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A taldlmény Uj rovartoxinokra, rovarokra nézve to-
xikus fehérjéket kédold DNS-szekvencidkra, rovarokra nézve
toxikus fehérjéket kédold DNS-szekvencidkat tartalmazéd rekom-
bindns DNS-szerkezetekre, tovabba ezeket a rovartoxinokat,
DNS-szekvenciakat vagy rekombinadns DNS-szerkezeteket tartal-
mazé bioldgiai kartevdirtd szerekre vonatkozik.

A térsasan é18 dardzsfajtak szamos képviseldjének
mérgét mar igen széles kdrben tanulmanyoztéak, és megallapi-
tottdk, hogy azok egy sor nagyhatést bioldégiailag aktiv a-
mint, fadjdalomkeltd neuropeptidet, allergént és neurotoxint
tartalmaznak [ Piek: Toxicon 29, 139-149 (1991)] . Sokkal ke-
vésbé ismertek a maganyosan él18 darazsak, koziilik is els8sor-
ban a parazita médon él18 darazsak mérgei. A maganyosan éldé
parazita darazsak szamos képviseldje rovarokon él1l8skodik, és
tobb mint 250 olyan fajtajuk ismert, amely bénitja a gazda-
szervezetet [ ezekrél Piek és Spanjer "Venoms of the Hymeno-
ptera” c. koényvének (szerk.: T. Piek, kiadd: Academic Press,
London, 1986) 161-307. oldala ad attekintést] . Az emlitett
daradzsfajtak szamos képviseldje a Braconidae csaladba tarto-
zik. A braconid darazsak toébbsége primer parazita. A kifej-
lett példanyok csaknem kizardélag mas rovarokra vagy mas rova-
rokba tojjak petéiket, és a petékbdl kikelt darézsléarvak a
gazdarovarbdél taplalkoznak. A braconid darazsfajtak egyik
figyelmet keltd képviseldje a Bracon hebetor (Bracon = Micro-
bracon = Habrobracon). A Bracon hebetor (B. hebetor) a rej-
tézkodds vagy begubdzd életmddd Lepidoptera larvak kisméretd
(3 mm) parazitdja. A kifejlett ndéstény darazsak a gazdalarvak
kiilsején rakjak le petéiket, és ezzel egyiddében bénitd mér-

get injektalnak a gazdaszervezetbe. A gazdalarvak perceken
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beliil koordinélatlanokkd valnak, és latszdélag teljesen megbé-
nulnak. Noha ez a bénulds nem kdzvetlenil haldlos, de tartéds,
és mindaddig immobilizélja a rovart, amig a darazslarvak a
petékbél kikelve téaplalkozni nem kezdenek a gazdaszerveze-
ten. A B. hebretor mérge rendkivil erd8s bénitd hatéast fejt
ki. Galleria mellonella (G. mellonella) larvakon példaul
becslések szerint a B. hebretor mérge 1 rész méreg : 200 mil-
1ié6 rész gazdaszervezeti vér-nyiroknedv aranyban mar teljes
és tartds bénulast idéz eld [ Beard: Conn. Agric. Exp. Stn.
New Haven Bulletin 27, 562 (1952)] . Ugyanakkor a méreg sze-
lektiven csak rovarokra nézve toxikus, és ezen belill is csak
egyes rovar-rendekre hat. A pdk-, rak-, béka- patkany- és
tengerimalac-ideg— és izompreparédtumok a méregre egyarant ér-
zéketlennek bizonyultak [ Rathmayer és Walther: Animal, Plant

and Microbial Toxins 2, 299-307 (Plenum Press, New York,
1976); Deitmer: Die Wirkung des Griffes der Schlupf-wespe

Habrobracon Say auf die neuromuskulare Ubertragung am Sarto-
riusmuskel des Frosches (diplomamunka, Universitaet Bonn,
1973)] .

A B. hebetor mérgének bénitd komponense vélhetden
gy fejti ki hatéaséat, hogy (valédszinlileg a szinaptikus veszi-
kulumok felszabaduléasédnak gatlédsaval) preszinaptikusan blok-
kolja az ingerld glutamaterg atvitelt a neuromuszkuléris kap-

csolatoknéal [ Walther és Reinecke: Neuroscilence 9, 213-224

(1983); Piek és Mantel: Comp. Gen. Pharmacol. 1, 87-92 (1970);

Piek: J. Insect. Physiol. 12, 561-568 (1966)] .
A rovarokon é18skddd izeltlabuak szamos képviseld-
jének mérgérdél kimutattak, hogy rovarokra szelektiven hatd

toxinokat tartalmaznak. Ezek a rovar-szelektiv neurotoxinok
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értékes molekularis eszkoézok lehetnek a rovarok neurobiolédgi-
4janak tanulményozdsdban. A B. hebetor toxin hatésmédja és
rovar-szelektivitasa alapjan varhaté, hogy ez az anyag a Le-
pidopterak neuromuszkulédris transzmissziéjanak és a Lepido-
pteradk neuromuszkuldris kapcsolatain valé veszikulum-felsza-
badulasnak a tanulmanyozéasaban hasznosithatdé. Az is varhaté,
hogy a toxin rovar-szelektivitasa igen eldénydsen hasznositha-
té rovarkdrtevdk irtasara. Figyelembe véve azonban, hogy a B.
hebetorbél szarmazd fehérje-jellegl toxinokrél kozolt ismere-
tek arra utalnak, hogy sokféle toxin létezhet, eld8szor a Le-
pidoptera-larvakkal szemben erds neurotoxikus hatast kifejtd
toxint kellett megtisztitani és azonositani. Munkank soran

két neurotoxikus fehérjét tisztitottunk meg és azonositot-
tunk; ezeket az egyszeriliség érdekében 1. és 2. bracon toxin-

nak (a tovabbiakban: Brh-TX-1 és Brh-TX2) nevezzik.

A taldlmany targya tehat négy polipeptid alegységet
tartalmazé rovartoxin, ahol a polipeptid alegységek N-termi-
nalis aminosav szekvenciaja rendre a csatolt szekvencia-jegy-
zékben feltintetett 1., 2., 3. és 4. szekvencianak felel meg.
Ez a rovartoxin a BrhTX-1l-nek nevezett toxin.

A taladlmény targya tovabbéa él6sdi daréazsbdél szarma-
z6 rovartoxin, amelynek - a késdébbiekben ismertetendd SDS-po-
li(akril-amid) gél-elektroforézist alkalmazdé mdébdszerrel mért
- becsiult molekulatomege korilbelil 34 000 dalton, korilbelul
21 000 dalton, koridlbelul 18 500 dalton és kdérulbelul 17 000
dalton. Ez a rovartoxin a Brh-TX-2-nek nevezett toxin.

Legalabb a BrhTX-1 polilpeptid alegységeit is elki-

lénitettiik és azonositottuk.
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A taladlmany targyat képezik a kovetkezd nukleinsav-
-szekvenciak is: a csatolt szekvencia-jegyzékben feltintetett
19. szekvenciat tartalmazdé izoldlt DNS, a 19. szekvenciaval
legaladbb 60 %-ban homoldg nukleinsav-szekvenciak, a 19. szek-
vencidhoz hibridiz&lédé nukleinsav-szekvencidk, valamint a
19. szekvencia genetikus kdédjénak eredményeként degeneralt és
ugyanazt a polipeptidet kédold szekvenciak.

A talalmany targyat képezik a kovetkezd nukleinsav-
-szekvenciak is: a csatolt szekvencia-jegyzékben feltintetett
46. szekvenciat tartalmazdé izolalt DNS, a 46. szekvenciaval
legaldbb 60 %-ban homoldég nukleinsav-szekvenciék, a 46. szek-
vencidhoz hibridizaldéddé nukleinsav-szekvenciak, valamint a
46. szekvencia genetikus kédjanak eredményeként degeneralt és
ugyanazt a polipeptidet kdédold szekvenciik.

A taldlmény téargyat képezik a kovetkezdé nukleinsav-
-szekvencliédk is: a csatolt szekvencia-jegyzékben feltintetett
57. szekvenciat tartalmazdé izolalt DNS, az 57. szekvenciaval
legalébb 60 %-ban homoldg nukleinsav-szekvenciak, az 57.
szekvencidhoz hibridiz&ldédé nukleinsav-szekvenciak, valamint
az 57. szekvencia genetikus kédjénak eredményeként degeneralt
és ugyanazt a polipeptidet kédold szekvencidk.

A taldlmany téargyat képezik a kovetkezd nukleinsav-
-szekvencidk is: a csatolt szekvencia-jegyzékben feltintetett
36. szekvenciat tartalmazdé izolalt DNS, a 36. szekvenciaval
legaladbb 60 %-ban homoldg nukleinsav-szekvenciédk, a 36. szek-
vencidhoz hibridizalddd nukleinsav-szekvenciak, valamint a
36. szekvencia genetikus kédjanak eredményeként degeneralt és

ugyanazt a polipeptidet kdédold szekvenciék.
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A taldlmany szerinti DNS cDNS, genomialis DNS vagy

szintetizalt DNS lehet.

Miként mar kozoltik, a taladlmany targyat képezik a
talalmany szerinti DNS-szekvenciakkal legalédbb 60 %-ban homo-
16g DNS-ek is. Az utodbbi szekvenciak nukleotidjainak elényo-
sen >65 %-a, még elénydsebben >70 %-a, kildéndsen elénydsen
>75 %-a vagy >80 %-a kdzds a taldlmany szerinti DNS-szekven-—
ciak nukleotidjaival. Kiemelkedden eldnydsek azok a szekven-
ciak, amelyek 85 %-ban, 90 %$-ban, 95 %-ban, 99 %-ban vagy en-
nél nagyobb mértékben homoldgok a taldlmany szerinti DNS-
-szekvenciakkal.

A talalmany targyat képezik a talalmany szerinti
DNS-ekkel hibridizalédé DNS-ek is. A hibridizacid elényodsen
kis, kdztes és nagy szorossagi koérilmények kézott megy végbe .
Altalanossagban a 3 x SSC (koérulbeldl szobahémérséklet és
65°C k&ézétti hémérsékleten) tekinthetd kis, mig a 0,1 x SSC

(kériilbelil 65°C-on) tekinthetd nagy szorossagu kérulménynek.

Az SSC betdjelzés egy 0,15 mél natrium-kloridot es 0,015 moédl
trinadtrium-citratot tartalmazé puffer neve; a 3 x SSC jeldleés

az 55C-nél haromszor toéményebb puffert jelol.
A talé&lmany targyat képezik a taldlmany szerinti
DNS-ek genetikus kédjanak eredményeként degeneralt DNS-ek is.
A talalmény targyat képezik tovabba a talalmany
szerinti DNS-ek barmelyike &ltal kédolt polipeptid rovartoxi-
nok, az azokkal normal kérilmények kozdott egyutt eldéforduld
mas fehérjéktdl lényegében mentes &allapotban, valamint az i-

lyen polipeptidek szérmazékai.
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Igy a taldlmény targyat képezik a csatolt szekven-
cia-jegyzékben feltintetett 20., 47., 58. és 37. aminosav-
-szekvenciajl polipeptidek és azok szarmazékai.

Ezek az aminosav-szdrmazékok eldénydsen homoldg va-
riansok lehetnek, ahol az aminosavak eldnyésen legaldbb 80 %-
—a, kuléndsen eldnydsen legaldbb 90 %$-a kézds. A szekvencidk-
ban észlelhetd vé&ltozasok eldnydsen konzervativ aminosav-cse-
rék lehetnek. A "konzervativ aminosav-csere" megjeldlésen
olyan aminosav-cseréket értink, amikor egy meghatdrozott ami-
nosav-csoportba (azaz a hidrofdéb, polaris, savas és béazikus
csoportok egyikeébe) tartozdé aminosav helyén egy ugyanabba a
csoportba tartozd masik aminosav &4ll. Ilyen csere példaul a
valin helyettesitése metioninnal és viszont.

A talalmany tovabbé az egyedi kognat gének primer
transzkripcids termékeinek alternativ 6sszesodrédasmédiaibol
szarmaz6é mRNS-ekr8l leolvasott polipeptidekre vonatkozik. A
talalmany téargyat képezik a fenti polipeptidek leolvasas uté-
ni médositésaival kialakitott polipeptidek is. Ilyen leoclva-
sé&s utani médosités példaul a peptidhasitas, a prosztetikus
csoportok bevitele, a glikozliezés, vagy a tébb alegységbél
4l1é szerkezetek kialakitéasa.

A talalmany szerinti cDNS-ek a taldlmany szerinti
rovartoxint alkotd polipeptideket kédoljak. A talalmany sze-
rinti polipeptidek a taldlmany szerinti rovartoxin alegysége—
inek felelnek megqg.

Ezen tdlmenden a talalméany szerinti egyedi cDNS
szekvenciak olyan polipeptideket is kédolnak, amelyek minde-

gyike toxikus hatast fejthet ki rovarokkal szemben. Igy tehat
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a talalmény szerinti polipeptidek mindegyike rovarokra nézve
toxikus lehet.

A talalmany targyat képezik tovabba a talalméany
szerinti DNS-szekvencidkat tartalmazé rekombinidns DNS-szer-
kezetek. Ezek a szerkezetek klénozd vektorokat, igy plazmido-
kat, és a kivant sejt transzformaladsara alkalmas fagokat
foglalnak magukba. A taladlmany szerinti rekombinans DNS-szer-
kezetek tovabba kifejezd vektorok is lehetnek. Oltalmi igé-
nyink a fenti szerkezetek Osszes lehetséges képviseldjére
kiterjed. A talalméany targyat képezik a taldlmany szerinti
rekombinans szerkezeteket tartalmazé transzformalt rendszerek
is. Ezek a rendszerek példaul emldsdk sejtjei, nememlds ge-
rincesek és gerinctelenek sejtjei, rovarsejtek és névényi
sejtek lehetnek. A taldlméany targyat képezik a taldlmany sze-
rinti rekombindns szerkezetekkel transzformalt baktériumock,
élesztdfélék és - kilénésen eldnydésen - gombak is, valamint
azok a virusck, amelyek genomjai koézvetlen vagy kozvetett ge-
netikai manipulécié révén a taldlmany szerinti DNS-ek beépi-
tésére alkalmassa valtak. A transzformaléasra, illetve geneti-
kal manipuldcidkra alkalmas rendszerek szakember szamara 361
ismertek. Az ilyen rekombinans szerkezetek és rendszerek kia-
lakitasanak médja a talalmany szempontjébdél nem bir kilons-
sebb jelentdséggel; a kivant cél elérésére alkalmas barmely
médszer alkalmazhaté. Ezek a médszerek szakember szamara is-
mertek.

A talalmany szerinti DNS-ek, toxinok és polipepti-
dek parazita darazsakbél, példaul az Ichneumonidea fé&csaladba
tartozd darazsakbél nyerhetdk. Eldnyések a Braconidae csalad-

ba tartozd darazsakbél nyerhetd toxinok. A Braconidae csalad



-0 -

tagjai koziil példaként az Apanteles, Bracon, Microbracon és
Stenobracon nemzetséget emlitjik meg.

Egy kiulénésen eldényés megoldds szerint a DNS-eket,
toxinokat és polipeptideket Bracon hebetorbdl nyerjuik. Megje-
gyezzlk azonban, hogy a taldlmany szerinti DNS-ek, toxinok és
polipeptidek més forrasokbdél és/vagy mas médszerekkel (példa-
ul hagyomanyos klénozasi technikaval vagy szintetikus 1tton)
is nyerheték.

A talalmény targyat képezik tovabba a taldlméany
szerinti rovartoxinokat, polipeptideket, rekombinéns DNS-
-szerkezeteket vagy transzformalt rendszereket tartalmazéd
biolégiai kartev8irtd szerek. Ezek a biolégiai kartevdéirté
szerek a felsorolt hatéanyagokat elénydsen mezdgazdasagilag
elfogadhaté szilard vagy folyékony hordozéanyagokkal egyltt
tartalmazzak. A talalmiany targya tovabba eljards rovarkarte-
vék irtdsara oly médon, hogy a k&rtevdket vagy azok tartédzko-
dasi helyét a taldlmany szerinti rovartoxin hatasos mennyisé-
gevel kezeljiik. A talalmany targyat képezik azok a biolégiai
kadrtevéirtd szerek is, amelyeknek a talalmény szerinti nukle-
insavakat az adott nukleinsav kifejezddését lehetdvé tevd
promotor szekvencia vezérlése alatt tartalmazd genomjuk van.
A "bioldgiai kartevSirtd szer" megjelolésen tehat olyan vi-
russzervezeteket, prokariéta szervezeteket és eukaridta szer-
vezeteket is értink, amelyek rovarokkal érintkezésbe jutva
képesek azokat megfertdzni, és a rovarok normalis biolégiai,
fizioldgiai vagy elektrofiziolégiai folyamataiba oly mérték-
ben beavatkozni, ami végiil a rovarok pusztuldsdhoz vezet. A
talalmany szerinti biolégiai kartevdirtd szerek alkalmas kép-

viseldi a rovarok bakteridlis, virus- és gombakartevdin ala-
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puld kértevdirtd szerek. A rovarok bakteridlis kartevdi kozil
példaként a Bacillus-fajtéakat, igy a B. thuringiensist és a
B. cereust emlitjik meg. A rovarok gombakartevdi kozé tartoz-
nak példaul a Beauvaria-fajtak, igy a B. bassiana.

A bioldgiai kartevdirtd szer tovabba genetikusan
moédositott noévényi él8sdi lehet, amelynek genomja - a végre-
hajtott médositas révén - a taldlmany szerinti nukleinsav-
-szekvenciak legaldbb egyikét tartalmazza. Ha egy ilyen nové-
nyi é1l6sdit noévénnyel hozunk érintkezésbe, az é18sdi hatasara
az adott nukleinsav altal kédolt toxin kifejezédhet a névény-
ben, és kifejtheti toxikus hatasat a névénnyel taplalkozé
vagy a névényen tartdzkodd rovarokra.

Egy tovabbi valtozat szerint a biolédégiai kartevéir-

té szer maga a novény - eldénydsen taplalék- vagy rosttermelés
céljabol termesztett haszonnévény - lehet, amelynek novényi
genomja - a végrehajtott médositas révén - a taldlmény sze-

rinti nukleinsav-szekvenciék legalabb egyikét tartalmazza.

A talalmanyt az oltalmi koér korlatozasa nélkiil a
kévetkezd példakban részletesebben ismertetjik. A példékban a
csatolt rajzokra hivatkozunk, amelyek ké&ziil
az 1. abra a méregmirigybd&l elkilénitett B-1 és B-2 extraktum
és a tisztitott BrhTX-1 és BrhTX-2 toxin SDS-PAGE elemzésének

eredményét szemlélteti [ SDS = nadtrium-dodecilszulfat, PAGE =
poli (akril-amid) gél-elektroforézis];
a 2. abra a nem-denaturalé PAGE-sel kapott extraktum anion-

cserés kromatografaldssal végzett tovabbi szétvalasztasakor

kapott eredményeket szemlélteti;
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a 3. adbra a B-1 extraktum méretfrakciondld kromatografdléasa-
nak eredményeit szemlélteti;
a 4. abra a nativ B-1 toxin molekulatdémegének kiszamitasahoz
hasznalt grafikont szemlélteti;
az 5. &dbra a BrhTX-1 toxin PAGE-sel, redukaldé és nemredukald
korilmények kozdtt végzett frakciondlasénak eredményeit szem-
lélteti;
a 6. &bra a BrhTX-1 toxinbdl kapott alegységek N-terminalis
aminosav-szekvenciait mutatja be;
a 7. dbra a BrhTX-1(a) alegység N-termindlis aminosav-szek-
vencidjat és a megfeleld degeneralt BH(a)A, BH(a)B és BH(a)l
oligonukleotidok szekvenciatervét mutatja be;
a 8. adbra a BrhTX-1(a) alegység cDNS-szekvenci&jat és az ab-
b6l levezetett aminosav-szekvenciat mutatja be;
a 9. d4bra a BrhTX-1(d) alegység N-termindlis aminosav-szek-
venciajat és a megfeleld degeneréalt BH(d)A, BH(d)B és BH(d)I
oligonukleotidok szekvenciatervét mutatja be;
a 10. adbra a BrhTX-1(d) alegység cDNS-szekvenciajat és az ab-
bél levezetett aminosav-szekvenciat mutatja be;
a 11. 4bra a pBrhTX-1(b)1l inszertjének cDNS szekvenciajat és
az abbdl levezetett aminosav-szekvenciat mutatja be; az abran
a BH(b)C és BH(b)D primer szekvencidk vastag betilkkel szere-
pelnek, és az 5'-3' iranyt nyilhegyek mutatjak;
a 12. 4bra a pBrhTX-1(b)6 plazmidbél szarmazdé BrhTX-1 (b) al-
egység vélelmezett cDNS-szekvencidjat és az abbdl levezetett

aminosav-szekvenciat mutatja be;



_12._

a 13. abra a BrhTX-1(b) alegység vélelmezett cDNS-ének fehér-
je-transzlaciéjat mutatja be (a teljes peptidet al&htizassal
jelsltiik);
a 14. &bra a BrhTX-1(b) alegység konszenzus cDNS-szekvencii-
jat és az abbdél levezetett aminosav-szekvenciat mutatja be;
a 15. abra a BrhTX-1(c) alegységbd8l szarmazdé peptid-fragmen-
seket és azok vélelmezett kédold szekvencidjat szemlélteti;
a 16. abra a BrhTX-1(c) alegységbdl polimer lancreakciodval,
BH(c)A és BH(c)B primerek felhasznalasaval kapott megsokszo-
rozott termék szekvencidjat mutatja be;
a 17. abra a BrhTX-1(c) alegység cDNS-szekvencidjat és az ab-
bél levezetett aminosav-szekvenciat mutatja be.

1. példa

A BrhTX-1 és BrhTX-2 toxin elkiilénitése és azonosi-

tasa

Anyagok és mbédszerek

(1) Rovarok:

Bedallt B. hebetor populaciét [ amit Dr. R.T. Arbo-
gast (USDA-ARS, P.0.Box 22909, Savannah, Georgia, USA) bocsa-
tott rendelkezéslinkre] 16 6r&s megvilagitas/8 obras sotétség
fotoperiddus fenntartasaval 25°C-on indiai lisztmoly (Plodia
interpunctella) larvéain tenyésztettiink. A P. interpunctella
é€s G. mellonella larvakat a Commonwealth Scientific and In-
dustrial Research Corporation rovartani osztalyan tartott
beallt populacidkbdél szereztiik be, és 25°C-on neveltiik a ko-

vetkezd8 téapanyagokon: G. melonella: 600 g csecsemétapszer-
-rizsliszt, 60 g sérélesztd, 125 ml méz és 125 ml glicerin;

P. interpunctella: 1000 g széjaliszt, 500 g korpa, 250 g
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szaritott élesztd, 250 g blzacsira, 500 g tort buza, 500 g

tort zab és 375 g glicerin.

