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A taldlmdny egy aspektusdban kiilonbdzd protein/nuklein
sav hibrid prébdk keriilnek leirdsra, melyek immunovizsgd
latokban a detektdlhatd j=1 amplifikéléséra haszndlhatdk.

A protein rész képes akdr antitestként, akar antigénként
funkciondlini. A nukleinsav rész jel amplifikdldként szol
gdl. Egy mdsik megvalésulésfan szdmos immunovizsgdlati
detektdlhaté jel amplifikdldei mdédszer kerilil leirdsra,
melyekben hibrid prébédk és ezekkel Osszefliggd polinukleo-

tid prévék keriilnek alkalmazdsra.
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Az aldbbiakban megadjuk a taldlmany leirdsat.

Technikai rész

A taldlmdny tdrgya dltaldnosan az immunoldégia és a nuklein-
sav kémia tdrgykorébe tartozik. Specifikusabban, a nuklein-
sav hibridizidcidnak az immunvizsgdlatokban detektdlhatd

jel amplifikdldsdhoz vald felhaszndldsdra vonatkozik.
A kovetkez8kben megadjuk a taldlmdny tudomdnyos hatterét.

A nukleinsav hibridizdcidk napjainkban a genetikai
kutatdsban, az orvosbioldgiai kutatdsban és a klinikai di-
agnosztikdban haszndlatosak DNS, RNS és/vagy mds anyagok
heterogén elegyeiben jelenlevd bizonyos nukleotid szekven-
cidk detektdldsdre és menniységiik mérésére. A nukleinsav
hibridizdcids alapvizsgdlatban egyszdlu analit nukleinsa-
vat /akdr DNS-at, akdr RNS-at/ hibridizdltatnak kdzvetlen
vagy kdzvetett médon egy jeldlt nukleinsav prébdhoz és a
jelolést tartalmazd duplexek mennyiségét mérik. Radioaktiv
és nem radioaktiv jeldlések egyardnt haszndlatosak.

Az alapvizsgdlat azonban nem elég érzékeny. Ha az a-
nalit alacsony képia szdmban, vagy kis koncentrdcidban van
jelen, a jel nem kiilonithetS el a hdttér zaj%Gl. Az alap-
séma kiilonbozd vdltozatait feilesztették ki azért, hogy

el8segitsék a cél duplexek idegen anyagtdl vald elkiiloni-



tését és/vagy amplifikdljdk az analit szekvencidkat, a de-
tektdlds eldsegitése céljdbdl. Ezek a valtozatok azonban
d41taldban Osszetett és idSigényes eljdrdsok, erds a hattér,
kicsi az érzékenység és bonyolult a mennyiségi meghatdro-
zés. Ezen vdltozatok d1ltaldnos értékelése a 89/03891-es
szdmu International Patent Publication-ben taldlhatd.

Az immunvizsgdlatokat dltaldnosan haszndljdk a geneti-
kai kutatdsban, az orvosbioldgiai kutatdsban és a klinikai
diagnosztikdban bizonyos, a vérmintdk heterogén keveréké-
ben, sejtkivonatokban és mds anygokban jelenlevd antigén
epitépok detektdldsdra és mennyiségi meghatdrozdsdra. Egy
alap immunvizsgdlat magdba foglalja egy akdr monoklondlis,
akdr poliklondlis antitestnek egy cél antigénhez vald spe-
cifikus kot8dését és egy a reakcid detektdldsdra szolgdld
médszert. Ilyen mdédszert foglalnak magukba, kiilonb6zd di-
rekt, indirekt és szendvics immunvizsgdlatokat tartalmazd
kiilonboz8 eljdrdsok. Azonban az esszencidlis antigén/anti-
test kolcsonhatds detektdldsdnak érzékenysége tobbnyire a
nukleinsav hibridizdcidkndl fentebb leirtakkal megegyezd
problémdkat mutat.

Kiilonb6z8 technikdk, mint pl. a radioimmunvizsgdlat,
immunperoxiddz és ELISA haszndlatosak jelenleg az immun-
vizsgdlatokhoz. A radioimmunvizsgdlatoknak azonban az a
hédtrdnyuk, hogy veszélyes és a kidrnyezetre kdros reagensek
haszndlatdt igénylik. Az immunperoxiddz és az ELISA mdédszer-

nek pedig az ﬁhétrénya, hogy alacsony a jel/zaj ardny és



limitdlt a jel amplifikdcid.

A taldlmdny egy els8dleges tdrgya jel amplifikdcids
médszerek biztositdsa az immunvizsgdlatokhoz, olyan egyedi
polinukleotid molekuldk felhaszndlédsdval, melyek hasznos-
nak bizonyultak a nukleinsav hibridizacids vizsgdlatokban,
Ezek az amplifikdld tesztek jél reprodukdlhatd jel noveke-
dést és jél reprodukdlhatd jel/zaj ardnyt biztositanak,
mennyiségi meghatdrozdsra alkalmasak és reprodukilhatdak,
tovabbd képesek az alacsony koncentracidban jelenlevd ana-
1it antigénnel specifikusan k6t8dni, valamint "univerzdalis"
nukleinsav marker résszel stabil komplexeket képezni.

Az 4dltaldnosan ismert 1989 szept. 19 —-én kiadott
4,868,105 szému US szabadalom , melynek leirdsdt a hivat-
kozds révén a taldlmdnyba épitettiik, leir egy oldat fazisu
hibridizdcids szendvics vizsgdlatot, melyben az analit nuk-
leinsavat egy "jelold prdbdhoz" és egy "befogd prébidhoz"
hibridizdltatjdk. A prdéba - analit komplexet hibridizdcid-
val szildrd témasztékhoz kotik. Ez lehetlvé teszi az analit
oligonukleotid szildrd fdzisu komplexként vald eltdvolita-
sdt az oldatbdl, ezdltal koncentrdlva az analitot, megkony-
nyitve mds reagesektdl vald elvdlasztdsdt és ellsegitve
késSbbi detektdldsdt.

A WO 90/13667 szdmu, 1990 nov. 15-én kozzétett, alta-
ldnosan ismert PCT alkalmazds linedris és eldgazé , két
doménb8l 4114, multimer polinukleotid prdébdkat ir le, va-

lamint ezen prdébdkat a nukleinsav hibridizdcids vizsgdla~-



tokban jel amplifikdldkként felhaszndlé médszereket. Az el~
88 domén komplementer egy kérdéses egyszdlu oligonukleotid -
szekvencidval és a mdsodik domén t8bb egyszdlu oligonukle-
otid alegységb8l 411, melyek egy egyszalu jelolt oligonuk-
leotiddal komplementerek,

Az dltaldnosan ismert idevonatkozé PCT/US91/00213-as
szdmu PCT Alkalmazds olyan polinukleotid prébdkat ir le,
melyek hdrom doménnel rendelkeznek, valamint ezen prdbdk
nukleinsav hibridizdcids vizsgdlatokban jel amplifikdldkként
vald haszndlatdnak mdédszereit. Az els$ domén komplementer
a kérdéses egyszdlu oligonukleotid szekvencidval, a mdso-
dik domén képes egy bakteridlis fédg DNS-dependens RNS po-
limerdz enzim aktivitdsdnak prométereként, a harmadik do-
mén pedig a polimerdz aktivitds transzkripcids templdtja-
ként miikodni,

Protein/DNS hibrid molekulékat alkalmaznak nukleinsav
hibridizdcids vizsgdlatok prébdiként, ahol a protein egység
jelold komponensként miikddik /Czichos,d., et.al., Nucl,
Acids Res, /1989/ 17:1563; U.S. Patent No. 4,873,187; U.S.
Patent No. 4,737,454./.

Protein/DNS hibrid molekuldkat = alkalmaznak préba-
ként immunvizsgdlatokban is. A 4,692,509~es szamu US gza-
badalom leir egy radiosktiv jelolésii hibrid prébdt, mely
egy proteint és egy kovalensen kotott radiokativ oligonuk-
leotidot tartalmaz. A radiokativ részt haszndljédk a fehér-

je rész jelenlétének jelzésére egy bioldgiai vizsgdlatban.



A 154 884 szému E.P.A. egy protein/DNS hibrid molekuldt
ir le, melyben a protein rész egy célproteint ismer fel
specifikusan, és a nukleinsav rész a jelol8 szerepét t6l-

ti be.
A kovetkez8kben megadjuk a taldlmény Osszefoglalédsat.

A taldlmdny egyik aspektusa egy polipeptid/polinukleo-
tid hibrid molekuldris prdba, mely a detektdlhatd jel amp-
lifikdldjaként haszndlhatdé az immunvizsgdlatokban. Egy
megvaldsuldsban a "polimerdz prdba" hdrom domént tartal-
maz:

/a/ egy els8 domént /A/,; mely egy polipeptid és egy
ismert antigénre specifikus antitestként funkciondl;

/b/ egy mésodik domént /B/, mely egy kétszdlu poli-
dezoxiribonukleotid, mely eg& DNS~fiiggd RNS polimerdz en-
zim aktivitds prométereként képes funkciondlni; és

/c/ egy harmadik domént /C/, mely vagy egyszdlu vagy
kétszdlu és mely a mdsodik doménnel oly mddon szomszédos,
hogy a harmadik domén képes a mdsodik domén prométer akti-
vitdsdnak templédtjaként funkeciondlni.

A taldlmdny egy mdsodik megvaldsuldsa egy polipeptid/
polinukleotid-hibrid molekuldris prdéba, mely immunvizsgdla-
tokban a detektdlhatd jel a@blifikéléjaként haszndlhatd.

Ez a "multimer prdéba" két domént tartalmaz:

/a/ egy els8 domént /A/, mely olyan polipeptid, mely



egy az ismert antigénhez specifikusan k6t6d6 antitestként
képes funkciondlni;

/b/ egy mdsodik domént /M/, mely t6bb egyszdlu oligc-
nukleotid alegységet tartalmaz, melyek képesek a kérdéses
egyszdlu nukleinsav szekvencidhoz specifikusan kotSdni; és

/c/ az elsS és a mdsodik domén Osszekapcsoldsdra szol-
gdld eljérast.

A taldlmdny egy mdsik aspektusa egy immunovizsgdlat-
ban egy detektdlhatd jel amplifikdldsdnak egy mdédszere,
melyben a supra leirt polimerdz prébdt haszndljuk. Ez a méd-
szer a kovetkez8kkel jellemezhetd:

/a/ az antigenikus analitot direkt vagy indirekt médon
egy szildrd szubsztrdton immobilizdljuk;

/b/ az elsé molekuldris prdébat direkt vagy indirekt
médon az analithoz k&tjiik. a prdba a kovetkezbket tartal-
mazza: |

/i/ egy kotd domént /A/;

/ii/ egy mdsodik domént /B/, mely egy kétszdlu
DNS szekvencia, mely egy DNS-fiiggd RNS polimerdz enzim ak-
tivitds prométereként képes funkciondlni; és

/iii/ egy harmadik domént /C/, mely vagy egyszalu
vagy kétszdlu és a B doménnel szomszédos oly médon, hogy
a harmadik domén a mdsodik domén promdter aktivitdsdra szol-
g416 templdtként képes funkciondlni.

/c/ a nem kotddott prébat eltdvolitjuk;

/d/ az RNS oligomerbdl szdmos képiat transzkriptdlunk



a DNS~fiiggd RNS polimerdz aktivitdason keresztiil, melyek a
préba szerkezet harmadik doménjének /C/ templdt szekvenci-
4jadval /c’/ komplementerek; és

/e/ a transzkripteket mennyiségileg meghatdrozzuk.

A taldlmdny egy mdsik aspektusa egy immunovizsgdlatban
a detektdlhatd jel amplifikdldsdnak egy mdsik mdédszere a
supra leirt multimer prdébdk nasznilatival. Ez a médszer a
kovetkez8kb8l 411:

/a/ az analitot direkt vagy indirekt mddon egy szildrd
szubsztrdton immobilizdljuk;

/b/ az analithoz direkt vagy indirekt médon egy hib-
rid molekuldris prébdt kotiink, mdy a kovetkezbkbSl 4ll:

/i/ egy kot8 doménbdl /A/, mely egy olyan poli-
peptid, mely a kérdéses antigénhez specifikusan k&tddni
képes antitestként képes funkciondlni; és

/ii/ egy mésodik doménbdl /M/, mely tobb egysza-
1u DNS oligonukleotid alegységet tartalmaz, melyek képesek
specifikusan kot8dni egy egyszdlu jeldlt oligonukleotid-
hoz; és

/iii/ az els$ és a mdsodik domén kotésére szolgdld
médszerbll.
/c/ a nem k6t8d6tt prdébat eltdvolitjuk;
/d/ egyszdlu, jelolt oligonukleotidokat hibridizdlunk,
melyek tartalmaznak egy olyan nukleotid szekvencidt, mely
alapjédban véve komplementer a domén M préba - a mdsodik

domén - alegység szekvencidjdval.



/e/ a nem kot8dctt jelolt oligonukleotidokat eltdvo-
litjuk; és

/f/ a prébdhoz kot8d8 jelolt oligonukleotid mennyisé-
gét meghatdarozzuk,.

