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KIVONAT

A taldlmény térgya eljdréds DNS egy szdldanak szekvenciaelém—
zésére, amely az aldbbi 1lépéseket foglalja magdban: a DNS szdla-
nak szolgdltatédsa,a szdl Osszeforrasztdsa olyan primerrel, amely
képes hibridizdlni a szdllal, és igy Osszeforrasztdsi keverék
kialakitdsa, a keverék inkubdlédsa valamely dezoxiribonukleozid-
trifoszfdttal, valamely DNS polimerdzzal és valamely els8 léanc-
termindcids &4genssel olyan kdriilmények kozdtt, amelyben a poli-
merdz el8idézi, hogy a primer meghosszabbitott legyen, igy elsé
DNS termékek els8 sorozata képzddik, amely termékek a meghosszab-
bitott primer hosszdban kiilénbdznek, ahol minden els8 DNS ter-
méknek ldnc-termindcids dgense van meghosszabbitott végén, és
ahol az els8 DNS termékek szdma mintegy azonos lényegében az

tsszes DNS terméknél, amely hosszdban 1-20 bézissal kiiloénbozik.
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A taldlmény DNS szekvencia elemzésre vonatkozik, els8sorban
automatizdlt el jdrédsokra DNS szekvenciaelemzésben.

A DNS szekvenciaelemzést 4dltaldban Sanger és munkatdrsai
eljérdsdval [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463 (1977)] hajt-
jdk végre, ez magédban foglalja DNS egyedi szdlainak enzimes
szintézisét egy egyszdlas DNS templdtbdl és egy primerbdl. Az 1.
adbrdra utalva négy kiilonb6zd8 szintézist hajtanak végre. Egy egy-
szdlas templdtot nydjtanak egy olyan primerrel egyilitt, amely
hibridiz4l a templdthoz. A primert megnyudjtjdk DNS polimerdzt
alkalmazva, és az égyes reakcidkat egy specidlis bdzisndl (guanin,
G, adenin, A, timin, T vagy citozin, C) fejezik be egy megfeleld
l4dncbefejez8 szer, pl. egy didezoxinukleotid beépililése révén.
Azok koz6tt az enzimek kozott, amelyeket jelenleg alkalmaznak
ehhez az eljdrdshoz, taldlhatéd pl. az Escherichia coli DNS poli-
merdz nagy fragmentuma ("Klenow" fragmentum% reverz transzkriptédsz,
Tag polimeréz,vés T7/bakteriofdg DNS polimeriz.

Tovdbbra is az 1. dbrdra utalva a négy DNS szintézis reak-
cié négy sorozat DNS termék képzb8dését eredményezi, ahol minden
terméknek vagy egy meghatdrozott termindlisa és egy vadltozd ter-
mindlisa. A meghétérozott termindlis a primer molekuldval kezd8—
dik. A vdltozé termindlis egy, arra a nukleotidra (G, A, T, vagy
C) fajlagos lénc-termindcids 4genssel végzd8dik, amelynél a szin-
tézis reakcié befejez8dik. A termékek négy kiilonboz8 sorozatit
egyenként kiilonitik el molekulatomegilk alapjén, négy kiilon vo-
nalban nagy felbontdsd poliakrilamid gélben, hogy csikok négy
sorozatdt alakitsdk ki, ahol az egyes csikok a gélen a DNS szek-
vencidban lev8 egymds utdni specidlis nukleotidnakfehﬂnd{nwg.IgY

a csikok relativ helyzetei azonositjdk a helyzeteket az egyes
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adott nukleotid b&zisok DNS szekvencidjdban. £ltaldban a DNS ter-
mékeket dgy jelzik, hogy a kialakitott csikokat konnyen lehessen
kimutatni. Amint az 1. 4brdban bemutatjuk, a csikok intenzitésa
dltaldban nem egységes egy egyedi vonalon beliil, mivel a csikin-
tenzitds kdzvetleniill viszonyul az azonos molekulatdmegli DNS ter-
mékek teljes szdmdhoz vagy koncentricibéjdhoz, és ez a szdm termék-
r8l-termékre vdltozik még akkor is, amikor ezek nagyjédbél azonos
molekulatomegliek, és még akkor is, amikor ezek ugyanazt a termi-
nidcidés &4genst tartalmazzdk.

A fenti médszertant alkalmazva automatizdlt rendszereket
fejlesztettek ki a DNS szekvenciaelemzéshez. Az egyik berendezés,
amelyet az EG & G gyart, 32P—jelzést és DNS polimerdzt alkalmasz,
és az 1igy 1étrejov8 DNS termékeket gélelektroforézissel kiilonitik
el [Tonequzzo és munkatdrsai: Biotechniques 6, 460 (1988)]. A gél
aljén egy 32P'—detektor szdmolja a radioaktivitdst, amint &thalad
a gél fenekén. Négy szintézisreakcid szilkséges az egyes szekven-—
cidlandSé templédtokhoz, valamint az egyes géleken négy vonal; egy
elkiildnitett vonalat alkalmaznak azokhoz-a termékekhez, amelyek
az egyes specidlis ldnc-termindcids dgensek dltal fejezbdnek be,
amint azt pl. azn1. dbrédn bemutatjuk. '

Kanbara és munkatédrsai [Biotechnology 6, 816 (1QSSﬂ a fentebb
leirt 32P—jelzett primert fluoreszcens jelzéses primerrel helyet-—
tesitik. Az {gy létrejott, fluoreszcens jelzéses termékeket lézer-—
rel gerjesztik a gél fenekén és a fluoreszcencidt CRT monitorral
mutatjdk ki. Ez az eljdrds szintén négy szintézis reakcidét és a
gélen négy vonalat igényel az egyes szekvencidlanddé templédtokhoz.

Az Applied Biosystems olyan eszkozt gydrt, amelyben négy kiilonbszdé primert

alkalmaznak, ahol mindegyik kiilinboz8 fluoreszcens markerral van jelezve
[Smith és munkatérsai:
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Nuc. Acid. Res. 13, 2399 (1985); Nature 321, 674 (1986)]. Mindegyik
primert kiilon reakcidban alkalmazzdk, amelyek a négy didezoxinuk-
leotid egyikét tartalmazzdk. Miutdn a négy reakcidt kivitelezték,
ezeket egyesitik és egy gélen egyetlen vonalban futtatjdk. A gél
fenekén lézert alkalmaznak a fluoreszcens termékek kimutatdsdra,
miutédn ezek &tvédndoroltak vagy elektroforézis segitségével At ju-
tottak a gélen. Ez a rendszer négy kiilonbsz6 osszeforrasztdsi re-
akcidt és négy kiilonbsz8 szintézis reakcidt igényel az egyes temp-
14tokhoz, de csak egyetlen vonalat a gélen. A szekvencia szdmi-
tégépes elemzése konnyebbé v4dlik, ha mind a négy csik egyetlen
vonalban van.

A DuPont olyan berendezést nydjt, amelyben négy kiilonbozd
marker kot8dik a négy didezoxinukleotid trifoszfidt mindegyikéhexz
[Prober és munkatdrsai: Science 238, 336 (1987}]. Egyetlen 6ssze-
forrasztédsi 1épés, egyetlen polimerdz reakcié (amely a négy jel—
zett didezoxinukleotid trifoszfdt mindegyikét tartalmazza) és a
szekvencidls gélen egyetlen csik sziikséges. A négy kiillonbozb flu-
oreszcens markert a DNS termékhez kiilon-kiilon mutatjédk ki, amint
ezek elektroforézisen mennek 4t a gélen keresztiil.

Englert és ﬁunkatérsai [4,707,237 lajstromsz4dmi amerikai
egyesiilt 4llamok-beli szabadalmi lefrds (1987)] toébbesatornés
elektroforézis berendezést irnak le, amely kimutaté eszkdzdkkel
bir lényegében a gél teljes szélességén keresztiil elhelyezve,
ezek az eszkozdk érzékelni képesek a jelzett DNS termékeket, ami-
kor védndorolnak a négy kiilénbsz8 vonalban, €s azonositjdk a csa-—
torndt vagy vonalat, amelyben a minta elhelyezkedik. El8nydsen
radioaktiv jelzéseket alkalmaznak.

A jelenleg a DNS szekvenciaelemzéshez alkalmazott eljédrédsok
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koz6s jellemz8je az a szilkségszerliség, hogy a radiocaktivan vagy
fluoreszcens jelzéssel jelzett DNS termékeket el kell kiiloniteni
gél-permedcids eljdrédssal, pl. poliakrilamid- vagy méds gélelekt-
roforézissel, majd ezek elhelyezkedését ki kell mutatni egyméshoz
viszonyitva a védndorlds tengelye mentén, vagy a gélen 4t torténé
védndorlds sordn. Ennek az eljdrdsnak a pontossdgdt részben a je-
lek egységessége szabja meg a csikokban, amelyek mintegy azonos
t4dvolsdgban hatolnak a gélen 4t. A kiilnbségek vagy a vdltozékony-
sdg a jelintenzitédsokban a kozeli csikok k&zott szdmos gondot je-
lenthetnek. El18sz8r, ezek csdkkentik az eljards érzékenységét,
amely korlédtozza azt a lehet8séget, hogy a leggyengébb jeleket
tartalmazdé csikokat kimutassdk. Mdsodszor, ezek nehézséget okoz-—
nak annak meghatdrozédsdban, vajjon egy csik egy gyenge jellel
valddi jel, amely egy lédnc befejez8 &gens beépiilésének tulajdonit-
haté, vagy olyan mesterséges termék, amely a DNS-ben levd sziinet-
jel kovetkezménye, ahol a polimerdz felbomlott. Harmadszor, ezek
csdkkentik a pontossdgot a DNS szekvencia meghatdrozdsdban a tér-—
ben kozeli csikok kozott, mivel az egyik csik er8s jele bedrnyé-—
kolhatja a szomszédos gyenge jelet.

Az aldbbiakban rdviden ismertetjiik a taldlményt.

A fentebb felvetett ©sszes gondot megoldja a jelen taldlmény,
ahol mintegy azonos mennyiségfi, hasonld molekulatdmegli DNS termé-
ket 411itunk el8 egy szekvencidld reakcidban, igy a szekvencidld
gélben a kdzeli csikok, azonos vonalban, mintegy azonos intenzi-
tésudak.

