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KIVONAT

A taldlméany targya eljaras novényi vagy éllati szove-
tek, mikroorganizmusok vagy sejtmentes szabad RNS
vagy DNS kimutatésara, azonositisara és/vagy mennyi-
ségi meghatirozasara, valamint az eljaras megvalosita-
séra szolgald vizsgalati kitek. Az eljards elsGsorban a

A leiras terjedelme 14 oldal (ezen beliil 5 lap dbra)

teljes belsé reflexios fluoreszcencidnak a felhasznala-
san alapszik, amelynek révén egy evaneszcens hullam-
detektor hullamvezetSjéhez rogzitett RNS vagy DNS
és az analit RNS-ének vagy DNS-ének hibridizlodasa
mérhetd.
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A taldlmany targya novényi vagy éllati szdvetek, mikro-
organizmusok vagy sejtmentes RNS vagy DNS kimuta-
tdsara, azonositasara és/vagy mennyiségi meghatiroza-
sara szolgalo eljaras, az ehhez az eljarashoz sziikséges
vizsgalati kitek. Az eljaras kiilondsen a teljes belsd ref-
lexiés fluoreszcenciat [Total Internal Reflection Fluor-
esence (TIRF)] hasznositja az analit RNS vagy DNS
hibridizaciojanak mérésére olyan RNS-sel vagy DNS-
sel, amely kritikus frekvencia alatt alkalmazott (a tovéab-
biakban evaneszcens) hullamdetektor hulldimvezetdvel
kapcsolatos.

Bioldgiai anyagok kimutatisara és azonositisara
szolgalo immunolégiai vizsgalatok mas lehetBségét
nyqjtjak a génprobavizsgalatok, amelyek nukleinsav-
hibridiziciét alkalmaznak. A génprobanak a célanyag-
gal kapcsolatos fajlagossiga konnyebben ellendrizhetd,
mint a proteinalapi k6t6dési jelenségek alkalmazisa
esetén lehetséges ellendrzés, ha ezzel egyiitt polimeraz
lancreakciét alkalmazunk a célanyag el8sokszorozasa-
ra, extrém érzékenységet érhetiink el. A napjainkban
geénprobakeént alkalmazott eljarasok lassiak, néhany éra
és néhany nap kozotti idétartam sziikséges az eredmény
elérésére. A bioszenzorok egy masik lehetGséget nytjta-
nak, alkalmazasukkal gyors génprébavizsgalatok végez-
hetk, de a génpréba bioszenzorvizsgalatokra ez ideig
vonatkozo kézlemény kizardlag a feliileti plazmarezo-
nanciat alkalmazé eljarasok [Evans & Charles (1990);
Abstracts of 1st World Congress on DNA probes and
immunoassay; Pollard-Knight et al. Ann. Biol. Clin. 48,
642-646 (1990)].

A kritikus frekvencia alatt alkalmazott (evanesz-
cens) hullambioszenzorok, amelyek a kimutatisnal a
TIRF jelenségét haszndljak ki [Sutherland & Dahne, J.
Immunol. Meth., 74, 253—265 (1987)] korabban fehér-
Jjékkel voltak hasznélatosak biologiai felismerési elem-
ként. Antitesteket hasznaltak fluoreszcenssel jelzett an-
tigén kotédés kimutatasara [Eldefrawi és munkatarsai,
Biosensors & Bioelectronics, 6, 507-516 (1991)] ace-
til-kolin-receptorok alkalmazasaval, hogy acetil-kolin
és kolinészterdz inhibitorok kotGdését tanulmanyozzak.
Mas csoportok [Poglitsch & Thompson, Biochemistry,
29, 248-254 (1990)] antitestnek F, epitopokhoz vald
kotédését mérték.

A taldlmény médszert nyjt génprobavizsgalatok el-
vegzésére evaneszeens hullamdetektor bioszenzorok al-
kalmazasaval, példaul TIRF hullimvezetd, amely alkal-
mazhat6 az emlitett eljaras kivitelezésére, ha egy evan-
eszcens hulldmdetektor bioszenzor-berendezésbe épi-
tik be.

Az evaneszcens hulldmdetektorok a TIRF jelensé-
gét hasznaljak ki érzékeny modszer biztositasara a hul-
lamvezet6 feliiletén lejatszodd reakciok kimutatdsara.
A hullamvezet§ kiilonféle formé;ju lehet, de jellemzGen
prizma, lemez vagy szal. A célmolekula mérésére szol-
g4lo reakcidé nyomon kovethet§ példaul a fluoreszcen-
cia valtozasanak mérésével egy fluoreszcens anyag ko-
tédésekor vagy deszorpcidjakor, vagy fluoreszcens
anyagnak enzimes vagy kémiai Gton vald képzédésé-
nek mérésével. Néhany szabadalmat kézodltek mar, ame-
lyek evaneszcens hullimdetektorok immunolégiai vizs-
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gélatokban bioldgiai érzékeldelemként valo alkalmaza-
sara vonatkoznak (példaul a 4 582 809 szdmu amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leiras), de az immun-
reagens bels6 korlatai miatt nem volt lehetséges a szen-
zor teljes lehetGségének a kihasznalasa.

A talalmény modszert ny(jt névényi vagy éllati szo-
vetek, mikroorganizmusok vagy sejtmentes RNS vagy
DNS kimutatdsara, azonositdsira és/vagy mennyiségi
meghatdrozasara, amely modszer abban all, hogy:

(i) gondoskodunk egy oligonukleotidrol, amely a
vizsgalando anyag RNS-ére vagy DNS-ére jellemz8
oligonukleotidszekvencia egy részével vagy egészével
komplementer, és ezt egy evaneszcens hulldmdetektor-
berendezés hullamvezet$jén rogzitjik;

(i) az (i) 1épésben nyert rogzitett oligonukleotidot
kitesszilk a mintinak vagy az abboél szarmazd DNS-
vagy RNS-anyagnak olyan koriilmények mellett, ame-
lyek mellett a jellemz8 oligonukleotidszekvencidval
biré DNS vagy RNS hibridizal vele;

(i) az (i) lépés szerinti rogzitett oligonukleotidot
vagy a mintabdl szdrmaz6 nukleinsavanyagot fluoresz-
cencids Gton kimutathat6 szerrel kapcsoljuk a (ii) 1épés-
ben végrehajtott DNS- vagy RNS-hibridizalas elétt, alatt
vagy utdn Ugy, hogy a fluoreszcencidsan kimutathatd
anyag a hibridizalt termékkel k5t6djon, de ne két6djon a
hibridizalatlan rogzitett oligonukleotiddal;

(iv) mérjiik a (iii) 1épésben kétott fluoreszcencidsan
kimutathato szert egy evaneszcens hullamdetektor-be-
rendezéssel, és ennek mennyisége alapjan mutatjuk ki a
vizsgaland6 anyag jelenlétét, azonositjuk azt és/vagy
mérjik mennyiségét.

