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Diagnosztikumok és teriapiias hatdanyagok idiilt

obstruktiv léguti megbetegedés kezelésére

KIVONAT

A talalmany targya eljaras idilt obstruktiv léguti
megbetegedésre vald hajlam vagy idilt obstruktiv léguti
megbetegedés kialakuldsa gyorsasaganak vagy végkifejletének
meghatarozasara. A taldlmadny targyat képezik a talalmany
szerinti eljards végrehajdsdra alkalmas reagenskészletek
is.

A taladlmany szerinti reagenskészletek és vizsgalati
eljarasok segitségével nyert informaciéd elésegiti a vizs-

galt személy megbetegedési esélyének eldrejelzését.
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Diagnosztikumok és terdpids hatdanyagok idult

obstruktiv léguti megbetegedés kezelésére

A taldlmany téargya eljaras idiilt obstruktiv léguti
megbetegedésre valé hajlam vagy idiilt obstruktiv léguti
megbetegedés kialakulasa gyorsasaganak vagy végkifejletének
meghatarozasdra. A taldlmany targyat képezik a taldlmany
szerinti eljards végrehajasdra alkalmas reagenskészletek
is.

A taladlmany szerinti reagenskészletek és vizsgalati
eljarasok. segitségével nyert informaciéd elésegiti a vizs-
galt személy megbetegedési esélyének elérejelzését.

Az asztma idilt tudémegbetegedés, amelyet a légutak
gyulladasa és tulérzékenysége kdvetkeztében kialakuld re-
verzibilis légutelzarédasbdl eredd kshdgés, mellkasi szori-
tas, fuldoklds és zihald légzés jellemez. Szenzitizalddott

személyekben allergének belélegzése a légutak hamjanak
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gyulladasat és az asztmds tinetek felldngolasat okozhatja.
Asztma egyéb gyulladdsos eredetd elvaltozasok, pl. fertdzd
légzdszervi megbetegedések kévetkeztében is kialakulhat. A
bizonyos taplalékokkal szemben tulérzékeny személyekben
azok elfogyasztasa utan sulyos, akar életveszélyes allergi-
as reakcid alakulhat ki. Az asztmat korabban "egyszerd"
tulérzékenységi reakcioként fogtadk fel, ma mar azonban is-
mert, hogy szamos feltételezett okkal és hajlamositd ténye-
zével jellemezhetd &sszetett kédroktanu megbetegedés, amely-
nél az elvaltozdsok kozéppontjdban a légutak gyulladasa
all. A légzdszerveket kutatdk az arteriosclerosishoz hason-
litjak, abban a tekintetben, hogy mindkét kérkép sokféle
tényezd egymasra hatédsa kovetkeztében alakul ki. A kialaki-
tasaért felelds tényezdk nagy részével - igy az asztmas fo-
lyamat sordn végbemend kémiai reakcidkkal, a sejtek kszétti
kommunikacidéval (az egyik sejttipusrél a masikra t&rténd
informacidataddssal) és a légzdham reaktiv vagy egyéb sze-
repével - kapcsolatban intenziv kutatas folyik. Az allergi-
as reakcidk az asztmas tinetek megjelenésének gyakoriségét
és azok sulyossagat egyarant befolyasoljadk. Az allergia
(mas néven azonnali tipusu tulérzékenységi reakcid) megne-
vezés egy 4altalaban Aartalmatlan, normalis kdriilmények ko-
z6tt jol tolerdlhatd anyaggal szembeni rendellenes érzé-
kenységet jelsl. Az allergids reakcid kialakuldsa - az egy
adott anvaggal szembeni idioszinkrazids reakcidval ellen-
tétben - nem dbézisfliggéd. BAr minden immunvalasz idegen
anyaggal todrténd taladlkozads eredményeként alakul ki, az al-

lergias reakcidk kiilénbéznek az immunizalas vagy természe-



tes fertdzés kovetkeztében létrejovs, védelmet vagy foko-
zott ellenadlldképességet nyujtd "immunitastdl". A légutak
felndttekre jellemzd nagysdganak elérése utan az asztmas
gyermekek minddssze egynegyede "novi ki" a megbetegedést, a
tobbieket egész életiikben elkiséri a kbrkép. Az Amerikai
Tud8gydgyasz Szovetség kdzleménye szerint a megbetegedés a
nék 85, a férfiak 72%-4ban perzisztdl (Journal of Allergy
and Clinical Immunology 96, 11 (1996)].

1993~ban csupdn az Amerikai Egyesilt Allamokban 4964
ember haldlat okozta az asztma. Az asztma miatti gyermekha-
ladlozas eléforduldsi gyakorisaga 1980 és 1993 k&zstt meg-
duplazdédott. A 15 és 24 év k&zotti korcsoportban az ilyen
oktanu elhaldlozdsok szdma egymillié lakosra vonatkoztatva
1980 és 1993 kozsott 2,5-r8l 5,2-re emelkedett. A 25 év
alatti kcrosztdlybdél 1993-ban 342-en haltak meqg, és koriul-
belil 198000-~en keriiltek kérhazba asztma miatt.

Az asztma miatt elhaltak 21%-a afrikai-amerikai. Az
afrikai-amerikai gyermekek asztma miatti elhaldlozasanak
esélye négyszerese a kaukazusi gyermekekének. Az elhalalo-
zas szempontjabol leginkabb a 15 és 24 éves kor kdzdtti af-
rikai-amerikai fiatalok a veszélyeztetettek.

Az asztmaval kapcsolatos egyik legfontosabb rizikdfak-
tornak a betegség csaladdon beliili korabbi el&fordulasa tii-
nik. A Dbetegség eldfordulasanak igazolasa ugyanakkor nem
mindig egyszerl. Az asztma mas kérképekkel, példaul fejlé-
dési rendellenességekkel, fert6z6 megbetegedésekkel és
cystas fibrosissal egyiitt is fenndllhat. Nem tipikus kér-

térténet, vagy a megfeleld gydgykezelés hatastalansdga ese-



tén egyéb indikdcidkat is figyelembe vesznek. A megbetege-
dés kezelésében kevésbé jaratos orvosok ezeket a tiineteket
asztma helyett tévesen fertdz8 betegség jeleinek vélik, és
aszerint is kezelik.

A gyermekkori asztma megallapitasa nagymértékben azon
mulik, mennyire képesek a sziildk megfigyelni a klinikai ti-
neteket. A helyes kdérjelzéshez asztma- és allergolégus spe-
cialistara van sziikség, aki tisztaban van a gyermekkori
asztma sajatossagaival. Az asztma egyes finom jelei (pl. a
mellkasi szoritds) gyakran elkeriilik a figyelmet, kiilén&sen
a kisgyermekekét. Gyermekeknél eldéfordulhat, hogy az asztma
egyetlen észrevehetd jele a visszatérsd vagy folyamatos k&-
hégés. A bronchustagitd terapia kedvezd hatasa ugyanakkor
segilt az asztma diagndézisdnak felallitasaban.

Az asztmara vald &ltalanos hajlam korai megallapitiasa-
ra rendkivil jelentds igény mutatkozik. Mivel az idiilt
obstruktiv 1léguti megbetegedés gydgykezelés nélkil prog-
ressziv jellegli, az érintett személyek korai azonositasaval
a megfeleld gydgykezelés a lehetd legkorabban megkezdhets
lenne, ami névelné a kedvezd kérlefolyds esélyét.

A talalmény targyat egyrészt olyan vizsgalati eljara-
sok képezik, amelyek alkalmasak egy paciens idult. obstruk-
tiv léguti megbetegedésre vald hajlamanak, vagy a paciens-
ben az idilt obstruktiv léguti megbetegedés lefolydsa gyor-
sasaganak, 1illetve végsd kimenetelének meghatdrozasara. A
talalmadny egyik megvalésitasi moédjaban alkalmazott eljaras

egyik lépéseként egy pacienstdl nyert nukleinsav-minta



genotipizalasaval a gyulladast eldsegitd IL-1-haplotipus
legalabb egy alléljének meghatdrozdsara keriil sor.

A gyulladast el8segité IL-l-haplotipus egy allélije,
peldaul, a kévetkezd médokon hatidrozhatd meg: a pa&ciensben
egy IL-l-haplotipus egyik alléljével hibridizalédni képes
prébaval vagy prébakkal és a nukleinsav-mintaval hibridiza-
lasi reakciét hajtunk végre; egy IL-1-haplotipus legalébb
egy alléljének legalabb egy részét szekvenaljuk; meghata-
rozzuk egy IL-l-haplotipus egy alléljének vagy annak egy
részének elektroforetikus mobilitdsat. A talalmény egy ma-
sik eldnyds megvalésitasi mddjaban eqgy IL-1-haplotipus egy
részét a detekcids lépés eldtt amplifikaciénak vetjuk ala.
Amplifikacidés lépésként elénydsen a polimerdz-lancreakcidt
(PCR), a ligaz-lancreakciét (LCR), a ,szélleszoritasos” am-
plifikacidt ("Strand Displacement Amplification", SDA), a
klénozast vagy ezek valtozatait (pl. az RT-PCR-t és az
alléelspecifikus amplifikaciét) alkalmazhatjuk. A talalmany
egy kildondsen eldnyds megvaldsitasi mdédjdban a mintat olyan
lancinditékkal hibridizaltatjuk, amelyek egy IL-l-haploti-
pus egyik alléljének szensz vagy antiszensz szekvencidjaval
S'- vagy 3'-irdnyban hibridizdalnak, majd PCR-amplifikiciét
végzink.

A talalmany targyat képezik tovabba a taldlmany sze-
rinti vizsgdlati eljardsok végrehajtasara alkalmas reagens-
készletek is. A talalmény szerinti reagenskészlet DNS-minta
gylijteseére és a paciens egy IL—l—haplotipusa legalabb egy

alléljének meghatdrozdsdra szolgdld eszkdzdket tartalmaz-
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hat. A reagenskészlet kontroll mintakat vagy standardokat
is tartalmazhat.

A talalmany szerinti reagenskészletek és vizsgalati
eljarasok segitségével nyert informéacié (az idilt
obstruktiv léguti megbetegedés kialakulasat eldsegitd egyéb
genetikai defektusokkal és kérnyezeti hajlamosité tényezdk-
kel kapcsolatos ismeretek mellett) eldsegiti a paciens meg-
betegedési esélyének eldrejelzését. Az igy nyert informéacid
énmagdban vagy a paciens mas, idilt légzdszervi megbetege-
désre hajlamosité genetikai defektusaval kapcsolatos ada-
tokkal (az idilt obstruktiv léguti megbetegedés genetikai
profiljdnak ismerete) egylitt az egyén genetikai profiljahoz
igazitott gydgykezelést tesz lehetdvé. Ez az informacid le-
hetdvé teszi példaul az orvos szamara 1) az idilt obstruk-
tiv léguti megbetegedés kialakulasahoz vezetd lépések soro-
zatanak molekulédris alapjai elleni hatdanyag jobb kivalasz-
tasat, és 2) az adott betegben egy bizonyos hatdanyag meg-
feleld dbzisanak pontosabb meghatarozasat. A legkifejezet-
tebb klinikai javulas reményével kezelhetd betegcsoport ki-
valasztasaval lehetdévé valik 1) a kedvezdtlen piaci helyze-
td hatdanyagok poziciéjanak Jjavitasa, 2) a betegcsoport-
specifikus hatékonysagi vagy biztonsdgi korlatok miatt fél-
behagyott fejlesztésl potencialis hatdanyagok tovabbi vizs-
galata, 3) a gyorsabb és olcsébb hatbanyagfejlesztés, vala-
mint a potencidlis hatdanyagok felhasznalasi lehet8ségeinek

optimélisabb meghatarozasa.



A talalmény tovabbi eldényei és jellemz&i az aldbbi
részletes leirds és a szabadalmi igénypontok alapjan lesz-
nek érthetdk.

Az alabbiakban az abrak révid leirdsat koézsljik.

Az 1. &bra a humédn IL-1A-gén DNS-szekvencidjat mutatja
be (GenBank depondlasi szam X03833).

A 2. &bra a humdn IL-1B-gén DNS-szekvencidjadt mutatija
be (GenBank depondlasi szam X04500) .

A 3. &bra a humdn IL1-RN-gén DNS-szekvencidjdt mutatja
be (GenBank depondlasi szam X64532).

A kévetkezdkben a talidlmany részletes leirasat ismer-—
tetjuk.

A talalmény szerinti megoldas jobb érthetdésége érdeké-
ben megadjuk a leirdsban, a példikban és a szabadalmi
igénypontokban alkalmazott egyes meghatarozasok és kifeje-
zések jelentését.

Az "allél" kifejezés alatt egy gén adott markernél
Jellemz8 alternativ formait értjik. A két azonos alléllal
bird beteget homozigétanak, a két kildnbdzd alléllal bird
beteget heterozigdtanak nevezziik.

Az "idult obstruktiv tidémegbetegedés” vagy az "idult
obstruktiv léguti megbetegedés" (COAD) kifejezések alatt
olyan kérképeket értink, amelyek kdzds jellemz8je a tiidébe-
1li légaramlas korlatozddasa vagy megszlnése. Az idiult ob-
struktiv léguti megbetegedés fogalomkdrébe tartozik az
asztma, az emphysema, az idilt bronchitis és az idult bron-
chiolitis. A koérképekben a légqgutak elzarédasanak helyszine

a felsé légutaktdl a végss bronchiolusokig terjedhet. A
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legtobb léguti megbetegedés pontos oka nem tisztazott. Eb-
ben a kérdésben a léguti megbetegedések definicidéi sem se-
gitik a tisztanlatast. Az idilt bronchitis megallapitédsa a
klinikal tUnetek, az idilt kohogés és kopetképzddés alapjan
torténik. Az emphysema meghatdrozdsa ezzel szemben anatd-
miailag, az alveolusok faldnak atszakadasa és uregiik megna-
gyobbodasa alapjan toérténik. Az idult obstruktiv léguti
megbetegedések k&z6s jellemzdje a légutak atmérdjének szi-
kiilete és a koéros folyamatot kisérd gyulladéas.

A "genotipizalds" alatt egy egyed genomi DNS-ének
(vagy az annak megfeleld nukleinsavnak) megbetegedést okozd
vagy arra hajlamositd mutdcidé vagy polimorfizmusai kimuta-
tasara iradnyuld vizsgalatdt jelenti, amely tdrténhet kdz-
vetlenlll, vagy a megbetegedést okozé vagy arra hajlamositd
génnel kapcsoltsdgi egyensulyhidnyban 1évé mutacié vagy po-
limorfizmus (marker) detektaldsa utjan.

A "haplotipus" kifejezés olyan alléleket jeldl, ame-
lyek egy csoportként 6rékldédnek (kapcsoltsagi egyensulyhi-
anyban vannak) . Jelen leirdsban haplotipus alatt a statisz-
tikailag szignifikdns (peoer < 0,05) szinten jelentkezd
haplotipusokat értjik. A leirasban az "egy IL-1-haplotipus"
kifejezés az IL-1 lokuszban taldlhatéd, az IL-1A-, IL-1B- és
IL-1RN-gének alléljeit és az azokkal egyensulyhidnyban 1évs
markereket tartalmazé haplotipusra utal. A "gyulladast elé-
segitd IL-l-haplotipus" kifejezés a gyulladéast elésegitd
anyagok fokozott kibocsdtdsaval vagy aktivitasaval (pl. a

funkcionalis IL-la és/vagy IL-1B serkentésével és/vagy a



funkcionalis IL-l-receptor-antagonista gatlasaval) jellem-
zett haplotipust jelsli.

A "kapcsoltsagi egyensulyhidny" kifejezés két allél
olyan gyakorisagu egyilittes o6réklédésére utal, amely maga-
sabb annal, mint ami a két allél egy adott kontroll popula-
cidban kiulén-kilén szémitott eldforduldsi gyakorisagabdl
varhaté lenne. Az egymdstdl fiiggetlenul &réklédd allélok
varhatd el&forduldsi gyakorisdga az elsd és a masodik allél
gyakorisaganak szorzata. Az egylttesen a vart gyakoriséaggal
eléforduld allélok "kapcsoltsagi egyensulyban" vannak.

Kapcsoltsdgi egyensulyhidnyban 1évé polimorf markerek
pl. a kovetkezdék: az IL-1B 2. (-511) allél, az IL-1A 4.
(222/223) allél, az IL-1A 1. (gz5/gz6) allél, az IL-1A 1.
(-889) allél, az IL-1B 2. (+6912) allél, az IL-1B 1.
(+3954) allél, az IL-1B/IL-1RN (gaat.pp33330) és (Y31) gé-
nek kozotti régid, az IL-1RN 2. (+2018) allél, az IL-1RN 2.
(VNTR) allél és az IL-1RN 2. (VNTR) alléllal kapcsoltsagi
egyensuilyhidnyban 1év8 harom polimorfizmus [Clay és mtsai.:
Hum. Genet. 97, 723 (1996)].

A "polimorfizmus" kifejezés egy gén vagy egy része
(pl. allelvaridns) egynél tobb formdjanak egyiittes megléteé-
re utal. Egy gén azan szakaszat, amelynek legalabb két kii-
1onboz8 formaja (két kilonbsz8 nukleinsav-szekvencidja) lé-
tezik, a gén polimorf régidjanak nevezziik. A polimorf régiod
a kulonbdzd allélekben eltérd egyetlen nukleotid is lehet,

de tobb nukleotid hosszusdgra is kiterjedhet.



Prediktiv gydégyvaszat

Prognosztikus vizsgdlati eljdrdsok és reagenskészletek

A kovetkezd példakban részletesen ismertetett eredmé-
nyek alapjan az IL-1B 2. (+3954) allél és az IL-1B 2. (-
511) allél szignifikans kapcsolatot mutat az asztma jelen-
létével. A taldlmany szerinti megoldas értelmében feltart
eljardsok és reagenskészletek segitségével meghatarozhatd,
hogy egy paciens idult obstruktiv léguti megbetegedés 4ltal
érintett-e, vagy abban valdsziniileg megbetegszik-e, és/vagy
eldrejelezhetd egy paciens ilyen kdrképének kiterjedése
vagy kérfejldédése.

A talalmany egyik megvaldsitidsi médja szerinti elja-
rasban egy gyulladast el8segitd IL-1-haplotipus legalabb
egy alléljének kimutatdsa érdekében a pacienstdl nyert nuk-
leinsav-mintat genotipizaljuk. Egy gyulladast elésegitd IL-
l-haplotipus egy allélja kimutathatd példaul egy IL-1-gén
vagy protein transzkripciés ratéjanak vagy az mRNS és/vagy
a protein mennyiségének "northern-blot"-eljarassal, reverz
transzkripcidés polimeradz-lancreakciéval (RT-PCR), in situ
hibridizaciéval, immunprecipitaciéval, "western-blot"-hib-
ridizacidéval vagy immunhisztokémiai eljarassal torténd meg-
hatarozasaval. Az egyik eljaras szerint meghatarozzuk egy
pacienstél nyert sejtekben termelddstt IL-1-protein vagy
mRNS mennyiségét, és Osszehasonlitjuk azt egy egészséges
szemely sejtjeire jellemzd értékkel.

A talalmany egy masik megvalésitasi médja szerinti el-
jarasban egy IL-l-protein legalabb egyféle aktivitasanak

meghatarozasara keriill sor. Meghatdrozhatéd, példaul, a péaci-



ens egy IL-la vagy -B-proteinjének receptoraffinitasi 4&l-
landéja. Az igy nyert eredmények azutadn Osszehasonlithatdk
egy ismerten idult obstruktiv léguti megbetegedésben szen-
vedd betegen végzett hasonld vizsgdlatban kapott adatokkal.

A talalmany elényds megvaldsitadsi moédjai értelmében a
talalmany szerinti eljdrds a pacienstdl nyert nukleinsav-
minta egy gyulladast eldsegitd IL-l-haplotipus legaldbb egy
alléljének kimutatidsa érdekében végzett genotipizalasat
foglalja magadban. A taldlmany egy jellemzd megvaldsitasi
médjaban egy gyulladast eldsegitd IL-1-haplotipus legalabb
egy alléljének szensz vagy antiszensz szekvencidjahoz hib-
ridizalni képes nukleinsavszekvencia-régidt magaban foglald
nukleinsav-prébadt tartalmazé nukleinsav-készitményt alkal-
mazunk. A nukleinsavat példaul hibridizdcié céljara hozza-
férhetévé tesszik, a prébat a mintabeli nukleinsavval rea-
galtatjuk, és detektaljuk a prébanak a mintaban 1évé nukle-
insavval bekovetkezett hibridizdcidjat. Ez az eljaras elté-
rések vagy allélvaridnsok genomi vagy mRNS-szinten tdrténd
kimutatasara és az mRNS-transzkriptumok mennyiségének meg--
hatdrozasara is alkalmas.