(ii) A toxin-aktivitéds vizsgdlata bioldégiaili mdbdsze-

rekkel:

A B. hebetor fehérje-prepardtumok bénitd hatasat G.
mellonella larvakon vizsgaltuk. A bioldgiai vizsgadlatokba be-
vont larvak korat és fejlettségi allapotat nem hataroztuk
meg, a vizsgadlatokhoz azonban csak 0,15 g és 0,2 g kdézotti
testtomegl larvéakat hasznaltunk. A bioldgiai vizsgalatok so-
ran 10 pl fehérjemintat vagy kontroll puffert injektaltunk a
larvék eldlédbai kozott a haemocoeliumba. Ha a larvak kilsé
ingerlés nélkidl nem mozogtak, és hatukra forditva 30 masod-
percen belil nem tudtak maguktdl visszafordulni, a bénuléast
bedlltnak tekintettiik. A toxin hatadsénak pontosabb értékelé-
sére a vizsgalanddé kivonatbdél sorozathigitést készitettunk,
és azok aktivitésénak mérésével végpont-vizsgadlatot végez-
tink. A bénitd hatédst a Galleria egységek (GU) médositott
meghatarozasaval mértuk [ Drenth: Toxicon 12, 188-192 (1974)] .
A 10 pl injektalt kivonat GU-értéke a larvakat az injektéaléast
kovetd kb. 2 6ra elteltével még bénitéd kivonatminta higitasi
fokénak reciproka. A kapott szamot 100-zal megszorozva kaptuk
a GU/ml kivonat értéket.

(iii) A méregmirigy-komponensek kivonéasa:

N6stény darazsakat 4°C-on érzéstelenitettiink, és a
rovarokat jégen tartva finom fogdéval gyengén meghlizogattuk
azok peterakd csovét. Az igy kivont méregmirigyeket otvenesé-
vel extrahaltuk 50 pul i1zoozmotikus Pringle-féle sdbéoldattal (9

g/l NaCcl, 0,2 g/l Kcl, 0,2 g/l CcaCl,, 4 g/l dextrdéz), ami



*e osoes o
. o ..'. 0.-: .oo

_14._

0,02 % natrium-azidot, tovabba proteinaz-inhibitorokként 5
mmél etilén-diamin-tetraecetsav-dinatriumsdét (EDTA), 5 mmél
aprotinint és 0,1 pg/ml pepsztatint is tartalmazott. A prote-
indz-inhibitorokat a Boeringer-Mannheim cégtdl szereztik be.
A méregmirigyeket mikrohomogenizator segitségével kézzel ho-
mogenizaltuk, és az oldhatatlan anyagot Eppendorf mikrocent-
rifugadval 5 percig 14 000 fordulat/perc sebességgel végzett

centrifugédléssal pelleteztliik. Ezutdn a toxint tartalmazé
feldluszoét 0,22 um pdérusméretd Ultrafree-MC szlrdén (gyartja a

Millipore cég, Bedford, Massachusetts) szdrtik.

(iv) Fehérjemeghatarozas és toményités:

A fehérjetartalmat a Bio-Rad Laboratories cégtél
beszerzett fehérjevizsgadld készlettel hataroztuk meg, stan-
dardként szarvasmarha szérum albumint haszndlva. A fehérje-
mintakat Ultrafree-MC téményitd egységekkel (gyartja a Milli-
pore cég) toményitettik a gyartd utasitédsait kovetve.

(v) Poli(akril-amid) gél-elektroforézis és anion-

cserés kromatogréafia:

A poli(akril-amid) gél-elektroforézishez (a tovab-
biakban: PAGE) szlkséges berendezést és reagenseket, a PAGE-
-hez és a gélszlréshez felhasznalt standard fehérje-keveréke-
ket, valamint az eziist detektald reagenseket a Bio-Rad Labo-
ratories cégtdél szereztik be.

A denaturaldé SDS-PAGE-t Laemmli médszerével [ Nature
222, 680-685 (1970)] végeztik, 15 %-os tombgélt (11 cm x 14
cm x 0,075 cm) és 4 %$-os radahalmozott gélt hasznalva. A fehér-

jemintakat 0,125 mmélos Trisz-HCl pufferoldattal (pH 6,8), 10

X
[

% glicerinnel, 10 % SDS-tal (natrium-dodecil-szulféat), 0,25
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B-merkapto-etanollal és 0,025 % brémfenol-kékkel kevertiik

Ossze, és a gélre vald felvitel eldtt 5 percig 95-100°C-on
tartottuk. A fehérjéket 200 V fesziultségen frakcionaltuk
mindaddig, amig a brémfenol-kék nyomjelzé festék el nem ju-
tott a gél alapjaig (ez kb. 45 percet igényelt). A fehérjéket
Coomassie Blue festékkel (a Gradipore cég gyartmanya) 2 6ran
at vald festéssel és ezt kdvetd, desztillalt vizes festékel-
tavolitassal, vagy ezlst detektald festékkel mutattuk ki.

A fehérjék molekulatdomegét a kévetkézé standard fe-
heéerjéek molekulatdmegével vald Ssszehasonlitds alapjan becsul-
tik meg: nytlizom foszforildz b (97 400 dalton), szarvasmarha
szérum albumin (66 200 dalton), tojasalbumin (45 000 dalton),
szarvasmarha carbonic, vizmentes (31 000 dalton), széja trip-
szin inhibitor (21 500 dalton), lizozim (14 400 dalton).

A nemdenaturald nativ PAGE-hoz 7,5 %-os poli(akril-
—amid) tombgélt (11 cm x 14 cm x 0,075 cm) és 4 %-os rahalmo-
zott gélt hasznaltunk. A nativ géleket az SDS-PAGE gélekhez
hasonldan készitettiik, azzal a kiildnbséggel, hogy sem a gél-
hez, sem a futtatott pufferekhez nem adtunk SDS-t. A mint&ak-
hoz 0,125 mmélos Trisz-HCl pufferoldatot (pH 6,8) és 10 %
glicerint adtunk, és a mintakat a gélre vald felvitel eldtt
nem hékezeltik. Az elektroforézist 200 V fesziiltségen, 4°C-on
1,5 6ran at végeztik.

Az oldhaté méregmirigy-fehérjék kezdeti szétvalasz-
téasat nativ PAGE-sel végeztik. Minden egyes gélre 600 méreg-
mirigy kivonatat vittik fel. Az elektroforézis utan a géleket

vizszintesen 4 mm-es szalagokra vagtuk szét, és a gélszelete-
ket 600 pl 50 mmélos Trisz-HCl pufferoldatban (pH 8,0) enyhe

razatas kozben 16 6rén a4t 4°C-on aztatva a fehérjéket passziv
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médon leoldottuk a gélszeletekrd8l. A kapott eludtumok alikvot
részeit 50 mmélos Trisz-HCl puffercldattal (pH 8,0) otvensze-
resre higitottuk, és a fent ismertetett mdédon vizsgaltuk azok
G. mellonella-ra kifejtett bénitd hatésat.

A bénitdé hatdstinak bizonyult eludtumokat SMART kro-
matografalé rendszert haszndlva (Pharmacia) Mini Q anioncse-
réld oszlopon (PC, 3,2 mm x 3 cm, a Pharmacia cég gyartmanya)
tovabb tisztitottuk. A nativ PAGE-sel elkildnitett, bénitéd

hatasunak bizonyult eludtumokat az oszlopra vald felvitel e-
18tt 0,22 um pérusméretd szlrdkén (Millipore) bocsatottuk at.
Az oszlopot 50 mmbélos Trisz-HCl pufferoldattal (pH 8,0) e-
gyensulyba hoztuk, és a fehérjéket 200 pl/perc sebességgel
elualtuk, line&ris NaCl-gradienst alkalmazva (0 és 1 mél ko-
z6tt) . Az oszloprdél leoldott fehérjéket az eludtum 280 nm-nél
mért abszorbancidja alapjéan detektaltuk. Az eluatumbdl 200 ul
térfogatt frakcidkat gyljtodttink, és vizsgaltuk azok bénitd
hatasat. A bénitd hatastaknak bizonyult frakcidkat SDS-PAGE-

-sel tovabb elemeztik.

(vi) Gélszlréses kromatografélas:

A nativ bénitd toxin molekulatomegének becslése

céljabdél a nativ PAGE-eludatumok bénitd hatéast mutatd frakciod-
ibél 50-50 ul térfogatl mintat Superose 12 gélszird oszlopra
(PC, 3,2 mm x 30 cm, Pharmacia) vittink fel. Az oszlopot elé-
zetesen a kovetkezd standard fehérjékkel kalibraltuk: tiro-
globulin (670 000 dalton), gamma-globulin (158 000 dalton),
tojasalbumin (44 400 dalton), mioglobin (17 000 dalton), B,

vitamin (1350 dalton). Az oszlopot eldzetesen 50 mmdlos

Trisz-HCl pufferoldattal (pH 8,0) és 150 mmdélos natrium-klo-
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rid oldattal egyensulyba hoztuk, és a fehérjét ugyanezzel az
eluédlészerrel 40 pl/perc sebességgel eludltuk. Az oszloprél
lecldédott fehérjét az eludtum abszorbancidjanak 280 nm-en
vald folyamatos mérésével detektaltuk. Az eludtumot 40 ul
térfogatd frakcidkba gyldjtéttik, és a frakcidkat a bénitéd
hatas vizsgdlata eldtt 50 mmélos Trisz-HCl pufferoldattal 8pH
8,0) husszoros térfogatra higitottuk.

Eredmények:

(1) A kiinduldsi anyag megvalasztésa:

A kifejlett B. hebetor kis (2-3 mm-es) méretére -
kovetkezésképpen a méregmirigy igen kis méretére - tekintet-
tel eldészor azt vizsgaltuk, hogy a neurotoxin elkiilénitéséhez
a teljes darazsak és az elkildnitett méregmirigyek koziil me-
lyik az alkalmasabb kiindulédsi anyag. Harom, egyenként 25-25
teljes ndstény daréazsbél, illetve elkildénitett méregmirigybdl
készitettink preparatumot, és vizsgaltuk azok fehérjetartal-
mat és bénitd aktivitidsat (GU). Az eredmények azt mutattak,
hogy mindkét tipust preparatum 6sszemérhetd toxikus hatassal
rendelkezik (kérilbeldl 25 000 GU), de a teljes néstény dara-
zsakbo6l nyert kivonatok oldhaté fehérjetartalma az elkiiléni-
tett méregmirigyekbdl nyert kivonatokénak mintegy tizszerese
(lasd az 1. tébléazatot). Az 1. téblazat adataibdl két fontos
kovetkeztetés vonhaté le: az észlelt neurotoxikus hatds a mé-
regmirigyek oldhaté kompcnenseihez koétddik, és a méregmirigy-
-kivonatokban a neurotoxinok tizszeresre dasulnak fel. Ezért
a neurotoxinok tisztitadsdhoz kiinduléasi anyagként a méregmi-

rigyeket hasznaltuk.
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1. tablazat

A kivonat Toxintarta- Fehérjetar- Fajlagos aktivitas
eredete lom, GUx1000 lom, mg GU/mg x 1000

Homogenizalt mé-
regmirigy 25+ 5 0,100+0,007 252455

Teljes néstény
darazs 25+12 0,98 40,2 24+ 8

*Hérom, egyenként 25 dardzsbél vagy méregmirigybdl készitett
preparatum atlagértékei (+ standard deviécis) .

(11) Poli(akril-amid) gél-elektroforézis és anion-

cserés kromatogréafia:

A méregmirigyekbdl nyert oldhatd kivonatokat eld-
sz6r nativ PAGE szétvalasztéasnak vetettiik ald. Az elektrofo-—
rézis utan a gélt vizszintesen 4 mm-es szeletekre vagtuk
szét, és a gélszeleteket a fehérjék passziv leoldddasa celja-~
b6l pufferoldatba helyeztiik. A neurotoxikus aktivitas altalé-
ban meglehetdsen difflizan jelentkezett a gél nagy tertiletén.
Végpont-elemzéssel azonban megallapitottuk, hogy 2 éras e-
lektroforézis-idé utan az aktivitas elsdsorban a gél elsd 2-3
cm-es szakaszaban dusult fel. Az ebbdl a géltartomanybdél el-
kilonitett toxint a tovébbiakban B-1l-nek nevezziik. Az elekt-
roforézis idejét 3-4 dérara novelve a toxikus aktivitas mar
nem vandorolt jelentds mértékben. Az elkiildnitett toxinnal
beoltott G. mellonella larvdkon neuromuszkularis bénulésra
Jjellemz8 mérgezési tinetek léptek fel. Vazizomzati hatast nem
észleltink, a szadjrészek azonban laAthatdan aktivak voltak, és
valadékot bocsatottak ki. Esetenként egy masodik, bénitd ha-

tassal rendelkezd frakcidt (a tovabbiakban: B-2) 1s észlel-
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tiink, ami a B-1-nél kissé gyorsabban vandorolt. Minthogy a
két aktiv frakcié sok esetben egymassal nem szomszédos gél-
szeletekben jelent meg, és mindkettd teljesen leoldhatd volt,
ezeket két kiilonalld, egymdstdl megkilonboéztethetd hatdanyag-—
nak tekintettik.

Miként a 2. tablazat adataibdél megallapithatd, a

nativ PAGE frakcion&léds a teljes darazsakbdél nyert B-1 neuro-
toxikus aktivitas 90-szeres feldisulasat eredményezte; a tel-

jes toxikus aktivitéds 41 %-a&t kiulonitettik el.

2. tablazat?®

Fajlagos
Toxikus aktivi- Tisztita-
Tisztitasi Fehér- aktivi- tas, Elkilo- =i fok
lépés je, uUg téas, GU/pug fe- nités, % (..-szoros)

GU x 10’ hérje

Méregmirigy ]
kivonat 772i3m 203+46 263 100 10"
Nativ PAGE 37+ 9 84+34 2270 41 86
Anioncsere 4 13 3333 7 127

*'Harom, egyenként 300 méregmirigyet tartalmazd preparatum
nativ PAGE-sel végzett szétvalasztéasakor kapott értékek. A
nativ PAGE-sel kapott preparadtumokat az anioncserés kromato-
grafdlds eldétt egyesitettik. Az Osszehasonlithatésdg érdeké-
ben az anioncserés kromatografdlds utén kapott fehérje- és
toxinmennyliségeket 3-mal osztottuk.
“'Atlagérték + standard deviacié
“a teljes néstény darazsbdl és a méregmirigybdl nyert kivo-
natok egybevetése (lasd az 1. tablazatot)

A B-1 és B-2 méregmirigy-kivonat SDS-PAGE-sel vég-

zett szétvalasztasat az 1. abra szemlélteti. Az 1. &bréan az
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1. sav a méregmirigy-kivonatnak, a 2. s&v a nativ PAGE-sel
tisztitott B~1l-nek, a 3. sav a nativ PAGE-sel tisztitott B-2-

-nek, a 4. sav az anioncserével tisztitott BrhTX-1l-nek (kb. 1

MLg), az 5. sadv az anioncserével tisztitott BrhTX-2-nek (kb. 3

ug), a 6. sav pedig a méltdémeg meghatdrozasdhoz felhasznalt

fehérjéknek felel meg. Noha az anyagok fehérje-odsszetétele
még mindig komplex, korilbeldl 22 000, 18 000, 17 000 és

16 000 dalton mdéltomegnél négy specifikus polipeptid feldasu-
lasa észlelhetd.

A végsd tisztitasi lépésben a B-1 és B-2 jeld ext-
raktumot anioncserés kromatografdlédssal tovabb frakcionédltuk.
Az extraktumokat kiilon-kilon atbocsétva az oszlopon az egyedi
aktivitédsokat korllbelil 200 mmélos NaCl oldattal eludltuk,
és a 2. &bran a B-1 extraktumra bemutatott kromatografiés

csucsok egyikének megfeleld egyedi frakcidva egyesitettik. [A
2. adbra a B-1 extraktumot tartalmazdé 400 pl nativ PAGE elud-

tum kromatogramja.] A teljes bénitd hatas a 9. frakcidban je-
lent meg. Az Osszegyljtott frakcidk bioldgiai hatésvizsgalata
azt mutatta, hogy mind a B-1, mind a B-2 extraktum teljes
mérhetd bénitd aktivitédsa ebben az egy frakcidéban jelent meg.
A B-1 aktivitast a nativ PAGE és az anioncserés kromatografd-
las egylittes alkalmazédsaval a teljes darazsra, mint kiindula-
si anyagra vonatkoztatva 126-szorosara tisztitottuk, és u-
gyanakkor a kiinduléasi toxikus aktivitas 7 %$-at nyertik visz-
sza. Az aniloncserével tisztitott B-1 és B-2 extraktum SDS-
-PAGE-sel redukalé korilmények kozodtt végzett elemzése azt
mutatta, hogy mindkét aktiv anyag hasonléd, és mindkettd negy

polipeptidre bonthatd, amelyeket a tovabbiakban a B-1 extrak-
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alegységnek, a B-2 extraktum esetén pedig BrhTX-1(e), BrhTX-
-2(f), BrhTX-2(g) és BrhTX-2(h) alegységnek nevezunk. A
tisztitott toxinokat bracon toxin-l-nek (BrhTX-1) és bracon
toxin-2-nek (BrhTX-2) nevezzuUk. A tisztitédsnak ebben a szaka-
szadban a BrhTX-1 a méregmirigy-kivonatokbdél szérmazd oldhatd
fehérjék kb. 0,5 %$-anak felelt meg. A felsorolt mdédszerek e-
redményei azt mutatjéak, hogy a BrhTX-1(a), BrhTX-1(b), BrhTX-
-1(c) és BrhTX-1(d) polipeptid becsiilt molekulatémege rendre
15 000, 17 000, 21 000 és 34 000 dalton, mig a BrhTX-2(e),
BrhTX-2 (f), BrhTX-2(g) és BrhTX-2(h) polipeptid becsult mole-
kulatomege rendre 17 000, 18 500, 21 000 és 34 000 dalton.

(iii) Gélszlréses kromatografia:

A BrhTX~1 és a BrhTX-2 varhatdé (a SDS-PAGE-sel le-
oldott négy polipeptidébdl szamitott) molekulatdmege 87 000,
illetve 90 500 dalton. A BrhTX-1 és BrhTX-2 nativ molekulato-
megének meghatarozasdra a nativ PAGE-sel kapott frakcidkat
Superose 12 gélszUrd oszlopon tovabbi szétvalasztasnak vetet-
tiik alada. A toxikus aktivitas tulnyomd része két frakcidban
jelent meg, amelyek a kromatogram egyetlen £4& csucsanak fe-
leltek meg. A BrhTX-1-re kapott eredményeket a 3. &bran szem-

léltetjuk. A 3. abra a BrhTX-1 méretfrakcionalédsos kromato-
gramjat szemlélteti; a bénitd hatast mutatd frakcidk a bevo-

nalkazott cstlcsnak felelnek meg. Miként a 4. abran lathatd, a
nativ BrhTX-1 toxin molekulatodmege (az oszlop kalibréalasahoz
felhasznalt standard fehérjékkel felvett standard gorbe alap-
jan szamitva) koridlbelil 81 000 dalton. A szamitast a kovet-
kez8képpen végeztik: minden egyes standardra kiszamitottuk a

K., értéket, és ezt a fehérje molekulatdmegének figgvényében

av
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dbrazoltuk. Ezutadn a toxikus hatésu frakcid K,, értéke és a
standardokra felvett regresszids vonal meredeksége és ten-
gelymetszete alapjén (r* = 0,98) kiszamitottuk a bénité hata-
st frakcidé molekulatomegét. A BrhTX-2 igy szamitott molekula-
tomege szintén korulbeldl 81 000 dalton volt.

(iv) A BrhTX-1 masodlagos szerkezetének elemzése:

A BrhTX-1 masodlagos szerkezetét SDS-PAGE-sel vizs-
galtuk redukéald és nemredukald korilmények kozott. Az eredmé-
nyeket az 5. &bran szemléltetjik, ahol az 1. sav a SDS-PAGE-
-sel redukalészer tavollétében frakcionalt BrhTX-1, a 2. sav
pedig az 1. savon futtatottal egyébként azonos, de eldézetesen
3 % P-merkapto-etanolnak kitett minta adatait szemlélteti.
Miként az 5. abrardél leolvashatd, az (a) és a (b) polipeptid
vandorlasat a redukalészer jelenléte vagy hianya nem befolya-
solja lényegesen, bar ugy tlnik, hogy nemredukald korilmények
koézott a (b) polipeptid dublettként van jelen. Ezzel szemben
nemredukaléd korilmények kozott a (c¢) és (d) polipeptid nem
lathaté, és egy Gj, korilbeldl 45 000 molekulatdmegli polipep-—
tid észlelheté. Ez a sav SDS-PAGE-sel redukald korilmények
kozott Gjra frakciondlva két, egyenként 34 000 dalton és
21 000 dalton molekulatdmegl polipeptidre esik szét (az ada-
tokat az abran nem szemléltettik). Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a (c¢) és (d) polipeptid intra- vagy in-
termolekularis diszulfid-kotésekkel egyméashoz kapcsolédik. Ez
az eredmény igen meglepd, mert a kordbbi vizsgélatok azt je-
lezték, hogy ha a mérget DTT és BME redukdldészer hatéasanak
teszik ki, a B. hebetor bénité hatasa megszilnik [ Visser és

munkatdrsai: Comp. Biochem. Physiol. Bz5B, 523-538 (1983)].
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Diszkusszid:

A 25 méregmirigybdl és 25 teljes néstény darézsbol
nyert kivonatok mennyiségi vizsgdlati eredményei szerint
mindkét kiindulési anyag atlagosan 13 500 egységnyi (GU) bé-
nité hatbéanyagot tartalmazott. Ez alatémasztja azt a feltéte-
lezést, hogy a G. mellonellan végzett bioldégiai elemzésekkel
feltart toxikus aktivitds a méregmirigy oldhatdé komponensei-
hez ko6t&dik. A bénitd hatdanyag tisztitdsa végett a méregmi-
rigy-kivonatokat elsd lépésben nativ PAGE-sel frakcion&ltuk.
Az elektroforézis altalunk alkalmazott kéridlményei kozott a
toxikusan aktiv anyag lassan vandorolt. Minthogy a nativ PAGE
toltés és méret szerintil elvalasztast végez, ez azt jelzi,
hogy a toxikus anyagnak béazikus ossztoltése és/vagy nagy mo-
lekulatdémege van. A két kiilénalld aktiv frakcid (B-1 és B-2)
szétvalasa (amelyek molekulatdomege csak 3500 daltonnal tért
el egyméstdl) arra utal, hogy a toxin vandorlési sebességét
elsédlegesen a toltés hatarozza meg.

A B-1 extraktum anioncserés kromatografalasaval
egyetlen fehérjét kaptunk. Ez a tisztitott preparatum (BrhTX-
-1) a méregmirigy-kivonatok (és vélhetden a teljes ndstény
darazsak) kiindulasi bénitéd aktivitasénak 7 %$-4t, az oldhatd
méregmirigy—-fehérjéknek pedig 0,5 %$-at képezte. A toxikus ak-
tivitds oOsszevont feldasuldsanak mértéke 127-szeres volt, és
a kapott preparatum fajlagos toxikus aktivitasa 3333 egy-
ség/pug fehérje volt.