A taldlméany egy el6nyds megvalositasi modja sze-
rint a fluoreszcenciasan kimutathat6 anyag egy fluoresz-
cencidsan kimutathat6 beépul szinezék, amely képes
arra, hogy a hibridizacios termék duplexébe beépiiljon.
A modszernek ebben a forméjaban a szinezék olyan szi-
nezek, amely nem kot8dik a hibridizalatlan, rogzitett
oligonukleotidokhoz. A hibridizaciés termék jelenlé-
tének ez a meghatdrozasi modszere tokéletesen alkal-
mazhaté 6nmagukban megfelelé hossziisigh rogzitett
szekvenciakkal, hogy az alkalmazott hibridizaciés ko-
rillmények mellett sajatos hibridizaciét érjiink el. Az
igy vizsgalt minta DNS/RNS tartalma valtozatlan lehet,
vagy lehet fajlagos szekvenciasokszorozassal dusitott,
példaul polimeraz lancreakcids sokszorozassal (PCR)
vagy ligaz lancreakcioval (LCR).

Egy masodik elényds megvaldsitasi méd szerint a
fluoreszcencidsan kimutathaté anyag egy fluoreszcen-
cidsan kimutathat6 oligonukleid, amely a hibridizalt jel-
lemz§ szekvenciaval hibridizéciora képes, vagy amely
a fajlagos szekvenciasokszorozé primerként képes mi-
kddni, példaul polimeraz lancreakcid-primerként, és
igy fluoreszcencidsan kimutathatd sokszorozdsi termé-
ket ad, amely a hulldmvezetén rogzitett oligonukleo-
tidhoz hibridizalva kimutathaté evaneszcencia alkalma-
zasdval.

A taldlmény masodik megvalositasi modjanak egy
elényds forméja szerint, kimutathaté oligonukleotid al-
kalmazasaval, a taldlmany egy olyan médszert nyujt a
ndvényi vagy allati szévetek, mikroorganizmusok vagy
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sejtmentes RNS vagy DNS kimutataséara, azonositasara
és/vagy mennyiségi meghatirozasara, amely abban 4ll,
hogy

(i) gondoskodunk egy olyan oligonukleotidrél,
amely a kimutatand6 anyag RNS-ének vagy DNS-ének
Jellemz8 oligonukleotidszekvencijanak egy részével
komplementer, és amely egy evaneszcens hullamdetek-
tor hullimvezet§ felszinén rogzitett;

(ii) gondoskodunk egy fluoreszcencidsan kimutatha-
t6 oligonukleotidrél, amely a jellemz6 szekvencia mara-
dékéanak egészével vagy egy részével komplementer;

(i) az (i) 1épés szerinti rogzitett oligonukleotidot
egy olyan oldattal hozzuk ossze, amely a vizsgalando
anyagot vagy az abbol szarmazé DNS-t vagy RNS-t tar-
talmazza, az érintkeztetést olyan koriilmények kozott
valositjuk meg, amelyek mellett ezek az oligonukleo-
tidszekvenciaval hibridizalédni képesek;

(iv) a (iii) lépés szerinti anyag oldatat egy olyan oldat-
tal helyettesitjiik, amely a (ii) 1épésbdl szarmazé fluor-
eszcencidsan kimutathaté komplementer oligonukleoti-
dot tartalmazza, és

(v) a kotott, fluoreszcencidsan kimutathato oligonuk-
leotid mennyiségét mérjikk az evaneszcens hullamde-
tektor-berendezéssel, és ezt vonatkoztatjuk a mintaban
lévé célanyag jelenlétére, azonositasara és/vagy meny-
nyiségi meghatarozasara.

A talédlmény egy tovabbi elényos megvaldsitasi mod-
ja szerint egy, a novényi vagy éllati szovetek, mikroorga-
nizmusok vagy sejtmentes RNS és DNS kimutatéséra,
azonositdsara és/vagy mennyiségi meghatarozasara szol-
g4l6 moédszer, amely abban all, hogy

(1) gondoskodunk egy olyan oligonukleotidrél,
amely a kimutatand6 anyag RNS-ének vagy DNS-ének
jellemzd oligonukleotidszekvencidjanak egy részével
komplementer, és amely egy evaneszcens hullamdetek-
tor-berendezés hullamvezetd felszinén rogzitett;

(ii) gondoskodunk egy olyan fluoreszcenciasan ki-
mutathat6 oligonukleotidrdl, amely a jellemzé szekven-
cia maradéka egészével vagy egy részével azonos;

(iit) a vizsgaland6 anyagbdl szrmaz6 mintan a (ii)
lépés szerinti fluoreszcenciasan kimutathaté oligonuk-
leotidnak a primerek egyikeként valé alkalmazasaval
sokszorozasi reakciot hajtunk végre, hogy ezzel a jelen
1év0 jellemzo szekvencidkat megsokszorozzuk, és egy-
idejlileg beépitsiik a fluoreszcencidsan kimutathato de-
tektort;

(iv) az (1) 1épés szerinti, a hullimvezetén rogzitett
komplementer oligonukleotidot a (iii) lépés szerinti
reakcioelegynek tessziik ki olyan koriilmények mellett,
amelyeknél a sokszorozéasi terméknek a rogzitett oli-
gonukleotiddal valé hibridiz4ci6ja bekovetkezik;

(v) a rogzitett oligonukleotiddal hibridizalt fluoresz-
cencidsan detektalhato oligonukleotidot az evaneszcens
hullamdetektor hullimvezetével mérjiik, és a kapott
eredményt a mintiban eredetileg jelen 1év8, sokszoro-
zott anyag mennyiségére vonatkoztatjuk.

A (iii) 1épés fajlagos sokszorozasi reakcidja eldnys-
sen €s célszerlien egy polimeraz lancreakcid, de mas
reakciok, példaul ligdz lancreakcio is jol alkalmazhato,
ez szakember szdmdra nyilvanvalg.
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A hullimvezetét — a talalmany minden megvalosita-
si médja esetén - elénydsen szabalyozhatd hdmérsékle-
tli kdryezetben helyezziik el, példaul egy szabalyozott
hémérsékletii kamréban, hogy a komplementer szekven-
cidknak a cél RNS-hez vagy DNS-hez val6 hibridizala-
sanak szigorisaga szabalyozhat6 legyen, vagy hogy a
polimeraz lancreakcios denaturalds, hibridizalas és kiter-
Jesztés hmérsékletciklusai fenntarthatok legyenek.

A fluoreszcencidsan kimutathatd komplementer
oligonukleotidok szamos forméban alkalmazhatok, pél-
daul fluoreszcens jelz6vel jelzett oligonukleotidként,
amely egy olyan egységgel bir, amelyhez fluoreszcens
minta két8dhet, vagy egy fluoreszcens minta létrehoza-
sara képes enzimmel vagy katalizdtorral jelzett oligo-
nukleotidként. igy a mérési 1épést megelézben tovabbi
lépés lehet sziikséges, mielétt az alap fluoreszcencias
kimutatési lépést végeznénk, példaul kitehetjiik azt az
egységet, amelyhez egy fluoreszcencids minta kothetG,
ilyen mintdnak vagy az enzim szubsztratjénak vagy ka-
talitikus reakcidnak.

Az (1) Iépés szerinti komplementer szekvencia ele-
gendden hosszi lehet ahhoz, hogy fajlagosan kétédjon
a c€l RNS-hez vagy DNS-hez, mikézben elegend§ cél
RNS- vagy DNS-szekvencidt hagy kétetleniil ahhoz,
hogy az a (iii) 1épés szerinti kimutathaté oligonukleo-
tidhoz kotGdjon. Jellemzden a rogzitett szekvencia a
célszekvencia hosszanak mintegy felével bir, de a cél-
szekvencia hosszdnak névekedésével kisebb arany is
hasznalhato.