A taldlmdny egy megint mds megvaldsuldsa egy kompeti-
tiv immunovizsgdlatban egy detektdlhatdé jel amplifikdlésé-
ra s8z0lgdld médszer, mely a kivetkezlkkel jellemezhets:

/a/ létrehozunk egy hibrid molekuldt, melyben az A do-
mén egy hapténként funkciondlni képes polipeptid és ez a
domén egy a polimerdz prdéba B/C doménjéhez vagy a multimer
préba M doménjéhez kotddik;

/b/ a hibrid molekuldt direkt vagy indirekt mdédon egy
gszildrd szubsztrdton immobilizdaljuk egy kompetitiv analit
jelenlétében;

/c/ a nem kotéd8 prdbdt eltdvolitjuk; és vagy

/d/ a DNS-fiigg8 RNS polimeréz aktivitdson keresztiil
RNS oligomerek szdmos képidjét transzkriptdljuk és a transz-
kripteket mennyiségileg meghatdrozzuk - ez az az eset, ami-
kor a polimerdz prébdt konjugdljuks vagy

/e/ egyszdlu jelolt oligonukleotidokat hibridizdlunk
az M domén alegységeihez, a nem kotstt jelolést eltdvolit-
juk és meghatdrozzuk a kotott jelolés mennyiségét - ez az

az eset, amikor a multimer prdbdt konjugdljuko
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A kovetkez8kben megadjuk a taldlmdny rajzainak rovid lei-

réasét.

1A dbra: egy monomer polimerdz tipusu amplifikdld pré-
ba sematikus bemutatdsa. A nagybetiik a doméneket jelolik,
a kisbetiik a doménen beliili szdlakat. A kiemelt beti az al-
sé szdlat jelsli /a 3’-t81 az 5° felé olvasva, balrdél jobb-
ra/. Az A domén egy olyan antitest, mely egy cél epitdpot
ismer fel. A B domén egy RNS polimerdz prométere. A c’ szek-
vencia az RNS polimerdz templdtja. A prdéba egy szdlként
szintetizdl6dik. Az AAAAAAA a C régid végén a poli-A kOt6t
képviseli, mely az Onrenaturdcidt teczi lehetdvé. Az A és
B domének kozotti A/T régid tetszés szerint sziikséges a tel-

jes antitest aktivitds megtartdsdhoz.

1B dbra: a polimerdz tipusu amplifikdldé prdba egy meg-
valdsuldsdnak DNS szekvencidja. A B préméter domén a ko=~
vetkezd kozds szekvencidkbdl d1l: a bakteriofdg T7 promd-
terb8l /5°-TAATACGACTCACTATA-3’/ és még 15 tovdbbi mara-

dékbSl a prométer szekvencidtdél 5° irdnyban.

1C dbra: egy multimer polimerdz tipusu amplifikdld
préba sematikus bemutatdsa, melyben az A domén egy anti-
testként funkciondl és a kétszdlu B és C domének Onrenatu-

rélédnak.

1D dbra: a multimer amplifikdld prébdk sematikus bemu-

tatdsa, melyben az A domén antitestként funkciondl és az
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M domén tobb oligomer alegységbll all. Bemutatunk eldgazd

és fésli~szeri multimereket is.

A 2A dbra: egy szendvics immunovizsgdlat sematikus be-
mutatdsa, mely magdba foglalja a polimerdz tipusu amplifi-
kdlSé prébdt. Az analit proteint indirekt mdédon egy szildrd
gzubsztrdton immobilizdljuk ugy, hogy komplexet képeszlink
egy elsd antitesttel /pl. egy "rab" /nyul/-antitesttel/;
és indirekt médon az amplifikdld prdébahoz kapcsoljuk oly
médon, hogy egy mdsodik antitesttel képezlink komplexet /pl.
egy egér antitesttel/.

A 2.B dbra: egy szendvics hibridizdcids/immunovizsga-
lat rendszer sematikus bemutatdsa. Az analit proteint a
fentiek szerint indirekt médon immobilizdljuk. A masodik
antitesttel /egér-anti analit/ és egy hibrid antitest/poli-
nukleotid molekulaval kompleket képeziink, melyben a prote-
in rész egy anti-egér antitestként funkciondl és a polinuk-
leotid rész komplementer az amplifikald prdéba a’ nukleotid

régidjdval /ebben az esetben egy multimer prdéba/.

A 3, dbra: RNS polimerdz transzkriptek marker moleku-
laként vald alkalmazdsdt mutatja be immunovizsgdlatban.
Miutédn a polimerdz prdébdt magdba foglald szendvics komplex
1létrejon RNS polimerdzt adunk hozzd és tObb RNS transz-
kript /c/ - melyek komplementerek a templdt szekvencidval
/c?/ - termeldédik. Ezen szekvencidknak két aldoménje van:

a cl—et -mely a befogd prébdval komplementer - szildrd
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szubsztrdton immobilizdljuk; és a c,, mely a jelold prdba-
val komplementer. Ez lehetdvé teszi a jeloldé anyag kozve-
tett immobilizdldsdt és a hibridizdcids vizsgdlati jel egy-
szerii mennyiségi meghatdrozdsdt. A "x" a beépitett jeldls
anyagot jeloli, mely lehet radioaktiv, kemilumineszcens,

fluoreszcens vagy enzimatikus.

A 4. dbra /A-P részek/ a "fésli-szeri" és/vagy szétd-
gazé szerkezetii multimerek elddllitdsdban haszndlt eljdrd-

sokat mutatja be.

A kbvetkez8kben megadjuk a taldlmény részletes leirdsdt.

A taldlmdnyban a kovetkezsd fogalmakat haszndltuk.

A "detektdlhatd jel" egy Srokdlhetd jele egy biokémi-
ai esemény el8forduldsdnak, mint pl. a nukleinsav hibri-
dizdcidnak vagy egy antigén és antitest kotSdésének. A ta-
14lmany leir az immunovizsgdlatok detektdlhatd jelének
amplifikdldsdra szolgdldé médszereket.

A "DNS-fiiggd RNS polimerdz" egy olyan enzim, mely egy
komplementer DNS templdtbdl szdrmazé specifikus szekvencia
RNS-ének polimerizdcidjdt segiti elS.

A "domén" egy biokémial molekula egy olyan adott ré-
giéja, melyet funkcidja jellemez.

Az "epitdp" az immunogén molekula azon része, melyet

specifikusan ismer fel a megfeleld antitest és mely a meg-
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feleld antitesttel komplexet képez, egy immunoldgiai reak-
cidban.

A nukleotid/peptid "hibrid" molekula tartal mz mind
nukleinsav maradékoke t &aminosav maradékiat ,mindegyiket a
molekula egy elkiildniilt funkciondlis doménjében.

Az "immunogén" egy olyan anyag, mely specifikus mddon
képes egy antitesttel reagdlni.

Az "immunoldgiail reakcid" az antitest specifikus fel-
ismerése és kotddése egy immunogén epitdépjédhoz. Az "immu-
novizsgdlat" egy olyan mddszer, melyben meghatdrozzuk egy
epitdp Jjelenlétét ugy, hogy egy immunoldégiai reakcidt kom-
bindlunk a reakcidé detektdldsdra és mennyiségi meghatdro-
zdsdra szolgdld médszerrel.

A "polidezoxiribonukleotid" egy polimer DNS molekula.
A "polinukleotid" egy polimer DNS vagy RNS molekula.

A "prométer'" egy polideéoxiribonukleotid egy olyan he-
lye, melyhez egy RNS polimerdz enzim kot8dik a transzkrip-
cid inicidlésa el8tt.

Az "RNS-filiggl RNS polimerdz" egy olyan enzim, mely
egy komplementer RNS templdtbdl szdrmazd specifikus szek-~
vencia RNS-ének polimerizdicidjit segiti eld.

A "transzkripcid" egy olyan enzim daltal kozvetitett
folyamat, mely révén RNS jon létre egy komplementer poli-
nukleotid templdtbdl.

A kettdsszdlu DNS molekula "felsd szdla" az a szdl,

melynek 5 vége a bal oldalon van, mivel a szekvencia bal-
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rél jobbra olvasdédik. Ezen szdl szekvencidajdt mindig be-
mutatjuk a komplementer "alsd szdljanak" szekvencidja fo-
15tt. Az alsd.szdl 3°~t81 az 5’ felé balrsl jobbra olvaséd-

dike.

A k8vetkez8kben megadjuk a taldlmdny kivitelezésdnek méd-

jait o
I Amplifikdcids prdbdk
A. Polimerdz prdbik.

A taldlmdny egy aspektusa egy DNS amplifikacids pré-
ba ,/polimerdz prdébaként hivatkozunk rd/, mely hdrom funk-
ciondlis domént tartalmaz. Ezt a prdébdt az immunovizsgdla-
tokban a detektdlhatd jel er8sitésére haszndljuk.

Az elsd domén /A - 1A &bra/ egy olyan polipeptid,
melﬂantitestként funkciondl a vdlasztott antigennel szem-
beni specifitdst mutatva. A polipeptid funkciondlis régi-
6jdt egy olyan régidé kdveti, mely vagy aminosav vagy nuk-
leinsav maradékokbdl 411, pl. egy spacer régid, mely alap-
jédban véve nem médositja az antitest aktivitédsdt. Az anti-
test aktivitds lehet magdnak az analitnak egy epitdpjara
specifikus; azonban egy eldényben részesitett megvaldsulds-
ban az antitest a kérdéses infra leirt vizsgdlatban hasz-

ndlt /pl. anti-nyul IgG vagy anti-humdn IgG, ldsd a 2A &b-
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rdt/ immunoglobulin egy antigenikus determindnsdra irdnyul.

Az alkalmazdsban az analitot kapcsolatba hozzuk egy
gpecifikus antitesttel, a felesleges antitesttet eltdvo-
litjuk és ezutdn az amplifikdcids prdébdt reagdltatjuk a
kotott antitesttel.

El8nySsen az analitot eldszdr egy szildrd szubsztri-
ton immobilizdljuk az egymdst kOvetd mosdsi eljdrdsok eld-
segitése céljédbdél. Ez az immobilizdlds lehet direkt /pl.
az analitnt tartalmazd bioldgiai készitményt kothetjik egy
nitrocelluldz sziirdhdz/ vagy indirekt /pl. egy specifikus
antitestet immobilizdlhatunk egy szildrd szubsztrdton és
az analitot ezutdn kotjilk az immobilizdlt antitesthez/.

A mdsodikx domén /B - 1A dbra/ d&ltaldban lo-40 bdzis-
pdr hosszusdgu, elénydsen 20-35 bdzispdr hosszusdgu, még
eldénydsebben 30-35 bdzispdr hosszusdgu, kétszdlu és DNS-
irdnyitott RNS polimerdz promdterként funkciondl. Ez a
prométer dltaldban egy bakteridlis fdg promdter szekvencid-
j4bdl szirmazik, eldnydsen a T3-as, TT-es vagy az SP6-os
fdgok birmelyikébdl, még eldnybsebben a T7-es bakterio-
fédgbdl. Az RNS polimerdzok ezen osztdlya erSsen promdter
specifikus. Taldn a legjobban jellemzett prométer a T7-es
/1B ébra/. Tizenhét /17/ T7 prométerbdl szdrmazd DNS szek=-
vencia ismert és a kozOs szekvencidat megfejtették: 5'-TAA

TACGACTCACTATA-3? /Oakley and Coleman, Proc, Natl.Acad.Sci,

/1977/ 74:4266; Dunn and Studier, J.Molec.Biol. /1983/

166:477/. A komplementer szdlon a prométertdl 3’ irdnyban
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levs szekvencidk /a c¢® szegment, melynek 3’ vége a b’ szeg-
ment 5° végével szomszédos/ transzkripcids templdtként
szolgédlnak és szdmos templdt szekvencia varidcidé transz-
kripcidja illeszthetd hozzd /1B &bra/. Csupdn maga a pro-
méter régid kell kétszdlu legyzn /Milligan et al., Nuc.
Acids Res. /1987/ 15:8783/.

A promoter 5° végén elhelyezkedd részek kevéssé befo-
lydsoljdk a transzkripcidét. Példdul az eldnyben részesitett
megvaldsuldsban a B régid a T7-es prémdéter kozds szekven -
cidjdbdél valamint a k&z8s szekvencidtdl 5’ irdnyban a
Pyull restrikcids helyig tartd tovédbbi bdzisokbdl 4ll,
melyek megegyeznek a pT7 plazmidok /beszerezhetd a US Bio-
chemicals-t81/ szekvencidjdval /1B &bra/. Bzek a szekven-
cidk lehetnek idegen szekvencidk is.

A harmadik domén /C ~ 1A dbra/ kozvetleniil a mdsodik
domén 3? végénél helyezkedik el és ezen domén c’ szdla a
B promdter domén templdtjaként szolgdl. A C domén dltald-
ban 30-80 nukleotid hosszusdgu, eldnydsen 35-50 nukleotid
hosszuségu, még eldnydsebben 40-45 nukleotid hosszuségu.
Ez a domén lehet akdr egy akédr kétszdlu. A c’ templdt szdl
3* vége /kBzvetleniil szomszédos a prométerrel/ dltaldban
egy citozin maradék és kivetkezésképpen a fels$ szdl 5’
vége dltaldban egy guanozin maradék.

A C domén RHS transzkripcids terméke /c/ az analit
jelenlétének és mennyiségének marker molekuldjaként funk-

ciondl./3. dbra/. A jel amplifikdcid azért megy végbe, mert
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minden egyes templdt 101 - 1% transzkriptet hoz létre. Ezen
domén szekvencidjdt egy random szekvencidval terveztiik,
komputer analizissel értékeltiikk a rendszerben levs més
prébdkkal vald keresztreakcidk lehetbéségének minimalizadld-
sa céljdbdl.

