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Degradalhaté nukleinsavprébak, és eljarasok nukle-

insavak kimutatasara
Kivonat

A talalmany targyat enzimatikus degraddciéra érzékeny
nukleinsavprbébak képezik, valamint a talalmdny szerinti
prébak alkalmazadsan alapuld eljarasok, célnukleinsav-szek-
venciak kimutatésara kilonbozé mintdkban.

Kbzelebbrdl, a taldlmany targyat olyan nukleinsavpré-
bak és nukleinsavprdéba parok képezik, amelyek célspecifikus
hibridizaciés régidja vagy célszekvenciaval komplementer
régiéja a kimutathaté régiérédl degradacids eljarassal leva-
laszthatdé. A prébadk megmaradd régidja egyszerlien kimutatha-
to.

A degradadlhatdé prébak alkalmazasaval a nukleinsav ki-
mutatasi eljarasokban jelentésen csokkenthetd a hattér-

specifikus vagy nem-specifikus jel keletkezése, és ezaltal

javithatdé a jel-zaj viszony.

Aktaszamunk: 97799-1931/PA
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Degradalhatdé nukleinsavprébak, és eljarasok nukle-

insavak kimutatasara

A taladlmény targyat enzimatikus degradacidéra érzékeny
nukleinsavprobak képezik, valamint a taldlmany szerinti
prébak alkalmazasan alapuld eljaradsok, célnukleinsav-szek-
venciak kimutatasara kiulonbozdé mintékban.

Kozelebbrdél, a talalmany targyat olyan nukleinsavproé-
badk és nukleinsavprdéba parok képezik, amelyek célspecifikus
hibridizaciés régidja vagy célszekvencidval komplementer
régidéja a kimutathatd régidérdél degraddcids eljarassal leva-
laszthaté. A prébak megmaraddé régidja egyszerlen kimutatha-
td.

A degraddlhatdé proébak alkalmazdsaval a nukleinsav ki-
mutatasi eljarasokban jelentdsen csdkkenthetd a hattérspe-
cifikus vagy nem-specifikus jel keletkezése, és ezaltal ja-
vithaté a jel-zaj viszony.

A nukleinsavak - dezoxiribonukleinsav (DNS) és ribo-
nukleinsav (RNS) - a genetikai informacié molekuldris hor-

dozdéi. Végsd soron, valamennyi protein a sejt nukleinsavai-

Aktaszamunk: 97799-1931/PA
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ban raktarozott informacidé leolvasasanak eredményeképp jon
létre. Génnek funkciondlis bioldgiai termék, példaul prote-
in wvagy RNS el&éallitasdhoz szilikséges informacidét hordozéd
DNS-szegmenst neveziink. A DNS szerepe biolégiai informaciéd
hordozéasa, és mivel a sejtek tipikusan gének ezreit tartal-
mazzadk, a DNS-molekuldk mérete 4ltaldban igen nagy. Az
6sszes DNS hossza egyetlen human sejtben koriulbelul két mé-
ter, amelyet nukleotidok billidéi alkotnak.

Eukariéta organizmusokban, a DNS elsdsorban a sejt
magjaban taldlhaté. De mivel a proteinszintézis a citoplaz-
ma riboszdémain megy végbe, a DNS-t&81l eltérd molekuldnak
kell a proteinszintézishez sziikséges genetikai informacioét
a sejtmagbdl a citoplazmaba szallitania. RNS mind a magban,
mind a citoplazmaban eléfordul, és a genetikai informaciét
sz4llit a DNS-t8l1 a riboszémahoz. Tobbféle RNS-t kildnbdz-
tetiink meg, amelyek mas-mas funkcidét todltenek be. A ribo-
szémalis RNS (rRNS) a proteinek szintézisét végzdé riboszdma
strukturdlis komponense. A hirvivé RNS (mRNS) az informaci-
4t a génektdl a riboszémihoz - ahol végsé soron a megfeleld
proteinek szintetizaldédnak - szallitd nukleinsav. Transzfer
RNS-nek (tRNS) adapter molekuldkat nevezink, amelyek az
mMRNS 4&ltal hordozott informdcidét specifikus aminosav-
szekvenciava forditjdk le. Ezen felil, nagy szamd kildnle-
ges szerepet betsltd RNS ismert, amelyek tovabbi funkcidkat
latnak el a sejtben [Lehninger és mtsai.: Principles of

Biochemistry, masodik kiadas, Worth Publisher, Inc.

(1993)].
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A kettésszalu spiralt alkotd DNS-t két egymés koré
csavarodott polinukleinsavsz4dl alkotja. A polinukleotid
sz4l minden egyes nukleotid egységét nitrogénbazis (A,T, C
vagy G), dezoxiribdéz cukor, és foszfat-csoport alkotja. A
két polinukleotidszal orientacidja antiparallel, amennyiben
azok 57-3’ iranya ellentétes. A szdlakat hidrogénkodtések és
hidroféb kolcsbnhatasok tartjak ossze. A bazispadrok a DNS-
ben purinbazisok, azaz adenin (A) és guanin (G), és pirimi-
dinbdzisok, azaz timin (T) és citozin (C). Az A T-vel képez
part két hidrogénkotésen keresztiil, mig a G C-vel képez
part harom hidrogénkotésen keresztil. Ez a bazispar-komple-
menteritas lényegi jellemz&éje a DNS-molekuldnak, és a bazi-
sok méretére, alakjara és kémiai Osszetételére vezethetd
vissza. A kettds spirdl geometridja olyan, hogy a purinnak
mindig pirimidinnel kell part képeznie. Ezen felil, a G
mindig C-vel, az A mindig T-vel képez part. Ez az egyszerl
és elegans struktura felelés a kettdés spiral kiulonleges
stabilitasaért.

A sejtekben uralkodé hémérséklet és ionkoncentracid
mellett, a DNS az A-T és G-C bazisparok kozti hidrogénkoté-
sek révén megtartja kettdsszall strukturajat. A duplexek
felbonthaték (egyes szalakra denaturalhaték) hevitéssel
(tipikusan higitott séoldatban, példaul 0,01 mol/1l koncent-
raciéju NaCl-ben), vagy a pH 11 folé torténd emelésével.
Amennyiben a hémérsékletet csoékkentjik és az oldat ionkon-
centraciéjat emeljik, vagy annak pH-jat csokkentjuk, a ku-
16n&llé szalak hibridizalédnak vagy ujbdl Osszekapcsoldd-

nak, és ismét kett8sszdlu struktirak képzddnek (ha azok
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koncentracidéja az oldatban elég nagy). Ez a tulajdonsag az
alapja a nukleinsav-hibridizaciés technoldégidnak. Nuklein-
savak elegyében, csak komplementer szalak kapcsoldédnak Gjra
0ssze; a szalak ujbdéli oOsszekapcsolddasdnak mértékét nem
komplementer szalak jelenléte latszdélag nem befolyasolja. A
molekuldris hibridizacié létrejohet komplementer DNS- vagy
RNS-szalak kozott, vagy RNS-szal és DNS-szAal kozott.
Oligonukleotid-prébadk alkalmazasan alapuldé hibridiza-
cidés technolégidk alkalmazdsa a molekularis bioldgiaban gé-
nek (és RNS) kimutatédsdra a technika &llésa szerint jél is-
mertek. Altalanossagban, a prébdkat ugy tervezik, hogy azok
komplementer nukleinsav-szekvenciakat tartalmazé fragmentu-
mokkal hibridizalédjanak. A képzddS hibridek jelenlétét és
méretét sugarzas (radioaktiv prdébadk esetén), enzimatikus
reakcidé termékének (enzimmel jelolt prébak esetén), fluo-
reszcencia (fluoreszcens anyaggal jelolt prébak esetén) ki-
mutatasaval, és hasonldé médokon mutathatjuk ki a jeldlés
természetétdl filiggéen. Kilonbszé kisérleti koérllményeket
kell kidolgoznunk a prdba és célzott nukleinsav altal alko-
tott kettdsszalu nukleinsav-komplexek stabilitédsanak megha-
tarozasdhoz és a prébdk és nem célzott DNS-ek vagy RNS-ek
k6zti nem-specifikus hibridizacidé (hattér) csdkkentéséhez.
A szamos valtozdé miatt, amelyet figyelembe kell vennink a
hibridizacidés vizsgdlat kivitelezésénél, mint példaul az
olvadasi hémérséklet vagy mas denaturdcidés koritilmények,
hibridizaciés hémérséklet, soékoncentracid, pH, stb., a nuk-

leinsavprobak és nem célnukleinsav-szekvenciak koézti nem-
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specifikus kotédés lehetdsége még mindig a kildénbézd hibri-
dizacidés technoldégidk f6 buktatdja.

A molekularis hibridizacidés technolédégia egyik jelentds
mértékben elterjedt alkalmazdsa az in situ hibridizacié. A
mintdban taldlhatdé specifikus DNS- vagy RNS-szekvencidkkal
komplementer jel&lt DNS-t vagy RNS-t allitunk eld. Az ilyen
komplementer DNS-t vagy RNS-t oligonukleotid-prdébanak ne-
vezzik. Ebben az eljarasban, specifikus célzott RNS-sel,
példaul mRNS-sel, vagy meghatarozott, a DNS-ben talalhatéd
nativ vagy beépilt génszekvencidkkal hibridizaléddé oligo-
nukleotid-prdébdkat tervezink. Sejteket vagy szbdveti metsze-
teket rovid ideig hének vagy savas milidének teszink ki,
amely a sejtek tartalmat, ezen beliil azok nukleinsavtartal-
mat Uveg targylemezre, filterre vagy mas anyagra fixalja.
Ezutan, a fixdlt sejteket vagy szoveteket a hibridizalta-
tdshoz jelslt, komplementer DNS- vagy RNS-prébakkal érint-
keztetjuik. Jeldldanyagként alkalmazhatunk radioizotédpot,
példaul 32p_jzotoépot; fluoreszcens festéket, biotinezett
nukleotid-analdégokat, antigéneket, vagy barmely mas szoka-
sos jeldlé technoldégiat. Inkubacidt kovetden, a nem hibri-
diza&ldédott jeldlt DNS-t vagy RNS-t eltavolitjuk, mig a hib-
ridiz4alédott komplexeket lathatéva tessziik a specifikus RNS
vagy DNS jelenlétének és/vagy lokalizacidjanak kimutatasara
az adott sejtekben vagy szoveti metszetekben. Bar ez a
technolégia igen elterjedt, folyamatos er&éfeszitéseket kell
tenniink az eljaras érzékenységének javitasara és a jeldlt

prébak nem-specifikus kotédésének (hattér) csokkentésére
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[Darnell és mtsai.: Molecular Cell Biology, masodik kiadéas,
Scientific American Books, Inc. (1990)].

A technika allésa szerint ugyancsak gyakran alkalma-
zott hibridizacidés technoldgia a jelolt prébadk hibridizal-
tatdsa immobilizalt nukleinsavakkal. Szamos eljaras 4&ll
rendelkezésre jeldlt prébak szildrd hordozdén, példaul nit-
rocelluldéz membranokon vagy nylon membranokon immobilizalt
nukleinsavakhoz tdérténd hibridizaltatasdra. Ezek az eljaréa-
sok tébb vonatkozdsban kildnboznek egymastdl, példaul az
alkalmazott olddészer vagy hémérséklet; az oldat térfogata
és a hibridizacidé iddétartama; a razatas sebessége és mddja;
egyes reagensek, példaul Denhardt féle reagens vagy BLOTTO
alkalmazasa a proba szildrd hordozdé felszinéhez torténd
nem-specifikus kotddésének megakaddlyozadsdra; a jelolt pro-
ba koncentracidéja és annak specifikus aktivitésa; a nukle-
insavak Ujbéli 6sszekapcsolddasat fokozd egyéb vegyliletek,
példdul dextran-szulfat vagy polietilén-glikol alkalmazéasa;
és a hibridizaciét kévetd mosas sztringenciajanak vonatko-
zasaban.

A hagyomanyos vizsgalati eljarasokban, tobb kiilonbozé
szert alkalmazhatunk a préba szildrd hordozé felszinéhez
torténd nem-specifikus kotddésének megakadalyozasara. Ilyen
reagensek példaul a Denhardt féle reagens, a heparin, a
zsirtalan szaraz tejpor és hasonldk. Ezeket a reagenseket
gyakran denaturdlt, fragmentalt lazacspermaval vagy élesztd
DNS-sel, és detergensekkel, példaul SDS-sel kombinaljuk.
Amennyiben nitrocelluléz membrénokat alkalmazunk, a prehib-

ridizadcids és hibridizdcidés oldatok rendszerint blokkold
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agenst is tartalmaznak. Abban az esetben, ha nylon membra-
nokat alkalmaztunk a nukleinsavak immobilizal&sara, a blok-
koldé Agenst gyakran kihagyjuk a hibridizacids oldatbdél, mi-
vel elfogadott, hogy a proteinek magas koncentracidéban géa-
toljdk a préba hibridizalédasat annak célpontjahoz. A hat-
térrel jard problémak minimalizalasara eldénydsen, a lehetd
legrovidebb ideig, a lehetd legkisebb mennyiségli prdba al-
kalmazasaval végezzik a hibridizacidét, bar nem mindig lehet
a prébak nem-specifikus kotSdését teljesen kikiiszoébdlnink,
kiloéndosen olyan korilmények mellett, amikor a kimutathatod
nukleinsavak mennyisége alacsony [Sambrook és mtsai.:
,Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 2. kiadas, Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1989].