Az a lehet8ség, hogy mintegy azonos intenzitédsd kdzeli csi-
kokat 411{tunk el8, hasznos, mivel ez lehet8vé teszi, hogy bdrmi-

lyen szekvencidlé reakcidé eredménye kdnnyebben és nagyobdb bizton-—-
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sdggal legyen leolvashaté. Ezen kivil mivel egy specidlis lé&nc-—
termindcids 4genssel végzett szekvencidld reakcidébdl szidrmazd DNS
termékek olyan csikokat képeznek, amelyek mintegy azonos inten-
zitdsdak, mint a kdzeli csikok intenzitdsai, a csik-intenzitéds
maga specidlis jelzést szolgdltat az igy képzett csikok sorozatéi-
hoz. Egy adott l4dnc-termindcids &gens dltal termelt, mintegy azo-
nos molekulatomegfi DNS termékek szdma vdltozik a lédnc-termindci-
és &4gens koncentrdcidjatdl fﬁgg6en. fgy a szintézishez a négy
ldnc—-termindcids &gens kﬁlbnb6;6 koncentréidcidéit alkalmazva azt a
DNS terméket, amelybe az egyik lénc—-termindcids &gens van beépit-
ve, megkiilonbdztethet jiilk azoktél a mintegy azonos molekulatomegl
DNS termékekt8l, amelyekbe mads lédnc—-termindcids Agensek vannak
beépitve, mivel ezek kiilonbdznek szdmban vagy mennyiségben; ko-—
vetkezésképpen a DNS termékek csikjait egyszerfien azonosithatjuk
ldnc-termindcids 4genseik szerint, intenzitdsaikat Osszehasonl{it-
va a kdzeli csikok intenzitdsaival. Ennek eredményeképpen DNS
termékek két vagy t0bb sorozatdt, ahol az egyes sorozatok kiildn-
b6z8 lénc—-termindcidés dgensekkel birnak, egyetlen vonalban vethet-
juk ald gél-permedcidnak és azonosithatjuk, azaz egymdstdl meg-
kﬁlbnbdztethetjﬁk; olyan médon, hogy az egyes csikok intenzitd-
sdt Osszehasonlitjuk a kozeli csikok intenzitédsdval. Ezen kiviil

a DNS termékek, amelyekbe kiilonbsz8 lénc—-termindciébs 4gensek
vannak beépitve, szintézisét nem sziikkséges kiilon-kiilon elvégezni,
kiilon edényekben, hanem egyiitt lehet elvégezni egyetlen reakcid-—
edényben, és azonos jelzést, pl. radioizotdép, fluoreszcens, stb.
jelzést alkalmazhatunk, ha sziikséges, minden ldnc—termindcids
dgenshez a helyett, hogy kiilénboz8 jelzéseket haszndlnédnk minde-

gyikhez. Ilyen médon az eljdrést egyszerlisithetjik.
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Meg kell jegyeznink azonban, hogy fokozatos cstkkenés van a DNS termékek
Osszes csikjainak intenzitédsdban, amint keresztiilhatolnak a gélen; azok, ame-
lyek a legrovidebb tévolsdgot hidaljék &t, kisebb intenzitdst mutatnak, mint
azok, amelyek a legnagyobb tévolsdgot hidaljék &t. Az egyes csikok relativ in-
tenzitédsa viszont, amikor Osszehasonlitjuk a kozeli csikokat bdrmely elhelyez—
kedésnél az &thatolds tengelye mentén, mindig kézel azonos marad. A relativ in-
tenzitésnak ez a megfrzése mindeniitt a permedcié kiterjedése mentén te-—
szi lehetdvé a jelen taldlményt.

A "kozeli csikok" kifejezés azokat a csikokat jelenti azo-
nos vonalon belil, amelyek 20-30 mm-re vannak a szdéban forgé
csik el8tt vagy mbgdtt, a permedcids tengelye mentén mérve. Llta-
léban a kozeli csikok megukban foglaljédk azokat a DNS termékeket,
amelyek a széban forgdé DNS termékt8l nem tdbb, mint 20 bdzissal
kiilonbdznek (vagyis a toSmeg-kiilonbség nem tsbb, mint mintegy 6000
dalton).

f1taldban a taldlmdny érint egy DNS polimerdzt a DNS szek-—
vencidld$ reakcidkban valé felhaszndldsra, amely egy szekvencidl$
reakcidéban olyan, csak enyhén eltérd molekulatdmegii DNS terméke~
ket hoz létre, amelyek mintegy azonos szdmban keletkeznek. fgy
amikor az ilyen DNS termékeket egy gél-matrixon elkiilonit jiik,
ezek olyan csikokat képeznek, ahol a kozeli csikok kdzel azonos
intenzitédsdak. A nélkiil, hogy ragaszkodndnk bédrmilyen adott el-
mélethez, a feltaldldk ezt az egységességet az intenzitdsban a
polimerdznak tulajdonitjdk, amely nem kiillonbdzteti meg a normdlis
nukleozid trifoszfdtokat és a ldnc-termindcidbés 4dgenseket, pl.
didezoxi-nukleozid trifoszfitokat.

Az egyik szempont szerint a taldlmdny DNS egy szdldnak szek-—

venciaelemzési eljédrdsdra irdnyul, ez az aldbbi 1épésekbdl &11:



Ssee RovY 0888 S sens
8 3 . L}

3 .
s ece o oe .

a DNS szdldnak elédllitdsa; a szdl Osszeforrasztdsa egy olyan
primerrel, amely képes hibridizdlni a szdlhoz, hogy egy Osszefor-
rasztott keverék keletkezzék; az Osszeforrasztott keverék inkubd-
ldsa valamely dezoxiribonukleotid foszfattal, valamely DNS poli-
merdzzal és egy els8 lédnc-termindcidés &genssel olyan koriilmények
k6zott, amelyekben a polimerdz a primer meghosszabboddsadt idézi
el6, hogy els8 DNS termékek elsd sorozatai keletkezzenek, amelyek
kiilonbdznek a meghosszabbitott primer hosszdban, ahol az egyes
els8 DNS termékek egy ldnc-termindcids dgenssel rendelkeznek meg-
hosszabbitott végiikdon; az egyes els8 DNS termékek szdma mintegy
azonos lényegében az Osszes DNS terméknél, amely hosszdban 1-20
bédzisban kiilonbozik. Az eljirds tovdbb4d eldnydsen magdban fog-
lalja az aldbbi 1lépéseket: az elsd DNS termékek elkiilonitése gél-
permedcidval molekulatémeg szerint, hogy csikok els8 sorozatait
kapjuk meg, ahol minden els8 sorozat csik egy adott molekulato-
megli els8 DNS terméket képvisel, é€s ahol az egyes kozeli elsd
sorozat csikok intenzitdsa csaknem azonos lényegében minden elsé8
sorozat csikndl; és az egyes els8 csikok helyzetének meghatdro-
zdsa.

A "lényegében minden" kifejezés azt jelenti, hogy a 10-bé81
legaldbb 9 (vagy 20-bdl 19) kbzeli kdtésnek mintegy azonos inten-—
zitdsa van. Azaz csak az alkalmi kotéseknek van kiilonboz8 inten-
zitdsa. Ez a kiilonbodz8 intenzitds mesterséges termékekbd8l ered.
Ilyen mesterséges termékre példa két vagy tobb kiilonboz8 moleku-

DNS termék
latémegﬁY%sszenyomédésa egy csikon belil. Két ilyen Osszenyomédédst
mutatunk be a 2. dbrdban, ahol a mesterséges kotéseket csillaggal
jelsljik. A "mintegy azonos" kifejezés azt jelenti, hogy a csik-

intenzitéds legfeljebb kétszeresére, legeldnydsebben legfeljebb
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1,2-szeresére valtozik. A "gél-permedcid" kifejezésbe beleértjiik
a DNS szekvenciaelemzéshez alkalmazott meglev8 poliakrilamid gé-
leket, és bidrmilyen m&s mechanizmust DNS termékek elkiilonitésé-—
re molekulatsmegiik alapjén.

Az egyik kiviteli médban mintegy azonos intenzitédsd kdzeli
csikok el84llitdsa érhetd el olyan médon, hogy valamely DNS poli-
merdzt inkubdlunk olyan oldatban, amely mangén- vagy vas-ionokat
tartalmaz.

Az egyik el8nyds kiviteli médban az eljidrds tovdbbd magd-
ban foglalja egy mdsodik ldnc-termindcids 4gens el84llitdsdnak
1épését az osszeforrasztott keverékben olyan koncentrédcidban,
amely kiilonbdzik az els8 lénc-termindcidés 4gens koncentrdcidjé-
t61, ahol a DNS polimerdz mésodik DNS termékek egy mdsodik soro-
zatdnak termelését idézi el8, ahol minden médsodik DNS termék a
mésodik l4nc-termindcids &dgenssel bir meghosszabbitott végén, és
az egyes médsodik DNS termékek szdma lényegében azonos minden DNS
terméknél, amelyek hosszban 1-20 bdzissal kiilonbdznek egymdstdl,
és ahol lényegében minden els8 és minden mdsodik DNS termék,
amely egymdstdl 1-20 bédzis hosszisdgban tér el, hatédrozottan kii-
16nbsz6. LegelGﬁybsebben a mésodik DNS termékek mé&sodik sorozata
csikok mdsodik sorozatdt alakitja ki, amikor gél-permedcidval
kiilonit jik el molekulatdmegiik szerint, ahol lényegében minden
kézeli mdsodik sorozat-csik intenzitédsa mintegy . azonos, és az
els8 sorozat lényegében Osszes csikjdnak intenzitdsa hatédrozot-
tan és megkiilonbdztethet8en kiilénbdzik a mésodik sorozat egyes
kdzeli csikjainak intenzitdsdtdl; az eljédrds magdban foglalja to-
vdbb4d az egyes csikok helyének és intenzitédsdnak meghatdrozdsdt,

ahol az intenzitéds egy adott csik-sorozat képvisel§je.
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A "hatdrozottan kiilonbozd" kifejezés azt jelenti, hogy egy
sorozat csikja megkiilonbdztethetd egy kozeli csiktél (vagyis
olyan cs{ktél, amely hosszban 1-20 bdzissal kiilonbdzik), amely a
médsik sorozatban van. Azaz egy berendezés, amely méri egy adott
molekulatomegli DNS termékek szdmit, meg tudja kiilonboztetni a
DNS termékek két sorozatdt egymédstdl.

Egy tqvébbi el8nyds kiviteli médban az el jdréds magdban fog-
lalja két tovdbbi ldnc-termindcids Agens készitését, ahol a poli-
merdz midsodik és harmadik DNS termékek médsodik és harmadik soro-
zatdnak e18411{t4sdt idézi el8, ahol az egyes mdsodik ¢€s harmadik
termékek szdma mintegy azonos lényegében minden olyan DNS termék-
nél, amelyek hosszban 1-20 bdzissal kiilonbdznek egymdstél, és
ahol léﬁyegében az Osszes els8, Osszes madsodik és Osszes harmadik
DNS termék, amelyek hosszban 1-20 bédzissal kiilonbdznek egymdstél,
szédma megkiilénbdztethet8en eltér8. Legellnydsebben a médsodik és
harmadik DNS termékek mindegyik médsodik és harmadik sorozata mé-
sodik és harmadik csikok eltér8 sorozatidt képezi, amikor gél-per—
medcidéval vadlasztjuk el molekulatdomeg szerint, ahol lényegében
minden kozeli mésodik sorozat csik intenzitédsa mintegy azonos,
lényegében minden kdzeli harmadik sorozat csik intenzitédsa mintegy
azonos, és ahol az eltér8 sorozatok lényegében Osszes kozeli csik-—
jainak intenzitdsa megkiilonbdztethet8en eltérd; az eljédrds ma-—
gdban foglalja tovdbbd az egyes csikok helyzetének és intenziti-
sdnak meghatédrozdsi lépéseit, ahol az intenzitds egy adott csik-
soroazt képvisellje.

