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1. Roviditésjegyzék

ACLSV
ALPHA

AMI
AMV
aPCR
ASAT
ASPV
BirA
BLI
BVDV
CDK
CDR

CE

CECF
CFCF

CH

CK

CL

CLIA

cTnl
CS-SELEX
DNS

dNTP
DOS-ELONA

E. coli
ECL
ECLIA

ELISA

ELONA

ePCR
ER
Fab
Fc

FP
GO

alma klorotikus levélfoltossag virus (apple chlorotic leaf spot virus)
homogén tavolsag modulalt lumineszcens vizsgalat

(amplified luminescent proximity homogenous assay)

akut miokardialis infarktus

alma mozaik virus

aszimmetrikus PCR

aszpartat-aminotranszferaz

alma térzsgbdrosodés virus (apple stem pitting virus)

E. coli biotin-ligaz

bioréteg interferometria (biolayer interferometry)
szarvasmarha virusos hasmenés virus (bovine viral diarrhea virus)
ciklin-fligg6 kinaz (cyclin dependent kinase)
komplementaritds meghatarozo régio

(complementary determining region)

kapillaris elektroforézis (capillary electrophoresis)
folyamatosan cserél6dé sejtmentes (continuous-exchange cell-free)
folyamatos dramlasos sejtmentes (continuous-flow cell-free)
nehéz lanc konstans régio (constant heavy chain)
kreatin-kinaz

kénnyl lanc konstans régio (constant light chain)
kemilumineszcencia immunovizsgalat (chemiluminescent immunoassay)
kardialis troponin |

sejtfelszin-SELEX (cell-surface-SELEX)

dezoxiribonukleinsav

dezoxinukleotid-trifoszfat

dupla oligonukleotid szendvics ELONA

(double oligonucleotide sandwich ELONA)

Escherichia coli

erdsitett kemilumineszcencia (enhanced chemiluminescence)
elektro-kemilumineszcencia immunovizsgalat
(electro-chemiluminescence immunoassay)

enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat

(enzyme-linked immunosorbent assay)

enzimkapcsolt oligonukleotid vizsgalat

(enzyme linked oligonucleotide assay)

emulziés PCR

endoplazmatikus retikulum

antigénkoté fragment (antigen-binding fragment)
kristalyosithaté fragment (crystallizable fragment)
fluoreszcencia polarizacio

grafén-oxid
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GST

HAT médium

HCV
HIV
HPV
HRV
HS-TEG
HTS
IgG
IMAC

IPTG
I-T-C
LAMP

LATE-PCR
LDH

LFIA

LFT

LIC

LOCI

MBP
MBP
MST
NMR
ORF

OTA
PBA-PCR
PCR
POC
RCA

RIA

RNS

RSV
RT-PCR
scFv
SDS-PAGE

SELEX

SG
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glutation-S-transzferaz

hipoxantin, aminopterin, timidin médium

hepatitis C virus

human immundeficiencia-virus

human papillomavirus

human rhinovirus

11-merkaptoundecil-tetraetilén-glikol

nagy ateresztéképességli szekvenalas (high-througput sequencing)
immunglobulin gamma

immobilizalt fém affinitaskromatografia

(immobilised metal affinity chromatography)
izopropil-B-tiogalaktopiranozid

kardialis heterotrimer troponin komplex

hurok medialt izotermalis amplifikacio

(loop mediated isothermal ampilification)

exponencialist kovetd linearis PCR (Linear-After-The-Exponential)
laktat-dehidrogenaz

lateralis aramlasos immunovizsgalat (lateral flow immunoassay)
lateralis aramlasos teszt (lateral flow test)

ligalas-fuggetlen klonozas (ligation independent cloning)
lumineszcens oxigén csatornazo immunovizsgalat

(luminescent oxygen channeling immunoassay)

maltoz koté fehérjéje (maltose binding protein)

mielin bazikus fehérje (myelin basic protein)

mikroskalas termoforézis

magneses magrezonancia (nuclear magnetic resonance)

nyilt leolvasasi keret (open reading frame)

ochratoxin A

primer blokkolt aszimmetrikus PCR (primer blocked asymmetric PCR)
polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

ellatasi hely (Point-Of-Care)

g6rduld gytri amplifikacio (rolling circle amplifiction)
radioimmuno-vizsgalat (radioimmunoassay)

ribonukleinsav

léguti driassejtes virus (Repiratory Syncytial Virus)

reverz transzkriptaz PCR

egylancos variabilis fragment (single-chain variable fragment)
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
ligandok exponencialis dusitasa tervezett evolucidval (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment)

SYBR Green



dc_1875 21

SOMAmer
SPR
ssDNS
sTnl
TAdUTP
TEG

Tm

TMV
TnC

Tnl

nT
TPA
VEGF

VH
VuH
VL

slow off-rate modified aptamer

fellleti plazmon rezonancia (surface plasmone resonance)

egyszalu DNS (single-stranded DNA)

vazizom troponin |

5-indolil-AA-dUTP

tetraetilén-glikol

olvadasi hdmérseéklet (melting temperature)
dohany mozaik virus (tobacco mosaic virus)
troponin C

troponin |

troponin T

tripropil-amin

vaszkularis endotelialis névekedési faktor
(vascular endothelial growth factor)

nehéz lanc variabilis régié (variable heavy chain)
egydoménes antitest, nanotest

koénnyu lanc variabilis régio (variable light chain)
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2. Bevezetés

Az 6si gorog orvostudomany minden betegség hatterében a testfolyadékok
rendelleneségeit vélte felfedezni, ennek megfeleléen a vizeletvizsgalat a kezdetektol
fogva az orvoslas részét képezte. A vizelet habzasa és a kronikus veseelégtelenség
kozotti kapesolatot mar Hippokratész felismerte, és propagélta a vizelet kiterjedtebb
analizisét. Habar az uroszképia kdzépkorra a diagnosztika egyik f6 modszeréve, a
vizeletes lombik az orvoslas egyik szimbdlumava valt, a vizsgalatok évszazadokon at
kizardlag az érzékszervi benyomasokon és néhany egyszer( paraméter mérésén
alapultak.

Az els6 mélyrehatébb, a testfolyadékok komponenseinek azonositasara
irAnyulo vizsgalatok a XVII. szazadra datalhatok. Ebben az id6szakban kezdték el a
vizelet, illetve a vér 6sszetevdit desztillalassal meghatarozni, melynek eredményeként
Robert Boyle 6sszeallitotta az emberi vér alkotorészeit leird munkajat, és ezzel
kezdetét vette a testfolyadékok kémiai analizise. A kdvetkez6 évszazadokban a kémiai,
biokémiai diagnosztika lassan, de folyamatosan fejl6détt, és egyre inkabb az orvoslas
integrans részévé vallt. Az 1800-as évek végén megnyitottak az elsé Kklinikai
laboratoriumokat, a kdvetkez6 évszazad elején pedig megjelent az els6 diagnosztikai
gyorsteszt, amely lehet6ve tette a betegség, nevezetesen a tifusz helyben, néhany
csepp vérbdl torténd kimutatasat.

A biokémiai diagnosztika - els6ésorban az ismertté valt biomarkerek
folyamatosan bdvilé korének, valamint a fizikai, kémiai technolégiak fejlédésének
készénhetben — a XX. szazadban indult igazan viragzasnak. Egyre tdbb, vizeleteben
és vérben megjelend fehérjérdél és egyéb vegylletrdl igazoltak a patologias
elvaltozasokhoz  kapcsolhatdé  koncentraciovaltozasukat. Ezen felfedezések
eredményeként napjainkban mar tébb mint szaz, fehérje biomarker koncentraciojat
mérik rutinszerlien a klinikai laboratériumokban, és ez a szdm folyamatosan béviil.
Mindezek fényében nem meglep6, hogy a diagnosztika egyik legaltalanosabban
alkalmazott eljarasa az adott patolégids elvaltozas nyoman megjelené fehérje
biomarkerek szelektiv, érzékeny és gyors kimutatasa. Az elvart szelektivitas a jelenleg
hasznalatos mddszerekben szinte kizardlag az adott fehérjékre specifikus
ellenanyagok alkalmazasaval biztosithato, igy a kornyezeti hatasokra érzékeny és
magas koltségl antitestek napjaink diagnosztikajanak megkerilhetetlen molekulai
lettek. Habar el6allitasukat a monoklonalis, illetve a rekombinans ellenanyagok
megjelenése egyszerlbbé és tervezhetbbbé tette, az antitestek sok tekintetben
tovabbra is a fehérje biomarker alapu diagnosztika szlk keresztmetszetét képzik.

Mintegy harom évtizede irtak le, hogy az egyszalu oligonukleotidok egyedi és
Osszetett térbeli szerkezetet képesek felvenni, és ily mdédon egyes fehérjékkel
rendkivll szelektiven komplexet alkotni. Ezek az adott fehérjékhez specifikusan
kétédé oligonukleotidok aptamer néven valtak ismertté a tudomanyos irodalomban.
Az aptamerek az ellenanyagokkal &sszevetve szamos elényds tulajdonsaggal
rendelkeznek. Ide tartozik a gyors, koltséghatékony és teljesen reprodukalhaté in vitro
elballithatésag, a kis méret, az iranyitott modosithatosag és a kdrnyezeti hatasokkal
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szembeni ellenallésag. Mindezek alapjan kijelenthetjik, hogy az aptamerek kitlintetett
diagnosztikai és terapias potenciallal rendelkeznek, és ilyen értelemben az
ellenanyagok alternativainak is tekinthetok.

Az aptamerek elGallitasdnak bizonyos fazisai a célfehérje megfeleld
mennyiségu és tisztasagu elérhetbségét feltételezik, ami human fehérjék esetében —
és altalanossagban az eukaridta fehérjék esetében — nem ftrivialisan teljesithet6
elvaras, ugyanis a fehérjetermelésre altalanosan alkalmazott prokaridta
rendszerekben e fehérjék dont6 része nem veszi fel nativ térszerkezetét, zarvanytestet
formal, igy eldallitasuk rendkivil kérilményesen, vagy egyaltalan nem kivitelezhet6
baktérium sejtekben. A human fehérjek termeltetésére elterjedten alkalmazott
eukariéta rendszerek erre a nehézségre megoldast nyujthatnak, azonban ezek sikeres
alkalmazasa optimalizalast igényel és magas koltségekkel jar, igy az
aptamerszelekcidhoz sziikséges fehérjemennyiségek el6allitasara nem idealis
valasztdsok. A kisebb mennyiségl eukariota fehérjék szintézisére j6 megoldast
jelenthetnek az él6 sejteket nem igényld, un. in vitro transzlacios rendszerek, melyek
segitségével viszonylag gyorsan, magas sikerrataval és koéltséghatékonyan allithatok
el6 a kivant mennyiségu és tisztasagu fehérjék.

A dolgozat rovid attekintés kivan nyujtani a heterolég fehérjetermeld
rendszerekrél, kulénds hangsulyt fektetve az in vitro transzlacidhoz kapcsolodo
szakirodalomra. Emellett vazlatos betekintést 6hajt adni a fehérje biomarkereken
alapulé laboratoriumi diagnosztika, illetve virusdiagnosztika szakirodalmaba. A
kutatécsoportunk munkaihoz kapcsolddé tudomanyos elézmények kozil végil az
aptamerkutatasba nyujt bepillantast a dolgozat. A kisérleteinket tartalmazo fejezetek
egyrészt az in vitro transzlaciora és az aptamerek eléallitasara iranyulo fejlesztéseinket
irjdk le, masrészt bemutatjak a kismolekulara, virus-, illetve kardiovaszkularis
biomarker fehérjékre Kkivitelezett aptamerszelekcids munkaink eredményeit, és
demonstraljak azok diagnosztikai potencialjat.

Reményeim szerint a dolgozat hozzajarul egy hazankban eleddig
méltanytalanul elhanyagolt tudomanyos terllet népszer(isitéséhez, tovabba jo
kiinduldpontot nyujthat a téma irant érdeklédéknek.
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3. Irodalmi attekintés

1. A fehérjeszintézis lehetséges modozatai, altalanos jellegzetességei

1.1. A fehérjekutatas helye a molekularis biolégiaban

A XX. szazad kdzepéig a molekularis szintl bioldgiai vizsgalddasok dontd részt a
fehérjekutatasokkal voltak egyenlék, a f6 szerkezeti fehérjék azonositasara és kdzponti
metabolikus folyamatokra, valamint az azokban részt vevé enzimek leirasara iranyultak.
Erre az id6szakra keltezhetd a sejtek anyagcseréjének hatterében allé kémiai reakciok
megismerése és szamos fehérje funkcidjanak felderitése. Az 6tvenes évek kbdzepére
Frederick Sanger kutatotarsaival meghatarozta az inzulin elsédleges szerkezetét, és
ezzel eloszlatta azokat a hipotéziseket, melyek szerint a fehérjék aminosavai random
maodon, illetve periodikusan kapcsolodnak egymashoz [1]. Az évtized végére pedig egy
masik Nobel-dijas, John Kendrew és tarsai munkassaganak készénhetéen az elsé fehérje
térszerkezeti modell, a mioglobin haromdimenzios szerkezete is nyilvanossagra kerult
[2]. A fehérjekutatasok elsd aranykoranak a DNS kett&s spiral felfedezése, a nukleinsavak
jelentéségének felismerése és a centralis dogma leirasa vetett végett. Ezen uj ismeretek
hatasara szamos kutatd érdeklédése a nukleinsavak felé fordult, és az ezredforduldig
kovetkezd évek tulnyomoan a DNS és RNS vizsgalatok jegyében teltek el.

A nukleinsav-kutatasok és a molekularis biolégia robbanasszer fejlddésének oka
nemcsak a terilet vitathatatlan fontossagaban keresendd. A jelenség hatterében egy
masik, sokkal prézaibb tényezf is tetten érhetd, nevezetesen, hogy a nukleinsavak a
fehérjékkel 6sszevetve halasabb vizsgalati anyagoknak bizonyulnak. A nukleinsavak
rendkivil hasonlé alapegységekbdl, nukleotidokbdl épilnek fel, igy kémiai
tulajdonsagaikra nézve tulajdonképpen homogén mintaknak tekintheték, minek
kovetkeztében a nukleinsavak vizsgalatara altaldnosan alkalmazhaté metodikak allnak
rendelkezéslinkre. Ezzel szemben a fehérjéket valtozatos tulajdonsagokkal rendelkez6
aminosavak alkotjdk, igy csak nagy vonalakban beszélhetiink altalanos kémia
tulajdonsagokrol, kdzelebbrél nézve minden fehérje sajatos toltéssel, oldhatdsaggal,
reaktivitassal és térszerkezettel rendelkezik, lehetbvé téve a fehérjék sokrétl funkciojat.
Az élet szempontjabdl elengedhetetlen diverzitas kisérletes szemmel nézve hatranyként
jelentkezik, mivel némi tulzassal kijelenthetjik, hogy minden egyes fehérjevizsgalatot az
adott fehérjére alkalmazhato protokollok kidolgozasa elézi meg.

A fehérjék kémiai sokfélesége nem az egyetlen korlatozo tényezéje a proteomikai
kutatasoknak. Mig a nukleinsavak in vivo és in vitro moédszerekkel, valamint kémia
szintézissel rutinszerlien alkalmazhatd eljarasokkal, koltséghatékonyan eldallithatok,
addig a kisérletekhez sziikséges mennyiségu és tisztasagu fehérje eléteremtése szamos
okbdl kifolydlag nem egyszerl feladat. A tradicionalis, a vizsgalt él6lénybél térténd
fehérjetisztitasi protokollokat egyedileg kell optimalizalni, rdadasul e megkodzelités
alkalmazhatésagat nagyban korlatozza a tanulmanyozandd fehérje gyakran igen kis
mennyisége a kiindulasi mintaban. A napjainkban intenziven kutatott jelatviteli
utvonalakban szerepet jatszd fehérjék esetében ez utébbi probléma kilénds sullyal
jelentkezik, mivel ezen fehérjék a sejtek 6sszfehérje-koncentracidjanak csak elenyészd
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részét adjak, igy az esetek tulnyomé részében ez a mddszer nem hasznalhato, és a
tanulmanyozandé fehérjét mas uton kell biztositani.

A sziikséges fehérjéket a tradicionalis megkdzelités mellett alapvetéen harom
modon:  kémiai  szintézissel, sejtekben térténd tultermeltetéssel, illetve in vitro
transzlacioval allithatjuk elé.

1.2. Fehérjeszintézis kémiai szintézissel és sejtekben torténd tultermeltetéssel

A harom eljaras kozul a kémia szintézis a leg6sibb. Emil Fischer a mult szazad
legelején allitotta el6 a legels6, két aminosavbdl allé peptidet, majd néhany évvel késdbb
egy 15 glicinbdl és 3 leucinbdl allo peptidlancot szintetizalt, és megjosolta az enzimek ily
modon térténd elballitasat [3]. Fischer joslata a Merrifield altal kifejlesztett szilard fazisu
peptidszintézis megjelenése nyoman, a ribonukleaz A szintézisével valt valésagga [4][5].
Habar az azota eltelt évtizedekben szamos fehérjét allitottak el kémia szintézissel, a
modszer alkalmazasa sulyosan korlatozott, mivel a 40 aminosavnal nagyobb peptidek
eléallitasa soran a szintézis megbizhatdsaga és hatékonysaga egyarant szignifikansan
csOkken. A nagyobb méretl fehérjék elballitdsara az un. szegmentkondenzacios eljaras
alkalmazhatd, melynek soran a fehérjét alkoto peptidfragmentek a szintézisiiket kdvetéen
iranyitott modon kerllnek 6sszekapcsolasra [6]. A modszer segitségével tobbek kdzott a
238 aminosavbdl all6 zold fluoreszcens fehérjét is létrehoztak, alacsony hatékonysaga és
komplexitasa miatt azonban az eljaras rutinszerd fehérjeelGallitasra tovabbra sem
alkalmas, és ennek megfeleléen a nagyobb fehérjék kémiai szintézisére csak specialis
esetekben alkalmazzak.

A molekularis biolégia bizonyos tekintetben hattérbe szoritotta a
fehérjekutatasokat, ugyanakkor a DNS-klonozas és rekombinans DNS-sel rendelkez6
organizmusok 1970-es években tértént Iétrehozasa, majd az ennek nyoman megjelend
rekombinans fehérjetermeld rendszerek a proteomika eszkdztarat is forradalmian
megvaltoztattak [7][8]. Ez az Uj megkdzelités két szempontbdl is oriasi elérelépést hozott
a fehérjék elballitasaban. Egyrészt megteremtette a fehérjék korlatlan mennyiségben
toérténd szintézisének elméleti lehetéségét, masrészt a rekombinans fehérjék
affinitascimkével térténd jeldlése drasztikusan leegyszer(sitette a fehérjék tisztitasat. A
fehérjetermeld rendszerek kdzos sajatossaga, hogy valamilyen sejt vagy organizmus
genetikai allomanyat az eldallitandd fehérje kddold szekvenciajanak bejuttatasaval
megvaltoztatjuk, majd a transzformalt sejtek transzkripcios és transzlacidés apparatusat
az idegen fehérje szintézisére kényszeritjik. Az ily médon taltermelt fehérjék egyszeri
izolalhatésagat altaldban azaltal biztositjuk, hogy az eredeti fehérjeszekvenciajat
affinitaskromatografias elvalasztasra alkalmas motivummal egészitjik ki, melynek
segitségével a rekombinans fehérje egy Iépésben nagymértékben tisztithatd. A fehérje
tultermeld rendszerek prokariota és eukariota sejtekre optimalizalt variansai egyarant
elérheték, alapkutatasi és ipari mennyiségl fehérjék el6allitasara egyarant jol
alkalmazhatok.

Nagy mennyiségli célfehérje egyszerl és gazdasagos termelésére altalaban
Escherichia coli (E. coli) alapu rendszerek az elsédleges valasztasok. A ,,biotechnolégiai
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fejéstehénnek” is nevezett E. coli népszerliségét mi sem igazolja jobban a kdzel szaz féle
fehérjetermelésre specializalt mutans térzs és tébb szaz vektor elérhetbségénél [9].

A prokaridta fehérjetermel6 rendszerek viszonylag egyszeriien kezelhetdk és
koltséghatékonyak, azonban az eukariota fehérjék eldallitasa soran az esetek tulnyomé
részében kilitkozik legsulyosabb korlatozo tényez6jik, nevezetesen a fehérjék helytelen
hajtogatasa és az ennek kdvetkeztében megjelend zarvanytestképzideés [10]. A helytelen
fehérjehajtogatas hatterében tobbrétl okokat talalunk, kiemelt szerepet jatszik benne a
prokaridta és eukariéta organizmusuk transzlacios apparatusanak eltéré mivolta,
valamint az eukariota poszttranszlaciés modositasok dontd részének hianya. Sajnalatos
modon, minél hatékonyabb a fehérjeexpresszid, minél nagyobb mennyiségben
termelédik a heterolog célfehérje, annal nagyobb az esélye a zarvanytestek
kialakulasanak. Ennek a medfigyelésnek megfeleléen, a zarvanytestképzbédés
megelézésének altalanos modja a heterolég fehérje expresszidjanak cstkkentése a
baktérium sejtek tenyésztési, illetve indukcids koérilményeinek optimalizalasaval [11].
Megjegyzendd, hogy a zarvanytestek kialakulasa bizonyos esetekben kimondottan
elbnyos, ugyanis a zarvanyok egyszerl centrifugalasi 1épéssel elvalaszthatok a feltart
sejtkivonatokbdl, és ilyenkor a csapadék fehérjéinek mintegy 90%-at a tultermelt,
heteroldg fehérje adja, igy a célfehérje egy lépésben nagymértékben tisztithatd [12]. A
zarvanytestekbdl torténd fehérjetisztitas jelentéségét jol példazza a terapiads célokra
eléallitott human inzulin, amelyet a zarvanytest feloldasaval és a fehérje
Ujrahajtogatasaval gyartanak ipari méretekben [13]. A tdbb szaz, zarvanytestbdl kiinduld
sikeres fehérjetisztitas ellenére ez a megkozelités tovabbra is megmaradt ,proba-
szerencse” tipusu metodikaknak, a fehérje ujrahajtogatasahoz tébbféle Osszetétell
puffert, valtozé hé&mérsékletet, kilénbdzd eljarast, um. dializis, higitas, oszlopon
hajtogatas kell tesztelni a legoptimalisabb eljaras azonositasahoz [14]. A zarvanytestekbél
torténd fehérjetisztitasnak a nehézségek ellenére is nagy gyakorlati jelentésége van
azokban az esetekben, amikor a célfehérjét ipari mennyiségekben kell elballitani, ezért a
folyamat préba-szerencse sikerratajat ndvelendd létrehoztak a REFOLDdb adatbazist,
amelyben a sikeres fehérje-Ujrahajtogatasokat ismertetd kézlemények adatai keresheték
killébnbdzd paraméterek alapjan [15]. Mindezen fejlesztések ellenére az eukaridta
fehérjék prokariota rendszerekben térténd elballitdsat leggyakrabban a zarvanytestek
kialakulasa akadalyozza.

1.3. Rekombinans fehérjék affinitascimkéi

A heterolég fehérjék oldhaté formaban torténd szintézisét a fentebb leirt optimalis
tenyésztési és indukcios koriimények, illetve a megfeleld baktérium térzsek alkalmazasa
mellett nagymértékben eldsegitheti a célfehérjéhez fuzionalt megfeleld affinitadscimke is.
Az elsé E. coli-ban termelt peptid, a szomatosztatin megjelenése utan viszonylag sokaig
varatott magara a rekombinans fehérjék tisztitasat megkonnyité affinitascimkék
bevezetése [16]. A korai affinitastisztitasra alkalmas cimkék kezdetekben olyan
nagymeéretl fehérjék voltak, mint példaul a bakterialis eredetl B-galaktozidaz vagy a
Staphylococcus-bol szarmazé protein A [17]. Ezek a tébb mint 100, illetve 30 kDa méretl
fehérjék amellett, hogy lehetdvé teszik a rekombinans fehérje immobilizalt szubsztratjaval
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(p-amino-fenil-B-D-tio-galaktozid), illetve koélcsbénhaté partnerével (IgG) toérténd
affinitastisztitasat, a termelt fehérje oldhatosagat is névelik.

Amint azt mar a korabbiakban lathattuk, a fehérjék elGallitasara és tisztitasara
nincs altalanosan alkalmazhaté protokoll, igy nem meglep6, hogy oldhatdsaguk
névelésénél is hasonld problémaval szembesilink - minden fehérje esetében
azonositani kell a szolubilitasukat leghatékonyabban ndvel6 fuzios fehérjepartnert. Ennek
az igénynek megfelel6en szamos oldékonysagot ndveld affinitascimkét fejlesztettek ki, és
ezek kozll néhany elddleges célja mar nem is a célfehérje tisztitdsanak eldsegitése, azt
egy tovabbi cimke hozzaadasaval tehetjik lehetévé. A tovabbiakban a teljesség igénye
nélkll, csak a legelterjedtebb oldhatdsagot fokozé cimkék kertilnek bemutatasra.

A tioredoxin egy minden organizmusban megtalalhatd tiol-diszulfid cserében
szerepet jatszo fehérje, a biotechnoldgiaban az E. coli eredetd, 12 kDa méret(i valtozata
terjedt el [18]. Habar a tioredoxin az egyik leghatékonyabb szolubilitadst ndéveld
fuzidspartner, az affinitastisztitasara hagyomanyosan alkalmazott fenilarzén-oxid szefaréz
szelektivitasa alacsony, igy altalaban a koltséges, tioredoxin-specifikus ellenanyaggal
boritott gyantat hasznaljak az izolalasara, vagy a fehérjét Hiss cimkével is jeldlik, és azon
keresztll valositjdk meg a tisztitast (lasd késdbb) [19].

A schistosomiasist, a kéznyelv szerint vérmételyt okozé Schistosoma japonicum
laposféreg 26 kDa-os glutation-S-transzferaza (GST) egyike a legelterjedtebb
fehérjecimkézd motivumoknak. Népszerliségének oka kdnnyen érthetd, hiszen kivald
oldhatésagnoéveld tulajdonsaga mellett az immobilizalt szubsztratjaval, azaz glutationnal
modositott gyanta segitségével egy lépésben nagymértékben tisztithato is [20].

Az oldékonysagot ndvelni hivatott cimkék kdzul az E. coli maltézkétd fehérjéje
(MBP) a maga 45 kDa-javal az egyik legnagyobb fehérjecimke. A GST-hez hasonldan az
MBP is kettbs funkcioval bir, um. oldhatésagndévelés és viszonylag egyszerdi tisztithatosag
maltézzal vagy amilézzal boritott gyantakkal, hasznalata mégsem olyan altalanos, mint az
elébbié, mert a sziikséges gyantak kdltségesek, regeneralhatosaguk limitalt, és a fehérje
proteazzal nem hasithatd kézvetlenll a gyantardl (lasd késébb) [21]. A felsoroltakon kivil
kbzel egy tucatnyi tovabbi oldékonysagndveld affinitascimke is elérhet6, igy szamos
dedikalt fehérjetermelé laboratériumban bevett eljaras, hogy a munka kezdetén
parhuzamosan szamos kilénb6z6 cimkével fuzionaltatott célfehérje valtozatot hoznak
létre, és a legigéretesebb konstrukcidra dolgozzak ki a fehérjetisztitasi eljarast [22].

Ellentétben az oldékonysagot fokozo fuzidéspartnerekkel, a kimondottan a fehérjék
tisztitasat szolgalo affinitascimkék mérete kicsi, sok esetben kevesebb mint 10 aminosav
alkotja 6ket. A kis méret preferalasa mogétt az a megfontolas all, hogy a célfehérje N-
vagy C-terminalisdhoz ragasztott révid peptid varhatéan nem befolyasolja a fehérje
funkcionalitasat, igy az affinitaskromatografiat kovetben a tisztitott fehérje kdzvetlenil
felhasznalhat6 a tovabbi kisérletekben. A napjainkban alkalmazott affinitascimkék kdzul
vitathatatlanul a legegyszerlbb, a 6 hisztidinbdl allé, sokszor csak Hiss elnevezéssel
illetett hexahisztidin a legelterjedtebb. A cimke népszerlisége alapvetéen két okra
vezethetd vissza, um. a rendkivil kis méret és toltés, valamint az egyszerd,
koltséghatékony tisztithatdsag [23]. A tisztitas alapjat az képezi, hogy az egymast kdvetd
6 hisztidin az immobilizalt atmeneti fémekkel koordinativ kétést alkot, mely kdlcsénhatas
imidazol hozzadadasaval megbonthato, igy a Hise-jeldlt fehérje kénnyen elualhatd. Az
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eljaras immobilizalt fém affinitdskromatografia, vagy réviden csak IMAC néven vonult be
a tudomanyos szakirodalomba. A Hiss egy tovabbi kiemelten fontos tulajdonsaga, hogy a
fém-cimke kelatkomplex kialakulasat a fehérje hajtogatottsaga nem befolyasolja, igy
denaturalt fehérjék is tisztithatok a mddszerrel. A cimke ezen tulajdonsaga lehetdséget
teremt arra, hogy a zarvanytestbdl kaotrép sokkal beoldott fehérjét affinitastisztitasnak
vessUk ala. A sok elényds tulajdonsaga mellett, az IMAC legnagyobb hatuliitéje, a
viszonylag alacsony szelektivitasa, nem meglepé figyelembe véve azt tényt, hogy az
eljarast eredendden a természetesen hisztidin és triptofan gazdag fehérjék szeparalasara
hasznaltak [24]. A bakteridlis rendszerekben a rekombinans fehérjének mintegy 80%-os
tisztasaga érhet6 el az IMAC alkalmazasaval, ez az arany azonban a magasabb rendu
organizmusokban tultermelt fehérjék esetében visszaesik, mivel ezen élélények endogén
fehérjéi nagyobb aranyban tartalmaznak hisztidin és triptofan aminosavakat, ezért a
megfeleld tisztasagu fehérje elballitasahoz altalaban tovabbi kromatografias Iépések
beiktatasa sziikséges [22].

A kalmodulinkété peptid (CBP) fehérjetisztitdé rendszer a miozin kénnydlanc kinaz
C-termindlisanak kalmodulinkétd képességét aknazza ki [25]. A 26 aminosavbal felépilé
CBP mar alacsony Ca?-koncentracional meglehetésen magas affinitassal kotédik a
kalmodulinhoz. A Ca?*-mal komplexet képzd EGTA hozzaadasara a kalmodulin
konformaciovaltozason esik at, minek hatasara megszinik CBP-kalmodulin
kélcsbnhatas, igy a kapcsolt fehérje levalik a kalmodulinnal boritott gyantarol. A CBP
affinitdscimke legnagyobb elénye, hogy a célfehérje kapcsolasa és elucidja egyarant
megvaldsithatd fiziolégiashoz kozeli korlilmények koézétt, igy a fehérje jo eséllyel
megtarthatja nativ térszerkezetét.

A biotin-avidin és -sztreptavidin kolcsénhatas a 10" molos disszociacios
allandéjaval a legerbsebb ismert nem kovalens bioldgia interakcié. Hagyomanyosan a
fehérjék biotinilaciojat kémiai Uton végezték, ezzel az eljarassal azonban a fehérje
lizinjeihez random modon kapcsolodik a biotin, igy a moédositas a fehérje
funkcionalitasanak elvesztését eredményezheti. In vivo kérilmények kdzétt a biotin-ligaz
szelektiv médon a fehérjék biotin-ligazfelismerd szekvenciajaban elhelyezked? lizinjének
e-aminocsoportjahoz kapcsolja a biotint, amely igy a karboxilaz enzimek prosztetikus
csoportjaként funkcional [26]. Késbbbiekben a viszonylag nagyméretl a biotin-ligaz
felismer6 szekvenciajat kombinatorikus peptidkdnyvtar segitségével minimalizaltak, igy
egy olyan 15 aminosavbdl dsszeall6 motivum j6tt 1étre (AviTag), melyet az E. coli biotin-
ligaz (BirA) a természetes szubsztratjaval megegyezd hatékonysaggal biotinilal [27]. Az
AviTag-gel jeldlt fehérjék enzimatikus biotinilacioja in vitro koérulmények kozétt, a
fehérjeszintézist kovetben, illetve a sejteken bellil, a célfehérje transzlacidjaval szimultan
is kivitelezhet6 [28]. Ez utobbi esetben olyan sejteket kell alkalmazni, melyek a BirA
enzimet kédold plazmidot is hordozzak, minek kdvetkeztében a célfehérje szintézisének
hatékonysaga visszaesik.

A biotin-sztreptavidin kélcsdnhatast hasznalja ki az un. StrepTag rendszer is,
melynek alapjat egy peptidkdnyvarbdl izolalt, 38 aminosavbdl all6, sztreptavidinhez
erdésen és szelektiven kotédd peptid adja [29]. Azon tul, hogy a StrepTag cimkézett
fehérjék rendkivul szelektiven kapcsolddnak a sztreptavidinhez, elucidjuk az AviTag-gal
jelélt fehérjékkel megegyezdé modon, gyengéd korilmények kdzott kivitelezhetd, ugyanis
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a sztreptavidinhez nagysagrendekkel erésebben koétéddé biotin  leszoritia az
affinitastisztitdsra hasznalt gyantarél a célfehérjét. Mindezen tulajdonsagoknak
készbnhetbéen a rendszer segitségével egy |épésben nagy tisztasagu és nativ
konformacioju fehérje allithaté eld. A utodbbi iddben az eljarast tovabbi optimalizaciéon
esett at, létrehoztak a 8 aminosavas StrepTag ll-t, amely amellett, hogy méretben
kevesebb mint negyede az eredeti cimkének, még szelektivebben is koétédik a
sztreptavidin mutans variansahoz (Strep-Tac) [30].

Az utolsokeént ismertetésre kerild affinitascimke csalad tagjai elsésorban nem a
fehérjék tisztitasat, sokkal inkabb szelektiv detektalasukat szolgaljak. Az epitop cimkék
aminosav-szekvencidjukban nem mutatnak hasonlosagokat, k6zds tulajdonsagaik
annyiban kimertlnek, hogy kisméretliek, igy varhatéan nem befolyasoljak a célfehérje
tulajdonsagai, illetve magas szelektivitasu ellenanyagokkal detektalhatok. A csalad
legismertebb képvisel6i a 8 aminosavas, mesterségesen tervezett hidrofil peptid (FLAG),
a human influenza hemagglutininbdl szarmazo 9 aminosavbal allé cimke (HA) és a MYC
protoonkogén transzkripcios faktor egy 11 aminosavas részletét magaba foglalé peptid
(Myc) [31][32]. A harom affinitascimke kdzil a FLAG alkalmazhaté legaltalanosabban,
mivel az anti-Myc ellenanyagok promiszkuisak, a HA pedig apoptotikus sejtekben
gyorsan degradalédik [22][373].

1.4. Fehérjeszintézis in vitro transzlacioval

A megel6z6 fejezetek roéviden koérvonalaztak a rekombinans fehérjeszintézis
tertletén toértént fejlesztéseket, és vazlatosan bemutattdk a prokariéta sejtekben
kivitelezett fehérjetermelés soran felmertilé problémakra alkalmazhaté megoldasokat. Az
optimalizalt rendszerek ellenére az eukaridta fehérjék nativ térszerkezet(, funkcionalis
formaban valo elballitasa sok esetben csakis valamilyen eukariéta, leggyakrabban
éleszt-, rovar-, illetve emléssejtekben jar sikerrel, és habar napjainkban mar ezeknek a
rendszereknek is vannak viszonylag kénnyebben hasznalhatd valtozatai, az eukariota
fehérjék elballitasa tovabbra is kbltséges és kdrilményes folyamat maradt. Az eukaridta
sejtes rendszerek metodikailag nagymértékben kilénbdznek egymastdl, és legtébb
esetben megfeleléen miszerezett és dedikalt laboratériumokat igényelnek [34]. Ezen
megkdzelitések ismertetése tulnyudlna a dolgozat keretein, igy a tovabbiakban nem
kerllnek targyalasra.

Az idealis rekombinans fehérjetermeléssel szemben tdmasztott tovabbi fontos
elvaras az, hogy atereszt6képessége a genomikai és transzkriptomikai kutatasoknal
lathatokkal 6sszevethetd legyen. Habar szamos térekvés van ilyen iranyu fejlesztésére, a
sejtes fehérjetermeld rendszerek csak korlatozottan képesek kielégiteni ezeket az
igényeket [35].

A mult szédzad dereka 6ta tudott, hogy a transzlacié nem igényel intakt sejteket,
megfeleld korilmények és komponensek biztositasaval a fehérjék szintézise a
sejtkivonatokban in vitro is megtorténik [36]. E jelenségnek kdszdnhetben, az in vitro
transzlacié alkalmazasaval kerilt megfejtésre a genetikai kédszoétar, és ezen keresztil
ismerhettiik meg a transzlacié alapveté6 mechanizmusat is [37][38]. A korai kisérletek
soran az in vitro transzlaciora nem tekintettek ugy, mint lehetséges fehérjetermel6
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rendszerre, a fehérjeszintézis templatjaként a kivonatban jelenlévd, endogén mRNS-ek
szolgaltak. Els6ként Nirenberg és mtsai. a genetikai kodot feltaro kisérleteik soran adtak
szintetikus mMRNS-eket az E. coli sejtkivonatokhoz, a késébbiekben pedig a buzacsira és
nyul retikulocita fehérjekivonatrol is igazoltak, hogy exogén mRNS hozzaadaséaval
alkalmasak lehetnek heteroldg fehérjék eléallitasara [39][40].

Jollehet az exogén mMRNS-sel mikddo in vitro transzlacio megjelenése jelezte a
rendszer iranyitott fehérjetermelésre t6rténd alkalmazhatésagat, a gyakorlati
megvalosulas még évtizedekig varatott magara. Az ilyen célokra optimalizalt kivonatok
csak a 80-as években jelentek meg. Habar az azéta eltelt idében mintegy tucatnyi
élélénybdl allitottak el6 rekombinans fehérje termelésére alkalmas teljes fehérjekivonatot,
legaltalanosabban tovabbra is az E. coli, nyul retikulocita, illetve a buzacsira alapu
rendszerek kerllnek alkalmazasra [41].

Az in vitro transzlacio alapjat a sejtekbdl izolalt, transzlacios faktorokat, aminoacil-
tRNS-szintetazokat és riboszOmaalegységeket tartalmaz6 elegy adja, ami
tulajdonképpen egy teljes sejtkivonattal egyenld. A sziikséges kivonat elméletileg
barmilyen fehérjeszintézisre képes sejtbél kinyerhetd, a gyakorlatban azonban leginkabb
a fentebb jelzett harom organizmus szolgal a transzlacios apparatus forrasaként.

Az E. coli sejtek kénnyen tenyésztheték, és endogén mMRNS-t6l mentes
fehérjekivonatuk is viszonylag egyszerlen elkészithetd, igy az in vitro transzlaciora
alkalmas elegy el6allitasi koltsége elenyész6 [42]. A kivonat alkalmazasanak tovabbi
elénye, hogy prokaridta eredetének megfelelben az mRNS szintéziséhez szikséges
transzkripcié és transzlacio egy reakciotérben, kapcsoltan kivitelezheté. Vonzo
tulajdonsagai ellenére a rendszer eukaridta fehérjék szintézisére torténd alkalmazasa
megfontolandd. A prokariéta transzlaciés mechanizmus, a megfeleld dajkafehérjék és
poszttranszlacios modositdsok hidnyanak kovetkeztében a magasabb rendd
organizmusok fehérjéi gyakran hibas térbeli szerkezetet vesznek fel és kicsapddnak. A
harom in vitro transzlacios rendszert dsszehasonlito kisérlet igazolta, hogy az eukariota
fehérjék transzlacidja gyakran részleges az E. coli eredetl transzlacios elegyben, a
szintetizal6dé fehérje a stop kodon elérését megel6z6en elhagyja a riboszomat [43].

A nyul retikulocita kivonat alkalmazasa soran nem szembesiilink a helytelen
fehérjehajtogatas kérdésével, a rendszer legnagyobb hatuliitéje annak magas kdltsége.
A retikulocita tisztitashoz ugyanis nagy mennyiség acetilfenil-hidrazin-kezeléssel
anaemiassa tett nyul vére szilkséges, és az endogén mRNS eltavolitdsahoz mikrokokkalis
nukleazzal kell kezelni a kivonatot [40]. A retikulocitan alapuld in vitro transzlacio
hasznalata soran tovabbi nehézséget jelent, hogy a retikulocita globinra optimalizalt
kodonhasznalata koévetkeztében mas fehérjék szintézise kevésbé hatékony, illetve a
magas endogén hemoglobintartalom megnehezitheti a termék tisztitasat.

A buzacsira embridban a transzlaciés rendszer komponensei dehidratalt, inaktiv
allapotban varakoznak a csirdzaskor beinduld nagyléptékl fehérjeszintézisre. A
buzacsira kdnnyen elérhetd, endogén mRNS-tartalma alacsony, rugalmas kodon-
hasznalatanak koszonhetéen pedig a kilénbdz6 organizmusokbdl szarmazo, eltéré
kodonpreferenciaval rendelkezd kodold régiokrél kdzel azonos hatékonysaggal
szintetizélja a fehérjéket [44]. A rendszer optimalizalasa soran kulcsfontossagu volt a
kivonatban a preparacio nyoman megjelend fehérjeszintézist gatldo inhibitorok
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azonositasa. A tritin N-glikozidaz aktivitasa révén a 28S riboszomalis RNS egy
meghatarozott nukleotidjardl tavolit el egy adenint, mig a tionin a 43S transzlacios
iniciaciés komplex kialakulasat gatolja [45] [46]. Ezen endospermiumban lokalizalodo
inhibitorok intenziv vizes mosassal térténd eltavolitdsa szignifikansan néveli a buzacsira-
kivonat transzlacios aktivitasat [47].

Az altalanos eukaridta transzlacio-iniciacié alapvetd dsszetevéi az mRNS érése
soran kialakulé 5’ metilguanozin sapka és 3’ poliA farok, ezek hianyaban a
fehérjeszintézis hatékonysaga meg sem kozeliti az elérheté maximumot [48]. Az in vitro
transzlaciéban hasznalatos mMRNS maga is in vitro kerll eléallitasra, és a sziikséges 5’
sapka a transzkripciot kdvetéen csak egy alacsony hatékonysagu reakcidban illesztheto
az mRNS-re. Raadasul a reakciot kdvetéen oldatban maradt, felesleges 7-metilguanozin
dinukleotid kompetitiven koétédik a sapkakétd elF4E fehérjéhez, tovabb rontva a
transzlacié hatékonysagat [47]. Az mRNS masik végén elhelyezkedd poliA farok
biztositasa szintén nehézséget jelent, mert a hosszu polidT/dA szekvenciakkal
rendelkezé plazmidok stabilitasa alacsony, ilyen szekvenciakat nem tanacsos a
transzkripcidés templatként hasznalt plazmidokba épitenii Az mRNS 5 vég
poszttranszkripcios modositasaval dsszefliggd nehézséget a dohany mozaik virusra
(TMV) iranyulo kutatasok eredményeinek felhasznalasaval sikerilt kikliszobéini. A TMV
sok mas virushoz hasonldan, az eukariota sejtek alapvetd transzlacios mechanizmusanak
megkerilésével biztositja sajat fehérjéinek szintézisét. A virus evollcidja soran olyan 5’-
és 3’-véqi, transzlaciét fokozo szekvenciak jelentek meg, melyek sem sapka motivumot,
sem poliA farkat nem tartalmaznak. E megfigyelésekbél kiindulva olyan, mRNS-t hoztak
létre, mely az 5’ végén a TMV 71 bazisnyi, transzlaciot fokozé szekvenciarészletét (Un. Q
szekvencia) és egy azt megel6z6 GAA nukleotidtripletet hordozott. A mérési eredmények
alapjan az ily médon létrehozott mRNS transzlacios hatékonysaga mintegy 75%-a a
természetes, metil-guanozin sapkat hordoz6 mRNS-ének [49]. A kutatécsoport azt is
igazolta, hogy a tébb szaz adeninbdl allé 3’ farok megléte nem fontos a transzlacié
szempontjabdl, az kivalthaté egy néhany tiz adeninos motivummal és egy azt megel6z6,
tetszdleges nukleotidokbdl allé, nem transzlalodo régidval [49]. Az ily médon |étrehozott
pEU3b vektorrél SP6 RNS polimerazzal atirt mRNS-ben a metilguanozin sapkat a GAA
triplet és a TMV Q szekvencia helyettesiti, mig a poliA farok helyén egy 1500 nukleotid
hosszusagu 3’ nem transzlalodo régio talalhato (1. abra).

A Kkorai heterolog fehérjék termelésére kifejlesztett in vitro transzlaciés
rendszerek reakcidelegye egy fazisban tartalmazta a sejtkivonatbdl szarmazé
transzlaciés apparatust és a hozza adott exogén mRNS-t, az aminosavakat, az ATP-t, a
GTP-t, valamint olyan energiaregenerald rendszereket, mint a kreatinfoszfat-kreatin-
kinaz vagy a foszfoenol-piruvat-kinaz. Habar ez a fajta elrendezés a fehérjék rendkivl
gyors és egyszer( eldallitasat teszi lehetdve, kapacitasa korlatozott, csak pg alatti
fehérjemennyiségek szintézisére alkalmas. A reakcié a Mg*-nal komplexet képzd
anorganikus foszfat felhalmozddasa, az energiaforrasok kimerilése miatt, illetve a
szintetizalt fehérje esetleges transzlaciét gatld hatasa kdvetkeztében néhany éra alatt
leall [50]. Sok esetben mar az ilyen nagysagrend( fehérje elballitasa is elegendd kisérleti
anyagot biztosithat fehérjekdlcsénhatas vizsgéalatokhoz, illetve enzimaktivitas
mérésekhez, de legtdbbszér ennél nagyobb mennyiségu fehérje kinyerése kivanatos.
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1. abra A pEU3b vektor vazlatos szerkezete.

Az in vitro transzlacié hatékonysaganak noévelésére el6szér a folyamatos
aramlasos sejtmentes (continuous-flow cell-free, CFCF) elrendezés jelent meg [51]. A
CFCF rendszerben a transzlacios apparatust €és mRNS-t tartalmazo elegyen keresztul
folyamatosan aramoltatjuk az energiat és aminosavakat egyarant tartalmazo puffert (2.
abra). Habar a modositds a fehérjeszintézis hatékonysaganak tobb szazszoros
emelkedését eredményezte, Osszeallitasa korlilményes és koltséges, igy tovabbi
fejlesztésre szorult. A CFCF alternativajaként szolgalhatnak az ahhoz hasonlo
hatékonysagu, de joéval egyszeriibben kivitelezhetd, folyamatosan cserél6dé
(continuous-exchange cell-free CECF) és kétrétegli (bilayer) rendszerek (2. &bra)
[52][49]. Az elb6bbi valtozatban az energia és szubsztrat utanpotlasat biztosité puffer
dializis membrannal keril elvalasztasra a transzlaciés apparatust és mRNS-t tartalmazé
reakciotértdl, mig a kétrétegl elrendezésben a nagyobb slrliségl transzlacios elegyet
egyszerlien az utanpétld puffer ald rétegezzik. Mindkét elrendezés alkalmas
milligrammos nagysagrendl fehérjetermelésre - a CECF némileg hatékonyabb, a
kétrétegli azonban jobban megfelel a nagy ateresztéképességli rendszerek elvarasainak.

Termék

I Melléktermék

Utanpotlo elegy

Transzldcios tér

Transzlacids tér Transzlacids tér

L =

CFCF CECF Kétrétegl

2. abra Az in vitro transzlacio hatékonysagat fokozé CFCF, CECF, valamint kétrétegli
rendszerek elrendezése [53].