Kimutatasi eljarédsként eldnydsen egy gyulladast eldse-
gitd IL-l-haplotipus legaldbb egy alléljének egy régidjat
atfedd - a mutédcid vagy polimorf régid kériil kb. 5, 10, 20,
25 vagy 30 nukleotidot tartalmazé - prébakkal végzett al-
lélspecifikus hibridizaciét alkalmazunk. A taldlmany egyik
eldényds megvaldsitdsi médjaban idilt obstruktiv léguti meg-
betegedesben szerepet jatszé mas allélvariansokkal specifi-

kusan hibridizalni képes prodbakat szildrd fazisu hordozé-



hoz, pl. (kb. 250 000 oligonukleotidot is rogziteni képes)
lapocskahoz ("chip") k&tink. Az oligonukleotidok kiil&dnbdzd
eljarasokkal, pl. litografiaval koéthetd8k a sziladrd hordozé-
hoz. Az ilyen oligonukleotid-tartalmu chipek alkalmazasaval
végzett mutdciddetektald vizsgalati eljaras (masnéven "DNS-
préba-rendszer") leirdsat az idevonatkozd szakirodalom is-
merteti (pl. Cronin és mtsai.: Human Mutation 7, 244
(1996)]. A taldlmany egyik megvaldsitasi médjédban a chip
egy gén legaldbb egy polimorf régidéjanak dsszes‘allélva-
riansat tartalmazza. A sziladrd fazisu hordozdanyagot ezutan
a vizsgalni kivant nukleinsavval reagaltatjuk, és detektal-
Juk a specifikus prébakkal toértént hibridizaciét. Ennek
megfelelden, egy egyszerd hibridizdcidés kisérletben egy
vagy tébb gén szamos allélvariansa azonosithatd.

A talalmany szerinti eljardsok a kimutatas eldtt eqgy
nukleinsav-amplifikdciés lépést is magukban foglalhatnak.
Ezek a szakember szamara ismert amplifikaciés eljaréasok
tobbek k&ézott, de nem kizardlag, a kdvetkezd8k lehetnek:
klénozas, polimeraz-lancreakcid '(PCR), specifikus allélek
polimeraz-lancreakcidja (ASA), ligdz-lancreakciéd (LCR),

"nested" polimerdz-lancreakcié, onnfentartd szekvenciarep-

likacié ("self sustained sequence replication") (Guatelli, -

J. C. és mtsal.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1874
(1990) ], transzkripciés amplifikacids rendszer (Kwoh, D. Y.
és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173 (1989)], és
a "Q-Beta Replicase” (Lizardi, P. M. és mtsai.:

Bio/Technology 6, 1197 (1988)].



A PCR-ben killéndsen eldnydsen alkalmazhatd lancinditdk
tobbek kozott a kovetkezdk: (beilleszteni, 7. o.)

Az amplifikacidés termékek szamos eljarassal vizsgalha-
tdk, tobbek kozott méret szerinti analizissel, restrikciés
emésztést kovetd méret szerinti analizissel, specifikusan
jelzett lancinditd oligonukleotidok reakcidtermékekbdl tor-
ténd kimutatasaval, allélspecifikus oligonukleotid (ASO)
hibridizacidéval, allélspecifikus 5'-exonukledz detektalas-
sal, szekvendldssal és hibridizaciéval.

A PCR-ra alapozott detektdldsi médok kozott szerepel-
het tobb marker egyidejd, multiplex amplifikadcidéja is.
Szakember szamadra jol ismert példaul a PCR-lancinditdk oly
moédon térténd kivalasztasa, hogy a nyert PCR-termékek mére-
te ne fedje at egymédst, és igy egyidejldleg vizsgalhatdk le-
gyenek. Mas médon, a kilénb&dzd markerek eltérden jeldlt, -
1gy kulén detektdlhatd - lancinditédkkal is amplifikalhatdk.
A hibridizacién alapuld kimutatdsi eljardsok természetesen
lehetdvé teszik tobb PCR-termék egy mintabél térténd elki-
lonitett kimutatdsat. Szakember szamdra ismeretesek egyéb
olyan eljarasok is, amelyek tobb marker multiplex vizsgala-
tat teszik lehetévé.

A talalmany szerinti vizsgdlati eljaras eqgy jellemzd
megvaldsitasi moédja értelmében a kdvetkezd lépéseket végez-
zik: 1) egy pacienstdl sejtmintat gylijtink, 1ii) a minta
sejtjeibdl (genomi, mRNS vagy mindkét tipusu) nukleinsavat
nyertink ki, iii) a nukleinsav-mintat az egy gyulladast eld-
segitdé IL-l-haplotipus legaldbb egy alléljével 5'- é&s 3'-

iranyban specifikusan hibridizalé, egy vagy tdbb lancindi-



téoval az allél hibridizaciéjat és amplifikacidojat lehetdvé
tevd korulmények kdzdtt reagaltatjuk, és iv) kimutatjuk az
amplifikacidés terméket. Az‘ilyen kimutatdsi sémédk kiildndsen
a nagyon kis mennyiségben Jjelenlévd nukleinsav-molekuldk
kimutatasakor hasznosak.

A taladlmany szerinti vizsgdlati eljaras egy eldnyds
megvaldsitasi médjdban a gyulladast eldsegitd IL-1-haploti-
pus alleljének azonositasat restrikciés hasitasi mintazatok
k&zotti eltérések alapjan végezziik. Példaul minta és kont-
roll DNS-t 1izol&lunk, (igény szerint) amplifikalunk, eqgy
vagy tobb restrikcidés endonukledzzal emésztiink, majd a
fragmensek hosszat gélelektroforézissel hatarozzuk megqg.

A talalmany egy tovabbi megvaldsitasi médjaban az al-
lel kozvetlen szekvendlasdra a szakember szamara ismert
szekvenald reakcidk barmelyike alkalmazhatd. Jellemzd reak-
cidk tobbek kozdtt a Maxim és Gilbert [Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74, 560 (1977)] vagy a Sanger (Sanger és mtsai.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463 (1977)] 4&ltal kidolgo-
zott eljaradsokon alapuld szekvendld reakcidk. A taldlmany
targyat képezd vizsgdléeljardsok végzése soran a kiilénféle
automatizalt szekvendld eljarasok barmelyike igénybevehetd
(Biotechniques 19, 448 (1995)], ideértve a témegspektromet-
riads szekvendladst [lasd pl. a kdvetkezs publikacidkat:
WO94/16101 szaml nemzetkdzi kozzétételi irat; Cohen és
mtsai.: Adv. Chromatogr. 36, 127 (1996); valamint Griffin
és mtsai.: Appl. Biochem. Biotechnol. 38, 147 (1993)].
Szakember szamdra nyilvanvaléva fog valni, hogy bizonyos

megvaldésitasi médokban a szekvenaldsi reakcidban csak eqgy,



kettd vagy harom nukleinsav-bazis el&fordulasanak megalla-
pitasara van szikség. Csak egy nukleinsav kimutatdsa esetén
igénybevehetd példaul az "A-track" vagy a hasonldé eljéarésok
egyike.

Egy tovabbi megvaldésitasi médban a hasitéo anyagoktol
(pl. nukledz, hidroxilamin- vagy ozmium-tertoxid és piperi-
din) vald védettség hasznalhatdé fel az RNS/RNS- vagy
RNS/DNS- vagy DNS/DNS-heteroduplexeken beliili hibas bazis-
parosodasok kimutatdsdra [Myers és mtsai.: Science 230,
1242 (1985)]. Altaldnossagban, a hibas bazispdrosodast ha-
sitd ("mismatch cleavage") eljards sordn eldszdér a vad ti-
pusu allélt tartalmazé hibridizaléd (jelolt) RNS-nek vagy
DNS-nek a mintaval kialakitott heteroduplexeire van sziik-
ség. A kettds szalu duplexeket az egyszalu, példaul a kont-
roll- és a mintaszal kdzétti hibas bazisparosodas kévetkez-
teben létrejovd szakaszaik hasitasara alkalmas reagenssel
kezeljuk. Igy pl. az RNS/DNS-duplexek esetében a hibas ba-
zispdrosoddsl szakaszok enzimatikus emésztésére RNase, a
DNS/DNS hibrideknél Sl-nukledz alkalmazhatd. Mas megvalési-
tasi médokban a hibds bazisparosodasu szakaszok emésztése
érdekében a DNS/DNS- vagy RNS/DNS-duplexek hidroxilaminnal
vagy ozmium-tetroxiddal és piperidinnel kezelhetdk. A hibas
bazisparosoddsu régidk emésztését kdvetden kapott anvagot a
mutacidé helyének megéallapitdsa érdekében denaturald poli-
(akril-amid) -gélen méret szerint szeparaljuk ([Cotton és
mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4397 (1988); Saleeba

és mtsai.: Methods Enzymol. 217, 286 (1992)]. A talalmany



egy eldnyds mégvalésitési médjdban a kontroll DNS vagy RNS
a kimutatasukat lehetdvé tevd médon jeldlhetd.

A  talalmdny egy masik megvaldsitasi médjédban a
"mismatch cleavage" reakcidban a kettdsszalu DNS-beli hibas
bazisparosodadsokat felismerd egy vagy toébb proteint (un.
hibas DNS bazisparosodadst javitd enzimeket) alkalmazunk.
Példaul az E. coli mutY enzimje a hibas G/A bazisparosoda-
soknal az A-t, a Hela sejtekbdl szarmazd timidin-DNS-gliko-
zilaz pedig a hibads G/T bazisparosodasoknal a T-t hasitja
ki [Hsu és mtsai.: Carcinogenesis 15, 1657 (1994)]. Egy
Jellemzd megvaldsitdsi médban egy gyulladast eldsegité
haplotipus alléljén alapuld probat a vizsgdlt sejt(ek)bdl
szarmazd cDNS-sel vagy mis DNS-termékkel hibridizaltatunk.
A kapott duplexet hibds DNS bazisparosodast javitd enzimmel
kezeljlik, majd a hasitasi termékeket (ha vannak) elektrofo-
rézises vagy hasonld eljarassal mutatjuk ki (lasd pl. az
5459039 szamu Amerikai Egyesiilt &llamokbeli szabadalmi ira-
tot) .

A talalmany mas megvaldsitdsi mdédjaiban az elektrofo-
retikus mobilitésbeli eltéréseket hasznaljuk fel az IL-1B
2. (-511) allél azonositasara. A mutans és vad tipusu nuk-
leinsavak elektroforetikus mobilitasa kdzstrti kiildnbségek
kimutatdsara példdul az egyszalu konformacios polimorfizmus
("single strand conformation polymorphism", SSCP) alkalmaz-
hatd [Orita és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 2766
(1989); Cotton: Mutat. Res. 285, 125 (1993); és Hayashi:
Genet. Anal. Tech. Appl. 9, 73 (1992)]. A minta és kontroll

IL-18 (-511) allél egyszalu DNS-fragmenseit denaturdlijuk



majd hagyjuk visszarendez&dni. Az eqgyszalu nukleinsavak ma-
sodlagos szerkezete szekvenciafiiggd, az elektroforetikus
mobilitds kovetkezményes eltérése alapjan akar egy bazisnyi
valtozas is kimutathatdé. A DNS-fragmensek jeldlhetdk, vagy
jelolt prdbdkkal mutathatdk ki. A vizsgadloéeljaras érzékeny-
sége novelhetd azaltal, ha DNS helyett RNS-t alkalmazunk,
amelynek masodlagos szerkezete érzékenyebb a szekvenciabeli
valtozasok iradnt. A taldlmdny egy eldnyds megvaldsitéasi
médjaban a taldlmany szerinti eljaras duplaszalu heterodup—
lex molekuldk kiiloénvalasztasara elektroforetikus mobilitas-
beli eltérésre alapozott heteroduplex-vizsgalatot alkalmaz
(Keen és mtsai.: Trends Genet. 7, 5 (1991)].

Egy tovabbi megvaldsitidsi médban az allélek denatu-
raldészer-gradienst tartalmazd poli(akril-amid)-gélekben,
denaturald gradiens-gélelektroforézis ("denaturing gradient
gel electrophoresis™, DGGE) soran térténd mozgasat vizsgal-
juk [Myers és mtsai.: Nature 313, 495 (1985)]. Vizsgaldéel-
Jarasként DGGE-t alkalmazva a teljes denaturaléddas elkeri-
lése érdekében mdédositani kell a DNS-t. Ez pl. magas olva-
daspontu, GC-ben gazdag DNS-bSl &llé, megkdzelitdleg 40 bp-
os GC-kapocs PCR-rel térténd hozzdadasaval érhetd el. Egy
tovabbi megvaldésitdsi médban a kontroll és a mintabeli DNS
mobilitdsa kozotti eltérések kimutatdsadra denaturaldszer-
gradiens helyett hémérsékleti gradienst alkalmazunk
[Rosenbaum és Reissner: Biophys. Chemn. 265, 12753 (1987)1].

Allélek detektédlasara alkalmazhatd tovabbi eljaréasok
példaul, de nem kizardlag, a szelektiv oligonukleotid-hib-

ridizacid, a szelektiv amplifikacid, vagy a szelektiv lanc-



indité-hosszabbitas. Példaul lancindité oligonukleotidok
készithetdk, amelyekben az ismert mutdcié vagy nukleotid-
eltérés (pl. az allélvariansokban) k&zépiitt helyezddik el,
majd azokat a cél DNS-sel hibridizaltatjuk, olyan kdrilmé-
nyek kodzdtt, amelyek csak tokéletes egyezés esetén teszik
leheté4vé a hibridizaciét [Saiki és mtsai.: Nature 324, 163
(1986); Saiki és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,
6230 (1989)]. Az 1ilyen allélspecifikus oligonukleotid-
hibridizacidés eljdradsokkal egy reakciéban egy mutacidé vagy
polimorf régid jelenléte vizsgadlhatd, ha az oligonukleoti-
dokat a PCR-amplifikdlt cél-DNS-sel hibridizaltatjuk, vagy
mas médon, ha hibridizacidés membranhoz kététt oligonukleo-
tidokat jelzett cél-DNS-sel hibridizaltatunk, t&bb mutacid,
illetve tobb polimorf régidé jelenléte mutathatd ki.

A talalmany szerinti megoldas értelmében szelektiv
PCR-amplifikaciétédl fuggd allélspecifikus amplifikécids el-
jaras is alkalmazhatd. A specifikus amplifikacidban lancin-
ditdékeéent haszndlt oligonukleotidok a kérdéses mutacidt vagy
polimorf régidt tartalmazhatjadk a molekula k6zepén (aminek
kOvetkeztében az amplifikadcié differencidlé hibridizacidtédl
figg) (Gibbs és mtsai.: Nucleic Acids Res. 17, 2437
(1989)], vagy az egyik lancindité legtavolabbi 3'-végén,
ahol megfeleld koriulmények esetén a hibas bazisparosodéas
meggatolja vagy «csokkenti a polimerdz-lanchosszabbitast
(Prossner: Tibtech 11, 238 (1993)]. A hasitéason alapuld ki-
mutatas lehetdvé tétele érdekében eldnyds Llehet egqy 10j
restrikciés hely kialakitéasa a mutacié régidjaban

[(Gasparini és mtsai.: Mol. Cell Probes 6, 1 (1992)]. Az



amplifikacié a talalmédny bizonyos megvaldsitasi mdéddjaiban
varhatdan Tag-ligéaz alkalmazasaval is végrehajthaté
(Barany: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 189 (1991)]. Ezek-
ben az esetekben kdtddés csak akkor alakul ki, ha az 5!
szekvencia 3'-végén tokéletes az egyezés, igy az amplifika-
cié jelenléte vagy hiéhya alapjan lehetdévé valik egy ismert
mutacidé egy adott helyen vald meglétének kimutatéasa.

A taldlmany egy masik megvaldsitasi médjaban az allél-
varians azonositasat oligonukleotid ligdlasi vizsgdlati el-
jaras ("oligonucleotide ligation assay", OLA) segitségével
hajtjuk végre [lasd pl. 4998617 szami Amerikai Egyesiilt Al-
lamokbeli szabadalmi 1leirds, valamint Landegren, U. é&s
mtsai.: Science 241, 1077 (1988)]. Az OLA-eljarasban két
olyan oligonukleotidot alkalmazunk, amelyek egy célmolekula
egyik szalanak szomszédos szekvencidihoz képesek hibridi-
zalni. Az egyik oligonukleotidot elvalasztast eldsegitd
markerhez kotjiuk (pl. biotinilaljuk), a masikat pedig kimu-
tatast lehetdévé tevd mddon jelsdljik. Ha a célmolekuldban
megtalalhatd a pontosan komplementer szekvencia, az oligo-
nukleotidok végeikkel &sszekapcsoldédva hibridizalédnak és
ligacidés szubsztratot alkotnak. A ligacid ezutdn lehetdvé
teszi a jelzett oligonukleotid avidinnel vagy masik biotin-
ligandummal torténd kimutatasat. Nickerson, D. A. és mtsai.
a PCR és az OLA jellemzd8it kombindld nukleinsav-kimutatasi
eljarast irtak le ([Nickerson, D. A. és mtsai.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87, 8923 (1990)]. Ebben az eljarasban a cél-
DNS exponencidlis amplifikdcidjara PCR-t, majd kimutatésara

OLA-t alkalmaznak.
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Szamos OLA-n alapulé eljarast fejlesztettek ki, ame-
lyek egy gyulladast eldsegité IL-1-haplotipus alléljeinek
kimutatdsara alkalmazhaték. Igy pl. az 5593826 szami Ameri-
kai Egyesiilt &llamokbeli szabadalmi irat &ltal ismertetett
OLA egy 3'-aminocsoportot tartalmazd és eqy S'-foszforilalt
oligonukleotidot alkalmaz, amelyek foszforamidat k&téssel
rendelkezd konjugdtumot alakitanak ki. A Tobe és mtsai.
[Nucleic Acid Res. 24, 3728 (1996)] altal leirt masik OLA-
variansban a PCR-rel kombindlt OLA két allél azonos
mikrotiter-mélyedésben térténd tipizalasat teszi lehetdvé.
Az allélspecifikus lancinditék mindegyikének egyedi haptén-
nel (pl. digoxigeninnel és fluoreszceinnel) t&rténd jelolé-
sével az OLA-reakcidk kiilénbdzd enzimriporterekkel (alkali-
kus-foszfatdzzal vagy tormagydkér-peroxiddzzal) jelzett
hapténspecifikus ellenanyagok segitségével mutathaték ki.
Ebben a nagyszami minta gyors vizsgadlatdra alkalmas rend-
szerben a két allél jelenlétének kimutatasat két kilsnbsdzd
szin kialakuldsa teszi lehetdvé.

Az egy nukleotidot érinté polimorfizmusok vizsgalata
céljabdl szamos eljarast fejlesztettek ki. A talalmany egy
megvaldsitasi médjdban az eqgy bazisra kiterjedd polimorfiz-
mus speciadlis, exonukledz-rezisztens nukleotid segitségével
mutathatd ki (pl. a Mundy, C. R. &ltal a 4656127 szamd Ame-
rikai Egyesilt &llamokbeli szabadalmi iratban ismertetettek
szerint). Az eljards szerint egy adott allatbél vagy ember-
bdél nyert célmolekulaval a polimorf helytdl kézvetleniil 3'-
iranyban 1lévd allélszekvenciaval komplementer lancinditét

hibridizaltatunk. Ha a célmolekula polimorf helyén az adott



_.21_

exonukleaz-rezisztens nukleotidszarmazékkal komplementer
nukleotid taldlhatdé, akkor a hibridizalt lancindité vége
tartalmazni fogja a nukleotidszarmazékot. Ez a beépltlés a
lancinditét exonukledz-rezisztenssé teszi, lehetdvé téve
ezaltal a kimutatasat. Mivel a mintabeli exonukledz-rezisz-
tens szarmazék ismert, a lancinditd exonukledz-rezisztenssé
valasa arra utal, hogy a célmolekula polimorf helyén talal-
haté nukleotid a reakcidéban hasznadlt nukleotidszarmazék
komplementere volt. A médszer eldénye, hogy nem igényli nagy
mennyiségd kilsé szekvenciaadat meghatarozasat.

A talalmany egy mésik megvaldsitasi médjéban a poli-
morf hely nukleotidjédnak meghatarozdsdra oldatfazisu elja-
rast alkalmazunk (Cohen, D. és mtsai.: 2650840 szamu fran-
clia szabadalmi irat; W091/02087 szami nemzetkdzi kdzzététe-
1i irat). Itt, akarcsak a 4656127 szami Amerikai Egyesilt
allamokbeli szabadalmi leirdsban ismertetett Mundy-féle el-
jarasban, a polimorf helytdl k&zvetleniil 3'-irdnyban 1lévé
allélszekvencidkkal komplementer lancinditét alkalmazunk.
Az eljaras a polimorf hely nukleotidjat jelslt dideoxinuk-
leotid-szarmazékok segitségével azonositja, amelyek, ha
komplementerek a polimorf hely nukleotidjaval, beépiilnek a
lancindité végébe.

