guide to methods and applications, szerk.:
Innis és mtsai., kiad.: Academic Press, San Diego,
California (1990).

Elénybdsen a DNS-bank cDNS-bank.

El6nybsebben az OX-oligonukleotid egy Jjeldlé anyag,
példaul *°P vagy digoxigenin segitségével kimutathaté.

Egy amidalt polipeptidhormon prekurzordnak azonositéasa-
ra szolgald olyan eljaréas, amely az amplifikacidés lépésben
az OX-oligonukleotidok kombinatorikus konyvtarat és az 0Z-
oligonukleotidok egy masik kombinatorikus kényvtarat alkal-
mazza kiilondsen eldnyds.

A taldlmédny téargyat képezi amidalt C-termindlis végqgl
peptid prekurzoranak azonositasdra szolgdld eljaréas is,
amely a kovetkezd lépésekbsl all:

1. Egy DNS-bankot készitiink,

2. PCR-mbdszer alkalmazasaval amplifikaljuk az érdekl&-
désre szamot tartdé fragmenst az OX-oligonukleotidok egy
csoportja segitségével,

3. A DNS-bankbbél azonositjuk azt a DNS-szekvenciat,
amely az OX-oligonukleotiddal  hibridizdl és a PCR-
reakcibban amplifikalédott,

4. Azonositjuk ebben a szekvencidban a feltehetdleg

amidalt C-termindlis végui egy vagy tobb peptidet.
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Ennek az eljarasnak az a célja, hogy olyan nukleotid-
szekvencidkat 1irjon 1le, amelyek egynél tobb amidaléasi
hellyel bird prekurzorokat kédolnak.

Elénybsen a DNS-bank egy cDNS-bank.

Elénybsebben az O0OX-oligonukleotid egy Jjelold anyag,
példaul *°P vagy digoxigenin segitségével kimutathaté.

Egy amid&lt polipeptidhormon prekurzoradnak azonositésa-
ra szolgéald olyan eljarés, amely az amplifikacids lépésben
az OX-oligonukleotidok kombinatorikus koényvtarat alkalmazza
kiilonbsen eldényods.

A taldlmény téargyat képezi amiddlt C-termindlis végl
polipeptid prekurzorédnak azonositédsadra szolgdld egy masik
eljarés, amely a kovetkezd lépésekbdl all:

1. Egy DNS-bankot készitink,

2. PCR-médszer alkalmazasaval amplifikaljuk az érdekld-
désre szamot tartdé fragmenst egy OX-oligonukleotiddal és
egy masik egyszalu oligonukleotiddal, amely enyhe vagy szi-
goru korilmények kozott hibridizdlni képes egy univerzéalis
konszenzusszekvenciaval, amelyet annak a plazmidvektornak a
szekvencidja tartalmaz, amelybe a DNS-bank DNS-e klénozva
van, példaul a T3-, T7-, KS-, SK-, M13-, Reverse-lanc-
inditok.

3. A DNS-bankbbél azonositjuk azt a DNS-szekvenciét,
amely egy OX-oligonukleotiddal hibridizal,

4. Azonositjuk ebben a szekvencidban a feltehetdéleg
amidalt C-termindlis végl egy vagy tdbb peptidet.

Az univerzalis konszenzusszekvencia egy szekvencia,

amely abban a vektorban van, amelyikben a bank DNS-e
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klénozva van. Ez a szekvencia szekvenadladshoz lancinditdéként
szolgadlhat. Ezeknek a lancinditdéknak a nukleotidszekvenciai
megtaldlhaték Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T.,
Molecular cloning, a laboratory manual, 2. kiadéas, kiad.:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1989) konyvében.

A PCR-reakcidban szitkséges, hogy a két oligonukleotid a
vektorban klénozott cDNS-hez ko6tédjon, ahhoz hogy az
amplifikacidé megtorténjen. Abban az esetben, ha csak egyet-
len, az amplifikdlandé DNS-fragmenshez tartozdé szekvencia
ismert, a probléma ugy oldhaté meg, hogy egy olyan
oligonukleotidot alkalmazunk, amely ahhoz a vektorhoz,
amelyben a cDNS klénozva van, tartozdé nukleotidszekvencia-
hoz, példaul egy univerzalis konszenzusszekvencidhoz hibri-
dizal.