A nukleinsav hibridizacidé egyben az egyik legmegbizha-
tébb médszer cDNS-génkonyvtarak szlrésére, keresett klénok
azonositasara. A kilonbdzé eljadrasokban kilonbdzdé hosszisa-
gu és specifitédsi prébakat alkalmaznak. Az Ugy nevezett ho-
molég prébak kivant cDNS pontos nukleotidszekvenciajanak
legaldbb egy részét tartalmazzak. Ezek kilonbdzd médon al-
kalmazhatoék, példaul, mar rendelkezésre 4&alldé részleges
cDNS-kl1é6nt alkalmazhatunk teljes hosszlsagu kldén azonosita-
sdra cDNS-génkényvtarban. Homoldég prébakat sztringens ko-
rilmények mellett hibridizaltatunk. Ugy nevezett részlege-
sen homoldég prébakat a probaszekvenciahoz hasonld, de azzal
teljesen nem megegyezd cDNS-klénok azonositasara alkalmaz-
hatunk. Példaul, amennyiben ugyanazt a gént mas fajbdél mar
klénoztdk, vagy ugyanabbdél a fajbdél hasonld gént kldnoztak,

kisérletes uton meghatdrozhatjuk, hogy a nukleotidszek-
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vencia elegendd mértékben konzervalt-e cDNS-génkonyvtar
hibridizaciéval torténd szlréséhez. Olyan korilményeket
kell kidolgoznunk, amelyek lehetévé teszik, hogy a mar eld-
z&8leg kldénozott gént prdbaként alkalmazzuk a kérdéses cDNS-
sel kombinédlva, a nem-specifikus szignalképzd&désbdl eredd
hdttér-hibridizacid tulzott gatld hatasa nélkil. Hibridiza-
ciés vizsgdlatokra és hibridizacids korilményekre vonatkozd
részletes utmutatast taldlunk Sambrook és mtsai. kézikdnyv-
ében (lasd fent).

Tébb kiilénbdz8 szert alkalmazhatunk a prdéba szildrd
hordozé felszinéhez torténd nem-specifikus kotddésének meg-
akadalyozasara (lasd fent). Javitott eljarasokat kell azon-
ban kidolgoznunk nukleinsavprdébak hibridizacidés technoldgi-
dkban torténd alkalmazasédra, amelyek novelik a szignal-zaj
aranyt, és csokkentik a nem-specifikus szignal keletkezé-
sét. Taldlmanyunkkal ezt az igényt kivantuk kielégiteni.

Az aladbbiakban ©sszefoglaljuk a taldlmdny szerinti

megoldas lényegét.

A taldlmany targyat képezik degradalhatdé nukleinsav-
prébak, valamint vizsgaldé eljarasok, amelyekben a probak
alkalmazasaval célnukleinsav-szekvencidk jelenlétét mutat-
juk ki mintdkban. A degradaciés eljaras célja a nem-speci-
fikus szignal keletkezésének csodkkentésére.

A taldlmany targyat képezi eljarés célnukleinsav-szek-
vencia kimutatasdra a taldlmany szerinti degradalhatdé pré-
bak alkalmazasaval. Elénydsen, az eljards oldatban végzett
vagy in situ nukleinsav-hibridizaciés eljaras, amelyben ké-

miai vagy enzimatikus degradiciéra érzékeny nukleinsav-
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prbébakat alkalmazunk. A fenti eljarasban: (1) jeldlt, deg-
raddlhaté nukleinsavproébat (-prbébakat) hibridizaltatunk
célzott szekvenciaval, midltal a prdébabdl (prdébakbdl) cél-
specifikus termék jon létre; (2) a célszekvencia komplemen-
ter régidéjét degradaljuk vagy levalasztjuk préba (prdbéak)
jeldlt régidjardl; és (3) kimutatjuk a jeldlt régid jelen-
létét.

A taldlmany egy szempontja szerint, a taladlmany tar-
gyat eljaras képezi célnukleinsav-szekvencia kimutatasara
mintadban, amelyben legaldbb egy nukleinsavprdéba part hibri-
dizd&ltatunk a célzott nukleinsavval. A prébak két nuklein-
savrégiét hordoznak, amelyek - miutan a prdébak a célnuk-
leinsav-szekvencia szomszédos régidival bazisparképzés ré-
vén kapcsoléddtak -, termindlis préba-préba agat vagy szarat
képeznek. A prdba szarat vagy préba-préba agat képezni ké-
pes régiéit ,szarrégidknak” vagy ,prdba-préba régidknak” is
nevezzik. A prébak legaldbb egy keresztkotést 1létrehozd
komponenst is tartalmaznak a prébapar legalabb egyik tagja-
nak szarrégiéjaban elhelyezve. A prébapdr masodik tagjanak
szarrégidéja reagald anyagot tartalmaz, amely kovalens koS-
tést képes létrehozni az elsé prdba szarrégidjanak kereszt-
k6t komponensével. Tovabbi lehetéség szerint, mindkét
szarrégié tartalmazhat keresztkotést létrehozd komponenst,
amely kovalens koétést képes létrehozni a két keresztkdtd
komponens kozti reakciéval, példaul dimerizacid révén. A
kovalens kotés a probak és a célnukleinsav-szekvencia kozti
bazisparképzédés kovetben Jjon létre, ezaltal a prébapar

szarrégibéi egymissal permanens médon keresztkotéssel kap-
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csoldéddnak. Ezen felil, a prébadk legaldbb egyik szarrégidja
kimutathatdé egységet vagy szignalkeltd egységet tartalmaz a
szarrégidé végéhez kapcsbltan.

A szigndl a szarak kozti keresztkotés kialakulasa utéan
keletkezik és mutathatdé ki, amely utdbbi viszont a prébak
és a célnukleinsav-szekvencia kozti bazisparképzddést kove-
téen jo6n létre. A nukleinsavprdbakat unugy tervezzik meg,
hogy a préba célspecifikus hibridizdcidés régidéja vagy cél-
szekvenciaval komplementer régidéja degradacids eljaréassal
levalaszthatd legyen a kimutathatéd, jelolt régidbrdl. A prd-
bak fennmaraddé régidja tehdt a szarat és a szigndlt tartal-
mazza. A szétvalasztids célja az, hogy a hattérspecifikus
vagy nem—specifikus szignal keletkezésének csokkentésével
javitsuk a szigndl-zaj aranyt.

A taldlmadny egy tovabbi szempontja szerint, a talal-
many targyat képezik médositott vagy mdbébdositatlan nukleo-
tidrégiét magdban foglald nukleinsav-szekvenciat tartalmazd
nukleinsavprébdk, ahol a nukleinsavrégidkat ugy tervezzik
meg, hogy azok - miutdn legaldbb két préba bazisparképzd-
déssel kotddott a célnukleinsav-szekvencia szomszédos régi-
éihoi -, prdéba-prdba agat vagy szarat képezzenek. A préba
szdrat vagy prdba-prdba agat képezni képes régidit ,szarré-
gidknak” vagy ,prdba-préba régidknak” is nevezziik. A prébak
legalabb egyikének szarrégidja kimutathatd egységet, példa-
ul jelovld anyagot is tartalmaz a szarrégié végéhez kapcsol-
tan. A taldlmany eqgy eldnyds megvaldésitdsi mdbdja szerint, a
prébapar egyik tagjénak szarrégidja mbédositott vagy méddosi-

tatlan purin nukleozidokat vagy purin nukleozid szarmazéko-



- 11 eeae og (1] e
- . e o o
ses v oo L
L] L] . LA )
ee9 e@se L) o

kat, példaul médositott vagy mdédositatlan adenin nukleozi-
dokat, és legaldbb egy keresztkotést létrehozé komponenst
tartalmaz; mig a prdébapar masik tagjdnak szarrégidéja mdédo-
sitott vagy médositatlan pirimidin nukleozidokat vagy
pirimidin nukleozid szarmazékokat tartalmaz, amelyek reagé-
16 anyagként funkcionalnak a keresztkotést létrehozd kompo-
nens szamara. Reagdldé anyagként elénydsen mddositott vagy
médositatlan timidin egységeket alkalmazhatunk.

A prdébdk a célrégid szomszédos régidival hibridizalédd-
nak, és haromagu elagazast tartalmazdé prdba-prdba agat vagy
szarat képeznek. Kovetkezésképp, miutdn a prdébdk a célzott
nukleinsav szomszédos régidival Dbazisparokat képeztek, a
prébapar szarrégidi keresztkotéssel kapcsoldbdnak, és kiala-
kul a termindlis szar vagy prdéba-préba &g. A kovalens ke-
resztkdtés kialakulasat kivalthatjuk fénybesugarzassal vagy
mas moédon. Ezutdn, a keresztkdtéssel Osszekapcsolt szarat
levalasztjuk a célszekvenciaval komplementer régidrél, majd
kimutatjuk. Ebben az értelemben ,keresztkotést 1létrehozd
komponensen” nem nukleozid természetli, stabil, fotokémiai
uton aktivalhaté komponenst értink, amely kumarinil szarma-
zékokat tartalmaz. A keresztkotést létrehozd komponensekkel
reagalé anyaggal, példadul médositott vagy médositatlan pi-
rimidin nukleozidokkal vagy nukleozid szarmazékokkal reaga-
16 keresztkotést 1létrehozé komponensek lehetnek példaul
kumarin szarmazékok, példaul (1) 3-(7-kumarinil)glicerin;
(2) pszoralen vagy annak szarmazékai, mint példaul 8-me-
toxi-pszoralen vagy 5-metoxi-pszoralen; (3) cisz-benzodipi-

ron vagy annak szdrmazékai; (4) transz-benzodipiron; vagy
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(5) fuziondltatott kumarin-cinnolin gylUrlrendszereket tar-
talmaz6 vegylletek. Valamennyi emlitett molekula tartalmaz-
za a szilikséges keresztkotd csoportot a megfeleld orientaci-
éban és megfeleld tavolsagra ahhoz, hogy keresztkodtést hoz-
zon létre egy nukleotiddal. Ezen felil, valamennyi fenti
molekula kumarinszarmazék, amennyiben valamennyi tartalmaz-
za a kumaringylrili-rendszert, amely a molekula tobbi részé-
nek alapjaul szolgal.

A taldlmdny egy eldényds megvaldsitasi mdébdja szerint, a
prébapar egyik tagjanak szarrégidja médositott vagy méddosi-
tatlan purin és/vagy pirimidin nukleozidokat vagy nukleozid
szarmazékokat és egy elsé keresztkdtést 1létrehozd kompo-
nenst tartalmaz, mig a prodbapar masik tagjanak szarrégidja
moédositott vagy mdbdositatlan purin és/vagy pirimidin
nukleozidokat vagy nukleozid szarmazékokat és egy masodik,
ugyancsak keresztkoétést létrehozé komponenst tartalmaz. Mi-
utdn a probadk a célzott nukleinsav szomszédos régidival ba-
zisparokat képeztek, a prébapar szarrégidéi a keresztkotest
létrehozd komponensek fénybesugarzassal kivaltott reakcidja
(példaul dimerizacidéja) révén keresztkotéssel kapcsolddnak,
és kialakul a szar vagy préba-préba ag. Ebben a vonatkozas-
ban, ,keresztkotést létrehozdé komponenseken” nem nukleozid
természetli, stabil, fotokémiai uton aktivalhatdé komponense-
ket értink, amelyek aril-olefinszarmazékokat tartalmaznak.
Az aril-olefin kettdéskotése fotokémiai uton aktivalhatd
csoport, amely megfelelé reagald anyaggal, példéaul a préba-
proba 4g szembendlld szaladban elhelyezett masik aril-olefin

szarmazékkal kovalens médon keresztkodotést 1létesit. Ennek
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megfelelden, az aril-olefin kettéskotésének megfeleld ori-
entdcidéban és megfelelé tavolsagra kell lennie ahhoz, hogy
- miutdn a prdébak a célzott nukleinsav szomszédos régidival
bazisparokat képeztek - keresztkotést hozzon létre egy, a
szembenalld préba-prdéba régidban elhelyezett nem-nukleozid
természetld reagdld anyaggal.

A taldlmany egy kilondsen eldényds megvaldsitasi moéddja
szerint, a prébak célspecifikus hibridizacidés régidjat vagy
célszekvenciaval komplementer régidéjat a kimutatast megeld-
z8en degradaciés reakcidval levalasztjuk a prébak kimutat-
haté, jeldlt régidjardl. Célunk az volt, hogy fenntartsuk a
kovalens kapcsolédast a két préba jelodlt préba-prdba agat
vagy szarat képzd végei kozti keresztkotésen at, egyuttal
eltavolitsuk a prébak részeit, elsSsorban a prébak célszek-
venciaval komplementer régidit a keresztkotés helyéig. KO-
zelebbr8l, a proébak célszekvencidval komplementer régidjat
degradaljuk vagy levalasztjuk (példaul levagjuk) a proébak
szarrégiéjatol. A degradacioét vagy lehasitast végezhetjuk
kémiai vagy enzimatikus uton; a kivalasztott eljaras a proé-
bak osszetételétsl filigg. A proébak célszekvenciaval komple-
menter régidéja tartalmazhat ribonukleotidokat, dezoxiribo-
nukleotidokat, vagy a prdobdkban a nukleotid egységet (egy-
ségeket) helyettesitd, természetben eld nem forduld szub-
sztituenseket. A rendszert végsd soron ugy tervezzik meg,
hogy olyan probakat kapjuk, amelyek szarrégidja rezisztens
a préba célszekvenciaval komplementer régidjanak levalasz-
tasara vagy eltavolitasdra alkalmazni kivant degradacids

vagy hasité eljarasra. A degradacidt kovetden, a probak le-
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valasztott és kimutathatd régidjat a szarrégid és a jelolés
alkotja, amelyet ezutdn lemériink (lasd az alabbiakban), és
kvantitdlunk (mennyiségileg meghatarozunk). A célszekvenci-
dval komplementer régid levalasztiasa a prdéba kimutathatéd
régidjardl csokkenti a prébak nem-specifikus kotddését,
ezaltal javitja a szigndl-zaj aranyt. A a hattérspecifikus
vagy nem-specifikus szigndl keletkezése tehadt jelentdsen
csokken.

