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(57) KIVONAT

A tallmény tdrgya eljirds enzimmel kapcsolt moleku-
laris szonddk eld4llitds4ra, amelyek biomolekuldk en-
zimreakci6 alapjin térténd kimutatdsdra alkalmazha-
ték. A biomolekuldk kimutatdsa tigy torténik, hogy az
oldatban vagy egy gélben taldlhat6 vagy egy I szildrd
fazison kotott biomolekuldt egy enzimmel kapcsolt
molekuldris szondédval felismertetnek, a molekulris
szondéhoz kapcsolt vagy onnan lehasitott enzimet egy
szubsztrittal, egy koszubsztrit jelenlétében reagéltat-
jak, és az 4talakitott szubsztratot egy II vagy III szildrd
fazison kimutatjik. A taldlmény kilondsen olyan mole-
kuldris szondékra vonatkozik, amelyek aminogliiko-
zid-foszfotranszferdzhoz vannak kapcsolva.

A leirds terjedelme: 24 oldal
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A talilmény trgya eljirés enzimmel kapcsolt Gj mole-
Kuléris szondsk el64llitdsdra, és ezek segitségével bio-
molekulik kimutatéséra.

A tal4lméAny szerinti eljirdssal el6llitott molekuléris
szondsk biomolekuldk enzimes reakcién alapul6 kimu-
tatdséra alkalmazhaték. A szonddk a molekuldrbiol-
gia, orvostudomény, biolégia, genetika, fitopatolégia,
géntechnol6gia, mezdgazdasag €s Allatgybgyészat te-
én hasznosithatok.

Biomolekulk enzimmel kapcsolt molekuldris szon-
dAkkal t6rténd kimutatdsa ismert. E célra eddig mind
immunreaktiv szond4kat (1. példdul Immunoenzymatic
Techniques, Hrsg. S. Avrameas et al., Elsevier Science
Publishers Acids, Res., 12, 3435-3444, 1984), mind
més biomolekuléhoz specifikus affinitdsmutaté szon-
dkat kapcsoltak enzimekhez. Kapcsol6enzimként
tobbnyire alkalikus foszfatdzokat, galaktozidézt, gli-
koamilézt, gliilk6z-oxid4zt, ghikoronidézt, laktét-de-
hidrogenézt, laktoperoxidazt, peroxidézokat, ribonuk-
ledzokat &s. tirozindzt alkalmaztak molekuldris szon-
dékhoz, szokésos térh4lésité szerekkel torténd kapeso-
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lésra (S. Avrameas, T. Ternynck, J. L. Guesdon, Scand.

J. Tmmunol., 7-23, 1978). A kimutatési reakci6kban
alkalmazott enzimek mindeddig a fent emlitettekre
korlatoz6dtak, azaz ezek koziil csak korldtozott szamiit
alkalmaztak. Ennek a korltoz4snak egyik alapja az,
hogy més szubsztritok nehezen mutathat6k ki. Eddig
tilnyomérészt olyan szubsztrétokat alkalmaztak, ame-
lyek az enzimreakci6 utdn szines reakciSterméket ad-
nak. A szilard fizison megkotdtt biomolekuldk kimuta-
tési eljarés4nél az enzimmel kapesolt szonddk segitsé-
gével az étalakitott szubsztrit kimutatdsat eddig min-
dig vagy ugyanazon a szildrd fézison, amelyen a bio-
molekula helyezkedett el, vagy az oldatban tudtik
megoldani. Egy ilyen kimutatési eljarés elvi lefoly4sit
példdul R. H. Yolken ismerteti az Immunoenzymatic

Techniques id. h. 274. oldalén, egy antigén meghatéro-

z4sa kapesdn (immunolégiai kimutatés):

1. Egy, a meghatdrozandé antigén elleni 1 antitestet
egy mikrotiterlap faldn rogzitenek;

2. Hozz4adjik a tesztanyagot, a jelen levé antigént az
antitest megkoti;

3. Mos4sok utdn egy enzimmel kapcsolt 2 antitestet
adnak hozz4. Ez az 1 antitesttel kotott antigénnel
reagél;

4. Mosésok utn egy szubsztratot adnak hozz4. A mik-
rotiterlap faldn rogzitett enzim (1 antitest — antigén —
2 antitest — enzim) a szubsztritot 14that6 forméra
alakitja. Az oldatban mérhetd szinintenzitds ardnyos

' a tesztanyagban lev6 antigén mennyiségével.
Ezeknél a kimutatési eljérésoknél t6bbnyire vizold-
hat6 reakci6termékek képz&dnek. A vizben nem oldé-

d6 termékek a hordozéanyagokon kicsapédnak.
Az eddig alkalmazott enzimek tulajdonségai kovet-
keztében az ezeken a szond4kon kozvetlenill megkotott
enzimek nem alkalmazhat6k extrém koriilmények ko-
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mindig ugyanazon a szildrd fézison végezték, amelyen
a célmolekula tallhat6 (példdul egy antigén kimutatd-
sa blotting utén nitrocellulézon poliakrilamidgélbol pe-
roxidézzal kapcsolt antitestekkel).

Ennél a kimutatdsnél az antigént a poliakrilamidgél-
elektroforézis utén elGszor egy sik feliletd hordoz6-
anyagra viszik 4, és ott rogzitk. A hordozéanyagot,
amelyen az antigén talslhaté, ezutin enzimmel kap-
csolt antitest jeleniétében inkubaljdk, amelyhez igy az
antigén hozzékot6dik. Mosés utén, amelynek sordn a
felesleges, enzimmel kapcsolt antitest kimos6dik, egy
oldhaté szubsztritot, példéul diamino-benzidint vagy
4-I6r-naftolt adagolnak, hidrogén-peroxid jelenlété-
ben. A peroxidiz a szubsztritot vizben oldhatatlan,
szines termékké alakitja (diamino-benzidin: barna, 4-

' Klér-naftol: ibolya), amelyek azokon a helyeken, ahol

az antigén-antitest-peroxidéz-komplex tal4lhatd, a hor-
dozén kicsap6dnak, és igy az antigén helyzetét a fel-
osztott proteinelegyben a hordozéanyagon jelolik.
Tlyenkor tehat az antigént ugyanazon a hordozéanya-
gon, amelyen 1ogzitve van, szinesen jelolik. Az ilyen
hordozéanyagok tjrafelhasznélésa a szinezékkel vég-
zett enzimes kimutatési reakci6k utin nehezen oldhat6
meg, mert a kotott szinezékmolekula legtobbszor mel-
1ékreakci6t indit, és igy a kovetkezs 1épésekben héttér-
problémékat okoz.

A szinreakci6kkal végzett kimutatasi eljardsok érzé-
kenysége mindig kisebb, mint a radioaktiv kimutatési

- eljardsoké. A specifikus nukleinsav-szekvencidk en-

zimmel kapcsolt hibridizciés szonddkkal végzett ki-
mutatésa elvileg hasonl6an megy végbe. Kiilonosen a

" npagyon kis mennyiségd biolégiai anyagokbdl végzett
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ztt (példaul hibridiz4ci6s koriilmények, magas homér-

séklet vagy detergens jelenlétében).
Olyan biomolekulék kimutatésakor, ahol a biomole-
kula szildrd fizison van rogzitve, eddig a kimutatdst
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nukleinsavszekvencia-kimutatdsokn4l, példéul mini-

malis DNS-mennyiségekbdl egyes gének kimutatdss-

nél szikséges lényegesen érzékenyebb kimutatési
médszereket alkalmazni.

Eddig nem volt lehetdség arra, hogy biomolekuldkat
enzimmel kapcsolt szondék segitségével a biomoleku-
14t61 fiiggetlen hordozéfeliileten mutassunk ki.

Molekul4ris szondaként szdmos kémiai vegyiilet és
biomolekula emlithets, amelyek specifikus affinitést
mutatnak mé4s biomolekuldkhoz, és igy azok kimutaté-
séra vagy affinitds kromatogréfids tisztitdséra alkalma-
sak. Ilyen szondék példdul:

— immunreaktiv szondk, példul antitestek, antiszéru-
mok, immunolégiailag reaktiv fehérjék;

— hibridiz4ci6s szondék, péld4ul kilénb6z6 lanchosz-
szlsigl nukleinsavfragmensek, DNS- és RNS-mo-
Jekulék;

— fehérjék, amelyek egy mésik biomolekuléhoz speci-
fikus affinitdst mutatnak, példdul avidin, lektin,
sztreptavidin;

— szerves vegyiiletek, amelyek biomolekuldkhoz spe-
cifikus affinit4st mutatnak, péld4ul biotin.

A molekulérbiol6gidban specifikus biomolekulak
(célmolekuldk) kimutatssa gy torténik, hogy a célmo-
lekula a molekuléris szond4val reagél (péld4ul immun-
reakciban, hibridiz4lsskor), majd a szonddkat vagy
kozvetleniil jelolik (példdul radioaktivan, fluoreszcens
szinezékkel), vagy egy mésodik kimutatérendszerrel
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kapcsoljak, amely egy tovabbi specifikus reakciéval a

célmolekula kimutatisit eredményezi, (példdul szine-

zék levalasztdsa, majd fotografikus kiértékelés). Az
ilyen kimutatési eljirdsokat szdmos publikéci6ban is-
mertették, és ezek a technika 4llasa szerint ismertek.

Az ilyen kimutatdsi reakci6kban enzimek kapcsoldsa

szondakhoz fokoz6dé szerephez jut, 14sd példdul Im-

munoenzymatic Techniques, id. h. és Laboratory Tech-

niques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol.

15, Hrsg. R. H. Burdon und P. H. van Knippenberg,

Kapitel 11, Preparation of Enzyme — Antibody or Other

Enzyme Macromolecule Conjugates, S. 221-278,

Amsterdam stb. (Elsevier Sciences Publishers) 1985.
Szdmos enzimet kapcsoltak mar példdul antitestekhez

(S. Avrameas, T. Ternynck, J. L. Guesdon, id. h.): alkali-

kus foszfatizok, galaktozidak, glikoamindz, gliikéz-oxi-

déz, glitkoroniddz, laktat- dehidrogeniz, laktoperoxidéz,
peroxidéz, ribonukleéz, tirozindz. Avrameas és munka-
tirsai szerint az enzimeknek, amelyeket molekuldris

szond4kon t6rténd régzitéshez alkalmazunk, bizonyos 4l-

taldnos kovetelményeknek meg kell felelniiik:

1. Magas specifikus aktivitds és a szubsztrit magas
atfolyési ardnya;

2. J6 stabilitds szobahdmérsékleten, és a mikddési hé-
mérsékleten;

3. Semmi vagy nagyon csekély aktivitdsveszteség a
kapcsol4s utén;

4, Kénnyd hozzéférhetSség nagy tisztasdgd formaban
konnyen hozzaférhetd anyagokbdl vagy egyszerd
preparélés.

Ezeknek a feltételeknek az eddig alkalmazott enzi-
mek csak részben felelnek meg. A kimutatési reakci6k-
ban leggyakrabban alkalmazott enzimek a peroxiddzok
és az alkalikus foszfatdzok. Az enzimek viszonylag
csekély termostabilitdsa kiildnosen a hibridizéci6s re-
akciékban torténd alkalmazéskor (példdul 48 ora
hosszat 65 °C-on) okoz nehézséget, illetve teszi az
alkalmazést lehetetlenné. '

Az eddig alkalmazott enzimek egy tovabbi hitrinya,
hogy ezeket 4ltaldban szines reakcidkban alkalmazzdk
kimutatisra, ahol viszonylag gyenge kimutatési érzé-
kenység érhetd el. A P-ral jelzett foszfat 4tvitelével
lényegesen érzékenyebb kimutatds lenne lehetséges,
mint az emlitett eljardssal. A 32P-ral jelzett foszfit egy
szubsztritra torténd 4tvitelét egy szonddhoz kapcsolt
enzim segitségével azonban még nem irték le.

Enzimek molekuldris szondékra torténé kapcsold-
sakor kapcsol6reagensként rendszerint azonos funk-
ciés csoportokat tartalmazé bifunkcionélis molekul4-
kat, péld4ul glutdraldehid 1. példéul Avremeas, Bull.
Soc. Chim, Biol. (1968) 50, S. 1 169 ff], benzokinon
[l. példdul M. Renz, CH. Kurz (1984), Nucl. Acids
Res. 8, 3435-3444]), biszimidoészter [1. példdul W. C.
Mentzer et al., J. Protein Chem. (1982) 1, 141-155]
vagy kiilonb6z6 funkcis csoportokat tartalmazé bi-
funkci6s molekuldkat alkalmaznak, példéul azido-
aril-oxi-szukcinimid {l. péld4ul T. H. Ji és J. Ji Anal.
Biochem. (1982) 20, 372-8], azido-aril-tio-ftdlimid
[l. példdul R. B. Moreland et al., Anal. Biochem.
(1982) 121, 321/6}.
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A biotin-avidinnek (streptavidinnek) egyre nagyobb
a jelentGsége, mivel alkalmazdséival egy, a 8-szorosig
fokoz6d6 kaszkiderdsités érhetd el (1. példdul 4 463
090 sz4md amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi
leiras). A kimutatérendszer legtobbszor streptavidinhez
vagy biotinhoz kapcsolt peroxiddzb6l vagy alkalikus
foszfatazbdl 4ll, tigy, hogy a kimutatdshoz szinreakci6t
alkalmaznak. A jelenleg legérzékenyebb hibridizdcids
eljirisban (példiul az emberi DNS-bél az egyes gének
kimutatsa) ezek a szondédhoz kapcsolt enzimmel vég-
zett, nem radioaktiv kimutatisi eljirisok a kdzvetlen
radioaktivan jelzett nukleinsavszondédkhoz képest alul-
maradnak. Kiilénésen ezen a teriileten van sziikség
olyan médszerekre, amelyek lényegesen magasabb ki-
mutatisi érzékenységgel rendelkeznek.

Az eddig alkalmazott szonddkkal egyrészt a bio-
tin/avidin kaszk4d alkalmazésa mellett is csak a 8-szo-
rosig terjedd erdsités érhetG el, amelynek sordn azon-
ban ugyanazon a szildrd hordozén dolgoznak. Szinezék
levilasztasén alapulé kimutatasi eljirdsok sordn ilyen
erdsités nem érhetd el, ezen kiviil a kicsapédott szine-
z8k kovetkeztében a biomolekula djrafelhaszndldsa
rendszerint nem lehetséges.

Az enzimmel kapcsolt szondédkkal végzett kimuta-
tashoz eddig a szinezékeljardst kototték, amelyeknek
sordn az autoradiografids médszerek nagyobb kimuta-
tAsi érzékenységét nem hasznéltdk ki. A radioaktiv ki-
mutatds jelének felerGsitéséhez jelenleg nem 4llnak
rendelkezésre enzimek, amelyek minden reakciélépés
koriilményeihez megfelelnek. '

A taldlmény célja, djfajta, enzimmel kapcsolt mole-
kuldris szond4k, ezek eldéllitisdnak és ezen ujfajta,
enzimme! kapcsolt molekuldris szondédk alkalmazésa-
val biomolekuldk fokozott érzékenységgel torténd ki-
mutatisi eljirdsdnak biztositdsa.

A feladat tehit az volt, hogy molekuldris szondakat
kapcsoloképes enzimekkel kapcsoljuk, és biomoleku-
14k kimutatdséra olyan eljirdst dolgozzunk ki, amely-
nek sorin ezeket az enzimmel kapcsolt molekuldris
szondédkat, a kotéshez és az 4talakitott szubsztrat kimu-
tatisdhoz specidlis szilard fézist alkalmazva magas ki-
mutatdsi érzékenységet érjiink el.

A taldlmany szerinti eljards, biomolekulék enzimmel
kapcsolt molekuldris szondékkal torténé kimutatiséra,
azzal jellemezhetS, hogy az oldatban megtaldlhat6
vagy gélben vagy egy els szildrd fézison kotott bio-
molekulét egy enzimmel kapcsolt molekuldris szonda
felismer, a molekul4ris szond4hoz kapcsolt vagy leha-
sftott enzimet egy szubsztréttal egy segédszubsztrét
jelenlétében reagéltatjuk, és az 4talakitott szubsztrétot
egy masodik vagy harmadik szildrd fdzison kimutatjuk.

A talflmény szerinti eljirdssal elGszor biztositunk
olyan médszert, amelynek sorén a biomolekula felis-
merési 1épése &s kimutatdsi 1épése a kimutatési eljarés-
ban kiilénbdzd fazisokon, példéul két hordozéfeliileten
megosztott enzimekkel megy végbe, és igy a mésodik
fazison a felerGsitési lehetGségek az enzimreakci6val
teljesen kihasznathat6k.

A taldlmény szerinti eljardsnak szdmos véltozata le-
hetséges, amelyek azonban ugyanazon elvi Iépésekbdl

3
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4llnak. A biomolekulék kimutatésa a taldlmény értel-
mében tehéit a kovetkezS 16pésekbal 4ll: '

a) Felismerési 1épés, amelyben az enzimmel kap-
csolt molekuléris szond4k az oldatban, gélben talélhat6
vagy szilard, I fézisra kotott, specifikus affinitéssal
rendelkezd biomolekulshoz kapcsolédnak;

b) Mosési 1épés, amelyben a folosleges, enzimmel
kapesolt molekuléris szond4t kimossuk és/vagy levé-
lasztjuk; : '

c) Enzimreakci6-1épés, amelyben a szubsztritot egy
koszubsztrét jelenlétében az enzimmel 4talakitjuk; '

d) Elv4lasztisi 1épés, amelyben az 4t nem alakitott
koszubsztratot és adott esetben a szubsztrétot kimossuk
vagy levélasztjuk; - S

d) Kiértékelési 1épés, amelyben -az Atalakitott
szubsztrétot egy szilird, IT vagy TII fézison mérjik
vagy alkalmas kimutatdsi eljéréssal kimutatjuk.

A fenti 1épések mindegyikében tovébbi szémos vari-
4ci6ra van lehetdség a biomolekuldk kimutatdsi m6d-

szereinek sokfélesége alapjin. fgy példaul elképzel- -
hetd, hogy a kimutatand6 biomolekula oldatban vagy
szil4rd fazison megkotve van jelen. Ilyenkor a szilird

f4zis nemcsak szemcsés vagy sik feliletd hordoz6 le-
het, hanem gél is, amelyben a biomolekulék szabadon
mozoghatnak, vagyis nem megkotve vannak jelen. Gé-
Iek Tehetnek a molekuldrbiol6gidban szok4sosan alkal-
mazhat6 agar6zgélek és poliakrilamidgélek, amelyeket
rendszerint az elvalasztisi midveletben alkalmaznak.