El6ény&sen a DNS-bank egy cDNS-bank.

Elénybsen az OY-oligonukleotid egy 3jeldld anyaggal,
példaul **P vagy digoxigenin segitségével kimutathaté.

Az amplifikédcids lépésben OX-oligonukleotidok kombina-
torikus konyvtéarénak alkalmazdsa még elénydsebb.

A talalmany szerinti eljdrast egy madr izoldlt hormonon
toérténd alkalmazassal bizonyitjuk. A kivalasztott neuro-
hormon a cholecisztokinin (CCK), amely idegi &tviv8éanyag

mennyiségileg tulnyomdé részt az agyban taldlhaté.
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1.1 A PCR-reakcidkhoz alkalmazott DNS-anyag elkészitése egy

kereskedelmi forgalomban beszerezhetd bankbdl, a Lambda

Zapp II-bdl (patkanyagy cDNS-kényvtar vektor, hiv. szam 936

501) a Stratagenetdl (Lafolla, USA)

Ez a Stratagene cDNS-bank patkanyagy sejtjeinek cDNS-
klénjait tartalmazza.

1.1.1 A klénozott DNS felszabaditdsa Bluescript-fagmidok

formdjaban (Stratagene, Lajolla, USA)

A kdvetkezd mddon végezziik: a cDNS-bankbdél 250 pl-t, 2
x 10° plakképzd egység/ml koncentrécidban, 200 pl XIn kék
baktériumot {genotipus: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR1l7
supE44 relAl lac[F' proAB lacI? ZAM15 TnlO (Tet")]® — lasd
Bullock, Fernandez, Short, Biotechniques 5, 376-379 (1987)
— optikai denzitads 600 nm-nél: OD = 2,5} és 1 ul, 10*°
plakképzé egység/ml koncentraci6éju ExAssist™ fagot [lasd,
Hay, B., Short, J., Strategies 5, 16-18 (1992)] 15 percen
keresztiil 37°C-on kapcsolatba hozunk. Az egész rendszert
azutidn 50 ml LB-tapkdzegben (dsszetétel: 10 g natrium-
kloridot, 5 g élesztd kivonatot és 10 g Bactotryptonet 1
liter steril fizioldégias vizben Osszekeveriink) inkubaljuk 3
6ran keresztill 37°C-on kevertetés kozben. A tenyésztd tap-
talajt lecentrifugdlijuk és a feliluszdét 20 percen keresztil
70°C-on térténd melegitéssel aktivaljuk.

1.1.2. A cDNS kinyerése kettds szalu plazmidbank formajaban

Ebben a lépésben 15 percen keresztiil inkub&lunk 37°C-on
100 pl inaktivalt feliiluszét és 200 pul SOLR™-baktériumot
{genotipus: el14” (McrA’) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB

recd uvrC umuC::Tn5 (Kan®) lac gyrA96 relAl thi-1 endAl A%
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[F' proAB lacI9ZAM15]° Su” (nem szuppresszald) — lasd, Hay,
B., Short, J.M., Strategies 5(1), 16-18 (1992) — OD = 1
600 nm-en}. Otven mikroliter (100 mg/ml) ampicillin és 50
ml LB-tapkdzeg hozzadadédsa utdn az egész rendszert 37°C-on
inkubadljuk egy éjszakdn &t kevertetés kozben. A tenyészet
50 ml-ébdl plazmidot izolalunk QIAGEN Plasmid Midi Kit méd-
szer szerint és QIAGEN-oszlopon (a QITAGEN-oszlopok
anioncseréld gyantat tartalmaznak pozitivan t®ltdtt dietil-
amino-etanol csoportokkal a feliiletiikén, amelyek a DNS-vaz
foszfatjaival 1lépnek k&lcsonhatéasba). Igy 1,37 pg/pl DNS

oldatot kaptunk.