Egy még tovdbbi el8nyds kiviteli mdédban az eljdrds magdban
foglalja négy kiilonboz8 dezoxiribonukleozid trifoszfit és négy

kiilénb6z8 ldnc-termindcids &dgens elB84l11itdsdt az Usszeforrasztott
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keverékben, ahol a DNS polimerdz mdsodik, harmadik é€s negyedik
DNS termékek médsodik, harmadik és negyedik sorozatdnak termelését
idézi el8, ahol az egyes mdsodik, harmadik és negyedik DNS termé-
kek szdma mintegy azonos lényegében minden olyan DNS terméknél,
amelyek hosszban 1-20 bdzissal kiilonbdznek egymédstél, és ahol
lényegében az Osszes elsd, Osszes médsodik, Osszes harmadik és
tsszes negyedik DNS termék, amelyek hosszban 1-20 bdzissal kii-
15nbdznek egymdstdél, szdma megkiilonboztethetfen eltér8. Legeld-
nydsebben minden mésodik, harmadik és negyedik sorozat médsodik,
harmadik és negyedik csikok sorozatdt alakitja ki, amikor mole-
kulatomeg alapjdn gél-permedcidbéval elkiilonitjik, ahol lényegében
minden kozeli médsodik sorozat csik, vagy lényegében minden kozeli
harmadik sorozat csik, vagy lényegében minden k&zeli negyedik
sorozat csik intenzitdsa mintegy azonos, és ahol az eltérd soro-
zatok lényegében Osszes kbzeli csikjainak intenzitésa mégkﬁlbnbéz—
tethetben eltérf; legeldnydsebben az eljdrds magdban foglalja
tovdbbd az egyes csikok helyzetének és intenzitédsédnak meghatéro-
z4si 1lépéseit, ahol az intenzitéds egy adott csik-sorozat képvi-
selbje.

. Egy tovdbbi eldnyds kiviteli médban az Osszeforrasztott ke-
veréket mangdn vagy vas—-ionokkkal egyiitt 411itjuk el8, ahol ezek
az ionok azt a célt szolgdljdk, hogy a polimerdz ne tegyen kii-
16nbséget a lédnc—-termindcidbs Agensek koz6tt; a DNS termékeket
molekulatsmegitk alapjdn egy gélnek kevesebb, mint négy vonald-
ban vdlasztjuk el; az egyes csikok intenzitdsdt gél-leolvasé be-
rendezéssel mérjilkk; a DNS polimerdzt a T7-tipusd polimerdzok, az
E. coli DNS polimerdz I nagy fragmentuma, és a Taq polimerdz ko-—-

ziil vdlasztjuk ki; és a ldnc-termindcidés dgens valamely didezoxi-
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nukleotid trifoszfét.

Egy rokon szempont szerint a taldlmény eljédrédst nydjt DNS
egy szédldnak szekvencia elemzésére, ahol az eljdrds az alédbbi
lépéseket foglalja magdban: vagy (a) egy DNS polimerédz nydjtédsa,
és a polimerdz, valamint a DNS sz4l inkubdldsa olyan oldatban,
amelyben mangdn— vagy vas—-ion és egy lédnc—-termindcids &4gens ta-
141lhaté; vagy (b) egy olyan DNS polimerdz nydjtdsa, amely lénye-—
gében nem-megkiilénbdztet8 jellegli valamely termindcids 4gensre.

Egy mdsik rokon szempont szerint a taldlmény eljérést
nyuijt DNS polimerdz el8411{tdsdra DNS szekvenciaelemzéshez, bele-
értve a DNS polimerédsz 6sszekeverééének 1épését olyan oldatban,
amely mangdn— vagy vas—iont tartalmaz.

Egy tovédbbi szempont szerint a taldlmédny olyan oldatot
nyijt, amelyben T7-tipusd DNS polimerdz vagy valamely Taq poli-
merdz, valamint mangdn- vagy vas—ion taldlhaté. Az ion el8nydsen
0,005-100 millimél/1 koncentrdcidjd.

Egy tovédbbi szempont szerint a taldlmdny készletet nyidjt
DNS szekvenciaelemzéshez, amelyben DNS polimerdz, valamely lénc-
termindcids 4gens, és mangdn- vagy vas—-ion taldlhaté.

Egy e16ny6§ kiviteli médban a polimerdz T7-t{ipusd DNS poli-
merdz, az E. coli DNS polimerdzl nagy fragmentuma, vagy Taq po-
limerdz; a ldnc—-termindcids 4gens valamely didezoxinukleotid; és
a készlet tartalmaz tovédbbad valamely dezoxiribonukleotid tri-
foszfétot.

Egy tovdbbi szempont szerint a taldlminy eljdrdst nydjt DNS
automatizdlt szekvenciaelemzéséhez, ide értve egy olyan polime-
rdz alkalmazdsdt, amely lényegében nem megkiilonbSztetd jellegh

valamely lédnc-termindcidés &gensre és olyan DNS termékek soroza-—



t4dnak termelését idézi eld, amelyek molekulatomegiikben kiildnbdz-—

nek és azonos ldnc-termindciés &dgenssel vannak befejezve, ahol a

DNS termékek lényegében az 6sszes kzeli csikokat azonos intenzi-
tdssal 411itjdk el8.

A "lényegében nem megkiilonbsztet8" kifejezés azt jelenti,
hogy a lédnc-termindcids dgensek egységesen épiilnek be a DNS hosz-
sza mentén, tekintet nélkiil a DNS szekvencidra. A "lényegében azo-—-
nos" kifejezés azt jelenti, hogy az intenzitds legfeljebb két-hd-
romszoros szorzdéval kiilonbozik.

Egy tovdbbi szempont szerint a taldlmény egy automatizdlt
DNS szekvenciaelemz8 berendezést nyujt, amely egy reaktorbdl 4il,
amely egyedi primerb8l és DNS szdlbdl képzett DNS termékek lega-
14bb két sorozatdnak elbdllitédsdra szolgdl, ahol a sorozat egyes
DNS termékei molekulatomegiikben kiilonbdznek egymdstdl és egyik
végiikén ldnc-termindcids &genssel birnak; tovdbbd egy elkiilonité
berendezésb8l 411 a DNS termékek elkiilonitésére, hogy csikok so-
rozatdt alkossuk meg, ahol a sorozatban lényegében az Osszes ko-
zeli csik intenzitédsa kdzel azonos, és lényegében az Osszes ko-
zeli csik intenzitdsa az eltérd sorozatokban kiilonbdz8; tovdbba
csik-leolvasé eszkozb8l 411 az egyes csikok helyzetének és inten-—
zitédsdnak meghatdrozdsdra az elkiilonités utén; toyébbé szédmité—
gépes berendezésb8l &11 a DNS szdl DNS szekvencidjédnak meghatd-
rozdséira kdzvetleniil a csikok helyébbl és intenzitédsdbdl.

Egy eld8nyss kiviteli médban a reaktor mangédn— vagy vas—-io-—
nokat és valamely T7-tipusd DNS polimerdzt foglal magdban.

Egy tovdbbi szempont szerint a taldlmdny oldatot vagy kész-
letet nydjt, amely valamely pirofoszfatdzt, valamely DNS polime-

rdzt, és valamely lédnc-termindciés 4genst vagy dITP-t foglal ma-
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gédban, tovdbbd eljdrdst nydjt DNS szekvenciaelemzésére, amely
magédban foglalja pirofoszfatdz alkalmazdsdt a szekvenciaelemzési
reakcidban. A pirofoszfatdz bevezetése egy szekvenciaelemzési
reakcidéban csdkkenti a pirofoszfat szintjét és javitja a kozeli
csikok csikintenzitdsédnak egységességét.

A fenti szempontok bdrmelyikében a mangdn- vagy vasionokat
valamely keldt, pl. citrdt vagy izocitrédt jelenlétében szolgdl-
tathatjuk. Az ilyen keldtokrdél idgy gondoljuk, hogy a kivdnt ion
szabdlyozottabb szintjét szolgdltatjdk valamely DNS szekvenciae-
lemzési reakcidban.

Egy utolsé szempont szerint a taldlmény T7 DNS polimerdzt
nydijt (ALys118-Arg145), és nyijtja az ezt a polimerdzt kédold
DNS-t. Ennek a polimerédznak nincs kimutathaté exonukledz aktivi-
tésa.

Olyan koriilményeket taldltunk, amelyek k&zott a DNS polime-
rdzokat ugy médosithatjuk, hogy megvidltoztassdk képességiiket egy
ldnc—-termindcids 4gens beépitésére egy primer DNS meghosszabbi-
tott termindlisédndl egy DNS templdt jelenlétében. Ez a képesség
lehet8vé teszi a»kivitelezendd DNS szekvenciaelemzést lénc-termi-
nédcids &4gensek kisebb koncentrédcidival is, 1igy nagy mértékben
csokkentve egy DNS szekvenciaelemzési reakcié koltségeit. Ezen
kiviil dgy taldltuk, hogy a DNS polimerdzok, amelyek ezzel a képes-
séggel birnak, kozeli csikokat alakitanak ki egy szekvencidlé
gélben, amelyek mintegy azonos intenzitdsdak. A polimerédz tehdt
mér nem tesz kiilonbséget jelent8s mértékben a lédnc—-termindcids
4dgensek és normdl dezoxinukleotid trifoszfdtok kozott. Kimutat-
tuk, hogy legaldbb hdrom polimerdzt lehet médositani ezen az uton,

ide értve egy médositott T7 DNS polimerdzt, az E. coli DNS poli-
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merdzl nagy fragmentumdt, és egy Taq polimerdzt. Tovéabbi polime-
ridzok, amelyek homoldégidval birnak ezekhez a polimerdzokhoz, szin-
tén mikddhetnek a jelen taldlményban.

A jelen taldlmény tovAbbi eldnye az, hogy bdrmilyen, egy
szekvenciaelemz8 reakciéban alkalmazanddé adott ldnc-terminédcids
dgens koncentrédciéja konnyen kiszdmolhatd, mivel a kotés—intenzi-
t4s kbdzvetlen Osszefiigg bldrmelyik lédnc—termindciés Agens koncent-
rédcidjidval és azonos minden ilyen &gensnél.

A jelen taldlmény szerinti médositott polimerdzok kiilnosen
alkalmasak DNS szekvenciaelemzési reakcidkhoz, mivel csak egyet-
len szekvenciaelemzési reakcidé, amely tartalmazza mind a négy
ldnc-termindcids 4genst négy kiilénbozd8 koncentrdcidndl, sziiksé-.:
ges. fgy kevesebb, mint négy kiilénbsz8 szekvenciaelemzési reak-—
ciét alkalmazhatunk bdrmilyen adott DNS templdthoz.

A jelen taldlmédny mds vondsai és ellnyei nyilvanvaldéva val-
nak az el8nyds kiviteli médok ez utdn kdvetkezd leirdsdbdl és az
igénypontokbdl.

Az alédbbiakban a taldlmény elfnyds kiviteli médjait irjuk
le. Ennek keretében els8ként roviden ismertetjiilk az &brékat.

Az 1. 4bra a DNS szekvenciaelemzés vézlatos ismertetése
Sanger és munkatdrsai (fentebb idézett munka) szerint.

