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Bevezetés

Az aptamerek jellemzése

A diagnosztikai eljardsok dontd része egy adott fehérje specifikus detektdldsan, illetve annak
mennyiségi meghatarozasan alapul. Az ilyen iranya vizsgalatok torténhetnek enzimaktivitas
méréssel -amennyiben a fehérje Karakterisztikus enzimaktivitassal rendelkezik- vagy
kozvetleniil a fehérje mennyiségének meghatarozasaval. Az utdbbi eljarasok alapjat altalaban
a fehérjéhez nagy specifitassal és affinitassal kotddd receptor molekuldk adjak. Napjaink
legelterjedtebben alkalmazott receptor molekulai az ellenanyagok, azonban mintegy 20 éve
megjelentek a fehérjéket, kismolekulakat szelektiven felismeré oligonukleotidok, az un.
aptamerek. Az elmult idészakban végzett vizsgalatok igazoltdk, hogy az aptamerek receptor
molekulaként szamos esetben kivalthatjak, illetve felillmulhatjak az ellenanyagokat.

Az in vitro szelekcionak ¢és eldallitasnak koszonhetdéen az aptamerek igéretes
szintetikus receptor molekuldk. Eldallitisuk nem igényel ¢él6 4llatot, sejtvonalat, igy
elméletileg barmilyen toxikus vagy alacsony immunogenitdsu célmolekulara szelektilhato
aptamer. Réadasul a szelekcié koriilményei viszonylag szabadon valaszthatdéak, ugy
alakithatoak, hogy optimalisak legyenek a késobbi in vitro diagnosztikai meghatarozasokhoz,
melyek koriilményei sok esetben tdvol allnak a fiziologids viszonyoktol. A szelektalt
aptamerek nukleotid szekvencidja pontosan ismert, igy kémiai szintézissel barmikor nagy
tisztasagban reprodukalhatoak. Az aptamerek kémiai szerkezete egyszerlibb, mérete pedig
kisebb az antitestekénél, ennek ellenére affinitdsuk €s specifitdsuk is igen nagy lehet, a
disszociacidés konstansuk az antitestekhez hasonléan puM-pM tartoméanyba esik. A
foszfodiészter kotéseknek, és a denaturacidt kovetd regenerdlhatdosdguknak kdszonhetéen
hosszll tdvon stabilabbak, a hdmérsékletvaltozasra kevésbé érzékenyek, mint az antitestek.
Nukleinsavak lévén konnyen, iranyithatdan modosithatoak kiilonb6z6 funkcios csoportokkal
vagy jelold molekuldkkal. Az aptamerek tovabbi eldnyds tulajdonsdgai, hogy szemben az
ellenanyagokkal a szervezetbe juttatva nem valtanak ki immunvalaszt, ezért terapids célokra
is alkalmazhatéak, egyszertien eldallithatd oligonukleotid ellenszeriikkel (komplementer

szekvenciajukkal) pedig terapias hatasuk fel is fiiggesztheto.



SELEX —az aptamer szelekcié folyamata

A SELEX egy olyan iterativ modszer, amelyben az in vitro szelekcids és amplifikacios
Iépések valtjak egymast. A tipikus SELEX modszer kiinduldsi alapja egy kémiai uton
szintetizalt random oligonukleotid konyvtar, amely altaldban 10™-10%°-féle kiilonbozé
oligonukleotidbol all és felépitését tekintve egy 20-80 nukleotid hosszisagu random szakaszt
fog kozre két, 18-21 nukleotid hosszisagi primer kotd régid, amelyek segitségével
elvégezhetoek az amplifikacios 1épések. A konyvtarbol a darwini szelekciohoz hasonldan,
szelekcios nyomas hatdsara viszonylag kisszamu, optimalizalt szerkezeti elemekkel
rendelkezd szekvencidhoz lehet jutni. Az oligonukleotid konyvtarbol a nagy affinitassal
rendelkez6 szekvenciakat a szelekcio soran alkalmazott célmolekulahoz kotik, elvalasztjak
Oket a nem kotédott szekvencidktol, majd amplifikaljak. Az igy nyert, célmolekula-kotd
képességét tekintve feldusitott oligonukleotid konyvtarat hasznaljadk a kovetkez6 SELEX
ciklusban. Az iterativ mddszer eredményeként az eredeti random oligonukleotid kdnyvtar
viszonylag kevés, a célmolekuldhoz nagy affinitassal és specifitassal kapcsolodo szekvenciara
redukalodik (1. abra). Egy sikeres aptamer szelekcid altalaban 5-15 ciklusbol all, az utolso
SELEX ciklusban a kotoképesség alapjan feldusitott oligonukleotidok, azaz aptamerek
bazissorrendjét szekvenaldssal hatarozzak meg, és a szekvencidk Osszehasonlitdo analizise
alapjan kivalasztjak a leggyakrabban eléforduld vagy hasonld szerkezeti elemmel rendelkezd
szekvencidkat. A kivalasztott szekvencidkat ezutan kotdképesség, affinitds és specifikussag
szempontjabol jellemezik. A SELEX modszer alkalmazasaval aminosav enantiomerekre
szelektiv aptamereket izolaltak, és sok aptamer esetében a monoklonalis antitestekéhez
hasonlo affinitast értek el (Kg=10"1-10" M).

1990-6ta sokféle célmolekulara szelektaltak aptamereket, tobbek kozott szervetlen
anyagokra, szerves kismolekuldkra, peptidekre, fehérjékre, szénhidratokra és
antibiotikumokra. A SELEX eljaras egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy egy meghatarozott
célmolekuldn tal célmolekulak keverékére, vagy akéar teljes sejtekre, szovetekre,

baktériumokra és virusokra is alkalmazhato.
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1. abra: A SELEX folyamatabraja.

