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Az ee3-proteincsalad és az azokat kodolé DNS-szekvenciak

Kivonat

A talalmany targyat a kdvetkezok képezik: ee3-proteineket kddolé DNS-szekvenciak;
talalmany szerinti DNS-szekvencidkat tartalmazé expresszids vektorok; talalmany szerinti ex-
presszids vektorokat hordozé gazdasejtek; a talalmany szerinti szekvenciak altal kodolt gén-
termékek; a talalmany szerinti szekvencidk vonatkozasaban mddositott transzgenikus allatok;
a talalmany szerinti géntermékek elleni antitestek; eljarasok talalmany szerinti géntermékek
expresszaltatasara és/vagy izolalasara; gyogyaszatilag aktiv vegyiiletek és el6allitasi eljarasaik
és alkalmazasuk; valamint a talalmany szerinti DNS-szekvenciak és/vagy géntermékek nem

terapias céli alkalmazasai.
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Az ee3-proteincsalad és az azokat kddolé6 DNS-szekvencidk

A talalmany targyat a kovetkezdk képezik: ee3-proteineket kédolé DNS-szekvencidk;
talalmény szerinti DNS-szekvencidkat tartalmazé expresszids vektorok; talalmany szerinti
expresszios vektorokat hordozdé gazdasejtek; a taldlmany szerinti szekvenciak altal kédolt
géntermekek; a talalmény szerinti szekvenciak vonatkozasiban médositott transzgenikus &lla-
tok; a talalmany szerinti géntermékek elleni antitestek; eljarasok taldlmany szerinti géntermé-
kek expresszaltatdsara és/vagy izolalasara; gydgyaszatilag aktiv vegyiiletek és elSallitasi elja-
rasaik ¢s alkalmazasuk; valamint a talalmany szerinti DNS-szekvencidk és/vagy géntermékek
nem terapias célu alkalmazasai.

A G-proteinhez kapcsolt receptorok (GPCR) osztalyaba tartozé proteinek koziil sza-
mos ismeretes. A GPCR-proteinek alkotjak a szignaltranszdukcidban szerepet jatszé sejtfelii-
leti molekulak legnagyobb csaladjat. E receptorokat szamos kiilénféle ligandum és egyéb sti-
mulus aktivélja, igy példaul, fény (rodopszin), szagok (illatreceptorok), kalcium, aminosavak
vagy biogén aminok, nukleotidok, peptidek, zsirsavak és zsirsav-szarmazékok, valamint kii-
16nb6z6 polipeptidek. Emlésokben a GPCR-osztaly kb. 1500 kiilénféle proteinje 1étezik, me-
lyek koziil hozzavetdleg 1200 szagld-, izlel6- vagy vomeronazalis receptor. Az Un. ,,arva”
GPCR-receptorok (azaz olyan receptorok, melyeket ez idaig semmilyen funkciéval nem sike-
riilt kapcsolatba hozni) szdma, becslések szerint, mintegy 200-500-ra tehet6 [Howard és
mtsai.: Trends Pharmacol. Sci. 22, 132 (2001)]. C. elegans-ban a GPCR-szekvenciak a teljes
genom kb. 5 %-at teszik ki, és hozzivetdleg 1000 GPCR-proteint kédolnak [Bargmann:
Science 282, 2028 (1998); és Bargmann és Kaplan: Annu. Rev. Neurosci. 21, 279 (1998)].

Korabban azt talaltak, hogy a Drosophila melanogaster-ben kb. 200 GPCR-szekvencia
talalhaté [Brody €s Cravchik: J. Cell. Biol. 150, 83 (2000)]. Az ilyen nagy szami, topoldgiai-
lag hasonld molekulak feltehet6en konvergens médon, a G-proteinekhez t6rténé kstédés cél-
jéabol alakultak ki. '

A GPCR-molekulak osztalyat altaldban harom vagy négy csaladra osztjadk. Az ,,A” csa-
ladba tartozik messze a legtobb receptor; példaul, ide tartoznak, té6bbek kozott, az illatrecepto-
rok [Buck és Axel: Cell 65, 175 (1991)]. A ,,B” csaladba a szekretin, a VIP és a kalcitonin re-
ceptorai tartoznak. A ,,C” csoportba olyan receptorok tartoznak, mint a metabotrép glutamat-
receptorok, a kalcium-receptorok, a GABA-B-receptorok, az izreceptorok €s a feromonrecep-

torok. Mindazonaltal, az ,,arva” GPCR-szekvenciak gyakorlatilag mindegyike az ,,A” csaladba

tartozik.
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A GPCR-csaladok egyik jellemzdje a G-proteineken keresztiil megvalésuld szignél-
transzdukcié. Egy extracelluldris ligandum koétédése egy G-protein aktivaldsat indukélja,
amely azutan atalakitja a szignalt. Hozzéavet6leg 200 kiilonb6z6é G-protein 1étezik, melyekbdl
az egyes sejttipusok mas-mas Osszetétell készlettel birnak. Egy G-protein aktiv alakja a GTP-
kotott alak (a G-protein inaktiv alakban GDP-hez van kétédve). Mivel a G-protein GTP4azként
funkciondl, a GTP-hez t&rténé kotddést kdvetSen inaktivalja magat, emiatt a G-proteineken
keresztiil megvaldsuléd szignaltranszdukcié mindig dtmeneti esemény. Valamennyi G-protein
harom alegységbdl (o, B és y) all. Az alfa-alegység a GTP megkotésére, s ezaltal a jelatviteli
folyamat kovetkezG stadiumaban szerepet jatszd jeltovabbitok (,,mdsodlagos jeltovabbitd™”
rendszer) szabalyozaséra képes. Példaul, a Gs-protein az adenilat ciklazt aktivalja (stimulalja),
ezaltal az intracellularis jeltovabbité cAMP koncentracidjanak névekedését eredményezi. A
Gi-protein gatolja az adenilat ciklazt, mig a Gq-protein a foszfolipaz-C-t aktivalja (masodla-
gos jeltovabbitdk: inozitol-trifoszfat és diacilglicerin). A gyakran alkalmazott masodlagos jel-
tovabbito-rendszerek példaiként a kalcium, K, cGMP és hasonlék emlithet6k. Léteznek kimé-
ra G-proteinek is. A G-B és G-y alegységek — a harom részbdl allé proteinkomplexrdl torténd
lehasitasuk utan - szintén eléidézhetnek szignaltranszdukcidt, példaul, valdszintileg a MAP-
kinaz jelatviteli reakcioutak aktivalasa révén. A G-proteinek adott GPCR-hez torténé kap-
csolddasanak specifitasa gyogyaszati szempontbdl jelentds tulajdonsag, amely, tébbek kozott,
vizsgalati eljarasok kifejlesztésére hasznalhatd ki, melyek jellemz8en az \in. masodlagos jel-
tovabbitdk (mint példaul, kalcium, cAMP vagy inozitol-trifoszfat) koncentraciéjanak megha-
tarozasan alapulnak. Az utébbi években, elézetes eredmények alapjan, a MAP kinaz jelatviteli
reakcioutak is az érdeklédés kozéppontjaba keriiltek, melyek szintén képesek a GPCR-
szignalok transzdukcidjara [Marinissen és Gutkind: Trends Pharamacol. Sci. 22, 368 (2001)].

Végiil, elvileg G-proteintl fliggetlen szignaltranszdukcio is lehetséges; példaul, a 3-2-
adrenerg receptor és az NHERF-protein kozotti kozvetlen interakcié mddositja egy Na/H-
csérél()' aktivitasat [1d. Hall és mtsai.: Nature 392, 626 (1998)].

Egy masik tulajdonsag, amely a legtébb — ha nem mindegyik — GPCR-receptorra jel-
lemz8, az oligomerizacié. Kiilonosen fontosak ebbdl a szempontbél a kiilésnb6z6 GPCR-
receptorok kozotti heterodimerizaciok, melyek médosithatjak a gyogyaszati sajatsagokat és a
ligandum-specifitast [Bouvier: Nat. Rev. Neurosci. 2, 274 (2001)]. Példaul, a GABA-B-
receptor csak a GBR1-bdl és a GBR2-bdl 4ll6 heterodimerként funkcional [Kuner és mtsai.:
Science 283, 74 (1999)]. Az ilyen heterodimerizaciot azéta szamos GPCR (példaul, mGIuRS,

delta-opioid receptor és masok) esetében leirtak. Nehany éve, preeclampsias esetben, bizo-
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nyitottdk a GPCR heterodimer-par egyik tagjanak megnovekedett mértéki - rendellenességet
okoz6 — expressziojat. Ebben az esetben a bradikinin-II-receptor fokozott mértékii expresszis-
ja a bradikinin-II/angiotenzin-II-receptor-heterodimerek megnévekedett mennyiségben térténd
kialakulasat eredményezi, melyek megvaltozott farmakoldgiai reakcidja adhat magyarazatot a
hipertdnias fenotipusra [AbdAlla és mtsai.: Nat. Medicine 7, 1003 (2001)].

Végiil, a GPCR-osztalyba tartozd proteinek elényds farmakoldgiai célmolekulak: a
100 legnagyobb forgalmu gydgyszer tobb, mint 25 %-anak célmolekulajat GPCR-osztalyba
tartozé protein képezi [Flower és mtsai.: Biochim. Biophys. Acta 1422, 207 (1999)]. Ilyenfor-
man, a kovetkezdé receptor-csoportok agonistai €s antagonistal bimak a legnagyobb gydgya-
szati jelentséggel: adrenoreceptorok, angiotenzin-II-receptor, szerotonin-receptorok, dopa-
min-receptorok, hisztamin-receptorok €s leukotrién/prosztaglandin-receptorok. Az ilyen re-
ceptorokra hatd gyogyszerekkel a betegségek igen széles spektruma fedhetd le, a pszichiatriai
tiinetektSl (skizofrénidk, depreséziék), a magas vémyomas (hipertenzid) befolyasolasan at a
szivleallas els6segély-kezeléséig. Az emlitett receptorokra hatd, szokasos gydgyszerek ismert
példai kozé tartoznak, tobbek kozott, az alfa-adrenoceptor agonistak (norfenefrin), béta-adre-
noceptor agonistak (izoprenalin, fenoterol), alfa-adrenoceptor-blokkolok (prazosin), béta-ad-
renoceptor-blokkoldk (propanolol), 5-HT antagonistdk (ciproheptadin), H2-receptor-blokko-
16k (cimetidin), H1-receptor-blokkoldk (terfenadin), dopamin-agonistak (bromocriptin) €s ha-
sonlok.

Mindazonaltal, az emlitett receptorok altal befolyasolt szignaltranszdukciods reakcidu-
tak - az intenziv kutatasok ellenére — tovabbra sincsenek kelld részletességgel feltarva. Ezen
tulmenden, a kiilésnb6z6 GPCR-rendszerek kolcsonds egymasra hatasanak komplex rendszere,
illetve annak késébbi intracellularis folyamatokra gyakorolt hatasa (kiilonds tekintettel a kiilsé
fiziolégiai allapotokra) is tisztazasra szorul.

A talalmany kidolgozésa soran célul tiiztiik ki a GPCR-proteinek osztilya tovabbi tag-
jainak, illetve az azokat kodolé nukleotidszekvenciak azonositasat. Tovabbi célunk — az azo-
nositott proteinek alapjan — terapias szempontbdl aktiv anyagok kifejlesztését elSsegitd eljara-
sok kifejlesztése volt, mely aktiv anyagok, példaul, szabalyozatlan expresszié és/vagy miiko-
désképtelen valtozatok expresszidja altal okozott kéros allapotok terapiaszerii kezelésére al-
kalmazhatdék. Tovabbi célul tiztiik ki az ilyen aktiv anyagok feltarasat.

Azt talaltuk, hogy a talalmény kidolgozasa soran kitliz6tt céljank az 1., 5., 6., 8., 11,
12, 15, 16., 17., 20., 23., 26. és 27. igénypontban megfogalmazott megoldasokkal érhetdk el,

melyek elényés megvaldsitasi médjait a megfeleld aligénypontokban adjuk meg.
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Ilyenforman, a talalmany egyik szempontjanak megfeleléen, nukleinsav-szekvenciakat
— kozelebbrdl, DNS-szekvenciakat - tarunk fel, amelyek a kévetkez6 aminosav-szekvenciakat
tartalmazé polipeptideket kddol6 nulkeinsav-fragmenst tartalmaznak: a 13. dbran bemutatott
5. szekvencia 10. aminosavatol 45. aminosavaig (elonyGsebben annak 10. aminosavatol 65.
aminosavaig) terjed6 aminosav-szekvencia (az aminosavak szamozasit minden esetben N-
terminalis - C-terminalis iranyban adjuk meg); a 14. abran bemutatott 6. szekvencia 10. ami-
nosavatdl 45. aminosavaig (elénydsebben annak 10. aminosavatél 75. aminosavaig) terjedd
aminosav-szekvencia; a 15/A abran bemutatott 7A-szekvencia 10. aminosavatdl 45. aminosa-
vaig (elényGsebben annak 10. aminosavatdl 60. aminosavaig) terjed6 aminosav-szekvencia; a
15/B abran bemutatott 7B-szekvencia 10. aminosavatdl 45. aminosavaig (el6nydsebben annak
10. aminosavatol 60. aminosavaig, még elénydsebben, 10. aminosavatél 100. aminosavaig)
terjed6 aminosav-szekvencia; a 15/C abran bemutatott 7C-szekvencia 10. aminosavatdl 45.
aminosavaig (elénydsebben annak 10. aminosavatél 60. aminosavaig, még elénydsebben, 10.
aminosavatol 100. aminosavaig) terjedé aminosav-szekvencia; a 16. abran bemutatott 8. szek-
vencia 10. aminosavatol 45. aminosavaig (elénydsebben annak 10. aminosavatol 60. aminosa-
vaig, még elényGsebben, 10. aminosavatél 100. aminosavaig) terjed6 aminosav-szekvencia;
vagy a 18. abran bemutatott 11. szekvencia 10. aminosavatdl 45. aminosavaig (el6nySsebben
annak 10. aminosavatol 60. aminosavaig, még elénydsebben, 10. aminosavatél 100. aminosa-
vaig) terjed6 aminosav-szekvencia; ideértve a széban forgd nukleinsav-szekvencidk vala-
mennyi funkcionalisan homolég szarmazékat, fragmensét vagy alléljét. Még el6nydsebbek
azok a nukleinsav-szekvenciak (kézelebbrél, DNS-szekvenciak), amelyek egy ee3-csaladba
tartoz6 protein aminosav-szekvenciajat tartalmazé polipeptidet kodold szekvencia-régiot tar-
talmaznak, amibe egy talalmany szerinti protein vagy (elénydsen, legalabb 25 aminosavas)
fragmense C-terminalis (intracellularis) szakaszat is kivéltképp bele kell érteni. Szintén a ta-
lalmany targyahoz tartoznak a talalmany szerinti szekvencidk barmelyikével hibridizalé nuk-
leinsav-szekvencidk (minden esetben beleértve a ketts szalban komplementer szekvenciakat
1s).

A talalmany egy kovetkez6 el6nyos megvaldsitasi modja értelmében DNS-szekvencia-
kat tarunk fel, amelyek a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. és 18. abrakon bemutatott polipepti-
deket (5., 6., 7/a, 7/b, 7/c, 8., illetve 11. azonositdészamu szekvenciak) kdédolnak, ideértve az
ilyen DNS-szekvencidk funkcionalis szempontbdl homolég szarmazékait, alléljait vagy frag-
menseit, tovabba a DNS-szekvenciak a fizioldgiai funkcié példaul, apoptézisos szignal-kasz-

kad) gatlasara képes — nem funkcionalis — szarmazékait, alléljait, analdgjait és fragmenseit (pl.
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DNS-valtozatok). Feltarjuk tovabba a szoban forgd, taldlmany szerinti DNS-szekvenciakkal
hibridizal6d6 DNS-szekvencidkat is (ideértve a komplementer DNS-szal szekvenciajét). A ta-
lalmény szerinti aminosav-szekvencidk (5-8. azonositdszamu szekvenciak) vagy az ee3-prote-
incsalad egyéb nativ tagjainak szarmazékai, alléljai, fragmensei vagy analdgjai az eredeti pro-
tein legalabb egy bioldgiai tulajdonségaval birnak. Az ilyen szarmazékok, analégok, fragmen-
sek vagy allélek standard eljarasokkal allithatdk el6 [1d. Sambrook és mtsai.: ,,Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor, NY (1989 és 2001)], melyek soran a talal-
mény szerinti — ee3-csalddba tartozé - DNS-szekvenciakban (példaul, a 9., 10., 11/A, 11/B,
11/C és 12. dbran bemutatott szekvenciakban) egy vagy t6bb kodont inszercidval, delécidval
vagy szubsztiticioval médositunk, majd — transzkripciét és transzlaciét kévetSen — olyan poli-
peptidekhez jutunk, amelyek legalabb egy aminosavban eltémek a megfeleld, nativ ee3-protei-
nektdl (kozelebbrdl, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. és 18. abran bemutatott aminosav-szek-
venciaktol).
A taldlmany értelmében feltarjuk a talalmany szerinti nativ ee3-szekvenciak (példaul, a
9., 10, 11/A, 11/B, 11/C és 12. édbran bemutatott szekvenciak) részleges DNS-szekvenciait,
amelyek jellemzdéen a 9., 10., 11/A, 11/B, 11/C és 12. abran bemutatott nukleotidszekvenciak
fragmensci, melyek legaldbb 60 nukleotidot, elénydsebben, legalabb 150 nukleotidot, még
elényosebben, legalabb 250 nukleotidot tartalmaznak. A talalmany szerinti, elényGSs részleges
DNS-szekvencidk olyan polipeptideket kddolnak, amelyek az 5. azonositészamu szekvencia
20. aminosavatol, a 6. azonositészamu szekvencia 20. aminosavatol, a 7/a azonositoszamu
szekvencia 20. aminosavatol, a 7/b azonositészamu szekvencia 20. aminosavatol, a 7/c azono-
sitdszamu szekvencia 10. aminosavatol, illetve a 8. azonositoszamu szekvencia 20. aminosa-
vatol C-terminalis iranyban legalabb 20 aminosavat, elénydsen, legalabb 40 aminosavat, még
elénydsebben, legalabb 60 aminosavat, legelénydsebben a C-terminélis aminosavig terjedd
valamennyi tovabbi aminosavat tartalmazza (a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16., illetve 18. ab-
ran bemutatott aminosav-szekvenci'ék szamozasanak megfelel6en). A legalabb 20 aminosavat
kddolé részleges DNS-szekvencidk a megadott pozicioktdl eltéré kodonoknal is kezdédhet-
nek. A talalmany targyahoz tartozik a fenti részleges DNS-sezkvencidk szarmazékai, analog-
jai, illetve alléljai is. A taldlmény szerinti részleges DNS-szekvenciak altal kodolt aminosav-
szekvencidk (akar 6nmagukban, akar nagyobb méretli rekombinans proteinek részeként)
szintén a talalmany targyat képezik. Ezen tilmenden, a taldlmany targyahoz tartoznak a talal-

many szerinti szekvencidk valamennyi lehetséges vagy természetben el6fordulo ,splicing”

valtozata is.
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Kiilondsen elénydsek azok a talalmany szerinti nukleinsav-szekvencidk (kézelebbrdl,
DNS-szekvencidk), amelyek az 5., 6., 7. és 8. azonositészamu szekvenciakkal legalabb 60 %-
ban, elénydsen, legalabb 80 %-ban, még elénydsebben, legalabb 95 %-ban azonos aminosav-
szekvenciat tartalmazé proteint kédolnak. A talalmény szerinti nukleotidszekvencidk — példa-
ul,a9, 10, 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. abran bemutatott nukleotidszekvenciak — vagy funkci-
onalis vagy nem funkcionalis megfelel6ik (allélvaltozataik vagy izoalakjaik) példaul, izolalas
és szekvenalas utan nyerhetok. A talalmany értelmében az ,,allélvaltozatok” kifejezésen olyan
valtozatokat értiink, amelyek — aminosav szinten — 60-100 %-ban, el6nyssen 70-100 %-ban,
még elénydsebben 90-100 %-ban homoldgok. Kézelebbrdl, szintén az allélvaltozatok kozé
tartoznak azok a funkciondlis vagy nem funkcionalis valtozatok, amelyek a nativ ee3-
nukleotidszekvencidk (példaul, a 9., 10., 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. abran bemutatott nukleo-

crcr

létre, és tovabbra is megtartjak a kiindulasi nukleinsav legalabb egy kulcsfontossagi biologiai
tulajdonsagat.

A homoldg vagy rokon szekvenciaju DNS-szekvencidk tetszleges emldsfajokbdl
vagy mas fajokbol (ideértve az embert is), jol ismert eljarasokkal izolalhatok, mint példaul, ta-
lalmany szerinti nukleinsav-szekvencidk vagy részleteik mintajaval végzett hibridizaciés ho-
moldgia-szkrineléssel. A funkciondlis megfelel6k ko6zé tartoznak a nativ ee3-szekvenciak
(példaul, a 9., 10., 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. dbran bemutatott nukleotidszekvenciak) homo-
16gjai, példaul, azok mas emldsfajokbdl szarmazé homolédgjai, leroviditett szekvenciai, illetve
a kédol6 vagy nemkodolé DNS-szekvencia egyszeres DNS- vagy RNS-szala. A funkcidnalis
megfeleldk - példaul, a 9., 10., 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. dbran bemutatott DNS-szekvenciak-
bol vagy azok részleteibdl kiindulva — mas gerincesfajokbol (peldaul, emlésokbdl) izolalha-
tok. A taldlmany szerinti megoldas értelmében a funkcionalis megfelelék k6zé tartozik min-
den olyan szekvencia, amely képes hibridizalédni a taldlmany szerinti ee3-szekvencidkkal
(killéndsen a 9., 10., 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. dbran bemutatott DNS-szekvenciakkal). Ezek
a DNS-szekvenciak standard feltételek mellett hibridizdlédnak. A hibridizaltatasra elénydsen
— szakember szamara jol ismert mddszerekkel meghatarozhaté - konzervalt régidkat maguk-
ban foglald, révid oligonukleotidokat alkalmazunk, azonban lehetdség van a talalmany szerin-
ti nukleinsavak hosszabb fragmenseinek (vagy akar a teljes szekvenciak) alkalmazésara is.

Az emlitett standard hibridizacids feltételek az alkalmazott nukleinsav-szekvenciatdl
(oligonukleotid, hosszabb fragmens vagy teljes szekvencia) és/vagy a hibridizéltatasra alkal-

mazott nukleinsav tipusatél (DNS vagy RNS) fliggden véltozéak lehetnek. Példaul, a
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DNS:DNS hibridek olvadasi hémérséklete kb. 10 °C-kal kisebb, mint az azonos hossziisagu
DNS:RNS hibrideké. A standard feltételek - az alkalmazott nukleinsavtél fiiggSen -, példaul, a
kovetkez8k lehetnek: 42-58 °C-on, 0,1-5-szeres koncentraciéju SSC-pufferben (1 x SSC =
0,15 M NaCl; 15 mM nétrium-citrat; pH = 7,2) vagy - a puffer mellett - 50 % formamid jelen-
léteben végzett hibridizacid (példaul, 42 °C-on 5 x SSC-pufferben, 50 % formamid jelenlété-
ben végzett hibridizacié). A DNS:DNS hibridek hibridizacids feltételei, elényssen, a ko vetke-
z6k: 0,1 x SSC-pufferben, kb. 20-45 °C-on, el6nydsen kb. 30-45 °C-on végzett hibridizacio.
DNS:RNS hibridek esetében a hibridizacidt, elényssen, 0,1 x SSC-pufferben, kb. 30-55 °C-
on, elénydsen kb. 45-55 °C-on végezziik. Ezek a hibridizaciés hémérsékletek olyan olvadas-
pont értékek, melyek, példaul, hozzavetSleg 100 nukleotidbél 4116 és 50 % G+C-tartalmu nuk-
leinsavra (formamid hidnyaban) vannak kiszdmitva. A DNS-hibridizaci6 kisérleti feltételeit
specialis genetikai szakkonyvekben részletesen leirtak [Id. pl., Sambrook és mtsai.: ,,Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)], illetve, szakem-
ber szamara jol ismert képletek alapjan (példaul, a nukleinsavak hosszusaga, a hibridek tipusa
és a G+C-tartalom fiiggvényében) kiszamithatok. A nukleinsavak hibridizaltatdsaval kapcso-
latos tovabbi tudnivalodkat illetden id. ,,Current Protocols in Molecular Biology”, szerk.: Ausu-
bel és mtsai., John Wiley & Sons, New York (1985); ,,Nucleic Acids Hybridization: A Practi-
cal Approach”, szerk.: Hames és Higgins, IRL Press at Oxford University Press, Oxford
(1985); ,,Essential Molecular Biology: A Practical Approach”, szerk.: Brown, IRL Press at

Oxford University Press, Oxford (1991).

A taldlmany szerinti nukleinsav-szekvenciak egyenértékii megfelel6i kézé tartoznak a
9., 10, 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. dbran bemutatott szekvenciak szarmazékai (pl., promoter-
valtozatai) is. A nukleotidszekvenciaktdl 5’-iranyban (egyiitt vagy kiilén-kiilén) elhelyezkedd
promoterek egy vagy tobb nukleotidot érintd szubsztitticiéval, inszercidval és/vagy delécidval
modosithatok, mialtal a prométerék funkcionalitisa vagy hatékonysaga megtarthaté vagy
megvaltoztathatd. Ennek megfelel6en, a prométerek hatékonysagat szekvencidjuk modositasa-
val vagy hatékonyabb (akar mas fajokbdl szarmazd) promoterekkel t6rténd helyettesitésével
novelhetjiik. A taldlmany értelmében a nukleinsav-szarmazékok kézé tartoznak azok a valto-
zatok is, amelyek nukleotidszekvenciaja a kezd6kodontdl 5’-iranyban 1-1000 nukleotid tavol-
sagra ugy van modositva, hogy a gén expresszidja és/vagy az altal kodolt protein termel6dése
megvaltozzon (el6nydsen, fokozddjon).

Ezen tilmenden, a szarmazékok kozé€ tartoznak a 3°-végiikon maddositott valtozatok is.
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A szakirodalombdl ismert ,jelzétoldalékok™ példai k6z€é tartoznak a hexahisztidines ,,horgo-
nyok”, illetve a kiilonb6z6 antitestek altal antigénként felismert epitdpok [példaként emlithetd
az un. ,,jelz6z4sz16” (,,flag tag”) is; Studier és mtsai.: Meth. Enzymol. 185, 60 (1990); ,,Cur-
rent Protocols in Molecular Biology”, szerk.: Ausubel és mtsai., John Wiley & Sons, New
York (1985)] és/vagy a transzlacié eredményeként 1étrejott protein (példaul, sejtorganellumba
vagy extracellularis térbe torténd) szallitasaban szerepet jatszé legalabb egy szignalszekven-
cia.

Ezenfeliil, a talalmany szerinti nukleinsav-konstrukciék vagy nukleinsavak (példaul,
9,10, 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. 4bran bemutatott szekvenciak), illetve szarmazékaik, valto-
zataik, homoldgjaik vagy fragmenseik terapids vagy diagnosztikai szempontb6l megfeleld
alakban is expresszaltathatok. A rekombinans protein vektorrendszerek vagy — a nukleinsavat
vagy a nukleinsav-konstrukciét adott nukleotidszekvencidkkal meghosszabbito, €s ezaltal
(példaul, egyszerti tisztitast lehetévé tevé) modositott polipeptideket (ideértve a fentebb emli-
tett jelsl6szekvencidkat) kédold — oligonukleotidok alkalmazaséaval hozhatdk létre.

A talalmany szerinti megoldas szempontjabdl elénydsek azok a DNS-szekvencidk is,
amelyek taldlmany szerinti genomi DNS-szekvenciak (c)DNS-szekvencidinak felelnek meg
vagy azokat tartalmazzak.

A talalmany targyahoz tartozik valamennyi olyan DNS-szekvencia, amely a talalmany
szerinti, 5., 6., 7/a, 7/b, 7/c, 8. és 11. azonositészamu szekvenciat tartalmazé proteinek amino-
sav-szekvencidjanak lényegében megfelel6 proteint kédol. Az ilyen DNS-szekvencidk a fen-
tebb emlitett abrakon bemutatott szekvencidkhoz képest csak kevés mddositast tartalmaznak
(és, példaul, izoalakok lehetnek). A szekvencia-médositasok szama rendszerint legfeljebb tiz
lehet. Az ilyen DNS-szekvencidk (amelyek lényegében megfelelnek az 5., 6., 7/a, 7/b, 7/c, 8.
és 11. azonositdszamu szekvenciat tartalmazd proteineket kddolé DNS-szekvencidknak, s
amelyek hasonléan bioldgiailag aktiv proteint kédolnak), jél ismert mutagenizalasi modsze-
rekkel allithaték elS, és az ilyen mutansok altal kddolt proteinek bioldgiai aktivitasa
szkrinelési eljarasokkal azonosithatd; példaul, kotési tesztekkel vagy a bioldgiai funkcid kife-
jez8désének meghatarozéasa alapjan (példaul, neuronalis folyamatokkal vagy apoptozissal
osszefliggésben). A megfelelé mutagenizalasi eljarasok kozé tartozik a ,.helyspecifikus” muta-
genezis, amely legalabb egy médositott bazist tartalmazé lancindité oligonukleotid automati-
zalt szintézisét foglalja magaban. A polimerizéacids reakciot kéveten a heteroduplex vektort

megfelelé gazdasejt-rendszerbe (pl., E. coli sejtekbe) juttatjuk be, és megfelelen transzfor-

malt klénokat izolalunk.
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A talalmany szerinti szekvencidk funkcionalitasa, tobbek k6zott, kozvetleniil kapcso-
16dik a jelatviteli reakcidut - talalmany szerinti proteinek altal aktivalt - tavolabbi elemeinek
azonositasaval. A taldlmany kidolgozasa soran azt talaltuk, hogy a talalmany szerinti recepto-
rok MAP kinazokat stimuldlnak. Az ilyen MAP kin4zok azonositaséra alkalmazott riporter-
tesztek (1d. a példakat) mellett, erre a célra eléregyartott reagenskészletek (pl., ,,Mercury” in
vivo kinaz-tesztelS reagenskészlet; Clontech) alkalmazhatdk A tesztek egy foszforilacios cél-
molekula (transzkripcids faktorok, pl., ,jun”) transzaktivator doménjéhez fuzionalt tet-rep-
resszor expresszaltatasat foglaljak magukban. A tet-represszor elem szabalyozasa alatt a luci-
feraz-konstrukcid aktivalasa csak akkor kovetkezik be, ha egy kinaz specifikusa foszforilalja a
transzaktivator domént. A talalmany szerinti megoldas értelmében, ezen a mddon, lehetéség
van egy talalmany szerinti, ee3-csaladba tartozo receptor vagy annak talalmany szerinti valto-
zata aktivitdsanak cellularis szignaltranszdukcids reakcidhoz torténd kijeldlésére.

A taldlmany szerinti szekvencidk azonositasa, tobbek kozott, azon a funkcionalis felis-
merésen alapul, hogy allatmodellben az egéreredetii ee3_1_m serkentd szabalyozasa — megnd-
vekedett mértékii EPO-expresszié mellett — azt jelzi, hogy a széban forgé receptor szerepet
jatszik a sejtek tilélését és a sejtek ilyen allapothoz torténd alkalmazkodasat befolyasold fo-
lyamatokban. Ennek megfelel6en, a talallmany szerinti receptorok a csékkent oxigénellatassal
(kézelebbrdl, csékkent agyi oxigénellatassal) jaré betegségek esetében kiilondsen nagy gyo-
gyaszati jelentéséggel birnak.

Ezen tulmenden, a talalmany szerinti DNS-szekvencidk eléallitasara, mddositasara
és/vagy detektaldsira a szakember szamara j6l ismert eljarasok barmelyike alkalmazhatd,
amely in vivo, in situ vagy in vitro kivitelezhet6 [mint példaul, a polimeraz-lancreakci6
(PCR); 1d. Innis és mtsai.: ,,PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications”, valamint
a kémiai szintézis]. Az ilyen célra megfelel6 PCR-lancinditok a talalmany szerinti DNS-szek-
venciakba 1ij funkcidk (példaul, a restrikcios hasitasi helyek és terminacids kodonok) beépité-
sét teszik lehetévé, elSsegitve ezaltal a klonozovektorokba inszertalhaté talalmany szerinti
szekvencidk tervezését.

A fentieken tilmenden, taldlméiny szerinti nukleinsav-szekvenciat (jellemzéen DNS-
szekvenciat) tartalmazo expresszids vektorokat vagy rekombinans nukleinsav-konstrukcidkat
tarunk fel. Az ilyen vektorokban, illetve nukleinsav-konstrukciokban a nukleinsav-szekvenci-
ak, elényosen, legalabb egy genetikai szabalyozdelemhez (példaul, transzkripcids vagy transz-
laciés szignalokhoz) mitkoddképesen van kapcsolva. Ez a kapcsolat — a kivant alkalmazéstol

fiigg8en — az expresszi6 természetes szintjét vagy a nativ génexpresszi6 fokozasat vagy csok-
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kentését eredményezi. Az igy elballitott expresszids vektorok gazdaszervezetek vagy gazda-
sejtek (példaul, emldseredetii sejtek tenyészeteinek) transzformalésara alkalmazhatok.

A taldlmany szerinti expresszids vektorokban rendszerint nativ szabalyozéelem(ek)et
alkalmazunk, példaul, egy ee3-csaladba tartozo, talalmany szerinti proteint (k6zelebbrél, az S.,
6., 7/a, 7/b, 7/c, 8. vagy 11. azonositdszamu szekvenciat tartalmazo proteint) kodold gén pro-
moter- és/vagy erdsitészekvencidjat, amely, példaul, emléseredetii, k6zelebbrdl, human szaba-
lyozdszekvenciaknak megfeleld szekvencia lehet. Az ilyen nativ szabalyozdszekvencidk, al-
kalmas esetben, szintén alavethetSk genetikai mddositasnak, amelynek célja az expresszié in-
tenzitdsanak megvaltoztatdsa. A nativ szabalyozészekvencidk mellett — vagy azok helyett —,
mas gének esetében lehetGség van arra, hogy a taldlmany szerinti DNS-szekvencidktol 5°-
vagy 3’-irdnyban tartalmazzanak nativ szabalyozdelemeket, (5°- vagy 3’-oldali szabalyozo-
szekvencidk) amelyek, alkalmas mddon, szintén hordozhatnak genetikai mddositasokat, mial-
tal a fentebb emlitett, nativ szabalyozdszekvencidk éltal biztositott természetes szabalyozas ki-
kapcsolt allapotba keriil, lehetévé téve ezaltal az emlitett gének fokozott vagy csékkentett
mértéki expresszidjat.

A talalmany szerinti eljaras gyakorlati kivitelezésére el6nydsen alkalmazhaté szaba-
lyozészekvencidk, példaul, az olyan prométerekben talalhaték, mint a cos, tac, trp, tet, trp-tet,
Ipp, lac, lpp-lac, laclq, T7, TS, T3, gal, trc, ara, SP6, 1-PR vagy 1-PL (mely prométerek Gram-
negativ baktériumokban alkalmazhatdk eldnyodsen). Tovabbi elénydsen alkalmazhatd szaba-
lyozoszekvenciak talalhatok, példaul, a Gram-pozitiv promdterekben (mint példaul, amy és
SPO?2), élesztGeredetii promdterekben (példaul, ADC1, Mfa, AC, P-60, CYC1, GAPDH) vagy
eml@seredeti promoéterekben (pl., CaM Kinazll, CMV, nestin, L7, BDNF, NF, MBP, NSE, 8-
globin, GFAP, GAP43, tirozin hidroxilaz, kainat-receptor 1. alegység, glutamat-receptor B-al-
egység). A taldlmany szerinti expresszids vektorokban elvileg barmely természetes promoter
alkalmazhaté (mint példaul, a fentebb emlitettek).

A fentieken tilmenden, lehetséges és eldnyos lehet szintetikus prométerek alkalmaza-
sa is. Az ilyen szabalyozoszekvenciak felhasznaldsanak célja a talalmany szerinti nukleinsav-
szekvenciak célzott expresszaltatasa. Ez - az alkalmazott gazdaszervezett6l fliggden —, példa-
ul, azt jelentheti, hogy a gén expresszidja vagy tilzott mértékid expresszidja csak indukciét ko-
vetden kovetkezik be, vagy mas mddon, a gén expresszidja és/vagy tilzott mértékii expresszi-
dja azonnal bekévetkezhet. A szabélyozdszekvenciak vagy faktorok elénydsen jotékony hatast
gyakorolnak az expresszidra, s ezéltal novelik annak mértékét. Ilyenforman, az expresszio

transzkripcids szinten erOs transzkripcids szignalok (példaul, promoterek és/vagy erdsitészek-
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vencidk) alkalmazasaval erdsithetd. Mindazonaltal, az expresszié transzlacids szinten is ser-
kenthetd, példaul, az mRNS stabilitasanak javitasaval.

A szabalyozdszekvenciak kozé tartozik valamennyi olyan - szakember szamara jol is-
mert — elem, amely képes a talalmany szerinti szekvencidk expresszidjanak transzkripciés
és/vagy transzlacids szintii befolyasolasara. A promoterszekvencidk mellett kiilénésen jelentd-
sek az un. ,,erésitészekvencidk™ is, amelyek az RNS-polimeraz és a DNS koz6tti interakcid ja-
vitdsa révén képesek az expresszidé mértékének novelésére. A szabalyozbelemek tovabbi pél-
daiként emlithetdk a ,,lokusz-szabalyozorégiok”, a ,.silencer’-ek, illetve ezek részleges szek-
vencidi. Az ilyen szabalyozdszekvencidk szovetspecifikus expresszaltatisra alkalmazhatdk
elénySsen. A talalmany szerinti expresszids vektorok tartalmazhatnak ,,terminacids szekvenci-
akat” is, amelyeket a talalmany leirasdban szintén a ,,szabalyozdszekvencia” kifejezés jelenté-
sébe tartozonak tekintiink.

A taldlmény egy el6nySs megvalositasi modja értelmében a talalmany szerinti nuklein-
sav-szekvencia egy promdterhez van kapcsolva, mely prométer jellemzéen a talalmany szerin-
ti DNS-szekvenciatol 5’-iranyban helyezkedik el. Az expresszids vektor tovabbi szabalyozd-
szignalokat is tartalmazhat, igy példaul, 3’-oldali terminacids szekvencidkat, poliadenilacids
szignalokat vagy erdsitészekvenciakat. Egy talalmény szerinti génkonstrukcidéban — vagy, al-
kalmas esetben, kiilon génkonstrukcidkban — a taldlmany szerinti nukleinsavak (kdzelebbrél, a
9,10, 11/A, 11/B, 11/C vagy 12. abran bemutatott szekvenciak) egy vagy tobb kdpiija he-
lyezheto el.

Az ,expresszids vektor” kifejezésen fentebb emlitett rekombinans nukleinsav-konst-
rukciokat vagy génkonstrukciokat, illetve komplett vektorkonstrukcidkat értiink, amelyek a ta-
lalmany szerinti DNS-szekvencidkon ¢és a lehetséges szabalyozoszekvenciakon kiviil tovabbi
elemeket is tartalmaznak. Az ilyen vektorkonstrukcidkat vagy vektorokat megfelelé gazda-
szervezetben torténé expresszaltatasra alkalmazzuk. Egy gazdasejt-specifikus vektorba (amely
lehet6vé teszi a benne foglalt gének kivalasztott gazdaszervezetben t6rténé optimalis ex-
presszaltatasat) legalabb egy talalméany szerinti DNS-szekvenciat (példaul, ee3-csaladba tarto-
z6 human gént, kozelebbrol, ee3_1- vagy ee3_2-gént; vagy e gének részleges szekvenciajat)
inszertalunk. A vektorok szakember szamara jol ismertek; leirasukat illetGen 1d. pl., ,,Cloning
Vectors”, szerk.: Pouwels és mtsai., Elsevier, Amsterdam — New York — Oxford, ISBN
0 444 904018 (1985). A vektorok kozé tartoznak — a plazmidok mellett — az olyan, szakember
szamara jol ismert vektorok is, mint példaul, a fagok, virusok (pl. SV40, CMV, baculovirus,

adenovirus, Sindbis-virus), transzpozonok, IS-elemek, fagemidek, kozmidok, illetve linearis
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vagy cirkularis DNS-ek. Ezek a vektorok a gazdaszervezetben &nélléan vagy kromoszémaba

integralodva képesek replikalodni. Az eml&s6k kromoszémdiba t6rténd integraciora jellemz6-

en linearis DNS-t alkalmazunk.

A talalmany szerinti nukleinsav-szekvenciak expresszidja a génkopidk szamanak nd-
velésével és/vagy - a génexpressziora jotékony hatast gyakorlé - szabalyozéfaktorok erdsitésé-
vel fokozhaté. Ennek megfelelSen, a szabalyozoelemek erdsitését - transzkripcids szinten —
erdsebb transzkripcids szignalok (példaul, promoéterek és erdsitészekvencidk) alkalmazasaval
valésithatjuk meg. Ezen tulmenden, a transzlaciot, példaul, az mRNS stabilitdsanak javitasa-
val vagy az mRNS riboszémak altali leolvasasi hatékonysaganak fokozasaval is erdsithetjiik.
A génképidk szamanak névelése, példaul, oly médon valdsithaté meg, hogy a nukleinsav-
szekvenciadkat vagy homoldg géneket, példaul, olyan nukleinsav-fragmensbe vagy vektorba
foglaljuk, amely, elénydsen, tartalmazza a szoban forgd génekhez sziikséges szabalyozdszek-
venciakat vagy promotereket. Els@sorban olyan szabalyozdszekvenciakat alkalmazhatunk elg-
nyosen, amelyek fokozzak a génexpressziot.

A talalmany szerinti nukleinsav-szekvenciakat kdlcsénhaté vagy potencialisan kol-
csonhaté proteineket koédold szekvencidkkal egyiitt azonos vektorba klénozhatjuk, majd egy
gazdasejtben in vitro vagy egy gazdaszervezetben in vivo expresszaltatjuk. Mas modon, a
potencialisan kdlcsénhaté nukleinsav-szekvencidkat és a talalmany szerinti, ee3-csaladba tar-
toz6 kédoloszekvenciakat kiilon vektorokba inszertalhatjuk, és az egyes vektorokat — szokva-
nyos eljarasokkal, példaul, transzformaciéval, transzfekcidval, transzdukcidval, elektroporaci-
6va vagy részecskebombazassal - kiilén-kiilon juttatjuk a kivant gazdaszervezetbe.

Egy tovabbi elényds megvaldsitasi mod szerint, a talalmany szerinti vektor (k6zelebb-
rél, komplett vektorkonstrukcid) legalabb egy markergént (példaul, antibiotikum-rezisztencia
gént és/vagy fluoreszcens proteint, pl. GFP-t kédol6 gént) is tartalmaz.

A talalmany egy tovabbi szempontja értelmében talalmany szerinti DNS-szekvenciaval
és/vagy talalmany szerinti expresszids vektorral (kézelebbrdl, vektorkonstrukcidval) transz-
formalt gazdasejteket tarunk fel. Gazdasejtként 1ényegében barmely sejt alkalmazhatd, melyek
lehetévé teszik a talalmany szerinti DNS-szekvenciak (ideértve, kovetkezésképp, példaul szar-
mazékokként, alléljaikat és funkcionalis megfeleldiket is) 6nmagukban vagy mas szekvenci-
akkal (kdzelebbrol, szabalyozészekvencidkkal) egyiitt torténd expresszidjat. A talalmany cel-
jaira alkalmas gazdasejtek prokari6ta és eukari6ta sejtek lehetnek, mint példaul, baktériumsej-

tek, gombasejtek, élesztésejtek, novényi sejtek és allati eredetil sejtek. Gazdasejtkent, elényo-

sen, baktériumsejteket (pl. E. coli-t, Streptomyces, Bacillus vagy Pseudomonas fajokat), illet-
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ve eukariota mikroorganizmusokat (példaul, Aspergillus fajokat vagy Saccharomyces cerevi-
siae-t [k6zonséges siit6élesztd; 1d. Stinchcomb és mtsai.: nature 282, 39 (1997)] alkalmazha-
tunk. A taldlmany szerinti proteinek viszonylag nagy mennyiségben torténd termeltetésére kii-
16ndsen elényosek a metilotrop élesztok, mint pl., a Pichia pastoris. Termeltetésiik céljabdl a
receptorokat megfelelS expresszids vektorokba klénozzuk, mely vektorok, példaul, egy tiszti-
tast el6segit6 jelol6t tartalmazd fizids protein expresszidjat is lehetove teszik; végiil, az élesz-
tosejtek elektroporaciojat kovetben, stabil klonokat szelektalunk. Az Invitrogen tarsasag ezen
eljaras részletes leirasat kinalja, illetve a végrehajtasadhoz sziikséges valamennyi eszkozt for-
galmazza. Az expresszios termékek funkcionalis karakterizalasnak vethetdk ald, és felhasz-
nalhatdk a talalmany szerinti szkrinelési eljarasokban.