A taldlmany egy tovabbi eldényds megvaldésitasi mddja
szerint, a prébak szarrégidja detektdlhatd egységet és be-
fogd egységet tartalmaz a szarrégidk végéhez kapcsoltan. A
kimutathaté egység barmely szignalriporter csoport, a befo-
gé egység pedig barmely befogd csoport lehet. Koézelebbrdl,
a befogd csoport lehet biotin, és a szignalriporter csoport
lehet fluoreszcein. A taldlmany egy tovabbi eldnyds megva-
lésitdsi médja szerint, a prébadk egyik vagy mindkét szarré-
gidéja kimutathatdé egységet tartalmaz a szarrégid végeihez
kapcsoltan. A kimutathatdé egységek lehetnek jeldldanyagok,
példaul fluorforok, radioizotdépok, antigének vagy enzimek.
Az emlitetteken feliil, a jeldldanyagokat megtervezhetjiik
gy, hogy a két jelolbanyag kozti kdlcsénhatas kimutathatd
szigndl keletkezéséhez vezessen.

A taladlmany egy még tovabbi eldényds megvaldsitasi mod-
ja szerint, az alédbbi szekvenciaju proébak valamelyikét al-
kalmazzuk: 1. azonositdszamu szekvencia, 2. azonositdszamu
szekvencia, 3. azonositdészami szekvencia, 4. azonositdszamu

szekvencia, 5. azonositdészamu szekvencia, 6. azonositdszami



szekvencia, 7. azonositdszamu szekvencia vagy 8. azonositd-
szami szekvencia.

Ugyancsak a talalmany targyat képezi eljards a cél-
szekvencidk, példaul, de anélkiil, hogy igénylinket a felso-
roltakra korlatoznank, teljes hosszlsagl gének, diagnoszti-
kus markergének, expresszidval jelolt szekvencidk
(.expressed sequence tags”, EST-k; megfeleld pontossaggal
lokalizalt DNS-r8l1 atirédé mRNS-szekvencia-részleteknek
megfeleld szekvencidk), egyes nukleotid polimorfizmusok
(“single nucleotide polymorphisms”; SNP-k), genomi DNS-ek,
cDNS-ek, cccDNS-ek, rekombinans gének, mRNS-ek vagy rRNS-ek
kimutatasara.

Az alabbiakban részletesen ismertetjik a taldlmany
szerinti megoldast.

a) Meghatérozasok és altaldnos paraméterek

Az alabbi meghatarozédsokat a leirasban hasznalt kife-
jezések jelentésének szemléltetésére, azok kodnnyebb értel-
mezhet8sége kedvéért adjuk meg, anélkil azonban, hogy igé-
nylinket az ismertetettekre korlatoznank

“Polinukleotidon”, “oligonukleotidon”, “nukleinsavon”
vagy “nukleinsav-szekvencian” példaul, de anélkil, hogy
igényiunket a felsoroltakra korlatoznank, a természetes nuk-
leozidbazisokat, azaz adenint, guanint, citozint, timint és
uracilt tartalmazdé mRNS-t, cDNS-t, cccDNS-t, genomi DNS-t,
valamint szintetikus DNS- és RNS-szekvencidkat, valamint
egy vagy tobb mbédositott vagy nem mdbébdositott nukleozidot
tartalmazé szekvencidkat értink. A “nukleinsav” vagy “nuk-

leinsav-szekvencia” kifejezés egyarant vonatkozik polinuk-
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leotidokra és oligonukleotidokra. A fenti kifejezések hasz-
nadlata nem tartalmaz Kkorlatozast a polinukleotidok vagy
oligonukleotidok hosszdra, vagy szintetikus voltara.

~Egy préba célspecifikus hibridizacidés régidjan” vagy
,egy préba célszekvenciaval komplementer régidéjan” nuklein-
sav prdéba szekvencidt értiink, amely hibridizacidés koriulmé-
nyek mellett - azaz pufferelt (pH=7,0-7,5), vizes sdoldat-
ban (példédul 1 mmol/l - 2 mol/l koncentracié-tartomanyba
esd NaCl oldatban), szobahémérsékleten - képes hidrogénko-
téseket kialakitani egy masik nukleinsav-szekvenciaval, ko-
zelebbrél, egy specifikus célszekvencidval. Bar a hibridi-
zacidés koriulmények fliggnek az adott polinukleotid hossza-
té61, azokat tipikusan legaldbb eqgy kation, példaul Na+, K+,
Mg2+ vagy Ca2+ jelenléte, neutrdlis pH, és 55°C alatti hé-
mérséklet jellemzi. BAr a polinukleotiddal hibridizaldédé
szekvencidk eldnydsen korilbeliil 90-100% komplementeritést
mutatnak a polinukleotiddal, ha a szekvencidk elég hosszi-
ak, magas sdékoncentraciéji oldatban és/vagy alacsony hémér-
sékleten, 70%-os vagy akar 50%-os komplementaritdst mutatd
szekvenciak is hibridizalédhatnak. A hibridizaléddéd szekven-
cidk legalédbb 10 nukleotid hosszUsagu, eldnydsen korllbelil
15-30 nukleotid hosszusagi, és nem tobb mint korilbelil
1000 nukleotid hosszusagi, a cél polinukleotiddal komple-
menter szekvenciéak.

Az ,eljarads célnukleinsav-szekvencia kimutatésara va-
lamely mintdban” kifejezésben ,mintan” szévetnedveket vagy
testnedvet, vagy 1izoldlt mint&t értink. A leiras szerinti

értelemben ,szoveten” értiink barmely bioldgiai anyagot,



amelyet alkothat egy sejt, tobb sejt, sejtek agglomeratuma
vagy teljes szerv. A leirds szerinti értelemben a szdvet
tartalmazhat normdlis vagy rendellenes (példdul tumoros)
sejtet vagy sejteket. ,Testnedven” értiink barmely, valamely
organizmusbdl vagy annak szovetébdl extrahdlt, vagy az &al-
tal exkretdlt vagy szekretdlt folyékony anyagot. A testfo-
lyadék nem tartalmaz sziikségszerlien sejteket. A leirads sze-
rinti értelemben példaul, de anélkil, hogy igénylnket a
felsoroltakra korlatoznank, testfolyadékon értink teljes
vért, szérumot, plazmadt, vizeletet, cerebrospinalis folya-
dékot (liquort), konnyet és amnionfolyadékot. ,Izolalt min-
tardl” akkor beszélink, ha a mintdt tartalmazd anyag erede-
ti kornyezetébdl (példadul - amennyiben az a természetben
eléfordul - természetes kornyezetébdl) el lett tavolitva.
Példaul, az él8 allatban vagy szOveti metszetben jelenlévd,
természetben el&éforduld polinukleotidokat nem tekintjik
izolaltnak; a minta oligonukleotidok jelen lehetnek azonban
izoladltan oldatban, azok eredeti kornyezetén kivil, vagy
vektor vagy készitmény részeként, és ilyenkor azokat izo-
laltaknak tekintjik, mivel az ilyen vektor vagy készitmény
nem képezi a természetes kdrnyezet részét.

,Kimutathatdé egységnek” szignalkeltdé egységet, szig-
nadlriporter csoportot, Jjeloldanyagot vagy Jjeldlést neve-
ziink, amely a nukleinsav-szekvencidhoz vagy prébahoz kap-
csolt, és amely eldsegiti a célnukleinsav-szekvencia, pél-
daul DNS vagy RNS jelenlétének kimutatasat vagy meghatéaro-
z4sdt a mintdban. A kimutathaté egység lehet egy vagy tobb,

egymagaban vagy egymassal kombinacidéban funkcionalod
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nukleinsavprébdhoz kapcsolt. A kimutathatdé egység lehet
kozvetlenil kimutathaté, példaul radioizotdp, fluorofor
vagy kozvetlen enzimes jelolés (példaul a prdébaval kdzvet-
lenil konjugadlt enzim); vagy lehet kodzvetett mdédon kimutat-
haté, példaul antigén, amelyhez az enzim valamely szub-
sztratjat kimutathatdé termékké alakitdé enzim-ellenanyag
konjugatumot kotlink. Az emlitetteken felil, alkalmazhatunk
fluoreszceint, vagy mas kimutathatd egységet.

A leiras szerinti értelemben ,befogdé egységen” vagy
.befogdé csoporton” a kimutathatdé egységgel kombinacidban
mikodd egységet értink, ahol a prdébaparban az egyik nuk-
leinsavpréba kimutathatd egységgel van jelodlve, és a prdba-
parban a masik préba befogd egységgel van jelslve. A befogd
egység lehet antigén, receptorszubsztrat vagy biotin, és
annak szerepe az, hogy a terméket ellenanyagot, receptort
vagy avidint vagy streptavidint tartalmazé szildrd hordozé-
hoz koésse. A termék azaltal lesz befogva, hogy a befogd
csoport a termékhez van kapcsolva. Az alkalmazott egységek-
t81 figgden, a biotin avidinhez vagy streptavidinhez, az
antigén ellenanyaghoz koétédik, vagy a receptor szubsztrat a
receptorhoz kotédik. “Degradalhaté préban” nukleinsav-szek-
venciat vagy prébat értink, amelyben a kimutathatd régié
kémiai vagy enzimatikus uton kildnvalaszthaté a prdéba cél-
szekvenciaval komplementer régidjatdl, ezaltal, a hattér-
specifikus vagy nem-specifikus szignal keletkezésének csok-
kentésével javithaté a szigndl-zaj arény. A proébapar kimu-
tathatdé és levalaszthatd régidjat ,prdba-prédba égﬁak” vagy

,szarnak” is nevezziik. A prdéba-préba &g vagy szar az egyes
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prébadk célszekvenciaval nem komplementer részét tartalmaz-
za, amelyet azonban ugy terveztiink, hogy egymassal lépjenek
kdlcsdnhatadsba (lasd az alabbiakban). Degraddlhatdé proébakat
alkalmazhatunk példaul nukleinsav-kimutatasra, példaul hib-
ridizacidés vizsgadlatokban. Dezoxiribonukleotidokat lebonté
vagy hasité enzimatikus aktivitast szerekként példaul, de
anélkil, hogy igénylinket a felsoroltakra korlatoznank, al-
kalmazhatunk nukleazokat, példaul DN&zI-enzimet,
micrococcus nukleazt, Sl-nukledzt, mung-bab nukleazt; vagy
exonukleazokat, példaul exonukledz III enzimet. Ribonukleo-
tidokat lebontdé vagy hasitdé enzimaktivitasu szerekként al-
kalmazhatunk ribonukledzokat, példaul RN&azA, S1, foszfodi-
észteraz I, foszfodiészteradz II, vagy RNaz H enzimeket. Ké-
miai uton kiildnvalasztd szerekként alkalmazhatunk példaul,
de anélkil, hogy igénytlinket a felsoroltakra korlatoznéank,
RNS—-t lebonté kémiai vegylileteket, példaul nadtrium-hidroxi-
dot; vagy DNS-t degraddld kémiai vegylleteket, példaul ter-
mészetes antibiotikumokat (példadul bleomycint vagy neocar-
zinostratint), vagy szintetikus reagenseket (példéaul
metidiumpropil-EDTA vas (II) komplexeket) .

,Keresztkotést létrehozd komponens” kifejezésen a pro-
ba nukleinsav-szekvencidjaban elhelyezett kémiai komponenst
értink. A keresztkotést létrehozd komponenst adott esetben
elhelyezhetjiik a prdébapar vagy prébakészlet egyik tagjanak
préba-prbéba régidjaban vagy szAarrégidéjaban, ahol az egyik
préba keresztkotést létrehozd komponenst, a masik proéba egy
vagy tobb médositott vagy médositatlan purin vagy pirimidin

nukleozidot vagy szarmazékot tartalmaz, amely/amelyek rea-
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gadldé anyagként funkciondl/funkciondlnak a keresztkotést
létrehozé komponens szdmara. A keresztkodtést létrehozd kom-
ponenst ugy tervezzik meg, hogy - miutdn a prébadk bazispar-
képz8dés révén kapcsolddtak a célnukleinsav-szekvencidval -
, kovalens médon koétdédjoén a reagdld anyaggal. Tovabbi lehe-
t8ség szerint, mindkét szarrégidé tartalmazhat keresztkdtést
létrehozé komponenst, amelyek - miutdn a prébdk bazispar-
képz&déssel kapcsoldéddtak a célnukleinsav-szekvenciaval -,
egymassal reagalva képesek kovalens kotést létrehozni (pél-
ddul dimerizacié révén). A taldlmidny szerinti megoldassal
6sszhangban alkalmazhatdé keresztkotést létrehozdé komponen-
sek részletes ismertetését taldljuk példadul a WO 00/27860
szamii nemzetkozi kozzétételi iratban, vagy a 6 005 093,
5 082 934 és 4 826 967 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leirasokban.