Az aptamer-célmolekula kdlcsonhatas jellemzése

Az aptamer-célmolekula kotodést a szerkezet pontos illeszkedése, hidrogén hidak kialakulasa,
aromas gylirik kozotti, elektrosztatikus és van der Waals kolcsonhatasok, illetve ezek
kombindcioja segiti eld. Az aptamerek tobbsége a célmolekula kotésekor adaptiv konformécio
valtozéassal nyeri el stabil masodlagos szerkezetét, szabad 4allapotban pedig rendezetlen
szerkezetll. Kis molekuldkkal torténd kolcsonhatasok esetében a meghatarozott térbeli
szerkezetbe hajtogatddas egy zsebszerti kotOhelyet alakit ki, ily modon az aptamer a
célmolekulat teljesen beborithatja. Ezzel szemben a nagyobb molekuldkon, mint példaul a
fehérjéken, az aptamer illeszkedik a célmolekuldhoz. Egyes nukleotidok kozvetleniil a
célmolekuldhoz kotddnek, mig mas nukleotidok a kotd nukleotidok pontos térbeli
elhelyezkedésében jatszanak fontos szerepet.

A leggyakoribb szerkezeti elemek a hajti, a pszeudo-csomé vagy az ugynevezett
quadruplexek lehetnek. A nagy guanozin tartalmu szekvencidkra jellemzd négyszalu
struktarakban, a quadruplexekben négy guanin egy G-kvartettet alkot a Hoogsteen féle
bazisparosodas alapjan. Egy quadruplexben altaldban két vagy harom G-kvartett fordul eld, és
a szerkezetet koordinativan kotott kalium- vagy natriumion tovabb stabilizalhatja a guaninok
karbonil csoportjainak a kvartett kozéppontja felé koordinalasaval. A féleg DNS

aptamerekben el6forduld quadruplex struktara sokkal stabilabb az egyszeriibb szerkezeti



elemeknél. Valoszinlsitik, hogy a G-quadruplex az aptamer stabil szerkezeti alapjat
szolgaltatja, és az Osszekotd hurkokban taldlhaté nukleotidok feleldsek a célmolekula

kotéséért.

Az Apple Stem Pitting Virus (ASPV) jellemzése

A Foveavirusok nemzetségébe, a Flexiviridae csaladba tartozo ASPV az alma és korte
iiltetvényeket karositja. A tiinetek kozé tartoznak a szarrészek és torzs fas szovetének
g0drosodése, a levelek pondorodése, a novény allapotanak altalanos romlasa. A virus
vilagszerte elterjedt és kereskedelmi kulturdkat is gyakran megfert6z, amely azonban latens,
tiinetmentes maradhat. A kiilonb6z6 ASPV izoldtumok vizsgalata alapjan tobb szekvencia
varians létezik. A virus legfébb fehérje komponense a 48 kDa molekulatomegii burokfehérje,
amely 64,8-89,6% kozotti homologiat mutat a kiillonboz6 torzsek kozott.

Az érzékeny indikator ndvényekre torténd atoltas mellett az ASPV detektalasara a
nukleinsav alapu meghatarozasi modszerek terjedtek el, mint az RT-PCR és a fluoreszcens
hibridizacidés proban alapuldé meghatarozas, amelyek érzékenyek, azonban nagy mintaszam
vizsgalatara a koriilményes minta elOkészités és nagy hibalehetdség kovetkeztében nem
megfeleléek. A kdzelmultban eldallitott monoklonalis antitestekkel Kifejlesztett DAS-ELISA
modszer alkalmas a fertdzott novényi kivonatok detektalasara, és lehetové teszi nagyszamu

mintak elemzését, de gyakran félrevezetd eredményeket ad.

Ceélkituzeések

A molekularis diagnosztikai eszk6zok egyre novekvd jelentdséggel birnak a
virusdetektalasban, a gyakorlatban azonban tovabbra is az antitest alapu, enzim-kapcsolt
immunologiai meghatarozasokat részesitik eldnyben. Ennek megfeleléen az ASP virus
kimutatasara is 1étrehoztak monoklonalis ellenanyagot, és alkalmazasaval kifejlesztettek egy
ELISA készletet. A Iétrehozott eljaras azonban nem alkalmas a kiilonbozé6 ASPV
izolatumokbdl szarmazo burokfehérjék megkiilonboztetésére, kimutatdsi hatdra alacsony és
gyakran félrevezetd eredményeket ad. Az elmult évtizedben az aptamerekrdl bebizonyosodott,
hogy szamos alkalmazasi teriileten megfeleld alternativai lehetnek az antitesteknek. A

kontraszelekcios 1épések beiktatasaval, megfeleléen szelektalt aptamerek nagy specifitasuk



révén elméletileg képesek ra, hogy felismerjék az egyes ASPV izoldtumokra jellemzo
burokfehérjéket, igy alkalmasak lehetnek virusdiagnosztikai modszerek fejlesztésére.

A fent emlitett szempontoknak megfeleléen foglalom 6ssze a munkank soran kitiizott
célokat:

e Az aptamerek szelekcigjahoz sziikséges két ASPV izolatumra jellemz6 burokfehérje
(MT32 ¢és PSA-H) eldallitasa bakteridlis fehérjetultermeld rendszerrel, majd a
rekombinans burokfehérjék tisztitasa affinitds kromatografias gyanta alkalmazasaval.

e Olyan a burokfehérjére specifikus aptamerek szelekcioja, amelyek képesek a két
nagyfokt homoldgiat mutatd fehérje megkiilonboztetésére, igy alkalmasak lehetnek a
genotipusok meghatarozasara.

o A szelektalt aptamerek kotoképességének jellemzése.

e Az aptamerek gyakorlati alkalmazhatosdganak vizsgalata és felhaszndldsa virus-

diagnosztikai modszerekben antitest helyettesitd molekuldkként.