1.2. A CCK prekurzora egy részének amplifikacidja az igy

elkészitett plazmidbankbdl

1.2.1. A PCR-reakcibhoz sziikséges két oligonukleotid szek-

vencidjanak meghatérozéasa

A két nukleotid egyike a CCK amiddlasi helyét kodold
szekvenciaval komplementer szekvencia, az amidélasi hely
ismert és a szekvencidja glicin-arginin-arginin-szerin-
alanin-glutaminsav. Ennek az oligo CCK amide-nak nevezett
oligonukleotidnak a nuleotidszekvenciaja:

5' CTCAGCACTGCGCCGGCC3'

A masodik, oligo CCK 5'-nek nevezett oligonukleotid a
konszenzus szignalszekvencidnak felel meg:

5' GTGTGTCTGTGCGTGGTG 3'

A vart amplifikdcidés termék mérete 315 bazispar, amely
ezen két oligonukleotidnak megfeleld szekvencidk k&zdtti

tavolsédg a CCK prekurzorszekvenciajan.
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1.2.2. A PCR-reakcid

Egy Dl-higitast készitiink, amely 1 pl Tag-polimeréaz
Goldstar 5 U/upl [lasd, Reynier, P., Pellissier, J.F.,
Harle, J.R., Malthiéry, Y., Biochemical and Biophysical
Research Communications 205(1), 375-380 (1994)], 1 pl stan-
dard Tag-polimerdzhoz vald 10x koncentralt puffert és 8 ul
vizet tartalmaz.

Egy ul 250 ng/pl oligo CCK 5'-t, 1 pl 250 ng/pl oligo
CCK amide-ot, 1 ul dNTP-t (10 mmol mindegyik), 1 upl 250
ng/ul cDNS-bankot, 5 pl Tag-polimerédz enzimhez vald 10x
koncentralt puffert, 2 pl 25 mmol magnézium-kloridot, 1 ul
Dl-higitést és 37 pl vizet 6sszekeveriink.

Az amplifikadcidés korilmények a kovetkezdk: eldszor is
h&kezelést végziink 95°C-on 5 percen keresztiil, majd azutén
30 ciklust végzink. A denaturdciét 95°C-on 45 mésodpercig,
a hibridizacidét 60°C-on 30 masodpercen keresztiil és a lanc-
hosszabbitast 72°C-on 1 percig végezziik. Végiil egy kiegé-
szitd ciklust is végrehajtunk 72°C-on 10 percen keresztiil
térténd lanchosszabbitassal.

1.2.3. Eredmények

Az eredményeket a PCR-reakcidé terméke 1/10 részének
0,8%-0os agardz gélben torténd futtatésaval értékeljiik ki.
3,8-Diamino-5-etil-6-fenilfenantridinium-bromid (etidium-
bromid) jelenlétében egyetlen intenziv, a 300 molekulasuly-

markernél egy kissé nagyobb méretl sav lathaté.
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1.3. A PCR-termék szubkldnozasa szekvenalast lehetdvé tevd

vektorba

A pPGEM T-easy vektort alkalmazzuk (4drusitja a PROMEGA
Corporation, Madison, USA, hiv. szadm A 1380 — a szekvenci-
at az I. fliggelékben adjuk meg). A lépések a kovetkezdk:

— a PCR-terméknek megfeleld savot elektroelicidval
tisztitjuk,

— egy éjszakdn keresztil 16°C-on 1ligdljuk 1 ul
50 ng/ul pGEM T-easy vektorral és 1 pl 10x koncentralt 1li-
gadz pufferrel,

— a tisztitott savbdél kivont, koriulbelul 20 ng/pl ter-
mék 3 ul-ével, amit

— vizzel 10 pl-re egészitiink ki.

ElSzetesen kalcium-kloridos kezeléssel kompetenssé tett
JM 109 baktériumokat {genotipus: el4 (McrA") recAl endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 (rx-mgx.) supE44 relAl A(lac-proAR) [F'
traD36 proAB lacI9ZAM15] — lasd, Yanish-Perron, C., Viera,
J., Messing, J., Gene 33, 103-199 (1985)} 45 masodperces
42°C-os hésokkal transzformdljuk a ligadlas 1/5-ével. A sej-
teket ezutdn LB-ampicillin tépkdzegben tenyésztjik Petri-
csészében egy éjszakén keresztiil 37°C-on.

Néhany rekombindns klén plazmid DNS-ét izolaljuk. A
szubklénozast EcoRI-enzimes emésztéssel igazoljuk.

