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1. Irodalmi hattér

A fehérje detektalds orvosdiagnosztikai alkalmazasa
Richard Wright munkasagaval, a vizeletben kimutathatoé albumin és
a vesebetegségek kdzotti kapcsolatot feltarasaval 1827-ben vette
kezdetét. Az azota eltelt idestova kétszaz évben a fehérjék
vizsgalatanak diagnosztikai jelent6sége dinamikusan ndvekedett,
napjainkban tébb mint kétszaz fehérje mennyiségének valtozasat
mérik rutinszerten.

A diagnosztikai mérések soran gyakran nagyon alacsony
koncentracioban jelenlévd fehérjéket rendkivili szelektivitassal,
altalaban az egyik legkomplexebb fehérje matrixban, nevezetesen
a vérben kell kimutatni, illetve koncentracidéjukat meghatarozni. A
fehérjék szelektiv azonositasara lehetéséget nyujthat az adott
fehérjére jellemz® enzimaktivitdas mérése, azonban a diagnosztikai
potenciallal rendelkez6 fehérjéknek csak elenyész6 része
rendelkezik ilyen tulajdonsaggal. A jol mérhetd, karakteres
enzimaktivitds hianyanak kovetkeztében a fehérjék kimutatasa
dontd részt kdzvetlen azonositasukkal valosul meg. A fehérjék
szelektiv felismerésére a jelenleg alkalmazott diagnosztikai
eljarasok szinte kizarolagosan ellenanyagokat alkalmaznak. Habar
a hibridbma sejtekkel termelt monoklonalis ellenanyagok
szelektivitas és affinitas szempontjabdl megfelelnek a diagnosztikai
receptorokkal szemben tamasztott elvarasoknak, nagy meéretik,
kémia és fizikai behatasokkal szembeni érzékenységik, valamint
koéltséges elballitasuk korlatokat szab alkalmazasuknak.

A mult szazad 80-as éveinek végén megjelent SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) egy
olyan eljaras, amely célmolekulajukhoz az ellenanyagokhoz
hasonl6  specifitassal és  affinitassal kotédd  egyszalu
oligonukleotidok izolalasat teszi lehetéveé (1. abra). A SELEX soran
iterativ ciklusokkal 10'*'* kiloénbdz6 szekvenciaval rendelkezé
egyszalu nukleinsavbdl, az un. aptamerkényvtarbol kertlnek
izolalasra a célmolekulahoz szelektiven kot6dé oligonukleotidok,
az un. aptamerek. A SELEX vazlatosan a koévetkezOképpen
Osszegezhetd: A célmolekulat szilard hordoz6  fellletén
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immobilzaljuk, majd egy 10" kilonbdzé szekvenciaval
rendelkez6 oligonukleotidbdl allo aptamerkodnyvtarral inkubaljuk.
Ezt kovetden a hordozéhoz k6tdédo, nem a célmolekulara szelektiv
oligonukleotidokat mosassal eltavolitiuk. Az oligonukleotidok
terminalis szekvenciai ismertek, igy a mosasi Iépés utan
megmaradt, ceélmolekulat felismeré nukleinsavak PCR-rel
amplifikalhaték. Az ily modon felsokszorzott oligonukleotidokat
egyszalusitjuk, és célmolekulara szelektiv nukleinsavakra dusult
kdnyvtarral megismételjiik a szelekciot. Altalaban 5-15, egyre
szigorubb szelekcids és mosasi korilményeket magaba foglalo
ciklussal ismételjik a fenti lépéseket, majd a folyamat utolso
Iépéseként meghatarozzuk az aptamerek szekvenciait.
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1. abra A SELEX folyamatabraja.

A SELEX nagyszamu lehetséges aptamert eredményez,
melyek szelektivitasa és affinitasa nagymértékben eltérhet, igy az
egyes jeloltek egyedi karakterizalasa és funkcionalis vizsgalata
elengedhetetlen a gyakorlati jelentéséggel bird6 aptamerek
azonositasahoz. Ezen |épés negligalasa, illetve a szelekcios
korilmények helytelen megvalasztasa vezetett szamos olyan
aptamer publikalasahoz, melyek csak idealis kdrilmények kozott
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mikédnek, igy gyakorlati jelentéségik  korlatozott. A
karakterizalashoz szilkséges oligonukleotidokat altalanosagban
kémia uton szintetizaljak, mely — figyelembe véve a tényt, hogy a
karakterizalasra hasznalt modszerek dontd része valamilyen
maodon jel6lt aptamert igényel - nagyszamu aptamer esetén magas
koltségl megkozelités.

A fehérjékre szelektiv aptamerek izolalasa megfelel
mennyiségl és tisztasagu célfehérjét igényel. A fehérjetermelés
leggyakoribb modozatai valamilyen €16 sejten alapulnak, melyek
kézil koltséghatékonysaguk és viszonylag egyszeru fenntartasuk
kovetkeztében a bakterialis rendszerek a legelterjedtebbek. A
prokariéta sejtekben az eukariota fehérjék azonban tulnyomoérészt
nem veszik fel megfelelé térszerkezetiket, nem reprezentaljak a
nativ fehérjék epitopjait, igy ellenanyag generalasra és
aptamerszelekciéra gyakran alkalmatlanok. A problémara
megoldast nyujthatnak a magasabb rendl eukariota sejteken
alapulé megkodzelitések, ezek felhasznalasat viszont specialis
laboratoriumi infrastruktura igényik, kérdlmeényes és koltséges
tenyésztésiik korlatozza.