Modszerek

ASPYV burokfehérjék tultermelése és tisztitasa bakterialis expresszios rendszerben

A pDEST17::MT32 és pDEST17::PSA-H vektorokkal transzformalt BL21(DE3)pLysS
bakterialis sejteket 500-500 ml folyékony LB taptalajba oltottuk, és addig novesztettiik, mig a
szuszpenziok optikai denzitasa 600 nm-en elérte a 0,5-0s értéket. Ezt kdvetden a bakteridlis
at, majd a szuszpenziot lecentrifugaltuk. A bakterialis csapadékot feltaro pufferben (10 mM
Na;HPO4, 2 mM KH,PO,, 2,7 mM KCI, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, 0,1% Triton X-
100, Proteaz Inhibitor Koktél, pH 7,5) felszuszpendaltuk, majd szonikalassal feltartuk. A
feltart szuszpenziot ujra centrifugaltuk, majd a feliiliszobol nikkelion-aktivalt affinitas
kromatografids gyantaval tisztitottuk a 6xHis-jelolt rekombinans burokfehérjéket. A tisztitas

1épéseit SDS-PAGE modszerrel ellendriztiik.

Burokfehérje-specifikus aptamerek szelekcioja

A 10" -féle DNS szekvenciabol 4llo konyvtarban talalhaté szekvenciak két 18 nukleotid
hosszusagu primer koto részt és egy 40 random nukleotidbol allo szakaszt tartalmaznak. A

szelekciot SELEX modszerrel, 15 ciklus elvégzésével kiviteleztiik. A szelekcidhoz kortilbeliil



300 pmol PSAH, vagy MT32 fehérjét tartalmazd Ni-NTA HisBind agaréz affinitas
kromatografias gyantaval inkubaltuk a DNS konyvtarat tartalmazé oldatot. Az inkubalas
leteltével a gyengén vagy nem kotddott DNS szekvencidkat mosassal tavolitottuk el. A
fehérjét és az ahhoz kotdédott aptamereket 500 mM imidazolt tartalmazoé oldattal elualtuk a
gyantarol, és templatként a PCR elegyhez adtuk, majd modositatlan forward és biotinilalt
reverz primerrel amplifikaltuk. A keletkezett PCR terméket agardz gélelektroforézissel
ellendriztiik, majd Reacti-Bind sztreptavidin-moédositott, nagy kotéképességli mikrotiter talca
1-1 cellajaban inkubaltuk. A biotint nem tartalmaz6 DNS szalakat ezutan 100 mM-os NaOH
oldattal eludltuk, és az oldat pH-jat visszaallitottuk 7,5-re. Az igy eldallitott elegyet
hasznaltuk fel a SELEX kovetkezé ciklusdhoz. A szelekcido tovabbi ciklusait azonos
koriilmények kozott, csokkend fehérjemennyiséggel végeztiik. A 2-9. ciklusban 150 pmol-t, a
10-15. ciklusban 100 pmol proteint hasznaltunk fel a szelekcidhoz, hogy ndveljik az
erdsebben kotddod szekvencidk aranyat. A szelektalt aptamerek specifikussaganak novelésére
a 3., 6., 9., ciklus utan kontraszelekcios 1épéseket is beiktattunk a SELEX folyamataba. A
legutolsé ciklusban a PCR-hez biotin-mentes reverz primert alkalmaztunk, és a keletkezett
terméket T/A klonozassal p-GEM-T-easy vektorba inszertaltunk. A ligalasi elegyet DH5a
kompetens E. coli sejtekbe transzformaltuk. A felnétt telepekbdl 20-20 darabot kolonia PCR-
rel ellendriztiink, és a pozitiv kolonidk nukleinsav szekvencidjat meghataroztuk. Az aptamer

szekvenciadkat Clone Manager program Align alkalmazéasaval 6sszehasonlitottuk.

Western-blot

20-20 pg fehérje tartalmu indukalt bakteridlis kivonatot SDS-PAGE segitségével
elvalasztottunk, majd félszaraz-blot alkalmazasaval nitrocellul6z membranra transzferaltunk.
A membrant eldszor Protein-Free blokkold pufferben, majd 50 pmol biotinilalt aptamert
tartalmazé PBS-ben inkubaltuk. Ezutan haromszor mostuk, majd 1:2000 higitott
Extravidinnel konjugalt HRP oldattal inkubaltuk, és Gijra mostuk haromszor. A mosasi 1épések
utan ECL keverékkel inkubéltuk a membrant, és a keletkezé kemilumineszcens jelet filmen

detektaltuk.

Dot-Blot

Két kisérletet végeztiink, az egyikben a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd anti-ASPV

IgG monoklondlis antitest virusfelismerd képességét vetettiik 0Ossze a Dbiotinilalt



aptamerekével. Ekkor 15 pg fehérjetartalma ASPV pozitiv és negativ ndvényi kivonatot
cseppentettiink nitrocellul6z membranokra egy-egy pontba. A pontok szaradasa utan Protein-
Free blokkolo pufferben inkubdltuk a membranokat, majd 1:1000 higitast anti-ASPV 19G
oldattal vagy 25 pmol/ml biotinilalt MT32 vagy biotinilalt PSAH aptamert tartalmazo6 oldattal
inkubaltuk a membranokat. Az anti-ASPV IgG-t 1:5000 higitasi torma peroxidaz (HRP)-
konjugélt anti-egér antitesttel kapcsoltuk, a biotinilalt aptamereket pedig 1:2000 higitott
Extravidinnel konjugalt HRP oldattal. A madasodik dot-blot kisérletben 100 ng total
fehérjetartalmu, kereskedelmi forgalomban kaphaté ASPV, ACLSV és ApMV pozitiv
novényi kivonatokat cseppentettiink nitrocellul6z membranra, és a membranokat 25 pmol/ml

biotinilalt MT32 vagy PSAH aptamert tartalmazé oldattal inkubaltuk.