19] Oldal



dc_1875 21

A buzacsira in vitro transzlaciordl igazoltak, hogy a felhasznalasaval termelt
eukariéta fehérjék nagyrésze nativ szerkezetét vesz fel és enzimaktivitdssal is
rendelkezik. Az in vitro kinaz aktivitas-mérések alapjan a vizsgalt mintegy 500
Arabidopsis fehérjekinaz kozel fele rendelkezett aktivitassal a buzacsira kivonatban
torténd transzlaciét kdvetden [54]. Késdbbiekben azt is bizonyitottak, hogy a buzacsira
alapu transzlacio alkalmazhatosaga nem korlatozodik néveényi fehérjék elballitasara. A
mintegy 13 000 kilénb6z6 human fehérjét tanulmanyozo, atfogo kisérlet soran a fehérjék
dontd része megfelel6 térszerkezettel és hatékonysaggal termel6dott [55]. A ket
kdézleményt 6sszevetve lathatd, hogy a human fehérjék elballitasa sikeresebb volt, mint a
néveényi protein kindzoké. Az elsd ranézésre meglep6 eredményre magyarazatot adnak
az alkalmazott affinitascimkék. Az Arabidopsis kinazainak termelése soran fehérjék
egyoOntetien N-terminalisan lokalizalt Hiss cimkével rendelkeztek, mig a human fehérjéket
toébbféle jeldléssel szimultan transzlaltak (ugymint a kisméret(i Hiss, FLAG, Strep-Il, és
oldhatésag névelé6 GST és MBP), minek kévetkeztében a megfelelé affinitdscimke
alkalmazasa a fehérje oldhaté formaban torténd szintézisét eredményezhette. A
buzacsira alapu in vitro transzlacidéban rejl6 lehetbségeket jol illusztralja, hogy a fenti,
~human fehérjegyarnak” keresztelt rendszer segitségével egy tébb mint 13 000 fehérje
pontot hordozé chipet tudtak Iétrehozni [55].
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2. A plazmaproteom diagnosztikaja

2.1. A human plazmaproteom diagnosztikai jelentésége

Habar minden testfolyadék analizise diagnosztikai jelentéséggel bir, kétségkiviil
mind koézul a vérplazmat vizsgaljak leggyakrabban. A szérum Odsszetétele nagyrészt
megegyezik a plazmaéval, a legfébb eltérés a véralvadassal egyitt jard proteolitikus
folyamatok nyoman kialakulé fehérjefragmentek megjelenésében, illetve a fibrinogén
hianyaban mutatkozik meg. A vérvételt kdvetd in vitro proteolizis megjésolhatatlanul
hasithatja az adott vizsgalat targyat képz6 analitot is, ezért a diagnosztika preferalt mintaja
legtdbb esetben a vérplazma [56].

A vérplazma népszerliségének hatterében a phlebotomia rutinszerd
kivitelezhet6sége és a helyesen tarolt minta viszonylagos stabilitasa mellett, legfébb
okként elemzésének rendkivil nagy informacidtartalmat talalhatjuk. A vérplazmaban
némi tulzassal barmelyik szévetben expresszalt fehérje megjelenhet, ennek megfeleléen
a szervezet legkomplexebb proteomjaval rendelkezik. A plazmaban eléforduld fehérjéket
az alabbi fébb kategoriakba oszthatjuk [57]:

Klasszikus vérplazmafehérjék: A plazmaban funkcionald, dontd részt a maj és belek altal
termelt fehérjék (pl. albumin). Molekulatomeglik altalaban a vese filtracios hatara felett
van, és hetekig vannak jelen a keringésben.

Immunglobulinok: A plazmaban funkcionalnak, de jellegzetes szerkezetiik és rendkiviili
sokszinlséguk — becslések szerint 10 millio kulénféle Ig kering a plazmaban — miatt kilén
csoportba kerultek. Molekulatémeguk alapjan a plazma legnagyobb méretl fehérjéit
adjak.

Endokrin receptor ligandok: Méretiknek megfeleléen gyorsabban, illetve lassabban
Urilnek a keringésbdl (pl. inzulin, illetve eritropoetin).

Parakrin receptor ligandok: Alacsony molekulatdémeg( lokalisan haté peptidek. (pl.
citokininek)

Vezikularis transzportban szerepet jatszo fehérjék: Valtozatos fehérjecsalad (pl. klatrin)
Sejtroncsolddas kdvetkeztében megjelend fehériek: Kulonbodzé szdvetekbdl szarmazdéd
rendkivil valtozatos fehérjék (pl. troponinok)

Aberrans fehérjeszekrécio kbvetkeztében megjelend fehérjék: Fizioldgias koérilmények
kdzott nem szekretalt fehérjék. Altalaban tumoros sejtekhez kéthetd az aberralt
fehérjeszekrécié (pl. PSA).

Idegen fehérjék: Fert6zés nyoman megjelendé mikroorganizmusok, parazitak fehérjéi.

A plazma fehérjéinek tanulmanyozasa a XIX. szazadban vette kezdetét, és a kor
technikai lehet6ségének megfeleléen sokkal inkabb egyes fehérjecsoportok (pl. a vizben
oldhatatlan globulinok), mint egyedi fehérjék vizsgalatat jelentette, de a marhaszérumban
legnagyobb mennyiségben jelenlévd fehérjét, az albumint mar ekkor sikerult izolalni és
kristalyositani [58].

A plazmaproteom részletes feltarasat a szeparacidés, és még inkabb a
tomegspektrometrias metodikakban bekdvetkez6 fejlédés tette lehetévé. A mult szézad
80-as éveiben a 2D-gélelektroforézissel kombinalt fehérje-mikroszekvenalas volt az
altalanosan alkalmazott plazmafehérje-vizsgalati eljarés, és ezzel a megkozelitéssel
néhany tucat fehérje kerilt azonositasra [59]. A proteomika fejlédési Iéptéke néhany
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évtizede korabban elképzelhetetlen mértéket 6ltétt, és ennek kdvetkeztében a fehérje-
tomegspektrometria felbontasa és érzékenysége dramain megndvekedett. A
napjainkban elérheté miszerezettség és fehérje-adatbazisok segitségével egyetlen
mintabdl akar ezres nagysagrendben azonosithatok a fehérjék, minek nyoman a
tdmegspektrometria a biomarker-kutatas egyik legfontosabb eszkdzévé valt [60]. A
proteomanalizis nagy koltség- és miuszerigényét figyelembe véve 35 laboratérium
egylttmikoédésével indultak a plazma teljes fehérjekészletének feltarasara iranyuld
kutatasok a kétezres évek elején. A kezdeményezes nyoman létrejott Human Plasma
Proteome Project adatbazisaban jelenleg 3509 fehérje talalhato, de ez a szam minden
bizonnyal névekedni fog. A varakozasok szerint a vérplazma fehérjéi tizezres
nagysagrendben lehetnek [61].

A plazmaproteomikanak csak egyik nehézségét jelenti a rendkivili komplexitas,
az analizis soran egy tovabbi kiilénleges kihivast jelent az egyes fehérjék koncentracidi
tulnyomo részét a klasszikus plazmafehérjék és az immunglobulinok adjak. A plazma
legabundansabb fehérjéje az albumin dnmagaban felelSs a teljes fehérjekoncentraciénak
tébb mint feléért, mig az immunglobulinok az 6sszfehérje-mennyiségnek mintegy 40%-
at adjak [62]. Ezekkel a mennyiségekkel all szemben pl. a gyulladasos és fertézéses
folyamatok indikatoraként mért IL-6 5 pg/ml alatti koncentracidja, igy kijelenthetd, hogy a
klinikumban detektalt fehérjék koncentracidja k6zott akar tiz nagysagrendnyi kilénbség
is lehet [63]. Az abundans fehérjék nagy mennyisége a tdmegspektrometria soran
gatolhatja az alacsony koncentracioju proteinek azonositasat, ezért a mérések elétt a
vérplazmat a klasszikus plazmafehérjékre és immunglobulinokra altaldban depletaljak
[64].

Habar a plazma teljes fehérjekoncentraciojanak, illetve egyes fehérjecsaladok (pl.
kilénb6zd Ig-k) mennyiségének meghatarozasa is diagnosztikai jelentéséggel
rendelkezik. A vérplazma fehérjéinek klinikai vizsgalata leggyakrabban egy adott
fehérjére szelektiv modon térténé mennyiségi meghatarozasat jelent [65]. A klinikailag
fontos biomarkerek donté tobbsége a koncentracio tekintetében alulreprezentalt fehérjék
korébdl kerdl ki, ami megneheziti kvantitativ meghatarozasukat. A klinikai biomarker-
analizist tovabb neheziti, hogy a tdmegspektrometrias kutatasokban bevett, abundans
fehérjék depletalasara hasznalt eljarasok Osszetettek, koltség- és id6igényesek, igy a
rutin diagnosztikaban nem alkalmazhatok. Ezen tényezdk nyilvanvaldva teszik, hogy a
diagnosztikai mérésekkel szemben tamasztott két f6 kdvetelménynek - ium. a magas
szelektivitas és nagy érzékenység - komoly kihivas eleget tenni.

2.2. Az akut miokardialis infarktus biomarkerei

Az akut miokardialis infarktus (AMI) egyike a legelterjedtebb és legnagyobb
mortalitdsi arannyal rendelkezd civilizacidos betegségeknek, progndzisat pedig
elsédlegesen meghatarozza a lehetd legkorabbi adekvat beavatkozés. A megfeleld
terapias protokoll pontos és gyors diagnosztikat feltételez, ami az AMI esetében nem
trivialis feladat, ugyanis klinikai megjelenési formaja rendkivul valtozatos, fugg a
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nekrotizalt szivizomtertlet kiterjedésétdl és lokalizaciojatdl, a beteg koratdl és nemétdl,
valamint a komorbiditasoktol [66].

Az AMI egyértelm( diagnosztizalasara toébb definicié is sziletett, a legkorabbi a
WHO altal kerilt jovahagyasra 1979-ben. A meghatarozas szerint a kdvetkez6 harom
feltétel kozll - um. i.) sulyos és tartos mellkasi fajdalom, ii.) jellegzetes EKG-elvaltozasok,
iii.) vérben mérhet6 emelkedett enzimaktivitasok - kdzul kettd teljesilése esetén AMI-rol
beszélhetlink [67]. A protokoll tdbb enzimaktivitas egylittes meghatarozasat javasolta, igy
a mért enzimek kdz6tt szerepeltek a kreatin-kinazok (CK), az enzim MB izoformakbal allo
komplexe, a laktat-dehidrogenaz (LDH), valamint az aszpartat-aminotranszferaz (ASAT).
Az enzimaktivitdsok nyomon kdvetése sok esetben dontd jelentéségl a diagndzis
felallitasahoz, ugyanis az AMI nem mindig jar egyltt EKG-valtozasokkal, és ezekben a
esetekben az enzimaktivitasok mérésébdl szarmazo eredmények elengedhetetlenek a
diagnozis felallitasahoz [68].

A WHO Altal javasolt enzimek déntd része napjainkra teljes mértékben kiszorult
az AMI diagnosztikabol. Az 50-es években szivizomnekrozis detektalasara elséként
alkalmazott fehérje, az ASAT vérben torténd megjelenése nem Kkorlatozodik a
kardiomiocita karosodasra, mivel az enzim a majban, a vesében, az agyban és a
vazizomban is kifejezédik, igy nem teljesiti a szovetspecifikus biomarkerekkel szemben
tamasztott kritériumokat [69]. Az AMI diagnosztikdban kés6bbiekben alkalmazasra kertilo
totdl CK és LDH aktivitas mérések alkalmazhatésagat szintén az ASAT-nal latott
széleskorl szoveti fehérjeexpresszio kdvetkeztében fellépé alacsony specificitas
korlatozza [70].

A CK fehérje alegségeinek izom (M) és agy (B) izoformaja kodolt a human
genomban, és az enzim dimer formaban nyeri el aktivitasat. A két alegységvariansbdl
kialakulo dimerek koézll a szivizomban legmagasabb aranyban eléforduldé MB forma
szelektiv kimutatasara alkalmas protokoll kidolgozasa lehetévé tette a szivizom-
karosodas enzimaktivitds-mérésen keresztil térténd detektalasat [71]. A CK-MB
mennyiségi meghatarozasahoz sziikséges id6t jelentdsen leréviditették, az eljarast pedig
automatizalhatova tették a korabbi elektroforézisen alapuldé modszert levaltd
immunokémiai technikak, minek kévetkeztében a CK-MB kvantitativ meghatarozasa a
mult szazad 80-as éveiben az AMI diagnosztika sztenderd részéveé valt [68]. Napjainkban
azonban CK-MB meghatarozasa egyre kisebb jelentéséggel bir, ugyanis az AMI mellett
szamos mas patoldgias elvaltozas és trauma is az enzimaktivitas plazmai emelkedésében
nyilvanulhat meg, igy mérése gyakran fals pozitiv eredményekhez vezet [72]. A CK-MB
mérése melletti érvként egyedill az szélhat, hogy az enzim a mioglobinhoz hasonldan az
AMI un. korai markerei kzé tartozik, ugyanis szintje az infarktus bekdvetkezte utan mar
1-2 6ran belll emelkedik a keringésben (3. abra) [73].

Az AMI diagnosztikajaban Hugo Katus felfedezése hozott forradalmi valtozasokat.
Katus és kollégai a mult szdzad 80-as éveiben a szivizom miozin kénnyl lancéra generalt
poliklonalis ellenanyagokkal a kardiomiocita specifikus troponin T izoformat (cTnT) is
izolaltéak, majd a fehérjére ELISA-t (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) fejlesztettek
[75]. Ezek az eredmények hosszabb tavon az AMI-diagnézis uUjra definidlasahoz vezettek,
amennyiben mind az Amerikai (ACC), mind az Eurdpai (ESC) Kardioldgiai Tarsasag a
kardialis troponinokat jelélte meg a betegség meghatarozandé biomarkereiként [76].
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3. abra Az AMI-biomarkerek mennyiségi valtozasa az AMI kezdetétdl szamitott idé
fliggvényében [74].

A harantcsikolt izom kontrakcidjanak szabalyozasaban szerepet jatszo
heterotrimer troponin komplex Tnl, TnT és TnC alegységbél épdil fel. A komplex fehérjéi
jol elhatarolhaté funkciokkal birnak, miszerint a TnT a tropomiozinra horgonyozza a
heterotrimert, a C alegység Ca?-kété képességgel rendelkezik, mig az inhibitor
alegység, a Tnl Ca?* hianyaban az aktinhoz kapcsolédva gatolja az aktomiozin ATP-az
funkcidjat. A szarkoplazmabdl kiszabadulé Ca?" a TnC-hez kétédik, melynek C-terminalis
doménje igy a Tnl-hez kapcsolodik, és ez az atrendezédés végsé soron
izomobsszehuzédashoz vezet (4. abra) [77].
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4. abra A TnC, Tnl és TnT fehérjékbdl feléplilé kardialis troponin komplex
szerkezete [74].

A heterotrimer mindhdrom alegysége izomtipusra jellemz6 izoformakkal
rendelkezik. A Tnl és TnT 3-3 izoformajat a lassu és gyors vazizomra, illetve a szivizomra
specifikus gének kodoljak. Ezzel szemben TnC-nek csak két izoformaja ismert, ugyanis a
felnétt szivizomban és lassu vazizomban azonos izoformak talalhatok [78]. Mindezek
figyelembevételével a szivizomnekrozis detektalasara a troponin komplex TnT és Tnl
alegységei alkalmasak.

24|01dal



dc_1875 21

Napjaink altalanosan elfogadott szivmarkerekeinek, a troponin | és T fehérjéknek
a meghatarozasa egyforman elterjedt, diagnosztikai €s prognosztikus értékiket tekintve
nincs szignifikans kilénbség kozottik. A cTnl és cTnT AMI diagnosztikdban vald
alkalmazhatdsagara iranyulo vizsgalatok eltérd érzékenységet és specificitdsat mutattak,
de igazolodott, hogy ezen eredmények hatterében az alkalmazott analitikai modszerek
és mintakezelési eljarasok kildnbségei alltak [79]. Mindkét troponin plazmai
koncentracidja az AMI bekdvetkezte utan 3-6 éraval indul jelentés ndvekedésnek, és tobb
napig emelt szinten marad. Mivel vérben mérhetd koncentraciojuk jél korrelal a
szivizomnekrozis kiterjedtségével, mennyiségi meghatarozasuk lehetévé teszi a
karosodas mertékének megitélését, a betegség lefolyasanak monitorozasat, az esetleges
ujbdli infarktus detektalasat, valamint a terapia eredményességének kdvetését is [80].
Egy, az utobbi id6kben megjelent vizsgalat szerint a cTnl az AMI diagnosztikaban a cTnT-
nél specifikusabb markernek tekinthetd, ugyanis ez utébbi fehérje a szivizmon kivil a
regeneralédd vazizmokban is kifejezddik, igy a neuromuszkularis betegeknél a normal
cTnl érték emelkedett cTnT szinttel parosulhat [81]. Megjegyzendd, hogy nagyfoku
specificitasuk ellenére, a kardialis troponinok az AMI mellett egyéb korképekben (pl.
szivelégtelenség, veseelégtelenség, gyulladas, tiddéembodlia stb.) is emelt szinten
lehetnek jelen a keringésben, igy egyedili paraméterként nem alkalmasak az AMI
azonositasara [82].

A troponin | izoformai a 21-24 kDa mérettartomanyba esé, erésen bazikus
fehériegk (pl > 9,5), és habar magas aminosavszekvencia-homologiat mutatnak
egymassal, a cTnl N-terminalisan egy specifikus, 30 aminosavbdl allé peptidmotivum
helyezkedik el (5. abra). A cTnl szelektiv kimutatasat a vazizomra jellemzé troponin I-kel
valo nagyfoku hasonlosag mellett tovabbi tényezdk is nehezitik. A mérések alapjan 4-12
mg/g cTnl taldlhaté a szivizomban, és a fehérjének tdbb mint 90%-a az aktin-miozin
komplexhez kotétt, igy az AMI korai fazisdban, amikor csak a szabad forma kerl
keringésbe alacsony, ng/ml-nél kisebb fehérjekoncentraciokat detektalni képes
modszerek sziikségeltetnek a kardiomiocita nekrézis kimutatasahoz [83]. A plazmaban a
cTnl monomer mellett cTnl-cTnC és TnT-cTnl-cTnC komplexek formajaban is
megjelenik, igy az idealis diagnosztikai rendszertél mindharom forma felismerése
elvarhaté [84]. A cTnl alacsony vérplazmai koncentraciojabol fakadd problémat tovabb
sulyosbitja a rendkiviil gyors proteolitikus degradacio, melynek soran a fehérje N- és C-
termindlis vége egyarant lehasad [85]. Mindezek mellett a cTnl-en bekdvetkezé
poszttranszlaciés modosulasok is hozzajarulnak a szelektiv kimutatast akadalyozé
tényezdkhoz. A polipeptid lancban 12 szerin, 8 treonin és 3 tirozin talalhato, és a
prediktalt 18 foszforilaciés hely tdbbsége a kisérleti eredmények alapjan valdban
foszforilalédik is. Tobbek kdzétt igazoltak, hogy az N-terminalison elhelyezkedd protein
kindz A (PKA) szubsztratfelismerd helyén (RRRSS) a Ser23 és Ser24 aminosavak
egyarant foszforilalédnak, és a médositas a szivizom diasztolés funkcidjanak fokozasahoz
vezet. Ugyanezen aminosavakat az in vitro kisérletek eredményei alapjan a protein kinaz
C és D csalad tagjai (PKC-B, PKC-¢, PKD) is foszforilalhatjak [86]. A diagnosztika soran
azt is szem el6tt kell tartani, hogy cTnl magas pl értékének kévetkeztében a heparinnal
kdlcsbnhat, igy a heparinos plazmaban mért értékek a valésnal alacsonyabbnak
adddhatnak [87].
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5. abra A troponin | izoformak aminosav-szekvencia homologiaja.
Lassu vazizom (TNNI), szivizom (TNNI3) és gyors vazizom (TNNI2) troponin | izoforma.

............................... EEKRNRAI T

2.3. Ellenanyagok diagnosztikai alkalmazasa

Amint ezt korabban jeleztem, az idedlis fehérje biomarkereken alapulo
diagnosztika két f6 kritériuma a magas foku szenzitivitas és specificitds. Ezen
elvarasoknak az enzimaktivitassal rendelkezé biomarkerek esetén legegyszeribben az
egyes aktivitasok mérésével lehet megfelelni, és ez a megkdzelités mar évtizedekkel az
aktivitasokért felelés fehérjék azonositasa el6tt a diagnosztika részét képezte. A mult
szazad elso felében a vérszérum savas, illetve alkalikus foszfataz aktivitasanak mérése a
prosztatatumor, illetve kilénb6z6 csontbetegségek diagndzisanak felallitasaban kapott
szerepet [88]. Az aminotranszferazok mérésének jelentéségét elséként egy 1954-ben
megjelent kdzlemény igazolta, amelyben a szerzdk bemutattak az akut miokardialis
infarktus és az emelkedett aszpartat-aminotranszferaz (ASAT) aktivitas kdzti kapcsolatot
[89]. Az enzimaktivitdson alapuld mérések nagy elénye, hogy nem szikséges a
vérplazma frakcionalasa és az azonositandd fehérje izolalasa, mert a megfelel
szubsztratok és reakciokorilmények megvalasztasaval kozvetlendl a mintabol
meghatarozhaté az analit mennyisége. Az enzimaktivitds-mérésen alapuld
fehérjemeghatarozasok viszonylag egyszerl és olcsé kivitelezhetésége eredményezte
az elsd szamitdgép-vezérelt, nagy ateresztéképességl diagnosztikai berendezést [90].
Habar a majfunkcié vizsgéalatara tovabbra is az aminotranszferaz aktivitas mérése a
legéaltalanosabban alkalmazott modszer, az enzimaktivitas-mérésen alapul6 diagnosztika
jelentésége hanyatléban van. A népszerliség vesztés oka alapvetéen két tényezbre
vezethetd vissza: egyrészt a vizsgalt enzimek nem szdvetspecifikusak, illetve az egyes
szOvetekre jellemzd izoformak a mérés el6tt elvalasztanddok, masrészt a moddszer
alkalmazhatdsagat erdsen korlatozza, hogy legtébb biomarker egész egyszeriien nem
rendelkezik enzimaktivitassal.

Az enzimaktivitdssal nem rendelkezé biomarkerek kimutatasa a mérendd
molekulat nagy szelektivitassal és affinitdssal kdtd receptorok segitségével valdsithatd
meg. A diabéteszkutatasok soran az ellenanyagokban ismerték fel azokat a
~receptorokat”, amelyek a vazolt elvarasoknak megfelelhetnek. Solomon A. Berson és
Rosalyn Yallow megfigyelték, hogy a hdnapok 6ta inzulinkezelés alatt allé6 betegek
vérébdl lassabban Grul ki az inzulin, igy hosszabb ideig van emelt szinten, mint azoknak
a pacienseknek a vérében, akik elsé alkalommal kapjak meg a hormonkezelést.
Elméletiiket — mely szerint a sertésbdl szarmazé inzulin hatasara megjelené szelektiv
ellenanyagok retardéljdk a hormon drulését — a kezelt betegek vérében kimutatott
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inzulinszelektiv antitestekkel igazoltak [91]. A kutatoparos felismerve az azonositott
ellenanyagokban rejlé lehet6séget kifejlesztette a diagnosztikai immunkémiat
megalapozo eljarast, a RIA-t (Radioimmunoassay) [92]. A mddszerfejlesztés soran a
vérben talalhatd inzulin méréséhez tengerimalacokban allitottak el inzulinszelektiv
ellenanyagot, melyet a paciensbdl szarmazé vérmintaval és radioaktiv joddal jel6lt
inzulinnal  kevertek 06ssze, majd az ellenanyagkotott és szabad  inzulint
papirkromatografiaval elvalasztottak. A kotott, illetve szabad formaban 1évd radioaktiv
inzulin ardnyanak szcintillografias meghatarozasaval mérhetdve tették az endogén inzulin
koncentracidjat. A kozlemény megjelenését kovetben az immunkémian alapuld
diagnosztika robbanasszeri fejlédésnek indult, melyhez a két kutatdé forradalmi
felfedezése mellett az is hozzajarult, hogy eljarasukat a betegek szolgalataba kivantak
allitani, ezért nem szabadalmaztattak.

A magzat fejlédési rendellenességeinek azonositasara, illetve Ujabban a
hepatocellularis karcinoma diagnosztikara alkalmazott ao-fetoprotein mérésére
kidolgozott eljaras tébb szempontbdl is meghatarozta a fehérjediagnosztika tovabbi
fejlédését [93] [94]. Egyrészt az a-fetoprotein detektalasa soran két analitra szelektiv
ellenanyag kerult alkalmazasra, az egyik a polisztirén fellleten rogzitve a fehérjemintabdl
térténd befogasat szolgalta, mig a masik funkcidja a befogott a-fetoprotein detektalasa
volt [95]. Ez az elrendezés szendvics elnevezéssel valt ismertté a szakirodalomban. A
kutatok emellett egy a megel6zd évben leirt Ujitast, az ELISA-t alkalmaztak az analit
koncentracidjanak meghatarozasara, miszerint a detektalasra hasznalt antitestet alkalikus
foszfatazzal konjugaltak, ily moédon enzimaktivitas mérésen keresztil hatarozhattak meg
a mintaban jelenlévd a-fetoprotein mennyiségét [96]. Ezek a fejlesztések tulajdonképpen
megalapoztadk az immunkémiai diagnosztika azéta is legaltalanosabban hasznalt
modszerét, az un. szendvics ELISA-t. A szendvics ELISA legfontosabb elényei, hogy
nincs szlikség a radioaktivan jel6lt analitra mivel a kérdéses fehérje koncentracidjanak
meghatarozasa nem kompetitiv médon torténik, illetve a modszer altalanosagban sem
igényel radioaktivitast, ezzel a mérések kivitelezése nagymértékben egyszerlisodik.
Mindemellett a két analitra szelektiv antitest egylttes alkalmazasa szignifikansan néveli
az eljaras specificitasat.

A RIA-val és a szendvics ELISA-val kapcsolatos fejlesztések — habar szamos
kozllik rutinszerlien alkalmazott az immunkémian alapulé diagnosztikaban — részletes
leirasa messze tulnyulna a dolgozat keretein, ezért itt csak a nagy ateresztéképességui
biomarker diagnosztikaban egyik legelterjedtebb ELISA valtozat, az un. elektro-
kemilumineszcencia immunovizsgalat (ECLIA) keril rovid ismertetésre. Az eljaras soran
a két ellenanyag kozil az analit befogasaért feleléset az elektrod fellletére vagy
magneses gyongyre kapcsoljadk, a masik pedig a befogott molekula detektalasat
szolgélja. Az ECLIA esetében a kimutatas az enzimaktivitdis mérése helyett elektro-
kemilumineszcencia segitségével térténik. Ennek megfeleléen a masodik ellenanyagot
egy gerjeszthetd molekulaval, altalaban trisz-(bipiridin)-ruténium kelat komplexszel
konjugaljak. A mérd elegy tripropil-amint (TPA) is tartalmaz, és az elektrdd fesziltség ala
helyezésével ruténium komplex és a TPA kozott beinduld redox ciklus a ruténium
fényemisszidjaval jar egyitt, és ez a jel fotoelektron-sokszorozéval mérhetévé valik [97].
A klinikailag validalt, kereskedelmi forgalomban elérhetd ECLIA tesztek kimutatasi hatara
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a pg/ml tartomanyt is elérheti, mintegy 6t nagysagrendnyi analit-koncentracio
tartomanyban adhatnak linearis jelet, a mérések kivitelezése pedig 10-20 percet vesz
igénybe [98].

A korai immunkémia eljarasok kizarolag poliklonalis antitesteket hasznaltak, és
habar ezek bizonyos kutatasi technikaknal (immunprecipitacio, kromatin-
immunprecipitacio, western blot) tovabbra is megkerilhetetlenek maradtak, a
diagnosztikai és terapias eljarasok soran szigoruan megkdvetelt folyamatos és azonos
mindségu elérhetdségik megvalosithatatlansaga miatt ezekr6l az alkalmazasi
tertletekrdl gyakorlatilag teljesen kiszorultak, és helyliket a monoklonalis ellenanyagok
vették at [99].

A monoklonalis ellenanyagok termelése a Georges J.F. Kdhler és César Milstein
altal kidolgozott hibridoma technikaval valt lehetségessé [100]. Kutatasaik soran birka
voOrdsvértestettel immunizalt egerek |épébdl izolalt B-sejteket fuzionaltattak
mielomasejtekkel, majd a sejteket hipoxantin, aminopterin, timidin (HAT) tartalmu
taptoldatban novesztették. Az immortalis mieléma sejtekben hibasan mikodik a timidin-
kinaz és a purinnukleotid-szintézis mentéutvonala, a B sejtek 1-2 hét alatt elpusztulnak,
igy a tetrahidrofolat-reduktaz inhibitort tartalmazé6 HAT médiumban csak a két sejttipus
fuziojabdl létrejott un. hibriddma sejtek élnek tul. A folyamat utolsd Iépéseként a
hibriddma sejtekbdl egyedi klonokat létrehozva azonosithatok az antigént legnagyobb
affinitassal koté IgG-t termelé sejtvonalak. A modszer elméleti lehetéséget teremtett az
allando minéségl ellenanyagok korlatlan ideji és mennyiségu el6allitdsara, igy oriasi
I6kést adott az antitestek diagnosztikai és terapias célu alkalmazasanak, minek
eredményeként a klinikkumban alkalmazott monoklonalis ellenanyagok szama mar
jelenleg is tébb szazra tehet6 [101] [102]. Figyelembe véve a tényt, hogy az antitesteken
alapulé modszerek fejlesztése a diagnosztika, mig az ellenanyagokat hasznal6é célzott
tumorterapia a gyodgyszerkutatasok legintenzivebben tanulmanyozott teriletei kbzé
tartoznak, a gyogyaszatban alkalmazott ellenanyagok szamanak tovabbi névekedése
prognosztizalhatd.

Habar az orvostudomanyokban betdltétt szerepiket és jelentéségiket nem lehet
tulbecsilni, az ellenanyagok alkalmazasanak van néhany korlatozé tényezéje. Ezek a
hatuliték részben az IgG felépitésére, részben pedig az eldallitdsuk modjara vezethetdk
vissza. Az IgG altalanos szerkezetérrél elmondhatd, hogy két-két nehéz és konnyl
lancbaol épll fel, melyeket diszulfidhid koétések tartanak &ssze. A négy alegységbdl
Osszealld 150 kDa-os molekula szintézisét kbvetden glikozilacios érési folyamaton megy
keresztll. A tetramert alkoto fehérjelancokat tovabbi doménekre osztva beszélhetiink a
nehéz lanc 3 konstans (CH) és 1 variabilis régidjardl (VH), mig a kénnyU lanc esetében
1-1 konstans (CL) és variabilis (VL) domén azonosithatd. Az antigén koétésében a
variabilis domének N-terminalis végén talalhaté komplementaritds meghatarozoé régiok
(CDR) un. paratop része jatszik kdzvetlen szerepet (6. abra).
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6. abra Az IgG molekula vazlatos szerkezete.

Az 1gG nagy mérete és komplex szerkezete mas-mas tekintetben, de egyarant
limitalja alkalmazhatésagat. A diagnosztikaban az egyre nagyobb tért nyerd, képalkotd
eljarasok soran, illetve mikrofluidikaval és nanorészecskékkel operalo rendszerekben az
IgG 14.5 nm x 8.5 nm x 4.0 nm-es mérete akadalyozza a szbveti penetraciot, illetve a
megfelel6 fellleti boritottsag elérését [103]. Az antitest funkcionalitasahoz
elengedhetetlen a fehérje szerkezeti integritasanak megérzése, mely kévetelménynek az
IgG emelt hémérsékleten, fizioldgiastol eltérd pH értékeken, sékoncentracidknal és redox
korilmények kdzoétt, valamint szerves olddszerekben nem tud eleget tenni [104]. Az IgG
instabilitdsa kildondsen hangsulyos problémaként jelentkezik a szerves olddszerekben
kivitelezendd kismolekula-mérések, illetve az egyre inkabb elterjedd, helyben, betegagy
melletti (bedsite, Poin-Of-Care, PCC) kémiai diagnosztikai vizsgalatok soran. Ezek a
tényezbk drasztikusan megndvelik az ellenanyagokon alapuld tesztek, eléallitasi, tarolasi
és szallitasi koltségeit, illetve csdkkentik szavatossagi idejiket. Terapias szempontbdl az
ellenanyagok nagy mérete a mar emlitett alacsony szdveti penetracids hatékonysag miatt
neheziti alkalmazasukat, illetve tovabbi fontos nehézség a kezelés soran hasznalt
ellenanyag hatasara kialakulé immunvalasz kikliiszoboélése [105].

Jollehet a hibriddma technolégia megteremtette a korlatlan mennyiségli és
azonos mindségul monoklonalis antitest el6allitasanak elvi alapjait, és az eljaras az elmult
évtizedek alatt hatalmas fejl6édésen ment keresztil, az ellenanyag termelése tovabbra is
rendkivlil 6sszetett és magas koltségekkel jard feladat. Az emlGssejtekben térténd
ellenanyagtermelés egyszerusitésére, és igy érdemi koltségcsdkkentésre jelenleg nincs
tovabbi lehet6ség, minek kdvetkeztében a diagnosztikai, és még inkabb a célzott terapias
eljarasok kiterjedt alkalmazasanak egyik korlatozé tényezéje a sziikséges antitestek
elérhetésége [106]. A teljesség kedvéért megjegyzendd, hogy habar az ellenanyagokon
alapuloé tumorterapiak atlagos évi kéltségének (150 000 USD) tetemes része a fejlesztési
és engedélyeztetési eljarasokat fedezi, a teljes bekertilési 6sszeg mintegy 1%-at kitevd
antitest-el6allitasi koltség dnmagaban is sokszorosa a kémiai szintézissel el6allithato,
kismolekulakat tartalmazoé gyégyszerek aranak [107].
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A terapias szempontbdl fontos, immunvalaszt nem indukalé immunglobulin-
variansok, um. kiméra, humanizalt, illetve human antitestek részletei a jelzett
kézleményben talalhatok, a tovabbiakban csak a diagnosztikai vonatkozasu
ellenanyagmoddositasok kerulnek bemutatasra [108]. Az ellenanyagok meéretébdl és
komplex szerkezetébdl fakado problémak kikliszéboélésére valtozatos megoldasok allnak
rendelkezésre, melyek kdzbs pontja azon az elgondolason alapul, hogy az antigén-
antitest kapcsolat kialakitasaért az antigénkété hely az un. paratop felelds, igy az
ellenanyag célmolekula kotéséhez elegenddé e régio integritdsat megoérizni. Az
ellenanyag-fragmentumok el6allitdasa hagyomanyos maddon pepszin, illetve papain
kezeléssel torténik, melyek kdvetkeztében a nehéz lancbol szarmazé Fc (fragment
crystallizable) régidé mellett egy F(ab’),, illetve a pFc’ mellett két Fab keletkezik (7. abra)

[109].

Fab
(~50 kDa) ‘ ’

scFv V,H
(~25 kDa) (~15 kDa)
IgG
(~150 kDa) V
F(ab’),
(~110 kDa)

7. abra A proteaz kezeléssel létrehozott, illetve rekombinans
antitest-fragmentumok vazlatos szerkezete.
A kék szin az ellenanyagok konstans, mig a piros a variabilis régiodjat jeloli.

Az els6 Fab-on alapuld gyogyszert digoxin mérgezés kezelésére alkalmaztak
1976-ban, és a kilénbdz6 papain kezeléssel gyartott Fab készitmények jelenleg is
alkalmazott antidotumok opioid szarmazék, paracetamol és szivglikozid intoxikacio
esetén [110]. A Fab fragmentek korai diagnosztikai alkalmazasat a tumorok képalkoto
eljarasokkal térténd azonositasanal lathatjuk, igy példaul a metasztatizald6 melanoma
tumorsejteket radioaktiv joddal jeldlt antigén p97 nevld melanoma-biomarker-szelektiv
antitestbdl szarmazo Fab segitségével detektaltak [111].

Az ellenanyagkutatasban ujabb attérést hozé rekombinans ellenanyagok iranyitott
evoluciojat lehetévé tevd metodikak fontossagat jol jelzi, hogy a Nobel-dij bizottsag a
2018-as kémiai dij felét megosztva a peptid és ellenanyag phage-display kidolgozasaért
felel6s George P. Smith és Gregory P. Winter kutatéparosnak itélte [112]. A rekombinans
ellenanyagok megjelenésének jelentésége tobb tényezére vezethetd vissza: i.)
szelekcidjuk altalaban nem igényel immunizalast, minek kdvetkeztében a hagyoméanyos
megkozelitésnél gyorsabban izolalhatok, ii.) az ellenanyagok kédold szekvenciai teljes
mélységikben ismertek, igy reprodukalhatéan eldallithaték, valamint aminosav-
szekvenciajuk tervezhetéen maddosithato iii.) az ellenanyag-fragmentek enzimkezelés
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nélkil kozvetlendl elballithatok, és iv.) elballitAsuk nem igényel hibriddma sejteket,
bizonyos esetekben akar prokariota sejtekkel is termeltethetdk.

A rekombinans ellenanyagok szerkezete nem egyezik meg a fiziolégias, tetramer
IgG-nél megfigyelhetbvel, annak csak bizonyos részleteit tartalmazzak. A leggyakrabban
el6éallitott rekombinans antitestek a fentebb ismertettet Fab mellett, a nehéz és kénnyd
lanc peptid szakasszal dsszekapcsolt variabilis régioit (single-chain variable fragments,
scFv), illetve az egyetlen nehéz lanc lancbdl szarmazo variabilis domént tartalmazoé un.
nanotestek (VuH) (7. abra) [113]. Az ellenanyag méretének cstkkentése a fentebb taglalt
terapias és diagnosztika elénydk mellett, egy tovabbi pozitiv hozadékkal is jar.
Nevezetesen a nanotestek olyan konkav epitopokat is képesek felismerni, amelyek az
intakt IgG molekulak szamara elérhetetlenek [113]. A nanotestek kiterjedt hasznalata
kedvez6 tulajdonsagaik ellenére is varatott magara, ugyanis affinitasuk és
vizoldékonysaguk gyakran alacsony. Az egyetlen doménbdl all6 antitestek
alkalmazasanak a tevefélék csaladjaban és a porcos halak osztalyaban felfedezett csupan
nehéz lancbdl allé ellenanyagok adtak ujabb lendiletet. Az ezekbdl az ellenanyagokbal
szarmazoé nanotestek az egyéb élblények antitesteivel 6sszevetve nagyobb CDR hurokkal
rendelkeznek, igy jol kétddnek a mélyen Ul6 epitopokhoz, emellett affinitasuk és
vizoldhatésaguk az 1gG molekulaéval Osszevethetd, valamint hdéstabilak és
detergenseknek is ellendllnak [114]. A rekombinans ellenanyagok egyértelm
térhoditasat jelzi, hogy mara tébb mint 80 kerdlt klinikai fazisba, és 10 mar a kereskedelmi
forgalomban is megjelent [115]. A nanotestek elterjedését mintegy 30 évig
nagymeértékben az azéta rendez6dott szabadalmi jogok korili nehézségek akadalyoztak,
igy joggal feltételezhetd, hogy a 2019-ben a von Willebrand faktorra szelektiv,
trombotikus trombocitopénias purpura kezelésre jovahagyott nanotestet hamarosan
tovabbiak kdvetik a klinikumban [116].

A rekombinans ellenanyagok terapias szempontbdl kedvezé tulajdonsagai, um. a
konkav epitopok felismerése, a kis méret és a viszonylag nagy stabilitas mellett egy
tovabbi, a diagnosztikai alkalmazas tekintetében fontos sajatsaguk az orientalhato
immobilizalhatésaguk. A rejtett epitopokat detektalni képes, egyetlen doménbdl allo
rekombinans ellenanyagok a patogének azonositasa soran jelentenek kiléndsen nagy
segitséget, ugyanis a virusok az immunrendszer altali felismerést gyakran ugy kerdlik ki,
hogy a felliletiikdn olyan, a sejtfelszini receptorokhoz kapcsolddni képes arkokat hoznak
létre (un. kriptikus epitdp), amelyek az intakt antitestek szamara elérhetetlenek. A
megfigyeléssel 6sszhangban tobb tucat virus szelektiv scFv-n, illetve nanotesten alapuld
virusdetektalast leird kdzlemény talalhatd a tudomanyos szakirodalomban [117].

Diagnosztikai alkalmazasukat megelézéen az antitesteknek valamilyen
modositdson vagy immobilizacion kell atesnilk. Az egyszerlbben kivitelezhet6
immobilizacios eljarasok csak nagy vonalakban iranyithatok, ezért az ellenanyag
epitopkotd képességének csdkkenését, vagy akar teljes elvesztését is eredményezhetik.
A jobb orientaltsagot biztosité metodikék alkalmazasa hosszas optimalizalast igényel, és
altalaban még igy is az ellenanyagok részleges funkcidvesztéséhez vezet [118]. A
hagyomanyosakkal szemben, a rekombinans ellenanyagok aminosavszekvencigja
tetszés szerint médosithato, igy a tervezett kotési reakcio szem elétt tartdsaval a fehérje
N- vagy C-terminalisara olyan peptidmotivumok illeszthetok, amelyek lehetéve teszik az
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antitest kontrollalhato kikapcsolasat [119]. Az scFv-ek és a nanotestek robusztussaga és
iranyithaté kapcsolasa alapvet6 jelentéséggel bir a fehérjék multiplex vizsgalatanak
szempontjabol. Az eddig ismert legtébb fehérje szimultan mérésére alkalmas antitest
microarray-t Hiss jel6lt scFv ellenanyagok felhasznalasaval hoztak létre [120].

2.4. A cTnl diagnosztikaja

A kardiomiocita eredetl troponinok szelektiv kimutatasara alkalmas eljarasok
kozul elséként a cTnl-re kifejlesztett kerllt nyilvanossagra. A kdzlemény az AMI
diagnosztikaban azonban nem hozott paradigmavaltast, ugyanis a kidolgozott RIA atfutasi
ideje két napnak, mig a mérés kimutatasi hatara 10 ng/ml-nek adédott, mely paraméterek
az idealis diagnosztikai protokollal szemben tamasztott kévetelményektdl meglehetdésen
tavol allnak [121]. Az attdrést a korabban mar emlitett, Katus és munkatarsai altal leirt,
cTnT kimutatasara alkalmas szendvics ELISA megjelenése eredményezte [75]. Ez az
Ujabb médszer minden szempontbdl feltilmulta a cTnl meghatarozasara kifejlesztettet, a
kimutatasi hatara egy nagysagrenddel alacsonyabb, és a protokoll automatizalasaval a
mérés atfordulasi ideje masfél orara redukalodott. Az eljaras a kardialis troponinok
mennyiségi meghatarozasanak tulajdonképpeni prototipusa lett, és a diagnosztikai
laboratériumokban tulnyomorészt jelenleg is szendvics ELISA eljarassal meérik
troponinokat. A kardialis troponinokon alapuld diagnosztika egyik tovabbi fontos
elérelépése volt, hogy a hagyomanyos, két antitestes szendvics ELISA-k mellett
megjelentek a harom vagy akar négy kilénb6zé monoklonalis antitesttel miikédé
immunkémiai eljarasok is [122]. Tébb, a fehérje kildnbdzd epitdpjait felismerd antitest
alkalmazasaval csokkentheték a fehérje degradacidjabdl, illetve poszttranszlacios
modositasaibdl szarmazo, fentebb taglalt mérési pontatlansagok, és egyuttal a kimutatas
érzékenysége is novelhetd.

A cTnl koncentraciojat meghatarozé eljarasok legtobbjénél — csakugy, mint a
fehérje biomarkert detektald diagnosztikai moédszerek dontd részénél — a befogd
antitestet egy adott szilard fellilethez rogzitik, mig a masodik, detektalasra hasznalt
ellenanyagot a korabban ismertetett ECLIA vagy kemilumineszcencia (chemiluminescent
immunoassay, CLIA) alapu mérésekre alkalmas enzimekkel, festékekkel, illetve
ruténiummal vagy eurdpiummal mddositjak (1. tablazat) [123]. Jollehet a heterogén
ECLIA és CLIA alapu eljarasok a legelterjedtebbek a diagnosztikaban, a cTnl
kimutatasara kereskedelmi forgalomban elérheté homogén rendszert is kifejlesztettek. A
Siemens Diagnostics készlilékei kézott talalhatd Dimension az eredmények fejezetben
részletesebb leirasra kertlé luminescent oxygen channeling immunoassay (LOCI) vagy
mas néven amplified luminescent proximity homogenous assay (ALPHA) technika elvén
mukodik. A LOCI Iétjogosultsagat az igazolja, hogy a heterogén rendszerekkel szemben,
nem igényel mosasi lépéseket, a mérés egy lépésben kivitelezhetd, igy a minta
feldolgozas és értékelés néhany perc alatt elkészilhet [124].
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Kereskedelmi forgalomban “.. CVa  Antitestek dltal ::::ll‘::]%
elérheté rendszerek ; 99.%- felismert epitdpok "
nél antitesten
. C: 87-91, 24-40 e
Abott Architect - 28 14 akridinium
D: 41-49
- C:24-40
Abott Architect STAT hs-cTal 11 62 40 akridinium
L9 D: 41-49
. C:41-49 88-91
Abott 1-STAT 20 80 16,5 ALP
D:28-39, 62-78
. . C:27-39
Alere Triage Cardio 3 10 22 17.0 fluorofor
D: 83-93, 190-196
C:41-49
Beckman Coulter Access Accu - 40 14 ALP
D: 24-40
. . . C:41-49, 22-29,
bioMerieux Vidas Ultra <10 10 27,7 ALP
D: 81-89,
. . C:41-49,
Mitsubishi PATHFAST ¢Tnl 1 20 52 ALP
D: 71-116, 163-209
. . C:41-49,
Mitsubislu PATHFAST ¢Tnl-II 8 29 5,0
D: 71-116, 163-209
. C:24-40, 41-49
Ortho VITROS Troponin I ES 12 34 10,0 HRP
D: 87-91
. _ C:41-49, 190-196 i
Radiometer AQT90 FLEX Tal 9.5 23 123 eurdpium
D:137-149
C: 87-91, 190-196 ruténium
Roche cTnl 160 160 -
D:23-29 2743
. C:41-49 87-91 e
Siemens ADVIA Centaur Tnl-Ultra - 40 8.8 akridinium
D: 27-40
. ) _ C:27-32 ) )
Siemens Dimenson VISTA - 45 10,0 kemilumineszcens
D: 41-56
. C:27-32
Siemens Stratus CCS cTnl - 70 10,0 AIP
D: 41-56

1. tablazat A cTnl automatizalt meghatarozasara hasznalt rendszerek
analitikai jellemzéi [74]. (C a befogd, D a detektald antitest.)

A cTnT meghatarozasa szabadalmi okokbdl kifolyélag kizarélag egyetlen gyarto,
a Roche készilékeivel kivitelezhetd. A termékek monopolizacidja altalanossagban nem
kedvez a fejlesztéseknek, és aranytalan piaci poziciot biztosit a gyartonak, azonban
ebben az esetben azzal a kétségtelen elénnyel is egydtt jar, hogy az eljaras jol
standardizalt, igy a kilénbdzd mérési helyeken kapott eredmények teljes mértékben
kompatibilisek egymassal. Szemben a cTnT-ével a cTnl diagnosztikajara szamos gyarto,
kilénbdzd ellenanyagok felhasznalasaval, eltéré immunkémiai megkodzelitéssel fejlesztett
muszert, melynek eredményeként az egyes laboratoriumi mérések gyakran nem
Osszevethetdk (1. tablazat) [74]. Mindezek koévetkeztében a troponin | diagnosztika
terlletén jelenleg az egyik legnagyobb kihivast az eltérd tesztekkel kapott eredmények
Osszehangolasa/ésszehasonlithatosaga jelenti. A kérdés sulyossagat jol jelzi, hogy a
kdzlemények szerint az egyes gyartok altal forgalmazott cTnl tesztek mérési eredményei
kozott akar husszoros eltérések is lehetnek [125]. A jelenség hatterében az eltérd
mintael6készitési eljarasok és mérési metodikak mellett legfébb tényezéként a kiilonbdz6
epitdpokra szelektiv antitestek alkalmazasa all. A fentiekben lathattuk, hogy a cTnl
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terminalis végei rendkivil gyorsan lehasadtnak, a fehérje szamos poszttranszlacios
modositasnak van kitéve, és tdbbféle komplex formajaban is jelen van a keringésben.
Mivel az egyes epitdépokat eltérd modon érintik mindezen modosulasok, a kilénbézé
antitesteket alkalmazoé tesztekkel végzett mérések esetében elméletileg sem varhatok
azonos cTnl értékek.

Az els6é cTnl mérésére alkalmas kdzlemény megjelenését kévetd husz évben a
fehérjediagnosztika szinte hihetetlen fejlédésen ment keresztil minden tekintetben. A
radioaktiv jeldlés szikségtelenné valasaval és a protokollok egyszertisbdésével
parhuzamosan a mérések érzékenysége tébb mint harom nagysagrenddel névekedett
[126]. A legels6 cTnl tesztek kimutatasi hatara a ng/ml-es tartomanyba esett, igy a
troponinszint emelkedésének detektalasat legkorabban a mellkasi fajdalom megjelenése
utdn altaldban 3-6 draval tették lehetbvé. Ezzel szemben az Uj generacios, un. nagy
érzékenységu (high-sensitivity, hs) cTnl tesztek ng/l-es fehérje koncentraciok mérésére
is alkalmasak, vagyis az egészséges referenciapopulacio 99 percentilisében is
hasznalhaték (8. abra), ami a troponinszint-emelkedés kimutatasat mar akar a mellkasi
tunetek kezdetét kbvetd 1-3 oran belll lehetdve tesz [123]. Megjegyzendd, hogy ezeknél
a koncentraciotartomanyoknal szamos gyarté terméke nem éri el a 10% alatti variacios
koefficienst (CV), ezért nem alkalmasak az AMI korai diagndzisara (1. tablazat) [127].