A mosési és elvélasztési 1épésekben szintén szAmos
vari4ci6ra van lehetfség, mivel ezek szdmos részlépes-
b6l 4llnak, amelyeket ismert médon végziink. fgy pél-
dful a szildrd fizison végzett mosést kiilonbdzd, a
rendszerhez bedllitott pufferrel végezhetjik. Szitkség

lehet azonban arra is, hogy egy vagy tobb komponenst
levalasszunk, ami oszlopok, elvélasztégélek vagy kro- -

matografifs modszerek segftségével torténhet. Més-
részt lehetGség van arra, hogy csak a biomolekulakbol
és az enzimhez kapcsolt molekuldris szonddbél 4116
komplexet vélasszuk le, majd az enzimreakci6- 16pés-
ben mutassuk ki. Lehetséges az is, hogy a lépések

egyikében az enzimet a szond4tdl ismét elvalasszuk, -

majd a kimutatést a szubsztrattal és a koszubsztréttal
torténd reakci alapjdn egy szilérd fézison végezzik.
Sz4mos lehetdség van tehét az enzimreakci6-1épés
kivitelezésére. Torténhet oldatban, vagy végezhetG szi-
lard fizison vagy gélben. Ha az enzimreakci6-1épést

példéul oldatban végezziik, akkor a szubszirdt dtalaki- '

tAsi termékét végiil egy szilard fézison kell megkotni és

kimutatni. Ez azt jelenti, hogy egy olyan hordoz6-

anyagnak kell rendelkezésre 4lInia, amely az 4talakitott
szubsztrétot szelektiven megkoti. Ha azonban az en-
zimreakci6-1épést mér szildrd fézison végeztik, azaz a
szubszirét és/vagy az enzim, amelyet még a biomole-
kuléb6l &s molekuldris szond4b6l 4l16. komplexhez
kapcsolunk vagy abb6l lehasitunk, egy szilard hordo-
z6n taldlhaték, akkor a szubsztrétot a szildrd fézison
alakitjuk 4t, majd kimutatjuk, amelynek sorén az 4t
nem alakitott koszubsztritot gondosan levalasztjuk. Ha
az enzim, amelyet a biomolekuldbél és molekuldris
szond4b6l 4116 komplexb6l lehasitottunk, oldatban

4

— . -————molekuléris szond4t tartalmaz,

vagy gélben taldlhat6, akkor is torténhet ez az Atalaku-
14s szilard fazison, majd az 4talakitott szubsztrat ezen
Kimutathat6. Az 4t nem alakitott szubsztrétot ilyenkor
_ s lev4laszthatjuk, ez azonban a legtdbb esetben nem
5 szikséges.
Az elényos lehetdségek kozil egyet a kovetkezdk-
‘ben kozelebbrdl lefrunk. :

L véltozat )
10 a) A biomolekulékat gélben vagy més elvilaszté- és
" hordozéanyagban szétvalasztjuk, és a biomolekuldkat
" tartalmaz6 géleket vagy mds elvilaszté- és hordoz6-
-anyagokat egy oldattal, amely egy enzimmel kapcsolt
érintkeztetjiik, amely-
15 nek sorén a biomolekula és a szonda egyméssal reagél,
~ tigy, hogy &gy, a biomolekuldb6l és az enzimmel kap-
csolt molekuléris szondabl 4116 komplex keletkezik 2
gélben (felismerési 1épés);
" b) A mosési 1épésben a folosleges, enzimmel kap-
90 csolt molekul4ris szond4t a gélbél kimossuk vagy levé-
-lasztjuk; , -
¢) Az enzimreakci6-lépésben a gélt egy mésodik
géllel vagy elvalaszt6- és hordoz6anyaggal hozzuk
érintkezésbe, amely a szubsztrdtot és a koszubsztratot
25 - tartalmazza, és 4 szubsztrétot Atalakitjuk; '
d)" Az elvélasztssi 1épésben a mésodik gélt vagy
elvélaszté- s hordoz6anyagot a hozzéadott szubszt-
réttal egyiitt egy II szildrd fézissal érintkeztetjik,
amelyen az 4talakitott szubsztrét szelektiven megkd-

-30  t6dik; -

~ e) Amosési 1épések utdn a kimutatési Jépésben a oI
- szil4rd fézison levé 4talakitott szubsztrétot radioaktivi-
t4s mérésével, autoradiografisval vagy mis alkalmas
kimutatdsi m6dszerekkel kimutatjuk.

“Ennek az eljirdsnak egy specidlis eset€ben az a) €s
b) 1épések utén a gélt, amely a biomolekulébdl és az
enzimmel kapcsolt molekuléris szond4b6l 4116 komple-
xet tartalmazza, egy koszubsztrdt jelenlétében egy II
szilird fizissal érintkeztetjiik, amelyen a szubsztrét
40 meg van kotve, és az enzimatikusan 4talakitott szubszt-

rétot a IT szilérd fazison mutatjuk ki.

Bz aspeciélis médszer alkalmas arra is, hogy enzim-
tesztben az enzim hatékonysdgat vizsgiljuk, ezéltal a
taldlmény szerinti- eljirds egy tovabbi alkalmazisi

45 moédjatkapjuk. - ' o
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II, vdltozat )
a) A felismerési 1épésben az enzimhez kapcsolt mo-
Tekuléris szonda és a biomolekula oldatban tal4lhat, és
50 ott kapcsolédnak; '
b) A mosési 1épésben a folosleges, enzimmel kap-
csolt molekul4ris szondét elvélasztjuk;
¢) Az enzimreakci6-1épésben a biomolekuldb6l és az
enzimmel kapcsolt molekuléris szond4b6l 4116 komp-
55 lex enzimét az oldatban egy koszubsztrit jelenlétében a
szubsztrittal reagéltatjuk;
d) Az elvélasztssi lépésben az enzimatikusan 4tala-
kitott szubsztrét elvalasztdsa a folosleges koszubsztrat-
t61 egy, a szubsztratot szelektiven kotd szilard IIT fazi-

" 60 son torténik;
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e) A kiértékelési 1épésben az 4talakitott szubsztratot
a szilard I fazison mérjik vagy autoradiogrifidsan
meghatdrozzuk.

Ab) 1épést, azaz a folosleges, enzimmel kapcsolt mo-
lekuléris szonda elvalasztdsat példdul oszlopon, kiilénd-
sen affinitdsoszlopon vagy affinitdshatdssal rendelkezd
részecskék szuszpenzijin végezhetjikk. Ezen véltozat
szerint az enzimreakcié-1épést gy végezhetjiik, hogy az
enzim a szonddhoz van kapcsolva, és ez a biomolekulé-
hoz kapcsolédik, vagy gy, hogy az enzimet egy kozbel-
s6 1épésben a szonddbdl és biomolekuldbél 4ll6 komp-
lexr6l lehasitjuk. Ilyenkor a hasitds torténhet az enzim és
a molekuldris szonda kozotti kotohelyeken (azaz reverzi-
bilis kotésr6l van szd) vagy abban a molekulaldncban,
amelyet az enzim és a molekuldris szonda kapcsoldsihoz
alkalmaztunk. Ilyen hasitds természetesen nemcsak eb-
ben a valtozatban lehetséges, hanem a taldlméany szerinti
eljdras mds véltozataiban is.

III. véltozat

a) A felismerési 1épésben az enzimmel kapcsolt mo-
lekularis szondit a szildrd I fazison megkotott biomole-
kuléhoz kapcsoljuk;

b) A mos4si lépésben a folosleges, enzimmel kap-
csolt molekuléris szond4t kimossuk és/vagy levélaszt-
Jjuk;

c) Az enzimreakci6-lépésben a szildrd I fazison k-
t5tt, a biomolekuldbél és az enzimmel kapcsolt mole-
kularis szonddbél 4116 komplex enzimét egy oldatban
taldlhat6 szubsztrattal és koszubsztrattal reagéltatjuk;

d) A levélasztdsi lépésben az 4t nem alakitott ko-
szubsztratot és adott esetben a szubsztrétot levélaszt-
juk, és az 4talakitott szubsztrtot egy szildrd III fézisra
kotjik;

e) A kiértékelési 1épésben az 4talakitott szubsztritot
a szilard III fizison mérjitkk vagy autoradiogréfidsan
meghatérozzuk.

Ebben a valtozatban mind a biomolekula, amelyre a
molekuldris szonda kapcsolédott, mind pedig az 4tala-
kitott szubsztrat szildrd fazison taldlhaté. Ezek a szildrd
fazisok lehetnek azonosak, vagy ink4bb mindig a spe-
cialis biomolekuldhoz és az 4talakitott szubsztrithoz
valasztjuk meg ezeket,

Az enzimreakci6-1épést ebben az esetben is vagy a
teljes, szond4bél, biomolekuldbél és kapcsolt enzimbdl
4116 komplexszel, vagy a lehasitott enzimmel hajtjuk
végre, mint a II. véltozatban ismertettik.

Ennek a véltozatnak egy tovabbi varidcidja az, ami-
kor a szildrd I fazist, a hozzdkapcsolt biomolekuléval
és az ahhoz kapcsolédott molekuléris szonddval egyiitt
az a) és b) lépések utdn egy géllel vagy mds elvalaszté-
és hordoz6anyaggal bevonjuk, amelyekben a szubszt-
rit és koszubsztrit taldlhaté, igy az enzimreakci6 vég-
bemegy és a gélbél az 4talakitott szubsztrétot egy szi-
14rd III fézisra vissziik 4t.

IV. vdltozat

Ez a véltozat a taldlmény szerinti eljards egy elényos
kiviteli médja. Az eljardsi lépéseket a kdvetkezOkép-
pen hajtjuk végre:
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a) A felismerési 1épésben az enzimmel kapcsolt mo-
lekuldris szondét egy szildrd I fzison megkotott bio-
molekuléra kapcsoljuk; :

b) A mosési 1épésben a fol6sleges, enzimmel kapesolt
molekuldris szond4t kimossuk és/vagy elvélasztjuk;

¢) Az enzimreakci6-lépésben az I fizison megkotdtt,
a biomolekul4dbdl és az enzimmel kapcsolt molekularis
szond4bél 4116 komplex enzimet egy szildrd II fazison
megkotott szubsztréttal, egy, az oldatban taldlhaté ko-
szubsztrét jelenlétében reagéltatjuk;

d) Az elvélasztasi lépésben a f5l6sleges koszubsztra-
tot kimossuk vagy levalasztjuk;

e) A kiértékelési Iépésben az étalakitott szubsztratot
a II szilard fizison mérjikk vagy autoradiografidsan
meghatarozzuk.

Ennél a véltozatnél lehetévé vilik — ami a biomole-
kuldk kimutatdsénak teljesen djfajta mddszere —, hogy
két szilard hordozét, killondsen sik feliiletd hordoz6t
egymassal érintkeztessiink, és az enzimreakciét dgy
inditsuk be, hogy az oldathoz adjuk a koszubsztritot.
Sik feliiletd hordozéként eldnydsen példaul a 296 754
2 szdmii NDK-beli szabadalmi bejelentésben ismerte-
tett hordozékat alkalmazzuk. Lehetséges azonban
olyan részecskéket egyméssal 4talakitani, amelyek kii-
16nbdz6képpen vannak bevonva, tobbek kozott mégne-
ses maggal rendelkez6 mianyag részecskéket is.

A c) reakci6lépésben az enzim lehet a molekuldris
szondéhoz kapcsolva, vagy abbél lehasitva. Ez ut6bbi
eset kiilondsen akkor elényds, ha szubsztrétként DNS-t
alkalmazunk, és az enzim példéul egy ligdz vagy mis
helyre4llité enzim.

A felismerési 1épésben minden eljardsi véltozatban
lehetséges, hogy a reakci6 mér itt szétdgazzon, vagy
az, hogy a biomolekula és az enzimmel kapcsolt mole-
kularis szonda kozé tov4bbi molekuldkat kapcsoljunk.
Ez az érzékeny enzimek esetén elényds lehet. Lehetsé-
ges ilyenkor, hogy ismert avidin/biotin rendszereket
alkalmazzunk, és igy egy lehetséges felerdsitést mar a
felismerési 1épésben kihasznaljunk. Ilyenkor a felisme-
rési 16pés utols6 lépcsdjében az enzimmel kapcsolt
molekuléris szonda nem kézvetleniil a biomolekulét
ismeri fel, hanem a kaszkdd elStérbe keriil§ reakcid-
partner molekulajét. fgy a felismerési 1épésben lehetd-
vé valik, hogy a biomolekuldt egy vagy tobb felismeré-
si rendszerben egy vagy tobb reakciéfokozatban egy
vagy tobb specifikus affinitdst mutaté molekula ismer-
je fel, illetve egy vagy tobb molekuldval reagéltassuk,
és a molekul4ris szond4val kapcsolt enzim ezen mole-
kuldk legalabb egyikével reagéljon.

Szilard fazisként szdmos molekula alkalmas, amelyek
a technika 4ll4sa szerint ismertek, és amelyeket a biomo-
lekula hordoz6anyagaként alkalmazhatunk. Szildrd I f4-
zisként, amelyhez a biomolekula kapcsolédik, egy kova-
lensen, ionosan vagy elektrosztatikus kolcsonhatés alap-
jén kot6 hordozét alkalmazhatunk. Elektrosztatikus kol-
csdnhat4s alapjin kdtnek példdul a mikrocellul6zok és a
polivinilidén-diffuorid, mig a poliamidok (péld4ul xilén-
membranok) vagy a toltétt poliamidok, valamint a dietil-
amino-alkil-cellul6zok ionosan kdtnek. Kovalensen kdtd
hordozok péld4ul a cellul6zszdrmazékok, példaul diazo-

5
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benzil-oxi-metil-cellul6zok, Klércidnnal aktivalt celluld-
zok (péld4ul 220 316 szémid NDK-beli szabadalmi beje-
lentés). Alkalmazhat§ polisztirol, aktivaléssal vagy anél-
kiil (szulfonlt vagy aminélt/diazotilt forméban) vagy
kémiailag aktivalt iiveg. A szildrd I fazista taldlmény sze-
rinti eljardsban elénydsen sik feliilet form4jaban alkal-
mazzuk,

A szildrd II fazis egy olyan hordozd, amely meg
tudja kotni a szubsztritot, amely viszont a molekuldris
szondékhoz kapcsolt enzimt6l fiigg. Ittis — 2 szubszt-
rattél fiiggden — kovalensen, jonosan vagy elektroszta-
tikus kolcsonhatdson alapulva kotS hordozék alkal-
mazhat6k, ahogyan ezt fentebb ismertettik. Igy tehéit
szildrd T fazisként szintén alkalmazhat6 nitrocelluléz,
polivinilidén-difluorid, poliamid, t5ltéssel rendelkezd
poliamid, dietil-amino-etil-cellul6z, kl6rcidnnal akti-
valt celluléz, aktivalt polisztirol, kémiailag aktivalt
fiveg vagy més cellul6zszdrmazék. Mindenekeldtt al-
kalmazhat6k ionosan kot cellul6zok, példdul foszfor-
cellul6zok (a cellul6znak egy foszforsavval késziilt ter-
méke, amely a celluléz anhidrogliikézegységein fosz-
forsavesoportokat tartalmaz), karboxi-metil-cellul6zok
vagy kl6rcidnnal €s egy, aminocsoportokat és karbon-
sav-, foszforsav- vagy szulfonsavcsoportokat tartalma-
26 vegyiilettel médositott celluléz, amint azt példéul a
296 754-2 vagy a 237 844 szémid NDK-beli szabadal-
mi lefrésban ismertetik.

A szildrd II f4zis el6nydsen optikailag dtereszt6 ko-
zeg forméjéban, péld4ul film forméjdban van kialakit-
va, amely a szubsztritot meg tudja kotni. Az ilyen
anyagok kiilonosen elénydsek rutinszerd kiértékelés-
nél, példaul gyégyészati meghatdrozé eljardsokban,
mivel igy nagyszémi préba egyidejilleg gépileg érté-
kelhet§ ki. A szilard IT fézist el6nyosen sk feliletd
anyag forméjéban alkalmazzuk, a filmek a sik feliiletd
anyag egy optikailag atereszt6 formdjit jelentik.

A szilard ITT fazis, amely a szubsztritot €s/vagy az
enzimatikusan 4talakitott szubsztrétot szelektiven meg-
kotheti, egy gél vagy mis levélaszt6- és hordoz6anyag
lehet. Ez a szilard IIT fézis szintén lehet kovalensen,
ionosan vagy elekirosztatikus kolcsonhatds alapjén ko-
t& hordoz6. Mivel az 4talakitott szubszirét a legkiilon-
fé1ébb tulajdonsdgokkal rendelkezhet, ebben az eset-
ben elvileg ugyanazok az ismert anyagok alkalmazha-
t6k, amelyeket a fentiekben ismertettiink, nevezetesen
nitrocellulézok, polivixﬁlidén-diﬂuorid, poliamid, m6-
dositott poliamid, diazo-benzil-oxi-metil-cellulézok,
dietil-amino-etil-cellul6zok, klércisnnal aktivélt cellu-
16z0k, aktivdlt polisztirol, kémiailag aktivélt tveg,
foszforcelluléz, karboxi-metil-celluléz vagy kl6rcidn-
nal és egy, aminocsoportot és karbonsav-, foszforsav-
vagy szulfonsavcsoportot tartalmazé vegyiilettel mo-
dositott celluléz. A szilard IIT fozis szintén alkalmaz-
hat6 optikailag 4tereszt6 kozeg forméjaban. Itt ugyan-
azok a lehet@ségek és el6nydk 4linak fenn, mint a
szilard 1T fazis esetén. A szildrd [T fizis segitségével
végzett kimutatést elénydsen egy sik feliilenf anyaggal
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végezziik, amely példdul fém, membrén vagy szélas -~

anyagb6l készilt lap formédjiban alkalmazhat6. A cel-
lul6zanyagokat papir formé4jiban alkalmazhatjuk.

6

Az optikailag 4teresztd szildrd fazisok esetén, kiilonG-
sen akkor, ha ezek fém forméjdban vannak kialakitva, a
kiértékelést optikai médszerekkel, példéul szines termé-
kek esetén denzitometrival, kolorimetri4val vagy fotog-
rafikus dton végezziik. A biomolekuldkat aszilirdI fazis-
ra szokésos médszerekkel Iehet felvinni. Igy kiilonosen
gélen vagy més levdlaszto- vagy hordozéanyagon vég-
zett szétvalasztas utdn dgynevezett Atviteli technikékkal
(blotting- médszer) foltok forméjdban.

A taldlmény szerinti eljérds egy elonyos kiviteli for-
méjiban az oldatban, gélben vagy egy szilérd I fazison
kotott biomolekuldkat egy aminoglitkozid-foszfotransz-
ferézzal kapcsolt molekuléris szonda ismeri fel, a mole-
kuldris szond4hoz kapcsolt vagy arrl lehasitott aminog-
likozid-foszfotranszferéz a szubsztréttal egy koszubszt-
rét jelenlétében reagdl, és a foszforilezett szubsztritotegy
szilérd ITvagy III f4zison mutatjuk ki. Az eljérdsta kovet-
kez6 fontosabb 1épésekkel hajtjuk végre:

a) Felismerési 16pés, amelyben az aminogliikozid-
foszfotranszferdzzal kapesolt molekuléris szonda az ol-
datban vagy gélben taldlhat6, vagy egy szildrd I fizison
megkdtdtt, specifikus affinitdssal rendelkezd biomole-
kul4val kapcsol6dik;

b) Mosési 1épés, amelyben a folosleges, enzimmel
kapcsolt molekuldris szondét kimossuk és/vagy levé-
lasztjuk;

¢) Enzimreakci6-1épés, amelyben a szubsztrat fosz-
forilezését a szubsztrat és az aminogliikozid- foszfot-
ranszferfz reakci6jival egy koszubsztrit jelenlétében
végezzik;

d) Levélasztési 16pés, amelyben az 4t nem alakitott
koszubsztrtot és adott esetben a szubsztritot kimossuk
vagy levélasztjuk;

e) Kiértékelési 1épés, amelyben a foszforilezett
szubsztratot egy szilard I vagy III fézison mérjitk vagy
specidlis kimutaté eljarassal kimutatjuk. .

Az aminoglitkozid-foszfotranszferdzok olyan enzi-
mek, amelyek az adenozin-trifoszfétb6l (ATP) egy
foszfatmaradék lehasitdsa mellett ezt a foszfétmaradé-
kot egy foszforilezhetd szubsztritra atviszik. A
szubsztrat lehet oldatban, egy hordozéba zérva vagy
egy szildrd fézison kapcsolva. Az ATP ebben a reakcié-
ban koszubsztratként vesz részt.

Ha ATP helyett 32P-ral jelzett ATP-t (*P-y-ATP) al-
kalmazunk, az aminogliikozid-foszfotranszferdz a 32p.
ral jelzett foszfétot viszi 4t a szubsztrétra. A molekulé-
ris szond4n kapcsolt enzim ezt a reakciét nemcsak
egyszer hajtja végre, hanem addig, amig a kovetkezd
hérom kériilmény teljesil:

— Szubsztrit jelenléte,

— koszubsztrit (azaz ATP, illetve 3P-y-ATF) jelenléte,

— az enzim mozgésénak biztositdsa a szubsztrdt iré-
nyéba.