ELISA és ELONA

Kereskedelmi forgalomban beszerezhet6 ASPV detektald készlet segitségével a gyartd
protokollja szerint elvégeztik az ELISA kisérletet. Az anti-ASPV IgG monoklonalis
antitesttel bevont mikrotiter talca cellait ASPV pozitiv és negativ, illetve kétszer, négyszer,
hatszor higitott ASPV pozitiv kontroll névényi kivonattal inkubaltuk. A mikrotiter talcat
mosasi 1épés utan, 1: 1000 higitasu alkalikus foszfataz (AP)-konjugalt anti-ASPV IgG-vel
inkubaltuk. Ujabb mosasi 1épést kovetSen hozzaadtuk a pNPP szubsztrat oldatot, és 30 °C-on,
405 nm-en fotométerrel meghataroztuk az abszorbanciakat.

Az ELISA Kkisérlettel parhuzamosan elvégeztiink egy ELONA kisérletet is. A kisérlet
1épéser megegyeztek, kivéve, hogy a konjugalt antitest helyett 100 pmol biotinildlt PSAH
aptamert tartalmazo oldattal inkubaltuk a mikrotiter talcat, majd a mosasi 1épést kdvetden
1:5000 higitast AP-konjugalt ExtrAvidinnel kapcsoltuk a mikrotiter talcara kotédott
aptamereket. Az ezt kovetd mosasi 1épések és a jel detektalasa is megegyezett az ELISA-nal

leirtakkal és egy idoben zajlott, hogy az eredmények Osszevethetdek legyenek.

ASPYV virus burokfehérjék detektalasa DOS-ELONA modszerrel

Az altalunk alkalmazott maleimid-aktivalt mikrotiter talca cellait kovalensen modositottuk
koté pufferben (PBS, 10 mM EDTA, 0,05% Tween-20, pH 7,2) higitott 50 pmol tiol-
modositott MT32 aptamerrel. Mosasi 1épést kovetéen a mikrotiter talcat Protein-Free
blokkolé pufferrel inkubaltuk. Az igy el6készitett cellakba bakteridlis total kivonatot és

ugyanezt a kivonatot kiilonb6zé mennyiségii tisztitott PSAH fehérjével kiegészitve adtuk. Az



inkubalas utan a mikrotiter talcat moso pufferrel mostuk (PBS, 1ImM EDTA, 0,2% Tween-20,
pH 7,2), majd 50 pmol biotinilalt PSAH aptamert tartalmazé mos6 pufferrel inkubaltuk.
Harom mosasi 1épést kovetden 1:5000 higitasi AP-konjugalt ExtrAvidinnel inkubaltuk a
mikrotiter talcat, majd tovabbi mosasi Iépéseket kovetéen pNPP szubsztrat oldattal inkubaltuk

a cellakat, és a szinvaltozast abszorbancia méréssel detektaltuk 405 nm-en.

ASPYV virus partikulumok detektalasa DOS-ELONA modszerrel

A virus partikulumok detektalasara a novényi kivonatokbdl szarmazo hattér miatt mas
kapcsolasi modszerre volt szlikség. NucleoLink plate mikrotiter talca aktivalt feliiletére 10
pmol/cella 5° foszfatcsoport és TTTTT 6sszekotd modositassal szintetizalt MT32 aptamert
kovalensen kapcsoltunk a gyartd protokollja szerint. Ezutan 0,1 pg/ml dIdC-t tartalmazo 5%-
os BSA oldattal blokkoltuk a mikrotiter talcat. A blokkolés utan a celladkba 10 ng total fehérje
tartalmu virusmentes és ASPV, ACLSV vagy ApMV-fert6zott virusos novényi kivonatokat
pipettaztunk. Az inkubalas utdn haromszor mostuk a mikrotiter talcat, majd 10 pmol/cella
biotinilalt MT32 aptamert tartalmazo oldattal inkubaltuk a cellakat. A nem kotodott
aptamerek eltavolitdsira hdrom moséasi 1épést alkalmaztunk, majd 1:5000 higitasi AP-
konjugalt ExtrAvidin oldatot adtunk a mikrotiter talca cellaiba. A detektalas a fentebb

leirtaknak megfelelden tortént, abszorbancia méréssel.

Eredmények

A szelekcio soran alkalmazott burokfehérjék bemutatasa és 6sszehasonlito analizise

Az ASPV virus feliiletét beboritd burokfehérje tobb ezer kdpidban van jelen egy virus
részecskén, igy tobb aptamer kotddését teszi lehetdveé egy részecskéhez, €s a célmolekula a
virus nativ éllapotdban is hozzaférhet6. Mindezek kovetkeztében a virus burokfehérjék
detektalasa a novényi virusfertdzések kimutatasara alkalmas modszer.

Két ASPV-izolatum burokfehérjéinek, az MT32 ¢és PSA-H aminosav szekvencidit
Osszehasonlito analizisnek vetettiik ala, amely kimutatta, hogy a két fehérje kozel 81%-ban
azonos, a legkarakteresebb kiilonbség, hogy a PSA-H fehérje koriilbeliil 20 aminosavval
tobbet tartalmaz, mint az MT32 (2. abra).
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2. abra: Az ASPV-izolatumok (MT32és PSA-H) burokfehérjéinek dsszehasonlité analizise az aminosav

szekvencidk feltiintetésével. A kiemelés az azonos aminosavakat jeloli a szekvencidkban.