1.4. Szekvenalas

A szekvendlast SANGER hagyomanyos, didezoxinukleotido-
kat alkalmazé mbédszerével végezziik a pGEM T-easy Vector Jje-
14 vektoron, amelybe a 315 bazispdr nagysadgui PCR-termék be

lett épitve (nagy mennyiségben 4&llitottuk el8 QIAGEN tip
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A szekvendlashoz alkal-

mazott ladncinditd a pGEM T-easy Vector jelli vektorban 1évé,

univerzalis T7-oligonukleotid.

1.5. Eredmények

GTG

GCG

CGG

CCG

TAC

CTT

CGG

A kovetkezs

TGT CTG

CAG CCG

GCG GAG

GAC AGC

ATC CAG

AAG AAC

TGC

GTA

GAG

GAG

CAG

CTG

nyers szekvenciat kapjuk:

GTG

GTC

GCG

CCC

GTC

CAG

GAC TAC ATG GGC

GTG ATG GCA GTC CTG
CCT GTA GAA GCT GTG
CCC CGA AGG CAG CTG
CGA GCG CGC CTG GGC
CGC AAA GCT CCC TCT
GGC CTG GAC CCT AGC

TGG ATG GAT TTC GGC

vetkezb6t eredményezi:

amely révén a CCK

bankban,

VCLCVV

RRQLRAVLRP

KNLQGLDPSH

a

p01355

GCA GCA
GAC CCT
AGG GCT
GCA CTG
GGC CGC
CAC AGG

CGG CGC

GGC GCC
ATG GAG
GTG CTC
CTA GCC
ATG TCC
ATA AGT

AGT GCT

A kapott szekvencia aminosavakba tdrténd atirasa a

MAVLAAGALA QPVVPVEAVD PMEQRAEEAP

DSEPRARLGA LLARYIQQVR KAPSGRMSVL

RISDRDYMGW MDFGRRSAE

nyilvantartadsi szamon

prekurzora nukleotidszekvencidja kénnyen megtaldlhaté.

Az aminosavakat a kovetkezd roviditésekkel jeloltiik:

alanin

arginin

aszparaginsav

aszparagin

cisztein

glutaminsav

glutamin

A

Z u ™

(@]

leucin
lizin

metionin

fenilalanin

prolin
szerin

treonin

L

K
M

r

CTG

CAG

CGA

CGA

GTT

GAC

GAG

ko-

(amelynek szekvencidja a Swiss Prot adat-

megtalalhatod)



glicin
hisztidin

izoleucin
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triptoféan
tirozin

valin



. 2 l - - "o

v eee

- 8@

Figgelék I

A pGEM® T-Easy Vector plazmid szekvenciaja

A pGEM® T-Easy Vector plazmidot, amelynek szekvenciajat

alabb mutatjuk be, EcoRV-tel linearizaltuk ennek a szekven-
cianak a 60. bazisadndl (csillag jelzi). Egy, két 3'-végui T-
t adtunk hozza. A hozzdadott T-t nem tiintettiik fel a szek-

vencidban. Az alabb bemutatott szekvencia T7-RNS-polimeraz

altal szintetizdlt RNS-nek felel meg,

SP6-RNS-polimerdz &ltal szintetizalt RNS-sel.

1 GGGCGAATTG GGCCCGACGT CGCATGCTCC CGGCCGCCAT GGCGGCCGCG

51 GGAATTCGAT*ATCACTAGTG AATTCGCGGC CGCCTGCAGG TCGACCATAT
101 GGGAGAGCTC CCAACGCGTT GGATGCATAG CTTGAGTATT CTATAGTGTC
151 ACCTAAATAG CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT
201 TGTTATCCGC TCACAATTCC ACACAACATA CGAGCCGGAA GCATAAAGTG
251 TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT GAGTGAGCTA ACTCACATTA ATTGCGTTGC
301 GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA GCTGCATTAA
351 TGAATCGGCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT TTGCGTATTG GGCGCTCTTC
401 CGCTTCCTICG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG CTGCGGCGAG
451 CGGTATCAGC TCACTCAAAG GCGGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG
501 GATAACGCAG GAAAGAACAT GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA
551 CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTTT CCATAGGCTC CGCCCCCCTG
601 ACGAGCATCA C.A.A.A.Z-!-.ATCGA CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG AAACCCGACA