A diagnosztika egyik legforrobb terlilete a betegagy melletti, ellatasi helyen
hasznalhaté (POC), akar komplex laboratériumi vizsgalatokra alkalmas eszkozok
fejlesztése. A POC diagnosztika elényei, um. alacsony mintaigény, gyors és egyszerU
kivitelezhet&ség, valamint a viszonylagosan alacsony kdltség, mind-mind olyan tényezék,
amelyek kiemelt jelentéséggel birnak az akut betegellatasban. A POC biomarker
diagnosztika szélesebb kord elterjedésének egyik legfébb akadalya, hogy ezek a tesztek
hagyomanyosan alacsonyabb érzékenységliek és kevésbé pontosak, mint a kdézponti
laboratériumukban hasznalatosak [128].

c¢Tn (ng/mL)

10 |

------------------ / iAkut koronadria szindréma

99. percentilis
diagnosztikai kliszobérték

0.001 |

T — ~r T T T T T
1 2 4 8 16 32 64 128 256
Nagy érzékenységl rendszerek ora

Diagnosztikai

cTnl assay kiiszobérték Bevezetés
Tnl >1,5 ng/ml 1995
cTni > 0,10 ng/ml 2003
Tnl-Ultra > 0,04 ng/ml 2007

8. abra A cTnl diagnosztika kimutatasi hataranak valtozasa [74].
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Az utébbi évtizedben a nyilvanvalé igény és az intenziv kutatasok eredményeként
olyan POC készilékek keriltek a forgalomba, amelyek a kedvezé tulajdonsagok
megtartasa mellett a nagy berendezéseket igénylé mérésekhez hasonlo érzékenységgel
és pontossaggal rendelkeznek [129]. Ezek a fejlesztések a cTnl diagnosztikara is hatassal
vannak. A Quidel altal forgalmazott TriageTrue High Sensitivity Troponin | teszt, egy olyan
fluoreszcens jelélésen alapuldo immunokémiai eljaras, amely 0,15 ml EDTA-s plazma,
illetve teljes vér felhasznalasaval 10% CV-vel 20 perc alatt képes 10 ng/l alatti
cTnl-koncentracié meghatarozasra [130]. Egy, az év folyaman megjelent kézlemény tébb
mint ezer beteg vizsgalata soran vetette 6ssze a nevezett teszt, illetve a kdzponti
laboratoriumi muszer alkalmazasaval kapott cTnl mérési eredményeket, és a szerzdk
konkluzidja szerint az emlitett POC teszt altal nyujtott adatok egyenértékliek a magasabb
koltségu, hosszabb atfordulasi idét igenyld kdzponti laboratoriumi méréseknél latottakkal
[131]. Ezen eredmények alapjan okkal varhatjuk a POC tesztek AMI diagnosztikaban
térténd tovabbi térnyerését.

2.5. Virusdiagnosztika

A virusfertézések diagnosztikaja harom nagy kategoériaba oszthatd azok alapjan,
hogy az izolalt virussal fert6zott sejtvonalak morfolégia valtozasainak (indirekt), a
gazdaszervezet védekezése soran megjelent ellenanyagok (szeroldgiai), vagy
kdzvetlendl a virus (direkt) kimutatasara iranyul [132]. A virusok indirekt kimutatasa
specialis laboratériumot és képzett személyzetet igényel, mindemellett a vizsgalatok
heteket igényelhetnek és gyakran alacsony a szenzitivitasuk, igy a klinikai diagnosztikabdl
egyre inkabb kiszorul ez a megkozelités [133]. A virusfertézés szeroldgiai igazolasa soran
figyelembe kell venni, hogy a szerokonverzié bizonyos virusok esetében akar tébb
honapot is igényelhet, hosszu ideig fennallhat, és ezek az idétartamok, valamint az
immunvalasz eréssége egyedi, az adott paciensre jellemzd. Mindezek kdvetkeztében a
negativ teszteredmény nem zarja ki, mig a pozitiv nem igazolja a virusfert6zéttséget. A
szeroldgiai vizsgalatok értékelését még tovabb neheziti, hogy ez egyes betegek altal
termelt antitestek valtozd szelektivitassal és affinitdssal kétédnek a tesztekben
alkalmazott virusfehérjéket reprezentald antigénekhez, és ennek megfeleléen a
klénbdzd paciensek mintai erésebb, gyengébb, vagy akar fals negativ és pozitiv jelet is
adhatnak. A szeroldgiai eljarasok inherensen alacsony precizitasuk ellenére, alacsony
koltséglknek és egyszerl Kkivitelezhetéségliknek koszénhetben jelenleg is a rutin
virusdiagnosztika részét képezik [134].

A virusok kdzvetlen kimutatasa az azokat alkotd makromolekulak, um. nukleinsav-
és fehérjekomponenseik szelektiv azonositasan keresztll kivitelezhetd. A viralis DNS
vagy RNS nagy érzékenységli és szelektivitasu mérését a PCR, majd a reverz
transzkripcidos és valos idejii PCR technika megjelenése tette lehetévé. A virusok
nukleinsav alapu detektalasanak legfébb elénye a viszonylag gyors kivitelezhetéséggel
parosuld rendkivil magas szenzitivitds és specificitds, mely tulajdonsagok a
virusdiagnosztikaban altalanosan elterjedt valds ideji PCR alkalmazasaval még a
kvantifikalhatosaggal is kiegészllnek. Mindezen sajatsagok kovetkeztében a valds idejl
PCR-en alapul6 diagnosztikai protokollok a virus kimutatasa mellett a fert6zés
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progresszidjaroél és a kezelés hatékonysagarol is informaciot nyujtanak. A valés idejd PCR
alapu virusdiagnosztika altalanos elterjedésének legfébb korlatja a viszonylag magas
koltség- és mliszerigénye, tovabba a validalt tesztek csak az erre dedikalt kézponti
laboratériumokban kertlhetnek kivitelezésre. Habar szamos fejlesztés tortént a valds
ideji PCR berendezésekkel kivitelezett POC protokollok teriletén, ezeknek a
muszereknek egyelére nem sikerult komoly teret nyerni a virusdiagnosztikaban. A POC
nukleinsav-sokszorositasra és az ezen alapulé diagnosztikara valoszinUsithetéen az olyan
egyszertbben kivitelezhet6, kevésbé muszerigényes izotermalis amplifikacios
megkozelitések, mint a hurokmedialt izotermalis amplifikacié (loop mediated isothermal
amplification, LAMP) vagy gordulé gyird amplifikacio (rolling circle amplifiction, RCA)
tovabbi optimalizalasa hozhat megoldast [135]. A nagy atereszt6képességli DNS-
szekvenalas (HTS) elterjedésével a virusok teljes genomjanak meghatarozasa is
megjelent, mint lehetséges diagnosztikai eljaras [136]. A modszer kétségtelen elénye,
hogy egyszere tdbb virus és azok mutans valtozatai is egy méréssel azonosithatok,
ugyanakkor figyelembe véve a tdbb napos mintaatfordulasi id6t, az Osszetett
mintafeldolgozasi és szekvenalasi protokoll kévetkeztében kialakulé magas kéltséget,
nem varhatd, hogy a HTS a kdzeli jovében rutin virusdiagnosztikai megkoézelitéssé valik.

Habar napjainkban egyre inkabb a nukleinsav alapu viruskimutatas dominal a
klinikumban, a virusok fehérje-alkotérészeiken keresztil t6rtén6 azonositasa tovabbra is
komoly jelentéséggel bir. A fehérje alapu megkdzelités mellett a rendkivil gyors
atforduldas id6, alacsony mdlszer-, szakértelem- és koltségigény szol. Mindezen
tulajdonsagok az ELISA elméleti alapjan nyugvod, bizonyos értelemben annak POC
valtozatanak tekinthetd lateralis aramlasos teszt kifejlesztésével (lateral flow test, LFT;
lateral flow immunoassay, LFIA) valtak elérhetévé. Az LFT-ben a befogo ellenanyagok a
nitrocellul6z membran két elkllondlt savjahoz kapcsoltak, mig a detektald ellenanyag a
konjugalo régidban talalhato. A minta a felvitelt kbvetéen a kapillaris hatas kbvetkeztében
vandorol az LFT-ben, melynek soran el6szér a valamilyen modon (enzimmel, arany
nanorészecskével, fluoreszcens festékkel stb.) detektalhatova tett, mobilis ellenanyagot
tartalmazo, konjugalé région aramlik at, majd ezt kdvetben az antigénre szelektiv
immobilizalt ellenanyagot, véglil a detektald antitestre szelektivimmobilizalt ellenanyagot
hordozo savon halad keresztil. A virust tartalmazé mintaban mindkét ellenanyag savnal
megjelenik a jel, mig a virusmentes mintak csak a masodik, un. kontrollsavban okoznak
lathato elvaltozast (9. abra).

Konjugacios
4 régio

S =
Abszorpcios
l Kontrollsav régio

<

C> >

Mintasziiré

/
Hordozoréteg

Nitrocellul6z membran
Tesztsav

9. abra Az LFT vazlatos felépitése [137].
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A korialis gonadtropin kimutatasara alkalmas, elsé LFT 1978-as piacra kerilése
ota eltelt években tobb szaz cég kezdett ilyen tipusu tesztek gyartasaba, és alkalmazasi
tertlettk a human gyogyaszat mellett magaba foglalja a mezbégazdasagot,
kérnyezetvédelmet, élelmiszeranalitikat és a bioterrorizmus elleni védekezeést is [137]. Az
elérhetd LFT-k kozott szamos human, allati és névényi virus detektalasara alkalmas
validalt diagnosztikai teszt is elérhetd [138]. Az 6sszehasonlitdé tanulmanyok alapjan az
LFT-k altal nyujtott eredmények altalaban j6 korrelaciét mutatnak az egyéb
virusdetektalasra alkalmazott eljarasokbdl szarmazokkal. igy példaul a hepatitis B szérum
mintabdl LFT-vel torténd kimutatasa 97,5-99,2%-0s egyezést mutatott a PCR alapu
detekcio eredményeivel, és hasonléan jol egybeesé eredmények érheték el az
adenovirus garatkenetbdl torténé kimutatasara kifejlesztett LFT rendszerrel is [139][140].
Megjegyzendd, hogy elfogadhatatlanul rosszul teljesité LFT-k is megjelentek a
kereskedelmi forgalomban, melyekre példaként megemlithetd az adenovirus székletbdl
torténd kimutatasara arusitott készlet eredményeinek a PCR alkalmazasaval kapott
adatokkal valo 22%-os egyezése [141].

Az ellenanyagokat taglald fejezet bemutatta a megfeleléen szelektiv, nagy
affinitdssal rendelkezd antitestek eldallitasanak nehézségeit. Ezek a problémak
kilébnésen hangsulyosan jelentkeznek a virusdiagnosztika terliletén, hiszen a virusok
magas mutacios ratdja az antigén régioik aminosavszekvenciajanak gyors valtozasaban
is megnyilvanul, igy az idealis virusdiagnosztika biztositasahoz a valtozassal |épést tartani
képes ellenanyagok eldallitdsa sziikséges. Ennek a feltételnek az antitest-fragmenteket
koédolé phage-display koényvtarak felelhetnek meg, melyek alkalmazasaval idealis
esetben egy honap alatt eléallithatd a kivant rekombinans ellenanyag. A megkdzelités
életképességét alatamasztjak a human patogén virusokat felismerd rekombinans
ellenanyagok [142]. Habar a phage-display megoldast nyujthat a virusdiagnosztikaban
kozponti jelentéségl gyors tesztfejlesztésre, az ellenanyagon alapul6 eljarasok tovabbra
sem tudnak eleget tenni egy, az LFT-vel szemben tdmasztott tovabbi elvarasnak,
nevezetesen az egyszer( tarolhatdésagnak és robusztussagnak. Egyes vizsgalatok szerint
az LFT tesztcsikok érzékenysége felére esik vissza kilenc hénapos szobahén térténd
tarolast kdvetéen, ami a gyakorlati szempontdl jelentés koltségndvekedést eredményez
[143]. A medfigyelt érzékenységvesztés valoszinlsithetben az ellenanyagok
funkciovesztésének kdvetkezménye.
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3. Az aptamerek

3.1. Az aptamerek felfedezése

Az aptamerekrél szinte teljesen egy idében két kutatdécsoport Nature-ben, illetve
Science-ben megjelent kézleménye jovoltabol értesilt a vilag tudomanyos kdézdnsége.
Az ,aptus” és a ,mer”, alkalmazkodas, illetve rész gérog szavakbal létrehozott aptamer
elnevezésért felelés Ellington és Sosztak kutatoparos az RNS vilag evoluciojanak
tanulmanyozasa soran arra volt kivancsi, hogy megjelenhetnek-e adott ligandokat
szelektiven kotni képes RNS molekulak. Kérdésiik megvalaszolasahoz egy olyan, 155
nukleotidbdl alld RNS kényvtarat szintetizaltak, melynek kézépsé 100 nukleotidos régidja
random szekvenciaval rendelkezett, mig az azt hatarolé szakaszok nukleotidsorrendje
rogzitett volt. A kiindulasi, mintegy 10" egyedi RNS-bél allé kényvtarat hat, kilonb6zd
szerves festékkel modositott agardz gyantaval inkubaltak, majd a mosasi Iépést kdvetden
a gyantahoz kotott RNS-eket reverz transzkriptazzal atirtak, a létrejétt DNS-t PCR-rel
sokszorositottdk, majd T7 RNS polimerazzal el6allitottdk a dusitott RNS kdnyvtérat.
Ezeket a |épéseket 6t ciklusban ismételve olyan RNS-eket szelektaltak, amelyek
kildnbséget tudtak tenni a molekulak kdzott, vagyis csak az eljaras soran hasznalt
szerves festékekkel alakitottak ki komplexet [144]. A kutatdcsoport ez el6bbi kisérletet
random DNS koényvtar alkalmazéasaval is megismételte, és eredményeikkel igazoltak,
hogy az RNS-nél latottakhoz hasonlo affinitassal és szelektivitassal biré aptamerek DNS-
bdl kiindulva is generalhatok [145].

Az aptamerkutatas masik uttéré kettése Tuerk és Gold teljesen mas problémara
kereste hasonld metodikai megkdzelitéssel a valaszt. A T4 bakteriofag DNS polimeraza
negativ visszacsatolassal szabalyozza transzlaciéjat, ugyanis a fehérjét kodolé6 mRNS-en
a riboszoma-kotdhellyel atlapolva talalhatd egy 36 nukleotidbdl allé polimeraz-kétdhely.
A kutaték a kdlcsénhatashoz sziikséges nukleinsav-szekvencia meghatarozasahoz a
fentiekben leirt mddon jartak el, de esetlikben a random RNS-régié csak 36 nukleotidbal
allt, igy az RNS koényvtar mérete joval kisebb volt, ~65000 kilénb6zd oligonukleotidot
tartalmazott, illetve a szelekcié célmolekulajaként, a nitrocelluléz membranon rogzitett
polimeraz szolgalt. A szelekcidt négy cikluson at ismételve a mar ismert polimerazkété
szekvencia mellett tovabbi, a fehérjéhez még erésebben kapcsolédé RNS-variansokat is
izolaltak. Az aptamerek szelekcidjat leird folyamatot a kutatéparos SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment) elnevezéssel illette, és azéta is igy
ismert a szakirodalomban [146]. Mindkét kutatécsoport felismerte azt az elvi lehetdségét,
hogy a SELEX lényegét jelentd in vitro molekularis evolucioval barmilyen molekulara
eléallithaté aptamer.

Gold laboratériuma révid idén belll szamos fehérjére szelektalt aptamerrel
igazolta a hipotézis helytallésagat, és meglatva az aptamerekben rejlé lehetéséget 1992-
ben létrehozta a NexaGen nevl biotechnoldgia céget. A NexaGen-ben elkezdett munkak
eredményezték az els6 terapias aptamer 2005-ben térténd piacra kertilését. A nedves
tipusu idéskori makularis degeneracié (AMD) kezelésére kifejlesztett gyogyszer
(Macugen) a vaszkularis endotelialis ndvekedési (VEGF) faktorra szelektiv, annak
receptorhoz valo kétddését gatolja. Habar tovabbi jévahagyott aptamer egyel6re sem a
terapiaban, sem a diagnosztikaban nincsen alkalmazasban, szamos jeldlt van kilénb6zé
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klinikai fazisban, és évente tébb mint ezer aptamerrel kapcsolatos kdzlemény jelenik meg
a szakirodalomban, Mindezek alapjan jogosan feltételezhetjik, hogy az aptamerek
gyakorlati alkalmazasanak csak a kezdeteit latjuk, és az elkdvetkezd évtizedekben az
ellenanyagokhoz hasonléan a mindennapi orvoslas részéve valnak.

3.2. Az aptamer-ligand kblcsénhatasok molekularis hattere

A Watson-Crick nukleotid bazisparképzés szabalyai t6bb mint félszaz éve a
tananyag részét képezik, igy olyan mélyen beivodtak a gondolkodasunkba, hogy a
nukleinsav-szerkezetek kialakulasat altalaban ezen kanonikus szabaly mentén képzeljik
el. A Watson-Crick bazisparképzeés jelentdsége megkérddjelezhetetlen, a nukleinsavak
dontd részt ezen szabaly mentén alakitjak szerkezetiiket, hoznak létre kettésszalu
régiokat. A megfelel6 nukleotidok kdzott étrejott hidrogénhid kétések nyoman képz6do
kettés szal azonban tavolrdl sem kizarélagos masodlagos szerkezeti eleme a
nukleinsavaknak, igy példaul a genomban talalhaté guaninban, illetve citozinban gazdag
régiok G-quadruplexet, illetve interkalalé-motivumot (i-motivumot) hozhatnak létre (10.
abra).

G-quadruplex i-motivum
10. abra G-quadruplex és i-motivum DNS-szerkezetek [148].

A G-quadruplexek altaldban a promoéter és telomer régiokban talalhatok, és
annyira altalanosan elterjedtek, hogy becslések szerint a gének mintegy 50%-anal
szerepet jatszanak a transzkripcié szabalyozasaban [147]. Az i-motivumok bioldgiai
funkciojardl kevesebb ismerettel rendelkezink, de az utébbi iddében szlletett
eredmények alapjan — a G-quadruplexekhez hasonléan — dinamikus keletkezésikkel és
lebomlasukkal a génexepresszio regulacidjaban vehetnek részt [148][149]. Az aptamerek
szempontjabdl nézve a két elem legfontosabb tulajdonsaga, hogy egy DNS-szalon bell
jonnek létre a kialakulasukhoz vezet6 koélcsdnhatasok, igy egyszalu DNS is képes e
szerkezetek kialakitasara. A G-quadruplexben négy guanin egy olyan G-kvartettet hoz
létre, amelyben egy guanin masik két szomszédos guaninnal a Hoogsteen
bazisparosodas szabalyainak megfeleléen hidrogénhid kdtéseket alakit ki. Az altalaban
két-harom G-kvartettbdl feléplil® G-quadruplex stabilizalasaban koordinativan kotott
fémionok, jellemzéen kalium ionok vesznek részt [150]. Az i-motivumban — a nevének
megfeleléen — két hemiprotonalt citozin altal formalt struktura egymasba interkalalodik
[151]. A G-quadruplexek nagy stabilitdsuknak koszénhetéen a SELEX soran az
aptamerekben gyakran feldusulo, altalanosan eléforduld szerkezeti elemek [152]. Ezzel
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szemben a protonkoncentraciora rendkivil érzékeny i-motivumok a szelekcié soran nem
jelennek meg, a mar azonositott aptamerek azonban i-motivummal utdlag kiegészitve pH-
valtozasra szerkezetet, és ezen keresztll specificitast valté aptamerekké konvertalhatok
[153]. A G-quadruplex mellett valtozatos, Watson-Crick bazisparosodassal kialakuld
strukturak, um. szar-hurok, belsd hurok, dudor és pszeudocsomo figyelheték meg az
aptamerekben (11. abra) [154].

Belsé DiiidaF Pszeud,o-
hurok csomo

11. abra Watson-Crick bazisparosodas nyoman kialakulo aptamerszerkezetek [154].

A nukleotidokat 6sszekapcsolé foszfodiészter kotések kovetkeztében minden
nukleinsav er6s negativ téltéssel bir, igy nem meglepd, hogy az aptamer-célmolekula
kélcsdnhatasokban az ionos kétések kiemelt szerepet jatszanak. gy példaul a trombinra
szelektalt Toggle-25t RNS aptamerrdl rontgen krisztallografias vizsgalatokkal igazoltak,
hogy bizonyos foszfatjai a fehérje argininben gazdag felszinéhez kapcsolédnak [155].
Hasonlé megfigyelésekre jutott egy masik kutatécsoport is egy prion fehérjébél szarmazé
peptid és arra szelektiv aptamer kolcsdnhatasanak vizsgalata soran. Eredményeik
alapjan ezen aptamer esetében a foszfatcsoport a fehérjét alkotd, pozitivan téltétt lizinnel
Iépett kolcsdnhatasba [156]. Az ionos kdlcsdnhatason kivil szamos masodlagos kémiai
kotéstipus is elengedhetetlen az aptamer-ligand komplex |étrejéttéhez. A korabban
emlitett trombin aptamer szerkezeti vizsgalata nem csak az arginin-foszfat
kélcsbnhatasra deritett fényt, ugyanis az ionos kétésen tul van der Waals és hidrogénhid
kotéseket, valamint az aromas gylirik pi elektronjai kozott lathatd rétegzé
kdlcsdnhatasokat is leirtak a kutatok [155].

Az aptamerek az ellenanyagoknal dinamikusabban valtozd, rugalmasabb
szerkezettel rendelkeznek. Ennek megfeleléen az antitest-ligand komplex
keletkezésének mechanizmusa a kulcs-zar modellhez, mig az aptamer-célmolekula
kapcsolat kialakulasa az indukalt illeszkedés sémahoz all kbzelebb. Az aptamerek
rendkivil valtozatos szerkezetekkel rendelkeznek, és mas-mas modon Iépnek
kapcsolatba ligandjukkal, igy sem a szerkezeti tulajdonsagaik, sem a kolcsénhatas
kialakitasdban részt vevdé kémiai kotések nem altalanosithatok. Annyi azonban
kijelenthet6, hogy az eddigi adatok alapjan a kismolekulak az aptamer altal formalt zsebbe
illeszkednek, mig a makromolekuldk az aptamerek felszinével Iépnek kapcsolatba. Az
aptamer mindkét kolcsdnhatastipus esetében rendelkezik egy oldatban |évd szabad
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formaju szerkezettel, amely a komplexképzés soran adaptiv valtozason megy keresztil.
A folyamatot a neomycin-specifikus aptamer segitségével részletekbe menden
tanulmanyoztak, és a megfigyelések szerint az RNS szerkezetvaltasa két Iépésben megy
végbe. Az els6 lépés soran a neomycin egy kisebb konformaciovaltozassal kapcsolatba

lép az aptamerrel, a masodik l1épésben pedig kialakul a végleges szerkezet, melynek
eredményeként az antibiotikum elfoglalja helyét az RNS altal képzett zsebben (12. abra)

[157].
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12. abra Neomycin-szelektiv aptamer ligandkdétés nyoman bekévetkezd
szerkezetvaltozasa.
(A) Az aptamer-neomicin komplex térbeli szerkezete. (B) A neomicin szerkezete.
(C) A szabad, illetve ligandkététt aptamer szerkezetében megfigyelhet6 eltérések

[157].

13. abra NF-kB-szelektiv aptamer ligandkdtés nyoman bekdvetkezd szerkezetvaltozasa.
(A) Aptamer-NF-kB komplex kristalyszerkezete. (B) A fehérjét koété aptamer
szerkezete és a kialakuld nukleotid-aminosav kdélcsdnhatéasok. (C) A szabad
aptamer szerkezete [158].

A makromolekulakra szelektiv aptamereket vizsgalva is az lathatd, hogy a
kdlcsbnhatas létrejottéhez elengedhetetlen a szabad oligonukleotidok megfeleld
hajtogatddasa. A nuklearis magneses rezonancia (NMR) alkalmazasaval kapott adatok
igazoltak, hogy habar a szabad anti-NF-kB RNS aptamerre jellemz bizonyos szerkezeti
sajatossagok a fehérjével alkotott komplexben is megmaradnak, a fehérje kétédése
jelentésen megvaltoztatja a GUAA négyes hurok szerkezetét. Az atalakulas azt jelzi, hogy
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a dinamikusan valtozd hurok elengedhetetlen a transzkripcios faktor szelektiv
felismeréséhez (13. abra) [158].

3.3. Az aptamerek szelekcidja

Habar a SELEX elméleti alapja nem valtozott a leirdsa 6ta eltelt harminc évben,
metodologiaja hatalmas fejlédésen ment keresztil, és az eljaras szamos variacioja jelent
meg. A technoldgiai fejlesztések jelentéségét jol illusztralja, hogy a SELEX leirasat kdvetd
évtizedben minddssze néhany tucat célmolekulara szelektalt aptamer kerdlt kozlésre, és
€z a szam a modszer tokéletesitésével parhuzamosan indult robbanasszer(
ndvekedésnek. A leggyakrabban alkalmazott SELEX protokollok alapjaiban nem
valtoztak, tovabbra is immobilizalt célmolekukak segitségével izolaljak a szelektiv
aptamereket, a kétési, a mosasi, az amplifikacios, és az egyszalusitasi lépések 8-15
cikluson keresztiili iteralasaval (14. abra).
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14. abra A SELEX vazlatos folyamatabraja [159].

A SELEX optimalizalasa soran tébb szempontbdl is fontos [épés volt a
célmolekulak paramagneses gyantara torténé kapcsolasa: i) A sikeres
aptamerszelekcidhoz az oligonukleotid t6bb nagysagrendnyi feleslege sziikséges, ami a
gyakorlatban néhany pikomdlnyi célmolekulara térténd szelekciot jelent. llyen
mennyiségl célmolekula immobilizalasahoz néhany mikroliter gyanta elegendd, mely
térfogat hagyomanyos modon rendkivil kérilményesen kezelhetd, a mosasi lépések
soran gyakorlatilag elveszik. ii.) A csokkent gyantatérfogat a célmolekula helyett
gyantahoz két6dd aptamerek szelekcidjat is csdkkenti. iii.) A mosasi |épések elvalasztasi
hatékonysaga megnd [160]. A moddositott eljarast néhany év mulva egy masik
kutatocsoport FluMag-SELEX néven publikalta, igy ezen a néven valt ismertté a
szakirodalomban [161].
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Amint a fentiekben lathaté volt, a SELEX soran problémat jelent a célmolekula
hordozojara szelektiv aptamerek megjelenése. A nem kivanatos oligonukleotidok
izolalasat elkerllendd altalanossa valt az un. negativ-SELEX (negative-SELEX)
alkalmazasa, melynek soran a SELEX-et megel6z6en a kiindulasi aptamerkényvtarat a
hordozoval inkubaljak, majd ezt kovetéen a fellliszoban maradt nukleinsavakkal
folytatodik a szelekcio [145]. Hasonlo logikan alapul a kontra-SELEX (counter-SELEX) is
—a nem célmolekulara szelektiv oligonukleotidok eltavolitanddk —, de egy Iépéssel tovabb
gondolva, az aptamerek szelektivitasat maximalisan kiaknazandé a SELEX
kivitelezésekor tobb ciklust kovetéen a célmolekulahoz szerkezetileg nagyon hasonlé
molekulaval inkubaljak az oligonukleotidokat, a kovetkez6 SELEX lépésben pedig a
kontra-SELEX utani felliliuszokat hasznaljak. A modszerben rejlé lehetéségeket ol
igazolja, hogy elsé alkalmazasa soran az egymastol egyetlen metilcsoportban kildnbdz6
teofillin és koffein kozott differencialni képes aptamereket sikerilt azonositani [162].

A kontra-SELEX potencialja nem korlatozodik a rendkivuli szelektivitassal
rendelkezé aptamerek izolalasara, j6l alkalmazhaté a szelekcid kezdetekor nem
meghatarozott célfehérjékre specifikus aptamerek azonositéasara is. Ez a megkdzelités
sejt-SELEX (cell-SELEX) néven terjedt el, és az évek soran szamos maodositott valtozata
jelent meg [163]. A metodika elvi alapjat az adja, hogy a kontra-SELEX beiktatasaval az
aptamerszelekciéhoz nem feltétlentl sziikséges tisztitott célmolekulat hasznalni. A sejt-
SELEX két kiilonb6zb6 sejtvonalat hasznal szelekciora, az egyik a SELEX, a masik pedig
kontra-SELEX Iépésben kerll alkalmazasra, ily médon a kivant sejtvonalra jellegzetes
membranfehérjékre izolalhatok aptamerek (15. abra). Az eljaras el6nyei, hogy a
membranfehérjék kildnleges kihivast jelentd elballitasa és tisztitdsa sziikségtelenné valik,
és az ily modon szelektalt aptamerek a fehérjéket fizioldgias kérilmények kdzott kotik,
igy gyakorlati alkalmazhatosaguk valoszinlisége nagyobb. Ez utdbbira példaként
megemlithetd a metasztizalod vastagbélrak sejtekre szelektalt aptamerek doxorubicinnel
valo konjugalasa és célzott kezelésre torténd felhasznalasa [164]. Ugyanilyen fontossagu,
hogy a sejt-SELEX a fehérje-tdmegspektrometriaval kombinalva lehetéséget teremt
korabban ismeretlen, adott sejtekre jellemz6 fehérjék azonositasara. Ezekben az
esetekben a szelektalt aptamereket a fehérjék affinitastisztitasara hasznaljak, majd a
sejtkivonatbdl ily médon izolalt fehérjék tdmegspektrometriaval kerlilnek azonositasra. A
sejt-SELEX ilyen iranyu alkalmazhatdsagat igazoljak a tumorsejtekre specifikus fehérjék
felfedezését leird kdzlemények [165].

A sejt-SELEX sikere bizonyitja, hogy aptamerszelekcié a célmolekula ismerete
nélkdl is megvaldsithatd. Ezt az allitdst még egyértelmibben igazoljak az un. in vivo-
SELEX segitségével elért eredmények. A mddszer elnevezése azon alapul, hogy a
szelekcio él6 allatban torténik, az egerek farki vénajaba fecskendezik az
aptamerkonyvtarat, majd a kilonbdzd szervek preparalasat kdvetdn Kkitisztitiak és
amplifikaljak az azokban felhalmozdédott aptamereket. A tradiciondlisndl magasabb
ciklusszam utan (15-25 ciklus) az akkumulalédott oligonukleotidok szekvenciajat minden
egyes szervben HTS-sel meg kell hatarozni, mert a kontra-SELEX hianyaban csak ezen
szekvenalasi eredmények Osszevetésével lehet azonositani a szervekre specifikus
aptamereket [166]. A in vivo-SELEX segitségével tébb szervre izolaltak aptamerek, mind
kézil a vér-agy gat endotél sejtiein keresztil az agyi parenchymaba behatolok
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demonstraljak leginkabb az eljarasban rejl6 lehetéségeket [167]. Mas kisérletekben az in
vivo-SELEX-hez human tumor xenograftot hordozo egereket alkalmazva rakos sejtekben
feldusuld aptamereket szelektaltak, és ily médon azonositottak ismert tumormarkerre (pl.
RNS helikaz) szelektiv, illetve a tumorndvekedést in vivo gatldé aptamerket is [168][169].
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15. abra A sejt-SELEX vazlatos folyamatabraja [166].

A kismolekulakra specifikus aptamerek szelekciojat megneheziti, hogy a
célmolekulak immobilizalasaval az aptamerrel kolcsOnhatast kialakitani képes
molekulafellletek, funkcids csoportok tetemes része sztérikus okok miatt elérhetetlenné
valik az oligonukleotidok szamara, minek kdvetkeztében a kismolekulakra kivitelezett
SELEX sikerrataja altalaban alacsony. Egy kanadai kutatoparos — figyelembe véve azt a
tényt, hogy az aptamerek célmolekula-kétésiik nyoman szerkezet valtozason mennek
keresztlil — a hagyomanyos SELEX mintegy inverz valtozatat alkalmazta ATP- és GTP-
specifikus aptamerek azonositasara [170]. A kiindulasi oligonukleotid-kényvtaruk harom
rogzitett  nukleinsav-szekvenciaju régiét tartalmazott, melyekbdl kett6 a
sokszorosithatésagot hivatott biztositani, mig az oligonukleotid random részének
kbzepén elhelyezked harmadik, lehetbévé  tette az  oligonukleotidok
baziskomplementaritason keresztili rogzitését. A SELEX kivitelezésekor az
oligonukleotidok a ko&zéps6d régidjukkal komplementer, paramagneses gyantahoz
kapcsolt oligonukleotidokon keresztiil immobilizalva, mig a szelekcio célmolekulai, a
purin nukleotidok oldatban voltak. Az oligonukleotid-kényvtarbdl azok, amelyek a
célmolekulaval valo koélcsdnhatas nyoman megfelel6 szerkezetvaltozason mentek
keresztlil, oldatba kerlltek. Ennek megfeleléen — a konvencionalis SELEX-szel
ellentétesen — az oldatban lévé oligonukleotidok kerlilnek sokszorositasra, Iépnek tovabb
a kovetkezd szelekcios ciklusba (16. abra). A FluMag-SELEX-hez hasonléan, itt sem a
modszer kifejlesztéi lettek a névadok, a tudomanyos szakirodalomban bevett befogo-
SELEX (Capture-SELEX) kifejezés kés6ébb, a FluMag-SELEX elnevezést kitalalo
kutatocsoport altal k6zolt publikacioban jelent meg elészér [171]. Habar az eljaras nem
valt altaldanosan elterjedtté, alkalmazhatdsagat, tébb antibiotikumra szelektiv aptamer
azonositasa igazolja [172].
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A célmolekula immobilizalasat kikiiszobdlendé egy masik kanadai kutatod
laboratérium a befogo-SELEX-tOI eltéré stratégiat kdvetett, és a kapillaris elektroforézis
alkalmazasaval kidolgozta az un. a kapillaris elektroforézis-SELEX (CE-SELEX) eljarast
[174]. A kapillaris elektroforézis (CE) el6nyei k6z6tt megemlitendé a minimalis, néhany
ul-es mintaigény, a hagyomanyos kromatografiaval 6sszevetve tébb nagysagrendnyivel
magasabb elvalasztasi hatékonysag, valamint a percekben mérhetd szeparacios idé. E
tulajdonsagok koévetkeztében a CE-SELEX rendkivil kis mennyiségli célmolekulaval,
egy-két szelekcios ciklussal, tulajdonképp egy napon belll kivitelezhetd. A CE-SELEX
alkalmazasat azonban sulyosan korlatozza, hogy a CE csak alacsony ionkoncentracioval
kivitelezhetd. Ennek kbvetkeztében az aptamerek tervezett alkalmazasi kdrilményeiktol
jelentdsen eltéré pufferben keriilnek szelekciora, igy az ionkoncentracio valtozasara
érzékeny aptamerek szerkezete a gyakorlati felhasznalasuk soran nem megfeleléen
alakul, és az aptamerek gyakorlatilag funkcidjukat vesztik. Az aptamerekkel szembeni
bizalmatlansag egyik legfobb oka altalanosagban is az, hogy ezt a szempontot a szelekcio
soran gyakran nem vették figyelembe, igy a kézleményekben leirt aptamerek jelentds
része csak idealis korulmeények kdzoétt mikodik, gyakorlati hasznalhatosaguk minimalis.
Ezt a medfigyelést kutatocsoportunk sajat tapasztalatai is alatdmasztjak, a CE-SELEX-
szel poliovirusra szelektalt aptamereink a tervezett virusdetekcids koriimények koézott
nem koétédtek a virushoz.

45| Oldal



dc_1875 21

A fentiekben bemutatott SELEX mddszereken tul szamos tovabbi médosulat is
ismert, ezek egy része elenyész0 mértékben tér el a bemutatottaktol, a masik részikre
vonatkozd szakirodalom pedig jobbara csak a modszer leirasara korlatozédik,
alkalmazhatosagukat tovabbi kdézlemények nem igazoljak, igy ezek targyalasatol
eltekintek.

Habar a kiindulasi aptamerkényvtarban talalhaté 10'?-10'* egyedi szekvenciaval
rendelkezé oligonukleotid szama drasztikusan csokken a SELEX soran, az utolsé
szelekcios ciklust kovetben is akar tizezres nagysagrendben talalhatok az eltérd
oligonukleotidok (nem kdzdélt adataink). A HTS altalanossa valasat megel6zéen a SELEX
végén kapott oligonukleotidokat vektorokba illesztették, és a transzformalt sejtekbdl
felnétt baktériumtelepekbdl tisztitott néhany tucat vektor szekvenciajat Sanger-féle
szekvenalassal meghataroztak. Az aptamerkutatasban is egyre nagyobb teret nyeré HTS
ezt a |épést feleslegessé tette. A HTS-sel nyert szekvenciaadatok értékelésére pedig
szamos szabadon felhasznalhaté program all rendelkezésre. A legfejlettebbek az egyes
szekvenciak dusulasa, szekvencia motivumok megjelenése mellett, a josolt masodlagos
szerkezetek kialakulasat kisér6 szabadenergia-valtozasokat is figyelembe veszik a
legigéretesebb aptamerjeldltek azonositasahoz [175]. Végeredményben a SELEX-et
kovetéen — az egyik esetben a technoldgia ateresztéképességébdl kifolydlag, a masik
esetben a szekvenciaanalizis eredményeként — mindkét megkodzelités esetén néhany
tucat aptamer kertil tovabbi vizsgalatra.

Az aptamer-ligand komplex kinetikai paramétereinek vizsgalata elengedhetetlen
a gyakorlati jelentéséggel bir6d jeloltek azonositasahoz. A SELEX végén kapott
oligonukleotidok célmolekula iranti affinitasa és szelektivitdsa kdzo6tt oriasi kildnbségek
vannak, akar olyanok is el6fordulhatnak, amelyek a szigoru szelekcids korilmények
ellenére is gyengén vagy egyaltalan nem kotédnek feltételezett ligandjukhoz. A
jelenségre magyarazatul szolgalhat, hogy a szelekci6 nem zarja ki azokat az
oligonukleotidokat, amelyek egyedil nem, csak egy masik oligonukleotiddal egyitt
tudnak komplexet kialakitani a célmolekulaval. Az aptamer-ligand komplex kinetikai
vizsgalatara szamos metodika van hasznéalatban. Mindezek részletes ismertetése messze
tulnyulna a dolgozat keretein, ezért csak felsorolasszeriien emlitem 6ket. Az alkalmazott
megkodzelitések két nagy kategdriaba oszthatok az alapjan, hogy a mérésekhez az egyik
feltételezett kolcsdnhatd partner immobilizalasa sziikséges vagy mindkét molekula
oldatban van. Az immobilizalast igényl6 modszerek kdzé sorolhatok a legrégebb ota
ismert, oszlopon torténd particionalas, illetve filterkdtés vizsgalat, a napjainkban
legaltalanosabbak hasznaltak kdzé pedig a fellileti plazmon rezonancia (SPR), bioréteg
interferometria (BLI) és ALPHA. Az oldatban térténd mérési technikak koziil a legdsibb a
dializissel torténd particionalas, az Ujabbak k6zé pedig a fluoreszcencia polarizacié (FP),
CE, valamint a mikroskalas termoforézis (MST) tartoznak [176]. Megjegyzend6, hogy a
kilénb6zd metodikadkkal meghatarozott disszociacios allandok akar nagysagrendileg is
eltérhetnek egymastol, igy ezek az eredmények csak orientacioként szolgalnak. Az
aptamer alkalmazhatésaga csakis a valos kdérulmények kozott végzett vizsgalatokkal
igazolhatd, vagyis az emlitett mérések csak a legjobb aptamerjeldltek azonositasara
hasznalandok.
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3.4. Aptamerek mddositott nukleotidokkal

Az aptamerek ellenanyagokkal szembeni elényei kdzil néhany a SELEX
sajatossagaibdl fakad, melyek mar koérvonalazodhattak a szelekcidjukat bemutato
fejezetbdl. Pontokba szedve a kovetkezdkben Osszegezheték a SELEX kedvezd
tulajdonsagai: i.) teljesen in vitro, sem allatot, sem sejtet nem igénylé folyamat; ii.)
antigenitadssal nem rendelkezd, illetve toxikus molekulakkal is megvalosithatd; iii.)
fiziologias korilményektdl tavoli, akar szerves olddszerekben is kivitelezhetd eljaras; iv.)
egyes valtozatai nem igénylik a célmolekulak ismeretét és v.) viszonylag gyors és
koltséghatékony folyamat. Mindezen tulajdonsagok kovetkeztében célmolekulara
szelektiv aptamerek sok esetben egyszeribben, téredék id6- és koltségigénnyel
eléallithatdok, mint a hasonld szelektivitassal és affinitdssal rendelkezé antitest
megfelel6ik. Raadasul az aptamerek azonositasukat kdvetéen kémiai szintézissel teljesen
reprodukalhaté maodon eléallithatok, ami egy Ujabb érv az aptamerek mellett, figyelembe
véve az ellenanyagok sejtekben valo termeltetésébdl fakadd nehézségeket és
koltségeket is. A teljes részleteséggel ismert kémiai szerkezet ismét csak az aptamerek
javara billenti a mérleget, ugyanis iranyitott modositast tesz lehetdve, igy tetszdlegesen
immobilizalhatok, illetve konjugalhatok, mely lépések az aptamerek és ellenanyagok
alkalmazasa soran altalaban elkerillhetetlenek, és az utébbiak esetében szinte mindig
aktivitasvesztéssel jarnak egyltt. Az aptamerek egy tovabbi elényds jellemzéje
viszonylag egyszeru felépitésikhdz koéthetd, melynek kodvetkeztében nem igényelnek
kildnleges tarolasi koérilményeket, és aktivitasukhoz szikséges térszerkezetiiket
denaturalasukat kévetden is képesek ismét felvenni.

Az aptamerek kedvezé tulajdonsaganak hatterében allé egyszerl felépités
egyben hatulltéjik is. A huszféle, eltérd kémia tulajdonsaggal rendelkezd aminosavakbdl
felépllé ellenanyagokkal szemben az aptamerek minddssze négy, a kialakithaté kémia
kétések tekintetében nagyon hasonlé nukleotidbdl allnak dssze. Az oligonukleotidok
kémiai homogenitasa az aptamerszelekcié viszonylag alacsony sikerratajaban nyilvanul
meg, a becslések szerint a SELEX-eknek mintegy 30%-a eredményez kivanatos
specificitasi és affinitasu aptamereket, bizonyos célmolekulara pedig a szelekcio
tébbszori ismétlésével sem sikerll megfeleld tulajdonsagokkal rendelkezd aptamereket
eléallitani [177].

Az aptamerek alkalmazasanak egyik tovabbi korlatozé tényezéje az altalanosan
eléforduld nukleazoknak valo kitettségik és ebbdl adodd degradacidjuk. Ez a probléma
kilébndésen az aptamerkutatas hajnalan volt hangsulyos, ugyanis — annak az
elképzelésnek kdszénhetben, hogy az RNS-ek nagyobb konformacios rugalmassaggal
rendelkeznek, mint a DNS-ek — a szelektalt aptamerek tulnyomo részt RNS-ek voltak. Az
RNS hidroliziséért nem csak az univerzalisan jelenlévd, a kdrnyezeti hatasoknak rendkivl
ellenalld ribonukleazok felelések [178]. Az RNS-ek 2’-hidroxilcsoportja nukleofil
agensként megtdmadhatja a foszfoészter kotést, igy enzim jelenléte nélkal,
autohidrolizissel is lebomolhatnak [179]. Miutan beigazolodott, hogy DNS és RNS
aptamerek ugyanolyan eséllyel szelektalhatok, a legtébb kutatdlaboratorium felhagyott
az RNS aptamerek alkalmazasaval, napjainkban a SELEX-hez szinte kizarolag DNS
kiindulasi kdnyvtarat alkalmaznak [159]. Nagyobb stabilitasuk ellenére a DNS aptamerek
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degradacioja — kilondsen a terapias alkalmazasuk esetén — tovabbra is gyakran jelent
megoldandd kihivast. A megfigyelések szerint az oligonukleotidok plazméban valé
lebontasaért szinte kizardlag az exonukleazok felelések, és az egyszalu DNS-ek sokkal
erzékenyebb ezen enzimek tamadasara, mint a kétszaluak [180]. Az exonukleazok okozta
hasitas viszonylag egyszerlen kivédhetd az aptamerek 3’-végére kapcsolt biotinnal vagy
3’-3’ kotést létrehozo inverz modon kapcsolt nukleotiddal. A 3° médositashoz hasonléan
az aptamerek 5’-vége is megvédheté az exonukleazoktol, amennyiben valamilyen
csoport (amin, foszfat), illetve molekula (polietilén-glikol, koleszterin, zsirsav, fehérje)
kapcsolédik az oligonukleotid 5’ foszfatjahoz [181].

Az aptamerek kémiai repertoarja és nukleazokkal szembeni ellenalléképesége
egyarant ndvelhetd modositott nukleotidok alkalmazasaval. Az aptamerek atalakitasara
alkalmazott nukleotidok nagy szama nem teszi lehetévé, hogy mindegyik targyalasra
kerlljon, igy a tovabbiakban csak a legismertebbek keriilnek bemutatasra. A
nukleotidokat alkoté komponensek koziil a foszfaton és a cukron eszkdzdlt médositasok
elsésorban a nukleazrezisztenciat hivatottak fokozni, mig a bazisok moddositasanak
elsédleges célja a SELEX sikerességének, valamint az aptamer-ligand kotés
erdsségének ndvelése, de az ilyen modositdsokkal elballitott aptamerek gyakran a
nukleazoknak is jobban ellenallnak (17. abra) [182].

\ purin N5
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affinitds és nukleaz
rezitencia novelés

\ amino
OH o-metil
_ | fluor
O'ﬁ'o\ endonukledz rezisztencia
0
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17. abra Az aptamereket alkoto nukleotidok leggyakoribb mddositasai.

A modositott nukleotidokat beépithetjlik az aptamerekbe szelekciojukat kdvetéen,
illetve kivitelezhetjik a szelekciét modositott nukleotidokkal, ezek alapjan beszéliink post-
és pre-SELEX moddositasrél [183]. Az els6, modositott nukleotidokat tartalmazo
aptamereket a post-SELEX metddussal allitottak eld, de e megkodzelités jelentésége — az
alabbiakban részletezett okokbdl kifolydlag — csokkent [184]. A post-SELEX-szel
kapcsolatos legkomolyabb nehézség, hogy a médositas hatasa az aptamer-célmolekula
komplex réntgenkrisztallografidval vagy magneses magrezonancia spektroszképiaval
(NMR) részleteiben feltart szerkezetének ismerete nélkil megjésolhatatlan, és
szélsbséges esetben az aptamer akar teljesen el is veszitheti ligandkotd-képességét. Az
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aptamer-ligand komplex valds szerkezetének leirasa rutinszerlien nem megvalésithato,
igy a post-SELEX aptamer modositas jorészt proba-szerencse eljaras. A post-SELEX
modszer nehézségeire j6 példa a korabban emlitett Macugen, melynek esetében az
aptamer szelekcidjat kdveté6 moddositasok éveket vettek igénybe [185]. A pre-SELEX
aptamer modositas mindezeket a nehézségeket kiklisz6bdli, azonban olyan DNS
polimerazokat igényel, amelyek nagy hliséggel képesek beépiteni a megvaltoztatott
nukleotidokat. Ezeknek a kévetelményeknek a korabbi kisérletek alapjan néhany B tipusu
DNS polimeraz felelhet meg a legjobban [186].