A kimutathat6 oligonukleotid alkalmazasaval vég-
zett elényos megvaldsitasi mod szerint a kimutathatd
szekvencia a célszekvencia maradékanak egészével
vagy majdnem egészével komplementer, de a jellemz3
célszekvencia hosszdnak novekedésével ez is lehet egy
csokkentett aranyu rész.

Elénybsen a rogzitett oligonukleotidszekvencia a
célszekvencia egyik vége iranyaban 1évg szekvenciaval
vagy egyik végének szekvencigjaval komplementer,
mig a fluoreszcencidsan kimutathaté szekvencia egy, a
masik vég irdnydban 1évé szekvencidval komplemen-
ter. fgy a hibridizalast megel6zéen célszerdien hasznal-
hatok restrikciés endonukledzok a mintaanyag RNS-
ének vagy DNS-ének hasitésara abbol a célbél, hogy a
jellemzd célszekvencia ezen részeihez konnyebb le-
gyen hozzaférni. Hasonlé modon, a taldlméany egy ma-
sodik elényos megvalositdsi modja mellett a kimutatha-
t6 szekvencidnak csak ahhoz kell elegendéen hosszii-
nak lennie, hogy a kivant fajlagossaggal biré6 PCR-pri-
merként alkalmazhaté legyen, de lehet ennél hosszabb
is. Megjegyezziik, hogy mindkét PCR-primer lehet
fluoreszcencidsan kimutathato, igy névekszik a lehetsé-
ges fluoreszcencia, amely a hullamvezet$ feliiletét éri,
és ezzel a megfeleld hatds hatékonysiga. Minden eset-
ben el6nyds az 5-30 bazisnyi reagenshossziisig, még
elénydsebb a 10-25, példdul 15-20 bazis hossziisag.

Szakember szdméra nyilvanvalé, hogy a komplemen-
ter szekvencidknak nem kell minden bézispérral komple-
menternek lenni, amelyhez hibridizalédnak. igy szakem-
ber kdnnyen meghatérozhatja a kovetelmények szigori-
sagat a rosszul illesztett oligomerek statisztikai elfogad-
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hatosaga tekintetében, példdul 90%-ban komplementer
szekvencidkra, és képes megfelelé eredmények elérésé-
re a hibridizaciés hdmérséklet ennek megfelel szaba-
lyozasaval, ha rosszul illesztett szekvenciakat alkalmaz.

A preciz komplementer szekvenciak alkalmazasa-
nak sziikségessége annak a szekvencidnak az egyedi vol-
tatol fiiggden valtozik, amelyet a felhasznalé vizsgal
igy abban az esetben, ha egy szekvencia mas lehetsége-
sen jelen 1évé szekvencidk bazisaival nagy szazalékban
azonos, tokéletesebb komplementer szekvencia sziiksé-
ges, mint ha a vizsgalandé szekvencia viszonylag saja-
tos. Ha egy olyan szekvenciat vizsgalunk, amely nem
teljesen tisztdzott vagy valtozo, szakember képes megha-
tarozni az (i) és (iii) lépésekhez szolgalo statisztikailag
megfeleld oligomereket.

A talalmany masodik szempontjat tekintve egy vizs-
galokitet nyujt a taldlmany szerinti eljaras alkalmazasé-
ra, amely

(1) a kimutatand6 anyag RNS-ének vagy DNS-ének
jellemz8 oligonukleotidszekvencidja egészével vagy
egy részével komplementer oligonukleotidot és

(2) egy fluoreszcenciasan kimutathato, a karakterisz-
tikus szekvencia maradék részének egészével vagy egy
részével komplementer vagy azonos oligonukleotidot
tartalmaz.

Az (1) és (2) komponensek azokbol valaszthatok,
amelyeket az el6z3ekben ismertettiink, illetve az igény-
pontokban szerepelnek, ezeket a komponenseket a
kitben adott esetben olyan reagensekkel egészitjiik ki,
amelyek az (1) oligomernek a hullimvezetdn valé rog-
zitéséhez sziikségesek; az ilyen reagensek példaiként
hozzuk fel azokat, amelyekre az aldbbiakban bemuta-
tand6 médszerekben hivatkozunk.

A taldlméany minden szempontjét tekintve érvényes-
nek tartjuk, hogy megcélozhatunk egyidejiileg egynél
tobb jellemzé szekvenciat, oly médon, hogy a rogzitett
oligonukleotidnak és az ezzel kapcsolt fluoreszcencié-
san kimutathaté k6tGanyagnak egynél tobb tipusat alkal-
mazzuk az eljarasban, illetve a kivitelezésére alkalma-
zott berendezésben.

A taldlmany szerinti eljaras eldnyei az anal6g im-
munvizsgilati modszerekkel szemben a kovetkezdk:

(a) a rogzitett komponensnek a hullamvezetd feliile-
tén valo siirlibb burkolata folytdn nagyobb érzékenység
és dinamikus tartomany érhetd el, és a tobbszorosen faj-
lagos feliiletek 1étrehozasa konnyebbé valik;

(b) az analit és a rogzitett és szarmazékka alakitott
oligonukleotidok kézotti kotddés a hibridizalasi koriilmé-
nyek és az oligonukleotidok hosszanak valtoztatdsaval
szabélyozhato, igy az adott teszt fajlagosséga €s érzékeny-
sége finoman beéllithaté az igényeknek megfelel6en;

(c) az immunologiai vizsgalatoknak korlatot szab a
reagensek hozzaférhet8sége, stabilitdsa, az antigénvalto-
zékonysdg, az antigénhelyek maszkirozasa és az anti-
test/antigén komplexek disszociacios 4llandoi. A génpro-
bavizsgalatok mindezen szempontok tekintetében poten-
cialisan jobbak;

(d) a fluoreszcens immunoldgiai vizsgalatok hia-
nyossaga, hogy a kormyezeti szennyezdk interferencia-
ja és a nem fajlagos kotGdés befolyasoljak, mig a gén-
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probavizsgélatokhoz szitkséges magasabb homeérséklet
(azaz a 37 °C hémérséklet helyett 60 °C feletti h6mér-
séklet) csokkenti a szennyezGknek a detektor feliiletén
vald nemkivant adszorpciodjat;

(e) a nukleinsav komplexekkel az immunkomp-
lexekhez viszonyitva nyerhetd alacsonyabb disszocia-
ci6s komplexeknek koszonhetGen realizdlhatd az eva-
neszcens hullamdetektor-technolégia teljes érzékeny-
sége.

A vizsgalando mintakat hasznalhatjuk a kérnyezet-
ben vald el6fordulasuk formajaban (példaul a szabad
RNS- vagy DNS-oligonukleotidokat) vagy elékezelhet-
jik példaul sejtlizalasos eljarasokkal, DNS/RNS beto-
ményitéssel vagy sokszorozassal (példaul Taq polime-
raz alkalmazédsdval végzett polimerdz lancreakcidval),
tovabba restrikcios enzimmel megvalositott lebontassal
(példaul jobban kezelhetd méretii oligonukleotidok nye-
résére).