A ,prbéba-prdba ag” vagy ,szar” kifejezéseket egymassal
felcserélheté médon hasznaljuk, és azok a prdbapar olyan
nukleinsav-régidéjara vonatkoznak, amelyek kozott - miutdn a
prébak a célnukleinsav-szekvencia szomszédos régidival ba-
zisparokat képeztek - fénybesugarzassal keresztkotés alakul
ki, majd levalasztasra kerilnek az egyes prébak célspecifi-
kus régidjardl. A prdéba szidrat vagy prdba-prdba agat képez-
ni képes régidit ,szarrégidknak” vagy ,prdéba-prdéba régidk-
nak” is nevezzik. A szarrégidk eldszdr nem kovalens mébddon,
hidrogénkotésekkel, séhidakkal és/vagy Van der Waal kol-
csonhatasokkal 1lépnek kolcsbnhatdsba. A szarak kozti ke-
resztkotés azutédn jon létre, hogy a prdbapar hibridizaléd-

dott a komplementer célszekvenciaval. A keresztkOtés azért
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johet létre, mert a prdébadk legaldbb egy keresztkodtést lét-
rehozé komponenst tartalmaznak a proébapar egyik szarrégié-
jaban elhelyezve. A prdbapdr masik szArrégidja reagald
anyagot tartalmaz, amely - -~ miutdn a prdébdk bazisparokat
képeztek a célnukleinsav-szekvencia szomszédos régidival -
kovalens médon kapcsolddik a szarrégid keresztkdtést létre-
hozé komponensével. Tovabbi 1lehetdéség szerint, mindkét
szarrégidé tartalmazhat keresztkotést létrehozdé komponenst,
amelyek - miutadn a prébak bazisparképzddéssel kapcsolddtak
a célnukleinsav-szekvenciaval -, fotokémiai reakcid révén
(példaul dimerizacidval) képesek kovalens kotést létrehozni
egymassal. A préba szarrégidéi nem hibridizaldédott forméban
vannak jelen egészen addig, amig a prdéba célszekvencidhoz
k6t8dS régidja nem hibridizalddott a komplementer célszek-
vencidval. Adott prdéba szarrégidja tehdt megkililénbdztethe-
tetlen a prdéba tobbi részétdl addig, amig a szar ki nem
alakult. A préba-prdba &g, szadr, prdéba-prdba régid(k) és
szarrégid (k) kifejezéseket tehat anélkil hasznaljuk, hogy
igénylinket a felsoroltakra korldtozndnk. A kifejezések
haszndlatdval a régidk méretét vagy hosszat nem kivanjuk
korldtozni. Szakember szamidra nyilvanvald, hogy a fenti ré-
gidk valtozatai szintén a talalmany oltalmi korébe tartoz-
nak. Amennyiben példaul DNS- vagy RNS-prdébakat kivanunk al-
kalmazni RNS kimutatdsara, a keletkezdé prdéba-prdba ag vagy
szar esetleg nem valaszthatdé le ugy, hogy csak a szarrégid
strukturadja maradjon vissza. BAr a célszekvenciaval komple-
menter régidé lényegében degradalddik, a célszekvencia né-

hdny RNS-bazisa a szarral kapcsolt maradhat, ami célkitizé-



seink elérését nem befolydsolja. MAas eljards szerint, ha
DNS- vagy RNS-prébakat alkalmazunk DNS kimutatédsdra, a ke-
letkezé préba-prdédba &g vagy szar esetleg szintén nem va-
laszthaté le ugy, hogy csak a szarrégidé strukturdja marad-
jon vissza. Hasonldképp a mar emlitettekhez, a célszekven-
ciaval komplementer régidé lényegében degradalddik, de a
célszekvencia néhany DNS-bidzisa a szarral kapcsolt marad-
hat, ami célkitlzéseink elérését nem befolyasolja. Ugyanez
érvényes olyan esetekre, amikor a prébak vagy célszekvenci-
ak médositott nukleinsavakat, nukleinsav-szdrmazékokat vagy
nukleinsav-analégokat tartalmaznak. A keresztkotéssel
dsszekapcsolt préba-prédba &g vagy szar levalaszthatd cél-
szekvenciaval komplementer régidérél, majd kimutathatd, te-
kintet nélkil a prdéba-prdéba &g vagy szAar hosszira és mére-
tére.

Az ,N” rovidités egy vagy tobb médositott vagy médosi-
tatlan nukleinsavat, nukleinsav-szarmazékot vagy nuklein-
sav-analdégot jelsvl. A taldlmany targyat képezik példaul méd-
dositatlan purin és/vagy pirimidin nukleozidokat wvagy
nukleozid-szarmazékokat tartalmazd prébdk, ahol N a nukleo-
zidok szamat jelenti. Moddositatlan nukleozidok példaul a
timin vagy timidin, citozin, adenin, guanin és uracil.
Ugyancsak a taldlmany targyat képezik médositott purin
és/vagy pirimidin nukleozidokat vagy nukleozid-szarmazeko-
kat tartalmazé prdébédk. Hasonldéképp, N értével megadhatjuk a
médositott nukleozidok szémat. Mddositott nukleozidok pél-
daul a dezoxitimidin, dezoxitimidin-foszfat, 5-fluorouracil

és hasonldék. ,N” megaddsaval a régidk méretét vagy hosszat
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nem kivanjuk korlatozni. ,N(a)” vagy ,N(b)” a prdbaban vagy
célszekvenciaban jelenlévé mddositott vagy mdédositatlan
nukleinsavak, nukleinsav-szarmazékok vagy nukleinsav-analé-
gok szamat jelenti. ,A” és ,b” barmely egész szam lehet,
tehat barmilyen szami nukleozidot jeldlhet. Amennyiben pél-
dadul ,a” értéke 0 és 20 kozti érték (a= 0-20), N(a) jelen-
tése 0 és 20 kozt barmely szadmu médositott vagy mddositat-
lan nukleinsav, nukleinsav-szarmazék vagy nukleinsav-
analdég. Szakember szdmdra nyilvanvald, hogy N(a) és N(b) a
prébadban vagy célszekvencidban jelenlévd elemek hozzavetd-
leges szamat jelenti. Az N(a) és N(b) kifejezéseket tehat
anélkiil hasznadljuk, hogy a szekvencidk méretét vagy hosszat
tulzott mértékben korlatozni kivannank.

b) Hibridizadcidés vizsgdlatok degraddlhaté proébadk al-
kalmazéasaval

A taldlmany targyat képezik oldat alapu és 1in situ
nukleinsav hibridizacidés vizsgdlatok kémiai vagy enzimati-
kus degradacidéra érzékeny nukleinsavprdébak alkalmazasaval.
Célul tlztiuk ki eljarads kidolgozasat célszekvenciak kimuta-
tasara, amelyben nukleinsavprébdk szekvencia-specifikus
hibridizacidés tulajdonsagat hasznaljuk ki, és amelyben a
prébabdél (prébdkbdl) célspecifikus terméket allitunk els, a
préba (prdébadk) célszekvenciaval komplementer régidjat deg-
radaljuk vagy levalasztjuk, és a célspecifikus termék je-
lenlétét kimutatjuk. A degradacidés reakcidval célunk az,
hogy a hattérspecifikus vagy nem-specifikus szignal kelet-

kezésének csokkentésével javitsuk a szignal-zaj aranyt.
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A taldlmany egy szempontja szerint, a taldlmany tar-
gyat képezi eljards célnukleinsav-szekvencia kimutatasara
mintdban, ahol legaladbb egy nukleinsavpréba part hibridi-
zdltatunk a célnukleinsav-szekvencidval. Az eljarasban, a
célnukleinsav-szekvencidt a bazisparképzdédés szempontjidbdl
megfeleld kozegben érintkeztetjlik a prdébakkal vagy prébapa-
rokkal (lasd az alédbbiakban). A nukleinsav lehet egyszalu
vagy kettdsszalu DNS vagy RNS, vagy mas molekula, amely
bazisparképzésre képes pirimidin- és/vagy purinbazisokat
tartalmaz.

Kozelebbrél, a taldlmany egy szempontja szerint, a ta-
lalmény targyat képezik a degradadlhatdé prébdk. A prdbak
préba-préba agat vagy szarat képeznek, miutdn legaldbb két
préba bazispar-képzdédéssel kapcsolddott a célzott nuklein-
sav szomszédos régidival. Eldénydsen, a nukleinsavprébadk mod-
dositott vagy moédositatlan nukleinsavrégidkat hordozd nuk-
leinsav-szekvencidkat tartalmaznak, amelyeket uUgy tervezink
‘meg, hogy - miutdn legaldbb két préba bazisarképzdbdéssel
kapcsolddott a célzott nukleinsav szomszédos régidival -, a
préba-préba agat vagy szarat alakitsak ki. A prébapar tag-
jai a szarat képezd régid kivételével komplementerek a cél-
szekvenciaval. Mindegyik préba tartalmaz szarrégidt, amely
nem kdété8dik a célszekvenciaval. A szarrégidk nem hibridiza-
lédott formdban vannak jelen egészen addig, amig a proéba
célzott nukleinsavszekvencidhoz kotéddé régidja nem hibridi-
zalédott a komplementer célszekvenciaval. Kovetkezésképp,
adott préba szarrégidja megkilonbdztethetetlen a prédba tob-

bi részétsl addig, amig a szAr ki nem alakult. A szarrégidk
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elészor nem kovalens mdédon, hidrogénkotésekkel, sdéhidakkal
és/vagy Van der Waal kdlcsdnhatdsokkal lépnek kdlcsdnhatas-
ba. Miutan a préba hibridizadldédott a célnukleinsav szomszé-
dos reégidival, a proébapar szarrégiéi kozt keresztkotés jon
létre, és kialakul a szarrégidé. A keresztkdtés azért johet
létre, mert a prdébak legaldbb egy keresztkdtést létrehozd
komponenst tartalmaznak a prébapdr egyik szarrégidjaban el-
helyezve. A prbbapdr masik szarrégidja reagald anyagot tar-
talmaz, amely kovalens mdédon kapcsolddik a szarrégid ke-
resztkétést létrehozd komponensével. Tovabbi lehetdség sze-
rint, mindkét szarrégidé tartalmaz keresztkotést 1létrehozd
komponenst, amelyek fotokémiai reakcidé révén (példaul
dimerizaciéval) képesek kovalens kotéssel kapcsoldédni. Meg-
feleld ideig tartd inkubacidt kovetden, a prébadk hibridiza-
l6dnak a mintdban talalhatd célzott nukleinsavval, és a ke-
resztkotést létrehozdé rendszer aktivalddik kovalens kotés
kialakitasat eredményezve a két proéba koézott. A kovalens
kotés tehat azutédn jon létre, hogy a prbba bazisparképzddés
révén kotdédott a célnukleinsav-szekvencidhoz, és ezaltal, a
kotés a szarrégidkat permanens médon Osszekapcsolja egymas-
sal. Ezutdn, a keresztkotéssel kapcsoldédd szirat levalaszt-
juk a célszekvencidval komplementer régidérél, majd kimutat-
juk.

Mindegyik préba legaldbb 10, eldénydbsen koridlbelidl 15-
30, és eldénydsen nem tobb mint 1000 nukleotid hosszusagu, a
célszekvenciaval legalédbb 80%-~ban homoldg, eldénydsebben 90-
100%~-ban homoldég szekvenciat tartalmaz. A célnukleinsav-

szekvencidban jelenlévdé Dbazisparképzd régidkat tipikusan
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legfeljebb koriilbelil 10 nukleotid, tipikusabban legfeljebb
korilbelil 5 nukleotid valasztja el, és eldnydsen legfel-
jebb mintegy 1 nukleotid valasztja el. A taldlmany egy elé-
nyds megvaldésitasi mdébdja szerint, a prdébak mintegy 20-30
nukleotid hosszusaguak, koruilbelil 95%-ban homoldégok a cél-
szekvencidval, és a célnukleinsav-szekvencidban jelenlévé
bazisparképz6é régidkat koriilbelill 1 nukleotid valasztija el.
Nyilvanvaldé, hogy fluggetlenil attdél, hogy mely prdébapart
alkalmazzuk adott célszekvencia kimutatésara, az egyes pré-
badk hossza a prébaparon belll vidltozd lehet. Mindegyik pré-
ba tartalmaz eqgy régidét, amely szarrégidét vagy prdéba-prdbba
agat képes kialakitani a prébapar masik tagjaval. Miutan a
prébak kotddtek a komplementer célszekvencidhoz, a prébapar
egyik tagjadnak szarrégidéjaban elhelyezett keresztkotést
létrehozé komponens aktivaldéddik, és kovalens koétést hoz
létre a prébapar masik tagjanak szarrégiéjaban elhelyezett
reagaldé anyaggal, ezaltal permanens médon, keresztkotéssel
dsszekdti egymassal a prdbapar egyes tagjainak szarrégidit.
Az ismertetetteken felil, a prébapar legaldbb egyik tagja
kimutathaté egységet vagy szigndlkeltd egységet is tartal-
maz, adott esetben, a prbéba szarrégidjanak 5'- vagy 3'-
végéhez kapcsoltan. A szignal a szarak kozti keresztkotés
létrejottét kovetden mutathatd ki vagy valthatd ki, amely
kotés viszont a proébadk és a célnukleinsav-szekvencia kozti
bazisparképzdédést kovetden jon létre.