A foszfatcsoportot érintd maodositasok tulajdonképpen az egyik, észterkotés
kialakitasaban nem érintett oxigén kénre vagy metilcsoportra torténé cseréjét jelentik,
melynek nyoman a nukleazoknak jobban ellenallé foszforotionat, illetve metilfoszfonat
csoportok keletkeznek. Az oxigén helyettesitésével kapcsolatos hatrany, hogy a
modositas az aptamerekben gyakran el6forduld G-quadruplex struktura csdkkent
stabilitdsaval jar egyltt, igy végsé soron a SELEX sikerét kockaztatja. Ez a tény
magyarazhatja, hogy a modszer kevéssé elterjedt, minddssze néhany tucat
foszforotionatot, illetve metilfoszfonatot tartalmazo aptamer ismert a szakirodalomban
[187]. A ribozt érintd modifikacidk a reaktiv 2’-OH csoport eliminalasara iranyulnak,
melynek soran a hidroxil helyére amino- vagy o-metilcsoport, illetve fluor keril. A harom
varians kozul a fluorral médositott aptamerek a legelterjedtebbek, mivel a metilcsoporttal
rendelkezé nukleotidokat a DNS polimerazok nem fogadjak el szubsztratként, igy a
SELEX-ben nem alkalmazhatok. A fluor- és aminocsoport-tartalmu oligonukleotidok
szintézise kozill pedig az elébbié kdltséghatékonyabb [188]. Az un. zart nukleotidok
(locked nucleic acid LNA) beépitése az aptamerek nukleadzrezisztenciaja mellett a
kialakul6 kettésszalu régiok stabilitasat is ndvelik, igy tdbb szempontbdl alkalmas
jeléltnek tinnek modositott aptamerek szintézisére. Vonzo tulajdonsagaikat ellensulyozza
az a megfigyelés, hogy az LNA nukleotidok — melyekben a ribéz 2’0 és 4’C atomijat egy
metilén-hid kéti 6ssze — nem optimalis szubsztratjai az RNS és DNS polimerazoknak,
bizonyos nukleinsav-szekvenciak hatékonyabban szintetizalédnak, igy e nukleotidok
alkalmazasaval torzul a SELEX folyamata [189].

A fentiekben taglalt modositasok valtozdé mértékben ndvelik az aptamerek
nukleazokkal szembeni ellenalloképességét, de egyik sem nyujt teljes rezisztenciat. A
nukleazok tamadasanak teljes mértékben ellenalld aptamerek fejlesztésének koncepcidja
azon alapul, hogy a kiralis molekulak kdlcsdnhatasa sztereospecifikus, igy a természetes
nukleinsavakban talalhatdé D-cukrok L enantiomer parjat tartalmazé oligonukleotidok a
nukleadzok szamara felismerhetetlenek. Az elképzelés helytallésagat Klussmann és mtsai.
D-adenozinhoz specifikusan két6dd L-RNS molekulak szelektalasaval demonstraltak
[190]. A szerz6k ezen Uj tipusu aptamereket spiegelmer névvel illeték, és igazoltak roluk,
hogy affinitasuk a D-adenozinhoz kdzel négy nagysagrenddel nagyobb, mint annak
enantiomerjéhez, valamint human szérumban térténé hatvanoras inkubalast kévetben
sem degradaléodnak. A gyakorlatilag teljes nukleazrezisztenciat még egyértelmibben
igazoltak a vazopresszinre szelektal spiegelmerekkel kivitelezett mérések, melyek szerint
még a tisztitott nukleazt tartalmazd oldatban térténd tiznapos inkubacié sem
eredményezte a spiegelmer koncentracidjanak csokkenését [191].
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Az eddig leirtakbdl talan nem egyértelm(ien vilaglik ki, hogy a spiegelmerekkel
kapcsolatban egy sulyos nehézség is felmertl, ugyanis, miként a nukleazok, ugy a
polimerazok sem ismerik fel a természetes nukleotidok enantiomerijeit, igy a SELEX-et a
polimerazokkal amplifikalhatd, D-nukleotidokbdl allé oligonukleotid-koényvtarral, a
felismerendé ligand enantiomerjét célmolekulaként hasznalva kell kivitelezni (18. abra).
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18. abra A spiegelmerszelekcio elvi alapja.

Ez a reciproknak tekintheté SELEX két okbdl jelent problémat: i.) Mivel a szelekcio
spiegelmer célmolekuldjanak enantiomerjét igényli, a kémiai fehérjeszintézis korlatai
miatt fehérjékre korilményes a spiegelmerszelekcio. ii.) A korabbiakban lathaté volt,
hogy a SELEX-bdl szarmazo aptamerijeldltek kozil egyedi karakterizalassal azonosithatdk
a legigéretesebb jeldltek. Ezen 1épés megvaldsitasat sulyosan behatarolja a spiegelmer
szintézis rendkivil magas koltsége. Az els6ként megjeldlt hatraltatd tényezét jol
magyarazza, hogy szinte az 0&sszes spiegelmert kismolekulara, illetve peptidre
szelektaltak [192]. A szakirodalombdl két fehérjére szelektiv spiegelmer ismert, melyek
koézal a kisebb méretli szelekcidjahoz, a 110 aminosavbdl allé ribonukleaz D-
aminosavakbdl allé enantiomerjét két részletben megszintetizaltak, igy adott volt a SELEX
célmolekulaja [193]. A kétszeres méretld, mintegy 28 kDa nagysagu bakterialis
enterotoxinra szelektiv spiegelmer izolalasanal ez a megkdzelités nem volt jarhato, mert
az ilyen méretl fehérjék kémiai szintézise praktikusan nem megvaldsithatd. A szerzék
altal kidolgozott, un. domén eljaras alapjaul az a medfigyelés szolgal,
hogy az aptamerek — hasonléan az ellenanyagokhoz — a fehérjéknek egy adott
aminosavszekvencia-motivuman keresztil alakitiak ki a kdlcsénhatast, igy ahogy
fehérjeszelektiv ellenanyagok generalhatok a megfeleléen megvalasztott peptidekre, ugy
aptamerek is szelektalhatok a kérdéses fehérjét reprezentald aminosav-motivumra [194].
Az elgondolasnak megfeleléen a fehérje egy 25 aminosavbdl allé peptidszakaszanak D
enantiomerjét megszintetizaltadk, majd ennek segitségével hajtottdk végre a SELEX-et
[195]. Habar a szelekcio sikeres volt, a spiegelmer-fehérje komplex disszociacids
konstansa a fehérje-aptamer komplexnél elvartnal magasabbnak, 420 nM-nak adédott. A
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spiegelmerrel kapcsolatos kutatasok és fejlesztések jelenleg szinte kizarélag a Noxxon
Pharma vallalathoz kothet6k, a kifejlesztett spiegelmereik kozul tébb is lehetséges
tumorterapias szerként kiilénbdzé klinikai fazisban van [196].

A Dbazisaikban modositott nukleotidokban — dsszevetve természetes
megfelelbikkel — a pirimidinek esetében a C5, mig purinoknal az N7 pozicidban
figyelhetlink meg eltéréseket (17. abra). Ezen mddositasok népszeriiségének oka két
tényezdben keresendd, nevezetesen ezeket az eltéréseket bizonyos polimerazok
toleraljak, és beépitik a szintetizalodé nukleinsavba, illetve az ezen poziciokban
megjelend extra csoportok be tudnak illeszkedni a kettés hélix nagy arkaba [197]. A
bazisokat érintd modositasok meglehetbsen sokszinliek, legtdbbjuk a nukleotidoknak
aminosav jellegl tulajdonsagokat kélcséntz. Mindezek kozil csak a legsikeresebbek, a
SELEX-et leiré Gold nevéhez kéthetd un. SOMAmerek (Slow off modified aptamerek)
kerllnek a dolgozatban ismertetésre [177].

A kutatocsoport a nukleotidok médositasa soran abbol a megfigyelésbdl indult ki,
hogy az ellenanyagok leggyakrabban aromas oldallancokkal rendelkezé aminosavaikon
keresztll lépnek kolcsdnhatasba az antigénnel [198]. Ennek megfeleléen, névelendd a
SELEX sikerratajat, olyan uracilvaltozatokat szintetizaltak, amelyek az N7 helyen benzil,
naftil, triptamino, illetve egyetlen nem aromasként izobutilcsoportot hordoztak (19. abra).

0
R 0 0 ‘ 0 N ©
Fﬁi | A\ Ay N / N CH;
0N H @ N NTY
o R = L H H CH,
PPPOM

HO benzil naftil triptamino izobutil
dUTP (BndU) (NapdU) (TrpdU) (IbdU)

19. abra A SOMAmereket alkoto modositott nukleotidok szerkezete [177].

Hipotézisiik igazolasra 13 olyan fehérjét jeldltek meg a SELEX célmolekulajaként,
amelyekre tdbbszéri prébalkozassal sem sikerllt aptamert izolalni. Az uracil-
modosulatokkal eltéré eredményeket kaptak, egyes valtozatok mas-mas fehérjével
vezettek sikeres szelekcidéra. A triptamin azonban kiemelkedéen teljesitett,
alkalmazasaval mind a 13 vizsgalt fehérjére sikerilt megfelelé aptamer izolalni. A
feltételezés helytallosagat az SOMAmer-fehérie komplexek szerkezeti vizsgalatai is
igazoltak, ugyanis a kélcsdnhatas kialakitasaban a vizsgalt komplexek mindegyikében
kézponti szerepet kaptak a modositott nukleotidok [199]. A Gold altal vezetett
kutatécsoport egy tovabbi fontos mddositast is bevezetett a SELEX protokollba,
nevezetesen dextran-szulfatot alkalmazott a mosasi lépések soran, mellyel szignifikansan
csokkent a nem specifikusan kdlcsénhatd oligonukleotidok szama, illetve megnétt az
izolalt aptamerek affinitdsa [200]. Mindezen modositasoknak és fejlesztéseknek
kdszdnhetbéen mara mar tobb mint 7000 human fehérjére szelektiv SOMAmer létezik, és
ezek dont6 részének disszociacios konstansa kisebb, mint 1 nM, mely érték messze
alatta van a természetes nukleotidokat tartalmazo aptamerek esetén mérteknél [201]. A
SOMAmerekben rejl6 lehetbségeket jol bizonyitja fehérjechipen, un. SOMAScan-en
torténd alkalmazasuk. A Somalogic altal forgalmazott csipet patolégias elvaltozasok
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tucatjainal hasznaltdk az adott testfolyadék proteomjaban bekdvetkezé valtozasok
nyomon kdvetésere. Az eljaras robusztussagat az a tanulmany illusztralja legszebben,
amelyben a genom és a plazmaproteom koz6tti asszociaciot kutattak. A kisérlethez 3301
egészséges ember 150 pl-nyi plazméjat hasznaltak, és ezzel nyolc nagysagrendnyi
tartomanyban kvantifikaltak 3622 fehérjét [202]. Az ujabb SOMAmereket folyamatosan
szelektaljak, jelenleg mar tébb mint 7000 fehérje szimultan mérésére alkalmas
SOMAscan is elérheté. A metddus altalanos elterjedésének akadalya, hogy a vallalat
uzletpolitikajanak kovetkeztében sem a fehérjéket felismer6 SOMAmereket, sem a
SOMAScan technolégiahoz sziikséges vegyszereket és muiszereket nem forgalmazzak.
A vizsgaland6 mintakat a vallalat kézponti laboratoriumaba kell eljuttatni, ahol a teljes
munkafolyamatot — az adatfeldolgozassal bezardlag — kivitelezik. Ennek eredményeként
a Somalogic egy folyamatosan novekvd, patoldgias elvaltozasokra vonatkozo, Uzleti
stratégiajuk részét képzd fehérje-adatbazissal rendelkezik. Megjegyzend6, a SOMAScan
magas koltsége és komplex mintafeldolgozasi protokollja kdvetkeztében az elébbi
akadalytol eltekintve sem alkalmas rutindiagnosztikara.

3.5. Kardialis troponinokra szelektalt aptamerek

A szivizomban taldlhaté harom tropinin kdzil mindkét szdvetre specifikus
izoformara, azaz cTnl-re és cTnT-re is szelektaltak aptamereket. A cTnl-t felismerd
aptamerek két kutatocsoport, szinte egy idében megjelené kdzleményeiben keriltek
nyilvanosagra. Az elséként publikalt cTnl aptamerek szelekcidjahoz nem feltlintetett
eredet(i cTnl fehérjét biotinilaltak és hasznaltak célmolekulaként sztreptavidin gyantara
tértént immobilizaciojat kévetéen [203]. A kontra SELEX |épésben cTnT-ét és troponin
C-t hasznaltak, és a szelekciét kdvetben is ezzel a két fehérjével demonstraltak az izolalt
aptamerek specificitasat. A célmolekula legkbzelebbi homoldgjait, a vazizom
troponin I-ket semmilyen formaban nem alkalmazték kisérleteikben, igy a prezentalt
aptamer szelektivitasa megkérdbjelezhetd. Ezt a feltételezést alatamasztja a
publikacioban bemutatott dot blot eredmény, ahol is az arany nanorészecskével jeldlt
aptamerik a cTnl-t nem tartalmazd vérplazma mintaval is intenziv jelet adott. A
koézleményben ismertetett aptamerek tovabbi alkalmazasara utalé adat nem talalhaté a
szakirodalomban.

A néhany honappal késébb kdzolt szelekcid célmolekulaja magneses gyéngyon
immobilizalt, baktériumban el6allitott cTnl volt, és ez a laboratérium nem iktatott be kontra
SELEX lépést [204]. Az SPR mérések alapjan az aptamereik kiemelked6, nM kordli
disszociacios konstans értékkel rendelkeztek, és a monomer troponin mellett a komplex
kotésére is képesek voltak. Az aptamerek szelektivitasat igazold kisérletek azonban
ebben az esetben is kivannivalot hagynak maguk utan, ugyanis a vizsgalt fehérjék kdzott
itt sem talaljuk sTnl-t, és vérszérumban vagy plazmaban sem végeztek méréseket. Habar
az eredeti kdzleményben bemutatott eredmények nem zartdk ki az aptamerek
keresztreaktivitasat, azota tobb tucat kozlemény igazolta vérplazmaban valo
alkalmazhatosagat, minek alapjan feltételezhetjik az aptamer szelektivitasat.

A cTnT szelektiv aptamerek hasznalatat ismerteté kézlemények mindegyikében
biotechnolégiai vallalattol beszerzett aptamereket talalhatunk, igy azok eldallitasardl,

52| 01dal



dc_1875 21

szelektivitasarol nem all rendelkezésre informacio [205] [206][207]. A vasarolt
aptamerekkel valtozatos metodikai fejlesztéseket hajtottak végre és demonstraltdk a
mezbhatas-tranzisztor, a ciklikus voltammetria és a differencial impulzus voltammetria
rendszerekben torténd alkalmazhatosagukat.

Erdekes médon az egyetlen laboratériumunkban azonositott cTnT aptamer
tumoros endotél sejtekkel kivitelezett sejt-SELEX eredménye [208]. A szelekcié nyoman
kapott aptamerekkel affinitastisztitottak a teljes fehérjekivonatot, és az aptamerekhez
kotdédé fehérjek kdzott tomegspektrometriaval azonositottak a cTnT-t. Ezt az eredményt
MRNS- és fehérje-expresszios adatokkal is megerdsitették, minek alapjan a szerzék az
endotél sejtek felszinén megjelend cTnT-t mint lehetséges tumormarkert javasoljak.

A fentiek alapjan kijelenthetd, hogy a kardialis troponinokra szelektiv aptamerek
vizsgalata egy intenziven kutatott terilet, és a munkak szinte teljes egészében az
aptamerek hasznalatara koncentralnak, a diagnosztikai alkalmazasig azonban még egyik
modszer sem jutott el.

3.6. Virusokra szelektalt aptamerek

Amint az egy korabbi fejezetben mar lathaté volt, a virusfehérjék ellenanyagok
segitségével térténd azonositdsa a virusdiagnosztika egyik leggyakrabban alkalmazott
metodusa, igy nem meglepd, hogy szamos kutatdcsoport érdeklédése fordult az
antitesteknél egyszeribben, kdltséghatékonyabban elballithaté és alkalmazhato, egyes
virusokra szelektiv aptamerek iranyaba. Az intenziv kutatasok kilénbdzd virusokra
szelektiv aptamerek szazait eredményezte, tulajdonképp minden human patogén virusra
kiviteleztek aptamerszelekciot [209]. Ennek fényében a dolgozatban nem teszek
kisérletet az egyes aptamerek bemutatdsara és katalogizalasara, csak néhany olyan
példa kertl ismertetésre, amely jol reprezental egy-egy virusszelektiv aptamer izolalasara
alkalmas SELEX varianst.

Az ide vonatkozd koézlemények dontd részében a klasszikus SELEX modszer
alkalmazasat talaljuk, azaz a virusfehérjék immobilizalasaval kivitelezett szelekcio vezetett
az aptamerek izolalasahoz. Ezzel a megkdzelitéssel a human immundeficiencia-virus
(HIV) és human papillomavirus (HPV) 6sszes fehérjéjére sikeresen szelektaltak olyan
DNS és RNS aptamereket, melyek valtozé eredményességgel gatoltdk a virusok
sejtfert6zd képességét, illetve replikacidjat [210].

A masik legelterjedtebb virus aptamerszelekcids eljarast akar virus-SELEX-nek is
nevezhetnénk, hiszen ugyanazt a logikat koéveti, mint a sejt-SELEX, attél annyiban eltérve,
hogy sejtek helyett teljes virusok szolgalnak célmolekulaként. A megkdzelitésben rejlé
lehet6ségeket elegansan illusztralja egy Gopinath és mtsai. altal jegyzet kdzlemény,
amelyben az A tipusu influenza H3N2 altipusanak térzsei kozott differenciald RNS
aptamereket irtak le [211]. A megfelelé virustdrzzsel kivitelezett kontra-SELEX-nek
kdészénhetben az aptamerek diszkriminacios képessége magas affinitassal is kiegésziil, a
mérések szerint a legjobb aptamer tizendtszor jobban kétddik a virushoz, mint a vizsgalt
monoklonalis antitest.

A sejt-SELEX egy tovabbfejlesztett valtozatat, az un. CS-SELEX-et (cell-surface-
SELEX) hepatitis C virust (HCV) felismer6 aptamerek szelekcidjara alkalmaztak
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sikeresen. A modszer alapjat egy, a felszinén a HCV E2 fehérjét kifejez6 sejtvonal adja,
mely segitségeével tulajdonképpen egy sejt-SELEX kertdlt kivitelezésre, és vezetett HCV-
ére specifikus aptamerek azonositasahoz [212].

A virusokra szelektiv aptamerek izolalasanal is talalhatunk immobilizalast nem
igénylé eljarasokat, um. a korabban mar ismertetett CE-SELEX-et, illetve a grafén-oxid-
SELEX-et (GO-SELEX). Kapillaris elektroforézissel kontra-SELEX nem kivitelezhetd, igy
a CE-SELEX csak nagy tisztasagu célmolekulaval valésithatd meg. Mindezek eredéjeként
teljes virusra nem, csak virusfehérjékre szelektalt aptamereket sikerult izolalni ezzel a
modszerrel. A madarinfluenza virus HIN2 térzsének HA fehérjéjére szelektalt aptamerek
alkalmasak voltak a virus fluoreszcens jeldlésére, és sejtkulturak virusinfekciojat is
gatoltak [213].

A GO-SELEX hasznalata tulajdonképpen egyetlen koreai kutatocsoporthoz
kéthetd. Az eljarast valdjaban helyesebb reverz immobilizalast igénylének, mint
immobilizalas nélkllinek titulalni, ugyanis a szelekcio soran a grafén-oxidbdl készilt
nanolemezhez pi-pi elektron kélcsénhatasokon keresztlil az aptamerek kapcsolodnak,
mig a célmolekulak oldatban vannak. Az oligonukleotidok a célmolekulaval toérténé
kdlcsbnhatas nyoman megvaltoztatijak konformaciojukat, minek hatasara levalnak a
nanolemezré|, igy az oldatba keril oligonukleotidok képviselik a célmolekulara szelektiv
aptamereket [214]. A kutatocsoport a GO-SELEX segitségével eddig két virusra szelektalt
aptamereket, um. szarvasmarha virusos hasmenés virusra (BVDV) és madarinfluenza
H5N2 tbérzsére [215] [216]. A mbdszerbe kénnyen beilleszthetd kontra-SELEX Iépésnek
koészbnhetben a virustorzsek kozott differencialni képes, a detektalando virushoz magas
affinitdssal rendelkez6 aptamereket eredményezett mindkét szelekcié. Kilén
kiemelendd, hogy mindkét GO-SELEX esetében olyan aptamerparokat is sikerlt
azonositani, amelyek egyszerre képesek kdtédni a virushoz.

Napjainkban megjelen6é aptamerekkel kapcsolatos szakirodalom tébbsége a
kildbnbdzd bioszenzorokban toérténd alkalmazasukat irja le, ezzel dsszhangban a
virusszelektiv aptamerek jelentds része is az ilyen iranyu fejlesztésekben jelenik meg.
Tulajdonképpen a bioszenzorok minden tipusara (optikai, tdmeg, és elektrokémiai
valtozasokat mérd§ modszerek) taldlhatunk példat az aptamereken alapuld
virusdiagnosztikai  kutatasokban [217]. Ezek kozul az optikai bioszenzorok
legegyszerilbben és legolcsdbban kivitelezhet6 valtozatat, az LFA-t érdemes kiemelni.
A GO-SELEX-szel nyert madarinfluenza-specifikus aptamerpar jelentéségét a
kutatécsoport egy olyan LFA kifejlesztésével demonstralta, amely alkalmas a virus
kacsaszékletben t6rténé azonositasara. A bemutatott LFA kiértékelése szabad szemmel
kivitelezhetd, érzékenysége pedig dsszevethetd a kereskedelmi forgalomban elérhetd,
antitest alapu virusdetekcidés LFA készletekével [216]. Az LFA virusfert6zétt mintakon
toérténdé hasznalatara tovabbi példa a halakat megbetegité idegi nekrézis virus
kimutatasara kidolgozott rendszer. A mérési rendszer elrendezése megegyezik az el6z6
példaban alkalmazottal, amennyiben a befogd aptamer biotinjeldlt, igy sztreptavidinen
keresztll immobilizalhaté a membranra, a detektalé aptamer arany nanorészecskével
tortént modositasa pedig a szabad szemmel valo kiértékelést teszi lehetbvé [218]. Az LFA
érzékenysége az arany nanorészecske fluoreszcens festékre cserélésével tébb mint egy
nagysagrenddel ndvelhetd, de az értékelés komplexebb, mivel fluoreszcens leolvasoét
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igényel. A fluoreszcens jeldlés alkalmazasaval olyan LFA-at hoztak létre, amely az
influenza A virus H1N1 altipusanak torzseit képes detektalni klinikailag relevans
koncentracioknal, akar garatkenet-mintakban is [219]. A virusdetektalasra alkalmas LFA
rendszereket bemutato kdézlemények szinte kizardlag az utébbi években jelentek meg,
igy minden bizonnyal csak a kezdeteit latjuk a megkdzelités alkalmazasanak. Figyelembe
véve az LFA egyszer( kivitelezését és alacsony koltségét valoszindsithetjik, hogy validalt,
kereskedelmi forgalomban elérhetd valtozatai is hamarosan megjelennek.
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4. Célkitiizések

Munkank kezdetekor az aptamerkutatas meghonositasa, illetve az aptamerek

diagnosztikai alkalmazasanak vizsgalata volt az elsddleges célunk, az aptamerszelekcios
kisérleteink soran azonban megoldasra varoé technikai nehézségekkel is szem6besiltink,
igy feladataink metodikai fejlesztésekkel is kiegésziltek, eredeti célkitliizéseink ennek
megfeleléen maddosultak. Céljaink pontokba szedve az alabbiakban 6sszegezhetdk:

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

A buzacsira fehérjekivonaton alapuld transzlacios rendszer alkalmazhatosaganak
vizsgalata. A fehérjék gyorsabb és hatékonyabb eléallitasa a rendszerhez
rendelkezésre allo vektorok tovabbfejlesztésével.

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

Az ALPHA maddszer alkalmazhatdsaganak vizsgalata, illetve optimalizalasa aptamer-
fehérje kdlcsdnhatasok mérésére.

3. Nagyszamu aptamerjeldlt sziirésére alkalmas egyszaliu DNS-t biztosité
eljaras kifejlesztése.

A primer blokkolt aszimmetrikus modszer kifejlesztése, ALPHA modszerben térténé
alkalmazhatésaganak vizsgalata.

4. Médositott nukleotidot tartalmazé aptamerkényvtar létrehozasa.
Modositott nukleotid beépitésére alkalmas héstabil DNS polimeraz azonositasa,
majd annak alkalmazasaval |étrehozott aptamerkdnyvtar paramétereinek vizsgalata.

5. Kismolekulara szelektiv aptamerek el6allitasa és alkalmazasa.
Ochratoxin  A-t  felismer6 aptamerek  szelekcidja, specificitasuk  és
alkalmazhatésaguk vizsgalata.

6. ASPV-szelektiv aptamerek izolalasa és alkalmazasa.

Aptamerek szelekcidja a kiilénbdzd ASPV virustorzsek burokfehérjéire. Az
aptamerek alkalmazasa western és dot blot, valamint ELISA eljaras soran. Teljesen
aptamereken alapuld, viruskimutatasra alkalmas ELONA kifejlesztése.

7. RSV-szelektiv aptamerek izolalasa és alkalmazasa.

Inaktivalt, teljes virusra Kkivitelezett aptamerszelekcio. A szelektalt aptamerek
felhasznalasa ALPHA rendszerben a virus klinikailag relevans koncentraciéban és
mintaban térténé kimutatasara.

8. cTnl fehérjét szelektiven felismeré spiegelmerek izolalasa és alkalmazasa
szendvics tipusi mérési rendszer fejlesztéséhez.

A cTnl megfeleld epitdpjaira specifikus spiegelmerek szelekcidja és szlrése. A
legkedvezdbb paraméterekkel rendelkezd spiegelmerpar alkalmazasaval cTnl
kimutatasara alkalmas ALPHA kifejlesztése.
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5. Anyagok és moédszerek

A bemutatott kisérletek donté részében a molekularis biolégiaban rutinszeriien
hasznalt metodikakat alkalmaztunk, igy ezek altalanos leirasa nem jarulna hozza a
dolgozat jobb értelmezhetéségéhez, a kisérletek reprodukalhatésagat lehetévé tévo
minden részletre kiterjedd ismertetésik pedig messze tulmutatna a dolgozat keretein,
ezek az adottak a hivatkozott kdzleményekben talalhatok meg. Kutatasi feladataink
jelentds része modszertani fejlesztéseket is magaban foglalt, ezek értelemezhetbségét
megkodnnyitendd, az alkalmazott eljarasok |ényegi pontjai az ,,Eredmények és értékelésik”
fejezetben kerllnek feltlintetésre. E tényez6k figyelembevételével itt csak két, altalanos
laboratériumokban kevésbé, kutatdocsoportunkban viszont szinte napi szinten alkalmazott
modszert ismertetek.

1. mRNS el6allitasa in vitro transzkripcioval

A transzkripcio hatékonysagat nodvelendd, a szintetizalandd fehérje stop
kodonjatél mintegy 1600 bp tavolsagra talalhatd Notl/ restrikcios endonukleaz
hasitohelyet kihasznalva linearizaljuk a vektorkonstrukciot.

Plazmid linearizacio: 5 ug plazmidot, 5 pl (50 U) Not/ enzimet, 5 pl 10x FastDigest puffert
(Thermo Fischer Scientific), 50 pl végtérfogatra kiegészitlink desztillalt vizzel, majd 1 o6rat
inkubaljuk 37 °C-on. A hasitasi reakciét kdvetéen PEG PCR Clean Up eljaras szerint
kicsapott plazmidot 10 yl nukleazmentes vizben oldjuk fel.

In vitro transzkripcio: A reakcidelegyet jégen RN-azmentes kériilmények kézott készitjik
el6. A transzkripcios elegyet (1ug linearizalt plazmidot, 8 ul 400 mM NTP keveréket, 4 pl
5x TranscriptAid Reaction Buffer-t, 2 ul TranscriptAid Enzyme mix-et, 20 ul-re kiegészitve
DEPC kezelt vizzel (TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit)) 2 éran keresztil
inkubaljuk 37 °C-on. A fehér csapadékot formald magnézium-pirofoszfat megjelenése a
reakcio sikerességét jelzi.

Az mRNS kicsapasahoz 55 ul 7,5 M ammonium-acetatot, 875 pl el6hitétt abszolat
etanolt és 330 pl nukleazmentes vizet adunk a reakcidé elegyhez.
Osszekeverés utan 15 perces jégen torténd inkubacio, majd 15 perces 4 °C-on 13000
rpm-en Kivitelezett centrifugalas kdvetkezik. A csapadékra 1 ml el6h(itétt abszolut etanolt
pipettazunk, a csévet néhanyszor atforditjuk, majd 15 percig azonos kériilmények kézott
centrifugaljuk. Az etanolt eltavolitjuk, a csapadékot pedig 5 percig szaritjuk, majd 21 pl
1x SUB-AMIX oldatban (CellFree Sciences) felszuszpendaljuk. A SUB-AMIX oldatot
mindig frissen készitjik el a 40x S1, S2, S3 és S4 térzsoldatokbol.

Az mRNS mindségének ellendrzéséhez 1 ul mintat 0,8%-0s agard6z gélen
elvalasztunk.

2. Fehérjeszintézis in vitro transzlacioval

Az in vitro transzlacidohoz hasznalt ENDEXT Technology Wheat Germ Cell-Free
Expression System készlet (CellFree Sciences) komponenseit jégen olvasztjuk fel. A
gyarté utasitasai szerint steril 96 kamras mikrotiter lemezbe 206 pl 1x SUB-AMIX oldatot
pipettazunk, majd 20,8 ul végtérfogatban dsszemérjik a transzlacios elegyet (5 pl (15 ug)

57] Oldal



dc_1875 21

MRNS, 10 ul WEPRO oldat (buzacsira transzlacios elegy), 0,8 ul kreatin-kinaz és 5 pl 1x
SUB-AMIX oldat). A transzlacios elegyet buborékképzés nélkil 6vatosan szuszpendaljuk,
majd a mikrotiter lemezen elOkészitett taplalé oldat ala rétegezziik. A parolgast
elkerilend6 dntapadés folidval leragasztjuk a kamrakat. A transzlacios reakciét 20 éran
at 20 °C-on szigoruan mozdulatlanul inkubaljuk. A homogénné valt, célfehérjét tartalmazo
transzlaciés elegyet Eppendorf csGbe pipettdzzuk, majd a tovabbi felhasznalasig jégen
taroljuk. A transzlacid6 eredményességét 5 pl total transzlacios elegy SDS-PAGE-n
toérténd elvalasztasat kévetben Coomassie-kék festéssel, illetve 1 ul elvalasztasaval
western blottal ellenérizhetjik.

3. ASPV burokfehérje-specifikus aptamerek szelekcioja

A szelekcid soran mintegy 10'* féle nukleotidszekvenciat tartalmazd, 1 nmolnyi
HPLC-vel tisztitott oligonukleotid-konyvtarbol indulunk ki. A koényvtart alkotd
oligonukleotidok két régzitett szekvenciaju, 18 nukleotid hosszusagu primerkétd része
egy random nukleotidbdl allo, 40 bazisnyi szakaszt fog kdzre: 5’-agcctcgtctgttctccc-40N-
gggaagacaagcagacgt-3’.

A szelekciéhoz 1 nmol DNS-t tartalmazé oligonukleotid-kdnyvtarat 100 pl PBS-
0,05% Triton-X 100 oldattal higitunk, 95°C-on inkubaljuk 2 percig, majd azonnal jégre
tesszik, hogy az esetleges DNS-hibrideket denaturaljuk illetve ujraformalédasukat
megakadalyozzuk. Ezt kdvetden az oldatot kiegészitjik 9,9 ml 0,1 pg/ml dIdC-t és 1 pg/ml
BSA-t tartalmazé PBS-0,05% Triton-X 100 oldattal. A létrejétt oldatot 30 pl, kérlbelll
300 pmol PSAH, vagy MT32 fehérjét tartalmazé Ni-NTA HisBind agaroz
affinitaskromatografids gyantaval inkubaljuk 30 percen keresztll szobahémérsékleten
enyhe razatassal. A gyengén vagy egyaltalan nem kotédott DNS-szekvenciakat
haromszori, 1 ml PBS-0,05% Triton-X 100 oldattal tértén6 mosassal tavolitjuk el. A
fehérjét és az ahhoz kétédott oligonukleotidokat 20 pl 500 mM imidazolt tartalmazé 20
mM Tris pH 8,0 oldattal eludljuk a gyantardl, és templatként hasznaljunk PCR soran.

A 100 ul térfogatu PCR elegy 6sszetétele a kdvetkez6: 20 ul templat, 10 yl 10x
Reaction Buffer, 1,5 U Taq polimeraz, 1-1 yM SELF és biotinilalt SELR primerek, 0,865
mM dNTP és 1,5 mM MgCI; ultra tiszta vizzel kiegészitve. Az elegyet két PCR cs6be
szétosztjuk, és a kdvetkez6 program szerint amplifikaljuk az oligonukleotidokat: 2 perc
95°C, majd 18 cikluson keresztil 30 masodperc (mp) 95°C, 30 mp 56°C, 30 mp 68°C, és
véglul 2 perc 68°C. A keletkezett termékbdl 5 pl-t 2,5%-0s agaréz gélen
gélelektroforézissel ellenérizziink.

Az ellenbrzést kdvetben a maradék 90 pyl PCR termékhez 23 pl 5 M-os NaCl
oldatot adunk, kétfelé osztjuk, és Reacti-Bind sztreptavidin-mddositott mikrotiter talca 1-
1 celldjaban inkubaljuk egy oran keresztil. Az inkubacié végeztével a fellluszot
eltavolitjuk, és a celldkat haromszor 1 ml PBS-0,05% Triton-X 100 oldattal mossuk. A
biotint nem tartalmazé DNS szalakat ezutan 30 pl/cella frissen készitett 100 mM NaOH
oldattal elualjuk az immobilizalt komplementer szalakrol. Az elualt oligonukleotidokat
tartalmazé oldatot begydjtése utan azonnal neutralizaljuk 1 ml 1,5 yl 1 M NaH.PO, oldattal
kiegészitett PBS-0,05% Triton-X 100 oldat hozzaadasaval. Az igy eléallitott elegyet 95°C-
on 5 percig inkubaljuk, jégen lehlitjik, és felhasznaljuk a SELEX kdvetkez6 ciklusaban.
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A szelekcidés nyomast ndvelendd, a SELEX tovabbi ciklusait azonos kdrilmények
kdzott, de csdkkend fehérjemennyiséggel végezzik. A 2-9 ciklusban 150 pmol-t, a 10-15
ciklusban 100 pmdl fehérjét hasznalunk fel a szelekciohoz. A szelektal oligonukleotidok
specificitasat kontraszelekcios Iépések beiktatasaval is fokozzuk, um. 3., 6., 9. ciklus utan
nyert PSAH, illetve MT32 specifikus oligonukleotid tartalmazé elegyet rendre 15 ul Ni-
NTA HisBind agardz affinitaskromatografias gyantahoz kotétt MT32, illetve PSAH
fehérjével 30 percig szobahémérsékleten inkubaljuk enyhe razatassal, és a gyantahoz
nem kotdédé oligonukleotidokat visszilk tovabb a kévetkezd SELEX ciklusba.

A legutolsé ciklust kévetéen a PCR elegyben biotin-mentes reverz primert
alkalmazzunk, és a keletkezett termékbél 4 ul-t T/A kldbnozassal p-GEM-T-easy vektorba
inszertalunk. A ligalasi eleggyel DH5a kompetens E. coli sejteket transzformalunk. A
felnétt telepekbdl 20-20 darabot ellenérizziink a vektorra specifikus M13 forward és
reverse primereket tartalmazo kolonia PCR-rel. A keletkezett PCR termékbél 5-5 ul 2,5%-
os agaroz gélelektroforézissel elvalasztunk. A megfelel6 mérettel rendelkezd elegyek
maradék 45 pl-bdl PEG PCR Cleanup pufferrel kitisztitjuk a terméket. A tisztitott terméket
M13 prométer primerekkel szekvenaltatunk, és az igy nyert aptamerszekvenciakat Clone
Manager program alkalmazasaval vizsgaljuk.
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6. Eredmények és értékeléslik

1. Fehérjetermelés in vitro transzlacioval

1.1. A buzacsira alapu in vitro transzlacios rendszer alkalmazasa és
tovabbfejlesztése

Elsd in vitro transzlaciés kisérleteink célja az Arabidopsis Ciklin B1 (Arath
CYCB1;1) és A és B tipusu CDK (Arath CDKA;1 and CDKB2;1) fehérjék kozotti
lehetséges kdlcsdnhatasok vizsgalata volt. Amint az mar korabban targyalasra kertilt, az
eukariota fehérjék termeltetése E. coli sejtekben sok esetben sikertelen, illetve nagyon
kis hatékonysagu, és a megfigyelések szerint a ciklin, CDK fehérjék is ezekbe a
kategoriakba esnek. A probléma athidalasara, az enzimatikusan aktiv ciklin-CDK
komplexek baktériumban toértend elballitasahoz egy, két fehérje kddolasara alkalmas
vektort fejlesztettek — mellyel a CDK-t és annak foszforilasaért felelds kinazt fejeztették ki
—, €s egy tovabbi, ciklint kodold plazmiddal egyittesen transzformaltak a sejteket, majd
optimalizaltak a fehérjetermelés korilményeit [220]. Habar sikeresen allitottak elé a
kinazaktivitds-méréshez elegendé mennyiségul fehérjét, az eljaras rendkivil munka- és
idéigényesnek bizonyult.

Ezen eredmények tudataban ugy dontéttliink, megvizsgaljuk, hogy a buzacsira
fehérjekivonaton alapuld in vitro transzlacidos rendszer mennyiben alkalmazhaté a
nevezett fehérjék elballitdsara. A kérdéses fehérjéket kodold szekvencidkat cDNS
koényvtarbol amplifikaltuk, oly médon, hogy a ciklin esetében alkalmazott primer a
megfeleld restrikcids endonukledz helyek mellett az affinitastisztitasra alkalmas Hise
régiot is tartalmazza. A PCR-fragmentek és a pEU3N-Il vektor megfelel6 restrikcids
endonukleaz kezelését kovetden ligalassal létrehoztuk a vizsgalando fehérjéket kddold
vektorokat. A létrejott vektorokat templatként hasznalva in vitro transzkripciéval
eléallitottuk az mRNS-eket, melyeket az in vitro transzlaciés rendszerhez adtunk. A
homogén transzlacidés elegy éjszakan at térténd inkubacidjat kdvetden Ni-agaroz
gydnggyel izolaltuk az Arath CYCB1;1-et és az ahhoz két6do fehérjéket.

A B
CYCB1;1 CYCB1;1 CYCB1;1 CYCB1;1 CYCB1;1 CYCB1;1
CDKA;1 CDKB2;1 CDKA;1 CDKB2;1

S @CDKB2;1

- @CDKA;1 - ——

.- s (@poly-His . |

6.1. abra Arabidopsis ciklinek és CDK-k kélcsbnhatasanak vizsgalata
in vitro transzlacidval.
Az in vitro transzlalt fehérjék a jelzett modon tértént 6sszekeverésiiket kovetéen Ni-
agardz gyonggyel keriltek tisztitasra és immunoblot analizisre a membran mellett
jelzett ellenanyagokkal (A), illetve in vitro kinazaktivitas-mérésre mielin bazikus
fehérje szubsztrat alkalmazasaval (B) [221].

Coomassie H1 kinase
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Az ily mdédon kapott mintak immunoblot analizise bizonyitotta, hogy a ciklin
mindkét vizsgalt kinazzal kélcsénhat, az in vitro aktivitasmeérés pedig azt is igazolta, hogy
a transzlacio soran termelt fehérjék funkcionalis komplexszé allnak dssze (6.1. abra) [221].
Az altalunk elséként leirt Arath CYCB1;1-CDKB2;1 kélcsdnhatast azéta tébb kdzlemény
is megerésitette, az Arath CYCB1;1-Arath CDKA;1 vonatkozé Ujabb eredmények
azonban ellentmondéasosak, ugyanis szllettek a mi megfigyelésiinket tamogato, illetve
annak ellentmondoé adatok is [222] [223]. Ez utébbi eredmények jol jelzik, hogy az in vitro
kélcsbnhatas-vizsgalatokbodl levont kdvetkeztetéseket csak fenntartassal lehet kezelni, az
ilyen adatok in vivo vizsgalatokkal térténd megerésitése elengedhetetlen.

A sejtciklus szabalyozas tanulmanyozasara iranyuld kisérleteinkkel igazoltuk,
hogy a buzacsira alapu, sejtmentes transzlacié hatékonyan alkalmazhato olyan eukariota
fehérjék gyors és kdltséghatékony elballitasara, melyek termeltetése a prokaridta sejtes
rendszerekben csak nagyon kdrilményesen, vagy egyaltalan nem kivitelezheté. Habar a
megkozelités, mint fehérjetermeld rendszer alapvetéen jol hasznalhatd, az
ateresztOképesség tekintetében két okbdl kifolydlag is kivannivaldokat hagy maga utan.
Egyrészt a vektorkonstrukciok hagyomanyos médon restrikcios endonukleazok és ligaz
alkalmazasaval hozhatok létre, masrészt a szintetizalt fehérjék nem rendelkeznek
affinitastisztitasra alkalmas cimkével. Ezen hianyossagok nagymeértékben megndvelik a
fehérje elballitasdhoz szikséges id6t és a koltségeket, illetve korlatozzak a szintetizalt
fehérjék felhasznalhatdsagat, igy a rendszer tovabbfejlesztése mellett dontéttiink, mely
esetlinkben a vektor megfelel6 moédon térténd atalakitasat jelentette.

Az els6 hianyosagként megjeldlt, a célfehérjét kodold vektor létrehozasabdl
szarmazd nehézségek orvoslasara szamos eljaras kinalkozik, melyek kozil
célkitlizéseinknek a kovetkez6 szempontok alapjan a ligalas-fliggetlen klénozas (LIC)
felelt meg legjobban: i.) Az altalanosan elérhet6, 5-3’ polimeraz és 3’-5’ exonukleaz
aktivitassal bird T4 DNS polimerazon és Sspl restrikciés endonukleazon tul nincs tovabbi
enzimigénye, mely tényezd koltséghatékonnya teszi a mddszert. ii.) A gyakran alacsony
hatékonysagu ligalasi 1épés sziikségtelenné valik. iii.) A megfeleléen tervezett, proteaz-
felismeré motivumot magaba foglalo LIC hely lehetdvé teszi az affinitastisztitast biztositd
cimke szinte teljes eltavolitasat, igy a proteaz kezelést kévetéen minddssze két plusz
aminosav marad a célfehérje N-terminalis végén.

A masodikként feltiintetett nehézség még komolyabban behatarolja a rendszer
alkalmazhatésagat, mivel a célfehérje tisztithsa minden esetben egyedi, tdbb
kromatografias 1épésbdl allé protokoll kidolgozasat igényelné, mig szelektiv detektalasa
a kérdéses fehérjére specifikus ellenagyag meglétét feltételezi. Megjegyzendd, hogy a
fehérje tisztitasara alkalmas eljaras kidolgozasa gyakorlatilag kivitelezhetetlen, mivel az
altalanosagban alkalmazott in vitro transzlacios |éptéknél néhany tiz ug-nyi fehérje
szintetizalddik, ilyen mennyiségl fehérje tdbb Iépésben térténd tisztitasa nem
megvaldsithatd, az egyes kromatografias Iépéseknél jelentkezd veszteség
tulajdonképpen a fehérje teljes elvesztését eredményezi. Fejlesztésiink elsé fazisaban a
rekombinans fehérjetechnoldgiaban legelterjedtebb két cimke, um. GST és Hiss vektorba
épitése mellett hataroztunk. A GST-re, viszonylag nagy mérete (26,98 kDa) ellenére,
azért esett a valasztas, mert segiti a fehérjék nativ konformaciojanak felvételét. A Hise
cimke elénye kis méretében rejlik, a célfehérje N-terminalisan megjelené plusz hat
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hisztidin varhatéan sem a fehérje szerkezetét, sem pedig funkcidjat nem befolyasolja.
Mindemellett a Hise-jeldlt feherjék tisztitdsara dedikalt gydngyok széles palettaja kedvez6
aron elérheté.

A fentebb részletezett szempontok figyelembe vételével olyan vektorokat hoztunk
létre, melyekbe a célfehérje kodold szekvenciaja LIC segitségével beilleszthet6, a jeldl6
cimke pedig a nagy szelektivitdsu TEV proteaz segitségével lehasithato (6. 2. abra) [224].
A GST vektor kialakitasahoz a GST-t kédold szekvenciat a megfelel6 tulnyuld végekkel
rendelkez6 primerekkel amplifikaltuk, mig a Hiss cimkét biztositd vektor esetében a teljes
beillesztend® DNS-fragmentet kémiailag szintetizaltattuk. A LIC soran Ssp/ kezeléssel
hozzuk létre a szikséges tompa végeket, ezért a kiindulasi pEU3-NIl és pEU-EO1
vektorokban eredetileg megtalalhatd Sspl restrikcidés endonukleaz hasitasi helyet in vitro
mutagenezissel eliminaltuk. Az ily modon létrejott vektorokat és fentebb leirt DNS
fragmenteket a megfelel6 restrikcidés endonukleazokkal kezeltlik, majd a ligalast kdvetéen
a plazmidokkal DH10B kompetens sejteket transzformaltunk. Egy-egy, a kolonia PCR
alapjan pozitiv baktérium koloniabdl plazmidot tisztitottunk, és szekvenalassal
megerdsitettik a vektorkonstrukcio sikeres kialakitasat.

A GSTTEVLIC fragment
Spel Szpl EamHI
R UL U iUl v
[ E G Asn Lew Tyt Phe Gin Ser Asn lle Gly Ser Gy ™7 Arg e
ACTAGTATG GALG AACCTG CGGAT CC
TGATCATAC CTC TTGHZAC GCCTA GG
B His TEVLIC fragment
Spel S=pl EamHI
SO SO
Met  Hiz Hiz Hiz His Hiz Hiz Glu Asn Lew Tyr Phe Gin Ser Asn e Gly  Ser Gy ™
LCTAGTATGC ATCATCATCA TCATCATGAG ALCCTG CGER TCC
TGATCATACG TAGTAGTAGT AGTAGTACTC TTGGAC GCCT AGG

6.2. abra A tovabbfejlesztett vektorok ligalas-figgetlen klonozo helyének
nukleinsav-szekvenciaja [224].

A vektorok funkcionalis tesztelését egy Arabidopsis mitogén-aktivalt protein kinaz,
az AtMPKG6 termelésével valdsitottuk meg. A fehérjét kddold szekvenciat LIC-re alkalmas
primerekkel egy AtMPKG-ot hordozd plazmidbdl amplifikaltuk, majd a PCR-terméket
PEG-es kicsapassal tisztitottuk. A létrehozott pEU3-NII-HLIC, pEU3-NII-GLIC, pEU-E01-
HLIC, pEU-EO01-GLIC vektorainkat Sspl-gyel linearizaltuk, ezt kdévetéen dGTP
jelenlétében T4 DNS polimerazzal kezeltik, hogy létrehozzuk a LIC-hez szlkséges, 14
nukleotid hosszusagu tulnyulé véget. A PCR terméken azonos mddon hoztuk létre a
tulnyuld véget, azonban ez esetben dGTP helyett dCTP keriilt a reakcid elegybe. A
polimeraz enzim hdinaktivalasa utan a reakcio elegyeket &sszekevertik, és 20 perc
inkubéacio utan kompetens sejteket transzformaltunk velik. A baktériumtelepek kolénia
PCR-rel torténé ellendrzése alapjan a LIC nagy hatasfokkal miikddétt, a tdbb tucat felnétt
telep tébb mint 90%-a pozitiv volt, azaz hordozta az AtMPK6-ot kodolo inszertet.
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Az altalunk preferalt buzacsira transzlacios rendszerben az mRNS eldallitasa és a
fehérje termelése két elhatarolt Iépésben térténik, az mRNS egy kildn reakciéban in vitro
transzkripcidval kertl szintézisre. A pEU3-NIl és pEU-EO1 vektorok a prokariota RNS
polimerazoknal nagyobb aktivitassal rendelkezd, bakteriofag eredet(i T7, illetve SP6 RNS
polimerazok promoéterét hordozzak, ennek megfeleléen az in vitro transzkripciot a
megfeleld polimerazt tartalmazé elegyekkel valositottuk meg. Az RN-azok altalanos
eléfordulasanak kovetkeztében az RNS-ek kdnnyen degradalodnak, ezért a
szintetizalédott mMRNS min&ségét minden esetben ellenérizzilk gélelektroforézissel.

6.3. abra In vitro transzlaciora alkalmas
mRNS-eket bemutato agaroz gélelektroforézis.
His-AtMPKG6 (1) és GST-AtMPKG6 (2) fehérjéket
kodoléd mRNS [225].