Az itt kozolt adatok azt bizonyitjak, hogy két oli-
gomer toxint (BrhTX-1 és BrhTX-2) kilénitettiink el, amelyek
nativ PAGE vagy envhe kromatografids kortlmények kozdtt nem

disszocidlnak. Mindkét toxin négy, egymdstdél SDS-PAGE-sel el-
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valaszthaté polipeptidbdl all. A BrhTX-1 SDS-PAGE-sel redukéa-
16 és nemredukald koérilmények kozott végzett szétvalasztésa-
nak eredményei azt Jjelzik, hogy a négy alegység kozul kettdt
- a BrhTX-1(c) és BrhTX-1(d) alegységet - diszulfid-koétések
kapcsolnak egyméashoz.
2. példa

A BrhTX-1 szekvencia-analizise

(1) Fehérjetisztitéas:

45 000 méregmirigyet nativ PAGE-sel és SMART rend-
szerben végzett anioncserés kromatografiaval tisztitva 300 ug
BrhTX-1-et kilonitettink el. SDS-PAGE elemzés és ezust-detek-
tdlas szerint a toxin lényegében homogén volt, és négy poli-
peptidbdél [ BrhTX-1(a), BrhTX-1(b), BrhTX-1(c) és BrhTX-1(d)]
allt. A végsd prepardtum fajlagos aktivitédsa 3 250 000 GU/mg
fehérje volt. A kapott adatok alapjan a 0,2 g témegd G. mel-
lonella larvak teljes bénitasdhoz szlikséges tisztitott toxin-
mennyiség 0,3 ng-ra becsiilhetd.

A fajlagos aktivitéasi érték alapjan a toxin egybe-
vethetd a szalma-tiszdéatka (Pyemotes tritici) toxinjaval. Az

utébbi toxin kozdélt bénitd dbézisa 330-550 pg/kg G. mellonella

larva, mig a BrhTX-1 bénitd dbzisa kdrulbelul 2 pg/kg G. mel-
lonella larva. A BrhTX-1 4°C-on tartva igen stabilnak bizo-
nyult, és még tobb hetes tidrolads utadn is megdrizte az aktivi-
tas tobb mint 90 %-at.

(11) Szekvencia-analizis:

Kortlbeltl 200 pug BrhTX-1 toxint SDS-PAGE-sel és

azt kovetd elektrotranszferrel [ 10 mmél Caps ikerionos puf-

fer (pH 11,0)/10 % metanol, 60 milliamper, 1 6ra, szobahémér-
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séklet] alegységeire bontottunk. A szétvalasztott alegysége-
ket elektromos tton PVDF (poli/vinilidén-fluorid/) membrénra
vittik &4t. Az &atvitel utan a ka&rtyakat 1 o6rédn at Milli-Q viz-
zel mostuk, majd vakuumban szaritottuk. A fehérjesavokat
0,0005 % szulforodamin-B~-t (a Sigma cég gyartménya) tartalma-
z6 30 %-os metanol/0,2 %$-os ecetsav eleggyel megfestve tettik
lathatéva, majd vizzel kimostuk a festéket. A felvételeket a
kdrilmények optimalizalasa céljabdl kis mennyiségl (koridlbe-

141 10 ug) toxinnal kezdtik, majd a szekvencia-elemzéshez 150

lLg toxint vittidnk fel.

A szekvenédlashoz ABI 477A fehérje-szekvenald rend-
szert (gyartja az Applied Biosystems cég) hasznaltunk. A
BrhTX-1(a), BrhTX-1(b) és BrhTX-1(c) szekvenadlasakor nehézsé-
gek léptek fel: nevezetesen 2 vagy 3 ciklus utédn az aminosav-
—analizatorrdél eltiint egy joél detektdlhatd jel, ami arra u-
talt, hogy a szekvenaléds soran a fehérje nagy részét eltavo-
litottuk a membranrdél. Ezt a nehézséget nugy kuszoboltik ki,
hogy a membranra nagyobb mennyiségl fehérjét vittink fel.

A négy alegység N-terminalis aminosav-szekvenciajat
a 6. adbran mutatjuk be (a csillaggal jeldlt aminosav-maradé-
kokat nem tudtuk kétséget kizdrdan azonositani). A BrhTX-
-1(a), BrhTX-1(b), BrhTX-1(c) és BrhTX-1(d) alegység igy meg-
hatarozott szekvencidjat a csatolt szekvencia-jegyzékben is
feltintettik rendre 1., 2., 3. és 4. szamon.

(1ii) Az alegységek szerkezetének vizsgalata:

Tapasztalataink szerint a toxikus aktivitas a
BrhTX-1 egy kisméretd, 14 000 és 14 000 dalton kozdtti mole-
kulatomegd polipeptidjéhez kapcsolddik, amit Triton X-100-at

tartalmazdé nativ PAGE-sel kuldnitettiink el. Ezekbdl a gélek-
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b&81l a teljes felvitt koérilbelil 30 000 GU aktivitésbdél kériul-
beltl 1500 GU-nyi aktivitast kiilénitettiink el. Noha ez az ér-
ték a gélre felvitt Ossz-aktivités csupan mintegy 5 %$-&nak
felel meg, az aktivitéds nagy része csak kismértékben vandorol
a gélbe. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az adott alegy-
ség jelentds aktivitassal rendelkezik.

(iv) Western blot analizisek:

A BrhTX-1(a), BrhTX-1(c) és BrhTX-1(d) alegységek-
kel szemben a fent ismertetett kézvetlen fehérje-szekvenalas-
sal meghatarozott N-termindlis szekvenciajuk alapjan (lasd a
szek-vencia-jegyzék 1., 3. és 4. sz. szekvencidjat) antites-
teket alakitottunk ki. Ezeket az antitesteket Chiron Mimi-
topes (Clayton, Victoria) felhasznalasaval képeztiik a kdvet-
kez8 médon:

A megadott szekvencidnak megfeleld szintetikus pep-
tideket képeztink, és azokat diftéria toxin-hordozéhoz kap-
csoltuk. Az igy kapott konjugatumokkal héarom Ujzélandi fehér
nyulat immunizaltunk. A nyulakat intramuszkularisan immuni-
zaltuk Freund-féle komplett adjuvanssal elegyitett 0,39 mg
peptiddel.

Az elsé immunizalas utan a nyulak filvénajabdl ka-
nillel vert vettink, majd a vérvételt a 14., 35. és 42. napon
megismételtik. A vérmintakat 30 percig 37°C-on inkubaltuk,
ezutan 15 éran at jéggel hitsttiik, majd kis sebességl centri-
fugalassal eltavolitottuk a sejtanyagokat. Az igy kapott szé-
rumot -20°C-on taroltuk.

Mindegyik nyers antiszérumot ELISA-val titraltuk az
immunizald peptid biotinilezett szarmazékaval, diftéria-to-

xinnal és avidinnel szemben. Ezekben a titradlasokban az ELISA
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lemezt avidinnel fedtiik, és ehhez szekvencialisan kapcsoltuk
a biotinilezett peptidet és a vizsgalt antitestet. Az anti-
test szamszerlsitését torma-peroxidazhoz kapcsolt anti-nyul
IgG szérummal végeztiik. Ezutéan, az egyes alegységekkel szem-
ben a legnagyobb faktord szérummintakat hasznélva, a tiszti-
tott és a fentiekben ismertetett SDS-PAGE-sel alkotd alegysé-
geire bontott BrhTX-l-alegységekkel szemben Western blot fut-
tatdsokat végeztink. Az elektroforézis utadn a fehérjéket nit-

rocelluldézra (Biorad, Hercules, California) vittik fel.

10 pl (koérilbelil 8 pg) tisztitott és SDS-PAGE-sel
szétvalasztott BrhTX-1-et felhasznalva mindhédrom vizsgalt
alegység specifikus reakcidét adott a neki megfeleld szérummal

szemben.

(v) Peptid-emésztés és szekvendlas:

Kérulbeldl 800 pg BrhTX-1l-et a korabbiakban ismer-
tetett SDS-PAGE-sel alkotd alegységeire bontottunk. Az elekt-
roforézis elvégzése utadn az alegységeket Coomassie Brilliant
Blue-val végzett festéssel tettiik lathatévad a gélben. Ezutén
az egyes alegységeknek megfeleld savokat kivagtuk a gélbdl,
és 0,02 % Tween-20-at tartalmazé 0,2 mélos amménium-hidrogén-—

-karbonat pufferoldattal kétszer mosva a gélrdl leoldottuk az
SDS-t. Ezutan 0,5 pg szekvendld mindségl tripszint (Promega,

Madison, Wisconsin) adagoltunk be, és a gélt korulbelul 20 pl

0,2 mélos amménium-hidrogén-karbonat oldattal teljesen rehid-
rataltuk. Ezutéan a gélszeletet mikrocentrifuga csévébe he-
lyeztik, 0,02 % Tween-20-at tartalmazd 0,2 mdélos amménium-—
-hidrogén-karbonat oldattal fedtuk, és éjszakan at 30'C-on

Q

inkub&ltuk. Ezutén 0,1 térfogatrész 10 tomeg/térfogat %-os
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trifluor-ecetsav oldat beadagolédséaval ledllitottuk a reakci-
ot.

Emésztés utadn a gélt 0,1 tomeg/térfogat % trifluor-
~ecetsavat tartalmazé 60 %$-os acetonitrillel 40 percig 30°C-

-on extrahdlva leoldottuk a kapott peptideket. A kapott fe-

luluszdét Hetovac forgd bepédrld késziiléken (gyartja a Heto
cég, Skandinavia) 20 pl végtérfogatra betdményitettik.

A peptideket SMART rendszerben, pPRPC C2/C18 SC2.1

1/10 oszlopon végzett reverz fazist kromatografdlédssal elkii-
lonitettik egymastdél. Az oszlopot 0,065 % és 0,05 % kézott
gradiens szerint valtozdé mennyiségl trifluor-ecetsavat tar-
talmazé 40 %-os acetonitrillel eludltuk. A frakcidkat " Peak
Fractionation" uzemmédban gydjtottik.

A fenti kromatografaléds soran akpott egyedi frakci-
6kat az elkulonitett peptidek méretének meghatdrozasa célja-
bél toémegspektroszképidsan vizsgaltuk. A spektrumokat Tofspec
késziléken (gyartja a Fisons Instruments cég) vettik fel. Ez-
utéan a csucsokat Procise-HT szekvenatorral (gyartja az App-
lied Biosystems cég) szekvenédltuk. A BrhTX-1 alegységeibél
kapott triptikus fragmensek szekvencidit a 3. tablazatban ko-

zo0ljuk.



(Y]
RACE Modd 44T Lo
* o%y eey + oee

.

[ .
2808 420 o0s’ hd

_29_

3. tébléazat

Szekvenalt frag-

Alegyséqg mensek szama Kapott szekvenciak'"
BrhTX-1 (d) 5 INI (Q/R) VA
QIVTYYLDS (I/H)K
BrhTX-1 (c) 6 GIAQDVGHAAHSFTK
(H/G) VHNPGNFR
BrhlTX-1 (b) 5 MIKPGETYGDVTNK
EWVHDNAGTLLPR
DVHDNAGTLLPR
PHTVYDKHESLQ
BrhTX-1 (a) 4 FNPETHR
EAYIQNHGA

“"Ahol a szekvencia egyes elemeinek azonositésa nem volt egy-
értelmd, a lehetséges variacidkat zardjelben, egymastél ferde
vonallal elvalasztva adtuk meg.

3. példa

A BrhTX-1 alegységeinek kldnozésa

cDNS konyvtar képzése és a konyvtar szélesztése

Folyékony nitrogénben lefagyasztott és ~70 C-on téa-
rolt frissen kikelt ndéstény B. hebetor darazsakbdél elkuléni-
tettik a teljes RNS-t. A teljes RNS elkilonitésére koriilbelil
1 g lefagyasztott darazsat folyékony nitrogénben porra 8rol-
tink. A port kézi homogenizator segitségével 20 ml 8 mdlos
guanidinium-klorid oldattal homogeniz&ltuk. A nagyméretd old-
hatatlan anyag-tormeléket 10 percig 10 000 g gyorsulason vég-
zett centrifugaléassal eltavolitottuk, és a teljes RNS-t 32

Q

térfogat %-os etanol jelenlétében kicsaptuk. A teljes RNS-t
Sambrook és munkatarsai altal leirtak szerint [ Molecular

Cloning: A Laboratory Manual (Spring Habor Press, 1989)] to-

vabb tisztitottuk.
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A teljes RNS-bS1l oligo (dT)-celluldz csavart oszlo-
pok [ a Pharmacia Biotech cég (Uppsala, Svédorszag) gyartma-
nya] segitségével, a gyarté utasitasai szerint eljarva elkii-

lénitettik az mRNS-t. A cDNS-szintézishez kdriilbeliil 5 ug

MRNS-t hasznaltunk. Az Eco RI-vel emésztett Agtll DNS-hez

ligalt és kereskedelemben kaphaté E. coli Y1090-be transzfor-
malt tompavégli kettdsszalu cDNS-hez Eco RI/NotI kapcsolékat
ligaltunk, majd ismert médon megsokszoroztuk. A titralast a
konyvtar szlrése eldétt végeztiik ismert médon (Sambrook,
1989), kereskedelemben kaphaté E. coli LE392 t&rzsbdl szar-
mazé szélesztett sejtek felhasznalasaval. A konyvtar titere
1,25x10° pfu (plakk-képzd egység)/ml volt.

Szlrés céljara 10 db 140 mm &tmér&jd Petri-csészé-
be 6sszesen 500 000 plakk-képzd egységet (csészénként kériil-
bellil 50 000 egységet) helyeztiink ki. A plakkokat ismert mo-
don (Sambrook, 1989), haromszoros ismétlésben Hybond-N memb-
ranokra (gyartja az Amersham International cég) helyeztik ki.

4. példa

A BhrTX-1 (a) alegységének klénozasa

(1) Proébak képzése:

Harom olyan degeneralt oligonukleotidot [ Jelik:
BH(a)A, BH(a)B és BH(a)I] terveztink, amelyek a BrhTX-1(a) } -
—terminalis szekvenci&jénak legaléabb egy reszét kédolijak.
Teljes mértékd degeneracid esetén inozinokat (jJele: I) hasz-

naltunk. Ezeket az oligonukleotidokat a 7. Abran szemléltet-
juk; szekvenciajuk a szekvencia-jegyzék 5., 6. és 7. szekven-

ciajanak felel meg (itt az inozint N-nel jJeloltik) . Az oligo-

nukleotidokat standard médszerekkel szintetizaltuk Applied



..O. :..0 :... 000
.6 LA L S P *

o

_31_

Biosystems 380B tipust DNS-szintetizatorral. A kapott egyedi
oligonukleotidokrél 16 6ran a4t 55°C-on végzett kezeléssel le-
hasitottuk a véddécsoportokat, majd harom csavarkupakos mikro-

centrifuga—-csdébe osztottuk szét, és vakuumban megszaritottuk.
A kapott egyedi oligonukleotidok 1/3-at 100 pl vizben oldot-
tuk, és UV spektroszképiaval mértik azok mennyiségét (1
OD,¢p/ml 25 png/ml-nek felel meqg) .

{(1i) A konyvtar szlrése és a kldénok elkiilénitése:

Minden egyes szlrdésorozatra egy-egy oligonukleotid-
bé1l [ Bh(a)A, BH(a)B vagy BH(a)I] prébat vittink fel. 25-25 ng
oligonukleotidot ismert médon (Sambrook, 1989) az 5'-végnél
foszforilezéssel jeleztiink, *’pP-ATP {Amersham International)
és T4 polinukleotid kinadz (Northumbria Biologicals Ltd.) fel-
haszndlésaval. Az inkubaléast 30 percig 37°C-on végeztiik. A
szlréket 2 6ran at 45°C-on eldhibridizaltuk 5 x SSPE [a 20 x
SSPE Osszetetele: 3,6 mél NaCl, 0,2 mél NaH,PO,, 0,02 mol
EDTA (pH 7,7)], 5 x Denhardt reagens [ az 50 x Denhardt rea-
gens Osszetétele: 5 g Ficoll (400-as tipus, Pharmacia), 5 g

poli(vinil-pirrolidon), 5 g szarvasmarha szérum albumin (V.

o

frakcié, Sigma)], 0,5 SDS és 200 pg/ml lazacsperma DNS je-
lenlétében. A hibridizaldst 5 x SSPE, 5 x Denhardt reagens,
0,5 % SDS és a jelzett préba jelenlétében 45°C-on 16 éran at
végeztik.

A szlr8ket 45°C-on 4x15 percig 6 x SSC és 0,1 % SDS
elegyével mostuk, majd -80°C-on, névekvd intenzitasi szlrés-
sel, Kodak X-AR filmre exponaltuk.

Harom plakk mind a BH(a)A-val, mind a BH(a)-I-vel

hibridizalédott, egy plakk mind a BH(a)B-vel és a BH(a)I-vel
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hibridizalédott. Egy plakk sem hibridizdlédott mind a harom
prébaval. Harom ezt kévetd plakk-tisztitasi mivelet utan a
négy plakk koéztl harmat homogenitésig tisztitottunk. Ezek to-
vabbra is hibridizalédtak a BH(a)I-vel. A fag-plakkokat 1 ml
SM puffer [ 6sszetétele: 50 mmbél Trisz-HCl (pH 7,5), 0,1 mél
NaCl, 0,2 toémeg/térfogat % MgSO,.7H,0, 0,01 témeg/térfogat %
zselatin] és 10 pl kloroform elegyébe helyeztik.

(111) A kldénok jellemzése:

A plakkok formajdban tisztitott fagokat polimeraz
lancreakcidés (a tovabbiakban: PCR) elemzéssel vizsgaltuk cDNS

inszertek jelenlétére és azok méretére. Két oligonukleotidot
(Agt 11 forward és Agt 11 reverz) hasznaltunk, amelyek szek-

vencliéaja a kovetkezd (lasd még a szekvencia-jegyzékben sze-

repld 8. és 9. szekvenciat):

Agt 11 ferward 5'-GACTCCTGGAGCCCG-3"
Agt 11 reverz 5'"-TTGACACCAGACCAACTGGTAATG-3"'

Ezek az oligonukleotidok Agt 1l-re specifikusak, és az Eco RI
klénozdé helyet szegélyezik.
A PCR reakcidkat 0,5 ml-es polipropilén mikrocent-

rifuga-csdvekben végeztik, 25-25 mél koncentralt primert, 0,5

ul fag-torzsoldatot, 8 pul ultratiszta dNTP-keveréket (az e-
gyedi dNTP-ket 1,23-1,23 mmél koncentracidban tartalmazza;

gyadrtja a Pharmacia céqg), 2,5 pl pufferoldatot [ &sszetétele:
500 mmél KCl, 100 mmél Trisz (pH 8,4), 15 mmél MgCl,, 0,1 to-
meg/térfogat % zselatin] és 0,2 pul (1 egység) Tag DNS polime-

razt (Perkin/Elmer Cetus) hasznalva. Az elegyekhez 1-1 csepp

konnyd asvanyolajat (Sigma) adtunk. A csoveket Techne PHC-1
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tipust programozhaté fltdéblokkba helyeztiik, és a koévetkezd
program szerint hdékezeltuk:

5 masodperc 94°C-on,

1 mésodperc 94°C-on, 2 masodperc 40°C-on és 3 masodperc 72°C-
-on (35 ciklusban),

végs8 inkubaléas 7 mésodpercig 72°C-on.

10-10 ul igy kapott reakcidelegyet agardz gél-e-
lektroforézissel elemeztink. Mindh&drom fag-térzsoldat PCR-
-tobbszorozott fragmenst generdlt, amelyekben a kovetkezd
méretd cDNS inszertek jelentek meg:

ABrhTX-1(a)l.1 - koérilbeliil 600 bazispar (bp),

ABrhTX-1(a)l.2 - korilbeliil 620 bp, és

ABrhTX-1(a)1l.3 - koérilbeldl 590 bp.

(iv) Szubkldnozas és a klénok szekvenialasa:

D. Grossberger médszerével [ Nucleic Acid Research

15(10), €737 (1987)] fag DNS-prepardtumokat készitettink. A
ABrhTX-1(a)1l.1-b81 és a ABrhTX-1(a)l.2-b&l Eco RI emésztéssel

felszabaditottuk a c¢DNS inszerteket. A ABrhTX-1(a)l.3-bél nem
szabadult fel az inszert, ami valészinlleg annak tulajdonit-
hat6é, hogy az eredeti konyvtarszerkesztés soran az Eco RI he-
lyek nem alakultak vissza. A két felszabaditott inszertet T4
DNS ligaz felhasznalésédval, megfelelden pufferolt kozegben
(Sambrook, 1989) kiilon-kiilén Eco RI-vel emésztett, foszfatéaz-
zal kezelt pUC19 plazmidba ligéltuk. A ligécids elegyekkel

standard korilmények kézott (Sambrook, 1989) kompetens, ke-
reskedelemben kaphaté E. coli DH5a sejteket transzforméltunk.

A transzformatumokat - amelyeket pBrhTX-1(a)l.l-gyel és
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pBrhTX-1(a)l.2-vel jeldlink - 100 pg/ml ampicillint tartalma-
z6 LB agarlemezeken szelektéaltuk.

A pBrhTX-1(a)l.1l klén inszertjét Sequenase készlet-
tel (gyartja: USB, Cleveland, Ohio) és az alédbbiakban felso-
rolt 9 szintetikus oligo-primerrel (lasd még a szekvencia-

-jegyzékben szerepld 10-18. szekvenciat) szekvenaltuk:

PUC4 5'"-GCTGATGTGCTGCAAGGCGATTAAG-3"
PUC1 5" -TTCACAGAGGAAACAGCTATGAC-3"'
BH (a)F1l 5'-TCGTGAAGTGAAGAATTA-3"
BH(a)F2 5'-AATGTGTTTGCACTCACG-3"

BH (a) F3 5'-CATATACAGCGAAGTACC-3'
BH(a)F4 5'-TTATATGAAGTTCTTAGA-3"'
BH(a)R1 5'-GGCGCAATAATTCTTCAC-3"'

BH (a)R2 5'-TAACTATGGGATTCTTAG-3"

BH (a)R3 5'-ATATTTAAAGCCTCCCGC-3"

A primerek kozul kettd, a PUC4 és a PUCL, a mc-ket
szegélyezd pUCLlY9 régidkhoz hibridizél. A tobbi primert a kez-
deti PUC4 és PUC1l szekvendléasi mlveletekben nyert szekvencia-
-adatok felhasznédlésaval terveztik. A kapott nukleotid szek-
vencidja a szekvencia-jegyzék 19. szekvencidjanak felel meg.
A nukleotid-szekvencia leolvaséasaval 125 aminosavbdél allé
nyitott leolvasési kerethez (a tovabbiakban: ORF) jutottunk.
Ezt a szarmazékos aminosav-szekvenciat a szekvencia-jegyzéken
20. szamon szerepeltettik. A 17-36. aminosav az (a) alegység
N-terminalis szekvencidjanak felel meg (ladsd az 1. szekvenci-
at). Az 1-16. aminosav a fehérjebevitel szignal-szekvencia-
jénak jellemzdéivel rendelkezik. A 8. abran ezt a nukleinsav-
-szekvenciat és a megfeleldé aminosav-szekvenciat is bemutat-

Jjuk.
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(v) A klbénok elemzése:

Peptid-emésztés/szekvenalas:

A peptid-emésztéses mbédszerrel kapott szekvenciak
és a cDNS-ekrél leolvaséssal képezhetd aminosav-szekvencidk a

kévetkez8képpen parosithatdk:

1) Peptid-szekvencia: FNPETHR
cDNS-szekvencia: FNPETHR

2) Peptid-szekvencia: EAYIQNHGA
cDNS-szekvencia: EACIQNHGA

A masodik esetben észlelt eltérés azzal magyarazha-
tdé, hogy a cisztein-felismerés esetenként nem megbizhaté.