A taldlmany egy el6nyds megvalodsitasi modja szerint a talalmany szerinti DNS-szek-
venciak expresszaltatisara tobbsejtli organizmusbol szarmazo sejteket alkalmazunk. Ez a ko-
dolt proteinek esetlegesen sziikséges (N- és/vagy O-kotési) glikozilacidjanak hatterével szem-
ben megy végbe. A magasabb rendii eukariéta sejtek — a prokaridtakkal ellentétben — képesek
a glikozilacié megfeleld médon torténd végrehajtasara. Gazdasejtként elvileg barmely maga-
sabb rendi eukaridta sejttenyészet alkalmazhatd, melyek kéziil kiilonésen elénydsen az emld-
s6kbél (példaul, majmokbdl, patkanyokbdl, hrcsogokbdl vagy emberekbdl) szarmazé sejtek.
Szakember szamara szdmos elfogadott sejtvonal ismeretes, melyek példaiként a kovetkezdk
emlithetdk: 293 T [embrionalis vesesejtvonal; Graham és mtsai.: J. Gen. Virol. 36, 59 (1997)];
BHK (Gjsziil6tt horcség vesesejtek); CHO [horcsog petefészeksejtek; Urlaub és Chasin:
P.N.A.S. (USA) 77, 4216 (1980)]; HeLa (human méhnyakkarcinoma-sejtek); valamint egyéb
sejtvonalak, kiilondsen a laboratériumi felhasznalasra létrehozott vonalak, mint példaul, a
CHO-, HeLa-, HEK293-, Sf9- vagy COS-sejtek. A talalmany céljaira kiiléndsen elénydsek a
human sejtek, k6zelebbrdl, az immunrendszer sejtjei, illetve a feln6tt dssejtek, példaul, a vér-
képzési rendszer Sssejtjei (csontvel6bdl szarmazo ssejtek). A talalmany szerinti DNS-szek-
venciakkal vagy expresszios vektorokkal végzett (elsésorban ex vivo) transzformaciot kveto-
en a talalmany szerinti transzformalt human sejtek (k6zelebbrdl, egy paciens autolég sejtjei)
kiilénésen elénydsen alkalmazhatdk, példaul, génterapias hatéanyagokként (azaz a sejtek elta-
volitdsa utan, alkalmas esetben, ex vivo szaporitas, transzformacid, szelektalas, végiil vissza-
tltetés).

A taldlmény értelmében — funkcionalis karakterizalas, illetve talalméany szerinti szkri-
nelési eljarasokban torténd alkalmazas céljara - kiilondsen el6nyds a talalméany szerinti, ee3-

csaladba tartozé proteinek rovarsejtekben torténé heterolég termeltetése. Mivel rovarsejtekben
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az endogén G-proteinek koncentracidja viszonylag alacsony (ami azt jelenti, hogy, példaul, a
Gi-proteinek westemn-blot analizissel nem detektalhatok), és mivel a rovarsejtek normalis eset-
ben nem expresszaljak a vizsgalandé receptort, az ilyen sejtek kiilondsen alkalmasak a talal-
many szerinti, ee3-csaladba tartoz6 receptorok szignaltranszdukcids reakcidutjainak in vivo
rekonstrualasara. Ilyen esetben a az ee3-csaladba tartozé receptorokat kiilénféle rovarsejtvona-
lakban (pl., S, Sf21, Tn368, Tn High Five vagy MB) baculovirus expresszids rendszer alkal-
mazéséaval expresszaltatjuk. Erre a célra - példaul, ,,BaculoGold” reagenskészlet (Pharmingen)
alkalmazasaval - rekombinans baculovirusokat allitunk el6, és azokat a fentebb emlitett rovar-
sejtvonalak megfertdzésére alkalmazzuk. A receptorok G-proteinekhez tortén6 kapcsolodasa-
nak tanulmanyozasa céljabol egyiittes fertzési kisérleteket végezhetiink, melyek soréan a sejte-
ket a receptort expresszalé virussal és a harom G-protein-alegységet expresszalo virusokkal
fertdzziik, és megfeleld teszteket (példaul, cAMP-teszteket) végziink. Ezen a médon megalla-
pithaté a kiilonb6z8 G-protein-alegységek receptoraktivitasra gyakorolt hatasa. A receptorokat
membréanjukon expresszald rovarsejtek hasonléan alkalmazhatok a szkrinelési eljarasokban. A
rovarsejtek fermentorokban vagy razélombikokban nagy mennyiségben szaporithatok, igy
megfeleld kiindulasi anyagot szolgaltatnak a szkrinelési eljarasokban, illetve a receptorok tisz-
titasi eljarasaiban alkalmazhaté rekombinans sejtek vagy sejtmembréananyag el8allitasahoz.

Egy gazdasejt és az ahhoz alkalmas, taldlmany szerinti expresszids vektor, példaul,
plazmid, virus vagy fag (pl., RNS-polimeraz/promoéter rendszert €s/vagy egyéb elonyds sza-
béalyozészekvencidkat tartalmazé plazmid, 1-fag, mu vagy egyeb temperalt fag vagy
traszpozon) kombinalasaval olyan, taldlméany szerinti gazdasejt hozhato Iétre, amely expresz-
szi6s rendszerként funkcional. A talalmany szerinti gazdasejteken alapuld, talalméany szerinti
expresszios rendszerek elényds példai az eml6seredetil sejtek (pl., CHO-sejtek) és az olyan
vektorok, mint a pcDNA3neo-vektor kombinacidja, illetve, a HEK?293-sejtek és a CMV-
vektor kombinécidja.

A talalméany egy tovabbi szempontjanak megfelelden, feltarjuk a talalmany szerinti
DNS-szekvenciak géntermékeit. Ahogy a taldlmany leirasaban hasznéaljuk, a ,,géntermék”
kifejezés egyarant vonatkozik az elsédleges transzkriptumokra, azaz RNS-ekre (elénydsen
mRNS-ekre), illetve a proteinekre és/vagy polipeptidekre (kiilonSsen azok tisztitott alakjaira).
Ezek a proteinek apopfézisos vagy nekrotikus, illetve gyulladasos szignélokat vagy sejtszapo-
rodassal vagy sejtplaszticitassal dsszefiiggd szignalokat szabalyoznak vagy szallitanak. A ta-
lalmény szerinti megoldas szempontjabdl elénydsek a tisztitott géntermeékek, amennyiben e

szekvencia funkcionalis szempontbdl homolég vagy funkciogatlé (nem funkcionalis) alleljét,
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fragmensét, analdgjat vagy szarmazékat tartalmazza, vagy jellemzOen ilyen aminosav-szek-
venciabdl all. A talalmany értelmében a funkcionalis homolégot gy definialjuk, mint a 13-16.
és/vagy 19. abrakon bemutatott — 5., 6., 7/a (illetve 7/b és 7/c), 8. és 11. azonositészamu ami-
nosav-szekvenciat tartalmazo - protein kulcsfontossagu funkcionalis tulajdonsagainak lega-
labb egyikét megtarté homolog protein. A taldlmany szerinti, funkcionalisan homolég protei-
nek a talalmany szerinti proteinek biolégiailag funkcionalis szakaszaival (példaul, protein-kél-
csonhatasi doménjeivel) legalabb 60 %-ban, elénydsen legalabb 80 %-ban azonos szekvencia-
kat tartalmaznak. A taldlmany értelmében idetartoznak a 3., 5., 8. illetve X-kromoszéman el-
helyezkeds homoldg szekvencidk (1d. a 6. példat), valamint azok valtozatai.

A szarmazékok kézé tartoznak azok az aminosav-szekvencidk is, amelyek oldallan-
cukban vannak mddositva (példaul, egy antitest, enzim vagy receptor taldlméany szerinti ami-
nosav-szekvencidhoz térténé konjugaldsaval). Ezenfeliil, a szarmazékok a taldlmany szerinti
oligo- vagy polipeptid oldallancahoz vagy N- vagy C-terminalis végén elhelyezkedd szabad
hidroxil- vagy aminocsoportjahoz kapcsolva cukorgyokét (N- vagy O-glikozidos kétésen ke-
resztiil) vagy zsirsavgyokét (pl. mirisztinsavat), egy vagy tobb foszfatcsoportot €s/vagy egyéb
médositasokat tartalmazhatnak. Ezen tilmenden, a ,,szarmazék” kifejezés jelentése kiterjed a
flizids proteinekre is, amelyekben egy taldlméany szerinti aminosav-szekvencia valamely oligo-
vagy polipeptidhez van kapcsolva.

A talalmany leirasaban az ,,analdg” kifejezésen olyan aminosav-szekvencikat értiink,
amelyek legalabb egy aminosav tekintetében (delécié vagy szubsztitiucio eredményeként) el-
témek a nativ szekvenciatol. A talalmany szerinti megoldas szempontjabdl azok a konzervativ
szubsztiticidk elénydsek, amelyek megérzik a szubsztitualt aminosavak (poléros aminosav,
hosszt alifas lanc, révid alifas lanc, negativ vagy pozitiv toltésti aminosav, aromas csoportot
tartalmazé aminosav) fizikai-kémiai tulajdonsagait (méret, bazicitas, hidrofébités, stb.). Az
ilyen szubsztiticiék eredményeként bioldgiailag miikodSképes, részlegesen miikodSkeépes
vagy bioldgiailag nem miikodéképes szekvenciak johetnek létre. Példaul, az arginin lizinnel, a
valin izoleucinnal, az aszparaginsav glutaminsavval helyettesithetd. Mindazonaltal, lehetéség
van aminosavak addiciéjara vagy delécidjara is. Az igy létrehozott, médositott proteinek lega-
14bb 60 %-ban, elénydsen, legalabb 70 %-ban, kiilonésen elénydsen, legalabb 90 %-ban azo-
nosak a nativ ee3-proteinekkel (kdzelebbrdl, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abran
bemutatott aminosav-szekvenciakat tartalmazé proteinekkel). A szekvencidk szazalékos azo-
nossaga az Altschul és mtsai. [J. Mol. Biol. 215, 403 (1990)] altal leirt algoritmussal hataroz-

haté meg. Az izolalt protein és funkcionalis véltozatai, elénydsen, emldsdk (példaul, ember,
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Rattus norvegicus vagy Mus musculus) agyabol izolalhatok. A funkcionalis valtozatok kozé
tartoznak az egyéb emldsfajokbdl szarmazé homoldgok is.

A talalmany szerinti megoldas szempontjabol elény6sek azok az analégok, amelyek a
nativ szekvencidban megjelené masodlagos szerkezetiiket is megtartjak. A talalmany értelmé-
ben lehetdség van arra is, hogy a nativ szekvenciaba — a konzervativ szubsztituciok mellett —
kevésbé konzervativ aminosav-modositasokat is beiktassunk. Az ilyen modositasok eredmé-
nyeként létrejové valtozatok megtartjak bioldgiai funkcidjukat, kozelebbrol, apoptozisos vagy
nekrotikus szignalt, illetve gyulladasos szignéalokat vagy sejtszaporodassal, sejtplaszticitassal
vagy sejtndvekedéssel Osszefliggd szignalokat atalakitdé képességiiket. A szubsztitiiciok vagy
deléciok hatasa megfeleld vizsgalati eljarasok (példaul, kotési tesztek vagy citotoxicitasi tesz-
tek) alkalmazasaval egyszeriien meghatarozhato.

A talalmany targyahoz tartoznak a ,,dominans negativ” hatas kifejtésére képes szek-
venciak is, amelyek — modositott elsédleges szekvenciajuknak kdszonhetéen — tovabbra is ké-
pesek megkdtni egy extracellularis ligandumot, de nem képesek a jel tovabbadasara (intracel-
lularisan). Ilyen példaként emlithet6k az olyan valtozatok, amelyek egy ee3_1-szekvencia C-
terminalison lerdviditett valtozatai, ideértve példaul, a 11/B és 11/C abran (illetve a 15/B és
15/C 4bran) bemutatott két ,,splice”-valtozatot. Ennek megfelel6en, az ilyen analdgok a biold-
giai funkci6 inhibitoraiként (kozelebbrél, az apoptdzis inhibitoraiként) miikdnek. Ezek az
analdgok egy talalmany szerinti proteint (jellemzden az 5., 6., 7(b,c), 8. vagy 11. Azonosito-
szamu aminosav-szekvenciat) kodolé DNS-szekvencia genetikai modositasaval, rendszerint
,helyspecifikus” mutagenezisével hozhatdk létre. A genetikai manipulacié eredményeként az
analég alapjaul szolgalé DNS-szekvenciahoz jutunk, amelybdl a protein rekombinans sejtte-
nyészetben expresszaltathaté [Sambrook és mtsai. (1989), 1d. fentebb]. A fenti analdgok szar-
mazékai, illetve az ilyen aminosav-szekvenciakat kodoldé DNS-szekvencidk szintén a talal-
many targyahoz tartoznak.

A talalmany értelmében feltarjuk a talalmany szerinti nativ aminosav-szekvencia frag-
menseit is. A fragmenseket deléciok (N- vagy C-terminalis vagy szekvencian beliili delécidk)
kiilonboztetik meg egymastol. Az ilyen fragmensek dominéns negativ vagy dominéans pozitiv
hatasuak lehetnek.

Mindazonaltal, a talalmany szerinti géntermékek (proteinek) kozé tartoznak az abra-
kon bemutatott DNS-szekvenciak szarmazékaibdl, fragmenseibdl vagy alléljeibdl transzkrip-
ci6 és transzlacio utjan szarmazo géntermékek (proteinek) is.

A talalmany szerinti proteinek kémiai modositasoknak is alavethetdk. Példaul, a pro-
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tein N-terminalis végén véddcsoport helyezhetd el; a hidroxil- vagy aminocsoportokhoz gliko-
zilcsoportok kapcsolhaték. A talalmany szerinti proteinhez kovalens kotéssel lipidek, illetve
foszfatcsoportok vagy acetilcsoportok, tovabba, tetszéleges szintézises modszerrel barmely
kémiai anyag, vegyiilet vagy csoport kapcsolhatd. Ezen tilmenden, a talalmany szerinti pro-
tein N- és/vagy C-terminalis végéhez aminosavak (6nmagukban vagy peptidek, proteindomé-
nek vagy hasonlok alakjaban) is kapcsolhatok.

A talalmany szempontjabdl kiilondsen elénySsek a talalmany szerinti proteinek amino-
sav-szekvencidjanak N-terminaliséan elhelyezkedd ,,szignal-" vagy ,,vezetszekvencidk™, ame-
lyek a peptidet — a transzlacioval egyidejlileg vagy transzlacidt kovetden — adott sejtszervecs-
kébe vagy extracellularis térbe (vagy a tenyészt6 tapkozegbe) iranyitjak. A protein N- vagy C-
terminalisan olyan aminosav-szekvencidk is elhelyezkedhetnek, amelyek — antigénként funk-
cionalva — lehet6vé teszik a talalméany szerinti aminosav-szekvencia antitestekhez torténé ko-
tédését. Konkrét példaként emlitjiik az un. ,,Flag’-peptidet (aminosav-szekvencidja, egybetiis
kéddal: DYKDDDDK) vagy a His-jel616t, amely legalabb harom, elénydsen hat hisztidinbdl
all. Ezek a szekvenciak er6sen antigénes tulajdonsaguak, igy a rekombinans protein gyors ki-
mutatasat és egyszeri tisztitasat teszik lehet6vé. A ,Flag”-peptidhez k6t6d6 monoklonalis an-
titestek kereskedelmi forgalomban beszerezhetdk az Eastman Kodak Co.-tél (Scientific Ima-
ging Systems Division, New Haven, Connecticut).

A talalmany egy kovetkezé szempontjanak megfelelGen, nativ ee3-szekvenciak (k6ze-
lebbrdl, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abran bemutatott szekvenciak) részleteit
tarjuk fel, amelyek legalabb 20 aminosavat, elénydsebben, legalabb 30 aminosavat, még eld-
nydsebben, legaldbb 50 aminosavat tartalmaznak. Az ilyen szekvencia-részletek szakember
szdmara j6l ismert kémiai modszerekkel szintetizalhatok, és antitestek elGallitasara alkalmas
antigénekként alkalmazhatok. Ezek a szekvencia-részletek és/vagy szarmazékaik, alléljaik
vagy fragmenseik — a proteinek haromdimenziés modelljében — azon régidkba tartoznak, ame-
lyek (legalabb részben) a talalmany szerinti nativ ee3-szekvenciakat (k6zelebbrdl, a 13., 14,
15/A, 15/B, 15/C és 16. abran bemutatott szekvenciakat) tartalmazé proteinek feliiletét alkot-
jak. A talalmany szerinti megoldas szempontjabdl elényds, legalabb 20 aminosavas szekven-
cia-részletek, legalabb részben, a talalmany szerinti proteinek citoplazmikus szakaszat alkot-
jak, és, kiilondsen elénydsen, egy taldlmany szerinti szekvencia-részlet a 8. abran bemutatott
szekvenciak barmelyikének legalabb 20 aminosavas peptidjét tartalmazza (a 8. abran alkalma-

zott szamozas szerint a 600. és 752. pozicié kozott), példaul, a 21 aminosav

WWFGIRKDFCQFLLEIFPFLRE peptidet (609-630. pozicidk).
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A taldlmany szerinti aminosav-szekvencidk (mint példaul, a human ee3_l1- vagy
ee3_2-protein szekvenciai) tartalmaznak specifikus szekvencia-motivumokat is, amelyek ha-
sonl6 formaban megtalalhatok a GPCR-osztaly egyéb tagjaiban is. Példaul, a GPCR-osztalyba
tartozé proteinek harmadik transzmembran doménjété]l C-terminélis irdnyban egy sajatos, Un.
,.signature” triplet-szekvencia talalhat6 (egybetiis koddal: DRY).

A talalmany szerinti ee3_1-proteinben a 3. transzmembran doméntdl (TM3; 83-102.
aminosavak) C-terminalis iranyban DRI szekvencia helyezkedik el (a 15/A abra szdmozasa
szerint a 103-105. poziciékban). A GPCR-osztaly eddig ismert tagjaiban [galanin-2-receptor,
C5a-receptor (patkany), BK-2 (human) vagy CXCR-5 (humén)], a megfeleld pozicidkban,
DRY vagy DRF szekvencia talalhatd.

A fentieknek megfelelden, a talalmany szerinti megoldds szempontjabdl kiilonésen
elénydsek a fentebb leirt, legalabb 20 aminosavas peptidek, amelyek DRI szekvenciat tartal-
maznak. Az ilyen, taldlméany szerinti peptidek egyik példajaként emlitheté a
VLVCDRIERGSHFWLLVFMP szekvenciaju peptid. Az ilyen peptidek a receptorok fiziold-
giai funkciéjanak médositasaval osszefliggésben alkalmazhatok. Ha az ilyen peptidszekvenci-
akat beépitjiik egy sejtbe (vagy a sejtben altalanosan hozzaférhetok), befolyasolhaté az intra-
celluléris szignaltranszdukciés folyamatok agonista-dependens aktivélasa, a talalmany szerinti
receptorok G-proteinekkel bekdvetkezd kolcsonhatasanak aktivalasa, és, alkalmas esetben, a
receptorok internalizaciéja. Ezenfeliil, bizonyos taldlmany szerinti oligo- vagy polipeptidek
hozz4jarulhatnak a szignaltranszdukci6s reakcioiit késGbbi folyamatainak konstitutiv aktivala-
sahoz is. Ilyenformén, a talalmany szerinti oligo- vagy polipeptidek kiiléndsen elénydsen al-
kalmazhatdk hatéanyagként, illetve hatéanyag el6allitasara.

Ezen tiilmenden, a talalmany szerinti (példaul, ee3_1-proteinbdl szarmazo; 1d. 8. abra),
legaldbb 20 aminosavas oligo- vagy polipeptidek elsé két extracellularis hurka két konzervalt
ciszteint is tartalmazhat (az ee3_1-szekvencia 78. és 145. pozicijaban; 1d. 15/A 4bra), ami a
GPCR-osztalyba tartozé proteinek tipikus jellemzSje (az els6 extracellularis hurok végén
GETCV szekvencia, mig a masodik extracellularis hurok kozepén ELEILCSVNIL szekvencia
talalhat6). Ilyenforman, a talalmany szerinti oligopeptidek szekvenciai magukban foglalhatjak,
példaul, a fenti két szekvenciat.

Végiil, a taldlmany szerinti megoldds szempontjabol kiilondsen elony6sek azok az —
ee3-csaladba tartozé protein aminosav-szekvenciajabol szarmazé - legalabb 20 aminosavas
peptidek, amelyek a transzmembran (TM)-régidkbdl szarmaznak, mint példaul, az

LDGHNAFSCIPIFVPLWLSLIT peptid (amely részben tartalmazza a C-terminalis TM-
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domént). Az ilyen, taldlmany szerinti peptidek az ee3-proteinek receptormiikodésének mddo-
sitasara (kozelebbrdl, gatlasara) alkalmazhatdk elénydsen, az ilyen peptidek terapiés profilja a
kés6bbiekben targyalt, taldlmany szerinti indikacidkra alkalmazva. A TM-strukturakat gatlé
peptidek a receptorokban — a normalis k6tédés megsziintetése révén - funkcionalis valtozast,
elsésorban funkcionalis veszteséget eredményez. Ebben az Gsszefliggésben, hivatkozunk, pél-
daul, a béta-2-adrenerg receptor hatodik transzmembran-doménje esetében alkalmazott ha-
sonlé megkozelitési modokra [Herbert és mtsai.: J. Biol. Chem. 271, 16384 (1996)]. Ezen
tilmenden, ee3-csaladba tartozé protein aminosav-szekvenciajabdl szarmazo, legalabb 20
aminosav hosszisagu ligandumkotd peptidfragmenseket tarunk fel hatéanyagként vagy hatd-
anyag el6allitasara térténd alkalmazasra, mely fragmensek a nativ (extra- vagy intracellularis)
ligandumokkal kompeticidba képesek 1épni a kotShelyekert, ezaltal képesek blokkolni a nativ
ee3-ligandumok kotédését. Az ilyen tipusy, talalmany szerinti peptidek késébb tn. csali
(,,decoy”)-receptorként jelennek meg, ami a leirdsban emlitett valamennyi indikéacié esetén
terapias profilt eredményez.

A talalméany tovabbi szempontjanak megfelel6en, eljarasokat tarunk fel a talalméany
szerinti gatlé hatasu peptidek azonositasara. A talalméany értelmében erre a célra elénydsen
alkalmazhatdé — bar mas Osszefiiggésben - a Tarasova és mtsai. altal leirt eljaras [Tarasova és
mtsai.: J. Biol. Chem. 274, 34911 (1999), melyet - metodikai vonatkozésaban - teljes terjedel-
mében a kitanitas részének kell tekinteni]. A talalmény szerinti gatl6 hatasi peptidek, példaul,
kiilonbozd transzmembran-domének intramolekularis kolcsonhatasat képesek modositani
(példaul, gatolni), ami fontos eldfeltétele egy ee3-csalddba tartozd talalméany szerinti protein
miikddésének. Az ilyen tipusi, talalméany szerinti peptidek hatéanyagként vagy hatéanyag €l6-
allitsara szintén alkalmazhatok.

A fentiekben leirt, taldAlmany szerinti peptidek peptidanaldgok (peptidutdnzdk) alakja-
ban is létrehozhatok. Az ilyen analégokban a peptidvaz amidszeri kotéseit eltérd, de struktu-
ralisan hasonlé kotésekkel helyettesitjiik, melyeket a természetes human enzimek nem képe-
sek hasitani. Példaként emlithet6k az oligokarbamatok. Monomer, N-védett amino-alkil-kar-
boxilatokat egyszertien eldéllithatunk (példaul, megfelelé aminoalkoholokbdl), majd ezeket
aktivalt észterekké 4talakitva, bazissal hasithaté Fmoc-csoport alkalmazasaval, szilard fazisa
szintézisben alkalmazhatjuk. Mivel az ilyen analégok hidrofébitasa nagyobb, mint a megfele-
1 peptideks, kiilonosen alkalmasak a vér-agy giton torténd atjutasra, kozelebbrdl, neurologiai

alkalmazasokra.
A talalmany tovabbi szempontjanak megfelelden, transzgenikus allatokat tarunk fel. A
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talalmany szerinti transzgenikus allatok genetikailag modositott allatok, amelyek genetikai
moédositasa azt eredményezi, hogy legalabb egy szévetiikben egy taldlmany szerinti géntermé-
ket — normalis allat szévetével 6sszehasonlitva - modositott mennyiségben expresszélnak vagy
tartalmaznak (példaul, egy talalméany szerinti gén promoterrégidjanak médositasa eredménye-
ként), vagy amelyek modositott génterméket (példaul, ee3-csaladba tartozo protein talalmany
szerinti szarmazékat, ideértve annak fragmensét is) tartalmaznak vagy expresszalnak. A talal-
many értelmében transzgenikus allatok kozé tartoznak azok az allatok is, amelyekben (a) ge-
netikai szinten nincs jelen a természetes allapotban megtalalhatd, talalmany szerinti DNS-
szekvencia (sem részben, sem egészben); vagy amelyek (b) genetikai szinten hordozzak a ta-
lalmany szerinti szekvenciakat, de nem képesek annak transzkripcidjira és/vagy transzlacidja-
ra, s ennek eredményeként nem tartalmazzak a génterméket. Ezen tulmenden, transzgenikus
allatokban a talalmany szerinti nativ szekvenciak, azaz az ee3-csaladba tartozo, talalmany sze-
rinti proteinek aminosav-szekvenciai (példaul, az 5., 6., 7/a, 7/b, 7/c, 8. és 11. azonositoszamu
szekvencia), fiiggetleniil attol, hogy jelen vannak vagy sem, legalabb egy talalmany szerinti
DNS-szekvenciaval kiegészithetSk és/vagy legalabb egy talalmany szerinti DNS-szekvencia-

val helyettesithetok. Kozelebbrél, a helyettesitett és/vagy inszertalt szekvencia (szekvenciak) a

- talalmany szerinti, nem nativ szekvencia (szekvencidk) lehei(nek).

A talaimany szerinti szekvenciak vonatkozasaban transzgenikus allatok és/vagy az un.
,knockout” 4llatok - k6zelebbrél, egerek, patkanyok, sertések, szarvasmarhak, juhok, musli-
cak (Drosophila), C. elegans vagy zebradaniok - szakember szdmara j6l ismert modon hozha-
tok létre. Ennek érdekében, példaul, egy taldlmany szerinti cDNS-szekvenciét (vagy annak na-
tiv vagy nem nativ valtozatat) transzgenikus egerekben — példaul, neuronokban NSE-promo-
ter, oligodendrocitakban MBP-prométer, stb. szabalyozasa alatt — expresszaltatjuk. A geneti-
kailag médositott allatok kiilénféle betegség-modellekben (példaul, kisérletileg kivaltott
stroke; MCAO) tanulmanyozhatok. A ,knockout” allatok létrehozasa informacidkat nyujthat
az inhibitorok teljes organizmusra gyakorolt hatasardl, mivel e tekintetben a ,.knockout”-mo-
dell a talalmany szerinﬁ nativ szekvencidk gatlasanak felel meg. E vonatkozasban egy ilyen
eljaras a talalméany szerinti, gatl6 hatasu anyagok (példéul, peptidanaldgok vagy egyéb, kisme-
retli szerves vegyiiletek) pre-klinikai tesztelésére alkalmazhato.

A talalmany értelmében valamennyi soksejtes organizmus létrehozhatd transzgeniku-
san; ezek kézelebbi példai az emldsok, pl., egerek, patkanyok, juhok, szarvasmarhak vagy ser-
tések. Elvileg transzgenikus novények is létrehozhaték. A transzgenikus organizmusok

, knockout” allatok is lehetnek. Ebben az 6sszefliggésben, a transzgenikus éllatok talalmany
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szerinti, funkcionalis vagy nem funkcionalis nukleinsav-szekvenciat vagy funkcionalis vagy
nem funkcionalis nukleinsav-konstrukcidt tartalmazhatnak (6nmagaban vagy taldlmany sze-
rinti proteineket kddolo, funkcionalis vagy nem funkcionélis szekvenciaval kombinalva).

A talalmany egy tovabbi megvalositasi modja értelmében olyan transzgenikus allatokat
tarunk fel, amelyek ivarsejtjeiben - vagy szomatikus sejtjeik mindegyikében vagy némelyiké-
ben — az ee3-csaladba tartozo, talalmany szerinti nukleotidszekvencia (-szekvenciak), koze-
lebbrél, az 1-4. azonositészamu szekvencidk, genetikai modszerekkel mddositva lettek vagy
DNS-elemek inszertilasaval meg lettek szakitva. A taldlmany szerinti nukleotidszekvencia
vagy részletei tovabbi lehetséges alkalmazasi teriilete a transzgenikus vagy ,,.knockout” allatok
(illetve a kondicionalis vagy régid-specifikus ,.knockout” allatok) létrehozésa, valamint a ge-
netikailag modositott allatokban specifikus mutaciok kialakitasa [,,Current Protocols in Mole-
cular Biology”, szerk.: Ausubel és mtsai., John Wiley & Sons, New York (1998); ,,Laboratory
Protocols for Conditional Gene Targeting”, szerk.: Torres és mtsai., Oxford University Press,
Oxford (1997)]. Ezen tulmenden, transzgenikus allatokban a konstitutivan aktiv ee3-proteinek
létrehozasa céljabol (l’m.v ,,knock-in" éllatok) megfelel6 mutaciok iktathatdk be (példaul, pro-
moéterek modositasa vagy erdsitOszekvencidk inszertalasa). A talalmany értelmében az ilyen
allatok, példaul, az ee3-proteinfunkcid potencialis agonistainak pre-klinikai vizsgéalatokban al-
kalmazhat6 analég modelljeinek 1étrehozéaséra alkalmazhatok.

Transzgének tilzott mértékii expresszaltatasaval vagy genetikai mutagenezisével (null-
mutaciok, specifikus delécidk, inszercidk vagy egyéb modositasok beiktatasaval) olyan allat-
modelleket hozhatunk létre, amelyek tovabbi értékes informaciokat nyijthatnak a talalmany
szerinti szekvenciak (pato)fiziologidjardl. Az igy létrehozott allatmodellek alapvetd teszteld-
rendszerekként alkalmazhatok, amelyek a taladlmany szerinti proteinek (kozelebbrol, az 5-8.
azonositészamu szekvencidk barmelyikét tartalmazdé proteinek) neuronalis, immunoldgiai,
proliferativ vagy egyéb folyamatokban betoltott bioldgiai funkcidjat befolyasold ) gydgysze-
rek értékelésére alkalmasak.

A taldlmany tovabbi szempontjanak megfelelden, feltarunk egy antitestet, amely talal-
many szerinti ee3-génterméken (kozelebbrdl, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abran
bemutatott, talaAlmany szerinti proteinen, annak szarmazékan, fragmensén, izoalakjan vagy al-
1éljén) jelen 1évé epitop felismerésére képes, ugyanakkor, példaul, talalmany szerinti mRNS
ellen is iranyulhat. A taldlmany értelmében az ,.antitest” kifejezés poliklonélis és monoklona-
lis antitestekre, kiméra antitestekre, anti-idiotipusos antitestekre (amelyek talalmany szerinti

antitestek ellen iranyulnak) egyarant vonatkozik, mely antitestek barmelyike lehet kotott vagy
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oldott allapotu, és, alkalmas médon, jelol3anyaggal lehetnek jelSlve. Szintén az antitestek
kozé tartoznak a fentiek fragmensei. A talalmany szerinti antitest-fragmensek nemcsak izolalt
allapotban, hanem rekombinéns alakban, mas (protein)komponensekkel alkotott fiizis protei-
nek formajaban is el8fordulhatnak. A talalmany szerinti antitestek fragmensei nmagukban
(illetve fizi6s proteinek részeként) enzimatikus emésztéssel, proteinszintézissel vagy rekom-
binans mddszerekkel allithatok eld, mely eljarasok szakember szdmara jol ismertek. A fenti-
eknek megfelelden, taldlméany leirasiban az ,,antitest” kifejezésen poliklonalis, monoklonalis,
human, humanizalt vagy rekombinans antitesteket vagy azok fragmenseit, egylancu anti-
testeket, illetve egyéb, szintetikus antitesteket értiink.

A poliklonélis antitestek antitest-molekuldk heterogén elegyei, amelyek antigénnel
immunizalt allatok szérumabol allithaték el6. Mindazonaltal, a taldlmany szerinti antitestek
kozé tartoznak a poliklonalis, monospecifikus antitestek is, amelyek az antitestek (példaul,
specifikus epitopot tartalmazoé peptidekkel t5ltétt oszlopon végzett) tisztitasaval nyerhetsk. A
monoklonalis antitestek antigénekre specifikus (és 1ényegében azonos epitépké6ts helyeket tar-
talmazd) antitestek lényegében homolég populacidjat alkotjak. A monoklonalis antitestek jol
ismert eljarasok alkalmazéasaval allithatok el6 [Id. pl., Kohler és Milstein: Nature 256, 495
(1975); 4 376 110 szamu egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leiras; Harlow és Lane: ,,Antibodi-
es: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); ,,Current Protocols in Mo-
lecular Biology”, szerk.: Ausubel és mtsai., John Wiley & Sons, New York (1998); mely for-
rasokban leirtakat teljes terjedelmiikben a kitanitas részének kell tekinteni].

Az emlitett forrasokban leirt eljarasokkal genetikailag mddositott antitestek is elgallit-
hatok. Az ilyen antitestek el6allitdsa sordn antitest-termel6 sejteket tenyésztiink, majd — a te-
nyészet megfeleld optikai denzitisdnak elérése utan — a sejtekbdl (ismert médon, guanidini-
um-tiocianattal végzett sejtlizissel, natrium-acetattal végzett savanyitissal, fenol, kloro-
form/izoamilalkohol eleggyel végzett extrakcidval, izopropanollal végzett precipitaciéval és
etanolos mosassal) mRNS-t izolalunk. Ezt kévetSen az izolalt mRNS-bdl, reverz transzkriptaz
segitéségével, cDNS-t szintetizalunk, majd a cDNS-t - kozvetleniil vagy genetikai beavatko-
zas (példaul, helyspecifikus mutagenezissel, inszercidk, inverzidk, deléciok vagy szubsztitici-
Ok beiktatasat) koveten - megfeleld allati, gomba-, bakterialis vagy virusvektorba inszertal-
juk és megfelel6 gazdaszervezetekben expresszéltatjuk. A gének klénozasara és baktériumok-
ban (példaul, E. coli-ban) vagy élesztékben (pl., Saccharomyces cerevisiae-ben) térténd ex-
presszaltatdsara eldnydsen olyan bakterialis, illetve élesztd vektorok alkalmazhaték, mint a

pBR322, pUC18/19, pACYC184, lambda vagy éleszté mu-vektor. A talalmany szerinti pro-
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teinek elleni specifikus antitestek diagnosztikai reagensekként, illetve gyogyszerekként hasz-
nosak olyan rendellenességek esetében, amelyekben az ee3-csaladba tartozo proteinek
patofiziolégiai szempontbdl fontosak.

A taldlméany szerinti antitestek a kévetkez6 immunglobulin-osztalyok barmelyikébe
tartozhatnak: IgG, IgD, IgM, IgE, IgA, GILD, illetve, alkalmas mddon, ezek alosztalyai (pél-
déul, az IgG alosztalyai és elegyei). A taldlmany szerinti megoldas szempontjabdl elényés az
IgG, illetve alosztalyai (IgG1, IgG2, IgG2a, IgG2b, IgG3 vagy IgGM), melyek koziil kiiléns-
sen elényos altipusok az IgGl/k és IgG2b/k. A taladlméany szerinti monoklonalis antitesteket
termelé hibridémasejt-klonok tenyésztését in vitro, in situ vagy in vivo végezhetjik. A
monoklonalis antitestek nagy titerei elénydsen in vivo vagy in situ termeltethetok.

A talalméany szerinti kiméra antitestek olyan molekulak, amelyek kiilonb6zd allatfaj-
okbél szarmazé kiilonféle antitestrészleteket tartalmaznak (példaul, egéreredetii monoklonalis
antitestb8l szarmazé variabilis régiot és human immunglobulinbdl szarmazé konstans régiét
tartalmazo antitest). A kiméra antitesteket egyrészt az antitestek alkalmazasa soran megfigyel-
hetd immunogenitas csokkentése, masrészt az antitest-termelés hozamanak javitasara alkal-
mazhatok. Példaul, az egéreredetii monoklonalis antitestek hibriddma-sejtvonalakban nagyobb
hozammal termeltethetSk, ugyanakkor, emberekben nagyobb immunogenitasiak, igy a hu-
mén/egéreredetli kiméra antitestek alkalmazasa elény0s. A kiméra antitestek s eldallitasi elja-
rasaik szakember szamara jol ismertek [1d. Cabilly és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81,
3273 (1984); Morrison és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851 (1984); Boulianne és
mtsai.: Nature 312, 643 (1984); EP-A-125023 (Cabilly és mtsai.); Neuberger €s mtsai.: Nature
314, 268 (1985); EP-A-171496 (Taniguchi és mtsai.); EP-A-173494 (Morrison és mtsai.);
WO 86/01533 szamt nemzetkozi kozzétételi irat (Neuberger és mtsai.); EP-A-184187 (Kudo
és mtsai.); Sahagan és mtsai.: J. Immunol. 137, 1066 (1986); WO 87/02671 szamu nemzetko-
zi kozzétételi irat (Robinson és mtsai.); Liu és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3439
(1987); Sun és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 214 (1987); Better ¢s mtsai.: Science
240, 1041 (1988); Harlow és Lane: ,,Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor
Laboratory (1988); mely forrasokat teljes terjedelmiikben a kitanitas részének kell tekinteni].

A talalmany szerinti kiméra antitestek elénydsen olyan epit6p ellen iranyulnak, amely
egy talalmany szerinti ee3-protein (kozelebbrdl, a 13., 14, 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18.
4bran bemutatott protein) extracellularis részletét reprezentaljak. Valamennyi taldlmany sze-
rinti antitest felhasznéalhaté az ee3-csaladba tartozé proteinek gatlasara, példaul, in vitro ki-

sérletekben, in situ, példaul, jelsldként, valamint in vivo terapias célokra, példaul, intravénas,
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szubkutan, intraartérias vagy intramuszkularis injektalasra.

A talalmany szerinti anti-idiotipusos antitestek olyan antitestek, amelyek olyan deter-
minanst ismernek fel, amely rendszerint egy taldlmany szerinti antitest antigénkotd helyével
all kapcsolatban. Anti-idiotipusos antitestet olyan allat immunizalasaval allithatunk elS, amely
azonos fajba és azonos genetikai tipusba tartozik (példaul, egy egértérzs), mint a monoklona-
lis antitest termeltetésére alkalmazott allat (mely monoklonalis antitest ellen a talalmany sze-
rinti anti-idiotipusos antitest iranyul). Az immunizalt allat felismeri az immunizalé antitest
idiotipusos determinansait, ami oly médon nyilvanul meg, hogy ezen idiotipusos determinan-
sok ellen antitestet termel (nevezetesen a talalmany szerinti anti-idiotipusos antitesteket; 1d. a
4 699 880 szamu egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirast). A talalmany szerinti anti-idiotipu-
sos antitestek immunogénként alkalmazhatok egy masik allatban immunreakcié indukalasara,
illetve ,,anti-anti-idiotipusos” antitest termelédésének kivaltasara. Az ilyen anti-anti-idiotipu-
sos antitestek epitop-szerkezetiik vonatkozasaban — bar nem sziikségszeriien — azonosak lehet-
nek az eredeti monoklonalis antitesttel (amely az anti-idiotipusos reakciét kivaltotta). Ilyenfor-
man, egy monoklonalis antitest idiotipusos determinansai elleni antitestek alkalmazasaval le-
het8ség van azonos specifitasi antitesteket expresszalo egyéb klonok azonositasara.

A talalmany szerinti proteinek, illetve azok analdgjai, fragmensei vagy szarmazékai el-
len iranyulé monoklonalis antitestek felhasznalhatok az anti-idiotipusos antitestek kot6désé-
nek megfeleld allatokban (példaul, BALB/c-egerekben) torténd indukalasara. Egy ily médon
immunizalt egér 1épjéb6l szarmazd sejtek, példaul, anti-idiotipusos antitesteket szekretald
anti-idiotipusos hibridémasejt-vonalak 1étrehozaséara alkalmazhaté. Ezen tilmenden, az anti-
idiotipusos antitestek hordozéhoz (példaul, ,keyhole limpet” hemocianinhoz; KLH) kapcsol-
hatdk, majd tovabbi BALB/c-egerek immunizélasara alkalmazhaték. Az igy immunizélt ege-
rek széruma anti-anti-idiotipusos antitesteket tartalmaz, amelyek kotési tulajdonsagai meg-
egyeznek az eredeti monoklonalis antitestekével, és amelyek a talalméany szerinti protein, an-
nak fragmense vagy szarmazéka egy epitopjara specifikusak. Ilyenforman, az anti-idiotipusos
monoklonalis antitesteknek megvannak a sajat idiotipusos epitdpjail vagy ,.idiotopjai”, ame-
lyek strukturalisan hasonléak a vizsgalandé epitdphoz.

Az ,antitest” kifejezés teljes antitest-molekulakra, illetve azok fragmenseire egyarant
vonatkozik. Az antitest-fragmensek kozé€ tartoznak a leréviditett vagy maodositott antitest-frag-
mensek, amelyek egy vagy két antigénnel komplementer kotShelyet tartalmaznak (példaul, az
emlitett antitesteknek megfeleld kotShelyet tartalmazé antitest-részletek, amelyek konnyii és

nehéz lancokbdl allnak, mint pl., az Fv-, Fab- vagy F(ab’)2-fragmensek vagy az egyszeres
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szalu fragmensek. A talalmany szerinti megoldas szempontjabdl elénydsek a kettés szalu an-
titest-fragmensek, mint pl. az Fv-, Fab- vagy F(ab’)2-fragmensek, mely utébbi két antitest-
fragmensbdl hidnyzik egy Fc-fragmens (amely, példaul, egy teljes antitestben jelen van), ezal-
tal ezek a fragmensek a véraramban gyorsabban széllitédnak, és kimutathatéan kisebb nem-
specifikus szoveti kdtédést mutatnak, mint az intakt antitestek. A talalmany szerinti megoldas
értelmében a taldlmany szerinti antitestek Fab- és F(ab’)2-fragmensei, valamint maguk az
antitestek felhasznalhaték a talalmany szerinti proteinek (kvalitativ) detektalasara, illetve
mennyiségi (kvantitativ) meghatarozasara, tovabba, alkalmas esetben, a talalmany szerinti
proteinek aktivitasanak (pl., specifikus foszforilacié) kimutatasira, mialtal a taldlmany szerinti
proteinek kvalitativ és kvantitativ kimutatasi eljarésai, illetve a talalméany szerinti proteinek
aktivitasanak kimutatasi eljarasai szintén a talalméany igényelt oltalmi korébe tartoznak.

A széban forgd antitest-fragmensek jellemz6en enzimek alkalmazéaséval éllithaték eld.
Péld4ul, papain alkalmazasaval Fab-fragmensek, pepszin alkalmazéasaval F(ab’)2-fragmensek
allithatok eld. Mas modon, ezek az antitest-fragmensek kémiai oxidacidval vagy az antiteste-
ket kodold gének genetikai mddositasaval hozhatdk létre.

A talalmany tovabbi szempontjanak megfelelGen, a talalmany szerinti antitestek ele-
gyeinek talalmany céljaira torténd alkalmazasat tarjuk fel. A monoklonalis antitestek, poliklo-
nalis antitestek vagy a monoklonalis antitestek elegyeinek tisztitott frakciéi hatéanyagként al-
kalmazhaték, tovabba agyi ischaemiak (pl., stroke), degenerativ rendellenességek (kozelebb-
181, neurodegenerativ rendellenességek) és neurolégiai rendellenességek (pl., epilepszia) keze-
1ésére alkalmas hatoanyagok elallitasara alkalmazhatok.

A talalmany szerinti antitestek — ideértve azok fragmenseit és/vagy elegyeit is — fel-
hasznalhatok a talalmény szerinti ee3-géntermékek (kozelebbrél, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C,
16., illetve 18. abran bemutatott proteinek vagy fragmenseik vagy szarmazékaik) kvantitativ
és kvalitativ kimutatasara egy mintaban, illetve a talalméany szerinti proteineket termeld — és,
alkalmas esetben, szekretalé — sejtek detektalasara. A talalmany e megvaldsitasi médja szerint
a talalmany szerinti antitesteket diagnosztikai célra alkalmazzuk. Ilyenforman, példaul, a talal-
many szerinti antitestek alkalmazasaval meghatirozhaté egy taldlmany szerinti gentermek
(példaul, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16., illetve 18. abran bemutatott proteinek) mennyisége,
illetve, alkalmas esetben, aktivitasa (pl., specifikus foszforilacid). A detektdlas immunfluo-
reszcens eljarasok alkalmazasaval hajthaté végre, melyek a fluoreszcens jeldlokkel jelolt anti-

testek fénymikroszképos vizsgélattal, aramlasi citometriaval vagy fluorimetrias detektalassal

torténd kimutatasan alapulnak.
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A talalmany szerinti antitestek (ideértve azok fragmenseit, illetve elegyeit) szdvettani
vizsgalatokra is alkalmazhatok, példaul — immunelektron-mikroszkdpias immunfluoreszcens
vizsgalat soran - talalmany szerinti protein in situ detektalasara. Az in situ detektalas soran
egy paciensbdl szovettani mintat vesziink, majd a mintahoz talalmany szerinti jeldlt antiteste-
ket adunk. Az antitestet (vagy fragmensét) jelslt alakban adjuk a bioldgiai mintdhoz. Ezen a
moédon nemcsak a talalmany szerinti protein jelenléte mutathaté ki a mintdban, hanem a pro-
tein vizsgalt sz6vetben megfigyelhetd eloszlasa is. Biologiai mintaként bioldgiai folyadekot,
szévetkivonatot, 6sszegyiijtott sejteket (példaul, immunsejteket, szivizomsejteket vagy maj-
sejteket), illetve szdvettenyészetben inkubalhaté sejteket alkalmazhatunk. A jelolt antitest
kimutatasat szakember szamara jol ismert mddszerekkel végezziik. A konkrét kimutatasi
médszert az alkalmazott jeldls tipusatdl fiiggden valasztjuk ki (példaul, fluoreszcens vizsga-
lati médszerek). Ezen tilmenden, a bioldgiai mintat - a sejtek, sejtalkotok vagy az oldhato
proteinek immobilizalasa céljabdl - szilard hordozora (példaul, nitrocellulézra vagy mas
anyagra) vihetjiik fel, majd a hordoz6t egy vagy tobb alkalommal megfeleld pufferrel le6blit-
jiik, és talalmany szerinti, detektalhato jelsl6vel ellatott antitesttel kezeljiik. Ezt kovetden a
szilard hordoz6t — a nem kot6dott antitestek eltavolitasa celjabol - a pufferrel masodszor is le-
oblitjiik, és a szilard hordozén megkotstt jeloléanyag mennyiségét szokvanyos eljarassal de-
tektaljuk.