ASPV burokfehérjék tultermelése és tisztitisa bakteridlis expressziés rendszer

alkalmazasaval

Az altalunk alkalmazott aptamer szelekcids eljarashoz nagy tisztasagl, gyantan immobilizalt
célfehérjére volt szikkség, amit bakterialis fehérjettltermeld rendszerrel biztositottunk.

A megfelel6 IPTG koncentracio, indukciés homérséklet és id6tartam meghatarozasa
utan eldéallitottuk a rekombinans burokfehérjéket (3. dbra), amelyeket HisBind affinitas
kromatografids gyanta alkalmazaséaval tisztitottunk. A gyantahoz kotott fehérjék tisztasagarol
egyre intenzivebb mosasi Iépésekkel gondoskodtunk. Meghataroztuk a mos6d puffer
maximalis imidazol koncentracigjat (150 mM), amely hatékonyan tévolitja el a szennyezd
fehérjéket, de még nem okoz jelentds veszteséget a burokfehérje kitermelésben. A fehérjék

expresszidjat és a tisztitdsi lépéseket 10%-0S SDS-PAGE alkalmazasaval és Coomassie

festéssel ellendriztiik (4. abra, 5. abra).

M
-
70 — B
60 —
—> PSAH
50 — - —> MT32
40 — ..
30 — ..
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3. abra: Tultermelt burokfehérjék kimutatasa SDS-PAGE médszerrel. Molekulasuly marker (kDa) (M),
MT32-t (1) és PSAH-t (2) taltermeld 50 pg fehérjetartalma denaturalt bakterialis total fehérjekivonat, Coomassie
festéssel vizualizdlva. A megfeleld6 magassagban nyilakkal is jelzett intenzivebb savok a taltermelt

burokfehérjéket jelzik a gélen.

M 1 2 3

70—
60 —

50 s

40—

4. abra: MT32 burokfehérje tisztitasa His-Bind affinitas kromatografias gyanta alkalmazasaval. Az 50 ug
fehérjetartalmtl denaturalt bakterialis fehérjekivonatokat 10%-0s SDS-PAGE alkalmazasaval valasztottuk el, és
Coomassie festéssel vizualizaltuk. Molekulasuly markernek megfelel6 referencia pontok (kDa) (M),
Szonikalassal feltart MT32 fehérjét taltermeld bakteridlis kivonat centrifugalis felilaszo (1), MT32
burokfehérjét tultermelé bakteridlis fehérjekivonat affinitdas kromatografias gyantahoz kotve, a mosast
megel6zden (2), Affinitas kromatografias gyantahoz kotott fehérjék mosas utan (3). A mosasi 1épések hatasara a

tiszta burokfehérje a megfelel6 magassagban egy savot szolgaltatva jelenik meg a gélen.

M 1 2 3

T0) e
6() m—

50 e—

40— |

5. abra: PSA-H burokfehérje tisztitisa His-Bind affinitas kromatografias gyanta alkalmazasaval. Az 50 ug
fehérjetartalmu denaturalt bakterialis fehérjekivonatokat 10%-0s SDS-PAGE alkalmazasaval valasztottuk el, és
Coomassie festéssel vizualizaltuk. Molekulasily markernek megfelelé referencia pontok (kDa) (M), PSA-H
burokfehérjét taltermeld bakterialis fehérjekivonat affinitds kromatografidas gyantdhoz kotve, a mosast

megel6zden (1), Affinitas kromatografias gyantahoz kotott fehérjék 3x100 mM imidazol-PBS mosas utan (2),
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Affinitas kromatografids gyantdhoz kotott fehérjék a mosasi 1épések utan (3). A mosasi 1épések hatasara az
affinitds kromatografias gyantahoz nem specifikusan kotodott fehérjék nagyrészt eludlodnak, és a tiszta

burokfehérje a megfelel6 magassadgban egy savot szolgaltatva jelenik meg a gélen.

Burokfehérje-specifikus aptamerek szelekcidja

A tisztitott, 6xHis jel616 cimkével ellatott burokfehérjéket Ni-NTA His-Bind agar6z affinitas
kromatografids gyanta feliiletére kotottiik. A gyantan immobilizalt burokfehérjét a random
oligonukleotid konyvtarral inkubaltuk, amely ~10"-féle DNS szekvenciat tartalmazott. 15
szelekcios és harom kontraszelekciods ciklust kovetéen 20-20 virus burokfehérje-specifikus
egyszali DNS szekvenciat hatdroztunk meg klénozas €s szekvenalas segitségével. Az aptamer
szelekcid eredményeként nyert szekvencidk variabilis szakaszait 0sszehasonlitd analizisnek
vetettiik ala, amelyhez a Clone Manager programot alkalmaztuk (6. abra). Egyes szekvenciak
tobbszor is elofordultak, ezek koziil mindkét fehérje esetében a leggyakrabban eléfordulot

valasztottuk ki és szintetizaltattuk nagyobb mennyiségben a tovabbi kisérleteinkhez.