Genomidlis Southern blot elemzés:

Kifejlett him és néstény B. hebetor darazsakbdl a
kovetkezd8képpen allitottunk eld genomidlis DNS-t: Korulbelil
0,1 g fagyasztott darazsat 500 pl Lifton oldattal (Osszetéte-
le: 0,2 mbél szachardz, 0,05 mél EDTA, 0,5 mdél SDS, 0,1 mdl
Trisz-HC1l pH 9,0) gyengén homogenizaltunk. Az anyag fdtomegé-
nek feltdrése utan Gjabb 500 pul Lifton oldatot adtunk be, és
a homogenizatumot a szdvetek aggregidlddaséanak megszilnéséig
kevertiik. A homogenizatumot 30 percig 65°C-on inkubaltuk,
majd 250 pul 0,6 mblos acetat oldatot adtunk hozza. A kapott
oldatot gyengén Osszekevertik, és 1 6ran a4t jégen tartottuk.
Ezutan a nagyméretd részecskéket lapos tetejld centrifugén
4°C-on 10 percig 10 000 fordulat/perc sebességgel végzett
centrifugdlassal eltavolitottuk. A feliluszdét egymas utan a
feluiluszdéval azonos térfogatu fenollal (TE-vel telitett),
fenollal és 24:1 térfogataranyd kloroform/izo-amil-alkohol

eleggyel, majd izo-amil-alkohollal extrahdltuk. Az elegyhez
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10 pg/ml végsd koncentracid eléréséhez sziikséges mennyiségben
RNS-&4z A-t adtunk, és az elegyet 15 percig 37°C-on inkubal-
tuk. Az oldathoz 2 térfogatrész etanolt adtunk, és a DNS-t
lapostetejd centrifugdn szobahdémérsékleten 15 percig 8000
fordulat/perc sebességgel végzett centrifugaléassal elkiiloni-

tettlik. Az elkulonitett DNS-t 80 %-os etancllal mostuk, sza-
ritottuk, majd 50 pul TE-ben Gjra szuszpendaltuk, és spektro-

fotometridsan mértiik a DNS koncentracidjat.

A tisztitott DNS-t Pst I, Becl I és Acc I restrikci-
6s enzimekkel emésztettik, és a fragmenseket TAE pufferben,
0,7 %-os agardz gélen végzett elektroforézissel szétvalasz-
tottuk. A DNS-t Hybond Cc’ nitrocelluléz membranra (gyartja az
Amersham International cég) vittik fel 20 x 2 x SSC gradiens-
ben, és 4 6ran &t 80°C-on végzett hdkezeléssel a membranhoz
kotottik. A BH(a)R1l és BH(a)R3 primereket és cél-DNS-ként a
pBrhTX-1(a)1l.l plazmid klént felhasznalva PCR technikéaval
?p-ral jelzett cDNS prébédkat szintetizaltunk. A probak szin-
tézisét a kovetkezd miveleti kortulmények kozott végeztik:

5 perc 95°C-on, majd

30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 45°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), ezutéan

30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 50°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), végul

5 perc 72°C-on.

Az eldhibridizaléast és a hibridizalast a kovetkezd
korilmények kozott végeztiik:

Eléhibridizalas: 2 éra 42°C-on a kévetkezd Osszeté-

teld eldhibridizald oldatban: 6 x SSC, 5 x Denhardt reagens,

o\

0,5 SDS, 50 % formamid, 0,1 % natrium-pirofoszfat és 100
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ug/ml lazacsperma DNS (beadds elétt hangbesugarzéssal kezel-
ve és forralva).

Hibridizalas: éjszakan at 42°C-on *P-ral jelzett
probat is tartalmazdé eldhibridizalé oldatban. A prébat fel-
forraltuk, majd jéggel gyorsan lehiitdttiik, és ezutan adtuk a
szlréhdéz és az el8hibridizalé oldathoz.

Hibridizéalds utéan a szréket 42°C-on 2 x SSC + 0,1
% SDS eleggyel nlgyszer mostuk. Mosas utdn a szlrdkre atvit-
tik a vizsgalandé nukleinsavat, a szlrdket tapadé filmbe gén-
gyoltik, és Fuji orvosi filmre exponaltuk.

Az eredmények azt mutatték, hogy a szekvencianak
csak egyetlen masolata van jelen a genomban: (1) a Pst I-el

emésztett genomidlis DNS egyetlen, koriilbeliil 3040 bp méretd
hibridizalé fragmenst adott; (2) a Bcl I-el emésztett anyag
egyetlen, 1400 bp méretd hibridizalé fragmenst adott (a cDNS
szekvencia kdzvetlenlil a prébaval hibridizald szekvencia utéan
egy Blc I helyet tartalmaz); és (3) az Acc I-el emésztett a-

nyag két hibridiz&lé fragmenst szolgaltatott, ami 0sszhangban
van azzal, hogy a cDNS szekvencidban 357 bp-nal egy Acc I
hely van (lasd a 8. abrat).

5. példa

A BrhTX-1 (d) alegységének klénozéasa

(1) Probak képzése:

Harom degeneralt oligomert [ jeliitk: BH(d)A, BH(d)B
és BH(d)I] terveztink. Teljes mértékd degeneracid esetén ino-
zinokat hasznaltunk. Ezeket az oligonukleotidokat a 9. &abréan
szemléltetjik;, szekvencidjuk a szekvencia-jegyzék 21., 22. és

23. szekvenciajanak felel meg. Az oligonukleotidokat standard
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médszerekkel szintetizdltuk Applied Biosystems 380B tipusu
DNS-szintetizdtorral. A kapott egyedi oligonukleotidokrél 16
6ran at 55°C-on végzett kezeléssel lehasitottuk a véddcsopor-
tokat, majd két csavarkupakos polipropilén mikrocentrifuga-
-csébe osztottuk szét, és vakuumban megszaritottuk. A kapott
egyedi oligonukleotidok felét 100 pl vizben oldottuk, és UV
spektroszképidval mértik azok mennyiségét (1 OD,.,/ml 25
ng/ml-nek felel meg) .

(1i) A koSnyvtar szilirése és a klénok elkiildnitése:

A konyvtar szlrését a BrhTX-1(a) alegységgel kap-
csolatban leirtak szerint végeztik.

A BH(d)I-hez hét plakk hibridiz&lédott. Harom ezt
kovetd plakk-tisztitasi mlvelet utan hat plakkot homogenitéa-

sig tisztitottunk. Ezek tovabbra is hibridizalédtak a BH(d) I-
-hez. A fag-plakkokat 1 ml SM puffer és 10 ul kloroform ele-

gyébe helyeztik.

(iii) A klénok jellemzése:

A plakkok formajaban tisztitott fagokat a BrhTX-

-1 (a) alegységgel kapcsolatban leirtak szerint szUlrtik és a-
nalizaltuk.

A hat fag-torzsoldat kézul 6t generalt PCR-tébbszo-
rozott fragmenst, amelyekben a kovetkezd méretd cDNS inszer-—
tek jelentek meg (az azonos eredeti fag masolatainak méretét
is megadjuk) :

ABhrTX-1(d)1.1 - kb. 1200 bp, ABhrTX-1(d)1.2 - kb. 1200 bp

ABhrTX-1(d)2.1 kb. 1200 bp

ABhrTX-1(d)3.1 kb. 1800 bp, ABhrTX-1(d)3.2 - kb. 1800 bp,

ABhrTX-1(d)3.3 - kb. 1800 bp, ABhrTX-1(d)3.4 - kb. 1800 bp
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ABhrTX-1(d)4.1 - kb. 1200 bp, ABhrTX-1(d)4.2 - kb. 1200 bp,
ABhrTX-1(d)4.3 - kb. 1200 bp

ABhrTX-1(d)5.1 - kb. 700 bp

(iv) Szubkldénozas és a kldénok szekvendlasa:

Miként a BrhTX-1(a) alegységgel kapcsolatban koézol-

tiik, a fag DNS preparé&tumokat D. Grossberger (1987) médszeré-

vel készitettiik. A ABhrTX-1(d)1.2-bdél, ABhrTX-1(d)3.1-bdl,

ABhrTX-1(d)3.3-bd1l, ABhrTX-1(d)3.4-b81l és ABhrTX-1(d)4.3-bdl
Eco RI emésztéssel felszabaditottuk a cDNS inszerteket. A
tébbi inszert nem szabadult fel, ami vélhetden annak tulajdo-
nithaté, hogy az eredeti kdnyvtarszerkesztés soran az Eco RI
helyek nem alakultak vissza. A felszabaditott inszerteket

pUC19 plazmid Eco RI helyébe klénoztuk, majd a BrhTX-1(a) al-
egységnél leirtak szerint E. coli DHSa sejtekbe transzformal-

tuk.

A pBrhTX-1(d)1.2 klén inszertjét 14 szintetikus
oligo-primer - koztik a fent ismertetett PUC4 és PUC1l primer
(szekvencidjuk a szekvencia-jegyzékben szerepld 10.és 11.
szekvencianak felel meg) - felhasznalasaval a BrhTX-1(a) al-
egységnél leirtak szerint szekvendltuk. A fennmaradt 12 pri-
mert a kezdeti PUC4 és PUCL szekvenédlasi mlveletekben nyert
szekvencia-adatok felhasznalasaval terveztuk, és az alabbiak-
ban soroljuk fel (ladsd még a szekvencia-jegyzékben szerepld

24-35. szekvenciat):

BH(d)F1 5'-CTTCAAATTAGTGTACGA-3'
BH (d) F2 5'-TGTGGCAATGCACAGAAC-3'
BH(d)F3 5'-TCAAGATGCTAGATTGTC-3"

BH (d) F4 5'-TAATAAATGGTCATGATG-3"
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BH(d) F5 5'-CGCTTTCAAATAGTCACT-3'
BH(d)R1 5'-ATTCACCATCTGAGCAAT-3"
BH(d)R2 5'-ACACAATTAGCCACTGTC-3'
BH (d)R3 5'-TTGTACTCAGAATGGACT-3"
BH(d)R4 5'-ATGTATGGAGCGATACCA-3"
BH (d) R5 5'-ACATCATGAATTGCCTTG-3"'
BH (d) R6 5'-TGTAAATGTGTAGTGGGT-3"
BH({d)R7 5'-GCGAGAAATTCACTATCA-3"

A kapott nukleotid szekvencidja a szekvencia-jegy-
zék 36. szekvencidjanak felel meg. A nukleotid szekvencia le-
olvasaséaval 275 aminosavbdél 4116 nyitott leolvaséasi kerethez
jutottunk. A 25-35. aminosav a BrhTX-1(d) alegység N-termina-
lis szekvencié&janak felel meg. Az 1-22. aminosav egy szignal-
szekvencia-jeldltet tartalmaz. A cDNS-el kédolt kész fehérije
becsilt molekulatémege 28,2 kilodalton. A szarmaztatott ami-
nosav-szekvencidkat a szekvencia-jegyzékben 37. szamon szere-
peltettik. A nukleotid-szekvenciat és az aminosav-szekvenciat
a 10. &bran is bemutatjuk.

(v) A kldénok elemzése:

Peptid-emésztés/szekvenalas:

A BrhTX-1(a) alegységnél leirtak szerint jartunk
el. A szarmaztatott aminosav-leolvasasokbél kapott szekven-
ciak a kovetkezd8képpen parosithatdk:

Peptid-szekvencia: INI (Q/R)VA QIVTYYLDS (I/H)K
cDNS-szekvencia: GNIK VA QIVTYYLDW I K
Az illeszkedési eltérések a mesterségesen eldidézett szekve-

nadlasi valtozasoknak tulajdonithatdk.
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Genomidlis Southern blot elemzés:

A 4. példéban leirtak szerint genomialis DNS-t ké-
szitettiink. A him és néstény eredetd DNS-eket Bcl I, Nde T,
Blg II és Pst I felhaszndlasaval emésztettiik, és az emésztett
DNS-t TAE pufferoldatban, 0,7 %-os agardéz géleken elektrofo-
rézissel elkilénitettik. A DNS-t ezutan Hybond C' nitrocellu-
16z membranra vittik fel 2-20 x SSC gradiensben, és 4 6ran at
80°C-on végzett hdékezeléssel a membranhoz koétottiik.

A BH(d)F4 és BH(d)R7 primereket és cél-DNS-ként a
pBrhTX-1(d)1.2 plazmid DNS-t felhaszndlva PCR technikaval
p-ral jelzett prébakat szintetizéltunk a kovetkezd miveleti
kérilmények kozott:

5 perc 95°C-on,

30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 43°C-on, 1 perc 82°C-on (35
ciklus), majd

5 perc 72°C-on.

A him és ndéstény DNS-re kapott eredmenyek azonosak
voltak. A Bcl I-el végzett emésztés terméke két hibridizald
fragmenst szolgaltatott, az egyik 10,0 kbp, a masik 9,1 kbp
méretd volt. Ez az eredmény egybevidg azzal, hogy a cDNS szek-
vencidnak a proébéaval hibridizald tartomanyadban egy Nde I hely
van. A Bgl II-vel és Pst I-el végzett emésztés termékel egy-
-egy hibridizaldé fragmenst szolgaltattak (méretuk 18,5 kbp,
illetve 22,1 kbp volt), ami egybevdg azzal, hogy a cDNS szek-
vencianak a proébaval hibridizaldé tartomanyaban az adott he-
lyek egyike sem szerepel.

6. példa

A BrhTX-1 (b) alegységének klbénozasa

(1) Prébak képzése:
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A szekvencia-jegyzékben 2. szamon feltiintetett N-
—terminalis szekvencidbél két multispecies primert tervez-
tink, amelyek szekvenciaja a kdévetkezd volt (lasd még a szek-
vencia-jegyzékben 38. és 39. szamon szerepld szekvencidkat) :
BH (b)A 5'"-AC(TCA) TTG TT(TC) AC(TCA) GA(TC) CG(TC) AA-3'
BH (b)B 5'-GG (ATG)CC (AG)AA (AGT)GT (TC)TT (AG)TC-3'

Ezeket a primereket a kordbbiakban ismertetett PCR

technikaban hasznaéltuk fel néstény mRNS-bdl szintetizalt
cDNS PCR-termékének kialakitadsédra. A PCR szintézist 0,2 pul

Tag DNS polimeraz/50 ul reakcidelegy felhasznalasaval a ko-

vetkezd koridlmények kozott végeztiik:
5 perc 95°C-on, majd
30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 50°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), majd
30 mésodperc 95°C-on, 1,5 perc 55°C-on, 1 perc 72°C-on (30
ciklus), végul
5 perc 72°C-on.

A PCR-el kapott termék mérete (TBE pufferben 15 %-
-os géleken végzett PAGE alapjan becsiilve) korilbeliil 54 bp
volt. A tobbszorozott termékeket etidinium-bromiddal végzett
festéssel tettik lathatéva a gélben. A fragmenst ezutan eld-
zetesen Taq DNS polimerdz felhaszndlasaval timidin maradékkal
farkalt (T-farkaléds), kereskedelemben kaphatd pBluescript SK
plazmid EcoRV helyére klénoztuk. A T-farkalast 50 mmél KC1,
10 mmél Trisz-HC1 (pH 8,3), 1,5 mmél MgCl,, 2 mmél dATTP osz-
szetételd elegyben 2 o6ran at 70°C-on végeztitk. A klénozott
PCR-termeket a kévetkezd, Applied Biosystems Inc. gyartmanyut
fest8-primerek felhasznaldsaval szekvenaltuk:

Universal M13-20 festé-primer: 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3'
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M13 reverz festd-primer: 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3'

A szekvenalast ABI 370 A tipusu DNS-elemz$ rendc-
szerrel (gyartja az Applied Biosystem Inc.) végeztik. A PCR-
—termék szekvencidija a kévetkezd volt (lasd még a szekvencia—
-jegyzékben szerepld 40. sz. szekvenciat): 5'-ACC TGG TTT ACA
GAC CGC AAG TGG TGT GGA CGT GCC GAT AAG ACT TTCGGC cc-3'

(ii) A kényvtar szlirése és a kldénok elkiilonitése:

A kényvtar szélesztését a fent kozdltek szerint vé-

geztik, azzal a kiilé6nbséggel, hogy a plakkokat kétszeres is-
métlésben 137 mm x 0,45 pum méretd Nitropure nitrocelluldz

membranokra (gyartja a Microb Separations cég, Westboro, Ma-—
ryland, USA) vittik fel. A primer sziirés soran oOsszesen 4
sz(rén szlrdénként 3,6x105 plakkot szirtink, mig a szekunder
&6s a tercier sziirés soréan szlrdénként 100-250 plakkot szir-
tink.

A p-ral jelzett probakat PCR technikaval készi-
tettik. A PCR-t 2p_dATP jelenlétében végeztik, a szekvenclia—
-jegyzékben 38. és 39. szamon szerepld szekvenciaju BH(b)A és
BH(b)B oligonukleotidokat, valamint cél-DNS-ként a 40. sz.
szekvenciat tartalmazdé kloénozott PCR-terméket hasznéalva. A
reakciékériilmények a kovetkezdk voltak:
5 perc 95°C-on a Tag polimeraz hozzaadasa eldtt, majd
30 masodperc 95°C-on 1,5 perc 45°C-on és 1 perc 72°C-on (5
ciklus), ezutéan
30 masodperc 95°C-on, 1,30 perc 50°C—on és 1 perc 72°C-on (30
ciklus), végul
5 perc 72°C-on (1 ciklus).

A sz(rékén a BrhTX-1(a) alegység genomi&lis South-

ern blot elemzésénél ismertetett eléhibridizalasi és hibridi-




_44_

zaladsi kériulmények kézott hibridizaltattuk a “*p-ral jelzett
prébat. Kezdetben tiz olyan plakkot azonositottunk, amely a
prébaval hibridizaldédik. Ezek kézudl harmat mésodik és harma-
dik szlréssel homogenitédsig tisztitottunk. A plakként tiszti-

tott fagot 1 ml SM puffer és 10 pl kloroform elegyébe helyez-

tik.

(iii) A kldénok jellemzése:

A plakkok formadjédban tisztitott fagot PCR elemzés-

sel vizsgéaltuk <¢DNS inszert jelenlétére és annak méretére. A

PCR miveletekhez sziikséges ADNS-t tisztitott torzsoldatokbédl
készitettik gy, hogy 10 ul tdérzsoldatot 5 percig forraltunk.

A PCR miveletekben 2 pul igy kapott tdrzsoldatot hasznéltunk
fel. A tobbszorozott fragmenseket TAE pufferoldatban, 0,8 %-
-0s agardéz géleken, ismert méretd jelzdanyagok felhasznaléasa-
val méret szerint osztalyoztuk. A hdrom tisztitott fag kozil
az egyik fagban - amit ABhrTX-1(b)l-el jeloltink - egy korul-
belil 500 bp méretd inszertet mutattunk ki. A méasik két tisz-

titott fagban nem tudtunk inszertet kimutatni.

(1v) Szubkldbébnozés és a klbénok szekvenaldsa:

A f&g DNS-t CsCl-ban végzett izopiknikus centrifu-
galassal (lasd Sambrook és munkatarsai, 1989) tisztitottuk.

A ABhrTX-1(b)1-b&l Not I-el végzett emésztéssel el-
kliléonitettik a cDNS-inszertet, és el&zetesen Not I-el emész-
tett és foszfatdzzal kezelt pBluescript SK-ba ligéltuk. A
klén inszertjét a koradbbiakban leirtak szerint, ABI festék-
-primer szekvendld készlettel szekvendltuk. A pBrhTX-1(b)1l
plazmid klén inszertjének szekvencidjat (ami a szekvencia-

-jegyzékben 41. szémon szerepel) a 11. abran szemléltetjuk. A
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27-44. aminosav a szekvencia-jegyzékben szerepld 2. sz. N-
-terminédlis szekvencia vonatkozdé aminosavjainak felel meg, de
a 41. szekvencia &altal kédolt nyitott leolvasasi keret igen
kis latszdbélagos mérete arra utal, hogy a klén nagymértékben
meg volt csonkitva. Ezért a klén 5' végénél 1évdé nyitott le-
olvasasi kerethez két primert - a BH(b)C és BH(b)D primert
(szekvencidjuk a szekvencia-jegyzék 42. és 43. szekvenciaja-
nak felel meg) - terveztlink. Ezeket a primereket, valamint
célként pBhrTX-1(b)l.l-et haszndlva PCR technikaval egy p-
-ral jelzett prébat alakitottunk ki a kovetkezd kérilmények
kozott:

5 perc 95°C-on, majd

30 mésodperc 95°C-on, 1,5 perc 45°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), majd

30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 50°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), végul

5 perc 72°C-on.

Ezutan a konyvtart a fent ismertetett korulmények
kézott ajra szlrtik. Hat erdsen hibridizaldé plakkot harom
tisztitasi mdveletsorral homogenitasig tisztitottunk. A fag-
bél Not I-el végzett emésztéssel elkulonitettiik a ¢DNS in-
szerteket, és eldzetesen Not I-el emésztett és foszfatdzzal
kezelt pBluescript SK-ba ligaltuk. Az inszertek méretét Not
I-el végzett emésztés és a restrikcids fragmensek TAE puffer-
oldatban, 0,8 %-os agardz gélen vald szétvalasztasa alapjan
becsultik. A kovetkezd becsiilt méretd cDNS inszerteket kap-

tuk: ABhrTX-1(b)2 - kb. 500 bp; tovabba ABhrTX-1(b)3, ABhrTX-

-1(b)4, ABhrTX-1(b)5 és ABhrTX-1(b)6 - egyenként kb. 1200 bp.
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A pBrhTX-1(b)6 plazmidot ABI 370 A DNS-elemzd rend-
szer és a korédbbiakban ismertetett festék-primerek felhaszna-
lasaval szekvenadltuk. A szekvenalids teljessé tételéhez az ABI
festék-terminadtor rendszert haszndltuk a szekvencia-jegyzék-
ben szerepld 42. és 43. szekvenciaju BH(b)C és BH(b)D primer-
rel és két tovabbi, az alabbiakban megadott szekvencidju pri-
merrel egyitt (ladsd még a szekvencia-jegyzékben szerepld 44.
és 45. szekvenciat):

BH (b)E GTTGTCAATACACCCTG
BH(b)F AGAACGAGATGTTATTGTAT

A kapott nukleotid szekvencidja a szekvencia-jegy-
zékben szerepld 46. szekvencianak felel meg. A nukleotid
szekvenclia leolvaséaséaval a 47. szekvencia képzd&dik, ami - a
felhasznalt iniciald kodontdl figgden - 182 vagy 165 amino-
savbol allé fehérje. Az alternativ fehérjéknek 21 vagy 4 ami-
nosavbdél 4116 hidrofdéb leader szekvencidjuk van; a teljes
peptid 161 aminosavbdél all. A BrhTX-1(b) alegység nukleotid
szekvencidjat és a megfeleld aminosav-szekvenciat a 12. abran
mutatjuk be, ahol a vélt nyitott leolvasasi keret délt betlk-
kel szerepel. A c¢DNS-rd8l leolvasott fehérjét a 13. &bran
szemléltetjik, ahol az aldhuzott rész a kész peptidnek felel
megqg.