Goelet, P. és mtsai. egy alternativ, "Genetic Bit
Analysis" vagy "GBA™" néven ismert eljarast ismertetnek
(ld. W092/15712 szamu nemzetkdzi kdzzétételi irat). Eljara-
suk soran jelzett termindtorok keverékét és egy, a polimorf
helytdél 3'-irdnyban 1év8 szekvenciaval komplementer lancin-

ditot alkalmaznak. A reakcid soran a vizsgdlt célmolekula
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polimorf helyén taldlhaté nukleotiddal komplementer jelzett
terminator épul be. A Goelet, P. és mtsai. altal leirt el-
jaras - ellentétben Cohen és mtsai. mdédszerével (2650840
szami francia szabadalmi irat, W091/02087 szamu nemzetkozi
kézzéteteli irat) - eldnydsen heterogén fazisu vizsgalati
eljarads, amelyben a lancindité vagy a célmolekula szilard
fazisu hordozdhoz van rdgzitve.

A ko6zelmultban szamos, a DNS polimorf helyeinek vizs-
galatara alkalmas, lancindité-irdnyitotta nukleotid-beépi-
tési eljards leirdsat tették kdzzé (Komher, J. S. és
mtsai.: Nucl. Acids Res. 17, 7779 (1989); Sokolov, B. P.:
Nucl. Acids Res. 18, 3671 (1990); Syvanen, A. -C. és
mtsai.: Genomics, 8, 684 (1990); Kuppuswamy, M. N. és
mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 88, 1143 (1991);
Prezant, T. R. és mtsai.: Hum. Mutat. 1, 159 (1992);
Ugozzoli, L. és mtsai.: GATA 9, 107 (1992); Nyren, P. és
mtsai.: Anal. Biochem. 208, 171 (1993)]. Ezek az eljarasok
annyiban térnek el a GBA™-tél, hogy a polimorf helyen ta-
lalhatd bazisok elkiilédnitését jeldlt dezoxinukleotidok be-
épitésére alapozzadk. Ebben az elrendezésben, mivel a jel
nagysaga a beépilt dezoxinukleotidok szamaval aranyos, az
azonos nukleotidbdél 4l1lé sorozat alkotta polimorfizmus je-
lenléte a sorozat nagysagaval aranyos jelek keletkezéséhez
vezet (Syvanen, A. -C. és mtsai.: Amer. J. Hum. Genet. 52,
46 (1993)].

A proteint eredményezd transzlacid korai befejezéséhez

vezetd mutdcidk kimutatidsanak hatékony diagnosztikai eszks-

ze a proteinrovidilési teszt ("protein truncation test”,
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PTT) (Roest és mtsai.: Hum. Mol. Genet. 2, 1719 (1993); van
der Luijt és mtsai.: Genomics 20, 1 (1994)). A PTT-ben a
rendelkezésre 4lld szdvetmintdbdl 1izoldlt RNS-t reverz
transzkripcidénak vetjlik ala, majd a kérdéses szegmensét
PCR-rel amplifik&ljuk. A reverz transzkripciés PCR terméke-
it ezutan RNS-polimerdz-promotert és eukaridta transzlacids
kezd8szekvencidt tartalmazé lancinditéval végzett ,nested”
PCR-amplifikaciéban templéatként haszndljuk. A kérdéses ré-
gié amplifikadcidéja utdn a léncinditéba beépiilt egyedi moti-
vumok a PCR-termékek egymast kdvetd in vitro transzkripcié-
jat és transzlacidjat teszik lehetdvé. A transzlacids ter-
mékek natrium-dodecil-szulfat-poli(akril-amid)-gélelektro-
forézisét kovetden a megrovidiilt polipeptidek megjelenése a
transzlacidé korai befejezését jelzd mutacibdbra utal. Az
eldbbi eljarads egy valtozataban, amikor a kérdéses célsza-
kasz egy exonbdl szarmazik, PCR-templatként RNS helyett
DNS-t alkalmaznak.

A talalmany szerinti diagnosztikai eljarasokban bar-
mely sejt- vagy szdvettipus alkalmas nukleinsav-mintak nye-
résére. Egy eldnyds megvaldsitdsi médban a DNS-mintat test-
folyadékbdl, pl. vénapunkcidéval vagy mas ismert moédszerrel
vett vérbdl vagy nydlbdél nyerjik. Alternativ médon, nukle-
insav-tesztek végezhetdk "szaraz", pl. szdér- vagy bdrminta-
kon is. RNS vagy protein alkalmazdsakor a felhasznalhatd
sejteknek vagy szoveteknek IL-1-gént kell expresszalniuk.

Diagnosztikai vizsgdlatok végezhetdk a paciensbdl
biopsziaval vagy kimetszéssel nyert, fagyasztott vagy fi-

x&dlt metszeteken kozvetlenil, In situ is, ekkor nukleinsav-
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tisztitdsra nincs szlkség. Az ilyen in situ eljarasokban

prébaként és/vagy lancinditdként nukleinsav-reagensek al-

kalmazhaték [1ld. pl. Nuovo, G. J.: "PCR in situ hybridiza-
tion: protocols and applications", kiad.: Raven Press, NY
(1992)1].

Az elsddlegesen egy nukleinsav-sorrend kimutatasat
célzd eljarasok mellett az ilyen detekciés rendszerekben
profilvizsgélatokra is lehetéség van. Ujjlenyomat-profilok
hozhatdk 1létre pl. "differenciald display"-eljarassal,
"northern-blot"-eljarassal és/vagy RT-PCR-rel.

A talalmany egy tovabbi megvalédsitasi médjat az idilt
obstruktiv léguti megbetegedés kialakulédsara, és/vagy annak
gyorsabb vagy sulyosabb lefolydsara valdé hajlam kimutatasa-
ra alkalmas reagenskészletek Jelentik. Egy ilyen reagens-
készlet tartalmazhat egy vagy tébb oligonukleotidot, k&ztiik
S'- és 3'-oligonukleotidokat, amelyek egy gyulladdst eldse-
gitd IL-l-haplotipus legalébb egy alléljével 5'- és 3'-
iranyban hibridizalnak. A tovabbi vizsgalatok céljira meg-
feleld méretd PCR-termék kialakitadsa érdekében a PCR-
amplifikdcidés oligonukleotidoknak egymastél 25 és 2500,
eldényssen 100 és 500 bazisnyira kell hibridizalniuk.

A reagenskészletben felhasznalhatd nukleinsavak termé-
Szetes vagy szintetikus vegylletek, tébbek kozt pl. szinte-
tikus oligonukleotidok, restrikcids fragmensek, cDNS-ek
vagy szintetikus peptid nukleinsavak (PNS-ek) lehetnek. A
vizsgdlatra hasznalt reagenskészletben és eljarasban az
azonositas megkénnyitése érdekében jelzett oligonukleotidok

is alkalmazhatdk. Ilyen felhasznalhaté jelzdanyagok pl.
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tobbek k&zott a radioaktiv jelzdanyagok, az enzimek, a flu-
oreszcens vegyliletek, a sztreptavidin, a biotin, a magneses
gyokdk, a fémkotd gysksk, valamint az antigén- és ellen-
anyag-gyokok.

A  reagenskészlet szlikség szerint tartalmazhat DNS-
mintavételil eszkdzdket is. Szakember szamara j6l1 1ismert
DNS-mintavételi eszkézok példaul, de nem kizarédlag, a
szubsztratok, pl. a szdrépapirok, az "AmpliCard™"
(University of Sheffield, Sheffield, England S10 2JF;
Tarlow, J. W. és mtsai.: J. of Invest. Dermatol. 103, 387
(1994)]; a DNS-tisztitd reagensek, mint pl. a "Nukleon™"-
reagenskészletek, a lizispufferek és a proteinazoldatok; a
PCR-reagensek, mint pl. a 10X reakcidépufferek, a héstabil
polimerdz és a dNTP-k; valamint az allélkimutatasi médsze-
rek, mint pl. a HinfIl restrikciés enzim, az allélspecifikus
oligonukleotidok és a szaritott vérbdl végzett ,nested”

PCR-ben alkalmazott degenerdlt oligonukleotid lancinditodk.

Farmakogenomika

A farmakogenomika célkitlzése a terapidnak a paciens
genetikal profiljdhoz igazitdsa. Ezt teszi lehetdvé pl. a
szeptikémidt eldrejelzd IL-1 polimorfizﬁusok lsmerete &nma-
gaban, vagy az idult obstruktiv léguti mggbetegedés kiala-
kuldsahoz hozzajarulé egyéb genetikai defektusokrél szer-
zett informacidéval (az idiilt obstruktiv léguti megbetegedés
genetikai profiljaval) egyutt. Példaul, az IL-1B 2. (-511)
és/vagy IL-1B 2. (+3954) allélje hajlamositja az ezeket
hordozé betegeket az idiult obstruktiv léguti megbetegedés

kialakulasara vagy a megbetegedés gyorsabb vagy sulyosabb
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lefolyasédra. 1Igy egy egyed gyulladast eldsegité IL-1l-pro-
filjanak és a populdcid idult obstruktiv léguti megbetege-
désre jellemz8 profiljdnak Osszehasonlitasaval olyan haté-
anyagok tervezése vagy kivadlasztdsa valik lehetdvé, amelyek
az adott betegben vagy betegpopulaciéban (azonos genetikai
elvaltozassal rendelkezd betegcsoportban) varhatéan hatéko-
nyan és biztonsadgosan alkalmazhatdk.

A varhatdan a legkifejezettebb klinikai gydégyulast mu-
tatd populacidk IL-1B-re vagy a betegség genetikai profil-
jara alapozott kivalasztdsa megteremti a lehet&séget: 1) a
kedvezdtlen piaci helyzetli asztmaellenes hatdanyagok pozi-
cidéjanak javitédsara; 2) a betegcsoport-specifikus hatékony-
sagi vagy biztonsagi korlatok miatt félbehagyott fejleszté-
si potencialis hatdanyagok tovabbi vizsgalatara; 3) a re-
ménybeli asztmaellenes hatdéanyagok gyorsabb és olcsdbb fej-
lesztésére, valamint a hatdanyvagok felhasznalasi lehetdsé-
geinek optimalisabb meghatdrozasira (mivel pl. a taldlmany
szerinti markerek alkalmazadsa eldsegiti a hatékony dbézis
optimalizalasat).

A pacienstdl egy készitmény alkalmazisa eldtt és utan
is sejtek nyerheték az IL-l-en kivili gének expresszids
szintjének megdllapitdsa érdekében, azt igazolandd, hogy a
hatbanyag nem fokozza vagy csdkkenti a génexpressziot,
amely karos kovetkezményekkel jarhat. Ez pl. a transzkrip-
Cids karakterizdlas ("transcriptional profiling") nevd el-
jarassal érhetd el. Ennek megfelelden a készitménnyel ke-
zelt és nem kezelt sejtek génexpresszidéja Gsszehasonlithatéd

az in vivo egy hatdanyagnak kitett és az azzal nem taldlko-



zott, azonos tipusi sejtekbdl szarmazd mRNS reverz transz-
kripcidéjéaval és kiilénbsz8 génekbdl szarmazd DNS-t tartalma-
z6 chipekhez hibridizalasaval.

A kovetkezd, nem korlatozé jellegd példak a taldlmany
tovabbi 1illusztralasat szolgdljak. Az &sszes itt idézett
referencia tartalmdt (beleértve a szakirodalmi hivatkozaso-
kat, a szabadalmi iratokat, a k&zzétett szabadalmi beadva-
nyokat) egyértelmiien, teljes egészében a kitanitas részének
kell tekinteni. A talalmany szerinti megoldas gyakorlati
kivitelezésére (amennyiben masképp nem jeldltiik) szakember
szamara ismert, hagyomanyos eljarasok veheték'igénybe. Ezen
eljarasok részletes leirasat 1d. pl.: "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", 2. kiadds, szerk.: Sambrook, Fritsch és
Maniatis, kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
(1989); "DNA Cloning", I. és II. kétet, szerk.: D. N.
Glover (1985); "Oligonucleotide Synthesis", szerk.: M. J.
Gait, (1984); Mullis és mtsai.:mtsai.: 4683195 szami Ameri-
kai Egyesilt 4llamokbeli szabadalmi irat; "Nucleic Acid
Hybridization", szerk.: B. D. Hames és S. J. Higgins

(1984); "Transcription and Translation", szerk.: B. D.

Hames és S. J. Higgins (1984)].

1. példa

IL-1B (+3954) kimutatasa

Az IL-1B +3954-es bazisanal talalhato, eqgy bazisbdl
4llé (C/T) polimorfizmus szkrinelését genomi templatok PCR-
amplifikacidjaval végeztiik. Pozitiv kontrollként szolgald

Tagl-hely kialakitdsa érdekében egy lancinditoéba egy bazis-
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eltérést inzertaltunk. A polimorf TagI-hely nativ. A genomi
szekvenciak alapjan [Clark és mtsai.: (1986); GenBank depo-
nalasi szam X04500) ABI DNS szintetizdld késziilékben a ko-
vetkezd lancinditédkat &llitottuk eld:

5'-CTC AGG TGT CCT CGA AGA AAT CAA A-3' (a szekvencia-
listaban az 1. azonositdszamon megadott szekvencia),

5'-GCT TTT TTG CTG TGA GTC CCG-3' (a szekvencialista-
ban a 2. azonositészamon megadott szekvencia) .

A PCR-t a kovetkezd kdérilmények mellett végeztiik:

[95°C (2 perc)] 1 ciklus,

[95°C (1 perc), 67,5°C (1 perc), 74°C (1 perc)] 38
ciklus,

(72°C (8 perc)] 1 ciklus.

A restrikciés enzimmel végzett emésztést 60°C-on, 8
6ran at végeztik. A fragmensek méret szerinti elvalasztasa-
ra 8%-os agardzgélen végzett PAGE-et alkalmaztunk. A PCR-
termek Tagl-gyel torténd emésztése egy 12 bazisparos szeg-
menst (ennek hidnya inkomplett emésztésre utal) vwvalamint
vagy tovabbi két, 85 és 97 bazisparos (1. allél), vagy egy

182 bazisparos (2. allél) szegmenst eredményez.

2. példa

IL-1B (-511) kimutatasa

Az IL-1B -Sll-es bazisandl taldlhatd, egy bazisbdl al-
16 (C/T) polimorfizmus szkrinelését genomi templatok PCR-
amplifikaciéjat kovetd restrikciés fragmenshossz polimor-
fizmus vizsgalattal ("Restriction Fragment Length

Polymorphism", RFLP) végeztiik. A génvaridcidnak koszonhetd-
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en a leggyakoribb allélban Aval restrikcidés hely, a ritkdbb
allélban Bsu361 hely taldlhaté. Ennek k&szdnhetden a PCR-
termék emlitett enzimekkel végzett emésztése az IL-1B (-
511) lokusz hatékony vizsgdlatat teszi lehetévé.

A genomi szekvencia alapjadn [Clark és mtsai.: (1986);
GenBank deponédléasi szam X04500) ABI szintetizald késziilék-
ben a kovetkezd lancinditdkat allitottuk eld:

5'-TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC-3' (a szekvencialistaban
a 3. azonositészamon megadott szekvencia),

S'-GTT TAG GAA TCT TCC CAC TT-3' (a szekvencialistaban
a 4. azonositdszamon megadott szekvencia).

A PCR-t a ké&vetkezd koriulmények mellett végeztiik:

[95°C (1 perc)] 1 ciklus,

[95°C (1 perc), 53°C (1l perc), 72°C (1 perc)] 35 cik-
lus,

[72°C (5 perc)] 1 ciklus.

Mindegyik PCR-reakcidterméket két egyenld, 25 ul-es
részre osztottuk; a 3 pl specifikus 10X restrikciés puffer
mellett az egyikhez 3 egység Aval-et, a masikhoz 3,7 egység
Bsu36Il-et adtunk. Az emésztést egy éjszakdn 4t 37°C-on vé-
geztik, a kapott fragmensek méretének megdllapitéasara 9%-os
agardzgélen végzett PAGE-elektroforézist alkalmaztunk. Az
Aval-gyel végzett emésztés az 1. allél esetében 190 + 114
bazisparos szegmenseket eredményezett, a (304 bazisparos)
2. allélt nem hasitotta. A Bsu36Il-gyel végzett emésztés a
2. allél esetében 190 + 114 bazisparos szegmenseket eredmé-
nyezett, a (304 bazisparos) 1. allélt nem hasitotta. A ka-

pott restrikcids mintazat a két reakcidelegyben (homozigd-



tak esetében) forditott vagy (heterozigdtak esetében) azo-
nos volt. Ez a protckoll az IL-1B (-511) lokusz hatékony

vizsgalatat tette lehetdvé.

3. példa

Az IL-1RN (VNTR) kimutatdsa

Az IL-1RN-gén 2. intronjdban taldlhatd valtozd szamu
tandem ismétlddés ("variable number of tandem repeats",
VNTR) meglétérédl eldszdr a gén kldénozadsakor szamoltak be
(Steinkasserer, A. és mtsai.: Nucleic Acids Res. 19, 5095
(1991)]. Ezt a VNTR-t Tarlow és mtsai. [Hum. Genet. 91,
403-404 (1993)] 86 bazisparos szakaszok valtozdé szamu (2-6-
szorcs) ismétlddéseként irtdk le. A genomi szekvencia alap-
jan (GenBank depondldsi szam X64532) ABI szintetizaldé ké-
szilékben a kovetkezd lancinditdkat allitottuk eléd:

5'-CTC AGC AAC ACT CCT AT-3' (+2879/+2895) (a szekven-
cialistéban az 5. azonositdészamon megadott szekvencia),

5'-TCC TGG TCT GCA GCT AA-3' (+3274/+3290) (a szekven-
cialistdban a 6. azonositdészémon megadott szekvencia).

A PCR-reakcid korilményel a kdvetkezdk voltak.

A reakcidét [96°C-on 1 percig] 1 ciklusban ([60°C-on 1
percig és 70°C-on 2 percig] 35 ciklusban; [70°C-on 5 per-
cig] 1 ciklusban; majd 4°C-on végeztiik. Az elektroforézist
2%-0s agardzgélben, 90V fesziltség mellett 30 percig foly-
tattuk.

A PCR-termék mérete kozvetleniil utal az ismétlédések
szamara: a leggyakoribb (1.) allél 412 bazispdros terméket

eredményez. Mivel a szegélyezd szakaszok 66 bazispart tesz-
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nek ki, a maradék 344 bazispar négy, 86 bazisparos ismétls-
dS6 szakasz jelenlétére utal. Hasonldképpen, a 240 bazispa-
ros termék két (2. allél), a 326 bazisparos harom (3.
allél), a 498 bazisparos &t (4. allél), az 584 bazisparos
hat (6. allél) ismétlddd szakaszt jelent. Egy észak-brit
kaukazusi populdcidban a négy leggyakoribb allél eld8fordu-

lasi gyakorisaga 0,734, 0,241, 0,021 és 0,004.

4. példa

Az IL-1RN (+2018) kimutatasa

Ezt a 2. exonban taldlhatdé egy bazisnyi eltérést (C/T
a +2016-nal) Clay és mtsai. irtdk le [Hum. Genet. 97, 723-
726 (1996)]. A két allél enzimes hasitdhelyeihez a genomi
szekvencidtdl eltérd PCR-lancinditdkat készitettink. Ezek
az allélek 100%-ig kapcsoltsagi egyensulyhianyban vannak az
IL-1RN (VNTR) két leggyakoribb alléljaval. A genomi szek-
vencia alapjan (GenBank depondlasi szam X04532) ABI szinte-
tizald készilékben a kovetkezd lancinditékat 4llitottuk
eld:

S'-CTA TCT GAG GAA CAA ACT AGT AGC-3' (+1990/+2015) (a
szekvencialistdban a 7. azonositdészamon megadott szekven-
cia),

5'-TAG GAC ATT GCA CCT AGG GTT TGT-3' (+2133/+2156) (a
szekvencialistdban a 8. azonositészémon megadott szekven-
cia).

A reakcidét (96°C-on 1 percig) 1 ciklusban; (94°C-on 1
percig, 57°C-on 1 percig; 70°C-on 2 percig) 35 ciklusban;

(70°C-on S percig) 1 ciklusban; majd 4°C-on végeztik. A



PCR-reakcidkat a specifikus 10X restrikciés puffer 2 ul-
ében osztottuk el. Az inkubdlast egy éjszakan keresztiil,
37°C-on végeztilk, az elektroforézist 9%-os poli(akril-
amid) -gélen folytattuk.