A taldlmdny egy kildndsen eldnyds megvaldsitasi médja
szerint, a proébdknak a mintdban taldlhaté célnukleinsav-

szekvenciaval komplementer régidéi eltavolithatdk a prdébak
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kimutathaté régidéirdél. A nukleinsav-prébakat ugy tervezziik
meg, hogy a préba célspecifikus hibridizaciés régidja vagy
célszekvenciaval komplementer régidéja degradacids eljaras-
sal 1levalaszthatdé legyen a kimutathatdé vagy szignalkeltd
régiérél. Miutan a prébadk kotddtek a célnukleinsav-
szekvencia szomszédos régidval, és a szarban létrejott a
keresztkotés, a prébak célszekvenciaval komplementer régid-
ja kémiai vagy enzimatikus Gton, degradacidés eljarassal el-
tavolithatdé. A prébadk fennmaradd régidja tehdt a szarat és
a szigndlt tartalmazza, amely a megfeleld mosasi lépés be-
iktatdsat kovetden (lasd az alabbiakban) konnyen kimutatha-
té a wvizsgadlatban. A szétvalasztds célja az, hogy a
hattérspecifikus vagy nem-specifikus szigndl keletkezésének
csdkkentésével javitsuk a szignal-zaj ardnyt. Hibridizaciéds
vizsgdlatok a technika 4llasa szerint ismertek, és azokban
gyakran tapasztalt probléma a nukleinsavak nem-specifikus
kot8dése a felszinekhez, valamint nem-specifikus szignal
keletkezése a vizsgalatban. Azzal, hogy a szignalkeltd egy-
ségeket levalasztjuk a nukleinsav hibridizacidés régidjarél,
a nem-specifikus szignal minimalizalhaté. Az egyetlen meg-
maradé szignadl a keresztkotéssel Osszekapcsolt prébaszarak-
bél és azokhoz kapcsolt egységbdl vagy egységekbdl szarma-
zik, amelyek mennyisége egyenesen aranyos az adott mintaban
jelenlévé célszekvenciéaéval.

Egyik célunk az volt, hogy fenntartsuk a kovalens kap-
csolédast a két prdba jelolt prdba-prdba agat vagy szarat
képzé végei kozti keresztkotésen at, egyuttal eltavolitsuk

a probak tovabbi részeit, elsésorban a prébak célszekvenci-



XXX
[ “.

- 28 - el
aval komplementer régidéit a keresztkdtés helyéig. Kézelebb-
rél, a prébak célszekvenciadval komplementer régidéjat degra-
daljuk vagy levalasztjuk (példaul levagjuk) a prébak szar-
régibéjatdl. A degradacidt vagy lehasitast végezhetjiik kémi-
ai vagy enzimatikus uton; a kivalasztott eljarads a prdébak
dsszetételétsl fugg. A prdébak célszekvenciadval komplementer
régidéja tartalmazhat ribonukleotidokat, dezoxiribonukleoti -
dokat, vagy a prdébakban a nukleotid egységet (egységeket)
helyettesitd, természetben eld nem forduld szubsztituense-
ket. Koévetkezésképp, a degradacidés eljards a vizsgalatban
alkalmazott prdéba tipusatdédl filgg.

A talalmany egy eldényds megvaldsitasi mdébdja szerint, a
préba célszekvenciaval komplementer régidjat dezoxi-
ribonukleeotidok tartalmazzak, amikor 1is, sza&mos nukleaz
alkalmazhatdé egymagdban vagy kombindcidéban a préba szelek-
tiv degraddlasara vagy hasitdsdra. A keresztkotés létrejot-
tét kovetden, a prdba célszekvencidval komplementer régid-
janak degradalasara  alkalmazhatunk kett&8sszala  DNS-t
hidrolizalé, endonukledz aktivitdsi enzimeket, példaul
DN4&zI enzimet vagy micrococcus nukledzt. A préba-célszek-
vencia duplexek hidrolizalasat koévetden alkalmazhatunk egy-
szl DNS-t hidroliza&lé, endonukledz aktivitdsu enzimeket,
példaul Sl-nukledzt vagy Mung-bab nukleazt. Tovabbi lehetd-
ség szerint, kétiranyu specifitasu exonukleazokat alkalmaz-
hatunk kombindcidéban a prébapar prodbarégidinak degradalasa-
ra. Példaul, az exonukledz III enzim 3’—->5’ exonukleaz ak-
tivitast mutat kettdsszali DNS-en, mig a lambda bakterioféag

exonukledz 5’—3’" exonukledz aktivitassal rendelkezik. A



:000 ‘.‘. ve P

- 29 - s

két nukledz a mintdhoz adhatdé kozvetleniil a keresztkdtések
kialakulasat ko&vetden, a prébadegradaciés reakciéd megindi-
tasara. Hasonléképp, egyéb exonukledzok is ismertek, ame-
lyeknek egyszalli DNS a szubsztratjuk, és miikddésiikhéz a
minta denaturalasat igénylik az enzim hozzdadasat megeldzd-
en. Adott esetben, DNS-t hasit6é kémiai reagenseket alkal-
mazhatunk dezoxiribonukleotidok degradalasadra. Ilyen rea-
gensek példaul természetben eld8forduld antibiotikumok, pél-
daul a bleomycin vagy neocarzinostratin, valamint szinteti-
kus reagensek, példaul metidiumpropil-EDTA vas (II) komple-
xek.

A talalmany egy tovabbi eldényds megvaldsitadsi méddja
szerint, a prdéba célszekvenciaval komplementer régidjat
dezoxiribonukleotidok tartalmazzak, amikor is kémiai elja-
rasokat, példdul erdésen bazikus oldatokat alkalmazhatunk a
préba degraddlasara vagy hasitésdra. Tipikusan, 0,1 mol/l -
S mol/1l koncentrdciéjui ndtrium-hidroxid oldatot érintkezte-
tink a prébakkal, és a kapott oldatot szobahdémérsékleten
vagy magasabb hdémérsékleten, példdul 30-90°C-on inkub&ljuk.
A bazikus oldat hasitésokat (,nicks”) hoz létre a préba-
szdlban, az RNS-badzisok pozicidéjdban; a reakcibhoz sziiksé-
ges 1d6 egyarant fligg a hidroxidionok koncentracidjatdl és
az inkubaciés hdémérséklettdl. A préba degradaciéjat vagy
hasitdsat ribonukleotid pozicidkban szémos kiilénb&z8 enzi-
matikus reakcidéval is eldidézhetjik. Egyszalua RNS-t hasitd
enzimek példadul a ribonukleaz A, S1, foszfodiészterdz I és
foszfodiészterdz II. Amennyiben az enzim hatasat szelektiv

mbédon, egyszalli RNS-en fejti ki, az oldatot denaturald ko-
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rilményeknek kell kitennink (példdul a duplex olvaddsi hé-
mérséklete folé kell hevitenlink), hogy a keresztkotéssel
Osszekapcsolt préba-cél duplexet levalasztjuk a célzott
szaltél az enzimatikus reakcié meginditdsidt megelézden.
Endonukledz aktivitasy enzimek - példaul RNz A és S1 - al-
kalmazhaték kilon-kildn a prdéba-degradacidés reakcidban a
prébakészlet egyes tagjainak lebontasara. Orientaciéfiggd
exonukledz aktivitdsu enzimeket eldénydsen parban alkalma-
zunk a préba-degradacids reakcidban az egyes prdébak lebon-
tdsdra. A foszfodiészterdaz I példaul 5’ —>3’ exonukledz ak-
tivitasu, mig a foszfodiészterdz II 3’—5’ aktivitasu. A
két enzimet eldnybsen kombinacidban alkalmazzuk a prébapar
minkét tagjadnak lebontéasara, mivel az egyik préba 5’-véggel
végz48dik annak célszekvenciaval komplementer régidjaban,
mig a masik préba 3’-véggel végzdédik annak célszekvenciaval
komplementer régidéjdban. Az emlitetteken feliil, RNaz H en-
zimet is alkalmazhatunk a préba RNS-részének szelektiv deg-
raddlasara. Az RNz H RNS-hidrolizaldé aktivitdst mutat
RNS/DNS duplexeken. Ebben az esetben, célszekvenciaval
komplementer régidéjukban ribonukleotidokat tartalmazé pré-
bakat alkalmazunk célzott DNS-ek kimutatdsdra. Miutdn a
probdkat a mintdval érintkeztettik, hibridizaltattuk, és
hagytuk a keresztkotéseket létrejonni, RNaz H enzimet adunk
az elegyhez a proébak DNS-célponthoz hibridizalédott ribo-
nukleotid egységeinek szelektiv hidrolizalasara.

A szarat ugy tervezzik meg, hogy a keresztkotés felet-
ti struktuira ne legyen hozzaférhetd vagy felismerhetd az

enzim vagy kémiai reagens szamdra, ezaltal ne hasitddjon
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vagy degradalédjon. Ezt elérhetjik ugy, hogy mdébdositjuk a
préba nukleinsav-szekvencidjdnak cukor-foszfat vazat, vagy
elérhetjik a cukor-foszfat vaz mdbddositdsa nélkul. A prdba
szadrrégidéja tartalmazhat ribonukleotidokat, dezoxiribonuk-
leotidokat, ribonukleotid- vagy dezoxiribonukleotid-szarma-
zékokat, vagy nem nukleinsav komponenseket. A szarrégidban
alkalmazott nukleinsav vagy nem-nukleinsav egységeket a
fenti csoportok barmelyikébd&él valaszthatjuk, azzal a kiko-
téssel, hogy azok nem érzékenyek a prdéba célszekvencidval
komplementer régidéjanak degradalasara alkalmazott reagens-
re. Amennyiben példaul DNS nukleazokat alkalmazunk a degra-
dacidés eljarasban, a prdéba szarrégidja ribonukleotidokat
tartalmazhat. Ezzel szemben, ha RNS nuklea&zokat alkalmazunk
a degradacidés eljarasban, a préba szarrégidja dezoxi-
ribonukleotidokat tartalmazhat. Egyes nukelazokrdél tudjuk
azonban, hogy mind DNS-, mind RNS-szubsztratokkal hibridi-
zalédnak - ilyenek példaul az S1 nukledz és a foszfodiész-
terdz I és II -, amely esetekben a természetes nukleotidok
nukledzrezisztens szarmazékait vagy nem nukleinsav kompo-
nenseket kell alkalmaznunk. A természetes nukleotidstruktu-
ra szamos olyan kémiai mdbédositasa ismert, amely a mddosi-
tott egységet nukledzrezisztenssé teszi. Példaul, egy kén
atom felcserélése oxigén atommal a foszfat egységben tio-
foszfat egységet eredményez, amely tipikusan feltartéztatja
vagy ledllitja az enzimatikus hidrolizist. Hasonldképp, a
foszfat csoport helyettesitése metil-foszfonat csoporttal
rezisztencidt hoz létre az enzimatikus reakcidéval szemben.

A természetben eld nem forduld kdtéseket az enzimek nem is-
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merik fel, és azok eldénydsen alkalmazhaték a préba szarré-
giéjanak elsadllitésdra. Példaul, a nukleinsavstruktura va-
zanak egységeiként alkalmazhatunk peptidkdtéseket, megtart-
va a bazisparképzés kialakitdsdnak képességét komplementer
duplexekben, az ilyen strukturdk azonban enzimek &ltal fel
nem ismert, természetben eld nem forduld vazat tartalmaz-
nak.

A talalmany szerinti megoldassal 6sszhangban, a proébéak
szdrrégidéjaban, a keresztkotést létrehozé komponens és a
préba végén taldlhatd jelolés kozott, vagy a keresztkotd
hely és a préba végén taldlhatd jeldlés kozdtt alkalmazha-
ték természetben eldforduld nukleinsav egységek is, tekin-
tet nélkil az alkalmazott degradacidés eljarésra. Ha a ter-
mészetes bazisok szama a keresztkotést létrehozd komponens
vagy keresztkotd hely és a jelolt prdbavég kozt kevesebb
mint 10, eldénydsen, kevesebb mint 3, a nukledz aktivitéasa
jelentdsen csdkken, mivel a keresztkodtés és a jelold egysé-
gek megvadltoztatjadk az enzim felismerdhelyét.

Ahhoz, hogy szdr képzdédhessen, a szar felét tartalmazd
préba szarrégidjanak legaldbb 2 vagy 3 parképzd nukleotidot
kell tartalmaznia, és tipikusan nem tobb mint kdériilbelidl 20
badzispart kell tartalmaznia. A taldlmany egy eldényds megva-
lé6sitasi médja szerint, a nukleotidpdrokat A és T alkotja,
ahol az egy szarrégidéban taldlhaté nukleotidok lehetnek
azonosak vagy kiulénbozdéek, azaz az egyik szarrégidban vala-
mennyi lehet T, és a masik szarrégidéban valamennyi A; vagy
eléfordulhat A és T vegyesen a prdébapadr két szarrégidjaban.