(v) A kldénok elemzése:

Peptid-emésztés/szekvenalas:

A szarmaztatott aminosavak leolvaséasaval kapott
szekvencidk parositédsa a kovetkezb:
1) Peptid-szekvencia: MIKPGETYGDVTNK EWVHDNAGTLLPR
cDNS-szekvencia: MIKPGETYGDVTNK EWVHDNA LLPR

2) Peptid-szekvencia: PHTVYDKHESLQ DVHDNAGTLLPR

(24
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cDNS—-szekvencia: PHTVYDKHESLY WVHDNA LLPQ

Nem szokatlan, hogy a termindlis aminosavak helyte-
lenil szekvenalddnak; a két kiilon alkalommal szekvenalt pep-

tidszekvenciak egyike azonban egy jellegzetes GT aminosav-
-part tartalmaz. Ez a GT aminosav-par hianyzik a szekvenalt
klén vélt nyitott leolvaséasi keretébdl. Ebbél arra kdvetkez-
tettik, hogy vagy a pBrhTX-1(b)6 klén tartalmazott mestersé-
gesen eldidézett szekvendlasi valtozast, vagy pedig a klén
képzéséhez felhaszn&dlt cDNS volt hibéas, azaz a szintézis/kloé-
nozas hat bazispar kihagyasaval zajlott le. Ezért a latszédla-
gos "GT" part/kihagyast tartalmazé régiét PCR-el ujra klénoz-—
tuk. A PCR eljarasban a tobbszdérdzott termék képzésére prime-
rekként BH(b)E és BH(b)F primert, célként pedig cDNS-t hasz-
nédltunk. A cDNS-t a 3. példaban a cDNS kényvtar képzésénél
leirtak szerint szintetizdltuk néstény B. hebetor mRNS-b&1.

A tobbszorézott termékeket ezutan az eldzdekben le-—
irtak szerint T-farkalt pBluescript EcoRV helyére klénoztuk,
majd a kapott klénokat szekvendltuk. Mindegyik klénban megta-
laltuk a pBrhTX-1(b)6-nak a latszélagos GT anomaliat szegé-
lyezé szekvenciajat, de ezen kivil a G és a T kodonjainak
megfeleld hat tovéabbi bazispar (GGAACT) is megjelent.

Ezekbdl az adatokbél az tlnik ki, hogy a GT anoma-
lia az eredeti A klén cDNS-ének szintézisekor/klénozasakor
alakult ki. A pBrhTX-1(b) cDNS és a vélhetd nyitott leolvasa-
s1 keret konszenzus szekvenciajat (amelyek a szekvencia-jegy-
zékben szerepld 48. és 49. szekvencianak felelnek meg) a 14.
dbran mutatjuk be. Oltalmi igényiink ezekre a szekvenciakra is

kiterjed.
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Genomidlis Southern blot elemzés:

Him és ndstény B. hebetor gencmialis DNS-ét a ko-
rédbbiakban ismertetett médon Pst I-el, EcoRV-el, Acc I-el és
Xho I-el emésztettiik, és az emésztett termékeket a korabban
kéz6ltek szerint membranra vittik fel. A pBrhTX-1(b)6 klén 5'
régibéjabdél BH(b)C és BH(b)D primert felhasznalva PCR techni-
kaval *?P-ral jelzett prébat alakitottunk ki a kdvetkezd ko-
rilmények kozott:

5 perc 95°C-on, majd

30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 45°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), majd

30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 50°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), végtul

5 perc 72°C-on.

A prdébat a kordbbiakban leirtak szerint hibridizal-
tattuk. A him és a néstény DNS-ekre azonos eredményeket kap-
tunk. A Pst I-el emésztett termékben két (13,0 kbp és 4,1 kbp
méretd) hibridizald savot észleltink. Ez az eredmény egybevag
azzal, hogy a cDNS szekvencianak a prdébaval hibridizald régi-
b6ja egy Pst I helyet tartalmaz. Az EcoRV-el, Acc I-el és Xho
I-el emésztett termékek egy-egy hibridizald savot szolgaltat-
tak, méretiik rendre 3,3 kbp, 13,0 kbp és 7,0 kbp volt.

Egy tovabbi kisérletben a pBrhTX-1(b)5 klén 3' ré-
gi6jabél készitettiink *“P-ral jelzett prébakat a BH(b)E és
BH(b)F primer felhaszné&lasaval a kovetkezd kortilmények ko-
zott:

5 perc 95°C-on, majd
30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 45°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-

lus), majd
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30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 50°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), végll
S perc 72°C-on.

Him és néstény B. hebetor genomiadlis DNS-t Bcl I-
el, Nde I-el, Bgl II-el és Pst I-el emésztettink, az emész-
tett termékeket a koradbbiakban kozdltek szerint membrénra
vittik fel, és ott a fenti prdbébakkal hibridizaltuk. A him és
a néstény DNS-ekre azonos eredményeket kaptunk. A Bcl I-el és
Bgl II-el emésztett termékeknél egy-egy hibridizald savot
észleltink, amelyek mérete 1,7 kbp, illetve 9,1 kbp volt. No-
ha ezek az eredmények nem feleltek meg pontosan annak, hogy a
prébaval hibridizdldé régid mindkét helyet tartalmazza (normal
esetben két-két hibridizald sav megjelenésére szamithattunk),
figyelembe kell venni, hogy mindkét hely viszonylag kézel van
a prébaval hibridiz&ldé régid végéhez, és a hibridizaléd régid
kisebb részét tartalmazdé fragmens a vizsgélatban felhasznilt
nagyméretd prébaval csak nehezen mutathatd ki. A Nde I-el és
Pst I-el cmésztett termékekben egyedi hibridizalé savokat mu-
tattunk ki, méretik 2,4 kbp, illetve 22,2 kbp volt.

7. példa

A BrhTX-1 (c) alegységének kldbdnozasa

A szekvencia-jegyzékben feltintetett 3. N-termina-
lis szekvencia az azt kdédold gén PCR-technikaval vald elkilo-
nitésére elégtelen volt. Ezért a fentiekben ismertetett pep-
tid-emésztéses médszerrel képeztunk peptid-fragmenseket. Az
igy kapott peptid-szekvencidkat és azok vélhetd kédold szek-—
venciajat - amelyek a szekvencia-jegyzékben szerepld 50. és
51. szekvenciédnak felelnek meg - a 15. abran szemléltetjik

(az abran szerepld kérdéjel az elsé aminosav bizonytalansagat
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jelzi; ahol két kiilénb6zé aminosav jelenlétére van lehetdség,

az egyik lehetséges aminosavat zardéjelben tintettik fel). E-
zekb8l a szekvencidkbél a kovetkezd - BH(c)A és BH(c)B jeld -
multispecies primereket szintetizdltuk (lasd még a szekven-
cia-jegyzékben szerepld 52. és 53. szekvenciét):
BH(c)A 5'-TG (ATG)CC (AGT)AC(AG) TC(AGT)GC-3"
BH(c)B 5'-GT (TCAG) CA(TC) AA(TC) CC(ACT) GG(TAC) AA-3'
Ezeket a primereket a BrhTX-1(b) alegységnél leirt
médon haszndltuk fel B. hebetor cDNS PCR-termékének kialaki-
tasara. A PCR szintézist a kdvetkezd koriilmények kdzdtt vé-
geztik:
5 perc 95°C-on (1 ciklus), majd
30 mésodperc 95°C-on, 1 perc 45°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), majd
30 mésodperc 95°C-on, 1 perc 50°C-on, 1 perc 72°C-on (30 cik-
lus), majd
5 perc 72°C-on (1 ciklus).
Korulbelul 300 bp méretd PCR terméket alakitottunk
ki, amit T-farkalt pBluescript SK-ba klénoztunk, és a korab-
biakban leirt médon szekvenaltunk. Ennek a PCR terméknek a

szekvenciaja a szekvencia-jegyzékben szerepld 54. szekvencia-
nak felelt meg; a szekvencidt a 16. abran szemléltetiik.

(1ii) A konyvtar szilirése és a kldénok elkilodnitése:

A konyvtar szélesztését a BrhTX-1(b) alegységnél
leirtak szerint végeztik. PCR technikaval, BH(c)A és BH (c)B
primer felhasznaléaséival, cél-DNS-ként az 54. szekvenciat hor-
dozé klénozott PCR terméket hasznalva “‘P-ral jelzett prdéba-
kat allitottunk eld. A PCR szintézist a kévetkezd kérilmények

kozdtt végeztiik:
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5 perc 95°C-on (1 ciklus), majd
30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 45°C-on, 1 perc 72°C-on (5 cik-
lus), majd
30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 50°C-on, 1 perc 72°C-on (30
ciklus), majd
5 perc 72°C-on (1 ciklus).

Harom tisztitdsi mlveletsort alkalmazva ot plakkot
a korabbiakban koézoltek szerint homogenitésig tisztitottunk.

(1ii) A kldénok jellemzése:

A cDNS inszertek méretét PCR technikéval, a korab-

biakban ismertetett AGT 11 forward és reverz primerek fel-

hasznélaséaval becsiltiik meg. A becsiilt inszert-méretek a k&-

vetkezdk voltak:

ABhrTX-1(c)1

kb. 690 bp

ABhrTX-1 (c) 2 kb. 1800 bp
ABhrTX-1(c)3 - kb. 690 bp

ABhrTX-1(c)4 - kb. 700 bp

ABhrTX-1(c) 6 kb. 690 bp

(i1v) Szubkldénozas és a klénok szekvendldsa:

A fag DNS-t CsCl-ban végzett izopiknikus centrifu-
galassal (lésd Sambrook és munkatdrsai, 1989) tisztitottuk. A
ABhrTX-1 (c)5-b81 Not I-el végzett emésztéssel felszabaditot-
tuk a c¢cDNS inszertet, és azt a kordbbiakban leirtak szerint
pBluescript SK Not I helyébe klénoztuk. Ezt a plazmid klént
PBrhTX-1 (c)5~-tel jeldljik.

A pBrhTX-1(c)5-ben 1év8 inszertet a korabban ismer-

tetett ABI festék-primerek és ABI festék-termindtor szekvena-
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16 rendszer felhasznalédsaval a kovetkezd primerekkel szekve-

nadltuk:
BH(c)F1 CGCTCTGGCAAACACTCTAT
BH(c)R1 GGTGGAGCAAGCAAACTAAA

A fenti primerek szekvenciadja a szekvencia-jegyzék-
ben szereld 55. és 56. szekvencianak felel meg.

A kapott nukleotid szekvenciaja a szekvencia-jegy-
zékben szerepld 57. szekvencianak felel meg. Errél a cDNS
szekvenciarél vélhetden egy 145 aminosavbél alls, 18,8 kilo-
dalton varhaté molekulatémegd nyitott leolvasasi keret olvas-
haté le (lasd az 58. szekvenciat). A cDNS nukleotid szekven-
ciajat és vélhetd aminosav szekvencidjat a 18. abrén szemleél-
tetjik.

(v) A klbébnok elemzése:

Peptid-emésztés/szekvenaléas:

A kozvetlenlil a BrhTX-1(c) alegységbd&l kapott N-
-termindlis fehérje-szekvencia és az azzal parba &llitott, a

klénozott c¢DNS-bdl szarmaztatott aminosav-szekvencia a kdévet-

kezd:
Peptid-szekvencia: MDDGE--E--MNP--D
cDNS-szekvencia: MDDGETCERCLNPLEL

A kézvetlen fehérje-szekvencia mésodik felében ész-
lelhetd illeszkedési eltérések mesterséges szekvenalasi val-
tozasoknak tulajdonithatdék, amelyek arra vezethetdk vissza,
hogy viszonylag kevés fehérje allt rendelkezésre. Ugyanennek
tulajdonithatdék az aminosav-hianyok 1s (amelyek a szekvenéaléas

soran értékelhetetlen cstucsokat szolgaltattak) .




"
2%y 3900 soese eosg v
" S0 o0
b4 .

L 1Y)
44%e 200 4,0 .

. L] .
(1]

_.5 3‘_

A triptikus peptid-szekvencia és az azzal parba &al-

litott, a cDNS-bd&1l szérmaztatott aminosav-szekvencia a kdvet-

kezé:
Peptid-szekvencia: (G/H) VHNPGNFR
cDNS-szekvencia: H VHNPGNFR

A fenti szekvencia végén észlelhetd egyezéshiany,
illetve kétség a fehérje-szekvenalaskor fellépé mesterséges
valtozéasoknak tulajdonithaté.

Genomialis Southern blot elemzés:

Him és néstény B. hebetor genomialis DNS-et a ko-
rabbiakban ismertetett médon Bcl I-el, Nde I-el és Bgl II-el
emésztettik, és az emésztett termékeket a korabban kézdltek
szerint membréanra vittik fel. A BH(c)Fl és BH(c)R1 primert
felhasznalva a pBrhTX1(c)5 klén 5' régiéjabél PCR technikaval
**p-ral jelzett prébat alakitottunk ki a kévetkezd kériulmé-—
nyek kozott:

5 perc 95°C-on, majd 30 masodperc 95°C-on, 1,5 perc 45°C-on, 1
perc 72°C-on (5 ciklus), majd 30 mésodperc 95°C-on, 1,5 perc
50°C-on, 1 perc 72°C-on (5 ciklus), végiil 5 perc 72°C-on.

A probat a koradbbiakban leirtak szerint hibridizal-
tattuk. A him és a néstény DNS-ekre azonos eredményeket kap-
tunk. A Bcl I-el emésztett termékben két (3,3 kbp és 1,8 kbp
méretd) hibridizald savot észleltink. Ez az eredmeny egybevag
azzal, hogy a cDNS szekvencianak a prébaval hibridizaléd régi-
6ja egy Bcl I helyet tartalmaz. Az Nde I-el és Bgl II-el e-
mésztett termékekben egy-egy hibridizalé sav jelent meg, mé-

retuk 3,1 kbp, illetve 17,6 kbp volt.
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A szekvencia-jegyzékben haszndlt betilijelzések je-

lentése:

Egybetis Csoport Nukleotid (ok)

koéd

A A adenin

C C citozin

T T timin (DNS-ben)

U U uracil (RNS-ben)

Y C vagy T (U) pirimidin

R A vagy G purin

M A vagy C amino

K G vagy T(U) keto

S G vagy C erés kolcsonhatas (3 hidrogén-
hidas kotés)

W A vagy T(U) gyenge kolcsénhatéas (2 hidro-
génhidas kotés)

H A vagy C vagy T(U) nem-G

B G vagy T (U) vagy C nem-A

\Y G vagy C vagy A nem-T vagy nem-U

D G vagy A vagy T(U) nem-C

N G, A, C vagy T (U)

barmilyen

o
-

[ 3]

L]
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Egybetlis Héarombetiis Aminosav

kéd kéd

A Ala Alanin

R Arg Arginin

N Asn Aszparagin

D Asp Aszparaginsav

C Cys Cisztein

Q Gln Glutamin

E Glu Glutaminsav

G Gly Glicin

H His Hisztidin

I Ile Izoleucin

L Leu Leucin

K Lys Lizin

M Met Metionin

F Phe Fenilalanin

P Pro Prolin

S Ser Szerin

T Thr Treonin

W Trp Triptofan

Y Tyr Tirozin

\Y Val Valin

B Asx Aszparaginsav vagy aszparagin
Z Glx Glutaminsav vagy glutamin
X Xaa Barmilyen aminosav
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SZEKVENCIA-JEGYZEK

1. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 20 aminosav
(B) tipus: aminosav
(D) topoldgia: linedris

(ii) A molekula tipusa: peptid
(x1) A szekvencia leirésa:

Phe Asn Pro Glu Thr His Arg Glu Cys Lys Asn Tyr Cys Ala Lys Glu
1 5 10 15

His Gly Glu Glu
20

2. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 aminosav
(B) tipus: aminosav
(D) topoldgia: linedris

(ii) A molekula tipusa: peptid
(xi) A szekvencia leirédsa:

Thr Leu Phe Thr Asp Arg Lys Trp Ser Gly Arg Ala Asp Lys Thr Phe
1 5 10 15

Gly Pro

3. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 16 aminosav

(B) tipus: aminosav
(D) topoldgia: linearis

(i1) A molekula tipusa: peptid

(x1) A szekvencia leirésa:

Met Asp Asp Gly Glu Xaa Xaa Glu Xaa Xaa Met Asn Pro Xaa Xaa Asp
1 5 10 15

4. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 25 aminosav
(B) tipus: aminosav
(D) topoldégia: lineéris

(ii) A molekula tipusa: peptid

(x1) A szekvencia leiréasa:
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Ile Ile Asp Gly His Asp Ala Thr Glu Glu Gln Phe Pro Pro Thr Ala
1 5 10 15
Tyr Met Thr Arg Met Ala Arg Asn Val

20 25

5. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdéi:
(A) hossz: 23 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalt
(D) topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leiréasa:
TTYAAYCCNG ARACNCAYNG NGA 23

6. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdbi:
(A) hossz: 20 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: linearis
(11) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencia leiréasa:
GCNAAAGARC ASGGNGARGA 20

7. szekvencia:

(1) A szekvencia Jjellemzdi:
(A) hossz: 59 béazispéar
(B) tipus: nukleinsav
(C) széaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: lineéaris

(1i) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencia leiréasa:
TTCAACCCNG ARACNCACNG NGARNNNAAR AACTACNNNG CNAARGARCA TGGNGARGA 59
8. szekvencia:
(1) A szekvencia jellemzd&i:
(A) hossz: 15 béazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: lineéaris
(11) A molekula tipusa: DNS

(x1i) A szekvencia leirasa:
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GACTCCTGGA GCCCG 15
9. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemz8i:
(A) hossz: 24 bazispéar
(B) tipus: nukleinsav
(C) széaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: lineéaris
(ii) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leirésa:
TTGACACCAG ACCAACTGGT AATG 24

10. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 25 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencia leiréasa:
GCTGATGTGC TGCAAGGCGA TTAAG 25

11. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 23 bazispéar
(B) tipus: nukleinsav
(C) széaltipus: egyszéalu
(D) topoldégia: linearis

(ii) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leirésa:

TTCACAGAGG AAACAGCTAT GAC 23
12. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
A) hossz: 18 bazispar
B) tipus: nukleinsav
C) szaltipus: egyszalu
D) topoldégia: lineéris

(
(
(
(

(ii) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leiréasa:

TCGTCAAGTG AAGAATTA 18

. =




13. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdbi:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: linearis
(1ii) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leirasa:
AATGTGTTTG CACTCACG

14. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszéilu
(D) topoldégia: lineéaris

(ii) A molekula tipusa: DNS

(xi) A szekvencia leiréasa:

CATATACAGC GAAGTACC
15. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
A) hossz: 18 bazispar
B) tipus: nukleinsav
C) széaltipus: egyszalu
D) topoldégia: linearis

(
{
(
(
(i1) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leiréasa:
TTATATGAAG TTCTTAGA
16. szekvencia:
(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) széaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: lineéris
(ii) A molekula tipusa: DNS
(x1i) A szekvencia leiréasa:

GGCGCAATAA TTCTTCAC

17. szekvencia:

_59_

18

18

18

18

. e .
o eee o
.



(i) A szekvencia jellemzd8i:
(A) hossz: 18 béazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalt
(D) topoldgia: lineéris

(11) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leiréasa:

TAACTATGGG ATTCTTAG

18. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:

A) hossz: 18 bazispar
tipus: nukleinsav

B)
C) szaltipus: egyszalu
D) topoldgia: lineédris

(
(
(
(
(11) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leiréasa:
ATATTTAAAG CCTCCCGC
19. szekvencia:
(1) A szekvencia jellemzdi:
A) hossz: 563 bazispéar
) tipus: nukleinsav

(
(B
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: cDNS
(ix) Jelleg:

(A) név/kéd: CDS

(B) elhelyezkedés: 13..