A C domén szekvencidjdt egy specifikus detektdldsi
sémdhoz terveztilkk m=g, szdmos ilyen séma alkalmazhaté a
transzkriptek mennyiségi meghatdrozdsdhoz. Példdul a C do-
mén transzkripcids terméke /c/ két aldoménre oszthatd - a
cq és cy-re /3. dbra/. A cq aldomén egy szildrd szubsztra-
ton immobilizdlt transzkript befogd prdbaval komplementer.
A c, aldomén egy jeltld prébédval komplementer. Hibridizd-
cid utdn a visszatartott jelold anyag mennyisége linedri-
san arényos az eredeti mintdban jelenlevd analit wmennyisé-
gével.,

Egy alternativ megvaldsuldsban a C domén transzkript-
jének csupdn a cq aldoménje létezik. A C domén jelslt ri-
bonukleotid trifoszfatdz jelenlétében irddik &t és ezutdn
a jeltlt transzkriptet egy immobilizdlt transzkript befo-
- g6 prébdhoz kotjlik komplementer c, aldoménjén keresztiil
és meghatdrozzuk mennyiségét.

Egy megint mdsik megvaldsuldsban a C doménnek csak a
cs aldoménje létezik. A C domén biotinizdlt ribonukleotid
trifoszfatdz jelenlétében irddik &t és a transzkripteket
avidin gyongyokon fogjuk be. A transzkriptet ezutdn egy

jelsld prébdhoz annedljuk komplementer c, aldoménjén ke-
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resztiil és meghatdrozzuk mennyiségét.

Az amplifikdld prdéba transzkriptjei jelvlésének és
detektdldsdnak szdmos mds médszere lehetséges, ideértve a
jelolt ribonukleotidok és az avidin/biotin pdrositds egy-
ideji alkalmazdsdt és ezek egyértelmiiek a tudomdny e te-
riiletén képzett szakember szdmdra.

A polimerdz prdbdk B és C doménjei elddllithatdk kldé-
nozdssal, enzimatikus Osszedllitdssal, kémiai keresztko-
téses technikdkkal, kozvetlen kémiai szintézissel vagy e-
zekx kombindcidjdval. Ha kldnozdssal d11litjuk eld ezeket,

a teljes B/C domént vagy ezek fragmentjeit kdédold nukle~
insav szekvencidk egy vagy kétszdlu formdban d1lithatdk
eld hagyomdnyos kldénozdsi eljdrdsokkal.

A B doméu kétszdlu, aC domén lehet vagy egy vagy két-
szdlu. A kétszdlu domének két mddon dllithatdk eld: a szd-
lak kiilon kldénozhatdk, majd ezt kovetlen a komplementer
szdlak hibridizalhatdk; vagy mdsik lehet8ségként a prdéba
kldnozhatd egyszdlként, onrematurdldédd pulinukleotidként
/ple b’, ¢?, ¢, b/. Ebben az esetben 4-lo tovdbbi nukle~
otidot, eldnybdsen 5-7 nukleotidot adunk a szekvencidhoz
spacerként a ¢ és ¢’ kozé a kétszdlu régid megfeleld kor-
vonalazdsa céljdbdl, amikor az Onrenaturélt. A spacer 4l-
taldban poli-A, de lehet mdédositott a vizsgdlat kiilonbo-
z& prébdi kozotti hibridizdcids keresztreakcidk minimali-
zdldsa céljabdl.

Az A domén konjugdlhatd a B/C doménhez kdzbehelyezett
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k6t6 anyapgok - ilyenek pl. a nukleinsav, az aminosav, a
szénhidrdt vagy a poliol hidak - vagy mds keresztkotd anya-.
gokon keresztiil.e A B/C domén szintetizdlhaté egy 5’ nukle-
ingav maradékkal, melyet ugy szdrmaztatiunk, hogy legyen
egy olyan funkcids csoportja, mely biztosit : az A domén
szdmdra egy kot8 helyet, vagy a maradék az oligonukleotid
szintetizdldsa utdn szdrmaztathatéd egy ilyen hely biztosi-
tdsa céljdbSél. A kémiai keresztkdtéshez egy eldnyben ré-
szesitett eljdrds sordn egy n*-médositott citozin bdzist
e polinukleotid 5’ végéhez épitiink be a 0225807 kizzététe-
1i szédmu EP Alkalmazdsban leirtak szerint.

Bgy még elénydsebb megvaldlculédsban a B/C domén DKS
A domén antitesthez vald konjugdldsdt az enzim konjugd-
ldssal analdg mdédon lehet elvégezni. A B/C domént ugy szin-
tetizdljuk, hogy tartalmazzon egy alkilamin részt. Az al-
kilamint egy olyan heterobifunkciondlis keresztkotl dgens-
gsel reagdltatjuk, mint a szukcinimidil 4-/maleimidometil/
ciklohexdn-l-karboxildt /SMCC/. Az oszlop tisztitdsa utén
a DNS specifikusan reagdltathaté a szulfihidril csoportok-
kal. Egy antitest tartalmazhat egy reaktiv szulfihidrilt
/mint pl. a redukdlt F/ab’/z-ben vagy lehet mddositott, hogy
tartalmazzon egy szulfihidrilt /mint pl. amikor N-szukci-
nimidil 3~/2-piridilditio/propiondttal /SPDP/ médositjuk,
majd redukdljuk/. Homobifunkciondlis reagensekkel lehetsé-
ges a kozvetlen DNS-amin -antitest-amin konjugdcidé is, de

ezt dltaldban sokkal nehezebb ellendrizni.
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B Multimer prdébdk

A taldlmdny egy mdsik megvaldsuldsa egy DNS amplifi-
kdcids prdéba /"multimer prdébhaként"hivatkozunk rd/, mely
két funkciondlis domént tartalmaz, az elsG domén az A do-
mén, mely ugyanaz, mint a supra leirt polimerdz prdba A
doménje és a mdsodik /M - 1D dbra/, mely szdmos ismét13dé
alegységb8l 41l1. Ez a prdba, akdrcsak a supra leirt poli-
merdz prdéba, szintén a jel amplifikdcidra haszndlatos im-
munovizgsgdlatokban,

Az M domén polinukleotidja lehet ugyanazon ismétl&dd
egyszdlu oligonukleotid alegység vagy kiilonboz8 egyszdlu
oligonukleotid alegységek linedris vagy eldgazd polimere.
Ezek az alegységek képesek specifikusan és stabilan hibri-
dizdlddni a kérdéses egyszdlu nukleotidhoz, tipikusan egy
jelvlt nukleotidhoz vagy egy masik multimerhez. Ezek az
egységek normidl esetben 15-50, eldnydsen 15-30 nukleotid
hosszusdguak és GC tartalmauk 4o0-60 % kozé esik. A multi-
merben az oligonukleotid egységek teljes szdma dltaldban
3-50 kzé esik, még gyakrabban lo-20 kozé. A multimerek
oligonukleotid egységei dllhatnak RNS-b8l, DNS-bSl, médo-
sitott nukleotidokbdl, vagy ezek kombindcidibdl.

A multimer oligonukleotid alegységei kovalensen kap-
csolddhatnak kdzvetleniil egymdshnz foszfodiészter kotések-
kel vagy kbzbehelyezett kots dgenseken keresztiil, mint pl.

nukleinsav, aminosav, szénhidrdt vagy poliol hidakon ke-
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resztiil, vagy mds keresztkotsé dgenseken keresztiil, melyek
képesek a nukleinsavat vagy a médositott nukleinsavat ke-
resztkotni. A k6tési hely/ek/ lehetnek az alegység végein
/vagy normé&l 3°-5’ orientdcidéban, vagy véletlenszeri ori-
entdcidban/ és/vagy a szdlon beliil egy vagy tSbb kozbensd
nukleotidndl.

Linedris multimerekben az egyes alegységek vég-vég
kapcsoléddsuak igy linedris polimert hoznak létre. Az el-
dgazd multimerek egyik tipusdban hdrom vagy tohb oligonuk-
leotid egység ered egy kiinduldsi pontbdl eldgazd szerke-
zetet hozva létre. Az ereddési pont lehet egy mdsik oli-
gonukleotid alegység vagy egy multifunkciondlis molekula,
melyhez legaldbb hirom egység kotSdhet kovalensen. Egy méa-
sik tipusban van egy oligonukleotid alegység gerinc, mely-
hez egy vagy tobb fiiggd aoligonukleotid alegység kapcsold-
dik. Ezek az utébbi tipusu multimerek a kbvetkezl szerke-
zetiiek: "villa-sreri", "fésii-szeri", vagy ezek kombindcid-
i. A fliggd egységek normdlis esetben egy médositott nukle-
otidrdl fiiggnek, vagy mis szerves részrdl, mely megfeleld
funkciondlis csoportokkal rendelkezik, melyekhez az oli-
gonukleotidok konjugédlhatnak vagy mdsként kapcsolddhatnak.
Lésd az 1D &brat.

A multimer lehet teljesen linedris, teljesen elédgazd
vagy lehet a linedris és eldgazdé részek kombindcidja. E16-
| nydsen legaldbb két eldgazdsi pont taldlhaté a multimer-

ben, még eldnybsebben legaldbb 15, még eldnyUsebben 15-50.



L3 “sed S%us s
. L] . L]
. . . »
[ ] . . L ]
eses ou . av

- 22 -

A multimer tartalmazhatja kétszalu szekvencidk egy vagy t6bb
szegmentjét.

Az M domén el8dllithatd kldénozdssal /ha linedris/ en-
zimatikus Osszeépitéssel, kémiail keresztkdtéses technikdk-
kal, kozvetlen kémiai szintézissel vagy ezen mddszerek egy
kombindcidjdval. A szintézis ezen médszerei részletes le-
irdsra keriiltek az 1989 mdj. 5-én kdzzétett 89/03891 pub-
likdcids szdmu menzetkdzi szebadalmi alkalmazdsbane. A klé-
nozdssal elddllitott linedris multimerek esetében a teljes
multimert vagy annak fragmentjeit kdédold nukleinsav szek-
vencia egyszdlu vagy kétszdlu formdban dllithatd elS hagyo-
manyos kldénozdsi eljdrdsokkal. Ha kétszdlu formdban 41llit-
juk el§ a multimereket/fragmenteket végll denaturdljuk, hogy
egyszdlu multimereket/fregmenteket kapjunk. A multimerek
egyszdlu formdban is kldnozhatdk olyan hagyomdnyos egyszdlu
fdgvektorokat haszndlva, mint az M1l3. A fragmentek Ossze-
épithatlk enzimatikusan vagy kémiailag az M domén multimer
létrehozédsa céljdbdl. Ha enzimatikusan &llitjuk Ossze az
egyes egységek olyan ligdzzal ligdlhatdk, mint pl. a T4 DNS
vagy RNS ligdz, az esettd8l fiigglen. Ha kémial keresztkdtés~—
sel 4dllitjuk eld az egyes egységeket egy vagy tobb nuklein-
savval szintetizdljuk, melyeket ugy szdrmaztattunk, hogy
olyan funkcids csoportjaik legyenek, melyek biztositjék a
k5t8 helyeket vagy azutdn-szdrmaztatjuk, hogy az oligonuk- -
leotidot ugy szintetizdltuk, hogy ilyen helyeket biztosit.

A kémiai keresztkotés egy elényben részesitett eljdrdsd-
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ban N4-médositott citozin bdzisokat épitiink a nukleotidba
a 225,807~es szamu EP alkalmazdsban leirtak szerint, mely-
nek leirdsdt a hivatkozds révén a taldlmdnyba épitettiik.

Ha kozvetlen kémiai szintézissel &llitjuk eld a szdr-
maztatott nukleinsavakat vagy ekvivalens sokfunkcids mole-
kulakat - melyeknek funkciondlis csoportjai blokkoltak -
tartalmazd oligonukleotidokat hagyoményos oligonukleotid
szintézises technikdkat alkalmazunk. A blokkolt funkcids
csoportokat felszabaditjuk és az oligonukleotid egységeket
a felszabaditott hely/ek/r8l szintetizdljuk.

A multimerekben az eldgazdsi pontok elddllitdséra

haszndlt molekuldk dltaldnos szerkezete a kovetkezld:

- X /x/

7 ” R 3 l
ahol,R egy szerves rész, eldnydsen egy nukleinsav, R~ egy

hidroxil védd cscport, mely eltdvolithatd olyan koriilmények
koz6tt, melyek nem tdvolitjdk el a szintetikus nukleinsavat
a szildrd fd4zisbdl és mely-ek az exociklikus nitrogén vagy
foszfat csoportokat nem tdvolitjdk el. Az X egy foszfort
tartalmazdé csoport, mely eldsegiti a nukleinsav szintézist
ilyen pl. a védett foszforamidit, a foszfondt vagy fosz-
fét csoport; Y egy nukleofil csoportbdl - mint pl. egy ami-~
no, hidroxil, szulfihidril vagy védett foszfat - szdrmazd

gyok, az R2 vagy azonos Rl—gyel vagy egy olyan blokkold
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vagy véds csoport, mely eltdvolithatd és hidrogénnel he-
lyettesithatd anélkiil, hogy az Rl—et beFolydsolnds A szét-
dgazd vegy villa-szeri eldgazdésok létrehozdsdhoz hasznalt

1

molekuldkban R~ és R® ugyanaz; azonban a "fésli-szeri" eld-

gazdsok létrehozdsdra haszndlt molekuldkban az R2 egy olyan

1 deblokkold reagens jelenlété-

blokkold csoport, mely az R
ben stabil. A 4. dbra sematikusan mutatja be a "fésii-szeri"
‘villa-szerii' vagy ezek kombindcidjdt mutatd eldgazdsokat
tartalmazdéd multimerek szintetizdldsdra haszndlt eljdrdsckat.