és komplementer az

XYY



651
701
751
801
851
so1l
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

T 1401

1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751

GGACTATAAA
TCCTGTTCCG
CGGGAAGCGT
GTGTAGGTCG
GCCCGACCGC
TAAGACACGA
AGAGCGAGGT
CTACGGCTAC
CAGTTACCTT
ACCGCTGGTA
AAAAAAAGGA
CTCAGTGGAA
AAAAGGATCT
AATCTAAAGT

TCAGTGAGGC
- GCCTGACTCC

TGGCCCCAGT.
ATTTATCAGC
CCTGCAACTT
TAGAGTAAGT
CTACAGGCAT
TCCGGTTCCC
AAAAGCGGTT

GATACCAGGC
ACCCTGCCGC
GGCGCTTTCT
TTCGCTCCAA
TGCGCCTTAT
CTTATCGCCA
ATGTAGGCGG
ACTAGAAGGA
CGGAAAAAGA
GCGGTGGTTT
TCTCAAGAAG
CGAAAACTCA
TCACCTAGAT
ATATATGAGT
ACCTATCTCA
CCGTCGTGTA
GCTGCAATGA
AATAAACCAG
PATCCGCCTC
AGTTCGCCAG
CGTGGTGTCA
AACGATCAAG
AGCTCCTTCG
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GTTTCCCCCT
TTACCGGATA
CATAGCTCAC
GCTGGGCTGT
CCGGTAACTA
CTGGCAGCAG
TGCTACAGAG
CAGTATTTGG
GTTGGTAGCT
TTTTGTTTGC
ATCCTTTGAT
CGTTAAGGGA
CCTTTTAAAT
AAACTTGGTC
GCGATCTGTC
GATAACTACG
TACCGCGAGA
CCAGCCGGAA
CATCCAGTCT
TTAATAGTTT
CGCTCGTCGT
GCGAGTTACA
GTCCTCCGAT

GGAAGCTCCC
CCTGTCCGCC
GCTGTAGGTA
GTGCACGAAC
TCGTCTTGAG
CCACTGGTAA
TTCTTGAAGT
TATCTGCGCT
CTTGATCCGG
AAGCAGCAGA
CTTTTCTACG
TTTTGGTCAT
TAAAAATGAA
TGACAGTTAC
TATTTCGTTC
ATACGGGAGG
CCCACGCTCA
GGGCCGAGCG
ATTAATTGTT
GCGCAACGTT
TTGGTATGGC
TGATCCCCCA
CGTTGTCAGA

TCGTGCGCTC
TTTCTCCCTT
TCTCAGTTCG
CCCCCGTTCA
TCCAACCCGG
CAGGATTAGC
GGTGGCCTAA
CTGCTGAAGC
CAARACAAACC
TTACGCGCAG
GGGTCTGACG
GAGATTATCA
GTTTTAAATC
CAATGCTTAZ
ATCCATAGTT
GCTTACCATC
CCGGCTCCAG
CAGAAGTGGT
GCCGGGAAGC
GTTGGCATTG
TTCATTCAGC
TGTTGTGCAA
AGTAAGTTGG



1801
1851
1s01
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301

2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2301
2951
3001

CCGCAGTGTT
GTCATGCCAT
GTCATTCTGA
CAATACGGGA
ATTGGAAAAC
GAGATCCAGT
CTTTTACTTT
GCCGCAAAAA
CTTCCTTTTT
GCGGATACAT
CGCACATTTC

AGATGCGTAA
TTTTGTTAAA
CAATAGGCCG
GATAGGGTTG
ACGTGGACTC
CCACTACGTG
TAAAGCTCTA
GGGGAAAGCC
GCGGGCGCTA
CACACCCGCC
CAGGCTGCGC
TACGCCAGCT
ACGCCAGGGT
GTAATACGAC