A mult szazad 50-es évei 6ta ismert, hogy a fehérjeszintézis
nem igényel intakt sejteket, amennyiben a szikséges
komponensek rendelkezésre allnak, a transzlacié in vitro is
végbemegy. A jelenséget hosszu ideig csak a transzlacio
molekularis mechanizmusanak feltarasara hasznaltak, lehetséges
fehérjetermelé rendszerként t6rténé vizsgalata évtizedekig
varatott magara, mara azonban mar tucatnyi organizmus sejtjeibél
kiindulva allitottak &ssze in vitro transzlacios elegyeket. Az
eukaridta fehérjék elballitasara alkalmas sejtmentes rendszerek
kézll a buzacsira kivonaton alapuld tlnik a legigéretesebbnek,
mivel a csirandvény eredenddéen alacsony endogén mRNS
tartalmu, a buza kodon hasznalata rugalmas, valamint az extraktum
egyszerlien és koltséghatékonyan el6allithatd. A buzacsira
sejtmentes rendszer optimalizalasa soran két iranyba térténtek
fejlesztések. Az egyik irany a szintetizalt fehérjemennyiséget
hivatott névelni, ugyanis a hagyomanyos batch tipusu reakciok egy
oran beldl leadllnak, igy mindéssze nanogramm nagysagrendu
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fehérjét képesek termelni. A tovabb fejlesztett rendszerek ezt a
problémat a reakciotér és a reakciot taplaldé komponenseket
tartalmazé oldat szeparalasaval oldjak meg. A fejlesztés masik
iranya az eukaridta mRNS mddositasaival kapcsolatos
nehézségéket kivanta orvosolni. Az eukariéta sejtekben a hatékony
transzlacio elengedhetetlen kovetelménye az mRNS &5 7-
metilguanozin- sapkdja, illetve 3’ poliA farka, ezek a modositasok
az in vitro transzkripciéval el6allitott mRNS-en azonban
technikailag koérilményesen és alacsony hatasfokkal valdsithatok
meg. A bulzacsira alapu sejtmentes transzlacidé vezetd
kutatocsoportja kombinatorikus megkdzelitéssel vizsgalta a
hatékony  transzlaciéhoz sziikséges poszttranszkripcios
modositdsok kivalthatésagat. Kisérleteikkel igazoltak, hogy a
7-metilguanozin-sapka helyettesithetd a dohany mozaik virus
transzlaciés enhanszer Q szekvenciajaval és annak 5 végén
elhelyezett GAA nukleotid triplettel. Megfigyeléseik szerint, a poliA
farok sem elengedhetetlen kovetelménye a transzlacionak,
amennyiben kb. 1500 bazis hosszusagu 3’ UTR régio talalhato a
stop kodont kdvetben, a fehérje szintézise hasonld hatékonysagu,
mint a poliA farokkal rendelkez6 mRNS-ek esetében. Mindezen
informaciok ismeretében a munkacsoport létrehozta az un. pEU
vektorokat, melyek in vitro transzkripciéban térténé alkalmazasaval
buzacsirakivonatban hatékonyan transzlalédé mRNS-ek allithatdk
el6. Habar a pEU vektorok biztositiak a fehérjeszintézishez
sziikséges mMRNS molekulakat, két szempontbdl nem felelnek meg
a jelenleg elvart fehérjetermelé rendszerek kovetelményeinek.
Egyrészt a kivant fehérjéket kodolo plazmidkonstrukciok
létrehozas restrikcios endonukleazok és ligaz segitségével
térténik, igy minden ujabb vektor Iétrehozasa egyedi tervezést és
eljarast igényel. Masrészt az eredeti vektorok semmilyen affinitas
kromatografiara alkalmas peptidmotivumot, illetve fehérjedomént
nem kodolnak, igy a szintetizalédott fehérje tisztitasa rendkiviil
Osszetett és idéigényes feladat.
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2. Célkitiizések

Munkank kezdetekor az aptamerkutatds meghonositasa, illetve
az aptamerek diagnosztikai alkalmazasanak vizsgalata volt az
elsbédleges célunk, az aptamerszelekcios kisérleteink soran
azonban megoldasra vard technikai nehézségekkel is
szembeslltink, igy feladataink metodikai fejlesztésekkel is
kiegésziiltek, eredeti célkitlzéseink ennek megfelelben
modosultak. Az ily médon meghatarozott céljaink pontokba szedve
az alabbiakban 6sszegezhetbk:

1. A fehérjékre specifikus aptamerszelekcié fehérjeigényének
gyors és koltséghatékony biztositasa in vitro transzlacioval.

2. Az aptamer-fehérje kdlcsdnhatas kimutatasara alkalmas
homogén mérési rendszer optimalizalasa.

3. Nagyszamu aptamerjelolt szlrésére alkalmas egyszali DNS-t
biztositd eljaras kifejlesztése.

4. Modositott nukleotidot tartalmazé aptamerkdnyvtar

|étrehozasa.

Kismolekulara szelektiv aptamerek elballitdsa és alkalmazasa.

Nem human patogén, névényi virusra-szelektiv (ASPV)

aptamerek izolalasa és alkalmazasa.

7. Léguti driassejtes virusra-szelektiv (RSV) aptamerek izolalasa
és alkalmazasa.

8. cTnl fehérjét szelektiven felismerd spiegelmerek izolalasa és
alkalmazasa szendvics tipusu mérési rendszer fejlesztésben.

o o
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3. Az alkalmazott médszerek vazlatos ismertetése

Az eredeti vektorok Ssp/ felismerd helyét in vitro
mutagenezissel eltavolitottuk, a szilikséges Notl helyet pedig
azonos eljarassal létrehoztunk bennik. A megfeleld restrikcios
endonukleazokkal kezelt vektorokba a PCR-rel, illetve kémiai
szintézissel létrehozott ligalas-fuggetlen klénozohelyet (LIC) és
GST, Halo, valamint a 6xHis, 12xHis, FLAG jel6lést biztositdé DNS-
fragmenteket inszertaltuk.

A transzlaciohoz szikséges mRNS-ek in vitro
transzkripcidval, a fent emlitett vektorok alkalmazasaval keriltek
el6allitasra. A fehérjék in vitro transzlalasara buzacsira alapu,
kétrétegli rendszert hasznaltunk. A termelt fehérjéket a megfelel6,
affinitastisztitdsra alkalmas, magneses gyoéngydk hasznalataval
tisztitottuk. A fehérjék funkcionalis tanulmanyozasa soran a ,,pull-
down assay”, immunoblot, in vitro enzimaktivitas-mérés, illetve
rapid filtracio modszereket alkalmaztunk.

A modositott aszimmetrikus PCR fejlesztése soran a
keletkezett reakcio termékeket PAGE alkalmazasaval ellenériztik.
Az oligonukleotid-kényvtar amplifikacidéjahoz emulziés PCR-t
hasznaltunk, majd az ily modon keletkezett konyvtar
szekvenciadsszetételét nagy ateresztéképességu
szekvenaltaassal (HTS) hataroztattuk meg.

Az aptamerek funkcionadlis vizsgalatara alkalmas modszer
fejlesztése soran az AlphaScreen (Amplified Luminescent
Proximity Homogeneous Assay Screen) technologiat hasznaltuk.