A taladlmany szerinti eljarasban és kitekben rejl6 le-
hetGségeket az alabbiakban példakkal vilagitjuk meg a
korlatozas szandéka nélkiil, a példakban az 4brékra hi-
vatkozunk; a példakon tilmend megvaldsitasi modok a
példak tiikrében szakember szamara nyilvanvaloak.

Az alabbiakban az dbrakat ismertetjiik.

Az 1. bran a példakban szereplé evaneszcens hul-

lamdetektor 1ényeges elemei lathatok.

A 2. abran egy optikai szl hullamvezet6hoz kovalen-
sen kapcsolt komplementer szekvencia-
nak egy fluoreszceinnel jelzett 20-merrel
vald hibridizalasakor kapott fesziilt-
ség/id6 fuiggvényt mutatjuk be.

A 3. dbran komplementer és kontroll oligonukleo-
tidok fajlagos hibridizalasakor kapott kon-
centracid/hatas gorbéket mutatunk be, a
koncentraciét nmol oligomer/liter érték-
ben, a jelet mV/min értékben adjuk meg.

A 4. dbrén a mintaoldatnak a hullamvezetdt tartalma-
z0 szabalyozott hémérsékletd kamran
valo ataramlasi sebességének hatisat mu-
tatjuk be a hibridizécios jelre; a jelet
(mV/min) az aramlasi sebesség (ml/min)
fuggvényében abrazoljuk.

Az 5. dbran a hdmérsékletnek a hibridizacio sebessé-
gére gyakorolt hatasat mutatjuk be; a jelet
(mV/min) a h6mérséklet (°C) fiiggvény¢é-
ben abrazoljuk egy fluoreszceinnel jelzett
20-mer minta 50 mg/ml-es koncentracio-
ja esetén.

A 6. abran oligonukleotid hibridizacié pH profiljat
mutatjuk be optikai szal hullamvezetdn;
a jelet (mV/min) a pH figgvényében ab-
razoljuk.

A 7. dbran egy kovalensen kotott, 204 bazisbol allé
oligonukleotid proximalis (k6zelebbi) és
disztalis (tavolabbi) végével komplemen-
ter oligomerek 8 nmol/l-es oldatabol
vald kotédést mutatjuk be.

A 8. abran a talalmany szerinti eljaras megvaldsita-
si modjai kozil kettdnek a molekularis
alapjat mutatjuk be vazlatosan.
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Az alabbiakban az eljarast ismertetjiik.

Minthogy az oligonukleotidok hosszi 1anct moleku-
lak, amelyeknek hossza Gsszevetheté az evaneszcens
z6nak mélységével, vizsgalatokat folytattunk révid,
fluoreszceinnel jelzett oligonukleotidoknak egy 204 ba-
zisbol 4116 oligomer valamely végéhez valo hibridizala-
saval, az egyik végén a hullimvezet6 feliilet€hez rogzi-
tett Bacillus anthracis véd antigén génbdl sokszorozas-
sal kapott fragmentumot hibridizaltunk a préba hossza-
nak a kimutatasra gyakorolt hatasa vizsgalatara.

Az alkalmazott anyagok az aldbbiak: glutdralde-
hid, 3-amino-propil-trietoxi-szilan (APTS), Tween—20,
Ficoll, formamid, poli(vinil-pirrolidon), marhaszérum-
albumin V frakcié (BSA), streptavidinnel jelzett torma-

5

10

lin-6-szulfonsav) (ABTS), natrium-klorid és trinatrium-
citrat, melyek beszerzési helye a Sigma Chemical Com-
pany, Poole, UK; natrium-dihidrogén-ortofoszfat, nat-
rium-hidrogén-ortofoszfat, natrium-dodecil-szulfonat
(SDS), hidrogén-peroxid, hidrogén-klorid és aceton
(AR minGségiiek), beszerzési helyiik a BDH, Poole UK;
amménium-hidroxid, beszerzési helye: Aldrich, Gillin-
gham, Dorset, UK; és etanol, amelynek beszerzési helye
Hayman Ltd., Witham, Essex, UK. Agarozgyongydkon
rogzitett streptavidint a Pierce and Warriner, Chester,
UK cégtdl, Cé-kapesolt fluoreszcein, amino vagy biotin
altal modositott véggel bird szintetikus DNS-oligo-
nukleotidokat, amelyek felsorolasat az 1. tiblézatban ad-
juk a British Bio-Technology Ltd., Abingdon, UK cég-

peroxidaz (HRP-SA), 2.2-azino-bisz(3-etil-benztiazo- 15 18] szereztiink be.

1. tablazat
Alkalmazott oligonukleotidok (5°—3")

Azonositdsi szam

Szekvencia

4946
4947
4949
4950
5453
5805
6097
5452

CACGTTGTGGACTGTTTGGA-amino
TCCAAACAGTCCACAACGTG-fluoreszcein
CAACACACCTTAACAC-amino
GTGTTAAGGTGTGTTG-fluoreszcein
Amino-CTTTAATTGTCGCGAGTGTT
Fluoreszcein- AACACTCGCGACAATTAAAG
Biotin-AATTCAAGTACGGTCGCAAT
Fluoreszcein-AATTCAAGTACGGTCGCAAT

A szaloptikaval biré evaneszcens hullimdetektor-
berendezés (19. szam prototipus) és az 1 mmx 65 mm-
es kvarc optikai szalak forrdsa az ORD, North Salem,
New Hampshire, USA). A berendezést az 1. brara valo
hivatkozassal ismertetjilk. A fényt egy 6 W-os volfrim
1 fényforras biztositja, a fény harom 2 kollimald len-
csén halad at, amelyeket egymastol egy 485 mm-es
3 kék szdird és egy 0,8 mm atmérdji nyilassal bir6 4 ta-
karolap vélaszt el, a fény ezt kovetSen egy 50:50 5 su-
garmegszakito eszk6zon verddik vissza, amely iddsza-
konként egy 6 fokuszalOlencsére és egy 7 oligonuk-
leotidot hordozé hullimvezetére iranyitja a fényt. Bér-
mely kotott, példaul hibridizalt vagy beépiilt fluoresz-
cens anyagrol szdrmazo fluoreszcens fényt, amely a be-
jov fényre adott valasz, visszairanyitunk a 7 hullamve-
zet6re a 6 lencséken at, és hagyjuk, hogy a sugdrmegsza-
kito eszkozon haladjon 4t egy 530 nm-es zold 8 szlird
felé, ahonnan egy 9 fényelzaré eszkozon, és egy
10 fokuszalélencsén halad 4t, majd egy mérSberende-
zéssel, példaul egy voltméterrel (amely az abran nem
szerepel) kapcsolt 11 detektoreszkdznek titkozik.