A 2-7. &dbra hat kiilonbsz8 szekvencidld gél relativ csikin-
tenzitdsainak grafikus ébrézolésai, ahol a gélt '"Applied Bio-
systems Model 370A Sequencing System" rendszerben vizsgdljuk, és
az egyes gél vonalak szekvencidlé reakcidkeveréket tartalmaznak,
amelyek genetikailag médositott T7 DNS polimerdz alkalmazdsénak
eredményei mangin vagy magnézium és kiilonbdz8 didezoxinukleozidok

kiilonboz8 keverékeinek jelenlétében.
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Ezeknek az &dbrdknak mindegyikében a szekvencidlt DNS mGP1-2

[ez T7 RNS polimerdzt kdédol, l4dsd Tabor és munkatédrsai: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84, 4767 (1987)] és a primer az Applied
Biosystems fam primerje. Minden esetben a fam primerhez tartozé
fel nem dolgozott (nyers) csatoldst mutatjuk be. Az egyes csato-
l4sok rajtjadt és végét jelezzilkk. Ezen kiviil a szekvenciédk hely—q
zeteit is bemutatjuk, tekintettel megfelell helyilikre a vad tipusu
T7 DNS-ben [Dunn és munkatdrsai: J. Mol. Biol. 8, 452 (1983)].
Az egyes grafikonokon csillaggal jelzett pontok az Osszenyomdsi
teriileteket képviselik, ahol legaldbb két, kiilonbdz8 molekulato-
meg{i DNS termék azonos helynél védndorol a gélen. Az Osszenyomds-
rél 4dltaldban irnak Tabor és munkatérsai [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84, 4767 (1987)].

A 8. 4dbra a magnézium és mangdn koncentrdcidjdnak optimumét
bemutatdé grafikon a DNS polimerdz aktivitdsndl, genetikailag mé-
dos{itott T7 DNS polimerdzt alkalmazva 4,0 mmél/1 izocitridt jelen-—
1étében és tdvollétében.

A 9. dbra izocitrdt kiilonboz8 koncentrdcidinak hatdsédt bemu-
taté grafikon, 10 mmél/1l magnézium vagy mangdn jelenlétében, a
DNS polimerdz aktivitdsra, genetikailag médositott T7.DNS poli-
merdzt alkalmazva.

A 10. 4bra a pGP5-8 vazlatos térképe; ez olyan plazmid,
amely egy genetikailag médositott T7 DNS polimerdzt kédol, amely-
b81 hidnyoznak az aminosavak Lys118-t81 Argl145-ig, és amelybdl
hidnyzik az exonukledz aktivitiés.

A 11. 4bra a jelen taldlmény automatizdlt szekvenciaelemzd
berendezésének diagram-szer{i 4brdzolésa.

DNS polimerédz
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A jelen taldlmédnyban alkalmas DNS polimerdzok koézdtt taldl-
juk azokat a polimerdzokat, amelyek homoldég polimerdzok osztdlyd-—
ba tartoznak, ide értve a T7-t{ipusd DNS polimerdzokat (pl. a T7,
T3, #I, @II, H, W31, gh-1, Y, A1122 vagy SP6 polimerdzokat), az
E. coli DNS polimerdzl nagy fragmentumdt és a Taq polimerdzt. A
- "homoldég polimerdz" olyan enzimet jelent, amely megkiilénbozteti
a didezoxinukleotid trifoszfdtokat a dezoxinukleotid trifoszfédtok-
t61 magnézium jelenlétében; amikor azonban a magnéziumot mangdn-
nal helyettesitjik, a megkiilonboztetés a didezoxinukleotid trifosz-
fadtokkal szemben csdkken. Ezeket a polimerdzokat a DNS szekvencia-
elemz8 reakciéban olyan koriilmények kozott alkalmazzuk, amelyek
k6z6tt ezek mintegy egyforma intenzitédsd kodzeli csikokat 4llita-
nak el8 (az intenzitdsban mintegy 1,5-2,0-szoros valtozédssal),
amikor a szekvenciaelemz8 reakcié DNS termékeit gélben futtatjuk.
A "kozeli" azt jelenti, hogy olyan csikok vannak jelen, amelyek
legfel jebb 6000 molekulatomeggel, vagyis 20 bdzissal kiilonbozd
DNS termékeket képviselnek. Ennek az intenzitdsnak a tényleges
értéke csidkkenhet a gél hosszdnak mentén, amint az aldbbiakban
leirjuk - és az &brikban bemutat juk. A csik-intenzitéds a
DNS termékek széﬁét tilkrzi egy bizonyos csikon beliil. Jelzéseket,
pl. fluoroférokat vagy radioizotépokat alkalmazunk, hogy olyan
konnyen kimutathaté intenzitdsd csikokat dllitsunk eld, amelyek
tikrdszik az ilyen DNS termékek szdmdt. fgy a jelen taldlmédnyban
egy lédnc—-termindcids dgenssel végzett szekvenciaelemzési reak-
cibébdbl szdrmazb kdzeli csikok mintegy azonos szdmd DNS termékkel
birnak, {gy tehdt egyforma csik-intenzitdssal birnak. A szekven-
ciaelemzési koriilmények kozdtt taldljuk a polimerdz ihkubélését

fajlagos kétértékli vagy hdromértékli kationok jelenlétében[ ilye-
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nek pl. a mangdn (II és III), ferro- és ferri—ionok]; az egyértéki
" és kétértékfi kationok k5z5tt, amelyeknek nincs kimutathaté hati-
sa, vagy amelyek kdrosak a DNS szintézisre, taldljuk az alébbi
ionokat: X, Na, Ba, Be, Ca, Ce, Cr, Co, Cu, Ni, Si és Zn. Az ani-
on mibenléte nem fontos, fgy pl. a klorid, acetdt, &s szulf4t
egyarédnt alkalmas. Ezek kézﬁft a korilmények kozott az igény lénc-—
termindcidés dgensekhez, pl. didezoxinukleozidokhoz, csaknem ezred—
részére csOkken olyan enzimeknél, mint az E. coli DNS polimerdzI
nagy fragmentuma és Taq polimerdz, és mintegy tizedére csékken
valamely médositott T7 polimerdzndl. Egy keldt-képz8t szintén ad-
hatunk ebbe az oldatba abbdl a célbdl, hogy segitsiink szabdlyozni
a rendelkezésre 4116 kétértéki fémionok koncentridcidjit. Igy pl.
citrdtot vagy izocitrdtot alkalmazhatunk. Ezekrd8l a keldtokrél

ugy gondoljuk, hogy fenntartjdk pl. a szabad mangdn-ionok szint-
jét 10—100me61/l kozti koncentrdciéban mangédn-koncentrdcid szé-—
les tartomédnydban, vagyis a keldtképzd anyag pufferként miks-—
dik.

‘A jelen taldlmdny szerinti DNS polimer4dzok nem tesznek je-
lentés kiilonbséget a didezoxinukleotid analdégok és a dezoxinukle-
otidok kozstt aIDNS templdt hossza mentén. Ez azt jelenti, hogy
mangén vagy vas jelenlétében ezek a polimerdzok nem képesek kii-
lonbséget tenni egy olyan nukleotid k&z6tt, amelynek 3' hidroxil
csoportja van, és olyan k&zdtt, amelynek nincs ilyen (vagyis a
ribéz 3' helyzeténél két hidrogénje van). Ezek a polimerdzok
azonban meg tudjdk kiilonbdztetni a médositidsokat mis helyzeteknél
a nukleozidokndl, még mangdn vagy vas jelenlétében is. fgy pl. a
polimerdz kiilonbséget tesz bizonyos didezoxinukleozid analégok,

amelyeknek kotstt fluoreszcens csoportjaik vannak, és a dezoxi-
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nukleozidok k&zott. A polimerdz azonban nem kiilonbtztet meg kiilon-
b6z8 mértékben szomszédos vagy kdzeli nukleotidokndl a didezoxi-
nukleozidokra vonatkozé médositds léte vagy nem léte alapjén. gy
mik‘o’zi:en ezek er8s killonbséget tesznek ezek kdzott az -analdgok kozott,
nagyobb koncentriciét igényelve egy DNS szekvenciaelemzd reakcié-
hoz a nem médosfitott didezoxinukleozidokhoz viszonyitva, a kozeli
csikok intenzitdsa mégis egyforma lesz. fgy pl. tizszeres megkii—
16nboztetés 1létezik a didezoxi ITP (44ITP) és a didezoxi GTP. (ddb
GTP) ko6zdtt Mn jelenlétében. Egy szekvenciaelemzési reakciéban
termelt Osszes csik azonban azonos intenzitédsd ddITP-vel, mivel
nincs eltér8 megkiilénboztetés a DNS templdt hossza mentén.

fzy a jelen taldlmény szerinti polimerdzok lénc-termindcids
dgensek beépiilésének egyforma hatékonysédgdt biztositjédk, még ak-
kor is, ha ezek megkiilénbdztetik az &ltaldnos beépiilést.

A jelen taldlményban alkalmazhaté lédnc-termindcids &dgensek
k5z6tt taldljuk azokat a didezoxinukleozidokat, amelyek 2',3'
didezoxi-szerkezettel rendelkeznek. A jelen taldlmdnyban alkalmas
tov4bbi 4gensek azok, amelyek képesek fajlagosan befejezni egy
DNS szekvenciélé reakcibét egy adott bdzisndl, és amelyek kozott
a polimerdzok nem tesznek kiilonbséget a fenti koriilmények kozott..

AbbSl a célbdl, hogy meghatdrozzuk, vajjon egy adott DNS
polimerdz bdrmilyen adott lédnc-termindciés dgenssel egyiitt, vagy
egy szekvencidlé reakcidkeverék mis komponense alkalmas—e a jelen
taldlményban, standard szekvencidldé reakcidét hajtunk végre, amint
ezt aldbb leirjuk és 4brdkban bemutatjuk, és a csik-képzbdés mér-
tékét és a szekvencidld gélben a kdzeli kotések egységességét
feljegyezziik. Ha a polimerdz reakcid nem haladja tul a primert

legaldbb 20 bédzissal, ez nem alkalmas az alkalmazott koriilmények
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kozott. A szomszédos csik-egységesség kétszgres vagy ennél kisebb
eltérés mellett alkalmas a jelen taldlmédnyban, el8nydsen az egy-—
ségesség 1,0-1,5-s28r6s tartomdnyon beliil van. Hasonldéképpen az
optimdlis kation-koncentréicidét, vagy méds, ebben a tartoményban
alkalmazhatd lehetséges kation meghatdrozdsdt elvégezhetjiilk ennek
a szekvencidldé reakcidnak alkalmazdsdval kiilonbszd8 koriilmények
koz6tt. fgy pl. a kationokat 0,005-100 mmél/1 kozti tartomdnyban
vizsgédlhatjuk. Egy ilyen kisérletre példa az aldbbi.

DNS szintézist mériink egy 5'—GTAAAACGACGGCC§GT—3' szekven-—
cidji 17-mer primert (New England Biolabs, 1211 katalbdgusszdm)
alkalmazva, amely 32P—vel van jelezve 5' végén és egy egyszdld
mGP1-2 DNS-hez van forrasztva [Tabor és munkatdrsai: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84, 4767 (1987); és Tabor és munkatdrsai: J. Biol.
Chem. 262, 16212 (1987)}.