ATCACTCATG
CCGTAAGATG
GAATAGTGTA
TAATACCGCG
GTTCTTCGGG
TCGATGTAAC
CACCAGCGTT
AGGGAATAAG
CAATATTATT
ATTTGAATGT
CCCGAAAAGT

GGAGAAAATA
ATTCGCGTTA
AAATCGGCAA
AGTGTTGTTC
CAACGTCAAA
AACCATCACC
AATCGGAACC
GGCGAACGTG
GGGCGCTGGC
GCGCTTAATG
AACTGTTGGG
GGCGAAAGGG
TTTCCCAGTC
TCACTATA
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GTTATGGCAG
CTTTTCTGTG
TGCGGCGACC
CCACATAGCA
GCGAAAACTC
CCACTCGTGC
TCTGGGTGAG
GGCGACACGG
GAAGCATTTA
ATTTAGAAAA
GCCACCTGTA

CCGCATCAGG

AATATTTGTT
AATCCCTTAT
CAGTTTGGAA
GGGCGAAAAA
CAAATCAAGT
CTAAAGGGAG
GCGAGAAAGG
AAGTGTAGCG
CGCCGCTACA
AAGGGCGATC
GGATGTGCTG
ACGACGTTGT

CACTGCATAA
ACTGGTGAGT
GAGTTGCTCT
GAACTTTAAA
TCAAGGATCT
ACCCAACTGA
CAAAAACAGG
AAATGTTGAA
TCAGGGTTAT
ATAAACAAAT

PGCGGTGTGA

CGAAATTGTA
AAATCAGCTC
AAATCAAAAG
CAAGAGTCCA
CCGTCTATCA
TTTTTGCGGT
CCCCCGATTT
AAGGGAAGAA
GTCACGCTGC
GGGCGCGTCC
GGTGCGGGCC
CAAGGCGATT
AAAACGACGG

TTCTCTTACT
ACTCAACCAA
TGCCCGGCGT
AGTGCTCATC
TACCGCTGTT
TCTTCAGCAT
AAGGCAAAAT
TACTCATACT
TGTCTCATGA
AGGGGTTCCG
AATACCGCAC

AACGTTAATA
ATTTTTTAAC
AATAGACCGA
CTATTAAAGA
GGGCGATGGC
CGAGGTGCCG
AGAGCTTGAC
AGCGAAAGGA
GCGTAACCAC
ATTCGCCATT

TCTTCGCTAT

AAGTTGGGTA
CCAGTGAATT
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egyszall OX-oligonukleotid, amely 9-42 nukleotidbédl
411 és enyhe korilmények kozodtt hibridizal egy Y1-Y2-Y3-Y4-
Y5 szekvenciaju OY-oligonukleotiddal, amelyben Y1 jelentése
1-12 nukleotid vagy Y1 szuppresszalva van, Y2 jelentése egy
glicint k6doldé nukleotidh&rmas, Y3 és Y4 jelentése egymds-—
tél figgetlenlil egy arginint vagy lizint kédold nukleotid-
harmas és Y5 jelentése 1-21 nukleotid vagy Y5 szuppressz&al-
va van.

2. Az 1. igénypont szerinti OX-oligonukleotid, amely 9-
42 nukleotidbdél &1l és szigoru koériilmények kozodtt hibridi-
zal egy Y1-Y2-Y3-Y4-Y5 szekvencidju OY-oligonukleotiddal,
amelyben Y1 jelentése 1-12 nukleotid vagy Y1 szuppresszalva
van, Y2 jelentése egy glicint kédold nukleotidharmas, Y3 és
Y4 jelentése egyméstdl fiiggetleniil egy arginint vagy lizint
k6dold nukleotidhérmas és Y5 jelentése 1-21 nukleotid vagy
Y5 szuppresszalva van.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti OX-oligonukleotid,
ahol az OY-oligonukleotidban az Y1 szuppresszalva van.

4. Az 1., a 2. vagy 3. igénypontok barmelyike szerinti
OX-oligonukleotid, ahol az OY-oligonukleotidban az Y5
szuppresszalva van.

5. Az 1., a 2. vagy 3. igénypontok barmelyike szerinti
OX-oligonukleotid, ahol az OY-oligonukleotidban az Y5 je-
lentése egy Y6-Y7-Y8-Y9 szekvencidju nukleotidszekvencia,
amelyben Y6 jelentése egy szerint, treonint vagy tirozint

k6dolé nukleotidhdrmas, Y7 jelentése barmilyen aminosavat
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k6dolé nukleotidharmas, Y8 jelentése glutaminsavat vagy
aszparaginsavat kédold nukleotidharmas és Y9 jelentése 1-12
nukleotidot tartalmazdé nukleotidszekvencia.