Tovabbi lehetéség szerint, G és C alkalmazhatdé egymagukban
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vagy A és T nukleotidokkal kombindlva. Legeldénydsebben, a
szadr 3 nukleotid egységet tartalmaz, ahol az egyik szarré-
giét T-nukleotidok, a masik szarrégidét két A és egy ke-
resztkdétd komponens alkotja; vagy az egyik szarrégidt két
T-nukleotid és egy keresztkotd komponens, a masik szarrégi-
6t két A és egy keresztkotd komponens alkotja. Nyilvanvald,
hogy a nukleotid megvalasztasa fligg a kivant affinitastél,
a szintézis egyszerilségétdl, a kovalens keresztkdtést 1ét-
rehozé komponenssel létrejovd kolcsonhatastdl, a degradéci-
6s eljaras tipusatdl, és hasonldktodl.

A talalmany egy eldényds megvaldsitasi mdédja szerint, a
prébak szarrégidja kimutathatd egységet és befogd egységet
tartalmaz a szarrégidk végéhez kapcsoltan. A kimutathatd
egység barmely szigndlriporter csoport, a befogd egység pe-
dig barmely befogd csoport lehet. Kozelebbrél, a befogd
csoport lehet példaul biotin, a szigndlriporter csoport pe-
dig lehet fluoreszcein. A talalmany egy tovabbi eldényods
megvaldésitiasi médja szerint, a prébadk mindkét szarrégidja
kimutathatdé egységet tartalmaz a szarrégidé végeihez kap-
csoltan. A kimutathatd egységek lehetnek jeloldanyagok,
példaul fluorforok, radioizotdpok, antigének vagy enzimek.
A taldlmdny egy tovabbi eldényds megvaldésitasi modédja sze-
rint, a prébadk két szarrégidja olyan egységeket tartalmaz,
amelyek egymassal kolcsbnhatasba lépve kimutathatdé szigndl,
példaul fluoreszcens rezonancia energiatranszfer parok vagy
aktivator/receptor parok keletkezéséhez vezetnek.

A taldlmany egy még tovabbi eldényds megvaldsitisi mdd-

ja szerint, a prdéba vagy proébapar szarrégidja moddositott
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vagy médositatlan purin nukleozidokat vagy szarmazékokat,
példaul médositott vagy médositatlan adenozin egységeket és
legalébb egy keresztkotést létrehozdé komponenst tartalmaz,
mig a prébapar masik tagjanak szarrégidéja mdbddositott wvagy
médositatlan pirimidin nukleozidokat vagy szarmazékokat
tartalmaz, amelyek reagaldé anyagként funkciondlnak a ke-
resztkotést létrehozé komponens szamdra. Reagadldé anyagként
példaul eldénydsen mbédositott vagy mdédositatlan timidin egy-
ségeket alkalmazhatunk. A prdébdk a célzott nukleinsav szom-
szédos régidival hibridizaldédnak, és haromadgd eldgazast
tartalmazé préba-prdéba &agat vagy szarat képeznek. Koévetke-
zésképp, miutdn a prébak a célzott nukleinsav szomszédos
régidéival bazisparokat képeztek, a proébapadr szarrégidi ke-
resztkotéssel kapcsoldéddnak, és kialakul a szar vagy préba-
préba ag. A kovalens keresztkotés kialakulasat kivalthatjuk
fénybesugarzassal vagy mas mdébdon. Ezen felil, a kovalens
keresztkotés aktivalhatja a jelolést, midltal a prdéba kimu-
tathaté valik. Ezutan, a keresztkotéssel oOsszekapcsolt sza-
rat levalasztjuk a célszekvencidval komplementer régidtdl,
majd kimutatjuk. Ebben a vonakozasban, ,keresztkotést 1lét-
rehoz6é komponensen” nem nukleozid természetl, stabil, foto-
kémiai uton aktivalhatdé komponenst értink, amely kumarinil
szdrmazékokat tartalmaz. A kumarinil szarmazékokat ugy 4&l-
litjuk eld, hogy a kumarin molekula vagy szarmazék fenil-
gylriijét oxi- vagy polihidroxi-szénhidrogén molekuléhoz,
példaul glicerin molekula egyik terminalis hidroxi-csoport-
jdhoz kapcsoljuk. A keletkezd vegyllet (poli)hidroxi-

szénhidrogén egysége megfelel a nukleozid cukor egységének,



ahol a kumarin egység foglalja el a bazis helyét. Az ilyen
vegyluletek tehat polinukleotid régidkba illeszthetdk. A
kumarin gylrl rendszer 3. és 4. pozicidéja kdzti kettdskotés
fotokémiai uton aktivalhaté, amely - miutdn a prdbak a cél-
zott nukleinsav szomszédos régidival bazisparokat képeztek
- kovalens médon keresztkotést alakit ki a szembendlld szal
préba-préba régiét képzd8 nukleozidjaival. A keresztkodtést
létrehozd komponensekkel reagadldé anyaggal, példaul médosi-
tott wvagy mdbdositatlan pirimidin nukleozidokkal vagy
nukleozid szarmazékokkal reagald keresztkdtést 1étrehozd
komponensek lehetnek példdul kumarin szArmazékok, példaul:
(1) 3-(7-kumarinil)glicerin; (2) pszoralen vagy annak szar-
mazékai, mint példaul 8-metoxi-pszoralen vagy 5-metoxi-
pszoralen; (3) cisz-benzodipiron vagy annak szarmazékai;
(4) transz-benzodipiron; vagy (5) fuziondltatott kumarin-
cinnolin gylrlrendszereket tartalmazé vegyiiletek. Vala-
mennyi emlitett molekula tartalmazza a sziikséges keresztko-
td csoportot (egy aktivalt kettdéskotést) a megfeleld orien-
tadcidéban és megfeleldé tavolsadgra ahhoz, hogy keresztkdtést
hozzon létre egy nukleotiddal. Ezen felil, valamennyi fenti
molekula kumarinszarmazék, amennyiben valamennyi tartalmaz-
za a kumarin (benzopiron) gylrlrendszert, amely a molekula
tobbi részének alapjaul szolgdl. Keresztkotést 1létrehozd
komponensek részletes ismertetését taldljuk példaul a
6 005 093 sza&mu amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalmi
leiréasban.

A taldlmény egy tovabbi eldényds megvaldésitasi mdédja

szerint, a prébapar egyik tagjadnak szarrégidja mdbédositott
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vagy mdbdositatlan purin és/vagy pirimidin nukleozidokat
vagy nukleozid szarmazékokat és egy elsd keresztkotést 1lét-
rehozé komponenst tartalmaz, mig a prdébapdr masik tagjanak
szarrégidéja moédositott vagy mdédositatlan purin és/vagy
pirimidin nukleozidokat vagy nukleozid szarmazékokat és egy
masodik, ugyancsak keresztkotést létrehozdé komponenst tar-
talmaz. Miutdn a prébak a célzott nukleinsav szomszédos ré-
gidival bazisparokat képeztek, a prdbapar szarrégidi kozt a
keresztkotést 1l1létrehozé komponensek fénybesugarzassal ki-
viltott reakcidéja (példaul dimerizacidja) révén keresztko-
tés jon létre, és kialakul a kovalens kotéssel Osszekap-
csolt szar vagy probba-prdéba ag. Ebben az 0o6sszefliggésben,
keresztkodtést létrehozdé komponenseken nem nukleozid termé-
szetd, stabil, fotokémiai uton aktivalhatdé komponenseket
értink, amelyek aril-olefinszarmazékokat tartalmaznak. Az
aril-olefin szarmazékokat uUgy allitjuk eld, hogy az aril-
csoportot funkcidés csoportot tartalmazé telitett vagy teli-
"tetlen szénhidrogén molekuldhoz, példaul glicerinhez kap-
csoljuk. A kapott vegyllet funkcids csoportot tartalmazé
szénhidrogén egysége megfelel a nukleozid cukor egységének,
mig az aril-olefin egység a bazis helyét foglalja el. Ennek
megfelelden, ezek vegylletek polinukleotidokba inszertalha-
ték. Az aril-olefin kettéskétésé fotokémiai uton aktivalha-
t6 csoport, amely megfeleld reagadld anyaggal, példaul a
proba-préba a4g szembendlld szalédban elhelyezett masik aril-
olefin szarmazékkal kovalens médon keresztkotést képez. Az
aril-olefin kettdskotésének megfeleld orientdcidban és meg-

felel® tavolsagra kell lennie ahhoz, hogy - miutan a prdébak



a célzott nukleinsav szomszédos régidival bazisparokat ké-
peztek - fénybesugarzas hatdsdra keresztkdtést hozzon létre
egy, a szembenalld prdba-prdba régidban elhelyezett, nem
nukleozid természetd reagald anyaggal. Ilyen keresztkotést
létrehozé komponensek részletes ismertetését taldljuk pél-
ddul a WO 00/27 860 szA&mi nemzetkdzi kozzétételi iratban.

A taldlmany egy még tovabbi eldényds megvaldsitasi méd-
ja szerint, az alédbbi szekvencidju prdébadk valamelyikét al-
kalmazzuk: 1. azonositdészami szekvencia, 2. azonositészami
szekvencia, 3. azonositdészadmi szekvencia, 4. azonositészamn
szekvencia, 5. azonositdszamu szekvencia, 6. azonositdszami
szekvencia, 7. azonositdészami szekvencia vagy 8. azonositd-
sz&mi szekvencia.

Ugyancsak a talalmany targyadt képezi eljaras célszek-
venciak, példaul, de anélkil, hogy igényinket a felsorol-
takra korlatoznadnk: teljes hosszisagu gének, diagnosztikus
markergének, expresszidval jelolt szekvencidk (,expressed
sequence tags”, EST-k), egyes nukleotid polimorfizmusok
(“single nucleotide polymorphisms”; SNP-k), genomi DNS-ek,
cDNS-ek, cccDNS-ek, rekombindns gének, mRNS-ek vagy rRNS-ek
kimutatdsdra. A célszekvencia lehet kettdsszalu vagy egy-
szalu. Ezen felil, az lehet természetben eléforduld vagy
mesterséges szekvencia. A célszekvencia 1lehet tisztitott
vagy tisztitatlan formaban, tovabba jelen lehet oldatban,
testfolyadékban, vagy szdvetben.

A talalmadny targyat képezik kémiai vagy enzimatikus
degradaléasra érzékeny nukleinsavprdébak, valamint eljarasok,

amelyekben ilyen prdébékat alkalmazunk célnukleinsav-
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szekvenciak kimutatasara. A rendszert végs$ soron ugy ter-
vezzik meg, hogy olyan prébakat kapjuk, amelyek szarrégidja
rezisztens a proba célszekvenciaval komplementer régidjanak
a préba jelolt régiéjardél torténd levalasztasara vagy elta-
volitasara alkalmazni kivant degradacidés vagy hasitd elja-
rdsra. A degradacids reakcidét kovetden, a prdbak levalasz-
tott és kimutathatd régidjat a szar és a jelslés alkotija,
amelyet ezutan lemérink (lasd az aldbbiakban), és kvantita-
lunk (mennyiségileqg meghatdarozunk). A célszekvenciaval
komplementer régié levalasztasa a prébak kimutathaté régid-
jardl csokkenti a prébak nem-specifikus kotddését, ezaltal
javitja a szignal-zaj ardnyt. Ennek eredményeképp, a
hattérspecifikus vagy nem-specifikus szigndl jelentdsen
csokken.

c) Eljaras

A taldlmany szerinti megoldast a tovabbiakban egy
olyan példan keresztil kivanjuk szemléltetni, amelyben két
DNS-prébat ‘kapcsolunk Ossze egy proba-préba agban ‘- vagy
szarban, és restrikcidés endonukleazt alkalmazunk degradaci-
6s reagensként.

Probak* :

1. A prdébakat érintkeztetjik a (célszekvenciat tartal-

mazdé) mintaoldatban:

\ /

AT

(1. préba) XT (2. proéba)

AT
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AGCGCCAAAATTCGCAGTCCCCAAC CTCCAATCACTCACCAACCTCTTGT

GATGCTATTCGCGGTTTTAAGCGTCAGGGGTTG-GAGGTTAGTGAGTGGTTGGAGAACA

célszekvencia

2. A két proébat keresztkotéssel oOsszekapcsoljuk egy-

massal:

B F
\ /
S AT
(1. préba) X=T (2. préba)
' AT
AGCGCCAAAATTCGCAGTCCCCAAC CTCCAATCACTCACCAACCTCTTGT

GATGCTATTCGCGGTTTTAAGCGTCAGGGGTTG-GAGGTTAGTGAGTGGTTGGAGAACA

célszekvencia

3. Endonukleaz restrikcidés enzim alkalmazasaval degra-

dadljuk a probat (és egyéb nukleinsavakat):

\ 7
AT

X=T
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*: A kotéjel a célszekvencidban csak arra szolgal,
hogy a Dbazisparképzés folyamatossdgat megd8rizziik a két
szdlban; a kotéjel két oldaldén taladlhatd bazisok normalis
foszfodiészter kotéssel vannak Osszekapcsolva.