Az aptamerek szelekciojahoz a tervezett felhasznalasuknak
megfeleléen modositott SELEX protokollokat alkalmaztunk. A
szelekciot kovetben az aptamerjeloltek szekvenciajat Sanger
szekvenalassal hataroztattuk meg. A legigéretesebb
aptamerjeléltek azonositasara a membransz(irés, AlphaScreen,
fluorerszcencia polarizaci6 modszereket alkalmaztuk. Az
aptamerek funkciondlis analizise soran Enzyme Linked
Olignucleotide Assay (ELONA), AlphaScreen, AlphaLISA és
fellleti plazmon rezonancia (SPR) kerilt alkalmazasra.
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4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Fehérjetermelés in vitro transzlaciéval
4.1.1. In vitro transzlacios vektorcsalad létrehozasa

Korabbi eredményeink igazoltak, hogy a buzacsira
sejtmentes rendszer 6l hasznalhatd eukariota fehérjék
termelésére. Ezen eredményektdl motivalva olyan buzacsira in
vitro transzlaciora alkalmas vektorcsaladot hoztunk létre, amelyek
megoldas nyujtanak a  korabban elérheté plazmidok
hianyosagaira. Az optimalizalt vektorok sziikségtelenné teszik a
restrikcidos endonukleazokon és ligalason alapulé id6igényes,
kordlményesen kivitelezhetd klonozasi mddszert. A modositott
vektorokba univerzalis eljarassal, megfelel6 primerekkel
kivitelezett PCR-rel és LIC alkalmazasaval inszertalhatok a kivant
fehérjét kodold DNS-fragmentek. A vektor felhasznalasaval
szintetizalt fehérjék N terminalisan dohany karcolatos virus (TEV)
protedzzal hasithatd GST és Halo fehérjedomeént, illetve 6xHis,
12xHis, FLAG peptidmotivumot hordoznak, igy oldhatésaguk a
megfeleld jeldlés alkalmazasaval szignifikdnsan névelhetd,
valamint affinitaskromatografiaval tisztithatok.

4.1.2. A vektorcsalad alkalmazas funkcionalis
fehérjevizsgalatokra

A vektorkonstrukcidk kifejlesztését kdvetben tdbb tucat
fehérjét allitottunk el6 az in vitro transzlacios rendszerrel. A termelt
fehérjék dont6 része névényekbdl szarmazott, igy ezek elballitasa
a varakozasoknak megfeleléen nem Utk6zott akadalyba. Ezen
fehérjékkel kivitelezett kisérletes munkakbdl szarmazé publikacidk
az 1. tablazatban kerlltek dsszegzésre.

A ndvényi fehérjék mellett virus, egér és kilénb6z6 human
fehérjék elballitasara is kisérletet tettliink, és a megfelel
rekombinans fehérjecimke, illetve transzlaciés korilmények
azonositasat kdvetbéen gyakorlatilag minden fehérjét sikeresen
termeltink (az 1. tébldzatban csak azok a fehérjék keriltek
feltintetésre, melyek felhasznalasa kézleményt eredményezett).
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Az ily médon eléallitott fehérjék elsésorban kutatécsoportunkban
folyé aptamerszelekcios munkak fehérjeigényét biztositottak, de
kézllik szamos funkcionalis vizsgalatokban kertlt alkalmazasra.

A kidolgozott modszerben rejlé lehetéségeket
szemléltetendé csak egy, a technikailag legnagyobb kihivast
jelentd feheérjével végzett kisérleteinkre szeretném felhivni a
figyelmet. A GLUT10 transzportfehérjében bekdvetkezé mutaciok
kanyargos artéria szindromat eredményezhetnek. Az in vitro
transzlaciéval a fehérje transzportfunkciojat vizsgaltuk. A GLUT10
membranlokalizalt fehérje, igy in vivo szintézise a transzlacios
kivonatbol hianyzé durva felszinl endoplazmatikus retikulumhoz
(ER) kapcsolt. A transzlaciés fehérjekivonat nem tartalmaz ER-t
minek kdvetkeztében a membranfehérjék in vitro transzlaciéval
térténd elballitasa alapallapotban rendkiviil alacsony hatasfoku. A
problémat orvosolandé az egy fazisu transzlacidés elegyet
liposzoma hozzaadasaval kiegészitettik, majd haromoéras
inkubaciot kovetéen centrifugaltuk az elegyet. A csapadék és
feliluszé immunoblot analizise igazolta, hogy a liposzoma
hozzaadasa drasztikusan néveli az oldatban jelenlévé GLUT10
fehérjét, és az ily modon elbéllitott proteoliposzéma funkcionalis
vizsgalatokra is alkalmas. Az in vitro transzlaciébdl szarmazo
proteoliposzomaval kivitelezett rapid filtracios kisérletiinkkel
elséként bizonyitottak, hogy a GLUT10 fehérje a dehidroaszkorbat
transzportjaért felel6s.
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Organizmus | Eléallitott | Alkalmazas Koézlemény
fehérje
Arabidopsis y-Tubulin, | kélcsdnhatas J. OF EXPERIMENTAL
thaliana E2FA, vizsgalat BOTANY (2020)
E2FB,
E2FC és
mutansaik
Arabidopsis AtMPK4, szubsztrat NEW PHYTOLOGIST
thaliana AtMPK6 azonositas és (2018)
AtMKK1, foszforilacios hely
AtMKK4 meghatarozas
PING és
mutansaik
Arabidopsis AtMPK4, | foszforilacios hely FEBS LETTERS (2018)
thaliana AtMPKG6 meghatarozas
AtMKKA1,
AtMKK4
PIN1
Arabidopsis AtBRCA1 | koélcsOnhatas EMBO
thaliana és AtRBR | vizsgalat JOURNAL (2017)
Homo cTnl spiegelmer ANALYTICAL
sapiens vizsgalata METHODS (2017)
Arabidopsis AtMPK3 foszforilacios hely BMC PLANT
thaliana AtMKK4 meghatarozas BIOLOGY (2016)
WUS
Homo GLUT10 membrantranszport- | FEBS LETTERS (2016)
sapiens aktivitas mérés
Arabidopsis AtMPK6 szubsztrat NEW PHYTOLOGIST
thaliana AtMKK4 azonositas (2015)
y-tubulin,
EB1c,
EB1a és
GCP4
Arabidopsis AtMPK9 kinazaktivitas BIOCHEMICAL
thaliana és annak | szabalyozasanak JOURNAL (2015)
mutansai | vizsgalata
Homo RANK tioaptamerszelekcio | WIENER KLINISCHE
sapiens WOCHENSCHRIFT:
MIDDLE EUROPEAN
JOURNAL OF
MEDICINE (2014)