6. Az 5. igénypont szerinti OX-oligonukleotid, ahol az
OY-oligonukleotidban Y1 és Y9 szuppresszalva vannak.

7. A 6. igénypont szerinti OX-oligonukleotid, amely
hibridizal az OY-oligonukleotiddal, amelyben Y2 jelentése
egy glicint kbédold nukleotidhérmas, Y3 jelentése egy lizint
k6doldé nukleotidhadrmas, Y4 jelentése egy arginint kédold
nukleotidharmas és Y5 jelentése szerin-alanin-glutaminsavat
kédolé harom nukleotidharmas.

8. Egyszalu OY-oligonukleotid, amely Y1-Y2-Y3-Y4-Y5
szekvenciaju 9-42 nukleotidbél &ll, amelyben Y1 jelentése
1-12 nukleotidos nukleotidszekvencia vagy Y1 szuppresszalva
van, Y2 jelentése egy glicint ké6dolé nukleotidharmas, Y3 és
Y4 jelentése egymdstdl fiiggetleniil eqgy arginint vagy lizint
k6doldé nukleotidhdrmas és Y5 jelentése 1-21 nukleotidos
nukleotidszekvencia vagy Y5 szuppresszalva van.

9. A 8. igénypont szerinti OY-oligonukleotid, amelyben
Y1l szuppresszalva van.

10. A 8. wvagy 9. igénypontok szerinti OY-oligo-
nukleotid, amelyben Y5 szuppresszalva van.

11. A 8. wvagy 9. igénypontok szerinti OY-oligo-
nukleotid, amelyben az Y5 jelentése egy Y6-Y7-Y8-Y9 szek-
venciaju nukleotidszekvencia, amelyben Y6 jelentése egy
szerint, treonint vagy tirozint kdédold nukleotidharmas, Y7
jelentése barmilyen aminosavat kédold nukleotidhdrmas, Y8

Jjelentése glutaminsavat vagy aszparaginsavat kédoléd
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nukleotidhadrmas és Y9 jelentése 1-12 nukleotidot tartalmazéd
nukleotidszekvencia.

12. A 11. igénypont szerinti OY-oligonukleotid, amely-
ben Y1 és Y9 szuppresszalva vannak.

13. A 12. igénypont szerinti OY-oligonukleotid, amely-
ben Y2 jelentése egy glicint kédold nukleotidharmas, Y3 je-
lentése egy lizint kédold nukleotidhdrmas, Y4 jelentése egy
arginint kd&édold nukleotidhdrmas és Y5 jelentése szerin-
alanin-glutaminsavat kédoldé harom nukleotidharmas.

14. Egyszalu OZ-oligonukleotid, amely 15-39 nukleotid-
bbél &all és enyhe vagy szigoru koériilmények kozétt amidalt
polipeptidhormonokra jellemzd konszenzus szigndlszekvenciéa-
val hibridizal, amely szekvencia Z1-22-7Z3-Z4-25-7Z6-Z7 kép-
letd, amelyben Z1 jelentése egy 1-12 nukleotidot tartalmazéd
nukleotidszekvencia vagy Z1 szuppresszalva van, 22 és 23
jelentése két, leucint kdédold nukleotidharmas, Z4 és 25 Jje-
lentése két, béarmilyen két aminosavat kédold nukleotid-
harmas, Z6 Jjelentése egy leucint kédold nukleotidharmas és
Z7 Jjelentése egy 1-12 nukleotidos nukleotidszekvencia vagy
Z7 szuppresszalva van.

15. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti OX-oligo-
nukleotidok csoportja vagy a 14. igénypont szerinti 02Z-
oligonukleotidok csoportja, amely kombinatorikus kényvtarat
alkot.