A szilard hordozdéként alkalmazhaté anyagok konkrét példai a kovetkezok: iiveg, po-
lisztirol, polipropilén, polietilén, dextran, nylon-amilazok, természetes és médositott celluls-
zok, poliakrilamidok és magnetit. A hordozé — a kivant célnak megfelel6en — korlatozott mér-
tékben oldhaté vagy teljesen oldhatatlan lehet. A hordozé tetszdleges fizikai megjelenésii le-
het (példaul, gyongydk, hengeres vagy gombdlyl formak). A talalmany céljaira a polisztirol
gyéngyok alkalmazasa elonyods.

Az antitestek detektalhatd jeldlését kiilonféle médszerekkel végezhetjiik. Példaul, az
antitestet olyan enzimhez kapcsolhatjuk, amelyet immuntesztben (EIA) alkalmazunk, melynek
soran az enzim reakcioba 1ép a megfeleld szubsztrattal, mialtal olyan vegyiilet jon létre, amely
szakember szamara jol ismert eljarassal (példaul, spektrofotometrids, fluorometrias vagy
egy¢b optikai médszerrel) detektalhaté (illetve, alkalmas esetben, mennyiségileg meghataroz-
hat6). Enzimként malat dehidrogendz, Staphylococcus nukledz, delta-5-szteroid izomeraz,
élesztderedetii alkohol dehidrogenaz, alfa-glicerofoszfat dehidrogenaz, triézfoszfat izomeraz,
tormaperoxidaz, alkalikus foszfataz, aszparaginaz, gliikdz oxidaz, béta-galaktozidaz, ribonuk-

leaz, ureaz, katalaz, glikoz-6-foszfat dehidrogendz, glikoamilaz vagy acetilkolin észteraz
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alkalmazhat6. A detektalas a jeldlésre alkalmazott enzimre specifikus szubsztrat révén, példa-
ul, az enzimreakcié altal atalakitott szubsztrat és kontroll standardok vizualis 6sszehasonlita-
saval hajthato végre.

Ezen tulmenden, a detektalast egyéb immuntesztek alkalmazasaval is elvégezhetjiik,
példaul, az antitestek vagy antitest-fragmensek radioaktiv jelolésével [pl., radioimmunteszt
(RIA; Work és mtsai.: ,,Laboratory Techniques and Biochemistry in Molecular Biology”,
North Holland Publishing Company, New York (1978)]. A radioaktiv izotép kimutatasat és
mennyiségi meghatarozasat szcintillacids szamlalé alkalmazasaval vagy autoradiografiaval
végezhetjik.

A jelolésre fluoreszcens vegyiiletek (példaul, fluoreszcein-izotiocianat, rodamin, fikoe-
ritrin, fikocianin, allofikocianin, o-ftalaldehid és fluoreszcamin), illetve fluoreszkalé fémek
(példaul, 152E vagy a lantanoidak kozé tartozé egyéb fémek) is alkalmazhatok. Ezek a fémek
kelatképz6 csoportokon [példaul, dietilén-triaminpentaecetsav (ETPA) vagy EDTA] keresztiil
kapcsolhatok az antitesthez. Ezenfeliil, a talAlmany szerinti antitestek kemilumineszcens ve-
gyiiletekkel is jelolhetok. A kemilumineszcens jel6lésti antitest jelenléte a kémiai reakcid so-
ran keletkezd lumineszcencia révén mutathatd ki. Az ilyen vegyiiletek példai k6zé tartozik a
luminol, izoluminol, akridinium-észterek, imidazol, akridinium-sok és oxalat-észterek. Ha-
sonldan, az antitestek jelolésére biolumineszcens vegyiiletek is alkalmazhaték. A biolumin-
eszcencia a kemilumineszcencia egyik tipusa, amely bioldgiai rendszerckre jellemzd, és
amelynél egy katalitikus aktivitasu protein fokozza a kemilumineszcens reakcié hatékonysa-
gat. A biolumineszcens protein lumineszcencia alapjan detektalhat. A bioloumineszcens ve-
gyiiletek talalmany céljaira alkalmas példai kozé tartozik a luciferin, luciferaz és aequorin.

A talalmany szerinti antitestek immunometrias vizsgalati eljarasban (dn. ,,szendvics”-
tesztben) is alkalmazhatok. A tipikus immunometrias vizsgalati rendszerek k6z¢ tartoznak az
un. ,,direkt” (,,forward”) tesztek, amelynek soran a talalmany szerinti antitesteket szilard fa-
zishoz kapcsolva érintkeztetjiik a vizsgalni kivant mintaval, ami lehet6vé teszi, hogy az anti-
gént — antitest-antigén komplex kialakulasa révén — izolaljuk a mintabol. Megfeleld inkubalasi
idé elteltével a szilard hordozét a folyékony minta maradékanak eltavolitasa érdekében lemos-
suk, majd ismeretlen mennyiségli jelolt detektalé antitestet tartalmazd oldattal érintkeztet;jiik.
A jelolt antitest ebben az esetben ,,riportermolakulaként” funkcional. A szilard hordozét egy
masodik inkubalast kovetden (amely lehet6ve teszi a jelolt antitest és a szilard fazishoz kotd-

dott antigén kapcsolddasat) ismét lemossuk, eltavolitva ezaltal az el nem reagalt jel6lt anti-

testeket.
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Egy alternativ vizsgalati médszer szintén a ,,szendvics”-teszt alkalmazisén alapul.
Ebben az esetben elegendd egyetlen inkubalasi 1épés, feltéve, hogy a szilard fazishoz kapcsolt
antitestet és a jelslt antitestet egyszerre adjuk a vizsgalandé mintahoz. Az inkubalast kévetSen
a szilard fazist — a folyékony minta, illetve az el nem reagalt jelolt antitestek maradékainak
eltavolitasa érdekében — lesblitjiik. A szilard hordozoén a jeldlt antitest jelenlétét a hagyoma-
nyos direkt szendvics-teszthez hasonléan hatirozzuk meg. A ,.forditott” teszt a kdvetkezd
1épésekbdl all: eldszér a folyékony mintdhoz hozzaadjuk a jelolt antitest oldatat, majd — meg-
felelS inkubalasi id6 elteltével — az elegyhez hozzakeverjiik a szilard hordozéhoz kotétt, jelo-
letlen antitestet, és masodik inkubalast végziink. Ezt kévetden a szilard hordozét — a minta és
a nem reagalt, jelslt antitest maradékainak eltavolitasa érdekében — szokvényos médon lemos-
suk, majd a szilard fazishoz k6t8datt, jeldlt antitestet a fentebb leirtak szerint detektaljuk.

A taldlmany tovabbi szempontjanak megfelelSen, eljarasokat tarunk fel talalmany sze-
rinti ee3-géntermékek - kdzelebbrdl, a 13., 14, 15/A, 15/B, 15/C, 16., illetve 18. abran bemu-
tatott polipeptidek (ideértve azok szarmazékait, analégjait és fragmenseit) — megfeleld
expressziés vektorral transzformalt gazdasejtben torténd expresszaltatasira. A talalmany sze-
rinti expresszaltatasi eljaras (amely talalmany szerinti DNS-szekvencian alapul), nem a meg-
felels géntermék betoményitését és tisztitasat szolgalja, hanem inkabb - megfeleld géntermék
(talalmany szerinti DNS-szekvencidk bejuttatasat kovetd) expresszaltatisa révén — a sejt-
anyagcsere befolyasolasara szolgal. A talalmany értelmében feltarjuk az expresszios vekto-
rokkal transzformalt gazdasejtek hatéanyagként — vagy hatdanyag el6allitisara - torténd al-
kalmazasat is, els6sorban rendellenességek kezelésére, példaul, daganatos betegségek, neuro-
16giai rendellenességek (pl., szklerézis multiplex, Parkinson-kér) és agyi ischaemias allapotok
(pl., stroke) kezelése céljabdl. A taldlmény szerinti gazdasejtek altalaban olyan rendellenessé-
gek kezelésére alkalmazhatok, amelyek az apoptdzis, nekrézis, sejtndvekedés, sejtosztodas,
sejtdifferencialédas vagy a sejtplaszticitas rendellenes szabélyozéasaval llnak &sszefliggésben.
A taldlmany szerinti eljarassal ex vivo transzformalt autolég vagy allogén gazdasejtek — a
transzformaciot kovetSen — visszaiiltethetSk a paciens szervezetébe.

A taldlméany egy kévetkezd szempontjanak megfelelden, eljarast tarunk fel géntermé-
kek izolalasara, amelyek legaldbb egy olyan részleges szekvenciat tartalmaznak, amely a ta-
lalmany szerinti aminosav-szekvenciakkal (kdzelebbrél, az 5., 6., 7/a, 7/b, 7/c, 8. vagy 11.
azonositészamu szekvenciakkal) legalabb 20 aminosav, elénydsen legalabb 30 aminosav
hossziisagban homoldég. Az izolalasi eljaras soran a gazdasejteket talalmany szerinti

expresszids vektorral transzformaljuk, majd a transzformalt sejteket megfeleld, expressziot
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elésegits feltételek mellett tenyésztjik, oly médon, hogy végiil lehetévé valjon a géntermék
tenyészetbdl torténd tisztitasa. A talalmany szerinti DNS-szekvencia talalmany szerinti gén-
termékét — az alkalmazott expresszios rendszertSl fiiggéen — a tenyésztd tapkozegbdl vagy a
sejtek kivonatabol izolalhatjuk.

Szakember szamara konnyen belathatd, hogy a taldlmany szerinti DNS-szekvencia
altal kédolt rekombinans protein izolalasara és tisztitisira alkalmazhato konkrét modszer eré-
sen fligg a gazdasejt tipusatol és egyéb tényezSktol, illetve, hogy a gazdasejt a proteint
kivalasztje-e a tipkozegbe. Példaul, alkalmazhatunk olyan expresszids rendszereket, amelyek
a rekombinéns protein szekrécidjat eredményezik. Ilyen esetben a tenyészt6 tapkozeget keres-
kedelmi forgalomban beszerezhetd proteinkoncentralé filterek (példaul, ,,Amicon” vagy
,Millipore Pelicon”) alkalmazasaval betdményitjiikk. A betoményitési 1épést kovetheti a tisz-
titasi 1épés, példaul, gélsziliréssel vagy oszlopkromatografias modszerekkel. Mas modon, a
tisztitasra alkalmazhatunk DEAE-kozeget tartalmazo anioncserél6 oszlopot is.

Tisztitasi kozegként a proteinek tisztitdsdra ismert anyagok barmelyike alkalmazhato,
igy példaul, akrilamid-gyanta, agar6z, dextran vagy hasonlok. Mindazonaltal, alkalmazhatunk
kationcserélé gyantat is, amely jellemzGen karboxi-metilcsoportokat tartalmaz. A taldlméany
szerinti DNS-szekvenciak 4ltal kédolt polipeptidek egy vagy tobb HPLC-1épés alkalmazasaval
tovabbi tisztitasnak vethetSk ala (kiilsnésen hasznos a reverz fazisi HPLC). A tisztitasi 1épé-
sek egy talalmany szerinti DNS-szekvencia 4ltal kédolt, 1ényegében homogén rekombinans
protein kinyerését eredményezik.

A taldlmany szerinti géntermék — baktériumsejtek tenyészete helyett — transzformalt
élesztésejtek alkalmazasaval is izolalhaté. Ebben az esetben a transzlacioval 1étrejott protein
szekretalédik, ami leegyszertsiti a protein tisztitisat. A szekretalt rekombinans protein élesz-
tésejtekbdl torténd kinyerését az Urdal és mtsai. [J. Chromato. 296, 171 (1994)] altal leirt elja-
rasokkal hajthatjuk végre (mely forrast teljes terjedelmében a kitanitas részének kell tekinte-
ni).

A taldlmany szerinti nukleinsav-szekvenciak (k6zelebbrdl, DNS-szekvenciak) és/vagy
géntermékek hatéanyagkent, illetve hatéanyagok eléallitasara alkalmazhatok. A széban forgo
hatéanyagok énmagukban (bukkalisan, intravénasan, oralisan, parenteralisan, nazalisan, szub-
kutan), illetve egyéb aktiv vegyiiletekkel, segédanyagokkal vagy drog-tipikus adalékokkal
kombinalva adagolhatdk. A taldlmany szerinti nukleinsav 6nmagéaban (,,csupasz” nukleinsav-
ként) (clsésorban intravénasan) injektalhato, illetve vektorokba foglalva adagolhaté. Vektor-

ként plazmidok, virusvektorok (retrovirus- vagy adenovirus-vektorok), illetve liposzémak al-



10

15

20

25

30

-30-
kalmazhaték, mely utébbiak taldlmany szerinti csupasz DNS-t vagy taldlmény szerinti DNS-t
tartalmazo plazmidot tartalmazhatnak.

Ennek megfelelSen, a talalmany szerinti szekvencidk (kézelebbrdl, az 1-8. azonosito-
szamu nukleotid-, illetve aminosav-szekvenciék, illetve ezek valtozatai), valamint a talalmany
szerinti protein-heteromerek, illetve az ezekbdl szarmazé talalméany szerinti reagensek (oligo-
nukleotidok, antitestek, peptidek) terapias célra (példaul, rendellenességek kezelésére) alkal-
mas hatéanyagok eléallitisara alkalmazhatok. A taldlmany szerinti megoldas szempontjabdl
kiilondsen elényds a talalmany szerinti molekulak - sejthalal és sejtproliferacids események
nem megfelelS szabalyozasaval dsszefiiggs - rendellenességek vagy koros allapotok kezelése-
re, illetve a kezelésre alkalmas hatéanyagok el6allitasara térténd alkalmazésa.

Ilyenforman, kézvetetten vagy kozvetve, szintén kiilonosen jelentds az a felismeré-
siink, miszerint az eritropoietin (EPO) - amelynek hatasa a sejtek transzkripcios viselkedésé-
ben bekovetkez3 valtozasnak tulajdonithatd - a talalmany szerinti receptorok (példaul,
ee3 1) transzkripciés szintii serkentését eredményezi. Ennek megfelelSen, a talalmany szerinti
receptorok kézvetitik az EPO hatéasat, ezaltal a vele 6sszefligg6 rendellenességek szempontja-
bél szintén kulcsfontossaguak. Ez, tobbek k6zott, azt jelenti, hogy a taldlmany szerinti recep-
torok szelektiven képesek befolyasolni az EPO egyes hatasait, mint példaul, a neurbprotektiv
hatast (pl., neurodegenerativ rendellenességek esetén, ahol az NF-kappaB transzkripci6s fak-
tor aktivalasa az EPO neuroprotektiv hatasanak lényeges lépése) vagy az agyi funkcié fokoza-
sat (pl., dementia esetén).

Megfelel allatkisérletek eredményei alapjan a taldlméany szerinti megoldasok funkcio-
nélisan neuroldgiai rendellenességek (példaul, agyi ischaemiak, kisérletileg indukalt encepha-
lomyelitis vagy subarachnoidalis vérzések) modelljeiként foghatok fel.

Ez az emlitett részleges hatasok esetén kivanatos, mivel az EPO adagolasa — a neuro-
protektiv hatison tilmenden — a hematokrit-érték névekedését eredményezi, ami a neuropro-
tektiv hatassal részben ellentétes lehet, mivel a vér reoldgiai tulajdonsagai rosszabbodhatnak,
kérositva a mikrokeringést [ezt egereknél az eritropoietin tiltermelése esetén mutattak ki;
Wiessner és mtsai.: J. Cereb. Blood Flow Metab. 21, 857 (2001)].

Ilyenforman, a talalméany szerinti szekvenciak, példaul, nukleotidszekvencidk, oligo-
vagy polipeptidek, expresszids vektorok, illetve gazdasejtek, valamint a talalmény szerinti re-
ceptorok barmely poziciéjahoz kétédni képes helyettesito (,,surrogate”) ligandumok (melyek a
szabalyozas szempontjabdl relevansak) elénydsen alkalmazhaték neurolégiai rendellenessé-

gek (kozelebbrdl, neurodegenerativ rendellenesség) kezelésére alkalmas hatbéanyagok eléalli-



10

15

20

25

30

’ X ee osse seee
¢ e e o o

*e o o o eee

| RS

.
eee 0 e . eoe

-31-
tasara.

A taldlmény szerinti alkalmazassal barmely - talalmany szerinti, ee3-csaladba tartozé
proteineket vagy azok természetes valtozatat expresszald — sejtben (elsésorban idegsejtekben)
befolyasolhatok a sejthaldl folyamatai, példaul, az apoptdzist eredményezé kaszkadok, illetve
a nekrozishoz vezet6 folyamatok, mint példaul, a sejtek kozotti kdlesdnhatasok (kdzelebbrdl,
azok a kolcsdnhatasok, amelyek a G-proteinhez kapcsolt proteinek kézremiikodésével jat-
szodnak le).

A talalmany értelmében a talalméany szerinti nativ proteinek (k6zelebbrél, az 5-8. azo-
nositdészamu szekvencidk valamelyikét tartalmazo proteinek) - receptorokként — intracellularis
szignaltranszdukcids reakcidutak komponenseiként funkcionalnak (jellemzéen a szignal-
kaszkad beinditdjaként, melynek hibds szabalyozasa szamos rendellenesség okaként tarthatd
szamon). E vonatkozasban a fentebb emlitett, taldlmany szerinti proteinek cellularis funkcié-
kat, példaul, a kévetkezg cellularis folyamatok komponenseiként t6lthetnek be: szignaltransz-
dukcid altalaban, sejtdifferenciacid, sejtosztodas, novekedés, plaszticitas, regeneracid, diffe-
renciacio, proliferacio és sejthalal. Ennek megfeleléen, egy taldlmany szerinti protein (példaul,
ee3_1 vagy ee3_2) miikodésképtelensége vagy nem funkcionalis expresszidja vagy tulzott
merteki expresszidja jellemz8en olyan kéros allapotot idéz elS, amelyet, példaul, a sejtdiffe-
renciacio, sejtndvekedés, sejtplaszticitas, illetve sejtregeneralodas szabalyozasanak zavara ki-
serhet. Masrészr6l, egyéb mechanizmusok (példaul, a talalmany szerinti ee3-receptorok nativ
ligandumainak miikodésképtelensége vagy tilzott miikddése) szintén eldidézhetnek kéros al-
lapotokat. A rendellenesség molekularis mechanizmusatdl fiiggden, terapias célokra kivanatos
lehet a taldlmany szerinti funkcionélis protein paciensnek torténd adagolasa vagy e protein le-
galabb nagyobb mértékii expresszaltatdsa, vagy mas médon, a sejtben termelédé vagy tilzott
mertékben termel6dd, nem funkciondlis protein gatlasa. Kiilondsen elényds a talalméany sze-
rint1 szekvencidk (kozelebbrél, az 1-11. azonositdszamii szekvenciak) idegsejtek pusztulasa-
ban, gerjesztésében, illetve neurogenezisben betdltstt miiksdésiikkel 6sszefiiggésben torténd
alkalmazasa. Ezen felismeréseink képezik alapjét a talaAlmany szerinti szekvenciak (nukleotid-
és aminosav-szekvencidk), illetve megfelelé szarmazékaik (példaul, peptidek, oligonukleoti-
dok és antitestek) daganatos és neuroldgiai rendellenességek kezelésére szolgalé hatdanyag
elballitasara torténd alkalmazéasdnak, mely rendellenességek példai a kovetkezdk: ischaemias
allapotok (pl. stroke), szklerézis multiplex, neurodegenerativ rendellenességek (pl., Parkin-
son-kor, amiotrdf lateralis szklerozis, oroklott degenerativ ataxidk, neuropatiak, Huntington-

kor, epilepszids betegségek és Alzheimer-koér). Mindezeken tilmenden, a taldlmany szerinti
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szekvenciak alkalmazasa minden olyan kéros folyamat esetén hasznos, amelyekben az
eritropoietin (védd) szerepet jatszik (ilyen, példaul, a stroke, valamint az akut és krénikus
hipoxias allapotok valamennyi forméja).

A talalmany értelmében az - enzim-komplementalas alapjan mért - funkcionalis re-
ceptor-aktivélas sejtalapu HTS-tesztjei alkalmasnak bizonyultak a molekularis 6sszefliggések
alapjanak tovabbi tisztazasara. A vizsgalati eljaras a GPCR-proteinek altaldnos szabalyozo-
mechanizmusan alapul, és az aktivalt receptor és a béta-arrestin kozotti interakcidt méri. Erre
a célra a receptor C-terminaliséhoz ¢s a béta-arrestinhez egymast kiegészitd, inaktiv béta-
galaktozidaz-fragmenseket fuzionalunk. A receptor aktivalasanak hatasara a béta-arrestin a re-
ceptorhoz vandorol, mialtal a béta-galaktozidaz két fele egyesiil, s ennek eredményeként mii-
kodéképes béta-galaktozidaz enzim jon létre, amely képes a megfeleld szubsztratok atalakita-
sara (melyek a mért jelet biztositjak; ICAST-rendszer). Ez a vizsgalati eljaras elvileg barmely
enzimmel végrehajthatd, amely két, egymast kiegészito félbél allo fuzios proteinként expresz-
szaltathatd, és amely esetében a szubsztratreakci6 ismert mérési modszerrel mérhetd.

A talalmany tovabbi szempontjanak megfelelSen, a talalmany szerinti szekvenciak, ne-
vezetesen egy talalmany szerinti nukleinsav-szekvencia vagy aminosav-szekvencia (kézelebb-
rél, az 1-4. azonositészamu nukleotidszekvencidk, illetve az 5-8. azonositészamu aminosav-
szekvenciak, valamint azok fentebb emlitett valtozatai, példaul, fragmensei) terapias alkalma-
zasat tarjuk fel (példaul, emberekben génterapias célokra). A ,génterapia” kifejezésen olyan
terapiat értiink, amely az 1-4. igénypontok szerinti szekvenciak paciens testébe vagy testrésze-
ibe (példaul, valamely szovetébe) torténd bejuttatasan, illetve a talalméany szerinti szekvenciak
expresszi6janak kivaltasan alapul. Erre a célra a szakember szamara jol ismert médositasok
barmelyike alkalmazhaté, példaul, oligonukleotidok, pl., antiszensz vagy hibrid RNS-DNS
oligonukleotidok, melyek tetsz6leges médositasokat tartalmaznak, és amelyek talalmany sze-
rinti szekvenciakat tartalmaznak. Hasonléan, alkalmazhatok talalmany szerinti szekvenciakat
(ideértve azok barmely valtozatat, példaul, fragmenseit, izoalakjait, alléljeit vagy szarmazéka-
it) tartalmazé viralis konstrukcidk is. Génterapias célokra alkalmazhatok a taldlmény szerinti
megfeleld, csupasz DNS-szekvencidk, valamint olyan nukleinsav-részletek is, amelyek enzi-
matikus aktivitassal birnak (pl., ribozimok).

A talalmany szerinti nukleinsavak, polipeptidek, protein-heteromerek, illetve az ezek-
b6] szarmazé reagensek (oligonukleotidok, antitestek és peptidek), a terapias alkalmazas mel-
lett, példaul, humaén rendellenességek vagy genetikai prediszpoziciok diagnosztizalasara is al-

kalmazhatok (példaul, terhességi tesztek soran). A rendellenességek vagy prediszpozicidok
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példaiként a terapias alkalmazasnal megadott rendellenességek emlithetok, elsésorban neuro-
l6giai és immunoldgiai rendellenességek vagy daganatos betegségek. A szdéban forgd diag-
nosztikai eljarasok in vivo, gyakrabban ex vivo eljarasok lehetnek. Egy taldlmany szerinti
jellemz6 ex vivo diagnosztikai eljaras egy taldlmany szerinti nukleinsav bioldgiai mintdban
torténd kvalitativ és/vagy kvantitativ detektaldsara alkalmazhatd. Az ex vivo eljaras elénySsen
a kovetkezo 1épésekbdl all: (a) egy bioldgial mintat a talalmany szerinti nukleinsav ismert
mennyiségével (vagy a talalmany szerinti nukleinsav amplifikalasara lancindit6 oligonukleo-
tidként alkalmas oligonukleotidok ismert mennyiségével) inkubalunk; (b) a talalmany szerinti
nukleinsavat specifikus hibridizaciéval vagy PCR-amplifikaciéval detektaljuk; és (c) a hibri-
dizalédott nukleinsav vagy a PCR-amplifikaciéval kapott nukleinsav mennyiségét mennyiségi
standarddal hasonlitjuk Gssze.

A taldlmany egy tovabbi szempontjanak megfelelGen, eljarast tarunk fel talalmany sze-
rinti protein-heteromer vagy talalmany szerinti protein bioldgiai mintaban toérténd kvalitativ
és/vagy kvantitativ detektalasara, melynek soran (a) egy bioldgiai mintat a kimutatni kivant,
talalmany szerinti protein-heteromer vagy protein/polipeptid ellen specifikus antitestte]l inku-
balunk; (b) kimutatjuk az antitest-antigén komplexet; és (c) az antitest-antigén komplex meny-
nyiségét mennyiségi standard értékkel hasonlitjuk dssze. Standardként rendszerint egészséges
szervezetbdl vett bioldgiai mintat alkalmazunk. Lehetdség van arra, hogy (kiilonésen diag-
nosztikai célokra) kihasznaljuk egy talalméany szerinti gén (példaul, ee3 1-gén) azon tulajdon-
sagat, hogy egy jellegzetes patofizioldgiai stimulus (stroke, szivleallas, daganatos allapot, stb.)
utan a talalmany szerinti szekvenciak mRNS-ének sejtekben mérhet6 mennyiségének valtoza-
sat (példaul, névekedését) idézi el6. Ezen a mdédon lehetdség nyilik arra, hogy prognosztizal-
juk a talalméany szerinti proteinek termelddési szintjének megvaltozasaval jaro betegségeket
(pl., stroke), és értékeljiik a sikeres terapiakat, illetve besoroljuk a betegséget. Végiil, a talal-
maény szerinti eljarasok a fenti rendellenességek kezelésének ellendrzésére is alkalmazhaté.

A taldlméany szerinti szekvencidk felhasznalhatok az emlitett szekvencidk polimorfiz-
musainak meghatarozasara, példaul, emberekben. A talalmany szerinti szekvenciadk e megha-
tarozott polimorfizmusai diagnosztizalas céljabdl prognosztikai markerként, illetve - a talal-
many szerinti szekvencidk nem funkcionalis expresszidjaval, a talalmany szerinti nem funkci-
onalis szekvenciak expresszidjaval és/vagy azok tilzott mértékili expresszidjaval Gsszefiiggd -
rendellenességek prediszpozicidjanak diagnosztizalasara alkalmazhatok. Ezen tilmenden, a
taldAlmany szerinti szekvencidk human genetikai betegségek (monogénes vagy poligénes rend-

ellenességek) vizsgalatara is alkalmazhatok.
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A taldlmany szerinti nukleinsavak és polipeptidek — human és/vagy allatgyogyaszati
téren terapias és/vagy diagnosztikai alkalmazasuk mellett — tudoményos célokra is felhasznal-
haték. Kozelebbrdl, a talalméany szerinti szekvencidk alkalmazasa lehetévé teszik rokon szek-
venciak egy- vagy tobbsejtii organizmusokban - szakember szdmaéra jol ismert modszerekkel
(példaul, cDNS-kényvtarak alkalmazasaval) — torténd azonositasat, illetve e rokon szekvenci-
4k human genomban t6rténd lokalizalasat. Ilyenformén, a taldlmany szerinti nukleotidszek-
venciak, kdzelebbrdl, az 1-4. azonositészamu szekvencidk (ideértve azok tetszbleges valtoza-
tait), felhasznalhaték az emlitett nukleinsavakat vagy funkcionélis megfelelSiket, homologjait
vagy szarmazékit kédold mRNS-ek génjei izolalasara és térképezésére, illetve e gének human
genetikai betegségek markereivel mutatott korrelacidinak meghatarozasara, példaul, egerek
vagy mas allatok genomjaban és a human genomban, ismert eljarasokkal végzett homoldgia
szkrineléssel. Ez az eljaras lehetévé teszi, példaul, az ee3-csaladba tartozé szekvencidk kro-
moszémalis lokuszainak [2. kromoszéma (2q14.2); X-kromoszéma (Xq28, lokusz-azonosito:
84548); 5. kromoszéma, 8. kromoszéma, 3. kromoszéma; 7. kromoszéma] fenotipusosan is-
mert genetikai rendellenességekkel, kozelebbrdl, daganatos betegségekkel (pl. majsejtes
karcinoma) mutatott kauzalis sszefliggésének meghatarozasat, lényegesen leegyszerisitve
ezaltal az ilyen rendellenességek diagnosztizalasat, és \j terapias megoldasokat téve lehetSve.
Ugyanez vonatkozik a talalmany szerinti proteinekre is.

Ilyenforman, a taldlméany szerinti nukleinsavak segitségével lehet8ség nyilik human
genetikai betegségek (monogénes és poligénes rendellenességek) diagnosztizalasara, €s e
nukleinsavak markerként alkalmazhatok a genetikai rendellenességek diagnosztikai eljarasai-
ban.

Ennek megfeleléen, tudomanyos célokra alkalmazhatd, taldlméany szerinti aminosav-
szekvencidkon és/vagy nukleotidszekvencidkon alapuld vizsgilati rendszert tarunk fel. Az
ilyen vizsgalati rendszerek kifejlesztésére cDNS, genomi DNS, a taldlméany szerinti nuklein-
sav-szekvenciak és a polipeptid szabéalyozdelemei, valamint ezek rekombinans vagy nem re-
kombinans fragmensei alkalmazhatdk. A talalmany szerinti vizsgalati rendszer kiilondsen al-
kalmas a prométer vagy a protein vizsgaland6 anyag jelenlétében kifejtett aktivitasanak mere-
sére. A széban forgd vizsgalati rendszer el6nydsen egyszerti (kolorimetrids, luminometrias,
fluoreszcencia-alapti vagy radioaktiv) mérési eljarasokbol all, melyek a vizsgdlando anyagok
sokasaganak gyors mérését teszik lehetévé [Bohm és mitsai.: ,,Wirkstoffdesign”, Spektrum-
Verlag, Heidelberg (1996)]. A leirt vizsgalati rendszerek kémiai konyvtarak talalmany szerinti

proteinekre (kozelebbrdl, az 5-8. azonositoszamu szekvenciakra, példaul, azok szarmazékaira
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vagy fragmenseire) hatd (azokat gatlé vagy aktivald) anyagokra torténd szkrinelését teszik
lehetdvé. Az ilyen anyagok azonositisa az ee3-asszocialt szignaltranszdukcidra specifikusan
hatast gyakorlo gydgyszerek azonositasanak els6 1épése. Ez olyan vizsgélati rendszerek kifej-
lesztését foglalja magaban, amelyek a G-proteinhez kapcsolt proteinek ismert tulajdonséagait
hasznaljak ki (mint példaul, az alabbiakban leirasra kertil§ vizsgalati rendszerek).

A taldlmany szerinti protein (kdzelebbr6l, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16., illetve 18.
abran bemutatott proteinek) - jellemzden apoptdzissal, proliferacioval, regeneracioval vagy
sejtnovekedéssel Gsszefiiggd - bioldgiai aktivitasa gatolhat6 (példaul, olyan esetekben, mint a
stroke, szeptikus sokk, graft-versus-host betegség, degenerativ rendellenességek, kdzelebbrol,
neurodegenerativ rendellenességek, akut majgyulladas vagy a leirasban ismertetett egyéb indi-
kéciok), oly modon, hogy az érintett sejtekbe - szakember szamara jol ismert eljarasok alkal-
mazasaval - az 5., 6., 7/A, 7/B, 7/C, 8., illetve 11. azonositdszamu szekvenciat tartalmazo pro-
teinek nativ szekvencidjanak antiszensz szalat (annak részletét) kodold, jellemzGen legalabb
10 nukleotid hosszisagu oligonukleotidokat juttatunk be. A megfeleléen transzformalt sejtek-
ben a taldlmany szerinti, ee3-csaladba tartozé proteinek (példaul, ee3_1 vagy ee3_2) nativ
mRNS-ének transzlacidja gatlas ala keriil, ami elény0s esetben a transzfektalt sejt életképessé-
gének novekedését, illetve a sejtndvekedésre, sejtplaszticitasra, sejtproliferacidra gyakorolt
hatas modosulasat eredményezi. Ez az eljaras szintén végrehajthaté rekombinans virusok al-
kalmazasaval.

A talalmany szerinti szekvencidk hibas szabalyozasan alapul6 rendellenességek eseté-
ben (példaul, a fentebb emlitett indikacidknal) a kdérosan megnodvekedeit apoptdzis vagy
sejtproliferacié kezelésére is lehetdség van, példaul, ribozimok alkalmazasaval. Ennek meg-
feleléen, olyan ribozimokat tarunk fel, amelyek képesek a nativ ee3-mRNS (pl., ee3_1 vagy
ee3 2) hasitisara. A talalmany szerinti ribozimoknak - peldaul, az ee3_1 vagy ee3_2 transzla-
cidjanak blokkolasa céljabol - képesnek kell lenniiik a taldlmany szerinti cél-mRNS-sel torté-
né interakciéra (példaul, bazisparosodas révén), majd az mRNS hasitasara. A taldlmany sze-
rinti ribozimokat megfelel6 vektorok (példaul, plazmidok, mddositott allati virusok, kdzelebb-
161, retrovirusok) alkalmazasaval juttatjuk be a célsejtekbe. Ezek a vektorok, egyéb szekvenci-
ak mellett, talallmany szerinti ribozimot kédolé ¢cDNS-szekvenciat tartalmaznak.

A talalmany szerinti géntermékek (kozelebbrél, a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16, illet-
ve 18. abran bemutatott géntermékek) bioldgiai funkciéjanak modositasa — jellemzden a talal-
mény szerinti géntermékek apoptézisos, nekrozisos, proliferativ vagy novekedést jelzd szig-

naltranszdukcidban betdltstt funkcidjanak modositasa -, a fentebb emlitett lehetdségek mel-
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lett, a taldllmany egy tovabbi megvaldsitasi modja alkalmazaséaval is végrehajthaté. Ennek
megfelelGen, feltirunk egy kémiai vegyiiletet, amely képes a taldlmany szerinti, ee3-csaladba
tartoz6 proteinek intracellulédris funkcidjanak moédositasara (gatlasara vagy aktivalasara), illet-
ve a proteineket kédolo, talalmany szerinti DNS-szekvencidk szintjén térténd beavatkozasra
[peldaul, a DNS-hez (annak prométer-régiéjdhoz) vagy a talalmany szerinti gént szabalyozé
transzkripcids faktorok barmelyikéhez torténd kotddés révén). A talalmany szerinti vegyiiletek
specifikusan kotédnek a taldlmany szerinti proteinhez (k6zelebbrdl, az 1-4. azonositdszamu
szekvencidk barmelyikét tartalmazé proteinhez) vagy a talalmany szerinti nukleinsav-szekven-
cidhoz (kozelebbrdl, az 5-8. azonositészamu nukleotidszekvencidk barmelyikéhez), mialtal
farmakologiai, kozelebbrdl, neuroprotektiv, immunmodulator, anti-apoptézisos vagy antipro-
liferativ hatast valtanak ki.

Ennek megfelelSen, olyan kémiai vegyiileteket, elénydsen szerves kémiai vegyiileteket
tarunk fel, amelyek molekulatomege kisebb, mint 5000 D, kézelebbrdl, kisebb, mint 3000 D,
specialisan kisebb, mint 1500 D, és amelyek fizioldgiailag jol toleralhatok, és elénydsen képe-
sek atjutni a vér-agy gaton. A taldlméany szerinti vegyiiletek, alkalmas esetben, olyan készit-
meény részét képezi, amely legalabb még egy aktiv vegyiiletet (és, elénydsen, kiegészité anya-
gokat és/vagy adalékanyagokat) tartalmaz és hatéanyagként alkalmazhaté. A talalmany sze-
rinti megoldas szempontjabol kiilondsen elényds az olyan szerves molekula, amelynek talal-
many szerinti proteinhez (kozelebbrél, annak C-termindlisdhoz, citoszol-doménjéhez vagy
extracellularis doménjéhez) torténd kotédésre vonatkozé kotési allandoja legalabb 107 mol-1.
A talalmény szerinti vegyiiletek elényosen ugy alakithatdk ki, hogy képesek legyenek athatol-
ni a sejtmembrénon (akar diffiziéval, akér (intra)membran-transzportproteinek segitségével),
ami megfeleld modositassal, példaul, aminosav-szekvencia hozzdkapcsolasaval biztosithatd.
Szintén elénydsek azok a vegyiiletek, amelyek gatoljak vagy serkentik a taldlméany szerinti,
ee3-csaladba tartozé proteinek €s kétSpartnereik kolcsonhatdsat (kiilonds tekintettel az apop-
tézisos, nekrotikus, proliferativ, novekedést jelz6 vagy regenerativ szignalok atalakitisara).
Az ilyen vegyiiletek a talalmany szerinti proteinek megfelelé pozicidit foglaljak el, s ezzel
helyi konformacios valtozasokat idéznek eld, gatolva ezéltal a nativ kotdpartner talalmany
szerinti proteinhez torténd kotédését.

A taldlmany szerinti protein strukturalis analizisével specifikus kétési affinitasa talal-
many szerinti vegyiileteket azonosithatunk [1d. Béhm és mtsai.: ,,Wirkstoffdesign”, Spektrum-
Verlag, Heidelberg (1996)]. A taldlmény szerinti proteinek — kézelebbrdl, az 5-8. azonosito-

szamu szekvencidk barmelyikét tartalmazé proteinek -, azok szarmazéka, allélja, izoalakja
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vagy részlete szerkezetét vagy részleges szerkezetét NMR-analizissel vagy (megfelel, példa-
ul, ,.fiiggécsepp”-mddszerrel végzett kristalyositast kovetéen) Rontgen-krisztallografias elja-
rassal hatarozzuk meg, vagy, ha ilyen nagy felbontasu szerkezet nem all rendelkezésre, szerke-
zetmeghatarozo algoritmusok felhasznalasaval (példaul, korabban mar meghatarozott szerke-
zetl, homoldg proteinek, mint példaul, rodopszin segitségével) megalkotjuk a talalmany sze-
rinti protein strukturalis modelljét, majd az igy kapott szerkezetet, illetve strukturalis modelit
— molekularis modellez8 programok felhasznalasaval - a protein agonistajaként vagy antago-
nistajaként funkcional$ vegyiiletek azonositasara alkalmazzuk, mely vegyiiletekr6l megjésol-
haté, hogy nagy affinitassal két8dnek a talalmany szerinti proteinhez. A fenti eljarasok, alkal-
mas médon, egyéb szerkezetmeghatirozé médszerekkel is kombinalhatok. Egy taldlmany sze-
rinti protein vizsgalt rész-szerkezete (példaul, aktiv hely, k6t6barazda vagy ,,csuklé” (,,hin-
ge”)-régié) vonatkozasaban potenciélis affinitdssal biré vegyiilet affinitisinak szimulalasara
megfelelé erStereket alkalmazunk. Ezek az anyagokat azutén szintetizilassal el8allitjuk, és
megfeleld vizsgalati eljarassal kotSképességiikre, illetve gydgyaszati alkalmazhatésagukra
teszteljiik. Ennek megfelel8en, az aktivitasukat taldlmany szerinti ee3-proteinekhez torténd
kotédéssel kifejts, potencilis aktiv vegyiiletek azonositasanak in silico médszerei szintén a
talalmany igényelt oltalmi k6rébe tartoznak.

A talalmany egy kovetkez8 elényds megvaldsitasi modja értelmében a taladlmany sze-
rinti vegyiilet antitest, elénydsen ee3-csaladba tartozo, talalmany szerinti protein (példaul,
ee3_1, ee3_2 vagy ee3_5) vagy annak alapjaul szolgalé mRNS ellen irdnyul6 antitest, amely
visszaiiltetett gazdasejtekbe ex vivo (vagy in vivo génterapids modszerekkel gazdasejtekbe)
van bejuttatva, és amely un. ,intratest”-ként nem szekretalodik, de hatéaséit intracellularisan
fejti ki. Az ilyen intratestek a sejteket megvédik a rosszul vezérelt apoptdzisos reakcioktol. Ez
kiiléndsen azon szovetek sejtjei esetében alkalmazhato, amelyek a paciensben kdrosan tulzott
apoptozisos viselkedést mutatnak (példaul, hasnyalmirigysejtek, keratinocitak, kotdszdveti
sejtek, immunsejtek, neuronok vagy izomsejtek). Az ilyen, intratestekkel genetikailag modo-
sitott sejtek szintén a talalmany igényelt oltalmi kérébe tartoznak.

A talalmany értelmében hatéanyagként alkalmazhatok azok a taldlmany szerinti ve-
gyiiletek, amelyek képesek a talalmany szerinti, nativ ee3-protein (példaul, az 5., 6., 7/A, 7/B,
7/C, 8., illetve 11. azonositészamu aminosav-szekvencia vagy megfelelé nativ allélje vagy
nativ ,,splice”-valtozata) biolégiai funkciéjanak (példaul, apoptézisos funkciojanak) blokkola-
sara vagy, alkalmas esetben, aktivalasara. A széban forgé vegyiiletek k6zé tartozik valameny-

nyi fentebb emlitett valtozat, mint példaul, a szerves kémiai vegyiiletek, antitestek, antiszensz
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oligonukleotidok vagy ribozimok. A talalmany szerinti vegyiiletek kiilondsen hasznosak rend-
ellenességek, kozelebbrdl, neuroldgiai, immunolégiai vagy proliferativ rendellenességek ke-
zelésére (illetve az ilyen rendellenességek kezelésére alkalmas hatdanyagok elGallitasara.
Ilyenforman, egy talalmany szerinti nativ protein (kozelebbrdl, az 5-8. azonositészamu szek-
venciak barmelyikét vagy azok nativ valtozatait tartalmazé protein) cellularis miik6dését gat-
16, taldlmany szerinti inhibitor - példaul, gatldé hatasu antitest (k6zelebbrdl, intratest), ribozim,
antiszensz RNS, dominans negativ mutans vagy a fentebb emlitett szerves kémiai vegyiiletek
barmelyike, elénydsen egy nagy affinitasu vegyiilet, amely, példaul, a fentebb leirt eljarasok
barmelyikével hozhato létre - hatdanyagként alkalmazhaté a kovetkezd rendellenességek ke-
zelésére (illetve azok kezelésére szolgald hatdanyag el6allitasara): kronikus vagy akut hipoxi-
as allapot bekovetkezésével jellemezhetd betegségek, példaul, szivinfarktus, szivelégtelenség,
szivizom-rendellenességek, szivizomgyulladas (myocarditis), pericarditis, perimyocarditis,
szivkoszoruér-betegség, oroklott szivdefektusok jobb-bal kamrai egybenyilassal (anastomo-
sis), Fallot-tetralogia/pentalogia, Eisenmenger-szindroma, sokk, végtagok hipoperfiizioi, arté-
ria-elzarodasos betegség (AOD), periférias AOD (pAOD), carotid stenosis, veseartéria-steno-
sis, kisér-betegség, intracerebralis vérzés, agyi véna- és sinus-trombdzisok, érdaganatok, suba-
rachnoidealis vérzések, vaszkularis dementia, Biswanger-betegség, subcorticalis arteriosclero-
tikus encephalopathia, emboliaval 6sszefliggésben kialakulé cortex infarktusok, vasculitis,
diabetes-eredetii retinopathia, kiilonbozo eredetli vérszegénységek konszekutiv tiinetei (példa-
ul, aplasztikus vérszegénység, mielodiszplazias szindréma, policitémia vera, megaloblasztikus
vérszegénységek, vashianyos vérszegénység, veseeredetii vérszegénység, szferocitozis, vészes
vérszegénység, thalassemiak, hemoglobinopatidk, gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz hiany,
transzflizids jelenségek, Rh-Gsszeférhetetlenség, maldria, szivbillentyii-helyettesités, vérzéses
vérszegénységek, fokozott 1épmiikddéses szindroma), tiidéfibrézisok, emphysema, tiid6odé-
ma: ARDS, IRDS, kiujuld tiidéembdlia, daganatos betegségek (példaul, vastagbél-karcinoma,
emlékarcinoma, prosztatakarcinoma, tiid6karcinoma), immunrendszeri rendellenességek (pél-
daul, autoimmun betegségek, kdzelebbrél, diabetes, psoriasis, immunhidnyos allapotok, szkle-
rézis multiplex, reumaszert iziileti gyulladas, atépiak, asztma), virusfert6zés-okozta betegsé-
gek (példaul, HIV, hepatitis-B vagy hepatitis-C fert6zések), baktériumfertézések (pl., Strepto-
coccus- vagy Staphylococcus-fert6zések), degenerativ rendellenességek, kiilénos tekintettel a
neurodegenerativ rendellenességekre, mint példaul, az izomsorvadas, graft-versus-host beteg-
ség (pl., maj-, vese- vagy szivitiiltetéseknél), illetve egyéb neuroldgiai rendellenességek (pél-

daul, tobbek kozott, a kovetkezdk: stroke, szklerdzis multiplex, Parkinson-kdr, subarachnoi-
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dealis vérzések, amiotrof lateralis szklerézis, 6rokletes degenerativ ataxidk, Huntington-kor,
neuropatiak, epilepszias betegségek, agysériilések, Alzheimer-kor), izomlaziték (példaul, ér-
zéstelenitéshez), endokrinologiai rendellenességek (példaul, osteopordzis vagy pajzsmirigy-
elégtelenség) és bdrbetegségek (psoriasis, neurodermatitis), krénikus vagy akut fajdalom, ge-
netikai betegségek, pszichologiai rendellenességek (pl., skizofrénia vagy depressziok), seb-
gy6gyulas, kardiovaszkularis betegségek (példaul, isémids infarktus, szivelégtelenség, szivrit-
muszavar, magas vérnyomas), agyi funkciok fokozasa.