A 4. dbra A része egy hagyomadnyos oligonukleotid szin-
tézises vdzlatot mutat be, melynek sordn linedris oligonuk-
leotidot 41litunk eld. Ilyen médszer pl. az automatizdlt
foszforamidit médszer /Warner et al., DNA /1984/ 3:40l/.
A sGtét rész egy szildrd tdmasztékot képvisel, az N egy
nukleotidot, a p-N-ORq /R1 a lenti Rl-gyel azonos/, egy
hagyomdnyos nukleotid szdrmazékot, miynek mezfeleld védd
csoportjai vannak.

Az dbra B része a "fésli-szeri"” multimer elbdllitédsd-

nak eljdrisdt mutatja. A vegylilet:

0
Ry

a lenti /2/ szerkezeti képlet médositott bazisat képviseli.
Egy kivént méretii és szekvencidju oligomer egységet szinte-

tizdlunk és a tdmasztékon hagyjuk. Ezutdn egy vagy tobb



N4—m6d0sitott citozin bdzist épitiink be a lédncba az emlitett
automata eljdrdssal. Elénydsen a médositott bdzis szerke-

zeti képlete a kbvetkezl:

R3

|

Z

|

/CHy/ oy
2

R® —I
/27
R® /

v

ahol 2 egy olyan nukleofil, mint pl. -0-, -NH~, -35-, PO4=
és -0C-0- , R1 egy blokkold vagy egy végd csoport, mint

pl. a dimetoxitritil /DMT/ vagy pixil, mely &ltaldban bédzis
stabil és sav érzékeny, az R® hidrogén vagy metil, az R3
egy blokkold vagy védd csoport, mely eltdvolithatd és hid-
rogénnek helyettesithetd anélkiil, hogy az Rl-et befolyd-

solnd - mint pl. a
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Q Q
i i
CH;=C—CH,CH,—C—
o
Il
CH,=CH,-0C~-

o
. O
O,N @ CH,CH,-0-C—

]
S=CH,CH,-0-C~

Q
i Q.
ﬁ-CHZ.CHZ *0-C=, and

0

CH,!O—ggz"gﬁz.:.O'CH.z - .

az R5 egy foszforamidit vagy més foszfor szdrmazék, mely
lehetdvé teszi egy oligonukleotid ldnc 5’ pozicidjdhoz va-
16 nukleotidok hozzdaddsdt a kémiai szintézis sorédn /pl.
egy foszfodiészter, foszfotriészter stb/, az R6 metil,
hidrogén, I, Br, vagy P és az X egy 1-8 terjedelmii egész
szdm az l-et és a 8-at is beleértve. Ha egyndl tobb mddosi-

tott bdzist épitiink be ezeket eldnydsen koztes bdzisokkal
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helyezziik el a lancban, még eldnydsebben egy -TT- dimerrel.
Tovdbbi oligonukleotid egységek épithetlk be a gerincbe,
melyet tovdbbi mddositott bazisok kovethetnek és igy tovdbb.

Ezutdn a N4

nukleofil csoportot kivonjuk a védelem
alol /az Ro-at eltdvolitjuk/ és tovdbbi oligonukleotid egy
ségeket hozunk létre beldle automata eljdrdssal. A maradék
rY csoportokat a ldancvégekrdl eltdvolitjuk és az eldgazd
"fésli~szerii" multimert lehasitjuk a tdmasztékrsl.

A 4, dbra C része a "villa~-szeri" multimerek altalé-
nos el84llitdsi mddszerét irja le. Ebben az esetben is egy
kivdnatos méretii és szekvencidju oligomer egységet szinte-
tizdlunk hagyomdnyos technikékkal és a tdmasztékon hagy-
juk. Dzutdn egy blokkolt kétfunkcids foszfortartalmu cso-
portot /XP-vel jeltltiik a C részben/ - ilyen pl. a blokkolt
fogzforamidit -~ épitiink be a ldncba az automata eljdrdsszal.

Az el8nyben részesitett kétfunkcids foszfortartalmu cso-

portok a kovetkezd szerkezetil blokkolt foszforamiditek:

R O CH, N/iPr/,
H C O P
R O CH, oR™

ahol R az emlitett hidroxil védd csoport, iPr izopriopil és

Rl metil vagy béta-cianoetil. Legeldnydsebben az R DMT és

Rl

béta~-cianoetil.
Mésik lehetlségként az N4-m6dositott citozin bdzis, ahol

ahol R; = R, /pl. DMT/ hasznélhatd.
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A két védd csoportot ezutdn eltdvolitjuk és tovdbbi
oligonukleotid egységeket hozunk létre belllitk az sutoma-
ta eljdrdssal. A maradék Rl csoportokat eltdvolitjuk és a
szétdgazdéd multimert lehasitjuk a tdmasztékrdl.

A D és E részek olyan eljdrdsokat irnak le, ahol két
vagy tobb széilgazd multimert, "fésli~szeril" multimereket
vagy ezek kombindcidit épitjilk Ossze enzimatikusan vagy
kémiai eljdrdssal. Altaldban a szétdgazd és/vagy "fésli-sze-
rii" multimereket a fentiek szerint &llitjuk eld és tavolit-
juk el a tdmasztékrdl. Ezutdn egyesitjiik Sket oldat forma-
jéban a fent leirt enzimatikus vagy kémiai kotési eljdrdso-
kat haszndlva.,

Az F rész egy t8bbszdrds "fisli-szeri" multimer szin-
tetizdldsi eljdrdsdt mutatja. Bz az eljdrds a B részben be-
mutatott eljdrds egy vdltozata és magdba foglalja a médo-
sitott bazisok fiiggd oldalldncokba vald bedpitését és ezek-
b3l a mdsodlagos oligonukleotid oldalldncok létrehozdsdt.

Megfeleld hasithatdé linker molekuldk épithetdk be a
multimerekbe el8re meghatdrozott helyeken a multimer szer-
kezetének vizsgdlata céljdbdél vagy ellre meghatdrozott
szegmentek felszabaditédsdnak eszkSzeként /ilyen pl. a mul-
timer azon része, mely a jelolt oligonukleotidhoz kapcsolé-
dik/. A multimer szintézisét és tisztitdsdt kovetlen ezek a
a linkerek specifikusan hasithatdk a multimer nukleotid
szerkezetének tovdbbi roncsoldsa ndlkiil. Egy elényben ré-

gzesitett linker molekuldt ugy terveztiiink meg, hogy tartal-
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mazzon 1,2-diol csoportot /mely szelektiven hasithaté per-
joddtokkal/ valamint egy védett hidroxil és foszforamidit
eredetii hidroxil csoportot, lehetdévé téve azt, hogy a lin-
ker bdrmely DNS fragmentbe beliltethetd legyen standard
foszforamidit kémiai eljdrdsokat haszndlva. Egy ilyen lin-
ker elényben részesitett megvaldsuldsa a kovetkezld vegyli- -

let:

CH'I CH
/7 3 N(iPr
DMT=0- - \ N(1Pr)
O=CH,CH, \c\ ,N-cxzcxz-o-p\ :
Vi -
o° Ch— ~cH C\\o OCH,
0
9
co co

ahol a DMT és az iPr a kordbban meghatdrozott. A DNS frag-
mentbe vald beépililés és a teljes deprotektdlds utdn a lin-

kert tartalmazé fragment szerkezete a kovetkezl:

o 0
| I /CHs AN [N
5'=HO=$ (DNA, ) '-0~B=CH,CH,N //,/NCHzCHzO'ﬁ'O' (DNAgJ 7 —cH
(0]
© COCH— CHCO
OH OH

ahol a DNS, és @ DNS, olyan DNS alegységeket képviselnek,
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melyek lehetnek azonosak vagy kiilonbdzbék. Ezen fragment
ndtrium-perjoddttsl vald reakcidéja a fragmentet a kovetke-

z$ alfragmentekre hasitja:

CH, CH
HO- %' (DNA;j 3'=0P-OCH,CH N/' il 3 _gh
i fj-OCHiCH, . NCH,CHpOP -0=3" (DNA,] =0
0 7N o
coc, cco
’
o o

Mdsik megolddsként az 1,2-diol csoport helyettesithe-
t8 olyan linker csoportokkal, melyek tartalmaznak egy hid-
roxilamin-érzékeny kotést, egy bdzis-érzékeny szulfon ko-
tést vagy egy tiol-érzékeny diszulfid kotést. Az ilyen lin-~
ker csoportok szérmazhatnak hagyomanyos keresztkotd anya-—
gokbdl, melyeket fehérjék mds anyagokhoz valdé konjugdld-
sdra haszndlunk. Hasonléan DMT-t81 eltérS védScsoportok
is haszndlhatdk.

A polimerdz prdéba funkciondlis aspektusai kombindl-
hatdk a multimer préba szerkezettel azdltal, hogy egy a
polimerdz préba tcbb promdter/templdt /B/C/ doménbdl &llé
alegységekkel rendelkezd M domént tartalmazdé multimer prd-
bdt szintetizdlunk. A multimer prdbdkhoz hasonldan a mul-
timer alegységek lehetnek vagy linedris elrendezési vagy
eldgazd molekulédk.

A polimerdz prdébdkhoz hasonldan a multimer prdbdk A
domérje az M doménhez konjugdlhaté kozbehelyezett kotda-

nyagok segitségével., Ilyenek pl. a nukleinsav, az amino-



- 31 -

sav, a szénhidrdt vagy a poliol hidak vagy mds keresztko-
t5 anyagok. Az M domén szintetizdlhatd egy 5’~nukleinsav
maradékkal, melyet ugy szdrmaztattunk, hogy legyen egy az

A domén szdmdra kotShelyet biztositd funkcids csoportja,
vagy a maradék szdrmaztathatd az oligonukleotid szinteti-
zdldsa utdn egy ilyen hely biztositdsa céljdbdél. A kémiai
keresztXxotés egy elényben részesitett eljdrdsa a kdvetke-
26: egy Wr-médositott citozin bdzist a polinukleotid 5’ vé-
génél beépitiink a 0225807 kvzzétételi szdmu EP alkalmazds-

ban leirtak és a supra I/A/ részben leirtak szerint.
II. Imnunovizsgdlatok

A taldlmény egy mdsik aspektusa amplifikdld prébdkat
alkalmaz immunovizsgdlatokban az immunoldgiai analit jelen-
1étének és koncentricidjdnak detektdldsa és mennyiségi
meghatdrozdsa céljdbdl. Ezek az amplifikdld prdbdk két osz-—
t4dlyba tartoznak: az I részben leirt /supra/ hibrid prdébdk
/vagy polimerdz prébdk vagy multimer prébdk/; vagy a 463,
022 sorozatszdmu US szabadalomban és a 340,031 sorozatszd-
mu US szabadalomban leirt polinukleotid prdébdk azzal az
eltéréssel, hogy az A domének polipeptid helyett polinuk-
leotid szekvencidbdl allnek.

Az analit lehet bdrmely ismert kérdéses immunogén.

Az analit jelen lehet egy elkészitett mintdban alacsony

koncentrdcidban vagy kisebb mennyiségii alkotdja lehet bi-
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olégiai anyag heterogén keverékének. Az analit szdmos for
rdsban lehet jelen, pl. bioldgiai folyadékokban vagy szo-
vetekben, €élelmiszerekben, kornyezeti anyagokban, stb de
szintetizdlhatd in vitro is.

Az els8 l4pésben az analitot tartalmazd uintdt eldké-
szitjiik a tudomdny e teriiletén képzett szakember szdmira
ismert szdmos médszer barmelyikével.

Az amplifikdld prdébdk az analit barmilyen szdmu immu-
novizsgdlati eljdrdsban vald detektdldsdra haszndlhatdk -
akdr oldott, akdr szildrd fédzishoz kotott formdban Ha az
immunovizsgdlatot oldatban végezziik az analitot tartalmazd
mintdt vagy kozvetleniil kotjllk az amplifikdld prdbdhosz,
kozvetetten az analitra specifikus egy vagy tobb antitest-
ten keresztill, vagy ha polinukleotid prébdat alklamazunk
egy hibrid k&td molekuldval egylitt /a II. rész /B/ részé-
ben vitatjuk meg infra/. Ezen a médon az amplifikdld pré-
bdk a legtobb oldatban végzett immunovizsgdlati eljdrds-
ban alkalmazhatdk. Léasd pl. a 4,778,751 szdmu US szabadal-
mat.,

Egy szildrd fdzist felhaszndld immunovizsgdlatban az
analitot /mely lehet akdr egy antigén vagy egy antitest/
vagy kozvetleniil a szildrd fdzison immobilizdljuk; kozvet-
ve az analitot egy elsl antitesthez kOtve, mely antitestet
el8sz0r egy szildrd fdazishoz kotottilk; vagy egy szendvics
vizsgdlattal /2A dbra/, melyben a mdsodik antitest felis-

meri az analitot és igy felismeri a szi1ldrd fézishoz kotott
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elsd antitestet.

Ha az analitot kdzvetleniil szdndékozunk a szildrd fé-
zishoz k8tni, az analitot tartalmazdé mintit egy nitrocellu-
14z sziirdvel hozzuk érintkezésbe vagy hasonldé médon egy nem
szelektiven kotott fehérjével. Ha az analitot indirekt mé-
don és szelektiven kotjiik egy szildrd fdzishoz, egy elsd
antitestet - mely az analit egy epitdépjdra vagy egy mdsodik
antitestre iranyul - konjugdljul: a szildrd fd.ishoz és ez-
utdn haszndljuk fel az analit kotésére vagy az analithoz

kapcsolddott mdsodik antitest megkGtésére.