A két enzim a két kiulonbozd8 allélt hasitja. Az Alu /
az 1. allélbdl 126 + 28 bazisparos szakaszokat hoz létre,
mig a 2. allélt (154 bazispdr) nem emészti. Az Msp / 125 +
29 bazisparos szakaszokat alakit ki a 2. allélbsél, mig az
1. (154 bazispéaros) aliélt érintetlenlil hagyja. Emiatt a
poli(akril-amid)-gélelektroforézisben egymés mellett vizs-
galt két reakcid homozigéta egyedek esetében forditott, he-
terozigdétakndl pedig azonos emésztési mintazatot fog ered-
ményezni. Egy észak-brit kaukdzusi populaciéban az allélek
eléfordulasi gyakorisaga 0,74 és 0,26. Egy hasonléd geneti-
kai Osszetételll mintdban 0,05-3s szignifikanciaszint és a
teszt 90%-0s ereje esetén az eldfordulasi gyakorisadg mas-
félszeres emelkedésének kimutatdsdhoz 251 eset, 0,l-es ab-
szolut novekedésének kimutatdsdhoz 420 eset vizsgalatara

van szlikség.

5. példa

Az IL-1A (-889) kimutatasa

Az IL-1A promoterben taldlhatd egy bazisnyi C/T elté-
rést McDowell és mtsai. irtadk le [Arthritis and Rheumatism
38, 221-228 (1995)]. Az egyik PCR-lancinditéban az 1. allél
amplifikdcidéjakor Nco I helyet eredményezd baziscsere ta-

lalhaté (citozin a -889-es pozicidéban). A genomi szekvencia



alapjan (GenBank depondlasi sza&m X03833) ABI szintetizald
készilékben a kovetkezd lancinditékat allitottuk eld:

5'-AAG CTT GTT CTA CCA CCT GAA CTA GGC-3' (-967/-945)
(a szekvencialistdban a 9. azonositdészadmon megadott szek-
vencia),

S'-TTA CAT ATG AGC CTT CCA TG-3' (-888/-869) (a szek-
vencialistdban a 10. azonositészamon megadott szekvencia).

A MgCl,-t 1 mM, a PCR-lancinditékat 0,8 uM végkoncent-
racidéban alkalmaztuk.

A reakcidét (96°C-on 1 percig) 1 ciklusban; (94°C-on 1
percig, 50°C-on 1 percig; 72°C-on 2 percig) 45 ciklusban;
(72°C-on 5 percig) 1 ciklusban; majd 4°C-on végeztiik. A
PCR-reakcidkhoz a specifikus 10X restrikcids puffer 1 pl-e
mellett 6 egység NcoI-et adtunk. Az inkubdlast egy éjszakan
keresztiil, 37°C-on végeztiik, az -elektroforézist 6%-os
poli(akril-amid)-gélen folytattuk.

Az Ncol az 1. allélbél 83 + 16 bazispadros szakaszokat
hoz létre, mig a 2. allélt (99 bazispdr) nem hasitja. A he-
terozigétadkbdl szarmazd minta vizsgalata harom csikot ered-
ményez. Egy észak-angliai kaukdzusi fehér populéacidban az
allélek eldforduladsi gyakorisaga 0,71 és 0,29. Egy hasonld
genetikai Osszetételd mintédban 0,05-8s szignifikanciaszint
és a teszt 90%-os ereje esetén az eldforduldsi gyakorisag
masfélszeres emelkedésének kimutatdsdhoz 214 eset, O0,l-es
abszolut nbvekedésének kimutatdsdhoz 446 eset vizsgalatéra

van szilikséqg.



6. példa

Az IL-1B 2. allél (+3954) és az IL-1B 2. allél (-511)

bsszefiiggése az asztma jelenlétével

Az asztma és az IL-1B-gén megfeleld régidiban talalt
allélek kozotti Osszefiiggés vizsgalata érdekében a kdvetke-
z8 kisérletet végeztik el. A vizsgalatba 106 asztmas bete-
get vontunk be, kontrollként 251 észak-brit kaukazusi fe-
hér, nem asztmds egyént vettiink igénybe. Mindegyik asztmas
beteg megfelelt az ATS 4ltal feldllitott asztma definicié
kritériumainak [Amer. Rev. Respir. Dis., 132, 180 (1985)],
és a relevans esetekben kevesebb, mint 4 mg/ml PC 20
metakolinnal rendelkeztek. Az asztmés betegekbdl klinikai-
lag egy "enyhe" és egy "sulyos" csoportot alakitottunk ki.
A sulyos fokban asztmas betegek csoportjaba azokat sorol-
tuk, akiknek naponta 800 mg-nil magasabb szteroidadag belé-
legzésére volt sziksége. A csak béta-2-agonista terédpiaban
részesildé betegeket az enyhe fokban asitmésak kd6zé sorol-
tuk. Az Osszes asztmds kozul 50 csak béta-2-agonista tera-
plaban részesild, enyhe fokban beteg egyén volt (FEV1 92,5
* 1,5% pred), 26,5 % 0,9 év atlagos életkorral. Az asztma-
sok kdzuil 56 személy volt legalabb 800 mg/nap szteroidot
inhalalé, sulyos beteg (FEV1 58,4 + 3,4% pred), az 4§ atla-
gos életkoruk 47,2 £ 2,3 év volt. Megfeleld tajékoztatasu-
kon alapuld beleegyezésiik utan mindegyik személyt8l EDTA-t
tartalmazo csébe 10 ml vénds vért vettiink. A mintabdl tel-
jes genomi DNS-t vontunk ki és a 106 betegtdl nyert DNS-bdl
meghatdroztuk az allélfrekvenciakat. Az IL-1B (+3954) ese-

tében 105, az IL-1B (-511) esetében 104 beteg genotipizala-



sat tudtuk elvégezni. Mindegyik DNS esetében egy, az IL-1B-
gén kérdéses teriileteit A&thidald PCR-terméket készitettiink,
majd azt az 1. példdban leirt mdédon vizsgaltuk. A ritka
allél hordozasadnak (a 2. allél legaldbb egy példanyat hor-
dozd genotipusok kisérleti csoportok k&zdtti megoszlasanak)
6sszehasonlitasa érdekében a kapott adatokat Khi-négyzet
probaval elemeztik. Az IL-1B (+3954) esetében kapott ered-
ményeket az elsd, az IL-1B (-511) esetében kapott eredmé-

nyeket a masodik téblazat tartalmazza.

1. tablazat: IL-1B (+3954)

A megbetegedés su- 1.1 1.2 2.2
lyosséaga
Enyhe (N=50) 28 17 5
Sulyos (N=55) 26 24 S
Kontroll (N=251) 165 81 5
Enyhe - Sulyos Khi’= 0,497 p = 0,48 (nem szignifi-
kans)
"Osszes" ~ Kontroll |Khi’= 6,402 p = 0,01 OR = 1,81 (95% CI
=1,14 - 2,88)
Sulyos - Kontroll [Khi?*= 6,557 p = 0,01 OR = 2,14 (95% CI
=1,19 - 3,86)
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2. tablazat: IL-1B (-511)

A megbetegedés su- 1.1 1.2 { 2.2
lyossaga
Enyhe (N=50) 2 19 3
Sulyos (N=54) 19 31 4
Kontrcll (N=251) 89 129 33
Sulyos - Enyhe Khi®= 4,541 p = 0,033 OR = 2,34 (95%
CI = 1,06 - 5,16)
"O0sszes" - Kontroll | Khi’= 2,948 p = 0,086 (nem szignifi-
kans)

Amint az 1. és 2. tablazatokbdédl kittinik, az IL-1B 2.
(+3954) és az IL-1B 2. (-511) allél jelenléte szignifikéns
Osszefliggést mutat a klinikai tinetekben megnyilvanuld
asztmaval. Emellett kimutattuk, hogy a 2. allél legalabb
egy példanyanak jelenléte az IL-1B (-511) lokuszn&l sulyo-

sabb megbetegedéssel jar egyitt.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy paciens idiilt obstruktiv léguti megbe-
tegedésre valé hajlamadnak vagy a paciensben az idilt ob-
struktiv léguti megbetegedés kialakulasa gyorsasaganak vagy
végkifejletének meghatarozasadra, azzal jellemezve, hogy

a, a pacienstél nukleinsav-mintat nyeriink,

b, a mintdbél kimutatjuk a gyulladast elésegité IL-1-
haplotipus legaldbb egy allélijét,

és a gyulladast eldsegitd IL-1-haplotipus legaldbb egy
allélje jelenlétének kimutatasa alapjan arra kovetkezte-
tink, hogy a paciens az idiilt obstruktiv légzd&szervi megbe-
tegedés kialakuldsara fokozottan hajlamos.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az IL-1B 2. (-511) allél kimutatasara végezziik.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a kimutatédsi lépésben az alabbi lancinditdk barmelyi-
kének alkalmazisdval amplifikicioét végzink:

5'-CTC AGG TGT CCT CGA AGA AAT CAA A-3' (a szekvencia-
listaban az 1. azonositdészamon megadott szekvencia),

5'-GCT TTT TTG CTG TGA GTC CCG-3' (a szekvencialista-
ban a 2. azonositdszémon megadott szekvencia) .

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a legaldbb egy allélként az IL-1B 2. (+3954) allél-t
mutatjuk ki.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve,
hogy a kimutatadsi lépésben az alabbi lancinditdk barmelyi-

kének alkalmazasaval amplifikacioét végzunk:
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5'-TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC-3' (a szekvencialistaban
a 3. azonositdszamon megadott szekvencia),

5'-GTT TAG GAA TCT TCC CAC TT-3' (é szekvencialistéban
a 4. azonositdészamon megadott szekvencia).

6. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve,
hogy az 1idilt obstruktiv léguti megbetegedést az asztma,
emphysema, 1idilt bronchitis és idiilt bronchiolitis alkotta
‘csoportbdél valasztijuk ki.

7. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a kimutatdsi lépésben az aldbbi lancinditdk barmelyi-
kének alkalmazdsaval amplifikdciét végziink:

S'-CTC AGC AAC ACT CCT AT-3' (a szekvencialistaban az
5. azonositdszamon megadott szekvencia),

S'-TCC TGG TCT GCA GCT AA-3' (a szekvencialistaban a
6. azonositdészamon megadott szekvencia),

5'-CTA TCT GAG GAA CAA ACT AGT AGC-3' (a szekvencia-
listaban a 7. azonositdszamon megadott szekvencia),

5'"-TAG GAC ATT GCA CCT AGG GTT TGT-3' (a szekvencia-
listaban a 8. azonositdszamon megadott szekvencia),

S'-AAG CTT GTT CTA CCA CCT GAA CTA GGC-3' (a szekven-
cialistéban a 9. azonositészamon megadott szekvencia),

5'-TTA CAT ATG AGC CTT CCA TG-3' (a szekvencialistaban
a 10. azonositdszamon megadott szekvencia) .

8. Reagenskészlet egy paciens idilt obstruktiv légzdé-
szervi megbetegedés kialakuldsa iranti hajlamanak meghatéa-
rozasara, amely

a, DNS-minta gyljtésére alkalmas eszkdzt, és



b, egy gyulladast eldsegité IL-l-haplotipus legalabb
egy alléljének a DNS-mintédbdél térténd kimutatdsara alkalmas
eszkdzt tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti reagenskészlet, amely kimu-
tatasra alkalmas eszkdzként egy gyulladdst eldsegitd IL-1-
haplotipus egy alléljéhez 5'- vagy 3'-iranyban hibridizaléd
elsé lancinditét tartalmaz.

10. A 9. 1igénypont szerinti reagenskészlet, amely
lancinditoéként a kovetkezdk barmelyikét tartalmazza:

S'-CTC AGG TGT CCT CGA AGA AAT CAA A-3' (a szekvencia-
listédban az 1. azonositdészamon megadott szekvencia),

5'-GCT TTT TTG CTG TGA GTC CCG-3' (a szekvencialista-
ban a 2. azonositdszédmon megadott szekvencia),

5'-TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC-3' (a szekvencialistaban
a 3. azonositdszamon megadott szekvencia),

S5'-GTT TAG GAA TCT TCC CAC TT-3' (a szekvencialistaban
a 4. azonositdszamon megadott szekvencia),

5'-CTC AGC AAC ACT CCT AT-3' (a szekvencialistaban az
5. azonositdészamon megadott szekvencia),

5'-TCC TGG TCT GCA GCT BAA-3' (a szekvencialistaban a
6. azonositészamon megadott szekvencia),

5'-CTA TCT GAG GAA CAA ACT AGT AGC-3' (a szekvencia-
listaban a 7. azonositdészamon megadott szekvencia),

5'-TAG GAC ATT GCA CCT AGG GTT TGT-3' (a szekvencia-
listaban a 8. azonositészamon megadott szekvencia),

S5'-AAG CTT GTT CTA CCA CCT GAA CTA GGC-3' (a szekven-

cialistdban a 9. azonositészamon megadott szekvencia),



5'-TTA CAT ATG AGC CTT CCA TG-3' (a szekvencialistéaban
a 10. azonositdészamon megadott szekvencia) .

11. A 8. igénypont szerinti reagenskészlet, amely a
gyulladdst eldsegitd IL-l-haplotipus kévetkezd alléljai
barmelyikének kimutatasara alkalmas: IL-1B 2. (-511) allél,
IL-1A 4. (222/223) allél, IL-1A 1. (gz5/gz6) allél, IL-1A
1. (-889) allel, IL-1B 2. (6912) allél, IL-1B 1. (+3954)
allél, IL-1B/IL-1RN (gaat.p33330) és (Y31) gének kozotti
régid, IL-1RN 2. (+2018) allél, IL-1RN 2. (+2018) allél.

12. A 10. 1igénypont szerinti reagenskészlet, amely
tartalmaz egy méasodik lancinditét is, amely egy gyulladast
elbsegité IL-l-haplotipus egy alléljéhez 3'-iranyban hibri-
dizal, ha az elsd lancindité 5'-iranyban hibridizal, és
amely eqgy gyulladéast eldseqgitd IL-1-haplotipus egy
alléljéhez S'-iradnyban hibridizal, ha az elsé lancindité
3'-irdnyban hibridizal.

13. A 12. igénypont szerinti reagenskészlet, amely el-
sé és masodik lancinditdként kb. 50 és 1000 badzispdr koézot-
ti nagysaqu szakaszhoz hibridizald elsd és masodik lancin-
ditdét tartalmaz.

14. A 10. igénypont szerinti reagenskészlet, amely ki~
mutatast elSsegitd oligonukleotidot is tartalmaz.

15. A 14. igénypont szerinti reagenskészlet, amely ki-
mutatast eldsegitd oligonukleotidként Jjelzett oligonukleo-

tidot tartalmaz.

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kt
‘ Dr.Peths Arpad
/(,.&/é or 1 7 szabadalmi Gigyvivd
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-1437
-1377
-1317
~1257
-1197
-1137
~1077
~-1017
-957
-897
-337
=777
=717
-557
-597
-537
-477
-417
-357
-297
-237
-177
-117

A human IL-1A-gén DNS-szekvencigja (

AAGCTTCTAC
TGTGGCTCCT
TTARATCAGA
TTATTTACAA
CTCCCAGATC
GCCCACACTG
GCTGGGACTA
GGCTTAAACT
CCTGARACTAG
AGGCAACATC
TTCCCAAACT
ACACCTTCTT
TGGTCCTTGG
AGCTCCATCC
CTTCTTTGTG
ACCCcCaaAacT
GGCTCATTTT
GCACAATCAA
ATAAATTCCT
TAGAAACTTG
TAAAGCAAAG
AATAATATCA
AAAAATACAA
ACGTAGCCAC
CTGCCAGcca
CATCTCTGGC
ATTGCCTTCT
GTGACCTAGA
GATTCGTTTT
TGAGGCTTCT
TTCCAACTCT
TTGTAACCTC
CACATAAGGA
AGACAGGTAC
GACTAAGTCA
ATCTGGATTA
ATGGCCRAAG
TTTATCTCTT
GTGGCCaGCA
GAGCAGGTTC

! TTGGCAGGGA

ATATCAGCAT
GTTTTACTGG
AGCAAGCTGG
GTAAATGAAC
CTGTAGTARA
ATAAATTATG
TGGTTAAAAT
CTTCCCTGAA
AAGCACAGGT

CCTAGTCTGG
GTTATAACTA
ATAAGAGATT
TTARACAGGA
CATGCTTTTT
GACTRAAACT
CAGGGGCATG
CCAACTGGGA
GCTGGCCcAacA
ATTGAAGGCT
TAGCCACTGG
CTACAGAAGA
TAGAGGGCTA
CCTCTATAGG
CTCAAATACC
CTGAGGTGAT
CCCTCAARRG
CARAATTCAGC
CTCCaAATCT
ATAAGTTTCC
GGGTGAATAA
GCTATGCCAT
AACTGAATTC
GCCTACTTAA
GAGAGGGAGT
TATTAAAGTA
CTARAGCTAC
ATTACAGTCA
ACTGAGGGAC
CATGGGAGGG
GTCTCTCTCT
TTCRAAACTTT
ATACCAACAT
ATAGCAAACT
TTCAACRAAAG
GAGGCTGGCT
TTCCAGACAT
GTGATTTAAT
TGGGGGCAGG
AGAGAAGACC
GACCGCCATT
CAACTTAGAC
TCCATTCTCA
GCATGTGAAC
ACAAAGATAA
TACTAACACA
AAATCTGTTT
ARAAAAGGAAG
CTTCAATTAA
AAAGCTCAAA

1. abra

TGCTACACTT
TTATAGCACC
TTGCACCTGC
ACAGAGGGAA
TGCGTTTATT
CTGGGCCcTCA
CCATCACACC
ACCCAAAACA
GGAATTATAA
CATATGTARA
TTCTGGCTGA
CACACCTTGG
CTTTACTGTA
FAATGTGTTG
ACTGTTCTCT
TTATGCCTTA
TTGCCAGGAG
CAGAACACAR
AGCCCCTTGA
CGCGeTTCCe
ATGAACCAAA
CTTTCACTAT
TTCCCTGTAA
GACAATTACA
CATTTCATTG
TTTTCTGTTG
AGTCTCTCCT
GATTTCAGAA
GGCAGAACTA
AATCTCTACT
TACCTCTGTG
CATTGATTGA
AAATARDAACA
AATTCAAAGG
TTTTCAGGAA
GAGCTGATGG
GTTTGAAGAC
GAGGGTTTCA
CCGGCAGAGG
CAGAAAAACT
TTAGAAAAAT
ACAGCCTCTG
GGARAACTTG
TCACATATGC
AATTACGGAA
AACTAGGCTG
TAGTGAATAC
TGCTTCAAAA
AGCTCTTCAA
GCCTGTCTTG

ACATTGCTTA
AGGTCTATGA
AATAGACCTT
TACTTTATCC
ATTTTTTAGA
AGTGATTGTC
TAGTTCATTT
TTCATTTGCT
AAGCTGAGAA
ARTCCATGCC
GGCCTTACGC
GCATATCCTA
ACAGGGCcCaG
ACAATATTCA
TCTCTACCCT
ATCAAGCAAA
CTGCCAAGTA
CTACAGCTAC
CTTCGGATTT
TTTTTCTAAG
TCAATAACTT
TTTAGCCAGT
ATTCCCCGTT
AAAGGCGAAG
GCGTTTGAGT
TTGTTTTTCT
TTCTTTTCTT
AATGATTCTC
GTTTCCTATG
ATCCAARATT
TAAGGCAAAT
ATGCCTGTTC
TTCTAAAAGA
AGCTAGAAGA
GCACARAGAG
TGGCTGGTGT
CTGAAGAACT
AGGCTCACCA
TTGTAGAGAT
AAGCATTCAG
TATTTTTGAG
TTGAGATCAC
ATCTCATTCA
AGGCRARATCT
CATATTAAAC
TCAAAATTTT
ATGAAAGTAA
CCTTTCTTTT
TTTGTTAGCC
ATGACTACTA

GenBank deponaidsi szama:

CATCCAAGTG
CCAGGAGAAT
ATGACACCTA
AACTCACACA
GATGGGGGCT
CTGCCTCcaGe
CCTCTATTTA
AAGAGTCTGG
ATTCTTTAAT
TTCCTTTCTC
ATACCTCCCG
CAGAAGACCA
GGTGGAGAGT
GAAGAGTAAG
GCCCTaacca
CTTCCCTCTT
TTCTGCCAAT
TATTAGAACT
CACGATTTCT
ACTACATGTT
CTGGAATATC
ATCGAGTTGA
TTGACGACGC
AAGACTGACT
CAGCARAAGGT
CTTTGGCTGT
GTCcCTceeT
TCATTTTGCT
AGGGCATGGG
ATTAGGAGAA
ACCTTATTCT
TGGCaaTacCA
AGTTTACGAT
TGGAGAAAAT
GAGGGGCTCC
TCTCTGTTGC
GTTACAGGTA
GAATCCAGCT
GTGTACTAGT
CATGTTAAAC
GTCTGCTGAG
ATGCCCTGAT
GGAACAGGAA
CACTCAGATG
TAACATGATG
GCCTGGATAT
TGTGTAACAT
CTCTAAAGGA
AAGTCCAATT
ATTCCAGATT