A taldlmény szerinti eljirds szempontjib6l fontos,
hogy minden enzimmolekula tSbb foszfitmaradékot
vigyen 4t tobb szubsztritmolekuldra dgy, hogy leg-
al4bb tizszeres felerdsitési faktor adédjon, amely azon-
ban legtdbbszor ennél nagyobb. Ezzel az eljéréssal
abban a fizisban, ahol a szubsztrét taldlhat6, a moleku-
léris szondénak egy felerdsitett mésolata képzddik. A
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taldlmany szerinti eljardssal teh4t a kimutatist nem
abban a fazisban végezziik, amelyben a molekularis
szonda, hanem abban, amelyben a szubsztrét talalhaté.
Amennyiben egy molekularis szondénal tébb, szubszt-
ratot és koszubsztrétot tartalmazé fazis van jelen (két-
oldalasan vagy egymés utdn), a kimutatandé biomole-
kulardl tobb felerdsitett replika képzddik. Az eredeti
biomolekuldrél a szondab6l és az enzimbdl 4116 komp-
lex szok4sos médszerrel lehasithatd, és a kimutatis egy
mésik, adott esetben szintén aminogliikozid-foszfot-
ranszerferdzzal kapcsolt molekuldris szondéval végez-
het6.

A transzferdzok kozott az aminoglitkozid-foszfot-
ranszerfazok kiilonleges helyet tltenek be, amint azt a
kovetkezd meglepd tények mutatjik:

- magas termostabilitdssal rendelkeznek, az enzim
100 °C-ra torténd melegités utdn is megtartja aktivi-
tdsat, igy magas hémérsékleten is lehetséges hosz-
szabb inkubécids idG;

— j6 detergens stabilitdssal rendelkeznek, az enzim
masodlagos struktirdjinak detergensekkel tdrténd
megviltoztatisa ellenére enzimatikusan aktiv ma-
rad;

— specifikus aktivitdsuk magas;

— konnyen hozzéférhetSk, és mikroorganizmusok sejt-
lizatumbél kénnyen nyerhetdk.

Az aminoglitkozid-foszfotranszferazok kivaléan tel-
jesitik tehdt azokat a kovetelményeket, amelyek egy
olyan enzimmel szemben fennéllnak, amelyet mas bio-
molekulédhoz kivanunk kapcsolni, amint ezt S. Avreme-
as a Bull. Soc. Chim. Biol. (1968) 50, S. 1 169 ff.
helyen ismerteti. Ezek mikrobiol6giailag el64llithatk,
amint ezt péld4ul B. Reiss, R. Sprengel, H. Will és H.
Schaller a Gene (1984) 30, 211-218. helyen ismerteti.
A molekuléris szonddk aminoglitkozid-foszfotranszfe-
rizokhoz torténé kapcsoldsdnak szdmos lehetdsége
alapjén a biomolekuldk kimutatisdra szdmos médszer
adédik. Eldszor is a kapesoldshoz alkalmas szondaként
~ alkalmazhat6k immunreaktiv szondik, nukleinsavak,

proteinek, illetve biomolekuldhoz affinitdst mutaté ké-
miai vegyiiletek, Immunreaktiv szonddk a monoklon4-
lis és poliklondlis antitestek, antiszérumok, fehérjék,
killéndsen a protein A, természetben eléforduld vagy
szintetikusan eldallitott peptidek. Nukleinsavként al-
kalmazhat6k az egyszald, kétszald vagy részben két-
sz4ld DNS vagy ennek fragmense, oligodezoxiribo-
nukleozidok, RNS vagy fragmensei vagy oligoribo-
nukleotidok. Biomolekuldhoz specifikus affinitdst mu-
tatd proteinek példéul az avidin, streptavidin, pretamin,
zselatin, fetain, pepstatin, lektin és sok més enzim.

Biomolekuldhoz affinitdst mutaté kémiai vegyiiletek

péld4ul a biotin, n-amino-fenil-bérsav és a Cibacron

Blue F3GA. Mé4s biomolekulahoz specifikus affinitdst

mutat6 elényds protein az avidin és a streptavidin.

Biomolekul4hoz affinitdst mutaté kémiai vegyiilet el6-

nydsen a biotin. Enzimként két nagy csoport johet

szAmit4sba, a transzferdzok (E.C. 2 csoport) és a ligd-
zok (E.C. 6 csoport). A transzferdzok koziil kiilondsen
azok el6nyosek, amelyek radioaktivan jelzett csoporto-
kat visznek 4t, példdul az aciltranszferdzok (E.C.2.3),
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foszfort tartalmazé csoportokat 4tvivd enzimek
(E.C.2.7) vagy a DNS-polimerazok (E.C.2.7.7.7). A
taldlmany szerinti eljarisban kiilonosen a kovetkezd
enzimek alkalmazhaték:

Proteinkindz: (E.C.2.7.1.37),
Aminogliikozid-foszfotranszferdz (E.C.2.7.1), kiilondsen
Kanamicin-foszfotranszferaz (E.C.2.7.1.95),
T4-polinukleotid-kindz (E.C.2.7.1.78),
Nukleotidil-transzferazok (E.C.2.7.7),

DNS-polimerazok (E.C.2.7.7.7),
Polinukleotid-adenil-transzferdz (E.C.2.7.7.19),
DNS-nukleotidil-oxo-transzferdz (E.C.2.7.7.31),
Revertiz (E.C.2.7.7.49),

Foszfor-észtert képz6 enzimek (repair enzymes) -
(E.C6.5),

DNS-ligdzok (E.C.6.9.11).

A fenti enzimek mindegyike egy specidlis szubszt-
rattal reagél. -

A kovetkezékben felsorolt szubsztritok tehdt nem
mindegyik enzimhez tartoznak, hanem csak azokhoz,
amelyekre nézve a szubsztrét specifikus. Némely
szubsztrdt azonban tobb enzimhez is alkalmas, rend-
szerint azonban eltréS mechanizmussal és kiilénb6z6 -
médon alakulnak 4t vagy kiilénféle reakci6termékeket
képeznek. A szubsztritok tehdt a kovetkezdk: kloram-
fenikol, aminoglitkozid-antibiotikumok, kiilondsen a
kanamicin, neomicin, gentamicin és paromomicin,
foszforilezhetd fehérjék, példdul hisztonok; DNS,
RNS, dezoxiribo- vagy ribooligonukleotidok, dezoxi-
vagy ribopolinukleotidok, kettds szld DNS, egysz4ld
DNS és primerje (Starter). ‘

Az enzimeknek szubsztritjuk mellett egy koszubszt-
rtra is szitkségiik van. Ez a koszubsztrit az az épitdkd,
amely a szubsztrét 4talakitdsdhoz szikséges. Az acilt-
ranszferzok esetén ez a koszubsztrat példdul egy “C-
vagy *H-nel jelzett acetét lehet. A foszfotranszferdzok
esetén a koszubsztrdt rendszerint adenozin-trifoszfat
és/vagy *?P-ral jelzett adenozin-trifoszfat (ATP). Emel-
lett a 4-dezoxinukleozid-trifoszfat is atvihet§ (az ade-
nozin, guanozin, citozin és timidin trifoszfitjai). A de-
zoxinukleozid-trifoszft jelzése torténhet o- vagy 7-
helyzetben, és az enzimt6l fiiggden az egyik vagy mé-
sik forma alakul 4t. A 32P mellett a dezoxinukleozid-tri-
foszfatok *8S-nel, *H-nel vagy '#I-dal is jelezhetdk, és
az Osszes nukleozid vagy csak egy nukleozid lehet
jelezve.

A koszubsztrat lehet tov4bb4 egy biotinilezett nukle-
otid, igy az enzimreakcié utdn, példdul avidinhez vagy
streptavidinhez kotott enzimmel végzett reakei6 utén a
szinezék kiértékelését végezhetjiik.

Koszubsztritként alkalmazhaték tovdbb4 mér jelzett
DNS vagy dezoxiribopolinukleotidok, adott esetben
nem jelzett molekuldkkal elegyitve, amelyek a ligdzok
koszubsztratjaként johetnek szdmitdsba.

A talalmény szerinti eljardsban enzimként elényo-
sen aminogliikozid-foszfotranszferfzokat alkalma-
zunk. Ezek killdndsen az aminogliikozid-neomicin-
foszfotranszferdz 1 és II, amelyeket kanamicin-fosz-
fotranszferdzként vagy APH 6, illetve APH 3 jellel is
jelolnek. Az  aminoglitkozid-foszfotranszferdzok
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szubsztritjai az amjnoglﬁkozid-antibiotikumok vagy
az aminociklitol-antibiotikumok [l4sd K. L. Rinehardt,
1. Infect. Diseases (1969) 119, 345-50]. Ezek példul a
neomicin, kanamicin, gentamicin és tobramicin.
Szubsztritként eldnyds a kanamicin vagy 2 neomicin.
Koszubsztrétként jelzett vagy nem jelzett adenozin-tri-
foszfatot (ATP) hasznilunk. A kimutatishoz rend-
szerint #P-y-ATP-t alkalmazunk, amely nem jelzett.
ATP-vel lehet keverve.

A taldlmény szerinti eljérdsban elonyosen a biomo-
lekula kimutatéséra elonydsen aminogliikozid-foszfot-
ranszferdzt alkalmazunk, az eljirds tobb 1épésbal 4ll,

5

10

amelyek szintén kiilonbdzoképpen végezhetdk, igy er-

re a specidlis enzimcsoportra szémos kiviteli forma
lehetséges. A kiviteli forma a biomolekula fajt4jatol,
form#jat6], adott esetben hordoz6hoz torténd kapesola-
sinak m6djatél, a szubsztrdt megkdtésének médjatol
stb.-t61 fiigg.

156

e 46 biomolekulék lehetnek oldatban, g6l-

ben vagy elvilasztisi 1épések utin szildrd hordozén,
folteljris utén szildrd hordoz6ra 4tvitt formaban gélen
tortént elvalasztas utdn sik feldletd hordozén stb. Az
elvalasztss, 4tvitel és a biomolekula hordoz6n torténd
rogzitése szakember szdméra ismert eljarés, ezért ezt itt
nem ismertetjiik.

Miutdn a biomolekuldkat a kimutatandd forméba
hoztuk, a tal4lmény értelmében a kovetkezd 16péseket
végezzik:

a) Felismerési 1épés, amelyben az aminogiilozid-
foszfotranszferszzal kapcsolt molekuléris szonda a
specifikus affinitdssal rendelkezG biomolekuléval kap-
csolédik;

b) Mosési 1épés, amelyben a foldsleges, enzimmel
kapcsolt molekuléris szondét kimossuk vagy levélaszt-
juk;

¢) Enzimreakcié-lépés, amelyben 2 molekuléris
szondhoz kapcsolt aminoglikozid-foszfotranszferdz a
szubsztrattal, egy koszubszirdt részvétele mellett rea-
gél;

d) Levélasztési 16pés, amelyben az dtalakitott ko-
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szubsztratot és adott esetben a szubsztrétot kimossuk, -

illetve levélasztjuk;

e) Kiértékelési 1épés, amelyben a foszforilezett
szubszirétot mérjiik, vagy specidlis kimutatd médszer-
rel kimutatjuk.

A Iépések mindegyikének az elvégzése meghatéro-
zott paraméterekhez kotodik, amelyek kombin4lhat6k,
és igy az eljérsvaltozatok nagy szAmét teszik lehet6vé.
A viltozatokban minden 16pés esetén kiilonbdzd koriil-
mények lehetségesek, igy az egyes reakciékorilmé-
nyek nem az 4ltalinos, hanem egy meghatérozott pél-
dat mutatnak be. (L4sd a kés6bbiekben leirt példékat.)

A foszforilezett szubsztrdt kimutatdsa példdul szcin-
till4ci6s szaml4l6val vagy autoradiogréfids tifon tortén-
het. Az autoradiografia kiilonosen a sik feliletd hordo-
26k esetén elonyos. Alkalmazhatunk azonban mésmi-
lyen kimutatési eljdrést is, igy példaul letapogat6 vagy
lumineszcenciéns médszert.

A taldlmany szerinti eljfrfsban az el6nyds kivitelt
médban is az egyes 1épések esetén kiilénbdz6 vari-
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ci6k lehetségesek. Ezen varidciék némelyikét a kovet-
kezdkben ismertetjik. - :

1. Kiviteli vdltozat

A biomolekuldkat gélben vagy mds levélaszt6- és
hordozéanyagban elvélasztjuk.

a) Felismerési 1épés: A biomolekuldkat tartalmaz6
elvalasztéanyagot egy olyan oldattal érintkeztetjik,
amely az aminoglﬁkozid—foszfotranszferﬁzzal kapcsolt
molekuldris szondat tartalmazza, Ggy, hogy 2 biomole-
kula és a szonda egymésra rakédjon, igy egy, biomo-
lekulabél és az enzimhez kapcsolt szond4bél a gélben
egy komplex alakul ki;

b) Mosési épés: A gélbdl kimossuk a folosleges,
enzimmel kapcsolt molekuléris szondét;

¢) Enzimreakci6-1épés: A gélt, amely a biomolekuld-
bl és az enzimmel kapcsolt szond4bél 4116 komplexet
tartalmazza, egy masodik géllel érintkeztetjik, amely a
szubsztrétot és a koszubsztrétot tartalmazza, gy, hogy
ilyen koriilmények kozott a szubsztrét foszforilezGdjon;

d) A mésodik gélt, amely a foszforilezett szubsztré-
tot tartalmazza, egy szildrd I fézissal hozzuk érintke-
zésbe, amelyre a foszforilezett szubsztrét szelektiven
megkotddik;

e) A folosleges szubszirdt és/vagy koszubsztrat eltd-
volitdséra végzett mosdsi 1épések utdn a foszforilezett
szubsztrétot a szildrd III fozison a radioaktivités méré-
sével vagy autoradiogréfidval meghatérozzuk. .

Az I kiviteli véltozat tovébbi véltozatdban a c) en-
zimreakci6-1épést gy végezzik, hogy a gélt, amely a
biomolekul4b6l és az enzimmel kapcsolt molekuléris
szond4bél 4116 komplexet tartalmazza, & koszubsztrit
jelenlétében egy szilird II fazissal érintkeztetjik,
amelyhez a szubsztrdt van kapcsolva, és a foszforile-
Zett szubszirdtot a szildrd II f4zison mutatjuk Ki.

2. Kiviteli vdltozat

Ebben a véltozatban a biorholekula, adott esetben
t5bb biomolekula elegye és az enzimmel kapcsolt mo-
lekuléris szonda oldatban talélhato.

a) Felismerési 1épés: A molekuldris szonda, amely-
hez egy aminoglﬁkozid—foszfotranszferézt kapcsoltunk
és a kimutatand6 biomolekula oldatban taldlhatd és az
oldatban kapcsolédnak egyméshoz;

b) Mosési 1épés: A folosleges, enzimmel kapcsolt
molekuldris szondét levalasztjuk;

¢) Enzimreakci6-1épés: Az aminoglitkozid-foszfot-
ranszferdzt, amely a molekuldris szonddhoz van kap-
csolva és ez a komplex a biomolekulshoz kapcsolédott,
szubsztréttal &s koszubsztrattal az oldatban 4talakitjuk;

d) Levalasztési 1épés: Az 4t nem alakitott koszubszt-
rhtot &s adott esetben szubsztrétot levélasztjuk;

¢) Kiértékelési 1épés: A foszforilezett szubsztrit akti-
vitasat mérjiik.

3. Kiviteli vdltozat

Ez a véltozat egy tovabbi lehetdséget jelent, amikor
a biomolekula és a jelzett molekuléris szonda oldatban
vannak jelen, azonban a kimutatist egy szildrd fazison

kell végezni.
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a) Felismerési 1épés: A kimutatandé biomolekula és
a molekuldris szonda, amelyhez egy aminogliikozid-
foszfotr@nszfefﬁzt kapcsoltunk, oldatban talalhatok, és
_ottegymissal reagdlnak;
' b) Mosési 1épés: A folosleges, enzimmel kapcsolt
molekularis szondat levélasztjuk;

c) Enzimreakci6-1épés: Az aminoglitkozid-foszfot- -

ranszferdzt, amely a molekuldris szonddhoz van kap-
csolva, és ez a komplex a biomolekuldhoz kapcsolé-
dott, az oldatban a szubsztrattal és a koszubsztrittal
reagéltatjuk;

d) Levalasztisi 1épés: A folosleges koszubsztrittdl a
foszforilezett szubsztrétot ligy vélasztjuk le, hogy egy, a
szubsztritot szelektiven kotd IIT hordoz6t alkalmazunk;

e) Kiértékelési 1épés: A foszforilezett szubsztrat aktivi-
tAsdt mérjiik vagy autoradiogréfidsan meghatirozzuk.

4. Kiviteli vdltozat

A taldlmény szerinti eljirds ezen véltozatédban a bio-
molekula egy szildrd fazison, példaul sik feliiletd hor-
dozén vagy egy polimer részecskékbdl 4116 diszperzién
megkotve helyezkedik el, és a rdkapcsolédott, enzim-
mel kapesolt molekuldris szond4val az oldatban tal4l-
haté szubsztréttal és koszubsztrttal reagél.

a) Felismerési 1épés: A szilard I fazison megkotott
biomolekuléra az aminogliikozid-foszfotranszferdzzal
kapesolt molekuléris szondét kapesoljuk;

b) Mosisi 1épés: A folosleges, enzimmel kapcsolt
molekuldris szond4t kimossuk vagy levélasztjuk;

¢) Enzimreakci6-1épés: A szildrd I fazison megko-
tott, a biomolekulabdl és az enzimmel kapcsolt mole-
kuléris szond4b6l 4116 komplex az oldatban talélhaté
szubsztrattal és koszubsztrattal reagdl;

d) Levélasztdsi 16pés: Az 4t nem alakitott koszubsztré-
tot és adott esetben szubsztratot levélasztjuk, és a foszfo-
rilezett szubsztratot adott esetben egy szilard III fizisra
kotjitk;

e) Kiértékelési lépés: A foszforilezett szubsztrat aktivi-
tast az oldatban vagy adott esetben egy szildrd III fézi-
son mérjiik, vagy autoradiografidsan meghatdrozzuk.

Ezt az eljardsvéltozatot az enzimreakcid-1épés val-
toztatdsdval tovdbb varidlhatjuk, éspedig dgy hajthat-
juk végre, hogy a szilard I fizist a megkotott biomole-
kuldval és az erre kapcsolt, enzimmel kapcsolt moleku-
léris szondéval egy mésik géllel vonjuk be, ahol a
gélben a szubsztrét és a koszubsztrét taldlhatd, az en-
zimreakcié elvégzése utdn a gélbdl a foszforilezett
szubsztrétot egy szilard III fazisra visszitk 4t. A gélben
teh4t a szubsztrét €s a koszubsztrat oldatban taldlhat6,
de mintegy ,bez4rt” 4llapotban.