MT32 1-10 ———————— ggggtggtgggttctttttgtggtattggtgtggggggca———-
MT32 18-19 caggaatgcgtaaggtttggtgttggt-tggttatgctatg———-—-————-
MT32 20 @ —————————= tgaggtttggttttggt-tggtcag-ggatggaaggctgttc
MT32 21 —-——gcgatcgtgaggtttggtattggt-tggtcag—ggctcgcgg——————-
MT32 15-17  ————————— ccaaggtttggtogttggt-tggttggtgggtgtgcagctge——
MT32 11-14  —————— cccggatggtttggtc—tggt-tggaggagggggggtattgt—-
PSAH 20 -——acgtatcaaggttt-ggtattggttggtt-gtagcgtgttgg——-—-——
PSAH 21 --—gcca---—aggttt-ggtattggttggttggtggggag—-gggttat——--
PSAH 19 ——————— cttgaggttt-ggtgttggttggt-—caagggag-—g-—-ttgctgca
PSAH 18 ——gggccctggaggttt—ggtgttggttggt——gcagg——g——-g———-taagt——
PSAH 14-15 gtggcccaaagaggttt-ggtgttggttggt-—-gtttg-—-t--g———-tcc——-——-—-
PSAH 16-17  ———— gcggtaaggttt—ggttttggttggt——tatcgcga—-—ggtttaa————
PSAH 1-9 @ —————— agcaaggttt—-ggtgttggttggttgctggtttt——ggtttgge—-
PSAH 10-13  —-———- tgggctaggtgtcggggotggotggtgggttgtgtettga—————————

6. abra: 20-20 MT32-, és PSA-H-specifikus szekvencia 6sszehasonlité analizise. A vastagon jeldlt betiik a
QGRS Mapper programmal josolt G-quadruplex szerkezetet kialakito nukleotidokat jelolik, a sotétsziirke

kiemelés a szekvenciak kozotti szignifikans homoldgiat jeloli.

A burokfehérje-koto aptamerek prediktiv masodlagos szerkezete

A QGRS Mapper interneten elérhetd program alkalmazasaval megvizsgaltuk, a G-
quadruplexek eléfordulasanak lehetdségét a szekvencidkban. Minden aptameren beliil tobb
ilyen szakaszt talaltunk, a legvalosziniibb G-quadruplexet kialakitdo nukleotidokat vastag
betlivel jeloltiik az abran (6. abra). A burokfehérjékre specifikus aptamer szekvenciak koziil
kivalasztottuk a leggyakrabban el6forduldkat, és grafikusan is abrazoltuk a prediktiv

masodlagos szerkezetiiket (7. abra).
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7. abra: Az MT32 és PSA-H aptamer prediktiv masodlagos szerkezete a nukleotidok feltiintetésével.
A sziirke négyzetek a G-kvartetteket jeldlik.

Az aptamerek kotoképességének jellemzése feliileti plazmon rezonancia (SPR)

alkalmazasaval

A két leggyakrabban el6forduld szekvencidt SPR analizisnek vetettiik ald, hogy
meghatarozzuk a célmolekula kotéképességiiket. Az oligonukleotidok variabilis szakaszat a
3’-végen HS-(CH)s-TTTT 0sszekotd szakasszal szintetizaltattuk, és kozvetleniil egy arany
chip feliiletén immobilizaltuk. Az aptamerek és a tisztitott burokfehérjék kozotti affinitast
feliileti plazmon rezonanciaval (SPR) hataroztuk meg. Az aptamer-fehérje komplexek
disszociacios allandoit (Ky) az SPR-gorbék kinetikai analizisével szamitottuk ki. A PSA-H
aptamer disszocidcids konstansanak értéke két nagysagrenddel alacsonyabb volt a PSA-H
fehérjével (Kg=8,0x10"° M), mint az MT32-vel (Kg=2,9x10" M). Ezzel ellentétben az MT32
aptamer esetében csupan kis eltérést tapasztaltunk a két fehérje Ky értékében, igy az MT32
fehérjével Ks=5,5x10®° M, a PSA-H fehérjével pedig Ks=8,3x10° M értékeket hatdroztunk

meg.
Western-blot analizis
A szelektalt aptamerek specifikussdganak vizsgalatara Western-blot analizist végeztiink. A

tultermelt burokfehérjéket tartalmazd bakterialis total fehérjekivonatokat 10%-0s SDS-PAGE-

sel valasztottuk el, majd az altalunk optimalizalt protokoll szerint nitrocellul6z membranra
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blottoltuk, Protein Free blokkold oldattal kezeltiik, és biotin-jelolt burokfehérje-specifikus
aptamerekkel inkubdltuk. Az aptamerek kotddését ExtrAvidin-HRP kapcsoldsa utdin HRP-
katalizalt ECL reakcidoval detektaltuk. Az aptamerek specifikusan csak a denaturalt

burokfehérjékhez kotddtek (8. abra).

kDa
130 —

Sy et -3 PSAH
ot <, — MT32

8. abra: Az aptamerek specifitasanak igazolasa Western-blot analizissel. 20-20 ng/sav MT32 (A) és PSA-H
(B) burokfehérjét tultermeld total E. coli fehérjekivonatokat 10%-0s SDS-PAGE segitségével elvalasztottunk, és
nitrocelluléz membranra blottoltunk. A detektalast biotinilalt MT32 (1) és PSA-H (2) aptamerekkel, ExtrAvidin-
HRP kapcsolasaval és ECL reakcioval végeztiik. A denaturalt total bakterialis fehérjekivonatokbdl az aptamerek

specifikusan csak a burokfehérjékhez kotddtek. A nyilak a megfeleld magassagban jelzik a burokfehérjéket.

Dot-blot analizis

Az aptamerek specifitdsat nativ virusokkal is vizsgéaltuk, melynek soran dot-blot analizist
végeztiink virus fert6zott ndvények fehérjekivonataival. Kereskedelmi forgalomban
beszerezhetd Apple Mosaic Virus (ApMV), Apple Chlorotic Leaf Spot Virus (ACLSV) ¢és
Apple Stem Pitting Virus (ASPV) pozitiv ndvényi kivonatokat cseppentettiink nitrocelluldz
membranra, és a detektalast a Western-blot kisérletnél leirtak szerint kiviteleztiik. A nativ
virusfehérjéket tartalmazd membranon jol lathatéoan kimutattuk az ASPV-t mindkét aptamer

segitségével, mig nem kaptunk jelet az ACLSV-t és ApMV-t tartalmaz6 pontokban (9. abra).