(x1) A szekvencia leiréasa:

TTTGGATAAA TC ATG AAA TTT TTA TAT CTA ATA CTC CTT TTA ATT

. 387
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GCA

Met Lys Phe Leu Tyr Leu Ile Leu Leu Leu Ile Ala

1

GGA GTA GTA TCA TTC AAT CCG
Gly Val Val Ser Phe Asn Pro
15

TGC GCC AAA GAG CAC GGC GAG
Cys Ala Lys Glu His Gly Glu
30 35

GAA CTT GGT GAT ATT TTT AAA
Glu Leu Gly Asp Ile Phe Lys
45 50

GAG
Glu
20

GAA
Glu

TGT
Cys

5
ACA CAT
Thr His

TAT CGT
Tyr Arg

GTT TGC
Val Cys

CGT
Arg

ACG
Thr

ACT
Thr
55

GAA
Glu

TGG
Trp
40

CAC
His

TGT
Cys
25

TCT

Ser

GGA
Gly

10

AAG
Lys

TTC
Phe

AAG
Lys

AAT
Asn

CGT
Arg

AAT
Asn

TAT
Tyr

TAC
Tyr

CTT
Leu
60

48

96

144

192
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ATG GGA AGC GAG AAT TAT GGT AAG TGT AGAGAA GCA TGT ATT CAA AAT 240
Met Gly Ser Glu Asn Tyr Gly Lys Cys Arg Glu Ala Cys Ile Gln Asn
65 70 75

CAT GGA GCG GGA GGC TTT AAA TAT GCC TTT CCC ATA TAC AGC GAA GTA 288
His Gly Ala Gly Gly Phe Lys Tyr Ala Phe Pro Ile Tyr Ser Glu Val
80 85 90

CCA GCA TCA TGG GCA TGC ATA TCA CTC AGG AGA AAA ATA AGA CAT TTT 336
Pro Ala Ser Trp Ala Cys Ile Ser Leu Arg Arg Lys Ile Arg His Phe
95 100 105

GTA TAC ATG CTT GCT CAG AAA TTC ATC ACA AGG CCC CAC CTA AGA ATC 384
Val Tyr Met Leu Ala Gln Lys Phe Ile Thr Arg Pro His Leu Arg Ile

110 115 120
CCA TAGTTAATGAA AAATGGACAA TGCTACTACC AAGATCACAG GGGTGTTGAC 437
Pro
125

ACGTATTGTG AAGTTTATAT GAAGTTCTTA GATGCGTTGG AATCAATTTA ACAATGATCA 497
AATTCATGTT ATCAATGAAG GAAGAATAAT GAATTAATAA TAATTATCAA AAATCAAAAA 557
AAAAAA 563
20. szekvencia

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 125 aminosav
(B) tipus: aminosav
(D) topoldgia: lineédris

(11) A molekula tipusa: feheéerje
(x1) A szekvencia leiréasa:

Met Lys Phe Leu Tyr Leu Tle Leu Leu Leu Ile Ala Gly Val Val Ser
1 5 10 15
Phe Asn Pro Glu Thr His Arg Glu Cys Lys Asn Tyr Cys Ala Lys Glu
20 25 30
His Gly Glu Glu Tyr Arg Thr Trp Ser Phe Arg Tyr Glu Leu Gly Asp
35 40 45
Ile Phe Lys Cys Val Cys Thr His Gly Lys Asn Leu Met Gly Ser Glu
50 55 60
Asn Tyr Gly Lys Cys Arg Glu Ala Cys Ile Gln Asn His Gly Ala Gly
65 70 75 80
Gly Phe Lys Tyr Ala Phe Pro Ile Tyr Ser Glu Val Pro Ala Ser Trp
85 90 95
Ala Cys Ile Ser Leu Arg Arg Lys Ile Arg His Phe Val Tyr Met Leu
100 105 110
Ala Gln Lys Phe Ile Thr Arg Pro His Leu Arg Ile Pro
115 120 125

21. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
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(A) hossz: 23 bazispéar
(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: lineéris

(ii) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leiréasa:
ATNATNAAYG GNCAYGAYGC NAC

22. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 23 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) széltipus: egyszalu
(D) topoldégia: linearis

(i1)

A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leiréasa:

GAYGCNACNG ARGARCARTT YCC

23. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
A) hossz: 71 bazispéar
) tipus: nukleinsav
sz&ltipus: egyszalu
) topoldgia: linedris

(
(
(
(

(i1) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leiréasa:

ATNATNAWCG GNCATGWCGC NACNGARCAR TTYCCNCCNA
GCNNGNAAYG T

24. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: linearis

(1i) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencila leirésa:

CTTCAAATTA GTGTACGA

25. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:

(A) hossz: 18 bazispéar

. LK ] .
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CNGANTAYAT GACNNGNATG
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(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalu

(D) topoldbdgia: lineéaris
(1i) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencia leirésa:
TGTGGCAATG CACAGAAC

26. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispéar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldbgia: linearis

(i1) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencila leiréasa:
TCAAGATGCT AGATTGTC

27. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispéar
(B} tipus: nukleinsav
(C) széaltipus: egyszalu
(D) topolégia: linedris

(11) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leiréasa:

TAATAAATGG TCATGATG
28. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispéar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: lineéris

(ii1) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvenclia leirasa:
CGCTTTCAA TAGTCACT

29. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispéar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu

...63_..
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(D) topoldgia: lineéaris
(ii) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencia leirasa:
ATTCACCATC TGAGCAAT 18
30. szekvencia:
(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) széaltipus: egyszéalu
(D) topoldgia: lineéaris
(ii) A molekula tipusa: DNS
(x1i) A szekvencia leirésa:
ACACAATTAG CCACTGTC 18
31. szekvencia:
(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: lineéris
(i1) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencila leirasa:

TTGTACTCAG AATGGACT

18

32. szekvencia:
(1) A szekvencia Jellemz8i:

(A) hossz: 18 bazispar

(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalnu

(D) topoldgia: lineéaris
(11) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leiréasa:
ATGTATGGAG CGATACCA 18

33. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemz8i:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalu

(D) topoldgia: linearis



(1i) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leirésa:
ACATCATGGA TTGCCTTG

34. szekvencia:

(1) A szekvencia Jjellemzd8i:
(A) hossz: 18 béazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: linearis

(ii) A molekula tipusa: DNS

(xi) A szekvencia leirésa:

TGTAAATGTG TAGTGGGT

35. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 18 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszaln
(D) topoldgia: linedris

(1i) A molekula tipusa: DNS

(x1i) A szekvencia leiréasa:

GCGAGAAATT CACTATCA

36. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 1058 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: lineéaris

(1i1) A molekula tipusa: cDNS

(ix) Jelleg:
(A) név/kdéd: CDS
(B) elhelyezkedés: 95...919

(x1i) A szekvencia leiréasa:

CGCGGCCGCT GTTGATATAT AACAATTTAT TAAAAATTTC AAGTGGAAAG
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AAAAACTATC

TTGTTTTTTT TTTTGTTTTT TTTCATAATT TAAA ATG CAT TTC TTC GCC TCC
Met His Phe Phe Ala Ser

5

ATC CTG GTA TCC TTC TTA CTG GGC AAG GCA ATT CAT GAT GTG GAA GGA
Ile Leu Val Ser Phe Leu Leu Gly Lys Ala Ile His Asp Val Glu Gly

60

112

160
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10 15 20
ATA ATA AAT GGT CAT GAT GCT ACT GAG GGA CAA TTT CCC CAT ATG GCT 208
Ile Ile Asn Gly His Asp Ala Thr Glu Gly Gln Phe Pro His Met Ala
25 30 35
TAT TTA CAA GCA TCA GCT GGA AAG TGT TCT TAT GTA TGT GGC GGT GCT 25¢
Tyr Leu Gln Ala Ser Ala Gly Lys Cys Ser Tyr Val Cys Gly Gly Ala
40 45 50
CTT CTA ACT AAA AAA CAT ATT ATG ACA GCT GCT CAT TGT GTA GCA ATG 304
Leu Leu Thr Lys Lys His Ile Met Thr Ala Ala His Cys Val Ala Met
55 60 65 70
CAC AGA ACG GGA AAT ATT AAA GTA GCC CTT GGT GTT ACT GAT TTT CAT 352
His Arg Thr Gly Asn Ile Lys Val Ala Leu Gly Val Thr Asp Phe His
75 80 85
AAT AAG CCA TCA ATG CAA CAA AGA AAG GTT GAA CAT ATA AAA GTC CAT 400
Asn Lys Pro Ser Met Gln Gln Arg Lys Val Glu His Ile Lys Val His
90 95 100
TCT GAG TAC AAA GGA GGA AGG CGT AAG TCA TTA AAA AAT TGG TAT CGC 448
Ser Glu Tyr Lys Gly Gly Arg Arg Lys Ser Leu Lys Asn Trp Tyr Arg
105 110 115
TCC ATA CAT CGT ACA TTT ACA GGA CCG TCT GGG GAT AAA GAA TAC AAT 49¢
Ser Ile His Arg Thr Phe Thr Gly Pro Ser Gly Asp Lys Glu Tyr Asn
120 125 130
GAT ATT GCT ATT ATA ACG TTG AGC CAG GAA GTA ACA CTA GGA CCA GTA 544
Asp Ile Ala Ile Ile Thr Leu Ser Gln Glu Val Thr Leu Gly Pro Val
135 140 145 150
GTA AAG ACT ATT AAT TTA CCC CCA AAG AGC TAT CGG CTT CCT TTT GAT 592
Val Lys Thr Ile Asn Leu Pro Pro Lys Ser Tyr Arg Leu Pro Phe Asp
155 160 165
CAA GAT GCT AGA TTG TCG GGC TTT GGG CGA ACA GTC ATT GTC AAA GAA 640
Gln Asp Ala Arg Leu Ser Gly Phe Gly Arg Thr Val Ile Val Lys Glu
170 175 180
AAT GAT CCA ATT CCT CCA CCC ACT ACA CAT TTA CAA TGG CTA GAT ATG 688
Asn Asp Pro Ile Pro Pro Pro Thr Thr His Leu Gln Trp Leu Asp Met
185 190 195
AAG GTT CTT CAT TCA CGA GAT GCT ATT GTC ACT GAT AGT GAA TTT CTC 736
Lys Val Leu His Ser Arg Asp Ala Ile Val Thr Asp Ser Glu Phe Leu
200 205 210
GCT GAT AAA GAA TAT GGT GAT GGA ACT TGG TCT AAT GCA GCT ARG GGA 784
Ala Asp Lys Glu Tyr Gly Asp Gly Thr Trp Ser Asn Ala Ala Lys Gly
215 220 225 230
GAC AGC GGT AGT CCC TTA GTC AAG GAT AAT CAA GTA ATT GGC GTA GCC 832

Asp Ser Gly Ser Pro Leu Val Lys Asp Asn Gln Val Ile Gly Val Ala
235 240 245
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ACA CGC
Thr Arg

TCT GTG AGT GAT GAA GAA CAT ACT
Ser Val Ser Asp Glu Glu His Thr
250 255

GTT
Val

GCC GAA
Ala Glu

TGG ATC AAG AAA TAT
Trp Ile Lys Lys Tyr
270

TAT TTG GAT
Tyr Leu Asp
265

TAT
Tyr
AAAGAGCAAA ATTGCTCAGA TGGTGAATAT ACATTTTTCC
ATTTATATGT AATTAAAAAA ATTAAAGATT GTTTTTTCTC
AGAATTTGGC GCGTGAATT

szekvencia:

37.

(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) hossz: 275 aminosav
(B) tipus: aminosav
(D) topoldgia: lineéaris

(1i) A molekula tipusa: fehérje

(xi) A szekvencia leirésa:

Val Ser Phe

10

Asn Gly
25

Gln

Met His Phe Phe Ala Ser Ile Leu

1 5

Ile His Asp Val Glu
20

His

Gly Ile Ile His

Ala Leu Ala Ser

40
Leu

Phe Pro Met

35
Cys

Gln Tyr

Ala Leu Thr Lys Lys

55
His

Val
50
His

Tyr Gly Gly

Thr Asn
75

Met

Val Ala Met Gly

70
His

Ala
65
Gly

Cys Arg

Ser
90
Lys

Phe Asn Pro
85

Val

Val Thr Lys

Ile His Ser Glu Tyr Gly

105
His

Glu His Lys

100
Trp Ile Thr
120

Ile

Asn Ser
115

Lys

Leu Lys Tyr Arg

Glu Asn Asp Ala Ile Ile

135
Val

Gly Asp
130

Thr

Tyr

Val Thr Ile

150

Asn
155
Leu

Val Pro
145

Tyr

Leu Gly Lys

Phe Ala
165
Lys

Gln Arg
170

Ile

Leu Pro

Glu Pro Pro
185

Leu

Val
180
Leu

Thr Val Ile Asn Asp

Val
200
Asp

Leu Gln Trp Met Lys His Ser

195
Ser Ala Glu
215

Asp

Thr Asp Glu Phe Leu Lys Tyr

210
Asn Pro
235
Asp

Ala Ala Gly Ser Ser

230
Ala

Ser Lys Gly

225

Gln Val Val Ser

250

Ile Val

245

Val Gly Ser

TTT CAA ATA GTC ACT 880
Phe Gln Ile Val Thr
260
CTT GCG TAAAAAGAAT 929
Leu Ala

275

AATAAGCTCA GAAAAAATCG 989

TTTTAACAGA 1039

1058

Leu Leu Gly Lys Ala

15
Thr Glu
30

Lys

Ala Gly

Ala Gly Ser
45

Ile

Cys

His Met Thr Ala
60
Ile Val Ala Leu
80

Val

Lys

Gln Gln Lys

95
Arg Arg Lys Ser
110
Thr Gly
125

Leu

Phe Pro

Thr Gln
140

Leu

Ser

sSer
160
Arg

Pro Pro Lys

Ser Gly Phe Gly

175
Thr Thr His
190

Ala

Pro Pro

Arg Asp Ile Val

205
Gly Asp
220

Leu

Gly Trp

Val Asn
240

Thr

Lys

Thr
255

Glu Glu His
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Arg Phe Gln Ile Val Thr Tyr Tyr Leu Asp Trp Ile Lys Lys Tyr Ala

260 265 270
Glu Leu Ala

275

38. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 20 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldbégia: lineéaris

(ii) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leirésa:

ACHTTGTTYA CHGAYCGYAA

20

39. szekvencia:
(1) A szekvencia jellemzdi:

(A) hossz: 17 bazispar

(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalu

(D) topoldgia: linearis
(11) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencia leiréasa:
GGDCCRAADG TYTTRTC 17

40. szekvencia:

(i} A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 53 béazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszala
(D) topoldgia: linearis

(11) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leirasa:
ACCTTGTTTA CAGACCGCAA GTGGTGTGGA XGTCCGATA AGACTTTCGG CCC 53
41. szekvencia:
(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 462 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(

D) topcldgia: linedris

(1ii) A molekula tipusa: DNS



(x1) A szekvencia leirdsa:

AATTTTTCCT
GGACATCGAT
AGACTTTTGG
ACAGCTGTGG
TTTCAAATAT
AAAATATCAT
GCTTTTCAAC
TGATTATTAT
42 .

(1)

(A) hossz:
(B) tipus:
(C) széaltipus:
(D) topoldgia:

CATAACAATG

GGTATCGTCA

TCCTTCACGG

CCGCATGATT

GTAATGTCTG

TTTGAGGAAA

TAAAATTTCT

TTATTTGATT

szekvencia:

TCAATCATAT

ACATTATTTA

TCGCTAGGAG

AAACCAGGAG

ATGATTATTA

TACTCGATAT

TAATCAACTT

AAAGTTGGGA

A szekvencia jellemz&i:
19 bazispar
nukleinsav
egyszalu
lineéaris

(i1) A molekula tipusa: DNS

(x1) A szekvencia leiréasa:

ACATTATTTA CAGACCGAA

43.

(1)

(11)

(x%1)

szekvencia:

A molekula tipusa:

CTGAATACCT CTACAATGCT

44 .

(1)

(11)

szekvencia:

A molekula tipusa:

A szekvencia jellemzd8i:

(A) hossz: 20 bézispar
(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: linearis

DNS

A szekvencia leirésa:

A szekvencia jellemzéi:

(A) hossz: 17 badzispar
(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldégia: linearis

DNS
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GTAAAATAAT

CAGACCGAAA

GAGGTGTTGG

AGACTTATGG

CCAACACTAA

TTTTACTTTC

GACAATTGTT

AAAAAAARAC

CTTGTTGGTG

GTGGTGTGGA

TGATTGCTGC

AGATGTTACG

ATCTTGATTA

CTCCGAATGT

AAAAATAACA

TG

CTACTGAGTT

CGTGCCGATA

AGAAGTCATA

AATAAAGGAT

AGAAGCTGTA

TATTTCTTCA

TATTTAATTA

19

20

60

12¢

18C

240

3006

360

420

467



(xi) A szekvencia leiréasa:
GTTGTCAATA CACCCTG
45. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) hossz: 20 béazispér
(B) tipus: nukleinsav

(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: linearis

(ii) A molekula tipusa: DNGS

(xi) A szekvencia leirésa:
AGAACGAGAT GTTATTGTAT
46. szekvencia:

(i) A szekvencia Jjellemzd&i:

(A) hossz: 1197 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szé&ltipus: egyszéalu
(D) topoldégia: linedris

(11) A molekula tipusa:

(x1)

cDNS

A szekvencia leirésa:

CACGCCTACT TAGATAATTT CTCAATTCTT

GTATGACACC

TGTACAAAAG

CCCTGAAAAA

TAATCTTGTT

GAAAGTGGTG

TTGGTGATTG

ATGGAGATGT

TTTTTCAATG

TTGACGTTGT

ATACTGTATA

AGGAGTGGGT

TGTGGGAGAC

AAATACAGAT

TCAATCTGAG

AAAACTACCT

CTGAGTAAGG

GGTGCTACTG

TGGACGTGCC

CTGCAGAAGT

TACGAATAAA

TCTTCAGCGT

CAATACACCC

TGATAAACAC

GCATGATAAT

ACTGATGGCA

ATCCTTTTGA

TTTGTTCATA

CATATAAATC

CAATAATTTT

AGTTGGACAT

GATAAGACTT

CATGACAGCT

GGATTTTCAA

TCCAATGGTA

TGTTACTTCA

GAATCACTCT

GCTCTTCTCC

TGGATGGACT

TAAAATGTCG

_70._

TGCAAATTAT

ATTCGAGAGG

TTCCATTTTT

NCCTCATAAC

CGATGGTATC

TTGGTCCTTC

GTGGCCGCAT

ATATTTGGGA

AAATGAAAAA

TGAAAGATGG

ATCAACTTAT

CGCAAGAGCT

TTAGATTTCC

TAARACATGAT

N .
®res sva

GAAATAAGTG

GATAAATAAG

CCGTGAGAGA

AATGTCAATC

GTCAACATTA

ACGGTCGCTA

GATTAAACCA

ATGCCGATGT

TGTTGTGGAA

CCGTCCTARA

ACTACACARA

GGGGATTARA

AACTGAATAA

TGTTTAGATG

ROl 4 a2 TIPS,
.

LTS

17

20

CAAGAGATGT

GAAGTCTCTG

GAAAAAAAAA

ATATGTAAAA

TTTACAGACC

GGAGGAGGTG

GGAGAGACTT

GACTATGCAT

ATATTGCATT

ATATCACCCC

GATAATTTTA

GATGAGCATG

TAAATATTCC

AATGGTAAAT

60

120

180

240

300

360

420

480

54C

60C

6ol

72C

780

840
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TAATGAAAAG ATTGATTGAA AATGTCTGAA GTAACTNNNG
ATATTTGCTT TATTNGATAA ACTTCTACCN TTAANAAAGG
GCACGATTAG GATATTTTAC AAGGATTTTA AAAATAATTA
ATTGATTGAT CATGTATTAA ATACAATAAC ATCTICGTTCT
CATAACAGTA TGCACAAAAA TAATGACGGT AAATATCTAT
AAATAAAAAT AGTTAGACAG GTACCAAAAA AAAAAAAAAA
47. szekvencia
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 182 aminosav
(B) tipus: aminosav
(C) topoldgia: linearis
(i1) A molekula tipusa: fehérje
(x1) A szekvencia leiréasa:
Met Ser Ile Ile Cys Lys Ile Ile Leu Leu Val
1 5 10
Ser Met Val Ser Ser Thr Leu Phe Thr Asp Arg
20 25
Ala Asp Lys Thr Phe Gly Pro Ser Arg Ser Leu
35 40
Asp Cys Cys Arg Ser His Asp Ser Cys Gly Arg
50 55
Glu Thr Tyr Gly Asp Val Thr Asn Lys Gly Phe
65 70 75
Cys Arg Cys Asp Tyr Ala Phe Phe Gln Cys Leu
' 85 90
Lys Met Lys Asn Val Val Glu Ile Leu His Phe
100 105
Pro Cys Tyr Phe Met Lys Asp Gly Arg Ala Lys
115 120
Val Tyr Asp Lys His Glu Ser Leu Tyr Gln Leu
130 135
Asn Phe Lys Glu Trp Val His Asp Asn Ala Leu
145 150 155
Gly Ile Lys Asp Glu His Val Trp Glu Thr Leu
165 170
Phe Arg Phe Pro Thr Glu
180
48. szekvencia

(1) A szekvencia jellemzdi:

(A) hossz: 1201 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) széaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: lineédris

(11) A molekula tipusa: cDNS

.
o one

eeve oo

GATNNGACAT ATAATATATA
AAAAAGGAGG AGGNGTAGGA
AACAATTAGA TCTTCTGTAA
CATAGTACAA TGAAAAAGAA
GTATGTATGT AGAGAGAAGA

AAAAAAAAAA AAAARAAA

Leu Leu Ser Trp

15

Lys Trp Cys Gly

30
Gly Gly Gly Val
45
Met Ile Pro
60

Ser

Lys

Asn Ile Trp

Gln Asn
95
Asn

Arg Ser Gly

Val Val Thr

110

Ser Pro Thr

125

Leu His Lys Asp

Gln Gln Leu

160
Asp

Pro

Ala Met

175

Trp

900

960

1020

1080

1140

1197



(ix)

(x1)

Jelleqg:

(A)
(b)

név/kédd: CDS
elhelyezkedés:

222..

A szekvencia leirésa:

~7o-

773

CACGCCTACT TAGATAATTT CTCAATTCTT TGCAAATTAT

GTATGACACC TCAATCTGAG TTTGTTCATA ATTCGAGAGG

TGTACAAAAG AAAACTACCT CATATAAATC TTGCATTTTT

CCCTGAAAAA CTGAGTAAGG CAATAATTTT CCCTCATAAC

TGT
Cys

TCA
Ser

TTT
Phe

AGT
Ser

GAT

TAT
Tyxr
85

GTT
Val

ATG
Met

CAC
His

TGG
Trp

Lys

ACA
Thr

GGT
Gly

CAT
His

GTT
Val
70

GCA
Ala

TGT
Val

AAA
Lys

GAA
Glu

GTG
Val
150

ATA
Ile

ATA
Leu

CCT
Pro

GAC
Asp
55

ACG
Thr

TTT
Phe

GAA
Glu

GAT
Asp

TCA
Ser
135

CAT
His

ATC
Ile

T™TT
Phe

TCA
Ser
40

AGC
Ser

Asn

TTT
Phe

ATA
Ile

GGC
Gly
120

cTC

Leu

GAT
Asp

TTG
Leu

ACA
Thr
25

CGG
Arg

TGT
Cys

Lys

CAA
Gln

TTG
Leu
105

CGT
Arg

TAT
Tyr

AAT
Asn

TTG
Leu
10

GAC
Asp

TCG
Ser

GGC
Gly

GGA
Gly

TGT
Cys

CAT
His

GCT
Ala

CAA
Gln

GCT
Ala

GTG
Val

CGA
Arg

CTA
Leu

CGC
Arg

TTT
Phe
75

CTT
Leu

TTT
Phe

AAA
Lys

CTT
Leu

GGA
Gly
155

CTA
Leu

AAG

GGA
Gly

ATG
Met
60

TCA
Ser

CAG
Gln

GAC
Asp

ATA
Ile

ATA
Ile
140

ACT
Thr

CTG
Leu

TGG
Trp

GGA
Gly
45

ATT
Ile

AAT
Asn

CGT
Arg

GTT
Val

TCA
Ser
125

CTA

Leu

CTT
Leu

GGT
Gly

Lys

ATT
Ile

TCC
Ser

GTC
Val
110

CCC

Pro

CAC
His

CTC
Leu

TGG
Trp
15

GGA
Gly

GTT
Val

CCA
Pro

TGG
Trp

AAT
Asn
95

AAT
Asn

CAT
His

AAA
Lys

CCG
Pro

* .
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GAAATAAGTG CAAGAGATGT

GATAAATAAG GAAGTCTCTG

CCGTGAGAGA GAAAAAAAAA

A ATG TCA ATC ATA
Met Ser Ile Ile

ACA
Thr

CGT
Arg

GGT
Gly

GGA
Gly

GAA
Glu
80

GGT
Cly

ACA
Thr

ACT
Thr

GAT
Asp

CAA
Gln
160

1

TCG
Ser

GAT
Asp

GAG
Glu
65

TGC
Cys

AAA
Lys

CCC
Pro

GTA
Val

AAT
Asn
145

GAG
Glu

ATC
Met

GAT
Asp

TGC
Cys
50

ACT
Thr

CGA
Arg

ATG
Met

TGT
Cys

TAT
Tyr
130

TTT
Phe

CTG
Leu

GTA
Val

AAG
Lys

TGC
Cys

TAT
Tyr

TGT
Cys

AAA
Lys

TAC
Tyr
115

GAT
Asp

AAG
Lys

GGG
Gly

TCG
Ser
20

ACT
Thr

AGA
Arg

GGA
Gly

GAC
Asp

AAT
Asn
100

TTC
Phe

AAA
Lys

GAG
Glu

ATT
Ile

4

60

120

180

233

281

329

377

617

665

713



AAA GAT GAG
Lys Asp Glu
165

TTT CCA ACT
Phe Pro Thr

TCGTAAACAT
GAAGTAACTT
AATTAAAARA
AAAAATAATT
CATCTCGTTC
TAAATATCTA
AAAARAAAAAA
49.

szekven

(1)
ho
ti
to

(A)

(B)

(D)