3. Kiviteli példa

Ez a véltozat egy (Gjfajta szendvicseljardst jelent,
amelyben mind a szonda, mind a szubsztrét egy szilard
fazison van megkdtve, és az oldatban csak a koszubszt-
rat taldlhaté. Ez az elrendezés kiilondsen elényds, mi-
vel a két szildrd fézis megvalasztisdval a biomolekula
molekuldris szonddra torténd kotése, a szubszirat koté-
se, és az enzimreakci6 teljesen kiildonboz6 reakcitkd-
riilmények kozott hajthaté végre, a biomolekuldb6l és

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

az enzimme] kapcsolt molekuléris szond4b6l 4116 meg-
kotott komplexet tartalmazé szildrd fazis véltozatlanul
megmarad, igy tobbszdr felhasznilhaté, vagy a szonda
kimoshat6 és adott esetben mésikra cserélhets, igy a
kimutatis tobbféle szondaval végezhets.

a) Felismerési 1épés: Egy szilard I fizisra kotjik a
biomolekuldt, és erre egy aminogliikozid-foszfotransz-

ferdzzal kapesolt- uldris szondét kapcsolunk;
b) Mosési 1épés: A folosleges, enz csolt

molekuldris szond4t kimossuk és/vagy levélasztjuk;

c) Enzimreakcié-1épés: A szildrd I fazison megko-
tott, a biomolekul4bél és az enzimmel kapcsolt mole-
kuldris szond4bél 4116 komplex aminogliikozid-fosz-
fotranszferdzt egy szildrd II fizison kotott szubsztrat-
tal, egy oldatban taldlhaté koszubsztrit jelenlétében
reagéltatjuk;

d) Levélasztasi 16pés: A folosleges koszubsztratot
kimossuk vagy levalasztjuk;

e) Kiértékelési 1épés: A szilard II fizison taldlhatd

foszforilezett szubsztrit aktivitisat mérjilk vagy auto-"

radiogrifidsan meghatarozzuk.
A taldlmény szerinti eljards minden kiviteli véltoza-

tan4l lehetséges, hogy a felismerési [épésben a biomo= _

lekula és az enzimmel kapcsolt molekuldris szonda
reakci6jét ne kozvetleniil, hanem kozbiilsé 1épéseken
keresztiil végezziik. A biomolekuldt lehet eldszor pél-
déul egy avidinne!l vagy streptavidinnel, illetve biotin-
nal kapcsolt szond4val reagéltatni, majd ezt egy biotin-
nal, illetve avidinnel vagy streptavidinnel kapcsolt
aminogliikozid- foszfotranszferdzzal reagéltatni. Ez az
elv mindaddig 4ltaldnosithaté, mig a felismerési 1épés-
ben a biomolekuldt egy vagy tobb felismerési rend-
szemrel és egy vagy tobb reakci6lépésben egy vagy
t6bb, specifikus aktivitissal rendelkezé molekula isme-
ri fel, vagy egy vagy t6bb molekuldval reagél, és az
aminoglitkozid-foszfotranszferdzzal kapcsolt moleku-
liris szonda ezen molekuldk koziil legaldbb eggyel
reagél. Igy'tovébbiie@c‘isitést érhetiink el, sét az elja-
rs egyszer vagy tobbszor ismétethetd.

—

Az is lehetséges tovibba, hogy a felismerésiés mo——————

sési lépés utdn az enzimreakcié-1épést igy hajtsuk vég-
re, hogy a biomolekuldbél és az enzimmel kapcsolt
molekuléris szondabdl allé6 komplexet a kapcsolési
helynél az aminogliikozid-foszfotranszferdzbél és mo-
lekuldris szond4bdl ismét lehasitsunk, azaz a kapcsolds
olyan reagensekkel torténik, amelyek vagy maguk ha-
sithat6k, vagy a kapcsolds legaldbb az egyik reakcié-
partnerre nézve reverzibilis. Az enzim azutén az oldat-
ban vagy egy masik szilard fizison megkdtve a ko-
szubsztrét jelenlétében az oldatban taldlhatd, vagy egy
szildrd fazison megkotott szubsztrétot foszforilezhet.

A taldlmény szerinti eljrds elSnyos kiviteli formé4jé-
ban a biomolekulék, szondak és szubsztritok megkoté-
sére alkalmazott hordozé szintén kiilonbodz6 forméban
lehet jelen, igy példdul por, granulitum, gél, gémb,
szél, tovabb4 diszperzid, emulzi6, latex, film, oszlop-
toltet, matrix, lap vagy 4ltaldban sik feliiletd hordoz6
forméjédban. Az anyagok lehetnek természetes vagy
mesterséges polimerek vagy ezek elegye. A kotés ko-
valens kotés forméjdban torténik, ha a szildrd fézis
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megfelel§ vegyilettel, példaul Kl6rcidnnal vagy brém-
cidnnal aktivdlva van. A kotés ionosan vagy elektrosz-
tatikus kolcsonhatés alapjan is torténhet.

kapcsolémolekula ket kﬁlénbéz?cs‘oportot tartalmaz-
hat, vagy adott esetben a molelq;lé\ﬁart reduktiv vagy
fotokérniai mé 1 esoportok. lehetnek.

ai_moédon—lehasitiats
Tlyen kapcsoléreagensek példdul N-szv.ﬁ%
z6anyagok alkalmasak, amelyek mind a hdromféle k- 5 azido-fenil)-1,3’-ditiopropiondt vagy szulfoszukeini=
tést lehet6vé teszik. Elektrosztatikus, azaz hidrofdb, midil-Z-(m—azido-o-nin:o-benzamido)-etil-1,3’-ditio- -
dipol-dipol vagy van der Waals-erdk alapjan kot szi- propionét, dg’/ : :
lard fazisok, példaul tobbek kozott g,ni't_gg.cdluléfé?( ~—*“Egankiviil&szondat és az enzimet kozvetlen kova-
k ala lens kotéssel is kapesolhatjuk egyméshoz. Iiyen kap-

I/Jggfl_iy’gﬁdén-diﬂuorid.‘{bfrﬁs*&ok alapjén a Kotd szi-
Tard fézis a- 10 csolas torténhet példéul kondenzalészerek, mint példa-

Szilard I fazisként ennek megfelelden olyan hordo-

i ————

ok példéul a médositott, ionosan toltott p/oli
midok, kiilonosen a nylonmembrénok, ionos csopor
tokkal szubsztitudlt cellulézok, mint példdul a dietil-
amino-etil-celluléz és a szulfon4lt polisztirol. Kovalen-
sen kotd szildrd fazisok példaul a diazo-benzil-oxi-me-
til-celluléz, Ki6reidnnal aktivélt cellul6z, brémcidnnal
aktivalt celluléz és az aktivalt polisztirol vagy Gveg.
Alkalmazhat6 tovébbd a kémiailag aktivélt dveg,

amely ionos és/vagy kovalens kotést tesz lehetové.-A _

talslmény szerinti eljirdsban kiilonosen elényodsen al-
kalmazhat6k a fenti anyagokbol készilt sik feliiletd
hordozék.

A szildrd II fazis mindenekel6tt egy negativ to1té-
/semrﬁﬁaakezé;iemsankét@gg:dozg vagykovalen-

—— ——— sen kot6 hordoz6 lehet. Negativan tltott ionos hordo-

z6ként elonyds példdul a foszforcellul6z, karboxi-me-
til-celluléz &s a kléreidnnal médositott celluléz, ame-
Iyet ezutén olyan vegyiiletekkel alakitanak 4t, amelyek
legaldbb egy aminocsoportot €s egy karbonsav-, fosz-
forsav- vagy szulfonsavcsoportot tartalmaznak a mole-
kuléban, mint azt példaul a 237 844 szdmd NDK sza-
badalmi lefrds ismerteti. Kovalensen koté hordozékeént
ugyanazok az anyagok alkalmasak, mint amelyeket a
szilard I fézis esetén felsoroltunk. Kiilondsen elonyds a
taldlm4ny szerinti eljirdsban, ha szil4rd I fazisként stk
feliiletd anyagot alkalmazunk.

A szelektiv médon kot szilard IIT fazis egy negati-
van toltott ionos hordozé. E célra szintén cellu-
16zszarmazékok vagy szulfonilezett polisztirol vagy
karbonsavcsoportokat-~tartalmazo akrildttal bevont
anyagok -atkalmasak-Elényds példdul a foszforcellu-
16z, karboxi-metil-celluléz vagy a 237 847 szami
NDK szabadalmi lefrds szerinti cellul6zszérmazékok,
amelyeket cellulézbél 4llitunk el§ gy, hogy kléreidn-

"= _ nal gktivalunk; majd olyan vegyilettel reagiltatunk,

amely a molekuléban legalsbb egy aminocsoportot és
legaldbb egy karbonsav-, foszforsav- vagy szulfonsav-
csoportot tartalmaz.

A szubszirst szildrd fazisra torténé kapcsoldsdnak -

elonyos eljirdsit ismerteti a 254 012 szAmi NDK sza-
badalmi leirés. Az enzim molekuléris szondéra tortén
kapcsolésa kiilonboz6 eljérdsokkal torténhet, amelyek
az illet6 enzimek kapcsén le vannak frva. A szonda és
az enzim kapcsolésa példéul kovalens méden sz&mos
bifunkci6s kapcsoléreagenssel torténhet. Ilyen kapcso-
l6reagensek példéul a glutdraldehid, benzokinon, bisz-
szukcinimidil-észter, mint példdul bisz-szulfoszukcini-
midil-szuberst &s diszukcinimidil-tartardt, biszimid4-
tok, mint péld4ul dimetil-szuberimid4t €s dimetil-adi-

pimidat, azidok, mint példédul N-5-azido-2-nitro-benzo-= "
il-oxi-szukcinimid vagy 4,4-ditio-bisz(fenil-azid). A 60
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.~ utkarbediimidek jelenlétében. - -~

Az enzim molekuldris-szoridéra torténG kotése tor-
ténhet ionos kotéssel is. Ionos kotést kialakithatunk
példdul kozvetlenil a protein és a DNS kozott. Rend-

15 szerint azonban olyan reagenseket alkalmazunk, ame-

lyek a kotést lehetové teszik, igy példéul alkalmazha-
tunk kiilonbdzé mélmennyiségd polietilén-vinileket,

-polielektrolitokat vagy amfolitokat.

“Mivel az enzimek hidrofébok és hidrofilek lehetnek,

20 az is lehetséges, hogy ezeket a molekuldris szondéra

elektrosztatikus kolosonhatss alapjan kossiik. Elektrosz-

tatikus kolcsonhatés alatt a van der Waals-erdket, dipol-

dipol klesonhatést és a hidrogénhid-kotéseket értjik.
Egy kiilénleges eset az, amikor jelzett molekuléris

95 szondaként fiiziés proteint alkalmazunk, amely vagy

természetes médon fordul el6 vagy géntechnikai méd-
szerrel 4llitottuk el6. Ilyenkor az enzim &s 2 molekul4-
ris szonda mér egymé4ssal dssze van kapcsolva.

A molekuldris szonda és az enzim kapcsoldsi helye

30 hasthat6 (péld4ul enzimatikusan).

A taldlmény szerinti eljérds elonyds kiviteli formé4jé-
ban az aminoglitkozid-foszfotranszferdz molekuléris
szondéra tortén6 kapcsoldsa j médszer, és igy az eldalli-
tott, enzimmel jelzett molekuléris szondék is Gj termé-

35 kek. A talflminy értelmében az aminogliikozid-foszfot- «

ranszferdzokat a molekuldris szondéra kozvetlentl vagy
egy kizbiilsd vegyiileten keresztiil kapcsoljuk.

——Meglepd mddon tigy taldltuk, hogy az aminogliiko-

zid-foszfotranszferdzok olyan tulajdonségokkal rendel-

40 keznek, amelyek ezeket biomolekuldk kimutatiséra

jelfelerdsités kozben kiilondsen alkalmassd teszik.

Ezek a kiilonleges tulajdonsigok a kovetkezdk:

— Magas termostabilitds: az enzimek még 100 °Cra
torténé melegitéskor is megtartjak aktivitdsukat, a
throlési stabilitss kovetelményének megfelelnek,
hossz{ inkub4ci6s idét biztositanak akér a biomole-
kula és szonda felismerési reakci6ja alatt, akdr az
enzim és szubsztrt reakcija sordn;

— Detergensekkel szemben stabilak: ezek az enzimek
més enzimekt6l eltérden, szekunder struktirdjuknak
detergensek 4ltal okozott megvéltoztatisa ellenére
enzimatikusan aktivak maradnak;

— Magas specifikus aktivitds: **P-ral jelzett foszfategy
szubsztrétra torténd 4tvitelével radioaktivan jelzett
szubsztratok 4llithatok eld; -

- Kﬁnnj;n»hez»z\iférﬁéi’dk:?i*arﬁinoglﬁkozid-foszfot-'

_ranszferfzok mikroorganizmusok  sejtlizétuméb6l
konnyen nyerheték.

Az aminoglitkozid-foszfotranszferdzok azon képes-
sége, hogy az enzimek szdméra kedvezétlen reakci6ko-
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riilmények kozott karosodds nélkiil radioaktivan jelzett
foszfatot tudnak 4tvinni, és hogy a szokésos hibridiza-
ci6s koriilmények kozott (azaz 48 6ra hosszat 65 °C-
on) képesek mitkddni, viligosan mutatja ezen enzimek
kiilénleges mivoltat, ami ezeket a kimutatasi eljérésok-
ban kiiléndsen alkalmassd teszi.

A talilmény szerinti eljéréssal elGallitott, enzimmel
kapcsolt molekularis szonddk segitségével olyan reak-
ciéterméket 4llitunk eld, amely erdsen radioaktiv és igy
konnyen kimutathat6. A kimutatds még a célmolekula
olyan koncentrici6janal is sikeriil, amely més kimuta-
t4si eljarasokban nem érzékelhetd.

Aminoglitkozid-foszfotranszferazokkal torténd kap-
csoldsokhoz alkalmas molekuléris szondék példaul:

a) immunreaktiv szonddk, kiiléndsen monoklondlis
vagy poliklonalis antitestek, antiszérumok, proteinek, kii-
16ndsen protein A peptidek (akér természetes, akr szin-
tetikus vagy géntechnikai ton elGé4llitott peptidek);

b) nukleinsavak vagy ezek szdrmazéka vagy frag-
mense, kiilondsen egyszali DNS vagy fragmense, ket-
t6s szélii vagy részben kettds sz4ld DNS vagy fragmen-
sei, oligodezoxinukleozidok, RNS vagy fragmensei
vagy oligoribonukleotidok vagy géntechnolégiai titon
elgallitott hibridizéci6s szondék;

¢) egy masik biomolekuldra, péld4ul streptavidinre,
avidinre, lektinre vagy bizonyos kapcsolhaté enzimek-
re nézve specifikus affinitdst mutatd proteinek;

d) egy biomolekuldra, killéndsen biotinra, m-amino-
fenil-bérsavra vagy Cibacron Blue F3GA-ra nézve af-
finitdst mutat6 kémiai vegyiiletek.

Az aminoglitkozid-foszfotranszferdzokat aminocik-
litol-foszfotranszferdzként is jelolik. Ide tartozik az is-
mert neomicin-foszfotranszferdz I és II (kanamicin-
foszfotranszferaz I és II, lividomicin-foszfotranszferdz;
14sd Nomenklatur M. J. Haas, J. E. Dowding, Methods
in Enzymology (1975) 43, S. 611-617 és Enzyme No-
menclature 1984, Nomenclature Committee, Internati-
onal Union of Biochemistry, Academic Press, New
York, 1984), streptomicin-foszfotranszferdz (rovidités:
NPT I, illetve NPT II; APH O-foszforilezés jeloléssel,
példéul APH 6; 1asd K. L. Rinehardt idézett helyen. Az
emlitett aminoglitkozid-foszfotranszferdzok kozill a ta-
l4lmAny szerinti enzimmel kapcsolt molekularis szon-
déban a neomicin-foszfotranszferdz I és II el6-nyos.

Az enzim izoldlhat6 genetikai dton manipulélt gaz-
dasejtekbdl vagy vad torzsekbdl ilyen eljdrdsokat is-
mertet, példdul B. Reiss, R. Sprengel, H. Will, H.
Schaller, Gene (1984) Chemother. (1986) 18, Suppl. C,
93-102.

Az enzim molekuldris szond4ra t6rténd kapcsoldsa
szdmos médszerrel és reagenssel torténhet. igy tortén-
het péld4ul kémiai 4talakitssal, kovalens kotés kiala-
kitdsa kozben, példaul bifunkciés reagensekkel torténd
4talakitdssal vagy kondenzélészerek jelenlétében vég-
zett kondenzdldssal. Egy mésik kiviteli forméban egy
mésik molekuléris szond4bél és jelzdenzimbdl 4116 ve-
gyiiletet ionos kotéssel allitjuk eld, péld4ul polielektro-
litok, amfolitok vagy olyan reagensek jelenlétében
végzett reakciéval, amelyek mindkét molekuldval io-
nos kotést képeznek. Egy tovébbi kiviteli formaban a
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molekularis szondét és a jelzdenzimet elektrosztatikus
kolcsonhatds kialakitdsa kozben kapcsoljuk egymés-
hoz, példaul a két molekula valamelyikének médosité-
séval vagy tenzidekkel végzett dtalakitissal. Egy to-
vébbi kiviteli formdban természetesen el6forduld, szin-
tetikus vagy géntechnikai dton el@llitott, enzimbdl és
proteinbdl 4116 fidzi6s proteineket alkalmazunk enzim-
mel kapcsolt molekuléris szondaként.

Az enzim és a molekuldris szondd kapcsolasinak
jelenleg rendelkezésre 4116 lehetdségeinek a nagy sza-
mabél egy elényds eljardst és az igy eldallitott termé-
ket ismertettiik, szakember szdmdra azonban nyilvan-
valg, hogy az itt ismertetetteken kiviil més bifunkcio-
nalis molekula és mds eljards ugyantigy alkalmazhatd,
killondsen géntechnikai eljirds vagy termék, és igy
szintén a taldlmany szerinti, enzimme! kapcsolt mole-
kuldris szonda 4llithat6 eld. A taldlmany szerinti eljards -
egyik el6nyds kiviteli forméja enzimmel kapcsolt mo-
lekuléris szonddk elddllitdsdra az aminogliikozid-fosz-
fotranszferdz és a molekuldris szonda kémiai vegyiile-
teken keresztiil kovalens médon torténd kapcsoldsdval
abban 4ll, hogy kapcsolé vegyiiletként 1 és 150 atom
kozotti hosszisagd vegyiiletet vagy vegyiiletldncot al-
kalmazunk, és ez a linc egy vagy tobb gyirdszerkeze-
tet tartalmazhat,

A kapcsoléssal a szonda felismerdképessége a bio-
molekuldra nézve, illetve az enzim mikoddképessége
jelentése csdkkenhet,

A taldlmény szerinti, enzimmel kapcsolt molekulé4ris
szonda eldallitdsa sordn a kovalens kotés torténhet pél-
d4ul glutdraldehiden, p-benzokinonon, biszszukcinimi-
dil-észteren, biszimiddton és/vagy azidon keresztil.
Biszszukcinimidil-észterek, példéul bisz-2-(szukeini-
mido-oxi-karbonil-oxi)-etil-szulfon, bisz(szulfoszukei-
nimidil)-szuberét, diszukcinimidil-szuberét, diszukci-
nimidil-tartardt,  ditio-bisz(szukcinimidil-propionat),
3,3’-ditio-bisz(szukcinimidil-szukcindt), etilénglikol-
bisz(szukcinimidil-szukcinat), etilénglikol-bisz(szulfo-
szukcinimidil-szukcindt),  bisz-2-szulfoszukcinimid-
oxi-karboxi-oxi-etil-szulfon és diszulfoszukcinimidil-
tartarat. Biszimiddtok példdul dimetil-adipimidat, di-
metil-3,3’-ditio-bisz(propionimidat), dimetil-pimelini-
mid4t, dimetil-szuberimidat stb., azidok, példéul N-5-
azido-2-nitro-benzoil-oxi-szukcinimid, p-azido-fena-
cil-bromid, p-azido-fenil-gliox4l, N-(4-azido-fenil-tio)-
ftdlimid, 4,4’-ditio-bisz(fenil-azid), 4-azido-fenil-1,4-
ditio-vajsavimid-etil-észter, 4-fluor-3-nitro-fenil- azid,
N-hidroxi-szukcinimidil-4-azido-benzo4t, N-hidroxi-
szukcinimidil-4-azido-szalicilsav, 4-azido-benzoesavi-
mid-metil-észter, 2-diazo-3,3,3-trifluor-propionil-klo-
rid, p-nitro-fenil-2-diazo-3,3,3-trifluor-propionét, N-
szukcinimidil-6-(4’-azido-2’-nitro-fenil-amino-hexan
o4t. Ide tartoznak a taldlmany szerinti szondék el64lli-
tasdhoz alkalmazhaté olyan hasithaté kapcsoléreagen-
sek, amelyek a felismerési eljarasban ismét hasithatk,
és igy az enzimreakci6 szabad, mozgékony enzimmel
végezhetd el, amely kinetikai elnyt jelent.