A 6.3. abra egy sikeres in vitro transzkripcio eredményét reprezentalja, ahol is az
MRNS szamitott méreténél egy intenziv, felette pedig valtozé méretd és intenzitasu savok
lathatok, mig a kisebb mérettartomanyban — ahol a degradalt mRNS-eket varnank — nem
detektalhatd nukleinsav.

B

6.4. abra In vitro transzlalt GST-AtMPKG6 és His-AtMPK6 fehérjék SDS-PAGE analizise.
pEUS3-NII (A) és pEU-EO01 (B) vektorokbdl fejlesztett plazmidokkal eléallitott His-
AtMPKG6 (H) és GST-AtMPKG6 (G) fehérjék (x-szel jeldlve) Coomassie-kék festéssel
azonosithatok a kontroll transzlacios (C) eleggyel 6sszevetve [224].

Az in vitro transzkripcid segitségével kapott, GST-A{MPK6 és His-AtMPK6
fehérjéket kddold mRNS-ek hozzaadasaval kétrétegul transzlaciét allitottunk éssze, majd
16 6ra multan ellendriztik a fehérjeszintézis eredményét. A transzlaciés elegybdl kivett
teljes fehérjemintak denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) térténé
elvalasztasa egyértelmden igazolta a transzlacio sikerét, mindkét konstrukcio
esetében a vart molekulatdmegnél jelent meg egy plusz fehérje (6.4. abra).
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Amint korabban jeleztem, a vektorkonstrukciok létrehozasakor egyik kiemelt
célunk a termelt fehérjék elvalasztasanak eldsegitése volt. Megvizsgaltuk tehat, milyen
mértékben tisztithatok a rekombinans fehérjék affinitaskromatografiaval. Az alkalmazott
fehérjecimkének megfeleléen redukalt glutationnal boritott, illetve IMAC gydngydket
adtunk a kihigitott transzlacios elegyekhez, majd az 1 6ras inkubaciot kovetéen mosassal
eltavolitottuk a nem specifikusan agyhoz kététt fehérjéket. A célfehérjénk tisztithatdésagat
kétféle megkdzelitéssel vizsgaltuk, miszerint vagy megfeleld koncentracioju redukalt
glutation, illetve imidazol hozzdadasaval eludltuk, és utdna proteazzal kezeltik, vagy
kozvetlenll a gydngyrdl hasitottuk TEV-kezeléssel. A 6.5. abran lathaté eredmények
igazoljak, hogy mindkét fehérjecimke esetében az elucids és kdzvetlen proteaz kezeléses
megkozelités alkalmazasaval egyarant egy lépésben nagy tisztasagu fehérjét tudtunk
eléallitani. A feluluszékban tulnyomorészt egyetlen, megfeleld molekulatémegu fehérjét
detektaltunk a gél Coomassie-kékkel térténd festését kovetéen.

E.coli IVT

~ Autoradiogram

SR Coomassie-kék

C
A B

6.5. abra Az in vitro transzlalt GST-AtMPKG6 és His-AtMPK®6 fehérjéek affinitastisztitasa

és a His-AtMPK®6 in vitro kinaz aktivitasanak vizsgalata SDS-PAGE analizissel.
(A) Gybngyhoz kapcsolt (1), kdzvetlenil TEV-hasitott (2) és elualast kdvetden
hasitott (3) GST-AtMPK®. (B) Gydéngyhoz kapcsolt (1), kdzvetlenil TEV-hasitott (2)
és eludlast kovetéen hasitott (3) His-AtMPKG6. (C). Baktérium sejtekben (E.coli),
illetve in vitro transzlacioval (IVT) el6allitott His-AtMPK6 fehérje in vitro
kinazaktivitasa rontgenfilmmel (A) és a gélre felvitt MBP mennyisége Coomassie-
kék festéssel detektalva [224].

Az eldballitott rekombinans fehérjékkel szemben tamasztott egyik legfontosabb
elvaras a nativnak megfelel6 térszerkezet kialakulasa, mely kdvetelmény a prokaridta
rendszerekkel el6allitott eukaridta fehérjék esetében gyakran nem teljestl. Annak
tisztazasara, hogy az altalunk alkalmazott buzacsira rendszer hogyan teljesit ebben a
tekintetben a His-AtMPKG6 fehérjét E. coli sejtes rendszerben is eldallitottuk. Ezt kbvetéen
azonos mennyiségl baktériumban, illetve in vitro transzlacioval eléallitott protein kinazt
adtunk a mielin bazikus fehérje (MBP) szubsztratot és  radioaktiv
y-P ATP-t tartalmazd kinazaktivitas mérésére alkalmas reakcioelegyhez. A reakcio
ledllitasat kovetben az elegyet PAGE-val elvalasztottuk, a rontgenfilmet a géllel
exponaltuk, melynek eredményeként egyértelm( igazolast nyert, hogy a buzacsira-
kivonat segitségével, in vitro transzlacidéval termelt AtMPK6 tdbb nagysagrenddel
nagyobb kinazaktivitassal rendelkezik (6.5. abra).
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A vektorkonstrukcidk kifejlesztését kdvetéen tdbb tucat fehérjét allitottunk eld
buzacsira-kivonaton alapulo in vitro transzlacids rendszerrel. A termelt fehérjék donté
része novényekbdl szarmazott, igy ezek el6allitasa a varakozasoknak megfeleléen nem
Utk6zott akadalyba. Ezen fehérjékkel kivitelezett kisérletes munkak ismertetése tulmutat
a dolgozat keretein, az ezekbél szarmazd publikaciok a 6.1. tablazatban kerltek
Osszegzésre.

A novényi fehérjék mellett virus, egér és kilénbdz6 human fehérjék elballitasara
is kisérletet tettiink, és a megfelel6 rekombinans fehérjecimke, illetve transzlaciés
kérilmények azonositasat kévetéen gyakorlatilag minden fehérjét sikeresen termeltiink
(6.1. tablazatban csak azok a fehérjék keriltek feltlintetésre, melyek felhasznalasa
kézleményt eredményezett). Az ily modon elballitott fehériek elsésorban
kutatocsoportunkban folyd aptamerszelekciés munkék fehérjeigenyét biztositottak, de
kézllik tobbet funkcionalis vizsgalatokban alkalmaztunk.

A kidolgozott moddszerben rejlé lehetGségeket szemléltetendd csak egy, a
technikailag legnagyobb kihivast jelentd fehérjével végzett kisérletlinkre szeretném
felhivni a figyelmet. A GLUT transzportfehérje csaldad GLUT10 tagjaban bekdvetkezd
mutaciok kanyargds artéria szindromat eredményezhetnek. Intézetiink Banhegyi Gabor
altal vezetett kutatécsoportja ezen fehérje cellularis lokalizaciojat, illetve transzportban
jatszott szerepét tanulmanyozta [226]. In vitro transzlaciés rendszerink ezen utobbi
kérdés tisztazasaban volt segitséglinkre. Transzportfunkciéjanak megfeleléen a GLUT10
membranlokalizalt fehérje, igy in vivo szintézise a durva felszini endoplazmatikus
retikulumhoz (ER) kapcsolt. A transzlacios fehérjekivonat nem tartalmaz ER-t minek
kovetkeztében a membranfehériek in vitro transzlacioval torténd elballitasa
alapallapotban rendkivil alacsony hatasfokd. A problémat orvosolandé az egy fazisu
transzlaciés elegyet liposzoma hozzaadasaval egészitettik ki, majd haroméras inkubaciot
kovetéen centrifugaltuk az elegyet. A csapadék és felliliszd6 immunoblot analizise
igazolta, hogy a liposzoma hozzaadasa drasztikusan ndveli az oldatban jelenlévé GLUT10
fehérje mennyiségét, és az ily moddon elballitott proteoliposzoma funkcionalis
vizsgalatokra is alkalmas. Az in vitro transzlaciébol szarmazd proteoliposzémaval
kivitelezett rapid filtracios kisérletek els6ként bizonyitottak, hogy a GLUT10 fehérje a
dehidroaszkorbat transzportjaért felelds (6.6. abra) [226].

204

-
L4
1

nmol-mg-' liposome
=
1

6.6. abra GLUT10 transzporter aktivitasanak vizsgalata
5 proteoliposzomaval.
A transzport a kovetkez6 radioaktiv ligandok
alkalmazasaval tértént: kontroll (o); dehidroaszkorbat 5
o 1 2 3 4 5 6  (e);aszkorbat(»a);glikoz (V); UDP-gliikuronsav (X);
Time (min) szachardz (o). [226].
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Organizmus ElGallitott Alkalmazas Koézlemény
fehérje
Arabidopsis y-Tubulin, kélcsdnhatas vizsgalat J. OF EXPERIMENTAL BOTANY
thaliana E2FA, E2FB, (2020)
E2FC és
mutansaik
Arabidopsis AtMPK4, szubsztrat azonositas és NEW PHYTOLOGIST (2018)
thaliana AtMPK6 foszforilacios hely
AtMKK1, meghatarozas
AtMKK4
PING és
mutansaik
Arabidopsis AtMPK4, foszforilacids hely FEBS LETTERS (2018)
thaliana AtMPK6 meghatarozas
AtMKK1,
AtMKK4
PIN1
Arabidopsis AtBRCA1 és | kolcsonhatas vizsgalat EMBO JOURNAL (2017)
thaliana AtRBR
Homo sapiens cTnl spiegelmer vizsgalata ANALYTICAL METHODS (2017)
Arabidopsis AtMPK3 foszforilacids hely BMC PLANT BIOLOGY (2016)
thaliana AtMKK4 meghatarozas
WUS
Homo sapiens GLUT10 membrantranszport- FEBS LETTERS (2016)
aktivitas mérés
Arabidopsis AtMPK6 szubsztrat azonositas NEW PHYTOLOGIST (2015)
thaliana AtMKK4
y-tubulin,
EB1c, EB1a
és GCP4
Arabidopsis AtMPKO és kinazaktivitas BIOCHEMICAL JOURNAL (2015)
thaliana annak szabalyozasanak vizsgalata
mutansai
Homo sapiens RANK tioaptamerszelekcio WIENER KLINISCHE
WOCHENSCHRIFT: MIDDLE
EUROPEAN JOURNAL OF
MEDICINE (2014)

6.1. tablazat A laboratoriumunkban in vitro transzlacidval eléallitott fehérjék
alkalmazasaval sziiletett publikaciok 6sszegzese.

1.2. A buzacsira alapu in vitro transzlacios vektorcsalad bévitése

Az el6z6 fejezetben részletezett eredmények igazoltak, hogy a buzacsira in vitro
transzlaciés rendszer az eukariota fehérjék eldallitasara jol alkalmazhato, a fehérjék dontd
része nativ konformaciéban és aktiv formaban szintetizalédik. Mindezek alapjan a nagy
ateresztOképességl, koltséghatékony fehérje-kélcsdnhatast, illetve funkcionalitast
vizsgald kutatasok idealis fehérje forrasa lehet. A rendszer sokrétliségét ndvelendd a
vektorcsaladot tovabbi rekombinans fehérjecimkéket kédold plazmidokkal bévitettiik
[236].

Habar a Hiss a rekombinans fehérjetechnologiaban legaltalanosabban hasznalt
cimke, alkalmazasat egyrészt az IMAC gydngyok és a cimke kdzotti viszonylagosan
magas disszociacios allandd, masrészt a Hiss-szelektiv ellenagyagok promiszkuitasa
korlatozza. A korabbi kutatédsok alapjan a Hises dupldazésa e hidnyossagokat jelentésen
redukalja, igy egy His:, cimkét kédold vektor Iétrehozasa mellett dontéttink. A kémiai
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szintézissel létrehozott kétszer hat hisztidint dsszekdtd aminosav-szekvenciat és a
masodik Hiss cimkét kddolé DNS-szakaszt Spel restrikcios endonukleazzal emésztettik,
majd az azonos enzimmel kezelt pEU3-NII-HLICNot vektorba ligaltuk (6.7. abra). Az
elkészitett vektort az AtMPK9 termelésével teszteltiik, melynek soran a nevezett fehérjét
a Hises és Hisq; cimkét kodold vektorokba inszertaltuk. A kétréteg(i transzlacios reakciot
kdvetben az AtMPK9 kobaltkelat agyon tisztitottuk, illetve Hiss specifikus ellenanyaggal
detektaltuk. A PAGE, illetve western blot eredmények megerésitették a vektorral
kapcsolatos elvarasainkat, a kobaltkelat agyhoz a dupla Hiss cimkés fehérjébdl tébb
kotédott, az immunobloton pedig erésitett kemilumineszcencia (ECL) alkalmazasaval
legalabb egy nagysagrenddel kevesebb fehérje volt detektalhatd, amennyiben Hisi.-
jeléléssel volt ellatva (6.7. abra).

A

TEV cleavage site

Ml ENLYFQS NAM

Hisg-tag

TEV cleavage site

MIIEEE SN SRAWRHPQFGGTSM LN ENLYFQS NAM

Hisg-tag Linker sequence Hisg-tag
C D
Hisg-AtMPK9  His,,-AtMPK9 Hisg-AtMPK9 His,,-AtMPK9
& & MW o P o P
:""(‘g’a) \o@ oo'e \o@ c,de (kDa) N o \' N 2 8

g

75— :
. * . * WB: polyHis-POD

50—

Coomassie Blue staining
WB: MPK9C

6.7. abra pEU3-NII-HxHLICNot vektor funkcionalis vizsgalata.

(A) A kiindulasi vektor affinitascimkéjének aminosav-szekvencigja. (B) A l1étrehozott,
His1, jeldlést biztositd vektor affinitascimkéjének aminosav-szekvenciaja. (C) Hise,
illetve Hisq, jelolt AtMPK9 fehérjék IMAC tisztitast kovetd PAGE analizise, a vart
molekulatdmeg magassagok csillaggal jel6lve. (D) A Hiss, illetve His4; jelolt AIMPK9O
fehérjét tartalmazé total transzlacios elegyek higitasi sorozatanak immunoblot
analizise. Az affinitascimkék detektalasa polyHis-POD ellenanyag és ECL
alkalmazasaval tortént. Az AtMPK9 C-termindlisara szelektiv ellenanyag
alkalmazasa igazolja, hogy a megfelelé savokba azonos mennyiségl AIMPKO kertilt
felvitelre [236].
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Az altalunk preferalt transzlacios elegy tulajdonképpen a buzacsira-
homogenizatum centrifugalds utani fellluszéja, igy nem meglepd, hogy
tdmegspektrometrias analizise tobb ezer fehérjét azonositott (személyes kdzlés alapjan).
Ez a nagy komplexitas magas, 20 mg/ml korili fehérjekoncentracioval is parosul, igy sok
endogén fehérje nagy mennyiségben van jelen az elegyben. Mindezen tényez6k
hangsulyossa teszik a megfelel6 szelektivitassal kimutathaté fehérjecimkék alkalmazasat.
A FLAG cimke megfelelhet ennek az elvarasnak, mivel egy olyan kisméret(i, nyolc
aminosavbdl allo, tirozintartamu, hidrofil  peptidmotivum, amelyre rendkivili
szelektivitassal rendelkez6 ellenanyagok érheték el a kereskedelmi forgalomban [237]. A
FLAG cimke buzacsira fehérjekivonatban valé alkalmazhatésagara vonatkozo
feltételezéslink igazolasara western blot analizist végeztiink a két legelterjedtebb
fehérjecimkére (Um. Hiss és GST), illetve FLAG-re specifikus ellenanyagok segitségével.
A kisérlet eredménye egyértelmien igazolta, hogy a FLAG ellenanyag szelektivitas
tekintetében egyértelm(ien felilmulja a masik két vizsgalt antitestet (6.8. abra). A Hise és
GST ellenanyagok szamos fehérjéhez kapcsolédtak, mig a FLAG esetében gyakorlatilag
nem volt detektalhaté semmilyen endogén fehérje (6.8. abra). Ezek alapjan ugy
dontoéttink, hogy a pEU3-NII-HXHLICNot vektornal leirtakhoz hasonlé modon 1étrehozzuk
a FLAG cimkét kodolé pEU3-NII-FLAGLICNot plazmidot is. A két folyamatban kiilénbség
csak a kémiai szintézissel létrehozott DNS-fragmentek vektorba illesztésére hasznalt
restrikcidos endonukleazok mibenlétében volt, ugyanis ez esetben Spel és Sspl
enzimekkel kiviteleztiik a DNS-ek hasitasat.

A B

enterokinase cleavage site TEV cleavage site
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6.8. abra pEU3-NII-FLAGLICNot vektor funkcionalis vizsgalata.

(A) Buzacsira transzlacios elegy immunoblot vizsgalata polyHis-POD (H), anti-GST
(G) és anti-FLAG (F) ellenanyagok és ECL alkalmazasaval. Az egyenlé mennyiségu
fehérje felvitelét a festést nem igényl6 TGX Stain-Free UV megvilagitasa nyoman
kapott felvétel igazolja. (B) A vektor FLAG cimke jel6lést biztositd részletének
aminosav-szekvencigja. (C) A FLAG, illetve Hises jelolt AtMPK9 tartalmu total
transzlaciés elegyek western blot analizise megfelelé ellenanyagok és ECL
alkalmazasaval [236].
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Az elkészilt pEU3-NII-FLAGLICNot vektorba ligalas-figgetlen klonozassal
bejuttattuk az AtIMPK9-et kddoldo DNS-szakaszt, majd errdl és a laboratoriumunkban
elérhetd, pEU3-NII-HLICNot:AtMPK9 konstrukciorol készilt mRNS-ekkel kétrétegl
in vitro transzlacios reakciot allitottunk 6ssze. A teljes reakcidelegyek western blot
analizisének eredménye dsszhangban volt az elézetes eredményeinkkel, a FLAG cimkét
magan hordozé fehérje egyetlen hatarozott savban volt detektalhato, mig a Hise-jeldlt
kinaz kimutatasara hasznalt szelektiv ellenagyag a vart molekulatémeg( fehérje mellett
egy kisebb méretivel is erds, nem specifikus jelet adott (6.8. abra).

A fehérjeinterakciok in vitro tanulmanyozasanak legaltalanosabb megkdzelitése a
pull-down technika, mely soran egy adott fellleten, leggyakrabban magneses gyéngydn
immobilizalt csali fehérjével kerlilnek kihtzasra a kélcsénhato fehérjék. Az eljaras egyik
kulcslépése a nem szelektiven kdlcsdnhato partnerek mosassal torténé eltavolitasa, mely
lépés a felllet és az immobilizalt fehérje kozétti erds koélcsdnhatast feltételezi.
Vektorcsaladunkat ennek a feltételnek megfelelé fehérjecimkét hordozé plazmiddal is
bdviteni kivantuk, igy létrehoztuk a HaloTag jel6lést kodolé plazmidot. A HaloTag egy
olyan 297 aminosavbdl allé bakterialis eredet(i, mutans haloalkdn dehalogenaz, amely az
erre célra kifejlesztett szintetikus ligandummal kovalens kotést alakit ki, igy az ilyen
cimkét hordozé rekombinans fehérjék irreverzibilisen immobilizalhatok a ligandummal
boritott felUleteken [238]. A plazmid kialakitdsahoz megfelel6 tulnyulé végekkel
rendelkez6 primerekkel a pHTN HaloTag CMV-neo vektorbdl amplifikaltuk az enzim nyilt
leolvasasi keretét (ORF), majd az ily modon nyert fragmentet az Spel és Sspl restrikcios
endonukleaz kezelést kdvetben az azonos moédon emésztett pEU3-NII-GLICNot vektorba
illesztettik (6.9. abra) [236].

A létrejott pEU3-NII-HaloLICNot plazmid funkcionalitdsanak ellenérzését az
AtMPK9-et kodold vektor kialakitasaval, illetve a Halo-cimkézett fehérje kinaz in vitro
transzlalasaval kiviteleztik. A reakciot kovetéen két megkodzelitéssel vizsgaltuk a
szintetizalt fehérjét, egyrészt western blottal bizonyitottuk az elegyben valé jelenlétét,
masrészt HaloLink gydngy segitségével affinitastisztitottuk. A laboratériumunkban
AtMPK9 C-termindlisara eldallitott ellenanyag a western blot analizis soran egyetlen, a
vart magasagban megjelend fehérjét ismert fel a total transzlaciés elegyben, ezzel
igazolva a vektorkonstrukcio sikerét (6.9. abra). Amint korabban jeleztem a Halo cimke
legfontosabb jellemzbje a liganddal torténdé kovalens koétés kialakitasa, ennek
megfeleléen az affinitastisztitds soran Halolink agyhoz tulajdonképpen irreverzibilisen
kapcsolédd fehérje gélelektroforézissel kdzvetlenll nem detektalhatd. A vektorban [évé
TEV proteaz felismerd hely azonban lehetévé teszi a tanulmanyozandé fehérje Halo
cimkérél vald lehasitasat, igy a proteazkezelt HaloLink agy felliliszéjaban varhatéan
megjelenik a most mar cimkementes AtMPKO. Kisérleteink jol igazoltak varakozasainkat,
az agyhoz kapcsolt fehérje SDS mintapufferrel 95 °C-on térténd 5 perces inkubaciot
kdvetéen sem volt detektalhaté a membranra transzferalt PAGE-vel elvalasztott mintaban
(nem bemutatott adat). Ezzel szemben a proteazkezelt minta western blot analizise egy,
az AtMPK9 molekulatbmegének megfeleld magassagban elhelyezkedé fehérje
megjelenését eredményezte (6.9. abra). Mindezen eredmények egyuttesen bizonyitjak,
hogy a Halo cimkével transzlalt rekombinans fehérjék kivaldan alkalmasak lehetnek
pull-down vizsgalatok és aptamerszelekcio kivitelezésére.
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alkalmazasaval [236].

Vektorcsaladunk utoljara bemutatandé két tagjaval az affinitdskromatografiaval
tisztitott fehérjéknél felmertld altalanos nehézségre kivantunk megoldast nyujtani. Az
affinitastisztitds soran az elucié legtdébbszdér a ligandkétd hely kompetitoranak
hozzaadasaval torténik, mely jelenléte sok esetben gatolja a tovabbi munkafolyamatokat,
ezért dializissel vagy sotalanitd oszlop segitségével eltavolitandd, ezen utobbi [épések
azonban elkerllhetetlendl fehérjeveszteséghez vezetnek. A rekombinans fehérjék
termelését lehetévé tevd vektorok a cimkét kdvetéen gyakran tartalmaznak valamilyen
proteazfelismerd helyet, igy a liganddal boritott agyhoz kapcsolt fehérje megfelel
proteazkezeléssel is elualhatd. Ez a forgatokdnyv sem hatranyoktdl mentes, ugyanis a
cimke eltavolitasat kévetéen a fehérje csakis az adott fehérjére szelektiv antitesttel
mutathatd ki. Ezekre a problémakra a két cimkével jeldlt rekombinans fehérjék
jelenthetnek megoldast. Ebben az esetben az egyik cimke hasznalhatdo az
affinitastisztitasra, és azt kdvetéen proteazzal lehasithatd, mig a masik cimke lehetévé
teszi a fehérje altalanosan elérhet6 ellenanyagokkal torténé detektalasat. Ezeknek az
elvarasoknak megfelelendd kétféle, kettds jeldlési vektort hoztunk létre. Mindkét esetben
a fehérje hajtogatddasat elbseqité GST cimke helyezkedik el a rekombinans fehérje N-
terminalisan, mig a C-terminalis végen a Hisg, illetve a biotinilacids cimke talalhaté [236].

A vektorkonstrukcios stratégia nagyon hasonlé volt a fentiekhez, a f6 eltérés a
szintetizalt DNS-ek pEU3-NII-GLICNot vektorba Ultetésére hasznalt enzimekben volt,
ugyanis jelen esetben BamHI és Smal restrikcidés endonukleazokat alkalmaztunk.

A pEU3-NII-GLICNot-C-HIS és pEU3-NII-GLICNot-C-BIOT vektorok teszteléséhez
az AfRCE2 ORF-ét illesztettiik a plazmidokba, majd az in vitro transzkripciot és
transzlaciét kovetéen glutationnal boritott magneses gyéngyokkel izolaltuk a kérdéses
fehérjéket. A pEU3-NII-GLICNot-C-BIOT vektor ellenérzése soran a transzlacios elegyet
kiegészitettiik biotinnal, valamint a biotinilacioért felelés BirA biotin ligaz enzimmel, hogy
a biotinilacié a fehérjeszintézissel szimultdn mehessen végbe. A gyéngydkhoz kikétédott
fehérjéket PAGE-vel és azt kdvetd Coomassie-kék festéssel, valamint western blottal is
vizsgaltuk. Mindkét megkdzelités megerésitette a vektor konstrukcio sikerességét, a
Coomassie-kék festés egy, a vart magassagban megjelend fehérjét azonositott, a
western blot analizis pedig a GST-szelektiv antitest segitségével mindkét fehérje
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kimutatasara alkalmas volt, mig a biotinalt fehérje extravidinhez, a Hises cimkével jel6lt
pedig polyHis ellenagyaghoz konjugalt torma peroxidazzal is detektalhaté volt (6.10.
abra).

Az ujonnan létrehozott vektorainkkal olyan fehérje-fehérje koélcsdnhatasokat
tudtunk igazolni, melyek a korabbi valtozatok alkalmazasaval nem voltak lathaték. A His:
cimkés konstrukcié alkalmazasaval tudtuk igazolni az Arabidpopsis E2F fehérjék és y-
tubulin kdzo6tti kdlcsénhatast, mig a HaloLink jeldlést biztositd plazmid lehetévé tette az
Arabidpopsis E2F fehérjék retinoblastoma fehérjekdtéséért felelés doménjeinek
meghatarozasat [227].
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6.10. abra pEU3-NII-GLICNot-C-BIOT és pEU3-NII-GLICNot-C-HIS vektorok
funkcionalis vizsgalata.

(A) pEU3-NII-GLICNot-C-BIOT vektor GST és biotinilacio kettds jeldlést biztositd
részeinek aminosavszekvencigja. (B) pEU3-NII-GLICNot-C-HIS vektor GST és Hisg
kettds jeldlést biztositd részeinek aminosavszekvenciaja. (C) A GST-biotin kettés
jelélt AtRCE2 tartalmazo totél transzlacios elegy, illetve az affinitastisztitott fehérje
PAGE analizise. Az el6bbi mintak vizsgalata anti-GST ellenanyaggal és ExtrAvidin-
POD-dal. (D) A GST- Hiss kettés jelolt AtRCE2 tartalmazo total transzlacios elegy,
illetve affinitastisztitott fehérje PAGE analizise. Az el6bbi mintak vizsgalata anti-GST
és polyHis-POD ellenanyagokkal. A vart fehérjeméretek csillaggal jeldlve. [236].
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2. Aptamerszelekcidohoz kapcsolddd modszertani fejlesztések

2.1. Fehérje-aptamer koélcsdnhatas vizsgalata homogén rendszerben

A valds korilmények kdzott is alkalmazhatod aptamerek eléallitasanak a SELEX
csak az elsé Iépése, azt minden esetben az izolalt oligonukleotidok egyedi vizsgalatanak
kell kovetnie. Az aptamerek tulajdonsagai kozil az egyik legfontosabb a
célmolekulajukkal alkotott komplexik disszociaciés allanddja (Kp), melynek
meghatarozasara valtozatos metodikak allnak rendelkezésre. Nagyszamu aptamer
vizsgalatanadl a Ko meghatarozasara alkalmas modszerekkel szemben tamasztott
elvarasok kozott ott talaljuk az egyszer(i és gyors kivitelezhetéséget is. Altalanossagban
kijelenthetd, hogy a bioanalitikdban ezeknek a feltételnek legjobban az elvalasztasi és
mosasi Iépéseket nem igénylé un. ,,mix and measure” moédszerek felelnek meg.

Ebbe a csalddba tartozik a nagy jelerdsitési, homogén tavolsag modulalt
lumineszcens vizsgalat, ami az angol elnevezés nyoman ALPHA néven terjedt el. A
modszert mar tébb mint egy negyedszazada leirtak, de igazan csak akkor valt népszertiveé,
amikor a Perkin Elmer vallalat szamos valtozatat kereskedelmi forgalomba hozta [239]. A
rendszer 250 nm atmérgju polisztirol donor és akceptor gydngydkbdl all, melyek a
fellletlikre kapcsolt molekulak kdlcsdnhatasa kodvetkeztében kerlilhetnek egymas
kdzelségébe. A donor gydngy ftalocianinja 680 nm hullamhosszusagu fény hatasara
szingulett oxigént general, amely alapallapotu oxigénné torténd visszaalakulasat
megel6z6en 200 nm-t tesz meg vizes oldatban. Amennyiben a vizsgalt molekulak kdzo6tt
kdlcsbnhatas jon létre, a szingulett oxigén eljut az akceptor gydngyig, és reagal az abban
talalhato tioxén szarmazékkal, minek kévetkeztében egy 370 nm-es kemilumineszcencia
jon létre, amely az akceptor gydngy fluoroférjat aktivalja. A fluorofér a gerjesztd fénynél
révidebb hullamhosszu, 520-620 nm koézétti fényt emittal, egy donor gyéngy pedig
mintegy 60 000 szingulett oxigént hoz létre. Ez két tényezd egylttesen szavatolja a
rendszer rendkivil alacsony hatterét és nagy érzékenységét. Az ALPHA rugalmas és
egyszerl alkalmazhatosagat a kilénb6zé affinitastisztitasra (pl. Ni-kelat, glutation,
sztreptavidin stb.) alkalmas ligandumokkal boritott donor és akceptor gydngyok, illetve
dedikalt fehérjék, kismolekulak mérésére kifejlesztett készletek elérhetésége biztositja
[240].

Az ALPHA alkalmazhatdsagara iranyul6 vizsgalatainkat — a dolgozat egy késdébbi
fejezetében bemutatasra kerll6 modon szelektalt és karakterizalt - alma
torzsgdndorodeés virus (ASPV) kapszidfehérjékre specifikus aptamerek hasznalataval
valositottuk meg. Az aptamerekkel kdlcsénhaté PSA-H kapszidfehérje N-terminalis Hiss
cimkézett valtozatat bakteridlis fehérjetultermeléssel allitottuk eld, és Ni-kelat
affinitaskromatografiaval tisztitottuk. Méréseinket a sztretptavidin-, illetve Ni-kelatburkolt
donor és akceptor gyongyokbdl osszealldé un. ,His detection” készlettel kivantuk
kivitelezni, ennek megfeleléen az aptamereket 3’ végen tetraetilén-glikol tavtarton
keresztll kapcsolt biotinnal szintetizaltattuk (6.11. dbra) [241].
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A fehérje-aptamer kodlcsénhatasok Kp értékeinek meghatarozasat megel6zben
meghataroztuk az optimalis mérési korilményeket, és a kapott adatok alapjan a tovabbi
mérések soran 1 mg/ml marhaszérum albumin- (BSA-)tartalmu foszfatpufferes sdoldatot
(PBS), illetve 12,5 nM aptamerkoncentraciokat alkalmaztunk.

Az optimalis mérési koriilmények ismeretében elészor telitéssel allapitottuk meg
a két vizsgalt aptamer Kp értékét, melynek soran alland6 aptamer mennyiség mellett a
kapszidfehérje koncentraciojat 1-200 nM tartomanyban valtoztattuk (6.12. abra). A mért
ertékek altal kijeldlt pontokra egy olyan gorbét illesztettiink, melynek egyenlete az
aptamer-fehérje kélcsdnhatas 1:1-es sztdchiometriajat veszi alapul, és szamitasba veszi,
hogy a kisebb koncentracidk esetén a szabad célmolekula egyensulyi koncentracidja
jelentésen eltérhet a bemérési célmolekula koncentraciotol (6.12. abra). Az ALPHA
méréssel szamitott értékek jO egyezést adtak a korabbi, SPR-rel meghatarozott
disszociacios allandokkal: PSA-H aptamer Kp = 5,3+3,9 nM, illetve 8 nM (SPR); PSA-
MT32 aptamer Kp = 70,5+£28,0 nM, illetve 83 nM (SPR).
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Kévetkezd l1épésként PSA-H aptamer-fehérje kdlcsdnhatas Kp értékét kompetitiv
méréssel is meghataroztuk. Ebben az elrendezésben a biotinnal jel6lt aptamer és fehérje
koncentraciojat egyarant allandé értéken tartottuk (rendre 15nM és 3 nM), mig a biotinnal
nem maodositott aptamert valtozéo mennyiségben adtuk az elegyhez (6.13. abra). A mérési
adatokra egy olyan homolég kompetitiv modell alapjan illesztettiink goérbét, amely
feltételezi, hogy a biotinnal médositott és a mdédositas nélkili aptamerek célfehérje irant
affinitdsa megegyezik (6.13. abra). Habar az ily médon szamitott 28,4+16,6 nM-os Kp
erték kissé eltér a korabban meghatarozott 5,3+£3,9 nM-tdl, kétmintas t-probat alkalmazva
95%-0s konfidenciaszinten nem kiilénbdznek szignifikansan az értékek.
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6.13. abra A PSA-H Kp értékének
B:B’“"“—XCAJFNS meghatarozas kompetitiv méréssel és a
(CaL + Ca + Kp) P :
szamitashoz hasznalt egyenlet.

Ezek az eredmények Osszeségikben azt jelzik, hogy az ALPHA megfeleld
alternativaja lehet a biomolekularis kdlcsdnhatasok kinetikai vizsgalatara leginkabb
elfogadott SPR moddszernek. Az ALPHA aptamerszelekcioban torténd alkalmazasara
iranyuld vizsgalatainkat minden bizonnyal parhuzamosan végeztik egy francia
kutatocsoporttal, ugyanis 6k réviddel eredményeink megjelenése elbtt kézolték hasonlo
kisérleteken alapulé megfigyeléseiket [242]. Az altalunk kivitelezett vizsgalatok ennek
ellenére is ujdonsagot jelentettek, mivel az emlitett kézlemény RNS-t felismer6 RNS
aptamerek kélcsdnhatasat igazolta. Az ALPHA egyszer(i kivitelezhet6sége els6sorban a
nagyszamu koélcsdnhatasvizsgalat soran jelent elényt, igy kiegészitve valamilyen egyszalu
DNS-t biztositd moddszerrel (lasd kdvetkezd fejezet) idedlis valasztas lehet a SELEX
nyoman kapott aptamerjeléltek szlirésére.

2.2. Primerblokkolt aszimmetrikus PCR

Az egyszalu nukleinsavaknak a molekularis bioldgia kutatasok kezdete 6ta nagy
jelentéségik van DNS-ek és RNS-ek szekvenciaszelektiv kimutatasaban, az aptamerek
megjelenésével ezen molekulak jelentésége pedig csak meég tovabb fokozédott. Lévén
laboratériumunk egyik f6 kutatasi profilja az aptamerszelekcié, a nagyszamu megfeleld
mennyiségld és mindségl egyszalu DNS (ssDNS) elddllitdsa kutatécsoportunk
mindennapos feladata. Elméletileg a szikséges ssDNS-ek kémiai szintézissel is
biztosithatok, ez a megkodzelités esetlinkben azonban két okbdl kifolyélag sem jelenthet
megoldast. Egyrészt a SELEX minden egyes szelekcios Iépése a PCR-rel amplifikalt,

74|01dal



dc_1875 21

dusitott konyvtar egyszalusitasaval végzédik, melynek soran tizezres nagysagrendben
lévé, ismeretlen szekvenciaju oligonukleotid elballitasa a feladat, mely kémiai szintézissel
megvaldsithatatlan. Masrészt a SELEX-szel nyert oligonukleotidok egyedi karakterizalasa
elengedhetetlen a legkedvezdbb  tulajdonsdgokkal rendelkez6  aptamerek
azonositasahoz. Habar az aptamerszelekcid ezen fazisanal mar ismertek az
oligonukleotidok szekvenciai, a szintetizalando ssDNS-ek nagy szama miatt a kémiai
szintézis rendkivili moédon noévelné a folyamat koltségét. E szempontok
figyelembevételével egy egyszerlen, gyorsan és koltséghatékonyan Kivitelezhet6
ssDNS-szintetizalé modszer kifejlesztése mellett dontéttink.

A legegyszeribben Kkivitelezhetd ssDNS-generald rendszer a PCR-rel szinte
egyidében megjelend, két primert eltérd koncentracioban tartalmazé aszimmetrikus PCR
(aPCR) a gyakorlatban csak korlatozottan alkalmazhatd, mivel a reakcié soran gyakran
nem specifikus DNS-ek is keletkeznek, s6t sok esetben ezek adjak a szintetizalédott DNS
tulnyomo részét. A jelenség hatterében tébbek kozott az all, hogy a primerek olvadasi
hémérsékletét (Tm) szekvenciajuk mellett reakcidelegyben lévé koncentraciojuk is
befolyasolja. Az adott PCR soran alkalmazand6 pontos Tm érték a szamitott primer
olvadasi hdmérseékletek mellett a koncentraciokat is szamitasba vevé, un. legkdzelebbi
szomszéd képlettel szamithatd [243]. Ezt a tényt figyelembe véve dolgoztak ki a LATE-
PCR-t (Linear-After-The-Exponential), ahol is primereket ugy tervezik, hogy a
legkdzelebbi szomszéd szamitassal legyen kozel azonos az olvadasi hdmérsékletiik, és
ezzel nagysagrendekkel ndvelték a valds idejli PCR érzékenységét [244]. Hipotézisiink
szerint az aPCR soran a primerkoncentraciok eltérésébdl fakaddé probléma
egyszerlbben is orvosolhatd. Nevezetesen a két primert azonos koncentracioban adjuk
a reakcidelegyhez, azonban limitald primer egy része blokkolt, 3’ végén foszforilalt
formaban van jelen, igy a limitalo primerek, habar egyarant bekétédnek, donté részikrol
nem indul DNS-polimerizacié (6.14. abra.).

Primer Blocked vs Conventional Asymmetric PCR

Abundant forward primer —

= Limiting reverse primer \_
3' terminal blocked reverse ‘L ‘L
primer
No PCR by-products . ssDNA dsDNA PCR by-products ;
L r ) T
Primer Blocked Asymmetric PCR Asymmetric PCR

6.14. abra A primerblokkolt és hagyomanyos aszimmetrikus PCR amplifikacios
folyamatat 6sszehasonlitasa [245].
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Elméletliink helytalldsaganak igazolasara a lehet6 legegyszeribb PCR-t allitottuk
Ossze, az elegybe a primereken kivil egyetlen templéat, egy 75 nukleotidbdl allé ssDNS
kerllt. A primerek tekintetében haromféle elrendezés alkalmaztunk, ekvimolaris
primerkoncentracioju,  hagyomanyos, 20:1 (feleslegben [év6 : limitalo)
primerkoncentracio-aranyu aPCR, illetve 20:1:19 (feleslegben |évé : limitald : blokkolt
limitald primer) aranyu primerblokkolt aszimmetrikus PCR (PBA-PCR) elegy. A
reakcioelegyek amplifikaciot koveté PAGE elvalasztasa és GelRed festése szignifikansan
eltér6 mintazatokat mutatott. A PCR a véarakozasoknak megdfeleléen egy hatarozott
méretl terméket eredményezett, mig a kétféle aPCR mintaban tdbb, kisebb
mennyiségben megjelend DNS-fragment volt Iathato (6.15. abra). A hagyomanyos aPCR
esetén az elvalasztast kdvetéen egy elmosddott savot detektaltunk, ezzel szemben a
PBA-PCR-mintanal két hatarozott csik jelent meg. Az aPCR-eket oly moddon is
megismeételtiik, hogy az 5’ végen biotinnal jeldlt limitald primert alkalmaztunk, hogy az
egyszalu termékeket egyértelmiien azonositani tudjuk. Az amplifikacidés reakciot
kovetben a biotinilalt kétszalu termékeket magneses gyodngyre rogzitett sztreptavidinnel
eltavolitottuk, majd a fellluszokat PAGE segitségével vizsgaltuk. Az eredmények alapjan,
mindkét aPCR egy jol meghatarozott ssDNS-t biztositott, és mindkét reakcio termék
kisebb mobilitassal rendelkezett, mint a dsDNS (6.15. abra). Megjegyzend6, a két aPCR
egyszalu termékei is eltéré sebességgel mozogtak a gélben, ami minden valészinliség
szerint a PBA-PCR termék részleges kétszalusaganak tudhaté be, ugyanis a biotin
jelélést nem hordozd, blokkolt limitaldo primer az egyszalu termék 3’ végével a PAGE
soran is hibridizalt allapotban marad.
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6.15. abra (A) ssDNA eléallitasa PBA-PCR-rel (1), PCR-rel (2) és aPCR-rel (3). (B) Az
egyszalu termékek vizsgalata sztreptavidin gyénggyel térténd elvalasztast kbvetéen.

A PCR elegy sztreptavidin inkubacié nélkil (1), sztreptavidin inkubacié fellluszdja
PBA-PCR (2) és a PCR esetében. A dsDNS marker bazispar hosszusagban (M) [245].

Miutan a fenti adatok igazoltdak hipotézisiinket, a PBA-PCR optimalizalasara
iranyuld kisérleteket hajtottunk végre. A primer és teljes limitalé primer (blokkolt és nem
blokkolt) koncentraciokkal minden esetben 20:1 aranyt biztositottunk, mig a blokkolt,
illetve nem blokkolt primerek kézoétti aranyt valtoztattuk. Ezen aranyok valtoztatasaval ugy
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talaltuk, a kétszalu:egyszalu termék aranya és a kitermelés tekintetében a 1:19 nem
blokkolt:blokkolt arany a legkedvezdbb, igy tovabbiakban ennek megfeleléen allitottuk
Ossze a PBA-PCR-eket (6.16. abra). A kdvetkezd vizsgalataink soran a PCR-ciklusok
szamat noveltik, és a kapott adatokkal egyértelmien bizonyitottuk a PBA-PCR
elénydségét. A hagyomanyos aPCR alkalmazasa soran 45 ciklusnal mar jelentds
mennyiségld melléktermék keletkezett, az 55 ciklusos amplifikacié soran a vart ssDNA
tulajdonképpen teljesen eltlint, és a melléktermékek valtak dominanssa. Ezzel szemben
a PBA-PCR-bdl szarmaz6 mintak PAGE analizise alapjan kijelenthetjik, 45 ciklus nem
befolyasolja kedvezétlenll a termék:melléktermék aranyt, és még az 55. ciklusnal is a
megfelel6 méretl ssDNA van jelen legnagyobb mennyiségben (6.16. abra). A megfelel6
PBA-PCR koérilmények azonositasat kévetéen a modszer altalanos alkalmazhatosagat
tovabbi négy oligonukleotid amplifikalasaval is bizonyitottuk (nem bemutatott adat).
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6.16. abra (A) PBA-PCR optimalizalasa a primerek aranyanak valtoztatasaval.
Az alkalmazott nem blokkolt és blokkol limital6 primer aranyok 1:9 (1), 1:19 (2), 1:49
(3) és 1:99 (4). (B) Az aPCR (1), (3), (5), (7) és PBA-PCR (2), (4), (6), (8) esetében
megfigyelhet6 termékek rendre 25, 35, 45 és 55 ciklusszamot kdvetéen. A dsDNS
marker bazispar hosszusagban (M) [245].

Kutatasaink szempontjabodl kiemelt fontossagu volt annak tisztazasa, mennyiben
alkalmazhaté a PBA-PCR egy tipikusan 10'2-10" kilénb6z6 szekvenciaval rendelkezd
oligonukleotidbdl allé aptamerkdnyvtar amplifikalasara. Ez a kérdés kiilondsen érdekes
volt annak tudataban, hogy az ilyen komplexitdsu DNS kényvtarak sokszorositdsa mar
hagyomanyos PCR-rel is komoly kihivast jelent. Vizsgalatainkhoz harom elrendezésben
amplifikaltunk 1 nmolnyi oligonukleotid-kdnyvtarat, um. ekvimolaris primertartalmu PCR,
hagyomanyos aPCR és PBA-PCR. A reakcidkat minden esetben 25-55 ciklusszammal
ismételtlik, majd az elegyeket PAGE-vel elemeztiik. Az ekvimolaris PCR-mintak vizsgalata
megerdsitette az irodalmi adatokat: mar a legkisebb ciklusszamnal sem tudtunk
azonositani hatarozott savokat, egy 75-300 bp tartomanyban fest6dd, diffuz jelet
detektaltunk (nem ismertettet adat). Ehhez nagyon hasonlé eredménnyel jart az aPCR s,
mig a PBA-PCR-re sokszorositott kdnyvtar f6 terméke még az 55. ciklus kdvetben is a
vart magasagban volt detektalhato (6.17. abra). A modszer altalanos alkalmazhatosagat
ebben az esetben is megerésitettiik, ugyanis tovabbi négy konyvtar sokszorositasa
hasonlé eredménnyel jart (nem bemutatott adat).
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6.17. abra Oligonukleotid-kényvtar amplifikaciojabol szarmazo termékek
aPCR (1), (3), (5), (7) és PBA-PCR (2), (4), (6), (8) alkalmazasaval rendre 25, 35, 45 és
55 ciklusszamot kévetéen. A dsDNS marker bazispar hosszusagban (M) [245].

A PBA-PCR specificitast fokozo hatasara magyarazat lehet a teljes reakcio soran
jelenlévé blokkolt limitalé primer. Az ekvimolaris és a hagyomanyos aszimmetrikus PCR-
ben a primerek beépiinek a keletkez6 termékekbe, koncentracidjuk folyamatosan
csOkken, igy a novekvd ciklusszam egyre inkabb kedvez a fals DNS-hibridek
kialakulasanak, ez pedig végsd soron a nem kivanatos DNS-fragmentek keletkezésének.
A bemutatott adatok alapjan feltételezheté, hogy a teljes PCR soran konstans
koncentraciéju blokkolt limitalé primer a nem kivanatos DNS-hibridek kialakulasat gatolja.

Az eddig bemutatott, gélelektroforézis segitségével nyert adatok alapjan
kijelenthet6, hogy a PBA-PCR nagymértekben ndveli a PCR specificitasat, arra azonban
az eredmények nem adnak valaszt, az eljards mennyire torzita el a kdnyvtar
oligonukleotid-6sszetételét. Az un. PCR-torzitas (PCR bias) egy jol ismert jelenség, mely
hatterében a kilénbdz8 nukleinsav-szekvenciak kilénbdzé hatékonysagu amplifikacidja
all, igy a komplex nukleinsav-templatok sokszorositasakor a ndvekvd ciklusszammal
egyltt né a jél amplifikalodd szekvencidk mennyisége, mig ezzel parhuzamosan a rosszul
amplifikalodo oligonukleotidok egyre inkabb alulreprezentaltta valnak [246]. A SELEX
alaphipotézise szerint az egyes ciklusok soran fokozatosan emelt szelekciés nyomas a
célmolekulahoz nagy affinitassal k6t6dé oligonukleotidok dusulasahoz vezet. Figyelembe
véve a tényt, hogy a minden egyes ciklusban amplifikalni kell a k6t6dé DNS-eket, nem
nehéz belatni, hogy a PCR-torzitasnak végzetes kdvetkezményei lehetnek a SELEX-re,
amennyiben a folyamat soran a célmolekulat szelektiven felismerd oligonukleotidok
helyett a j6l amplifikalodok szaporodnak fel a kodnyvtarban. Mindezek fényében
elengedhetetlen volt annak tisztazasa, milyen mértékl PCR-torzitast eredményez a PBA-
PCR. A kérdésre a PBA-PCR-rel sokszorositott aptamerkdényvtar HT szekvenalasaval
tudtunk valaszt adni. A szekvendlasi eredmények 203 795 oligonukleotid egyedi
szekvencigjat tartalmaztak, melyekbdl 203 433 egyetlen kopiaként volt jelen, ami tdbb
mint 99%-a az dsszes képianak. Megjegyzend6, hogy a kémiai szintézissel |étrehozott
random DNS konyvtarakban csak elméletiieg egyedi minden szekvencia, ezek a
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kényvtarak is torzultak, igy a szekvenalasi adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a PBA-
PCR gyakorlatilag nincs hatassal a konyvtar komplexitasara.