A B

ACLSV APMV  ASPV ACLSV  APMV ASPV

9. dbra: Az aptamerek Dot-blot analizise ACLSV-, APMV- és ASPV-fertézott novényi kivonatokkal.
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100 ng fehérjét tartalmazd nativ, virusfertézott nodvényi fehérjekivonatokat nitrocelluléz membranra
cseppentettiink, majd biotin-jeldlt, MT32 (A) és PSA-H (B) specifikus aptamerekkel inkubaltunk. A detektalast
ExtrAvidin-HRP kapcsolasaval, és ECL reakcioval végeztiik.

A szelektalt aptamereink és a kereskedelmi forgalomban elérheté anti-ASPV 19G
antitest  alkalmazhatosdgat  dot-blot analizissel vetettiik 0ssze.  Specifikussaguk
Osszehasonlitasara nativ. ASPV-fertézott ¢és negativ  kontroll noévényi kivonatokat
cseppentettiink nitrocellul6z membranra, és biotin-jelolt aptamerekkel, vagy monoklonalis
anti-ASPV IgG antitesttel inkubaltuk. A detektalast HRP-konjugalt anti-egér antitest, illetve
ExtrAvidin-HRP kapcsolasaval és ECL reakcioval végeztik. Az eredmények alapjan az
aptamerek kortiilbeliil tizszer intenzivebb jelet szolgaltattak és specifikusan csak az ASPV-t

tartalmazo6 novényi kivonathoz kotédtek (10. abra).

10. abra: Az aptamerek és az anti-ASPV IgG o6sszehasonlito vizsgalata dot-blot analizissel. 15 pg/pont
virusfert6zott (+) és negativ kontroll (-) ndovényekbdl szarmazo fehérjekivonatokat nitrocelluloz membranra
cseppentettilk, majd a membrant az antitesttel (1), illetve MT32 (2) és PSA-H (3) biotin-jelolt aptamerrel
inkubaltuk. A detektalast HRP-konjugalt anti-egér antitest, illetve ExtrAvidin-HRP kapcsolasaval és ECL
reakcidval végeztiik. Az aptamerek joval intenzivebb jelet szolgaltattak az anti-ASPV 1gG-nél és nem kotddtek a

kontroll kivonatokhoz.

ASPV kimutatasa ELISA és ELONA modszerrel

A kereskedelmi forgalomban kaphato, ASPV detektalasra kifejlesztett készlet komponenseit
felhasznalva elvégeztiink egy dupla ellenanyag, mas néven szendvics ELISA meghatarozast.
Az anti-ASPV IgG ellenanyag burkolt talca cellait ASPV-fert6zott novényi fehérjekivonatok
kiilonbozd higitasaival (1x, 2x, 4x, 6x), illetve negativ kontroll kivonattal, majd AP-konjugalt
anti-ASPV IgG antitesttel inkubaltuk. Az ELONA meghatarozasnal az ELISA-nal leirtaknak
megfelelden jartunk el, de a felismerd antitestet biotinilalt PSA-H aptamerrel helyettesitettiik.
Az ELONA eljaras soran a kot6dé aptamerek detektalasara egy plusz, ExtrAvidin-AP-val

torténd inkubacids lépést iktattunk be. A kétféle modon eldkészitett talcdn azonos
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paraméterekkel, pNPP szubsztrat hozzaaddsaval és fotometriaval hataroztuk meg a
kapcsolodott AP mennyiségét (11. abra).

A két kisérlet eredményei alapjan az ELONA érzékenyebb modszernek bizonyult,
minden higitas esetén intenzivebb jelet szolgaltatott a megfeleld ELISA-val mért értékekhez
képest, igy a hatszoros higitasban mért érték is a mérési tartomanyba esett, mig az ELISA
modszerrel mar nem lehetett kiilonbséget tenni a négyszeres és hatszoros higitdsi mintdk

kozott.
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E=J ELONA
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11. abra: ASPV detektalasa ELISA és ELONA modszer alkalmazasaval. Az anti-ASPV IgG antitestet
mikrotiter tadlcan immobilizaltuk, majd az ASPV-pozitiv ndvényi kivonat kiilonbdz6 higitasaival, illetve negativ
kontroll kivonattal inkubaltuk. A detektalast AP-konjugalt anti-ASPV IgG vagy biotinilalt PSA-H aptamer és
Extravidin-AP kapcsolasaval, és pNPP szubsztrat hozzdadasaval végeztik. Az ELONA minden pontban

magasabb abszorbancia értékeket szolgaltatott, mint a megfelelé ELISA-val mért értékek.
ASPYV virus burokfehérjék detektalasa DOS-ELONA moddszerrel

A sikeres ellenanyag-aptamer kombinacios ELONA eljarast kovetéen azt vizsgaltuk, hogy
szelektiv aptamereink alkalmasak-e a virus burokfehérje ellenanyag hasznéalata nélkiili
detektalasara. Az 5’-végen tiol modositassal szintetizalt MT32 aptamerrel modositott, €s
blokkolt maleimid-aktivalt mikrotiter talca cellait kiilonb6z6 mennyiségii tisztitott PSA-H
fehérjét tartalmazd bakteridlis fehérjekivonattal inkubaltuk, és a mosasi 1épések elvégzése
utan biotinilalt PSA-H aptamert tartalmazo oldattal inkubaltuk. A detektalast ExtrAvidin-AP
¢s pNPP szubsztrat oldat hozzdadasaval végeztiik. A mért értékekre sztenderd negyedfokt
logisztikus egyenletet illesztettiink (R?=0,999) (12. abra).
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A kisérlet eredménye alapjan a PSA-H fehérje tisztdn aptamer alapu detektaladsa is
megoldhatd, antitest alkalmazasa nélkiil. Az alkalikus foszfatdzzal katalizalt reakcié akar 100
ng PSA-H protein kimutatdsara alkalmas mérhetd jelet szolgaltatott komplex bakterialis