Ilyen hasithaté kapcsoléreagensek példaul N-szukci-
nimidil-(4-azido-fenil)-1,3-ditio-propionét, szulfoszukci-
nimidil-2-(m-azido-o-nitro-benzamido)-etil-1,3’-ditio-

11
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propionét, szulfoszukcinimidil-2-(p-azido-szalicil-ami-
do)-etil-1,3’-ditio-propionat.

Az enzim és a molekul4ris szonda kbzvetlen kapcso-
l4sa is lehetséges. Ezt példdul a két molekulakonden-
2416 szer, példdul karbodiimidek jelenlétében végzett
kondenz4l4sdval hajtjuk végre.

A fiizi6s proteinek a molekuléris szonda és az enzim
kovalens kapcsoldsénak egy specidlis- esete. Ezeket
tobbnyire géntechnikai viton Allitjuk eld, elgallithat6k
azonban szintetikusan is, ilyenkor a szondaproteint és
az enzimet peptidkdtéssel kapcsoljuk egyméshoz.

A géntechnikai Giton elGallitott fiiziés proteinek ese-
tén a szondaproteinre és az enzimre vonatkoz6 geneti-
kai informécié szomszédos, és ltaldnos leolvasdsi
mintdban egy genetikai vektorban helyezkedik el,
azonban a szond4t és az enzimet kédol6 DNS-darab
K&2E tovabbi aminosavszekvencidt (példiul protedz ha-
sitasi helyet) k6dolé6 DNS-fragmens iktathat6 be, vagy
bizonyos DNS-fragmensek ismételten eléfordulhatnak
(példéul tobb szondamolekulibol és/vagy enzimmole-
kulébél 4116 fiizi6s proteinek elGéllitdsa esetén).

A vektorban tallhat6 informéci6t a gazdaszervezet,
példéul baktérium, mint példdul E.coli egy aminosav-
szekvencidra forditja le, és a fiizi6s protein mikrobiol6-
giai titon nyerhet6.

A tallmény szerinti eljérés, illetve a taldlmény sze-
rinti eljardssal el64llitott, enzimmel kapcsolt molekuld-
ris szond4nak egy mésik el6ny0s kiviteli forméja egy
olyan vegyiilet, amely a szondét és a jelzett enzimet
jonos csoportokon keresztiil kapcsolva tartalmazza.
Tlyen célra olyan vegyiiletek alkalmazhat6k, amelyek
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mind az enzimet, mind a molekuléris szondét ionosan °

kotik, ilyen példdul a polietilénimin, polielektrolitok
vagy amfolitok.

A talslmény szerinti eljirds egy harmadik elényds
kiviteli forméja szerint a molekuléris szondét és az
enzimet elektrosztatikus kolcsonhatés alapjén kapcsol-
juk. Az elektrosztatikus kolcsonhatdsokhoz tartozik
példéul a hidroféb-hidrof6b, dipol-dipol kolcsonhatés
van der Waals-er6kon és hidrogénhidon keresztiil kap-
csoléd6 kotések.

A taldlmény szerinti eljrs az aminogliikozid- fosz-
fotranszferdzzal jelzett molekuldris szondék elGalli-
t4sdra abban 4ll, hogy egy molekuldris szondéra vagy
molekuldris szondsk elegyére egy aminogliikozid-
foszfotranszferdzt kapcsolunk. Szondaként alkalmaz-
hat6k a mér emlitett immunreaktiv szondék, nukleinsa-
vak, proteinek vagy kémiai vegyiletek. Aminoglitko-
zid-foszfotranszferdzként alkalmazhaték el6nySsen
péld4ul a neomicin-foszfotranszferdz I €s IL A no-
menklatiira s az eljirés kivitelének tov4bbi véltozatai-
ra a fent elmondottak érvényesek.

A tal4lmény szerinti eljards egyik kiviteli forméja az
enzimmel kapcsolt molekuldris szondék el6éllitdséra
abban 411, hogy az aminoglikozid-foszfotranszferdzt a
molekuléris szond&hoz egy direkf kovalens kotés 1étre-
hoz4séval vagy kapcsoléreagensekkel kovalens médon
kapcsoljuk. Kapcsoléreagensként a mér emlitettek al-
kalmazhat6k. A reakcickoriilmények a szonda, az ami-
nogliikozid-foszfotranszferdz és a kapcsoléreagens faj-
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t4jatél figgnek, azonban a kapcsolds végrehajtdsira
lefrt standard médszerek alkalmazhat6k. A kapesoldsi
valtozat esetén azonban arra kell figyelni, hogy az
el6nyos kiviteli forma esetén egy 1-150 atomos l4nc-,
illetve adott esetben gyiirirendszert tartalmaz6 kozbil-
s6 csoportot alkalmazzunk, amely az enzimmel kap-
csolt molekuléris szondéban lehet6vé teszi, hogy lehe-
t6leg nagyszdmi szubsztritmolekula legyen elérhetd.
A kotést elénydsen glutdraldehiddel, p-benzokinonnal,
biszszukcinimidil-észterekkel, biszimid4tokkal vagy
azidokkal végezziik, amint ezt mér kordbban emlitet-
tiink.
A taldlmény szerinti eljards egy mésik elonyds kivi-
teli forméja az enzimmel kapesolt molekularis szonda
elG4llitAshra abban 411, hogy a kapcsoldst jonos kotések
képzésével hozzuk létre. A kapesolés ilyenkor példdul
kozvetleniil egy protein (enzim) és egy DNS, mint
molekuldris szonda kozott alakulhat ki, Elénydsek
azok a véltozatok, amelyeknél a kapcsolds egy vagy
tobb kémiai vegyiileten keresztiil torténik, amelyekkel
mindkét reakci6partner ionos kotést tud alkotni. Ilyen
vegyiiletek példul a kiilonbdzs méltomegd polietilé-
niminek, polielektrolitok vagy amfolitok, tovébbi az
oligomer vagy polimer vegyiletek, amelyek a moleku-
14ban toltést tartalmaznak.

A taldlmény szerinti eljirds egy Harmadik kiviteli
forméjéban az enzimmel kapcsolt molekuldris szonda
el64llitasara az enzim és a molekuldris szonda kapcso-
laséhoz elektrosztatikus kolcsonhatést hasznélunk. Az
ilyen elektrosztatikus kolcsonhatdsok lehetnek hidro-
£6b-hidrof6b vagy dipol-dipol, vagy van der Waals-
erdkon, illetve hidrogénhidakon keresztill tortén ko-

. tés.

A talflmény szerinti eljirds egy negyedik kiviteli
forméja az enzimmel kapcsolt molekuléris szonda el6-
4llit4sdra abban 4ll, hogy genetikai vagy szintetikus
Gton fiizi6s proteineket Allitunk eld, amelyekben 2
szonda és az enzim kozvetleniil egyméshoz van kap-
csolva. Vektorok és fiiziGs proteinek elGAllitisdra 4lta-
Jnos eldirdsok taldlhaték T. Maniatis, E. F. Fritsch, .
Sambrook, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1982. A kovetkezé példiban egy hasonlé
el6irdst ismertetiink egy Wjfajta fiiziés protein elgalli-
thséra, amely neomicin-foszfotranszferéz II és protein
A komponensekbdl 411, amely egy dj eljérds.

A talflmény szeriniti eljards biomolekuldk kimutatd-
séra enzimmel kapesolt molekuldris szondék segitségé-
vel a biomolekuldk kimutatissnak egy j elvét jelenti.
Molekuléris szonda alkalmazdsa a rdkapcsolt enzim-
mel és a szubsztrat szilard fézison torténd kimutatdsa
nagyszdmd kiviteli formét tesz lehet6vé. Az eljarés
szémos biomolekula kapcsén alkalmazhat6, és igy élta-
l4nosan haszndlhat6. Az alkalmazéskor legaldbb 10-
szeres 4ltaldban azonban ennél magasabb er6sitési fak-
tor érhet6 el. Az elérhet erésités az alkalmazott-anya-
gokt6] és a vélasztott eljardsi véltozattél fiigg, a specié-
lis esetre azonban konkrétan megadhatd. A meghatéro-
zott véltozat szerinti eljérés sordn a kiilonbdz6 kiviteli
formak kovetkeztében lehet6ség van arra, hogy az al-
kalmazott biomolekul4t tobb szonddval mutassuk ki,
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azaz a foltok tjra felhasznélhat6k. A taldlmény szerinti
eljérds alkalmazdsa nem korldtozédik a leirt eljérdsi
viltozatra, hanem abbdl tovébbi valtozat alakithaté ki.
Biomolekuldk aminogliikozid-foszfotranszferazzal
kapesolt molekuldris szondék segitségével, a taldlmany
szerinti eljérds elényds kiviteli form4ja szerint végzett
kimutatdsakor lehetséges, hogy biomolekulékat mole-
kularis szonddval nagyobb érzékenységgel mutassunk
ki, mint az eddig lehetséges volt.

A biomolekulék kimutatdsa torténhet egy misodik
elvilasztott szilard fézison is, igy a biomolekula nem
kérosodik és tjra felhaszn4lhaté marad. Egy ilyen indi-
rekt kimutaté eljarasnak a genetikdban, genetikai be-
tegségek és virushasitdsi termékek kimutatdsa esetén
nagy jelentGsége van, mivel a kimutatds tobb szondé-
val végezhetd, a biolégiai molekuldk terhelést jelentd
inkub4ciékkal nem kdrosodnak, és végiil magasabb
erdsitési faktor érhetd el, mint ami mindeddig lehetsé-
ges volt.

A talélmény szerinti eljarés el6nyds kiviteli form4ja-
val el@4llitott, enzimmel kapcsolt molekuléris szondik
szokatlan tulajdonsagokkal rendelkezd 0 termékek, és
kiilondsen biomolekuldk kimutatdsi eljardséban alkal-

" mazhatok.

Az el6nydsen alkalmazott enzimek, az aminogliko-
zid-foszfotranszferdzok j6 stabilitdst mutatnak minden
kimutatdsi 1épésben, azaz a taldlmény szerinti jelzett
molekuldris szondédk hibridiz4ci6s eljirdsokban, 65 °C
hémérsékleten is alkalmazhaték. Ezen szondék alkal-
mazaséval az autoradiografids kimutatisban igen ma-
gas erdsitési faktor érhetd el. Ilyen erdsités az enzim-
mel kapcsolt szondék esetén eddig nem volt elérhetd.

fgy példéul a proteinkimutatds 10 pg mennyiségd
anyagb¢l lehetséges.

Proteinek kimutatisa az eddigi médszerekkel, pél-
déul autoradiografidsan %J-protein A-val 10 ng koriili
mennyiség esetén -70 °C-on 1-3 napig tartott. A taldl-
méany szerinti eljirdssal az emlitett esetben az autora-
diogréfia ideje 30 perctdl 1 6rdig terjed szobahomér-
sékleten és erds jelet ad.

A taldlmény szerinti eljarst a kovetkez6 példdkkal
szemléltetjiik kGzelebbrol.

Alkalmazott pufferoldatok:

PRS: 8 g NaCl, 0,2 g KH,PO,, 2,9 g Na,HPO.. 12 Hs,
0,2 g KCl vizben oldva és 1 literre feltdltve, pH=7,4.

TBS: 0,15 M NaCl, 50 mm6! Trisz(hidroxi-metil)-
amino-metén (Trisz), pH=7,4.

GET: 2,5 mm6l Trisz/HC, pH=8,0, 5 mmol glikéz,
1 mmoél etilén-diamin-tetragcetsav, —tetranétriumso
(EDTA). Liz416 puffer; 125 mmé! Trisz/HCI, pH=6,8,
2% nétrium-dodecil-szulfét (SDS), 20% glicerin, 10%
B-merkapto-etanol.

Eliiciés puffer: 20 mmél TriszZHC], pH=7,4, 10 mmél
ditiotreitol, 0,1% SDS.

Old6puffer: 100 ml 20 mm6l Trisz/HCl-ban,
pH=8,8, feloldunk 48 g karbamidot és hozzdadunk 1%
Nonidet NP 40-et és 10% merkapto-etanolt.

Enzimpuffer; 20 mmé! TriszZHCl, pH=7,2, 125 mm¢]
NH.CI, 20 mm6] MgClz, 10 mmé! ditiotreitol.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

1. példa

Poliklondlis antitest kapcsoldsa kanamicin-

~foszfotranszferdzzal

1 ml anti-humén-szérumalbumin-antiszérumot (nytdl)
0,9 témeg% nétrium-klorid jelenlétében 1 éra hosszat,
szobahémérsékleten 10 mg benzokinon 0,3 ml etanollal
késziilt oldatdval reagéltatunk. A benzokinon f6loslegét
ezut4n egy Sephadex G25 oszlop segitségével levalaszt-
juk, és a benzokinon-antitest-komplexet frakcionéljuk.
Az egyes frakci6kat immunteszttel humén szérum-
albuminnal (HSA) vizsgéljuk. A keresett frakci6t egy éj-
szakén 4t, szobahSmérsékleten s6tétben 1 mg kanamicin-
foszfotranszferaz 1 ml 1 mél/l-es bikarbonatpufferrel ké-
sziilt_oldatdval (pH=9) reagéltatjuk. A reakci6terméket
egy éjszakén 4t 0,9%-es nétrium-klorid-oldattal szemben
dializaljuk, és igy alkalmazzuk. A dializi ikvotoks-
ra oszthatjuk fel, és -20 °C-on térolhatjuk, vagy az anti-
test-benzokinon-kanamicin-foszfotranszferdz  terméket
kozvetleniil immunoldgiai reakciéban alkalmazhatjuk.

2. példa o
HSA immunoldgiai kimutatdsa kanamicin-— ~
-foszfotranszferdzzal kapesolt antitest segitségével, .
__az dralakitott szubsztrdt 111 szildrd fazison torténd
kimutatdsdval )
Kiilénboz6 jelzdéfehérjék és HSA elegyét poliakrila-
midgélen (PAA-gél) elekiroforetikusan megosztjuk, €s
nitrocellul6zszirsre vissziik 4t (Blot). Ezeket a foltokat
az 1. példa szerinti médon elGé4llitott kanamicin-fosz-
fotranszferézzal kapcsolt antitestte]l TBS-ben (Triszhid-
roxi-metil-amino-meténnal pufferolt 0,9%-os konyha-
séoldat) és 1% zselatinban 4 6ra hosszat szobahSmér-
sékleten inkubéljuk (1:500 arényd higitds). Ezutén a
foltot a rérak6dott, enzimmel kapcsolt antitesttel 4015
percig TBS-sel mossuk, és 30 percig 37 “C-on reakcié-
pufferben eldllitott 1%-os agarézgéllel inkubéljuk,
amely a kovetkezd anyagokat tartalmazza: 20 mmoVl/l
Trisz-HCI, pH=7,2, 125 mméV/1 NH,Cl, 1 mm6V/1 ditio-
eritrol, 20 mméV/1 MgCl, 2 mméV/! adenozin-trifoszfat
(ATP), amely 1 pCi y-*2P-ATP/ml és 20 ng/ml kanami-
cint tartalmaz. Az agar6zgélt ezutin foszforcelluléz sik
feliiletd hordozéra helyezziik, és a kanamicint a fosz-
forcellulézra 4tvisszitk (cellulézalap, 0,5 kg tomeg/3
6ra/szobahSmérséklet). A 3?P-ral jelzett kanamicin ki-
mutatésat a foszforcelluléz sik felilletdf hordoz6 autora-
diogréfis mérésével végezzik (2 6ra, szobahémérsék-

let). —

3. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa kanamicin-

-foszfotranszferdzzal jelzett antitest segitségével

egy szildrd 1l fézison

A humén szérumot 1,5%-os agarézgélen elektrofo-
retikusan felosztjuk. A gélt szobahémérsékleten 1 éra
hosszat kanamicin-foszfotranszferdzzal kapcsolt anti-
testtel 2% szarvasmarhaszérum-albumin (RSA) tartal-
mazé TBS-sel inkubdljuk (1:500 arényd higitds), majd
1 6ra hosszat TBS-sel mossuk.

A gélt ezutén fé] 6ra Rosszat a 2. példa szerinti reakci-
6pufferben inkubéljuk, amely a kdvetkez( anyagokat tar-
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talmazza: 20 mmél1 Trisz-HCl, pH=7.2, 125 mméll
NH.CI, 1 mm6V1 ditioeritrol, 20 mmél1 MgCl és 2
mm6VL ATP, amely 1 pCi 2P-y-ATP-t tartalmaz. Ezutin
érintkezésbe hozzuk egy, a 296 754-2 szémi NDK sza-
badalmi bejelentés szerinti m6don elGéllitott hordozéval,
amely cianur- Kloriddal, majd szulfonilsavval 4talakitott
cellul6zbél 4ll, és amelyhez jonosan kanamicin van kap-
csolva, majd 30 percig 37 *C-on 4llni hagyjuk. A I hor-
doz6t 30 percig vizzel mossuk, majd a szubsztréttal és a
foszforilezett szubsziréttal reagéltatjuk, ezutin 1 éra
hosszat szobahdmésékleten autoradiografaljuk, és igy a
32p.ral jelzett kanamicint a IT hordoz6n kimutatjuk, midl-
tal 2 HSA jelenlétét az elvilasztogélen igazoljuk.
élde—"

Protein A kapcsoldsa neomicin-foszfotranszferdz
IT-vel glutdraldehid segitségével

a) NPT II elektroforetikus tisztitdsa E.coli
lizdtumbdl

NPT II-t nagy mennyiségben elvalaszté E.coli sejt-
RK 89) sejttomegének 10 ml-ét 1 mi 1iz4l6
pufferrel felvesszi cig ultrahanggal kezeljik, 3

mot preparativ poliakrilamid-SDS-gélre felvissziik, és
elektroforetikusan elvélasztjuk.

A gélt jéghideg vizzel ledblitjik és 0,25 moél/l-es
Kkélium-klorid hideg oldatéba 4llitjuk, mig 2 proteincsi-
kok sbtét alsé alap folott jol fel nem ismerhetdk. Az
NPT II csikokat szikével kivagjuk, és a gélt felapritjuk.
A protein elualdsdra a gélt elu4l6 pufferrel befedjik, és
3 6ra hosszat szobah6mérsékleten rizatjuk. A puffer
kicserélése utdn egy &jszakén 4t tovabb eludljuk.

A kapott oldatokat 6000 fordulat/perc sebességgel
centrifugéljuk, a maradékot négyszeres térfogati ace-
tonnal felvesszik, és 2-3 6ra hosszat 220 °C-on 4llni
hagyjuk. Ezutin 0 °C-on 4000 fordulat/perc sebesség-
gel centrifugéljuk.

A csapadékot 1 rész 20 mmol/l-es Trisz-HCl-b61
H=7,4) és 4 rész acetonbdl 4ll6 oldattal hidegen

®
sapadékot 200 pl

mossuk, és Gjra centrifugdljuk. A ¢

fat-pufferrel szemben (pH=7) egy &jszakén 4t dializdl-
juk (500 ml, kétszer cserélve 4 °C). A végsé térfogat
koriilbelil 200 p, és korilbelil 200 pg NPT H-t, cse-

——kély-E coli-proteinmaradékot tartalmaz. _ -

b) Kapcsolds glutdraldehiddel

400 pg (Pharmacia AB) és 400 pg az a) 16pés szerint
tisztitott NPT II-t egyiittesen egy 1,5 ml térfogatd diali-
z&l6csGben PBS-sel szemben dializ4lunk (16 6ra, 4°C,
800 ml, kétszer cserélve). Ezutdn a dializélt oldatotegy
fivegesdbe toltjiik 4t, és hozzdadunk 6 ! glutéraldehi-
det (25%-os oldat, Serva gyirimény), s 2 6ra hosszat
szobah6mérsékleten enyhe rizés kdzben reagiltatjuk.
Ezutén a terméket visszatoltjik a dializaléesGbe, és
PBS-sel (4 6ra, 4 °C), majd 16 ¢ra hosszat TBS-sel

dializis utén a reakciéterméket egy livegesébe Attolt-
jiik, és 4 °C-on téroljuk. Kontrollelektroforézissel (10%

14
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oldépufferrel oldjuk, majd 20 mmol/1-es natrium-fosz-

szemben (4 °C, 800 ml, kétszer cserélve) dializljuk. A -

204559 B 2

SDS-poliakrilamidgél) kivett 20 pl-es prébékat a kap-
csolés el6tt és utdna elvélasztunk és analizélunk (254
029 sz4mt NDK szabadalmi lefrés szerinti szildrd fazi-
s NPT II teszt). A vizsgélatok azt mutatjik, hogy az
5 NPT I és a protein A teljes mennyisége nagymolekuld-
jt termékké térhalésodott. Az enzimaktivitds a kapcso-
14s utén szinte teljes mértékben megmarad. Ha a kap-
csolés nem megy végbe teljesen, a glutaraldehides tér-
halésitast megismételhetjiik, illetve az 4t nem alakitott
10 protein A egy Sephadex G50 oszloppal elvalaszthat6.
Az elgallitott termék antitesttel jelzett biomolekuldk
kimutatésara alkalmazhatd.