A modszerfejlesztés utolsé lépéseként Osszevetettlk a PBA-PCR-t és az
N exonukleaz-kezelést, mint két alternativ.  ssDNS-szintetizalé  rendszert.
Munkacsoportunk ipari partneriink szamara proBNP-re szelektalt aptamereket. Ezek
célmolekulak6té-képességének vizsgalatahoz el6szor a szelekcié eredményeként kapott
baktériumtelepek kozil harommal kolonia PCR-t végeztiink az oligonukleotid inszerteket
hordozé vektorra specifikus primerekkel. A kolonia PCR-b6l szarmazé termékeket, illetve
a kiindulasi oligonukleotid-kdnyvarat templatként hasznalva, a leirt médon, 5’ biotinnal
jelolt, feleslegben Ilévé primer alkalmazdsaval elvégeztik a PBA-PCR-t. A
A exonukleaz-kezeléshez sziikséges dsDNS elballitasahoz ekvimolaris mennyiségben
alkalmaztuk, az 5’ biotin és 5’ foszforilalt primereket, mig a templatok megegyeztek a
PBA-PCR-nél jelzettekkel. A PCR-termék tisztitasat kovetbéen A exonukleaz
hozzaadasaval egyszalusitottuk a DNS-t. A kdlcsbnhatas-vizsgalathoz az AlphaScreen
GST készletét alkalmaztuk, amely a sztreptavidinnel burkolt donor és GST antitesttel
boritott akceptor gydngyokbdl all 6ssze. A mérési elegy a gydongydk mellett a kétféle
modszerrel szintetizalt biotinjeldlt ssDNS-t, illetve az in vitro transzlacidval termelt GST-
cimkézett proBNP-ét tartalmazta. Az adott inkubacids id6t kovetden leolvasott
lumineszcens jelek, egyértelmlen jelezték a SELEX sikerét, ugyanis 100 nM-os
fehérjekoncentracié mellett az aptamerekkel kapott értékek a koényvtarnal latottak
tébbszordsei voltak (6.18. abra). A kisérleti célkitlizés szempontjabdl ugyanilyen fontos
megfigyelés, hogy a két ssDNS-generald moédszer felhasznalasaval kapott eredmények
egyforma tendenciakat mutattak, mindkét esetben a 30-as jelld aptamer rendelkezett a
legnagyobb affinitassal (6.18. abra). Habar a jel:hattér arany tekintetében a A exonukleaz
megkdzelités teljesitett jobban, ugyanakkor egyszerti kivitelezhetéségének, alacsonyabb
idéigényének és jobb koltséghatékonysaganak koszénhetéen mégis a PBA-PCR
modszer tnik az ideélis ssDNA-szintetizal6 modszernek.
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6.18. abra Harom szelektalt aptamerjelélt (11), (20), (30) proBNP-k6t6 képesseégenek
vizsgalata PBA-PCR-rel, illetve A exonukleaz-kezeléssel elballitott ssDNS-esekkel
ALPHA mddszerrel [245].
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A kifejlesztett PBA-PCR-t el6szér a szivelégtelenség diagnosztikajaban
biomarkerként alkalmazott proBNP-re kivitelezett SELEX soran alkalmaztuk. Els6ként
AlphaScreen-nel, a fentiekben részletezett médon, de nagyobb szamu koloniaval
végeztik az aptamerjeldltek szlirését, illetve Hise-cimkézett fehérjét és Ni-kelat akceptor
gydngy6t alkalmaztunk a GST rendszer helyett. Az egyes oligonukleotidoknal lathato
lumineszcencia értékek jol illusztraljak az aptamerjeldltek egyedi, kisérletes
karakterizalasanak jelentéségét (6.19. abra). A SELEX soran izolalt oligonukleotidok nem
rendelkeznek azonos célfehérjekdtd-képeséggel, affinitasukban jelentds eltérések
vannak, és ezek a klildnbségek csak kisérletes megkdzelitéssel valnak nyilvanvalova, igy
ez a lépés a sikeres aptamerszelekcio elengedhetetlen része.
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6.19. abra proBNP-szelektiv aptamerjelltek sztirése PBA-PCR és ALPHA mddszer
alkalmazasaval [245].

A SELEX egy olyan iterativ folyamat, melynek ismétlésszamat idealis esetben a
célmolekulara szelektiv oligonukleotidok dusulasa hatarozza meg. Az alacsony
ismétlésszam sok esetben nem elegend6 a célmolekulara szelektiv oligonukleotidok
felszaporitasdhoz, mig a tul magas ciklusszam a PCR-torzulasnak kedvez.
Végeredményben mindkét forgatokoényv sikertelen aptamerszelekciot eredményezhet.
Az optimdlis ismétlésszam becsléssel nem meghatarozhato, csakis az egyes SELEX
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ciklusok dusult oligonukleotid-kdnyvtarainak vizsgalataval lehetséges. Ezen feladatot az
el6z0 bekezdésben leirtak szerint végeztik el annyi eltéréssel, hogy a PBA-PCR
templatjai a SELEX ciklusok oligonukleotid-kdnyvtarai voltak. A 6.20. abra
ertelmezéséhez ismertetni kell a proBNP-specifikus aptamerek szelekciéja soran
alkalmazott un. Toggle-SELEX koérilményeit. A szelekcié soran felvaltva hasznaltuk
célmolekulaként a magneses gydngyhoz kapcsolt NT-proBNP egyik peptidmotivumat
(1., 2., 3., 4., 6. ciklus), illetve a proBNP fehérjét (5., 7. ciklus). A szelekcidés nyomas
folyamatos névelése mellett egy negativ és egy kontraszelekcids Iépést is beiktattunk a
4. és 5. ciklust kdvetéen. A negativ szelekcional a célmolekulak immobilizalasara hasznalt
gydnggyel, mig a kontraszelekcidénal verszérum-fehérjékkel burkolt magneses gyénggyel
inkubaltuk az oligonukleotid-kdényvtarat, majd a fellluszokat vittlik tovabb a kdvetkez6
szelekcios lépésbe, hogy noveljik az aptamerek szelektivitasat. A ndvekvd SELEX
ciklusszam egy tendenciozusan emelkedd lumineszcens jellel parosul, amit tdbb helyen
drasztikus visszaeseés, illetve kiugro emelkedés tér meg. A 4. ciklustol vezettik be az
intenziv, dextran-szulfatot is tartalmazé mosasi lépést, ami valdszinUsithetéen a fehérjével
ers, ionos, de nem szelektiv kdlcsénhatdsokon keresztil két6dé oligonukleotidok
elvesztését eredményezhette. Az 5. ciklust kdvetd kontraszelekcios 1épés vérszérumban
talalhatd fehérjékkel kapcsolatba [ép6 oligonukleotidokat hivatott eltavolitani. A
lumineszcens jel csdkkenése arra utal, hogy az intenziv mosasi 1épés bevezetése sem
volt elegendd a fehérjékkel nem szelektiven komplexet képezd oligonukleotidok
kizarasara, a proBNP-hez kotédd aptamerjeldltek egy jelentés része egyéb fehérjékhez
is kapcsolodni képes. Az 5. és 7. ciklus kiugréan magas lumineszcens jelemelkedésre
magyarazataul szolgalhat, hogy e szelekcios lépések célmolekulaja megegyezett az
ALPHA mérésnél hasznalttal, mindkét esetben a Hisg-proBNP-t alkalmaztuk.
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6.20. abra proBNP-re kivitelezett SELEX egyes lépéseinek monitorozasa PBA-PCR és
ALPHA mddszer alkalmazasaval [245].

Az NT-proBNP diagnosztikara alkalmas aptamereket ipari partneriink szamara
szelektaltuk, ezért az ehhez a kutatasi témahoz kapcsol6dd eredményekeink részletei
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nem kerllhetnek ismertetésre. Annyi azonban kézélhetd, hogy a fentebb leirt ALPHA
modszer és a PBA-PCR kombinalasaval olyan aptamereket sikerult azonositanunk,
amelyek az SPR mérések alapjan 10 nM koérli Kp értékkel rendelkeznek, igy jo eséllyel
alkalmazhatok diagnosztikai fejlesztésre.

Az altalunk kidolgozott primerblokkolt aszimmetrikus PCR alkalmazhatésaga nem
korlatozodik az aptamerszelekciora, varakozasaink szerint a kiilénb6z6 préobakon alapuld
valos-ideji PCR eljarasok kimutatasi hatarat is csdkkenthetik. Egy koézelmultban
megjelent publikacié alapjan pedig az egy sejtes HTS-ek kivitelezése soran néveli az
eredményességet [247].

2.3. Aptamerkdnyvtar eldallitasa modositott nukleotiddal

Ahogy korabban lathattuk, a modositott nukleotidokat tartalmazdé aptamerek két
szempontbdl is elénydsebb tulajdonsagokkal rendelkeznek a kizarélag természetes
nukleotidokbdl felépllékkel szemben. Egyrészt nukleazrezisztensebbek, masrészt a
mesterséges nukleotidokat is magukba foglalé konyvtarakbdl kiinduldé SELEX
szignifikansan megndveli a sikeres szelekcid esélyét. E kedvez6 tulajdonsagok tudataban
a modositott nukleotidokkal kivitelezett SELEX laboratoriumunkban  térténd
meghonositasa mellett dontéttink.

A mesterséges nukleotidokat tartalmazé oligonukleotid-kdnyvtarak — habar
rendkivlil magas aron — kereskedelmi forgalomban is elérheték, ez azonban nem jelent
megoldast az ilyen tipusu aptamerek szelekcidjara, hiszen a SELEX egyes ciklusaiban a
dusulé oligonukleotidokat a modositott nukleotidok megtartasaval kell PCR-rel
amplifikalni, igy megkerilhetetlen a mesterséges nukleotidokat is beépitd termofil DNS
polimerazok kivalasztasa.

A tudomanyos kdzlemények tébb tucat kiilénb6z6 modositott nukleotiddal valo
kisérletr6l szamoltak be, melyek alapjan az aptamerszelekcié kimenetelére vald
tekintettel egyértelmien az aminosavszerli oldallancokkal rendelkezé nukleotidok
hasznalata jar a legnagyobb sikerrel. Ezen informaciok birtokaban a kereskedelmi
forgalomban elérhetd, a nukleotidnak triptofanszerd tulajdonsagokat kélcsénzé, indol
oldallanccal rendelkezd 5-Indolil-AA-dUTP (TAJUTP) alkalmazhatdsagat vizsgaltuk (6.21.
abra) [248].

HO

6.21. abra Az 5-Indolil-AA-dUTP (TAJUTP) szerkezete [248].
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Kisérleteink els6 célia a TAdUTP-t szubsztratként elfogadd termofil DNS
polimerazok azonositasa volt. Vizsgalataink soran harom kilénb6z6 bazisésszetétell
oligonukleotidot amplifikaltunk nyolc olyan polimerazzal, amelyek az el6zetes publikaciok
alapjan moédositott nukleotidok beéplilését is katalizaljak (6.2. tablazat) [249] [250].

A vizsgalt termofil DNS polimerazok f6 jellegzeteségei és TAAUTP nukleotid beépité képességiik

Polimeraz 3'-5’ TAdUTP Jellegzetességek Csalad
exonukledz beépitése
aktivitas

iProof F - Pyrococcus-szer(i enzim processzivitast fokozo Sso7 doménnel B
OneTaq + - Tag és Deep Vent polimerazok keveréke A&B
Vent(exo-) - + Thermococcus literalis enzim B
PWO Superyield + - Pyrococcus woesei enzim B
Qsu # - Magas hiségl enzim Sso7d doménnel fuzionalva B
KOD XL +/- + KOD és KOD(exo-) enzimek keveréke B

Pfu + - Pyrococcus furiosus enzim B
Therminator 9°N exo- varians B

6.2. tablazat A vizsgalt termofil DNS polimerazok fébb jellegzetességei és TAAUTP-
beépitdé képessege. [248].

A PCR-t kévetd PAGE eredmények nyoman egyértelm(ien kijelenthetd, hogy a
vizsgalt polimerazok koézll csak kettd, a Vent(exo-) és a KOD XL fogadta el a
reakcioelegyben dTTP-t helyettesit6 maodositott nukleotidot (6.22. abra és nem

bemutatott adatok).
A B
100% Amplified by Vent(exo’) Amplified by KOD XL
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6.22. abra Aptamerek amplifikacidja Vent(exo-) és a KOD XL enzimekkel, dTTP, illetve
TAQUTP jelenlétében.
(A) A templatként hasznalt aptamerek nukleotiddsszetétele. (B) Aptamerek
amplifikaciéja Vent(exo-)-val. (C) Aptamerek amplifikaciéja KOD XL-lel. A dsDNS
marker bazispar hosszusagban (M) [248].

Habar mindkét enzim a nukleotiddsszetételtél fiiggetlenil katalizalta a DNS-
szintézist, a Vent(exo-) esetében a hatékonysag jelentésen alacsonyabb volt a TAAUTP
tartalma mintakban, mig a KOD XL polimerizacios hatékonysagaban ilyen eltérés nem
volt megfigyelhetd. A két enzim kdzds jellemzéje, hogy egyik sem rendelkezik 3’-5’
exonukleaz aktivitassal, igy feltételezhetjik, hogy a DNS polimerazok hibajavitasért
felelds doménje felismeri és eltavolita TAdUTP-t. Erdemes megemliteni, hogy a
Therminator nevl enzim sem rendelkezik 3’-5’ exonukleaz aktivitassal, ennek ellenére
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sem muikodott vele a DNS-szintézis a mesterséges nukleotidot tartalmazé mintakban,
jelezve, hogy a hibajavitd domén hidnya sziikséges, de nem elégséges feltétele a
TAdUTP elfogadasanak (6.2. tablazat). A vizsgalt enzimek a korabban k&zzolt
kisérletekben mesterséges nukleotidokkal is katalizaltak a DNS-polimerizaciot, mig
esetlinkben kozllik csak ketté mutatott ilyen aktivitast. A latszélagos ellentmondas
magyarazataul szolgalhat, hogy a hivatkozott publikaciok egyikében sem alkalmaztak
aromas aminosavszeru oldallancot hordoz6 nukleotidokat.

Az el6z6kben nem emeltem ki, hogy a 6.22. abran a természetes és mesterséges
nukleotidokat tartalmazé DNS-ek eltéré migracios sebességgel mozogtak a PAGE-ben,
ami az oligonukleotidok megvaltozott fizikokémiai tulajdonsagara utal. Ezt a megvaltozott
tulajdonsagot olvadasi gérbeanalizissel is megerdsitettilk, mégpedig oly médon, hogy a
harom fentebb is tanulmanyozott oligonukleotidot KOD-XL-lel, SYBR Green (SG) (N',N'-
dimetil-N-[4-[(E)-(3-metil-1,3-benzotiazol-2-ylidene)metil]-1-fenilquinolin-1-ium-2-yl]-N-
propilpropén-1,3-diamin) DNS-interkalalé festék jelenlétében valés ideji PCR
készlilékben amplifikaltuk. A PCR-t kévetéen 60 °C-rol fokozatosan 95 °C-ra emeltik a
hémérsékletet mikézben mértik a fluoreszcencia intenzitasat. Az eredmények
kiértékelése mindharom oligonukleotid esetén 5-10 °C-os Tm cstkkenést jelzett, ami arra
utal, hogy a nukleotidhoz kapcsolt nagyméret(, apolaris indol csoportok kdvetkeztében
a kettds spiral szerkezete megvaltozik, a Watson-Crick bazisparok kozétti hidrogénhid
kotések ereje gyengll (6.3. tablazat).

A TAJUTP beépiilése csokkenti az olvaddsi hémérsékletet
Al A2 A3

TAdUTP - + - + - +
T, £SD [°C] 88.64£0.03 78.74£0.07 89.60 +0.03 8224005 89.00+£0.03 83.55£0.05

6.3. tablazat A TAJUTP beéplilése nyoman bekbvetkezé olvadasi hBmérsékletvaltozas
harom kiilbnbbz6 dsDNS termék esetében [248].

Amint azt a dolgozat korabbi részében mar targyaltam a nagy komplexitasu DNS
kdnyvtarak amplifikacidja olyan mértéki mutermék-képz6déshez vezet, ami a kbnyvtarat
hasznalhatatlanna teszi (6.23. abra). A nem kivanatos DNS-fragmentek felszaporodasat
meggatolhatjuk az olaj-viz emulzios PCR (ePCR) segitségével. Az eljaras soran egy
specialis olajkeveréket allitunk o©ssze a PCR-eleggyel, minek koévetkeztében
nagysagrendileg 10° kompartment alakul ki, igy tulajdonképpen ennyi mikroreaktort, azaz
elkllénilt PCR-t hozzunk létre egyetlen cs6ben [251]. A mddszer alkalmazhatésagat
vizsgalandé a kereskedelmi forgalomban elérhetd ePCR-készlettel (Micellula DNA
Emulsion & Purification Kit (Roboklon)) allitottuk 6ssze a reakcidinkat, melyekhez a két
bevalt DNS polimerazt és természetes dNTP-éket, illetve dTTP helyett TAdUTP
tartalmazo oldatokat adtuk hozza. A reakcidtermékek PAGE analizise a varakozasainknak
megfeleld eredményt mutatott, mindkét enzimmel, illetve mindkét dNTP-eleggyel egy
hatarozott savot lattunk a gélen (6.23. abra). A szintetizalt DNS-ek migracios sebessége
és a polimerizacié hatékonysaga is 6sszhangban volt korabbi medfigyeléseinkkel,
amennyiben a modositott nukleotid beépllése lassitotta a DNS vandorlasat, illetve a
KOD-XL polimerizacios aktivitdsat nem csdkkentette TAJUTP jelenléte (6.23. abra).
Habar a GelGreen festés alapjan a KOD-XL produktivabb tlnik TAdUTP tartalmu
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reakciokban, a szintetizalt DNS mennyiségére nem vonhatunk le egyértelmd
kovetkeztetéseket, ugyanis a markansabb jel hatterében a festék sajatos fiziko-kémiai
tulajdonsagu DNS-hez valoé erésebb kétédése is allhat.
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6.23. abra Aptamerkényvtarak amplifikacidja Vent(exo-) és KOD-XL enzimekkel
emulzios PCR alkalmazasaval.
(A) Amplifikaci6 hagyomanyos PCR-rel, dTTP jelenlétében. A vart
bazisparhosszussagu termék csillaggal jeldlve. (B) Amplifikacio a két kilénbdzd
enzimmel dTTP, illetve TAdUTP hozzaadasaval. (C) Modositott nukleotidot
tartalmazo aptamerkodnyvtar tisztitasa harom, kereskedelmi forgalomban elérhet6
készlet alkalmazasaval. A dsDNS marker bazispar hosszusagban (M) [248].

Az ePCR-rel szintetizalt, modositott nukleotidot tartalmazé DNS-ek fiziko-kémia
jellegzeteségei egy gyakorlati jelentéségl problémat is eredményeztek. Az ePCR
olajkomponensei membranokon vagy gyongy6kon alapulé metodikaval eltavolitandok a
DNS tovabbi felhasznalasat megel6z6en. Az ePCR-készlethez biztositott membrannal
kivitelezett DNS-tisztitasunkat nagyon alacsony hatasfokunak talaltuk, ami abban a
tekintetben nem meglepd, hogy a szaz nukleotidnal kisebb nukleinsavak szeparalasa
altalaban is kilénleges kihivas, amit jelen esetben tovabb nehezitett, hogy az alkalmazott
készletet természetes nukleotidokbdl feléplld DNS izolalasara optimalizaltak. Az
oligonukleotid-izolacio kitermelését ndvelendd tovabbi két kommersz szilikamembranon
alapulé DNS-tisztitd rendszert teszteltlink, és a megfelel6 készlet alkalmazasaval az
amplifikalt aptamerkdnyvtar tisztitasanak hatékonysagat tdbbszordsére emeltik (6.23.
abra).

Az eddig ismertetett eredmények azt jelzik, hogy a Vent(exo-) és KOD-XL
enzimek a polimerizacid soran beépitik a TAdUTP-t, és az ePCR alkalmazasaval
hatékonyan elGallithatd a moddositott nukleotidot tartalmazé aptamerkdnyvtar, arra
azonban nem adnak valaszt, hogy a TAAUTP mennyire valtoztatja meg a két polimeraz
replikacios hiségét. A kérdés tisztazasara ismételten a HT szekvenalast hivtuk segitséguil.

Elséként az egyes oligonukleotidok amplifikacidja nyoman keletkezett DNS-
fragmenteket szevenaltattuk. A kapott adatokkal elvégzett szamitasok az elézetes
kdzleményekkel gyakorlatilag megegyez6 replikacids hlséget igazoltak mindkét
polimeraz esetében, és ezt az értéket érdemben TAJUTP jelenléte sem befolyasolta (6.4.
tablazat) [252] [253]. A kdvetkezOkben a dTTP, illetve TAAUTP hozzaadasaval amplifikalt
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oligonukleotid-kdnyvtar szekvenalasat végeztettik el, és azt talaltuk, hogy mindkét enzim
esetében, mindkét nukleotid jelenlétében az 6sszes oligonukleotid, mintegy 99%-a
egyetlen képiaban volt jelen, igy megallapithatd, hogy a dTTP maddositott nukleotiddal
vald helyettesitése a konyvtar komplexitasat sem csdkkentette (nem bemutatott adat). Az
amplifikalt oligonukleotidok nukleotidésszetételének elemzése érdekes eredményre
vezetett: ugy tdnik, a két polimeraz eltéré nukleotidpreferenciaval rendelkezik. A KOD-
XL nem torzitia a kémiai szintézissel |étrehozott koényvtar elvart 1:1:1:1,
dATP:dTTP:dGTP:dCTP  &sszetételét, mig a Vent(exo-) kozremikddésével
felsokszorositott oligonukleotidokban tulsulyba keriiltek az A:T bazisparok, vagyis ugy
tlinik, hogy ez utobbi enzim hatékonyabban hasznalja az dATP-t vagy dTTP-t (6.4.
tablazat). A két polimeraz nukleotidpreferenciajaban lathaté kilénbségek eltlinnek, amint
adTTP-t TAAUTP helyettesiti, és mindkét amplifikalt kdnyvtarban némi tulsulyba keriinek
a guanozin és citozin nukleotidok (6.4. tablazat). Ez azt is jelenthetné, hogy a SELEX
egyes PCR Iépései soran a dusulé kdnyvtarbol folyamatosan kiszorul a TAdUTP, igy a
vazolt megkézelités nem alkalmas modositott nukleotidot tartalmazé aptamerek
szelekciojara. A laboratériumunkban folyamatban Iévé, virusfehérjére kivitelezett SELEX
azonban eloszlatta ezen aggalyunkat, mivel a szelekcio egyes Iépései soran az adenin-
és timin-nukleotidok aranyanak folyamatos emelkedését latjuk (nem bemutatott
eredmények). Ez az eredmény azt a feltételezésiinket is megerdsiti, hogy az
aminosavszer(i oldallanccal rendelkezd nukleotidok kdzponti elemei lehetnek az
aptamer-fehérje komplexek kialakitdsdnak. Ennek megfeleléen, terveink szerint a
tovabbiakban TAdUTP-tartalmu aptamerek szelekcidjara fokuszalunk.

A A Vent(exo-) és KOD-XL polimerdzok hibazasi

aranya dTTP, illetve TAdUTP jelenlétében
Vent(exo-) KOD XL

TAdUTP - - - -

Error rate observed +SD  555+398 4184343 2564153 3364192

[x1079]

Published error rate 200"" 3-

[x1079 4 <Taq"

Ratio of unique sequen-  98.93 99.08 98.96 99.00

ces to all filtered reads

[%]

B dTTP, illetve TAAUTP jelenlétében amplifikalt konyvtarak
nukleotid dsszetétele

Vent(exo-) KOD XL
TAdUTP - + - +
A [%] 27.10 22.50 25.00 22.30
T [%] 27.20 22.10 25.30 22.20
G [%] 22.70 27.80 24.50 27.90
C [%] 23.00 27.60 25.10 27.70

6.4. tablazat A polimerizacio hiliségének vizsgalat HTS-sel.
(A) A polimerizacié hliségének valtozasa TAdJUTP hozzaadasara Vent(exo-) és
KOD-XL esetében. (B) Az amplifikalt kdnyvtar nukleotiddsszetételének valtozasa
TAdUTP hozzaadasara Vent(exo-) és KOD-XL esetében [248].
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3. Diagnosztikai potenciallal rendelkez6 aptamerek szelekcioja és
alkalmazasa

3.1. Kismolekulara szelektiv aptamerek

Els6 SELEX kisérletlink az akkori munkahelyem profiljanak megfeleléen egy
élelmiszer-diagnosztikailag kiemelten fontos mikotoxin detektalasat lehetové tevo
aptamerek szelekciodjara iranyult. Az ochratoxin A (N-[(3R)-(5-kloro-8-hidroxi-3-metil-1-
oxo-7-izokromanil)karbonil]-I-fenilalanin) (OTA) egy olyan 403,81 Da témegul molekula,
melyet az Aspergillus és Penicillium nemzetség tobb faja is termel (6.24. abra) [254]. Az
OTA felfedezése ota folyo intenziv toxikologiai kutatdsoknak kdszénhetéen ismert, hogy
a molekulanak tébbek kdzo6tt teratogén, immunszupressziv, neurotoxikus és karcinogén
hatasa van, és az is leirtak, hogy az OTA-kitettség minden vizsgalt allatfajban
nefrotoxicitast okoz [255]. Az OTA sokrétli karositd hatdsa mar alacsony dozisnal
jelentkezhet, igy a megengedhetd napi OTA-bevitel felsé hatara 5 ng/testsuly kg, ennek
megfeleléen az élelmiszerek megengedett OTA-szintje szigoruan szabalyozott. Az OTA-
koncentraci6 meghatarozasara hagyomanyosan vékonyréteg kromatografiat, illetve
nagynyomasu folyadékkromatografiat alkalmaznak. E nagy tapasztalatot és dedikalt
laboratériumot igényld metodikak alternativajaként az utobbi idében megjelentek a
kilénb6zd OTA-specifikus ellenanyagokon alapuld, kompetitiv immunokémiai eljarasok
is, azonban ezek nagyrésze élelmiszer-diagnosztikai célokra nem engedélyezett [256].
Munkankkal azt vizsgaltuk, hogy izolalhatok-e OTA-szelektiv oligonukleotidok, és
mennyiben hasznalhatok az OTA detektalasara [257].

HO O
N O
N O
Cl

Ochratoxin A Ochratoxin B
6.24. abra Az ochratoxin A (OTA) és B (OTB) szerkezete.

A SELEX-et megel6zéen célmolekulankat, az OTA-t karbodiimides aktivalast
kovetéen karboxil csoportjan keresztlil a primer aminocsoporttal rendelkez6 EAH
Sepharose 4B agyhoz kapcsoltuk. Az OTA hordozdjaként egy olyan agyat valasztottunk,
amelyen az aminocsoport egy 11 atomos tavtarton keresztll rogzil, minek
eredményeként a kisméretl célmolekula megfeleld tavolsagra van a gydngy fellletétdl,
igy a szelekcié soran az oligonukleotid-célmolekula komplexek kialakulasat az agy
sztérikusan varhatéan nem gatolja.

Az OTA-szelektiv aptamereket 1 nanomol, elméletiieg 10" kulonb6zd
szekvenciaval rendelkezé 76 nukleotid hosszussagu oligonukleotidbdl allé kényvtarbdl
izolaltuk. A 15 ciklusbdl allé SELEX soran — névelendé a célmolekulahoz nagyobb
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affinitassal kdt6d6 oligonukleotidok populacidjat — folyamatosan cstkkentettiik az OTA-
boritott &gy mennyiségét. A szefar6zhoz kapcsolddd oligonukleotidokat a 4., 8. és 12.
ciklust kovetd negativ szelekcid beiktatasaval igyekeztiink eltavolitani. Ezeknél a
lépéseknél az oligonukleotidokat EAH Sepharose 4B-vel inkubaltuk, és a fellluszékat
vittik tovabb a SELEX kovetkezé ciklusaba. Az OTA-burkolt agyakhoz kapcsolédé
oligonukleotidokat alkalikus oldattal elualtuk, majd a soétalanité oszloppal torténd
puffercserét kovetéen a kiindulasi koényvtarnak megfelel§ jelletlen szensz, illetve
biotinilalt antiszensz primer hozzdadasaval PCR-rel amplifikaltuk. A kétszalu DNS-
termékeket sztreptavidinboritott mikrotiter lemezen immobilizaltuk, a kévetkez6 SELEX
ciklusba tovabbviendd egyszalu oligonukleotidokat pedig alkalikus kezeléssel mostuk le
a lemezrél. A szelekcio lezarulasa utan az amplifikalt oligonukleotidokat klonozo vektorba
illesztettlk, és az inszertek nukleinsav-szekvenciajat meghataroztattuk.

A szekvenalasi eredményeken alapulé in silico analizis igazolta, hogy a szelekcio
soran tdbb tekintettben is dusult a kiindulasi kdnyvtar. Egyrészt a guanozinban gazdag
oligonukleotidok valtak dominanssa, masrészt az A08 és B08 kdddal jeldlt aptamerek
tébb kopidban is megjelentek. A guanozinban gazdag szekvenciak az aptamerekben
gyakran el6forduld G-quadruplex jelenlétére utalhatnak, az ilyen strukturak
prediktalasara alkalmazhaté QGRS Mapper alkalmazas a két leggyakrabban eléforduld
oligonukleotid esetében azonban nem igazolta vissza ezt a feltételezést [258]. A B08
esetében a program egy nagyon alacsony értékszammal rendelkezd, ezért kis
valoszintiséggel kialakuld G-quadruplexet azonositott, mig A08 jelli aptamerben
egyaltalan nem talalt ilyen masodlagos szerkezetet. Megjegyzendd, hogy a program
maximalisan 45 nukleotid hosszusagu egységekben keresi a G-quadruplexet, igy
jelenlétiik az in silico analizis eredménye ellenére sem volt kizarhaté a nevezett 76
nukleotidbdl allé aptamerek esetében. Annak érdekében, hogy kisérletes bizonyitékok is
rendelkezéslinkre alljanak a G-quadruplex hianyra, illetve esetleges meglétére
vonatkozoan, ezeknek a strukturaknak egy sajatsagos optikai tulajdonsagat hasznaltuk ki.
A hiperkromicitas, azaz dsDNS 260 nm-en mért abszorbanciajanak denaturacio hatasara
bekdvetkezd ndvekedése egy régota ismert jelenség. A G-quadruplex megbontasa soran
egy ezzel éppen ellentétes valtozas figyelhetd6 meg. Amennyiben a G-quadruplex
szerkezettel rendelkezd6 DNS optikai denzitasat 295 nm-en mérjik, a
hémérsékletemelkedés csokkend fényelnyeléssel, hipokromacitassal parosul [259]. A
jelenséget kihasznalva vizsgaltuk az AO08 és B08 aptamerek szerkezetét, és a
hémérséklettel egytitt emelkedd abszorbanciaérték megerdsitette a QGRS Mapper altal
jésolt G-quadruplex-hianyt (nem bemutatott adat).

A Watson-Crick bazisparosodasi szabalyt kdvetd térbeli szerkezetek esetleges
kialakulasat prediktaland6 egy masik, interneten elérhetd alkalmazast hivtunk segitségdil.
Az mfold szerver a szerkezet kialakulasa soran bekdvetkez6 szabadentalpia-valtozasok
figyelembe vételével rangsorolja a széba j6heté masodlagos szerkezeteket [260]. Az
alkalmazas alapjan mindkét aptamer esetében egy tobb szarbdl és hurokbdl allé
szerkezet kialakulasa jart legnagyobb szabadentalpia-valtozassal, és a két jésolt struktura
k6z6tti hasonlosag annyiban kimerdlt, hogy az egyik szar kialakitasaban részt vett 7-7, az
oligonukleotid-kdnyvtar 5’ és 3’ végén talalhaté rogzitett nukleotid (6.25. abra). Az AO8
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és B08 nagyfoku nukleinsav-szekvencia és térszerkezeti eltérései arra utalnak, hogy az
OTA-hoz teljesen kilénb6z6 szerkezet(i aptamerek kétédhetnek.

6.25. abra Az OTA-szelektiv aptamerek josolt masodlagos szerkezete [257].

Az A08 és B08 aptamerek tovabbi vizsgalataihoz kapcsoldddé mérések tulnyomé
része a kanadai egylttm(kodé partneriink laboratériumaban kertlt kivitelezésre. Els6
Iépésként izokratikus elucioval meghataroztuk az aptamer-OTA komplexek disszociacids
allandojat. Ennek soran az OTA a fentiekkel megegyezd eljarassal, EDC-aktivalast
kdvetden kerllt kapcsolasra az aminocsoporttal rendelkez6 magnesezheté DynaMag-2
gyongyre. A magnesezhet6 gyongy alkalmazasa két szempontbdl is el6nyds: egyrészt az
alkalmazandé kistérfogatu agy elvalasztasa magneses szeparalassal jelentésen
kdnnyebben kivitelezhetd, masrészt a szelekcié és Ko meghatéarozas soran alkalmazott
eltér6 immobilizacios felllet csokkenti annak az esélyét, hogy a gybngy és az
oligonukleotid kozétti esetleges kolcsdnhatas fals értékek meghatarozasahoz vezessen.
A  kolcsbnhatas-vizsgalathoz az OTA-burkolt magneses gybngydket valtozé
koncentraciéju 5’ végen fluoreszceinnel jeldlt aptamerrel inkubaltuk egy oran at, és az
OTA-hoz kotédott aptamereket harom mosasi Iépést kdvetéen 90 °C-os hdkezeléssel
elualtuk. Az eluadtum fluoreszcenciaintenzitasat megmértik, és a kapott adatokbol 1:1
ligand:receptor sztéchiometriaval szamolva az A08 és B08 aptamerekre rendre 290 +
150 és 110 = 50 nM-os Kp értékeket kaptunk. A magas, 50% korili szérasi értékek ezzel
a metodikai megkozelitéssel, és kiléndsen kismolekulak esetében nem szokatlanok [261].
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A Kp értékek nagysagrendi értéke esetiinkben elegendd informaciét nyujtott, igy mas
pontosabb, de kdltségesebb, illetve nehezebben kivitelezheté mddszerrel ez az adat nem
kerllt meghatarozasra.

Az aptamereink gyakorlati alkalmazasara egy olyan koradbban mar kozolt,
rendkivll egyszer( elrendezést kivantunk tesztelni, mely alapjat az altalanosan hasznalt,
dsDNS-be torténd interkalalddasakor fluoreszcenssé valé festék, a SG biztositja [262]. Az
aptamerek célmolekulajukkal valé kapcsolédasuk nyoman gyakran szerkezeti valtozason
mennek keresztil, illetve a célmolekula kdzvetlendl is versenghet az SG-kotéhelyért, igy
csOkkenhet a DNS-sel komplexet képz6 SG mennyisége, és ezzel parhuzamosan
valtozhat a detektalhato fluoreszcens jel intenzitasa (6.26. abra).

—_
aptamer L ZYBR target
4 =% Green |
497 nM 520 nM

\/ X

>
6 £ g
A N
6.26. abra Aptamer-célmolekula kétés SG alapu detektalasanak elvi alapja [257].

Elsé l1épésként megvizsgaltuk, hogy az elegybe kerlil6 komponensek, um. OTA,
SG, aptamer kilon-kilon, illetve az OTA és SG egyiitt milyen mérték fluoreszcens jelet
generalnak, és igazoltuk, hogy egyik esetében sem detektalhaté fluoreszcencia a
szamunkra relevans 500-600 nm-es tartomanyban (6.27. abra). Az AO8 aptamert és
SG-t tartalmazé oldat mérése soran a varakozasoknak megfeleléen magas
fluoreszcencia volt lathatd, és a jel az OTA-koncentracié ndvelésével csdkkend
tendenciat mutatott (6.27. abra). Erdekes médon a disszociaciés allandoja alapjan jobb
paraméterekkel rendelkez6 BO8 aptamer kevésbé érzékenyen reagalt az OTA-
koncentracié valtozasara, a fluoreszcenciaintenzitas valtozasa mintegy masfélszeres volt
szemben az A08-nal latott 6t-hatszoros jelcstkkenéssel (6.27. abra). A két mérési
eredmény olyan értelemben nem mond ellent egymasnak, hogy elképzelhetd, hogy a
B08 OTA kotése kisebb szerkezetvaltozassal jar egyitt, mint az A08 esetében, igy
kevésbé jelentdsen valtozik a SG-kotés mértéke. A mérés szelektivitasat igazolta, hogy a
kontrollként hasznalt, OTA-hoz nem két6dé oligonukleotid esetében az SG jelenlétében
mérhetd fluoreszcencia nem valtozott az OTA hatasara (6.27. abra). Az aptamerek
kurtitasa, azaz a primer régiok eltavolitasa rdvidebb, koltséghatékonyabb maddon
el6éallithatd oligonukleotidokat eredményez, azonban a csonkolas az aptamer
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funkcionalitasat mind negativ, mind pozitiv iranyba megvaltoztathatja. A mérések alapjan
kijelenthet6, hogy az OTA hozzaadasara érzékenyebben reagald A08 aptamer réviditett
valtozata (AO8mini) az eredeti, teljes hosszusaguhoz hasonld fluoreszcenciaintenzitas-
valtozast mutatott az OTA-koncentracié fliggvényében (6.27. abra). A kurtitott aptamerrel
kivitelezett mérések adatai az OTA-t nem tartalmazé vak mintaval térténé normalizalassal
is abrazolasra kerlltek, és ezek alapjan az eljaras 9-100 nM tartomanyban
hasznalhaténak bizonyult az OTA koncentraciojanak meghatarozasara (6.27. abra).

A B
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6.27. abra OTA-koncentracio meghatarozasa a szelektalt aptamerek és SG
alkalmazasaval.
Mérések soran alkalmazott komponensek fluoreszcenciaintenzitasa. (A) Az OTA-
hoz nem k6t6dé kontroll aptamer (B), A08 (C) B0O8 (D) csonkolt A08 (E) és SG
tartalmu elegy fluoreszcenciavaltozasa az OTA koncentracidjanak fliiggvényében.
(F) A csonkolt A08 aptamer linearis méréstartomanyanak meghatarozasa
(y = 4,89 x 106x; R = 0,991) [257].

A bemutatott kisérletek igazoltak, hogy a szelektalt oligonukleotidok nagy
affinitdssal kétédnek célmolekuldjukhoz, arra azonban nem adnak valaszt, hogy az
aptamerekkel szemben tamasztott masik kritériumnak, a magas szelektivitdsnak
mennyiben felelnek meg. A kérdés tisztazasara OTA mellett ochratoxin B (OTB), illetve a
célmolekulahoz szerkezetileg nagyon hasonl6 warfarin hozzaadasaval is megvizsgaltuk a
fluoreszcenciavaltozast. Az A0O8, AO8mini és B08 aptamerek egyarant egyértelmi OTA-
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preferenciat mutattak, ezekben a mintakban lathato a legnagyobb fluoreszcenciavaltozas
(6.28. abra). A 100 nM-os warfarin-, illetve OTB-koncentracioknal az is megfigyelhetd,
hogy a nagyobb affinitassal rendelkez6, de az OTA-koncentraciomérések soran
gyengébben teljesit6 B08 aptamer szelektivitas tekintettében is rosszabbul teljesit,
ugyanis az OTA adasara bekodvetkezd jelintenzitas-valtozas csak kétszer-haromszor
magasabb a warfarinnal és OTB-nél latottaknal. Az AO8 aptamer mindkét valtozata sokkal
egyértelmibben tesz kilonbséget a vizsgalt kismolekulak kdzétt, a warfarinhoz képest
harminc-negyvenszeres, mig az OTB-hez képest hatszoros-tizszeres intenzitasvaltozas
volt detektalhatd. A hatszoros-tizszeres kllénbség talan nem tlnik jelentésnek, de
figyelembe véve a molekuldk szerkezetét — a warfarinnal a fenilalanin helyett fenil csoport
talalhato, az OTB pedig egyetlen klératomban kiilonbdzik az OTA-tdl — kijelenthet6, hogy
az AO8 aptamer alacsony Kp-je magas szelektivitassal is parosul.
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6.28. abra Az aptamerek szelektivitasanak vizsgalata [257].

Munkank kezdetekor még nem voltak elérhetok OTA-szelektiv aptamerek,
eredményeink kodzlését megel6z6en azonban mar masik két csoport is leirt hasonlo
affinitasi  és szelektivitasi paraméterekkel rendelkez6 aptamereket [263][264].
Munkacsoportunk a kozlemény megjelenése 6ta nem foglalkozik mikotoxinokkal,
azonban az AO8 aptamer tobb publikacio tanusaga szerint is alkalmazasra kerult. Egy
mikrotermoforézis-mérésen alapuld 6sszehasonlité tanulmany megerdsitette a fentebb
ismertetett Ko értékeket, és azt is demonstralta, hogy az itt bemutatott AO8 aptamer
disszociacios konstansa mintegy fele a masik laboratériumban szelektalt aptamereknél
latott adatoknak [265]. Ezeknél az eredményeknél még fontosabb, hogy az A08 aptamer
alkalmazhatosagat két kiilonb6z6 metodikai megkdzelitéssel is igazoltak. Az els6 esetben
mikrofluidikai csatornaban hoztak létre egy szendvics elrendezési OTA-t mér6 rendszert
az A08 aptamer segitségével [266]. A masodik megkdzelitésben lateral flow assay-ben
alkalmazasra kerild arany nanorészecskéket modositottak ugyanezzel az aptamerrel
[267]. Egy tovabbi kutatocsoport a méréseink szerint kevésbé hatékony B08 aptamer
felhasznalasaval grafén alapu szteganografikus eljarast fejlesztett mikotoxinok biofilmbél
torténd kimutatasara [268].
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3.2. Virusszelektiv aptamerek

3.2.1. Alma térzsgddrésddeés virus

A virusok aptamerekkel térténé azonositasara iranyuld kutatasaink kezdetén egy
human patogenitassal nem rendelkezd, kénnyen hozzaférheté ndvényi virust,
nevezetesen az alma torzsgddrostdés virust (Apple stem pitting virus, ASPV)
valasztottuk kisérleteink alanyaul. Az ASPV az egyszalu pozitiv RNS-virusokat magaba
foglaldé Foveavirus nemzetség tagja, elektronmikroszkop alatt 15 nm széles és 800 nm
hosszu filamentum formajaban figyelheté meg. Az egész vilagon elterjedt ASPV fert6zés
tunetei valtozatosak, a xylem gddrésddésétdl, az epinasztian at, a levélerek sargulasaig
terjednek [269]. A kilénb6zd ASPV térzsek genomja nagyfoku heterogenitast mutat,
amely megneheziti a virus nukleinsav alapu kimutataséat, igy az RT-PCR mellett a
kapszidfehérjékre szelektiv monoklonalis ellenanyagokon nyugvé ELISA-k is megjelentek,
mint ASPV-detekcids rendszerek [270] [271] [272].

Az ASPV-specifikus aptamerek szelekciéja soran a virus egyetlen
fehérje, um. MT32 és PSA-H aminosav-szekvencia tekintetében 81%-os homoldgiat
mutat. Mindkét fehérjét bakterialis fehérjetermeld rendszer alkalmazasaval szintetizaltuk,
melyhez elsd Iépésként a Hiss cimkével rendelkezd pDEST17 vektorba illesztettik a
kodolo szekvencidkat. A vektorral transzformalt BL21(DE3)pLysS sejtek indukcidjat
kovetéen Ni-kelat affinitaskromatografiaval izolaltuk a fehérjéket, a tisztitas sikerességét
pedig PAGE-vel és western blottal ellenériztik [273].

Az MT32 és PSA-HA specifikus aptamerek el6allitasara iranyulé SELEX nagyrészt
megegyezett az OTA-nal latottakkal, igy itt csak a Iényegi eltéréséket részletezem. A 15
ciklusbdl allé6 folyamat soran a Ni-agarézon immobilizalt fehérjék szolgaltak
célmolekulaként, és a mintegy 10" kulonbdz6 szekvenciat tartalmazé konyvtar
oligonukleotidjainak nem specifikus kétddését BSA és dIdC hozzaadasaval igyekeztiink
megakadalyozni. Az egymas utan kdvetkez6 SELEX ciklusokban az alkalmazott fehérje
mennyiségének, illetve az inkubacié idejének fokozatos csdkkentésével noéveltik a
szelekcios nyomast. Az aptamerek MT32- és PSA-H-szelektivitasat a 3., 6., 9., és 12.
ciklust kovetd kontraszelekcids |épések beiktatasaval kivantuk névelni, melynek soran a
masik fehérjével burkolt Ni-agardz aggyal inkubaltuk az oligonukleotid-kdnyvtarat, és az
elegy fellluszgjat vittuk tovabb a kdvetkez6 SELEX ciklusba. A szelekcié lezarultaval
mindkét fehérjére izolalt oligonukleotidbdl 20-20 reprezentativ szekvenciajat
hataroztattuk meg.

A kapott szekvenciak analizise még az OTA-nal latottaknal is egyértelmibben
igazolta a szelekcié nyoman bekdvetkezett szekvenciadusulast, ugyanis az MT32-re
szelektalt oligonukleotidok fele azonos volt, mig a PSA-H esetében 9 rendelkezett
megegyez6 nukleinsav-szekvenciaval. A sok aptamerre jellemzd guanozingazdagsag
mindkét legnagyobb képiaszamban reprezentalt oligonukleotidban megfigyelhetd volt, és
a QGRS Mapper alapjan 4-4 guanozin mindkét aptamer esetében egy stabil G-
quadruplex kialakitdsaban vesz részt (6.29. dbra). Tovabbi szekvencialis vagy szerkezeti
hasonlésagokat a két ASPV szelektiv aptamer nem mutatott.
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MT32: PSAH:
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6.29. abra A legnagyobb kopiaszamu MT32- és PSA-H-szelektiv aptamerek
Jjosolt masodlagos szerkezete [273].
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A Kkét, legnagyobb kdépiaban el6forduld aptamer fehérjekdtésének kinetikai
paramétereit a BME, Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékének Gyurcsanyi E. Rébert
altal vezetett kutatdcsoportja hatarozta meg SPR segitségével. A mérésekhez az
aptamerek kurtitott valtozatait a 3’ végen elhelyezkeddé HS-(CH.,)e-TTTT mddositassal
szintetizaltattuk meg. A modositason talalhato tiolcsoport lehetdve tette az aptamerek
SPR csip arany felliletére torténé immobilizalasat, mig a 6 szénatombdl és 4 timinbdl allo
tavtarto biztositotta az aptamerek és a csip felllete k6zotti megfeleld tavolsagot, ily
modon lehetdséget teremtve az aptamer-fehérje komplex megfeleld térszerkezetének
kialakulasara. A Kp érték meghatarozasahoz a rekombinans fehérjéket valtozo
koncentraciéban adtuk az aptamerekkel modositott csipekhez. A mérési eredmények
alapjan szamitott értékek a kovetkezéképpen alakultak: PSA-H aptamer PSA-H fehérjével
8 nM, MT32 fehérjével 290 nM; MT32 aptamer MT32 fehérjével 55 nM, PSA-H fehérjével
83 nM. Az adatok szerint mindkét szelekcio a célfehérjéjikhdz nagy affinitassal kot6do
oligonukleotidokat eredményezett, a vizsgalt MT32 aptamer azonban a beiktatott
kontraszelekcids lIépések ellenére sem képes differencialni a két kapszidfehérje-varians
kozott. Ezekbdl az adatokbdl levonhatd lehetne az a kdvetkeztetés, hogy ilyen magas foku
homolégiaval rendelkezd fehérjéket nem lehet megkilonbéztetni aptamerekkel, de ennél
valészinlbb magyarazat, hogy nem vizsgaltunk kell6 szamu aptamert. Amint ezt mar a
dolgozat megeldz6 részében jeleztem, és a késébbiekben bemutatott sajat kisérletes
adataink is illusztralni fogjak, a legjobb paraméterekkel rendelkezd aptamerek
azonositdasahoz nem elegend6 egyetlen, a legnagyobb koépia szamban megjelend
aptamer vizsgalata. Ezen munkank soran tovabbi oligonukleotidokat nem ellendriztiink,
mert elsédleges célunk mindkét virustorzs detektalasara alkalmas aptamerek izolalasa

94|0ldal


http://iaachem.bme.hu/intro

dc_1875 21

volt, és ennek a feltételnek jelen esetben két aptamer részletesebb vizsgalataval is eleget
tudtunk tenni.