(i1)
(x1)
Met Ser Ile
1
Ser

Met Val

Ala Asp Lys

35

Asp Cys Cys
50

Glu Thr
65

Cys

Tyr

Arg Cys

Lys Met Lys

Pro Cys Tyr

115

Val Tyr Asp
130

Asn Phe
145

Glu

Lys
Leu

Met Asp Phe

Gly

_.7 3._

MRS SR
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CAT GTG TGG GAG ACA CTG ATG GCA TGG ATG GAC TTT AGA
His Val Trp Glu Thr Leu Met Ala Trp Met Asp Phe Arg
170

175

180

GAA TAATAAATAT TCCAAATACA GATAATCCTTT TGATAAAATG

Glu
GATTGTTTAG
TTGGATTTTA
GAAAAAGGAG
AAACAATTAG
TCATAGTACA
TGTATGTATG
AAAAARAAAAA
cia:
ssz:

pus:
poldgia:

A molekula tipusa:

Ile Cys

5
Ser Ser
20

Thr Phe

Arg Ser

Gly Asp

Asp Tyr
85
Asn Val
100
Phe Met

Lys His

Glu Trp

Lys
Thr
Gly
His
Val

70
Ala
Val
Lys
Glu

Val

ATGAATGGTA

CATATAATAT

GAGGAGTAGG

ATCTTCTGTA

ATGAAAAAGA

TAGAGAGAAG

AAAAAAAA

A szekvencia jellemzdi:
184 aminosav
aminosav
linearis

fehérje

A szekvencia leiréasa:

Ile Ile

Leu Phe

Ser
40
Ser

Pro

Asp
55
Thr Asn

Phe Phe

Glu Ile

Gly
120
Leu

Asp

Ser
135
His

150

Ile Lys
165
Arg Phe

180

Asp

Pro

Glu His

Thr Glu

AATTAATGAA
ATAATATTTG
AGGAGGATTA
AATTGATTGA
ACATAACAGT

AAAATAAAAA

Leu Val
10

Asp

Leu

Thr
25
Arg

Arg

Ser Leu

Cys Gly Arg
Phe
75

Leu

Lys Gly

Gln Cys
90

Leu His Phe

105

Ala Lys

Gln Leu

Ala Gly
155
Trp Glu

170

AAGATTGATT GAAAATGTCT
CCTTATTTGA TAAACTTCTA
GGATATTTTA CAAGGATTTT
TCATGTATTA AATACAATAA
ATGCACAAAA ATAATGACGG

TAGTTAGACA GGTACCAAAA

Leu Leu Ser Thr

Lys Trp Cys Arg

30
Gly Gly Gly
45

Ile

Gly

Met
60
Ser

Lys Gly
Glu

80
Gly

Asn Ile Trp

Gln Asn
95

Asn

Ser

Val Val
110

Pro

Asp Thr

Ser His Thr
125

Leu

Ile

Ile
140
Thr Gln
160
Trp

Leu Leu

Thr Ala

175

Leu Met

761

813

873

933

1201
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50. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 24 aminosav
(B) tipus: aminosav
(C) topoldgia: linearis

(ii) A molekula tipusa: peptid
(x1) A szekvencia leiréasa:

Xaa Ile Ala Xaa Asp Val Gly His Ala Ala His Ser Phe Thr Lys Xaa
1 5 10 15
Val His Asn Pro Gly Asn Phe Arg
20

51. szekvencia:

(1) A szekvencia jcllemzdi:
) hossz: 66 bazispar
B) tipus: nukleinsav
C) szaltipus: egyszalu
D) topoldgia: linearis

(A
(
(
(

(11) A molekula tipusa: DNS

(xi) A szekvencia leiréasa:

ATHGCNCARG AYGTNGGDCA YGCNGCNCAY WSNTTYACNA ARGTNCAYAA YCCNGGNAAY 60
TTYMGN 66

52. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 14 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: lineéris

(1i) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencilia leirésa:

TGDCCDACRT CDGC 14

53. szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzd8i:
(A) hossz: 17 bazispéar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topoldgia: lineédris

(ii) A molekula tipusa: DNS
(x1) A szekvencia leirasa:

GTNCAYAAYC CHGGHAA 7
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54. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) hossz: 275 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszéalu
(D) topolégia: lineéris

(ii) A molekula tipusa: DNS

(xi) A szekvencia leirasa:

GTGCACAATC CAGGAAACTT CCGAGTCTCC AAATGTGTAT GCGACATTGC GCTCAAGGAG 60
TGCCTCACTA CTCATCCTGA AATGAGTTTC AAATTTGTTA AAGCACTCTT TTTTGATTTG 120
CTTGCTCCAC CCTGTTTTGA TCAGATTGCT GATTGGGGTA AGAAAAAATT GAARAATAAG 180
CAGGCATTTT CACTGCATGA TTTACAATCA GCTGCCCACG CGCTCTGGCA AACACTCTAT 240
GACGCTGTCA AGGGCATAGC TCAAGATGTC GGCCA 275

55. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemz&i:
(A) hossz: 20 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topolégia: lineéaris

(ii) A molekula tipusa: DNS

(xi) A szekvencia leirésa:

CGCTCTGGCA AACACTCTAT 20

56. szekvencia:

(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) hossz: 20 bazispar
(B) tipus: nukleinsav
(C) szaltipus: egyszalu
(D) topolégia: linearis

(ii) A molekula tipusa: DNS
(xi) A szekvencia leiréasa:
GGTGGAGCAA GCAAACTAAA 20
57. szekvencia:
(i) A szekvencia jellemzdi:
2) hossz: 685 bazispar
B) tipus: nukleinsav

C) szaltipus: egyszalu
D) topolégia: linearis

(
(
(
(
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(ii) A molekula tipusa: cDNS
(ix) Jelleg:

(A) név/kdédd: CDS

(B) elhelyezkedés: 156...590
(xi) A szekvencia leiréasa:

GCGCGCGCAG CAAGACTAAG AGTAAGAGAG GGGAACATAG AAGAGTGTTT ACAATAGTGG 60

AGATGTGGGG GCTTTCATTT CTATTAGTTC CGTGCTGGAG TTTTTCAACC TACGCTGGGT 120

GTGGTGGATA TAATCGGTCC ATTACTAAGC GACAG ATG GAC GAT GGT GAG ACG 173

Met Asp Asp Gly Glu Thr
1 5

TGC GAA AGG TGT TTG AAT CCA CTC GAA TTA GTA AAT GAC GCT GTA GAC 221

Cys Glu Arg Cys Leu Asn Pro Leu Glu Leu Val Asn Asp Ala Val Asp
10 15 20

TCG TGC ATT GAA GCT CAT GAG GAA TGT GAG GAA TTC ATG GAA GGC GGG 269

Ser Cys Ile Glu Ala His Glu Glu Cys Glu Glu Phe Met Glu Gly Gly
25 30 35

ATG GAA ATG CTT CAT GTA CAC ATT CCA GGA AAC TTC CGA GTC TCC AAA 317

Met Glu Met Leu His Val His Asn Pro Gly Asn Phe Arg Val Ser Lys
40 45 50

TGT GTA TGC GAC ATT GCG CTC AAG GAG TGC CTC ACT ACT CAT CCT GAA 365
Cys Val Cys Asp Ile Ala Leu Lys Glu Cys Leu Thr Thr His Pro Glu
55 60 65 70

ATG AGT TTC AAA TCT GTT AAA GCA CTC TTT TTT GAT TTG CTT GCT CCA 413
Met Ser Phe Lys Ser Val Lys Ala Leu Phe Phe Asp Leu Leu Ala Pro

75 80 85

CCC TGT TTT GAC CAG ATT GCT GAT TGG GGT AAG AAA AAA TTG AAA AAT 461

Pro Cys Phe Asp Gln Ile Ala Asp Trp Gly Lys Lys Lys Leu Lys Asn
90 95 100

AAG CAG GCA TTT CCA CTG CAT GAT TTA CAA TCA GCT GCC CAC GCG CTC 509

Lys Gln Ala Phe Pro Leu His Asp Leu Gln Ser Ala Ala His Ala Leu
105 110 115

TGG CAA ACA CTC TAT GAC GCT GTC AAG GGC ATA GCT CAG GAT GTC GGA 557

Trp Gln Thr Leu Tyr Asp Ala Val Lys Gly Ile Ala Gln Asp Val Gly
120 125 130

CAT GCT GCA CAT TCT TTT GAA AAA ATG TTA CAG TAACAGTTAA ATATGAAAAA 610
His Ala Ala His Ser Phe Glu Lys Met Leu Gln
135 140 145
GGTCCATGAT AGTAGAATAC AGTTATTGTT GTATAAATAA ATAATATATT CAGAATGATA 670

AAAAAAAACG GCCGC 685



58.

szekvencia:

(1) A szekvencia jellemzdi:

(A) hossz: 145 aminosav
(B) tipus: aminosav
(D) topoldégia: linedris

(11) A molekula tipusa:

(x1)

Met
1
Val
Glu
Asn
Leu
65
Phe
Lys
Ser

Ile

Gln
145

fehérje

A szekvencia leirésa:

Asp
Asn
Phe
Phe

50
Thr
Asp
Lys
Ala

Ala
130

Asp
Asp
Met

35
Arg
Thr
Leu
Lys
Ala

115
Gln

Gly
Ala

20
Glu
Val
His
Leu
Leu
100
His

Asp

Glu
5
Val
Gly
Ser
Pro
Ala
85
Lys
Ala

Val

Thr
Asp
Gly
Lys
Glu

70
Pro
Asn

Leu

Gly

Cys
Ser
Met
Cys

55
Met
Pro
Lys
Trp

His
135

Glu
Cys
Glu

40
Val
Ser
Cys
Gln
Gln

120
Ala

=77 -

Arg
Ile

25
Met
Cys
Phe
Phe
Ala
105
Thr

Ala

Cys
10
Glu

Leu

Lys
Asp

90
Phe

Leu

His

Leu
Ala
His
Ile
Ser

75
Gln
Pro
Tyr

Ser

Asn
His
Val
Ala

60
Val
Ile
Leu

Asp

Phe
140

Pro
Glu
His

45
Leu
Lys
Ala
His
Ala

125
Glu

.

Leu
Glu

30
Asn

Lys

Ala

Asp
110
Val

Lys

Glu

15
Cys
Pro
Glu
Leu
Trp

95
Leu

Lys

Met

Leu

Glu

Cys
Phe

80
Gly
Gln
Gly

Leu
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Szabadalmi igénypontok

1. A szekvencia-jegyzékben feltiintetett 19. szek-
vencidt tartalmazé izolalt DNS, a 19. szekvencian bemutatott
nukleinsav-szekvenciaval legaldbb 60 %$-ban homoldég szekvenci-
ak, a 19. szekvencian bemutatott nukleinsav-szekvenciéhoz
hibridizalédé szekvenciak, és a 19. szekvencia szerinti nuk-
leinsav genetikus kdédjénak eredményeként degeneralt és ugyan-—
azt a polipeptidet kbédoléd szekvenciadk.

2. A szekvencia-jegyzékben feltiintetett 46. szek-
venciat tartalmazdé izolalt DNS, a 46. szekvencian bemutatott
nukleinsav-szekvenciaval legaldbb 60 %-ban homoldg szekvenci-
ak, a 46. szekvencian bemutatott nukleinsav-szekvenciihoz
hibridizalédé szekvencidk, és a 46. szekvencia szerinti nuk-
leinsav genetikus kdédjénak eredményeként degeneralt és ugyan-
azt a polipeptidet kdédold szekvenciak.

3. A 2. igénypont szerinti izol&lt DNS, amely a
szekvencia-jegyzékben feltiintetett 48. szekvencidt tartalmaz-
za, a 48. szekvencian bemutatott nukleinsav-szekvenciaval
legalabb 60 %-ban homoldég szekvencidk, a 48. szekvencian be-
mutatott nukleinsav-szekvencidhoz hibridizalédd szekvencidk,
és a 48. szekvencia szerinti nukleinsav genetikus kédjanak
eredményeként degeneralt és ugyanazt a polipeptidet kédoléd
szekvenciak.

4. A szekvencia-jegyzékben feltintetett 57. szek-
venciat tartalmazd izolalt DNS, az 57. szekvencian bemutatott
nukleinsav-szekvenciaval legalédbb 60 %-ban homoldg szekvenci-
ak, az 57. szekvencian bemutatott nukleinsav-szekvenciahoz

hibridizalddd szekvencidk, és az 57. szekvencia szerinti nuk-
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leinsav genetikus kédjéanak eredményeként degeneralt és ugyan-
azt a polipeptidet kédold szekvencidk.

5. A szekvencia-jegyzékben feltlintetett 36. szek-
venciat tartalmazd izolalt DNS, a 36. szekvencidn bemutatott
nukleinsav-szekvenciaval legaldbb 60 %-ban homoldég szekvenci-
ak, a 36. szekvencian bemutatott nukleinsav-szekvencidhoz
hibridiz&ldédé szekvenciak, és a 36. szekvencia szerinti nuk-
leinsav genetikus kédjanak eredményeként degeneralt és ugyan-
azt a polipeptidet kdédold szekvenciadk.

6. Az elb6z8 igénypontok barmelyike szerinti izolalt
DNS-ek, azzal Jellemezve, hogy a szekvencia-jegyzék-
ben feltintetett 19., 46., 48., 57. vagy 36. nukleinsav-szek-
venciaval legaldbb 70 %$-ban homolédgok.

7. Az eldéz8 igénypontok barmelyike szerinti izolalt
DNS-ek, azzal jellemezve, hogy azok cDNS-ek vagy
szintetiz4alt DNS-ek.

8. Izol&lt DNS, azzal jellemezve, hogy ge-
nomialis DNS, és ugyanazt a polipeptidet kdéddolja, mint az e-
18z8 igénypontok barmelyike szerinti DNS.

9. Az eldzd6 igénypontok barmelyike szerinti DNS &al-
tal kédolt izoldlt polipeptid és szarmazékai.

10. A szekvencia-jegyzékben feltiintetett 20. szek-
vencianak megfeleld aminosav-szekvencidt tartalmazé izolalt
polipeptid és szarmazékai.

11. A szekvencia-jegyzékben feltintetett 47. szek-
vencianak megfeleld aminosav-szekvenciat tartalmazd izolalt
polipeptid és szArmazékai.

12. A 11. igénypont szerinti izolalt polipeptid,

azzal Jjellemezve, hogy a szekvencia-jegyzékben fel-
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tintetett 49. szekvencianak megfeleld aminosav-szekvenciéat
vagy szarmazékait tartalmazza.

13. A szekvencia-jegyzékben feltiintetett 58. szek-
vencianak megfeleld aminosav-szekvenciét tartalmazd izolalt
polipeptid és szarmazékai.

14. A szekvencia-jegyzékben feltintetett 37. szek-
vencianak megfeleld aminosav-szekvenciat tartalmazdé izolalt
polipeptid és szarmazékai.

15. Izolalt polipeptid, azzal jellemeczve,
hogy a 10-14. igénypontok barmelyike szerinti izolalt poli-
peptid homolég valtozata, és a szekvencia-jegyzékben feltin-
tetett 20., 47., 49., 58. és 37. szekvencidnak megfeleld
aminosav-szekvencidk barmelyikével legalédbb 80 %-ban homoldg.

16. A 15. igénypont szerinti izoldlt polipeptid,
azzal jellemezve, hogy a szekvencia-jegyzékben fel-
tintetett 20., 47., 49., 58. vagy 37. szekvencidnak megfeleld
aminosav-szekvencidval legalabb 90 $-ban homoldg.

17. Izolalt polipeptid, azzal jellemezve,
hogy a 8. igénypont szerinti genomialis DNS primer transz-
kripcidés termékének varidns Osszevagasaval képzdédik.

18. Rekombindns DNS szerkezet, azzal jelle -
me zve, hogy az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti DNS-
-ek legalabb egyikét tartalmazza.

19. A 18. igénypont szerinti rekombinans DNS szer-
kezet, azzal Jjellemezve, hogy az egy klbénozd vektor.

20. A 18. igénypont szerinti rekombinans DNS szer-
kezet, azzal Jellemezve, hogy az egy kifejezé vektor

21. Transzformdlt emld8s-sejt, nememlds gerinces-

vagy gerinctelen-sejt, rovarsejt, ndévényi sejt, baktérium
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vagy éleszté, azzal jellemezve, hogy a 18. igénypont
szerinti rekombinéns DNS szerkezetet tartalmazza.

22. A 21. igénypont szerinti transzformélt élesztd,
azzal jellemezve, hogy az egy gomba.

23. Genetikailag manipulédlt virus, azzal jel-
lemezve, hogy az 1-8. igénypontok szerinti DNS-ek lega-
1ladbb egyikét tartalmazza.

24. Rovartoxin, azzal Jjellemezve, hogy
négy polipeptid alegységet tartalmaz, amelyek N-termindlis a-
minosav-szekvencidja a szekvencia-jegyzékben feltintetett 1.,
2., 3. és 4. szekvencianak felel meg.

25. Rovartoxin, azzal Jjellemezve, hogy eqgy
vagy tobb, a 9. igénypont szerinti polipeptidet tartalmaz.

26. Rovartoxin, azzal Jjellemezve, hogy a
10-17. igénypontok barmelyike szerinti egy vagy tdbb polipep-
tidet tartalmaz.

27. El8sdi darazsbél kinyerhetd rovartoxin, azzal
Jjellemezve, hogy négy polipeptidet tartalmaz, amelyek
molekulatdmege az itt leirt SDS-poli (akril-amid) gél-elektro-
forézissel meghatarozva rendre mintegy 34 000, 21 000, 18 500
és 17 000 dalton.

28. Bioldbgiail kartevdirtédszer, azzal Jel 1l e -
mezve, hogy
(1) a 24-27. igénypontok barmelyike szerinti rovartoxint,

(i1) a 10-17. igénypontok barmelyike szerinti polipeptidet,
(iii) a 18. igénypont szerinti rekombinédns DNS szerkezetet,
vagy

(iv) a 21-23. igénypontok barmelyike szerinti transzformalt

rendszert tartalmaz.

1)
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29. Eljaras rovarkartevdk irtésara, azzal Je l -

leme zve, hogy a kidrtevdt vagy annak tartézkodasi helyet

a 28. igénypont szerinti biolégiai kartevdéirtdszer hatasos

mennyiségével kezeljuk.

A bejelentd helyett

a meghatalmazott:

i &raktér u. 24.
Tel.: 2184 ET 218-4506
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10 20 30 40 50 60

I [ I I l I
CCAGTGAATTCGCNNCCGCTTTGGATAAATCATGAAATTTTTATATCTAATACTCCTTTT

EcoRI NotIl

M K F L Y L I L L L

70 80 90 100 110 120
I I I ! I - I
AATTGCAGGAGTAGTATCATTCAATCCGGAGACACATCGTGAATGTAAGAATTATTGCGC

I A GGV Vs FNUPETU HIZ RIETCTI KINYC A

130 140 150 160 170 180
I I ! I I I
CAAAGAGCACGGCGAGGAATATCGTACGTGGTCTTTCCGTTACGAACTTGGTGATATTTT

K EH G E E Y RTW S F R Y ETLGTUDTI F

190 200 210 220 230 240

I f I I I I
TAAATGTGTTTGCACTCACGGAAAGAATCTTATGGGAAGCGAGAATTATGGTAAGTGTAG

K ¢V CcCTHGKNULMG S E N Y G K C R

250 260 270 280 290 300

[ I I ! I I
AGAAGCATGTATTCAAAATCATGGAGCGGGAGGCTTTAAAEATGCCTTTCCCATATACAG

E A CI QNU HUGAGTGTF FZ K Y A F P I Y s

310 320 330 340 350 360

I I ! I ! I
CGAAGTACCAGCATCATGGGCATGCATATCACTCAGGAGAAAAATAAGACATTTTGTATA

E VP A S W A C I 5 L R R K I R H F v Y
. 'v//
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370 380 390 400 410 420

l l I l [ |
CATGCTTGCTCAGAAATTCATCACAAGGCCCCACCTAAGAATCCCATAGTTATGAAAAAT

M L A Q K F I TR P H L R I P -

430 440 450 460 470 480

l I I l I [
GGACAATGCTACTACCAAGATCACAGGGGTGTTGACAGGTATTGTGAAGTTTATATGAAG

490 500 510 520 530 540

l l I - I !
TTCTTAGATGCGTTGGAATCAATTTAACAATGATCAAATT CATGTTATCAATGAAGGAAG

550 560 570 580 590 600

| | | | I |

AATAATGAATTAATAATAATTATCAAAAATCAAAAAAAAAAAGCGGCCGCGAATTCGAGE
Notl EcoRI

G+
610 620 630 640 650 660

l l | ! l I
TCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGTCATGCAACTTGGCGTAATCATGG

670 680
l I
TCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAA A

'/"'
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10. ora

27 54
GGT TTT TCC CAG TCA CGA CGT TGT AARA ACG ACG GCC AGT GAA TTC GCG GCC GCT

CCA AAA AGG GTC AGT GCT GCA ACA TTT TGC TGC CGG TCA CTT AAG CGC CGG CGA
EcoRI

81 108

GTT GAT ATA TAA CAAR TTT ATT AAA AAT TTC AAG TGG AAA GAA AAA CTA TCT TGT
CAA CTA TAT ATT GTT AAA TAA TTT TTA AAG TTC ACC TTT CTT TTT GAT AGA ACA

135 ' 162
TTT TTT TTT TGT TTT TTT TCA TAA TTT AAA ATG CAT TTC TTC GCC TCC ATC CTG

AAR AAR AAA ACA AAA AAA AGT ATT AAA TTT TAC GTA AAG AAG CGG AGG TAG GAC
M H F F A S I L

189 21¢
GTA TCC TTC TTA CTG GGC AAG GCA ATT CAT GAT GTG GAA GGA ATA ATA AAT GGT
CAT AGG ARG AAT GAC CCG TTC CGT TAA GTA CTA CAC CTT CCT TAT TAT TTA CCA
A S F L L G K A I H D v E- - G I I N G

243 270
CAT GAT GCT ACT GAG GGA CAA TTT CCC CAT ATG. GCT TAT TTA CAA GCA TCA GCT
GTA CTA CGA TGA CTC CCT GTT AARA GGG GTA TAC CGA ATA AAT GTT CGT AGT CGA
H D A T E G Q F P H M A Y L Q A S A

Dr. Jauovﬁzk Gydrgyné

‘5?//0‘10 100 Ge vdd
3 Budapest, Hax szér
Tel.; 218- 148 Fax:/ u.24.
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297

GGC GGT

ACA CCG cca
C G G

351
CAC
GTG

ATG
TAC

GCA
CGT

405
CCa
GGT

AAT
TTA

AAG
TTC

458
AAA GGA
TTT CCT

TAC
ATG

513
ACA
TGT

ACA TTT

TGT

567
TTG
AAC

AGC

TCG GTC

- L S 0

dbra (l.folyt.)

CTT CTA ACT
GAA GAT TGA
L L T

GCT
CGA

AAT
TTA

GGA
CCT

ACG
TGC

AGA
TCT

CAA
GTT

ATG
TAC

CAA
GTT

TCA
AGT

ARG
TTC

CGT
GCA

AGG
TCC

GGA
CCT

GGA CCG TCT GGG
CCT GGCPEGA CCC
G P S G

GAA GTA ACA CTA
CTT CAT TGT

E v T L

®eee o,
. L]
. LEL BTN .