- -

Neomicin-foszgfotranszferdz I kapcsoldsa

anti-burgonyavx’rus-immunglobuh'nhoz

glutdraldehid segitségével

400 pg, a 4. @) példa szerint eldllitott és tisztitott
NPT [I-t 1 mg anti-burgoanyavirus—immunglobu]innal
20 egyitt egy 1 ml-es dializdlécsGben PBS-sel szemben
(800 ml, kétszer cserélve) 16 6ra hosszat 4 °C-on
dializalunk. A dializ4lt probat 4ttoltjik egy iivegesébe,
&s hozzéadunk 5 pl glutéraldehidet (25%-0s oldat, Ser-

15

percig f6zzik, majd djra kezeljik @ . Asejt-
maradékot 5 percig 4°C-on centrifugaljuk. A sejtlizate————va), és 2 6ra hosszat enyhe rézés kozben szobahSmér-

25 sélefon Teaghltatjuk. Ezutin az-elegyet visszatoljuk a
dializél6cs6be, és PBS-sel szemben 4 °C-on 1 6ra
hosszat, majd TBS-sel szemben (800 ml, kétszer cse-
‘rélve) 4 °C-on 16 6ra hosszat dializ4ljuk. Ezutin a
reakci6terméket egy iivegesobe 4ttdlejik, és 4 °C-on
tiroljuk. Egy napi érés utin a kapcsolési termék, a
glutéraldehiddel kapesolt NPT T-vel jelzett antitest a
burgonyavirusnak novényi nedvekbdl pikogramm
nagységrendben torténé immunol6giai kimutatéséra al-
kalmazhat6.

35

30

6. példa

Protein A-NPT II fizids vektor elddllitdsa,

kifejezése és a fiizis protein kinyerése

ApRIT 2 protein A-fiizi6s protein vektor [B. Nilson,
L. Abrahmsen, N. Uhlen, EMBO J ournal 4 (4), (1985)
1 075-1 080] multiklénozé helyére klasszikus kl6nozé
médszerrel (BamHI, EcoRI hasités, T4-liglas), nyitott
leolvasékeretbe beépitjiik az E.colibél szdrmazé NPT
II gént (Tn5) [S. Brenner, Nature 329, (1987), 211. Az
E.coli (NF1) transzforméldsa és a megfeleld kiénok
ampicillin-rezisztencia alapjdn térténé  kivélasztisa
szokésos médszerrel torténik [T. Maniatis, E. FE
Fritsch, J. Sambrock, Molecular Cloning, Cold Spring
Harbor-Laberatory (1982)].

A protein A-NPT II fdzi6s proteinklénok tenyészté-
sét NB1 folyékony tipkézegben (Immunpracparate
Berlin, NDK) végezzik, egy éjszakai elStenyészet
utén, 6 6ra hosszat 30 °C-on. A hémérséklet 42-°Cra
torténd emelése utdn a fiizi6s protein kifejezodik (Pr
,55~prema'ﬁﬁdﬁfé‘gﬁéf)erﬁlvw a sejteket™
centrifugéljuk, GET-pufferrel egyszer mossuk, GET-
pufferben szuszpendéljuk, és 10'° sejtet tartalmaz6
adagokban Eppendorf-csévekben tijra centrifugéljuk. A
sejteket adagokban -20 °C-on taroljuk, igy a fizi6s
60 protein kinyeréséhez rendelkezésre dllnak. A filizi6s
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protein kinyeréséhez az Eppendorf- csében valé 10
sejtet 1 ml 20 mmoV1 Trisz-HCl-pufferrel (pH=6,8)
0 °C-on tjra szuszpendéljuk, és otszor rovid ideig ult-
rahangos kezelésnek vetjik ald. Jégben tortént lehités
utén hdromszor djra révid ideig ultrahanggal kezeljik.
A sejtmaradékokat 4 °C-on 5 percig centrifugéljuk. A
feliildsz6t 6vatosan lepipettazzuk, és egy mésik Eppen-
dorf-csébe 4tvissziik. A sejtlizdtumot ilyen forméban
alkalmazzuk kimutatési reakciéhoz, vagy -20 “C-on
throljuk.

7. példa

Géntechnikailag elbdllitott protein

A-NPT II-fizids protein térhdlositdsa

glutdraldehiddel

A 6. példa szerinti médon sejtlizdtumot &llitunk
elS. Ebbé] a lizdtumbél 50 pl-t a kontrollelektroforé-
zishez egy Eppendorf-csébe atpipettdzunk. A lizétu-
mot egy dializalécsSbe toltjiik, és PBS-sel szemben
dializaljuk (4 °C, 16 6ra, 800 ml kétszer cserélve).
Ezutdn a dializtumot Aattoltjiik egy lvegcsdbe, és
ehhez 3 pl glutdraldehidet (25%-os oldat, Serva)
adunk, és 2 6ra hosszat szobahdmérsékleten, enyhe
rdzds kozben inkubéljuk. ezutin a reakcibelegyet
visszatoltjik a dializdl6cs6be, és eldszor 3 6ra hosz-
szat 4 ‘C-on PBS-sel szemben, majd egy éjszakin
at TBS-sel szemben (4 °C, 800 ml, kétszer cserélve)
dializ4ljuk. A dializlt elegyet a dializ4l6cs6bél egy
{ivegesdbe toltjik, és 4 °C-on tdroljuk. 50 pl-t a kont-
rollelektroforézishez kivesziink.

A kivett mintikat egy 10% SDS/poliakrilamidgélen
megosztjuk, és szildrd fizison NPT II teszttel 32P-y-
ATP és kanamicin segitségével vizsgaljuk. A vizsgélat
azt mutatja, hogy a kapcsolds sorén a protein A-NPT
[1-fiizi6s protein (m6ltomeg kb. 60 000 kD) teljes egé-
szében nagymolekulji termékké térhilésodott. A kap-
csolasi termék enzimaktivitdsa teljes egészében meg-
maradt. A kapott termék azonnal alkalmazhaté antitest-
tel jelzett antigének kimutatdséra.

8. példa

Géntechnikai iiton elédllitott protein

A-NPT Il-fiiziés protein kapcsoldsa tovdbbi

NPT Il molekuldkkal glutdraldehid

segitségével

A 6. példa szerinti médon sejtlizdtumot 4llitunk
eld, és ehhez hozzdadunk 100 pg, a 4. példa szerintt
médon el64llitott és elektroforézissel tisztitott NPT
I1-t. Az elegyet 16 6ra hosszat PBS-sel szemben diali-
zéljuk (1,5 ml-es dializélécs6, 800 ml, kétszer cserél-
ve, 4 °C). A dializdlt elegyet egy tivegcsében 3 pl
glutraldehiddel (25%-os oldat, Serva) rdz4s koézben
2 6ra hosszat szobahSmérsékleten inkubéljuk. A kap-
csolds végbemenetelét elektroforézissel és szildrd fi-
zistt NPT II tesztte] ellendrizziik.

A kapcsolés utéin az elegyet elszor PBS-sel, majd
TBS-sel szemben dializdljuk (mindkét esetben 4 °C,
800 ml, kétszer cserélve). A dializ4lt kapcsoldsi termé-
ket 4 °C-on tdroljuk. A termék antitesttel jelzett antigé-
nek kimutatéséra alkalmazhat6.
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9. példa

Streptavidin és NPT II kapcsoldsa glutdraldehid

segitségével

100 pg Streptavidint és 400 pg, a 4. példa szerinti
médon elGéllitott NPT II-t a 8. példa szerinti médon
PBS-sel szemben dializdljuk (1 ml csétérfogat), majd
hozzdadunk 5 pl glutdraldehidet (25%-os oldat, Serva),
és 1 6ra hosszat szobahSmérsékleten enyhe rizés koz-
ben reagéltatjuk. A reakcibelegyet eldszor PBS-sel,
majd TBS-sel szemben dializdljuk (mindkét esetben
4 °C, 4 6ra, 800 ml, kétszer cserélve). A dializilt
terméket 4 °C-on taroljuk. A kapcsolés végbemenetelét
elektroforézissel és szilird fizisd NPT II teszttel el-
lendrizziik.

A kapcsolési termék biotinnal jelzett biomolekuldk
(példaul biotinezett DNS) kimutatéséra alkalmazhaté.

10. példa

NPT II és protein A kapcsoldsa egy

toluol-diizociandt-prepolimer segitségével

a) Kapcsoléreagens elddllitdsa

17,4 g frissen desztilldlt toluilén-diizocianét-2,4-et
nitrogénatmoszfériban 50 °C-ra ‘melegitiink. Keverés
kozben, 50-55 °C-on lassan (kb. 30 perc alatt) hozz4-
csepegtetiink 30 g polietilénglikol 600-at (ioncserélon
tisztitva és 3 6ra hosszat 80 °C-on 13,3 Pa nyoméson
viztelenitve) és 0,05 g cianur-kloridot. Az adagolds
befejezése utdn az elegyet még 4 6éra hosszat 60 °C-on
keverjiik. Ezutdn 50 °C-on 13,3 Pa nyoméson géztala-
nitjuk (izocianét-ekvivalens: 453).

100 mg kapott prepolimert feloldunk 500 mg ace-
tonban. Az old6déds befejezése utin ebbdl az oldatbél
0,3 ml-t erds keverés kozben 700 ml vizbe permete-
ziink. Az igy kapott emulzi6t azonnal hasznélhatjuk.

b) Kapcsolds

800 pl, a 4. példa szerinti médon kapott lizdtumot
100 pg NPT I-vel egy Eppendorf-csében Osszekeve-
riink 150 pg protein A-val és 15 pl vizzel. Ehhez az
oldathoz hozzdadunk 200 pl fenti kapcsoléreagenst, és
1 6ra hosszat enyhén rdzzuk. Az elegyet 15 percenként
jl bsszekeverjik. 1 6ra reakci6idd utdn djabb 100 pl
frissen eldallitott kapcsoléreagenst adunk hozzd, és
tovabbi 1 6ra hosszat reagdltatjuk. Ezutin a reakcié
ledllitdséra az elegyhez hozzéadunk 150 ul lizinoldatot
(200 pg), és 30 percig szobahSmérsékleten rdzatjuk. A
kapcsolds végbemenetelét elektroforézissel és szilard
fazisi NPT II teszttel vizsgdljuk. A nagymolekuldji
kapcsoldsi termék teljes enzimaktivitdst mutat.

A termék antitesttel kapcsolt biomolekulék kimuta-
tdsédra alkalmazhat6.

11. példa

Protein A-NPT II-fiizids protein bioldgiai

térhdlositdsa

50 ul, a 6. példa szerinti médon eldallitott, protein
A-NPT II-fdzi6s proteint tartalmazé sejtlizdtumot 5 pl
nyul-antiegér-antiszérummal keverjik, és 4 °C-on egy
éjszakdn 4t inkubdljuk, A protein A-NPT II-fiziés pro-
teinbél és a nyul-antiegér-antitestbl képzSdott komp-
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lexet mésodik antitestként egy, az elsS antitesttel (egér)
- végzett végzett antigénkimutatshoz alkalmazhatjuk.
fgy enzimatikus kimutatdst (NPT II) végziink.

12. példa

Lektin kapcsoldsa glutdraldehiddel

neomicin-foszfotranszferdz II- hoz

200 1ig Phaseolus vulgaris lektint 400 pg, a 4. példa
szerinti m6don eldillitott, tisztitott NPT II-vel egyiitt
PBS-sel szemben dializdlunk (1 ml cs6térfogat, 4 °C,
800 ml kétszer cserélve, éjszakén 4t). A dializ4l6csG
tartalmét egy gézesobe toltjik, €s hozzéadunk 5 pl
glutdraldehidet (25%-o0s oldat, Serva), és egy Ora
hosszat szobahémérsékleten, enyhe rdzés kozben rea-
giltatjuk. A reakcidelegyet jsmét PBS-sel szemben,
majd TBS-sel szemben dializaljuk (mindkét esetben
4 °C, 4 6ra, 800 ml, kétszer cserélve). A dializélt
reakci6terméket 4 °C-on téroljuk. A kapcsolds teljessé-
gét és az enzimaktivitdst elektroforézissel és szildrd
fazisti NPT II teszttel vizsgéljuk. A kapesoldsi termék
megfeleld szénhidrdtok glikoproteineken torténG kimu-
tatdsdra alkalmazhat. ’

13. példa :
Humdn szérumalbumin immunoldgiai kimutatdsa
proteinfolt alapjn nitrocelluldzon, proteinmentes
blokkol6 kiriilmények kiztt (protein A-NPT II-
fitzids protein alkalmazdsdval)

Humén szérumalbumint (HSA) tartalmaz6 protei-
nekbél késziilt, nanogramm-pikogramm nagysdgrendd
sorozathigitist SDS-PAA-gélen elektroforézissel meg-
osztunk, és elektrotranszfer segitségével nitrocelluléz-
membrénra visszik 4t. Ezutén a’ nitrocellul6z-memb-
rdnt (Blot) 30 percig levegdn szAritjuk, majd 1 térfo-
gat% Tween 20-at tartalmaz6 TBS-ben egy 6ra hosszat
37 °C-on blokkoljuk. A tovébbi blokkolast 0,2 térfo-
gat% Tween 20-at tartalmaz6 TBS-sel 30 percig végez-
ziik (I blokkolés).

Anti-HSA-immunglobulin-antiszérummal (nydD
végzett inkubldldst 1:200 ardnyd higitdsban egy 6ra
hosszat szobahémérsékleten végziink. Ezutan 0,1 térfo-
gat% Tween 20-at tartalmazd TBS-sel egy 6ra hosszat
szobahdmérsékleten mossuk (hatszor cserélve). Ujabb
0,2 térfogat% Tween 20-at tartalmazé TBS-sel végzett
blokkol4s utdn (30 perc, szobahdmérséklet) (II blokko-
14s) hozzéadunk 50 l, 2 6. példa szerinti m6don elG4l-
litott, protein A-b6l és NPT II-bél 4116 fiizi6s proteint
tartalmazé lizétumot, és szobahdmérsékleten enyhe ré-
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z4s kozben inkubaljuk. Ezutdn a nitrocelluléz-memb- -

rant (Hybond C, Amersham Infernational) egy 6ra
hosszat TBS-sel mossuk (hatszor cserélve).

Egy, a 254 012 sz4m NDK szabadalmi leirds szerinti
cianur- kloriddal aktivalt cellulézt és szulfonilsavval el6-

Allitott és kanamicinnel tolttt hordoz6t egy {iveglapra -

helyeziink, és egy enzimpufferrel drasztjuk el, amely a
32p_y-ATP-t 2 milli6 beiités/perc/ml koncentréci6ban tar-
talmazza (specifikus aktivitds 150 TBg/mm6l). A fenti
médon a nitrocellulézon kapott foltokat az elekirotransz-
fernél géloldalukkal a nedves, kanamicint tartalmaz6
hordozéra helyezzik. Ezutén a nitrocellul6z-membrént
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még egyszer 4titatjuk a 7P-y-ATP-t tartalmazé enzimpuf-
ferrel, és végil lefedjitk egy ugyanolyan méretd iiveglap-
pal. A rendszert minden oldal4r6l egy polietilénfolidval
lezérjuk, és egy 6ra hosszat 37 °C-on inkubéljuk, ezalatt
az iiveglapokat egy stillyal enyhén dsszenyomjuk. Az in-
kubficié utdn a rendszerbdl a kanamicint tartalmaz6 hor-

dozét eltavolitjuk, és egy ora hosszat kétszer desztilldlt - ==

vizzel mossuk. A nitrocelluléz-membrént a.zcenn{alggy//
tijabb kanamicint tartalmaz6 hordozéra helyezzik, és
32p.y-ATP-t mﬁhhnazdenz\impuﬁ'eﬁelfémedvesitjﬁk, és
egy éjszakén 4t 37 °C-on ‘inkub4ljuk. Ezutdn kétszer
desztillélt vizzel mossuk. A kiértékelést az érintkeztetés-
ben alkalmazott, kanamicint tartalmazé hordoz6 autora-
diografidjaval végezzik. A nitrocelluléz-membrént két-
szer desztillalt vizzel torténé mosés utdn (?P-y-ATP-t6l
mentes) kontrollképpen egytitt autoradiografaljuk.

Az érintkeztetésben alkalmazott hordoz6 autoradio-
grammja alapjan a HSA-csikok helyzete pikogramm
nagységrendig fekete csikok form4jéban mutatkozik a
radiogrifisn (expozicié 30 perc, szobahSmérsékleten,
rontgenfilm HS 11, VEB ORWO Wolfen).

Mivel proteinmentes blokkol6 koriilményeket alkal-
maztunk, a nitrocellul6z-membrénon a protein Ponce-
au S segitségével szinreakci6éval kimutathat6 (szinezés:
2 perc, szintelenités vizzel 5 percig). A kiértékeléshez

 az érintkeztetéshez alkalmazott hordozé autoradio-

grammjit a szinezett nitrocellul6zfoltokra helyezzik,
igy a cstkok pontosan hozzérendelhetdk.

14. példa
HSA immunolégiai kiniutatdsa nitrocellulézon
 proteinblokkold kiriilmények kizott végzett

proteinfolt megosztdsa utdn

A 13. példa szerinti médon jérunk el, azzal a kiilénb-
séggel, hogy az I blokkolast 0,5 tomeg% zselatint tar-
talmaz6 TBS-sel (1 6ra) és 0,25 tomeg% zselatint tar-
talmazé TBS-sel (30 perc), valamint a mésodik blok-
koldst 0,25 tomeg% zselatint tartalmazé TBS-sel (30
perc) végezzik.

A Kiértékelést a 13. példa szerinti médon, az érint-
keztetésben alkalmazott hordozé autoradiogréfidjaval
végezzik.

15. példa

o-Fetoprotein immunoldgiai kimutatdsa

folttesztben nitrocellulézon

o-Fetoprotein (AFP) higitdsi sordt nitrocelluléz
membréncsikokra (Hybond C, Amersham Int.) csepeg-
tetjiik, &s szobah6mérsékleten 30 percig széritjuk. Az I
blokkol4st TBS-sel és 1% Tween 20-szal 1 6ra hosszat
37 °C-on, majd 0,2% Tween 20-at tartalmaz6 TBS-sel
30 percig szobahdmérsékleten végezzik. Ezutin HSA
elleni monoklonélis antitesttel (egér, 1:1000 arényd
higités) inkub4ljuk, majd 0,1% Tween 20-at tartalmaz6
TBS-sel mossuk, utdna 0,2% Tween 20-at tartalmazé
TBS-sel blokkoljuk, ezutin egy mésodik antitesttel
(nytl-antiegér) 1 6ra hosszat inkubéljuk (1:500 arinyd
higitds). 0,1% Tween 20-at tartalmazé TBS-sel 1 6ra
hosszat szobah6mérsékleten végzett mosds utdn Gjra
0,2% Tween 20-at tartalmaz6 TBS-sel blokkoljuk.
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Ezutén hozzéadunk 35 pl, a 6. példa szerinti médon
elGallitott, protein A-NPT II-fiizi6s proteint tartalmazd
E.coli lizatumot, és 1 6ra hosszat szobahSmérsékleten
inkubéljuk. TBS-sel végzett mos4s utén (1 éra, szoba-

 hémérséklet) a nitrocelluléz- membrént a kanamicin-
nel toltott hordozéval (254 012 szdmt NDK szabadal-
mi leirds szerint eldallitva) érintkezésbe hozzuk, és a
kimutatdst a 13. példa szerinti médon elvégezziik. A
kimutatisi hatdr a pikogramm nagységrendben van.