Tovabbi  kisérleteinkkel az aptamerek gyakorlati alkalmazhatosagat
tanulmanyoztuk. Els6ként western blot analizisben hasznaltuk mindkét aptamert,
melyhez a rekombinans MT32-t, illetve PSA-H-t tultermeld baktérium sejtek teljes
fehérjekivonatat valasztottuk el SDS-PAGE-vel, majd a szeparalt fehérjéket nitrocelluléz
membranra transzferaltuk. A membran fehérjementes blokkold pufferrel (Pierce™
Protein-Free (PBS) Blocking Buffer) torténd kezelése utan 3’ végen biotinilalt aptamerrel
térténd inkubacio kévetkezett, majd a mosasi Iépéseket kdvetben a fehérjékhez kotédéd
aptamereket torma peroxidazzal jelolt extravidin hozzaadasaval és
kemilumineszcenciaval tettik lathatéva. A réntgenfilm el6hivasa utan latott mintazat,
annyiban megerGsitette az aptamerek szelektivitdsanak tényét, hogy aptamereink a
baktérium sejtekben jelenlévd t6bb ezer fehérje mellett kizarélag a virus-
kapszidfehérjéket jelolték (6.30. abra). Mas tekintetben a PSA-H aptamer SPR-nél latott
diszkriminativ képessége nem volt megfigyelhetd, azaz mindkét aptamer mindkét
fehérjével kodzel azonos erbségu jelet produkalt. Az ellentmondasra magyarazatul
szolgalhat a két metodika karakteres kilénbsége; az SPR-ben nativ térszerkezettel
rendelkez6 fehérje-aptamer kolcsdnhatast vizsgaltunk, mig a western blot soran a
fehérjék denaturaldodnak, ami megvaltoztathatja az aptamer-fehérje kapcsolat jellegét. A
diszkrepanciat az is indokolhatja, hogy a membranra transzferalt kapszidfehérjék
koncentracidja olyan magas volt, hogy a nanomalos disszociacids allandokkal rendelkez6
aptamerek ilyen korilmények kozott nem tudtak differencialni a két fehérje kozott.
Elképzelhet6, hogy a PSA-H aptamer western bloton is alkalmas a két kapszidfehérje
szelektiv azonositasara, az ehhez sziikséges optimalizacids kisérleteket azonban a fent
részletezett okok miatt nem végeztik el.

kDa 1 2
130 =
DS
6.30. abra Bakterialis total
2 = fehérjekivonat western blot analizise
55 = PR @ —> PSAH aptamerekkel.
o= _— —>MT32 | MT32 (A) és PSA-H (B) fehérjéket
tultermelé bakterialis fehérjekivonatok
34 -

vizsgalata biotinnal jelolt MT32 (1) és

A B A B PSA-H (2) aptamerekkel [273].

Az eddig ismertetett eredmények bizonyitjak, hogy a SELEX sikeres volt, vagyis
nagy affinitasu, szelektiv aptamereket eredményezett. A gyakorlati szempontbdl
legizgalmasabb kérdést azonban ezek az eredmények nyitva hagyték, arra nem
valaszoltak, hogy az aptamereink mennyiben alkalmasak intakt virusok detektalasra. A
kérdésre lengyel kooperacios partneriink altal rendelkezéslinkre bocsatott, illetve
kereskedelmi forgalombdl beszerzett, kilénbdz6 virusokkal, um. ASPV-vel, alma mozaik
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virussal (AMV) és alma klorotikus levélfoltossag virussal (ACLSV) fert6zott névényi
mintak segitségével kerestik a valaszt. Els6 megkodzelitésben a mar leirt mdédon
kiviteleztik az SPR méréseket, annyi klloénbséggel, hogy a fehérjék helyett a
virusfert6zott ndveényi kivonatokat aramoltattuk a csip fellletén. A csipen a mindkét
virustorzs kapszidfehérjéjét felismerd MT32 aptamer, illetve referenciaként oligoT kertilt
immobilizalasra. A 6.31. abra jol mutatja, hogy az aptamerrel médositott csip jelentés
szbgeltolddast mutatott a referenciaponthoz képest, amennyiben ASPV-tartalmu oldattal
kerllt kapcsolatba, mig az AMV- és ACLSV-fert6zétt ndvényi kivonatok alkalmazasakor
a referenciaponthoz hasonlo valtozasokat figyelhettiink meg. Ezek az adatok nem csak
azt bizonyitjak, hogy az aptamer szelektiven képes felismerni az ASPV-t, de azt is, hogy
olyan komplex matrixban is megérzi funkcionalitasat, mint a teljes névényi kivonat.

wl @

6.31. abra ASPV, AMV és
ACLSV fert6zétt ndévényi
kivonatok SPR  analizise.
MT32 aptamerrel (a), illetve
oligoT-vel mddositott SPR
fellleteken kllénbdzd
virusokat tartalmazé novényi
fehérjekivonatok  hatasara
detektalhaté rezonanciaszog-
valtozas. A hibasavok harom
mintabdl szarmazd mérés
sztenderd hibajat jelolik [273].

SPR angle shift (m®)

APMV ACLSV

Az SPR-es vizsgalatok igazoltak az MT32 aptamer intakt virusok detektalasara
torténd alkalmazhatdsagat, a modszer hasznalata azonban komoly mlszerezettséget és
szakértelmet igényel, ezért egy altalanos felszereltségl laboratériumban nem
hasznalhaté viruskimutatasra. Ezeket a hatranyokat kikiiszobdlendd a rendkivil
egyszerlen Kkivitelezhetd és minimalis eszkdzigény( dot blot eljarast vizsgaltuk, mint
lehetséges ASPV-fert6zésdetektald rendszert. A haromféle virusfert6zétt ndéveényi
kivonatot nitrocellul6z membranra cseppentettiik, a tovabbi Iépéseket pedig a western
blotnal leirtakkal azonos modon végeztik. Az eredmények mind az MT32, mind pedig a
PSA-H aptamerrel jelolt membranok esetében egyértelmiek voltak, az AMV és ACLSV
mintak esetében nem lattunk jelet, mig az ASPV fert6z6tt kivonatok jél azonosithatd
pontokként jelentek meg (6.32. abra). Egy tovabbi kisérletiinkkel az aptamerek és
ellenanyagok alkalmazhatésaganak Osszevetéséhez az aptamerek mellett egy ASPV-
specifikus monoklonalis antitesttel is megvizsgaltuk az ASPV-mintaval cseppentett
membrant, és az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy az aptamerek az alkalmazott
ellenanyagnal nagysagrendekkel érzékenyebben detektaljak a virust (6.32. abra).

96| 0ldal



dc_1875 21

A B C
ACLSV APMV  ASPV ACLSV APMV ASPV ' 2 3

+ ™ . kY
- -

6.32. abra ASPV-, AMV- és ACLSV-fertézétt névényi kivonatok dot blot analizise
aptamerekkel, illetve ellenanyaggal.

A jeldlt virus tartalmazé mintakkal cseppentett membranok vizsgalata MT32 (A)

PSA-H (B) aptamerekkel. ASPV mintaval cseppentett membran (C) vizsgalata

ellenanyaggal (1), MT32 (2) és PSA-H (3) aptamerekkel [273].

Kisérleteink utolsé stadiumaban a diagnosztikai eljarasok leginkabb elterjed
modszerét, az ELISA-t kivantuk aptamerekre konvertalni. Eziranyu vizsgalatainkat a
vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor (VEGF) mérésére kifejlesztett ellenanyag-
aptamer hibrid rendszer az un. ELONA (enzyme-linked oligonucleotide assay) inspiralta
[274]. A jelzett kdzleményben bemutatott rendszerben befogd receptorként a mikrotiter
lemezre régzitett ellenanyag szolgalt, a megkotott VEGF-et pedig egy, a fehérjére
szelektalt aptamerrel detektaltak. Mi ezzel szemben egy teljesen aptamereken alapulo
ELONA kifejlesztését tliztik ki célként.

Amint azt a korabbi eredményeink igazoltak, a PSA-H aptamer szelektivitast mutat
a PSA-H fehérjére, ezzel szemben az MT32 jelii aptamer gyakorlatilag mindkét
kapszidfehérje-valtozatot egyforma erdéséggel kéti. Valdszin(isithetd tehat, hogy a PSA-H
aptamer a kapszidfehérje variabilis aminosavaival alakit ki kdlcsénhatés, az MT32 pedig
a fehérjék megegyez6 régidjaval Iép kapcsolatba, ami azt is jelenti, hogy a két aptamer
akar egyszerre is kétédhet a fehérjéhez. E feltételezésbdl kiindulva egy olyan aptamer
szendvics (double oligonucleotide sandwich ELONA, DOS-ELONA) elrendezést
allitottunk dssze, ahol az 5’ végen tiolmoddositott MT32 aptamert egy maleimidmaodositott
mikrotiter lemezen immobilizaltuk, az 5’ végén biotinilalt PSA-H aptamert pedig detektald
molekulaként hasznaltuk. Az MT32 aptamerrel boritott kamrakat fehérjementes blokkolé
pufferrel telitettik, majd a PSA-H fehérjét valtoz6 mennyiségben tartalmazo, teljes
bakterialis fehérjekivonatot adtunk hozzajuk. A mosasi lépések utan a PSA-H aptamerek
keriltek a kamrakba, majd az ismételt mosasokat kdvetéen alkalikus foszfatazzal
konjugalt extravidin hozzaadasaval tettik detektalhatova a virusfehériéhez koét6dott
aptamereket. A nem kapcsoldédd alkalikus foszfataz eltavolitasa utan p-nitrofenol
szubsztrat kerillt a kamrakba, a keletkezett terméket pedig 405 nm-en fotometriaval
detektaltuk. Az ily modon &sszeallitott rendszer 100 ng/ml koncentracioig linearisan
detektalta a PSA-H kapszidfehérjét (6.33. abra).
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6.33. abra PSA-H koncentraciojanak meghatarozasa teljes bakterialis
sejtkivonatban DOS-ELONA-val.
A mérések harom parhuzamossal kerlltek kivitelezésre, az dbrazolt abszorbancia
értékekbdl a PSA-H-mentes bakterialis fehérjekivonattal mért érték kivonasra kertilt.
A hibasavok harom mintabdl szarmazé méreés sztenderd hibajat jeldlik. Az inzerten
a maradékok grafikonja lathat6 [273].

Mas virusokhoz hasonldéan az ASPV burka is tdbb ezer azonos fehérjébdl all 6ssze
megteremtve az elvi lehetbségét a virus egyetlen aptamerrel szendvics elrendezésben
térténd azonositasara. A hipotézis gyakorlati igazolaséat a fent részletezett DOS-ELONA
logikajat kdvetve kildnbozé virusokkal fertézott ndvényi fehérjekivonatok segitségével
igazoltuk. A korabban alkalmazott mikrotiter lemez ndvényi fehérjekivonattal magas
hatteret adott, ezért 5’ végen foszforilalt oligonukleotidok immobilizalasara alkalmas
lemezt (Nunc™ NucleoLink™) hasznaltunk. A mindkét kapszidfehérjét felismeré MT32-
modositott aptamert 1-metilimidazol és 1-[3 (dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimid-
metiljodid jelenlétében egy éjszakan at kapcsoltuk a lemezhez. Az aptamerrel boritott
lemez telitéséhez marha szérum albumint és dIdC-t tartalmazé puffert hasznaltuk, majd
ASPV-vel, AMV-vel és ACLSV-vel fert6zétt ndvények 20-szoros higitasu (10 pg)
fehérjekivonatait adtuk a kamrakba. A tovabbiakban a fenti DOS-ELONA-nal leirtak
szerint jartunk el, attél annyiban eltérve, hogy detektalé aptamerként a biotinilalt MT32
kerUlt alkalmazasra. A fotometrias mérések AMV- és ACLSV-tartalmud mintaknal a kontroll,
virusmentes kivonattal megegyez6 abszorbanciat mutattak, mig ASPV-fert6z6tt minta
esetében mintegy haromszoros nagysagu jelet figyelhetiink meg (6.34. abra). Csakugy,
mint a dot blot esetében, ennél megkdzelitésnél is dsszehasonlitottuk az ellenanyag-,
illetve aptameralapu virusdetektalas érzékenységét. Egy kereskedelmi forgalomban
elérhetd6 ASPV DAS-ELISA (Bioreba) készlet segitségével végzett viruskimutatas
érzékenysége toredékének adodott a DOS-ELONA-anal megfigyeltnek, ugyanis a
hatszoros higitasu névényi fehérjekivonat mar csak a hattérnek megfeleld abszorbancia
értékkel rendelkezett (6.34. abra).
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6.34. abra Virusfertézott névenyi fehérjekivonatok vizsgalata DOS-ELONA-val
(A), illetve DAS-ELISA-val (B). A DOS-ELONA mérések egységesen 20x, mig az
ELISA mérések a jelzett higitasu mintakkal kerlltek kivitelezésre. A hibasavok
harom mintdbdl szarmazé méreés sztenderd hibajat jeldlik [273].

Az ASPV-szelektiv aptamerek elGallitasara, illetve alkalmazasara iranyuld
vizsgalataink tdbb szempontbdl is Uttdrok voltak. Egyrészt ezek voltak az elsé ndvényi
virusra specifikus aptamerek, de ennél fontosabb, hogy segitségiikkel tdbb, kordbban
nem ismert virusdetekcids eljarast fejlesztettiink ki. Kézleménylink megjelenése elbtt
nem irtak le virus kimutatasara alkalmas DOS-ELONA eljarast, és a dot blot, illetve SPR
metodikdkon alapulé virusdetektalasi modszerekre vonatkozé adatok sem voltak
elérhetéek. Munkankkal bizonyitottuk, hogy ezek az Uj modszerek nem csak
helyettesithetik, de érzékenységben akar felll is mulhatjak az antitesteken nyugvo
viruskimutatasi metodikakat. Megjegyzendd, hogy eredményeinkbdl ilyen tekintetben
nem vonhatdé le altalanositas, mivel az érzékenység egyik fontos dsszetevbje az
ellenanyag, illetve az aptamer célmolekula iranti affinitasa, ilyen adatok pedig az ASPV
antitestre vonatkozéan nem Aalltak rendelkezéslinkre. Mindenesetre a bemutatott
eredmények jol igazoljak, hogy az aptamerek potencialis receptormolekulai lehetnek a
virusdiagnosztikai eljarasoknak. Ezt bizonyitja, hogy a fentebb ismertetett aptamereket
alkalmaztak ASPV-fertézés DOS-ELONA-alapu rutinszer(i kimutatasara, ASPV-
detektalasra alkalmas molekularis lenyomatu hidrogél létrehozasara, illetve SPR-rel
térténd virusazonositasra [271],[275],[276].
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3.2.2. Léguti driassejtes virus

Human patogén virusokkal kapcsolatos vizsgalodasaink a Melinda és Bill Gates
alapitvany tamogatasaval vették kezdetiiket, céljuk pedig egy a poliovirus detektalasara
alkalmas, aptamer alapu rendszer kifejlesztése volt. Az id6kdzben szigoritott
szabalyozasok mar a poliovirus inaktivalt formajanak hasznalatat sem engedélyezték a
kijelolt laboratoriumukon kivil, igy ez a projekt félbemaradt, és a szlletett
részeredményeket nem ismertettem.

Ezen el6zmények utan érdeklédéslink egy napjainkban is altalanosan eléforduld
és konnyebben elérhetd virus, nevezetesen a léguti dridssejtes virus (Respiratory
Syncytial Virus, RSV) felé fordult. Az egyszalu negativ RNS-sel rendelkezd RSV egy, a
Paramyxoviridae csaladba tartoz6 pneumovirus, melynek &atméréje 150 nm, de
filamentaris formaja akar tdbb ym-es nagysagot is elérhet. Korabban csimpanznatha-
korokozd néven volt ismert, majd a fert6zott sejtekbdl kialakulo jellegzetes syncytiumok
alapjan RSV-nek keresztelték at [277]. A virus ordkitbanyaga dsszesen 11 fehérjét kodol,
melyek kozil harom a plazmamebran-eredet(i lipidburok, az un. peplon kialakitasaban
vesz részt. A harom fehérje kézll a fuzios fehérje (F) a virusburok és a gazdasejt
membranjanak dsszeolvadasat inicialja, a nagymeértékben O-glikozilalt glikoprotein (G)
pedig a virus a gazdasejthez valo kapcsolodasat segiti el6, az SH fehérje szerepe pedig
egyeldre nem tisztazott [278].

A fertdézés leginkabb a kisgyermekek kitettek, kétéves korukig legtébben enyhe,
nathaszer( tlinetekkel atesnek a betegségen, de néhany szazalékuknal az RSV fert6zés
sulyossa valik, akar végzetes is lehet. A RSV rendkivil fert6z8képes, minek
kovetkeztében a pediatriai osztalyok leggyakrabban el6fordulé nozokomidlis fertézése
[279]. A kisgyermekek fert6zottsége mellett az idds és immunszupresszalt paciensek alsé
léguti megbetegedésének hatterében is gyakran a diagnosztizalatlan RSV-fertézés all
[280] [281]. A jelenleg alkalmazott RSV-diagnosztikai tesztek tulajdonképp a virusgenom
RT-PCR-alapu, illetve a virus-burokfehérjék immunokémiai alapu kimutatasat jelentik
[282].

Amint az ASPV esetében lathatd volt virusszelektiv aptamerek a virust alkoto
fehérje célmolekulaként térténd alkalmazasaval is elGallithatok. Ez a megkdzelités a
peplonnal rendelkezd virusok esetében azonban kevésbé célravezett, ugyanis a virus
felszinén megjelend fehérjék a lipidmembranban helyezkednek el és jellemzben
kiterjedten glikozilaltak, igy a heterolog rendszerben eléallitott fehérje valdszinlsithetéen
nem megfeleléen reprezentalja a nativ virus-burokfehérjét, minek eredményeként a
fehérjére kivitelezett SELEX sok esetben nem eredményez intakt virust felismerd
aptamert [283]. Ezen megfontolasokat szem el6tt tartva az RSV-specifikus aptamerek
szelekcidja soran inaktivalt virust alkalmaztunk. Holland egyuttmdkddé partnerink
(Radboud University, Medical Center, Nijmegen) a korabban leirt protokolljuk
alkalmazasaval el6allitotta, majd B-propiolaktonnal kezelte a preparatumot, igy az RSV
tisztitott és inaktivalt formaban jutott el a laboratériumunkba. Az RSV immobilizalasahoz
a passziv vakcinalasra hasznalt, F proteint felismerd, Palivizumab néven forgalmazott
monoklondlis ellenagyagot dimetil-pimelimidat hozzaadasaval kovalensen kotottik egy
magnesezhetd Protein G agyra, majd az ily médon el6készitett gydngyhoz adtuk az RSV-
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preparatumot [284]. A SELEX soran két kontraszelekcios Iépést iktattunk be, melyek
kozll elsbként a szelekcidt megeldzben, az antitesttel mddositott gydnggyel inkubaltuk a
kiindulasi aptamerkdnyvtarat, és a fellluszot vittik tovabb, hogy eltavolitsuk az
ellenanyaghoz kapcsolodo oligonukleotidokat. A masodik kontraszelekcidénal az RSV-vel
leggyakrabban koinfektalé virushoz, a human rhinovirushoz (HRV) kétédé
oligonukleotidoktdl kivantunk megszabadulni, ennek érdekében az elsé szelekcios
I[épésben inaktivalt HRV-vel egészitettiik ki a szelekcios puffert. A négy ciklusbdl allo
SELEX egymast kovetd fazisaiban az inkubaciés id6 és RSV-koncentracio
csOkkentésével, illetve a dextran-szulfatos mosasi |épés beiktatasaval folyamatosan
noveltik a szelekciés nyomast (6.35. abra). A SELEX-et kdvetéen 96 baktérium
koléniaban hataroztuk meg az oligonukleotidok szekvenciajat. A szekvenciak in silico
analizise 2 dupla kopiaban jelen lévé oligonukleotidot eredményezett (B5, F6, illetve D10,
D12) a motivumkereséssel pedig 3 olyan oligonukleotid part sikertlt azonositani, amelyik
rendre 9 (H8, E6), 11 (E11, E10) és 12 (B10, F10) nukleotidbdl all6 homolog régidval
rendelkeztek (Flggelék 1. tablazat). Tovabbi tanulmanyaink ezekre, illetve egy
véletlenszer(en kivalasztott, egyetlen kopiaban jelenlévé aptamerre korlatozodtak.

Aptamer jeldltek

karakterizalasa Kiindulasi DNS
(FBA, FP, ALPHAScreen) I:Bnyv'la'r

L

In silico
analizis

~
Rl A o "
~

Regenaralas gyongyre

Kapcsolas

RSV
Amplifikacié

6.35. abra RSV-specifikus aptamerek szelekciojanak sémaja [284].
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Az aptamerek a kilonb6z6 modszerekben és elrendezésekben kiilonbdzé
hatékonysaggal mikoédhetnek, ezért a szelektalt oligonukleotidokat harom eltéré kisérleti
megkozelitéssel vizsgaltuk, hogy a legszélesebb kérben alkalmazhaté aptamerjelélteket
tudjuk azonositani. Els6ként azt szerettik volna tisztazni, hogy a k6z6s motivum
mennyiben hatarozza meg a szelektalt oligonukleotidok virusk&té-képességét, vagyis a
szelektalt aptamerek mennyiben kurtithatok. Ennek a kérdésnek gyakorlati szempontbdl
is kiemelt jelentésége van, mivel altalanosagban kijelenthetd, hogy a révidebb aptamerek
rugalmasabban alkalmazhato receptorok, és természetesen koltséghatékonyabban
szintetizalhatok. A BME laboratériumaban fluoreszcencia polarizaciéval (FP) kivitelezett
méréseinkhez az 5’ vegikdn FAM-jeldlt aptamereinket azonos koncentracidéban kevertik
a valtozdé mennyiségl RSV-vel, illetve HRV-vel, és egy oras inkubaciot kbvetéen mértik
a polarizaciévaltozast. A kapott adatok alapjan B10, E10, H8 jell aptamerek kétédnek a
legerésebben az RSV-hez, azonban a B10, E10 aptamerek HRV-tartalmu mintaiban is
viszonylag nagy polarizaciévaltozas figyelheté meg, igy a H8 jell tinik a legkedvezébb
paraméterekkel rendelkezé aptamernek (6.36. abra). Erdemes megjegyezni, hogy a
harom, RSV-hez leginkabb kotoédd aptamer kozil egyik sem rendelkezik azonos
szekvenciamotivummal, tovabba az azonos motivummal rendelkezd oligonukleotid-parok
k6zil minden esetben csak az egyik mutat erés kdlcsdnhatast a kérdéses virussal. Ezek
alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt oligonukleotidok esetében a motivumot ado
nukleinsav-szekvencia nem elégséges az erés aptamer-HRV kdlcsdnhatas kialakitasahoz,
igy ezek az aptamerek funkciovesztés néelkil nem kurtithatok.
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6.36. abra A szelektalt aptamerek vizsgalata fluoreszcencia polarizacioval.
A polarizacio szogvaltozasa eltérd mennyiségld RSV (A) és HRV (B) hozzaadasara
[284]. Megjegyzendd, a HRV koncentraciéja mintegy két nagysagrenddel
magasabb az RSV-nél latottaknak.

A kovetkez6é megkozelitésként a membrankotés-vizsgalattal (filter binding assay)
ellendriztiik az elébbiekben legjobb viruskétéként azonositott H8 jelli aptamert, illetve a
két kopiaban el6fordulok egy-egy reprezentansat (B5, D10), valamint az egy példanyban
jelenlévék kozul egy véletlenszerlien kivalasztottat (H5). Az 5’ végén FAM-mal jel6lt
ssDNS-ek eléallitasahoz 5’ végen FAM-, illetve biotinmddositott szensz, illetve antiszensz
primerekkel amplifikaltuk a megfelel§ vektorokat hordozé baktériumokbdl szarmazé
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koldénia PCR termékeit, majd a létrejétt dsDNS-eket sztreptavidinnel boritott magnes
agyon immobilizaltuk, végul a fluoreszcensen jeldlt ssDNS-t alkalikus oldattal elualtuk. A
FAM-jeldlt oligonukleotidokat RSV-t, illetve HRV-t valtozé mennyiségben tartalmazé PBS
és garatkenettel kiegészitett PBS matrixokkal inkubaltuk. Az elegyek nitrocelluloz
membranra térténd csoppentését, illetve a membran mosasat kdvetéen, fluoreszcens
gélleolvasdval mértiik az egyes pontok intenzitasat (6.37. abra). A mérési eredmények
azt jelezték, hogy mindegyik aptamer szelektiven felismeri az RSV-t, és az FP-nél
latottakhoz hasonldan a H8 jell koétédik legerdsebben a kérdéses virushoz. Kilén
kiemelendd, hogy a vizsgalt aptamerek mindegyike a garatkenettel kiegészitett
mintakban is megorzi szelektivitasat.

Aptamer ‘ B5 D10 ‘ H5 H8 |no aptamer

Throat swab ‘ ‘
3.4x10° PFU/mL
i
o 1.7x10°PFU/mL
8.5x10° PFU/mL
no virus
> 3.4x10° PFU/mL
o

I 1.7x10° PFU/mL

6.37. abra Az aptamerek vizsgalata membrankotéssel.
Az RSV-t, illetve HRV-t valtoz6 mennyiségben tartalmazd mintdk a (+) jeldlés
esetében garatkenettel voltak kiegészitve [284].

Harmadik kisérleti elrendezésiink az ALPHA volt, amellyel a membrankdtés
vizsgalatanal latottakat kivantuk megerdsiteni. Az elsé feladat ennél az eljarasnal is a jeldlt
aptamerek el6allitasa volt, de ebben az esetben 5 végen biotinnal mddositott
oligonukleotidok sziikségeltettek, ezért az amplifikaciot 5’ biotinalt szensz és 5’ foszfat
antiszensz primerekkel hajtottuk végre. Az antiszensz szal 5’ foszforilaciojat kihasznalva
A exonukledzzal leemésztettik az aptamerrel komplementer DNS-szalat, igy
rendelkezéslinkre allt a biotinilalt aptamer. Az aptamereket és a Palivizumab antitestet
alland6 koncentraciéban adtuk valtoz6 mennyiségli RSV-, illetve HRV-t tartalmazo
mintakhoz, majd elészdr az ellenanyagot kété protein A akceptor, késébb az aptamert
kotd sztreptavidin donor gydngyok hozzaadasaval tettiik teljessé az elegyeinket. A kapott
lumineszcenciaértékek 6sszhangban voltak membrankétésnél latottakkal, mind a négy
tanulmanyozott aptamer differencial a két virus kdzétt, az RSV-hez pedig a H8 jelli kétédik
legerdésebben (6.38. abra).
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6.38. abra Az aptamerek vizsgalata ALPHA mddszerrel. A hibasavok harom mintabol
szarmazo merés sztenderd hibajat jelblik [284].

Tovabbi kisérleteink a legigéretesebben mikdédé aptamer részletesebb
vizsgalatara irdnyultak. A peplon kialakitasaban szerepet jatszo fehérjék kdzil kettd, um.
az F és a G magas kopiaszamban talalhatdé meg a virus felszinén, igy a H8 aptamer
legnagyobb valdszinliséggel e fehérjék valamelyikét ismeri fel, és az is elképzelhetd,
hogy a H8 aptamer és a szelekcio soran a virus immobilizalasara hasznalt Palvizumab
ellenanyag az F protein ugyanazon epitopjahoz kétédik. A Palvizumab-RSV kélcsdnhatast
részletesen feltartak, igy tudhatd, hogy az antitest az F fehérje egy konformacios
epitopjahoz kotédik [25]. A kérdés tisztdzasahoz az FP-t hivtuk segitségll, és egy
aptamer-ellenanyag kompeticids kisérletet allitottunk dssze. Az Alexa Fluor 488 festékkel
jelélt aptamer RSV-vel torténd Osszekeverése a varakozasoknak megfelelGen
szignifikans FP-valtozast eredményezett, és ezt a valtozast a két nagysagrenddel
nagyobb koncentraciéban adott Palvizumab sem valtoztatta érdemben, jelezve hogy az
aptamer és az ellenanyag kilénb6z6 epitdépokat ismernek fel (6.39. abra).
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6.39. abra A H8 aptamer Palvizumab kbzétti kompeticio vizsgalata fluoreszcencia
polarizacioval [284].
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Ezt kdvetden megvizsgaltuk, a H8 aptamer G fehérjeéhez térténd kotodését.
Kisérleteinkhez kereskedelmi forgalombdl beszereztiink egy Hiss-jeldlt, emlds sejtben
tultermelt, ily médon glikozilalt G fehérjét, és annak alkalmazasaval a mar jelzett médon,
valtozé fehérjekoncentracioval végeztik el az FP-méréseket. A polarizaciovaltozas mar
10 nM-os fehérjekoncentraciénal detektalhatod volt, és az 1:1 aranyu kotéssel szamitott
disszociacios allandé 30 nM-nak adddott, igazolva a H8 aptamer G protein iranti
szelektivitasat és nagy affinitasat (6.40. abra).
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6.40. abra H8 aptamer G protein kblcsénhatas vizsgalata fluoreszcencia
polarizacioval [284].

Végul a H8 aptamer diagnosztikai relevanciajat is megvizsgaltuk. A betegek
orrvaladékaban atlagosan 1,5 x 10° koléniaformald egységgel ekvivalens RSV talalhato,
igy ennek megfeleld viruskoncentracid tartomanyban 1évé mintak AlphaScreen méréseit
allitottunk 6ssze kétféle elrendezésben [285].

) RSV
200 | 8 F
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6.41. abra RSV detektalasa ALPHA mddszerrel klinikailag relevans
viruskoncentracioknal. A grafikonon a virusmentes mintahoz viszonyitott
lumineszcenciandvekedés kerdlt feltlintetésre [284].
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Az elsd esetben a kilénbdzé RSV- és HRV-koncentracioval rendelkezé, higitott
garatkenet-mintdkhoz a mar bemutatott moédon adtuk a biotinilalt H8 aptamert és a
Palvizamubot, majd a protein A akceptor és sztreptavidin donor gyéngyét. A masodik
kisérleti rendszeriinket antitest nélkilozésével allitottuk &ssze: a H8 aptamert
sztreptavidin donor, illetve akceptor gydnggyel elbéinkubaltuk, majd a gyéngyok ezt
kdvetéen kerlltek a fentiekkel megegyez6 mintakba. A lumineszcenciamérések a
mindkét elrendezésben a HRV-tartalmu mintaknal szignifikAnsan magasabb jelet adtak a
diagnosztikailag relevans RSV-koncentracioknal (6.41. &bra). A H8 aptamer
alkalmazhatdsagat tovabb erésitette az tény, hogy a tisztan aptameralapu mintakban
latott lumineszcenciaintenzitds mintegy kétszerese volt az aptamer-ellenanyag hibrid
rendszerekben detektaltnak (6.41. abra).

Az eddig ismertetett eredmények igazoltak, hogy teljes virusra kivitelezett SELEX
olyan aptamert eredményezett, amely valés mintak RSV-analizisére is j6l alkalmazhatd,
gyakorlati alkalmazhatdésaganak azonban komoly akadéalya lehet az oligonukleotid
esetleges degradacidja. E lehetéség vizsgalatara valos idejli PCR-t allitottunk éssze az
aptamer rogzittet régidjanak megfelelé primerekkel és SG interkalalé festéket tartalmazo
reakcioeleggyel. A PCR templatjaként a valtozé ideig szobahdmérsékleten
garatkenetben tarolt aptamer szolgalt. Ismert aptamerkoncentracioju reakciodelegyek
kiiszobértékeinek meghatarozasaval kalibracios egyenest készitettlink, melynek
segitségével a klldénbdz6 ideig garatkenetben indukalt aptamerek koncentraciojat
hataroztuk meg (6.42. abra). A szamitasi eredmények alapjan az aptamerdegradacio az
elsd oraban elhanyagolhato, és két 6ra utan is minddssze 10% volt a lebomlott aptamerek
aranya. Jelentésebb mérték(i degradaciot csak sokoras garatkenetben torténd tarolast
kovetben figyeltiink meg, és egy nap utan az aptamerek déntd része lebomlott, csak
mintegy 30%-uk maradt meg intakt formaban. Figyelembe véve a diagnosztikai eljarasok
atalagos id6igényét, az aptamerek ilyen iddintervallumban t6rténd degradacidja
varhatéan nem korlatozza gyakorlati felhasznalasukat.
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6.42. abra H8 aptamter stabilitasanak vizsgalata garatkenetben valds idejii PCR
alkalmazasaval [284]. A hibasavok harom mérésbdél szarmazo hibat jeldlik.
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Kisérleteink tehat igazoltak, hogy a teljes virusra kivitelezett SELEX megfelel6
kontraszelekcios lépések beiktatasaval és szelekcidos kdrilmények megvalasztasaval
gyakorlati jelentéségl aptamerek szelektalasahoz vezethet. Kiemelendd, hogy
megfigyeléseink alapjan az egyes aptamerjeldltek egyedi, tébboldalu funkcionalis
karakterizalasa elengedhetetlen része a diagnosztikaban is alkalmazhaté aptamerek
azonositasanak. Eredményeinkkel demonstraltuk, hogy az ilyen kritériumokkal
kivalasztott aptamer klinikailag relevans viruskoncentracioknal és matrixban ol
alkalmazhaté az RSV kimutatasara. Egyittmikddé partneriink a BME-n egy ujabb
eljarassal is igazolta a szelektalt aptamerek gyakorlati jelentéségét: modszerfejlesztésiik
soran a fluoreszcensen jelolt H8 aptamert nanorészecske nyomkdvetd analizisben
(nanoparticle tracking analyis) hasznaltak, és munkajuk az RSV részecskék szamanak és
méretének meghatarozasara egyarant alkalmas eljarast eredményezett [286].

3.3. Kardialis troponin |-re szelektiv spiegelmerek
3.3.1. Spiegelmerek szelekcioja a cTnl N-terminalis epitopjara

Kutatécsoportunk egy ipari partnerrel, az E77 Kft-vel folytatott egytttmikodés
keretében egy olyan multiparaméteres mikrofluidikai rendszer kifejlesztését tlzte ki célul,
amely tobb kardiovaszkularis biomarker egyittes mérésére alkalmas. A projektben kettds
szerepet toltink be, ugyanis a vizsgalt biomarker fehérjék megfelelé6 mennyiségben és
min&ségben torténd elballitasa mellett a kardiovaszkularis diagnosztikaban alkalmazhaté
aptamerek szelekciojat is mi végezzik. NT-proBNP-re (N-termindlis pro B-
tipusu natriuretikus peptid), CRP-re (C-reaktiv protein), valamint cTnl-re (kardialis
troponin 1) szelektiv, szendvics tipusu vizsgalatokra alkalmas aptamer-, illetve
spiegelmerparok szelekciojat végezziik, azonban e munkak eredményeinek donté része
az esetleges szabadalmaztatads miatt nem kerll kdzlésre, igy csak a cTnl-re vonatkozo
adatokat targyalom a tovabbiakban.

Habar az RSV aptamert bemutatdé fejezetben lathattuk, hogy az aptamerek
féléletideje még bioldgiai eredetli mintakban is akar sok ora lehet, egy aptamerre
vonatkozé mérési eredményekbdl altalanos kdvetkeztetést nem lehet levonni. Minden
egyes aptamer mas-mas nukleinsav-szekvenciaval és masodlagos szerkezettel
rendelkezik, ennek megfeleléen a bioldgiai eredet(i mintdkban nagy mennyiségben
jelenlévé, valtozatos nukleazokkal szembeni rezisztenciajuk is eltérd lehet. Mindemellett
az alabbiakban ismertetésre keruld munkak kronoldgiailag megel6zték az aptamerek
nukleazrezisztenciajanak vizsgalatara iranyuldé méréseinket, igy e kisérletek
kivitelezésekor abbdl az altalanosan elfogadott nézetbdl indultunk ki, hogy az aptamerek
bioldgiai eredet(i mintakban révid iddintervallumon beliil degradalédnak.

Az L-cukrot tartalmazo nukleotidokbdl felépiilé spiegelmerek képezik jelenleg az
egyetlen teljes nukleazrezisztenciaval rendelkezd oligonukleotid-tipust, és e
tulajdonsaguknak gyakorlati szempontbdl kiemelt jelentésége van, kilénésen a terapias
célokra tervezett — a testfolyadékokban napokig vagy akar hetekig jelenlévdé -
spiegelmerek esetében. A spiegelmerek ezen rendkivil kedvezé sajatsaguk ellenére
sem terjedtek el, mivel izolalasuk az aptamerekéhez képest korliményes, ugyanis
szelekcidjuk a célfehérje D-aminosavakbdl allé enantiomerjét igényli. A cTnl-specifikus
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spiegelmerek szelekcidjahoz, a telijes fehérje enantiomer szintézisét kiiktatando, a
korabban leirt doménmegkdzelitést alkalmaztuk [195].

A cTnl spiegelmerszelekcidonk célja szendvics elrendezésben is mUkddo
spiegelmerpar létrehozasa volt, igy elsé megkdzelitésben a fehérjén két, térben tavoli,
cTnl-re specifikus eptitdépot kerestiink csdkkentendd annak a valdszinlségét, hogy a két
spiegelmer egyuttes bekodtddése sztérikusan gatolt legyen. Ennek a feltételnek
megfeleléen az els6é peptidmotivumot a célfehérje N-terminalisanak kdzelében kivantuk
azonositani. Amennyiben a keringésben megjelené cTnl felismerésére alkalmas
spiegelmerek szelekcioja a cél, tovabbi fontos szempontokat is figyelembe kell venni a
megfelelé epitdép kivalasztasa soran, ugyanis a cTnl poszttranszlaciosan modosul, a
keringésben kélcsénhat a heparinnal, valamint a troponin komplex masik két fehérjéjével,
mindemellett a szivizom sejtekbdl kikeriilve nagyon gyorsan degradalodik, igy a fehérjén
egy olyan eptiopot kell talalni, amely ezek egyikében sem érintett [287]. Mindezen
elvarasoknak a fehérje 28-36 pozicidjaban elhelyezkedb aminosavak feleltek meg, és az
altaluk alkotott oligopeptid N-terminalis végére az immobilizalashoz egy extra ciszteint
adtunk, igy a CdAdYdAdTdEdPdHdJAdK szekvenciaju D-enantiomer peptidet
szintetizaltatuk. A spiegelmerszelekciohoz a peptidet a cisztein tiolcsoportjan keresztil
autoreaktiv, brom-acetillel boritott magneses gyéngyhdz kapcsoltuk, majd a szabadon
maradt aktiv csoportok blokkolasdhoz feleslegben adott ciszteinnel inkubaltuk a
gyongyoket [288].

Az alkalmazott, 9 ciklusbdl allé SELEX eljarast az eddig ismertetettekhez
hasonléan végeztik, amennyiben az egymast kovetd |épésekben folyamatosan
csOkkentettik az alkalmazott, fehérjével modositott gyéngy mennyiségét és az
inkubaciés id6t, illetve nodveltik a mosasok erbsségét. A gyongyhdz kotédd
oligonukleotidokat két negativ szelekcios |épés beiktatasaval tavolitottuk el, a kdvetkezd
SELEX ciklusba tovabbvitt ssDNS-eket pedig a PCR-t kdvetéen alkalikus denaturalassal
allitottuk el6. A SELEX végén 85 baktériumkoloniabdl hataroztuk meg a vektorba
inszertalédott oligonukleotid szekvencigjat. A kapott eredmények alapjan 1
nukleinsav-szekvencia 32 vektorban volt jelen, masik 6 duplikdtumként volt megtalalhato,
a maradék 41 pedig egyedi oligonukleotidokat képviselt (Fliggelék 2. tablazat).

Amint az a korabbiakban mar tdbbszér lathatd volt a SELEX nyoman kapott
oligonukleotidok egyedi vizsgalata elengedhetetlen a legkedvezdbb tulajdonsagokkal
rendelkez6k azonositasahoz, és ebben a tekintetben a spiegelmer- és aptamerszelekcio
nem kllénboézik egymastdl. A sziikséges szlirési [épés a spiegelmereknél elméletileg két
megkozelitéssel  kivitelezhetd, Um. minden egyes vizsgalandé spiegelmert
megszintetizalunk és az L-aminosavakbdl allé, végsé célmolekulaval karakterizaljuk a
kélcsbnhatasokat, illetve a D-aminosavakbal felépil6, a szelekcid soran hasznalt peptidek
és L-dezoxirib6z tartalmu oligonukleotidok tanulmanyozasaval azonositjuk a
legigéretesebb jeldlteket. Habar az elsé lehetdség tlinhet az egyszerlbb eljarasnak egy
altalanos molekularis biolégiai laboratériumban, anyagi vonzata miatt nem kivitelezhetd,
mivel a spiegelmerek szintetizaltatdasanak a koltsége mintegy husszorosa az
aptamerekének. Ennek figyelembevételével egy Uj SPR-en alapulé szlirési modszer
kifejlesztése mellett dontottink. Eljarasunkhoz az oligonukleotidokat PCR-rel allitottuk el
oly mdodon, hogy a koldnia PCR termék szolgalt templatként, a kdnyvtarral kompatibilis
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primerek kozil pedig a szensz az 5’ végén biotinjel6lést kapott. Az amplifikalt kettésszalu
terméket ExtrAvidin-boritott SPR-csipre cseppentettik, és annak fellletén alkalikus
kezeléssel egyszalusitottuk. Az ily moédon eléallt oligonukleotiddal boritott csip felett
valtozdé koncentracioban aramoltattuk a szelekcié soran alkalmazott D-peptidet, és
kovettik a térésmutatd szogének valtozasait. A modszer teszteléséhez 4 reprezentativ
oligonukleotidot valasztottunk, a legnagyobb koépiaszamban jelenlévét (A4), egy
duplikatumként azonositottat (C11), és kettd egyetlen kdpiaban képviseltet (B10 és D12).
Az SPR eredményei megerésitették azokat a korabbi megfigyeléseket, hogy a
legnagyobb példanyszamban el6forduld aptamerek nem szikségszerlien azonosak a
legkedvezdbb tulajdonsaggal rendelkezbkkel, az A4 jelli oligonukleotid a masodik
leggyengébben teljesitd volt a vizsgalt 4 kdzil, mig a legnagyobb affinitassal az egyik
egyetlen képidban azonositott jeldlt, a B10 rendelkezett (6.43. abra).
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6.43. abra cTnl D-peptid és a szelektalt L-oligonukleotidok k6z6tti kblcsénhatas
vizsgalata SPR alkalmazasaval.
* (P<0,05) és ** (P<0,01) értékek a kontroll oligonukleotidhoz viszonyitott jelentds
torésszog-valtozasra utalnak. A hibasavok harom mintabol szarmazdé mérés
sztenderd hibajat jeldlik [288].

A szlréssel kapott eredményeink alapjan a legnagyobb képiaszamban eléforduld
és a legigéretesebb jeldltek D-dezoxiribdéz nukleotidokbdl vald szintetizaltatasa mellett
dontéttunk. Az oligonukleotidok 5’ végére harom szénatomon és tetraetilén-glikol (TEG)
tavtartén keresztll egy tiol csoportot kapcsoltattunk, melyen keresztil a Iétrejott
spiegelmereket az SPR-csip aranyfellletére kotottik. A spiegelmerek immobilizalasat a
csip fehérjementes blokkolé pufferrel és 11- merkaptoundecil-tetraetilén-glikollal (HS-
TEG) torténd telitése, majd nitrogéngazos szaritasa kdvette. Az ily moédon elbkészitett
csip fellletén 3 percig kildnbdzd koncentracioban cTnl-t tartalmazo szelekcids puffert,

109 | Oldal



dc_1875 21

ezt kdvetden pedig 11 percig a szelekcios puffert aramoltattuk. A kapott asszociacios és
disszociacios sebességekbdl kiszamitottuk a spiegelmer-fehérje disszociacios allandéjat,
melyek az A4 és B10 esetében rendre 10,7 és 3,5 nM-nak adddtak (6.44. abra). B10
spiegelmer nagyobb affinitdsa alatdmasztja a szlrésnél latott adatokat igazolva a
kidolgozott médszer alkalmazhatésagat.
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6.44. abra Spiegelmer-cTnl komplexek Kp értékének meghatarozasa soran kapott SPR
gorbeék.
A csip felliletén 125, 250, 500 and 1000 ng/ml cTnl koncentracidju oldatok kerultek
aramoltatdsra. Az alkalmazott koncentraciok alulrél felfelé ndvekednek a
grafikonon [288].

Miutan bizonyitottuk, hogy a spiegelmerek nagy affinitassal koétédnek
célfehérjéjikhdz, megvizsgaltuk, mennyire szelektiv a kialakult kdlcsénhatés. A cTnl egy
er6sen bazikus fehérje (pl=9,87), ennek megfeleléen fizioldgias korilmények kozott
pozitivan t6ltétt. Ezzel a toltéssel szemben all a spiegelmerek foszfodiészter kotéseibdl
fakado negativ toltéttség, igy nem volt kizarhatd, hogy az SPR mérésekkel meghatarozott
alacsony disszociaciés allandé a nem szelektiv ionos koélcsdnhatasnak készénhetd. A
kérdés megvalaszolasara egy hasonldan magas pl értekkel rendelkezd fehérje, a lizozim
spiegelmerrel vald kolcsdnhatasat vizsgaltuk meg. Mivel a lizozim hozzaadasara nem
tapasztaltunk térésmutaté-valtozast a spiegelmerekkel boritott csip fellletén,
kijelenthettuk, hogy a kélcsdnhatas kialakitasahoz nem elegendd a partnerek ellentétes
toltése (6.45. abra). A spiegelmer szelektivitasanak tanulmanyozasaval egy tovabbi Iépést
tettiink, leellenériztik, hogy a cTnl-vel tébb mint 50% aminosav-szekvencia-homologiat
mutaté sTnl mennyiben tud kétédni spiegelmereinkhez. Az SPR mérések azt igazoltak,
hogy sem a nagyobb affinitdsu, sem a nagy kopiaszamu spiegelmer nem |ép kapcsolatba
az sTnl-vel, bizonyitva magas szelektivitdsukat (6.45. abra).

A szelektivitasvizsgalatokat kdvetéen megmeértiik, mennyiben alkalmasak a
spiegelmerek szivizomsejtek lézidja nyoman keringésben megjelené harmas troponin
komplex detektalasara. A megfigyelt SPR torésszdg-valtozasok egyértelmuen azt jelezték,
hogy a spiegelmerek a monomer cTnl mellett a troponin mérések sztenderdjeként
hasznalt I-T-C komplexet (Hytest) is megkétik a csip fellletén (6.45. abra). A komplex
mintaknal lathatdé magasabb térésmutaté-valtozds minden bizonnyal az |-T-C
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monomerhez viszonyitott nagyobb molekulatdmeg kdvetkeztében alakult ki, ugyanis az
SPR térésmutatdjanak valtozasa a bekdtdétt molekula tdmegével parhuzamosan
névekszik, igy a kotés erésségére ebben a kisérleti elrendezésben nem vonhato le
kovetkeztetés.

500 - -
I kK I
)
400 = " |
]
] 300
A@/pg mm”
200
100
AN
(@ (b) (@ (b) (@ (b) (@ (b)
c'IlnI cTnII-T-C s11n| Iysoz;yme

6.45. abra A spiegelmerek szelektivitasanak vizsgalata SPR alkalmazasaval.
* (P<0,05), ** (P<0,01) és *** (P<0,0005). A hibasavok harom mintabdl szarmazo
mérés sztenderd hibajat jeldlik [288].

Az el6z6ekben bemutatott kisérletek igazoltak, hogy az A4 és B10 spiegelmerek
differencialni tudnak a troponin | izoformak kézétt, azonban arra nem adnak valaszt, hogy
a feltételezett alkalmazasuk matrixaban, a vérben is megérzik-e szelektivitasukat. A
vérszérum fehérjekoncentracidjanak kb. 95%-at a 12 legnagyobb mennyiségben
jelenlévé fehérje adja, és ezek koncentracidja 5 nagysagrenddel is magasabb lehet a
diagnosztikailag relevans cTnl koncentracional, igy ezen fehérjékkel akar egy magas Kp
értékl kolcsdnhatas is végzetes lehet a spiegelmerek diagnosztikai alkalmazasanak
tekintetében [289]. Mindezen tényezdk figyelembevételével, ugy doéntottiink,
vérszérumban is értékeljik a spiegelmerek cTnl-szelektivitdsat. A kisérlet soran
tizszeresen higitott szérumhoz adtunk ismert koncentracioju cTnl fehérjét, és ezzel az
oldattal végeztik el az SPR méréseket. (Az ennél kisebb higitdsu vérszérum az SPR
mérésekben spiegelmer nélkil is rendkivil nagy hatteret ad.) Az eredmények elvarasaink
szerint alakultak, és 06sszhangban voltak korabbi méréseink adataival. Mindkét
spiegelmer a cTnl-koncentracio fliggvényében mutatott térésmutaté-valtozast, és a B10
jeli mar alacsonyabb koncentraciénal is detektalhato valtozast mutatott (6.46. abra).

A spiegelmerek alkalmazhatésagara iranyuld tovabbi vizsgalataink soran a
stabilitdsukra kerestilk a valaszt, ezért a spiegelmerrel moddositott csipeket
megszaritottuk és fél évig hdtdében taroltuk, illetve négyszer regeneraltuk alkalikus
mosassal. A spiegelmerek kdérnyezeti és kémiai behatasok elleni rezisztenciajat jol
bizonyitotta, hogy sem a hosszu tarolasi id6, sem a tébbszori regeneralasi ciklus nem
vezetett a csipek alacsonyabb szenzitivitasahoz (nem bemutatott adat).
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6.46. abra A spiegelmerek kalibracios egyenese.
Az illesztéshez a Hill egyenlet 1:1 kdlcsOnhatas sztdchiometriat feltételezve kertilt
felhasznalasra. A hibasavok harom mintabdl szarmazé mérés sztenderd hibajat
jelolik [288].