Badrmilyen méds templdt egyformén alkalmas ebben a reakcidban.
Ezt a primer—-templéidtot alkalmazzuk abban a reakcidban, amely egy
DNS polimerdzt tartalmaz valamely fémion egy koncentrdcidé-tarto-
manyédnak jelenlétében. A reakcidkat mind a 4 dezoxinukleotid
(dNTP: , 20-200 Mmé1/1) egy adott koncentrdciéjdnak jelenlétében
és egy didezoxinukleotid (ddNTP, ebben a példdban ddGTP 10-500
meél/l kozott) koncentrédcidtartomdnydban hajtjuk végre. A DNS
termékeket azutdn poliakrilamid gélelektroforézissel elemezziik,
ahol a DNS szintézist a primer termel8 csikok kiterjesztéseként
mutatjuk ki a gélen, a csikok itt a kiilonboz8 molekulatomegl ki-
terjesztéseket képviselik.

Egy adott példdban az egyes reakcidkeverékek (10¢41) tar-
talmaznak 0,1 M8 3QP—primer—templa’rtot, 40 mmél/1 trisz.HCl-t

(pH 7,5), 5 mmé1l/1 ditiotreitolt (DTT), 5 amé1-20 mmél/1 fémiont,
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10—500J4mél/1 4ANTP-t, 1—500vnm61/1 ddNTP-t és 2 egység DNS poli-
merézt. Az inkubidldst 37°C hémérsékleten 15 percig végezzik. A
reakcidt 10J«1 oldat hozzdaddsdval 411itjuk le, amely 90 % forma-
midot, 50 mmél/1l EDTA-t és 0,1 % brémfenol-kéket tartalmaz.

Az igy 1létrejov8 mintdkat 75°C hémérsékleten 2 percig mele-
gitjik kozvetleniil az el8tt, mield8tt poliakrilamid gélre (8 %
akrilamid, 0,3 % bisz-akrilamid) terhelnénk 7 mél/1 karbamidot é&s
100 mmé1l/1 trisz-bordtot (pH 8,9) tartalmazé oldatban. A gélt
50 % metanolt és 10 % ecetsavat tartalmazd oldatban 30 percig
fix4ljuk, szdritjuk és autoradiogrédfidhoz elbhivjuk. Az {gy 1lét-
rejov8 film egyes vonalaiban az intenzitdst dgy mérjik, hogy az
egyes vonalakat denzitométerrel végigtapogatjuk. Az alkalmazott
denzitométer egy kettfs sugaru regisztrilé mﬁszerI:MkIIIC modell
(Joyce, Loebb and Co., Ltd., Gateshead-on-tyne, II. Angliaj}. Bar-
milyen alkalmas denzitométeres miiszer mlkddhet a gélek leolvasédsd-
ra. Egy mésik médszer szerint az igy 1étrejsv8 csikok egységes—
ségét olyan médon hatirozhatjuk meg, hogy a DNS termékeket akkor
hatédrozzuk meg, amikor ezek elektroforézisen mennek 4t a gélen
beliil. _ ‘

Azt a képességet, hogy egy adott ddNTP beépiil a megfeleld
dNTP-vel Osszehasonlitva, birmely enzimnél dgy mérjik, mint a
ddNTP és dNTP arédnyat, amely ahhoz sziikséges, hogy olyan DNS szin-
tézis legyen lehetséges, amely egy rogzitett tartomdnyon beliil
fejez8dik be; csak azokat a létrejott csikokat mérjik, amelyek
egy rogzitett molekulattmegnél nem nagyobbak. Ez azt jelenti, hogy
a reakcidban kialakitott csikok egy megadott tartomdnyon beliil
befejez8dnek a szekvencidldé gélben. fgy ha egy enzim ezerszer

nagyobb szorzdéjui kiilonbséget tesz egy adott ddNTP-re egy mésik
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enzimhez viszonyitva, a ddNTP-nek ezerszer nagyobb ardnya sziiksé-
ges dNTP-re vonatkoztatva, hogy olyan csikokat kapjunk, amelyek

a megfelel8 helyeken fejez8dnek be a gél azonos tartomdnyédban.
Mangin (Mn)

Az alédbbiakban egy sor példadt adunk valamely médositott T7
DNS polimerdz vagy az E. coli DNS polimerdz I nagy fragmentuma
alkalmazdsdrdl DNS szekvencidld reakcidkban a szekvencidld puffer-
ban jelen levd Mn-nel. Ezek a példdk nem korldtozdé jellegfiek
erre a taldlmdnyra és egyszerflen csak azért adjuk meg ezeket, hogy
azok szdmdra, akik a szakteriileten jartasak, irdnyvonalat adjunk
a jelen taldlmény szerinti DNS polimerdzok alkalmazdsérdl. Amint
fentebb leirtuk, azok, akik a szakteriileten jartasak, konnyen
tudnak més olyan koriilményeket meghatdrozni, amelyek kozott a
jelen taldlmény szerinti DNS polimerdzokat el8 lehet 4ll{itani,
ahol ezek a DNS polimerdzok az itt leirt tulajdonsédgokat nydjt-
jédk a lénc-terminidcids &4gens egységessége és egy szekvencidld re-—
akciéban vald alkalmazhatésdga tekintetében.

Az aldbbi példdkban alkalmazott specidlis, médositott T7
DNS polimerdz genetikailag udgy van médositva, hogy ne rendelkez-
26k kimutathaté exonukledz aktivitdssal. Ezt a genetikailag médo-
sitott DNS polimerédzt ﬁ Lys118-Arg145( A 28)-nak nevezziik, mivel
a Lys118 és Argi45 kozti aminosav-teriilet a T7 DNS polimerdzban
ki van iktatva. Az ezt a polimerdzt kdédoldé gént pGP5-8 plazmid-
ban alkotjuk meg; ez a pGP5-5 plazmid (amelyet Tabor és munka-—
t4drsai irtak le az aldbbi helyen: 4,795,699 lajstromszdmdi ameri-
kai egyesiilt 41lamok-beli szabadalmi leirds) egyik véltozata.

A 10. &brédra utalva a pGP5-8 magdban foglalja a pACYC177-et

a BamHI és HincII helyeknél bevdgva, a T7 DNS-t az 5667 és 6166
bdzisok k&zott, amely tartalmazza a $1.1A-t és @1.1B-t, és a T7
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DNS-t a 14,306 és 16,869 bdzisok kozott, amely tartalmazza az 5.
gént a 10. 4brdban bemutatott médositidsokkal. A pGP5-8-at agy
alkotjuk meg, hogy el8szdr szintetizdljuk az 5'-CCGGCAAGTTGCCCG
GATGCTCGAGGAGCAGGG-3' képletli 34-mert. Ezt az oligonukleotidot
alkalmazzuk primerként a DNS szintézishez M13 mPG5-2 egysz4ld
DNS-én, amely olyan beiktatdst tartalmaz, amely T7 5.gént kédol,
amint ezt Tabor és munkatédrsai leirtdk (fentebb idézett munkdk).
A DNS szintézist és a mutédns-szelekcidt Udgy végezziik, amint ezt
Tabor és munkatdrsai lefrtdk (fenteﬂb idézett muﬁkék). Az mGP5-2-
ben kivdnt mutdcidé létrehozidsa utdn a T7 5.gén megfeleld teriile—
tét, ameiy a 84 bp-s kiiktatdst tartalmazza, beiktatjuk a pGP5-5-
be olyan médon, hogy egy EcoRI-Hpal fragmentumot, amely tartal-
mazza a T7 DNS-t a 14,306—15,610 helyek k&zott, ide értve a 84
bp-s kiiktatédst is, izoldlunk és ezt a pGP5-5 hasonlé teriiletébe
ligdljuk. A pGP5-8 szdrmazékrél igazoljuk, hogy tartalmazza a ki-—
iktatédst, az igazoldst az Smal és Xhol helyek, amelyek mutagene—
zis révén alakulnak ki, jelenlétével és a 84 bp-s kiiktatdst tar-
talmazd teriilet DNS szekvenciaelemzésével végezve. A pGP5-8-at a
K38/pTrx-3 tdrzsbe transzformdljuk, igy alkotjuk meg a K38/pTrx-—
3/pGP5-8 torzset. A K38/pTrx-3/pGP5-8 indukdlidsit €s a genetikai-—
lag megvdltozott T7 DNS polimerdz tisztitdsdt azonos munkamenetet
alkalmazva hajtjuk végre, mint amelyet Tabor és munkatdrsai (fen-
tebb idézett munka) az analég K38/pTrx-3/pGP5-5 torzsnél leirtak.
Mivel ez a polimerdz nem rendelkezik kimutathatd exonukledz akti-—
vitédssal, arra a kémiai médositédsra, amelyet Tabor é&s munkatédrsai
(fentebb idézett munka) lefrtak, nincs szilkség a DNS szekvencid-
16 reakciéban valé alkalmazds el8tt. Az aldbbi példdkban alkalma-—

zott, genetikailag mdédositott T7 DNS polimerdz 1000 egység/ml ak-
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tivitédssal biré készitmény.
1. példa
Standard DNS szekvencidldé reakcidé munkamenetet alkalmazunk
a DNS szekvencidldshoz Mn jelenlétében. A T7 DNS polimerdzhoz az
dltaldnos szekvencidld lépéseket részletesen leirjidk Tabor és

munkatdrsai (fentebb idézett munka). Roviden a 1lépések és felté-
telek az aldbbiak.

A. Osszeforrasztédsi reakcié

Az Osszeforrasztdsi reakcidban az aldbbi oldatot készitjiik
el:
Szekvencidlandé DNS (pl. mGP1-2 DNS) 10 mmél/1
trisz.HC1-t (pH 7,5) és 0,1 mmél/1 EDTA-t tar-

talmazdé oldatban, 2 mg/7x1 ML
5xSeqBuf | 200 mmé1/1 Trisz.HC1 (pH 7,5), 5 mmé1l/1
MnCl,, 250 mmél/1 NaCl] 2 M1

Primer (New England Biolabs-17 mer, 1210. ka-
talégusszdm, 0,5 pmél/m1) 1M1
1O¢11
Ezt az oldatot 65°Cih6mérsék1eten 2 percig melegitjiik, majd
lassan lehfitjik szobahémérsékletre.

B. Jelzési reakcié

A jelzési reakcidban a kovetkez8 oldatot készitjiik el:

UOsszeforrasztédsi reakcidkeverék 10M1
Ditiotreitol, 0,1 mél/1 1M1
L358]dATP, New England Nuclear NEG-034H Tml
dTTP, 4CTP, dGTP, 1,5-1,5 mél/1 2 m1

Genetikailag médositott T7 DNS polimerdz,

1 egység/ 1 (.ALys118-Arg145, amint



fentebb lefirtuk) 2 M1

16VM1
Ezt szobah8mérsékleten inkubdljuk 5 percig.

C. Befejezési (termindcids) reakcid

A befejezési reakcidkban négy reakcidkeveréket készitiink az

aldbbiak szerint.