X03833)

TGGTTATTTC
TAGACTGGCA
ACCaaccccea
AGCTGTTTTC
TCACTATGTT
CTCCTGAATA
AAATATACAT
TGTTCTACCA
AATAGTAACC
CCAATCTCCA
GGGCTTGCAC
GGCTTCTCTC
CTCTCCTGA
AGGATCAAGA
GGAGCTTGTC
CAGAAAAGAT
TCACCCTGGA
ATTATTATTA
CCCTTCCTCC
TGTCATCTTA
TGCAAACAAC
ATGAACATAG
ACTTGTAGCC
CAGGCTTRAG
ATTGTCCTCA
TTTCTCTCAC
GGTTTGGTAT
GATAAGGACT
TGAATACAAC
AATTGAAAAT
TGTGGTGTTT
TTAGGTTGGG
CTAATARAGG
GCTGAATGTG
CCTCACAGAT
AGAAGTCAAG
AGGAATAAGA
AGGCATAACR
CCTGAAGTCA
TGAGATTACA
CCCTACATGA
ATAAGAATGG
ATGGCTCCAC
TAGAAGARAG
TTTCCATTAT
TTTACTAAGT
ATAAT CTATT
GCTTAACATT
TTTACAGATA
AGTRAGATAT



PCT/US98/23721

N MO =

[ES I N}

N1 N 1V 1V VN Mo
SRS NG T IS NN RN
A OB 0N OoYVO - @
NI NI O N NS

(SN V]
@
@ o
[ SRV AN

2944
3004
3064
3124
3184
3244
3304
3364
3424
3484
33544
3604
3654
3724
37g84
3844
3904
3964
4024
4084
4144
4204
4264
2324
4384
4444
4504
4364
4524
4584

GAATTACTCT
CCATGTGTAT
ACATGAAATA
CAGTTCCTCC
GGACTGCTAT
TAAATACTTT
ACCAGCTGCC
ACTATCCCAA
ATGCCATCCT
TGTTGTGGTT
GCTGAGAGAG
TGTTATTGTG
ACTGGCTTTA
AGATTTTTAA
TRACCTATTT
AAXANANTCA
AGGGAaAGceT
CTGTTGAATA
CTTCTGTTTT
AGGCTGCATG
TACCTTCAAG
GTTGAGTTTA
GGAAGGTAAG
AGTAGAATTT
AGTCTGGTA:

CAGTGGCCTG
TCGTGTGACT
CTCTCATACT
TCTACTGTAA
AGTCTCAGGC
AGTCAACATC
ARTGTTAGCT
TGGCTCTGTC
TCCTGGGTTC
CGCCACTGTT
CCATCTCCTC
CAcCCGcGece
AGCAATACTA
CATTTTACAT
CTGTAAGTGG
CTCCTCCcATC
TTAAGATAAT
TATAAGAAAA
TATGTTTCCT
CAAGACCACA
CATTTTAGAG
TAAATATTCA
CCAGAGCCAT
ATATAATTAT
CGGGAAATAC
AGTTGC2CAA
AGAAGCACAT
TTCACTTCTC

1. &bra folytatasa

ACCTATGTGT
GTGTGTGACC
ACAACAATTZ
ATTGATCATC
TCTTACACAG
TGTTTTACCC
TCTCTAAACT

TCCCTGAGA
GAGAAAGCCC
GTCTTCTCTG
AGGAAGCAAG
TTTGGAGACC
ARAGCTGTCC
CCTCCTGAGA
AGTTACAACA
TCTTTTTATC
AATGAAACAC
CAGCACCTAC
CCTTCCTCAC
GATCAATCTG
GAGAGCATGG
AGCCRATCCA
GGGTCAAGCA
AGGGGAAMAT
CTATACAGAG
AATCGAGAAT
TTTAGCCTTT
AACTATGCCT
AATGGAGATA
TTTACAGACT
CCCTAACTTC
ATTACTATCA
ACCCAGGCTG
ATGCCATTCT
CCCGGCTAAT
GTGATCCACC
GGCCTATTAT
ATTTATTAAT
ARAAGGAAAC
GAGAGCCTCA
CCTTTACTGT
ACCTAAGCAA
TAAAAATCAC
T2AAATCTTT
CTATTTACAA
TGCCCGTTTT
TTTCTCTCAC
GAGGATTTGT
TTTTAATGCA
TGGTAGTCTT
ATAGTCTCTA
AAGCAACAAC
TTTGCTTCCT

ATGTGTAGAA
CACAACTATC
CATTCTCATC
TGTCTCTGAA
TGGTTTCTTC
TCACTAGAGA
AATAGTTGAT
ACTGGAGTCT
CGCAGGCCGC
ACACCAGCAT
CCAGCTGAAA
ACAAATAGAC
CCAAAGGERGT
GGGAACTAAT
TCTCATTTTT
CTGGAAGGAG
CAGTTACCTA
TGAARAGAACT
AGAAATCCTT
TGTCTCTGAG
TGGTAGTAGC
TCACTGATGA
CAATAATATC
TAAACGTGGA
GAAANTTAAT
ACTTGCTCAC
CAGGAGAAAG
CCTTGGTCAT
ATCAGAATCC
GAGCTAGCTG
TGGACTAGAA
TTATTATTAT
GAGTGCAGTG
CCTGCCTCAG
TTTTTGTATT
CACCTTGGCC
TATTATTATT
GACTGGATTA
TAAGCTCATT
AATCTAATTC
ACAAGCCTCC
TAACGCATGT
TCATATCGTC
GCTATACACA
CTTTATATCC
TCACCATTAT
CCTTTATTTC
GACGCTATTG
TTCATTTTTT
CCTTGTCAGT
AARACAATGA
AAGGATRATC
CATCTGGATT

GTCCTTAAAT
ATGGTCATTA
ATCTTATTTT
TCAGGTAAGC
ATCCAAARGAG
TCCAGAGACC
GTGCATTGGC
CCTGGGGCAG
TTCACCAGGT
CAGAGGTTAG
GTGAGAAGTC
ACTATAAGTA
ATTTCTAAARD
TGGARAGCTA
GAGCATGCAA
GAAGGAAGGT
AGACCAGAAT
TTCATTCCCT
CTATCATGT2
TATCTCTGAA
AACCAACGGGS
TGACCTGGAG
TTTCTTTTAC
GTCAGAATAA
TTTTATCCTT
AGCCATTATT
CAGTAATAAG
GTTACATAAT
CCCACTCATT
GGCCCTCCTG
TRAATGTCTGG
TATTTTATTT
GCACAATCTC
CCTCCCGAGT
TTTAGTAGAG
TCCCARAGTG
ACTACT2CTA
TGTCTAAACC

AGTTCTACCT
ACATGAACTA
TCACCTAG2A
AGTGAGAGTT
TACCTACATG
AGCTTTTCTT
RAGCAATGCA
CTTAGAATAT
ATATGTGCCA
TCTCAGAGTG
TAGARACACC
AACTATTGCC
CTAGAARMACC
GGAATATTCC

TTCARAGATG
AAGTACATTG
GACAGTGARA
AAATGACTGT
AACAGCAATG
TGTCTTTCAT
TTCTCCCAGA
GCTTCATCAG
GTCTGTCTCC
AGAAAGTCTC
TACAGCCACT
CTGCCTAGTA
TATTTTGAGC
CCACTCACTA
ATAAATGAAA
GAGACARAAG
GGAGATCCTC
GACCATGARAC
AGCTATGGCC
ACCTCTAAAR
AAGGTTCTGA
GCcAaTCcGeea
AGTTTTAAGC
CAAGAAGACA
CTCCAGGAGG
TCTTAGCCAT
ACCACTTACG
CTTTTCGTGR
GGATTGTTGT
ACTGTTATAA
TACAAAGTAR
TTTTTTTTTG
GGCTCACTGE
AAGCTGGGAA
ACGGAGTTTC
CCGGGATTAC
CTACCTATAT
TCACAAGAAT
AACTGCCCaA
GAGTAAAAAR
TAAACCCAAT
GGTTTTARAAA
TACTACTGCC
TGAACAAATA
ACTTAGCAAT
ACAATGAACA
ATTCCTAGAA
CTTTGCACTC
CATTCGTTTG
CAAACARTGA
TGAGGRAATTG
AGTTCTGCTG
TAATACCCCC

ACAGT2ATGG
GCCaGAGAace
ATGAAGAAGA
AATTCTCATG
ACTTGAATCT
TATRAAGTGAG
ACAGAGCAGA
GATGTTAGTT
TAACGTGATG
CAAACATGAR
CATCAATCTG
TGTCTTCAGT
ATTGTTAAGC
CAATCATTGT
AAGTCTTCCT
GGAGAGAGGG
CTCacTACCT
AGCCTCTCAG
CACTCCATGA
CATCCAAGCT
AGAAGAGACG
ATGACTCAG:
AAGTAGGGAC
ACCAAGCATT
GAGARATGAG
ATTGTAAAGG
AGCTATGTTC
TTCAGTTTCC
AAAGATTAAG
AGATTAAATG
GCACCCaATA
AGATGGAGTC
AAGCTCTGCC
TACAGGCACC
ACCGTGGTCT
AGGCGTGAGC
GAATACTACC
CCTACCTTCT
TGGCATACAT
ATCATGGTTT
ATTCCTGTTT
TGTAACARAARA
AGCACTATGG
TGTCTRAACAT
GTATTGAGG2
TCTGTATAAR
GTAGAATTTC
TCTGTGACAT
AAAXCATAGR
AAAATGAARNR
AAGTTTRARR
ACTGGGTGAT
TCCAGAACT:2
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4744 TTTTCCCTGT TTGTACTAGA
4804 CACTTGTGAT CATGGTTTTA
4864 GCAATGTGAA ATACAACTTT
4524 TCAATCAAAG TATRATTCGA
4584 TGGATGAAGC AGGTACATTA
5044 TTTACTTATT TATTTATTTC
5104 GGGTTGCACA ATTCTTCCAG
5164 AGGGCAGAAG GTTCAACTAA
5224  AGTAAAGGGT TGTGCACAAR
5284 TTACCCTCAA TTTTAAAACT
3344  ACCCAGAAGC CAATGAAGAA
5404 AGTAACACCA AACCAGGAAG
5464 TCCAATAAGC TACAAATATG
5524 ACACATCCaA TTTTCATGGC
5584 TCCAGAGAGG CAATTTTGCA
3644 TAACATGCTT TCAACTCTAC
5704 TATTTCTGCA ATTTTCCCAA
5764 AGACAATTCA ATCAGGTTGC
5824 AAATATCTTT TATATATTA
3884 CAAAGAGGRA TGCCTAGATC
5944 TCTGTAAGTA ARAMCTGAAC
6004 TCCTARACCC CTCCATGTTA
6064 ATCCCACTAA TGARATTATA
6124 CGTAGAMAAT TCTAAGAACA
5184 TGTGAAGGAC ACAAAGATGT
6244 GTGGGGACCT AACTACACAC
6304 CACAATCTAC ATCAACACTT
6364 CTTCTCTTCA CCAGTGAAAT
5424 AATTACCGTG ATTCTAAG2A
6484 CCAACCAGTG CTGCTGAAGG
6544 CATATGTTTG TAAATAAGCC
6604 TCCTTCCTAC CACAGCccce
6664 AGGCAGGATC TATGAGAAAR
8724 CCTTTCCCTG CCTGACCTTA
6784 TTTACTGACA TCTATTATCT
5844 TCCAAGARAC TCARAATAAGC
6504 CAAAGCAACA AGCTGGGAGC
€964 CTCTGCATTG ATGTCAaGCAT
7024 CTCAAACACA CACACACACA
7084 AATTTGTAAG TATATAATCC
7144 TGCTTTTCTA CCTGGATCAA
7204 TCATTCAACA AGCATTATTC
7264 GTGTGGACAG TGGTGCATCA
7324  GGAAAACAGA CAACCCAAAC
7384 GARTAGGGTG CTAAGATAGA
7444 ADAAGCCCCTT GTGAGATGAG
7504 GGGTAGGACA TTCAGAGGAG
7564 GAGGAGGGGG CGGGTCGTGG
7624 TCGTGGTTGT GGGTTTTTGG
7684 TTTTGGGACA TTCAGAGGAG
7744 ACAGCTCCAA GGATCAGAAG
7804 ATATGCAGAG ACTAGTGCTT
7864 ACCCATTAAT GGGTTTCACA

CTGTGTATAT
GRAATCATCA
ATGAGGATCA
GCCARAATGATC
ARATGGCACC
AATCTTTCTG
AATAGCTTGA
ATCTGGAAGT
GCTAGCTGAT
GAGGAANACTG
CAATCACTCT
ATCTTTATTA
GCTTAAAGGA
GGACATGTTT
ATRAACAAGC
ATTTACAAAT
TATTGACATC
TACGTTGGTC
TTGTTTTTTC
AATGGGCACA
TACTTTTCAG
GGTCATTATG
AGAGATTCAA
TTAACCAAGT
ATAGAATTCC
ACACaCACAC
GATTTTATAC
TTGACATGGG
TCTCAAARNAC
TCAGTTGTCC
CAATAGGCAG
ACCTACCCAC
TATAACAGAG
TTCACCTCCC
GACCTACACA
CAACTGAGAT
CRAGTCCCAA
TATCCTTCGT
ACAGCCTTAG
AAGACCTTCT
GTGATGTCTR
ACTGAGAGCC
AAGCCTCTAG
AACCARACAAA
GAAAAGTGGG
AGCTGCCGac
GGGGCGGGTC
TTGTGGGTTT
GTAGGACATT
TCTGAATGCA
AAGCATTCTT
GCAGAGCTTG

CAGTGCRAATG

CATCTGTGTT
AGCCTAGGTC
TCAAATACGA
AGTACCTCAC
AGACATTTCT
CTTGCAARRA
AGCACAGCAC
TCCACAAGAG
GTACTACCTC
TCAGACATAT
CCTTTAAARA
TCTCTGATAQ
TGAAGTTTAG
TAGTTTCAAC
AAGACTTTTT
TATTTTGTGT
GTGTATGTAT
CCTTGGGTTT
TCCTATCTTG
AATAATTTGA
TATCACTAGC
AARCTTATGAT
CACTTATTCA
ATTTACCTGC
ATTCCTGACT
ACACACACAC
AAATRACAATG
TGCTTATAAG
TCAATTGTAT
TTTGTCTCCA
ACACCTCTAA
CCCACTCCCA
AGTAAGAGGA
ATCCCAGAGC
ATACTAGACA
CAGAGAGGAT
RATGGGGCCT
CCCAGTCCTG
ATGTTTTCTC
ATTCCCAAGT
CAGAGTAGGG
TTGTATTTTT
TCTCATAGAA
AGAGCAAGAT
AGAGTGCTAT
AGAGGGGGCG
GTGGTTGTGG
TTGGGTAGGA
CAGAGGAGGG
CCCAGGCCTA
GGAACTGGGG
CATTTGGATT
GCCTGACCTC

oe

TGTACATAGA
ATCACCTTTT
ATTCATCCTG
GGCTGCTGCA
GTCATCCTCC
ACATACCTCT
CCCCATARAR
AGAAGTTTCC
TTTGGTTCTT
TAAATGATTT
GTCTGTTGAT
CATATTTGTG
TGTCCAAAAR
AGTATACATA
CTGATTGGAT
TCTATTTTTC
TTGCCATTTT
ACTCTARATA
TAATTTCTTT
CAGCTCTTAT
AACATATGAG
CTAACAAATT
GCCCCGAAGG
CTAGTGAGTG
TCCAGGTATT
ACACAcCACAC
AATTTACTTT
TCATCAARGG
GTGACTGCCC
ACTTACCTTC
CAAGGTGACA
TTGATTCCAG
AAATTACCTT
ATCCATTTAT
TTAGGACAAT
TAATCACCTG
GCTGCTTCCA
TCTCCACTAC
CACTGATAAG
AGAATTTATG
CAGTAGCTTC
CAGGCATAGT
CTTAGTCTTC
GCTGCARAAAA
TTAGACAAAG
GGTCATGGTT
GTTTTTGGGT
CATTCAGAGG
GGCGGGTCGT
CAACTTCAAG
CATTTTGAGA
TCATTTGAGG
ACTTATATTT

3143 .

.
LYY
.

CATTAATCTG
AGCTTCCTGA
ARATGACGCCC
TTACATAATC
CCTCCTTTCA
TCAGAGTTCT
ATCCCaAGCC
TATCTTTGAG
TCAGACATTC
ACTCAGATTT
CAAACTCACA
AGGCAARACC
CTTTTATCAC
TTTTCARAGG
GCACTTCAGC
TACTTAATAT
TAATATCACT
GCTTGATTGC
GAGCACATCC
TAAACATTAT
TGTATCAGCT
ACAGGGTCTT
ATTCATTCARX
TGGAAGACAT
TACACC2ATAG
ACCATGCACA
CTTTTTGGTT
ATGATGCTARA
AAGATGAAGA
ATTTACATCT
CTGTCCTCTT
AGGCGTGCCT
CTTTCTTTTT
TCCATTGATC
GTGGCCTGCC
CCAATGGGCA
GTTCCCCTCT
CACTTTCCCC
TAGGTGACTC
TGCCTGCCTS
ATTCATGAAC
GCCAACAGCH
TGGAGGATAT
AAAARARNLT
TGGTRAAARRC
GTGGGTTTTT
AGGACATTCA
~GGGGGTGGS
GGTTGTGGGT
ATGGTAARGG
AGGAGGAAAA
TACRATGAAR
CCTAAAATAG
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7924
7984
8044
8104
8164
8224
8284
8344
2404
8464
8524
8584
€644
8704
8764
3824
5884
8944
9004
95064
3124
9184
9244
9304
9364
94214
9484
93544
9604
9664
9724
9784
9844
S39C4
9964
10024
100814
10144
10204
10264
10324
10384
10444
10504

ALAACAGATC
AGTCATGGGG
TTGGAGATAG
AGGAGAGGRA
AAAAGTATAT
TTTGARATCT
ACATTCTAAA
GTGTGTGTGT
AATGTCATCT
AATGTTTAGG
TATGTTGAAG
CTAGTGTCAC
CAACTCTTAT
TGAACAAATG
TCTCATGAAG
CTAACAGRAT
GTAGTGAGAC
CAGTTGCCCA
GGGGGCCcace
TCACTTGTCT
AATCCTTTAC
TTTACACTCT
CCCTATATTT
GACCAGAGCT
TAAGGCATAR
TAGGATTTCA
TTAATCAAAT
AATACCTAAG
AMATACTTCT
TATTATTTAT
GGAACCCCTT
TGGGATAAGT
CATAGCCAGG
CATTAATTAC
CTGGGCATTC
TGAACTCAAC
ATCAATGTTT
ACAATAGTGA
CTGACACATA
TGGT2AATGT
TTATATTTTT
ATATTTCCGG
TATACARACT
TCAGACCTGT

1. abra folytatasa

AGAAGGAAGG
GTGGGGTAAG
AACCARACAGA
TAGGTTTGGG
TTACTTGCTT
ATTTTTCCAT
GAGTATATTG
ATGTGTGTGT
AAATGCTAAR
GGGCTTAGARA
CGCAGGAC2GA
TGACAATCTT
TAATAGACTG
AATGAAGAGC
GCCARATGCT
TCTCTTCTTT
CAACCTCCTC
TCCAAACTTG
CTCTATCACT
CACTTGTGCA
TGTTAGTCAT
TTGTAAGAGT
TGCATAGTAC
ACTGACTATG
GARAACTRAAG
TGATTTCATT
AGCATAAGTT
CCTTCCTGCC
CGAAGCCGAG
ATATGTATTT
CATCCTCTGA
AAGTTTGATT

RACTCTGCA
CTTGAGCCAG
TTGTTTCATT
TTTGACAACC
CTTCTAGGTT
TTGATAGAGT
GTTATTCATT

TTCTCCTCTT
GTTCACTTAA
CACACATACA
AATCCCAGCA

CAATAGAGAA
GAAMDGAAGT
AGGAAGAGGA
AAATARAATCC
TAGATTTARA
ARAAGTATTG
AAAGAGTTTA
GTGTGTTTAA
TTGATTTCCC
TCACTGTAGT
AACAATGTTT
CATAACTAAT
GGCCACACAT
CTATAGCATC
AAGGGATTGA
TCTTCATAGG
TTCTTCTGGG
TTTATTGCCA
GACTTTCAGA
GTGTTGACAG
TTGCTGAGCA
GGAACCAACa
CAATCATTTT
GCTacCAAR]
AAATATGCAC
TCAACTGTTT
TCTGGGACCT
GCAACAGTTT
CCTCAAGATS