Osszeségében ezek az eredmények bizonyitottak, hogy a SELEX-ben hasznalt
epitop racionalis tervezésével és a spiegelmerijeldltek szlrésével fizioldgias eredeti
mintakban is jol alkalmazhatd spiegelmereket lehet szelektalni. Mindamellett, hogy
kidolgoztunk egy eljarast a doménalapu spiegelmerszelekciora, és ennek segitségével
elséként sikerilt diagnosztikai potenciallal rendelkezé spiegelmereket azonositani,
kiemelendd, hogy paramétereik alapjan a spiegelmerek a cTnl diagnosztikaban jelenleg
alkalmazott ellenanyagoknal kedvezébb tulajdonsagokkal rendelkeznek. Egyrészt egy
kiterjedt vizsgalat szerint az alkalmazott antitestek Kp értéke 74 nM-2,6 uM tartomanyba
esik, mely szamok legalabb egy nagysagrendekkel nagyobbak a spiegelmereinknél
megallapitottaknal [290]. Masrészt az adott biomarker szelektiv azonositasat
altalanosagban két ellenanyag segitségével, szendvics elrendezésben biztositjak, mig
SPR méréseink alapjan egyetlen spiegelmer is elegendé lehet a cTnl vérszérumban
térténd detektalasara. Ezek a megfigyelések és megfontolasok arra batoritottak minket,
hogy a spiegelmerek felhasznalasaval tovabbi cTnl-detekcids eljarasokat fejlessziink ki.

3.3.2. Kardialis troponin | mérése spiegelmer-antitest szendvics rendszerrel

A fentiekben bemutatott eredmények alapjan a cTnl szelektiv azonositasa akar
vérszérumban is kivitelezhet6 egyetlen spiegelmerrel, azonban napjaink diagnosztikai
rendszereitdl a szelektivitds mellett az érzékenység is elvart kbvetelmény. Ezen masodik
feltételnek a szendvics elrendezési rendszerek alkalmazasaval lehet eleget tenni, ahol is
az els6é biomarkerre szelektiv receptor befogdként mikdodik, mig a masodik, a
detektorként funkcional6 antitest fluoreszcens vagy kemilumineszcens festékkel, illetve
enzimmel jeldlt, igy tdbb nagysagrendnyi jelerdsitést tesz lehetbévé [291]. Szendvics
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rendszerek elényeit szem el6tt tartva megvizsgaltuk, hogy a B10 spiegelmer mennyiben
alkalmazhat6 ebben a tipusu elrendezésben [231].

[-T-C ng/ml cTnl ng/ml

Szamitott Mért Szamitott Mért
1 0,5 1 0,06
2 1,02 5 0,27
4 2,12 10 0,42
8 4,35 20 1,00
16 9,3 30 1,71
32 21,02 40 2,26
64 41,74 50 3,22

6.5. tablazat A szamitott és mért cTnl-, illetve |I-T-C-koncentraciok kézotti
kiilénbségek [231].

A cTnl-rél jol dokumentalt, hogy amellett, hogy a keringésbe kerlilve gyorsan
degradalodik, hajlamos az liveg €s mlanyag fellletekre tapadni, igy a valds és a szamitott
cTnl-koncentracié kozott jelent6s eltérések lehetnek [292]. Annak vizsgalatara, hogy ez
a megfigyelés mennyire befolyasolhatja mérési eredményeinket meghataroztuk cTnl-
mérések altalanosan hasznalt kalibratoraval az |-T-C komplexszel kiegészitett,
eredendéen cTnl-mentes vérszérumokban mérheté troponinkoncentraciokat. Ennek
soran a tizszeres higitasu troponinmentes szérumokat adott mennyiségl I-T-C
komplexszel egészitettik ki, a méréseket pedig az ARCHITECT STAT Troponin-I
készlettel egyetemiink Transzplantaciés és Sebészeti Klinika Laboratériumaban
végeztik el. A kapott adatok azt jelezték, hogy a mért koncentraciok hozzavetélegesen a
szamitott érték felének adodtak (6.5. tablazat). Amennyiben a fenti kisérletet az in vitro
transzlaciéval eldéllitott cTnl monomer hozzadadasaval valésitottuk meg, még
szignifikansabb eltérések lathattunk a vart és mért fehérjekoncentracioknal: a két érték
kdzott mintegy husszoros kuldnbség volt a szamitott érték javara (6.5. tablazat). Az
eredmények részletesebb értékelésével lathatova valik, hogy a ndvekvdé cTnl-
koncentraciéval a vart és a mért értékek kdzotti kiildnbség csdkkend tendenciat mutat.
Ezt a jelenséget jol magyarazhatja a cTnl miianyag fellletekhez val6 kétédése, ugyanis
egy bizonyos koncentracional a fellilet telitédhet, igy az nem csdkkenti tovabb a troponin
koncentraciéjat. Megjegyzendd, hogy hasonld eredményre vezethet a cTnl
degradaciojaért felelés enzimek telitése is, igy a fehérje lebomlasa is szerepet jatszhat a
két érték kozotti kildnbség kialakulasaban. Végil azt is meg kell emliteni, hogy ezek az
eredmények altalanosagban illusztraljak a cTnl diagnosztika egyik limitalo tényezdjét.
Nevezetesen a kiilénb6zd gyartok altal forgalmazott diagnosztikai készletek eltérd cTnl
sztenderdekkel, mas-mas modon kalibraljak készilékeiket, igy a diagnosztikaban mért
eredmények sokkal inkdbb a relativ, mint az abszolut cTnl-koncentraciordl nyujtanak
informaciot, kovetkezésképpen az eltér6 berendezéseken kapott adatok nem
konvertalhaték egymasba.
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Amint az lathaté volt, a B10 spiegelmer a cTnl N-terminalisanak kozelében
elhelyezkedd aminosav-motivumra szelektiv, igy a sztérikus gatlast elkerilendé egy C-
terminalishoz kozeli epitépra szelektiv ellenanyagot kerestlink a spiegelmer-antitest
szendvics Osszeallitasahoz. Habar a leirasok szerint 10% korli keresztreaktivitadst mutat
a sTnl-vel, valasztasunk a cTnl 169-178 epitopjara generalt monoklonalis ellenanyagra
(Mab 267) esett, mivel a fehérje ezen része az I-T-C harmasban is a komplexben felszinén
elérhetdé formaban van jelen. Kisérleteinkhez a korabban mar ismertetett ALPHA
kimondottan vérplazmaban, illetve szérumban térténd mérésekre kifejlesztett valtozatat
alkalmaztuk. Az un. AlphaLISA akceptor gydngyeiben a policiklusos aromas rubrént
europiumkelat helyettesiti, igy az emisszidés spektrum egy szik 605-625 nanométeres
tartomanyba esik, és kevésbé interferal a hemoglobin 500-600 nm kdzétti abszorpcids
maximumaival.

Mivel méréseinket troponinmentes vérszérumban kivantuk kivitelezni, kisérleteink
soran tekintetbe kellett venniink a matrixban nagy mennyiségben jelenlévé endogén
antitesteket is. Az ALPHA alapvetéen egy homogén rendszer, a méréshez sziikséges
minden komponens egyszerre jelen van az elegyben, tervezett mérésiink azonban ebben
az elrendezésben kozvetlenul nem volt kivitelezhetd, ugyanis a troponin I-re szelektiv
ellenanyaghoz képest a szérum endogén immunglobulinjai tébb nagysagrendnyi
feleslegben voltak jelen, igy az AlphaLISA Protein A donor gyéngyéhez csak elenyészd
mennyiségben kapcsolodhatott a mérés szempontjabdl relevans szelektiv antitest. Az
endogén és szelektiv antitestek kozotti kompeticiot kizarandé a mérési elegyhez
adasukat megel6z6en a monoklonalis ellenanyagot dimetil-pimelimidat segitségével
kovalensen kapcsoltuk a Protein A donor gydngyotkhdz. Az antitesttel médositott
gydngyoket és a biotinjeldlt spiegelmert ismert mennyiségu I-T-C komplexet, illetve sTnl
fehérjét tartalmazo higitott vérszérumhoz adtuk (az SPR mérésnél latottakhoz hasonléan,
ebben a rendszerben sem alkalmazhaté a higitas nélkiuli szérum), majd egyoras
inkubacié utan az elegyet kiegészitettilk sztreptavidin donor gyéngyodkkel. Az ujabb
egyoras inkubaciét kovetd lumineszcenciamérés soran kapott adatok alacsony sztenderd
szérassal rendelkeztek, és a detektalt jelek intenzitasa a ng/ml tartomanyban jo linearitast
mutatott az I-T-C-koncentraciéval, mig az 50 ng/ml sTnl-koncentraciéju mintaban a
hattérnek megfeleld jel volt lathatdé (6.47. abra). A monomer fehérje mérhetéségének
meghatarozasahoz azonos modon valdsitottuk meg a kisérletet, de a komplex helyett in
vitro transzlacioval termelt cTnl-t adtunk a higitott vérszérumhoz. A mérési eredmények
a komplexnél megfigyeltekhez hasonldan alakultak, azonban a fehérjekoncentracio és a
lumineszcenciaérték kisebb mérési tartomanyban mutatott linearitast (6.47. abra).

A spiegelmer-antitest elrendezésiinkkel demonstraltuk, hogy az N-terminalis
epitdpra szelektalt spiegelmer megfeleléen kivalasztott ellenanyaggal jél alkalmazhato
szendvics tipusu mérési rendszerekben. Habar a bemutatott rendszer szelektivitasa
megfeleld, vérszérumban is alkalmazhato, és a kozeli homoldg vazizom troponinnal sem
mutat keresztreaktivitast, érzékenysége messze elmarad a napjainkban rutinszertien
alkalmazott cTnl-koncentraciot meghatarozé készletekétdl. Mivel az alkalmazott
AlphaLISA diagnosztikai célokra nem validalhatd, véarhaté kozvetelen gyakorlati
jelentésége csekély, nem folytattunk tovabbi, a detekcios hatar csdkkentésére iranyuld
vizsgalatokat.
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6.47. abra Az AlphalISA lumineszcens jelének valtozasa az I-T-C (A), illetve cTnl (B)
koncentraciojanak fliggvényében.
Az |-T-C koncentracio cTnl-re konvertalt moédon feltlintetve. R?=0,994, illetve 0,985.
A hibasavok harom mintabol szarmazo mérés sztenderd hibgjat jeldlik [231].

3.3.3. Kardialis troponin | mérése spiegelmer-spiegelmer szendvics rendszerrel

A megeldzd fejezetekben lathatdé volt, hogy sikeresen generaltuk olyan
spiegelmert, amely 6nmagaban és szendvics elrendezésben is alkalmas a cTnl
vérszérumban torténé kimutatasara, a szendvics egyik tagjaként azonban egy
monoklonalis ellenanyag szolgalt. Mivel a spiegelmer szelekcidval kapcsolatos
kisérleteink célkitlizése az ellenanyagok alkalmazasabol fakaddé hatranyok teljes
kikiiszbbolése volt, a cTnl N-terminalisara szelektiv spiegelmer izolalasat kdvetden
hozzalatunk egy ezzel kompatibilis, a fehérje C-terminalisat felismerd spiegelmer
szelekcidjahoz [293].

A megfelel6, C-terminalishoz kbézeli epitop kivalasztdsa soran a korabbi
spiegelmerszelekcioknal részletezett megfontolasokat kovetik, és a fehérje 161-169
poziciéjadban elhelyezkedd peptidet szintetizaltattuk meg D-aminosavakbdl egy C-
terminalis extra ciszteinnel (ARAAdKdEdSdLADdLARAAC), mely lehetévé tette a peptid
magneses brom-acetil gydngyre torténd kapcsolasat. A 7 1épésbdl allé SELEX-et
megel6zéen a peptid immobilizalasara hasznalt, ciszteinnel blokkolt gyénggyel
inkubaltuk a kiindulasi oligonukleotid-kdnyvtarat, az 5. Iépést kdvetéen pedig egy
kontraszelekcids lépést iktatunk be, melynek soran cianursavval boritott gyéngyhdz
kapcsolt vérszérum-fehérjékkel kevertik dssze a dusitott kdnyvtarat, hogy eltavolitsuk a
gyénggyel, illetve a szérum abundans fehérjéivel kdlcsdnhaté oligonukleotidokat. A
SELEX utolso ciklusaval kapott oligonukleotidokat Zero Blunt TOPO vektorba inszertaltuk,
majd az inszertek nukleinsav-szekvenciajat Sanger szekvenalassal meghataroztattuk. A
96 szekvenalasra elkildétt mintabdl 91 adott értékelheté eredményt, és ezek kozll
minddssze 2 volt jelen duplikatumként, az &sszes tdbbit egyetlen baktériumtelep
reprezentalta, minek alapjan megallapithatjuk, hogy a kényvtar dusulasa nem volt olyan
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mértékl, mint a korabban Kkivitelezett spiegelmerszelekcidéknal (nem ismertetett
szekvenciak).

Habar az N-terminalis epitopra szelektiv spiegelmerjeléltek szlirésére kidolgozott
eljarasunkat sikeresen alkalmaztuk a legjobb jeléltek azonositasara, a
spiegelmerszelekcio elérhetbségét, illetve hatékonysagat az SPR-nél
koltséghatékonyabb és nagyobb ateresztéképességl modszer kifejlesztésével kivantuk
tovabb névelni. Ujabb eljarasunk a membran- és gyéngykoétési (bead bound assay)
vizsgalat kombinacidjanak tekinthetd. Rdviden annyiban foglalhaté 6ssze, hogy a
szelekciod soran hasznalt D-peptiddel médositott magneses gyéngyodket Cy5 fluoreszcens
festékkel jeldlt D-oligonukleotiddal inkubaltuk, majd a moséasi lépéseket kovetben a
magneses gyongyoket nitrocelluléz membranra transzferaltuk, és az Ujabb mosasi
lépések utan detektaltuk a fluoreszcens jelet (6.48. abra).

Troponin I-T-C complex L-peptide D-peptide
L /y‘f?g' -~ %’» /\5)‘/_/
” % o 4 SELEX s
< g \ ;}*;‘
1 - A \
\ r \
9 o \

101. 4 /

AlphaLisa assay L-DNA D-DNA Filter binding assay
(Spiegelmer)

6.48. abra A spieglemer szelekcidjanak és a jeldltek szlirésének folyamatabraja [293].

A sziikséges jel6lt oligonukleotidokat a korabbiakban latott médon, fluoreszcens
szensz és biotinjeldlt antiszensz primerekkel amplifikaltuk a kolonia PCR-termékekbdl,
majd alkalikus kezeléssel szabadultunk meg a sztreptavidin agyra kapcsolt antiszensz
DNS-szaltol. A membranon lathatoé fluoreszcens jelek alapjan minden oligonukleotid
erdsebben koétédik a peptidmddositott gydngyhdz, mint a kontrollként hasznalt PSAH
aptamer, azonban szamos oligonukleotid — a negativ szelekcié ellenére is — kdzel azonos,
illetve nagyobb erdséggel énmagahoz a gydéngyhdz is kapcsolodott (6.49. abra). A
denzitometrias adatok kiértékelésével szamszerdsitettlk is a latottakat, és ezek szerint
az A6, B6 és C6 jell oligonukleotidok tlintek a legjobb jeldlteknek (6.49. abra).
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6.49. abra Az D-oligonukleotidok szlirése membrankéteés vizsgalattal.
(A) A membranon detektalt fluoreszcens jelek és annak (B) denzitometrias
kiértékelése. A hibasavok két pont sztenderd hibjjat jel6lik [293].

A denzitometrias eredmények figyelembevételével az A6 és C6 jeldlteket L-
dezoxiribonukleotidokbdl, az 5’ végikdén biotinnal megszintetizaltattuk, igy a tovabbi
kisérleteinket mar spiegelmerekkel végeztiik (Fliggelék 3. tablazat). A célkitlizéstinknek
megfeleléen legel6szér a spiegelmerek szendvics tipusu elrendezésben vald
alkalmazhatosagat vizsgaltuk meg. A méréseink soran a legjobban teljesitd N-terminalis
epitdpra szelektalt spiegelmert, a B10-est allitottuk a parba az ujonnan szintetizaltakkal.
A higitott human plazmahoz 5 nM végkoncentracié eléréséhez elegendé in vitro
transzlacidval elballitott vaz, illetve szivizom specifikus troponin |-t adtunk, majd az
elegyet kiegészitettik a B10 spiegelmerrel. Egyoras inkubacié utdn hozzaadtuk a
rendszerhez a szterptavidinnel boritott AlphaLISA gydngydket, majd a megel6zéen mar
sztreptavidin donor gydngyhdz kapcsolt A6, illetve C6 spiegelmereket. A végso
inkubacios id6 leteltével megmért lumineszcenciaintenzitasok azt jelezték, hogy az A6-
B10 és C6-B10 parok egyarant szelektiven ismerik fel a cTnl-t. A hattérhez viszonyitott
intenzitasnévekedés az A6-B10 elrendezésnél mintegy négy és félszeres, mig a masik
parosnal 6t és félszeres volt, amennyiben cTnl kerilt az elegybe (6.50. abra). Ezzel
szemben a sTnl hozzdadasara egyik esetben sem nem nétt meg lumineszcens jel, a mért
értékek gyakorlatilag megegyeztek a troponinmentes plazmanal latottakkal (6.50. abra).
Ezt a kisérletet I-T-C komplexszel is elvégeztiik, annyiban eltérve a leirtaktdl, hogy a
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mintakhoz a spiegelmerekkel eléinkubalt szterptavidin donor és akceptor gydongyoket
adtunk egy lépésben, hogy egyszer(isitsik a mérési protokollt. A mérések hasonlo
eredményt mutattak mindkét spiegelmerparnal, a kontrollhoz viszonyitva
hozzavetélegesen hatszorosara nétt a lumineszcencia érték, jelezve, hogy spiegelmer
szendvicsek a cTnl-nek mind a monomer, mind a komplex formajat szelektiven
detektaljak (6.50. abra).
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6.50. abra cTnl és I-T-C szelektiv kimutatasa spiegelmer szendviccsel.
A troponinmentes szérumhoz viszonyitott lumineszcenciandvekedés cTnl és sTnl
monomer- (A) és I|-T-C- (B) tartalmu mintdkban A hibasavok harom mérés
sztenderd hibajat jeldlik [293].

Miutan a cTnl C-termindlisara szelektalt spiegelmerek alkalmazhatosagat
igazoltuk, részletesebb karakterizalasukba kezdtlink, melynek keretében BME-s
egyuttmikoédé partneriink meghatarozta a spiegelmer-troponin komplexek disszociacios
allandojat. A mérések kivitelezéséhez az extravidinnel boritott csipre csdppentették az
A6 és C6 spiegelmereket, majd a felllete felett valtozé koncentracidoban aramoltattak az
[-T-C komplexet (nem bemutatott adat). A kisérleti eredményekbdl szamitott adatok
alapjan mindkét spiegelmer Kp értéke a nanomol alatti tartomanyba esett, az A6 és C6
esetében rendre ~540 és ~305 pM-nak adodott. Ezek az értékek még alacsonyabbak,
mint a B10 esetében mértek, de megjegyzendd, hogy az ott latott disszociacios allandé
meghatarozasa soran cTnl monomer kerdlt alkalmazasra, igy a két kilénb6z6 epitdpra
szelektalt spiegelmerek célfehérjéjik iranti affinitasa ezen adatok alapjan nem
Osszevethetd. Mindenesetre az megallapithatd, hogy a masodik spiegelmerszelekcionk
is kiemelkedd affinitassal rendelkezd spiegelmereket eredményezett.

Miutdn bizonyitottuk a spiegelmerek szelektivitdsat, igazoltuk szendvics
rendszerben val6 alkalmazhatésagukat, és meghataroztuk a spiegelmer-célfehérje
disszociacios allandojat, azt is megvizsgaltuk, mennyiben alkalmas a spiegelmer
szendvics a cTnl koncentracidjanak meghatarozasara. Kisérleti elrendezésiink
megegyezett a cTnl monomer detektalasakor ismertetettel, és méréseinket az in vitro
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transzlaciéval termelt, rekombinans cTnl-vel szelekcids pufferben és higitott szérumban
egyarant Kkiviteleztik. A kapott lumineszcenciaintenzitas adatok mind a szelekcios
pufferben, mind a szérumban linearisan valtoztak a cTnl-koncentracioval, mig a
10 nM-os sTnl-elegyekben a mért érték megegyezett a hattérnél latottakkal (6.51. abra).
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6.51. abra AlphalISA szendvics lumineszcencia intenzitasanak valtozasa a cTnl
koncentraciojanak fliggvényében szelekcios pufferben (A), illetve
higitott szérumban (B).
R?=0,9945, illetve 0,9843 értéknek adddott (A), illetve (B) esetében. A hibasavok
harom mérés sztenderd hibajat jel6lik [293].

A dolgozat legutdobbi harom fejezetének eredményei igazoltak, hogy a
spiegelmerekre tekinthetlink Ugy, mint potencialis diagnosztikai receptorokra.
Bemutattuk, hogy a célfehérje racionalisan megvalasztott epitopjara kivitelezett SELEX a
fehérjét szelektiven felismer6 spiegelmereket eredményezhet. Kidolgoztunk két eljarast,
melyek segitségével koltséghatékonyan és gyorsan azonosithaték a legkedvezdbb
paraméterekkel rendelkezd spiegelmerek, és amint a meghatarozott Ky értékek igazoljak,
az ily modon szelektalt spiegelmerek célmolekulajuk irant nagyobb affinitast mutatnak,
mint a rutinszerien alkalmazott antitestek. Végil bizonyitottuk, hogy a spiegelmerparok
szendvics elrendezésben a diagnosztika egyik legkomplexebb matrixaban, a
vérszérumban is alkalmazhaték a cTnl koncentraciéjanak meghatarozasara. Habar a
koncentracidmeghatarozas szelektivitas tekintetében megfelelt az elvarasoknak — l1évén
a legkdzelebbi fehérje homologgal, az sTnl-vel a hattérnek megfelelé lumineszcencia
jelet adott — érzékenységében tdbb nagysagrenddel elmaradt a napjaink cTnl
diagnosztikajaban elfogadhat6tol. Ugyanezzel a problémaval szembesiltiink az antitest-
spiegelmer elrendezésnél is, és az elért detekcids limit mindkét esetben hasonldan
alakult. A cTnl viszonylag magas kimutathatésagi hatarara két magyarazat is szolgalhat.
Egyrészt, a homogén rendszerek altalanosagban kevésbé érzékenyek, mint a mosasi
Iépések beiktatasaval kivitelezett mérési eljarasok, mivel a mosasok soran szignifikansan
csokkenthetd a hattér. Ennek a magyarazatnak azonban ellentmond az a tény, hogy a
kereskedelmi forgalomban elérhet6, a cTnl-koncentraci6 meghatarozasara alkalmas
AlphaLISA készlet kimutatasi hatara 4,7 pg/ml (Human cardiac Troponin | Kit, Perkin
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Elmer). Mindemelett a Siemens altal forgalmazott, diagnosztikai alkalmazasra is
jovahagyott, az ALPHA-val tulajdonképpen megegyez6 rendszeren (Luminescent
oxygen channeling assay (LOCI)) elért érzékenység is a néhany pg/ml-es tartomanyba
esik (Dimension EXL és Dimension Vista Cardiac Troponin | Assay). Ezeket az
érzékenységeket minden bizonnyal hosszas és koltséges optimalizalassal sikertilt
megvaldsitani, ugyanis ismert, hogy a homogén rendszerek rendkivil érzékenyek a
puffer 6sszetételére, a receptorok és gydngydk koncentracidjara, sét mi tdbb az egyes
komponensek hozzdadasanak sorrendjére is [294]. E megfontolasok alapjan
feltételezhetd, hogy tovabbi, kiterjedtebb optimalizacios kisérletekkel a spiegelmer
szendvics alkalmazasaval is az ellenagyagoknal latottakhoz hasonld kimutatasi hatar
érhetd el, az ilyen iranyu fejlesztések azonban tulmutatnak egy alapkutatassal foglalkozo
laboratorium keretein, és hacsak nem nyilvanulnak meg egy gyakorlatban is rutinszerden
alkalmazott rendszerben, akkor a fejlesztésre forditott idé és kdltségek nem allnak
aranyban a hasznossaggal.

Mindazonaltal, egyetemi és ipari partnereinkkel folyamatban van olyan
mikrofluidikai csatornakban immobilizalt, illetve fluoreszcens gybéngydkhdz kapcsolt
aptamereken és spiegelmereken alapuld diagnosztikai rendszerek fejlesztése, melyek
érzékenysége varakozasaink szerint elérhetik a napjaink diagnosztikajaban elvart
tartomanyt, lehetbvé téve ezaltal az ellenanyagoknal tdbb szempontbdl is kedvezébb
tulajdonsagokkal rendelkezé aptamerek tovabbi gyakorlati alkalmazasat.
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7. Osszefoglalas

Az aptamerek elsd leirasa idestova harminc éve jelent meg, a bennik rejlé
lehetéségek gyakorlatban torténd kiaknazasa azonban még kezdeti stadiumaban van.
Vilagszerte minddssze mintegy tucatnyi biotechnoldgia vallalat foglalkozik az aptamerek
szelekcidjaval és fejlesztésével, a kereskedelmi forgalomban elérhet6, aptamereken
alapulo diagnosztikai rendszerek szama ennél is alacsonyabb, klinikai alkalmazasig pedig
minddssze egyetlen aptamer jutott el napjainkig. Mindezen tények azt a benyomast
kelthetik, hogy az aptamerek felfedezésének csak elméleti jelentdsége van, kdzvetlen
gyakorlatban toérténé felhasznalasuk nem varhato, vizsgalatuk és alkalmazasuk a
kutatolaboratoriumok falain beltl marad.

Tény, hogy az aptamerekkel kapcsolatos publikaciok szama exponencialisan né,
és az elmult tiz évben rendszeresen évente tébb mint ezer, e tématertlettel foglalkozo
koézlemény jelenik meg; ugyanakkor ezzel 6sszevetve valdban elenyészének tlinik a
diagnosztikaban, illetve terapiaban alkalmazott aptamerek szama, ami azonban csaloka
képet adhat gyakorlati jelentéségikre vonatkozoan. Jelenleg, tébbségében kilénbdzé
tumorok, illetve hemosztazis-zavarok kezelésére kifejlesztett hét aptamer és harom
spiegelmer van kilénbdz6 klinikai fazisban. Megjegyzendd, hogy mindkét, harmas fazisu
vizsgalatba kerllt aptamer szelekcidjat és in vitro, valamint in vivo hatasvizsgalatat
hozzavet6legesen husz éve végezték el. Ez a kétévtizedes, gyogyszerjeldlttdl-klinikai
fazisig terjedd atfutasi idé6 mintegy kétszerese a monoklonalis ellenanyagbdl kiindulé
gyogyszerfejlesztésnél szokdsosnak. A jelent6s kilonbség egyik legfontosabb tényezéje
minden bizonnyal az aptameralapu gyogyszerek fejlesztésére kidolgozott protokollok,
analitikai modszerek hiadnya, igy joggal feltételezhetd, hogy az aptamerek gydgyaszati
alkalmazasanak elterjedésével egyiitt szignifikdnsan csokken az ilyen tipusu terapias
szerek elballitasi ideje.

Az aptamerek diagnosztikai alkalmazasa felemas képet mutat, ugyanis a piacon
csak néhany teszt érhet6 el, de ezek egyike, a Somalogic csipje tdbb mint hétezer
fehérje koncentracidjanak egylttes meghatarozasara alkalmas. Ez utobbi platform jol
illusztralja az aptamereken alapuldé diagnosztika potencidljat, ugyanakkor a vallalat
Uzletpolitikajanak kovetkeztében némiképp hatraltathatja is az ilyen iranyu fejlesztéseket.
Amint korabban olvashattuk, a SomaLogic sem a csipen talalhatd, fehérjékre szelektiv
aptamereket, sem a platformot nem teszi elérhetévé, kizardlag a hozza eljutatott mintakat
analizélja, majd az eredményeket értékeli. Ez a hatalmas technoldgiai félény elriaszthatja
az aptamer-alapu diagnosztikai fejlesztéseken dolgozd versenytarsak potencialis
befektetbit.

Az aptamerek elterjedtebb alkalmazasat nem csak a piaci koérilmények
hatraltatjak, tovabbi tényezdként megemlitendék a nem megfelel6 koriltekintéssel
kivitelezett aptamer szelekcios és -karakterizacidés kisérletek nyoman sziletett
kdzlemények, valamint az aptamerek ellenanyaganaldgkeént torténé alkalmazasa. Habar
folyamatosan csdkken6 szamban, de mind a mai napig jelennek meg olyan publikaciok,
amelyekben az aptamerek idedlis pufferekben térténd szelekcidjat és hasonlo
kordlmények k6zott, egyetlen modszerrel kivitelezett karakterizalasat ismertetik. Ez a fajta
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megkozelités gyakorlati jelentéséggel csak igen ritkan bird aptamereket eredményez,
ugyanis az oligonukleotidok térszerkezete érzékeny az oldat Gsszetételére, igy nem
meglep6, hogy az ily modon szelektalt aptamerek altalaban a gyakorlati felhasznalasuk
soran funkciojukat vesztik. Feltételezhetd, hogy szamos kutatot és fejlesztét az ily modon
el6éallitott aptamerekkel kapott kiabrandité eredmények forditottak el az aptamerekkel
kapcsolatos munkaktol.

Az aptamerek annyiban hasonlithatok az ellenanyagokhoz, hogy azokkal
Osszevethetd — sok esetben még jobb — szelektivitdst és affinitdst mutatnak
célmolekulajuk irant, ezzel azonban a két molekula kdzétti hasonldsagok ki is mertiltek.
Az aptamerek alkalmazasa soran rendkivil fontos szem el6tt tartani, hogy az
ellenanyagokat hasznalé rendszerek nem konvertalhatok aptamer-alapuakka az
ellenanyagok egyszer( aptamerrel t6rténé helyettesitésével. A két receptor molekula
teliesen mas kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik, igy az ellenanyagokat hasznalo
metodikdk felhasznalasa soran gyljtétt tapasztalatok legjobb esetben is csak
iranymutatok lehetnek, de valdjaban az aptamereken nyugvo rendszerek teljesen uj, az
ellenanyagoknal alkalmazottaktdl gyokeresen eltéré modszerek fejlesztését igénylik.

Kutatécsoportunk munkajaval elsGsorban az aptamerek szelekcidja és
karakterizalasa soran felmerllé nehézségekre kivant megoldast nydjtani, mig az
aptamerek gyakorlati alkalmazasahoz szikséges moddszertani fejlesztések féként
egyetemi és ipari egylttmikddd partnereink laboratériumaiban kerilnek kivitelezésre. A
klasszikus SELEX eljaras megfelel6 mennyiségben és tisztasagban rendelkezésre allo
célmolekulat feltételez, mely elvarasnak fehérje biomarkerekre kivitelezett aptamer
szelekcio esetében nem kézenfekvé feladat eleget tenni. Az eukariota fehérjék eléallitasa
az altalanossagban hasznalt prokariota rendszerekben gyakran rendkivil kériilményesen,
vagy egyaltalan nem megvalosithatd. Erre a problémara kinal megoldast a buzacsira
fehérjekivonaton nyugvo in vitro transzlacidos rendszer, ugyanis alkalmazasaval az
aptamerek szelekciéjahoz sziikséges ug-os nagysagrendld fehérjemennyiségek gyorsan,
egyszerlen és koltséghatékonyan allithatok elé. Az els6 in vitro transzlacios kisérleteink
sikerei a rendszer tovabbfejlesztésére inspiraltak minket. Fejlesztéseink nyoman olyan
vektorok jottek létre, melyek lehetévé teszik a kivant fehérjéket kddold konstrukciok
gyors létrehozasat, a vektorcsalad tagjaival pedig nyolc kildénbdzd jel6ld cimke
alkalmazasa valik elérhetévé. A kialakitott vektorok létjogosultsagat jol igazolja, hogy
alkalmazasukkal — azon tul, hogy aptamer szelekcios kisérleteink fehérjeigényét
biztositottuk — szamos fehérje funkcidjanak felderitéséhez is hozzajarultunk.

Az aptamerek szelekciojat és karakterizalasat kdzvetlenll segitd fejlesztéseink a
DNS egyszalusitasara, az aptamerijeloltek egyszer( karakterizalasara és a szelekcio
sikerratajanak ndvelésére kivantak megoldast nyujtani. A hagyomanyos aszimmetrikus
PCR moddszer ujragondolasaval kidolgoztunk egy olyan eljarast, amely jelentds fals
termék keletkezése nélkil képes nagy mennyiségl egyszalu DNS szintézisére, és
mindemellett a komplex mintakat templatként hasznalé reakcidkban sem maodositja
érdemben a kiindulasi kényvtar szekvenciadsszetételét. A PBA-PCR kombinalva a
laboratériumunkban optimalizalt, aptamer-fehérje kdlcsdnhatas vizsgalatara kifejlesztett
ALPHA moddszerrel alkalmasnak bizonyult nagyszamu aptamerjeldlt szlirésére, igy
nagymeértékben segitheti a legigéretesebb paraméterekkel rendelkezd aptamerek
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azonositasat. Az irodalmi adatok alapjan az aptamer szelekcio sikerét szignifikansan
noveli az aminosavszerU oldallancokkal rendelkezd, modositott nukleotidok alkalmazasa,
mely megfigyelés fényében laboratériumunkban egy indol-csoporttal rendelkezd uracil
felhasznalasanak bevezetése mellett dontéttink. A  dolgozatban ismertetett
eredményeink bemutatjak, hogy a megfeleléen megvalasztott hdstabil DNS polimeraz
alkalmazasaval a modositott nukleotid hatékonyan beépitheté az oligonukleotidokba.
Jelenleg az ily modon létrehozott aptamerkdnyvtarral, RSV-re kivitelezett szelekcio
nyoman kapott aptamerek altal a virus fert6zéképességére kifejtett hatast vizsgaljuk
egyuttmikoédé partnereinkkel.

A metodikai fejlesztésekkel parhuzamosan valtozatos célmolekulakra
szelektaltunk aptamereket, és bizonyitottuk, hogy a megfelel6 koriltekintéssel kivitelezett
SELEX gyakorlati jelentéséggel biré aptamereket eredményezhet. Az ochratoxin A-ra
specifikus aptamereinkkel olyan mikrofluidikai, illetve LFT rendszereket fejlesztettek,
amelyek valés mintakban, az elvart kimutatasi hatar alatti koncentracioknal is képesek
voltak a mikotoxin kimutatasara. A virusokat felismeré aptamereink hasonloképpen
igazoltak széleskori alkalmazhatdésagukat. Az ASPV-szelektiv aptamereinkrél igazoltuk,
hogy western és dot blotban, valamint az ELISA-ban érzékenység tekintetében nem csak
helyettesithetik, de felll is muljak a vizsgalt ellenanyagot. A felséléguti virusfert6zések
egyik gyakori agensének az RSV-nek a kimutatasara sikeresen alkalmaztuk a teljes
virusra szelektalt aptamereinket. Az ALPHA rendszerben receptorként hasznalt
aptamerek lehet6évé tették az RSV klinikailag relevans koncentracioban, garatkenetet
tartalmazo mintakban térténd szelektiv kimutatasat. A cTnl fehérje két jol elhatarolt
epitopjahoz kotédo spiegelmerek is alkalmasak voltak a célfehérjéjik vérplazma-tartalmu
oldatban térténé kimutatasara. Megjegyzendd, hogy a spiegelmereken alapuld mérési
elrendezéseink kimutatasi hatarai nagysagrendekkel elmaradtak a klinikai gyakorlatban
alkalmazott teszteknél lathatoknal, a viszonylag alacsony érzékenység azonban
valoszinlsithetéen nem a spiegelmerek inherens tulajdonsagaibol adodik. Az izolalt
spiegelmerek szelektivitasa kiemelkedd, a kdzeli homolég sTnl-vel sem mutatnak
keresztreaktivitast, disszociaciés konstansunk pedig szignifikans alacsonyabb a
diagnosztikai tesztekben alkalmazott ellenanyagokénal. Ezek az eredmények
alatamasztjak azt a korabbiakban targyalt metodolégiai nehézséget, miszerint az
aptamereken alapulé mérési rendszerek hosszas, egyedi optimalizalast igényelnek, és
ennek id6- és koltségigénye alapkutatassal foglalkozé laboratériumokban nem biztositott.

Az aptamerek hosszu éveken keresztil szinte kizarolag egy szlik kutatoi kor
érdeklédését keltették fel, gyakorlati jelentéséget nem tulajdonitottak nekik, és sok
esetben kétkedéssel fogadtak, hogy barmilyen tekintettben alternativai lehetnek az
ellenanyagoknak. Ez a szemlélet, ha lassan is, de valtozasnak indult az utébbi évtizedben,
és a piaci varakozasok is az aptamerek teranosztikai térhéditasat prognosztizaljak.
Kutatécsoportunk tdbb mint masfél évtizedes munkajaval ehhez a térhoditashoz és az
aptamerek hazankban térténé meghonositasahoz kivant hozzajarulni, reményeink szerint
némi sikerrel.
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10. Fliggelék

1. A dolgozatban targyalt aptamer és spiegelmerek szekvenciai

BS | AAGCCCCGTACCAAAGAAGGTCAGGTGTCT

F6 | AAGCCCCGTACCAAAGAAGGTCAGGTGTCT

D10 | TAAGAGGCAGACAGTAAGAACAACTACCTT

D12 | TAAGAGGCAGACAGTAAGAACAACTACCTT

H8 | AGTGCGGTGAG CCGTCGGAC  ATACAAATAC

E6 AC CCGTCGGAC TCGGCCATAAATTAAAGGC

Ell TCATTAGGTGA GTGTCCGTTCT ACACTATA

E10 GTGTCCGTTCT TATTGGCGGCTCCCAATGT
B10 TCCATATCG TTTAGCGTACGG TGGCAGTCT
F10 A TTTAGCGTACTG CCAACCATCAGGCGCCA

H5 | TCGCCGTCCTGATCAGTAGCAGCCAGAACG

1. tablazat. Részletesen tanulmanyozott RSV szelektiv aptamerek nukleinsav-
szekvenciaja. A megegyez6 motivumok vastag betlvel kiemelve.

Kéd Szekvencia Képia szam
A4 AGTGCAGGCTGAGTGGGTGGGTGGGTGGTGTGGCCACGTT 32
E6 GACAAGACTACCTCGCTAGTACTACTCATTCTATTCCGAT 2
C5 GAGGTGAGTGTGTGTGGGTGGGTGGGTGGTTAATGATCGT 2
G 3 GATGCAGGTCGATATGTATATCGTACTTATCTGTTACGTT 2
C11 GGTGCAGGGTTGGTGGGTGGGGGGGTGGTGTGGCCACGTT 2
E10 AAACATACCGTAACGTATTAATTTCACTGACAATTCTTCC 1
H 9 AACCAACATGCATCCCGACAATCATTATTCACCATTCATC 1
F10 AACCCATGAGTGCATGATTGTGTCTAACCTTAGTACGAAT 1
D2 ACCGTGTCGCAACCTCCCTCATGTATCCTACTCACCATCC 1
E11 ACGGCGCCACACCACCCAGGGTGGGTGGTGTGGCCACGTT 1
B9 AGCGAGTGGAGGTGGGTGGGTGGGTGGTGTATGGAGTGA

E7 AGGGAGAGTTAGTACCACATCTGGTGTATTGTGTTGCATC

C1 0 AGGTGAAGTGCGGCAATACGCGTATGATATATCTCTTCGT

A9 AGTGCAGCATACATATCTCAACTACATTTCTCACTCCGCA

G 1 2 AGTGTAGTAGGTAATATGAGTGTGCCATGGAGGGGAGGT

86 AGTTGATGCTGGTCATTACATGCCACCATACCATGAGGTA

C6 ATCGTACGGAGGGTGGGTGGGTGGTGTATGAGTGGAGGTC

B2 ATCTGCAATGACTATTGCATCATTTATCCCCTCTTACCTC

E4 ATGATGCAGTAAAGTGTACTGGGGCATGTGTGTGGCGGTT

C7 ATGCGTGGTGATACATATTCTTTTCGTGTTTACATTGTAT

D7 ATGCTGCGGTATGAGTAGTGCATACTATACGTTTCTCGTT

F7 GACGAGGAATGATGTGTACCGTATGGAGTGGAACTGCATT
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A6 GATGAATCGACCCTACCCATTACATCATCGTTGACAGCT
H4 GATGACAATGGTGTCATGATGTACATAATGTAGTTCTCGT
C2 GATGATATGTTGCGCTTTATTGTCTCTAACTAATGGTGAC
B10 GATGCACTTGACGTATGTCTCACTTTCTTTTCATTGACAT
F12 GATGCCGGAGTGGGTGGGTGGGTGGTGGTGAGGAGACAGG
H2 GATGCGTACATGAATTCTATCACATCATTGTATATTCGTT
D1 GATGTAATGCGTGTTCCTCTGCTGAAGGTGCAACCTAGCT
E9 GATGTACACTCACCGAAGAACTACCTTGCCGTATGCTATT
D5 GATGTAGGTGTTGTACCCATATGCTTGTTGTTCGTTCGTT
E3 GATGTGGTAAATGAATGTGTTTCGGAGCTGAGGTGCAGGT
H11 GATGTGTAAGGATTATCTAACCTTACATGTATCATTCGTT
B12 GCATCCACGATCAAACGTTGATACACTTTCTCTCATCACT
H1 GGTGATGGCAAGTGTAGTTTATACGTTAGTAACGTGATGT
F6 GGTGCAGGATTACATTAATGGATTACAGTTGATTTTCGTA
A5 GGTGGAAGCACACGTACACCCTAGATACAGGACGACCGTT
C1 GGTGGTGGTGGTACGGTGCTAATGAGGGAAGGAGGGGGAT
G4 GGTGTGGGTGGGTGGGAGGTGAGGTTGGGACAGTGGGGGT
D4 GTGATCATATCGTGCACTATCACAGGTATGTTGCGGCGAT
D12 GTTGTGGTAGAGCTAGGGGTTGGACGGAACATATTAGTGT
G1 TATGTAGGCCATGCACTACCACCTTATTTACCGTGTAACT
F8 TGCCCACGCTTTAACGTAGCATACTGTATCACATTTCCTT
C9 TGTGCATGTTAGTCCGGTGTAGATAGTTGGGTGTTGGGTT
A2r AGTGGGTGGGTGGGTGGTCGGGTAGGGAGAGC

E1r ACACACCCGCAGAGTATCGTAATTACGAATTTACACC

C4r GACACGTCGCGTTAGTAACATTGGTATACATGACCGT

2. tablazat. A cTnl N-terminalis epitopjara szelektalt spiegelmerek nukleinsav-
szekvenciaja. A karakterizalt spiegelmerek kiemelve.

A6 5-CAG TGA GTG ATG GTG AGG GCT TAG TTC GCC GCT CAT GCC GAA TCT CCT GTA TAA ATA
CCCACACTGTCC ATACACG-3

C6 5-CAG TGA GTG ATG GTG AGG GTG AAT CGG TGT CGA CTA TTA AAT TAA GTT GTG GTT GTT
CCC ACA CTG TCC ATA CAC G-3’

C6 short 5-TG AAT CGG TGT CGA CTA TTA AAT TAA GTT GTG GTT GTT-3

3. tablazat. A szendvics vizsgalatokban hasznalt cTnl C-terminalisara szelektiv
spiegelmerek nukelinsav-szekvenciaja.
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Koszonetnyilvanitas

Napjaink tudomanya egyre kevésbé szol az egyszemélyes felfedezésekrél, szinte
minden eredmény mogott kutatok sokasaganak szoros egyittmikddése és munkaja all.
A dolgozatban bemutatott munkakra is messzemendéen igaz ez a kijelentés, az egyiitt
gondolkozasban, a kisérletek kivitelezésében és a kdzlemények irasdban mintegy szaz
kutato és hallgato vett részt. Mindannyijukat megilletné a névszerinti felsorolas, de jelen
keretek kozott 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 csoportjaban toltott éveim rendkivil meghatarozok voltak, az ott
latott elmélyllt tudas, széles metodikai repertoar lelkesedéssel és segitékészséggel
egészlilt ki. Ez az id6szak életre sz6l6 motivacioval és baratsagokkal ajandékozott meg.
Az ottani munkatarsaim kozil Magyar Zoltant szeretném kiemelni, aki amellett, hogy
tapasztalt kutatoként megismertetett a molekularis biolégiai modszerekkel, kézeli baratta
valt, munkakapcsolatunk és baratsagunk azoéta is toretlen.

Bdgre Laszlo frissen alakulé kutatocsoportjaban tolthettem angliai posztdoktori
éveimet. Laci azonnal valédi posztdoktorként kezelt, bevont a laboratériumalapitas koérli
és oktatasi teenddkbe, igy amellett, hogy tovabb bdvithettem metodikai tudasomat, a
labormenedzsmentbe és a molekularis bioldgiai oktatasba is betekinthettem. A szakmai
fejlodésem tamogatasan tul, Laci segitségére minden tekintetben szamithattam és
szamithatok.

Hazakdltézésemkor Salgoé Andras alkalmazasommal nem csak nekem, de velem
egyltt az aptamereknek is bizalmat szavazott. Az altalam javasolt projekt a tanszék
kutatasi tertletétél tavol allt, ennek ellenére tanszékvezetdként laboratériumot biztositott
a munka beinditasahoz, és segitett a hallgatok toborzasaban.

Yaeta Endo nagy szeretettel fogadott intézetében, és nyiltan megosztotta velem az in
vitro transzlaciéval kapcsolatos apro triikkoket. A nala tett latogatasom adott lendliletet
az in vitro transzlacioval kapcsolatos kutatasainknak.

A BME-n oIttt éveim alatt alakult ki Gyurcsanyi E. Roberttel rendkiviil szoros,
termékeny és azéta is tartd munkakapcsolatom. Robival szamtalan inspirald
megbeszélést folytattunk, és a laboratériumaban sziletett eredmények elengedhetetlen
részét képzik az aptamerekkel kapcsolatos publikacidink dént6 részének.

Mandl Jbzsef csoportjdhoz valé csatlakozasommal egy pezsgd kutatoi
kozdsségbe kerlltem, és minden segitséget megkaptam aptamerekkel kapcsolatos
munkaim folytatasdhoz. Az & tamogatasanak eredményeként valtott fokozatot
aptamerkutatasunk, és fordult egyértelmiien a klinikai alkalmazasok iranyaba. Tanar Ur
is azon munkatarsaim kdzé tartozik, akinek tanacsara és segitségére nem csak szakmai,
de emberi kérdésekben is mindig szamithatok.
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Banhegyi Gabor és Keszler Gergely intézetvezetésége alatt is maradt a kutatasi
témaim és személyem toretlen tamogatasa, ezen idészakban valtak jobban lathatéva az
aptamerekkel kapcsolatos eredményeink.

Jelenlegi intézetvezetdmmel, Csala Mikléssal - neki koszénhetéen - a
Semmelweis Egyetemhez valé csatlakozasom elsé pillanatatdl kezdve kozeli viszony
alakult ki. Miklés — habar én vagyok az id6sebb — egyfajta mentoromma valt, tanacsokkal
latott el és batoritott. Jelen dolgozat megsziiletésében is eléviilhetetlen érdemei vannak.
Kapcsolatunk messze tulmutat egy szakmai viszonyon, Miklés életem talan legnehezebb
helyzetében is folyamatosan mellettem allt.

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

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

Talan nem egy tudomanyos dolgozatban kell a csalddunk irant érzett halat
kimutatni, ezt a legbdélcsebb a mindennapi tetteinkkel megtenni, de mégis szeretném
ebben a formaban is elmondani, mennyire kdszéndm. Szlileimnek, testvéremnek, hogy
mindig segitettek térekvéseimben, kiiléndsen anyunak, aki akkor is hit bennem, kiallt
értem, amikor arra nem voltam érdemes. Csodalatos gyerekeimnek, Lilinek és Balazsnak,
akik nalam felnéttebben viselkedtek és tamogattak a csaladi krizis soran, és nagyszeru
emberekké valtak. Eni nagyinak, akire masodik anyamként tekinthetek. Végére hagytam
azt, aki leginkabb mindennapjaim része, életem parjat, Beat, mert nem is tudom, hogy
lehetne megk&szdnni, amit értem tett és tesz. igérem, igyekezni fogok.
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