A Hibrid prébdk haszndlata

Egy tovdbbi antitest, mely az analit masodik epitépja-
ra irdnyul, alkalmazhatd az analit €s az amplifikdlsé prd-
ba k6zotti kot8ként. Az amplifikdld prdéba ~ akdr egy poli-
meréz préba, akir egy multimer prdéba - melyek A doménje a
madsodik antitestre irdnyul - ezutdn a kotd antitesthez
konjugdlhaté egy a szildrd fdzishoz kotott elsé antitestet
egy mésodik antitestet az analitot, egy kotd antitestet és
az amplifikdld prdébdt tartalmazd szédlat hozva igy létre /

2A dbra/.

B Polinukleotid prébdk haszndlata

Egy alternativ megvaléiuldsban az alkalmazott ampli-
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fikd1lé prdba a 89/03891 nemzetkozi kozzétételi szdmu sza-
badalomban leirt polinukleotid multimer prdébdk egyike. E-
zek a prébdk abban kiilonboznek a peptid/nukleotid hibrid
multimer prdébdktél, hogy az A domén egy antitestként funk-
ciondld polipeptid helyett egy polinukleotid szekvencia.
Kbvetkezésképpen egy antitest/polinukleotid hibrid kotdt
kell alkalmazni az andlit amplifikdld prdbahoz vald indirekt
pdrositdsdhoz /2B dbra/. Ez a hibrid koté rendelkezik egy
elsd doménnel, mely egy olyan polipeptid, mely az analit
epitdépjdra specifikus antitestként funkciondl, vagy egy az
analitot felismerd antitest egy epitdpjaként; valamint egy
mésodik doménnel, mely egy olyan nukleotid szekvencia, mely
alapjdban véve komplementer az amplifikdlé préba A domén-
jének nukleotid szekvencidjival.

Hasonldan, egy alternativ megvaldsuldsban a 463,022
szdmu US szabadalaomban leirt polinukleotid polimeréz pré-
bdk alkalmazhatdk. Ezek a prdbdk a hibrid nolimerdz prdébik-
t61 abban kiilonbSznek, hogy az A domén egy antitestként
funkciondldé polipeptid helyett egy polinukleotid szekven-
cia. Ehhez a prdébdhoz szintén sziikkség van a hibrid kotdk
haszndlatdra, ahogy azt supra leirtuk.

Egy polinukleotid amplifikdlé prébat és egy hibrid ko-
t8t haszndlva az I részben supra leirt hibrid amplifikdlé
prébdk helyett, az amplifikdld prdba lehet egy "univerzd-
1lis" reagens, mely haszndlhaté mind nukleinsav hobridizdcids

vizsgdlatokban, mind immunovizsgdlatokban.
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C A kotés és a hibridizdcid koriilményei

Bgy eld8nyben részesitett megvaldsutdsban az analitot
kSzvetett médon egy szildrd fdzison, pl. egy 96 liregii po-
livinilklorid /PVC/ lemezen immobilizdljuk. A 2A dbrdn leirt
szendvics vizsgdlatban az els8 antitest /anti-nyul 2o pg/
ml koncentrdcid 0,2 M-os NaHCOB-ban/ 50 Pl mennyiségét ad-
juk az iliregekhez. Az iliregeket lefedjik és 2 Srdig szoba-
h8mérséklet>n inkubdljuk nedvesitett atmoszférdban. Az ol-
datot ezutdn elpdrologtatjuk az liregekbSl. Ezutdn az lire-
geket kétszer 0,02 %~o0s ndtrium-azidot tartalmazd foszfat
pufferolt sdoldathan levd 3 %-os szarvasmarha széram al-
bumint tartalmazd blokkold pufferrel mossuk. Az liregeket
ezutdn 20 percig szobahdmérsékleten inkubdljuk nedvesitett
atmoszfériban a blokkold pufferrel, majd kétszer blokkold
pufferrel mossuk,

A mésodik antitest /nyul-anti analit, szintén 20 pg/ml
koncentrdcidban/ 5o pl mennyiségét adjuk az lregekhez és
a fent leirt eljdrdst megismételjilkk. Ezutdn elkészitjik az
analit higitdsi sorozatdt a blokkold pufferben. Az egyes
higitésok*‘Bo/pl mennyiségeit adjuk egy lreghez. A lemezt
lefedjilk és 2 S6rdig szobahdmérsékleten inkubdljuk nedvesi
tett légtérben., Ezen inkubdlds utdn Az liregeket négyszer
mossuk a blokkold pufferrel. A harmadik antitestet /egér-
anti-analit/ ezt kdvetden ugyanezen a mdédon adjuk a:z iire-

gekhez, melyet a hibrid amplifik41ld prdéba hozzdaddsa ko-
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vet. Mivel egyes sziivet készitmények tartalmazhatnak anti-
DNS-antitesteket a prdba hozzdaddsa utdn a mosdshoz hasz-
nidlt blokkold puffer tartalmaz 20 Fg/ml lazat sperma DNS-
at ise

Ha polinukleotid amplifikdlé prébdkat vagy hibrid mul-
timer prébdkat alkalmazunk egy nukleinsav hibridizdcids 1lé-
pés koveti az analit és az anitegtek komplexének képzését.
£1taldban a hibridizdcids mkoriilmények vizes kozeget tar-
talmaznak, elénydsen kiilonbszd adalékokat tartalmazd puffe-
rolt vizes kozeget. Ezek ktzé az adalékok kdzé tartoznak a
hibridizdlanddé polinukleotidok, sdék /pl. ndtrium-citrdt
0,017 ¥ - 0,17 M és/vagy ndtrium-klorid o,17 M-1,7 M/, nem
icnos detergensek, mint pl az LP-40 vegy a Triton X-loo
/o,1 - 1,0 %/, melyek nem befolydsoljék az antigén/anti~
test komplexet $és hordozd nukleinsavak. A keveréket 15-75
percig inkubdljuk 35-55 °C hémérsékleten.

Ha a jeldlt oligonukleotid multimer alegységekhez vald
hibridizdcidhoz alkalmazott koriilmények az antigén/ anti-
test komplexben instabilitdst okoznak, a hibridizdcids 1é-
pés megellzhetd a komplex fehérje keresztkdt8kkel /pl.
glutdraldehiddel/ vald kezelésével vagy egy a komplexet
stabilizald hasonlé médszerrel. Ha a protein komplex sta-
bilizidldédott a nukleinsav hibridizdcidé koriilményei megvdl-
toztathatdk, hogy tartalmazzon SDS-t /1 %-ig/, nem-vizes
szolvenst /pl. dimetil formamidot, dimetilszulfoxidot és

formamidot/ és a hémérséklet 7o °C hdmérsékletig ndvelhe~
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Lényeges, hogy a nukleimsav hibridizdcid koriilménye-
it ugy dllitsuk be, hogy fenntartsuk az antigén/antitest
komplexek stabilitdsdt. Példdul a komplementer szekvencidk
rovidebb szakaszainak hibridizdcidja alacsonyabb hémérsék-
leten is elvégezhetd. Egy eldnyben részesitett megvalédsu-
ldsban a komplementer egyszdlu régidk 12-2o0 bdzisuak. Egy
el8nyben részesitett megvaldsuldsban a hibridizdcids hé~
mérséklet 35-45 oC;Tovébbé, mivel ebben a lépésben az egy-
szdlu oligonukleotidok koziil csupdn a komplementer szdlak
vannak jelen , szigorubb koriilmények és kivetkezésképpen

alacsonyabb sé koncentrdcidk /o,3 K Na/ tolerdlhatdk.
1. Multimer prdba

Ha egy multimer prébét‘alkalmazunk, az M domén ismét-
18d8 polinukleotidjdval alapjédban véve komplementer jelOlt
oligonukleotidot egymds utdn adjuk hozzd, olyan koriilmén;ek
k6z6tt, melyek lehetdvé teszik a multimer komplementer
oligonukleotidjaihoz vald hibridizdldéddst. A nyert szildrd
fdzisu jeldlt nukleinsav koplexet ezutdn mosdssal elkiilo-
nitjiik a felesleges jelOlt oligonukleotidtdl, a nem ko-
£ttt jelolt oligonukleotidok eltdvolitédsa cdljdbdl és ér-
tékeljilk.

Az amplifikdcid megsokszorozhatd egynél tobb tipusu

multimer /ahogy az alegység szekvencia meghatdrozza/ vizs-
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gédlatban vald alkalmazdsdval., Ilyen esetekben egy mdsodik

multimert terveziink az elsd multimer ismét18dd szekvencid

jdhoz vald kOtéshez és a komplexet ezt kdvetden egy olyan

oligonukleotiddal jelsljik, mely alapjaban véve komplemen-
ter a mdsodik multimer ismét18d6 szekvencidjdval. Barmek-

kora szdmu multimer kothetd sorozatban ily mdédon, a még

nagyobb amplifikdcid elérése céljabdl.

2. Polimerdz prdba.

la egy polimerdz prébdt alklamezunk, az amplifikdld
préba prométer régidjdra /B domén/ specifikus RHS polime-
rdzt adunk megfeleld transzkripcids koriilmények kozott és
a C domén templdtjdnak /c?/ tobb RNS képidjdt /c/ allitjuk
eld. A transzkriptek mennvisége ardnyos a kezdeti készit-
ményben jelen levd analit mennyiségével.

A transzkripcids koriilmények a kbvetkezlket jelentik:
vizes tdpkOzeg, eldnydsen pufferolt vizes tdpkdzeg, meg-
feleld sdékkal, dltaldban egy magnézium sét tartalmaz; rATP
rUTP, rGTP, rCTP egy RNS polimerdz enzim és dltaldban ki-
16nb5z8 denaturdldé anyagok, fehérje hordozdk és RN-4z in-
hibitorok. Az inkubdcidé dltaldban 15-90 percig tart, 4l-
taldban 60 percig és olyan hlmérsékleten, mely a vdlasz-
tott enzimhez optimdlis, &ltaldban 55-42 °¢, dltaldban 37

°¢.

A C domén szekvencidjdt egy specifikus detektdldsi
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sémdhoz terveztiilk és szdmos ilyen séma alkalmazhaté a transz-
kriptek mennyiségi meghatdrozdsdra. Példdul a C domén traisz-
kripcids terméke /c/ két aldoménre oszthatd - a cq és Co-Te
/2B &bra/. A cq aldomén a transzkript befogd prdbaval komp-
lementer, melyet egy szildrd szubsztrdton immobilizdliunk.

A c, aldomén a jeldld prdébdval komplementer. Hibridizdcid
utén a visszatartott jeldld anyag mennyisége egyenesen a-—
rdnyos az eredeti mintdban jelen levd analit mennyiségével,

Egy alternativ megvaldésuldsban a C domén transzkript-
jének csupdn egy cq aldoménje van. A C domén a jeldlt ri-
bonukleotid trifoszfatiz jelenlétéber irddik 4t és a jelolt
transzkript ezutdn kot8dik egy immobilizdlt transzkript
befogé prdbdhoz annakx komplemenier C, aldoménjén keresz-
tiil s ezutin hatdrozzuk meg mennyiségét.

Igy megint méc megvaldsuldsban a C domén transzkript-
je csupan egy Cs aldoménnel rendelkezik. A C domén a bio-
tinizdlt ribonukleotid trifoszfatdz jelenlétében irddik &t
és a transzkripteket avidin gyodngydn fogjuk be. A transz-
kriptet ezutén egy jelvld prdébdhoz annedljuk annak komple-
menter ¢, aldoménjén keresztiil, majd meghatdrozzuk mennyi-
ségét.

Az amplifik4ld préba transzkriptjének jeldlésére és
detektdldsdra szdmos mds médszer létezik; ezek kozé tar-
tozik a jeldlt ribonukleotidok és az avidin /biotin paro=
sitds szimultdn alkalmazdsa. Ez a mddszer a tudomdny e te-

riiletén jdrtas szakember szdmdra jél ismert.
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3, Altaldnos szempontok

A vizsgdlatban alkalmaéott szildrd fédzis lehet részecs-
ke, vagy lehet barmilyen tipusu tartdedény szildrd falfe-
liilete, pl. centrifugacsd, oszlopok, mikrotiter lemezek U-
regei, sziir8k, csovek, stb. El8nyosen részecskéket alkal-
mazunk, melyek mérete o,4-200 mikron tartomdnyba esik, még
gyakrabban 0,8 - 4,0 mikron kozé. A részecskék badrmilyen
megfeleld anyagbdl lehetnek, pl. latexb8l, vagy livegbdl.

Az analitra specifikus elsd antitest vagy az analitra spe-
cifikus mdsodik antitest stabilan kapcsolhatd a gszildrd fel-
szinhez a funkciés csoportokon keresztiil, ismert eljdrdsok-
xal,

A jelsld prdébak - ha polimerdz prébdkat alkalmazunk-
az amplifikdld prdébe transzkriptjeinek c, aldoménjeivel
komplementer szekvencidkat foglalnak magukba; €s ha mul-
timer prébdkat alkalmazunk a jeldld prébédk a B domén is-
mét1848 egységeivel komplementer szekvencidkat foglalnak
magukba. A jeltsld préba egy vagy tobb molekuldt /"jeloldk"/
foglal magdba, mely kozvetleniil vagy kizvetve szolgdl de-
tektdlhaté jelként. A jeloldk kotddhetnek a komplementer
szekvencidk egyes tagjaihoz, vagy termindlis tagként vagy
t5bb jeloldvel rendelkezd termindlis farokként lehetnek
jelen. A szekvencidkhoz k5t8d8 jelol8ket biztositd szdmos
eljdrds ismeretes az irodalomban. Lidsd pl. Urdea et al.,

Nucl. Acids Res, /1988/ 16:4937, Leary et al., Proc. Natle.
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Acad. Sci. USA /1983/ 20:4045; Renz - and Kurz, Nucl. Acids

Res. /1984/ 12:3435; Richardson and Gumport, Nucl. Acids

Res. /1983/ 11:6167; Smith et al., Nusi.Acids Res. /1985/

13:2399; Meinkoth and Wahl, Anal.Biochem. /1984/ 138:267 .