A felsorolt indikaciok érvényesek a talalmany szerinti géntermékek, illetve a talalmany
szerinti DNS-szekvenciak hatéanyag el6allitasara torténd alkalmazasara is.

A fentebb emlitett, talalméany szerinti anyagok gydgyaszati készitménybe is foglalha-
t6k, mely készitmény — stabilizalasa, illetve bioldgiai hozzaférhet8ségének és/vagy farmakodi-
namikai tulajdonsagainak javitasa érdekében - gyogyaszati szempontbol elfogadhaté hordozé-
kat, segédanyagokat és/vagy adalékanyagokat tartalmazhat.

A taldlmany egy tovabbi szempontjanak megfelelGen, eljarasokat (szkrinelési eljaraso-
kat) tarunk fel gyégyaszatilag aktiv vegyiiletek - kozelebbrdl, a talalmany szerinti szekvenciak
altal okozott fiziologiai reakciokkal osszefliggd szignalok kivaltasat vagy atalakitasat gatlo tu-
lajdonsaggal biré vegyiiletek — azonositdséra. Az ilyen, gyogyaszati szempontbol aktiv anya-
gok a talalmany szerinti receptorokat extracellularis végiikon vagy transzmembran-doménjii-
kon (példaul, dimerizacidjuk vagy multimerizicidjuk gatlasa révén) blokkolhatjak, tovabba,
intracellularisan, gatolhatjak a szignéltranszdukci6t, példaul, az ee3-proteinek és az intracellu-
laris szignalproteinek kozotti interakcio blokkolasa vagy aktivalasa révén, konkrétan a ranbpm
és/vagy MAP12/MAPI1D intracellularis proteinek kozotti interakcié aktivalasa vagy gatlasa
révén.

A taldlmény szerinti eljarasok a kdvetkezOket eredményezik: (a) 5. igénypont szerinti
expresszids vektorral - kozelebbrdl, talalmany szerinti polipeptidet (példaul, az 5., 6., 7/A,
7/B, 7/C, 8., illetve 11. azonositészamu szekvenciét tartalmazo polipeptidet) kédold expresz-
szi6s vektorral, és, alkalmas esetben, legalabb egy riportergént kédolo legalabb egy expresszi-
s vektorral - transzfektalandé sejtek; és (b) talallmany szerinti proteinek altal kdzvetitett funk-
ci6 (példaul, regenerativ vagy proliferativ folyamatok szignéltranszdukcidja) észlelésére alkal-
mas paraméter, mely paraméter konkrétan a kaszpaz-3-aktivalas, amely egy tesztelt vegyiilet
hozz4adasa utan az (a) pont szerint kapott gazdasejt-rendszerre - a tesztelt vegyiilet hozzaada-
sa nélkiili kontrollal 6sszehasonlitva - mérendd. Ennek érdekében, a taldlmany szerinti eljaras-

nak megfelelden, a tesztelt vegyiilet novekvd koncentracidjaval tobb parhuzamos kisérletet
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végziink a tesztelt vegyiilet gyogyaszati aktivitasra (példaul, a apoptézist gatlé hatasra) vonat-
kozé ID50-értékének meghatarozasara.

A taldlmany szerinti ee3-proteinek elsédleges szekvencidjanak ismerete olyan
rekombinans konstrukcidk létrehozasara alkalmazhat6, amelyek mar ismert és karakterizalt
GPCR-proteinek tulajdonsagait hasznaljak ki. Ilyenforman, példaul, a taldlmény szerinti ee3-
proteinek aminosav-szekvenciajanak adott régioi ismert, jol karakterizalt GPCR-protein meg-
felelé szekvencia-régioival helyettesithetSk. Az igy kapott konstrukcié — ismert ligandumok
vagy agonistak alkalmazasaval — G-protein kapcsolédasanak azonositasara alkalmazhatd, és a
G-protein-kapcsolédast hasznalé masodik jeltovabbité rendszerek alkalmasak ismert ligandu-
mok, agonistak vagy antagonistak azonositisara. A taldlmany szerinti kimera receptorok —
példaul, a fentebb emlitett alkalmazésokra - példaul, a Kobilka és mtsai. altal leirt eljarassal
allithatok eld [1d. Kobilka és mtsai.: Science 240, 1310 (1988); melyet teljes terjedelmeben a
kitanitas részének kell tekinteni].

A talalmany szerinti, ee3-csaladba tartozé konstitutiv aktivitdsu receptormutansok e
receptorok szignaltranszdukci6s reakcioutak karakterizaldsara és ligandumok szkrinelésére is
alkalmazhaték. A taldlmany szerinti receptorok, mint a 7TM-protein-osztaly képviseldi, fizi-
olégiai és farmakoldgiai viselkedésiik médositisa érdekében, mutagenezisnek vethetSk ala.
Ez, példaul, intracellularis jelatviteli reakcidutak azonositasara is alkalmazhato, olyan esetek-
ben, amikor a természetes ligandum vagy egy agonista ismeretlen. Az ilyen valtozasok kival-
tasara kiilonosen alkalmasak az ee3-proteinek ,,DRI” konszenzus szekvencidjaban végrehajtott
mutécidk; példaul, a ,,DRY” szekvencidban [Scheer ¢és mtsai.: Mol. Pharmacol. 57, 219
(2000)] az ,,R” lizinnel, hisztidinnel, glutaminsavval, aszparaginsavval, alaninnal, aszparagin-
nal vagy izoleucinnal végzett helyettesitése. Az ,,R” aminosav lizinnel végzett helyettesitése a
konstitutiv aktivalas erételjes fokozédasat eredményezi, mig a hisztidinnel vagy aszparaginnal
torténd helyettesités a konstitutiv aktivalas kisebb mértékii fokozodasat valtja ki. Erdekes mo-
don, az argininnel végzett helyettesités ugy noveli az agonista-affinitast, hogy az igy 1étrejott
mutansok a HTS-szkrinelések szempontjabdl szintén érdekeltek.

A harmadik transzmembran-doménben elhelyezkedd konzervalt arginin szintén poten-
cialis mutagenezis-hely [Ballesteros és mtsai.: J. Biol. Chem. 273, 10445 (1998)].

Mas moédon, a talalmany szerinti immobilizalt, funkcionélis receptorok alkalmazasan
alapulé eljarasok endogén vagy helyettesito ligandumok azonositasara alkalmazhatdk. Ilyen
esetben a talalmany szerinti, ee3-csaladba tartozo receptorokat GST-vel, ,,F lag”-jel6lével vagy

TAP-jelslével alkotott fuziés proteinekkent expresszéltatjuk. A megfelel6 sejteket a membra-
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nok elvalasztasara ismert eljarasokkal dolgozzuk fel vagy kézvetleniil alkalmazzuk a szolu-

bilizalasra. A receptorok szolubilizalasara detergensként, példaul, dodecilmaltozid, digitonin,

kolat vagy ezek elegyei alkalmazhatdk, majd a receptorokat megfelel affinitasi 4gyazokozeg-

hez (példaul, GST-,,Sepharose”-hoz, anti-,,Flag” M2-agarézhoz vagy IgG-,,.Sepharose”-hoz)

kapcsoljuk. Ezt kévetden az agyazéanyagokat lesblitjiik, a szévetkivonatokkal vagy a sejtfe-

liluszékkal inkubaljuk, végiil ismét lesblitjiik. Ha a kivonat aktiv ligandumot (példaul, pepti-

det) tartalmaz, a ligandum hozzaké6tédik az immobilizalt receptorhoz, és eluédlast kovetden

analitikai eljarasokkal (példaul, témegspektrometriaval) azonosithatd.

A talalméany értelmében az ,,internalizacids tesztek” a talalmany szerinti receptorok
(példaul, ee3_1) természetes vagy, konkrétan, helyettesitd ligandumainak azonositasara alkal-
mas vizsgalati eljarasok, melyek esetében szintén a GPCR-osztalyba tartozo proteinek eltérd
tulajdonsagait hasznéljuk ki. Példaul, a detektalasra a GPCR-osztalyba tartozd proteinek inter-
nalizacids viselkedését hasznalhatjuk fel. Ezt a receptor aktivaldsa utani szabalyozémechaniz-
musként kell értelmezni. Az ilyen viselkedésen alapulé szkrinelési eljaras elénye, hogy nincs
sziikség az adott receptor fiziolégiajanak részletes ismeretére (kzelebbrdl, nincs szitkség a
kapcsol6do G-proteinek és az alkalmazott szignaltranszdukcids reakcidutak ismeretére).

Lenkei és mtsai. leirtak egy ilyen tesztet [Lenkei és mtsai.: J. Histochem. Cytochem.
48, 1553 (2000)], amely a talalmany szerinti receptorok esetében is hasonléan alkalmazhato.
Ennek soran el8szor 1étrehozzuk egy talalmény szerinti protein EGFP-vel alkotott C-termina-
lis fiziés konstrukcidjat, majd standard eljarasokkal stabil CHO-sejteket hozunk létre. EGFP-
fluoreszcenciara végzett FACS-analizissel stabil klénokat szelektalunk; a végsd szelekciot a
feliileti expresszié fluoreszcens mikroszkdpos vizsgélattal végezziik. A sejteket ezutan a sz6-
veti kivonatok HPLC-frakciéival inkubaljuk, és az internalizaciét konfokalis mikroszkép al-
kalmazasaval hatarozzuk meg. Az értékelést morfometrias szoftver (NIH Image) alkalmazasa-
val — a fluoreszcens jelek sejt kozéppontjatdl mért tavolsaginak elvét kévetve — végezzik. A
gyakorisag/tivolsig megoszlas az internalizaci6 j6 megkiildnbozteteset eredményezte.

Ismeretlen ligandumok azonositasa érdekében — a megfeleld peptid tiszta allapotban
t6rténd izolalasa céljabdl — egymas utani frakcionalasokat végziink, majd a peptidet szekvena-
lassal vagy, példaul, MALDI-TOF-analizissel azonositjuk. Ugyanezen médszer egy masik al-
kalmazasat irtak le Gosh és mtsai. [Biotechniques 29, 170 (2000)], illetve Conway és mtsai.
[J. Biomol. Screen 4, 75 (1999)]. Mindkét alkalmazast teljes terjedelmében a kitanitas részé-
nek kell tekinteni.

Mindazonaltal, a ligandumok azonositasara és/vagy, alkalmas esetben, a talalmany
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szerinti receptor karakterizalasira funkciondlis Ca-tesztet is alkalmazhatunk. A taldlmany
értelmében azt a tényt hasznaljuk ki, hogy a HEK293-sejtekben, CHO-sejtekben vagy egyeb
sejtekben termelt nagyszamai 7TM-receptor (hét transzmembran-domént tartalmazé recepto-
rok) — Gg-osztalyba tartozé G-proteinekhez t6rténd kapcsolddasuk révén — a PLC aktivalasat
és az intracellularis Ca mobilizalasat eredményezik. Ha a talalmany szerinti egyes receptorok
nem kapcsolédnanak a Gq-osztalyba tartozd G-proteinekhez, gy e receptorok kiméra G-pro-
teinek (vagy a receptorokhoz kevésbé specifikusan k&t6d6 G15 és G16 G-protein) egyiittes
expresszaltatasival arra kényszerithetSk, hogy PLC-n keresztiil szignaltranszdukciot folytas-
sanak. A talalmany szerinti, ee3-csaladba tartozo receptorokat jellemz8en HEK293- és CHO-
sejtekben, stabilan és ideiglenesen, 6nmagukban vagy a Gqi5 kiméra G-proteinnel (vagy mas
médon, a Gql5 G-proteinnel) egyiiltesen expresszaltatjuk, majd a sejteket membran-permed-
bilis Ca-kété fluoreszcens szinezékkel (pl., Fura-2, Fluo-3 vagy Fluo-4) festjiik. Ezt kévetSen
a sejteket lesblitjiik, majd kiilénbdzd tesztanyagokkal kezeljiik, ugyanakkor — példaul, FLIPR-
késziilék (Molecular Devices) alkalmazasaval —, mérjilk a Ca-felszabadulast. A pozitiv jelet
adé tesztanyagokat elénydsen kontroll (csak vektorral transzformalt) sejtekben is teszteljiik, és
ha a jel specifikusnak bizonyul, elvégezziik az anyag farmakolégiai karakterizalasat is (példa-
ul, dézis-reakcid gorbék alapjan).

Mas médon, egy ligandum altal el8idézett Ca-reakcié mas Ca-detektorok alkalmazasa-
val is mérhetd; ilyen, példaul, az AequoScreen (Euroscreen; Briisszel, Belgium; 1d. pl,
http://www.pharmaceutical-technology.com/contractors/ compound_man/euroscreen/). Ennek
soran apoaequorin nevi proteint kodolo gént expresszald sejteket alkalmazunk. Az aequorin a
sejtek — apoaequorinhoz kot3dni képes - coelentrazinnal torténd feltSltése utan termelédik. Ha
egy ligandum Ca-felszabadulést eredményez, a felszabadult Ca aktivalja az aequorin, mialtal
az oxidalja a coelentrazint, s e reakcié eredményeként fénykibocsatas kovetkezik be. A fénye-
misszi6 intenzitisa aranyos az intracellularis Ca-koncentracié névekedésével, igy (megfelel6
kontroll figyelembe vételével) alkalmas a ligandum aktivitdsanak mérésére.

A talalmany értelmében az antagonistak azonositdsa céljabol a receptorokat — kulon-
féle ligandumok kell8képpen nagy koncentréciéi jelenlétében - ismert agonistaval stimulaljuk,
és a - csak agonistat (ligandum nélkiil) tartalmazé kontrollhoz viszonyitva - megvaltozott jel
kompetitiv antagonista jelenlétét jelzi.

A taldlmény szerinti, ee3-csaladba tartozo receptorok karakterizalasara es ligandumok
azonositasara cAMP-teszteket is alkalmazhatunk. Az ee3-receptorok farmakolégiai karakteri-

z4lasa és a ligandumok (agonistak vagy antagonistik) azonositisa e megkozelitési moddjanak
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alapjat a GPCR-osztalyba tartozd receptorok (példaul, a talalmany szerinti proteinek) azon
tulajdonsaga képezi, hogy képesek az adenilat ciklazok serkentésére vagy gatlasara, ami rend-
szerint in. Gs (,,stimulalé”), illetve Gi (,,g4tl6”) proteinek aktivalasaval megy végbe. A teszt-
anyagok hatasatol fuggden (példaul, nagy atmenételjesitményii szkrinelés soran), lehetéség
van a cellularis cAMP-koncentracié tesztelt anyagokkal &sszefiiggd valtozasanak — direkt
vagy indirekt mérések alkalmazaséval torténé — vizsgalatara. Ennek soran a receptort kédold
gent stabilan vagy ideiglenesen eml6seredetii sejtekben expresszaltatjuk (Id. a 2. példat). Az
adenilat ciklazokat aktivald — és ezaltal a cellularis cAMP-koncentraciét ndvels - GPCR-pro-
teinek esetében a tesztelt anyagok kozott (a cAMP kontroll sejtekben mérhetShéz képest meg-
novekedett koncentracioja alapjan) potencialis agonistat azonositunk. Az antagonistakat (pél-
daul, HTS-mddszernél) a cAMP-koncentracié agonista altal kivaltott novekedését blokkold
hatasuk alapjan azonosithatok. A taldlmény szerinti Gi-proteinnel kapcsolt ee3-receptorok
esetében a vizsgalati eljaras soran az adenilat ciklazt - forskolinnal kézvetleniil vagy Gs-
kapcsolt receptor aktivalasaval — stimulaljuk, ami a cAMP-koncentracié névekedését eredmé-
nyezi. A Gi-hez kapcsolt receptor agonistdja gatolja ezt a koncentracié-névekedést. A kéz-
vetlen cAMP-mérésekre szamos kereskedelmi forgalomban beszerezhet$ teszt alkalmazhato
[pl., a cAMP[3H] tesztel6rendszer (Amersham)], amely az endogén termelddésii cAMP hoz-
zaadott, radioaktivan (triciummal) jelolt cAMP altali kompetitiv helyettesitésén alapul. Indi-
rekt cAMP-méréseket rendszerint riportertesztek alkalmazasaval végezhetiink. Erre a célra a
receptorokat riporterrendszereket (példaul, CRE-luciferaz rendszert) tartalmazé sejtvonalak-
ban expresszaltatjuk. A cAMP aktivalja a luciferaz expresszidjat, amelynek aktivitisa a meg-
feleld szubsztratok atalakitasa és a termékek luminometrikus mérése alapjan mérhetd. A ripor-
tertesztek kiilondsen alkalmasak a tomegalapt szkrinelési eljarasokban torténd alkalmazasra.

Végiil, a taldlmany szerinti receptorok masodik jeltovabbito-rendszerének karakteri-
z4lasara és/vagy a talalmany szerinti ee3-receptorok ligandumainak azonositisara — a fentebb
leirt teszteken kiviil — alkalmazhatdk olyan vizsgalati rendszerek is, amelyek sejtekben vagy
sejtmembranokban az adenilat ciklaz aktivitdsanak meghatarozasara [Id. Salomon és mtsai.:
Adyv. Cyclic Nucleotide Res. 10, 35 (1979)], az inozitol-3-foszfat koncentracidjanak meghata-
rozasara, illetve az arachidonsav-felszabadulds valtozasanak meghatirozasara alkalmasak.
Példaul, az ee3_1-proteint ismert sejtvonalakban tilzott mennyiségben termeltethetjiik, majd —
szovetkivonatokkal végzett aktivalast kovetéen, meghatarozhatjuk a fentebb emlitett masodik
jeltovabbito-rendszerek aktivitasat. A GPCR-osztadly masodlagos jeltovabbitd-rendszereinek

vizsgélati eljarasar kiilon-kiilén jol ismertek (1d. pl, ,,Signal Transduction: A Practical
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Approach”, szerk.: Mulligan, Oxford University Press, Oxford, Anglia). Tovabbi, szkrinelésre
alkalmas riporter-tesztek k6z¢ tartozik a MAP-kinaz/luciferaz és NFAT luciferaz rendszer.

A talalmany kidolgozasa soran tett azon megfigyelésiink, hogy az ee3-receptor szignal-
transzdukciéja a MAP-kinaz szignaltranszdukcids reakcidutakon keresztiil is lejatszédhat,
olyan szkrinelési eljarasok kifejlesztésére is felhasznalhatd, amelyek ligandumok keresésére
vagy inhibitorok azonositasara alkalmasak (példaul, NF-kB riporter-rendszerek vagy lucife-
raz-rendszerek alkalmazasaval).

Ahogy fentebb emlitettiik, a masodik jeltovabbité aktivalasa alkalmas lehet a talal-
many szerinti receptorokhoz kot6dé ligandumok, agonistdk vagy antagonistak azonositasara, s
ezaltal kimutathat6 ezek bizonyos cellularis folyamatokra gyakorolt agonista és/vagy antago-
nista hatasa. Példaul, a ligandumok, agonistak vagy antagonistak azonositasara mikrofiziomé-
terek alkalmazhaték. Egy ligandum ee3-csaladba tartozé receptorhoz térténd kétddése altal ki-
valtott szignalok energiafogyaszté folyamatokat reprezentdlnak. Ennek megfelelSen, az ilyen
folyamatokat mindig kismértékii metabolikus valtozasok kisérik (tobbek kozott, csekély pH-
eltolddas). Ezek a valtozasok extracellularisan, példaul, mikrofiziométerrel (Cytosensor, Mo-
lecular Devices) regisztralhatok.

A taldlmany szerinti, ee3-receptorcsaladba tartozé proteinek megkotésére képes ligan-
dumok, agonistdk vagy antagonistak, azonositasukat kovetden, részletesebb karakterizalasnak
vethetSk ala (példaul, ligandumkotési tesztekkel). A ligandumkotési tesztek kiilonféle ligan-
dumok adott receptorra vonatkozo6 kotési affinitdsdnak kozvetlen mérésére alkalmazhatok. A
kotési tesztek céljara — fentebb emlitett vagy egyéb ismert médszerekkel azonositott — kémiai-
lag tiszta ligandumot nagy specifikus aktivitassal (30-2000 Ci/mmol) radioaktiv izotéppal je-
16liink, oly médon, hogy a radioaktiv jeldlé a ligandum receptorra vonatkozoé aktivitasat ne
csékkentse. A vizsgalati feltételeket - a receptort expresszald sejtekre, illetve az azokbdl ké-
szitett membranfrakciora -, a pufferdsszetétel, a sok, modulatorok (példaul, nukleotidok) vagy
a stabilizatorok (példaul, glicerin) vonatkozasaban ugy optimalizaljuk, hogy hasznalhato
jel/hattérszint aranyt mérhessiink. E kotési tesztekben a specifikus receptorkotest a receptor-
készitménnyel (sejtek vagy membranok) sszefiiggd 6sszes radioaktivitas (azaz csak egy spe-
cifikus ligandum, nevezetesen a radioaktiv jelslGvel jel6lt ligandum jelenlétében mért radio-
aktivitas) és a radioaktivan jeldlt ligandum és egy radioaktivan nem jel6lt ligandum feleslege
jelenlétében mért radioaktivitas kiilsnbségeként definialjuk. A nem jeldlt ligandum a radioak-
tiv jel616t hordozo ligandumot kompetitiv médon kiszoritja. A nem specifikus kotédés meg-

hatrozéasa céljabol, ha méd van r4, legalabb két, kémiailag kiilonb6z6 kompetitor ligandumot
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alkalmazunk. Az optimalis specifikus kotddés az 6sszes kot6dés legalabb 50 %-at teszi ki. A
kotési tesztet inhomogén mddon, filtracids tesztként, vagy homogén moddon, szcintillacids
kozelségi (,,proximity”) tesztként hajtjuk végre.

Az elsé esetben a receptortartalmu készitményt (sejteket vagy membranokat) megfe-
lel6 pufferoldatban kotési egyensuly kialakuldsaig inkubdljuk a ligandumokkal (rendszerint
szobahémérsékleten egy ora hosszat és 4 °C-on egy €jszakan at), majd megfeleld filtereken
(példaul, a Whatman-t61 vagy Schleicher & Schuell-t6] szarmazoé iivegszalas filtereken) le-
szlirjiik, mely filtereket a kotott és nem kotdtt radioligandum elvalasztasa céljabdl elézetesen
polietiléniminnel kezeliink. A filtereket ledblitjiik, majd szaritast kdvetéen — vagy mas mo-
don, nedves allapotban — megfelelé szcintillatorral kezeljiik, és kell6 inkubalasi id6 utan a
radioaktivitast szcintillacids szamlaléval mérjiikk. A szcintillaciés kozelségi teszt soran meg-
felelé szcintillacios gyongyoket (példaul, WGA-gyongyoket) megfelelé pufferoldatban, a
ligandumok és a receptortartalmi membranok jelenlétében koétési egyenstlyi allapot kialaku-
lasaig inkubdlunk, majd a radioaktivitast megfeleld szcintillaciés szamlaloval mérjiik. Mind-
két kotési teszt végrehajthato HTS-formatumban (HTS = nagy atmendteljesitményti szkrinelé-
si eljaras).

A szolubilizalt vagy tisztitott receptorokat a szcintillacids kozelségi teszttel vagy stan-
dard inhomogén tesztekkel (példaul, PEG-precipitaciot kovetden végzett filtracids teszttel,
adszorpcids teszttel vagy gélfiltracios teszttel) mérhetjiik [ulme és Birdsall: nature 323, 396
(1986)].

A radioaktivan jelolt ligandum helyett alkalmazhatunk fluoreszcens ligandumot is,
példaul, fluoreszcens szinezéket (pl., BODIPY). A fluoreszcens ligandum receptorhoz térténé
kotédését fluoreszcencia-polarizacié alkalmazéasaval mérjiik. Ez a médszer HTS-formatumban
végzett elsédleges szkrinelésre, illetve masodlagos tesztekre egyarant alkalmas.

A talalmany egy tovabbi elonyds megvaldsitasi modja értelmében nagy atmendteljesit-
ményli szkrinelési eljarasokat (HTS) tarunk fel ligandumok (agonistak vagy antagonistak), ko-
zelebbrdl, a talalmany szerinti ee3-szekvencidk inhibitorainak azonositasara. A talalmany e
megvaldsitasi mddja szerinti eljarasban kiilonosen elényds a MAP szignaltranszdukcids reak-
ciout (valamennyi ismert) komponensének alkalmazésa, kiilonésen kisméretii szerves vegyii-
letek azonositisa esetén. Az erre a célra alkalmas rendszerek, eldnydsen, magukban foglaljdk
a szcintillaciés kozelségi tesztet [SPA; Amersham Life Science, MAP kindz SPA; Id.
McDonald és mtsai.: Anal. Biochem. 268, 318 (1999), mely hivatkozast teljes terjedelmében a

kitanitas részének kell tekinteni]. E vizsgalati eljaras soran a MAP-kaszkadot in vitro rekonst-
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rualjuk, az egyes komponensekkel eléallitva, melyek (E. coli sejtekben expresszaltatott) GST
fuzios proteinek, vagy — a cCRAF1 esetében - baculovirus-rendszer alkalmazasaval lettek els-
allitva. Az inhibitorok megbizhaté mddon torténd tesztelése érdekében a kaszkad elsd elemét
(MAP-KKK) folyamatosan és egyenletesen aktivalni kell, ami a baculovirus-rendszerben
rendszerint src egyiittes expresszaltatasaval valosithaté meg. Ez a cRaf ras-szerii aktivalasat
biztositja. A talalmany szerinti nukleotidszekvenciak transzfektalasa utan a kaszkad médosu-
lasa kovetkezik be, melyet arra hasznalunk, hogy HTS-rendszerben mérhessiik a vizsgalando
anyag hozzéaadasa altal okozott modositas hatédsat.

A nagy affinitasn, szelektiv anyagok - fentebb emlitett, talalmany szerinti eljarasokkal
végzett — azonositasa utan ezeket az anyagokat epilepszia, stroke és mas neuroldgiai, immu-
noldgiai vagy proliferativ rendellenességek (daganatos megbetegedések) kezelésére szolgald
gyogyszerként torténé alkalmazhatésidgukra teszteljiik. Ezenfeliil, a kéthibrides éleszts-
rendszer vagy mas vizsgalati eljarasok alkalmazasaval meghatérbzhatjuk az azonositott és
gyogyaszatilag aktiv anyagok talalmény szerinti ee3-géntermékek (kézelebbrdl, az 5., 6., 7/A,
7/B, 7/C, 8., illetve 11. azonositészamu szekvencidk) megkotésére alkalmas kotShelyeit, ami
az interakcidért (illetve a nativ proteinek k6zotti interakcidért) felel6s aminosavak szamanak
lesziikitése szempontjabdl jelentds. Egy kdvetkezd 1épésben — a talalmany leirasaban ismerte-
tett szkrinelési eljarasokkal - azonosithatjuk a nagy affinitdsi anyagokat (helyettesité ligandu-
mokat), melyek kivaltképp tartalmazzak a korabban azonositott (nativ kélcsonhatasi partnerek
kot6déséért felelds) aminosavakat. Ezen a mdodon lehet6ség van olyan anyagok felismerésére,
amelyek alkalmasak a taldlmany szerinti polipeptidek és lehetséges nativ intracellularis kol-
csdnhatasi partnereik kozotti interakcid befolyasolasara (kézelebbrdl, gatlasara). Ennek meg-
feleléen, eljarast tarunk fel olyan anyagok azonositasara, amelyek specifikus kotési affinitast
mutatnak a taldlmany szerinti proteinre. E vonatkozasban kiilonos hangstllyal hivatkozunk a
Klein és mtsai. [Nat. Biotechnol. 16, 1334 (1998)] altal leirt eljarasokra. Egy talalmany szerin-
ti — G-proteinhez kapcsolt receptorok osztalyaba tartozé — protein ismert tulajdonsagai (G-
proteinekhez tortén kapcsolddas, szignéltranszdukcid) felhasznalhatdk inhibitorok azonosita-
sara 1s.

A talalmany szerinti eljarassal azonositott, gyogyaszatilag aktiv anyagok — kdszonhetd-
en a talalmany szerinti gének, illetve taldlméany szerinti, ee3-csaladba tartozd géntermékek
(k6zelebbrdl, ee3_1- és ee3_2-szekvenciadk) és/vagy nativ véltozataik szamos rendellenesség-
nél [példaul, neurodegenerativ, proliferativ (tilburjanzasos), illetve hipoapoptézisos vagy hi-

perapopt6zisos rendellenességeknél] kimutathaté farmakoldgiai jelentSsegiiknek - igen széles
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korben alkalmazhaték. Az emlitett tilburjanzasos rendellenességek kozé tartoznak a dagana-
tos betegségek, mint példaul, a kemény tumorok [sarcomak, pl., a b6r sarcoméja (Kaposi-sar-
coma), blastomak, a maj, a bél, a hasnyalmirigy, a gyomor vagy a tiid6 karcinomai], tovabba a
vérképzési rendszeri tumorok, kiilonds tekintettel a limfomakra és a leukémiakra. Amellett,
hogy lehetdség van az egy vagy t6bb egyéb molekulaval (példaul, a szignaltranszdukcids reak-
cidut késGbbi szakaszaban szerepet jatszo protein kinazokkal vagy adaptorokkal) bekdvetkezd
interakcié gatlaséra, a taldlmany szerinti proteineket kddol6 gének transzkripcidjanak vagy a
transzkriptum mennyiségének sejtben térténé modositasa is lehetséges. Példaként emlithetS a
talalmany szerinti DNS-szekvencidk transzkriptumainak - talalmany szerinti vegyiiletek altal
szuppresszalt koros folyamatok utani - gyors serkent§ szabalyozasa, kiilondsen azok transz-
kripcios aktivalas utdni nagyon gyors szabalyozasa esetén. Ennek megfeleléen, egy gyogya-
szatilag aktiv vegyiilet esetében el6nySs cél a transzkripcié szabalyozasa, ami, példaul, egy
talalmany szerinti géntermék szabalyozorégidjahoz (promoéteréhez vagy erGsitészekven-
cijjahoz) specifikusan kot6d6, emlitett anyagok révén, egy taladlmany szerinti géntermék egy
vagy tobb transzkripcios faktorahoz torténé kotédéssel (ami a transzkripcios faktor aktivalasat

vagy gatlasat eredményezi) vagy a transzkripcids faktor expresszidjanak (transzkripcidjanak

A taldlmany szerinti, gyogyaszatilag aktiv vegyiilet - a transzkripcids szabalyozas (az-
az egy talalmany szerinti gén mRNS-e mennyiségének sejtben térténd szabalyozasa) mellett —
mas cellularis szabalyozofolyamatokba is beavatkozhat, melyek, példaul, egy talalméany sze-
rinti protein expresszidjanak mértékét befolyasoljak (példaul, a transzlacidt, ,,splicing”-folya-
matokat, a géntermék nativ derivatizalddasat, pl., foszforilacigjat, vagy a géntermék lebomla-
sanak szabalyozasat).

A taldlmany egy kovetkezé megvaldsitasi modja értelmében eljarasokat tarunk fel ta-
lalmany szerinti, ee3-csaladba tartozé polipeptidek — koézelebbrdl, az ee3_1-, ee3 2- vagy
ee3_5-proteinek és/vagy nativ valtozataik (izoalakjaik, alléljeik, ,,splice”-alakjaik vagy frag-
menseik) — cellularis kélcsénhatasi mintazatainak azonositasara. A talalmany szerinti eljaras-
sal proteineket olyan kot6partnerként azonosithatunk, amelyek a talalmany szerinti protein vo-
natkozasaban specifikus kotési affinitassal birnak, tovabba, lehetdség nyilik a talalmany sze-
rinti proteinek vonatkozasaban specifikus kotési affinitassal biré proteineket kédolé nuklein-
savak azonositasara. A talalmany szerinti, ee3-proteinek celluléris kétSpartnerei k6zé egyéb

GPCR-proteinek, illetve ioncsatornak tartoznak.

A taldlmany e megvaldsitasi modja szerinti eljarast - illetve az ilyen eljardsok gyakor-
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lati kivitelezésére alkalmas, talalmany szerinti polipeptidek, nukleinsav-szekvenciak és/vagy
nukleinsav-konstrukcidk alkalmazasat - elénydsen kéthibrides éleszté-rendszerben végzett
szkrineléssel (y2h-szkrinelés) 6nmagéaban vagy mas biokémiai médszerekkel kombinalva hajt-
juk végre [Fields és Song: Nature 340, 245 (1989)]. Ilyen szkrinelési eljarasok tovabbi példait
illetéen 1d. Van Aelst és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6213 (1993); Vojtek és mtsai.:
Cell 74, 205 (1993). A talalmany szerinti eljaras elvégzésére éleszt-rendszer helyet emlds-
rendszereket is alkalmazhatunk [1d. pl., Luo és mtsai.: Biotechniques 22, 350 (1997)]. A fen-
tebb emlitett, megfelels kisérleti megoldasok a GPCR-proteinek jellemzé tulajdonsagait hasz-
naljak fel, példaul a szignaltranszdukcidt, pl. G-proteineken keresztiil, azaz, példaul az ismert
intracelluléris kélcsonhatasi partnereken keresztiil is.

Az y2h-szkrineléshez a talalmany szerinti szekvenciak (kozelebbrdl, az 1-4. azonosito-
szamu szekvencidk vagy azok nativ valtozatai, elényGsen a talalmany szerinti szekvenciak
intracelluélris régiodi, pl., ee3 1 vagy ee3_2) nyitott leolvasasi fazisat - a GAL4-k6tédoménnel
azonos leolvasasi fazisban — ,,csalivektorba” (,,bait vector”), (példaul, a Clontech-t6] beszerez-
heté pGBT10- vagy pGBKT7-vektorba) klénozzuk. Ez el6nySsen alkalmazhat6 egy éleszt-
térzsben létrehozott ,,zsdkmany-konyvtar” (,,prey library”) interakcioba 1ép6 proteinekre szok-
vanyos mddszerrel torténd szkrinelésére. Ezen tulmenden, az y2h-rendszerek — specifikus kol-
csonhatasi domének azonositasa céljabdl - ,térképezési kisérletek” elvégzésére is alkalmazha-
tok.

Hasonldan elényosek az egyéb fuzids partnereket vagy mas sejtrendszereket alkalmazé
kéthibrides rendszerek, mint példaul, a BacterioMatchsystem (Stratagene) vagy a CytoTrap-
system (Stratagene). A talalmany értelmében - az y2H-eljarasok alternativajaként — megfeleld
emldssejtes rendszerek is alkalmazhatdk [Id. pl., Luo és mtsai.: Biotechniques 22, 350 (1997),
melyet teljes terjedelmében a kitanitas részének kell tekinteni].

A taldlmany szerinti megoldas értelmében a kélcsonhatasi partnereket talalmany sze-
rinti expresszids vektorokkal transzfektalt sejtekbOl végzett egyiittes immunprecipitaciéval is
izolalhatjuk, ami lehetdvé teszi a hozzajuk k6t6d6 proteinek tisztitdsat, majd — proteinszekve-
nalasi médszerek (példaul, MALDI-TOF, ESI-tandem-MALDI) alkalmazasaval - a megfelel§
gének azonositasat.

Ennek megfelelden, kéthibrides éleszt6-rendszer vagy megfeleld, szakember szdmara
jol ismert eljarasok vagy egyéb biokémiai eljarasok alkalmazasat tarjuk fel talalmany szerinti
ee3-proteinek interakcios doménjeinek és/vagy e proteinek nativ valtozatainak azonositasara.

Ezen tilmenden, feltarjuk az azonositott interakcios domének (nativ szekvenciak fragmensei)
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gyogyaszati beavatkozasra torténé alkalmazasat.

Az endogén ligandumok vagy helyettesité ligandumok (azaz a taldlmany szerinti, ee3-
csaladba tartozé receptorok megkdotésére képes, nem természetes vegyiiletek) azonositasanak
egyeb eljarasai a kdvetkezd kiindulasi anyagok alkalmazasaval végzett tesztekkel hajthaték
végre: (a) kiilonféle szovetkivonatok és sejttenyészeti feliiliszok, amelyek elGzetesen olyan
anyagokkal kezelhetSk, mint példaul, az eritropoietin (a kivonatokat azutan frakcionaldsnak
vetjiik ald, s a ligandum azonositdsara az egyes frakcidkat hasznaljuk); (b) kereskedelmi for-
galomban beszerezhetd vegyiiletbankok [példaul LOPAC (Sigma)], amely az un. ,,arva” re-
ceptorok potencialis ligandumait tartalmazzak, példaul, (neuro)transzmittereket, bioaktiv
peptideket, hormonokat, kemokineket €s egyéb, természetben eléfordulé anyagokat, amelyek
képesek a jelenleg ismert 7TM-receptorok megkotésére, s igy szintén alkalmasak lehetnek a
talalmany szerinti, ee3-csaladba tartozé receptorokhoz térténd kotddésre; (c) kombinatorikus
peptidk6nyvtar; vagy (d) kereskedelmi forgalomban beszerezhetd vegyiiletknyvtar, amelynek
Osszetétele nagymértékben kiilonbozhet a felsoroltakétdl.

Példaul, az ee3_1 EPO Aaltali serkent$ szabalyozasa arra utalhat, hogy az ee3 1 &ssze-
fiiggésben all a sejtek tulélésével, mivel az EPO neuroprotektiv hatasu. Ennek megfelelden, a
talalmany szerinti polipeptidek, kézelebbrdl, a nativ polipeptid-alakok vagy mesterségesen
létrehozott valtozatok (melyek bioldgiai funkcidjat vizsgalni kivanjuk), a talalmany értelmé-
ben apoptdzis-tesztben - vagy sejthalallal vagy mas sejtfiziologiai folyamatokkal 6sszefiiggd
szignalok indukalaséban, tovabbitasaban vagy gatlasaban betsltott funkcidjuk és/vagy haté-
konysaguk tanulményozasara alkalmas vizsgalati eljarasban — alkalmazhatok. A taldlmany
szerinti, ee3-csaladba tartozo6 proteinek vagy fentebb emlitett valtozataik, példaul, apoptozisos
kaszkadokban jatszott szerepének tanulmanyozasa céljabol a talalmany szerinti ee3-szekven-
cidkat (kozelebbrol, az 1-4. azonositoszamu szekvencidk barmelyikét vagy ezek valtozatait)
tartalmazd expresszids vektorokkal eukaridta sejteket transzfektalunk, s a transzfektalt sejtek-
ben lehetévé valik az apoptdzis indukalasanak vizsgalata. Az emlitett eukaridta sejtek ilyen
vizsgalati eljarasokban térténd alkalmazéasa szintén a talalmany igényelt oltalmi kérébe tarto-
zik. Az apoptdzis indukalasat, példaul, annexinnel (Roche Diagnostics) végzett festéssel, a
kaszpaz-3 aktiv alakjat felismeré antitestek (New England Biolabs) alkalmazasaval vagy
DNS-hiszton fragmenseket kimutaté ELISA-tesztek (,,sejthalal”’-ELISA, Roche Diagnostics)
alkalmazasaval mutatjuk ki. Az apoptézis indukdldsa lehet sejttipus-specifikus, igy a talal-
many szerinti megoldas szempontjabdl elénydsen, a vizsgalatba sokféle sejtvonalat és primer

sejtet vonunk be. Az apoptdzis indukalasa, adott esetben, stimulus-specifikus is lehet; ilyen
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esetben a talalmany szerinti eljarasban sokféle stressz-helyzetet hasznalunk [pl., sokk,
hipoxias feltételek, citokines kezelés (pl., IL-1, IL-6, TNF-a) vagy hidrogén-peroxidos keze-
1és]. Az ilyen, taldlmany szerinti eljarasokban szokvanyos sejttipusok alkalmazhatdk, mint
példaul, COS-sejtek, HEK-sejtek, PC12-sejtek, THP-1-sejtek vagy primer sejtek, p€ldaul,
neuronok, asztrocitak, valamint, kivant esetben, egyéb immortalizalt és primer sejtvonalak.

A taldlmany tovabbi szempontjanak megfeleléen, taldlmany szerinti nukleinsavak,
nukleinsav-konstrukcidk vagy géntermékek alkalmazasat tarjuk fel proliferacids tesztek vég-
rehajtasara és/vagy eljarasokat tarunk fel proliferacios tesztek talalmany szerinti nukleinsavak,
nukleinsav-konstrukcidk vagy géntermékek alkalmazasaval t6rténd végrehajtasara. A széban
forgd proliferacids tesztek - a fentebb leirt apoptdzisos vizsgélati eljarasokhoz hasonléan -,
példaul, ee3-szekvenciak (kozelebbrél, ee3_1 vagy ee3_2, illetve ezek nativ vagy nem nativ
véltozatai) sejtndvekedésben, sejtciklus-folyamatokban vagy tumorképzd folyamatokban be-
toltott szerepének tanulmanyozasara nyijtanak lehetdséget, példaul, lagy agar teszt segitségé-
vel [Housey és mtsai.: Adv. Exp. Med. Biol. 235, 127 (1988)]. Ezekben az eljarasokban szok-
vényos sejttipusok alkalmazhatdk, mint példaul, COS-sejtek, HEK-sejtek, PC12-sejtek, THP-
1-sejtek vagy primer sejtek, példaul, neuronok, asztrocitdk, valamint, kivént esetben, egyéb
immortalizalt és primer sejtvonalak. Kozelebbrdl, az ilyen, talalmany szerinti eljarasok segit-
ségével lehetSség nyilik a talalmany szerinti géntermékek ,,ras” szignaltranszdukcios reakcio-
titban betsltstt szerepének vizsgalata, illetve a taldlmany szerinti géntermékek és a ,ras”
szignaltranszdukcids reakcidut egyéb komponensei kozétti kélcsdnhatas tanulményozasara
(kiilonds tekintettel a proliferacios folyamatokra).

A talalmany egy kovetkez8 szempontjanak megfeleléen, 1-4. igénypontok barmelyike
szerinti DNS-szekvencia, illetve 8-10. igénypontok barmelyike szerinti géntermék - ,,szuicid”
génként/proteinként - gazdasejtek in vivo vagy ex vivo transzformalasara t6rténd alkalmazésat
tarjuk fel. Ez az alkalmazas gazdasejtekben a sejthalal specifikus kivaltasat teszi lehet6vé, kii-
16n6s tekintettel a talalméany szerinti protein apoptézisos és/vagy nekrotikus szignal transz-
dukcibjaban betoltstt biologiai funkcidjara. A talalmany szerinti DNS-szekvencia és/vagy pro-
tein alkalmazasat elénySsen ugy tervezziik, hogy a szuicid gén milik6dékeépesen egy promoter-
hez legyen kapcsolva, mialtal a transzkripcié akkor represszalhatd vagy aktivalhatd, amikor
arra szitkség van. Kozelebbrél, a paciens sejtjeinek beiiltetése utan lehetdség van a transzfek-
talt sejt, génterapia soran tdrténd, ex vivo vagy in vivo specifikus kikapcsolaséara.

Osszefoglalasul; a taldlmany kidolgozasa soran, eml6seredetii rendszerben, membran-

kotstt G-proteinhez kapcesolt receptorok (GPCR-ek) 1ij csaladjat azonositottuk, amely egyér-
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telmiien megkiilénboztethetd e receptorok korabban ismert csaladjaitol. Azonositottunk egy v
proteinosztalyt (s annak tagjait kdol6 DNS-szekvenciakat), amelyek - a kdzponti idegrend-
szerben tapasztalhaté eltéré szabalyozasuknak készonhetden - szamos fiziolégiai és patofizio-
16giai folyamat értékelését és karakterizalasat teszik lehetdvé.

A talalmany értelmében az azonositast (k6zvetleniil vagy kézvetve) a talalmany sze-
rinti ee3_1-protein EPO Aaltal indukalt transzkripcids szintl serkentd szabalyozasaval vegez-
titk, ami azt jelenti, hogy, példaul, az ee3_1 agonistai és antagonistai képesek az EPO hatasai-
nak serkentésére vagy helyettesitésére, illetve a nem kivéanatos hatasok gatlasara. Az EPO sze-
lektiven befolyasolhatd, konkrét hatasainak példaiként emlithetd a neuroprotektiv hatas (pél-
d4ul, neurodegenerativ rendellenességek esetén), illetve az agyi funkcidk serkentése (példaul,
dementidk esetén).

A talalmany szerinti gén egerekben és emberekben 7-transzmembran-proteint kédol, €s
elsGsorban az agyban expresszalddik. A 7-transzmembran-protein egy G-proteinhez kapcsolt
receptor. Az EMBL szekvencia-adatbazisban végzett homoldgia-szkrinelés az A-csaladba
tartoz6 GPCR-receptorokkal (konrétan peptidreceptorokkal) tavoli hasonldsagot mutatott ki.

Az ee3_1 szabalyozésa a kovetkez6 neuroldgiai betegségmodellekben korlatozott mo-
don valdsul meg (ha megvaldsul egyaltalan): gerjesztés (hippocampus, 5-0s széliitési stadium,
széliités utan két oraval); agykérgi stroke (cortex, 2,5 éras érelzaras, két és hat dras reperfizi-
6); globalis ischaemia patkanyokban (teljes agy, ischaemia utan harom és hat oraval). Ez az
EPO altali szabalyozas nagy specifitasat jelzi, ellentétben, példaul, az azonnali korai génekkel.

A kovetkezOkben a talalmany leirasahoz mellékelt abrak részletes leirdsat ismertetjiik.