GTGTGACCAG
TCATTAATAC
TTCTAGTACT
TARTTGGTCC
CAATTCCACC
ATGAGACCAC
CTAARAATTG
GTTATCAGTC
GCCTTAATCA
AATTGTATTT
TGTTAGCTGC
AGCTCATATT
GAGCTACATT
CTTTGGGAGG

GCAGAAAGTC
GGARAGAAAC
GAAACAACAT
TGCTGACATT
AGAATAGGAA
TTRAATTCTA
CTGATATACT
CCTTCAATTG
AAAGGTATGA
GCTCAGATTT
CCCTCCTACC
TTAGATCTCT
CTACTAGGCA
ATGTTACAGC
GCTTCAGTCC
AGATGCCTGA
ARACTCACGG
CARAGCARGA
TACTGGAAR
TTCATATGTA
TGTACTGAGC
CTAACATAT2
AATTATTATT
AGACTCTACC
AATAGCAGTT
GCCTTCTGCT
CAGTTTTATC
TTTATGCTAR
BAGGCAAAGC
TTARGATAAT
GCATCCTCCA
AGGGCATTTT
TGGGAGACCT
GATCTTTGAC
TGCRAATCARG
TGTTATCAAA
TGATCAGACC
ATAACTAAAT
TTATTTTACT
AGTGTTACTT
CAGTATGCAT
ACACATACAC
AAARACAACT

CARATGAGGAG
AGACAGAATT
TTACTGAGAA
GGAAACCCCA
AGAAGCATCT
CTCATACTCA
TAGGAATTTT
TTGACTTAAA
TTTGTTCACT
GATGCAAAAT
TGCCTGGATA
CTCCAATCAA
TGTAATAAAT
CATAGTCCTA
TTTTTCTRAC
GATACCCARA
CACTAAGAAC
CTACTGGGTG
CCAGGCGTAG
CCATGTACAT
CTTGTAATTC
ATGTTGTTAT
CTTCaTaAca
CATATTACAG
GAAACARGAA
TTTAAGTTGC
ATTTTCAARA
TCAGGGAGGT
ACGAAATGTT
TATRATATAC
CAATAGCAGA
GGTCCAAGTT
GTAATCATAT
TCTTTTGCCA
TCCTACAAGC
ACTTTCTTTT
ATAATGTTAC
ARAGCTTSGCA
GCATGGTAAT
TATAAAATCA
AAATGGCATT
AAAACATGTG
AATAGGCCAG

GTTTCACAGC
GGGTTATATT
GGGAAAAAGT
AGGAAGCCTC
CAACTTGGAR
CAAGAAARGT
GTGTGTATGT
TACTGAGAT2
TGGAGATCAA
GTCTTAGGCC
CAGTAAGATA
CTAAGGAAAT
GCTTGCTGAA
AAGTGGTGTT
ATCTTGTTCT
ACCATCACAG
TATTTCACAT
TGCTTGGCAG
GTCTGGAGTC

AAGAAGCTA
TAAATGAATG
TTAAAGAACA
ATTTTAGGAG
ATGGGCRAAT
GCCACAGACC
TGATGAACTC
TGGAGGGAAT
CATTTTGGTA
ATTTTTTAAT
TATATTTATG
CAGTGTTTTC

TGCTTATCC
AATAAATGTA
TTAAACTTAC
TAARATTAGA
CTGGAATGTA
ATTATT2TCA
ACAAARATTCT
TAGGG2C22A
AACCAAGATT
AAGAATGATA
TTCCCATCTT
GCACGGTGGC
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A human IL-1B-gén DNS-szekvencigja (GenBank deponaldsi szama: X04500) .

-1933
-1873
-1813
-1753
-1593
-1833
-1573
-1513
-1453
-1393
-1333
-1273
-1213
-1153
-10¢3
-1033
-973
-913
-8S3
-793
=733
-673
-513
-353
-493
-433
=373
-313
=233
-193
-133
-73
-13
43
108
158
228
2388
238
308
468
528
588
648
708
768
828
888
948
1J0¢8

AGAAAGAAAG
GGCTCTGAGG
ATCCTGTGGA
GCAGGCCAGA
ATTCACAGGA
TAAAGATGGA
TCAGAAGGCT
TTCCCTCGTG
ACGATACCTG
AGCAGCAAAC
ARAGATTTCA
GTGTTACAGG
GGGCAGATCA
CTACTAAAAA
TGGGGAGGCT
GATCGTGCCA
AAAAGTGTTA
ACTGTTCATA
CTGGAGCAGG
CAAGAGATAG
CACCAAAAAA
GGCTAGGGTA
AACTCCGTCA
CAATTTTCTC
CCAAGGTAGA
CCATTTATCC
AAAAGTATGT
ARACATTCTT
TTGTCAGGAA
CTACTCCTTG
GAAGCTTCCA
AACAGAGAAA
GAAACTGGCA
TCTTCAGCCA
GGGAGTCTCT
TCTTTCTCTG
CCAGGTGTAA
AACAGCTGAC
ATTGCTAGTT
CACACATTCA

GAGAGAAAT

 CACAGGTGTC

ATTACAGGTC
AGAGTGTTAT
ACAGGGTGCC
TGGGACCTGG
AGAAAAGATT
AGGGAGAGCT
AGGGAGCACC
ATATCACTGT

AGAGAGAGAA
AAGGTGGCAG
GGCANNCAGA
CACCAAATTT
AACTRACATG
GTTCTTGTGA
GCTTGGAGAG
TCTCAAATAC
GCACATACTA
TCTATCTCAC
GTTTCCTGGA
CTGGACACGG
CAAGGTCAGG
TACARAAAAT
GAGGCTAGGAG
CTGCACTCCA
TGATGCAGAC
ACCTGGACTC
CACTTTGCTG
AGTCTCAGAT
TCATTTTAGG
ACAGCACCTS
GGAGCCTGAA
CTCAGAGGCT
Gacccacacc
ATCTGTAAGT
GCATGTATAA
CTAACGTGGG
AACAATGCAT
CCCTTCCATG
CCAATACTCT
TTTCTCAGCC
GATACCAAAC
ATCTTCATTG
CTGTCTCTCT
TCTCTCCTCT
TATAATGCTT
ACCCTAAANGG
GGGGTTTGGT
TTCATTTACT
CACACATGAA
TGAAGCAGCC
AGTGGAGACG
CTGTGCTTGG
ARGTAAATCT
AGGCTATCCA
CCAAGCCCAC
CAGATTTTAG
AGGGTGCCcAa
GAAACTTGCC

AGAAAAGARA
TTCCTACAAC
GGAGTCCCCT
CAGGAGGGCT
TTGAACAGCT
CTGACTCCTG
CAAGTCCATG
TTGCACAGAG
ATTTGAATAR
CTGAATGTAC
GGAACCAGGA
TGGCTCACGC
AGATCGAGAC
TAGCCGGGCG
AATGGTGTGA
GCCTGGGCGA
CTGTCARAAGA
TCATTCATTC
GTGTCTCGGT
GGATATTCTT
CAGAGCTCAT
GTCTTGCAGG
CCCTGCATAC
CCTGCAATTG
CTCAATACAG
GGGAAGATTC
ATCTGTGTGT
RRAAMTCCRAGT
ATTTGCATGG
AACCAGAG2A
TTTCCCCTTT
TCCTACTTCT
CTCTTCGAGG
CTCAAGTATG
GCCTCTTTGT
CCTTCCTCTC
ATGACTCGGG
TTAGTGTCAA
TTAGCAAATG
CAGAGATCAT
CGTAGCCGTC
ATGGCAGRAG

TGAGACCAG
AGACCAGATT
GATTTARAAAGA
GATGTGTTGT
AATACAAGGA
CTGACTCTGC
CCTGCCAGGC
AGGTGTTTCA

GAGGAAGGAA
GGGAGAACCA
AGGCCACCcca
CAGTGTTAGG
TTTAGATTTC
ATATCARAGAT
ARATGCTCTT
GCTCACTCCC
AATGCTGTCA
ATGCCAGGCA
GGGCAAGGTT
CTGTRATCCC
CATCCTGGCT
TTGGCGGCAG
ACCCCGGAGG
CAGAGTGAGA
GGCAAAGGAG
TACRARATGGA
TAAAGAGARA
ACAGARACAR
CTGGCATTGA
GTTGTGTGAG
CGTATGTTCT
ACAGAGAGCT
ACAGGGAGGG
CTAAACTTAA
CTTCCACTTT
ATTTTAATGT
TGATACATTT
TTATCTCAGT
CCTTTAACTT
GCTTTTGARA
CACAAGGCAC
ACTTTAATCT
GTGTATGCAT
TGCCTCCTCT
AAATATTCTG
AGCCTCTGCT
CTTTTCTCTA
TTCTTTGCAT
ATGGGGAAGT
TACCTGAGCT
TAACATGAGC
TTTCCCCTaA
CTACTTTCCC
TGCAAGGGCT
ATCCCTTTGC
TGGGCTAGAG
CTAGAATCTG
GGCAGCTTTG

GGAAGGAAGG
GTGGTTAATT
GACAGGGCTT
ARTGGATTAT
CTGTGGAAAA

ACTGGGAGCC

TTTCCCACAG
TTGGATAATG
AATTCCCATT
CTGTGCTAGA
TCAACTCAGT
AACATTTGGG
RACATGGTGA
GTGCCTGTAG
CGGAACTTGC
CTCTGTCTCA
GGTGTTCCTA
GGGCTCCCCT
CTGATAACTC
TATTCCCACT
TCTGGTTCAT
CTTATCTCCA
CTGCCCCAGC
CCcGaGaeaas
CTATTGGCCC
GTACAAAGAA
GTCCCACATA
GGACATCAAC
GCAAAATGTG
TTATTAGTCC
GATTGTGAAA
GCTATAAAARR
AACAGGCTGC
TCCTTACAAC
ATTCTCTCTC
CTCAGCTTTT
GGAATGGATA
CCAGCTCTCC
GACCC2AAGG
GACTGCCATG
CACTCATTTT
CGCCAGTGAA
AGGTCTCCTC
ATTGCCTCTT
ATTACAAGTC
TCCTGCAGAG
ARAGTGTGGC
GTTAGGCCTC
CCTTCTGGAC
AGAGGCAGGC

AAGRAAGACA
TGCAAAGTGG
TTAGCTATCT
GGCTTATCAA
TATARACTTAC
AAATTAAARRD
TAGAACCTAT
CAGAGCGAGC
CACCCATTC2
CTTGGCTCAaA
GCTATAAGARA
AGGCCGAGGC
AACCCTGTCT
TCCCAGCTGC
AGGGGGCCGA
AAARAADNAADA
CACTCCAGGC
GGGCAGATCC
TTGGTATTAC
TTTCAGAGTT
CCATGAGATT
GGGTTGCCCC
CAAGAAAGGT
AGAACAGCAC
TTCATTGTAC
GTGAATGAAG
TACTAAATTT
TGCACAACGA
TCATAGTTTG
CCTCCCCTARA
TCAGGTATTC
CAGCGAGGGA
TCTGGGATTC
TAGGTGCTAA
TCTCTCTCTT
TGC2RAAATG
CTGCTTATCT
TAGCCAaATAC
ACTTCTCTTT
CACTGGATGC
CTCCTTTTTA
ATGATGGCTT
TTTCAAGAGT
TCAGTGGCAXA
CCTCCAGCCT
GCAAATGGGG
TTGGAGGGAG
AAGATCCaAC
TGTTCTGCGC
TGTTTGCAGT
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1068
1128
1188
1248
1308
1368
1428
1488
1543
1508
1668
1728
1788
1843
1908
1968
2028
2083
2148
2208
2258
2328
2388
24438
2508
2568
2628
2688
27438
2808
2868
2928
2988
3048
3108
31868
3228
3288
3348
3408
3468
3528
3538
3648
3708
3768
3828
3888
39438
4008
4068
4128
4183

TTCTTATGAA
TAATTGAGAC
CTGATGGCCC
CTCTAACACA
TGTTTTAGAA
GCCACTTGGT
GGTGGTGACA
TCTTCAACAT
AGTTARACTC
TAGAATAGTT
CAAARAGATG
CATTTTACCC
ATTCCAGCAT
GGCAGCAAAT
TCCCTTCTGT
AGGTCAGTTG
TGATAGCCTC
GAAGTTTTAA
CTGCCTGGCC
ATTCTCTCCT
CTTTGAACCA
AATAAGAGGA
ATGAGACAGT
GAGTGAGCAT
GTGACAGCAT
GCATGTACAA
GTCCAGAAGC
CCCTTARACCT
GTTTTGTTTT
GTGCAGTGGT
TTCCTCAGTC
TGTATTTTTA
CTAAATGATT
GCCTGGCccea
CTCTGAGCTT
CTCCCcrceeT
GGCGGCATCC
TCAGTTGTTG
CAGGAGAATG
GCAGGCAGTA
TCCCCCAGAG
GCTGGAAACC
CTACTGACAT
GAGGTTCGTA
CTGTTGCTCG
TCAGGTCCAG
GACTTTGACC
CGAGGCCTGC
CTTCTTCGAC
CTGCACGCTC
AGCTCTCCAC
CCCTGCCTGG
ATTTAAGGCA

2. abra folytatésa

CAGTCAAGTC
ATGTCCCTGT
TRAACAGATG
GGGAAAGCTC
AGACTTTAAC
CATCATATCA
GGGGAGGAGT
AAATTTGATT

TGAAACCAAG:

TTTTGCTACC
AATTGAGACT
GCTTTGGACC
CCTGCAaACCT
GGTCATTTTT
TTTATATGAT
TGCAGGTTGG
CCCTAaGCCTC
GACTGGCATA
TTTGCCCccce
GCTCAACTTT
TTATCAGCCT
AAGTGGTAAC
GTTATGAAAA
AGGTGAATGG
TAGGGATACA
AAAGATGACA
CACATTCTAG
CCTTGAGCTT
GTTTTGTTTT
ACAATCTTGG
TCCTGAATAG
GTAGAGAAGG
CATCCACCTC
GAGAGGGRATG
TCTACTCTCT
CGCTCTCTCC
AGCTACGAAT
TGGCCATGGA
ACCTGAGCAC
GATCTCCACT
CCAAAGCCCT
AAAGCAATCA
TTGCAACTCC
ACCTCCCTGT
GCCACAGTGA
TGTTCTTAGC
GTATATGCTC
CCTTCTGATT
ACATGGGATA
CGGGACTCAC
CTCCAGGGAC
CCTCCTGGECA
AATGATCAAC

TTGTACACAG
TTTTATTACA
AAGGTAAGAC
AAAGAAGGGA
CTCTTCCAGT
CCACAGTCAC
AGTGATAATG
ATCCTTTTAA
AGATGATCTT
TGGGGTGAAG
TGARAGAAAR
TCATCTGAAR
CCAGTTCTGA
CAGACTCATC
GCTCAGTAGC
AGGCAGCcac
ATAATCCAGT
ACTTCTTGGC
ATTGCCTCTT
CTTTTGTGCA
TRAGGCAACC
ATTTCACAAA
AGGAAAAALR
ARAATGTTAT
AAANGATATA
AGTAGAATCG
TCTTGAGTCT
CAGAGAGGGA
GTTTTATGAG
CTTACTGCAT
CTAGGATTAC
GGTTTCGCCA
GGCTTCCCAA
ATCTTTAGAA
GATGTCAAAG
GCAGTGCTCC
CTCCGACCAC
CAAGCTGAGG
CTTCTTTCCC
TGTGTCCTCT
TTAAAGGT2G
TCTCTTTAGT
CTCACTCTTT
GGGCTAGTGT
GCAGTAATAG
CACCCcacTC
AGGTGTCCTC
TTATACCTAA
ACGAGGCTTA
AGCAAAAMAG
AGGATATGGA
GCTTGCTAAT
ACAAGTGAAA

GGAAGGAAAA
GTGGCAATGA
TATGGGTTTA
GTTCTGGGCC
GAGACACAGG
TCACTAACGT
TTCCCATTTC
GAGATGGATT
GAGAACTAAC
CTTATAACAA
CCATTCACTT
AATAAAGGGC
AATATTTTCA
CTTACAAAGA
CTTCCTAGGT
TTTTCTCTGG
CCTCAATCTT
TGCAGCTGTG
CCAGCAGCTT
CTTACAGGTC
TCAGTGAAGC
AAGTACTCTC
AGAACAGTGT
GGTCATCTGC
GAGAAGGTAT
GGATTTATTC
GCCTCTACCT
TAATCTTTTT
ACAGAGTCTC
CCTCCAcCCTC
AGGTGCACCC
TGTTGGCCAG
AGTGCTGGGA
GCTCGGGATT
CATGGTTCCT
TTCCAGGACC
CACTACAGCA
AAGATGCTGG
TTCATCTTTG
TGGAAGTCAT
AAGGCccaGce
GGAAACTATT
CTCAGGGGCC
TATGACCATC
ACCTGAAGCT
CCAGCTTCAT
CAAGAAATCA
ACAACATGTG
TGTGCACGAT
CTTGGTGATG
GCAACAAGGT
TCTCCATGTT
AAAAATATTA

ATAAACCTGT
GGATGACTTS
ACTCCCAACC
ACTTTGATGC
CTGCACCACT
TGGTGGTGGT
ATAGTAGGAA
CAGCCTATGC
ATATGTCTAC
CAAGACATAG
GCTGTTTGAC
TGAGCTGGAT
GTTGTAGCTA
GCCATGTTAT
GCCCAGCCAT
CTTTATTTTA
GTTAAAAACA
GGAGGAGCCC
GGCTCTGCTC
TCTTTAACTG
CTTAATACGG
ACAGGATTTG
AGAAAAATTG
ATGAAAMAGC
ACATGTATGG
TAAAGAATAG
GCTGTGTGCC
ATTTTATTTT
ACTCTGTTGC
CTGAGTTCAA
CACCACACCC
GCTGGTTTTG
TTACAGGCAT
CTTTCAAGCC
GGCAGGACCA
TGGACCTCTG
AGGGCTTCAG
TTCCCTGCCC
AAGAAGGTAG
CRAGCCCCAG
GGGGAGACAA
CTTAAAGRAG
TTTCACTTAC
ACCATTTTAC
GGAACCCATG
CCCTACTGGT
AATTTTGCCA
CTCCACATTT
GCACCTGTAC
TCTGGTCCAT
AAATGGAAAC
TTARACAAAG
AAAAGGAATA

TTAGAAGACA
TTCTTTGAAG
CAAGGRAGGG
CATGGTATTT
TGCTGACCTG
GGCCcAacaCTT
GACAACCAAG
CAATCACTTG
CCCTTTTGAG
ATGATATAAA
CTTGACAAGT
GATCTCTGAG
AGGGCATTTG
ATTCCTGCTG
CAGCCTAGCT
TTCCAGTTTG
TATTTCTTTA
ATTGGCTTGT
CAGGCAGG2A
TCTTTCAAGC
AGCTTCTCTG
CAGAATGCCT
AATACTTGCT
AAATCATAGT
TGTAGGTGGG
CCTGTAAGGT
CTTGAGTAC2
ATTTTATTTT
CCAGGCTGGA
GCGATTCTCC
AGCTAATTTT
ARGTCCTGAC
GAGCCAccac
CTTTCCTCCT
CCTCACCaAGG
CCCTCTGGAT
GCAGGCCGea
ACAGACCTTC
TTAGCCARAGA
CCAACTCRAAT
AACARAGRAG
ATCTTGATGG
ATTGTCACCA
CTAAGTAGCT
TCTAATAGTG
GTTGTCATCA
CITCGCCTCA
CAGAACCTAT
GATCACTGAA
ATGAACTGAA
ATCCTGGTTT
TAGAAAGTTA
TACAAACTTT
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4248
4308
4368
44283
4488
4548
4608
4648
4728
4788
4848
¢39038
4968
3028
3088
3148
5208
5268
3328
5388
54438
5508
5568
5628
5688
57438
5808
5868
5928
5588
6048
5108
6168
6228
6288
6348
6408
6468
6528
6588
6648
6708
6768
6828
6888
6948
7008
7068
7128
7188
7248
7308
7368

GGTCCTAGAA
CCTGAGAAAT
TAGTGCAGTG
GTGGGTTCTC
ATCCcceTCC
TCCTTGTAGG
AAGTTTCAAG
GTAGCCAAAG
CTCACTCAGG
TCGGGTAGTA
AAATGAGTGT
CCCATGGGCT
GCTTCACCTC
CATTGCCAGC
ACCCTCTTTC
GGGGAAACCC
GTGTCTTAGG
CTACTCTCGG
CCTTCTTTCT
AATACCTGTG
TGATAAGCCC
CTCCTGCTAC
GCTGGGAACA
TAACTGCGTG
TGTCCTACCA
AGACACCTTG
AATCACCACC
ATTCTAGGAC
GCTCTAGCTT
AGCATTTGGC
TGGGGGCCCA
CCTTTCTGGC
ARATTCTTCT
TGGAAAAGCG
CCCAGTTCCC
GAGGGACCAA
GAGAGCTGTA
AGGGAACAGA
TGCCCAACTG
TCAGCTCTCT
TCTCCTACTC
CCTCTGTCAT
GTTTGTTTGT
TGTAAAAGAG
CTTTAAATCA
AATATTTATA
GAAARAAAAL
ARACAGGCTG
CCTAGAAATA
TTCAACAGAA
TCAGGACTGG
CAAGCGCTAT
AGATAGGAGA

2.