1. tablazat
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4.2. Aptamerszelekciohoz kapcsolédé modszertani
fejlesztések

4.2.1. Fehérje-aptamer kélcsonhatas vizsgalata homogén
rendszerben

A valos koérilmények kozétt is alkalmazhatd aptamerek
elballitasanak a SELEX csak az elsé |épése, azt minden esetben az
izolalt oligonukleotidok egyedi vizsgalatanak kell kdvetnie. Az
aptamerek tulajdonsagai kozil az egyik legfontosabb a
célmolekulajukkal alkotott komplexik disszociacios allandéja (Kp),
melynek  meghatarozasara valtozatos metodikak allnak
rendelkezésre. Nagyszamu aptamer vizsgalatandl a Kp
meghatarozasara alkalmas modszerekkel szemben tamasztott
elvarasok kozott ott  taldljuk az egyszeri és gyors
kivitelezhetéséget is. Altalanossagban kijelenthet, hogy a
bioanalitikaban ezeknek a feltételnek legjobban az elvalasztasi és
mosasi Iépéseket nem igényl6 un. ,,mix and measure” modszerek
felelnek meg.

Az AlphaScreen egy olyan a fenti elvarasoknak megfeleld,
gyorsan, egyszer(ien Kkivitelezhetd nagy jelerdsitésii homogén
tavolsag modulalt lumineszcens modszer, melyet
kolcsbnhatasvizsgalatokra fejlesztettek ki. Az aptamerek
karakterizalasat lehetévé tev6, AlphaScreen metodikan alapuld
modszert a késdbbiekben ismertetendd névényi virusfehérjére
szelektalt aptamerekkel dolgoztuk ki. Munkankkal igazoltuk, hogy
ez a megkozelités jol hasznalhatd aptamer-fehérje kdlcsdnhatasok
vizsgalatara, és megfeleléen megvalasztott kérilmények kozétt a
kdlcsbnhatas disszociacidés konstansanak meghatarozasara is
alkalmas.

4.2.2. Primerblokkolt aszimmetrikus PCR

Az aptamerszelekciot kévetéen az egyes jeldltek egyedi
karakterizaldsahoz  szikséges  egyszalu  oligonukleotidok
eléallitasara modositott aszimmetrikus PCR moddszert, az un.
primer blokkolt aszimmetrikus PCR-t (PBA-PCR) fejlesztettik ki.
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Az eljaras lényege, hogy a két primer koncentraciéja azonos,
azonban a reverz primer 90% 3’ foszforilalt, igy a polimeraz altal
extenzid ezen a szalon jorészt gatolt. A PBA-PCR-ral amplifikalt
oligonukleotid-kényvtar HTS analizise alapjan kijelenthetd, hogy a
modszer alkalmazasa nem torzitja a kiindulasi kdnyvtar szekvencia
Osszetételét, nem csokkenti annak komplexitasat. Az eljaras
gyakorlati  hasznalatdt az  AlphaScreen  alkalmazasaval
demonstraltuk, melynek soran a proNT-BNP-re torténé
aptamerszelekcié egyes Iépéseinek sordn megfigyelhet6
célfehérjére szelektiv oligonukleotidok dusulasat tudtuk igazolni az
eléallitott egyszalu DNS-ekkel.

4.2.3. Aptamerkonyvtar eléallitasa modositott nukleotiddal

A modositott nukleotidokat tartalmazé aptamerek két
szempontbdl is elénydsebb tulajdonsagokkal rendelkeznek a
kizardlag természetes nukleotidokbol feléplilékkel szemben.
Egyrészt nukleazrezisztensebbek, masrészt a mesterséges
nukleotidokat is magukba foglald kdnyvtarakbdl kiindulé SELEX
szignifikansan megnoveli a sikeres szelekcidé esélyét. Ezen
kedvez6 tulajdonsagok tudataban a modositott nukleotidokkal
kivitelezett SELEX laboratériumunkban térténé meghonositasa
mellett dontéttink.

Kutatasainkkal igazoltuk, hogy a triptofan szerd
oldallanccal rendelkezé 5-Indolil-AA-dUTP-t (TAJUTP)
legnagyobb hatékonysaggal a KOD-XL polimeraz épiti be a DNS-
szintézis soran és a modositott nukleotid alkalmazasa nem vezet a
kiindulasi  oligonukleotid-kényvtar  szekvencia-6sszetételének
degeneraciojahoz. A KOD-XL-t emulzios PCR-ben alkalmazva,
olyan TAdUTP tartalmu aptamerkdnyvtarat hoztunk létre, amely
alkalmasnak bizonyult RSV szelektiv aptamerek izolalasara.
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4.3.Diagnosztikai potenciallal rendelkezé aptamerek
szelekcidja és alkalmazasa

4.3.1. Kismolekulara szelektiv aptamerek

Az Aspergillus és Penicillium nemzetség tébb faja altal
termelt ochratoxin A (OTA) egy teratogén, immunszupressziv,
neurotoxikus és karcinogén hatassal rendelkezd, 403,81 Da
tdmegld molekula. Munkankkal az OTA mérésére alkalmas
aptamereket kivantunk izolalni.

A hagyomanyos SELEX eljaras soran agarézgydngyon
immobilizalt OTA-t alkalmaztunk szelekcids célpontként, és olyan
aptamereket izolaltunk, amelyek a célmolekulatél minddssze egy
fenilalaninban, illetve egyetlen atomban kllénb6z6 warfarint és
ochratoxin B-t is meg tudjak kilénboztetni az OTA-t6l. A szelektalt
aptamerekkel kidolgozott fluoreszcencia-intenzitasvaltozason
alapulé mérési eljarasunk gyakorlatilag relevans, alacsony nM-os
koncentracioknal is alkalmas az OTA  mennyiségi
meghatarozasara. Az ismertetett aptamereink gyakorlati
jelentéségét az is igazolja, hogy mas kutatécsoportok az OTA
mérésére alkalmas lateral-flow, mikrofluidikai és grafén alapu
szteganografikus rendszereket fejlesztettek.

4.3.2. Virusszelektiv aptamerek

A virusok aptamerekkel torténd azonositasara iranyuld
kutatasaink kezdetén egy human patogenitassal nem rendelkezé,
kénnyen hozzaférheté névényi virust, nevezetesen az alma
torzsgddrosddés virust (Apple stem pitting virus, ASPV)
valasztottuk kisérleteink alanyaul.