Az 1/A 4bran Epo-egerek agyaban végzett transzkripciés analizis eredményét mutatjuk
be. Az 4bran lathaté grafikon DNS-matrix hibridizacios kisérlet adatait reprezentalja. Az
EPO-transzgenikus é4llatokban kapott jelet (y-tengely) a vad tipusi egerekben kapott jel (x-
tengely) fliggvényében abrazoltuk. A jel (relativ) fluoreszcens jel. Az atlé feletti pontok az
EPO-transzgenikus allatok agyaban nagymértékben szabalyozott géntermékeket reprezental-
nak. A 2. atlo felett nyolc pozitiv jelet figyeltiink meg (a vad tipushoz viszonyitva kétszeresen
tilzott mértékii expresszié a transzgenikus allatban). Az 1/B 4bran mikromatrix kisérletek
eredményeit mutatjuk be. EPO-transzgenikus egerek agyaban az egéreredetii ee3_1 (relativ)
indukciés faktorat (a grafikon jobb oldalin) a vad tipusu allatok agyaban megfigyelhetd in-
dukciéval hasonlitottuk 6ssze (két fiiggetlen hibridizaciés kisérletbdl szarmazé indukcids ér-
tékek atlagaként). Az 1-es indukcids faktor az egy alombdl szarmazo kontroll allatok agyaban

megfigyelhetd koncentraciénak felel meg. Egy taldlmany szerinti szekvencia expresszidja
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ennek csaknem négyszerese.

A 2. abran egerekkel végzett kisérletek eredményeit mutatjuk be, mely kisérletet annak
igazolasara végeztiik, hogy EPO-transzgenikus egerekben a taldlmény szerinti ee3_1-protein
és az alfa-globin-géntermék (amely az EPO-transzgenikus allatban hasonl6an serkentd szabé-
lyozas alatt all) fokozott indukcidja érvényesiil. A kisérletet kvantitativ PCR (LightCycler) al-
kalmazasaval végeztiik. A bemutatott adatok hat agybol szarmazo, Osszesitett RNS-mintadk
eredményeit reprezentaljak. A relativ indukciot az y-tengelyen abrazoltuk. A talalmény szerin-
ti szekvencia — kontrollhoz viszonyitva (rel. indukcié = 1) — az indukcidé 11-szeres novekedé-
sét eredményezte.

A 3. dbran a taldlmany szerinti ee3 1-protein egerek fejlédése soran (7, 11, 15 és 17
napos embridkban), illetve kifejlett allatok kiilonb6z6 szoveteiben (agy, sziv, maj, vese, tiidd,
vézizom, 1ép és here) kimutatott (LightCycler) expresszidjat szemléltetjilk. Az ee3-transzkrip-
tumok relativ gyakorisagat az y-tengelyen tiintettiik fel. A kapott adatok azt mutatjak, hogy az
ee3_1 valamennyi vizsgalt embrionalis fejlédési stidiumban, illetve valamennyi vizsgalt sz6-
vetben viszonylag egyenletes mértékben expresszalodik.

Az ee3 2, EST-adatok alapjan, egerek esetében embrionalis karcinomaban, veseben,
maéjban, B-sejtekben, tiidében, emlSben és méhben expresszalodik.

A 4. abran a taldlmany szerinti human ee3_1, ee3_2 és ee3_c5 felndtt emben szovetek-
ben (sziv, agy, méhlepény, tiid6, maj, vazizom, vese, hasnyalmirigy) megfigyelt expressziojat
szemléltetjiik. A bemutatott adatok kvantitativ PCR-kisérletekbdl (LightCycler) szarmaznak.
Az y-tengelyen felvett adatok megfelelnek a 3. abra adatainak; a vizsgalt szvetekben a talal-
mény szerinti, ee3-csaladba tartozé gének gyakorlatilag egyontetii és parhuzamos expresszio-
jat detektaltuk. A vesékben és a hasnyalmirigyben az ee3-csalad jelentds mértékben megndve-
kedett expresszidja kiilondsen szembetiin, mig az agyban €s a vazizomban kisebb mértékii
expressziot figyeltiink meg. Az ee3_1 és ee3_2 expresszidja lényegében azonos; ennek alap-
jan e két talalmany szerinti protein redundéns funkciéja tételezhetd fel.

Emberekben ee3 1-szekvencidk EST-i a kovetkez6 szervekben mutathatok ki: agy,
szem, csirasejtek, sziv, vese, tiidd, placenta, prosztata, teljes embrid, mellékvese, emld, vas-
tagbél, gyomor, here. Ez viszonylag széles korl expressziét jelez. Az ee3 2-szekvencidk
EST-i embereknél az agyban, vastagbélben, szivben, vesében, tiidében, hasnyalmirigyben,
mellékpajzsmirigyben, prosztatdban, herében, méhben, higyhdlyagban, emlében és bérben

mutathatok ki.
Az 5. 4bran a talalmany szerinti human ee3 1 kiilonb6z6 humén tumorsejtvonalakban
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megfigyelhet6 expresszidja northern-blot-analizisének eredményét mutatjuk be. A hibridizal-
tatast human ee3 1 nyitott leolvasasi fazisat tartalmazd egéreredetli proba alkalmazasaval
(Clontech) végeztiik. A kisérlet eredményeként a taldlmany szerinti human ee3_1 RNS-transz-
kriptum mindeniitt jelenlévd expresszidjat mutattuk ki.

A 6. 4bran az ee3_1 - patkanyagy kiilonboz6 teriiletein megfigyelhetd - expresszidjat
szemléltetjiik. Az agy kiilonboz0 teriiletein egyforman el6fordulé megoszlast talaltunk; az ex-
presszié mértéke a kisagyban (cerebellum) és a gerincvel6ben valamivel nagyobb mértékii
volt. Probaként egéreredetii ee3_1-et alkalmaztunk. Az alsé képen etidium-bromiddal festett
gél lathat6 (terheléses kontroll).

A 7. dbran ee3_1 m-protein topoldgiai modelljét mutatjuk be, amely a transzmemb-
ran-doméneket (TM) figyelembe vevd strukturalis megfontolasok alapjan késziilt. A modell
szintes vonalban egymas mellett feltiintetve), egy rovid extracellularis N-terminalis szakasz
(az abran az els6 transzmembran-domén felett), és egy intracellularis C-terminalis szakasz (az
abran a 7. transzmembran-domén alatt feltiintetve) jellemzS. A hidroféb aminosavakat z5ld
szinnel jeloltiik.

A 8. abran a talalmany szerinti ee3_1-protein (,,human pro”), ee3_2-protein és egy
ee3_5-proteinfragmens aminosav-szekvenciajanak kiilonb6zd, korabban azonositott GPCR-
proteinek (pl., dc32_bio, ccr5_human vagy dop21_human) és az ,,A”, , B” és ,,C” GPCR-csa-
ladra jellemzd konszenzus-motivumok (cons famA, cons_famB) aminosav-szekvenciajaval
végzett 6sszehasonlitasat szemléltetjiik. A ,,Pfam” jelentése: proteincsalad, és a proteinek cso-
portositasabol eredé konszenzus-motivumok egy csoportjat irja le. A felsorolt motivumok a
pfam-adatbazisokbodl szarmaznak. A talalméany szerinti ee3-proteinek egyértelmiien az ,,A”
csaladba tartoz6 GPCR-proteinekkel mutatjak a legnagyobb hasonlésagot. A humén ee3_1 és
ee3 2 kovetkezd szekvencia-részletei — kordbban ismert GPCR-proteinekkel 6sszehasonlitva -
kiilénSsen jellemz8ek a talalmany szerinti proteincsalddra (a 8. dbran hasznalt aminosav-sza-
mozast kévetve): 75-85. aminosavak; 129-135. aminosavak (kiilonésen a 129. poziciéban 1é-
v6 glicin és a 132. pozicidban 1évé szerin); a 174. poziciéban 1évé glicin; 193-200. Aminosa-
vak (kiilénésen a 198. poziciéban 1évé glicin); a 260. és 261. aminosav; a 308. aminosav
(Cys); 334-340. aminosavak; 539. aminosav (His); 608. aminosav (His); 611. aminosav (Asp);
és végiil, a teljes C-terminalis szakasz, a 637. aminosavtdl (kiilonosen a 640. és 655. poziciok

koz6tti savas kémhatdsi motivum, a 666. és 670. pozicidk kozotti bazikus motivum, és a 680.

és 685. pozicidk kozotti prolinban gazdag motivum).
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A 9/A abran a taldlmany szerinti egéreredetli ee3_cl (ee3_1) DNS-szekvenciat (1.
azonositészamu szekvencia) mutatjuk be, amely tartalmazza a transzlalodo régiot (valamennyi
bemutatott szekvenciat balrdl jobbra, fentrdl lefelé, folyamatosan kell olvasni, vagyis az els6
sor vége utan az alatta 1év6 sor eleje kovetkezik, balrdl). E szekvencia-régioban a start- €s
stop-kodont félkovér betiitipussal szedve jeldljik. A 9/B abran egy masik, talalmany szerinti
szekvenciat mutatunk be, amely a 9/A dbran lathatd szekvencia egy alrégidja (annak 3’-oldali
nem transzlalédo régidjaban).

A 10. abran a taldlmany szerinti egéreredetii ee3_2 DNS-szekvenciat (2. azonositd-
szamu szekvencia) mutatjuk be, amely szintén magaban foglalja a transz14l6d6 régidt. E szek-
vencia-régioban a start- €s stop-kodont félkdvér betiitipussal szedve jeloljik.

A 11/A 4bran a talalmény szerinti human ee3_1 DNS-szekvenciat (3. azonositészamu
szekvencia) mutatjuk be, amely szintén magaban foglalja a transz1alodo régiot. E régidban a
start-kodont (ATG) és a stop-kodont (TAG) félkovér betiitipussal szedve, a feltételezett polia-
denilacios szignalt félkovér betiitipussal és alahizassal jeloljiik. A 11/B és 11/C abran alterna-
tiv C-terminalis ,,splice”’-termékeket mutatunk be, amelyek C-terminalison lergviditett, talal-
many szerinti proteint kédolnak. A start- és stop-kodont mindkét abran félk6vér betiitipussal
szedve jeloljiik, csakigy, mint a 11/B 4bran a ,splice”-hely konszenzus-szekvencidjat
(AGGT).

A 12. abran a talalmény szerinti human ee3_2 DNS-szekvenciat (4. azonosit6szamu
szekvencia) mutatjuk be, amely szintén magaban foglalja a transzlalddo régiot. E régidban a
start-kodont (ATG) és a stop-kodont (TAA) félkovér betiitipussal szedve, a feltételezett polia-
denilacios szignalt pedig félkovér betiitipussal és alahuzéssal jeloljiikk. Az abra also reszén lat-
hat6 szekvencia az els6 szekvencia folytatasa (a ,,gat” a két szekvencia kozétti atfedést repre-
zentalja).

A 13. abran a taldlmany szerinti egéreredetii ee3_1-aminosav-szekvenciat (5. azonosi-
tészamu szekvencia) mutatjuk be, N-terminalis — C-terminalis iranyban (DNS- szekvenciajat
1d. a 9. abran).

A 14. 4bran a talalmany szerinti egéreredetii ee3_2-aminosav-szekvenciat (6. azonosi-
tészamu szekvencia) mutatjuk be, N-terminalis — C-terminalis irdnyban (DNS-szekvenciajat
1d. a 10. abrén).

A 15/A 4bran a taladlmany szerinti human ee3_1-aminosav-szekvenciat (7. azonosito-

szAmu szekvencia) mutatjuk be, N-terminalis — C-terminalis irdnyban (DNS-szekvenciajat

1d. a 11/A abran).
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A 15/B abran a taladlmany szerinti human ee3_1b_h-aminosav-szekvenciat (7/b azono-
sitészamu szekvencia) mutatjuk be, N-terminalis — C-terminalis irdnyban (DNS-szekvencia-
jat1d. a 11/B é&bran).

A 15/C é4bran a talalmany szerinti human ee3_1c_h-aminosav-szekvenciat (7/c azono-
sitoszami szekvencia) mutatjuk be, N-terminalis — C-terminalis irdnyban (DNS-szekvencia-
jat 1d. a 11/C abran). A 15/B, illetve 15/C abran lathaté szekvencidk a 11/A 4abran bemutatott
DNS-szekvencia alternativ ,,splicing”’-ja eredményeként létrejott termékek.

A 16. dbran a talalmany szerinti human ee3 2-aminosav-szekvenciat (8. azonositd-
szamu szekvencia) mutatjuk be, N-terminalis — C-terminalis iranyban (DNS-szekvenciajat
1d. a 12. dbran).

A 17. abran a talalmany szerinti human ee3_5-cDNS-szekvenciat (10. azonositészamu
szekvencia) mutatjuk be, amely magaban foglalja a transzl4l6d6 régiot is. E régidban a start-
kodont (ATG) és a stop-kodont (TAA) félkévér betiitipussal szedve jelsltiik. Feltiintettiink
egy leolvasasi fazison beliili stop-kodont is, amely a C-terminalis fragmenst6l 5’-iranyban he-
lyezkedik el (megakadéalyozva a leolvasési fazis 5’-irdnyti kiterjesztését). A cDNS-szekvencia
3’-vége nem teljes.

A 18. abran a talalmany szerinti human ee3 5-aminosav-szekvenciat (11. azonosits-
szamu szekvencia) mutatjuk be, N-terminalis — C-termindlis iranyban (DNS-szekvenciajat
1d. a 19. abréan).

A 19. abran az 5000 E/testtomeg-kilogramm dézisu eritropoietinnel intraperitoneélisan
kezelt, majd 6 vagy 24 ora elteltével dtmosott és vizsgalt egerek agyaban megfigyelhetd ee3 1
kvantitativ PCR-analizisének eredményeit mutatjuk be. Az abran alkalmazott roviditések je-
lentése a kdvetkez6: si-6-1, si-24-1: sooldattal beoltott allatokban 6, illetve 24 ora elteltével
végzett vizsgalat eredménye;
ei-6-1, ei-6-2: EPO-val beoltott allatokban 6 ora elteltével végzett vizsgalat eredménye;
ei-24-1, ei-24-2: EPO-val beoltott allatokban 24 6ra elteltével végzett vizsgalat eredménye.

A vizsgalat eredményeként az ee3-RNS expresszidjanak novekedését mutattuk ki,
amely az 1d§ el6rehaladasaval fokozdédott. Az EPO-val kezelt allatok adatai statisztikailag
szignifikans eltérést mutatnak a sooldattal kezelt allatok eredményeitél (ANOVA, majd
Newman-Keuls-féle ,,post hoc” teszt).

A 20. abran egéragy horizontalis metszetén végzett in situ hibridizacié képe lathato.

Radioaktivan jelzett proba (ee3_1.3as: Aacgaagggccagtagcacagagaacagcagcagacaggcataga

tgagg) alkalmazasaval az ee3_1 expresszidjat a kovetkez$ agyteriileteken tudtuk lathatova
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tenni: cerebellum (ce), hippocampus (hc), fogazott gyrus (dg) és cortex (co), kozelebbrél, en-
torhinalis cortex (ent) és bulbus olfactorius (olf). Megfelel6 szensz kontroll (ee3 1.3s:
cctcatctat gectgtetgetgetgttetetgtgetactggeccttegtt) alkalmazasaval specifikus jelet nem kap-
tunk (dbrat nem mutatunk be).

A 21. 4bran human ee3_1-protein elleni C-termindlis poliklonalis antiszérium elalli-
tasat szemléltetjiik. 21/A: a protein C-terminalis részén kivalasztottunk egy nagy antigénhata-
su peptidepitopot (CLHHEDNEETEETPVPEP). A 21/B é4bran az ee3 1 - ideiglenesen transz-
fektalt HEK293-sejtekben végzett - specifikus detektalasara alkalmazott ,,immunblot”-analizis
eredménye lathaté. Mindegyik esetben az Exp.ee3-1-h-Nter-myc-konstrukcidval (amely N-ter-
minalison fuzionalt myc-jel616t tartalmazé ee3_l-protein termelédését eredményezi) transz-
fektalt HEK293-sejtek lizatumanak azonos mennyiségét alkalmaztuk. 1. sav: N-terminalis
myc-jel6l6t tartalmazo ee3 1-protein detektdlasa myc-specifikus antitesttel [Upstate Biotech-
nology (Biomol Feinchemikalien GmbH); 1:2000 higitasban]. 2-8. savok: az ee3_1-protein
detektalasa az ee3 1-specifikus AS4163-antiszérum kiilonb6z6 (1:500 — 1:12000) higitasai-
val. Az antiszérummal nagy érzékenységgel, specifikusan detektalhaté az ee3 1-specifikus
csik (kb. 35 kD). 9. sav: a megfelel6 pre-immun szérum (PIS) 1:500 higitdsdval nem detektal-
tunk csikot.

A 22. 4brén az ee3 1 AS4163-antiszérummal kiilonb6z6 szévetekben végzett immun-
hisztokémiai detektalasat szemléltetjiik. 22/A: a szomatoszenzoros cortex V. rétegében 1évé
neuronok specifikus festédése; 22/B: az ,,A” kép nagyitasa; 22/C: neuronok az entorhinalis
cortexben; 22/D: az ee3 1 expresszidja a fogazott gyrusban és a CA3 hippocampus régidban,;
22/F: az ee3_1-expresszid CA3 és CA2 kozotti hatdra a hippocampusban; 22/G: cerebellum,
specifikus immunhisztokémiai fest6dés a Purkinje-sejtes rétegben és a kisagyi magvakban;
22/H: Purkinje-sejtek a cerebellumban; 22/I: bulbus olfactorius; 22/J: nagyitas, nagy mitralis
sejtek; 22/K: retina, ganglinok és a retina érzékeldsejtjeinek festédése; 22/L: a ,,K” kép na-
gyitasa, a retina érzékelSsejtjeinek festddeése; 22/M: az ee3_1 expresszidja a gerincveld eliilsé
szarvanak nagy motoneuronjaiban; 22/N: az ee3_1 expresszidja a trigeminalis mag motoros
magjaban; 22/0: a substantia nigra (pars reticolata) festédése; 22/P: a ,,Q” kép nagyitasa,
substantia nigra; 22/Q: az ee3_1 idegsejten kiviili expresszidja a tiidoben (festédés a horgdes-
kék bazalis sejtjeiben, az arterioldkban — a venuldkban nincs fest6dés); 22/R: a jellemzé pul-
monaris probak (bronchus, arteria €s véna) reprezentalasa; 22/S: a horgécskék nagyitasa (ex-
presszid a részletesen nem definialt, specifikus bazélis sejtekben); 22/T: az arteriola falat (bal-

ra fent) és a horg6cske falat (jobbra lent) abrazold nagyitas; 22/U: egy arteriola hosszanti met-
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szete (az endothelium és az érfalban 1évd simaizomsejtek festédése); 22/V: arteriola-kereszt-
metszet (simaizomsejtek és endothelsejtek immunhisztokémiai festddése); 22/W: vékonybél
cryptakkal és villusokkal (a bazalis crypta festédése ee3 1 elleni antitesttel; a villusokban ve-
getativ idegek festédése); 22/X: a ,,W” kép nagyitasa; 22/Y: idegrostok a vékonybél falaban,
melyek a vékonybél vegetativ izomzati idegfonatahoz tartoznak; 22/Z: periférias ideg kereszt-
metszeti képe bdr alatti zsir/k6tészovetben; 22/AA: szivizom specifikusan festédstt idegros-
tokkal; 22/BB: haréantcsikolt izom (vazizom) — a kép kézepén az immunhisztokémiai festédés
6 egyezést mutat a motoros véglemezzel (jobbra lent: periférias idegrostok a perimysiumban).

A 23. 4bréan az ee3_1 vad tipusti egér gerincvelGjében (felsd kép), illetve eritropoietint
transzgenikusan tilzott mértékben expresszald egér gerincvelSjében detektalt immunhisztoké-
miai fest6dését hasonlitjuk 6ssze. Azonos festési feltételek mellett a transzgenikus egérben
egyértelmiien ersebb jelet detektaltunk (ezt minden esetben két tovabbi egérrel elvégzett ki-
sérlettel is igazoltuk).

A 24. 4dbran az ee3 1- és maplb-protein egerekben kimutatott kettds immunfluoresz-
cenciajat szemléltetjiik. Ezt a két proteint y2h-rendszerben kélcsénhatasi partnerekként detek-
taltuk. A két protein kdzponti idegrendszeri elhelyezkedése meglepd mértéknek felelt meg;
z61d: ee3_1 festddes; piros: Maplb festddés; sarga: a két jel elektronikus szuperpozicidja. Az
abran gerincvel6bdl (sc) és cerebellumbdl (cb) szarmazé példak lathatdk.

A 25. abran maplb-génre nézve mutans [Meixner és mtsai.: J. Cell. Biol. 151, 1169
(2000)] egér agyszoveteinek immunhisztokémiai festését szemléltetjiik. A map1lb-homozigéta
ko-allatokban az ee3_1 csak nyomokban mutathaté ki. A: hippocampus; B: cortex; C: cerebel-
lum.

A 26. abran az ee3_1 kifejlett patkany hippocampusabdl szarmazé idegrendszeri 6ssej-
tekben (nsc) végzett PCR-analizisének eredményét mutatjuk be. A negativ kontroll sdvban (N)
nem detektaltunk jelet. Az idegrendszeri 6ssejtekben kimutathatd volt az ee3 1-expresszid.

A 27. abran kiilonb6z6 fajokbdl szarmazé ee3-proteinek aminosav-szekvenciajanak
dsszehasonlitasat szemléltetjiik (X. laevis-bdl és D. rerio-bdl szarmazé szekvencidk figyelem-

be vételével).
A taldlmanyt a tovabbiakban kisérleti példak bemutatasan keresztiil szemléltetjiik.

1. példa
ee3-1-m és homoldgjai azonositasa és molekularis klonozasa

(a) ee3-1-m azonositasa
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Eritropoietint tilzott mértékben expresszalé transzgenikus egerek agyat transzkardialis
perfuzidt és sokkot kévetSen, altatisban eltavolitottuk, majd folyékony nitrogénben taroltuk.
RNS-t Chomczynski és Sacchi mdédszerével [Anal. Biochem. 162, 156 (1987)] izolaltunk. A
hibridizaciés kisérleteket (két transzgenikus egér és két azonos alombél szarmazé kontroll
egér bevondsaval) egér-cDNS-matrixon (chipen), az Incyte eljarasa szerint hajtottuk végre (1d.
http://www .incyte.com/reagents/lifearray/lifearrayservice.s/html). Ennek soran két — eltéréen
Jelolt (Cy5 és Cy3) — minta alkalmazasaval kompetitiv hibridizaciét végeztiink. A hibridizaci-
Os kisérlet eredményeként szdmos serkentd szabélyozas alatt 4ll6 szekvenciat kaptunk. Azo-
nositottunk egy EST-klont (AA185432), amely egy megismételt kisérletben EPO-transzgeni-
kus egerekben szintén serkentd szabalyozas alatt allt. A relativ indukciés faktor — az azonos
alombol szarmaz6, nem transzgenikus egerekhez viszonyitva - +3,9+0,1 volt (Id. az 1. abrat).
Ezt a serkentd szabalyozéast LightCycler-rendszer alkalmazéasival végzett kvantitativ PCR-
analizissel igazoltuk (2. dbra: 5°-lancindité: 5’-GGTGTGGGAGAAATGGCTTA-3’; 3’-lanc-
indit6: 5>~ ATACCAGCAGAGC CTGGAGA-3).

(b) ee3-szekvencidk klonozasa
Az azonositott EST-szekvenciat EST-adatbazisokban BLASTN-kereséssel hosszabbi-

tottuk meg, €s azonositottunk egy masik homoldg egéreredetii szekvenciat (ee3_2_m) is. Meg-
felel6 programok (BLAST, TBLASTN) alkalmazasaval végzett homologiai-szkrinelésekkel
EST- és genomi adatbéazisokban (ensembl) human homoldgokat tudtunk azonositani.

A kapott szekvenciakat egéreredetii és human szekvencia-adatbazisok — Shepard PCR-
kl6nozasi eljarasaval [Id. Shepard és Rae: Nucleic Adics Res. 25, 3183 (1997), mely hivatko-
zast (a benne emlitett forrasokkal egyiitt) teljes terjedelmében a kitanitas részének kell tekinte-
ni] vegzett — szkrinelésével ellendriztiik. Shepard eljarasa plazmidkonyvtarbél szarmazé
cDNS-molekulak biotinnal kapcsolt oligonukleotid-szekvencidhoz torténé hibridizaltatasan
alapul, majd a plazmidokat sztreptavidinnel kapcsolt méagneses gyongyokkel kivonjuk, az
eredményt diagnosztikai PCR-ral ellendrizziik, és e Iépéseket — a kiszelektalt plazmid jra-
transzformalasa utan — kétszer ismételjiik, mig kiilonallé klénokat nem kapunk. A kovetkezé

lancindit6-kombinacidkat alkalmaztuk.

(1) A teljes hosszlisagi génszakasz klénozasara alkalmazott oligonukleotidok az egyes ee3-

szekvenciak esetében:
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ee3_1-h:

~ ee3_1-5’biotinl-hs: AATTCCTCATCTATGCCTGTCTGCT
-ee3_1-3"blockl-hs: GCTGTTCTCTGTGCTGCTGGCCCTTCGTTTGGATGGCATC
-ee3_1-5'blockl-hs: ATGAACCTGAGGGGCCTCTTCCAGGACTTCAACCCGAGTA
- ee3_l-1s-hs: TGCTCCAATATGGCTGTGGA

ee3_1_las-hs: CTCTAGTGACCTGTCATGTC

ee3_1-2s-h: GACAGAGCTTAAGTGGACTG

ee3_l-2as~h: TACAGTTCCTACTGACTGCC

ee3_1-5'block2-h: ACGCACTCTCTCCGCCTTCCTCTGCCCCCTCGTTCACCCC.
ee3_1-5’biotin2-h: GCAGACCAGAACCAGTACTGGAGCT
ee3_1-3"block2-h: GGGTCTCCAGGTACGTCCATCTCATGCCTTGTTTGCATCE

1

ee3 1-m:

- ee3_1-5"biotinl-m: ATTCCTCATCTATGCCTGTCTGCTG
ee3_1-3"blockl-m: CTGTTCTCTGTGCTACTGGCCCTTCGTTTGGATGGCATCA
- ee3_1-5"blockl-m: TGAACCTGAGGGGCCTCTTTCAGGACTTCAACCCGAGTAA
ee3_l-i1s-m: GGATGGCATCATTCAATGGAG

- ee3_l-las-m: GAACAATGGCATGAAGACCAG

-~ ee3_1-2s-m: ACTGAGCTGGATGACCATTGT

ee3_l-2as-m: TCCTCACTATCTTCATGGTGG

ee3_1-5'biotin2-m: TCATCACCCAGAGCCCTGGCAAGTA
ee3_1-5"block2-m: CCTAAAATTGCACCTATGTTCCGCAAGAAGGCCAGGGTAG
ee3_1-3"block2~-m: TGTCCTTCCTCCACCCAAACTAAATATTGARATGCCAGAC

t

ee3 2 h:

-ee3_c2-las-h: TGAACTGCAGGATGTTGACC

-ee3_c2-1s-h: TCATCCAATGGAGCTACTGG

~ee3_c2-5"blockl-h: ATGAACCCCAGGGGCCTGTTCCAGGACTTCAACCCCAGTA
-ee3_c2-5"biotinl-h: AGTTTCTCATCTACACCTGCCTGCT
-ee3_c2~3"blockl-h: GCTCTTCTCGGTGCTGCTGCCCCTCCGCCTGGACGGCATC

ee3_2-m:

-ee3_c2-3"blockl-m; ACTCTTCTCCGTGCTGCTGCCCCTGCGCCTGGACGGCATC
- ee3_c2-5'biotinl-m: AGTTCCTCATTTATGCCTGCTTGCT

- ee3 _c2-las-m: TGGATAATCCTGTCCAGCCT

- ee3_c2-1s-m: ATCATCCAGTGGAGCTACTG

~ee3_c2-5"blockl-m: ATGAACCCCAGGGGCCTGTTCCAGGACTTCAACCCCAGTA
- ee3_c2-m-2s: TGTGGAAGCTCCTGGTCATCGT ;

- ee3 _c2-m-2as: GATAATCCTGTCCAGCCTCAGG

-ee3~c2—5’block2—m: GAAGCTCCTGGTCATCGTGGGCGCCTCGGTGGGRTGCGGGC
- ee3_c2-5"biotin2-m: GTGTGGGCCCGCAACCCACGCTACC
-ee3_c2-3'block2-m: GTACAGAGGGGGAAGCCTGCGTGGAATTCAAAGCCATGCT
- ee3 c2-5"biotin3-m: ACAGAGCCCTGGGAAATATGTGCCT

-~ee3 c2-3'block3-m: CCACCTCCCAAGTTAAACATTGATATGCCAGACTAAACTC
-ee3_c2-5"block3-m: TTGCTCCAATGTTTGGAAAGAAGGCGCGGGTAGTTATAAC
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ee3 c3-h:

-ee3_c3~5'blockl-h: CCACCTTGGGCACCTTGGTGTCTTTCAAAAGTGCCAGGCT
- ee3_c3-5"biotinl~h: CCTTCCTGCCTCAGGGCCTTTGCAC
-ee3_c3-3’'blockl-h: TTGCTGCTCCCTCCGTTTGARATACTGTATCCCAGAGAGT
- ee3_c3-1s-h: GGCACCTTGGTGTCTTTCAA

- ee3_c3~-las-h: CAGTCTGAATTAGGAGCCAG

ee3 c5-h:

- ee3_c5-las-h: TCGGAGCTTCTGGAACCAAT

- ee3_c5-1s-h: CCATCAGCTGGATAACGACT

-ee3_ c5-5"blockl-h: ACCATGGCCATCAGCTGGATAACGACTGTCATCGTGCCCC
- ee3 ¢5-5"biotinl-h: TGCTCACCTTTGARGTCCTGCTGGT
-ee3_c5-3"blockl-h: TCACAGACTGGATGGCCGCAATACATTCTCCTGTATCTCC

ee3 c8-h:

-ee3_c8~5"blockl~h: AATTTTGGTATATGGTGCAAAARARAGGGGTCCAATTTCTT
~-ee3 CS 5’biotinli-h: CTGCAACTGGCCAGCCAGTTATCTC
~ee3_c8-3"'blockl~h: AGCATCATTAATTGAATAGGGAATCCTTACCCCACTGATT
-ee3_c8 =1s~h: AACTGGCCAGCCAGTTATCT

-ee3_c8-las-h: AATGGATTGTTGGGTGCAGC

-ee3_cB8-2s-h: CCAGCCAGTTATCTCAGCATCA

-ee3_c8-2as-h: ACCATGGCATGTGTATCCCAGA

(2) A funkcionalis analizisek elvégzéséhez az ee3-szekvencidk kodolorégioit GATEWAYT™-
kompatibilis vektorokba klénoztuk. Ennek sordn az egyes ee3-szekvencidk esetében a kovet-
kez6 oligonukleotidokat alkalmaztuk:
ee3 1-h:
- ee3_1 h Bl:
GGGG ACA AGT TTG TAC AAR AAA GCA GGC
TACCATGARCCTGAGGGGCCTCTTCCA

-~ ee3_ 1 h B2:
GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC
CTAATCTGGCATTTCGATATTTAATTTGGGAGGT

- ee3_1-h~C~fus-B2:

GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC
GCATTTCGATATTTAATTTGGGAGGTGGGAG

ee3 2-h:

- ee3_c2-h~Bl:
GGGG ACA AGT TTG TAC AAA ARA GCA GGC TCTACC
ATGAACCCCAGGGGCCTGTTCC

- ee3 c2-h-B2: -
GGGG AC cCAC TTT GTA CAA 'GAA AGC TGG GTC

TTAATCTGGCATATCRATATTTAACTTGGGAGGG

- ee3_c2-h-c~fus~B2:
GGGG ARC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC
ATCTGGCATATCAATATTTARCTTGGGAGGG
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ee3 c2-m:
- ee3_c2-m-Bl:
GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAR GCA GGC
TCTACCATGRACCCCAGGGGCCTGTTCC

- ee3 _c2-m-B2: ‘
GGGG AC CAC TIT GTA CAA GAA AGC TGG GTC
TTAGTCTGGCATATCAATGTTTARCTTGGGAG

(c¢) Huméan cDNS-koényvtar eléallitasa

Human magzati agyi mRNS (Clontech, Heidelberg, Németorszag) 2 pg-jabdl és kifej-
lett egér agyabol sziarmazé mRNS 5 pg-jabdl kiindulva, cDNS-szintetizalé reagenskészlet
(Stratagene, Amsterdam, Hollandia) alkalmazasaval megfelel6 cDNS-kényvtarakat hoztunk
létre. Az eljarast 1ényegében a gyartd utmutatasai szerint végeztiik. Az els6 szal cDNS-t a
gyart6 eldirasai szerint, oligodT-lancindité alkalmazasaval szintetizaltuk. A klénozashoz meg-
felelé (EcoRI/Xhol), kettds szalii cDNS-fragmenseket méret szerint szelektaltuk (a gyarté ut-
mutatasa szerint), és pBluescript-SKII-plazmidvektorba (Stratagene) ligaltuk. A ligalast E. co-
li sejtek (DH10B, Gibco) elektroporéacidjaval hajtottuk végre, majd LB-ampicillin agarlemeze-
ken amplifikaltuk. A plazmid-DNS-t ligos lizissel és ioncserélé kromatografiaval (,,QIAfil-
ter” reagenskészlet; Qiagen, Hilden, Németorszag) izolaltuk. A human magzati agy cDNS-
bankban az 6nallé klénok komplexitadsa négymillié volt. Mindegyik cDNS-bankbdl 24, vélet-
lenszertlien kivalasztott 6nall6 klént analizaltunk, és 800 bp-tdl 4,5 kb-ig terjedé méret szerinti

eloszlast mutattunk ki (a human cDNS-bankban a cDNS-inszertek atlagos hosszisaga hozza-

vetSleg 1,2 kb volt).

2. példa
Az ee3-1 eritropoietin altali szabalyozasa

Az ee3 1-et EPO-transzgenikus egerek (tg6- és tg21-vonal) agyaban serkentd szaba-
lyozas alatt 4116 géntermékként azonositottuk.

A kisérleteinkre alkalmazott egereket — konstitucidjuk vonatkozasaban - korabban
tdbb alkalommal vizsgaltak [1d. Ruschitzka és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 11609
(2000); Wagner és mtsai.: Blood 97, 536 (2001); Wiessner és mtsai.: J. Cereb. Blood Flow
Metab. 21, 857 (2001)]. Az egereket transzgén-konstrukcié alkalmazasaval, a Hergersberg al-
tal leirt eljarassal hoztuk létre [Hergersberg és mtsai.: Hum. Mol. Genet. 4, 359-366]. Ez a
konstrukcié PDGF-prométert és eritropoietint kodold szekvenciat tartalmaz. Kisérletiinkben a

1étrehozott tobb transzgenikus egérvonal koziil a tg6-ot és a tg21-et vizsgaltuk. Csak a tg6-vo-
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nalban figyeltiik meg az EPO-expresszid szisztémas fokozodasat, amit a Ruschitzka és mtsai.
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 11609 (2000)] altal leirt eljarassal végzett szérumtesztek al-
kalmazasaval igazoltunk. A tg21-vonalban nem mutattunk ki megnévekedett szisztémas EPO-
koncentraciét. Sasahara és mtsai. [Cell 64, 217 (1991)] eredményeivel 6sszhangban, az 4lta-
lunk alkalmazott PDGF-prométer feltehetSen a transzgenikus EPO expresszidjat eredményezi
(elsésorban az idegsejtekben).

A tg6-vonalba tartozé egerekben a megnévekedett szisztémas EPO-expresszio az eri-
tropoiesis hatarozott fokozdédasat eredményezi, ami poliglobulizmushoz vezet (hematokrit
egészen 0,8 értékig) és a vértérfogatot egyértelmii névekedését okozza (4,0 mL-ig) [Wagner
¢s mtsai.: Blood 97, 536 (2001)]. Ezzel szemben, a tg21-vonalba tartozé egerekben fenotipu-
sos valtozasok nem voltak szembetiindk.

Az RNS-termékek (példaul, az ee3_1-gén RNS-terméke) expresszidja az eritropoietint
transzgenikusen tilzott mértékben expresszalod egerek (tg6- és tg21-vonal) agyaban fokozddott
[Ruschitzka és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 11609 (2000); Wagner és mtsai.: Blood
97, 536 (2001); Wiessner €s mtsai.: J. Cereb. Blood Flow Metab. 21, 857 (2001)]. Ezeket az
RNS-termékeket DNS-matrix analizissel azonositottuk. Az EE3 1 tulzott EPO-expresszié al-
tali transzkripcids szabalyozasanak fizioldgiai és patofizioldgiai jelentéségét egy masik szaba-
lyozé géntermék, nevezetesen az alfa-globin felismerése igazolta, amelyr6l — mikromatrix al-
kalmazasaval végzett transzkripcids analizissel - kimutattuk, hogy mindkét vizsgalt transzge-
nikus vonalban szabalyozas alatt all. Ezt LightCycler-rendszer alkalmazasaval igazoltuk (Id. a

2. abrat). Az expresszid fokozddasa kiilondsen a hippocampus teriiletein volt lathaté (in situ

hibridizacio).

3. példa
A taldlmany szerinti szekvenciak expresszaltatasa emldseredetii sejtekben; stabil sejtvonalak
létrehozasa
Az ee3-csaladba tartozd gének nyitott leolvasasi fazisait pcDNA-sorozatba tartozo
szokvanyos eukaridta expresszids vektorba (Clontech, Heidelberg, Németorszag) klonoztuk.
Az igy elGallitott expresszios plazmidokkal, kalcium-foszfatos eljaras alkalmazasaval, human
embrionalis vesesejteket (HEK293); lipofektamin alkalmazasaval CHO-sejteket és CHO-dhft-
sejteket; DEAE-dextran gyongyok alkalmazdsaval pedig COS-sejteket transzformaltunk. A
transzformansokat 400-500 mg/mL G418 alkalmazéasaval szelektaltuk. A szelekcid utan ha-

rom héttel a taptalajrol kiilonallo klonokat vettiink le, melyeket tovabbi vizsgalat céljara sza-
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poritottunk. Northern-blot és western-blot analizissel hozzavetleg harminc kldnt vizsgaltunk.
A transzfektalt CHO-dhfr- sejteket nukleotidmentes tapkszegben szelektaltuk. A szelektalas
eldsegitése érdekében az ee3-csaladba tartozd gének nyitott leolvasasi fazisat (szelekcids mar-
kerként dihidrofolat reduktdz gént tartalmazd) eukaridta expreszids vektorba klonoztuk, és a
transzfekcidt ezzel az expresszids plazmiddal végeztiik. Az igy transzfektalt CHO-dhfr- sejtek
(de az ilyen mddon transzfektalt egyéb sejtek is) metotrexat egyre nagyobb koncentracidival
kezelhetdk, igy is kezeltiik 6ket, mialtal olyan sejteket szelektaltunk, amelyek a dihidrofolat

reduktazt (s ezaltal a receptort is) fokozott mennyiségben termelték.

4. példa
Az ee3-1-protein C-terminalis fragmensének alkalmazasaval kéthibrides €lesztérendszerben
végzett kisérlet

A talalmany szerinti protein potencialis kélcsonhatasi partnereinek kéthibrides éleszt6-

rendszerben t6rténd azonositasa céljabol a taldlmany szerinti ee3 1-protein C-termindlis frag-
mensét kédold nukleinsav-szekvenciat pGBKT7 ,,csali”’-vektorba (Clontech) klénoztuk.

Az alkalmazott aminosav-szekvencia a kdvetkez6 volt:
KGGNHWWFGIRKDFCOFLLEIFPFLREYGNISYDLHHEDNEETEETPVPEPPKIAPMFRK
KARVVITQSPGKYVLPPPKLNIEMPD,

Az ennek megfelel6 nukleinsav-szekvencia:
ARGGGAGGAAACCACTGGTGGTTTGGTATCCGCAAAGATT TCTGTCAGTTTCTGCTTGAA
ATCTTCCCATTTCTACGAGAATATGGAAACATTTCCTATGATCTCCATCACGAAGATAAT
GAAGAAACCGAAGAGACCCCAGTTCCGGAGCCCCCTARAATCGCACCCATGTTTCGARAG
BAGGCCAGGGTGGTCATTACCCAGAGCCCTGGGAAGTATGTGCTCCCACCTCCCARATTA
AATATCGARATGCCAGAT o

A kolcsonhatasi partnerek azonositasa érdekében human agyi konyvtarat - szakember
szamara jol ismert, standard modszerekkel [pérositasi (,,mating’) eljarasok; Clontech] — szkri-

neltiink, melynek eredményeként két — atfed6 szekvenciakat tartalmazo - klont (11-es és 36-os
klon) azonositottunk.

A 11-es klénban azonositott szekvencia a kdvetkezd volt:
GGGGACTCGGCCCTGAACGAGCAGGAGAAGGAGTTGCAGCGGCGGCTGAAGCGTCTNTAL
CCGGCCGTGGACNAACAAGAGACGCCGTTGCCTCGGTCCTGGAGCCCGAAGGACAAGTTC
AGCNTACATCGGCCTNTNTNAGAACAACCTGCGGGTGCACTACARAAGGTCATGGCAAAAC
CCCAAAAGATGCCGCGTCAGTTCGAGCCACGCATCCAATACCAGCAGCCTGTGGGATTTA -
TTATTTTGAAGTAAAAATTGTCAGTAAGGGAAGAGATGGTTNCATGGGAATTGGTCTTTC
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TGCTCAAGGNGTGAACATGAATAGACTACCAGGTTGGGATAAGCATTCATATGGTTACCA
TGGGGATGATGGACATTCGTTTTGTTCTTCTGGAACTGGACAACCTTATGGACCAACTTT
CACTACTGGTGATGTCATTGGCTGTTGTGTTAATCTTATCAACAATACCTGCTTTTACAC
CAAGAATGGACATAGTTTAGGTATTGCTTTCACTGACCTACCGCCAAATTTGTATCCTAC
TGTGGGGCTTCARACACCAGGAGAAGTGGTCGATGCCAATTTTGGGCAACATCCTTTCGT
GTTTGATATAGARGACTATNTGCGGGAGTGGAGRACCAAAATCCAGGCNCAGATAGATCG
ATT.

A kolcsonhatasi génterméket RANBPM-ként vagy RANBP9-ként azonositottuk
[Nishitani és mtsai.: Gene 272, 25 (2001)]. Hasonl6éan, azonositottunk két masik kolcsonhata-
si proteint is (Mapla és Map1b). Frdekes modon, mindkét protein C-termindlis részletét kol-
csonhatasi partnerként azonositottuk. Ez a részlet mindkét proteinben homol6g régioét tartal-
maz. Az alabbiakban a Mapla és Maplb e régidjanak egymas al4 rendezéses (,,alignment”)
3sszehasonlitasat mutatjuk be (a fels6 szekvencia a Mapla, az als6 pedig a Map1b).

Az ALIGN-program a két szekvencia teljes 6sszehasonlitasat végzi [2.0uPlease verzid,
1d. Myers és Miller: CABIOS 4, 11 (1989)].

1. szekvencia (212 aminosav) vs. 2. szekvencia (177 aminosav).
Pontozématrix: BLOSUMSO0; hézag-hibapontok: -12/-1;

43,6 %-0s azonossag; dsszesitett egymas ala rendezési pontszam: 614

10 20 30 40 50
/top/t MWMMQWWWWWN--RSW
Sequen :{xssvsmm ..... T’!PEVKAA . A .m. ER
10 20
60 70 80 90 100 110

/tap/t PAEEKDGHSPMSKGLVMWSKG83----GAWMMYIWGSGRT&DLD?
3. .. 22 DL 22 sl enlsad

Sequen WWMKSMTWWW%WWYIPWSRSW
30 . 40 50 60 70 - 80

120 130 140 150 160 170
/emp/€ MWYWWPWPEMWNWWLIPTBMMW

S EE RS RS teee £328ETETILSLITIT ST ISILILTLEL SIsid
Sequen MVRBSYYVVSGNDPMBEPSRAWWSWIMDSBWT
90 100 110 120 130 1490

180 180 200 210

/emp/ € mmmmwmnmnmmsmmnsn
sTTesf33. Pz EliitII..

Sequen WWSSTVWWWMKIBL—--~--
150 160 170

4 helyen: ,,Sequen” = Szekv.

5. példa
Humén homoldg ee3-szekvencidk (ee3-1/ee3-2)

(a) Homolog szekvenciak az 5q33.1-kromoszoman
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Az AC11406.00015-6s kontigon, TBLASTN-program alkalmazéasaval meghataroztunk
egy masik homoldg szekvenciat is:
AC011406.00015
Hosszusag: 40 820
HSP negativ szalak
Pontszam: 389 (136,9 bit); vart: 1,3e-41; 6sszeg P(3): 1,3e-41; azonos aminosavak: 72/303
(71 %); pozitiv talalatok: 78/303 (77 %); fazis: -1
Query: 224 LLTFEILLVHKLDGHNAFSCIPIFVPLWLSLITLMATTFGQKGGNHWWFGIRKDFCQFLL 283
LLTFE+LLVH+LDG N FSCI I VPLWL L+TILM TTF K GNHWWFGIR+DFCQFLL
Sbjct: 14312 LLTFEVLLVHRLDGRNTFSCISISVPLWLLLLTLMTTTFRPKRGNHWWFGIRRDFCQFLL 14253
Query: 284 EIFPFLREYGNISYDLHHEDNXOOXKXKXXXXKIAPMFRE 324
EIFPFLREYGNISYDLH ED+ KIAP+F K
Sbict: 14252 EIFPFLARYGNISYDLHQEDSEGAEETLVPEAPKIAPVIGK 14010
,,Query” = Vonatkoztatasi

,»Sbjct” = Vizsgalt

Pontszam: 86 (30,3 bit); vart: 1,3e-41; §sszeg P(3): 1,3e-41; azonos aminosavak: 15/51 (88
%); pozitiv talalatok: 16/51 (94 %); fazis: -3
Vonatkoztatasi: 334 PGKYVLPPPKLNIEMPD 350
PGKYYV PPPKLNI+MPD
Vizsgalt: 13992 PGKYVLPPPKLNIEMPD 13942

Pontszam: 67 (23,6 bit); vart: 1,3e-41; sszeg P(3): 1,3e-41; azonos aminosavak: 12/57 (63
%); pozitiv talalatok: 17/57 (89 %); fazis: -2
Vonatkoztatasi: 206 QRRTHITMALSWMT-IVVP 223
Q RTH+TMA+SW+T ++VP
Vizsgalt: 14368 QRRTHITMALSWMT-IVVP 14312

A megfelels cDNS-hez hozzajutottunk, azonban a transzlaci6 csak egy — ee3-protei-
nekkel homoldg — C-terminalis fragmenst eredmenyezett.