16. Eljaras egy amidalt C-termindlis végili peptid
prekurzoranak azonositéséara, azzal jellemezve, hogy:

— egy DNS-bankot készitiink,
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— az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti egy vagy
tobb oligonukleotidot hibridizaltatjuk a DNS-bankkal,

— azonositjuk a bank azon DNS-szekvenciajat vagy szek-
venciait, amelyek hibridizalnak az 1-7. igénypontok béarme-
lyike szerinti oligonukleotiddal,

— azonositjuk ebben a szekvenciaban vagy szekvenciak-
ban a feltételezhetd8leg amiddlt C-terminalis végld peptid
egy vagy tobb prekurzorat.

17. A 16. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a hibridizaciés lépésben a 15. igénypont szerinti kom-
binatorikus kényvtarat alkalmazzuk.

18. Eljards egy amidalt C-terminalis végli peptid
prekurzoranak azonositésara, azzal jellemezve, hogy a ko-
vetkezd lépések szerint jarunk el:

— egy DNS-bankot készitiink,

— PCR-mOdszer alkalmazasaval amplifikaljuk az érdekld-
désre szamot tartd fragmenst az 1-7. igénypontok barmelyike
szerinti oligonukleotidok egy csoportjaval és a 14. igény-
pont szerinti oligonukleotidok egy masik csoportjaval,

— azonositjuk a bank azon DNS-szekvencidjat vagy szek-
venciait, amelyekkel az 1.-7. igénypontok badrmelyike sze-
rinti oligonukleotid hibridizal,

— azonositjuk a szekvencidban vagy szekvenciakban a
feltételezhet8leg amidalt C-terminalis végl peptidek egy
vagy tobb prekurzorat.

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy amplifikacidés lépésben a 15. igénypont szerinti kombi-

natorikus konyvtéarat alkalmazzuk.
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20. Eljaréds egy amiddlt C-termindlis végd peptid
prekurzoranak azonositéséra, azzal jellemezve, hogy a k&-
vetkez& lépések szerint jarunk el:

— egy DNS-bankot készitiink,

— PCR-mbdszer alkalmazdsdval amplifikaljuk az érdekls-
désre szamot tartdé fragmenst az 1-7. igénypontok barmelyike
szerinti oligonukleotidok egy csoportjaval,

— azonositjuk a bank azon DNS-szekvencidjat vagy szek-
vencidit, amelyekkel az 1-7. igénypontok barmelyike szerin-
ti oligonukleotid hibridiz&al,

— azonositjuk a szekvencidban vagy szekvencidkban a
feltéetelezhetfleg amidalt C-termindlis végl peptidek egy
vagy tobb prekurzorat.

21. A 20. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy az amplifikéciés 1lépésben a 15. igénypont szerinti
kombinatorikus koényvtarat alkalmazzuk.

22. Eljaras egy amidalt C-termindlis végli polipeptid
prekurzoranak azonositésara, azzal jellemezve, hogy a ko-
vetkezd lépések szerint jarunk el:

— egy DNS-bankot készitiink,

— PCR-mdédszer alkalmazisaval amplifikaljuk az érdekls-
désre szamot tartd fragmenst az 1-7. igénypontok bédrmelyike
szerinti oligonukleotid és egy masik egyszala oligo-
nukleotid segitségével, amely enyhe vagy szigoru koriilmé-
nyek kozott hibridizadl egqgy abban a plazmidvektorban -
amelyben a DNS-bank cDNS-e klénozva van - 1lévd univerzalis
konszenzusszekvenciaval, példdul T3-, T7-, KS-, SK-, M13-,

Reverse-lancinditdékkal,
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— azonositjuk a bank azon DNS-szekvenciajat, amellyel
az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti oligonukleotid hib-
ridizal,

— azonositjuk a szekvencidban a feltételezhetdleg
amidalt C-termindlis végl peptidek egy vagy tobb prekur-
zorat.

23. A 22. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy az amplifikdcidés 1lépésben a 15. igénypont szerinti
kombinatorikus koényvtarat alkalmazzuk.

24. A 16.-23. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy DNS-bankként cDNS-bankot alkalma-
zunk.

25. A 16-24. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az egyszalu oligonukleotidot egy je-
1618 anyag, példaul *°P vagy digoxigenin segitségével mu-

tatjuk ki.

A meghatalmazott:
Danubia

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

S #tl

Svingor Adam

1(’/ l ( e



	Bibliographic data
	Abstract
	Description
	Claims