A képletekben az aldbbi roviditéseket alkalamztuk:

B jelentése biotin;

F jelentése fluoreszcein;

X keresztkotést 1étesitd komponenst jelol;

az ,=" jel X és Y kozott kovalens keresztkotést je-
lent.

A szarat ugy tervezziik meg, hogy a keresztkotés felet-
ti struktira ne legyen hozzadférhetd vagy felismerhetd az
enzim szamara, ezaltal ne hasitdédjon az enzim &ltal. Ezt
elérhetjik a cukor-foszfdt vaz médositasa nélkil, vagy an-
nak médositasaval (példaul foszforotiodt, metil-foszfonat,
peptidkdtés és hasonldk kézbeiktatasa altal).

A prébak visszamaradd részét a két Osszekapcsolt jelo-
l8anyag alkotja, amely utdébbi a talalmany fenti eldényds
megvalésitasi médja szerint biotin csoport, fluoreszcein
csoport, vagy befogd csoport vagy szignalriporter csoport.
Tovédbbi lehet&ség szerint, mindkét JjeldlbSanyag lehet
fluorofor, amelyek egymassal kodlcsoénhatasba 1épve, fluo-
reszcens rezonancia energiatranszfer révén szignal keletke-
zését eredményezik. A tovabbiakban eljarhatunk ugy, hogy a
jelolt szarhoz kotott befogd csoportot szildrd hordozéra
befogjuk, a nem kotédott anyagokat és prdébakat (emésztett
prébakat) mosassal eltavolitjuk, majd a szigndlriporter

csoport jelenlétét kimutatjuk (a kimutatasi eljarads ismer-
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tetését 1lasd az alédbbiakban). A szar visszamarad, mivel a
befogd csoport, példaul biotin, a szarhoz van kotve. A ta-
lalmany fenti eldényds megvaldsitasi mdédja szerint, a
biotint avidinnel vagy streptavidinnel bevont gydngydkhoz
kothetjuk.

A taldlmany fenti eldényds megvaldsitdsi mdédjanak tobb
vadltozatat is leirjuk (lasd fent).

RNS-prébadk esetében a kovetkezdé8képp jarhatunk el:

Enzimatikus reagensként RNadz A enzimet alkalmazhatunk
a prbéba degradalasara.

Kémiai reagensként natrium-hidroxidot alkalmazhatunk a
préba degradalasara.

DNS-prébdk alkalmazésa esetében a kovetkezS8képp jarha-
tunk el:

Enzimatikus reagensként DNadz I enzimet alkalmazhatunk
a prbéba degradaléasara.

Enzimatikus reagensként endonukleazt (példaul
micrococcus nukledzt) alkalmazhatunk a préba degradalasara.

Az alabbi példaban a taldlmadny szerinti megoldast
szemléltetjik az 1. tadblazatban felsorolt prébadk alkalmaza-
sa4n keresztil. DNS-préba készleteket teszteltiink arra néz-
ve, hogy mennyiben képesek adott nukleinsav-szekvenciakkal
hibridizalédni, és azokat miként lehet 3jelolt egységiikén

keresztiil kimutatni. Degradalt és nem degradalt proébakat

hasonlitottunk Ossze.



1. tablazat

Préba szekvencidk

(XX TN Y ) (X} e
[ L] [ .
CX Y e oo oo

O
oeo (XXX ] o0 (1}

57 -TCTGCCGATCCATACTGCGGAACAXAB

1. azonositdésza-

mu szekvencia

5’ -FP*TTTTCCTAGCMGCTTGTTTTGCTCGC

2. azonositdésza-

mad szekvencia

5’ -TATATGGATGATGTGGTATTGGAXAB

3. azonositodésza-

mu szekvencia

5’ -FP*TTTGGGCCAAGTCTGTACARCATC

4. azonositdsza-

mi szekvencia

5’ -CATTTGTTCAGTGGTTCGYAGGGCAXAB

5. azonositésza-

mu szekvencia

57 -

FP*TTTTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAG

6. azonositdésza-

mi szekvencia

5’ -CAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACAXAB

7. azonositdsza-

mi szekvencia

1. préba
2. prdba
3. prdba
4. prdba
5. préba
6. proéba
7. préba
8. prodba

5’ -FP*TTTTTCTCTCAATTTTCTAGGG

8. azonositdsza-

mu szekvencia

* jelentése foszforotioat-diészter (no

észter helyett);

X jelentése 3-(7-kumarinil)glicerin;

P jelentése tetraetilén-glikol;

B jelentése biotin TEG (Glen Research)

F jelentése fluoreszcein-foszforamidit

M jelentése A és C; és

Y jelentése C és T.

rmalis foszfodi-

.
4

(Cruachem) ;
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Mintak kezelése:

Mintékat 1iz4alé oldat (119,2 ul), préba oldat
(36,4 pl) és neutralizald oldat (44,4 pl) elegyitésével
kaptunk 96 lyuku mikrotitrald lemezeken.

Lizaldé oldatként 0,1875 mol/l1 koncentracidéjui natrium-
hidroxidot alkalmaztunk. Két kilonbozdé 1izald oldatot ké-
szitettink. Az egyik csak a natrium-hidroxidot tartalmazta,
a masik 24 fmol hepatitis-B virusgenomot tartalmazé plaz-
midvektort is tartalmazott. Az oldatokat 30 percig forral-
tuk. A kapott lizé&tumokat 0,45 pum pdérusdtméré&jli fecskendds
Acrodisc filteren Aatszlrtiik, mieldétt a lemez mélyedéseibe
szétosztottuk.

A prdéba oldatban a keresztkdétd komponenst tartalmazd
préba koncentracidéja (1. tablazat; 1., 3., 5. és 7. prodba)
54,9 nmol/l volt, a reagdld anyagot tartalmazd prébéébpedig
(1. tdblazat: 2., 4., 6. és 8. prdba) 137,4 nmol/l. A prdba
oldat 0,012% szarvasmarha szérumalbumint, 1,815 mol/l néat-
rium-kloridot, és pH-indikatorként 0,001% fenolvdrds indi-
katort is tartalmazott.

Neutralizald oldatként 0,015 mol/1 citromsav,
0,31 mol/l1 natrium-dihidrogén-foszfat, 1,5 mol/l natrium-
klorid, 0,42% Tween-20 és 35% formamid Osszetételd oldatot
alkalmaztunk.

Miutadn a reagenseket elegyitettiik, a lemezt 15 percig,
40°C-on inkubaltuk, majd az inkubdcidés hdémérsékletet 40°C-
on tartva, 30 percig, o6t darab 8 W teljesitményld izzdébdl
4116 izzdkészlettel (F8TS5/350BL; Sylvania), 300-370 nm hul-

lamhosszon, 1,5 mm vastag Pyrex filteren keresztil fénnyel
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besugaroztuk.

Streptavidinnel bevont paramagneses gydngydket (75 g;
Dynal M280) adtunk valamennyi mélyedéshez, és a lemezeket
30 percig, szobahémérsékleten inkubaltuk.

A kovetkezd mosasi lépésekben a mikrotitrdld lemezt
elészor magneses lapra helyeztiik, hogy a paramdgneses gyon-
gyoket pelletben oOsszegyljtsik; a folyadékot leszivassal
eltavolitottuk; és friss oldatot adtunk a mélyedésekhez;
k6zben, a paramidgneses szemcséket felszuszpendaltuk.

El6szdér, a mintadt 100 pl I-es mosdoldattal mostuk
(50 mmol/l natrium-hidroxid és 0,1% natrium-dodecil-szul-
fat). Ezutadn, a mintdkat egyszer 200 pl II-es mosdoldattal
mostuk (1XSSC és 0,1% Tween-20).

Ezt kévetden, a mintdkat kétszer inkubaltuk restrikci-
6s enzim és ellenanyag-konjugatum kezelések kiilonbozd kom-
bindcidinak alkalmazasa mellett. Az alkalmazott kombinacié-
kat a 2. tadblazatban adtuk meg. Valaménnyi esetben ugyanazt
a pufferoldatot alkalmaztuk, és a restrikcidés enzimet,
micrococcus nukledzt, ellenanyag-konjugatumot, és anti-
fluoreszceint/alkalikus foszfatazt kihagytuk, kiilon adtuk a
mintakhoz, vagy egylitt alkalmaztuk az inkubacidék soran.

Pufferoldatként 0,1 mol/l Tris (pH=7,5), 0,1125 mol/l
natrium-klorid, 0,5XsSsCc, 0,1 mmol/1l magnézium-klorid,
1,0 mmol/l kalcium-klorid, 1,0% Tween-20 és 0,25% szarvas-
marha szérumalbumin o6sszetételli oldatot alkalmaztunk. A
micrococcus nukledz 1 egységnyi mennyiségben adtuk a min-

tdkhoz. Az anti-fluoreszceint/alkalikus foszfatazt 1/20 000

higitdsban alkalmaztuk.
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Az elsd inkubalads soran a megfeleld puffer 50 pl
mennyiségét adtuk a mélyedésekhez, és a lemezt 30 percen
at, 37°C-on inkubdltuk. Ezutan, a mintdkat 220 pl II-es mo-
sboldattal kétszer mostuk. A masodik inkubdcidé sordn ismét
a megfeleld puffer 50 pl mennyiségét adtuk a mélyedésekhez,
és a lemezt 30 percig, 37°C-on inkubé&ltuk.

A mintadkat 220 pl II-es mosdoldattal négyszer mostuk.
Végil, a mosdoldatot 100 pl Attophos™ reagenssel helyette-
sitettiik. A szubsztratot 1 6ran at, 37°C-on inkubaltuk, és
a fluoreszcens szignalt fluoreszcens lemezolvasd késziilék-
kel (fluorométerrel; Packard Instruments) lemértiik.

I. Eljarhatunk Ggy, hogy az egyik prébat kimutathatéd
egységgel jeloljuk, és az alabbi kimutatadsi eljarast alkal-
mazzuk:

1. Homogén kimutatds fluoreszcens polarizacidés spekt-
roszképidval.

2. Tomegspektroszkédpia (MALDI, TOF, Electrospray,
stb.) .

3. A termék szétvalasztdsa tomeg vagy toltés alapjén
(azaz kromatografidval vagy elektroforézissel) torténhet,
majd fluoreszcencia kimutatdst, tomegspektroszképias anali-
zist, katalizdlt riporter uUlepitést, stb. végzink.

II. Eljarhatunk ugy, hogy a két prébat egymassal kol-
csénhatasba 1épd par tagjaival jeloljik, és az alabbi kimu-
tatadsi eljarast alkalmazzuk:

1. fluoreszcens rezonancia energiatranszfer;

2. LOCI eljaras.
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IITI. Eljérhatunk Ugy, hogy az egyik prébat kimutathatéd
egységgel jeloljik, a masik prébat befogd egységgel jelsl-
jik, és az aldbbi kimutatasi eljarast alkalmazzuk:

1. A befogd egység lehet példaul biotin, antigén vagy
receptorszubsztrat, amelyeken keresztil kiilon-kildn hozza-
kothetjik a terméket példaul avidint vagy streptavidint, az
ellenanyagot vagy receptort tartalmazé hordozdhoz. A kimu-
tathatdé egység lehet kozvetlenil kimutathatdé - példaul ra-
dioizotdp, fluorofor vagy kozvetlen enzimes jelolés (példa-
ul a proébaval kodzvetlenil konjugalt enzim; vagy lehet koz-
vetett médon kimutathatd, példaul antigén, amelyhez az en-
zim valamely szubsztrdtjat kimutathatdé termékké alakitd en-
zim-ellenanyag konjugatumot koétiink.

Prdébaparok:

Két préba alkot egy prébapart. Az 1. tablazatban meg-
adott szekvencidk (lasd fent) a kovetkezd parositasokban
négy prbébapart tartalmaznak: (1,2), (3,4), (5,6) és (7,8).

A prébaparokat ugy terveztik meg, hogy a két prdba a
célszekvencia szomszédos régidival hibridizaldéddjon, ezaltal
haromagu elagazast tartalmazdé préba-prdéba agat vagy szarat
képezzen. A haromadgu eldgazds prdba-prbéba agaban vagy sza-
raban, az egyik préba keresztkotést létrehozd komponenst és
biotin jeldlést tartalmaz; a masik préba timidin bazisokat
(reagdld anyagként a keresztkotést létrehozéd komponens széa-
mara), az utolsd timidin és a tetraetilén-glikol tavtartd

szekvencia kozt foszforotioat kotést, valamint fluoreszcens

egységet tartalmaz.
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Mindegyik prébapart harom kiilénbdzé tesztrendszerben
teszteltink, a célzott DNS jelenlétében vagy anélkiil:

(1) enzimatikus emésztés nélkiil;

(2) enzimatikus emésztéssel, az emésztést kdvetden el-
lenanyag hozzakotésével;

(3) enzimatikus emésztéssel, az emésztés sordn ellen-
anyag hozzakotésével.

Az aldbbi, 2. és 3. tablazatokban adjuk meg a prébak

vizsgadlatdra alkalmazott tesztkdrilményeket.