G A T C

5xSeqBuf 0,6 0,6 0,6 0,6 M1
4ANTP (3 mmél/1) 0,3 0,3 0,3 0,3 M1
H,0 1,9 1,9 1,9 1,9 M1

ddGTP 0,2 mmél/1

(dd = didezoxi) 0,2 M1

ddATP 0,2 mmél/1 0,2 M1
. @dTTP 0,2 mmél/1 ' 0,2 H1
ddCTP 0,2 mmél/1 0,2 1
3 3 3 3ml

A befejezési keveréket 37°C hémérsékleten 2 percen &t inku-
bdljuk, majd a kiegészitett jelz8 reakcidkeverék 3 yl-es alikvot-
jait adjuk az egyes befejezési keverékekhez. Az {gy 1létrejsvd
oldatot 37°C hémérsékleten 5 ﬁercig inkubdl juk.

A befejezési reakcidt Sle aldbbi oldattal &11{itjuk le: 90 %
formamid, 20 mmél/1 EDTA, 0,2 % brémfenolkék, xilén-cianol, (pH
8,0). Az 1gy létrejov8 mintdkat 75°C hémérsékleten két percig me-
legitjiikk, poliakrilamid gélre terheljiik (8 % akrilamid, 0,3 % bisz-
akrilamid) 7 mmél/1 karbamidot és 100 mmél/1 trisz—bordtot (pH
8,9) tartalmazé oldatban, és elektroforézisnek vetjiikk ald 2000

voltndl 2 6rdn 4t. A gélt 50 % metanolt és 10 % ecetsavat tartal-



mazé oldatban rogzitjiik 30 percig, majd szdritjuk és felhaszndl-
juk, hogy filmre tegyiik autoradiogrdfidval.

A filmre tett gélt elBhivjuk és a radioaktiv csikok inten-
zitdsdt az egyes vonalakban meghatédrozzuk olyan médon, hogy az
egyes vonalakat denzitométerrel (Joyce, Loeblhand. Co., Ltd, MkKIIIC
modellszdm) letapogatjuk.

Amikor ugyanaz a minta fut magnézium jelenlétében mangédn
helyett, az aldhizott bdzisok az aldbbi triplettekben 2-5-szdr
intenzivebbek, mint a szomszédos bazisok,, bdrhol is tlinjenek fel
ezek a triplettek: TCT, AAG, GCA, CCT. Az éppen leirt példédban
azonban az egyes bdzisoknak megfeleld csikok az Osszes éppen be-—
mutatott triplettben azonos intenzitédssal birnak, legfeljebb
20 %-ban térve el egymdstdl.

2. példa. Szekvencidld reakcidk mangdnt, 2xddGTP-t és 1xdd

CTP-t alkalmazva, hogy kiilonbséget tegyiink G és C kozctt real-

tiv csik—intenzitdsokkal

Ebben a példédban csak egyetlen edényt hasznidlunk, hogy vég-—
hezvigyiink egy szekvencidlé reakcidét bézisok (nevezetesen C és G)
két tipusa szekvencidjédnak meghatérozisidra. egy DNS templétban. A
1épések az aldbbiak:

Az Osszeforrasztdsi reakcidban az aldbbi oldatot készitjik

el: mGP1-2 DNS [ 2,7 mmé1/1 az aldbbi oldatban:

10 mmé1/1 trisz.HC1(pH 7,5), 0,1 mmé1/1 EDTA] 8,6 m1
5xSeqBuf 4 M1
Primer (ABI fam primer, 0,4 pm/ul) 2 M1
H,0 5,4 M1

20 M1
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Ezt az oldatot 65°C hémérsékleten 2 percig melegitjik, majd
lassan lehfitjiik szobahémérsékletre. A fam primert fluoreszcens
jelzéssel 14tjuk el, amelyet meghatdrozhatunk, amikor ez keresz-
tiilhatol egy szekvencidlé gélen, az "ABI Model 370 A DNA Sequen—
cing System" rendszert alkalmazva.

A kiterjesztési reakcidban az aldbbi oldatot &11litjuk el§.

Osszeforrasztdsi reakcidkeverék 20 M1

Ditiotreitol, 0,1 mél/1 1M1

4 dNTP, 3 mmél/1 3 M1

ddGTP, BOJ\mél/l 3Vq1

ddCTP, BOvmmél/l 1,5m1
28,5 Ml

Az oldatot 37°C hémérsékleten inkubdljuk 2 percig, 1,5 M1
genetikailag médositott T7 DNS polimerdzt [(A28)(1 egységAMl)]
adunk hozzd, és az oldatot 37°C hémérsékleten inkubdl juk 10 per-
cig. A reakciét 5m1l, 100 mmél/l-es EDTA (pH 8,0) hozzdaddsdval
4111t juk 1le.

Az 1gy létrejovd fragmentumokat az alédbbiak szerint csap-
juk ki. Az oldathoz 3,54 1 3 mél/l-es ndtrium-acetdtot és 100 m1
100 %-os etanolt adunk. Jégen végzett 10 perces inkubidlds utén a
keveréket 30 percig centrifugdljuk 4°C hémérsékleten mikrocentri-
fugdban. Az iledéket 500 m1 70 %-o0s etanollal mossuk, és ismét
centrifugdljuk 5 percig. A feliiliszdét dekantdljuk és az iiledéket
centrifugdldssal szdritjuk vdkuum alatt néhédny percig. A mintit
azutédn ldjra szuszpenddljuk 5J«1, 90 %-os formamidot és 50 mmél/1
EDTA-t (pH 8,0) tartalmazdé oldatban, 75°C hémérsékleten 2 percig
melegitjiik és rdterheljiik "ABI Model 370A DNA Sequencing System"

késziilékre. A késziiléket futtatjuk és a fel nem dolgozott (nyers)
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adatokat osszegyiijtjik, amint ezt a fenti 370A modell berendezés-
sz01gdl6 felhaszndléi kézikonyv (El8zetes védltozat, 1987. mércius,
3., 4. és 5. fejezet) leirja. A fel nem dolgozott (nyers) kimen§
jeleket csak a fam primernél mutatjuk be.

A kimen8 jeleket ebb8l a reakciébdl a 4. &brédban mutatjuk be.
Minden G-t egy hosszd csics és minden C-t egy rovid csidcs képvi-
sel. Igy a G-k és C-k szekvencidja a DNS-ben meghatdrozhaté a csics-—
magassdgokbdél. fgy egy szekvencidld reakcidbdl, az Ssszes DNS ter-—
mékhez csak egyetlen alkalmazott jelzéssel a G-k és C-k DNS szek-
vencidja meghatdrozhatdé. A csicsmagassdgok a gél hossza mentén
cstkkennek, mivel a nagyobb molekulatomegfi termékek kisebb mennyi-
ségben vannak jelen. A kiilonbség azonban egy kozeli G és C kozstt
2—szeres koril marad a gél mentén, mig egy pér kdzeli G vagy egy
pér kozeli C kiilonbsége mintegy azonos (1,1-1,4-szeres koz6tt vdl-
takozva), korrigdlva a csdkkenést az intenzitdsban az egyes tovédb-
bi helyzeteknél a szekvencia mentén. fgy pl. a 4. &brdban a jel
felére csdkken csikok egy sorozatdndl mintegy 60 bidzis periddusdn
keresztiil. Igy 1,16 %-os csokkenés van, amely az egyes tovébbi
helyeknek tulajdonithaté a templdt mentén ebben a példdban (mivel

60 5 ne1).

a Chi 1,0116 Chi
Fontos kiilonbséget tenni a kiilonbdz8 intenzitdsu csikok ko-
z8tt vagyis azok kdzdtt, amelyek a ldnc-termindcidé kiilonbsz8 ha-
tékonysdgdnak tulajdonithatdk a kdzeli kotéseken beliil, és azok
kozott, amelyek két vagy tobb kotésbbl alakulnak ki, amelyek egyiitt
védn orolnak az elektroforézis sordn. Az utébbi esemény, amelyet
Osszenyomdsnak neveziink, a gélelektroforézis mesterséges terméke

és nem magdnak a DNS szekvencidlé reakcidnak a terméke, és nem

tlinik el mangédnt alkalmazva. Egy ilyen dsszenyomdsra példit je-
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151liink meg csillaggal (x) a 4. Abrdban. Ha valaki tudja, hogy
egy ilyen Osszenyomds két DNS termék egyiitt-vdndorlédsdt képvise-
1li, mint ahogyan ezt a 4. 4brdban jelsljik is, akkor ez a csik
pontos jelz8je a kétszeres intenzitdsd csiknak.

A pontos szekvencidt az Osszenyomds teriiletében nem lehet
meghaférozni. Abbbl a célbd8l, hogy meghatdrozzuk ezt a szekven-
cidt, sziikséges vagy 1.) meghatdrozni a szekvencidt a forditott
orientédcibéban, 2.) a szekvencidld gélt er8sebb denaturdld koriil-
mények kozstt futtatni, vagyis magasabb h8mérsékleten vagy 50 %
formamid hozzdaddsédval, vagy 3.) egy nukleotid analdgot, pl.
dITP vagy deazaGTP, alkalmazni 4GTP helyett. Az 8sszenyomédds sta-
bil "hajt0k" képz8désének kovetkezménye a DNS-ben a gélelektro-
forézis koriilményei kozdtt; ezen nukleotid analdégok beépiilése de-
stabilizdl ja ezeknek a hajtfiknek legtobbjét.

A hajtli szerkezeteknek tulajdonithaté Osszenyombédéds tulaj—
donképpen barmilyen hosszisédgd lehet, a hajtli terjedelmétsl és
er8sségétBl fiigg8en. gy Mn-nel az Osszes kozeli csik az azonos
molekulatomegi DNS termékek mintegy azonos szdmdval bir, de nem
sziikségszerfien rendelkezik azonos kotés—intenzitdssal az Ossze-
nyoméds kdvetkeztében.

A 2. &4brdra utalva a fenti eljédrédst torténetesen ddGTP-vel
alkalmazzuk mangén jelenlétében (1 mmél/1l végs8 koncentrécié).

Az {gy létrejov8 gélen minden csik csidcsként jelenik meg a 2. &b-
rédban. Egy csik intenzitdsdt az egyes csiucsok magassidga tilkrozi.
Mangdnnal a kdzeli csik intenzitédsok és fgy a csiucsmagasségok
mintegy azonosak a gél mentén, a kdzeli csikokndl kevesebb, mint
5-10 %-kal kiilonbbzve.

Ezzel ellentétben a 3. &brédban bemutatott kimenetek ugyanazt
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a kisérleti futamot képviselik, de magnézium jelenlétében mangdn
helyett. Itt a kozeli csik-intenzitdsok és igy a csicsmagasségok
akdr 10-szeres szorzéval is vdltoznak.

Az 5. 4brdra utalva, ahol mind a négy didezoxinukleotidot
azonos koncentrédcidkkal (O,75¢(m61/l végs8 koncentrdcidé mindegyik
ddNTP-re, mint a 2. példdban) alkalmazunk egy szekvencidldé reak-
cidéban mangdn jelenlétében, a kozeli csikok és a megfelell csu-
csok mintegy egyformdk, nem vdltozva nagyobb mértékben, mint 1,5-
szorosen; a nagyobb molekulatémegi DNS termékek abszolut intenzi-
t4sa itt is csdkken. Ezzel ellentétben a magnézium és mind a négy
didezoxinukleotid jelenlétében a kdzeli csikintenzitds nagy mér-—
tékben vdltozé, amint ezt a 6. dbrédban bemutatjuk.