4 jelovld anyagok vagy kovalensen vagy nem kovalensen kapcso-
16dhatnak a komplementer szekvencidhoz. Az alkalmazhatd
jelsl8 anyagok kozé tartoznak a radionukleotidek, a fluo-
reszcens anyagok, a kemilumineszcens anyagok. a festékek,
enzimek, enzim szubsztrdtok, enzim kofaktorok, enzim in-
hibitorok, enzim alegységek, fém ionok és hasonldék. Az il-
lisztrativ jelcl8k kozé a kovetkezdk tartoznak: fluoresz-
cein, rhodamin, Texas-vords, fikoeritrin, umbelliferin,
luminol, NADPH, galaktoziddz, tormaperoxiddz stb. Lésd
Urdea et al.,-t a nem radioizotdépos jelolési mdédszerek
Sszszehasonlitdsa céljdbdél. A jelold prébdk kényelmesen e-
1£311ithatdk kémiai szintézissel, mint pl. amit a 225807
szdmu EP alkalmazds leir. 2gy megfeleld funkcids csoporiu
termindlis csoport biztositdsdval kiilonbozd jeldlS anyagok
kapcsolhatdk Ossze a funkcids csoportokon keresztil. Igy
karboxi, tiol, amin, hidrazin vagy mds funkcids csoportok
biztosithatdk, melyekhez a kiilonbozd jeloldék ugy kapesolha-
tdk, hogy lényegében nem befolydsoljdk a szekvencidval va-
16 duplex képz8dését. Ahogy mdr jeloltilk rendelkezhetiink
olyan molekuldval is, melynek szdmos a jeldld szekvencidval
komplementer szekvencidhoz kapcsolddd jeloldje van. Alter-

nativ lehet8ségként rendelkezhetiink olyan ligandummal 1is
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mely a jelold szekvencidhoz kotddik és haszndlhatunk egy
jeldlt receptort a ligandumhoz vald kttéshez a jeldlt ana-
1it komplex biztositdsa céljdbdl.

A jeltld anyag természetétll fliggden szdmos technika
alkalmazhaté a jeldld anyag jelenlétének detektdldsdra. A
fluoreszkidlé anyagokhoz nagy szdmu kiinonbdzd fuorométer
gzerezhetd be. Enzimekkel vagy fluoreszcens vagy szines
termék biztosithatd és ez vagy flucrometridsan vagy spektro-
fotometridsan vagy vizudlisan hatdrozhatd meg. Az immunn-
vizsgdlatokban alkalmazott kiilonbdzd jelold anyagok és az
immunovizsgilatokhoz alkalmezhatd technikdk haszndlhatdk
a jelen vizsgdlatokban is.

A vizsgdlatbszepardcids 1lépésében alkalmazott eljdris
o szildrd Tézis természetét8l filhh. Részecskék eseteben
centrifugdlds vagy szlirés szolgdl a részecskék szepardld-
sdhoz, a feliiluszdé eltdvolitdsdhoz vagy a felliluszdé izo-
1414sdhoz. Ahol a részecskéket vizsgdljuk a részecskcket
alaposan mossuk, 41taldban 1-5 alkalommal, megfelels puf-
fer tdpkozeggel, mely tartalmez detergenst pl. PB3-t SDS~
sel. Ha a szepardcids eszkdz egy fal vagy egy tédmaszték,

a feliiluszé izoldlhatd vagy eltdvolithaté és a fal mosha-

t6 a részecskdékndl leirtakkal azonos médon.
D. Kompetitiv immunovizsgdlatok.

A taldlmény hibrid amplifikdlé prdbdi szintén alkal-
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mazhatdk antigének jeltlésére egy kompetitiv immunovizs-—
gdlatban. A tipikus vizsgdlatbar a fOlos mennyiségben le-
v8 antitestet - poliklondlis vagy monoklondlis, elényOsen
monoklondlis - mely specifikusan k&tddik az analithoz-

egy szildrd fédzison immobilizdljuk 4ltalédban egy t0bblire
gii lemezben. Jeldlt antigén standard koncentracidit kever-
jik Ossze az analit ismeretlen mennyiségeit tartalmazd min-
ta higitdsi sorozataival. Az elkiilontilt higitdsokat ezutian
immobilizdlt antitest hatdsdnak tessziik ki, €és mérjik a
X5ttt jelolés mennyisdgét. A jelolés nélkiili analit je-
161t analittal vald kompleticids képességét haszndljuk fel
a mintdban levd analit mennyiségének kiszdmitdsdra.

Lgy megvaldsuldsban a polimerdz prdéba egy B/C domen
polinukleotid részét a kompetitiv immunogénhez konjugdl-
juk. Zzutdn ezt a hibriil molekuldt haszndljuk jelolt an-
tigénként a supra leirtak szerint. A kompetitiv kotés u-
t4n polimerdzt /a B domén promdéterre specifikusat/ adunk
hozzéd és a transzkripcids terméket az I/A/ /supra/ részben
leirtak azerint veizsgdljuk.

Bgy mésik megvaldsuldsban a multimer préba egy 1 domén
polinukleotid részét konjugdljuk egy kompetitiv immuno-
génhez. Ezt a hibrid molekuldt haszndljuk ezutdn a supra
leirt jelolt antigénként. A kompetitiv kotddés utdn az M
domén jeldlt és a supra leirtak szerint meghatdrozzuk a
mennyiségét.

A DNS-hez valdé immunogén pérositdshoz az olyan homo-
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bifunkciondlis reagensek, mint a diszukcinimidil szuberadt
/DSS/, etilén-glikol bis /szukcinimidil-szvkcindt//EGS/,
vagy gffenilén diizotiociandt /DITC/ valdsziniileg sokkal
hasznosabb pdrositdsi mdédszerek, mint az I/A/ részben sup-
ra leirtake.

Az amplifikdlt immunovizsgdlatok taldlmdny szerinti
elvégzésdre szo0lgdldé kitek csomagolt kombindcidban a kovet-
kez8 reagenseket tartalmazzdk: egy szildrd fézist, mely
vagy képes az antigén analitot kdtni, vagy alternativ mddon
mdr rendelkezik egy kapcsolddd hozzédrogziilt elsd antitest-
tel, ha a vizsgdlat formdje olyan,melyben az analit indi-
rekt médon kot8dik a szildrd fdzishoz egy k06tott elsd vagy
egy mdsodik antitesten keresztiil; tetszés szerint kapcsold
niasodik és harmadik antitesteket, melyek az analitra spe-
cifikusak és egy hibrid k6td8 prdbdt ha a vizsgdlat formdja
olyan, melyben polinukleotid amplifikdld prdébat haszndlunk
az amplifikdld p»bébat; a megfeleld DilS-irdnyitott RNS po-
limerdzt és immobilizdlt transzkripcids befogd prdébdkat
/ha polimerdz amplifikdld prdbat haszndlunk/; és egy meg-
feleld jelsld prdbdt. Ezek a reagensek szepardlt tdroldk~
ban taldlhatdk a kitben. A kit tartalmazhat még hibridizd-
cids puffereket, mosd oldatokat, negativ és pozitiv kont-

rollokat és a vizsgdlat kivitelezéséhez irdsos utmutatdte.

A kovetkezd példdk szemléltetd és nem korldtozd jelle-—
giiek. Az egyéb megvaldsuldsok a taldlmdny korén és szelle-

mén beliil egyértelmiiek lesznek a tudomény e teriiletén jér-
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tas gzakember szdmira.
1, Példa

Immunovizsgélat a HCV antigén Humén szérumban valdé jelenléténe!l

1étének kimutatisdra

Ezt a tesztet a Hepatitis C virus C-loo antigénje je
lenlétének kozvetlen kimutatdsdra terveztiik. Az immunovizs-
gdlat 4ltaldnos menetét supra irtuk le. A mikrotiter le-
mezeket elsd antigénként kecske-anti-egér antitestet hasz-
nilva készitettiik el8. Ezt az antitestet 96 liregli mikro-
titer lemez liregeiben immobilizdltuk. A mdsodik antitest
egy egér monoklondlis antitest, mely a HCV C-loo egy epi~-
tépjdra specifikus. A HCV-re szkrinelend8 egyénekbll szdr-
mazé szérum higitdsok duplikétjait blokkold pufferben ké-
szitettilk el és a mikrotiter lemez liregeiben nem fertdzott
megfeleld kontrollokkal egyiitt inkubdljuk. A harmadik an-
titcst poliklondlis nyul antitestek kombondcidja, mely az
egyes HCV antigéneket ismeri fel. Az utolsé antitest a
hibrid T7 polimerdz amplifik4l4 préba. Az A domén polipep-
tid rész kecske-anti-nyul antitestként funkciondl és ki-
egésziti az immunovizsgdlati "szendvicset".

A T7 polimerdz prdéba hozzdaddsa utdn a C domén transz-
kripcidjdt ugy befolydsoljuk, hogy a komplexet a kdvetkezl-
ket tartalmazd 20 pl oldatban inkubdljuk: 40 mM Tris-HECL
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/pH=8,0/, 20 mM MgCly, lo mM NaCl, 1 mM Spermidin, lo mM
ditiotreitol, 0,15 mg/ml szarvasmarha szérum albumin, 1,25
mM rATP, rCTP, rGTP és rUTP, 1600 egység/ml RN-azin és
2000 egység/ml T7 RNS polimerdz. Ezt a keveréket 37°C né-
mérsékleten 1 drdig inkubdljuk. A transzkripcidt 8xSSC és
0,2% SDS-t tartalmazd 20 ul oldat hozzdaddsdval &llitjuk
le és a teljes keveréket dtvissaziik immobilizdlt befogd
prdébat /ci szekvencidkkal/ tartalmazd uj liregekbes A C
domén transzkriptek /3. dbra/ befogdsdt befolydsoljuk az-
zal, hogy 55 °C hdmérsékleten inkubdljuk 1 Srdn &%, majd
kétszer mossuk 0,1 x SSC-vel és 0,1% SDS-sel.

A C domén transzkripteket ezutdn jelsljiik 50 fmol en
zim-jeldlt prdba /cé/ hozzdaddsdval 4o pl 4 x SSC-ben és
loo pg/ml poli A-ban 15 percig 55°C hémérsdkleten torténd
inkubdldssal. Végil a komplgxet kétszer mostuk o,1 X SSC-
ben, 0,1% SDS-ben, melyet o,1 x SSC-vel vald kétszeri mo-
sds kovetett.

Az AP detektdldshoz egy enzim dltal kivdltott dioxetan
reakcidt /a Lumigen Inc.-t81 szdrmazik/ /Schapp et al., /

/1987/ Tet, Lett. 28:1159-1162 és 4,857,652 szamu US szaba

dalom/ alkalmazunk. A detektdldsi eljdrds a kovetkezl: a
jelsls lépéshez 20 pl HM puffert AP prébdval adtunk az
egyes liregekhez és az liregeket 55 °C hémérsékleten 15 per
cig inkubdltuk. A feliiluszdt eltévolitottu&rés az liregeket
kétszer mostuk 380 pl 0,1 x SSC-vel és 0,1% SDS-sel, Ezu~

tdn az iliregeket kétszer mostuk 380 Pl 0,1 x SSC-vel a me-
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radék SDS eltdvolitdsa céljédbél. CTAB pufferben levs 20 pl
3,3 x 10™% M dioxetdnt adtunk az egyes liregekhez. Az ilire-
geket Svatosan megilitdgettiik, hogy a reagens lecsurogjon az
aljukra és Svatosan megkevertiik, hogy a reagens egyenlete-
sen oszoljon el az liregek aljén. Az liregeket letakariuk a
mikrotiter lemez fedelével és 37°C hémérsékleten inkubdl-
tuk egy Sérdn dt. Az iliregeket ezutdn luminométerrel olvas-
tuk le és a mennyiséget az ismert mennyiségi antigénbll ké-

szitett standard gorbéhez viszonyitva hatdroztuk meg.
2. Példa

A HCV antitest humdn szérumban vald jelenlétének immuno-

vizsgédlata

A mikrotiter lemezeket .el8szor a Hepatitis C virusbdl
szdrmazé HCV C-loo antigénnel burkoltuk. A burkold puffert
tartalmazdé oldatot /50 mM Na-bordt, pH=9,0, 21 ml/lenez/,
BSA-t /25 Pg/ml/, a HCV C-loo-at /2,50 pg/ml/ kozvetleniil
a hozzdadds eldtt készitettilk el. Ot percig tartd keverés
utdn 0,2 ml/iireg mennyiséget adtunk a lemezekhez az oldat-
bél, lefedtitk és 2 Srén &t 37°C hémérsékleten inkubdltuk
mely utin az oldatot pdrologtatdssal tdavolitottuk el. Az
iregeket 0,4 ml mosSpufferrel /loo mM Na-foszfdt, pH=T7,4,
140 mM NaCl, 0.1% kazein, 1% /w/v/ Triton X-loo, 0,21%

/w/v/ Hibitane/ mostuk egyszer. A mosdé oldat eltdvolitdsa
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utdn Postcoat oldat 200 Pl mennyiségeit adtuk az liregekhez
/lo mM Na-foszfdt, pH=7,2, 150 mM NaCl, o,1% /w/v/ kazein,
3% szachardz és 2 mM fenilmetilszulfonilfluorid /PMSF// a
lemezeket lazdn lefedtiik a parolgds gdtldsa céljdbdl és

30 percig szobahdn hagytuke. Az liregeket ezutdn parologtat-
tuk az oldat eltdvolitdsa céljdbdl és egy éjszakdn &t lio-
fileztilk a tdlca melegitése nélkiil,

Az immunovizsgdlat elvézéséhez a szérum minték vagy a
kontrollok /20 pl/ higitdsainak duplikatjait adtuk a zoo
pl minta higitdst tartalmazd lregekhez /loo mM Na-foszfdt,
pH=7,4, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% /w/v/ kazein o,0l%
Jw/v/ Hibitane, 1% /w/v/ Triton X-loo, loo jig/ml élesztl=-
kivonat/. A lemezeket lefedtilk és 37°C hdmérsékleten inku-
baltuk 2 érén 4t, mely utdn az oldatot pdrologtatdssal td-
volitottuk el. Az iiregeket hdromszor mostuk 400 pl mosé
pufferrel /o,05% Tween-2o-at tartalmazdé PBS/.