2. tablazat

Az alabbi tablazatban az egyes prdébaparok vizsgalatdra al-

kalmazott hat kilonbdz8 tesztkorilményt (A-F) ismertetjik

Teszt- A B c D E F
koridl-
mény
Célzott | nincs van nincs van nincs van
DNS
1. in- | puffer | puffer enzim enzim puffer | puffer
kubacid
2. in- ellen- | ellen- | ellen- ellen- en- en-
kubacid anyag anyag anyag anyag |zim/ell [zim/ell
enanyad | enanyag
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3. tablazat

Az aldbbi tdblazatban eredményeinket &sszegeztiik

Szignal: Relativ Fluoreszcens Egység

Prébapa Tesztkorilmény
r
A B c D E F
(1,2) 108 910 33 2199 31 2026
(3,4) 69 523 29 1929 30 1535
(5,6) 124 896 38 2114 34 1708
(7,8) 42 1066 25 1546 24 1591

Mind a négy prébapar esetében hasonldé eredményeket
kaptunk. A negativ mintdkbél szarmazé nem-specifikus szig-
nal csdkkent (vesd Ossze a C és E mintdkat az A kontrol-
lal), és a prébadk degraddladsa érdekében kezelt mintdknal
magasabb célspecifikus szignalt észleltink (vesd 6ssze a D
és F mintdkat a B kontrollal).

A célzott DNS hidnyaban megfigyelt szignalokat (A, C
és E tesztkoriilmények) Osszehasonlitva azt tapasztaltuk,
hogy a restrikcidés endonukleazzal kezelt mintak (C és E)
alacsonyabb és egységesebb szigndlt eredményeztek (C: atlag
31,25%, %Cv: 17,8; E: &tlag 29,75, %CV: 141). Ezzel szem-
ben, a kezeletlen mintdk esetében mért szignalok magasabbak

voltak, és jelentSsebb eltéréseket mutattak (atlag 85,75,

gCV: 42,4). A mintdk enzimes emésztése alacsonyabb nem-
specifikus (“hattér”) szignalokat eredményezett a negativ

mintakban.
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A célzott DNS jelenlétében mért szignalokat (B, D és F
tesztkdriulmények) Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a
restrikcidés endonukledzzal kezelt mintak 50-300%-kal na-
gyobb szignalt eredményeztek, mint a kezeletlen mintak. A
magasabb értékek feltehetSen annak tudhaték be, hogy az
enzimatikus degradaciés eljards szignifikans mértékben
csbkkentette a kimutathatd termék méretét és toltését,
ezadltal eldénydsebb kotépartnerek Jjottek 1létre az ellen-
anyag-konjugatum szamara, vagy sokkal eldénydsebb kérilmé-
nyek jottek létre a késdébbi, kimutathatdé fluoreszcens szig-
nalt eredményezd enzimreakcid szamdra.

Valamennyi idézett szabadalmi leirds és kdzlemény tel-
jes terjedelmében a kitanitds részét képezi.

Nyilvanvaldé, hogy szakember képes kiilonbdz8 médositd-
sok végrehajtasara anélkiil, hogy a taldlmanyi a gondolattél
vagy a talalmany oltalmi korétél eltérnénk. A taldlmany
szerinti megoldast annak eldényds megvaldésitdsi mdédjain ke-
resztil szemléltettik, anélkil azonban, hogy igényilnket az
ismertetettekre korlatoznank. A taldlmany szerinti megol-
dasnak az ismertetettektdl eltérd, szakember szamara nyil-
vanvaldé megvaldsitasi médjai szintén a taldlmany targykoré-

be tartoznak.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras célnukleinsav-szekvencia kimutatdsara min-
taban, azzal jellemezve, hogy:

(i) mintat szekvencia-specifikus hibridizacidét leheté-
vé tevd korlilmények mellett prébapdrral érintkeztetiink,
amely prébapar

mindegyik prébaban, a prdéba célnukleinsav-szekvencia-
val nem-komplementer végén, a masik prébaval kdélcsdnhatésba
lépve prdéba-préba &g kialakitédsadra képes “préba-prdba agat
képzd&” régiédt;

az egyik prdéba préba-prdédba agat képzdé régidjadban elhe-
lyezve, legaldbb egy keresztkdtést létrehozé komponenst -
amely - miutdn a prébak a célnukleinsav-szekvencidval ba-
zisparokat képeztek - kovalens médon keresztkdtést képez a
prébapdr masik tagjdnak préba-préba agat képzé régidjaban
elhelyezett keresztkoétést létrehozé komponenssel reagaléd
anyaggal, és

a prébadk legaldbb egyikéhez kapcsoltan, legaldbb egy
kimutathaté egységet tartalmaz;

(ii) a mintat fénnyel besugarozzuk, midltal a prdbapar
szomszédos tagjainak préba-préba agat képzé régidit ke-
resztkotéssel osszekapcsoljuk;

(iii) a prébak keresztkdtéssel Osszekapcsolt, proéba-
préba agat képzé régidjat a célszekvenciaval komplementer
régiérél levalasztjuk; és

(iv) legalabb egy levalasztott, keresztkotéssel Ossze-

kapcsolt prdéba-prdba &g Jjelenlétét kimutatjuk, annak indi-
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kdtoraként, hogy a mintaban a célnukleinsav-szekvencia je-
len volt.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy keresztkotést létrehozd komponensként a felsorolt ve-
gyliletek barmelyikét alkalmazzuk: kumarin vagy kumarin
szarmazékok, példaul 3-(7-kumarinil)glicerin; pszoralen,
pszoralen szarmazékok, mint példidul 8-metoxi-pszoralen vagy
5-metoxi-pszoralen; cisz-benzodipiron vagy cisz-benzodipi-
ron szarmazékok; transz-benzodipiron, transz-benzodipiron
szArmazékok vagy fuziondltatott kumarin-cinnolin gylirdrend-
szereket tartalmazd vegyililetek.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljarads, azzal
jellemezve, hogy a keresztkdtést létrehozd komponenssel re-
agaldé anyagként pirimidint vagy pirimidin szarmazékokat al-
kalmazunk.

4. Eljadras célnukleinsav-szekvencia kimutatdsdra min-
tdban, azzal jellemezve, hogy:

(i) mintat szekvencia-specifikus hibridizaciét lehetéd-
vé tevd koriilmények mellett prébaparral érintkeztetink,
amely prébapar

mindegyik prébdban - a préba célnukleinsav-szekvencia-
val nem-komplementer végén - a masik prébaval kodlcsdnhatas-
ba lépve préba-prdéba ag kialakitasara képes “proba-proéba
dgat képzd&” régioét;

a prbébapar elsd tagjanak préba-préba agat képzd réegid-
jaban elhelyezve egy elsé keresztkétést létrehozd kompo-
nenst, prébapar masodik tagjanak prdéba-prdba agat képzd reé-

gidjaban elhelyezve egy masodik keresztkotést létrehozd
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komponenst; valamint

a proébadk legalabb egyikéhez kapcsoltan, legaldbb egy
kimutathaté egységet tartalmaz;

(ii) a mintAt fénnyel besugarozzuk, midltal a prdébapar
szomszédos tagjainak prdéba-prdéba Aagat képzd régidit ke-
resztkotéssel oOsszekapcsoljuk;

(iii) a proébak keresztkotéssel oOsszekapcsolt, préoba-
préba agat képz6é régidjat a célszekvenciaval komplementer
régidérdl levalasztjuk; és

(iv) legaldbb egy levalasztott, keresztkotéssel Ossze-
kapcsolt préba-préba ag jelenlétét kimutatjuk, annak indi-
kdtoraként, hogy a mintdban a célnukleinsav-szekvencia je-
len volt.

5. A 4. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy keresztkotést 1létrehozdé komponensként aril-olefint
vagy aril-olefin szarmazékokat alkalmazunk.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy kimutathatdé egységként fluoresz-
ceint, fluorofort, radioizotdépot, antigént vagy enzimet al-
kalmazunk.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a prépépér egyes tagjainak prdéba-
préba agat képzd régidéjdban legalabb két, eldnydsen korul-
beliil kettdtdl nyolcig terjedd szamu bazisparképzd nukleo-
tidot alkalmazunk.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a prébdk keresztkdtéssel oOsszekap-

csolt préba-préba agat kémiai vagy enzimatikus degradacié-
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val valasztjuk le a célszekvencidval komplementer régidérél.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a célnukleinsav-szekvencidban, a
prébapar tagjaival homolég szekvencidk kozott nem tébb,
mint korilbelil két nukleotid hosszusdgl hézagot hagyunk.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a probébapdr egyik tagjdhoz legalébb
egy szigndlriporter csoportot, a prébapar masik tagjdhoz
legaladbb egy befogd csoportot kotink.

11. A 10. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy befogd csoportként biotint, antigént vagy recep-
torszubsztratot alkalmazunk.

12. Nukleinsavprdéba, amely:

(i) célszekvencidval komplementer régidét - amely ba-
zisparokat képez a célszekvencia régidjaval;

(ii) prdéba-prdéba agat képzdé régidét - amely nem hibri-
dizaldédik a célszekvenciaval;

(iii) egy elsé keresztkotést létrehozdé komponenst a
préba préba-préba agat képzé régidban elhelyezve, amely -
miutadn a prdébak bazispdrokat képeztek a célszekvenciaval -,
a masodik préba prdéba-prdba agat képzdé régidjaban elhelye-
zett masodik keresztkotést létrehozd komponenssel vagy ke-
resztkotést létrehozd komponenssel reagald anyaggal reagdl-
va kovalens keresztkotést képes létrehozni;

(iv) legaladbb egy kimutathaté egységet - a prébak le-
galdbb egyikének préba-préba agat képezd régidjahoz kap-

csoltan; és
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(v) a célszekvenciival komplementer régidé és prodba-
préba agat képzd régid kozodtt degradacids helyet tartalmaz.

13. Nukleinsavprdéba par, amely:

(i) mindegyik prdébaban célszekvenciaval komplementer
régiét - amely bazisparokat képez a célszekvencia régidja-
val;

(ii) mindegyik prébaban préba-prdba agat képzd régidt
- amely nem hibridizalédik a célszekvenciaval;

(iii) egy elsé keresztkotést létrehozd kompdnenst az
egyik préba préba-préba &agat képzd régidjaban elhelyezve,
amely - miutédn a prébdk bazisparokat képeztek a célszekven-
cidval -, a prdébapar masik tagjanak prdéba-préba agat képzé
régiéjaban elhelyezett masodik keresztkoétést létrehozd kom-
ponenssel vagy keresztkotést létrehozd komponenssel reagald
anyaggal reagalva kovalens mdédon keresztkoétést képes létre-
hozni;

(iv) legaldbb egy kimutathatdé egységet - a prébapar
legaldbb egyikének préba-préba agat képezd régidjahoz kap-
csoltan; és

(v) a célszekvenciaval komplementer régid és proba-
préba agat képzd8 régid kozott degradacids helyet tartalmaz.

14. A 13. igénypont szerinti nukleinsavprdéba par,
amely:

legaldbb egy szigndlriporter csoportot tartalmaz a
prébapar egyik tagjanak préba-prdba agat képzd régiéjahoz
kapcsoltan, és legaldbb egy befogd csoportot tartalmaz a
probapadr mésik tagjénak préba-prdba agat képz& régidjahoz

kapcsoltan.



- 65 - evee e ') .
* L ] * o .
ee L ] ace LE ]

L] . L] e o
ee® o9t oI L

15. Nukleinsavpréba par, amely kovetkezd képletii pré-

ba-préba agat tartalmaz:

N (b)N(b)

(i) ahol L és L’ kozul legalabb az egyik jelen van, és
jelentésik jeldlbdanyag;

(ii) N jelentése nukleinsav;

(iii) ,a” és ,b” N szamat jelols, egymastdl filiggetlen
egész szamok;

(iv) X egy elsd keresztkotést létrehozd komponenst je-
161;

(v) Y egy masodik keresztkotést létrehozd komponenst
vagy keresztkotést létrehozd komponenssel reagald anyagot
jelosl;

(vi) ahol az elsd keresztkdtést 1l1létrehozd komponens
kovalens médon kotddik a masodik keresztkotést 1létrehozd
komponenssel vagy keresztkotést létrehozd komponenssel rea-
gadldé anyaggal, permanens médon Osszekapcsolva a prdba-proéba
agakat.

16. A 15. igénypont szerinti nukleinsavpréba par, ahol
L. jelentése szignadlriporter csoport, és L’ jelentése befogd
csoport.

17. A 16. igénypont szerinti nukleinsavpréba par, ahol

a szignalriporter csoport fluoreszcein, fluorofor, radioi-
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zotbép, antigén vagy enzim.

18. A 16. igénypont szerinti nukleinsavpréba par, ahol
a befogd csoport biotin, antigén vagy receptorszubsztrat.

19. A 15-18. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
savprbéba par, ahol a prdébapadr egyes tagjainak szekvencidja-
ban a= 0-20 és b= 0-80 nukleotid hosszusagu.

20. A 14-19. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
savprdéba par, ahol a keresztkétést 1létrehozd komponens
kumarin, kumarin szarmazék, példaul 3-(7-kumarinil)glice-
rin; pszoralen, pszoralen szarmazék, mint példaul 8-metoxi-
pszoralen vagy 5-metoxi-pszoralen; cisz-benzodipiron vagy
cisz-benzodipiron szarmazék; transz-benzodipiron, transz-
benzodipiron szarmazék; vagy fuzionadltatott kumarin-cinno-
lin gylGrlGrendszereket tartalmazé vegyiilet; aril-olefin vagy

aril-olefin szarmazék.
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