Az aptamerek szelekciojahoz a bakterialis fehérjetermel6
rendszerben el&allitott virusburokfehérjéket hasznaltunk, majd a
SELEX-szel kapott aptamereink felhasznalhatosagat tobb
megkozelitéssel vizsgaltuk. Az ily mdédon kapott eredményeink
igazoltak, hogy az aptamerek megfeleld optimalizalast kovetden
western és dot blot-on is szelektiven detektaljak célfehérjéiket.
Emellett az aptamerek alkalmasak voltak névényi kivontokbdl
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torténd virus kimutatasra is. Ez utébbi feladatra az egyittm(ikdodé
partnertink altal optimalizalt SPR és a két aptamer alkalmazasaval
kialakitott, szendvics elrendezési ELONA (Enzyme Linked
Oligonucleotide Assay) bizonyultak a legalkalmasabbnak. Az
altalunk kifejlesztett ELONA eljaras viruskimutatasi hatara
hozzavetblegesen egy nagysagrenddel alacsonyabbnak adodott,
mint a kereskedelmi forgalomban elérhetd ELISA készlet
megfelel6 értéke. Egyuttmikédd laboratériumuk  tovabbi
méréseivel bizonyitotta, hogy DOS-ELONA az ASPV rutinszer(
kimutatasara is alkalmas, illetve egy tovabbi kutatdocsoport
viruskimutatasra alkalmas hidrogélt dolgozott ki. Mindezek az
eredmények illusztraljak, hogy az aptamerek sok esetben nem
csak helyettesithetik, de akar felll is mulhatjak az ellenanyagokat
mint virusdiagnosztikai receptorokat.

Ezen el6zmények utan érdeklédésiink egy altalanosan
el6forduld, a pediatriai osztalyokon leggyakoribb nozokomialis
fert6zést okozdé virus, um. a léguti oriassejtes virus (Respiratory
Syncytial Virus, RSV) felé fordult. A jelenleg alkalmazott RSV-
diagnosztikai tesztek tulajdonképp a virusgenom RT-PCR-alapu,
illetve a virus-burokfehérjék immunokémiai alapu kimutatasat
jelentik. Kutatasainkkal ezen diagnosztikai eljarasokra kivantunk
lehetséges alternativat nyujtani szelektiv aptamerek eléallitasaval,
illetve azok vizsgalataval.

A megelézd virusszelektiv aptamerek izolacidjanal
latottakkal eltéréen, a SELEX soran inaktivalt teljes virust
alkalmaztunk szelekciés célpontként. A SELEX nyoman kapott
aptamereinkrél igazoltuk, hogy a virus G fehérjéjéhez nM
nagysagrendd  Kp értékkel koétédik. A  legkedvezdbb
paraméterekkel rendelkez6 aptamerek diagnosztikai
alkalmazhatdsagat AlphaScreen-nel tanulmanyoztuk, és ezek a
munkak igazoltak, hogy a szelektalt oligonukleotidok jol
hasznalhaték a klinikailag relevans RSV koncentraciok
garatkenetbdl torténd kimutatasara. Ezek a megfigyelések
megerdsitik a korabbi mérési eredményeinket, miszerint a virusok
tisztan  aptamereken alapu  megkozelitésekkel — magas
szelektivitassal és érzékenységgel mutathatok ki.
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4.3.3. Kardialis troponin I-re szelektiv spiegelmerek

Az L-cukrot tartalmazé nukleotidokbdl  felépld
spiegelmerek képezik  jelenleg az egyetlen teljes
nukleazrezisztenciaval rendelkezé oligonukleotid-tipust, és ezen
tulajdonsaguknak gyakorlati szempontbdl kiemelt jelentésége van,
kuléndsen a terapias célokra tervezett — a testfolyadékokban
napokig vagy akar hetekig jelenlévé — spiegelmerek esetében. A
spiegelmerek ezen rendkivil kedvez6 sajatsaguk ellenére sem
terjedtek el, mert izolalasuk az aptamerekéhez képest
kérilményes, ugyanis szelekcidjuk a célfehérje D-aminosavakbdl
allé enantiomerjét igényli.

A cTnl-specifikus spiegelmerek szelekcidjahoz, a teljes
fehérje  enantiomer  szintézisét  kiiktatanddé, az  un.
doménmegkdzelitést alkalmaztuk, azaz a rontgenkrisztallografias
szerkezet alapjan a fehérje  felszinén  elhelyezked6
peptidmotivumok  D-enantiomerjét alkalmaztuk szelekcios
célmolekulaként. A cTnl spiegelmerszelekcionk célja szendvics
elrendezésben is mikddd spiegelmerpar létrehozasa volt, igy a
fehérjén két, térben tavoli, cTnl-re specifikus eptitopot kerestlink
csbkkentendd annak a valdszinlségeét, hogy a két spiegelmer
egylittes bekdtddése sztérikusan gatolt legyen. A fehérje N-, illetve
C-terminalisanak kbzelében talalhato peptidmotivumok
enantiomerjeire kivitelezett a szelekciét kdvetben az izolalt
oligonukleotidokat egyedileg vizsgalatuk, hogy a legkedvezdbb
kotési paraméterekkel rendelkezdket azonositsuk. Ezen utdbbi
lépés kivitelezéséhez két, korabban ismertlen megkdzelitést
fejlesztettiink ki, melyek kdzds jellegzetessége, hogy a szlrés
soran a D-peptidek és laboratériumunkban el8allitott biotin, illetve
fluoreszcein jelolt oligonukleotidok  k&zotti  kdlcsdnhatast
vizsgaljuk. Ezek az eljarasok jelentbésen felgyorsitjdk és
kéltséghatékonyabba teszik spiegelmerjeldltek szlrését, igy
ndvelik a legjobb jeldltek azonositasanak esélyét. Ezt a kijelentést
alatamasztja, hogy mind az N-, mind a C-terminalisra néhany nM-
os Kp értékkel rendelkezé spiegelmereket sikerllt szelektalnunk.
Megjegyzendd, ezek a disszociacios allanddk jelentdsen
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alacsonyabbak a cTnl diagnosztikaban alkalmazott ellenanyagok
megfelelé értékeinél. Az izolalt spiegelmerek a cTnl-re mutatott
magas affinitasuk mellett a diagnosztikai receptorokkal szemben
tamasztott masik fontos paraméternek, a szelektivitasnak is eleget
tesznek, ugyanis az SPR mérések szerint a célmolekulajuk és az
azzal rendkivil magas homoldgiat mutatd vazizom Tnl (sTnl)
kozott is képesek differencialni.