16. példa

Burgonyavirus kimutatésa NPT Il-vel kapcsolt

antitest segitségével a ndvényi nedvek

nitrocelluldzra t0rténd cseppentése utdn (kimutatds

a 254 029 szdmii NDK szabadalmi leirds szerinti

hordozén)

a) Neomicin-foszfotranszferdz II kapcsoldsa

anti-burgonyavirus-monoglobulinhoz glutdraldehid

segitségével

400 pg, a ‘4. a) példa szerint eldallitott és tisztitott
NPT II-t és 1 mg anti-burgonyavirus-immunoglobulint
egy dializdl6csébe TBS-sel szemben egyiitt dializdlunk
(dializ4lécsS térfogata 1 ml, 16 6ra, 4 °C, 800 ml
kétszer cserélve). A dializlt prébit ezutén egy liveg-
csébe toltjitk 4t, és hozzdadunk 3 pl glutdraldehidet
(25%-0s oldat, Serva), és két 6ra hosszat enyhe rézés
kozben szobahémérsékleten reagéltatjuk. Ezutdn a
kapesoldsi elegyet a dializdl6es6be visszatoltjiik, és
eldszér PBS-sel szemben (4 °C, éjszakén 4t), majd
TBS-sel szemben (4 °C, 800 ml kétszer cserélve, 16 6ra
hosszat) dializaljuk. A reakciéterméket iivegesdbe tolt-
jiik 4t

b) Kimutatds

Burgonyalevélbdl késziilt kipréselt nedv higit4si so-
rét nitrocellul6z-membrénra cseppentjiik, és 30 percig
széritjuk. Ezutin a membrant 1 éra hosszat 37 °C-on
1% Tween 20-at tartalmaz6 TBS-ben, majd 30 percig
szobahdmérsékleten 02% Tween 20-at tartalmazd
TBS-ben blokkoljuk. Ezutén a fenti kapcsoldsi termé-
ket 1:200 ardnyd higitisban hozzdadjuk, és 1 dra
hosszat inkubaljuk. TBS-sel végzett mosas utin a ra-
dioaktiv kimutatdst a kanamicinnel to1tott hordozéréte-
gen a 13, példa szerinti kontakteljirdssal végezziik. A
kimutat4si hatdr a pikogramm nagységrendben van.

17. példa

Burgonyavirus kimutatdsa protein A-NPT II-fiizids

proteinnel a névényi nedvek nitrocellulézra t0rténd

cseppentésébdl (kontakthordozé P 81)

Burgonyalevél kipréselt nedvébdt higitési sort készi-
tink a 16. példa szerinti médon. A blokkolds utin
azonban 1 6ra hosszat anti-burgonyavirus-immunoglo-
bulinnal (nydl) (1:1000 arényd higitds) inkubdljuk.
0,1% Tween 20-at tartalmazé TBS-sel végzett mosés
utdn djra 0,2% Tween 20-at tartalmaz6é TBS-sel blok-
koljuk, majd 50 pl, a 6. példa szerinti médon elGallitott
lizAtumot adunk hozz4, és 1 6éra hosszat inkubdljuk.
TBS-sel végzett mosés utin a 13. b) példa szerinti
kontakteljarassal végezzik a kimutatdst.
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Kanamicinnel t5ltdtt hordozéként foszforcellulézt
(P 81, Whatman, Nagy-Britannia) alkalmazunk. Az en-
zimpufferben 10 millié beiités/perc/ml specifikus akti-
vit4sd *P-y-ATP-t alkalmazunk.

A kiértékelést a foszforcelluléz-hordozék vizzel vég-
zett mosésa utén (1 6ra) autoradiogréfidsan végezziik. Az
érzékenység szintén a pikogramm nagysdgrendben van.

18. példa

HSA immunolégiai kimutatdsa protein A-NPT II-

-fiiziés protein segitségével nylonmembrénra

torténd cseppentés utdn (kontakthordozé:

kanamicinnel tolttt foszforcelluléz)

HSA higitdsi sordt nylon membréncsik (Hybond N.
Amersham, Int.) cseppentjikk, és 30 percig sziradni
hagyjuk. Az I blokkolést 2 6ra hosszat 3% szarvasmar-
haszérum-albumint (RSA) tartalmazé TBS-ben, majd
30 percig 1% RSA-t tartalmazé TBS-ben végezzitk. A
11 blokkoldst 1% RSA-t tartalmaz$ TBS-ben végezziik.
Az eljarast a 13. példa szerinti médon végezziik. A
kiértékelést a foszforcellul6z (P 81) hordoz6 autoradio-
grafidjaval végezziik. :

19. példa

HSA immunolégiai kimutatdsa proteinfolt-

-eljdrdssal nitrocelluléz- membrdnon proteinmentes

blokkold kiriilmények kozott

Az eljérdst a 13. példa szerinti médon végezzitk, kana-
micinnel toltétt hordozéként foszforcellulézt @ 81,
Whatman) alkalmazunk,

A kiértékelést a foszforcelluléz autoradiogréafidjaval
végezziik rontgenfilm segitségével (expozicié: 15 perc,
szobahdmérséklet).

20. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa proteinfolt-

médszerrel nitrocellulézon proteinmentes blokkold

koriilmények kozott (kontakteljdrds neomicinnel
151tott foszforcellulézzal)

A 13. példa szerinti médon jérunk el, ant1b1ot1kum-
mal t5ltott hordozGként neomicinnel t61tdtt foszforcel-
lulézt alkalmazunk (foszforcelluléz inkubélasa 30 per-
cig 400 mg neomicint tartalmazé 60 ml vizzel késziilt
oldattal, majd mosés vizzel 30 percig).

A kiértékelést a foszforcelluléz autoradiografidjval |,

végezzilk rontgenfilm segitségével (expozici6 15 perc,
szobahdmérséklet).

21. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa proteinfolt-

-eljdrdssal nitrocellulézt nitrocellulézon

proteinmentes blokkold kdriilmények kbzott

(érintkeztetés kontaktcellulézzal és kanamicinnel

enzimrekacid-pufferben)

A 13, példa szerinti médon jérunk el, kontakthordoz6-
ként azonban foszforcellul6zt (P 81, Whatman) alkalma-
zunk el6zetes antibiotikummal térténd feltdltés nélkiil,

Az enzimpufferhez 4 mg/ml kanamicint adunk.

A kiértékelést a foszforcelluléz autoradiogréfigjéval
végezzik.
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22. példa

Proteinfoltok tjrafelhaszndldsa

A nitrocellulézon (Eybond C) levd proteinfoltokat a
13. példa szerinti eljérds elvégzése utin 75 "C-on két-
szer 15 percig eludlé pufferrel mossuk, amely 3%
SDS-t, 0,1 mél/l B-merkapto-etanolt tartalmaz TBS-
ben, igy az elsd antitestet, beleértve az enzimmel jel-
zett szondét is, eludljuk. Mosés utén djra blokkoldst
végziink 0,1% Tween 20-at tartalmazé TBS-sel, és a
13. példéban jsmertetett eljérdst megismételjik. Az el-
sG és mésodik eljards kontakthordozéjat egyiitt autora-
diografaljuk. A proteinfoltok Gjrafelhaszndldsa utdn in-
tenzitascsokkenés nem éllapithat6 meg.

23.példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa nitrocellulézon

proteinfoltok formdjéban, proteinmentes blokkolo

koriilmények kizzott (kontakthordozo: kanamicinnel
feliolton karboxi-metil-celluléz)

Az eljardst a 13, példa szerinti médon végezzik,
kontakthordoz6ként azonban kanamicinnel toltott kar-
boxi-metil-cellulézt (CM-membrénok, Renner GmbH,
NSZK) alkalmazunk. A kiértékelést a CM-membrénok
antoradiografisjaval végezzik.

24. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa nitrocellulozon

proteinfolt formdjdban, proteinmentes blokkold

kiriilmények kizott (protein A és NPT I

toluilén-diizociandt-2,4-prepolimerrel késziilt

kapcsoldsi terméke segitségével)

A) Az enzimmel jelzett szonda elbdllitdsa

a) NPT II elektroforetikus tisztitdsa E.coli lizdtumb6l

10 ml Ecoli sejttenyészet (PRK, NPT It nagy
mennyiségben kifejezve) sejttomeget 1 ml 1iz416 puffer-
rel felvessziik, és ultrahanggal kezeljikk. A sejtmaradékot
4 °C-on centrifugiljuk. A sejtlizdtumot preparativ
PAA/SDS gélen elektroforetikusan megosztjuk. A gélt
vizel tortént mosés utén hideg 0,25 moéVliteres KCl-ol-
datba helyezzik, a lithat6v val6 NPT 1T csikokat egy
szikével kivagjuk, és felapritjuk. A proteint elual6 puffer-
rel 3 6ra hosszat szobahdmérsékleten eludljuk. Az elud-
lassal kapott oldatot centrifugdljuk, maradékot négy-
szeres mennyiségd hideg acetonnal 3 6ra hosszat -20°C-
on 4lIni hagyjuk. Ezutin 0 °C-on lecentrifugéljuk. Mosés
utén a csapadékfazist 200 pil old6pufferben oldjuk, és 20
mm6l/1 nétrium-foszfAt-pufferrel szemben egy éjszakén
4t 4 °C-on dializljuk. A kb. 200 pl végtérfogatban kb.
200 pg NPT I taldl-hat6.

b) Kapcsolds

Akapesolédshoz 17,4 g frissen desztill4lt toluilén-dii-
zocianét- 2,4-b61 &s 30 g polietilénglikol 600-b6L 50~
60 °C-on prepolimert készitiink. 100 mg prepolimert
500 mg acetonban oldunk, a teljes old6dés utén az
oldatb6l 300 mg-ot 700 mg vizzel emulgedlunk.

800 pl az a) 16pésben kapott lizdtumot egy Eppendorf-
csében elkeveriink 150 pg protein A 150 jul vizzel készilt
oldatéval. Ehhez az oldathoz hozzéadunk 200 pl, a fenti
médon elGallitott emulzi6t, és 1 6ra hosszat rézés kozben

18

10

15

20

reagiltatjuk. Egy 6ra milva ijabb 100 pl frissen elG4lli-
tott emulzi6t adagolunk, és még egy 6ra hosszat reagél-
tatjuk. Ezutén 200 pg lizin 150 il vizzel késziilt oldatéval
30 percig szobahdmérsékleten leallitjuk.

i

c) Kimutatds

A 13. példa szerinti médon jérunk el, a géntechnikai
titon eldallitott protein A-NPT II-fizi6s protein helyett
azonban 50 pl fenti médon elGallitott kapcsolési termé-
ket alkalmazunk enzimmel jelzett szondaként. A kimu-
tatést autoradiografidsan végezzik. '

25. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa CCA-papirra tortént
- csdppentéssel (254 012 szémi NDK szabadalmi

leirds szerinti kontakthordozo)

HSA higitisi sordt CCA-papirra (134 025 szémi
eurépai szabadalmi leirds szerint elgallitva) cseppent-
jiik, és 30 percig levegdn szdradni hagyjuk. Ezutén a
hordozét 10% szulfonilsavat és 10% trietanol-amint
tartalmazé oldatban (pH=7,5) 1 6ra hosszat szobahd-
mérsékleten enyhe rézés kozben inkubéljuk. Az Iblok-

_ kolast 0,5% zselatint tartalmaz6 TBS-ben, majd 30

. percig 0,25%
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zselatint tartalmaz6é TBS-ben végezzik.
Ezutin a 14. példa szerinti eljardst hajtjuk végre. A
Kiértékelés a 254 012 szémi NDK szabadalmi leirés
szerinti kontakthordoz6 és a CCA-papir autoradiogré-
fi4jéval torténik. Mindkét hordoz6 2 2p_y-ATP-vel jel-
zett kanamicin kimutatésa alapjan értékelhetd.

26. példa
HSA immunolégiai kimutatdsa negativ papirra
tértént cseppentés utdn. (foszforcelluloz

kontakthordozd)

Negativ hordoz6t CCA-papirbél és szulfonilsavb6l a
237 841 szémid NDK szabadalmi leirds alapjén készi-
tiink. Erre a hordozéra HSA higitasi sordt cseppentjik,
és blokkolészerként (I és II blokkolds) 10% szulfonil-
savat és 10% trietanol-amint tartalmaz6 oldatot
(pH=7,5) alkalmazunk. Kanamicinnel toltstt hordoz6-
ként kanamicinnel toltott foszforcellulézt (P 81, What-
man) alkalmazunk. A kimutatést a 13. példa szerinti
médon végezzikk. A HSA kimutatdsa a két hordoz6

autoradiografidjaval torténik.

27. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa hidroféb hordozora

t6rtént cseppentés utdn (254 012 szdmit NDK

szabadalmi lefrds szerinti kontakthordozo)

Hidrof6b hordozét tgy 4llitunk el6, hogy a 134 025
szhm( eur6pai szabadalmi lefrds szerinti CCA-papirt ek-
vimoléris mennyiségd di-n-oktil-aminnal €s szulfanilsav-
val mint nAtriumséval reagéltatjuk. Erre a hordozéra
visszitk fel 2 HSA higitési sorét. A cseppeket szobaht-
mérsékleten 30 perc alatt megszéritjuk, majd még tovéb-
bi 15 percig szradni hagyjuk. Az I¢és IT blokkolés TBS-
sel és zselatinnal torténik a 14, példa szerint, A tovabbi-
akban a 13. példa szerinti médon jarunk el.

A kiértékelést a két hordoz6 autoradio gréifidjival
végezzik.
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28. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa nitrocellulézon

proteinfoltok formdjdban (kontakthordozd

foszforcelluléz) és a kimutatdsi reakcié
felerdsitésével ‘

Nitrocellul6zra (Hybond C. Amersham) higitasi sort
cseppentiink, és a 13. példa szerinti médon blokkoljuk.
Az elsé antitesttel torténd inkubalds utdn 1 6ra hosszat
0,1% Tween 20-at tartalmazé TBS-sel mossuk, majd
tijra blokkoljuk (TBS+0,2% Tween 20), majd hozzé-
adunk 10 pg protein A-t 10 ml oldatban, és enyhén
rizzuk. Ezutén djra mossuk 0,1% Tween 20-at tartal-
maz6 TBS-sel, és tjra blokkoljuk.

Ezutin hozzdadunk 10 pl HSA-antihumén szérum-
albumin-protein A-NPT II-fiizi6s proteint (a 6. példa
szerinti 50 pl lizdtumbé! elGéllitva, S0 p HSA és 50 pl
anti-HSA-immunglobulin/nydl, inkub4ciés hémérsék-
let 4 °C, egy éjszakén 4t), és 1 éra hosszat inkubéljuk.
Ezutin TBS-sel mossuk, és a 13. példa szerinti kontak-
teljirdsban kanamicinnel t6ltott hordozéval érintkez-
tetjiik. A kiértékelés a kontakthordoz6 autoradiografia-
jaban torténik (30 perc szobah6mérsékleten).

29. példa

o-Fetoprotein immunoldgiai kimutatdsa

nitrocellulézra tortént cseppentés utdn (254 012

szdmi NDK szabadalmi leirds szerinti

kontakthordozd), felerdsités a térhdldsttott protein

A-NPT [I-fiizi6s protein antitestével

Els6 1épésben a 15. példa szerinti médon jérunk el.
Az elsé antitesttel (monoklonéris) végzett inkubécié
utdn 0,1% Tween 20-at tartalmaz6 TBS-sel mossuk, és
0,2% Tween 20-at tartalmazé TBS-sel blokkoljuk. Ez-
utén hozzdadjuk 50 pl biol6giai tton térhalésitott pro-
tein A-NPT II-fiiziés proteint (l4sd 11. példa), és 1 6ra
hosszat inkub4ljuk.

TBS-sel végzett mosis utén (1 6ra) a 15. példa
szerinti médon jirunk el. A kiértékelést a kontakthor-
doz6 20 percig szobahSmérsékleten végzett autoradio-
grafidjaval végezzik.

30. példa

HSA immunoldgiai kimutatdsa (enzimreakcis-oldat)

HSA higitasi sorét kiilon-kilon kor alakd nitrocellu-
16zsziirére (Hybond C. Amersham Int) cseppentjik
(felillet 0,5 cm?), majd a 13. példa szerinti médon
jarunk el. Protein A-NPT II-fiizi6s proteinnel végzett
inkubl4lds utdn a szirdket 1 6ra hosszat TBS-sel mos-
suk, majd egyenként mdanyag tartdlyokba helyezziik.
Mindegyikhez hozzdadunk 0,5 m! enzimpuffert, 1 mg
kanamicint és ¥P-y-ATP-t (10 milli§ beiités/perc/ml,
specifikus aktivitds 5000 C/mm6V/1) és 1 6ra hosszat
37 °C-on reagéltatjuk. A nitrocellul6z-membrénokat
kivesszitk, egy foszforcellul6zbdél késziilt szdrét (P
81, 1 cm?) helyeziink r4, és 30 percig rdzzuk. A foszfor-
cellulézszirdket levesszik, 1 6ra hosszat vizzel mos-
suk, megszéritjuk és szcintilldciés szdmléléban mérjik.
A kiértékelést kozvetleniil a radioaktivitds mért értéké-
b6l végezzitk (kontrollként egy nitrocellulézsz 6t
HSA nélkiil kezeliink).
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards enzimmel kapcsolt molekuléris szond4k el6-
éllitdsara, azzal jellemezve, hogy molekuldris szonddkat
kdzvetleniil vagy egy kozbiilsé vegyiileten keresztiil egy
aminogliikozid-foszfotranszferdzzal kapcsolunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy molekularis szondaként immunreaktiv szondét al-
kalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy immunreaktiv szondaként egy mono- vagy poli-
klonélis antitestet, antiszérumot, egy proteint vagy egy
peptidet alkalmazunk.

4, A 3. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy proteinként protein A-t alkalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy molekuléris szondaként egy vagy tobb termé-
szetben eldforduld, kémiailag vagy géntechnikai dton
elgallitott nukleinsavat vagy ezek szdrmazékét, vagy
ezek fragmensét alkalmazzuk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy nukleinsavként egysz4li DNS-t vagy annak frag-
mensét, kettds szald vagy részben kettds szdld DNS-t
vagy annak fragmensét, oligodezoxiribonukleotidot,
RNS-t vagy annak fragmensét vagy oligoribonikleoti-
dot alkalmazunk.

7. Az 5. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy nukleinsavként géntechnikai dton elG4llitott hibri-
dizAciés szondét alkalmazunk.,

8. Az 1. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy molekuléris szondaként egy biomolekuldris szon-
déhoz specifikus affinitdst mutaté proteint alkalmazunk.

9. A 8. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,

hogy proteinként avidint, streptavidint vagy kapcsol-
haté enzimet alkalmazunk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy molekularis szondaként egy biomolekuldhoz spe-
cifikus affinitdst mutaté kémiai vegyiiletet alkalma-
zunk.

11. A 10. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy kémiai vegyiiletként biotint alkalmazunk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezye,
hogy aminogliikozid-foszfotranszferdzként neomicin-
foszfotranszferdz I-et vagy II-t alkalmazunk.

13. Az 1, igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy az aminogliikozid-foszfotranszferiz kapcsolésat a
molekuldris szond4ra egy kovalens, egy vagy tobb kéz-
bekapcsolt molekulén keresztiil torténé kovalens kotés
kialakitdséval végezziik.