. ¢ .
®00% 200 400’ * 0..
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324
ATG
TAC

CAT ATT

TTT TTT GTA

378
CTT
GAA

GTA
CAT

GCC
CGG

ATT

TAA TTT

432
CAT
GTA

GAA
CTT

GTT
CARA

AGA
TCT

AAG
TTC

486
TCA TTA RAT TGG
AGT AAT TTT TTA ACC
S L K N W

540

GAT GAA TAC AAT
CTA TTT CTT ATG TTA
D K E Y N

594
GTA AAG
CAT TTC

GTA
CAT

GGA
CCT

CCAa
GGT
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TCG
AGC

ACT
TGA

GTC
CAG

AAT
TTA

GGC
CCG

ACA
TGT

ACT
TGA

GCA
CGT

TTT

CAT
GTA

GAT
CTA

GCT
CGA

Cccc
GGG

GGG
CCccC

TTA
AAT

AGT
TCA

AAG
TTC
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621

CCA ARG AGC TAT

GGT
P

CGA
GCT

CAA
GTT

GAA

GGA
CCT

TTC
K

ACA

TGT

TGG
ACC

TTT

CTG

TCG
S

GTC
CAG

CTA
GAT

CTC
GAG

AGC
TCG

ATA
Y

675
ATT
TAA

729
GAT
CTA

783
GCT
CGA

837
GGT
CCa

CGG
GCC

GTC
CAG

ATG
TAC

GAT
CTA

AGT
TCA

(2.folyt.)

CTT

TTT

AAG
TTC

TTT

CCC
GGG

cCT

GAA
CTT

GTT
CAA

GAA
CTT

TTT

TTA

CTT
GAA

TAT
ATA

GTC
CAG

* e, LY 7Y
*eee 00," b 4

GAT
CTA

GAT
CTA

CAT
GTA

GGT
CCA

AAG
TTC

18/10

648

CAA GAT GCT AGA
GTT CTA CGA TCT

702

CCA ATT CCT CCA
GGT TAA GGA GGT

756

TCA CGA GAT GCT
AGT GCT CTA CGA

0n
o
o

g1¢C

GAT GGA ACT TGG
CTA CCT TGA ACC

864

GAT AAT CAA GTA
CTA TTA GTT CAT
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10 . dbra (3. folyt.)

891 ' 918

ATT GGC GTA GCC GTT TCT GTG AGT GAT GAA GAA CAT ACT ACA CGC TTT CAAR ATA
TAA CCG CAT CGG CAA AGA CAC TCA CTA CTT CTT GTA TGA TGT GCG AAA GTT TAT
I G v A v S v S D E E H T T R F Q I

945 972
GTC ACT TAT TAT TTG GAT TGG ATC AAG AAA TAT GCC GAA CTT GCG TAAR AAA GAA
CAG TGA ATA ATA AAC CTA ACC TAG TTC TTT ATA CGG CTT GAA CGC ATT TTT CTT
\ T Y Y L D W I K K Y A E L A

999 102¢

TAA AGA GCA AAA TTG CTC AGA TGG TGA ATA TAC ATT TTT CCA ATA AGC TCA GAA
ATT TCT CGT TTT AAC GAG TCT ACC ACT TAT ATG TAAR AAA GGT TAT TCG AGT CTT

1053 1080
AAR ATC GAT TTA TAT GTA ATT AAA AAA ATT AAA GAT TGT TTT TTC TCT TTT AAC
TTT TAG CTA AAT ATA CAT TAA TTT TTT TAA TTT CTA ACA AARA ARG AGA AAA TTG

1107
AGA AGA ATT TGG CGN NCG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG
TCT TCT TAA ACC GCN NGC ACT TAA GCT CGA GCC ATG GGC CCC
EcoR1I

1581040
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PELDANY

11, sora

AATT T I T CCTCATAACAATGTCAATCATATGTAAAATAATCTTGT TGGTGCTACTGAGTT
--------- e e e 0 o e o e o o e e e e e e 2 e 0 0 e e
TTAAAAAGGAGTAT TGT TACAGTTAGTATACATTTTATTAGAACAACCACGATGACTCAA

F F L I T™MM S I I CKI I LL VL L S w

BH(b)C

>>>>
GGACATCGATGGTATCGTCARCATT AT T TACAGACCRAAAGTGGTGTGGACGTGCCGATA
--------- T e e i T PRSP

CCTGTAGCTACCATACCAGTTGTAATAAATGTCTGGC TTTCACCACACCTGCACGGCTAT
T §S M VvV s s TL F TDZRIKWUGCGU RADK

AGACTTTTGGTCCTTCACGGTCGCTAGGAGGAGGTGTTGGTGATTGCTGCAGAAGTCATG

--------- e e e e e e e e e e e o e e e
TCTGAAAACCAGGAAGTGCCAGCGATCCTCCTCCACAACCACTAACGACGTCTTCAGTAC
T F G P SR SL GGGV GG DOCCR S§ HD

ACAGCTGTGGCCGCATGATTAAACCAGGAGAGACTTATGGAGATGTTACGAATAAAGGAT

--------- e e o e s e > e o A = = = o o -
TGTCGACACCGGCGTACTAATTTGGTCCTCTCTGAATACCTCTACAATGCTTATTTCCTA
BH(b)D <<<<

§$ CG R M I KUPGETYVYGDVTNITZ KTGTF

T CARATATGTAATG TCTGATGATTATTACCAACACTAAATC TTGATTAAGAAGCTGTA

......... e o e = = e - o - - - - -

ARAGTTTATACATTACAGACTACTAATAATGGTTGTGATTTAGAACTAATTCTTCGACAT
S NM * CL M I ITNTIEKS S ™*™ LUR S CK

AAAATATCAT T TTGAGGAAATACTCGATATT TTTACT TTCCTCCGAATGTTATTTCTTCA
--------- e el Dt bkt TR S el Ll R R P
T T TATAGTAAAACTCCTTTATGAGCTATAAAAATGAAAGGAGGCTTACAATAAAGAAGT
N I I L R X Y s I F L L S S ECVYVF F s

GCTTTTCAACTAAAATTTCTTAATCAACTTGACAATTGTTAAAAATAACATATTTAATTA
--------- ¢---------¢---—-----0---—-------@-&-------+---—-----+
CGAAAAGT TGAT I TTAAAGAATTAGTTGAACTG T TAACAAT TT TTATTGTATAAATTAAT

F § T K I §s =~ s T * Q L L K I 7 Y L I M

TGATTATTATTTATTTGATTAAAGTTGGGAAAAAAAAAACTG
--------- e e e Ty ¥ .V

ACTAATAATAAATAAACTAATTTCAACCCTTTTTTTTTTIGAC
I I I ¥ L I X V G K K K 7T

(X}
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1 2 . abra
CACGCCTACTTAGATAATTTCTCAATTCTTTGCAAAT TATGAAATAAGTGCAAGAGATGT

GTGCGGATGAATC TAT TAAAGAGTTAAGAAACG T TTAATACTTTATTCACGTTCTCTACA
R L L R * F L N SL QTIMTEK™*VOQEMSZ¢C

P97020C19

GTATGACACCTCAATCTGAGTTIGTTCATAATTCGAGAGGGATAAATAAGGAAGTCTCTG
--------- B e it Y
CATACTGTGGAGTTAGACTCAAACAAGTATTAAGCTCTCCCTATTTATTCCTTCAGAGAC

M T P Q §$ EF VHNSURGTINIZEKTEUV S V

TGTACAAAAGAAAACTACCTCATATAAATCTTGCATTTTTCCGTGAGAGAGAAAAAAAAL
--------- P e e b e — e e e et ————————-—
ACATGTTTTCTTTTGATGGAGTATATTTAGAACGTAAAAAGGCACTCTCTCTTTTTTTTT

Y K R X L P HINTULATFTF RTETRTETKTZ KT

CCCTGAAAAACTGAGTAAGGCAATAATTTTXCCTCATAACAATGTCAATCATATGTAAAL

......... e e o e e e e e e e e e e e e o e e o = ———

GGGACTTTTTGACTCATTCCGTTATTAAAAXGGAGTATTGTTACAGTTAGTATACATTTT
LKN™* VI RQ®*T F ? L I T S I I CTZK I

TAATC'I‘TG‘I‘I‘GGTGCTACTGAG'ITGGACATCGATGGTATCGTCAACA’I'I‘A’I‘I'I‘ACAGACC
--------- o e e e
A’I'I'AGAACA.ACCACGATGACTCAACCTGTAGCTACCATAGCAG’ITGTAATAAATGTCTGG
I L L VL L S WT S MV S S TLTFTODR

GAAAGTGGTGTGGACGTGCCGATAAGACT T TTGGTCCTTCACGGTC GCTAGGAGGAGGTG

————————— +.._._...___--+--——-—-—-+——---___..+-...__....___—+-.-_—-———_—+
L "

C'I'I‘TCACCACACCTGCACGGCTA’I'I‘CTGAAAACCAGGAAGTGCCAGCGATCCTCCTCCAC
K WCGRADI X T F G P SR SLGGG V

TTGGTGATTGCTGCAGAAGTCATGACAGCTGTGGCCGCATGATTAAACCAGGAGAGACTI‘
--------- e e e e et
AACCACTAACGACGTC'ITCAGTACTGTCGACACCGGCGTACTAATTTGGTCCTCTCTGAA
G D CCR S HD S C G R M I KZPGETTY
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. dbra (1.folyt.)
A‘I‘GGAGA‘I‘G‘I‘TACGAATAAAGGA’I'I'I‘I‘CAAATAT‘ITGGGAATGCCGATGTGRC’I‘ATGCAT

--------- .4--___---—--‘.————-——--*—---__---+_--————-—+——————-_—+

TACCTCTACAATGCTTATTTCCTAAAAGTTTATAAACCCTTACGGCTACACT GATACGTA
GDVT&KGFSNIWBCRCDYAP

TTTTTCAATGTCTTCAGCGTTC CAATGGTAAAATGAAAAATGTTGTGGAAATATTGCATT

--------- +-_--_----+————-—---+-—-—-_-_-+--———————+——-—————-..+

AAAA.AG‘I'I‘ACAGAAGTCGCAAGG‘I’I‘ACCA'I'I'I'I'ACTT’I'I'I'ACAACACCTI'I‘ATAACGTAA
FQCLQRSNGKHKNVVEILHF

TTGACGTTGTCAATACACC CTGTTACTTCATGAAAGATGGCCGTGCTAAAATATCACCCC

Rl L - —— - —— - — - e - - ——— e N — - ——— - - - —— — ‘- —————— -+

AACTGCA.ACAG‘ITATGTGGGACAATGAAGTAC‘I'I‘TCTAC CGGCACGATTTTATAGTGGGG

DVVNTPCYFHKDGRAKISPH_

ATACTGTATATGATAAACAC GAATCACTCTATCAACTTATACTACACAAAGATAATTTTA

TATGACATATACTA’I'I‘TGTGCTTAGTGAGATAGTTGAATATGATGTG’ITTCTA’I‘I‘AAAAT
TVYDKHESLYQLILEKDNFK

AGGAGTGGGTGCATGATAATGCTCTTICTCCC GCAAGAGCTGGGGATTAAAGATGAGCATG

TCCTCACCCACGTACTATTAC GAGAAGAGGGCGTTCTCGACCCCTAATTTCTACTC GTAC
EWVHDNALLPQELGIKDEBV

TGTGGGAGACACTGAT GGCATGGATGGACTTTAGATTTCCAAC TGAATAATAAATATTCC

ACACCCTCTGTGACTACCGTACCTACCTGAAA’I‘CTAA.AGGTTGACTTATTAT‘I'I‘ATAAGG

WETLMAWHDFRFPTB"'IFQ
6 °

AAATACAGATATC CTTTTGATAAAATGTCGTAAACATGA’I’TGT’I'I‘AGATGAATGGTAAAT

TTTATGTCTATAGGAAAACTAT’I'I‘I‘ACAGCA'ITTGTACTAACAAATCTAC’ITACCA’I‘I’TA
IQISF"NVVNMIV*MNGKL

TAATGAAAAGA'I'I‘GATTGAAAATGTCTGAAGTAAC TXXXGGATXXGACATATAATATATA

A'I'TAC’I'I"ITCTAACTAAC'I'I'ITACAGACTTCATTGAX}D(CCTA}C{CTGTATA'I'I‘ATATAT
MKRLI.ENV'SN????HIIYN
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ATATTTIGCCTTATTXGATAAACTTCTACCXTTAAXAAAGGAAAAAGGAGGAGGXGTAGGA
--------- o o o e e e o e e e o o = = e e e
TATAAACGGAATAAXCTATTTGAAGATGGXAATTXTTTCCTTTTTCCTCCTCCXCATCCT
I ¢ LI ? * TS T ? 2?2 K G K R RR R ? R R

960

GGAGGATTAGGATATTTTACAAGGATTTTAAAAATAATTARACAATTAGATCTTCTGTAA
--------- S e et et D ittt S 0 D4 4]

CCTCCTAATCCTATAAAATGTTCCTARAATTTTTATTAATTTGTTAATCTAGAAGACATT
R I R I F Y KDVF K NNT™*TTIU RS S VN

ATTGATTGATCATGTATTAAATACAATAACATCTCGTTCTCATAGTACAATGAAAAAGAA
+ 1080

_________ o r e e c e b — e e e ———— ————

TAACTAACTAGTACATAATTTATGTTATTGTAGAGCAAGAGTATCATGTTACTTTTTICTT .
*L I MY * I Q * HL Vv L IV Q * KU R T-

CATAACAGTATGCACAAAAATAATGACGGTAAATATCTATGTATGTATGTAGAGAGAAGA
--------- o e —m—mm e e e 1140

GTATTGTCATACGTGT T T T TAT TACTGCCATTTATAGATACATACATACATCTCTCTTCT
*Q Y A Q K * * R » I § M Y V CRE K K-

AAATAAAAATAGTTAGACAGGTACCAAAAAAAAAAAAANAAAAAAAAAARAAAAAAA

TTTATTTTTATCAATCTGTCCATGGTTT T T T T T T T T T T T TTTTTTTTTTTTTTTTT

I X I VR QV P K K K K K K K K K K -

s "

1 3 » dbra

1 MSTIICKIILL VLLSWTSMVS STLFTDRKWC GRADKTFGPS RSLGGGVGDC

51 CRSHDSCGRM IKPGETYGDV TNRGFSNIWE CRCDYAFFOC LORSNGKMKN

101 VVEILHFDVV NTPCYFMKDG RAKISPHTVY DRHESLYOLI LHKDNFKEWV

151 EDNALLPOEL GIKDEHVWET LMAWMDFRFP TE*

Dr. Jalsovszk ' f3ydrgyné

" 1093 Bud pesi ;;rpktéru 24,
Tel.: 21 149 Fax: 718-4506
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1 CACGCCTACT TAGATAATTT CTCAATTCTT TGCAAATTAT GAAATAAGTG
51 CAAGAGATGT GTATGACACC TCAATCTGAG TTTGTTCATA ATTCGAGAGG
101 GATAAATAAG GAAGTCTCTG TGTACAAAAG AAAACTACCT CATATAAATC
151 TTGCATTTTT CCGTGAGAGA GAAAAAAAAA CCCTGAAAAA CTGAGTAAGG
201 CAATAATTTT CCCTCATAAC AATGTCAATC ATATGTAAAA TAATCTTGTT
251 GGTGCTACTG AGTTGGACAT CGATGGTATC GTCAACATTA TTTACAGACC
301 GAAAGTGGTG TGGACGTGCC GATAAGACTT TTGGTCCTTC ACGGTCGCTA
351 GGAGGAGGTG TTGGTGATTG CTGCAGAAGT CATGACAGCT GTGGCCGCAT
401 GATTAAACCA GGAGAGACTT ATGGAGATGT TACGAATAAA GGATTTTCAA
451 ATATTTGGGA ATGCCGATGT GACTATGCAT TTTTTCAATG TCTTCAGCGT
501 TCCAATGGTA AAATGAAAAA TGTTGTGGAA ATATTGCATT TTGACGTTGT
551 CAATACACCC TGTTACTTCA TGAAAGATGG CCGTGCTAAA ATATCACCCC
601 ATACTGTATA TGATAAACAC GAATCACTCT ATCAACTTAT ACTACACAAA
651 GATAATTTTA AGGAGTGGGT GCATGATAAT GCTGGAACTC TTCTCCCGCA
701 AGAGCTGGGG ATTAAAGATG AGCATGTGTG GGAGACACTG ATGGCATGGA
751 TGGACTTTAG ATTTCCAACT GAATAATAAA TATTCCAAAT ACAGATATCC
801 TTTTGATAAA ATGTCGTAAA CATGATTGTT TAGATGAATG GTAAATTAAT
851 GAAAAGATTG ATTGAAAATG TCTGAAGTAA CTTTTGGATT TTACATATAA
901 TATATAATAT TTGCCTTATT TGATAAACTT CTAAATTAAA AAAGAAAAAG
951 GAGGAGGAGT AGGAGGAGGA TTAGGATATT TTACAAGGAT TTTAAAAATA
1001 ATTAAACAAT TAGATCTTCT GTAAATTGAT TGATCATGTA TTAAATACAA
1051 TAACATCTCG TTCTCATAGT ACAATGAAAA AGAACATAAC AGTATGCACA
1101 AAAATAATGA CGGTAAATAT CTATGTATGT ATGTAGAGAG AAGAAAATAA
1151 AAATAGTTAG ACAGGTACCA AAAAAAAAAA AAAAAAARAA AAAAAAAAAA
1201 A
1 MSIICKIILL VLLSWTSMVS STLFTDRKWC GRADKTFGPS RSLGGGVGDC
51 CRSHDSCGRM IKPGETYGDV TNKGFSNIWE CRCDYAFFQC LQRSNGKMKN
101 VVEILHFDVV NTPCYFMKDG RAKISPHTVY DKHESLYQLI LHKDNFKEWV
151 HDNAGTLLPQ ELGIKDEHVW ETLMAWMDFR FPTE*
I5#fio4o o Jalsgterky Gyorgyne
12%?.:8511 apes. %r;;;tg; gb%“'
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. dbra
? (T)
G I A Q D v G H A A H S F T K
ATT GCT CAA GAT GTT GGT CAT GCT GCT CAT TCT TTC ACT AAA
C C G C o A Cc C (o C AGC T C G
A a A A A A G A
G G G G G A G
(H)
(Gy Vv H N P G N F R
GTT CAT AAT CCA GGT AAT TTC AGA
C C C C A C TCT
A G C C
G T G G

1 6 dbra

GTGCACAATCCAGGAAACTTCCGAGTCTCCAAATGTGTATGCGACATTGCGCTCAAGGAGTGCC
TCACTACTCATCCTGAAATGAGTTTCAAATTTGTTAAAGCACTCTTTTTTGATTTGCTTGCTCC
ACCCTGTT‘I‘TGATCAGATTGCTGATTGGGGTAAGAAAAAATTGAAAAATAAGCAGGCATTTTCA
CTGCATGATTTACAATCAGCTGCCCACGCGCTCTGGCAAACACTCTATGACGCTGT.CAAGGGCA

TAGCTCAAGATGTCGGCCA

e
Dr. Jai qo(szk Gyérgyné

1093 Bug| pest rakté
Tel.: 21 4145 ,,; é’da;go?
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AAAAGACTAAAAATAAGAAAAAAAAACATAGAAGAATGTTTACAATAATTTATATTTTTA
--------- e ey S S S

TTTTCTGATTTTTATTCTTTTTTTTTGTATCTTCTTACAAATGTTATTAAATATAAAAAT
K T K N K K KK KHIRIRMTFTTITI VY I F K

AACTTTCATTTCTATTAGTTCCGTGCTGGAGTTTTTCAACCTACGCTGGGTATGGTGAAT
————————— Fomr et - Fee— + -+ —t

TTGAAAGTAAAGATAATCAAGGCACGACCTCAAAAAGTTGGATGCGACCCATACCACTTA
L §$S F L LV PCWS SV FSTY AGTYGEY

ATAATCGGTCCATTACTAAGCGACAGATGGACGATGGTGAGACGTGCGAAAGGTGTTTGA

————————— tomer et - + ————t -+ +

TATTAGCCAGGTAATGATTCGCTGTCTACCTGCTACCACTCTGCACGCTTTCCACAAACT
N RS I T KRQMDUDGETTU CETZRT CTLN-

ATCCACTCGAATTAGTAAATGACGCTGTAGACTCGTGCATTGAAGCTCATGAGGAATGTG
--------- B ity T + + +
TAGGTGAGCTTAATCATTTACTGCGACATCTGAGCACGTAACTTCGAGTACTCCTTACAC

P L EL V NDA AVD S CTIUEU ADHTETETCE-

AGGAATTCATTGAAGGCGGGATGGAAATGCTTCATGTACACAATCCAGGAAACTTCCGAG
--------- R S S S
TCCTTAAGTAACTTCCGCCCTACCTTTACGAAGTACATGTGTTAGGTCCTTTGAAGGCTC

E F I E G G M E ML H YV HNUPGNTFUR V-

TCTCCAAATGTGTATGCGACATTGCGCTCAAGGAGTGCCTCACTACTCATCCTGAAATGA
————————— e —— to—— -+ R i T 3
AGAGGTTTACACATACGCTGTAACGCGAGTTCCTCACGGAGTGATGAGTAGGACTTTACT

S K CV CDTIA ALIZ KETGCLTTHTE PTEMMS-

GTTTCAAATTTGTTAAAGCACTCTTTTTTGATTTGCTTGCTCCACCCTGTTTTGATCAGA
————————— B e s ST SRR, Y S &

CAAAGTTTAAACAATTTCGTGAGAAAAAACTAAACGAACGAGGTGGGACAAAACTAGTCT
F X F V XA L VF F DL L AUPUPOCT F DU QTI-

TTGCTGATTGGGGTAAGAAAAAATTGAAAAATAAGCAGGCATTTTCACTGCATGATTTAC
--------- Rttt i i SN SO §

AACGACTAACCCCATTCTTTTTTAACTTTTTATTCGTCCGTAAAAGTGACGTACTAAATG
A D WG K K KU LI KNI KU GOATFSTULHUDTLQ-

AATCAGCTGCCCACGCGCTCTGGCAAACACTCTATGACGCTGTCAAGGGCATAGCTCAGG
—————————————————— +-———-———-+————————-+—————-———+-——————-—+

TTAGTCGACGGGTGCGCGAGACCGTTTGTGAGATACTGCGACAGTTCCCGTATCGAGTCC
S A A HALWUOQTTUL Y D A V K G I A Q D-

ATGTCGGACATGCTGCACATTCTTTTGAAAAAATGTTACAGTAACAGTTAAATATGAAAA
————————— R s ————-—-——+————————-+————-——-—+—--——————+

TACAGCCTGTACGACGTGTAAGAAAACTTTTTTACAATGTCATTGTCAATTTATACTTTT
VG HA A H S F E XK M L Q

AGGTCCATGATAGTAGAATACAGTTATTGTTGTATAAATAAATAATATATTCAGAATGAT

————————— +——————-—-+———-—————+-———————-+————-————+———~—————+
TCCAGGTACTATCATCTTATGTCAATAACAACATATTTATTTATTATATAAGTCTTACTA
AAAAAAAAA

--------- 669

TTTTTTTTT

158 (1040
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