A fenti eredmények alapjan a cTnl szelektiv azonositasa
akar egyetlen spiegelmerrel kivitelezhet6, azonban napjaink
diagnosztikai rendszereitél a szelektivitas mellett az érzékenység
is elvart kdvetelmény. Ezen masodik feltételnek a szendvics
elrendezésl rendszerek alkalmazasaval lehet eleget tenni, ahol is
az els6 biomarkerre szelektiv receptor befogoként mikodik, mig a
masodik, a detektorként funkcionald antitest tébb nagysagrendnyi
jelerésitést tehet lehetévé. Szendvics rendszerek elényeit szem
elétt tartva megvizsgaltuk, hogy az N-terminalis epitopra szelektalt
spiegelmer mennyiben alkalmazhatd, a spiegelmer-ellenanyag
szendvics mérési elrendezésben. Kisérleteinkhez az ALPHA
kimondottan vérplazmaban, illetve szérumban térténé mérésekre
kifejlesztett valtozatat, az un. AlphaLISA-t alkalmaztuk. A cTnl C-
terminalis epitopjara szelektiv és vérszérum endogén antitestjei
kozotti  kompeticiot kizarandd a monoklonalis  ellenanyagot
kovalensen kapcsoltuk az AlphaLISA Protein A donor
gydngyokhdz a mérési elegyhez adasat megel6zden. Az antitesttel
modositott gydngydket és a biotinjeldlt spiegelmert ismert
mennyiségl |I-T-C heterotrimert, illetve cTnl fehérjét tartalmazo
higitott vérszérumhoz adtuk, majd egy oras inkubacidé utan az
elegyet kiegészitettiik sztreptavidin donor gydngyokkel. A nyert
adatok alapjan a rendszer mind a cTnl komplex, mind pedig a
monomer analit pM-os tartomanyban térténé mérésére alkalmas.

Mivel a spiegelmerszelekcioval kapcsolatos kisérleteink
célkitlizése az ellenanyagok alkalmazasabdl fakadd hatranyok
kikiiszbbolése volt, a cTnl N-terminalisara specifikus spiegelmer
izolalasat és alkalmazasat kovetéen a fehérje C-terminalisat
felismerd spiegelmereket szelektaltunk, majd hozzalattunk egy
teljesen spiegelmer alapu mérési rendszer kifejlesztéséhez. Ennek
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soran megvizsgaltuk, hogy mennyiben alkalmas a spiegelmer
kisérleteikben  sztreptavidinnel burkolt donor, akceptor
gybngyoket és biotin jeldlt spiegelmereket, valamint in vitro
transzlacioval termelt, rekombinans cTnl-t hasznaltunk, és a
méréseket szelekcios pufferben és higitott szérumban egyarant
kiviteleztilk. A kapott lumineszcenciaintenzitas adatok a pM-os
tartomanyban mind a szelekcios pufferben, mind a szérumban
linearisan valtoztak a cTnl-koncentraciéval, mig a 10 nM-os sTnl-
elegyekben a mért érték megegyezett a hattérnél latottakkal.

Mindezen eredmények igazoljak, hogy a spiegelmerekre
tekinthetiink ugy, mint potencialis diagnosztikai receptorokra,
ugyanis célmolekuldjuk irant nagyobb affinitast mutatnak, mint a
rutinszer(ien alkalmazott antitestek, és a diagnosztika egyik
legkomplexebb matrixaban, a vérszérumban is alkalmazhatok a
cTnl koncentraciojanak meghatarozasara. Megjegyzendd, hogy a
kifejlesztett rendszereink érzékenységében nagysagrendekkel
elmaradnak a napjaink cTnl diagnosztikajaban elfogadhatotol. A
jelenség hatterében minden bizonnyal nem a spiegelmerek
korlatai allnak. Az irodalombdl jol ismert jelenség, hogy a homogén
rendszerek rendkivil érzékenyek a puffer Osszetételére, a
receptorok és gydngydk koncentracidjara, s6t mi tébb az egyes
komponensek hozzaadasanak sorrendjére is. Ezen megfontolasok
alapjan feltételezhetd, hogy tovabbi, kiterjedtebb optimalizaciés
kisérletekkel a spiegelmer szendvics alkalmazasaval is az
ellenagyagoknal latottakhoz hasonld kimutatasi hatar érhetd el, az
ilyen iranyu fejlesztések azonban tulmutatnak egy alapkutatassal
foglalkozé laboratérium keretein.

Mindazonaltal, egyetemi és ipari partnereinkkel
folyamatban van olyan mikrofluidikai csatornakban immobilizalt,
illetve fluoreszcens gyéngyokhodz kapcsolt aptamereken és
spiegelmereken alapulé diagnosztikai rendszer fejlesztése,
melyek érzékenysége varakozasaink szerint elérheti a napjaink
diagnosztikajaban elvart tartomanyt, lehetévé téve ezaltal az
ellenanyagoknal tdbb szempontbdl is kedvezdbb tulajdonsagokkal
rendelkez6 aptamerek tovabbi gyakorlati alkalmazasat.
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5. Osszefoglalas

Kutatécsoportunk munkajaval elsésorban az aptamerek
szelekcidja és karakterizalasa soran felmerilé nehézségekre
kivant megoldasokat nyujtani, mig az aptamerek gyakorlati
alkalmazasahoz sziikséges maddszertani fejlesztések foként
egyetemi és ipari egyuttmikdédd partnereink laboratoriumaiban
kerllnek kivitelezésre. A klasszikus SELEX eljaras megfeleld
mennyiségben és tisztasagban rendelkezésre allo célmolekulat
feltételez, mely elvarasnak fehérje biomarkerekre Kivitelezett
aptamerszelekcié esetében nem kézenfekvé feladat eleget tenni.
Az eukariota fehérjék elballitasa az altalanossagban hasznalt
prokariéta rendszerekben gyakran rendkivil koriiményesen, vagy
egyaltaldan nem megvalésithatdé. Erre a problémara kinal
megoldast a buzacsira fehérjekivonaton nyugvé in vitro
transzlaciés rendszer, ugyanis alkalmazasaval az aptamerek
szelekciojahoz szlkséges Hg-0s nagysagrendu
fehérjemennyiségek gyorsan, egyszerlien és koltséghatékonyan
allithatok eld. Az elsd in vitro transzlacios kisérleteink sikerei a
rendszer tovabbfejlesztésére inspiraltak minket. Fejlesztéseink
nyoman olyan vektorok jottek Iétre, melyek lehetdvé teszik a kivant
fehérjéket kddold konstrukcidk gyors létrehozasat, a vektorcsalad
tagjaival pedig nyolc kiilénb6zd jel6ld cimke alkalmazasa valik
elérhetbvé. A kialakitott vektorok Iétjogosultsagat jol igazolja, hogy
alkalmazasukkal — azon tul, hogy aptamerszelekcios kisérleteink
fehérjeigényét biztositottuk — szamos fehérje funkcidjanak
felderitéséhez tudtunk hozzajarulni.