Az egyes ddNTP-k koncentrdciéjét véltoztatva egy szekvencid-
16 reakcidéban a DNS egy szdldnak teljes nukleotid szekvencidjat
meghatédrozhatjuk. Ilyen eljdrdsra a 7. &bréban mutatunk példdt,
ahol az egyes ddNTP-k koncentrdciéja 30 %-os intervallumokkal kii-
16nbdzik: ddGTP(4,5Jﬂmdl/l; 2,2x), ddATP(B,OJWmél/l; 1,7x), d4TTP
(2f«m61/1; 1,3x), és ddCTP(1,4 mmél/1; 1,0x). Az ebb8l a grafi-
konbdl meghatédrozott DNS szekvencidt alul a mésodik sorban mutat-
juk be ebben az &dbrédban. Csak 6 hibdt (amelyeket 'v'-vel Abrézo--
lunk) k&vettiink el a tényleges DNS szekvencidhoz viszonyitva.
Ezeket a hibdkat ki lehet kiiszobdlni az egyes ddNTP-k nagyobb
hdnyadosait alkalmazva (pl. 1xddCTP, 2xddGTP, 4xddATP és 8xddGTP).
Hasonldéan a csidcsmagassdgok heiyett a csucsteriileteket mérve az
eredmények pontosabbak. Szédmitdgépes programm az ilyen csucste-
riiletek mérésére kdnnyen irhaté a meglev8 DNS szekvencidlé be-
rendezésekhez.

A 8. 4dbrdra utalva a mangdn optimdlis koncentrdcidéja egy
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szekvencidld reakcidéban 1 mmél/1l, valamely keldtképz8, pl. citrét
vagy izocitrdt tévollétében, 20 mmél/l magnéziummal Ssszehasonlit-
va. Amikor a rekacidéban 40 mmél/1 izocitrédt van jelen, a polime-—
rdz aktivitds mangédn jelenlétében négyszeresre stimuldldédik és az
optimdlis mangdnkoncentrdcidé 5-20 mmél/1. A 9. &brédra utalva 10
mmél/1 mangénkoncentrédcidéndl az optimdlis izocitrdt koncentrécid
40 mmé8l/1, ez a polimerdz aktivitds négyszeres stimuldldsdt ered-
ményezi. 10 mmél/1 magnéziumkoncentrdciéndl bédrmilyen mennyiségf
izocitrdt gdtldé hatdssal bir a polimerdzra. Ezeket az eredménye-—
ket dgy kapjuk meg, hogy a polimerdz reakcidkat kiilonbéz6 keldt-
képz8— és ionkoncentridcidk jelenlétében hajtjuk végre, amint a
késébbiekben lefrjuk. Részletesen a reakcidkeverékek (2004 1) 40
mmé1l/1 trisz.HC1l-t (pH 7,5), , 5 mmél/l ditiotreitolt, 0,5 mmél/1
denaturdlt borjd t{f{musz DNS-t, 0,3-0,3 mmél/1 4GTP-t, dATP-t,
dCTP-t és [3H] dTTP-t (20 cpm/pmdl), 50 mg/ml BSA-t (szarvasmarha
szérum albumin) és megadott koncentrédcidju MgC12—t, MnClz—t vagy
ndtrium—-izocitrédtot tartalmaznak. A reakcidkat 0,1 egység gene-
tikailag médositott T7 DNS polimerdz (ALys118-Arg145) hozzdaddsé—
val inditjuk be. Az inkubdlédst 37°C hémérsékleten 30 percig vé-
gezzik. A reakcidkat 3 ml, 1 n HCl-t és 0,1 mél/1 nédtrium-piro-
foszfdtot tartalmazé oldat hozzdaddsdval A41litjuk le, és a sav-—
oldhatatlan radioaktivitdst meghatdrozzuk. 1 egység DNS polimerédz
10 nmél teljes nukleotid beépiilését katalizdlja sav-oldhatatlan
formdban 30 perc alatt, a vizsgdlat koriilményei kozott [Tabor

és munkatdrsai: J. Biol. Chem. 262, 16212 (1987)].

Pirofoszfatiz

Amikor kémiailag médositott T7 DNS polimerdzt alkalmazunk

a DNS szekvencidldshoz, bizonyos fragmentumok eltlinnek a hosszan-
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[tarté inkubdlds sordn Tabor és Richardson: Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 84, 4767 (1987)1. Utalunk azokra a helyekre, ahol ez
"szakadds"-ként jelentkezik, mivel ez a munkafolyamat térkozt
képez a szekvencidld gélben. A szakaddsok gyakrabban jelentkez-
nek, amikor dITP-t alkalmazunk dGTP helyett.

Egy adott fragmentum elbomldsa nyilvédnvaldan gondot jelent
a DNS szekvencidld gélek leolvasdsdban. Egy fragmentum tdvolléte
vagy teljesen elmulasztédik, kihagydst idézve el a meghatdrozott
szekvencidban, vagy egy szakaddst figyeliink meg, amelyet csak
ismeretlen bdzisként lehet értelmezni anndl a helynél.

A jelenlegi megoldds erre a problémdra rdvid reakcididdt
tartani. Ez azonban két okbdl nem kielégit8. El8szdr ez a reak-
cibk elvégzését technikailag nehezebbé teszi, mivel kényszeritve
vagyunk nagyon gyorsan dolgozni abbdél a célbél, hogy befejezzik
a reakcidkat alig valamivel ezutdn, hogy elkezd&dtek. Még fonto-
sabb azonban az, hogy bizonyos csikok kiilénSsen érzékenyek erre
az elbomlédsra, és még nagyon gyors reakciéidbk alatt is eltlinnek.

A T7 DNS polimerdz olyan genetikailag mdédositott formdjét
alkotjuk meg (A28, amint fentebb leirtuk), amely nem rendelkezik
kimutathatd szinten exonukledz aktivitédssal (¢£1O_7 a vad-tipusd
enzim szintjéhez viszonyitva, vagy tosbb, mint 10000-szer kisebb
aktivitdsd, mint a kémiailag médositott T7 DNS polimerdz). Ugy
véltik, hogy mivel a szakaddsok a hosszan tarté inkubdldssal je-
lennek meg, ezek valdsziniileg az exonukledz aktivitdsnak tulaj-
donithatdék, és igy bizonydra nem fordulnak elé, amikor a T7 DNS
polimerdznak ezt a genetikailag médositott formdjit alkalmazzuk.
A fentebb emlitett radiocaktiv fragmentumok azonban mégis ugyano-

lyan sebességgel tfinnek el, amikor akgr kémiailag, akdr geneti-
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kailag médositott T7 DNS polimerdzt alkalmazunk.

Meghatédroztuk, hogy az adott kdtéseknek ez az elvesztése a
polimerdz pirofoszforclizis  aktivitdsdnak tulajdonithaté. Ez az
aktivitds nem a DNS polimerdz exonukledz aktivitédsdnak, hanem a
polimerdz aktivitds megforduldsdnak tulajdonithaté; pirofoszfét
(PPi) jelenlétében a polimerdz PPi-t ad annak a termindlis nukle-
otidnak, amely a ldnc 3'—-termindlisédndl helyezkedik el, Jjelen
esetben egy didezoxinukleozid 5'-trifoszfdtot bocsdtva killlésd
4ltaldban: Deutscher és munkatdrsai: J. Biol. Chem. 244, 3019
(1969); és Kornberg: DNA Replication, 125-126 oldal (kiadé: Free-
man and Co. SFﬂ. Ez a reakcié hatédssal van a blokkolds eltdvoli-
tdsdra a 3' termindlison, lehetévé téve a szintézis kiterjeszté-
sét tovédbb a templdt mentén. A PPi normdlisan a DNS szintézis
reakcidkeverékben gyililemlik fel, mivel ez a polimerizdciéds reak-
cié terméke. A pirofoszfor.olizis helye DNS-szekvencia-fiigg§,
és 1gy a fentebb leirt szakaddsok csak specidlis helyeken ala-
kulnak ki.

AbbSl a célbdbl, hogy ezt a problémdt lekfizd jiik, a pirofosz-
for olizises reakcidt gdtolnunk kell. A pirofoszforolizis
gdtldsdnak egyik uUtja a pirofoszfdt elbontdsa, ahogyan a poli-
merdz reakcidéban keletkezik, pirofoszfatdz enzimet adva. Egy mé-
sik megoldds magdban foglalja a pirofoszfét megvdltoztatédsdt més
enzimes reakcidkban, vagy a pirofoszforolfzis ' reakcidé megakadd-
lyozdsdt egy olyan analég hozzdaddsdval, amely gdtolja a DNS po-
limerdz aktivitédsit. Ugy taldltuk, hogy ebb8l az enzimb8l akdér
nyomnyi mennyiség (egy ezred mélardny a DNS polimerdz molekuldhoz
viszonyitva) hozzdaddsa is a szekvencidld reakcidkhoz teljes

mértékben stabilizdlja a fentebb emlitett fragmentumok specidlis
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osztdlydt és kikiiszoboli a szakaddsok kialakuldsdt. Amikor a T7
DNS polimerdz genetikailag magvéltozott formdja (428) és piro-
foszfatdz egyardnt van jelen, az osszes csik stabil még megnyuj-
tott idej inkubdlédskor (tsbb, mint 2 bra) is.

Az automatizdlt szekvenciaelemzésnél, kiilonboz8 csikinten-—
zitdsokat alkalmazva, kritikus, hogy az egyes csikok intenzitédsdt

~dNTP
csak a ddNTPfE;2;;§al hatdrozzuk meg. A pirofoszforolizis félre-—
értéseket okozhat, bizonyos csikok intenzitdsédnak cstkkentésével.
fgy a pirofoszfatdz hozzdaddsa kiiléndsen hasznos ebben a szek-
vencidlé eljardsban.

A pirofoszfatdzt akkor kell adnunk, amikor kémiailag vagy
genetikailag médositott T7 DNS polimerdzt vagy més polimerédzokat
alkalmazunk a szekvenciaelemzéshez; legaldbb olyan mennyiséget
kell adnunk, amely keletkezett PPi hidrolizisének kataliziséhez
elegend8 olyan sebességgel, amely megakaddlyozza a PPi felgyii—
lemlését olyan szinten, amely pirofoszforolizishez - vezethet.

Ez kiilondsen akkor igaz, amikor dITP-t alkalmazunk 4GTP helyett,
amely esetben a pirofoszforolizis reakcidénak tulajdonithaté
szakaddsok megjelenése nagyobb mértékben torténik meg.