A szérum mintdk hozzdaddsdt kOvetden az liregeket az
1. Példdban leirtak szerint kezeljiik, azzal az eltéréssel,
hogy a harmadik antitestet /nyul-anti-analit/ nyul-anti-

humdn szérumra cseréltiik.

3. Példa

Multimer prébdk haszndlata a HCV fertdzés detektdldasdban

A fenti két példa bdrmelyikében a polimerdz prdébak
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multimer prébikra cserélhetdk. Az Usszes lépés azonos az
egyes példdkban az amplifikdlé préba hozzdaddsdig, azzal az
eltéréssel, hogy egy multimer prdébdt haszndlunk a polime-
rdz préba helyett., Az amplifikdld prdéba kotddése utdn az
M domén multimer alegységével alapjdban véve homoldg jelolt
oligonukleotid szekvencia 5o fmol mennyiségét tartalmazd
oldatot adtuk hozzd. Ezt az enzim jelSlt prébat 4o pl 4 x
SSC, loo ug/ml poli A-ban 15 percre 55 °¢ némérsékleten
adtuk hozzd. Végiil a komplexet 2 x mostuk o,1 x SSC, 0,1%
SDS-ben, melyet 0,1 x SSC-vel vald kétszeri mosds kovetett.
Az AP detektdldshoz az enzim 41ltal kivdltott dioxetdn
reakcidt /A Iumigen Inc.-t81l szdrmazik/ /Schapp et al.,
/1987/ Tet.lLett, 28:1159-1162 és a 4,857,652 szdmu US szaw
vadalom/ alkalmaztuk. A detektdldsi eljdrds a kovetkezlk
szerint torténik: A jelold lépésben az AP prdébdt tartalma-
zd 20 Pl HM puffert adtuk az egyes lregekhez, majd ezekek
15 percig 55 °C hémérsékleten inkubdltuk. A feliiluszét el-
tdvolitottuk és az liregeket kétszer mostuk 380 ul o,l x
SSC-vel és 0,1% SDS-sel. Az liregeket ezutdn kétszer mostuk
380 pl o,1 x SSC-vel a maradék SDS eltdvolitdsa céljdbdle.

4 ) dioxetdnt adtunk

CTAB pufferben levd 20 pl 3,3 x lo
az egyes liregekhez. Az liregeket dvatosan megiitdgettilk, hogy
a reagens lecsurogjon az iiregek aljdra, majd dvatosan meg-
kevertilk, hogy a reagens egyenletesen oszoljon el az lire-
gek aljdn. Az iliregeket lefedtilk a mikrotiter lemezek te-

tejével és 37 °C hémérsékleten inkubdltuk egy Srén dt.



- 5o -

Ezutdn az iiregeket luminométerrel leolvastuk és a mennyi-
séget az ismert mennyiségii antigén standard gorbéjéhez vi-

szonyitva hatdroztuk meg.
L., Példa

A polinukleotid polimerdz prdébdk haszndlata a HCV fertdzés

detektdldsdban

Az 1. és 2. Példa bdrmelyikében a polinukleotid poli-
merdz prébdk helyettesithetdk a hibrid polimerdz prébdk-
kal. Az Osszes 1épés azonos az egyes példdkban a harmadik
antitest hozzdaddsdig, mely poliklondlis nyul antitestek
xombindcidja, mely az egyes HCV antigéneket ismeri fel.
Ezt koveti egy hibrid koté molekul%5o Pl mennyiségének
/0,2 M NaHCOB—ban 20 Pg/ml koncentricidban/ hozzdaddsa. Ez
az inkubdcid a kordbbi antitestek inkubdldsi eljérdsaival
egyez8 médon torténik. A hibrid k6t8 molekula rendelkezik
egy elsd doménnel, mely egy anti-nyul antitestként funkci-
ondl és kot8dik az Osszes kordbban kotdtt nyul harmadik
antitesthez. A hibrid k6t8 mdsodik doménje egy 15 maradék -
kal rendelkezd oligonukleotid, melynek szekvencidja aiap-
jdban véve komplementer a polinukleotid polimerdz préba
A doménjével. Inkubdlds és mosds utdn @ polimerdz prdébat
50 Pl hibridizdcids pufferben /0,3 M NaCl, o,1% WP-40/

hozzdadjuk és 60 percig 4o O¢ hémérsékleten inkubdljuk.
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Inkubdlds utdn a feleslegben levd prdébdt eltdvolitjuk és a
komplexet hdromszor mossuk a hibridizdcidés pufferrel. A B
domén dtirddik és a transzkripcidt az 1. Példaban leirtak

szerint hatdrozzuk meg.
5. Példa

A polinukleotid mualtimer prébdk haszndlata a HCV fertlzés

detektaldsédban,

Ez a vizsgilat azonos a 4. Példdban leirtakkal egé€szen
a polinukleotid prdéba hozzdaddsdig. A jelcld anyag M domén
alegységekhez vald ezt kovetd hibridizdcidja és a jeldld
anyag mennyiségi meghatédrozdsa ugyanolyan mint a 3. Példa-

ban leirtaké.,

6. Példa

A polinukleotid multimer prdéba haszndlata az immobilizdlt

humdn IgG detektdldsdban

Egy "fésli-szeriien" eldgazdé polinukleotidot, mely 15
kiilonboz8 oldallénccal rendelkezik, melyek mindegyike hdrcm
jelolt pfébéval komplementer helyet /Osszesen 45/ és egy a
gerinchez kapcsolddé termindlis biotin molekuldt tartalmaz

a Tent leirtak szerint készitettilkk el.
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A humdn IgG kiilonbsdz8 koncentrdcidit szildrd témaszté-
kon immobilizdltuk. Az immobilizdlt Ig@-t biotinizdlt, affi-
nitdssal tisztitott kecske ahti—humén IgG-vel /a biotin kon-
centricidé 40 ng/ inkubdltuk és a £510s antiszérumot kimos-
tuk a tdmasztékbdl. A tdmasztékot ezutdn 200 ng avidin-D-
vel majd loo fmol vagy Soo fmol ‘fésii-szeriien' eldgazd poli-
nukleotiddal inkubdltuk megfeleld mosdsokkal. A tdmaszté-
kot ezutdn torma-peroxiddzzal jeldlt oligonukleotid prdébd
val inkubdltuk, mely kémplementer volt a polinukleotidon
lev8 jelolt préba kot8 helyekkel. Az optikal denzitdst
/0.D./ 492/620 nm hulldmhosszon olvastuk le.

Osszehasonlitds céljdbél a fentiek szerint végeztiink
vizsgdlatokat olyan polinukleotiddal, mely csupdn egy je-
151t prdéba kot hellyel rendellkezett.

Az al3bbi tdbldzat ezen tesztek eredményeit mutatja:

Humdn IgG 45 hely egy hely 45 hely egy hely
koncentrdcié loo fm loo fm 500 fm 500 fm
/ng/ml/
loo 1.116 0.005 2,505 0.002
50 1.089 0,002 1.564 0.001L
25 0.432 0.001 1.295 0.001
12.5 0.303 0,001 0.451 0

Ahogy arrdél beszdmoltunk, 45 helyes polinukleotid
sokkal erdsebb jelet biztosit, mint az egyediili hellyel

rendelkezd polinukleotid.
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Az immunovizsgdlati mdédszerekhez haszndlt, a taldlmidny-
ban leirt kiilonbszd amplifikdld prdébdk mds vdltozatal és
alkalmazdsai egyértelmiiek a tudomdny e teriiletén jértas
szakember szdmidra és ezek a taldlmdny tdrgydt képezik és

a taldlmdny korén beliil taldlhatdk.
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Egy molekuldris préba, melyet egy jel ampliflikdléként
haszndlunk immunovizsgdlatokban azzal jellemezve, hogy

/a/ egy egy els8 domént /A/ - mely egy polipeptid és
és egy ismert antigénre specifikus antitestként mikodik -
tartalmaz;

/b/ egy mdseodik domént /B/ - mely egy olyan kett8s—~
szdlu polinukleotid, mely egy DNS-fiiggé RNS polimerdz en-
zim aktivitds promtereként képes miikddni - tartalmaz; és

/c/ egy harmadik domént /€/ - mely vagy egyszdlu,
vagy kétszdlu és a mdsodik doménnel oly mdédon szomsz€dos ,
hogy a harmadik domén a mdsodik domén promdter aktivita-

sdhoz templdtként Lképes funkciondlni ~ tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti prdba azzal jellemezve, hogy
a DNS-fiiggd RNS polimerdz aktivitds a T7 bakteriofdgbdl

szdrmazik.

3. Az 1., vagy 2. igénypontok szerinti prdéba azzal jelle-
mezve, hogy & misodik B domén legaldbb lo de 4o-nél ke~

vesebb nukleotidbdl all.

4, A 3. igénypont szerinti prdéba azzal jellemezve, hogy
a harmadik C domén legaldbb 30 de 8o-ndl kevesebt nukleotid-

bél 4all.

5. A 2., igémypont szerinti prdba azzal jellemezve, hogy

a polimerdz aktivitds a T7 bakteriofdgbdl szdrmazik és a
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mdsodik B domén szekvencidja a kovetkezdkbsl &11:

5°-TAA TAC GAC TCA CTA TA-3’
3?=ATT ATG CTG AGT GAT AT-5’

6. A 2. igénypont szerinti proba azzal jellemezve, hogy
a polimerdz aktivitds a T7 bakteriofdgbdl szdrmazik, mely-
ben a mdsodik domén . nukleotid szekvencidja a kovetkezlk-

b8l 41l:

5°~CTG GCT TAT CGA AAT TAA TAC GAC TCA CTA TA-3’
37-GAC CGA ATA GCT TTA ATT ATG CTG AGT GAT AT-5’

7. Az 1.,2., 3e, 4o, 5. vagy 6. igénypontok szerinti prdé-
ba azzal jellemezve, hogy a harmadik C domén nukleotid
szekvencidja fels8 szdljdnak 5° maradéke szomszédos a mi-

sodik B doménnal és egy guanozin maradeékot jeidl.

8e AZ 14324¢33esbes5e560,vagy Te. igénypontok szerinti pré-
ba azzal jellemezve, hogy a harmadik C domén szekvencidja

a kovetkez8kbdl 4ll;

5?~GGG AGA TGT GGT TGT CGT ACT TAG CGA AAT ACT GIC CGA GTC
3°-CCC TCT ACA CCA ACA GCA TGA ATC GCT TTA TGA CAG GCT CAG

9. A 8., igénypont szerinti prdba azzal jellemezve, hogy
a mdsodik B domén DNS nukleotid szekvencia felsd szdljé-
nak 3’ vége a C domén nukleotid szekvencia fels§ szdljénak

5° végéhez kapcsolddik.

lo. Az 1. igénypont szerinti prdéba azzal jellemezve, hogy

G-3?
c=5?
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a harmadik C domén transzkriptje két aldomént tartalmaz:
/a/ egy elsd aldomént, a ci-et, mely képes egy oli-
gonukleotid befog§ k5t8htz hibridizdlddni, a befogd kotd
képes egy szildrd szubsztrdton immobilizdlt polinukleotid-
hoz hibridizdlddni; és
/b/ egy mésodik aldomént, a c,-6t, mely képes egy
oligonukleotid jelcld linkerhez kot8dni és a jelold lin-

ker egy mennyiségileg meghatdrozhatd prdébdhoz kotddni.

11, Az 1. igénypont szerinti prdba azzal jellemezve, hogy
egy olyan funkciondlis egység, mely tartalmazza a masodik és
és a harmadik doméneket a B-t és C=t, t6bbszdrds ismétlsd-

d8 egységekben szerepel.