Az aptamerek szelekcidjat és karakterizalasat kozvetlendl
seqitd fejlesztéseink a DNS egyszalusitasara, az aptamerjeldltek
egyszerl karakterizalasara és a szelekcio sikerratajanak
névelésére kivantak megoldast nyujtani. A hagyomanyos
aszimmetrikus PCR mddszer ujragondolasaval kidolgoztunk egy
olyan eljarast, amely jelentés fals termék keletkezése nélkul képes
nagy mennyiségl egyszalu DNS szintézisére, és mindemellett a
komplex mintakat templatként hasznalé reakciokban sem
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modositja érdemben a kiindulasi konyvtar szekvenciadsszetételét.
A PBA-PCR kombinalva a laboratériumunkban optimalizalt,
aptamer-fehérje kolcsbnhatas vizsgalatara kifejlesztett ALPHA
modszerrel alkalmasnak bizonyult nagyszamu aptamerjel6lt
szlirésére, igy nagymértékben segitheti a legigéretesebb
paraméterekkel rendelkezé aptamerek azonositasat. Az irodalmi
adatok alapjan az aptamerszelekcié sikerét szignifikansan ndveli
az aminosavszer( oldallancokkal rendelkez6, maodositott
nukleotidok  alkalmazasa, mely megfigyelés fényében
laboratériumunkban egy indolcsoporttal rendelkezd uracil
felhasznalasanak bevezetése mellett dontéttink. A dolgozatban
ismertetett eredményeink bemutatjak, hogy a megfelel6en
megvalasztott hdstabil DNS polimeraz alkalmazasaval a médositott
nukleotid hatékonyan beépithetd az oligonukleotidokba. Jelenleg
az ily médon létrehozott aptamerkonyvtarral RSV-re kivitelezett
szelekcio nyoman kapott aptamerek virusfert6zOképességre
kifejtett hatast vizsgaljuk egylttm(ikddd partnereinkkel.

A metodikai fejlesztésekkel parhuzamosan valtozatos
célmolekulakra szelektaltunk aptamereket, és bizonyitottuk, hogy
a megfelel6 korultekintéssel Kkivitelezett SELEX gyakorlati
jelentdséggel biré aptamereket eredményezhet. Az ochratoxin A-
ra specifikus aptamereinkkel olyan mikrofluidikai, illetve LFT
rendszereket fejlesztettek, amelyek valdés mintakban, az elvart
kimutatasi hatar alatti koncentracidknal is képesek voltak a
mikotoxin kimutatasara. A virusokat felismeré aptamereink
hasonloképpen igazoltak széleskorl( alkalmazhatésagukat. Az
ASPV-szelektiv aptamereinkrél igazoltuk, hogy western és dot
blotban, valamint az ELISA-ban érzékenység tekintetében nem
csak helyettesithetik, de felll is muljak a vizsgélt ellenanyagot. A
felsdléguti virusfert6zések egyik gyakori agensének az RSV-nek a
kimutatasara sikeresen alkalmaztuk a teljes virusra szelektalt
aptamereinket. Az ALPHA rendszerben receptorként hasznalt
aptamerek lehetévé tették az RSV Kklinikailag relevans
koncentraciéban, garatkenetet tartalmazé mintakban torténd
szelektiv kimutatasat.
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A cTnl fehérje két jol elhatarolt epitopjahoz koétédd
spiegelmerek is alkalmasak voltak a célfehérjéjik vérplazma-
tartalmu oldatban térténé kimutatasara. Megjegyzendd, hogy a
spiegelmereken alapulé mérési elrendezéseink kimutatasi hatarai
nagysagrendekkel elmaradtak a klinikai gyakorlatban alkalmazott
teszteknél lathatéknal. A viszonylag alacsony eérzékenység
azonban valoszinUsithetben nem a spiegelmerek inherens
tulajdonsagaibdl fakad, mivel az izolalt spiegelmerek szelektivitasa
kiemelked6, a koézeli homoldg sTnl-vel sem mutatnak
keresztreaktivitast, disszociacidés konstansunk pedig szignifikans
alacsonyabb a diagnosztikai tesztekben alkalmazott
ellenanyagokénal. Ezek az eredmények jol illusztraljak a
diagnosztikai tesztek fejlesztésével kapcsolatos metodoldgiai
nehézségeket. Az aptamereken alapuld mérési rendszerek -
csakugy, mint az antitesteken alapulék - hosszas, egyedi
optimalizalast igényelnek, és ennek id6- és koltségigénye
alapkutatassal foglalkozé laboratériumokban nem biztositott.

Az aptamerek hosszu éveken keresztll szinte kizardlag egy
szlk kutatéi kor érdeklédését keltették fel, gyakorlati jelentéséget
nem tulajdonitottak nekik, és sok esetben kétkedéssel fogadtak,
hogy barmilyen tekintettben alternativdi lehetnek az
ellenanyagoknak. Ez a szemlélet, ha lassan is, de valtozasnak
indult az utébbi évtizedben, és a piaci varakozasok is az aptamerek
teranosztikai térhoditasat prognosztizaljak. Kutatécsoportunk tébb
mint masfél évtizedes munkajaval ehhez a térhdditashoz és az
aptamerek hazankban tértén6 meghonositasahoz kivant
hozzajarulni, reményeink szerint némi sikerrel.