3. példa Munkamenet pirofoszfatdzt alkalmazva a szekvenci-

416 reakcidban

Ebben a példdban normdlis szekvencidldé munkamenetet kdve-—
tink. Az egyetlen médositds az, hogy éleszt8 szervetlen pirofosz-
fatdzt alkalmazunk. A pirofoszfatdz forrdsa nem fontos, ebben a
példédban azonban Sigma éleszt8 szervetlen pirofoszfatdzt (I-4503
katalégusszdm) alkalmazunk tovdbbi tisztitds nélkiil, vagy FPLC
mono Q oszlopon tovébb tisztitva, vagy Worthington éleszt8 szer-

vetlen pirofoszfatdzt alkalmazunk tovadbbi tisztitds nélkiil. A pi-
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rofoszfatdzt a médositott T7 DNS polimerdzhoz adjuk, mieldtt a
polimerdzt a jelzési reakcidkeverékhez adndnk. Tipikusan 2 egy-—
ség (0,25 Mg) polimerdzt alkalmazunk szekvencidld reakcickészle-
tenként, és 0,001 egység éleszt8 szervetlen pirofoszfatdzt (4 ng).
A pirofoszfatdz aktivitds széles tartomdnya mlkddik sikeresen:
0,01 ng - 1J1g éleszt8 pirofoszfatdz/szekvencidld reakcid tarto-
manyt vizsgédltunk &t sikerrel.

fgy pl. az Osszeforrasztédsi reakcidban az aldbbi oldatot
készitjik el:
mGP1-2 DNS [10 mmé1/1 trisz.HC1 (pH 7,5),

0,1 mmé1/1 EDTA] 7 1
5xSeqBuf | 2 ML
Primer (New England Biolabs 17-mer,

0,5 pmél/ 1, katalbégusszdm: 1211) _Aal

Ezt az oldatot 65°C hémérsékleten 2 percig melegitg%f?lés

lassan leh{itjik szobah8mérsékletre.

A jelzési reakcibéban az aldbbi oldatot készitjiik el:

Usszeforrasztdsi reakcibkeverék 10 M1
Ditiotreitol, 0,1 mél/1 1¢41
355. 4ATP, New England Nuclear NEG-O034H 1 ;1
3 4NTP (1,5—1,5J4m61/1 dTTP, 4CTP, BJnmél/l dITP) 2M1
Enzimkeverék (l4sd késébb) 2M1

16 m1
Enzimkeverék:

Genetikailag médositott T7 DNS polimerédz

(ALys118-Arg145) 1 egység/le
Eleszt8 szervetlen pirofoszfatdz olyan oldatban,

amely 20 mmél/1 trisz.HCl-t (pH 7,5), 10
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mmé1l/1 P-ﬂmrkapto—etanolt és

50 Mg/ml szarvasmarha szérum

albumint tartalmaz 0,01 egység/ml
Ezt az oldatot szobahlmérsékleten 5 percig inkubdljuk.

A termindcids reakcidkban az aldbbi négy reakcidkeveréket

készitjiik el.

G A T C
5xSeqBuf (14sd kordbban) 0,6 0,6 0,6 0,6m1
43NTP (3-3 mmél/1 QATP,
dTTP, 4CTP, és 6 mmél/1
dITP) 0,3 0,3 0,3 0,3 ml
H,0 1,9 1,9 1,9 1,9 Ml
ddGTP 0,03 mmél/1 0,2 u1
ddATP 0,2 mmél/1 0,2 41
ddTTP 0,2 mmél/1 0,2 m1
ddCTP 0,2 mmél/1 0,2 ml

3 3 3 3 M1

Ezeket a termindcids keverékeket 37°C hémérsékleten 2 percig
inkubdljuk, és a jelzési reakcidkeverékbdl 3vM1—es alikvotokat
adunk.az egyes termindcidbés keverékekhez. Az igy létrejov8 oldato-—
kat 37°C hémérsékleten 60 percig inkub&ljuk.

Az egyes termindcids reakcidkat 5Jql olyan oldat hozzdaddsa-
val 411{tjuk le, amely 90 % formamidot, 20 mmél/1 EDTA-t, 0,2 %
brémfenolkéket és xilén-cianolt (pH 8,0) tartalmaz.

Az {gy 1étrejott mintdkat 75°C hémérsékleten 2 percig mele-—
gitjik, poliakrilamid gélre (8 % poliakrilamid, 0,3 % bisz-akrila-
mid) terheljiik 7 mél/1 karbamidot és 100 mmél/1 trisz-bordtot tar-

talmazé oldatban, és elektroforézisnek vetjiik ald 2000 voltndl 2
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érén 4t. A gélt 50 % metanolt és 10 % ecetsavat tartalmazdé oldat-
ban fixdljuk 30 percig, szdritjuk, és film expondldsdhoz alkal-
mazzuk autoradiogrdfidval.

Berendezés

A 11. 4dbrédra utalva, a 100 berendezés, amely alkalmas az
automatizdlt DNS szekvencidldshoz, magdban foglal egy 102 reak-
tort, amelyben a fentebb leirt 104 reagensek, pl. DNS poiimeréz,
mangdn— vagy vas-—ionok, keldtképzbk és pirofoszfatdz foglaltat-
nak. A berendezés el van lédtva 106 gél-dobozzal a DNS termékek
elkiilsnitésére molekulatomegiik alapjédn, és egy 108 gél-leolvasé
berendezéssel a DNS termékek kimutatédsédra, amint keresztiilhatol-
nak a gélen (a 107 szaggatott nyillal bemutatva). Taldlhatdé benne
tovdbbd egy 110 szdmitdgépes egység is a DNS terméket csikjai in-
tenzitédsdnak é€s a csikok egymdshoz viszonyitott elhelyezkedésének
kiszdmitdsdra. Ha a DNS termék egy csikban fut, akkor a szédmitd-
gépes egység képes kiszdmitani a DNS szekvencidt a csikintenzitds-
b6l és elhelyezkedésb8l. Standard szdmitégépes programmokat al-
kalmazunk ennek a feladatnak a megolddsdhoz.

Tovébbi kiviteli médok taldlhatdk az aldbbi szabadalmi igény-

pontokban.
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SZABADALMI IGENYPONTOX

1.) Eljdrds DNS egy szdlénak szekvenciaelemzésére, amely az aldb-
bi l1lépéseket foglalja magdban:

a DNS emlitett szdldnak szolgdltatésa,

az emlitett sz4l Usszeforrasztdsa olyan primerrel, amely
képes hibridizdlni az emlitett szdllal, és 1igy osszeforrasztédsi
keverék kialakitdsa, és

az emlitett dsszeforrasztott keverék inkubdlédsa valamely
dezoxiribonukleozid-trifoszf4dttal, valamely DNS polimerézzal, €s
valamely els8 lénc-termindciés 4genssel,
azzal jellemezve, hogy az emlitett inkubdldst olyan koriilmények
kozott hajtjuk végre, amelyben az emlitett polimerdz eldidézi,
hogy az emlitett primer meghosszabbitott legyen, igy els8 DNS
termékek els8 sorozatdt képezzilk, amely termékek a meghosszabbi-
tott primer hosszdban kiilonbdznek, ahol minden emlitett els8 DNS
terméknek emlitett ldnc-termindcidés Agense van meghosszabbitbtt
végén, és ahol az egyes emlitett els8 DNS termékek mennyisége
mintegy azonos lényegében az Gsszes DNS terméknél, amely hosszé-
ban 1-20 bédzissal kiilonbdzik.
2.) Az 1.‘igénypont szerinti eljidrds azzal jellemezve, hogy el-
végezzﬁk‘az aldbbi tovdbbi lépéseket is:

az emlitett els8 DNS termékeket molekulatomegiik szerint gél-
permedcidval elkiilonitjik é€s igy csikok els8 sorozatdt képezzik,
ahol minden emlitett els8 sorozat csik egy adott molekulatomegli
emlitett els6 DNS terméket képvisel, &€s ahol az egyes kozeli el-
s8 sorozat csikok intenzitédsa mintegy azonos lényegében minden
emlitett els8 sorozat csikndl, és

az egyes emlitett els8 sorozat csikok helyzetét meghatéroz=:

v
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3.) Az 1. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy 1-3
tovabbi kiilonbdz8 lédnc—-termindcids 4genst szolgdltatunk az emli-
tett Osszeforrasztédsi keverékben, mindegyiket olyan koncentrdcid-—
ban, amely kiilonbszik minden méds lénc-termindciébés &gens koncent-
rédcibéjdtél, ahol az emlitett DNS polimerdz el8idézi, hogy tovéb-
bi DNS termékek 1-3 tovdbbi sorozat alakuljon ki, ahol minden
tovédbbi sorozat DNS termékei az emlitett tovdbbi ldnc-termindcids
dgensek valamelyikével birnak meghosszabbitott végiikon, ahol az
emlitett tovdbbi DNS termékek, amelyek azonos ldnc-termindcids
dgenssel birnak, mindegyikének mennyisége lényegében azonos minden
hosszisdgndl 20 bizison beliili tartomdnyban, és hatdrozottan kii-
16nb62z8 minden olyan DNS termék mennyiségétll, amely eltér8 lénc—
termindcidés dgenssel bir és eltérd sorozatban van, de mintegy
azonos molekulatomegfi.
4.) A 3. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy elvé-
gezzilkk az aldbbi tovdbbi lépéseket is:

az emlitett Osszes DNS terméket molekulatsmegiik szerint
gél-permedcidbdval elkiilonitjiik és igy csikok Osszesen 2-4 soroza-
t4t képezzilkk, ahol -egy sorozat minden emlitett csikja olyan DNS
terméket képvisel, amely azonos ldnc-termindcids &dgenssel bir,
mint az Osszes tobbi csik az emlitett sorozatban és egy megadott
molekulatomeggel bir, ahol az egyes k&zeli csikok intenzitésa
azonos sorozaton beliil mintegy azonos és hatdrozottan kiilnbsz8
egy eltér8 sorozat minden kozeli csikjdnak intenzitdsidtdél, és

az egyes sorozatok egyes csikjainak helyét és intenzitdsat
meghatédrozzuk.

5.) Az el8z8 igénypontok bdrmelyike szerinti eljdrds azzal jel-



lemezve, hogy az emlitett Osszeforrasztdsi keveréket mangdn- vagy
vas—ionnal nydjtjuk, ahol az emlitett ionok azt idézik el8, hogy
az emlitett polimerdz nem tesz kiilonbséget az emlitett léanc-ter-
mindcids &dgensek kozott.

6.) Az el8z8 igénypontok béArmelyike szerinti eljdrds azzal jelle-
mezve, hogy az emlitett polimerdzként T7-tipusd DNS polimerdzt,
vagy az E. coli DNS polimerdzl nagy fragmentumot, vagy Tag poli-
merdzt alkalmazunk.

7.) Az el8z8 igénypontok bdrmelyike szerinti eljdréds azzal jelle-
mezve, hogy az emlitett lédnc-termindcids &dgensként valamely di-
dezoxinukleotid trifoszfdtot alkalmazunk.

8.) Az el8z8 igénypontok bdrmelyike szerinti eljdrds azzal jelle-
mezve, hogy az emlitett ossezforrasztd keverékben keldt-képzdt

is szolgdltatunk.

9.) Készlet DNS szekvenciaelemzésben vald felhaszndlédshoz, amely
valamely DNS polimerdzt és valamely lé&nc-termindcidés Agenst szol-
gdltat, azzal jellemezve, hogy mangén- vagy vas-iont is tartal-
maz.

10.) A 9. igénypont szerinti készlet azzal jellemezve, hogy az
emlitett polimeréz T7-tipusdi DNS polimerdz, E. coli DNS polimerdzl
nagy fragmentum (Klenow) vagy Taq polimerdz, és az emlitett ldnc-
termindcids 4dgens valamely didezoxinukleozid trifoszféat.

11.) A 9. igénypont szerinti készlet azzal jellemezve, hogy vala-

mely pirofoszfatdzt is tartalmaz.

A meghatalmazott:
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