ATGGCACATT
TAGACGGCTC
TCAATTCTTC
TCTTCCTGTT
CCAGTCTTCC
GAAATTTTAC
TGCGGTGAAC
CCTCTGCACA
GGGAAGCTAT
AGAGTGATCC
CTCTCTTTGG
ACTCTCTGTT
TTTCCTTTCC
CAGTGACACA
ATTCTCCGTT
TAAATCAACA
CCAAGGAACC
GGCTAGGGGT
TCAGTGGTGT
GCCTTGGGCC
ACTCTACAGC
CACTTATTCC
GGTCTATTTG
CAACCTTCAA

AGTTACAAC
GGAAATAGAT
ACTATCACCT
CATAAGGAAA
AATTTTCACC
ACTAAGTTTT
GTTACAACTC
CAACCCARAG
TTCTCTTTCG
ATTTGTCTTC
CAACTGGTAC
AGGCSGGCcaG
CCCAGAGAGT
AAGGTTTTTG
CCTGCCTTAG
CCTTTCAGGG
ACTTARAGCC
TCGCTCCCAaC
TTTGATTCAT
CCTAGTTTTT
AGTCCTTT2A
AATGAGCAAL
AAAGGGTCTC
TGAGAGTTCT
TCCTTGGCCa
GGATATTCAG
TAGTAACAGC
GTACTAGGAG
GGCAGCTAGT

abra folytatasa

TGATTGCACT
AAGCACTCCC
CACRATATGG
GTTGAGGCTG
CCcCTTGCCC
CGCccaGcaas
CCATCATTAG
GGAGTGTGGG
TTGCTCTCAG
CAGGGCCTCC
AGCCACTTTC
CCTGAAACAG
TTCCACATTG
ATGGCTTCCT
CCTACTGCTA
AAATGACCCT
TCACTGTGGG
TGGGGTGACC
TCTCCATGTC
TCAAGGARAA
TGGAGGTAAG
CAGACAATTC
ACAAGTTTTG
TCCTGCTGCA
CCCAACAGAT
GACTTAALAGG
CCAGCTTTCT
AATACAATAA
CCCCCAAann
AGAAAAGAAG
AGGAGTCTGG
AACATCTTTC
CTGCAGAGTG
AACAAGATAG
ATCAGCACCT
GATATAACTG
CCTGTGCTGA
AGTACGGCTA
GGTAGTGCTA
CCAATCCCCA
CGCCTGACAG
ATTCTGATGA
TGGTCTAATT
AATAGCTATG
TTAAGACTGA
TATCATACTG
TCCTGATCAT
TGGGACTAAG
CCGAAGaCT2
TGCACATCTG
TACCATGATT
CTGGGAGTAC
TATAAGCAGA

GGCCAGTGCA
AGGACCATGT
GGTCATTTGA
AAACAAGAGT
CAACATCCGT
GAACTTATAT
CTGTGGTGAT
CAACTAAGGC
CCAGGCCAAG
AATTGACACT
CCAGCTCAGC
TTCTGGTGCC
ATCAAGTTGT
TCCTTCCTTC
TGAGGCTCTG
GCTATTGTCT
TTCCCacaca
CTGCATGCTG
CTTTGTAC2A
GAATCTGTAC
TGAATGCTAT
ACCTTCTCCC
CATTAATGTA
GAAAATTAAA
TATATATTGT
GTCCCATTAT
CAGCARANGC
AAXAGCCCCTG
AAAADNAATTC
AAGGGCTCTT
CTCCTGATCA
CCATAGGCAT
TAGATCCCAA
AAATCAATAA
CTCAAGCAGA
ACTTCACCAT
ATGTGGACTC
TAGCCTGGAC
AGAGGATCTC
GCCCTTTTGT
RAACCACGGC
GCAACCGCTT
TATTCAAAGG
GAATCAATTC
BAATATATAA
TTCAATGGTT
TGACTGTCTG
CCCACTCCTC
TCCTCCTCAC
GAACAGGATC
TATCTATCRA
AGAGATGAGA
ACAAGGTRAC

TTTGTTAACA
CCacccaact
TGGACATGGC
GCTGGAGCGA
cccacccaar
CTCTCCGCTG
CTGCCTGGCA
TGCTGACTTT
AAAATCCTGT
GCTGTGACTG
CTCTCCTCTC
TGATTTCTGG
TCCGCTCCTG
CTTCAGCATT
AGARACCCTC
CTGAGAAGTC
GGCTAaccaar
TGTCCCTAAC
GGAGAAGAAR
TGTCCTGCG
GGAATGAAGC
CGCccceearc
AATAAATTTA
TCATTTTGCC
TAGGGCTGCT
CACGTCCacT
TTCATTTCCA
GAAACTAGGT
TCACCTACAT
TTAATAATCA
TGTGACCTGC
CTTTGTCCCT
AAATTACCCA
CAAGCTGGAA
ARACATGCCC
GCAATTTGTG
AATCCCTAGG
TTTCCTGTTG
CTGTCCATCA
TGAGCCAGGC
CACATTTGGT
CCCTATTTAT
GGGCAAGAA
RATTTGGACT
GCTCAGATTA
CTGAAAT2AR
GATTGACACT
ATTGCTGAGT
CCATCCCCTT
AGCTGAAGCA
TGCACcaaac
ACAGTCACAA
ATGACAAGTA

GGAGTGTGAC
CTCTTGGGCA
CTAACTGCCT
TRATGTGTCC
GCCAGGTGGT
TAACGGGCaAR
CGTGccaca
GAAGGACAGC
TTCTTTGGAA
AGGAAGATCA
CCAGTTTCTT
CAGRAGTACA
TGGATGGGCA
TAAAATGTAG
AGGCCTTTG>
AAGTTATCCT
TACATGTATC
CACAAGACCC
GTAATGACAA
TGTTGAAAGR
CCTTCTCAGC
CCTAGGAAAA
ACATRATTTT
GATGTTATTA
CTCATTTGAT
CCACTCCCan
AGTTGATGTC
ACTTCAAGaA
TATGCTCCTC
CACAGAAAGT
TCGTCAGTTT
TGCCCCACan
AAGAAGARAGA
TTTGAGTCTG
GTCTTCCTGG
TCTTCCTAAL
GCTGGCAGAA
TCTACACCAA
GCCAGGAC2G
CTCTCTCACC
TCTAAGARAC
TTATTTATTT
TAGCAGTGTC
GGTGTGCTCT
TTTAAATGGG
CTTCACTGAA
GACAGTARGC
GCTGCAAGTA
TATTTCGTTG
CTGCAGGGAS
ATCTGTTGAG
GTCCCTCCTZ
GAGTAAGATA -



PCT/US98/23721

7428
7488
7548
7608
7668
7728
7788

GAAGAACGAA
AGGGATAAAC
AATCCCAGCA
AGCCTGGGCA
TCAGCCAGGC
GATTGCTTGA
C

2. abra folytatasa

GAGGAGTAGC
AGAAGATTTC
CTTTGGGTGG
ACATAGTGAG
ATGCTGGCAT
GCCCAGAAGT

CAGGAAGGAG
CACACATGGG
CAGGGGCAGA
ACTCCCATCT
GCACCTGTAG
TCAAGACTGC

GGAGGAGAAC
CTGGGCCaAT
AAGATCGCTT
CTACAAAAAA
TCCTAGCTAC
AGTGAGCTTA

GACATAAGAA
TGGGTGTCGG
GAGCCCAGGA
TARATAAATA
TTGGGAAGCT
TCCGTTGACC

8/13

TCAAGCCTAR
TTACGCCTGT
GTTCAAGACC
ARTAADACARA
GACACTGGAG
TGCAGGTCGA
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A human IL-1RN-gén DNS-szekve

-5988
-5928
-5868
-5808
-57438
-3688
-5628
-5568
-5508
-54438
-5388
-5328
~-3258
-5208
-5148
~5088
-5028
-43968
-4908
-4848
-4788
-4728
-4568
~4608
~454¢8
-44838
~-4423
-4368
-4308
~4243
-4188
~4128
-4068
-4008
~3948
~3888
~3828
-3768
-3708
~3648
-3588
~-3528
-3468
~3408
~3348
-3288
-3228
-3158
~-3108
-3048

GTCGACCTGC
TATATACCAT
CAGCAAGCCT
AACCTGTCCT
TGGCTACTTG
CTGGGGGTTT
CTGGGAAAGA
AAAACAATAT
CGAAGCCACT
GCTGGATGCC
CAAATGAAARD
AAGGATTGTT
AGGGAGGTTG
GCCTCTCTGG
ATTCAGTGAT
AATTGGCAAA
TGCCcTGgeeT
ACACGATCTT
AAGTTTCCAG
TTTCAAATCA
TAATAAGACT
AGCACTTTGG
ACTAACATAG
AAGCCTGT2A
CGGAGGTTGC
ACTCCATCTC
AGGTTGTTTA
TCCAAAAGAT
CCAGAGAGGT
AAACTTCAGC
TTAAATCCTG
AGCCTTCACA
TACCTGCTTT
AGGGTACAGA
ATTCAGCAGT
ATAGGCAATA
TTCGAAAGAA
AGAACTAACA
TAACCGATGT
AAACACTTTA
AAGACATGGA
CTTAGACACT
TAGATACAAT
TTGTCTTTTA
GAGGACCCAG
ACGCCAACTG
AGGRAGAGGG
ACAGccccecee
TCAGGATACA
TTGTGCCTGA

AGGTCAACGG
GTCCTGATCC
GGGGGCTGCA
GCTGCCTTAG
GCAGGACTGG
GTATTTCTTG
GCAACTGGAG
AAATGTGAGA
AACATTTCAC
TGTTTGTACT
TTCTGCAAGS
GAGCTGAGAA
GGTGCGGCAG
ATCATGTCAG
TGGAAACTTT
TCAGAGTCAA
TATAAAACAC
CTCATCGGGG
CTTTTCCTAC
TTTGAAAAGT
GAGGCC2AGA
TGAAACCCTG
TCCCAGCTAC
GGTGAGCCTA
AAAAAANTAA
TGACCAACTC
CTCTTTGGAG
GGAGCCCAaGC
TGAGCTTTTG
CCTACAGGGA
GGTACTGAAG
TGAAAGGCTC
TAACAATCAT
CAGTAAAAAG
AATTGAGATC
CTATGGAGAA
ACTGTACAAR
TGAGAAATAG
CAGGCATCAA
CAGCCTGGTT
CCTGTTGTCT
TTGATGACCA
TGTGCTATGG
AACCGAGAAT
TTTGGGTGAG
AGAGAGCTTC
CGCTTTGGAG
GAGCAGG2AG
TCTCTCCCAC

3. é_bra

ATCTGAGAGG
CCTTCATCAT
GCTTGGTGGG
GGAGCTTCTA
GTCAGTGAGG
TGTTTCTTTC
TCTTTGTAGC
GTGTGGTGTG
TGAAGCCATT
AAATAGTGCT
GAAATTTGTT
GGGATGAAAC
ATGTGGAGAC
CCAGCAGGAT
TAGCTTGAAR
TATTGGAGAT
TGACCCTATC
ACCTGACAAC
TGGCTTTAAA
CCCTACCTCT
AGATTATGGG

GGGTGGATC
TCTCTACT2A
TCAGGAGGTT
GATTGCTCCA
ATAAATAAAT
TCCTGCTGAG
GCATCAGAGA
ACTGGTGCCC
AGCATTCATG
GGGTCCCTGA
CCCTCCTCTG
CTGGCCTACC
CCAGAGCCTT
GATTTAGGCA
CAGCAGGGAT
TATACTCAGA
AAAGGAACCA
CCAACATCTA
CATAAGATGT
TCCCTATCTC
CTAGTGTCTA
GGACCTCCGA
TCTTARAGCT
AAGATTAGTC
ATAMAGACGAA
CCTTGTCCCC
TCAGAGCAGG
GCTGGGAGTG
TTTACCTGGG

AGAGTAGCTT
CCAGGAGAGC
TAGAGGTACT
ATAAGTTGAT
ACCAACAAAR
TCTTCTTTGT
ATTATCTTAG
TCCTGTGACA
ACAAGGCAGT
TGCGTGACAC
AAAGCTTCCC
TTGTGGGGTG
AATTTCCCTT
CCAATGGTGT
TTATCCGTGG
TCAATTGTTA
CAAGTTTAAT
ATTACCCTTT
GGCCATTTCT
AAATGCTACT
CTGGGCACAG
ACCTGAGGTC
AAATACARARN
GAGGCAGGGG
CTGCACTCCA
AAAGTAGATT
AATAACTAGA

ATGGCCAAGG

TTTACTCCTG
GAACTTGGTG
TAATCCCCAC
AATGATCTCA
TGTGCAGCAG
GAATGACCTC
CATGCAAGAT
TTGAATCATG
TTTAAAACAT
AATGGARATC
TTGAACACTT
GTCCCCTTAC
TCTGCTTCAT
GTAGCACAGG
TGAAAGCCAT
TCATCCAGGA
AGAGATTTCC
ACCAAGAEGTG
TTTCTTCCTC
CTTGAGACTG
CAGGGCAGGA
GTAAAGAAGC

CTTGTAGATA
AGAGGTGGTC
CAGGGGTACA
GGATTTGGTT
AGAAGACATC
ACTARAATAT
CAARAATTTA
CTCAGGATTC
GTGCACATCT
AAATGCAGTT
GACAAACTAG
AGCCATTTGG
TAGAAGGACT
ATATGTCTCC
TGGGAGTATT
AACTTTTACC
CCATCTGTCC
TATTCAGTTT
CCTCTGGACC
CAAACTCCAG
TGGCTCACAC
GGGAGTTCGA
TTAGTTGGGG
ARTTGCTTGA
GCCTGGGCAA
ACATCAGATA
AAAGCTAGAC
CTGTAAGGAA
GGGACATGTG
GGGGAGATGA
CCAATTTGGA
AGTCCTGCTA
GAGCAAAAGT
TACTGTGCTT
GACCTGTGTA
GATTTGRATC
AAGATTGGAA
CTAGAACTGA
CCCATGTGGA
AGCAGTGCAG
CAARDACCCCT
GCTCAGCACA
GGGTGCTGAT
AGCAGAACTC
TGTGGGCAGA
GACTTGTGGC
TCCCTAAGCC
GACTGGGAAA
GCAAGGGGCT

ATATGCAAARA

nciaja (GenBank deponalasi szama: X64532)

ACAGTTGGAT
ACCCTGATAG
GATGTCTCCA
AAAATTAACT
AGATTATACC
TTACCCATGA
CARAAGTTTGG
AAGTGTTGGC
GTCCACCCAaA
CCAGGAGGCC
ATTTATCAGT
GCTGAGGAGG
GAATCTCCCT
CCAGCTCCCC
ATGTCATGGA
AGCACAACAC
ACTGTCTCCA
TTTRARAGAT
TCACCCAACT
CCATCCTGAA
CTGTAATCCC
GACCAGCCTG
GTGGTGGCAC
ACCTGGGAGG
CAAGAGCGAA
CCTCTGGCCT
AAALCATATT
CTGCCTGAGC
CTGGTTTCAA
AATTTGTACC
AATCTGGGTC
GGGTAGAGGT
GAACCATCTC
AATATATAGT
TCAGGGAGAA
AGGGGCAGCC
TTTTTGGCAG
AAGATGCAAT
CAGCTGTGCT
TGTCccTCCT
TTACGTGGGG
TGGAAGCCAC
TGGGAAGGCA
GGGGGGTGCT
AATCATAAGG
CAGAAGCGTG
ACAGTGATTG
GGAGGGTGGG
GGGGCATTCA
GCCACGGTGT
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-2988
-292¢
-2868
-2808
-274¢8
-2688
-2628
-2568
-2508
-2448
-2388
-2328
-2268
-2208
-2148
-2088
-2028
-1968
-1908
-1848
-1788
-1728
-1568
-1808
-15438
-1488
-1428
-1368
-1308
-1248
-1188
-1123
-1068
-1008
~9438
-888
-828
~-768
~-708
-6438
-588
~528
~4868
~408
~3438
~288
=228
~-1568
~108
-48
13

73
133

GAGTATTTCC
CCTTATAGTA
CCAAGACAGG
CATAACTCCT
ACTGGGCCcaC
CCCGAGCGTC
TTACCCAGGA
GCAGGATGAA
ATTGTTGAGA
AACCTATCAT
ACACTTGATT
AAGAGGCAAA
ACAAACAAAT
ACGTGTTTCA
GGAATACAGA
TGCAGAAATG
ATAGTCTTCC
GGTTGGAAGH
CAAGATCAAC
TCACAAGCTSG
GATGGAGTCT
ACCTCCATCT
CAGGcacarG
TGTTGGTCAG
AAGTGCTGGG
GTTTGAGAAR
GTTTTTGTGA
TTCCCAGAGT
GGGGCTGGAG
GACCTTGGAC
GGTTGGGACA
CTGCACCAaGC
CATAADATAG
TAAGTAAGGA
CCTACACCTG
TGAAGAAGAC
TGATTTGTTC
ATTCCTGTCC
GATAGTGGGA
GTCAGCAGAC
AACACAGCTA
AGCTGAGTAA
TTTGCCAATC
TGAGACTGTC
TCAAATCTGT
GAGTTTGGTT
TAATTTTGGG
CGACACTTAG
AGGGTATTTC
TATTTCTTTA
CAGAATGGAA
CCATTCAGAG
GTAAGGCTAC

3.