21]01dal



dc_1875 21
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7. Koszonetnyilvanitas

Napjaink tudomanya egyre kevésbé szdl az egyszemeélyes
felfedezésekrdl, szinte minden eredmény mogott kutatdk
sokasaganak szoros egylUttmikddése és munkja all. A
dolgozatban bemutatott munkakra is messzemenden igaz ez a
kijelentés, az egyutt gondolkozasban, a kisérletek kivitelezésében
és a kdzlemények irasaban mintegy szaz kutatd és hallgato vett
részt. Mindannyijukat megilletné a névszerinti felsorolas, de jelen
keretek kdzott csak azokat a munkatarsaimat, hallgatéimat tudom
megemliteni, akikkel hosszabb kapcsolatom volt és személyes
fejlédésemre is nagy hatassal voltak.

Hoffmann Gyulanak és Sivok Bélanak kdszdnhettem, hogy
a tudomanyos palyat valasztottam. Gyula vezetett be a Drosophila
genetikaba és a kisérletes munkak tervezésébe, kivitelezésébe,
Bélanak pedig elsé kutatéi allasomat kdszonhetem.

Dudits Dénes csoportjadban toltoétt éveim  rendkivdl
meghatarozok voltak, az ott latott elmélydlt tudas, széles metodikai
repertoar lelkesedéssel és segitOkészséggel egészilt ki. Ez az
id&szak életre szolé motivacidval és baratsagokkal ajandékozott
meg. Az ottani munkatarsaim kdzil Magyar Zoltant szeretném
kiemelni, aki amellett, hogy tapasztalt kutatoként megismertetett a
molekularis  biolégiai modszerekkel, kozeli baratta valt,
munkakapcsolatunk és baratsagunk azoéta is toretlen.

Bdgre Laszl6 frissen alakuld kutatdcsoportjaban télthettem
angliai posztdoktori éveimet. Laci azonnal valédi posztdoktorként
kezelt, bevont a laboratériumalapitas koérili és oktatasi teenddkbe,
igy amellett, hogy tovabb bdvithettem metodikai tudasomat, a
labormenedzsmentbe és a molekularis biolégiai oktatasba is
betekinthettem. A szakmai fejlédésem tamogatasan tul, Laci
segitségére minden tekintetben szamithattam és szamithatok.

Hazakoltozésemkor Salgd Andras alkalmazasommal nem
csak nekem, de velem egyltt az aptamereknek is bizalmat
szavazott. Az altalam javasolt projekt a tanszék kutatasi teriletétdl
tavol allt, ennek ellenére tanszékvezetdként laboratoriumot
biztositott a munka beinditdsahoz, és segitett a hallgatok
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toborzasaban.

Yaeta Endo nagy szeretettel fogadott intézetében, és
nyiltan megosztotta velem az in vitro transzlaciéval kapcsolatos
apro trukkoket. A nala tett latogatdasom adott lenduletet az in vitro
transzlaciéval kapcsolatos kutatasainknak.

A BME-én toltétt éveim alatt alakult ki Gyurcsanyi E.
Réberttel rendkivil szoros, termékeny és azota is tarto
munkakapcsolatom. Robival szamtalan inspiralé megbeszélést
folytattunk, és a laboratoriumaban sziletett eredmények
elengedhetetlen részét képzik az aptamerekkel kapcsolatos
publikacidink dontd részének.

Mandl Jozsef csoportjahoz valoé csatlakozasommal egy
pezsgl kutatdi kozosségbe kerlltem, és minden segitséget
megkaptam aptamerekkel kapcsolatos munkaim folytatasahoz. Az
6 tamogatasanak eredményeként valtott fokozatot
aptamerkutatasunk, és fordult egyértelmien a klinikai
alkalmazasok iranyaba. Tanar Ur is azon munkatarsaim kozé
tartozik, akinek tanacsara és segitségére nem csak szakmai, de
emberi kérdésekben is mindig szamithatok.

Banhegyi Gabor és Keszler Gergely intézetvezetésége
alatt is maradt a kutatasi témaim és személyem tdretlen
tamogatasa, ezen iddszakban valtak jobban lathatéva az
aptamerekkel kapcsolatos eredményeink.

Jelenlegi intézetvezetémmel, Csala Mikldéssal - neki
készbnhetben - a Semmelweis Egyetemhez vald csatlakozasom
elsé pillanatatél kezdve kozeli viszony alakult ki. Miklés — habar én
vagyok az idésebb — egyfajta mentoromma valt, tanacsokkal latott
el és batoritott. Jelen dolgozat megsziiletésében is eléviilhetetlen
érdemei vannak. Kapcsolatunk messze tulmutat egy szakmai
viszonyon, Miklos életem talan legnehezebb helyzetében is
folyamatosan mellettem allt.

A dolgozatban ismertetett kisérleti adatok legnagyobb
részt lelkes és alapos PhD hallgatéim kezeit dicsérik, az &
aldozatos munkajuk nélkil ezek az eredmények nem j6hettek
volna létre. Szerencsés vagyok, hogy velik dolgozhattam, illetve
néhanyukkal tovabbra is dolgozhatok egyltt. Mindenképp
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szeretném név szerint is felsorolni 6ket: Barddczy Viola, Balogh
Zsofia, Harkai Akos, Kallai Brigitta, Nagy Srzilvia, Szeitner
Zsuzsanna, Percze Krisztina és Tolnai Zoltan. Szilvinek kdlon
koszonet a dolgozat esztétikus szerkesztéséért.

A laboratériummal kapcsolatos technikai, adminisztracios
€s pénzigyi problémak egész biztosan a mélybe rantottak volna,
amennyiben nem segit Bombicz Jodzsefné, Granicz Maria,
Gyurkovics Anna és Szénasi Bélané. Hatalmas terhet vettek le a
vallamrol, amiért halas vagyok.

Talan nem egy tudomanyos dolgozatban kell a csaladunk
irant érzett halat kimutatni, ezt a legbdlcsebb a mindennapi
tetteinkkel megtenni, de mégis szeretném ebben a formaban is
elmondani, mennyire kdszéndm. Szlleimnek, testvéremnek, hogy
mindig segitettek térekvéseimben, kiildndsen anyunak, aki akkor
is hit bennem, kidllt értem, amikor arra nem voltam érdemes.
Csodalatos gyerekeimnek, Lilinek és Baladzsnak, akik nalam
felndttebben viselkedtek és tamogattak a csaladi krizis soran, és
nagyszeri emberekké valtak. Eni nagyinak, akire masodik
anyamként tekinthetek. Végére hagytam azt, aki leginkabb
mindennapjaim része, életem parjat, Beat, mert nem is tudom,
hogy lehetne megkdszénni, amit értem tett és tesz. igérem,
igyekezni fogok.
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