A voltméter kimend fesziiltségét egy Pharmacia
482 tipust grafikus regisztralokésziilékhez kapcsoljuk.
Az optikai szalakat egy dupliktoros dramlasi celldban
tartjuk, amely iiveg kapillaris cs6bol késziil rozsdamen-
tes acél zarosapkakkal és szilikontomitéssel. A hémér-
sékletet egy vizfiirdé vizének az livegduplikatoron (ko-
peny) valo cirkulaltatasaval szabalyozzuk. A hémérsék-
letet héelem alkalmazasaval ellendrizziik. Az optikai
szalakat megtisztitjuk, majd glutaraldehiddel kovalen-
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sen kapcsoljuk, ezt Tijssen (Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology, 15. kotet,
322-323. oldal, szerk.: Burdon és van Knippenburg;
Elsevier, 1985) eljarasa alapjan végezzik.

A szalakat 2%-os acetonos APTS alkalmazasaval
szobahdmérsékleten szilannal kezeljiik, acetonnal mos-
suk, 50 °C hémérsékleten szaritjuk, majd 1 6ra idStar-
tamra 1%-os glutdraldehidoldatba meritjilk, foszfattal
pufferolt séoldattal mossuk, végiil éjszakan at 4 °C hé-
mérsékleten egy amino-terminalissal biré oligonukleo-
tid 10 pg/ml-es oldataban hagyjuk allni. A vizsgalat
végrehajtisara a rogzitett oligonukleotiddal bir6 optikai
szalat ionmentes vizzel oblitjilk, szarazra itatjuk, és be-
helyezzilk az éatiramlasos cellaba. Optimalizalt eset-
ben az alabbi, Anderson & Young (Nucleic acid hybri-
dization — a practical approach, szerk.: Hames and
Higgins; IRL Press, Oxford, 1985, 73-111. oldal) szak-
irodalmi helyrél adaptalt koriilményeket alkalmazzuk.
A vizkopeny hémérsékletét 65 °C-ra allitjuk be.

Perisztaltikus szivattytival elShibridizalé oldatot
(250 ml 20xSSC, plusz 50 ml 100xDenhardt-fele
oldat, 50 ml 0,1 mol/l-es foszfatpuffer és 1 ml
Tween—20 600 ml steril, ionmentes vizhez adva,
pH=6,8-ra bedllitva) szivattyzunk 4t a 25 pl-es at-
aramlasos celldban elhelyezett szdlon 0,5 ml/perc sebes-
séggel 4llando alapvonal nyeréséig. Ezutén a fentivel
azonos 4ramldsi sebességgel bevezetjiik a végén
fluoreszceinnel jelzett cél-oligonukleotidot elShibridiza-
16 oldatban, és a grafikus regisztralokésziilék kijove je-
1ének novekedését kovetjiikk nyomon. Néhany perc mul-
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va az el6hibridizalo oldatot visszakapcsoljuk az 4téram-
lasos celldba, és a homérsékletet 80 °C-ra emeljiik.
10-15 perc alatt minden kétott oligonukleotid deszor-
bedlodik, és a hémérséklet 65 °C-ra csokken, ekkor
ujabb folyamat indithato.

Kezdetben csak révid 16--20-mer oligonukleotido-
kat kapcsoltunk a szalakhoz. A hosszabb probak alkal-
mazdsanak vizsgalatira egy aminoterminalissal biro
204-mert szintetizaltunk PCR-eljaras alkalmazéasaval a
célszekvencian egy primerrel, egy 20-mer alkalmazasa-
val, és egy, a végén aminocsoporttal jelzett oligo.5453
alkalmazasival, mésik primerként ugyancsak egy 20-
mer alkalmazésival, egy, a végén biotinnal jelzett oli-
£0.1222-vel. A be nem épiilt amino-jelzett primert aga-
rozgydngyokon rogzitett sztreptavidin alkalmazasival
eltavolitjuk, hogy a be nem épiilt aminovégzédéssel bird
primerek koziil a kétszalt PCR-terméket elkiilonitsiik.
Az aminocsoporttal jelzett 204 bazisbol allé szélat sza-
badda tessziik a komplementer szalt6l, és a gyongyoket
95 °C hémérsékleten 10 percig melegitjiik, majd gyor-
san lehiitjiik jeges vizelegyben, és a gyongyoket centrifu-
galassal eltavolitjuk. A termelt 204-mer mennyisége ele-
gendS egy 0,85 pg/mi-es oldat készitéséhez, amelyet a
szalakhoz valo kapcsolasra alkalmazunk.

Az oligomerek vizsgalatat a kovetkezd modon vé-
gezzik:

A kezdeti 20-meres vizsgalatoknal a cél- és kont-
rolloligonukleotidok magas szintjét alkalmaztuk. Az
0ligo.4946-t rogzitetten tartalmazé szalat magaban fog-
lalé dtdramlésos cellan 1 ml/perc sebességgel, 60 °C hg-
mérsékleten vezettiink 4t 200 nmol/l-es (1 pg/ml)
fluoreszceinnel jelzett oligonukleotid kontrollt (oli-
£0.4950). A 80 mV-os alapvonal azonnali eltolodasat
észleltiik, majd a kijové jel allandé maradt mindaddig,
mig az elShibridizalo oldatot be nem vezettiik, ekkor a
kijovd jel kordbbi szintjére visszatért. Ezzel ellentét-
ben, ha oligo.4947-t, amely a szalon 1év3 oligo.4946-
tal komplementer, vezettiink be 160 nmol/l koncentra-
cidban (ugyancsak 1 pg/ml), folyamatosan névekva je-
let nyertiink, amelynek kezdeti meredeksége mintegy
350 mV/min. Egy platot értiink el 14 perc elteltével, ek-
kor a kijové jel az alapvonal szintje folott 1140 mV.
A kijové jel ismét esett, amikor 90 °C hémérsékleten
eldhibridizalo oldatot engedtiink 4t az ataramlasos cel-
lan. A kot6dés fajlagossaganak megerdsitéseként a kont-
roll 0ligo.4950 kapcsolédott ahhoz az optikai szalhoz,
melynek felilletén komplementere, az oligo.4949 volt
kovalensen rogzitve.

8 nmol/l-es fluoreszceinnel jelzett oligo.4947-nek a
rogzitett 0ligo.4946-hoz valo hibridizalodasanak idGbe-
li lefolyasat a 2. abran mutatjuk be, a 3. abran fluoresz-
ceinnel jelzett oligo.4950-nek rogzitett oligo.4949-hez

ként valo alkalmazdsaval koncentracié/hatas gorbe for-
majaban. A gorbék meredekségét a mintdnak az atiram-
lasos cellaba valo belépése utan 1 perccel mérjiik.
Optimalizalt koriilmények mellett kapott eredmé-
nyeket mutatunk be a 4-6. abrakon. Az aramlasi sebes-
ség hatdsat 50 ng/ml-es oligo.4947 oldattal vizsgaljuk.
Eredményeinket a 4. abran mutatjuk be. A hibridizalo-
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dds sebességének a hémérséklettdl és pH-t6l valo fiiggé-
sét értékeltilk, és az 5., illetve 6. abrdn mutatjuk be.
A maximélis kot6dési sebességet 65 °C hémérsékleten,
pH=6,8 értéken észleltiik.