Az ee3 1 m szekvencigjaval végzett 6sszehasonlitds eredménye a kovetkezd volt:

Az ALIGN-program a két szekvencia teljes 6sszehasonlitasat végzi [2.0uPlease verzid,
1d. Myers és Miller: CABIOS 4, 11 (1989)].
1. szekvencia (350 aminosav) vs. 2. szekvencia (148 aminosav).

Pontozématrix: BLOSUMS50; hézag-hibapontok: -12/-2;
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29,4 %-0s azonossag; dsszesitett egymas ala rendezési pontszam: 649

10 20 30 40 50 60
/tmp/f MNLRGLFQDFNPSKFLIYACLLLESVLLALRLDGIIQMSYWAVEAPIWIMNKIMVIVCASY

Sequen
70 80 50 100 110 120
/tmp/f GTGVWARNPQYRAEGETCVEFKAMLIAVGIHLLLLMFEVLVCDRIERGSHFWLLVFMPLF
Sequen -- -
130 140 150 160 170 180 .
/tmp/f EVSPVSVARCVWGFRHDRSLELEILCSVNILQFIFIALRLDKIIHWPWLVVCVELWILMS
Sequen -a- - '
. 190 200 210 220 230 240
/tmp/f FLCLVVLYYIVWSVLFLRSMDVIAEQRRTHITHALSHMTIVVPLLTFEILLVHKLOGHNA
sl .e HEEE TR E RS NS AR TR N
Sequen =----=--==-==----MRTTRAV-KNTRDH-GHQLD~NDCHRALLTFEVLLVHRLDGRNT
10 20 30 40
250 260 270 280 290 300

/emp/t FSCIPIFVPLWLSLITLMATTFGONGEHHWWEGIRKDFCQFLLEIFPFLREYGNISYDLY

. cu s . N ewae stesaEwace css=cezns .
TIFT 3 OITIIR TesieaLld ToradstrtilLsRI AR AT IYRIIICSSIIILILIGS

Sequen FSCISISVELWLLLLTLMTTTFRPEKRGNHWWEGIRRDFCOFLLEIFPFLREYGNISYDLH
50 60 70 80 90 100

310 320 330 340 350
/tmup/ £ HEDSEETEETP’UPEP PKIAPMERKKARVVITOSPCKYVLEPPKLNIEMPD

S s d 4w s 132328 L33tz
HES S odid dadidad $ed82 R AR R R R R R R ]

Sequen QEDSEGAEE‘I’LVPEAPKIAPVF~GKTRWLI--PGKYVI?PPPKLNIMPD
110 120 130 140

,»Sequen” = Szekv.

Csak egy GPCR-fragmens képzddése biztos, mivel a kapott cDNS-szekvencidk telje-
sen megegyeznek a genomi adatokkal, és az ATG-t6] 5’-iranyban egy leolvasasi fazison beliili

stop-kodon jelenlétét mutatjak (1d. a szekvenciat):

HSP negativ szalak
Pontszam: 6976 (1046,7 bit); vart: 0,0; 6sszeg P(2): 0,0; azonos aminosavak: 1396/1397 (100

%): nozitiv talalatok: 1396/1397 (100 %): szal: neeativ/nozitiv
Query: 2499 AGGTTTAGACCTITARRATARTACCTGATTGTTGGCCACTTCTGGTTAAGGCCACTCTCTC 2440

(RN R R RN R RN R RN R N R R R R R R R R N AR RN RN NN
8bjet: 13048 AAGTTTAGACCTTAAAATBATACCTGATTGTTGGCCACTTCTGGTTAAGGCCACTCTCTC 131067

Query: 243% CAGCTTTCCAGTGACAGGTAATGCITTACATTACAACCAACTAATATTCTARGATTCTTA 2380
R RN R RN NN NN RN NN R RN NN R AR IR AR NN NS
Shict: 13108 CAGCTTTCCAGTGACAGGTAATGCTTTACATTACAACCAACTAATATTCTAAGATICITA 13167

Query: 2379 GRAATGGACARACCACTTGTTGCTTATTTTGATTGTTICTGCACAGTTACTACCTGTGTG 2320
PRIV R PRI e b i bbb e i e ey i b}
Shjct: 13168 GAAATGGACARACCACTTGTTGCTTATTITGATTGTTTCTGGACAGTTACTACCTGIGTG 13227
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Query:
Sbict:
Query:
Sbjct:
Query:
Shijct:
Query:
Sbjct:
Query:
8bjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbict:
Query:
sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
shject:
Query:
8Sbijct:
Query:
Sbjet:
Query:
Shjet:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbjct:

2319
13228
2259
13288
2199
13348
2139
13408
2079
13468
2019
13528
1959
13588
1839
13648
1839
13708
1779
13768
171%
13828
1659
13868
1599
13848
1539
14008
1478
14068
1418

14128
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GAARMATTCAGGGTGCTARRCAACACTCTCACTTTATGGCCTGGTACTACACTAGAGCAT
LRIt e e e e e b e et
GARAAATTCAGGGTGCTAAACAACAGTGTCACTTTATGGCCTGGTACTACACTAGAGCAT

GTCACARCTTCGCAAGGECGGTGGCTGCTCCCTCTACTAACGGATACTACCAGAGACCTT
(SRR RN RN R R R RN R R R AR R AR N A AR RN RN R AR TN
GTCACARAGT TCGCARGGGCGETGGCTGCTCCCTCTACTAROGGATACTACCAGAGACCTT

CACACAGTGCAGACCTCGGTTACTARCACCTAAATATTAACACCCATGGEATTTGCASTC

R R NN R RN RN RN R RN AN RN RN NY!
CACACRGTGCAGACCTCGGTTACTAACACCTARATATTAACACCCATGGGATTTGCAGTC

CCTATGTTCATGTCTAGTACTTGGGTAAGCTCCACACCAGGCACATATTGTTTTATGCAA
LR RN RN N N N NN NN NRER NN NN AE
CCTATGTTCATETCTAGTACTTGGGTARGCTCCACACCAGGCACATATTGTTTTATGCAR

TCTTTARRGACATCTGCAATAGACAATATGCAGTTTARACAAACTGTGAGGTTTATAAAC
EEUITOR LR R e e e e et
TCTTTAAAGACATCTGCAATAGACRATATGCAGTTTAAACARACTGTGAGCTTTATAAAC

AGAGANTTCTTTACGTTTGCTATTATGTCATAACAGGCACAATCTGAAATACAATTTTGT

RNRR R R RN RN NN NN A RN R RN NN AR N RN RN R RRRE N
AGAGAATTCTTTACGTTTGCTATTATCTCATARCAGGCACAATCTGARAATACARTTTTGT

ACTAGCAGTGTATAAAAATACTTTTAAACGATACTTTCGAT AGGTACAGTAGCACTTTAR
FECRRRV LR it ep e b e ennnntnn s
ACTAGCAGTGTATAARAATACTTTTARAACGATACT TTCGATAGGTACAGTAGCACTTTAR

AGAAAACCACTGTGTAGTTATTCCTTTTGAGGACCTACTARRACAGTTCARCTTACTGCC
EELRRECEE LR e i e e e e e ey v beig
AGAAAACCACTGTGTAGTTATTCCTTTTGAGGACCTACTAAAACAGTTCAACTTACTGCC

CCCAGCTACATCTARAGCACGAATGTGGARAGCARGTTCTCTTACCCAGGTACACACCAC
PERERRLCL VR R n e i i i e b et
CCCRGCTACATCTARAGCACGAATGTGGRAAGCAAGTTCTCTTACCCAGGTACACACCAC

ACACACCCACATGCTGARAACAGTCTCCAT TTATGATGCATGCTGATGAGGCATCAATCTC

TIREEERRE R R e b e e it e
ACACACCCACATGCTGAARCAGTCTCCATTTATGATGCATGCTGATGAGGCATCARTCTC

ARACAGGGTATGAGATGACAGTETTTGGTACCTGTTTCCAT TTCCAGGTTTGGTATGAAT
R N RN AN NN NN RN R NN RN R RN AN ANY
ARACAGGGTATGAGATGACAGTGTTTGGTGCCTGT TICCAT TTCCAGGTTTGGTATGAAT

GAACAAGAGGCAAAGGCAAGGTGGAGTCTGTGTATGEGCCCTCTCTAGGAGTTTAATCTG
R N NN RN R R RSN N RN A RN RN AR AR O RN R RN N NN NN ONE ]
GAACAAGAGGCARAGECAAGGTGEAGTCTGTGTATGGGCCCTCTCTAGGAGTTTAATCTG

GCATATCAATATTTAACTTGGGAGCTGCGEGARCATATTTCCCAGGGATTAARACTACCT
RN R R R R RN AR RN N N NN R R RN NN NENY ]
GCATATCAATATTTAACTTGGGAGGTGGGEGAACATATTTCCCAGGGAT TARAACTACCT

GGTCTTOCCAAACACTGGAGCARTTTTCGGAGCTTCTGGAACCARTGTTTCTTCAGCACC
PLTRCETEEEN RO O e e e e e
GGTCTTCCCARACACTGGAGCAATTTTCGEAGCTTCTGGARCCARTGTTTCTTCABCACT

TTCGCTATCTTCCTGATGGAGATCATATGAAATGTTCCCATATTCTCTTAARAATGGGAR
PERRCRERRRN TR s et bt sn e bt e
TTCGCTATCTTCCTGATGGAGATCATATGAAATGTTCCCATATTCTCTTAARAATGGGRA

AATTTCARGCAGAAACTGGCAGARGTCTCTGCGAATACCAARCCACCAATGATTGOCCCT
R AR R R R AR R RN RN R RN NN R RN AR RN R AR RN R N R R}
AATTTCAAGCAGAAACTGGCAGAAGTCTCTGCGAATACCAAACCACCAATGATTGOCCCT

[ XY

2260
13287
2200
13347
2140
13407
2080
13467
2020
13527
1960
13587
1900
13647
1840
13707
1780
13767
1720
13827
1660
13887
1600
13947
1540
14607
1480
14067
1420
14127
1360

14187
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Query: 1353 TTTTGGCCTAARTGTTGTGGTCATTAAAGTTAGTAACAAAAGCCAAAGGGGGACAGATAT 1300
RN NN AR RN R R RN RN RN N RN RN AR RN RR RN AR
Shjct: 14188 TTTTGGCCTAAATGTTGTGGTCATTAAAGTTAGTAACARAAGCCAAAGGEGGACAGATAT 14247
Query: 1299 GGAGATACAGGAGAATGTATTGCGGCCATCCAGTCTGTGAMCCAGCAGGACTTCAMAGGT 1240
R R RN RN R R RN R AR R RN RN RN RN AR A R R RN AR RN NN RIRR D
Shjct: 14248 GGRGATACAGGAGAATGTATTGCGGCCATCCAGTCTGTGAMCCAGCAGGACTTCAARGGT 14307
Query: 1239 GAGCAGGGCACGATGACAGTOGTTATCCAGCTGATEGCCATGGTCACGTGTGTTICTTCAC 1180
RN RN RN R AR R AR R AN R R RN RN AR RN RN AN R RN RN ENANRRE
Sbjct: 14308 GAGCAGGGCACGATGACAGTOGTTATCCAGCTGATGGCCATGGTCACGTGTGTTCTTCAC 14367
Query: 11739 TGCCCTGGTAGTTCTCATTTGITCITTITICTAGTTTCTTAAGGTAGARGCTGATGTCATT 1120
R RN RN RN R R R RN RN R RN R NN NN AR R R R R RN R AR R RN RN RN NN RS
Sbjct: 14368 TGCCCTGGTAGTTCTCATTTGTTCTITITTCTAGTTTCTTARGGTRGAAGCTGATSTCATT 14427
Query: 1113 GATTCARAACCTTTCTT 1103

RERRANRRARERERRN
Shjct: 14428 GATTCARAACCTTTCTT 14444

,,Query” = Vonatkoztatasi
,,Sbjct” = Vizsgalt

(b) Homoldg szekvencia a 8q11.22-kromoszomén
Az Ac034174-es Ensembl-kontigon azonositottunk egy tovabbi homoldg szekvenciat.
A homoldg nukleotidszekvencia-fragmensnek megfeleld aminosav-szekvencia a ko-

vetkezo:

BATTTTGGTATATGGTGCARARARAGGGGTCCART TTCTTCTGCARCTGECCAGCCAGTTATCTCAGCATCATTAATTGR
ATAGGGAATCCTTACCCCACTGAT TGT TTTTIGTCAGGTTTGTCARAGATGARATAGT TGTAGGTGTATGCTCI TATTTCT
GGGTTCCCCATTCTGTTCCACTGETATATCTGTCPGGT T T TGARCTAGTGCCATGCTGTTTTGGTTACTATAGCCCTGTT
TARAATCARATGGAGTGATGCCGCCRCGT TGTATT TATTITATITT T TTATTATACT TTARGTTCTGGGATACACATGOC

ATGGTGGTTTGCTGCACCCAACARTCCATTATCTATGTTGTTTTCTC

(c) Homoldg szekvencia a 3p25.3-kromoszéman

A 3. kromoszéman a kdvetkezé homoldg szekvenciat azonositottuk:

CCACCTTGGGCACCTTGGTGTCTTTCAAARGTGCCAGGCTCCTTCCTGOCTCAGGGCCTTTGCACTTGCTGCTCCCTCCG
TTTGAMTACTGTATCCCAGAGAGTCCCATTTCTGGCTCCTAATTCAGACTGA

(d) Homolog szekvencia az Xp21.1-kromoszoman
AC027722.00010

Hosszusag: 3 576
HSP negativ szalak
Pontszam: 65 (22,9 bit); vart: 4,1e+02; 6sszeg P(2): 1,0; azonos aminosavak: 11/90 (37 %);
pozitiv talalatok: 19/90 (63 %); fazis: -1
Vonatkoztatasi: 159 RLDKIIHWPWLVVCVPLWI-LMSFLCLVVL 187

R+ ++W L C+P+W+ +SF CL+L

Vizsgalt: 1848 RIMSSLNWDSLTSCLPIWMTFISFSCLIAL 1759
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Pontszam: 57 (20,1 bit); vart: 4,1e+02; 6sszeg P(2): 1,0; azonos aminosavak: 16/147 (33 %);
pozitiv talalatok: 24/147 (49 %), fazis: -2
88 VGIHLLLLMFEVLVCDRIERG-SH-FWLLVFMPLFFVSPVSVAACVWGF 134
+G L++F VD++ G HFWL +PLFVS C++
2507 IGCCFLIVCFVCFVEDQMYVGLQHYFWALYSVPLFCVSVFVPVPCSFSY2361

Az e homoldg szakaszoknak megfeleld nukleotidszekvenciak a kdvetkezdk:

ATCATGTCATCTCTARACTGGGATAGTTTGACTTCCTGTCTTCCTAT I TGGATGACTTTTATTICTTTCTCTTGCCTGAT
TGCTCTGG

és
ATAGGGTCTTCTTTCCTCATTGTTTGTTTTGTCTGCTITGTGGAAGATCAGATGTATGTAGSTTTGCAGCATTATTTCTG
GGCTCTCTATTCTGTTCCT I TG T PCTGTE TG ICTGIGTTTGTACCAGTACCATGTITCTTITTAGT TACT

Mindazonaltal, e szekvencidkbol hidnyzik a DRI konszenzus-szekvencia.
(d) Alternativ ,,splice”-termékek (ee3-1b-h és ee3-1c-h)

Az ee3_1_h human géntermék alternativ ,,splicing” eredményeként létrejott valtozatat
(ee3 1b_h; 3/b azonositészamu szekvencia) azonositottuk (Id. a 11/B abrat). Ez a termék a 3.
exonban 1év6 konszenzus ,,splice”-donor helybdl ered, és médositott C-terminélist €s korabbi
transzlacios stop-kodont tartalmazé médositott nyitott leolvasési fazist eredményez. E modo-
sitott nyitott leolvasasi fazis 166 aminosavas, 192 kD molekulatémegti proteint kodol, amely a
negyedik transzmembran-domén utan végzddik (Id. a 15/B 4brat; 7/b azonositoszamu szek-
vencia). Azonositottunk egy masik alternativ ,,splice”-terméket is (ee3_lc_h; 3/c azonosito-
szamu szekvencia; 11/C abra). Az altala kédolt protein aminosav-szekvencidja (7/c azonosito-
szamu szekvencia; 15/C abra) a masodik transzmembran-domén utdn van hasitva. Ezeket a
,splice”-termékeket a Shepard és mtsai. altal leirt eljarassal végzett klonozas és szekvenalas
(1d. az 1. példat) soran azonositottuk.

Az ee3_1b_h transzmembran-régidinak megjoslasat a kovetkezSk szerint végeztiik:
---— Rendkiviil elény6s modell: N-terminalis kiviil

4 erés transzmembran hélix, 6ssz-pontszam: 6315

Sorszam | Kezd§ pozicid | Befejezd pozicié | Hosszisag | Pontszam Orientacio*
1. 15. 33. 19 2066 k-b
2. 40. 56. 17 1143 b-k
3. 83. 102. 20 1765 k-b
4. 112. 134. 23 1341 b-k

* b: beliil; k: kiviil

Ez a ,,splice”-termék funkcionalisan fontos szerepet jatszik a teljes hosszusagi recep-
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torok miikddésének szabalyozéasaban. Vo., példaul, a V2 vazopresszin-receptorral [Zhu és
Wess: Biochemistry 37, 15773 (1998); Schulz és mtsai.: J. Biol. Chem. 275, 2381 (2000)].
Mivel a GPCR-proteinek homo- vagy heterodimerizacién mehetnek keresztiil [Bouvier: Nat.
Rev. Neurosci. 2, 274 (2001)], a talAlmany szerinti szekvenciak ilyen ler6vidiilt alakjai domi-
néans negativ szerepet jatszhatnak.

Ennek megfelelen, a talalmany igényelt oltalmi kérébe tartoznak a taladlmany szerinti
ee3-proteinek ,,splice”-alakjainak (példaul, csupasz DNS-ként, talalmany szerinti expresszios
vektorba foglalt DNS-ként, talalmény szerinti proteinszekvenciaként vagy hasonloként), illet-
ve azok valtozatainak fentebb leirt rendellenességek kezelésére szolgalé hatdéanyagok el6alli-
tasara torténd alkalmazasa. Ezenfeliil, a taladlmany igényelt oltalmi korébe tartozik e ,,splice’”-
alakok talalmany szerinti, ee3-csaladba tartozo receptorok farmakoldgiai befolyasolhatosaga-

nak vizsgalatara torténd alkalmazasa is.

6. példa
Az ee3-csaladba tartozé proteinek topolégiai adatai
A TMPred-program alkalmazéasaval végzett TM (transzmembran)-szkrinelés eredmé-
nyeként a kévetkezd, rendkiviil elényds modellt kaptuk:
(a) ee3-1
---— Rendkiviil elényds modell: N-terminalis kiviil

7 er8s transzmembran hélix, 6ssz-pontszam: 11 863

# | Kezd6 poz. | Bef. poz. | Hossz | Pontszam | Orientacio

1. 15. 33. 19 2066 k-b FLIYACLLLFSVLLALRLD

2. 40. 56. 17 1143 b-k YWAVFAPIWLWKLMVIV

3. 83. 102. 20 1765 k-b AMLIAVGIHLLLLMFEVLVC

4. 112. 134. 23 1341 b-k WLLVFMPLFFVSPVSVAACVWGF
5. 168. 191. 24 2978 k-b WLVVCVPLWILMSFLCLVVLYYIV
6. 211. 227. 17 1070 b-k ITMALSWMTIVVPLLTF

7. 240. 258. 19 1500 k-b AFSCIPIFVPLWLSLITLM

A transzmembran-domének kozotti szegmensek, sorrendben, 15, 7, 27, 10, 34, 20, il-
letve 13 aminosavasak, az intracellularis szegmens pedig 92 aminosav hosszusagu.
(b) Az ee3-2-re azonos képet kaptunk:
---— Rendkiviil elényés modell: N-terminalis kiviil

7 erds transzmembran hélix, 6ssz-pontszam: 12351
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Sorszam | Kezd6 pozicié | Befejezd pozicid | Hosszusag | Pontszam | Orientacid
1. 15. 36. 22 1811 k-b
2. 32. 50. 19 1219 b-k
3. 83 102 20 1765 k-b
4. 112. 134. 23 1341 b-k
5. 168. 191. 24 3068 k-b
6. 211. 227. 17 1239 b-k
7. 243, 260. 18 1951 k-b

A transzmembran-domének kozotti szegmensek, sorrendben, 15, 0, 33, 10, 34, 20, il-
letve 16 aminosavasak, az intracellularis szegmens pedig 90 aminosav hossziisagu.

(c) Az 6sszehasonlitasra alkalmazott kontroll kisérlet az ismert CCR-5-receptor (amely szin-

crcr

Sorszam | Kezdd pozicié | Befejez8 pozicidé | Hosszusag | Pontszam |  Orientacid
1. 51. 76 26 2895 k-b
2. 89. 108. 20 1155 b-k
3. 124. 145. 22 1163 k-b
4. 163. 187. 25 1415 b-k
5. 220. 239. 20 2183 k-b
6. 260. 281. 22 1782 b-k
7. 298. 325. 28 1325 k-b
5 A transzmembran-domének kézotti szegmensek, sorrendben, 51, 13, 16, 18, 33, 21,

illetve 17 aminosavasak, az intracellularis szegmens pedig 46 aminosav hosszisagu.

A tavoli rokon 7TM-receptorok (bradikinin-2, CXCRS, galanin-receptor-2 €és anafilo-
taxin-CS5a) altalanos topoldgidjanak (az egyes transzmembran-doménekben lév6 aminosavak,
vagyis az N-terminalist, a C-terminalist és a hurkokat alkoté aminosavak szaménak) talalmény

10 szerinti ee3_1-proteinre meghatirozott topolégiaval torténdé 6sszehasonlitasaval a kdvetkezd

eredményeket kaptuk:

Receptor | N-term. 1. 2. 3. 4. 5. 6. Maradék
CSa 39 12 14 22 28 16 20 45
BK-2 63 13 14 20 27 26 24 56
Galanin2 28 10 17 19 24 25 1 105
cxcer-5 55 11 14 21 30 18 23 46
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mw 43,3 11,7 15,0 20,3 26,3 22,3 15,0 63,0

ee3_1 15 7 27 10 34 20 13 92

E proteinek altalanos topoldgidja egyértelmiien hasonlo.

7. példa
Az ee3-1 motivumainak és szignalszekvenciainak
meghatarozasa
A Prosite-program alkalmazasaval a kovetkez6 eredményeket kaptuk:
Egyezd mintazat: PS00001 ASN_ glikozilacié
294. aminosav: NISY
Osszes egyezés: 1
Egyez6 mintazat: PS00006 CK2_foszforilaciés_hely
77. aminosav: TCVE
Osszes egyezés: 1
Egyez3 mintazat: PS00008 Mirisztil
57. aminosav: GASVGT
263. aminosav: GQKGGN

Osszes egyezés: 2
Ilyenformén, a 77. poziciéban CK2 foszforilaciés hely, a 294. pozicidban aszparagin

glikozilacids hely, az 57., illetve 263. pozicidkban pedig egy-egy mirisztilacios hely talalhatd
(a 7. abra szerinti folytonos szamozas szerint). A C-terminalison tipikus foszforilacios helyet

nem talaltunk.

9. példa
Az ee3 indukalasa eritropoietin egyszeri beadasaval
Ahogy a 19. dbran lathatd, az ee3_1 expresszi6jat patkanyokban — transzkripcids szin-
ten — eritropoietin (Erypo; Janssen; 5000 E/testtomeg-kilogramm) egyetlen intraperitonealisan
beadott injekciéjaval indukaltuk. Az injekcié beadasa utan 6, illetve 24 6raval a patkanyokat
Rompun/Ketanest injektalasaval véglegesen elaltattuk, és agyukat dvatosan eltavolitottuk. A
kontroll patkanyokat séoldattal kezeltiik. A patkdnyokban az ee3_1-mRNS mennyiségét
LightCycler (Roche, Mannheim, Németorszag) alkalmazisival végzett félkvantitativ reverz
transzkriptazos polimeraz-lancreakcioval (RT-PCR) mértiikk. A mennyiségi meghatarozashoz

a minta relativ fluoreszcenciajat ciklofilin standard gérbéjével hasonlitottuk 6ssze.
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Patkany-el6agybdl (a kisagy és a bulbus olfactorius nélkiil), Chomczynski/Sacchi elja-
rasaval (savas fenolos extrakcidval) 6ssz-RNS-t izolaltunk, majd az izolalt RNS-t ,,RNeasy”
extrakcids reagenskészlet (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA) alkalmazésaval, a gyartd ttmuta-
tasai szerint tisztitottuk. Az RNS koncentracidjat fotometrikus médszerrel hataroztuk meg, és
az 6ssz-RNS kvalitativ analizisét agarézgél-elektroforézissel végeztiik. Az RNS-t felhasznala-
sig —80 °C-on téroltuk.

Az RNS - Superscript-1I (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) alkalma-
zasaval végzett — reverz transzkripcidja utan a reakcidtermékeket valos idejili ,,online” polime-
raz-lancreakcidval, LightCycler-technoldgiaval relativ kvantitativ analizisnek vetettiik ala. Er-
re a célra harom vad tipusu egér agyabdl és harom transzgenikus tg6-egér agyabdl szarmazé
Ossz-RNS-mintdkat alkalmaztunk. A ciklofilinhez alkalmazott lancindité oligonukleotidok
szekvenciai a kévetkezdk voltak:
5’-lancindité: 5°-ACCCCACCGTGTTCTTCGAC-3’
3’-lancindité: 5’-CATTTGCCATGGACAAGATG-3’

(hibridizaciés hémérséklet: 60 °C).

A patkanyeredetti ee3 1-hez a kovetkezd lancindité-oligonukleotidokat alkalmaztuk:
5’-lancinditd: 5’-GGTGTGGGAGAAATGGCTTA-3’

3’-lancinditd: 5’-ATACCAGCAGAGCCTGGAGA-3’.

A mennyiségi analizishez a cDNS sorozathigitasait (1:3, 1:9, 1:27, 1:81 és 1:243) a ko-
vetkezd séma szerint amplifikaltuk: kezdeti denaturalas 94 °C-on 5 percig, majd amplifikacié
50 cikluson keresztiil [ciklusonként 94 °C-on 5 masodperces denaturalas, 55 vagy 60 °C-on
(az adott lancindit6tdl fiiggden) 10 masodperces hibridizacié; és 72 °C-on 30 masodperces
lanchosszabbitis]. Az egyes minték fluoreszcencidjat minden ciklus végén 80 °C-on 10 ma-
sodpercig mértiikk. A reakcidtermék specifitasat agardzgél-elektroforézissel és olvadaspont-
gorbe analizissel bizonyitottuk (abrat nem kdozliink). Mindegyik PCR-reakcié pontosan egy re-
akcidterméket eredményezett.

A mennyiségi meghatarozasra a PCR-reakci6 logaritmikus fazisat alkalmaztuk (a meg-
felels gorbéhez érintét fektetve). A hemoglobin esetében eredményként gyakorlatilag parhu-
zamosan hajlo vonalakat kaptunk, igy e gérbék meredekségét felhasznalhattuk a ciklofilinre
kapott standard gérbékkel t6rténé 6sszehasonlitasra. A normalizalt PCR-termék minden egyes
cDNS-higitasara atlag * szoras értékeket allapitottunk meg. Az igy kapott kvantitativ kiilénb-

ségek az RNS-expresszid (transzgenikus és vad tipusu allatok k6zotti) relativ kiilonbségének



10

15

20

25

30

-74 -
feleltek meg. Valamennyi reakcié egyetlen reakcioterméket eredményezett. Az ee3-ra az atla-

gos indukcids faktor hat dra elteltével 1,35-szeres, 24 ora elteltével pedig 1,44-szeres volt.

9. példa
Az ee3-1-RNS megoszlasa az agyban

Egerekben az ee3_1-transzkriptum lokalizacidjat — radioaktivan jelslt oligonukleotid-
proba alkalmazasaval végzett — in situ hibridizaciéval tanulményoztuk. A vizsgalat céljara —
20 °C-on, kriosztattal 15 um vastagsagl agymetszeteket készitettiink, melyeket poli-L-lizinnel
bevont targylemezekre helyeztiik és foszfatpufferelt séoldatban (PBS, pH=7,4) 4 % parafor-
maldehiddel fixaltuk. Az oligonukleotidot — terminalis transzferaz (Roche Diagnostics, Mann-
heim) alkalmazasaval - a-35S-dATP-vel jeloltiik. A jellést, illetve az azt kovetd hibridizaciot
Wisden és Morris eljarasa [,,In situ-Hybridization Protocols for the brain”, Academic Press
(1994)] szerint végeztiik.

Az radioaktivan jelolt ee3_1.3as-préba (Aacgaagggcca
gtagcacagagaacagcagcagacaggceatagatgagg) alkalmazasaval az ee3_1 expresszidjat a kovetke-
z8 agyteriileteken tudtuk lathat6va tenni (1d. a 20. abrat): cerebellum (ce), hippocampus (hc),
fogazott gyrus (dg) és cortex (co), elsésorban az entorhinal cortex (ent) és bulbus olfactorius
(olf A megfelel6 szensz kontroll (ee3_1.3s: cctcatctatge ctgtetgetgetgttctetgtgetactggeecttegtt)

alkalmazasaval specifikus jelet nem kaptunk (4brat nem mutatunk be).

10. példa
Az egerekben megfigyelt ee3-1-eloszlas immunhisztokémiai kimutatasa

Paraffinba agyazott szovetb6l 2 um vastag metszeteket készitettiink, azokat el6kezelt
targylemezekre (DAKO; Glostrup, Dania) helyeztiik, levegén egy éjszakan at szaritottuk,
majd paraffinmentesitettiik (xilol és csokkend rendii alkoholok alkalmazésaval). Citratpuffer-
ben 10 percig 500 W mikrohullamu kezelést kévetéen a metszeteket parasitott kamraban, szo-
bahémérsékleten egy ora hosszat 1:500 higitasu anti-ee3_1 szérummal (AS4163) inkubaltuk.
Az immunreakciét ABC-technikaval, kromogénként DAB alkalmazasaval, a gyarté (DAKO,
Glostrup, Dénia) dtmutatasa szerint tettiik 14thatova. Negativ kontrollokként azonos mddon,
de els6dleges antitest nélkiil kezelt metszeteket, illetve olyan metszeteket alkalmaztunk, ame-
lyek esetében az elsGdleges antitest helyett a megfeleld, immunizalas eldtti szérumot alkal-

maztuk.
Az immunhisztokémiai festddési vizsgalat eredményeit a 22. 4bran mutatjuk be. Osz-
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szességében, az ee3 lényegében neuron-specifikus lokalizacidjat mutattuk ki (néhany strukti-
ratol eltekintve a bélben és a tiid6ben). Az ee3 a koordinalé funkcidji neuronokban (az V.
agykérgi réteg nagy piramissejtjeiben, a bulbus olfactorius mitralis sejtjeiben €s a cerebellum
Purkinje-sejtjeiben) nagy gyakorisaggal expresszalodik. A 22. ébra ,,A”-,,C” képein az ee3 V.
agykérgi rétegben megfigyelhetd lokalizacidja lathat6 (a neuronalis projekcidk pontosan kive-
hetd festddésével). Az entorhinalis cortexben intenzivebb festédés lathaté (C). Fizioldgiai
szempontbdl, az informécid az entorhinalis cortexbdl a hippocampusba aramlik, ami elésegiti
a tanulast és a memdriat.

Az entorhinalis cortex mdédosulasa gyakran megfigyelhetd a stroke-ban és Alzheimer-
kérban szenvedd betegeknél, illetve fej- és agysériilést kovetden. Az entorhinalis cortex rend-
ellenességei viselkedési valtozasokat okozhatnak, melyek az érzékelés elégtelen feldolgozasa-
ban és tanuldsi nehézségekben nyilvanulnak meg [Davis és mtsai.: Nurs. Res. 50(2), 77
(2001)]. A 22/D-22/F abrakon az ee3 hippocampusban megfigyelhetd eloszlasat szemléltet-
jiik. Ezeken a képeken szembetiing a CA3-szektorban tapasztalhaté expresszio ¢s a CA2- és
CAl-szektorban az expresszié hidnya kozotti éles hatar. A CAl-régidoban — és, bar kisebb
mértékben, a CA4-régidban — 1évé a neuronok kiilondsen fogékonyak a nekrézis- és gyulla-
das-mentes fizioldgiai sejthalélra (apoptozisra), kiilénosen 1étezé altalonos kézponti idegrend-
szeri karosodas esetén [1d. pl., Hara és mtsai.: Stroke 31, 236 (2000)]. Ezzel szemben, ugy tii-
nik, a fogazott gyrusra inkabb a nekrotikus karosodas van hatéassal. A fogazott gyrus koros sti-
mulust kévetSen a de novo neuronképzdidéssel all osszefiiggésben [Takagi €és mtsai.: Brain
Res. 831, 283 (1999); Parent és mtsai.: J. Neurosci 17, 3727 (1997)]. Az ee3 a nem neocortex-
eredetii teriileteken is megtalalhatd; igy a cerebellum Purkinje-sejtjeiben (G, H), melyek koor-
dinal6 neuronokként funkciondlnak, és a bulbus olfactorius mitralis sejtjeiben (I, J). Az ee3
intenziv expresszaléddsa mutathato ki a retina ganglionjaiban és érzékeldsejtjeiben (K, L).

Az utdbbi években beszamoltak az eritropoietin retinaban kifejtett neuroprotektiv ha-
tasarol [Id. Junk és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(16), 10659 (2002);Grimm ¢és mtsai..
Nat. Med. 8(7), 718 (2002)]. Ezek a felismerések az EPO-indukci6 és az ee3-expresszio ko-
z6tt Gsszefiiggést engednek sejtetni. A EE3 szintén nagymértékii expressziot mutat a motoros
rendszerbe tartozé neuronokban. Ilyenforman, specifikus expresszié mutathat6 ki a gerincve-
16ben, az eliilsé szarv nagy motoneuronjaiban (Id. 22/M 4bra), illetve a trigeminalis mag mo-
toros magvanak funkcionalisan egyenértékii neuronjaiban (22/N &bra).

Az ee3 gerincveldben tapasztalhatd eloszlasa nagy valdszintlséggel felhasznalhaté az

crcz
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rdézis (ALS; Lou Gehrig betegség v. Charcot betegség) olyan neurodegenerativ rendellenesség,
amelynek évi el6fordulasi gyakorisiga 100 000 fére szamitva 0,4 és 1,76 kozotti (Adams és
mtsai.: ,,Principles of Neurology”, 6. kiadas, New York, 1090-1095. old.). Ez a motoneuronos
rendellenességek leggyakoribb formaja, amelyre olyan tipikus manifesztaciok jellemzdk, mint
a generalizalt izomrangasok, a vazizomrendszer progressziv atrépidja és gyengesége, izomme-
revség és pozitiv piramidélis pélyai tiinetek, artikulaciés zavar (dysarthria), nyelési zavar
(dysphagia) és nehézlégzés (dyspnoea). A betegség patoldgiai hattere foként a gerincveld eliil-
sé szarvaban és az agytdrzs motoros magvaiban az idegsejtek fogyasa, de érintheti az agyké-
reg elsérendii motoneuronjait is. E betegség patogenezise jorészt ismeretlen, bar a vizsgalt
csaladi 6rokl6dési esetekben a szuperoxid dizmutdz muticidinak szerepét reszletesen feltar-
tak. Napjainkig a SOD-protein t6bb, mint 90 olyan muticidjat irtak le, melyek ALS-t okoz-
hatnak [1d. Cleveland és Rothstein: Nat. Rev. Neurosci. 2, 806 (2001)]. Ugy tiinik, ebben a be-
tegségben a neurofilamentumok is szerepet jatszanak. Egy masik patogenetikus faktor az exci-
totoxicitas (amely glutamat-felesleg altal kivaltott mechanizmus), amely emberekben a riluzol
hatasaval bizonyithatd. A kaszpazok és az apoptozis aktivalasa egylittesen az ALS patogenezi-
sének tovabbi médjanak tiinik [Ishigaki és mtsai.: J. Neurochem. 82, 576 (2002); Li és mtsai.:
Science 288, 335 (2000)]. Az ee3-protein lokalizacidja az ALS-sel érintett neuronokon egyér-
telmiien azt jelzi, hogy e betegség esetében az ee3-agonistak és -antagonistak funkcionalis/di-
agnosztikai téren alkalmasak lehetnek.

Az ee3 kozépagy substantia nigra teriiletén megfigyelt lokalizacidja (22/O és 22/P ab-
ra) a Parkinson-kér terapias és diagnosztikai lehetdségeire mutathat ra. A Parkinson-kor a leg-
gyakoribb mozgas-rendellenesség, amely Eszak-Amerikaban hozzavetSleg egymillié embert
érint (a 65 év feletti népesség kb. 1 %-a szenved ebben a betegségben). A Parkinson-kor f8 tii-
netei a merevség, a remegés és a mozgasképtelenség (akinesia) (Adams és mitsai.: ,,Principles
of Neurology”, 6. kiadas, New York, 1090-1095. old.). E betegség oka ismeretlen, azonban
poszt-mortem szdvetek és allatmodellek vizsgalatai a substantia nigraban oxidativ stressz
progressziv folyamatat jelzik, ami dopaminerg neurodegeneraciot tarthat fenn. Allatmodellek-
ben a neurodegeneracié folyamatanak tanulmanyozasara - neurotoxinokkal [példaul, 6-hidro-
xidopaminnal és N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinnel (MPTP) kivalthaté - oxidativ
stresszt alkalmaznak. Bar a Parkinson-kor esetében létezik tiineti kezelés [példaul, L-DOPA
és dekarboxilaz inhibitor alkalmazasa; dopamin-agonistaként bromkriptin és pergolid alkal-
mazésa, valamint antikolinerg anyagok, pl., trihexifenidil (artane) alkalmazasa], egyértelmiien

sziikség van olyan kauzélis (azaz neuroprotektiv) kezelésre, amely képes a koros folyamat
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leallitasara. A betegség patogenezisében apoptdézisos mechanizmusok szerepe egyértelmiien
bizonyitott [allatmodellben és emberekben egyarant; 1d. Mochizuki és mtsai.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 98, 10918 (2001); Xu és mtsai.: Nat. Med. 8, 600 (2002); Viswanath és
mitsai.: J. Neurosci. 21, 9518 (2001); Hartmann és mtsai.: Neurology 58, 308 (2002)].

Az ee3 idegrendszeri lokalizacidja nagyon jelentds bizonyitékat képezi e protein ex-
presszidja és az idegsejtek sejthaldla, neurogenezise €s sejtplaszticitasa kozotti 6sszefiiggésre.

A tiidében az ee3 jol koriilirhaté strukturakban talalhaté (1d. a 22/Q-22/V abrakat). Az
ee3-at expresszald bazalis sejtek a terminalis hérgécskékben taldlhatok, és feltehetGen olyan
sejtek, amelyek neuroendokrin aktivitassal birnak. Ez a lokalizaci6 arra utal, hogy az ee3 tera-
pias jelentSségli a horgdk betegségiben. Az ee3 expresszidjat az arterioldk endotheliumaban és
simaziomsejtjeiben is kimutattuk (22/U és 22/V abra), azonban a venuldkban immun-
hisztokémiailag detektalhatd ee3-expresszidt nem regisztraltunk (22/Q és 22/R abra). Az
endothelsejtek bizonyos receptorainak nagy gyogyaszati jelentdsége van, mivel a vérben a ha-
téanyagok kozvetleniil ezzel a sejtréteggel érintkeznek. A hatdsukat a keringésben kifejté ha-
tdanyagok az arterioldkra, konkrétan az endotheliumra vagy a simaizom-rendszerre fejtik ki
hatasukat, igy az ee3 a keringési rendellenességek (példaul, artérids hipertenzié) kezelésének
vonzd célproteinje.

A bélben az ee3 elsGsorban a bélbolyhok koz6tti red6kben (22/W és 22/X abra) és a —
feltehetGen a bélplexushoz tartozé — idegsejtekben (22/Y abra) taldlhaté meg. A legtobb szo-
vettanilag vizsgalt szervben a szervspecifikus sejtek esetében nem detektaltunk specifikus fes-
tédést, hanem szdmos esetben az idegek elkiiloniild fest6dése volt jellemz8 [mint példaul, a
szivizomban (22/AA abra) vagy a kotdszovetben (22/Z abra)]. Az ee3 axonokon kimutathatd
egyértelmii lokalizacidja arra utal, hogy e molekula hasznos a periférias idegek rendellenessé-
geinek (neuropatiak, mint példaul, a cukorbetegséggel osszefiiggd, széles korli polineuropatia)
diagnosztizalasara és gyogykezelésére. Hasonldan, az ee3 a periférias idegrendszer gyakori
genetikai rendellenességei - mint példaul, a HMSN-csoportba (6roklott szenzomotoros neuro-
patiak) tartozé rendellenességek - esetében szintén hasznos lehet.

Végiil, a vazizmokban is kimutattuk az ee3 expresszidjat, ami legnagyobb valdszinti-
séggel a motoros véglemezekkel hozhatd dsszefliggésbe (22/BB abra). Ez potenciélisan a mo-

toros véglemezzel kapcsolatos rendellenességek (példaul, myasthenia gravis) esetén jelentds.

11. példa

Az ee3 proteinszinten megfigyelhetd serkentd szabdlyozasa eritropoietint tulzott mértékben
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expresszald egerekben
Az ,,AS 4163” antiszérum alkalmazésaval végzett immunhisztokémiai vizsgalattal ki-
mutattuk, hogy az eritropoietin egyértelmiien serkenti az ee3-protein termelédését (Id. a 23.
abrat). A parhuzamosan kezelt kdzponti idegrendszeri metszetekben az ee3-termelédésére jol
lathatd, megnovekedett intenzitasu jeleket kaptunk. Ezt mindegyik esetben ¢sszesen harom
egérnél mutattuk ki (vad tipusi és EPO-t tulzott mértékben expresszald tg6). A metszeteket a

genotipus vonatkozasaban ,,vak’” vizsgalat keretében festettiik és értékeltiik.

12. példa
Az ee3 és maplb egyiittes lokalizacidja és az ee3-expresszid hianya map1b-deficiens egerek-
ben

A Mapla és Maplb koénnyli lancait kéthibrides élesztérendszerben - az ee3 1 C-
terminalisaval végzett szkrineléssel — egymaéssal kolcsonhatasba 1ép6 proteinekként azonosi-
tottuk (1d. a 4. példat). A 24. abran az ee3 1 és maplb egerekben végzett kettés immunfluo-
reszcens analizisének eredményét mutatjuk be. Az eredmények az ee3 1 és a maplb termels-
désének varatlan atfedését jelzik.

A kettds immunfluoreszcens festés céljabol paraffinmentesitett metszeteket — tiz per-
ces mikrohullamos kezelést (500 W, citratpuffer) kdvetéen — nytleredetii anti-ee3 1 antitest
(AS4163) és mapla elleni kecskeerdetii antitest [MAP-1B (C20): sc-8971; Santa Cruz, USA)
egyidejl jelenlétében, parasitott kamraban, szobahémérsékleten egy o6ra hosszat inkubaltuk.
Megfelel6 mosasi 1épések utan a metszeteket FITC-vel jelolt anti-nyul és TRITC-vel jelolt
anti-kecske masodlagos antitestekkel 30 percig inkubaltuk (mindkét antitest foszfatpufferelt
sooldatban készitett 1:30 higitasaval; Dianova, Hamburg, Németorszag). Ezt kévetéen a met-
szeteket foszfatpufferelt séoldattal ismét ledblitettiik, a készitményeket ,,Histosafe”-fel lefed-
tiikk és — megfeleld filterek alkalmazasaval - fluoreszcencia-mikroszképpal (Olympus IX81,
Olympus, Németorszag) analizaltuk. A jelek egymasra rétegzését ,,Analysis” szoftver (Soft
Imaging Systems, Stuttgart, Németorszag) segitségével végeztiik. A parhuzamosan végzett,
egyszeres fluoreszcencidju festéseknél, a masik csatorndban mindegyik esetben kimutattuk
egy jel hianyat, kizarva ezéltal-annak lehetdségét, hogy a jelek a mindenkori masik csatornaba
,,sugarozodjanak at” (példaul, nem megfeleld filterek alkalmazisa miatt). Ha a masodlagos
antitestek kromofoérjait felcseréltiik, a kettds festés ugyanazt a képet eredményezte (abrat nem
kozliink).

A 24. abran a két protein kézponti idegrendszeri elhelyezkedésének meglepd egyiittes
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lokalizacidjat szemléltetjiik: zo6ld: ee3 1 festddés; piros: Maplb fest0dés; sarga: a két jel
elektronikus szuperpoziciéja. Az abran gerincvel6bdl (sc) és cerebellumbdl (cb) szarmazo
példak lathatok.