CAAGTGCCAG
ACCGATGATG
CTCTGCACAT
GCCccacaaa
TTCTCAGGAC
TTTTCTCCAG
GCCGCAGTGT
CTCTCCaccc
GAATTATGGT
AGTCAGGTGC
ATTAGCAAAT
TAAGTAGACA
GAATAAACAA
AARAGGATGG
CATGCCATTT
TTCTATTTCC
TCCTTTGAAG
TGTGTTGGTT
TGCTGTAGTA
CATCACCTTG
TACTCTGTTG
CCTGGGTTCA
CCACCATCCC
GTTGGTCTTG
ATTACAGGTG
TAGTGTCTTC
GGACTAGCTG
GTGATGAATA
GTCAGAAGAC
AGATCCCTTT
GGATGATTGC
ACTGTCCATC
GAGCATGCTT
AGTTAATGTG
CTTCCTCCCT
ATGATCACCC
AAGGTCACAC
AAATGCTGAG
AAAGAGTTGA
TCAGGCCaAA
GGCTTATTGA
TCGTGGCGCA
TATGGTCCGG
CCATGTGCAG
TTTTTAAAAR
TCCATTGTGC
GAAATTGCAC
TGGGGTTGAA
CGCTTCTCGC
TAAACCACAA
ATCTGCAGAG
ACGATCTGCC
CCCAAGGAGG

abra folytatasa

GGTCAGGGCA
TGGCTTCTAT
TGTGTGGGGT
CCACCcccac
ACAGCGGGGA
GAGARATACTC
GGGTGGGGCT
TACCTTGGCA
CTTCCAATTC
TAGCTGCCTT
ACTTTGGARA
GGTTCATATA
AATTCTTCTT
GTGACTCACT
TGCCTGAAAA
TCTGAAGGAT
GATTACTCTC
GAGAGARAGA
GTAAATATTT
AGTGAGTCAT
CCTAGGCTGG
AGTGATCCTC
TGCTAATTTT
AACTCCTGAC
TGAGCCACCG
CTTTGAGGGC
AAGGGGGTGA
TTAGGGTTTA
CTGGATTTCT
TTTGTCTAAA
CAAGCTCCCG
CTGTAGATCA
ACCTTTTTCC
TATCAGAGCC
CCCTCcCTCC
TCATTCTGAG
GGGTGGCACA
TTTATGTCAT
TTTCAAAGCA
TCCGGTCCAT
TTTATGGATT
CAAAACCTAA
AGTCCAAGGC
GGAGCCCTAT
GTCARCAAAC
TCTTCTTCCC
AGGGGARAAA
AGTGACAACA
AGTGGGGCAG
CTCTGGGCCC
GCCTCCGCAG
GACCCTCTGG
AGRAGGTGAG

TGATTCATCA
TATTAGCTCT
AATGACACAG
CCTCACCCTG
AATGACACAG
TCTGAATTCA
TTTTACTTGA
AGCCACTTCT
CGGAGGGTTG
CTCTTTCAGA
TTTTAAACGC
CATCATCTCC
TGGCCCTCAT
CRAGGTCACA
AATCCATCAC
ACATTCTTTA
TGGACACAAR
TTCTGATTTG
TGACATTTTG
TCATACTTTT
AGTGCGGTGG
CTGCCTCAGC
TGCATTTTCA
CTCAGGTGAT
TGCCCaGeccce
CAAGGAGACA
TGTATATTAA
AAGTTTCTGA
CTGCATACTT
TCTTTCTGAG
TCCAGCTCTA
TGCAGAAATT
TAATGTTCCA
CATTATGGGC
CTCTTTCCCT
AGTGAAGAGA
AGGCAAGTGG
CGTCCCGAGA
CCTCTCAGAA
TCCCCGCTTT
GCCAACGTCC
AATATTTACT
TGTCCATTTT
CATTTTATTA
AGACTCTGGG
AGGAACTCAA
GGGGAGGGAA
GCAAGGGTTT
GGTGGCAGAC
GCAATGGCAG
TCACCTAATC
GAGAAAATCC
GGTGGATCAG

CGTGCAGCAT
ATCAGATAAT
GGGGATTCAG
TGCATGTCGA
AGCAGGGAGG
GACTGGGGTC
AACGCTGTCT
CTTCTGCAAT
AAGAAAGACA
GAGTGTGAGA
TAATATTCAA
TTCAGCTAGT
AGGAAGACAC
CTGTTTATGA
CCAGGGAGGT
AACCTTTGGG
GTGTTTGATT
TTGGTTGAAA
TCTGTATTCC
TTGTTTGTTT
CGTGATCTTG
CTCCCGAGTA
GTAGAGACGG
CCGCccacceT
AGCCATCATT
TTTTTTTTGT
CCTGCCTACT
AGCATTTGTT
TTGCCATCAG
TCTTCTTGAA
ARACACTGCA
CTCTTCAACT
GGCCCCGGGT
CAGAAGTTCT
TCCTTCCTTC
CAGAGGCTCA
CAGAGGTTGA
CCATAACTTT
GGACTCACTT
TGCAAAGAAA
TTTTGTGAAA
ATCTCGTCCT
TCAAAGAACA
TGAARAALNCG
TACCTGTCAG
TGAAGGGGARA
TCAGTTACZ2A
CTCTTTTTGG
GCCTAGCTTG
TCCACTGCTT
ACTCTCCTCC
AGCAAGATGC
CTGGAGACTG

o8,

°
-»e 4

10/13

TTCATTCAAT
GAAACTGAGA
ACCTAGACTC
CAAAGGACAG
TTCCAGGAGC
AGAGAAACAT
GAAGGCAGTS
CTGTAAGGAC
AATAGGAGAG
ATARAGTGAT
CACACTCTGG
CCTCACAAARL
TGTTTCTTGA
GGACAGTACA
GACACAATTT
AAATTCATTC
CTGATTTGTT
ATAGACTCAT
TGTGCTGCCC
TTGTTTTGGA
SCTCACTGCG
GCTGGGATTA
AGTTTCACCa
CAGCCTCCCC
TTTGAAACAC
TTATTTGTTT
TATTTGCCTC
AATADAGCCC
CAAGCTGTGT
AACAATGCCA
ACGTATGCTT
TTTTCCTACC
CTAGATATTG
CCTCTTCCTT
CATCCATTTG
ACTAATGAAR
ATTTAGACCC
AAAGATGTAA
TACATCAGGG
GTTGTAGTGG
CAGACAGCTG
TTACAGAATG
CAAAGTGACA
GCCTTTCTGC
GAACAGTAGG
ATAGAAATCT
CACTCCATTG
ARATGCGAGG
GGTGAGTGAC
GCTGCAGTCA
TCTTCCTGTT
AAGCCTTCAG
GAAACATATC
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193

253

313

373

433

493

553

613

673

733

793

853

913

973
1033
1093
1153
1213
1273
1333
1393
1453
1513
1373
1633
1693
1753
1813
1873
1933
1993
2053
2113
2173
2233
2293
2353
2413
2473
2533
2593
2653
2713
2773
2833
2893
2953
3013
3073
3133
3193
3253
3313

ACAGCTGCCA
TCCATTATTC
TCCCAGATGT
AGTGAGTAAT
GACAGAGAAG
AGGCCTGTCT
CTGTGACATC
GAAAATTAAA
ACCATTATGA
TGCTGATAGA
GAAATCATGT
TGCAAGTCGG
GTCTGCTTCC
CTGGAGGCCC
ATAATCACAA
TCGTCGAGCA
ACAGGTGAAG
TCTCACAGCT
GGACCCAGAA
CTGCTCCTGC
CCCTTCTGGT
TACCTAGGTG
ATGAAAATAG
GTCAATAGCC
TGCATCCCAG
GTGCCTTCCC
ACTGCTCACC
CATCCATGCA
TTGACRAGTT
TGCACTACAG
ATCTGAGGAA
GTGAGTGGTT
GCAGCAGCAT
TTGTATTCAA
TGAAGAGGGT
CCAGGGccac
AGTGCCTATT
TCCACCATGT
TGGTCCACAC
TTTCCCTTCA
CCTTCCAGGA
CCACCTTCCC
ACAATTCCTG
TTTGTTGCTA
GGCTCCTGGT
CTATTGACCT
ACAACATCCA
TGAGGGRAAAT
CTGGGTAGTG
CAGGAGACTC
ATATGGACAT
TGTGCTTGGT
CTGACCTCGG

GGGCTGCCAG
AAGARAGAGG
GGATAGTGCG
AGATGCATGC
CAGAGAGGGG
GTGCTGACAT
TGTGACATGA
TGCACAGATA
TTTGAARATG
AATGACAGGA
TGGGGTGACT
GCTCTGTGGG
CTAGGTTGCC
CAGCAGGTGA
ACAGGCCAAT
TGTGGGCTCT
AGGTGAGGCA
TTGAGTCCTG
TCAGGTCACT
AGGACTCTGA
CTCAGACTCA
CTATGGTAGC
AAGAAAATTT
ACATGTGGTT
AAAGTTCTTT
TGGGAATCTC
AGCTGTGAGG
TGCCGTGGGT
CTGGGGGACA
CTGAGTCCTT
CAACCAACTA
GCCAGGAAAG
GGCCTGCCTG
GTTTGAAGCT
GTGGAGAGGT
AGCTGGGAAG
AAGGCTCCAT
ATAAGGTTGA
ATTAACAGCT
GTGGGATGAT
TGTTTTCACT
TATGCCCTGG
TCCTGGTAGT
CATGAGAGCA
GGAGCCCCAC
GGAGCACAGG
GGAGACTCAG
ATGGACATCA
TGCATCCTGG
AGGCCTCTAG
CACATGGAAC
TTAATCTTCT
GATTTTAGTT

3. abra folytatasa

GCCAGAGGGC
CTGTTACATG
ACCGGAGGGC
CAAGGAGTGG
CACCAGGGGC
GTCGGAGGGT
GAGTCACGAT
ATAGCGTAAC
GAATCGGCTT
CTGCTTGTGC
TCTCCcccac
TGTATGAGTG
TCTCCCTGCT
TGTTTATCCC
GCTGCCATAT
TCAGAGCACC
CAGGTCCCAG
CTCTCAACCA
GGCTGAGGTA
GCAGGTCACC
GAGCGAGTTA
CACTAGTCTC
AAAATCCAGA
AGTGGCcAacc
TGGATGTTGC
AGATGGGAAG
GTTGGGCCTG
ATACTAARDAT
CAGGAAGGTG
TTCCTTTTCA
GTTGCTGGAT
CCAATGTATC
CACAAACCCT
GGGAGGGCCT
AGAGTCTAGG
GGCAAATACC
GTTCCTATGT
GCTATGTCTC
GGATGACCTT
ATCAACTGGA
CCCCTGTTTG
TTCTGTCTCC
TCTCCTAATG
TGGAGGCCTC
TCATGGCCTT
TATCCTGGGG
GCCTCTAGGA
CATGGAACAR
GGARAGTGAG
GAGTAACTGG
AACATCCAGG
ATTTACCTGC
TTGTGGGGAC

CTGAGAACTG
CATGGGCTTC
TGTCTTACTT
GACTGCGATT
ACAGCCCGAA
CCCACTCTCC
AACTCCTTGT
AGTATTCCGT
TGTGAGACCA
ATGCCCTCTG
TCTGACCTTT
ACAAGTCTCT
CTGATCAGCT
TCCAGACTGA
GCARAGCACT
TGATGAGGTG
GTCAGGCTGG
GAGAGGCCcCT
GAGAGGAAGC
AGCTAATGGA
GCTGCAAGGT
AGGTGGCTAT
CCCTTGGTCA
CTATTGGGCA
TGCTCTACAG
CAAGTAAGGA
CCTCTTAACC
ACTATACCCC
CCAAGCACAR
GAATCTGGGA
ACTTGCAAGG
TGGGCATCAC
AGGTGCAATG
GGCTACTGAA
TCAGAGGTCA
AGAAGGCAAG
TGTTCAAACC
TTATTCCTGG
GARAGAAGCTT
CAACAGGATG
TTGTTGTAGG
TGTGCCTCGC
AACACACTGA
TTAGGGAGAG
GTTCATTTTC
ARAGTGAGGG
GTAACTGGGT
CATCCAGGAG
GGAAATATGG
GTAGTGTGCA
AGACTCAGGC
AGACCAGGAA
CAGGGGAGAT

GGTTTGGGCT
AGGACTTGTG
TCCCAGAGAC
CAGGCCTAGT
GGCCCAGACT
AGGGACCTTG
GTGCCTTACA
GCATTGTAAA
TCACTATTGT
CAGTGTGACA
ATGTTTGTCT
CCCTTCCAGA
AGAAGCTCCA
GGCTAAATCT
TTGGTTTGCC
GGTACAGTTA
CCGGaGceTeT
TTACCAAGAA
CGGGTTGTTC
GGARAGGCTC
GTTCCGTCTC
TTAAATTTAT
CACTATCCAC
GTGCAGCTAC
CATGCTTTGC
GGGGAGTCAA
ATTGTCAGCC
TGGAAGAGCT
GGCTGGGCAC
TGTTAACCAG
ACCAAATGTC
GTCACTTTGC
TCCTAATCCT
GGGCACATAT
GTGCCTATAG
GTTGACCATT
CTAACTCAAT
ACACCATACT
CACCCACTCT
TGCGATTCTT
ATGGTATTAC
TCTGAAAGTG
AGCACGAGGA
AGGAGGTTCA
CCTGcceceTe
AAATATGGAC
AGTGTGCATC
ACTCAGGCCT
ACATCACATG
TCCTGGGGAA
CTCTAGGAGT
GATGAGACCT
AGAAAAATAC

GGAGAGGATG
TTTCAAAATA
TCAGGAACCC
TGAATGTGCT
GATATGGGCA
GTTTCCCCGT
GGGTTGTTGT
GAGCCTGAAN
AAAGATGTGA
TTCCAGCAGT
GGGCCGAGGC
TATGGGGACT
GGAGATCCTC
AGAAACTAGS
TGGCCAcCcce
GCCACACTTC
GTTTATTACG
GAAAGGATTG
CCAAGGGTAG
TAGGGZAAGE
TTGARACTTC
ACTTAAATGA
ATTTAAAGAG
AGAACATTTT
TGAAACAGAA
ATGTGGGCTC
TCAGTCTTCT
GGATGCAAAT
ATGGTGGCTG
AAGACCTTCT
AATTTAGAAG
CCGTCTGTCT
TGTTGGGTCT
GAGGGTAGCC
GCAAGTGGTC
CCCTTCCTCA
CCCAAATTAA
CAGCCATATC
GTTCCTCAGC
TTAGTTCCAG
CTCCACCTTC
GATGAGACCT
AGCTGAGATT
GAGACTCCTA
AGCAACACTC
ATCACATGGA
CTGGGGAAAG
CTAGGAGT2A
GAACAACATC
AGTGAGGGAxR
AACTGGGTAG
CTCTGCCCTT
CCGGGGTCTC
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3373
3433
3493
3553
3613
3673
3733
3793
3853
3913
3973
4033
4093
2133
1213
4273
4333
4393
4453
4513
4573
4633
4693
4753
4813
4873
4933
4993
3033
S113
5173
5233
5293
5353
5413
5473
5533
5393
5633
5713
5773
5833
5893
5983
6013
6073
6133
6193
6253
6313
6373
6433
8493

TTCATTATTG
AGATAGATGT
TGTGCCTGTC
GCTTTGGATC
TGATTCTGTG
GGGGTCACTT
GTCCCTCATC
GCTTCCTTAC
TGCAGGCGCT
CTAAGTCTAG
CACTGGGGGC
TTGCTCAAGG
GACCTTTCTC
CTGTGCTCCT
TGTCTCAGGG
TGTCCCATCC
GGGATGGCTA
TGACAGAACA
CTTAGTGGTC
CCTCTTTGTG
CTTGTAATCC
ACCAGCCTGG
GTGTGGTGGT
GAACCCAGGA
GACAGAGCAA
AGTCCCacCaGg
TACTAACTCT
AGGACTTCCT
ACTGACCTGA
GGCCcCcCaceca
GAAGCTGACC
TTCTACTTCC
CAAGGACTGC
GGACCAGCCA
TGCCTCCTCT
AATCAGAGCA
AACCCCGACC
ACCTTCCCAT
ACCCTGTTTT
AAATGAAAAT
TTTGGAGATT
AATGATGGTG
CRACTTGTAA
TAAAACACTT
CATCTCCACT
TCAGCTCCCA
GAATARATTG
GCTGTGCCTC
CGTATATGTC
GCGAATGAAT
TTTTACAATA
TTTGGGTATA
GGCGCCTGGC

CTGCTTCCTC
GGTACCCATT
CTGTGTCAAG
TCARATCACC
GGTTGACC2G
TGGAAGCTGC
CTCCAGGCTC
AGCATGGCGG
TATTATGACT
CCCCCTGTGA
CACCACTGTA
GCCCCCCTAC
TTCCAATCCT
TTATCTCATG
GCTTGCTGGA
CTCACCAGGG
GGACATTGCA
CCAGCTCCAC
CRAGGCCaGA
TCTTTGCTGT
CAGCACTTTG
CCAACATTGG
GCATGCCTGT
GGTGGAGGTT
GACTCCGTCT
AATGGCAGAC
GGGCTGTCCA
AGGCcTCAaGe
GCGAGAACAG
CCAGTTTTGA
AGCCcGTCaG
AGGAGGACGA
AGGGACTGCC
TTGAGGGGTG
TCAACTGACC
CAGCAGcccce
ACCTGCCCaA
GCCCTGGATC
ACAARAADAGA
TAGGATTTCA
ATGTTCTTTC
AAAGTAAGTG
AAATTAARAG
CCATRATCTG
CCAGATTTTT
AGGCTCTGAG
CTCCTTGACA
TGCCTGTCTC
TCAGGTCCCT
GCTGTATATG
AAATCTTGAA
GAGTGCTGAG
CTCTTCTCTG

3. abra folytatasa

TTCTATTAAC
GAGCCTCATG
TCTGGTGATG
CCAAAACCCA
GATTAGCTGG
ATTCAGCAGA
TCTTTCCATG
CTGACTTCCA
TCTGCTTGCA
GAGGAGACTG
ACCATCTACC
CCACGCAGAC
TATTGACTCA
TAATGTTAAT
TGCAACCTTA
ACACTGTTCT
TGGAACACAC
AGGCCTTGGC
GTGGCAGATT
CCTAAGAAAC
AGAGGCCAAG
TGAAACCCTG
AATCCCAGCT
GCAGTGAGCC
CGGGAARATT
AGGAGCACCT
GAGGCGATTT
TCTCACCTGC
ARAAGCAGGAC
GTCTGCCGCC
CCTCACCAAT
GTAGTACTGC
AGTCCCCCTG
GACCCTCAGA
AGCCTCCATG
TGCACAAAGC
CCTGCTCTCC
CATCAGGCCA
ARAGACCAGT
TGATTTTTTT
GGGGAGAGGC
GTAGCTTTTC
TTATGGTACT
GACTCCTCTG
TACAGCTGCC
CAAATGTGGC
TTGTAGAGCT
CCCACCAGGC
GCAGGGCCcaAa
TTGGGTGCAA
AATGCCTATA
GAAACTGAAR
AGAGTTCTTT

CTGACCCTCC
CTCTGTTCTT
AGACCAGACT
GTGGCTTGAA
GTAGTTCTGT
GTGCCAGGCT
TGATCTCTCA
ARAGGGATTA
TCATCCTATT
CATAAGAGTG
ACAGGACCTG
CTGCTGTCTT
AATTGATTAG
GGGTTTCCCA
ACCTCAATGT
GGAGGGTGAC
CACCacccea
TTCTGCTGAT
TCCCAAAGTC
CTGGGCCAGG
GTGGGCAGAT
TCTCTATTAA
ACTCAGGAGG
GAGATTGTGC
AATTAATAAA
GGGGGCTTTT
CATGGCGTG

CCATCTTTTG
AAGCGCTTCG
TGCCCCGGTT
ATGCCTGACG
CCAGGCCTGC
CCCCAGGGCT
AGGCGTCACA
CTGCCTCCAG
CCTTCCATGT
TCTTGCCACT
CTTGATGACC
CCATGAGGGA
TTTTCAGTCC
TGAGGACTTA
CCTTCTTTTT
ATGTTAGCCC
TCCAGGCACT
TGCAGTACTT
TCCTGGGGGET
TCTGGCACTT
TGGGAGCTCT
GCACCTAGCC
AGTTCCCTAC
TTGTTGACTA
GACCAATGTG
TCTTCCTTCA

CCTCTGTTCT
GGGAATCCAT
CCAGCTGGAG
ACARCCAAAA
TCCATGTGGT
TGCGCTGGGC
GTGTTTAAGA
TTCCAAAAAG
GGCCAAAGCC
TGAACACCAG
AATCTCTGTG
CTAGCAAAGC
TTGGTGCTCC
GCCCTGGGAA
GAGTGGCCAT
TGCCTGTTCT
TCTTCTCAGA
GGTGCCGTGT
AAGGTGTGAC
CCAGGCGCAG
CACGAGGTCA
AAATAGAAAA
CTGAGGCAGG
CACTGCACTC
TAAATAAACC
AGGGTATGGC
AGTGGAGAGG
ATTTCCAGGC
CCTTCATCCG
GGTTCCTCTG
ARGGCGTCAT
CTGTTCCCAT
CCCGGCTATG
ACAACCTGGT
AATGGTCTTT
CGCCTCTGCA
GCCTCTTCCT
CCCAACCAAG
GGTTTTTAAG
CCGTGAAGGA
AAATATTCCT
CTTCTTTTTT
CATAATTTTT
GCTGCCCAGC
TACCTCCTAT
TCTTTCTTCC
GGAGACTTGT
GCAGAGCAGG
TCGCTCTTGG
TTCCTGTGAC
TGTCCTTGGC
TYTTYCTTAC
GCCTCACTCT

TCCCCAGAAR
GGAGGGAAGA
GTAARAACAT
TTTTTTCTTA
GGAACATGCT
ATCCAAGGTG
GTTAGTTGGA
AGCCTcAaAcA
AGTCACGTGG
GAGACACGGT
TGCTACTCCC
CCATCCTCAG
ACCCAGAGCC
AACATGGCTT
ACTGTGGCAC
GTGAGGAGTG
GCTCAAACCC
ATTTACCAGA
AGTGGGACAG
TGGCTCACGC
GGAGTTTGAG
CATTAGACAG
AGAATCGCTT
CAGCCTAGGC
TAGGTCCCAG
ATTTCCCCTG
GAGGCAGCAC
AGTTAACATC
CTCAGACAGT
CACAGCGATG
GGTCACCaAR
TCTTGCATGG
GGGGCACTGA
CACAGGACTC
CTAATGTGTG
TTCAGGATCA
CCCTCATTCC
TGGCTCCCAC
GGTTTGTGGA
GAGCCCTTCA
GCATTTGTGA
TGTGATGTCC
TTTTTCCTTT
CTCCAAGCTC
CAGAAGTTTC
TCTGCTGAAG
ATGAAAGATG
AAACATGACT

AGGTACTCA
TTCAGCTCTG
CTTGACAGGC
CCCAGAGGCT
CCCTGGATAA
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3. abra folytatasa

63553 CATGAGAGCA AATCTCTCTG CGGGG
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