12, Eljdrds egy immunoldgiai vizsgdlatban egy detektdlha-
t8 jel amplifikdldsédra azza; jellemezve, hogy

/a/ egy biokémiai molekuldris prdébdt kozvetlenil
vagy kozvetve kapcsolunk egy analithoz, mely prdba tartal-
maz egy kot8 /A/ domént egy mdsodik /B/ domént, mely egy
a DNS-fliggl RNS polimerdz enzim aktivitds promdétereként
funkciondlni képes kétszdlu DNS szekvencia és egy harmadik
/C/ domént, mely vagy egyszdlu vagy kétszdlu és a B domén-
nel oly médon szomszédos, hogy a harmadik domén a mdasodik
domén prométer aktivitdsdnak templdtjaként képes funkcio-
niini;

/b/ a nem kotott prdbdt eltdvolitjuk;

/c/ a DNS-fliggl8 RNS polimerdz aktivitdson keresztiil
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a préba szerkezet harmadik /C/ doménjének c’ templdt szek-
vencidjéaval komplementer RNS oligomer szdmos képidjdt transz-
kriptdljuk ; és

/d/ az RNS transzkripteket mennyiségileg meghatdrot-

zuk.

13, A 12, igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy
az analitot eld8szor kozvetve vagy kozvetlenll egy szildrd

szubsztrdton immobi-Aizdljuk.

14, A 12. vagy a 13. igénypontok szerinti eljdrds azzal
jellemezve, hogy az A domén egy antitestként funkciondlni
k_épes polipeptid és a prdba az analithoz kozvetve vagy kdz-

vetlenlil az A doménen keresztiil kapcsolddik.

15. A 12, vagy 13. igénypontok szerinti eljdrds azzal jel-
lemezve, hogy
/a/ a préba A doménje egy egyszdlu polinukleotidként
van jelen; €s
/b/ az analit. a molekuldris prdébdhoz egy protein/
polinukleotid hibrid k&t8 molekuldn keresztiil kapcsolddik,
mely a kovetkezl két doménnel rendelkezik:
/i/ egy elsd doménnely mely egy olyan egyszd-
lu polinukleotid szekvencia, mely alapjdban véve a prdba
A doménjének szekvencidjdval komplementaritast mutat; és
/ii/ egy mdsodik doménnel, mely az analitra

gpecifikus antitestként vagy az analitra specifikuvs anti-

test egy epitdpjaként funkcional.
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16. A 12.,13.,14 vagy 15. igénypontok szerinti eljdrés
azzal jellemezve, hogy a mdsodik /B/ domén a T7 bakterio-

f4g DNS-filiggd RNS polimerdzdbdél szdrmazik.

17. A 12.,13.,14.,15.,vagy 16 igénypontok szerinti eljd-
rds azzal jellemezve, hogy

/a/ a préba harmadik /C/ doménjét a jeldlt ribonuk-
leotid trifoszfdtok jelenlétében transzkriptaljuk;

/b/ a harmadik domén transzkriptjei egy elsé aldo-
ménnel a cq-gyel rendelkeznek, mely egy szildrd szubsztra-
ton immobilizdlt oligonukleotid belogd prdébdval komplemen-
taritdst mutat; és

/c/ az emlitett transzkripteket immobilizdljuk és

mennyiségileg meghatdrozzuk.

18, A 12.,13.,14.,15 vagy 16 igénypont szerinti eljérds az
zal jellemzezve, hogy

/a/ az els§ préba harmadik /C/ doménjét biotini-
z41lt ribonukleotid trifoszfédtok jelenlétében transzkrip-
t413uk;

/b/ a harmadik domén transzkriptjei rendelkeznek
egy elsS aldoménnel a c,o-vel, mely egy jeldlt oligonukle-
otid prdbdval komplementaritdst mutat;

/c/ a transzkripteket egy avidinildlt szildrd
szubsztrdton immobilizdljuk; és

/d/ a transzkripteket mennyiségileg meghatdrozzuk.

19. A 12.,13.,14.,15., vagy 16. igénypontok szerinti el-
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jédrds azzal Jjellemezve, hogy

/a/ a préba harmadik C doménjét jelolt és bioti-
nizdlt ribonukleotid trifoszafdtok jelenlétében transzkrip-
taljuk;

/b/ a transzkripteket avidindlt szildrd szubsztri-
ton immobilizdljuk; és

/c/ a transzkripteket mennyiségileg meghatdrozzuk.

20, A 12.,13.,14.,15 vagy 16. igénypontok szerinti eljdrds
azzal jellemezve, hogy
/a/aprédba harmadik C doménjének transzkriptje két
aldoménnel rendelkezik
/i/ az els8 aldomén,a Cys azzal jellemezve,
hogy egy oligonukleotid befogdé prdbaval komplementer, a be-
fogd prébdt egy szildrd szubsztrdton immobilizdljuk.
/ii/ a mdsodik aldomén,a ¢y, azzal jellemezve,
hogy egy jelolt oligonukleotid prdbdval komplementer;
/b/ a transzkriptet egy befogd prdébdhoz hibridizal-
tatjuk; és

/d/ a jelolt prébdt mennyiségileg meghatdrozzuk.

21. A 12. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy
az elsd préba mdsodik és harmadik doménjeit a B-t és C-t
tartalmazé egység tobbsziros ismétl3dd B/C egységekben van

jelen.

22, Egy molekuldris préba jel amplifikdldként vald hasznd-
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lata immunovizsgalatokban azzal jellemezve, hogy tartalmaz
/a/ egy els8 domént /A/, mely egy antitestként mii-
kodni képes polipeptidet tartalmaz -, mely egy ismert ana-
lithoz specifikusan kotddik; és
/bf egy mdsodik domént /M/, mely egyszdlu oilgo-
nukleotid alegységeket tartalmaz, melyek egy kérdéses egy-
szdlu nukleinsav szekvencidhoz specifikusan képesek kotdd-

ni.

23, A 22. igénypont szerinti préba azzal jellemezwe, hogy
a misodik domén /M/ minden oligonukleotid egysége 15-50
bdzist tartalmaz megkozelitben és GC tartalma a 4o0-60%

tartomdnyba esike.

24, A 22, igénypont szerinti prdba azzal jellemezve, hogy

a molekula linedris szerkezettel rendelkezik.,

25, A 22. igénypont szerinti prdéba azzal jellemezwe, 108y

a molekula eldgazd szerkezettel rendelkezik.

26, A 22, igénypont szerinti prdéba azzal jellemezve, hogy
a mdsodik domén ollgonukleotid alegységének legaldbb egy
része egy a kbvetkezd képlettel rendelkezd vegyiiletbll
szdrmazd sokfunkcids egységen keresztiil kotddik.

Rt

- ? - R -X /1/
y

-~
)

ﬁ2
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ahol R egy szerves rész, eldnydsen egy nukleinsav; R1 egy

hidroxil véd8 csoport, mely eltdvolithatdé olyan koriilmé-
nyek kozott, mely alatt a szintetikus nukleinsav nem valik
le a szildrd fdzisrdl és nem vélnak le az exociklikus nit-
rogén vagy foszfdt védd csoportoky X egy foszfort tartal-
mazd csoport, mely eldsegiti a nukleinsav szintézisét; Y
egy nukleofil csoportbdl szdrmazd gyﬁk;és R2 Rl—gyel azo-
nos vagy egy blokkold vagy egy védd csoport, mely eltdvo-
lihatd és ugy helyettesithetd hidrogénnel, hogy az Rl-r"

nem befolyédsolja.

27. A 22, igénypont szerinti prdba azzal jellemezve, hogy
az oligonukleotid alegység legaldbb egy része a kdvetke-
z8 képlettel rendelkezl vegyliletbd8l szdrmazd tobbfunkcids
egységen keresztiil kapcsolddik:

R>

l
z
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ahol Z egy nukleofil; R1

egy olyan védd csoport, mely dlta-
ldban bédzis-stabil és sav-érzékeny, R2 hidrogén vagy metil;
RO egy véd8 csoport, mely eltdvolithatd és hidrogénnel he-
lyettesithetd, anélkiil, hogy RY-et befolydsolndy R5 egy
foszfor szédrmazék, mely lehetdvé teszi egy oligonukleotid
14ne 5°' pozicidjdhoz valdé nukleotidok addicidjdt kémial
gzintézisen keresztiil; R6 metil, hidrogén, I, Br, vagy F

¢s X egy 1-8-ig terjedd egész szdm, az egyet és a 8-at is

beleérive.

28. A 22. igénypont szerinti préba azzal jellemezve, hogy
az oligonukleotid alegységek legaldbb egy része a kovetkezd
képlettel rendelkezd tobbfunkcids egységen keresstiil kap-

csolddik:

R - ? -~ C W/iPr/,

Ho-Cw=0-T7
l ORT
R - 0 - CH,

ahol R az emlitett hidroxil véd8 csoporty; iPr izopropil)

1

és R~ metil vagy béta-cianoetil.

29, Eljdrds egy detektdlhatd jel amplifikdlédsdra, melyet
egy immunovizsgélatban egy antigén detektdldsdra és mennyi-
ségi meghatdrozdsdra haszndlunk, azzal jellemezve, hogy

/a/ egy analithoz kozvetve, vagy kozvetlenil ko-
tiink egy biokémiai molekuldris prdébdt, mely tartalmez egy

k6t8 domént /A/, egy mdsodik domént /1/, mely szdmos egy-
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szdlu DNS oligomer alegységet tartalmaz, melyek képesek
egyszdlu jelolt oligonukleotidhoz hibridizdlddni;

/b/ a nem kotott prdbdt eltdvolitjuk

/c/ egyszdlu jeldlt oligonukleotidokat hibridizd-
lunk, melyek egy olyan nukleotid szekvencidt tartalmaznak,
mely alapjdban véve komplementer az M domén prdéba alegység
szekvencidjdval és a mdsodik domén alegységeivel;

/4/ a nem kotott jelolt oligonukleotidot eltdvo-
litjuk és;

/e/ a prdébdhoz kotdds jelolt oligonukleotidok

mennyiségét meghatdarozzuk.

30, A 29. igénypont szerinti eljdrds azzal Jjellemezve,
hogy az analitot ellszOr kozvetleniil vagy kOzvetve egy szi-

14rd szubsztrdton immobilizdljuk.

31, A 30. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy
az A domén egy olyan polipeptid, mely képes antitestként
funkcionalni és?ﬁgrgggiithoz kozvetleniil vagy kozvetve az

A doménen keresztiil kotddik.

32. A 31. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy
az A domén polipeptidje az analithoz specifikusan k6t8d6

antitest egy epitdpjédhoz specifikusan k&tédik.

33. A 29. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemeszve,

hogy

/a/ a prdéba A doménje egy egyszdlu polinukleotid;
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/b/ az analit kozvetve k6t8dik -a molekuldris pro-
bdhoz égy protein/polinukleotid hibrid kotd molekuldn ke-
resztiil, mely két doménnel rendelkezik:

/i/ egy elsd8 doménnel, mely egy olyan egysza-
1u polinukleotid szekvencia, mely alapjéban véve komple~-
menter a préba A doménjének szekvencidjdval; €s

/ii/ egy mdsodik doménnel, mely egy az analit-

ra. specifikus-antitestként funkciondl.

34, Ezy tsszehasonlitd immunovizsgd] atban egy detektdlha=-
t4 jel amplifikdldsdnak médszere azzal jellemezve, hogy

/a/ létrehozunk egy molekuldris prébét, mely tar-
talmaz:

/i/ egy elsd domént /A/, mely immunogénként ké-
pes funkciondlni;

/ii/ egy mésodik domént /B/, mely egy a DNS-
fiigg8 RNS polimerdz enzim aktivitds prom@tereként funkci-
ondlni képes kétszdlu polinukleotidot jelent;

/iii/ egy harmedik domént /C/, mely vagy egy-
szdlu vagy kétszdlu és a mdsodik doménnel szomszédos oly
médon, hogy a harmadik domén a mdsodik domén prondter ak-
tivitdsdnak templdtjaként képes funkciondlni.

/b/ a prébét konkurens analit jelenlétében koz-
vetleniil vagy kozvetve egy szildrd szubsztrdton immobili-
zaljuk;

/c/ a nem kotdtt prébdt eltdvolitjuk;
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/d/ egy DNS-fiiggl RNS polimerdz ektivitdson keresztiil
a préba szerkezet harmadik C doménje templat szekvencidjé-
val /c?/ komplementer RNS oligomerekbdl szdmos képidt
transzkriptdlunk;

/e/ az RNS transzkriptek mennyiségét meghatdrozzuk.

35. Egy Usszehasonlitdé immunovizsgdlatban egy detektalhatd
jel amplifikdlésdnak mddszere azzal jellemezve, hogy

/a/ létrehozunk egy molekuldris prébat, mely tar-
talmaz:

/i/ egy els8 domént /A/, mely immunogénként
képes funkciondlni; és
/ii/ egy mdsodik domént /1i/, mely szamos olyan
egyszdlu oligonukleotid alegységet tartalmaz, melyek
képesek a kérdéses egyszdlu nukleinsav szekvencidhoz spe-
cifikusan kotddni;

/b/ a prébét egy versenyképes analit jelenlétében
kozvetve vagy z¢zvetleniil egy szildrd szubsztrdton immobi-
lizdljuk;

/c/ a nem kotott prébdt eltdvolitjuk;

/d/ a mdsodik domén alegységeihez, az M domén
préba alegység szekvencidjdval alapjdban véve komplementer
nukleotid szekveéncidt tartalmazd egyszdlu jelSlt oligonuk-

leotidokat hibridizdlunk;
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/e/ a nem kotott jelolt oligonukleotidokat eltdvo-
litjuk; és
/f/ a prdébdhoz kotott jelolt oligonukleotid mennyi-

ségét meghatdrozzuk.
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