A Maplb egy fontos idegrendszeri protein, amely a mikrotubulus-asszocialt proteinek
(map-ok) egyik els6 képviseldje, amely az eml6s6k kozponti idegrendszerének kifejlédése
soran termelddik. Valészind, hogy szerepet jatszik a neuronok axonogenezisében [Gonzalez-
Billault és mtsai.: Mol. Biol. Cell 12, 2087 (2001); Gonzalez-Billault és mtsai.: Brain Res.
943, 56 (2002)]. A maplb neuronok koélcsonhatasaban betoltott, funkcionalis szempontbdl
fontos szerepét a legutobbi években mutattak ki: a maplb szerepet jatszik a fragilis X-szindré-
ma patogenezisében, amely a szellemi elmaradottsag leggyakoribb 6roklott alakja. A maplb-
mRNS-t az FMRP-protein szabalyozza, mely protein kozvetleniil a fragilis X-mRNS szaba-
lyozéasa alatt all. Drosophila-ban végzett vizsgéalat eredményei azt mutattak, hogy a maplb
(Drosophila-ban hianyzik) k&zponti szerepet jatszik a fragilis X-analog fenotipus megnyilva-
nuldsaban [Sohn: Science 294, 1809 (2001); Zhang és mtsai.: Cell 107, 591 (2001)]. A maplb
kotédik a gigaxonin-proteinhez is, amelynek mutans génje felelds az dridsaxonos neuropatria
(GAN) néven ismert recessziv genetikai betegségért [Ding és mtsai.: J. Cell. Biol. 158, 427
(2002)]. A periférias idegen elvaltozasa utan a map1b a mielinhiivelyes idegek kin6vé neuron-
jaiban egyre nagyobb mértékben indukalddik, s feltehetden szerepet jatszik az axonok sarjad-
zasaban [Soares és mtsai.: Eur. J. Neurosci. 16, 593 (2002)]. Végiil, a maplb a GABA-C-re-
ceptort valdsziniileg szinaptikus helyszinén lokalizalja [Pattnaik és mtsai.: J. Neurosci. 20,
6789 (2000)].

A maplb-gént egerekben genetikailag inaktivaltak (,,knockout”). A rendelkezésre 4llé
legjobb ,,knockout”-egerek a Meixner és mtsai. altal leirtak [Meixner és mtsai.: J. Cell. Biol.
151, 1169 (2000)]. A maplb-génre nézve homozigota inaktiv egerekben immunhisztokémiai
vizsgalattal tanulmanyoztuk az ee3 expresszidjat. Az ee3 1 fest6dése (nagymértékben csok-
kent, ami az jelzi, hogy az ee3 1-protein termelddése vagy stabilitasa nagymértékben fligg a

map1b-vel megvaldsuld kélesonhatastdl. Ilyenforman, ezen interakcid inhibitora jelentés mér-

tékben csokkent ee3-expressziot eredmeényezhet.

13. példa
ee3-1-protein kimutatasara alkalmas antiszérum eléallitasa
A humaén ee3_1-protein aminosav-szekvenciajat a ,,DNAStar” programcsomag (Laser-

gene) részét képezd ,,Protean” program alkalmazésaval vizsgaltuk. Az antiszérum létrehozasa-
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ra - masodlagos joslés, illetve megjosolt feliileti valdsziniliség és nagy antigenitas alapjan az
intracelluléris C-terminalis szakaszon elhelyezkedS, 299-315. aminosavaknak megfeleld epi-
topot (LHHEDNEETEETPVPEP) valasztottuk ki. Ezt a peptidszekvenciat — N-terminalis vé-
géhez kapcsolt ciszteinnel egyiitt (CLHHEDNEETEETPVPEP) szintetizaltuk, ami a elésegiti
a hordozodproteinként alkalmazott KILH-hoz (,,keyhole limpet” hemocianin) térténd, kontrol-
lalt specifikus kapcsolast. A peptid-KLH-komjugatummal — optimalizalt séma szerint — két
nyulat immunizaltunk. A peptidszintézist, a szintetizalt peptid KLH-hoz t6rténé kapcsolasat,
valamint a két nyul immunizalasat a BioTrend Chemikalien GmbH-td1 rendeltiik meg. Az els6é
immunizalas elétt tobb nyiil un. pre-immun szérumat — al-transzfektalt sejtek és agyi extraktu-
mok western-blot analizisével - keresztreaktivitsukra teszteltiik. Az immunizélasra két, jelen-
téktelen hatter-reakciot adé nyulat valasztottunk ki, melyeknek az elsé immunizalds utan ha-
rom héttel els6 emlékeztetdoltast, majd 1ijabb négy hét elteltével masodik emlékeztetSoltast
adtunk. Egy héttel ezutan a nyulakt6l 20 mL vért vettiink, s a szérumot western-blot-analizis-
sel és atmenetileg transzfektalt sejtek (HEK293, CHO-dhfr-) immuncitokémiai festésével
teszteltiik. A harmadik vagy negyedik emlékeztetoltast kovetden a nyulakat kivéreztettiik.

Mindkét nyul széruma pozitivnak bizonyult. Koézelebbrdl, az AS4163-antiszérum
mindkét eljaras soran nagyon specifikusan ismerte fel a kiilonb6z6 sejtekben atmenetileg ex-
presszaltatott human ee3_1-proteint, és western-blot-analizisben egészen 1:12000-es higitasig
alkalmazhatdé volt. Az AS4163-antiszérum az ee3 1-protein immunprecipitalasara is alkal-
masnak bizonyult, igy felhasznalhaté az ee3 1-protein és az ee3_1-proteinnel kdlcsonhatasba
1ép6 proteinek transzfektalt sejtekben vagy nativ szdvetben torténé precipitalasira. Az
AS4163-antiszérum felismeri az egéreredetii ee3 1-szekvencidban 1évd, megfeleld epitdpot,
amely csak egy aminosavban (nevezetesen az N304—>szerin muticidban) tér el a human szek-
venciatél. Ennek megfelelden, az AS4163-antiszérum nagyon alkalmas az ee3 1-protein ter-

mel6désének vad tipusu, transzgenikus és ,.knockout” egerekben t6rténé immunhisztokémiai

vizsgalatara (1d. a 22-24. abrakat).

14. példa
Az ee3-1 expresszidja idegrendszeri dssejtekben
4-6 hetes him Wistar-patkanyok hippocampusabol, korabbi leirds szerint [Ray és
mtsai. (1993)], idegrendszeri dssejteket izolaltunk. Az vizsgalati eljarasok Gsszhangban van-
nak a német torvényekkel. Az allatokat 1 % izofluran, 70 % N2O és 29 % oxigén Gsszetételii

gazkeverék belélegeztetésével elaltattuk és dekapituldlassal ledltiik. Az allatok agyat S0 mL —
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45 gL glikézzal kiegészitett - jéghideg Dulbecco-féle foszfatpufferelt séoldatban
(DPBS/Glc) preparéltuk és mostuk. A hippocampust hat allatbél preparaltuk, 10 mL
DPBS/Glc-oldatban mostuk, majd 4 °C-on 1600 x g-vel 5 percig centrifugaltuk. A feliiliiszo
ledntése utan a szovetet olléval és szikével homogenizaltuk, majd a szovetdarabokat
DPBS/Glc-oldattal mostuk, 800 x g-vel 5 percig centrifugéltuk, és az iiledéket — 0,1 vegyes%
dipaz-II-t (neutralis proteaz), 0,01 vegyes% DNaz-I-et és 12,4 mM manganaz-szulfatot tartal-
maz$ — Hank-féle egyensulyi s6oldatban (HBSS) tjraszuszpendaltuk. A szdvetet pipettahe-
gyek alkalmazasaval trituraltuk és szobah6mérsékleten (az oldatot 10 percenként megkeverve)
40 percig inkubaltuk. A szuszpenzidt ezutin 4 °-on 6t percig 800 x g-vel centrifugaltuk, majd
az iiledéket — 2 mM L-glutamint, 100 egység/mL penicillint és 100 egység/mL sztreptomicint
tartalmazé — 10 mL DMEM-Ham’s F-12-tapk6zegben haromszor mostuk. A sejteket ezutan 1
mL — B27-et (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2 mM L-glutamint, 100 egység/mL penicillint
és 100 egység/mL sztreptomicint, 20 ng/mL EGF-et, 20 ng/mL FGF-2-t és 2 pg/mL heparint
tartalmaz6 — neurobazalis tapkozegben ujraszuszpendaltuk. A sejteket ezutan steril feltételek
mellett hatiiregii talcakra szélesztettiik (25000-100000 sejt/mL). A talcikat 5 % szén-dioxidot
tartalmazé atmoszféraban 37 °C-on inkubaltuk. A sejttenyésztd tapkszeget hetente egyszer — a
tapkozeg kb. 2/3-a4nak cseréjével — frissitettiik [Ray és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90,
3602 (1993)].

A fagyasztott allomanybdl felolvasztott, hippocampus-eredetii Gssejteket harom hétig
tenyésztettilk, majd standard eljarasokkal, ,,RNeasy” reagenskészlet (Qiagen) alkalmazasaval
RNS-t izolaltunk. Az RNS-bdl szokvanyos moédszerekkel — oligodT-lancinditok és Super-
script-II reverz transzkriptaz (Gibco) alkalmazaséval — cDNS-t szintetizaltunk. A polimeraz-
lancreakciot a kévetkezd feltételekkel végeztiik: 94 °C-on 10 perces denaturalas, majd ampli-
fikaci6 50 cikluson keresztiil (ciklusonként 94 °C-on 30 masodperces denaturalas, 55 °C-on
50 masodperces hibridizacid; és 72 °C-on 60 masodperces lanchosszabbitas), végiil 72 °C-on
Gt perces inkubalas, majd 4 °C. A polimeraz-lancreakciot a kévetkezd lancindito-par alkalma-
zasaval végeztiik:
ee3 plus: 5’-GGTGTGGGAGAAATGGCTTA-3’;
ee3_minus: 5>~ ATACCAGCAGAGCCTGGAGA-3’.

Az utébbi években felismerték az 1j idegsejtek képzddésének (neurogenezis) neurold-
gial betegségek folyamataban jatszott szerepét. A kifejlett agy regenerativ képessége - szamos

mas szovettel ellentétben — korlatozott, és a szokatlanul magas foku cellularis specializacié
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cs6kkenti annak lehetségét, hogy a megmaradt egészséges szovet atvegye a karosodott sz4-
vetek funkciéjat. Mindazonaltal, a kifejlett agyban a prekurzor-sejtekbdl kifejlédo idegsejtek
alapvetéen képesek e funkcidk atvételére.

A neurogenezis a kifejlett agy jol kériilirhaté régidiban jatszodik le, nevezetesen az
oldals6 agykamrék rostralis szubventrikularis zéndjaban (SVZ) és a fogazott gyrusban (DG) a
szubgranularis zénaban (SGZ). Szamos kutatécsoport kimutatta, hogy a neurogenezist elsd-
sorban neurolégiai karosodas indukalja [példaul, agyi vértelenség (ischaemia); Jin és mtsai.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 4710 (2001); Jiang és mtsai.: Stroke 32, 1201 (2001); Kee és
mtsai.: Exp. Brain. Res. 136, 313 (2001); Perfilieva és mtsai.: J. Cereb. Blood Flow Metab.
21, 211 (2001)]. A neurogenezis emberekben is megfigyelhet6 [Erikson és mtsai.: Nat. Med.
4, 1313 (1998)], és valdban miikédoképes neuronok képzédését eredményezi [van Praag €s
mtsai.: Nature 415, 1030 (2002)]. A fogazott gyrus szubgranularis zénaja €s a hilus felnott
életkorban is képes 1ij neuronok képzésére [Gage és mtsai.: J. Neurobiol. 36, 249 (1998)]. Az
ee3 szembetliné mddon detektalhaté a hippocampus neurondlis Gssejtjeiben (Id. a 25. abrat),
ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az ee3 a neurogenezis szempontjabol nagy jelentSségii. A
neurogenezisben betoltott szerepe alatamasztja az ee3 neurodegenerativ rendellenességek ese-
tében altalanosan tapasztalhatd hasznossagat is.

Az endogén 6ssejtek agyban kifejtett hatasaval ellentétben, az ee3-ra hat6 gyogyszerek
alkalmazhatdk az 6ssejtek in vitro manipulalasara (pl., in vitro differenciacio és proliferacio).
Jelenleg az Ossejtek alkalmazhat6sigat szamos neurodegenerativ rendellenesség (de kiilono-
sen a Parkinson-kor és a stroke) vonatkozasaban tanulmanyozzak. Példaul, Parkinson-kdros
paciensekbe torténé transzplantacio esetén sziikség lehet a sejtek in vitro differencialodasara,
és ezaltal az injekcié utani dopaminerg hidny kompenzéldsara [helyettesitéses terapia; Arenas:
Brain Res. Bull 57, 795 (2002); Barker: Mov. Disord. 17, 233 (2002)]. Az ssejtek bejuttata-
sanak egy masik lehetdsége lehet, példaul, stroke és agysériilés esetén, az intraartérias vagy
intravénas injektalds [Mahmood és mtsai.: Neurosurgery 49, 1196 (2001); Lu és mtsai.: J. Ne-
urotrauma 18, 813 (2001); Lu és mtsai.: Cell Transplant. 11, 275 (2002); Li és mtsai.: Neuro-
logy 59, 514 (2002)]. Az ee3 &ssejt-terapiaban torténd alkalmazéasanak tovabbi lehetSsege az

ee3 agonistajat vagy antagonistdjat allanddan szekretalo sejtek el@allitasa lehet.

15. példa
Az ee3-receptorcsalad Xenopus laevis-bdl és Danio rerio-bol szarmaz6 tovabbi tagjainak

klonozasa
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A taldlmany szerinti homoldgia-kritériumnak készoénhetéen lehetdvé valt az ee3-prote-
incsalad tovabbi tagjainak klénozésa. A human ee3_1-proteinbdl szarmazé aminosav-szek-
vencidk és TBLASTN-program alkalmazésaval EST-adatbazisokat szkrineltiink, mialtal Xe-
nopus laevis-bél (afrikai karmosbéka) és Danio rerio-bdl (zebradanid) szarmazo6 expresszalt

szekvencia-jel616ket (EST-ket) azonositottunk. Ezeket az EST-ket standard eljarasokkal szek-
venalva a kovetkezd szekvencidkat allapitottuk meg:

Az x1-ee3 (Xenopus laevis) teljes hosszusagu szekvencidja:

CCCGGGCACGTTACCGTAT PGATCTTACTAGTAGCGCACAGRARCATCCTGGTCTARGCAGTTGCAGCAGCTACTGCGTT
GTAGTGGCRGTAGTTACGACTC TGTAGGTT AGAGCGGAGGCTTTGCTGGAGCARTGTCCGCCTAGTGAAGCTCGGAGAGS
TGCTCLCACCATGRATCTIAGGEECCTCTTCCAGGRT TTTARCCCCAGTARAT PTCTCATCTACGCATGT TTGTTGCTCT
TTTCTGTTCTCCT T TCOCTGCGACTGEATAATAT AT TCAGTGGAGTTACTGGGCGGTGTT PGCTCCAATATGETTGTGG
AAACTAATGETTATTCTGGGAGCCTCAGTTGGTACAGGTGTRATGGGCACGTAACCC TCARTACAGGGCAGAAGGTGAARC
ATGTGTGGAGTTCAAGGCCATGCTAATTGCAGTGGGAAT TCATT TOCTGCTICTTATGTTTGAAGT TCTTGTITTGCGATC
GTATTGAAAGAGGAANCCACTACTTCTGGTTGCTAGT CT PTATGCCT PTATICTT TGTGTCCCCAGTATCCGTTGCAGCT
TCCGTTTIGEEECT TTCCGCATGATCGATCAT TGGRAT TCGARAT CT TG TGCTICCCTCAATATTCTGCAGTTTATATTCAT
PGCCCTAMGACTTGACAGCATCATCACTTGECCTTGGC T TGTGCTATCTETCCOGLIGTGGATCCTTATGTCCTICCIG?
GCCTAGTAGTTCTGTATTATATIGTGTGGTCACT ICT GTYCCTGCOTTCARTGGATGT TAT TCCAGARCAAAGGAGAACT
Q?Aﬂmnmmmmmmmwmacmmmm

cmmmmmrhmmmmmmmmmm
CARRATCGCACCARTGTT TCGARMGARGAC TEECGTTGTCAT TACCCAGAGCCCAGGGARATATATTGCE TCCICCTGCTA
AACTTANCATCGACATGCCGGATTARGGTCAM T TTGETECCTTGAGCCCACTTTTTICTGT TTTAACTAATCCTGTTAG
rmammmsmnmmmmmmmamm

Gmmcmmmmmmhmmramnmmgucttgtmtagaattqu
ttcaagttgtgagetgttttatacoactatasaaatactttCAMMAAAARRTCTGTTTARGCCTCARGCAT TRCCTTCGA
GAAGTGATATT TGAGCACAGGECTTATCCCATATATCTAATATACACCTTCCCT TAGGAGTTACTACTCCTTGCTCACTT
CTATAGT AT ATAAGAACATTTTATCAATGTRATATATTCTGTTCARANT TATTCTTATGTACAGTATARATGGATAAR
TACAAAGTATTITTTTARATAAAAGRTGTARMATACATATAAGTTGTCARAATT T TOTTTGTAATTTACATTITAARATG
ATCTATCTCAATICTACARTCAAARAAGATCTATACAR TTICARAAGCCAG TATGCTCAT T I TATATACTGACCATGTAC
ATATTATGTAAGATGTAARGCCARACACCARTGACATGARTGT TAAGTTATTAGACTATGAATARARCATEGATTTTATT

TTATGTTGTAARARARARAAMARARRR
Az x1-e€3 nyitott leolvasasi fazisa:

ATGAATCTTAGGGGCCTCTTCCAGGAT TTTAACCCCAGTARATTTCTCATCTACGCATGTT TCTTIGCTCTTITCTGTICT
CCPTTCCCTGOGACTGGATAATATTATTCAGIGGAGT TACTGGGCGETETTTGLTCCARTATGGTITGTGCRARCTARTGG
TTATTGTGGGAGCCTCAGT TGGTACRGG TG TATGCGCACGTARCCC PCAATACAGGECAGARGGTGAMACATGTGTGGAG
TTCAAGGCCATGCTAATTGCAGTGEGAAT TCATTIGCTGCTICTTATGTT TGARGTIC TIGTT IGCGATCGTATTGARAG
AGGRAACCACTACTTCTGGTTGCTAGTCT TTATGCCTT TATICTITCTCTCCOCAGTATCCGTTGCAGCT TGCGT TTGGE
COTTTCGGCATGATCGATCATTGGAATTGGRARTCT IGTGCTCCGTCARTATTCTGCAGT TTATATTCATTGCCCTAAGA
CTTGACAGCATCATCACTTGGCCTTEOCTTGTGGTATGTGTCCCGCTSTGGATCOCT TATGTCCTTCCTGTGCCTAGTAGT
TCTGTATTATATTGTGTGGTCAGTTC TGT TCCTGCGTTCARTGGATCT TATTGCAGARCARAGGAGARCTCATATTACTA
TGGCAGTCAGTTGGATGGC TATAGT TETACCGCTICTGACATTCGAGATAT TACTYGT TCATCGACTTGATGGGCACAAT
CCATTATCGRATATCCCTATATTTGTTCCGCTTTGGCTTTCCTITAATAACCTTGATGGCARCARCCT P TGGACAGARRGG
AGGCAATCACTGETCSTT TGGGATTCGTAARGRCTTCTGCCAGTITCTGTTGGAGATT TTCCCTZTTCTTCGAGAATATG
GCAATATCTCATATGRTATTCATCATGAAGACAGTGARGATGCTGRAGAARCACCTETACCGGAGOCCCCCARAATCGCA
CCAATGTTTCGRAAGRAGACTGGCGT TETCATTACCCAGAGCCCAGGGARATATATTGTTCCTCCTGCTAARCTTARCAT

CGACATGCCGGATTAR

Az x1-ee3 aminosav-szekvencidja:

MNLRGLPODERPSKFLIYACLLLESVLLS LRLDRI IQWS YWAVEAPI REMKEMNV IVGASVGTGVHARNPQYRAEGETCVE
FRAMLIAVGIHLLLLMFEVLVCDRTERGRHY FRLLVFMPLEFVSPVSVARCVWGFREDRSLELETLCSYHILQFIFTALR
LDSIITWPHLVVCVPLMILMSFLCLVVLY YIVRSVLFLRSMDVIAEQRRTHI THAVSRMATIVVPLLTFEI LLVHRLDGHNR
PLENIPIFVPLWLSLITLMATY PGOEGGHHWREGY RKDFCOFLLEIFPFLREYGHI SYDI HHEDSEDAEETPVFEPPRIA
PMFRRRTGVVITQS PGRYIVPPAKLHNIDMED
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Danio rerio-nal ezek a szekvenciak a kovetkezdk (dr_ee3):

CTCGAGCACTGTTGGCCTACTGGGATGTGAGTGOCAGTCAGCTAGCCAGOCTCTOCTTTTCAGT TCATGTARCTATGSGTC
TGAAGAGGAARCCATGAATCTCCGAGGCGT TTTCCAAGATTTCAACCCCAGTAMGTTCCTGATCTACGCATGTCTGC TG
TCTTCTCTGTGCTGC TGTCACTGAGCCTGEATEECATCATCCAGTGEAGCTACTEOBCCETOTITTGCGCCCATCTGGCTC
TGGAAGCTCATGGTCATCATCGGGGCETCTGTGOGCACTGGRAGTGTGGGLTCACARCCCGCAGTACAGGGCTGAAGGGGA
GRCGTGTGTGGAGT TTARGGCOCATGCTGATCGCAGTGOGARTCCACCTGCTOC TRCTCACC TTCGRGGTGCTGGTCTGCG
AGCGCOIGGARCGGGCTTCGATCCCC TACTGGCTCCTGGTGT ICATGCCOCTCTTCTTCGTCTCTCCGGTGTCAGTGGCA
GOGTCTETETCGEGATTCAGACACGACCGC TOCCTCCAGCICEAGATTCIC TGC I TG TARNTATICTTCAGTTTATCTT
CATCGCICTGAMC TGGACGGGATCATCAGCTGELCETGGCTGETES TG TGTGTCOOGCTCTGGATCCTCATGTCCTTCT
5 TETCTCTGGTGGTectctat tatategtgtggtetgTGCTETTTCTGCGCTCCATGGRATGTGATCECGEAGCAGOGGCEC
ACACACATCACCATGGCCATCAGCTGGATGACTATAGTCGTGCCCCTGCTCACTTTTGAGAT TCTCCTCGTCCACARGCT
gGATAATCATTATAGCCCCAACTACETCCCGRTGTTIGTICCTCTCIGEGT TTCTITACTGACT CTARTGGTGACCACAT
TTCCCCAGARAGGRAGGCAATCACTGGTGGTTTGGCATCCGTARAGACT TCTGCCAGT TTCT gCTGGAGCTCTTCCCGTTC
CTCAGGGAATATGGCAACATCTACTATGACCTGCATCACGRGGACTCAGACAT GTCCGRGGRGTTGCCCATTCACGAGGT
GCCCAAAATCCCTACCATGT TTAGQCAAGAAGACGGGEET GETGATCACCCARAGCOCTGGEGAAATACTTTGTGCOCCCAC
COAAACTGTGCATCGACATECCAGACTAACATIGCAGCTCICETATACAGTATAGCACTATGCANTCCAATTCGCTTTST
ncmmmmmnmmmmmrmmcm

CTGTTGACATCA

10 A dr-ee3 nyitott leolvasasi fazisa:

ATGAATCTCCGAGGCGTTTTCCARGATTTCARCCCCAGTARGTICCTGATCTACGCATGTCTGCTGCTCTTCTCTCTGET
mcwmrmnmmmmnmmmmmmm

15 : ,
GCARCATCTACTATGACCTGCATCACGAGGACTCAGACATGTCOGAGGAGTTGCCCATTCACGAGGTGCCCARRATCCCT
ACCATGTITAGCAAGAAGRCGOOGGTGGTGATCACCCAARGCCCTGGEARRTACT TPGTGCCCCCACCCAARCTGTGCAT
CGACATGCCAGACTAA

Az dr-ee3 aminosav-szekvencidja:

MNLRGVEQDENPSKFLI YACLLLFSVLLSLRLDGI IQWS YWAVFAPINLWELMVI IGASVGTGVWAHNPQYRAEGETCVE

FEAMLIAVGIKLLLLTFEVLVCERVERASI PYWLLVEMPLFFVSPVSVARCYRGEFRADBRSLELEILCSVRILOFPIFIALK

LDGIISWPHLVVCVEIMILMSFLCLVYLYYI VRS VLY LRSMDVIAEQRRTRI THMAI ST IVVPLLY PEI LLVHELDNHY

SPRYVPVPVPLWVSLVT LMV TT FGOKGEHHNWIGIRRDFCQFLLELFPFLREYGHIYYDLHAEDSDMSEELPTHEVPKIP
20 TMPERRIGVVITQSPGKYFVPPPKLCIDMPD

A 27. dbran — két, X. laevis-bél és D. rerio-bdl szarmazoé protein segitségével - az ee3

nagyfoku evoliicids konzervaltsagat szemléltetjiik.
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A szekvencialistaban el6fordulé kétetlen szovegek forditasa

1. azonositészamu szekvencia:
<223>ee3 cl (egér)
<223> KezdSkodon: atg (160-162. nukleotidok), stopkodon:
taa (1210-1212. nukleotidok);
2. azonositoszamu szekvencia:
<223> , Epoest3”
3. azonositoszamu szekvencia:
<223> Kezd6kodon: atg (301-303. nukleotidok), stopkodon:
taa (1351-1353. nukleotidok);
4. azonositészamu szekvencia:
<223>ee3 1 (human)
<223> Kezd6kodon: atg (117-119. nukleotidok), stopkodon:
tag (1167-1169. nukleotidok);
5. azonositoszamu szekvencia:
<223> Alternativ ,,splice”-termék, ee3_1b_h (human)
<223> Kezddkodon: atg (114-116. nukleotidok), stopkodon:
tga (612-614. nukleotidok)
<223> aggt (535-538. nukleotidok): ,,splice”’-donor
konszenzus hely;
6. azonositoszamu szekvencia:
<223> Alternativ ,,splice”-termék, ee3_1lc_h (human)
<223> Kezddkodon: atg (130-132. nukleotidok), stopkodon:
tag (346-348. nukleotidok);
7. azonositdszamu szekvencia:
<223>ee3 2 (human)
<223> KezdSkodon: atg (399-401. nukleotidok), stopkodon:
taa (1449-1451. nukleotidok);
8. azonositoszamu szekvencia:
<223> ee3_2-szekvencia, masodik, alternativ poliadenilécids
szignallal

9. azonositdszamu szekvencia:

--------
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<223>ee3 1 (egér);
10. azonositdészamu szekvencia:
<223>ee3_2 (egér),
11. azonositoszamu szekvencia:
<223>ee3 1 (human);
12. azonositészamu szekvencia:
<223>ee3 1b_h (human);
13. azonositészamu szekvencia:
<223>ee3 lc_h (human);
14. azonositészamu szekvencia:
<223>ee3 2 (human);
15. azonositészamu szekvencia:
<223>ee3_5 (huméan)
<223> Kezd6kodon: atg (1162-1164. nukleotidok), stopkodon:

taa (1606-1608. nukleotidok)
<223> Leolvasasi fazison beliili stopkodon: tga (1114-1116.

nukleotidok);

16. azonositdészamu szekvencia:
<223>ee3 5 (human);
17. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ,,Flag”-peptid

leiras, 30. old.
18. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: a 8 abran bemutatott talalmany szerinti szek-
vencia 609 — 630. aminosavai
19. azonositészamu szekvencia:
<223> Talalmany szerinti peptid, amely tartalmazza a DRI aminosavharmast
20. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: a GPCR-proteinosztalyra jellemzd, az els6

extracellularis hurok végénél talalhatd ismertetdjel

21. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirdsa: a GPCR-proteinosztalyra jellemzo, az elsd

extracellularis hurok végénél talalhatd ismertetdjel



10

15

20

25

30

o LI L cevy E::.

.
3 o e e o .
ees v ve . ase

-87-
22. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirdsa: az ee3-csalad C-terminélis doménje egy jellemzd
peptidjének részleges szekvencidja
23. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: radioaktivan jelzett
ee3_1.3as oligonukleotid-proba;
24. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3_1.3s
oligonukleotid-prdba;
25. azonositészamu szekvencia:
<223> C-terminalison elhelyezkedd peptidepitop
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: epitdp, a human ee3_1 szekvencia 299-315. aminosa-
vai az N-terminalis fiiggé ciszteinnel (leiras, 101 és 137. old.).
26. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
5’-lancindit6, az ee3_1 m (leiras, 105. old.) és a patkdny ee3_1 (leirds, 125. old.)
azonositasdhoz hasznalt ,,el6re”-1ancindité
27. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
3’-lancindit6, az ee3 1 _m (leiras, 105. old.) és a patkany ee3_1 (leiras, 125. old.)
azonositasahoz hasznalt ,,vissza”-lancindité
28. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-5’biotinl-hs;
29. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-3'blockl-hs
30. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-5block!-hs
31. azonositoszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_1-1s-hs
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32. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_1_las-hs

33. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_1-2s-h

34. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_1-2as-h

35. azonositdoszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_1-5'block2-h
36. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia lefrasa:
Oligonukleotid: ee3_1-5'biotin2-h
37. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_1-3'block2-h
38. azonositoszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_1-5'biotinl-m

39. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3 1-3'blockl-m

40. azonositoszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3 1-5'blockl-m

41. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_1-1s-m

42. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_1-las-m
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43. azonositoszam szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-2s-m
44. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_1-2as-m
45. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-5'biotin2-m
46. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-5block2-m
47. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-3'block2-m
48. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-1as-h
49. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c2-1s-h
50. azonositoszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-5block1-h
51. azonositoszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-5'biotinl-h
52. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-3'block1-h
53. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_c2-3'block1-m

-89 -
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54. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c2-5'biotinl-m

55. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-las-m

56. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c2-1s-m

57. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-5'blockl-m

58. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-m-2s

59. azonositoszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-m-2as

60. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c2-5'block2-m

61. azonositdészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c2-5'biotin2-m

62. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c2-3'block2-m

63. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-5'biotin3-m

64. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_c2-3'block3-m
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65. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c2-5'block3-m

66. azonositoszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c3-5blockl-h

67. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c3-5'biotinl-h

68. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c3-3'block1-h

69. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c3-1s-h

70. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c3-1as-h

71. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c5-1as-h

72. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c5-1s-h

73. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c5-5block1-h

74. azonositoszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c5-5'biotinl-h

75. azonositoszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_c5-3'block1-h
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76. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c8-5'blockl-h

77. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c8-5'biotinl-h

78. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c8-3'block1-h

79. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c8-1s-h

80. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 c8-las-h

81. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c8-2s-h

82. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c8-2as-h

83. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1 h Bl

84. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1 h B2

85. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3 1-h-C-fus-B2

86. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa:

Oligonukleotid: ee3_c2-h-Bl
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87. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-h-B2
88. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-h-c-fus-B2
89. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-m-B1
90. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa:
Oligonukleotid: ee3_c2-m-B2
91. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: az éleszté-2-hibrid renszerben alkalmazott ee3_l
karboxiterminalis rész ee3 1-protein C-terminalisa kéthibrides élesztérendszerben
térténé alkalmazashoz
92. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: az ee3_1 kiallo karboxiterminalis részének megfeleld
nukleinsav-szekvencia
93. azonositdszdmu szekvencia:
<223> A 11-es klon szekvencidja;
94. azonositészamu szekvencia:
<223>Mapla;
95. azonositdszamu szekvencia:
<223>Maplb;
96. azonositdszamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: az ee3_1/ee3 2
224-324. aminosavaibdl 4all6 szekvencia;
97. azonositdszamu szekvencia:
<223> A 14312 — 14010. aminosav-pozicioknak megfeleld nukleotidszekvencia az 5q33.1
kromoszémardl (a AC11406.00015 jelii kontig).
98. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: az ee3_1/ee3_2
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334-350. aminosavaibdl all6 szekvencia;

99. azonositdszamu szekvencia:

<223> A 13992 — 13942. aminosav-pozicioknak megfeleld nukleotidszekvencia az 5q33.1
kromoszomarél (a AC11406.00015 jeli kontig).

100. azonositdészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirdsa: az ee3_1/ee3_2

206-223. aminosavaibdl allo szekvencia;

101. azonositészamu szekvencia:

<223> A 14368 — 14312. aminosav-pozicidknak megfelelé nukleotidszekvencia az 5q33.1
kromoszémarol (a AC11406.00015 jeld kontig).

102. azonositészamu szekvencia:

<223>ee3 1 _m, 1-350. aminosavak;

103. azonositészamu szekvencia:

<223> Az 1 — 148. aminosav-pozicidknak megfelelé nukleotidszekvencia az 5q33.1 kromo-
szomarol (a AC11406.00015 jelii kontig).

104. azonositoszamu szekvencia:

<223> ee3 1-b6l szarmazo cDNS, 2499-1103. nukleotidok;

105. azonositoszamu szekvencia:

<223> ee3 1-bdl szarmazé genomi szekvencia, 13048-14444.

nukleotidok;

106. azonositészamu szekvencia:

<223> A 8ql11.22 kromoszomardl szarmazé nukleotidszekvencia (a Ac034174 jelii egyesitett
kontigbdl).

107. azonositészamu szekvencia:

<223> A 3p25.3 kromoszomarol szarmazé nukleotidszekvencia 108. azonositoszamu szek-
vencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: az ee3_1/ee3_2

159-187. aminosavaibdl allé szekvencia;

109. azonositészamu szekvencia:

<223> A 1848-1759. aminosav-pozicioknak megfelelé nukleotidszekvencia az Xp21.1 kro-
moszdmarol (AC027722.00010)

110. azonositdszami szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: az ee3_1/ee3_2
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88-134. aminosavaibdl all6 szekvencia;

111. azonositdszamu szekvencia:
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<223> A 2507 — 2361. aminosav-poziciéknak megfeleld nukleotidszekvencia az Xp21.1 kro-

moszomardl (AC027722.00010).

112. azonositdszamu szekvencia:

<223> A 109. azonositdszamu szekvenciat kdédolo nukleotidszekvencia.

113. azonositészamu szekvencia:

<223> A 111. azonositdszamu szekvenciat kddolo nukleotidszekvencia.

114. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3_1,

feltételezett transzmembran-hélix, 15-33. aminosavak;

115. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3 1,

feltételezett transzmembran-hélix, 40-56. aminosavak;

116. azonositdészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3_1,
feltételezett transzmembran-hélix, 83-102.
aminosavak;

117. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3_1,

feltételezett transzmembran-hélix, 112-134.

aminosavak;
118. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3_1,

feltételezett transzmembran-hélix, 168-191.

aminosavak;
119. azonositdészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3_1,

feltételezett transzmembran-hélix, 211-227.

aminosavak;
120. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ee3_1,

feltételezett transzmembran-hélix, 240-258.
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aminosavak;

121. azonositészamu szekvencia:

<223> Az x1_ee3 teljes hosszusagu szekvencidja;

122. azonositdszamu szekvencia:

<223> Az x1_ee3 nyitott leolvasasi fazisa;

123. azonositészamu szekvencia:

<223> Az x1_ee3-protein aminosav-szekvencidja;

124. azonositészamu szekvencia:

<223>dr_ee3

125. azonositdszamu szekvencia:

<223> A dr_ee3 nyitott leolvasasi fazisa;

126. azonositészamu szekvencia:

<223> A dr_ee3-protein aminosav-szekvenciaja;

127. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ciklofilin 5°-

lancinditdja;

128. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: ciklofilin 3’-

lancinditoja;

129. azonosit6szamu szekvencia:

<223> Az intracellularis C-terminalisban talalhaté epitdp, a human ee3_1 299-315. pozicidi-
nal (leiras, 137. old.)

130. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: patkany ee3_1 ,,elére”-lancinditd (leiras, 125. old., 28.
sor) / ee3_plus-lancindité (leiras, 140. old., 2. sor)

131. azonosit6szamu szekvencia:

<223> Patkany ee3 1 ,,vissza’-lancindité (leiras, 125. old., 29. sor) / ee3_minus-lancindité
(leiras, 140. old., 2. sor)

132. azonositészamu szekvencia:

<223> ee3 1-szekvencia, human_pro, 8. abra szerinti egymas ala rendezés

133. azonositészamu szekvencia:

<223>ee3 2 h-szekvencia, 8. dbra szerinti egymas ala rendezés

134. azonositdszamu szekvencia:
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<223>ee3 c5 h_e-szekvencia, 8. abra szerinti egymas ala rendezés
135. azonositészamu szekvencia:
<223> droso ee3-szekvencia, 8. dbra szerinti egymas ala rendezés
136. azonositészamu szekvencia:
<223> c.elegans szekvencia, 8. dbra szerinti egymas ald rendezés
137. azonositészamu szekvencia:
<223> Mesterséges szekvencia leirasa: GPCR-protein

dc32_bio, 8. abra szerinti egymas ala rendezés
138. azonositészamu szekvencia:
<223> ccrS_human GPCR-protein, 8. dbra szerinti egymas ala rendezés
139. azonositészamu szekvencia:
<223>cSar_human szekvencia, 8. abra szerinti egymas ala rendezés
140. azonositészamu szekvencia:
<223>dop21_huma GPCR-protein, 8. dbra szerinti egymas ala rendezés

141. azonositdszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: a 8. abran lathato, GPCR-A-csaladra jellemzd, 76-80.
poziciok k6zotti konszenzus famA-konszenzusmotivum

142. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: a 8. abran lathaté, GPCR-A-csaladra jellemzd, 586-
590. pozicidk kozotti konszenzus famA-konszenzusmotivum

143. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: pfam_famA

(pfam = proteincsalad) a 8. abran lathaté konszenzusmotivum, amely a GPCR-A-csalad

proteinjeinek csoportosulasabél adodik

144. azonositészamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: Mesterséges szekvencia leirasa: a 8. abrén lathato,
GPCR-B-csaladra  jellemz6, 70-74. pozicidk kozétti konszenzus famB-
konszenzusmotivum

145. azonositoszamu szekvencia:

<223> Mesterséges szekvencia leirasa: Mesterséges szekvencia leirdsa: Mesterséges szekven-
cia leirasa: a 8. abran lathat6, GPCR-B-csaladra jellemzo, 579-588. pozicidk kozotti
konszenzus famB-konszenzusmotivum

146. azonositdszamu szekvencia:
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<223> Mesterséges szekvencia leirasa: pfam famB
(pfam = proteincsaldd) a 8. abran lathaté konszenzusmotivum, amely a GPCR-B-csalad
proteinjeinek csoportosulasabdl adédik
147. azonositészamu szekvencia:
S <223> Mesterséges szekvencia leirasa: pfam famC
(pfam = proteincsaldd) a 8. 4dbran lathaté konszenzusmotivum, amely a GPCR-C-csalad

proteinjeinek csoportosulasabdl adodik
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. DNS-szekvencia, amely a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. és 18. abrak barmelyike
szerinti polipeptidet kédol, beleértve a funkcionélis szempontbdl homoldg szarmazékokat is.

2. Az 1. igénypont szerinti DNS-szekvencia, amely a 9/A, 10., 11/A, 11/B, 11/C, 12.
vagy 17. dbrak barmelyike szerinti transzlalédé régionak (nagybetiikkel szedve) megfeleld
(c)DNS-szekvenciat tartalmaz.

3. Expresszids vektor, amely 1. vagy 2. igénypont szerinti DNS-szekvenciat tartalmaz.

4. Gazdasejt, amely 3. igénypont szerinti expresszios vektorral van transzformalva.

5. A 4. igénypont szerinti gazdasejt, amely emldseredetii sejt, elénydsen human sejt.

6. Tisztitott géntermék, amelyet 1. vagy 2. igénypont szerinti DNS-szekvencia kddol.

7. A 6. igénypont szerinti tisztitott géntermék, amely polipeptid.

8. Transzgenikus allat, amelybdl legalabb egy nativ ee3-aminosav-szekvencia hiany-
zik, mely aminosav-szekvencia, el6nydsen a 7. igénypont szerinti polipeptid vagy a 13., 14.,
15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abran bemutatottak barmelyike.

9. Antitest, amely a 6. vagy 7. igénypont szerinti tisztitott génterméken talalhaté epito-
pot ismer fel.

10. A 9. igénypont szerinti antitest, amely monoklonalis antitest.

11. A 9. vagy 10. igénypont szerinti antitest, amely epitépként az extracellularis do-
ménben talalhatd szekvencia-részlet ellen iranyul.

12. Eljaras 6. vagy 7. igénypont szerinti géntermékek expresszaltatasira, azzal jelle-
mezve, hogy gazdasejteket 3. igénypont szerinti expresszids vektorral transzformalunk.

13. Eljaras 6. vagy 7. igénypont szerinti géntermékek expresszaltatasara, azzal jelle-
mezve, hogy 4. vagy 5. igénypont szerinti gazdasejteket expressziot elésegitd, alkalmas felté-
telek mellett tenyésztiink, majd a génterméket a tenyészetbdl tisztitjuk.

14. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti DNS-szekvencia vagy a 6. vagy 7. igénypont sze-
rinti géntermék, hatéanyagként t6rténd alkalmazasra.

15. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti DNS-szekvencia vagy a 6. vagy 7. igénypont sze-
rinti géntermék alkalmazasa a kovetkezd rendellenességek kezelésére (és/vagy ilyen rendelle-
nességek kezelésére szolgalo hatéanyag eldallitiséra): daganatos megbetegedések, krénikus és
akut oxigénhianyos allapotok, sziv- €s érrendszeri rendellenességek, (neuro)degenerativ rend-
ellenességek, immunrendszeri rendellenességek, neuroldgiai rendellenességek, kiiléndsen a

stroke, szklerdzis multiplex, Parkinson-kor, amiotrdf lateralis szklerézis, 6roklott degenerativ
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ataxiak, Huntington-kor, neuropatidk €s epilepsziak.
16. Vegyiilet, amely médositja — elénydsen gatolja — egy ee3-protein intracellularis
és/vagy extracellularis miikodését, példaul, egy intratest, amely ee3-protein citoplazmikus

struktiiraja ellen iranyul.

17. A 16. igénypont szerinti vegylilet, amely elénydsen 3000 D-nal kisebb molekulato-
megl szerves vegyiilet.

18. A 16. vagy 17. igénypont szerinti vegyiilet, amely diffiziéval vagy membran-
transzport-proteinek révén jut at a sejtmembranon.

19. Eljaras a 16-18. igénypontok barmelyike szerinti, gydgyaszatilag aktiv vegyiiletek
azonositasara, azzal jellemezve, hogy

(a) megfelel6 gazdasejt-rendszert 3. igénypont szerinti expresszids vektorral - elényo-
sen a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abran bemutatott proteint kédolé expresszios
vektorral - és, alkalmas esetben, legalabb egy riportergént kodold legalabb egy expresszids
vektorral transzfektalunk; és

(b) egy vizsgalt vegyiilet hozzaadasa utan az (a) pont szerint kapott gazdasejt-rendszer-
re - a tesztelt vegyiilet hozzaadéasa nélkiili kontrollal dsszehasonlitva — olyan paramétert mé-
riink, amely alkalmas egy 6. vagy 7. igénypont szerinti géntermék altal kozvetitett funkcio,
elénydsen apoptdzis, sejtndvekedés, sejtproliferacio és/vagy sejtplaszticitas detektalasara.

20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy tovabbi 1épésként

(c) egy talalmany szerinti proteinen megfelel6 biokémiai vagy szerkezetbioldgiai mod-
szerrel meghatarozzuk a gyogyaszatilag aktiv vegyiilet k6téhelyét.

21. A 19. vagy 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a (b) lépésben a
géntermék altal kozvetitett funkcid detektalasara alkalmas paraméterként alkalmas vizsgalati
eljaras alkalmazasaval intracellularis Ca-felszabadulast mériink.

22. A 16-18. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet alkalmazasa kronikus vagy akut
oxigénhianyos allapotokkal 6sszefliggd betegségek kezelésére (€s/vagy ilyen betegségek keze-
1ésére szolgald hatéanyag eléallitasara), mely betegségek példaul a kovetkezok: szivinfarktus,
szivelégtelenség, szivizom-rendellenességek, szivizomgyulladds (myocarditis), pericarditis,
perimyocarditis, szivkoszoriér-betegség, 6roklott szivdefektusok jobb-bal kamrai egybenyi-
lassal, Fallot-tetralogia/pentalogia, Eisenmenger-szindréma, sokk, végtagok hipoperfiizidi, ar-
téria-elzarédasos betegség (AOD), periférias AOD (pAOD), carotid stenosis, veseartéria-ste-
nosis, kisér-betegség, intracerebralis vérzés, agyl véna- €s sinus-trombozisok, érdaganatok, su-

barachnoidealis vérzések, vaszkularis dementia, Biswanger-betegség, subcorticalis arteriosz-
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kler6zisos encephalopathia, embélidval osszefiiggésben kialakulé agykérgi infarktusok, vascu-
litis, diabetes-eredetli retinopathia, kiilonb6z6 eredetii vérszegénységek konszekutiv tiinetei

(peldaul, aplasztikus vérszegénység, mielodiszplazias szindréma, policitémia vera, megalo-

blasztikus vérszegénységek, vashidnyos vérszegénység, veseeredetli vérszegénység, szferoci-

tozis, veszes vérszegenység, thalassemiak, hemoglobinopatiak, gliikéz-6-foszfat dehidroge-
naz-hiany, transzfuzios jelenségek, Rh-Osszeférhetetlenség, malaria, szivbillentyii-helyettesi-
tés, vérzéses vérszegénységek, fokozott Iépmiikodéses szindroma), tiidéfibrézisok, emphyse-
ma, tidéédéma: ARDS, IRDS, kidjulé tidéembolia, daganatos betegségek (példaul, vastag-
bél-karcinoma, eml6karcinoma, prosztatakarcinoma, tiidékarcinoma), immunrendszeri rendel-
lenessegek (peldaul, autoimmun betegségek, példaul diabetes, psoriasis, immunhianyos élla-
potok, szkler6zis multiplex, reumaszerii iziileti gyulladas, atopiak, asztma), virusfertézés-
okozta betegségek (példaul, HIV, hepatitis-B vagy hepatitis-C fert6zések), baktériumfertézé-
sek (pl., Streptococcus- vagy Staphylococcus-fertézések), degenerativ rendellenességek, kiilo-
nds tekintettel a neurodegenerativ rendellenességekre, mint példaul, az izomsorvadas, graft-
versus-host betegség (pl., maj-, vese- vagy sziviatiiltetéseknél), illetve egyéb neuroldgiai rend-
ellenességek (példaul, tébbek kozott, a kovetkezok: stroke, szklerézis multiplex, Parkinson-
kor, subarachnoidealis vérzések, amiotrof lateralis szklerdzis, orokletes degenerativ ataxiak,
Huntington-kor, neuropatiak, epilepszias betegségek, agysériilések, Alzheimer-kér), izomlazi-
tok (példaul, érzéstelenitéshez), endokrinolégiai rendellenességek (példaul, oszteopordzis
vagy pajzsmirigy-elégtelenség) és borbetegségek (psoriasis, neurodermatitis), krénikus vagy
akut fajdalom, genetikai betegségek, pszicholégiai rendellenességek (pl., skizofrénia vagy
depressziok), sebgyogyulas, szexualis funkcidk tdmogatasa, sziv- és érrendszeri betegségek
(példaul, isémias infarktus, szivelégtelenség, szivritmuszavar, magas vérmyomas), agymiko-
dés fokozasa, neurodegenerativ rendellenességek (elénydsen Alzheimer-koér és Parkinson-
kor), izomsorvadas, virusfert6zéssel 6sszefliggd betegségek, daganatos megbetegedések és au-
toimmun betegségek vagy agyi isémiak.