A 7. 4brén egy egyik végén hullamvezetd feliileté-
hez kovalensen kapcsolt 204 bézisbél allé oligonuk-
leotid proximadlis vagy disztalis végének valamelyiké-
vel komplementer, fluoreszceinnel jelzett oligonukleoti-
dok 50 nmol/l-es oldatainak kot6dési gérbéit mutatjuk
be. A két valasz kozott kevés kiilonbség volt, mindket-
t3 gyorsan emelkedett egy 48 mV-os (proximalis) vagy
56 mV-os (disztalis) platoszintre, ez mintegy 3 perc
alatt kdvetkezett be, majd a kijévé jelben enyhe csokke-
nés kovetkezett be, amikor az elGhibridizalé oldatot az
ataramlasos cellaba visszavezettiik. A koncentracid/ha-
tas gorbék szerint hibridizalasra a kezdeti meredek sza-
kaszokat alkalmazva a két oligonukleotid kevés kiilénb-
séget mutatott (az eredményeket nem mutatjuk). Az
0ligo.4947 500 nmol/l koncentraciéban kontrollként al-
kalmazva nem k6t6dott a 204-merhez.

Nanomoldris tartomdnyban a kimutatasnal lineéris
oOsszefliggés jelentkezik a hatds meredeksége és a kon-
centracid kozétt, hasonléan azokhoz az eredmények-
hez, amelyeket bioszenzor alkalmazéasival végzett im-
munoldgiai vizsgalatokkal nyerhetiink.

Azokhoz a vizsgilatokhoz, amelyeknél nagy érzé-
kenység sziikséges, az alabbi berendezéseket alkalmaz-
zuk, illetve célszerlien az eljarast az alibbi médon ja-
vitjuk:

Jelzett oligomereket készitlink tobbszoros fluorofo-
rokkal vagy fluoreszcens gyongyokkel jelzett oligonuk-
leotidok alkalmazasaval, vagy fluoreszcens beépiils szi-
nezékeket alkalmazunk a hibridizalédas kimutatdsara.

A bioszenzorvizsgélatot DNS-sokszorozési eljaras-
sal, példaul PCR-eljardssal kombinaljuk, amelyek a
mintan a hullimvezetre valé hibridizaldst megel6zGen
hajthatok végre, elénydsen fluoroforral jelzett primerek
alkalmazdsaval (mint az eljéras eldzGekben ismertetett
valamely el6nyds megvalositisi modjanal), hogy a ter-
mek kimutatdsat javitsuk. Az is lehetséges lenne, hogy
kozvetlen ellendrizziik a PCR-reakcidkat bioszenzor al-
kalmazdsaval. A bioszenzoros vizsgalathoz sziikséges
mintegy 60 mdsodperc id6 nagysagrenddel gyorsabb,
mint a szokasos génprobavizsgalatok idStartama, és
meg sokkal gyorsabb, mint a gyors tesztek, amelyek
mintegy 1 6ra idGtartamot vesznek igénybe [Engleberg.
ASM News 57, (4) 183-186 (1991)].

A detektorfeliilet konny visszaalakithatésaga (recik-
lizdlhatosdga) a kotott nukleinsavaknak melegitéssel
valo eltavolitasa révén elejét veszi az ilyen rendszeri im-
munologiai vizsgélatoknél szokasos problémaknak, és
az eredmény megaddsinak 60 masodperces idétartama
révén az eljarast alkalmassa teszi katonai vagy mas kriti-
kusan veszélyes komyezeti koriilmények gyors azonosi-
tasara. Néhany optikai szalrol azt talaltuk, hogy néhany
napos id6tartamon 4t hasznalva sem jelentkezik romléas
a hatasban.

Mind 5’, mind 3’ B.-jelzett oligonukleotidokat alkal-
maztunk ezzel a faktorral, nem talaltunk nyilvanvalé be-
folyast az eredményekre. Az oligonukleotidokat egy
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204 bazisbol allo oligonukleotidnak a proximalis és
disztalis végéhez is kotottink. Ennek hossza 70 nm
(3,4 nm-es értéket véve a kettds szalu, hélixenként
10 bazist tartalmazé DNS ivének) és 200 nm (az
~0-P-0-C-C-C- molekula vaz menti ismétldése-
inek kotéskozi tavolsagat véve) kozotti lehet. Az evan-
eszcens zona mélysége, amelyet abban a tavolsigban
hatérozunk meg, amelyet a fénynek meg kell tennie ah-
hoz, hogy intenzitdsa eredeti értékének 1/e hanyadara
essen, mintegy 100 nm, ez Osszevethetd a 204-mer
hosszéaval. Mivel a fluoreszceinnel jelzett oligonukleo-
tidok disztélis és proximalis hibridizaciéjara hasonlé je-
leket nyertiink (a disztalis oligonukleotidok esetén né-
mivel magasabb jeleket kaptunk), feltételezziik, hogy a
hosszii oligonukleotid szdlak orienticiéja nem merdle-
ges a hullamvezet§ felszinére.

A 204-mereknek — amelyek egy nagyobb célszek-
venciabol képzddtek PCR révén — csak egy korlatozott
mennyisége volt képes az optikai szalhoz valé kapcsol6-
désra, ez feltehetGen ahhoz vezetett, hogy a koncentra-
ci6 a hullimvezet$ felszinén viszonylag alacsony. Ez
magyarazhatja azt, hogy a vélasz a 7. abran lathaté mo-
don a platot gyorsan eléri, dsszevetve a 2. abran lathaté
lefutdssal, ahol azonos iddskila alkalmazasa mellett a
Jel folyamatosan emelkedik (ahol a rogzitett génproba
nagyobb koncentracioja, 100-szoros vagy nagyobb mér-
tekben toményitett oldatb6l kovalensen kétott). Ha a ko-
t6dés mértékeként inkdbb a platdmagassigot valasztot-
tuk, mint a kibocsétott jel valtozasat, a rogzitett proba
mennyiségének korlatozdsa lehet6vé tette, hogy hama-
rabb érjiik el a telitettséget.

A taldlmany molekularis alapjat a 8. abran mutatjuk
be, ahol a 8A-C. és 8D~F. 4brék a taldlmany szerinti
eljaras elsé, illetve méasodik eldnyds megvalésitasi mod-
jéra vonatkoznak. A 8A. dbrén egy, a cél (B) DNS-szek-
vencidra jellemz§ oligonukleotidszekvencia egy részé-
vel komplementer (A) oligonukleotidszekvencia van
rogzitve az evaneszcens hulldmdetektor hullamvezetén
a fent leirt eljarassal. A 8B. abran a rogzitett oligonuk-
leotidot hibridizaciés koriilmények mellett a vizsgalt
minta oldatanak tessziik ki, és a (B) DNS-szekvencia
az (A) szekvencidhoz hibridizalédik. A 8C. abran a min-
taoldatot egy fluoreszceinnel jelzett (C) oligonukleo-
tidot tartalmazé oldattal helyettesitjiik, amely a cél oli-
gonukleotid hibridizdlatlan maradékaval komplemen-
ter, ebben az esetben ugyancsak hibridizalasnak kedve-
z6 koriilményeket valasztunk, és hasonlé mddon hibri-
dizalodast ériink el. Hibridizalodas esetén a fluoresz-
ceint a hullimvezeté evaneszcens zonajaban 1évé fény
fluoreszkalasra készteti.