14. A 13. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a kapcsoldshoz glutdraldehidet, p-benzokinont,
biszszukcinimidil-észtert, biszimidatot és/vagy azidokat
alkalmazunk. -

15. Az 1, 13. vagy 14. igénypont szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy kdzbekapesolt molekulaként 1-
150 atom hossziis4gd, adott esetben egy vagy tobb gytd-
rdrendszert tartalmaz6 csoportokat alkalmazunk.

16. Az 1. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy az aminoglitkozid-foszfotranszferdz molekuldris
szondéra torténd kapcsoldsat ionos kotés kialakitdsdval,
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egy vagy tobb, mindkét komponenssel ionos katést ki-
alakit6 kémiai vegyiileten keresztil végezziik.

17. A 16. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy a kapcsoldshoz polietilénimint alkalmazunk.

18. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy a kapcsolést hidroféb vagy mis elektrosztatikus
kolcsonhatason keresztiil végezzik.

19. Az 1-5., 8. vagy 9. igénypont szerinti eljarés,

azzal jellemezve, hogy fiizi6s proteinként egy, protein-
bl és amﬁloglﬁkozid—foszfotranszferézbél 4116 gén-
technika diton el@allitott fiizi6s proteint alkalmazunk.

20. Eljras biomolekulak enzimmel kapcsolt moleku-
l4ris szondédval torténd kimutatdséra, azzal jellemezve,
hogy oldatban, gélben vagy egy I szilérd fazison talél-
haté biomolekula felismerésére egy az 1. igénypont
szerinti enzimmel kapcsolt molekuléris szondét adago-
lunk, a molekuldris szonddhoz kapcsolt vagy arr6l leha-
sitott enzimet egy koszubszirdt jelenlétében egy
szubsztrattal reagéltatjuk, és az 4talakitott szubsztritot
egy I vagy III szildrd fézison kimutatjuk.

21. A 20. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy a biomolekula kimutatéséra a kovetkezd 1épéseket
végezziik: ' )

(i) felismerési 16pés, amelyben az enzimmel kapcsolt
molekuléris szond4t az oldatban vagy gélben talalhat6
vagy egy I szildrd fazison kotott, specifikus affinitdssal
rendelkezd biomolekuldval kapcsoljuk;

(ii) mosési 16pés, amelyben a felesleges, enzimmel
kapcsolt molekuldris szond4t kimossuk és/vagy levé-
lasztjuk;

(iii) enzimreakci6-1épés, amelyben a szubszirdtot gy
koszubsztrét jelenlétében az enzimmel 4talakitjuk;

(iv) levilasztési 1épés, amelyben az 4t nem alakitott
koszubsztrétot és adott esetben a szubsztritot kimossuk
vagy levalasztjuk; '

(v) kiériékelési 1épés, amelyben az 4talakitott
szubsztratot egy II vagy I szildrd fazison mérjik vagy
alkalmas kimutat6 eljérdssal kimutatjuk.

22. A 21. igénypont szerinti eljérds, azzal Jjellemezve,
hogy az (i) felismerési 1épésben a biomolekulét gélben
vagy més megoszto vagy hordozéanyagban megoszt-
juk, és a biomolekuldt tarfalmazé megoszté- és hordo-
z6anyagot egy, az enzimmel kapcsolt molekuldris szon-
dét tartalmaz6 oldattal érintkeztetjiik, igy a gélben vagy
a megoszt6- és hordoz6anyagban a biomolekuldbdl és
az enzimmel kapcsolt molekuldris szonddbol 4ll6
komplexet hozunk Iétre; a (i) mos4si 1épésben az en-
zimmel kapcsolt molekuléris szonda foloslegét a gélbol
vagy megoszté- €s hordoz6anyagb6l kimossuk; a (i)
enzimreakci6-lépésben a gélt vagy megoszto- és hordo-
z6anyagot egy méasodik, a szubsztrtot és a koszubsztra-
tot tartalmaz6 géllel vagy megosz6- €s hordoz6anyag-
gal érintkeztetjiik, és a szubsztratot Atalakitjuk; a (iv)
levalasztasi I6pésben a mésodik, az 4talakitott szubszt-
rétot tartalmazé gélt vagy levélaszt6- és hordoz6anya-
got egy szildrd III fézissal érintkeztetjiik, és az 4talaki-
tott szubsztrétot ehhez kapcsoljuk, és mosasi 1épések
utén az (v) kiértékelési 1épésben az dtalakitott szubsztrd-
tot a III szildrd f4zison radioaktivitds mérésével vagy
autoradiografissan vagy més médon kimutatjuk.
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23. A 22. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy az (i) és (ii) 1épések utén a biomolekuldbol és az
enzimmel kapcsolt molekuléris szond4bdl 4116 komple-

 xet tartalmazé gélt vagy megosztd- és hordozbanyagot

egy, a szubszirétot megkétve tartalmaz6 11 szilArd fizis-
sal, egy koszubsztrat jelenlétében érintkeztetjiik, és az
enzimatikusan 4talakitott szubsztritot a II szilérd fézi-
son kimutatjuk. ,

24. A 21. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy az (i) felismerési 1épésben az enzimmel kapcsolt
molekuléris szond4t és a biomolekuldt oldatban alkal-
mazzuk és kapcsoljuk, a (if) mosési 16pésben az enzim-
mel kapesolt molekuldris szonda foloslegét levélaszt-
juk, a (iil) enzimreakci6-lépésben a biomolekuldbdl és
az enzimmel kapcsolt molekuldris szond4b6l 4116
komplex enzimét a koszubsztrat jelenlétében a szubszt-
réttal oldatban reagaltatjuk, a (iv) levélasztisi 1épésben
az enzimatikusan 4talakitott szubsztrat koszubsztrét-fo-
16slegétd] torténd elvélasztdsat egy, 2 szubsztritot sze-
lektiven kot IIT szildrd fazissal végezzik, az (v) kiérté-
kelési 1épésben az 4talakitott szubsztritot a III szildrd
fazison mérjikk vagy autoradiografidsan meghatérozzuk.

25. A 21. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy az (i) felismerési lépésben az enzimmel kapcsolt
molekulérs szond4t egy I szildrd fézisra kotott biomole-
kuléra kapcsoljuk, a (ii) mosési 1épésben az enzimmel
kapesolt molekuldris szonda foloslegét kimossuk és/vagy
levalasztjuk, a (iii) enzimreakci6-lépésben a biomoleku-
14b6l és az enzimmel kapcsolt molekuldris szondéb6l
4116, I szilérd f4zison megkotott komplex enzimét oldat-
ban taldlhaté szubsztréttal &s koszubsztrattal reagéltatjuk,
a (iv) levélaszt6lépésben az 4t nem alakitott koszubsztr-
tot s adott esetben szubszirétot levalasztjuk, €s az 4tala-
Kitott szubsztrétot egy ITL szilérd fézisra kotjitk, a (v) kiér-
tékelési 1épésben az 4talakitott szubsztrétot a III szildrd
f4zison mérjiik, vagy autoradiografidsan meghatérozzuk.

26. A 25. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy az I szildrd fazist a rdkotott biomolekuldval és az
erre kotott enzimmel kapesolt molekuléris szondéval az
(i) és (i) 1épések utin a (iii) enzimreakci6-lépésben egy
olyan géllel vagy més elvalaszt6- és hordozéanyaggal
rétegezziik be, amelyben a szubsztrat és a koszubsztrdt
taldlhatd, majd a levélasztolépésben a gélbol vagy elva-
laszté- és hordozéanyagbél az 4talakitott szubsztrdtot
egy III szilard fézisba vissziik 4t, és az (v) kiértékelési
1épésben ott hatdrozzuk meg.

27. A 21. igénypont szerinti eljérés, azzal Jellemezve,
hogy az (i) felismerési [épésben egy kapcsolt enzimmel
jelzett molekuléris szondét egy 1 szildrd fazison kotott
biomolekuldra kapcsolunk, a (i) mosési épésben az
enzimmel kapcsolt molekuléris szonda foloslegét ki-
mossuk és/vagy levélasztjuk, a (iif) enzimreakci6-1épés-
ben a biomolekulab6l és az enzimmel kapcsolt moleku-
léris szond4bol 4116, I szildrd fézison kotott komplex
enzimét egy II szilard fézison kotott szubsztrattal, egy
oldatban tal4lhat6 koszubsztrit jelenlétében reagdltat-
juk, a (iv) levalaszt6lépésben a koszubsztrat foloslegét
kimossuk vagy levalasztjuk, és az (v) kiértékelési 1épés-
ben az 4talakitoft szubsztratot a I szildrd fazison mérjitk
vagy autoradiogréfidsan meghatirozzuk.
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28. A 21-27. igénypontok barmelyike szerinti eljéras,
azzal jellemezve, hogy az (i) felismerési 1épésben a
biomolekulat egy vagy tobb felismerdrendszerben egy
vagy tobb specifikus affinitdssal rendelkezd molekula-
ban ismerjik fel, vagy egy vagy tobb molekuléval rea-
géltatjuk, és az enzimmel kapcsolt molekuléris szond4t
ezen molekuldk koziil legaldbb eggyel reagéltatjuk.

29. A 20, 21. és 25-27. igénypontok béirmelyike
szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy 1 szilérd fazis-
ként, amelyhez a biomolekulét kapcsoljuk, egy kova-
lensen, ionosan vagy elektrosztatikus kolesonhatis
alapjén ko6t hordozét alkalmazunk.

30. A 29. igénypont szerinti eljirs, azzal jellemezve,
hogy hordozéként nitrocellulézt, polivinilidén-difluori-
dot, poliamidot, t5ltdtt poliamidot, diazo-benzil-oxi-
metil-cellulézt, dietil-amino-etil-cellulézt, cianur-klo-
riddal aktivalt cellulézt, aktivélt polisztirolt vagy ké-
miailag aktivlt tiveget hasznélunk.

31. A 29. vagy 30. igénypont szerinti eljiras, azzal
Jellemezve, hogy az 1 szilard fézist sik feliiletf anyag
forméjéban alkalmazzuk.

32. A20.,21.,23. vagy 27. igénypont szerinti eljirés,
azzal jellemezve, hogy II szilard fazisként egy, a
szubsztrétot kotd hordozét alkalmazunk.

33. A 32. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a szubsztrétot koté hordozdéként egy kovalensen,
ionosan vagy elektrosztatikus kolcsonhatéson keresztiil
kot6 hordoz6t alkalmazunk.

34. A 33. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy hordozéként nitrocellulézt, polivinilidén-difluori-
dot, poliamidot, toltdtt poliamidot, diazo-benzil-oxi-
metil-cellulézt, dietil-amino-etil-cellulézt, cianur-klo-
riddal aktivalt cellul6zt, aktivalt polisztirolt, kémiailag
aktivalt iiveget, foszforcellulézt, karboxi-metil-cellul6zt
vagy cianur-kloriddal és egy, aminocsoportot és egy
karbonsav-, foszforsav- vagy szulfonsavcsoportot tar-
talmazé vegyiilette] médositott cellulézt alkalmazunk.

35. A 32. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a II szilérd fazist egy optikailag 4tereszt§ anyag
forméjéban alkalmazzuk.

36. A 32. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy a II szildrd fézist egy sik feliiletd anyag formé4jé-
ban alkalmazzuk.

37. A20-22. és 24-26. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljarés, azzal jellemezve, hogy 11 szilard fazisként
egy, a szubsztritot és/vagy az enzimatikusan 4talakitott
szubsztrétot szelektiven kot§ gélt, levdlaszt6- és hordo-
zbanyagot alkalmazunk.

38. A 37. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy szelektiven kot6 gélként vagy levalaszté- vagy
hordozéanyagként egy kovalensen, 1onosan vagy elekt-
rosztatikus kolcsonhatés alapjin kot6 hordozéanyagot
alkalmazunk.

39. A 38. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy hordozéként nitrocellulézt, polivinilidén-difluori-
dot, poliamidot, toltétt poliamidot, diazo-benzil-oxi-
metil-cellulézt, dietil-amino-etil-cellulézt, cianur-klo-
riddal aktivélt cellulézt, aktivélt polisztirolt, kémiailag
aktivélt tiveget, foszforcellulézt, karboxi-metil-cellul6zt
vagy cianur-kloriddal és egy, aminocsoportot és egy
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karbonsav-, foszforsav- vagy szulfonsavcsoportot tar- .
talmazé vegyiilettel médositott cellulézt alkalmazunk.

40. A 38. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a III szildrd fézist egy optikailag 4tereszté anyag
forméjéaban alkalmazzuk.

41, A 38. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a I szilard fazist egy sik feliiletii anyag formé4j-
ban alkalmazzuk.

42, A 21., 35. vagy 40. igénypont szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy az (v) kiértékelési 1épést az opti-
kailag éteresztS anyagon nem radioaktiv eljiréssal, opti-
kai médszerrel végezziik.

43. A25-27. igénypontok birmelyike szerinti eljérés,
azzal jellemezve, hogy a biomolekulét az I szil4rd fézis-
ra cseppentéssel vagy gélen vagy més megoszt6- és
hordoz6anyagon térténé megosztis utédn foltkészitd el-
jéréssal vissziik fel.

44, A21-27. igénypontok birmelyike szerinti eljér4s,
azzal jellemezve, hogy az (i) eljaras enzimreakci6-1épé-
sét a molekuldris szondéra kapcsolt enzimmel vagy az
arré] lehasitott enzimmel végezziik.

45. A20-28. igénypontok barmelyike szerinti eljras,
azzal jellemezve, hogy enzimmel kapcsolt molekuléris
szondaként egy mono- vagy poliklonélis antitestet, anti-
szérumot, proteint, peptidet, egyszAld, kétszald vagy
részben kétsz4ld DNS-t vagy ennek egy fragmensét,
oligodezoxiribonukleotidot, egy mésik biomolekuléhoz
specifikus affinitist mutaté proteint vagy egy biomole-
kuldhoz affinitdst mutaté kémiai vegyiiletet alkalma-
zunk.

46. A 45. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy egy mésik biomolekuldhoz specifikus affinitést
mutaté proteinként avidint vagy streptavidint alkalma-
zunk.

47. A 45. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy egy biomolekuldhoz affinitdst mutaté kémiai ve-
gyiiletként biotint alkalmazunk.

48. A 20. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy enzimmel kapcsolt molekuléris szondaként egy, az
enzimhez kovalensen kapcsolt szondét alkalmazunk.

49. A 48. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy enzimmel kapcsolt szondaként, egy glutraldehid-
del, benzokinonnal, biszszukcinimidil-észterrel, biszi-
midittal vagy azidénnel kapcsolt molekuldris szondét
alkalmazunk.

50. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jelemezve,
hogy enzimmel kapcsolt molekuléris szondaként egy,
ionos kotéssel kapcsolt molekuléris szond4t alkalma-
zunk.

51. Az 50. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemez-
ve, hogy enzimmel kapcsolt molekularis szondaként
egy, polietiléniminen keresztiil kapcsolt molekuléris
szondét alkalmazunk.

52. A 20. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy enzimmel kapcsolt molekuléris szondaként egy,
hidroféb vagy més elektrosztatikus kolcsnhatés alap-
jén kapcsolt molekuléris szondét alkalmazunk.

53. A 20. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy jelzett molekuldris szondaként egy enzimbdl és
molekuléris szond4b6l 4116 fiizids proteint alkalmazunk.
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54, A 48. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy kovalensen kapcsolt molekuléris szond4rdl az en-
zim lehasithat6.

55. Az 54. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemez-
ve, hogy a hasitdst fotokémiai vagy redukci6s tton
végezzitk.

56. A 20., 4. és 48-52. igénypontok bérmelyike sze-
rinti eljirds, azzal jellemezve, hogy enzimmel kapcsolt
molekuléris szondaként egy, az enzimmel kapcsolt rever-
zibilisen kapcsolt molekuldris szondt alkalmazunk.

57. A 20. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy aminogliikozid-foszfotranszferdzként egy kanami-
cin-foszfotranszferdzt alkalmazunk.

58. A 20. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy aminogliikozid-foszfotranszferdzkeént egy neomi-
cin-foszfotranszferszt alkalmazunk.

59. A 20-28. igénypontok birmelyike szerinti eljars,
azzal jellemezve, hogy enzimmel kapcsolt molekularis
szondaként kanamicin-foszfotranszferdzzal kapcsolt
molekuldris szondét alkalmazunk.

60. A 20-28. igénypontok bérmelyike szerinti elj 4rds,
azzal jellemezve, hogy szubsztrétként kloramfenikolt al-
kalmazunk.

61. A 20-28. igénypontok barmelyike szerinti eljérés,
azzal jellemezve, hogy szubszirtként aminoglitkozid-
antibiotikumot alkalmazunk.

62. A 20-28. és 57. igénypontok barmelyike szerinti
eljirés, azzal jellemezve, hogy szubsztritként kanamicint,
neomicint, gentamicint vagy paromomicint alkalmazunk.

63. A 20-28. és 58. igénypontok birmelyike szerinti
eljérés, azzal jellemezve, hogy szubsztritként foszfori-
lezhetd proteint alkalmazunk. :

64. A 66. igénypont szerinti eljdrés, azzal jellemezve,

hogy foszforilezhetd proteinként hisztont alkalmazunk. -

65. A 20-28. igénypontok bérmelyike szerinti eljérés,
azzal jellemezve, hogy szubsztritként egy RNS-t,
DNS-t, dezoxiribo- vagy ribooligonukleotidot vagy egy
dezoxiribo- vagy ribopolinukleotidot alkalmazunk.

66. A 20-28. igénypontok barmelyike szerinti eljérds,
azzal jellemezve, hogy szubsztritként egy kettds szald
DNS-t alkalmazunk. '
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67. A 20-28. igénypontok birmelyike szerinti eljards,
azzal jellemezve, hogy szubsziritként egy RNS-t alkal-
mazunk. -

68. A 20-28. igénypontok birmelyike szerinti eljards,
azzal jellemezve, hogy szubsztritként egy egyszéld
vagy kétszdld DNS-t alkalmazunk.

69. A 20-28. igénypontok bérmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy szubsztritként egy egyszdld
DNS-t és egy primert alkalmazunk.

70. A 20-28. igénypontok bérmelyike szerinti eljars,
azzal jellemezve, hogy szubsztritként egy kettSs sz4ld
DNS-t alkalmazunk.

71. A 20-28. és 60. igénypontok szerinti eljirds, azzal
jellemezve, hogy koszubsztrétként egy 14C.nel vagy *H-
nel jelzett acetitot alkalmazunk.

72. A 20-28., 57-58. és 61-63. igénypontok bérme-
lyike szerinti eljards, azzal Jjellemezve, hogy koszubszt-
ratként ATP-t és/vagy ?P-y-ATP-t alkalmazunk.

73. A 20-28., 66., 68. és 69. igénypontok bérmelyike
szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy koszubsztrtként
anégy dezoxiribonukleozid-trifoszfit elegyét alkalmaz-
zuk, a dezoxiribonukleozid-trifoszfatok koziil egyet
vagy tobbet c-helyzetben ?P-ral jelzett forméban.

74, A 20-28., és 67. igénypontok bérmelyike szerinti
eljérés, azzal jellemezve, hogy koszubsztrétként 32p_q-
ATP vagy ¥P-a.-ATP és ATP elegyét alkalmazzuk.

75. A 20-28., 66., 68. &s 69. igénypontok bérmelyike
szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy koszubsztritként
egy 3S-nel, *H-nel vagy “I-dal jelzett dezoxinukleo-
zid-trifoszfatot vagy jelzett és adott esetben nem. jelzett
dezoxinukleozid-trifoszfitok elegyét alkalmazzuk.

76. A 20-28., 66., 68. és 69. igénypontok barmelyike
szerinti eljfirés, azzal jellemezve, hogy koszubszirétként
egy biotinilezett dezoxinukleozid-trifoszfatot alkalma-
zunk.

77. A 20-28. igénypontok barmelyike szerinti eljirds,
azzal jellemezve, hogy koszubsztrdtként DNS-t vagy
jelzett DNS-t és/vagy dezoxiribopolinukleotidokat al-
kalmazunk.
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