23. Eljaras ee3-protein vagy szarmazéka cellularis kélcsonhatasi partnerének azonosi-
tasara ,,kéthibrides élesztérendszer” alkalmazasaval.

24. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti DNS-szekvencia vagy a 6. vagy 7. igénypont sze-

rinti gentermék alkalmazasa ee3-protein éltal kozvetitett szignaltranszdukciéban szerepet jat-

sz6 tovabbi proteinek azonositasara.

Sesbadaimi és Védiegy Froda Kit
“DrPethd Arpéd
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Az eredetileg benyujtott szabadalmi igénypontok forditasa

1. DNS-szekvencia, amely a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. és 18. dbran bemutatott po-
lipeptidek barmelyikének legaldbb 20 aminosav hosszisagi szekvencia-részletét tartalmazo
polipeptidet kédold szekvencia-régiot tartalmaz, ideértve a funkciondlis szempontb6l homo-
16g szarmazékokat, fragmenseket vagy alléleket, valamint az ilyen DNS-szekvenciaval hibri-
dizalé DNS-szekvenciakat is (az abrak az igénypont részét képezik).

2. Az 1. igénypont szerinti DNS-szekvencia, amely a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. és
18. abrak barmelyike szerinti polipeptidet kodol6 szekvencia-régiot tartalmaz, ideértve a funk-
cionalis szempontb6l homolég szarmazékokat, fragmenseket vagy alléleket, valamint az ilyen
DNS-szekvenciaval hibridizal6 DNS-szekvencidkat is.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti DNS-szekvencia, amely 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C,
16. és 18. abrak barmelyike szerinti polipeptidet kodol, ideértve a funkcionalis szempontbdl
homoldg szarmazékokat, fragmenseket vagy alléleket, valamint az ilyen DNS-szekvenciaval
hibridizal6 DNS-szekvenciakat is.

4. Az 1. igénypont szerinti DNS-szekvencia, amely a 9/A, 10, 11/A, 11/B, 11/C, 12.
vagy 17. 4bran bemutatott (c)DNS-szekvencia legaldbb 60 nukleotid hosszisagi szekvencia-
részletét (elénydsen a 9/A, 10., 11/A, 11/B, 11/C, 12. vagy 17. abran nagybetlikkel szedett
transz1al6do régio tetszbleges szekvencijat) tartalmazza.

5. Expresszios vektor, amely az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szekvenciat
tartalmaz.

6. Gazdasejt, amely 5. igénypont szerinti expresszids vektorral van transzformalva.

7. A 6. igénypont szerinti gazdasejt, amely emldseredetii sejt, elény6sen humén sejt.

8. Tisztitott géntermék, amelyet az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szek-
vencia kodol.

9. A 8. igénypont szerinti tisztitott géntermék, amely egy polipeptid.

10. A 8. vagy 9. igénypont szerinti tisztitott géntermék, amely a 13., 14., 15/A, 15/B,
15/C, 16., illetve 18. abran bemutatott aminosav-szekvenciak barmelyiket tartalmazza, ideért-
ve a funkcionalis szempontbdl homolég alléleket, fragmenseket vagy szarmazékokat is.

11. Transzgenikus 4llat, amely genetikailag (igy van médositva, hogy egy normalis al-
lattal 6sszehasonlitva legalabb egy, 9. vagy 10. igénypont szerinti aminosav-szekvencia (spe-
cifikusan) médositott mennyiségét tartalmazza, mely aminosav-szekvencia a 13., 14., 15/A,

15/B, 15/C, 16. vagy 18. dbrak barmelyike szerinti aminosav-szekvencia vagy a 9. vagy 10.
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igénypont szerinti aminosav-szekvencia, amely a nativ ee3-szekvenciahoz (el6ny6sen a 13.,
14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abran bemutatott szekvenciahoz) viszonyitva médositva
van, vagy amely transzgenikus 4llatbol hidnyzik legalabb egy nativ ee3-aminosav-szekvencia
modositott valtozata (vagy tartalmazza azt), mely ee3-aminosav-szekvencia a 9. igénypont
vagy a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abra szerinti aminosav-szekvencia vagy rész-
lete.

12. Antitest, amely a 8-10. igénypontok barmelyike szerinti tisztitott génterméken ta-
lalhaté epitopot ismer fel.

13. A 12. igénypont szerinti antitest, amely monoklonalis antitest.

14. A 12. vagy 13. igénypont szerinti antitest, amely epitopként az extracellularis do-
meénben talalhaté szekvencia-részlet ellen iranyul.

15. Eljaras a 8-10. igénypontok barmelyike szerinti géntermékek expresszaltatasara,
azzal jellemezve, hogy gazdasejteket 5. igénypont szerinti expresszids vektorral transzforma-
lunk.

16. Eljaras a 8-10. igénypontok barmelyike szerinti géntermékek expresszéltatasara,
azzal jellemezve, hogy 6. vagy 7. igénypont szerinti gazdasejteket megfeleld, expressziot el6-
segitd feltételek mellett tenyésztiink, majd a génterméket a tenyészetbdl tisztitjuk.

17. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szekvencia vagy a 8-10. igénypon-
tok barmelyike szerinti géntermék, hatéanyagként torténd alkalmazasra.

18. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szekvencia vagy a 8-10. igénypon-
tok barmelyike szerinti géntermék alkalmazasa a kovetkezO rendellenességek kezelésere
(és/vagy ilyen rendellenességek kezelésére szolgal6 hatéanyag eldallitasara): daganatos meg-
betegedések, kronikus és akut oxigénhianyos allapotok, sziv- és érrendszeri rendellenességek,
(neuro)degenerativ rendellenességek, immunrendszeri rendellenességek, neuroldgiai rendelle-
nességek, kiilénosen a stroke, szklerdzis multiplex, Parkinson-kér, amiotrdf lateralis szklero-
zis, 6rok1stt degenerativ ataxiak, Huntington-kor, neuropatik és epilepsziak.

19. Vegyiilet, amely médositja — elénydsen gatolja - egy ee3-protein intracellularis
és/vagy extracellularis milkodését, példaul, egy intratest, amely ee3-protein citoplazmikus
struktiraja ellen iranyul.

20. A 19. igénypont szerinti vegyiilet, amely elénydsen 3000 D-nal kisebb molekulats-
megli szerves vegytilet.

21. A 19. vagy 20. igénypont szerinti vegyiilet, amely diffuziéval vagy membran-

transzport-proteinek révén jut at a sejtmembranon.
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22. Eljaras a 19-21. igénypontok barmelyike szerinti, gyogyaszatilag aktiv vegyiiletek
azonositasara, azzal jellemezve, hogy

(a) megfeleld gazdasejt-rendszert 5. igénypont szerinti expressziés vektorral - elonys-
sen a 13., 14., 15/A, 15/B, 15/C, 16. vagy 18. abran bemutatott proteint kédolé expresszios
vektorral - és, alkalmas esetben, legalabb egy riportergént kodolé legalabb egy expresszids
vektorral transzfektalunk; és

(b) egy vizsgalt vegyiilet hozzdadasa utan az (a) pont szerint kapott gazdasejt-rendszer-
re - a tesztelt vegyiilet hozzaadasa nélkiili kontrollal dsszehasonlitva — olyan paramétert me-
riink, amely alkalmas egy 8. vagy 10. igénypont szerinti géntermék altal kozvetitett funkcid
(elénydsen apoptdzis, sejtndvekedés, sejtproliferacio és/vagy sejtplaszticitas) detektalasara.

23. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy tovabbi lépésként

(c) egy talalméany szerinti proteinen megfeleld biokémiai vagy szerkezetbioldgiai mod-
szerrel meghatarozzuk a gyogyaszatilag aktiv vegyiilet kétGhelyeét.

24. A 22. vagy 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a (b) lépesben a
géntermék altal kozvetitett funkcié detektaldsira alkalmas paraméterkent intracellularis Ca-
felszabadulast mériink.

25. A 19-22. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet alkalmazasa krénikus vagy akut
oxigénhianyos allapotokkal dsszefliggs betegségek kezelésére (és/vagy ilyen betegségek keze-
lésére szolgald hatoanyag eldallitasara), mely betegségek példai a kovetkezdk: szivinfarktus,
szivelégtelenség, szivizom-rendellenességek, szivizomgyulladds (myocarditis), pericarditis,
perimyocarditis, szivkoszoruér-betegség, 6roklott szivdefektusok jobb-bal kamrai egybenyi-
lassal, Fallot-tetralogia/pentalogia, Eisenmenger-szindréma, sokk, végtagok hipoperfiizioi, ar-
téria-elzarédasos betegség (AOD), periféridas AOD (pAOD), carotid stenosis, veseartéria-ste-
nosis, kisér-betegség, intracerebralis vérzés, agyi véna- és sinus-trombozisok, érdaganatok, su-
barachnoidealis vérzések, vaszkularis dementia, Biswanger-betegség, subcorticalis arteriosz-
klerdzisos encephalopathia, embéliaval dsszefliggésben kialakul6 agykérgi infarktusok, vascu-
litis, diabetes-eredetii retinopathia, kiilénboz6 eredetii vérszegénységek konszekutiv tiinetei
(példaul, aplasztikus vérszegénység, mielodiszplazias szindroma, policitémia vera, megalo-
blasztikus vérszegénységek, vashianyos vérszegénység, veseeredetii vérszegénység, szferoci-
tézis, vészes vérszegénység, thalassemiik, hemoglobinopatiak, gliikéz-6-foszfat dehidroge-
naz-hiany, transzfiiziés jelenségek, Rh-6sszeférhetetlenség, malaria, szivbillentyti-helyettesi-
tés, vérzéses vérszegénységek, fokozott 1épmiikodéses szindroma), tiidéfibrézisok, emphyse-

ma, tiidsodéma: ARDS, IRDS, kijulé tiidéembdlia, daganatos betegségek (példaul, vastag-
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bél-karcinoma, eml6karcinoma, prosztatakarcinoma, tiidékarcinoma), immunrendszeri rendel-
lenességek (példaul, autoimmun betegségek, elénydsen diabetes, psoriasis, immunhianyos al-
lapotok, szklerézis multiplex, reumaszerti iziileti gyulladas, atopiak, asztma), virusfertozés-
okozta betegségek (példaul, HIV, hepatitis-B vagy hepatitis-C fertézések), baktériumfertzé-
sek (pl., Streptococcus- vagy Staphylococcus-fertézések), degenerativ rendellenességek, kiilo-
nés tekintettel a neurodegenerativ rendellenességekre, mint példaul, az izomsorvadas, graft-
versus-host betegség (pl., m4j-, vese- vagy szivatiiltetéseknél), illetve egycb neuroldgiai rend-
ellenességek (példaul, tobbek kozott, a kovetkezok: stroke, szklerdzis multiplex, Parkinson-
kor, subarachnoidealis vérzések, amiotrof lateralis szklerézis, orokletes degenerativ ataxiak,
Huntington-kér, neuropatiak, epilepszias betegségek, agysériilesek, Alzheimer-kor), izomlazi-
tok (példaul, érzéstelenitéshez), endokrinologiai rendellenességek (példaul, oszteoporozis
vagy pajzsmirigy-elégtelenség) és bérbetegségek (psoriasis, neurodermatitis), kronikus vagy
akut fajdalom, genetikai betegségek, pszichologiai rendellenességek (pl., skizofrénia vagy
depressziok), sebgydgyulds, szexualis funkcidk tamogatasa, sziv- és érrendszeri betegségek
(példaul, isémias infarktus, szivelégtelenség, szivritmuszavar, magas vérnyomas), agymuko-
dés fokozasa, neurodegenerativ rendellenességek (elénydsen Alzheimer-kor és Parkinson-
kér), izomsorvadas, virusfertdzéssel osszefliggd betegségek, daganatos megbetegedések €s au-
toimmun betegségek vagy agyi isémidk.

26. Eljaras ee3-protein vagy nativ allélje cellularis k6lcsdnhatasi partnerének azonosi-
tasara , kéthibrides élesztérendszer” alkalmazasaval.

27. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti DNS-szekvencia vagy a 8-10. igénypon-
tok barmelyike szerinti géntermék alkalmazasa ee3-protein altal kozvetitett szignaltranszduk-

ci6ban szerepet jatszo tovabbi proteinek azonositasara.
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1. azonositoszamu szekvencia: ee3_cl (egéreredetii) nukleinsavszekvencia

gccggaaggagtgtgggaqacagttggttgctctggtttctcctggcggcggcgttagcgacgaagctgcctttggcagc
atgaaCCCQCtgtgaggcgcaqgctt09C9909C999999099999963gaggaggaCQCCthgcqaaQttctccgccA
TGAACCTGAGGGGCCTCTTTCAGGACTTCAACCCGAGTAAATTCCTCATCTATGCCTGTCTGCTGCTGTTCTCTGTGCTA
CTGGCCCTTCGTTTGGATGGCATCATTCAATGGAGCTACTGGGCTGTCTTTGCTCCAATATGGTTGTGGAAGTTAATGGT
CATTGTTGGCGCATCAGTTGGAACTGGAGTTTGGGCACGAAATCCTCAGTATCGAGCAGAAGGAGAAACATGTGTGGAGT
TTAAAGCCATGTTAATTGCTGTGGGCATCCATTTGCTCCTGCTGATGTTTGAAGTTCTGGTCTGTGACAGGATTGAGAGA
GGAAGCCATTTCTGGCTTCTGGTCTTCATGCCATTGTTCTTTGTTTCCCCAGTGTCTGTTGCAGCATGTGTCTGGGGCTT
TCGACATGACAGGTCACTAGAGCTAGAAATCCTGTGTTCGGTCAACATTCTTCAGTTTATATTCATTGCCTTABGACTGG
ACAAGATTATCCACTGGCCCTGGCTTGTTGTGTGTGTCCCTCTGTGGATTCTCATGTCCTTCTTGTGCCTGGTGGTCCTC
TATTACATCGTTTGGTCGGTTcTGTTCCTGCGCTCTATGGATGTGATTGCAGAACAACGCAGAACACATATAACCATGGC
ACTGAGCTGGATGACCATTGTCGTGCCTCTTCTTACTTTTGAGATCCTGCTGGTTCRCAAACTGGATGGCCACAATGCTT‘
TCTCCTGTATTCCAATATTTGTTCCCCTGTGGCTCTCATTGATCACACTGATGGCAACAACATTTGGACAGAAAGGAGGA
AACCACTGGTGGTTTGGTATTCGCAAAGACTTCTGCCAGTTTCTGCTTGAAATATTCCCGTTTTTGAGAGAGTATGGAAA
CATTTCATATGATCTCCACcamGAAGATAGTGAGGAAACAGAAGAAACCCCAGTTCCAGAACCTCCTAAAATTGCACCTA
TGTTCCGCAAGAAGGCCAGGGTAGTCATCACCCAGAGCCCTGGCAAGTATGTCCTTCCTCCACCCAAACTAAATATTGAA
ATGCCAGACTAAaggacgccaccagggccgccggagtgtgtgtgcaqtgagacacacactcctacttcccttgcccccaa
cctagacctggaacctcggaccaccatctgaagcctcgtttgcatccagtgtCaaccagccactcagaacagaacatagg
tggcagggactaaggqtatcttatcaatgtggatgccagtgacacatgagcaaagaacctatttctttcgtatgggtacc
tqaaatgtgttctcattcctqtgatacccacccagggatgactgctgcctaggcccacagaaagcacatctgtggtctgg
gcagattttctagtgctaaaattcctatcaaagtattgatgatgtggtcctctgqacacttcatctgtgctaactggctg
ctatggtagcagaaggactataagaggtctgacacactgtgtgtcagatcagccggccctgcttccttgtctctgctgac
agaaattagcttagccaggatgacagcagggttgcagggcctcatcagtgagcccttcccaatggcatgattccatgcct
atatagtattatacagctattttagcactgtaatatacagtgtcaaatcctagttctgtacagcatattctctgttaaag
tatttttttacaagcttgtgctggagatggatgggttaagccatgggagaagcagatagctcagactgctgtatctcagt
cagatgccccacctcacttaccatgcccactgataccctggaatttctgccagcacagctactacaatcaaggaaagctc
tgtgcttttccaacatggggtgtgggagaaatggcttaaaagcccaagaaatgcccccttgagaccaggacactagagaa
ggttgccaaggcaggccagaatcagccaggaactcctgcaaagtcgagagcattctgcctacctgcaagaagaacactgc
atactgggcatgcaggtaccaccacctgtcagcagtttctccaggctctgctggtatagccagcccagaacccatcatac
cagaaaataaccttcagtctaaatcaaatgattcattcatggtcacctgatcagtggcttcagtcacacataattgaagt
ctctaaccctagtcctacccttggcacaggcctccagtgagcctgttctgtttcagaagaaaggggaagcagtgtagcat
tttttgtttggtctcttaaaaatgtggttaaatccactattttttgctcctgtagttcaataaagtggttcattttacat

gtaaaaaaaaaaaaaaaa -
| | 9A abra

A DNS-matrixon eredetileg azonositott EST (,,epopest3™) nukleotidszekvenciéja:

acaagcttgtgctggagatggatgggttaagccatgggagaagcagatagctcagactgctgtatctcagtcagatgccccac
ctcacttaccatgcccactgataccctggaatttctgccagcacagctactacaatcaaggaaagctctgtgcttttccaaca
tggggtgtgggagaaatggcttaaaagcccaagaaatgcccccttgagaccaggacactagagaaggttgccaaggcaggcca
gaatcagccaggaactcctgcaaagtcgagagcattctgcctacctgcaagaagaacactgcatactgggcatgcaggtacca
ccacctgtcagcagtttctccaggctctgctggtatagccagcccagaacccatcataccagaaaataaccttcagtctaaat

caaatgattcattcatggtcacctgatcagtggcttcagtce

9B abra
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2. azonositdszamu szekvencia: ee3 2 (egéreredetil) nukleinsav szekvencia

gtcgécgagtccgcagcgcgccaggtcccatccgactccgcacgcaacgcggcgtcggcctcgtggctgcgaaatgaagg
cagacggcgtgagcatccactgaagcctgagetacggygltggggcagtgtceccggegtaggcacegtacegttocgegy
ccagcgcacgctgtgeccteggetegetteecggecgggecacgtjactgectegecacgtgtteccggeccecteggagetgeg
gtctggagcctctaacacgeagegggcggatgcecatctagaggcagtacagecttcgeccATGRACCCCAGGGGCCTGTT
CCAGGACTTCAACCCCAGTAAGTTCCTCATTTATGCCTGCTTGCTACTCTTCTCCGTGCTGCTGCCCCTGCGCCTGGACG
GCATCATCCAGTGGAGCTACTGGGCAGTCTTCGCCCCCATCTGGCTGTGGARGCTCCTGGTCATCGTGGGCGCCTCGGTG
GGTGCGGGCGTGTGGGCCCGCAACCCACGCTACCGTACAGAGGGGGANGCCTGCGTGGAATTCAARGCCATGCTTATCGC
CGTGGGCATCCACCTGCTACTACTCATGTTTGAGATACTAGTCTGCGACAGGGTGGAGAGGGGCACCCACTTATGGCTGC
TGGTCTTCATGCCACTCTTCTTCGTTTCCCCTGTGTCCGTGGCCGCCTGTGTCTGGGGCTTCCGACACGACAGGTCTTTG
GAACTGGAGATCCTGTGCTCTGTCARCATCCTGCAGTTCATCTTCATCGCCCTGAGGCTGGACAGGATTATCCACTGGCC
GTGGCTAGTGGTGTTCGTGCCCCTGTGGATCCTCATGTCATTCCTCTGCCTGGTAGTTCTCTATTACATCGTGTGGTCCC
TCCTATTCCTGCGGTCCCTGGATGTGGTTGCAGAGCAGCGARGAACACATGTGACCATGGCCAT CAGCTGGATCACCATT
GTCGTGCCCCTGCTCATTTTTGAGGTCCTGCTAGTTCACAGACTGGRTGACCACAATACGTTCTCTTACATTTCCATTTT
CATCCCGCTTTGGCTCTCATTACTGACTTYGATGGCTACAACGTTCAGGCGGAAAGGGGGCAAT CATTGGTGGTTTGGGA
TTCGCAGGGATTTCTGTCAGT TTCTACTAGAAGTTTTTCCGTTTTTAAGAGAATATGGAAATATCTCTTACGATCTCCAT
CACGARGACAGTGAAGATGCTGAAGACGCATCGGTGTCAGAAGCTCCGAAAATTGCTCCAATGTTTGGAAAGAAGGCGCG
GGTAGTTATAACACAGAGCCCTGGGAAATATGTGCCTCCACCTCCCAAGTTAAACATTGATATGCCAGACTARact caca
ggctgggcctttcagtgaaataagaaccatatacccttgaattccactttgettttttcettgtgttcatccagtectgga
attggaaacaggtccccctcattttacatccacactgagacagaagtctcttgcagtggtcattgtgtgecgtaggcaga
agggggaaactgtaggactgtgggatgtgtacataatgtgcaagagaacttgctttccaggecccacatcttgtgagectag
ccaaaggtggtaaatcgaattgtttctaggeccttcaaaagacctgaaaactacatagetgtttgttttaaagtgctactt
atgcctaccaaaagtattgtttaaaaagtatttttatacactgctagtctaaaattgtattttagattgcacccattgtg
acaaaatggcaaatgtaccaaattgtcccctcccactgttcectaaacctcattgttggtgtttctagtgetectactgt
tcaaatagttgttttctgtgggctttgcggacacaggtctctagtattctaatagatgaattttctaatggagtgaatcet
gcatatattagtatttatatgaatgttttagcagtgttatctgtgttgattgtagttcttggcagtaatgtattgtgtta

aagtatttttttttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

10. abra
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eea oo (XY

3 azonositoszamu szekvencia: ee3 1 (egéreredetil) nukleinsavszekvencia

gcagcagcgtggacgeggetggagetggegecatgaacccgctgtaaggegecaggctgtgecageacggggtgegggggag
gaggaggaggaggacgccgcggtgaayttctecge CATGAACCTGAGGGGCCTCTTCCAGGACTTCAACCCGAGTAAATT
CCTCATCTATGCCTGTCTGCTGCTGTTCTCTLTGCTGCTGGCCCTTCGTTTGGATGGCAT CATACAGTGGAGTTACT GGG
CTGTCTTTGCTCCARTATGGCTGTGGAAGTTRATGGT CATTGT TGGAGCCTCAGT TGGRACTGGAGTCTGGGCACGAAAT
CCTCAATATCGAGCAGALGGAGARACGTGTGTGGAGTTTAAAGCCATG TTGATTGCAGTGGGCATCCACTTGCTCTTGTT
GATGTTTGAAGTTCTGGTCTGTGACAGARTCGAGAGAGGARGCCATTTCTGGCTCCTGGTCTTCATGCCGCTGTTCTTTG
TTTCCCCGGTGTCTGTTGCAGCTTGCGTTTCGGGCTT TCGACATGACAGGTCACTAGAGT TAGRAATCCTGTGTTCTGTC
BRACATTCTCCAGTTTATATTCATTGCCTTAAGACTGGACAAGATCATCCACTGGCCCTGGCTTGTTGTGTGTGTCCCGCT
GTGGATTCTCATGTCCTTTCTGTGCCTGETGGTCCTCTACTACATTGTGTGGTCCGTCTTGT TCTTGCGCTCTATGGATG
TGATTGCGGAGCAGCGCAGGACACACATRACCATGGCCCTGAGCTGGATGACCATCGTCGTGCCCCTTCTTACATTTGAG
ATTCTGCTGGTTCACARACTGGATGGCCACAACGCCTTCTCCTGCATCCCGATCTTTGTCCCCCTTTGGCTCTCGT TGAT
CACGCPGATGGCAACCACATTTGGACAGAAGGGAGGAAACCACTGGTGGTT‘I‘GGTATCC_GCAAAGATTTCTG’I‘CAGTTTC
TGCTTGAART CTTCCCATTTCTACGAGAATATGGAAACATTTCCTATGATCTCCATCACGAAGATAATGAAGAAACCGAA
GAGACCCCAGTTCCGGAGCCCCCTARRATCGCACCCATGTTTCGRAAGARGGCCAGGGTGGTCATTACCCAGRGCCCTGG
GAAGTATGTGCTCCCACCTCCCAAATTAAATATCGARATGCCAGATTAGatgccacttccggggacagagcttaagtgga®
ctgggacgcactctctcecgecttectctgeccectegttcaccccgcagaccagaaccagtactggagetgggtectecag
gtacgtccatctcatgccttgtttgcatccagcgcctatcagccactcaccaggacgggacgcggaagtggcaggtgacg
ggggtgtgtgccagcagatgdggatgccaggaagagtgtgagaacaggggthqattaccgtctgtctgggaggggctéc
aggtacccctcttccccgtcagacccactgggagatggctgcttgccaggcccccagaaggaacatctgtctatacggtg
ctgaaatcccaatcaaaagtattgtttagaaatgtatttctccacaqggctgacct cctgcagctcegetgagcactceca
ggtcctcagcact cccaggtcgtggctggggcagtcagtaggaactgtaactatgtctctgatgcaccacgtgtttagac
acagcacagtccttttttctgttcctactgtggaagtagtttctctttqggcatgctgacagcagtttttcatagcctca
cggatgagccctttctacgggagtgactccatgcttgtatacagagtatttatacaaatgttttagcatcttcatatgcg
gtgttaacccctagtcctgtacagcatattctgttcaagtatttttttaqaatattctgttcaagtdtttttttacaagc
ttgtgctgtaggca catgccttctgeccctggaactcgtgcaggtacgtagtagctgctactgccacaacggcaacaccaa
gcaagagatgg‘cccatgc:ttttctgacgttctcagaatagtggctagcttcaaacctgacaagcg ctgcttgaagccgga
acactaqagaatgttgctgagagcagaaacggccacgcgggtcacgactatgcgtgggaaagtctcaagcttccctcctg
ccagcaacaagaaggctttggagtaggcatqatgttttcacgtgtgcgtgccgtttctccaagcactgcaggttccaccg
cgtgtcagaggctgcaagtttaacatcctcctgcctgaaaacaaataggtcctttgctgaaaagagggtaaaaaaagagc
tttgatcttctcagccaggagaagagggtggtgttttcacgcgggcaactgctcgccggcctacatggggttaattcaag
tctgctgcgagcacgactccgcccttggcactggcctccagcaagccctgttctctttggggtacaggggaacéggatgg
cttagactttcctgctcagtgtgtaaaaaatqtagctaaagccactatttttgctctccttaagctgttcaatanaccgg

ttcctcattttaaaaaaaaaaaazaaaaaaaaaaaaaaaaa

11A abra



.o ®e oeve oo

N R i
e a . s eao

| . .

sep oo

)
.
e . v

16/39

3/b azonositészami szekvencia: ee3_1b_h (human) alternativ _ splice”-

termék nukleinsav-szekvenciaja

gcagcagcgtggacgcggctggcgctggcgccatgaacccgctgtaaggcgcaggctgtgcagcacggggtgcgggggag
ga ggaggaggacgccgcggtgaaqt:tct:ccgccAﬂ.‘GAACCTGAGGGGGCTCTTCCAGGACTTCAACCCGAGTAAATTCCT
CATCTATGCCTGTCT! GCTGC‘I‘GT'I’CTCIGTGCTGCTGGCCCTTCGTTTGGATGGCATCATACAGTGGAGTTACTGGGCTG
TCTTTGCTCCAATATGGCTGl‘GGAAGTTAATGGTCATTGTTGGAGCCTCAGTTGGAACTGGAGTCTGGGCACGAAATCc‘r
CAATATCGAGCAGAAGGAGAAACGTGTGTGGAGTTTAAAGCCATGTTGATTGCAGTGGGCATCCACTTGCTCTTGTTGAT
GTTTGAAGTTCTGGTCTGTGACAGAAT CGAGAGAGGAAGCCATTTCTGGCTCCTGGT CTTCATGCCGCTGTTCTTTGTTT
CCCCGGTGTCTGTTGCAGCTTGCGTTTGGGGCTTTCGACATGACAGGTCACTAGAGCTGAGATT TCATATATTTAAGAAT

GTTTTCCACTTTGGGAGGTCAAGGCAGGTGGATCACITGAGGTCAGGAGTTTGAgacca‘gcctggccaacatggt_gaaac_

cccatctctact taataatacaaaaattagccggqtgtggtggcatgcgccagaatcccagcttctccggaggctgaggc
gggagaatct;cttaacccaggaggcggaggttgcagtgagccaagattgaaccattgcactccagcctggqtgacagaart_

gaaactccgtcttaaaaaaaaaaaaaaaaa

11B abra
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3/c azonositészamu szekvencia: ee3 1c_h (human) alternativ | splice”-

termék nukleinsav-szekvencigja

aacgctagcatggatctcgggccccaaataatgattttattttgactgatagtgacctgctcgttgcaacaaattgatga
gcaatgcttttttataatgccaactttgtacaaaaaagecaggct.ctaccATGAACCTGAGGGGCCTCTTCCAGGACTTCA
ACCCGAGTAAATTCCTCATCTATGCCTGTCTGCTGCTGTTCTCTGTGCTGCTGGCCCTTCGT TTGGATGGCATCATACAG
TGGAGTTACTGGGCTGTCTTTGCTCCAATATGGCTCTGGAAGTTAATGGTCAT TGTTGGAGCCTCAGTTGGAACT GGAGT
CTGGGCACGAAATCCTCAATATCGTTAG&&Btcctgtgttctgtcaacattctccagtttatattcattgccttaagact
ggacaagatcatccactggccctggcttgttgtgtgtgtcccgctgtggattctcatgtcctttctgtgcctggtggtcc
tctactacattgtgtggtccgtcttgttcttgcqctctatggatgtgattgcggagcagcgcaggacacacataaccatg
gccctgagctgaatgaccatcgtcgtgccccttcttacatttgagattctgctggttcacaaactggatggccacaacgc
cttctcctgcatcccgatctttgtccccctttggctctcgttgatcacgctg;tggcéaccacatttggacagaagqgaq
gaaaccactggtggtttqgtatccgcaaagatttctgtcagtttctgcttgaaatcttcccatttctacgaga&tatgda
aacatttcctatgatctccatcacgaagataatgaagaaaccgaagagaccccagttccggagccccctaaaatcgcacc

catgtttcgaaagaaggccagggtggtcattacccagagccctqggaagtaﬁgtgctcccacctcccaaattaaatath
aagcattgcttatcaatttgttgcaacgaa

aaatgccagattaggacccagctttcttgtacaaagttggcattataaga
caggtcactatcagtcaaaataaaa -

11C abra
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4. azonositoszamu szekvencia: ee3_2 (human) nukleinsav-szekvencia

ggcacgaggcgtcegcceaaggtegegggecgettggggagtcagecagegegecaggecccttegggecccacacgeate
aggtgccttcttgatgqqtacggagtgaacgcgggcggcggcgggaccgaggcagcgcccagtttgtaaccgccgcgccq
ccaqtgcccgcgcgcgccacaccccagcgcqcttccggccgggccacgtgaccgcgcgtgcacgtgttccggcctctccq
cttcgesyrtecgaaccteetectggtegteccggcattegtecacgeggagecggcttgggcggggeccgggaggcgge
ggccggagaagocgeqggagacgegagegecgagegtegegagggagecaggeeccgggeaggcaageggeggecteccgecAT
GAACCCCAGGGGCCTGTTCCAGGACTTCAACCCCAGTAAGTTTCTCATCTACACCTGCCTGCTGCTCTTCTCGGTGCTGC
TGCCCCTCCGCCTGGACGGCATCATCCAATGGAGCTACTGGGGCGTCTTTGCCCCCATATGGCTGTGGAAGCTTCTAGTC
GTCGCAGGCGCCTCCGTGGGCGCGGGCGTTTGGGCCCGCAACCCTCGCTACCGCACCGAGGGAGAGGCCTGTGTGGAGTT
CAAAGCCATGCTGATCGCTGTGGGCATCCACCTGCTGCTGCTCATGT TCGAAGTCCTGGTCTGCGACAGGGTGGAGAGGG
GCACCCACTTCTGGCTGCTGGTCTTCATGCCTCTCTTCTTCGTGTCCCCCGTGTCCGTGGCTGCCTGCGTCTGGGGCTTT
CGACACGATAGGTCGCTGGAGCTGGAGATCCTGTGCTCGGTCAACATCCTGCAGTTCATCTTCATCGCCCTAARAGCTGGA
CAGGATTATTCACTGGCCGTGGCTGGTGGTGTTTGTGCCCCTGTGGATCCTCATGT CGTTCCTTTGCCTGGTCGTCCTCT
ATTACATCGTCTGGTCCCTCCTGTTCCTGCGGTCCCTGGATGTGGTTGCCGAGCAGCGGAGAACACACGTGACCATGGCT
ATCAGTTGGATAACGATTGTCGTGCCTCTGCTCACTTTTGAGGTCCTGCTGGTTCACAGATT GGATGGCCACAATACATT
CTCCTACGTCTCCATATTTGTCCCCCTTTGGCTTTCCTTACTAACTTTAATGGCCACRACATTTAGGCGAAAGGGGGGCA
ATCATTGGTGGTTTGGCATTCGCAGAGACTTCTGTCAGTTTCTGCTTGARATTTTCCCATT T TTAAGAGAATATGGGAAC
ATTTCATATGATCTCCATCACGAAGATAGTGAAGATGCTGAAGABACATCAGTTCCAGAAGCTCCGAAAATTGCTCCAAT
ATTTGGAAAGAAGGCCAGRAGTAGTTATAARCCCAGAGCCCTGGGAAATACGTTCCCCCCCCTCCCAAGTTAAATATTGATA
TGCCAGATTAAactcctagagaggacccaggcacacacagactccacctggccttegectettgttcattcateccaaac
ctggaaatggaaacaggcttcaaacactcgtctcacgccgtgtttgagatcaccgcctcatcagtatgcatcatagatgg
aggtggtttcagtatgtgggtgtgtgtggtgtgtacctgggtaagagacttgctttccaggttcgecactttcaggtgtag
ctgggggcagtaagtcgaattgttttagtaggtcctcaaaaggaataaccacacagctgtttgtitaaatgctactgtac
ctatcaaaactattgtttaaaaagtatttttatacactgctaatctaaaattgtatttcagattgtgcctgtcataacaa
tagcaaatgtaaaaagttctctttcccaccacttgtttataaacctcatagttgataaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

A nukleinsav-szekvencia folytatasaként, 3’-iranyban egy masodik, alternativ
poliadenilacids szignal talalhato:

-..-gatatttttagtgttcctactgttaaaatactctctccttgggctttgctgatactggtctttaatattctqataggtg
aatttttctaatggaatgaacccatgcatatatagtatttatatgaatattttagcagtgtaatatgttgaattctagttctc

tgcattaccattattacgttaaagggttttttaaagcttaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

12. abra
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5 azonositdszamu szekvencia: ee3_ (egéreredetli) aminosav-szekvencia

MNLRGLFQDEFNPSKELIYACLLLE SVLLALRLDGIIQRWS TWAVEFAP TWLHKIMVIVGASVGTGVHARNPQYRAEGE TCVE
FEAMLIAVGIHLLLIMFEVLYVCDRIERGS HFWLLVEMPLEFVSPVSVAACVWGFREDRSLELE II.«CSVNII:QE’II"IALRL
DKI IS?T?WLVVCVPLWII)!S FLCLVVLYYIVHASVLELRSMOVIAEQRRTHITMALSWMT IVVPLLTFEI LLVAKLDGHNA
FSCIPIFVPLVWLSLITILMATTEGQKGGNAWWFGIRKDFCQFLLEIFPY LREYGNISYIDLHEEDSEETEETPVEPE PPKIAP

MERRRKARVVITQSPCGRIVLPPPKLNIEMED

13. abra



o -.0' sece
.

ese
see

.
- eece

6. azonositoszamu szekvencia: ee3 2 (egéreredetii) protein aminosav-

szekvenciaja

MNPRGLEQDENPSKFLIYACLLLFSVLLPLRLDGIIQWS YWHAVEFAP IWLWKLLVIVGAS VGAGVWARN PRYRTEGEACVE
FRAMLIAVGIHLLLIMFEI LVCORVERGTHLWLLVEMPLFEVS PVSVAACVRGFRHDRSLELE ILCSV’NILQE’IF’ILLRL
DRIINWPWLVVEVPLWIIMSFLOLVVLYY TVRSLLEFLRS LOVVAEQRRTHYVTMAT SWITIVVPLLI FEVLLVHRLDDERT
FSYISIFIPLWLS LLTIMATTEFRRRGGNHWHWEF GIRRDFCQF LLEVFPFLREYGNI SYDLHHEDSEDAEDASVSEAPKIAP

MEGRRARVVITQS PGKYVPPPPKLNIDMPD

14. abra
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7/a azonositdszamu szekvencia: ee3 1 (human) protein aminosav-

szekvencidja

MNLRGLFQDENPSKFLIYACLLLFSVLLALRLDGIIOWSYRAVFAP TWLHKIMVIVGAS VCTCVWARNPQYRAE GETCVE
FRAMLIAVG IHLLLIMFEVLVCORIERGSEFWLLVEMPLEEVS PVSVAACVRGFREDRSLELE Y LCSVNTLQFTFTALRL

DKIIEWFHLVVCVELWILMSFLCLV VLYY IVRSVLFLRSMDVIAEQRRTHI TMAL SRMT IVVPLLTFEY LLVERLDGHNA.

FSCIPIFVPLWLSLI TIMATTFGORGGNEWWEGIREDECQFLLE IFPFLREYGNI SYDLEHEDNEETEETPVPE PPKTAP
MEFRRKKARVVITQS PCGKYVLPPPKLNIEMPD

15A abra
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7/b azonositészami szekvencia: ee3_1b_h (human) protein aminosav-

szekvencidja

mmmsmnmgmmmcugwsmwummmmmmczrm
FKAMLIAVC T HLLLIMFEVLVCDRIERGSHFWLLVEMR LFFVS PVSVAACVRGFRIDRSLEVREHY FEKNVFHEGRSRQVD

HLRSGV

15B abra



7/c azonositészamu szekvencia: ee3_1c_h (human) protein aminosav-
szekvenciaja

MNLRGLE™ QDENPSIGIIWSWDGIIQWSMVFAPWVCASVGTGVWARNPQYR

15C abra
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8. azonositdszamu szekvencia: ee3_2 (human) protein aminosav-

szekvencidja

MNPRGLEQDEFNPSKFLIYTTCLLLESVLLPLRLDGT IQWSYWI\VFAPIWLWKLLVVAGASVGAGVWRRN’PRIRTKGEACVE
FRAMLIAVGIHLLLIMEEVLVCDRVERGTHFHLLVEMPLEFVSPVSVAACVRGERHDRSLE LE ILCSVNT LOFIFTIALKI,
DRIXBEWEPWLVVEVPLWIIMSFLCLYVLYY IVWSLLETPSLDVVAEQRRTHVTMAT SWI TIVVPLLTFEVLLVHRLDGHNT
FSYVS IFVPLM:SLLMTTE‘RRKGGKEWWE’GIRRDFCQFLLB IE'PFLREYGNISIDLHHEDSEDAEETSVPE}\PKIAP

IFGEKKARVVITQSPGRKYVPPPPRKLNIDMPD

16. abra
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10. azonositoszami szekvencia: human ee3 5-cDNS

ctgggtaccqggccccccctcgagtttttt:tttttttttttttttgagacagagtctcactctgttgctcaggctacaq
tgcagtgqcacqatcacagctcactgcatcctccaactactgggcccaagcaatcctcccacctcagccctgagtagctg
ggaccacaggtgtgtaccaccacacccaactattttttgctttttgtagagacggggtctccctgccctgtccaggctgg
tcttgaactcctgggctcaagcaatccttctgcctcagtctctcaaaqtgctagggttacaggcacatatcaccgtgccc
ggccagatgccttctcttataattgataqaacaagtagacaaaatcagtaagqatataaaagggttgaacqttatcaatc
aacttgacctaattagatacgtatagaacattccacccaatagcagactatgcattctcttcaagtgtacataacattta
tcaagacagaccacattctgggccgtaagacaagtctcaataaatttaaagggattcagtttaaataaatcaaaaaggtc
aggccacagtggaattaaattattaatcaataacagaaagatatctggaaaatccccaaatatttgcagagtaaataata
cgcttctaagtatctcataqgtcaaagaagtaaattagaaagtatttgaattgaacgaaaatgaaaacacaccatatcag
aatttgtggaatgccactaaagcagtgcttagagggaaattcatagcagtaagcacctacattagaaaagaaagaaagag
ctgggcacggtggctcacgcctgtaatcccaatacttttggagqccaaggcaggaggattgcttgagcccaggagctcta
agaccagcctgggcaacacagagagacccccatccccgcaaataatttgaaacaattagCtgggtgtggtggtatgcacc

tgtggtcccagccacctgagagaccggggcaggtacgtggatcccaggaagtcaaggatgcagtgagccatgattgtgcc
gagtgaaaccttatctaccaaaaaaagaahagaaaagaaaagaaaggttttgaatca

actqcactctaacatgggcaaca
atgacatcagcttctaccttaagaaactagaaaaagaacaaAIGAGAACTACCAGGGCAGTGAAGAACACACGTGACCAT
GGCCATCAGCTGGATAACGACTGTCATCGTGCCCTGCTCACCTTTGAAGTCCTGCTGGTTCACAGACTGGATGGCCGCAA

TACATTCTCCTGTATCTCCATATCTGTCCCCCTTTGGCTTTTGTTACTAACTTTAATGACCACAACATTTAGGCCAAAAA

GGGGCAATCATTGGTGGTTTGGTRTTCGCAGAGACTTCTGCCAGTTTCTGCTTGAAATTTTCCCATTTTTAAGAGAATAT
CATTGGTTCCAGAAGCTCCGAAAATTGS

GGGAACAtTTCATATGATCTCCATCAGGAAGATAGCGAAGGTGCTGAAGAAA
TCCAGTGTTTGGGAAGACCAGGGTAGTTTTAATCCCTGGGAAATATGTTCCCCCACCTCCCAAGTTAAATATTGATATGC
CAGATTAA&ctcctagagagggcccatacacagactccaccttgcctttgcctcttgttcattcataccaaacctggaaa
tggaaacaggcaccaaacactgtcatctcataccctgtttgagattgatgcctcatcaqcatgcatcataaatggagact
gtttcagcatqtgggtgtgtgtggtgtgtacctgggtaagagaacttgctttccacattcgtgctttagatgtagctggg
ggcagtaagttgaactgtt ttagtaggtcctcaaaaggaataactacacagtggttttctttaaagtgctactgtaccta
tcgaaagtatcgtttaaaagtatttttatacactgctagtacaaaattgtatttcagattgtgcctgttatgacataata
gcaaacgtaaagaattctctgtttataaacctcacagtttgtttaaactgcatattgtctattgcagatgtctttaaaga
ttgcataaaacaatatgtgcctgqtgtggagcttacccaagtactagacatgaacatagggactgcaaatcccatgggtg
ttaatatttaggtgttagtaaccgaggtctgcactgtgtgaaggtctctggtagtatccgttagtagagggagcagccac
cqcccttgcgaacttgtgacacgctctagtgtagtaccagqccataaagtgacactgttgtttagcaccetgaatttttc
tccatttctaagaatcttagaatattag

cacacaggtagtaactgtccagaaacaatcaaaataagcaacaagtggtttg
gtcactggaaagctggagagagtggccttaaccagaagtggccaacaatcaggta

ttggttgtaatgtaaagcattacct
ttattttaaggtctaaacctcgtgccgaattcctgcagCCnggggaCCcaCtagtCtAQagcggccgccaccgcggqag

ctccagcttt

17. abra
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11. azonositdszamu szekvencia: human ee3 _S-protein aminosav-

szekvencigja

MRTTRAVINTRDHGHQLDNDCHRALLTFEVLLVHRLDGRNTFSCI S ISVPLWLLLLTIMT TTFRPKRGNHWWEG I
RRDFCQFLLE IFPFLREYGNISYDLHQEDSEGAEE TLVPEAPKIAPVFGKTRVVLIPGKYVPPPPKLNIDMPD

18. abra
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- — - 'RGLFGDFN: SKFLIYTCLLLFSYLL - LRLDGIIQWS YHAYFA  TWLWKLLVYVAG
- -~ MNLRGLFQDFN SKFLIYACLLLFSVLIALRLDGIIGWSYWAVTA - INLWKLYYVIVG
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