A 8D. abran az (A) komplementer szekvenciat az
elézdek szerint az evaneszcens hulldmdetektor hulldm-
vezet6 felszinén rogzitjiik; a 8E. ibran egy mintaoldatot
PCR-kérillmények mellett két primerrel, a (D) és (E)
primerekkel kezeljiik, mindkett6 a (B) cél jellemz6 szek-
vencia valamely végén 1év6 jellemzé szekvencidnak
megfeleld. Azt a primert, amely a szekvencianak a rog-
zitett (A) oligonukleotiddal ellentétes végén hibridizal-
dik, fluoreszceinnel jelezziik, és igy a reakciotermék
egy fluoreszceinnel jelzett (F) célszekvencia. A 8F. 4b-
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rdn az (A) rogzitett szekvenciat hibridizaciés koriilmé-
nyek mellett egy mintaoldatnak tessziik ki, és az (F)
fluoreszceinnel jelzett célszekvencidnak az (A) szekven-
cidhoz valé hibridizalasa mutathaté ki az evaneszcens
hulldmdetektor &ltal indukalt fluoreszcencia révén.

A 8. abran bemutatott eljaras egy elényds formaja
szerint PCR vagy mas fajlagos sokszorozési beépitéses
eljaras alkalmazéasakor az (A) rogzitett oligonukleoti-
dot ugy vélasztjuk meg, hogy ne legyen képes (D) és
(E) primerekkel val6 kot3désre, igy ezek feleslege nem
eredményezi a rogzitett helyek blokkolasat. igy ennél a
forméndl az (A’) oligonukleotid a (B) szekvenciéban
kozpontibb részen hibridizalodik (F) egy részéhez,
mint a (D) primer, ami azt eredményezi, hogy (F) nem
fluoroforhordozé vége a 8G. 4bran bemutatott.

A talilmanynak azt a megvaldsitdsi modjat, amely-
ben beépiil6 szinezéket alkalmazunk, bar it konkrétan
nem mutatjuk be, Ugy valositjuk meg, amint az legjob-
ban a 8A. és 8B. dbrdkon szerepel, ahol ezeket a 1épése-
ket a szinezék jelenlétében vagy késBbbi hozzaadasaval
valésitjuk meg. Az erre a célra alkalmas szinezékek,
€s a kdlcsonhatds koriilményei a szakirodalomban,
példaul a Latt és Wohlleb; Chromosoma (Berl.) 52,
297-316 (1975); Jorgenson és munkatarsai; Chromo-
soma (Berl.) 68, 287-302 (1978) és Jennings és Ridler;
Biophysics of Structure and Mechanism, 10, 71-79,
(1983) szakirodalmi helyen megtalalhatok.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras ndvényi vagy éllati szovetek, mikroorga-
nizmusok vagy sejtmentes szabad RNS vagy DNS ki-
mutatdsira, azonositasira és/vagy mennyiségi meghata-
rozasara, amely eljards abban 4ll, hogy

(i) gondoskodunk egy oligonukleotidrél, amely a
vizsgalando anyag RNS-ére vagy DNS-ére jellemz8
oligonukleotidszekvencia egy részével vagy egészével
komplementer, és ezt egy kritikus frekvencia alatt alkal-
mazott (evaneszcens) hullimdetektor-berendezés hul-
lamvezet8jén rogzitjiik;

(i1) az (i) lépésben nyert rogzitett oligonukleotidot
kitessziik az anyag egy mint4ja oldatanak vagy az ab-
bol szdrmazd DNS- vagy RNS-anyagnak olyan kériil-
mények mellett, amelyek mellett a jellemzd oligo-
nukleotidszekvencidval biré6 DNS vagy RNS hibridizal
vele;

(iii) az (i) 1épés szerinti rogzitett oligonukleotidot
vagy a mintdbdl szarmaz6 nukleinsavanyagot fluoresz-
cencias uton kimutathat6 szerrel kapcsoljuk a (ii) 1é-
pésben végrehajtott DNS- vagy RNS-hibridizalas
elétt, alatt vagy utan Ggy, hogy a fluoreszcencidsan ki-
mutathaté anyag a hibridizalt termékkel kotédjon, de
ne kotédjon a hibridizlatlan rogzitett oligonukleo-
tiddal;

(iv) mérjiik a (iii) 1épésben kotétt fluoreszcencidsan
kimutathat6 szert egy kritikus frekvencia alatt alkalma-
zott hullamdetektor-berendezéssel, és ennek mennyisé-
ge alapjan mutatjuk ki a vizsgalandé anyag jelenlétét,
azonositjuk azt, és/vagy mérjiikk mennyiségét,
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azzal jellemezve, hogy a jellemz6 szekvencia mennyisé-
gét fajlagos szekvenciasokszorozasi eljarassal dusitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a fajlagos szekvencia sokszorozasat evaneszcens
hulldmdetektor hullamvezetdvel érintkezésben 1év6 ol-
datban hajtjuk végre.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy fluoreszcencidsan kimutathaté anyag-
ként olyan fluoreszcencidsan kimutathat6 beépiilé szi-
nezéket alkalmazunk, amely a hibridizacios termék dup-
lexébe épiil be, és a szinezék nem ko6tddik a hibridizalat-
lan rogzitett oligonukleotidokhoz.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a fajlagos szekvenciasokszorozast polimeraz
lancreakcid-sokszorozassal (PCR) vagy ligaz lancreak-
cioval (LCR) valositjuk meg.

5. Az 1., 3. vagy 4. igénypontok barmelyike szerinti
eljaras, azzal jellemezve, hogy fluoreszcenciasan kimu-
tathaté anyagként egy olyan fluoreszcenciasan kimutat-
hat6 oligonukleotidot alkalmazunk, amely az 1. igény-
pont (i1) lépése szerinti hibridizalt jellemz6 szekvencia-
val hibridizalodasra képes.

6. Az 1., 3., 4. vagy 5. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan fluoreszcen-
cidsan kimutathat6 anyagot alkalmazunk, amely fajla-
gos szekvenciasokszorozé primerként tud mikodni,
igy olyan fluoreszcenciasan kimutathaté sokszorozasi
terméket nyeriink, amely evaneszcencidsan kimutatha-
t0, ha egy hullamvezetén rogzitett oligonukleotiddal
hibridizalodik.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a fajlagos szekvenciasokszorozo primer egy poli-
meraz lancreakci6 primer.

8. Az 1. vagy 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy

(1) gondoskodunk egy olyan oligonukleotidrél,
amely a kimutatandé anyag RNS-ének vagy DNS-ének
jellemz6 oligonukleotidszekvencidjanak egy részével
komplementer, és amely egy evaneszcens hullamdetek-
tor hullamvezet§ felszinén rogzitett;

(ii) gondoskodunk egy fluoreszcencidsan kimutatha-
to oligonukleotidrol, amely a jellemz6 szekvencia mara-
dékanak egészével vagy egy részével komplementer;

(iii) az (i) 1épés szerinti rogzitett oligonukleotidot
egy olyan oldattal hozzuk Ossze, amely a vizsgilando
anyagot vagy az abbol szarmazé DNS-t vagy RNS-t tar-
talmazza, az érintkeztetést olyan korilmények kozott
valositjuk meg, amelyek mellett ezek az oligonukleo-
tidszekvencidval hibridizalédni képesek;

(iv) a (iii) 1épés szerinti anyag oldatat egy olyan ol-
dattal helyettesitjiik, amely a (ii) 1épésb8l szdrmazo
fluoreszcenciasan kimutathaté komplementer oligonuk-
leotidot tartalmazza; és

(v) a kotott, fluoreszcenciasan kimutathatd oligo-
nukleotid mennyiségét mérjitk az evaneszcens hulldm-
detektor-berendezéssel, €s ezt vonatkoztatjuk a minta-
ban lévé célanyag jelenlétére, azonositdsara és/vagy
mennyiségi meghatarozasara.

9. Az 1., 6. vagy 7. igénypontok barmelyike szerinti
eljaras, azzal jellemezve, hogy
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(i) gondoskodunk egy olyan oligonukleotidrdl,
amely a kimutatand$ anyag RNS-ének vagy DNS-ének
jellemz8 oligonukleotidszekvencidjanak egy részével
komplementer, és amely egy evaneszcens hullamdetek-
tor hullimvezetd felszinén rogzitett;

(i) gondoskodunk egy olyan fluoreszcencidsan ki-
mutathat6 oligonukleotidrél, amely a jellemz§ szekven-
cia maradéka egészével vagy egy részével azonos;

(iii) a vizsgalando6 anyagbdl szarmaz6 mintén a (ii) lé-
pés szerinti fluoreszcencidsan kimutathaté oligonukleo-
tidnak a primerek egyikeként valé alkalmazasaval sok-
szorozasi reakciot hajtunk végre, hogy ezzel a jelen 1évo
jellemz6 szekvencidkat megsokszorozzuk, €s egyidejd-
leg beépitsiik a fluoreszcencidsan kimutathaté szert;

(iv) az (i) 1épés szerinti, a hullimvezetdn rogzitett
komplementer oligonukleotidot a (iii) lépés szerinti
reakcioelegynek tessziik ki olyan korilmények mellett,
amelyeknél a sokszorozasi terméknek a rogzitett oli-
gonukleotiddal val6 hibridizacidja bekovetkezik;

(v) a rogzitett oligonukleotiddal hibridizalt fluoresz-
cenciasan detektalhatd oligonukleotidot az evaneszcens
hulldmdetektor hullamvezetével mérjiik, és a kapott
eredményt a mintdban eredetileg jelen lévd, sokszoro-
zott anyag mennyiségére vonatkoztatjuk.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy hullamvezetéként egy priz-
mat, lemezt vagy szalat alkalmazunk.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a hullimvezet6t egy sza-
balyzott hdmérsékletl kornyezetben helyezziik el.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a hullamvezet6t egy szabalyozott hdmeérsékle-
tli kamraban helyezziik el.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a hémérséklet olyan szaba-
lyozhatdsagat valositjuk meg, amelyben a komplementer
szekvencidknak a cél RNS- vagy DNS-szekvencidkhoz
vagy a polimeraz lancreakci6 denaturacios, hibridizacios
¢s kiterjesztéses hémérsékleti ciklusai megvalosithatok.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti elja-
1as, azzal jellemezve, hogy a fluoreszcenciasan kimutat-
haté komplementer oligonukleotidokat Ugy biztositjuk,
hogy a megfeleld oligonukleotidokra fluoreszcens jelet
visziink fel egy olyan egység felvitelével, amelyhez
egy fluoreszcens anyag kotodhet, vagy egy olyan en-
zim vagy katalizator révén, amely fluoreszcens anyag
létrehozaséra képes.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a komplementer oligonukleotidra fluoresz-
ceint visziink.

16. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az oligonukleotidra egy olyan enzimet vagy ka-
talizatort visziink, amely fluoreszcens anyag létrehozasa-
ra képes, és a fluoreszcencianak az evaneszcens hullam-
detektor-berendezéssel vald leolvasasat megelézen en-
nek az enzimnek vagy katalizatornak a szubsztrétjat ada-
goljuk be.

17. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy az anyagot RNS-ének vagy
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DNS-ének hasitasara restrikcios endonukleazokkal eld-
kezeljiik.

18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy komplementer vagy azonos
oligonukleotidokként egymastol figgetlenil 5-30 ba-
zis hosszusagu oligonukleotidokat alkalmazunk.

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy 10—25 bézis hosszlisagu oligonukleotidokat al-
kalmazunk.

20. A 19. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy 1520 bazis hossz(isagu oligonukleotidokat al-
kalmazunk.

21. Az 1.,2,3.,4, 14, 15, 16. vagy 17. igénypon-
tok barmelyike szerinti eljarisban valé alkalmazésra
szolgalod vizsgalati kit, azzal jellemezve, hogy

(A) a kimutatand6, azonositandé vagy mennyiségi-
leg meghatirozand6 anyag RNS-ére vagy DNS-ére jel-
lemz6 oligonukleotidszekvencia részével vagy egésze-
vel komplementer oligonukleotidot tartalmaz egy evan-
eszcens hullamdetektor-berendezés hullamvezetdje fel-
szinén rogzitve, és

(B) egy fluoreszcenciasan kimutathaté beépild szi-
nezéket tartalmaz.

22.Az 1,3, 4,5, 8., 14,15, 16. vagy 17. igény-
pontok barmelyike szerinti eljarasban valo alkalmazas-
ra szolgalo vizsgalati kit, azzal jellemezve, hogy

(A) egy evaneszcens hullimdetektor-berendezés
hullimvezetdje felszinén rogzitett allapotban tartalmaz
egy olyan oligonukleotidot, amely a kimutatando, azo-
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nositand6 és/vagy mennyiségileg meghatirozando
anyag RNS-ére vagy DNS-ére jellemz6 oligonukleotid-
szekvencia egy részével komplementer, és

(B) egy fluoreszcenciasan kimutathat6 oligonukleo-
tidot, amely a jellemzd szekvencia maradékanak ege-
szével vagy egy részével komplementer.

23. Az 1,3.,4.,5,6., 7,9, 14, 15,, 16. vagy
17. igénypontok barmelyike szerinti eljardsban vald al-
kalmazasra szolgalé vizsgalati kit, azzal jellemezve,
hogy

(A) egy evaneszcens hulldmdetektor-berendezes
hullimvezetdje felszinén rogzitetten egy olyan oligo-
nukleotidot tartalmaz, amely a kimutatando, azonosi-
tandd és/vagy mennyiségileg meghatarozandé anyag
RNS-ére vagy DNS-ére jellemzd oligonukleotidszek-
vencia egy részével komplementer, és tartalmaz

(B) egy fluoreszcencidsan kimutathaté oligonukleo-
tidot, amely a jellemzd szekvencia maradékdnak ege-
szével vagy egy részével azonos.

24. Az 1-20. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rasban valé alkalmazasra szolgald vizsgalati kit, azzal
Jjellemezve, hogy olyan oligonukleotidokat tartalmaz,
amelyek a kimutatand6, azonositando és/vagy mennyisé-
gileg meghatarozand anyag RNS-ére vagy DNS-ére jel-
lemz8 oligonukleotidszekvencia egészével vagy egy ré-
szével komplementerek, és ezzel egyiitt tartalmaz még
olyan reagenseket, amelyek a fenti oligonukleotidoknak
egy evaneszcens hullimdetektor-berendezés hullamve-
zet6jén valo rogzitéséhez szitkségesek.
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