matrixbol.
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12. abra: PSA-H burokfehérje koncentracio meghatarozasa DOS-ELONA médszerrel. A tiol-
modositott MT32 aptamerrel bevont mirotiter talcat killonb6z6 mennyiségiit PSA-H fehérjét tartalmazd
bakterialis kivonattal inkubaltuk. A detektalast biotinilalt PSA-H aptamer és ExtrAvidin-AP kapcsolasaval,
pNPP szubsztrattal végeztik. Az abszorbancia értékek harom mérés eredményének atlagai, a hattér
értékével korrigalva. Az aptamerekkel létrehozott szendvics tipusti meghatarozas alkalmas a PSA-H

burokfehérje kimutatasara komplex bakterialis matrixbol.

ASPYV virus partikulumok detektalasa DOS-ELONA modszerrel

Miutan igazoltuk, hogy a DOS-ELONA modszer alkalmas a virus burokfehérje mérésére, az
ASPV virus partikulumok detektalasara is kidolgoztunk egy eljarast. A foszforilalt és 5
timidin Osszekotdvel ellatott MT32 aptamert kovalensen kapcsoltuk az aktivalt NucleoLink
mikrotiter talca feliiletére. A szabad kotOhelyek inaktivaldsa utan dIdC-t tartalmazo BSA
oldattal blokkoltuk, majd 10 pg fehérjetartalmu virusmentes és ASPV-, ACLSV- vagy
ApMV-fert6zott novényi fehérjekivonatokkal inkubaltuk a cellakat. A detektalas biotin-jelolt
MT32 aptamer és ExtrAvidin-AP konjugatum kapcsolasaval, pNPP szubsztrat hozzdadéasaval
tortént. A fotometraldssal mért jelintenzitas az ASPV-fert6zott kivonat esetében koriilbeliil
haromszor nagyobb volt, mint az ApMV, ACLSV és a negativ kontroll esetében mért értékek
(13. abra). A kisérlet eredménye alapjan a DOS-ELONA specifikusan kimutatja az ASPV-
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fertézott kivonatot, és alkalmas teljes virusrészecskék megkotésére komplex novényi

matrixbol.

NN

T
Negativ
kontrol

13. abra: Virusdetektalas DOS-ELONA médszerrel névényi kivonatokbol. A mért jelintenzitas az ASPV-
fert6zott kivonat esetében koriilbeliil hAromszor nagyobb, mint az ApMV, ACLSV és a negativ kontroll esetében

mért értékek.

Kovetkeztetések

e Egy kordbban publikalt, affinitas kromatografids gyantan immobolizalt célfehérjéken
alapuld aptamer szelekcios modszer modositott valtozatat sikeresen alkalmaztuk
burokfehérje specifikus aptamerek szelekcidjara, amellyel igazoltuk, hogy az eljaras
altalanosan alkalmazhatd. A szelekcio sikerét bizonyitja, hogy az SPR analizis alapjan
az aptamerek nagy affinitasu kotést alakitanak ki a burokfehérjékkel. A disszociacios
konstansok értékei a mikro- és nanomoldris tartomédnyba esnek, igy affinitasuk
hasonl6 vagy magasabb, mint a kordbban, mas megkdzelitésekkel izolalt virus

specifikus aptamereké.

e A szelektalt aptamereket sikeresen alkalmaztuk a virusfertdzott novényi kivonatok
kimutatasara tobbféle diagnosztikai mddszer alkalmazasdval. Az aptamerek mind a
nativ, mind a denaturalt burokfehérjéket specifikusan felismerik, amit a dot-blot és
western-blot kisérletek eredményei tdmasztanak ald. Az aptamerek tehat alkalmasak a
klasszikus bioanalitikai modszerekben az antitestek helyettesitésére, amelyhez csupan

a kimutatasi modszer koriilményeinek optimalizalasara van sziikség.
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A szelektalt aptamereink egyik elényos tulajdonsagaként kiemelhetd, hogy a minta
elokészités valoszinlileg nem befolyasolja a fehérjén az aptamer kotddéséhez
szlikséges motivumok hozzaférhetdségét. Ez a megéllapitas arra alapozhato, hogy az
aptamereket tisztitott burokfehérjékre szelektaltuk, amelyeket nativ és denaturalt
allapotban is felismernek. Ezzel ellentétben az ASPV-specifikus antitest a denaturalt
fehérjéhez nem kotédik, igy valosziniisithetd, hogy az antitest altal felismert epitopok
hozzaférhetdsége fiigg a minta eldkészités folyamataitol, ami a gyakorlati felhasznalas

sordn negativ eredményhez vezethet.

Egy korabban publikalt, kevésbé elterjedt ELONA modszer mintdjara elvégzett
kisérletiink eredményei alapjan is kijelenthetd, hogy az aptamerek alkalmasak az
antitestek helyettesitésére, és komplex ndvényi matrixban nagy érzékenységii

viruskimutatast tesznek lehet6vé.

Legfontosabb eredményiink egy 1j, tisztdn aptamer alapu meghatarozasi modszer, a
DOS-ELONA fejlesztése, amellyel kikiiszoboltiik az eredeti ELONA modszer antitest
igényét, igy azok eldallitasabol és alkalmazasabol fakadd hétranyokat. A moddszer
csupan aptamerek alkalmazasaval lehetdvé teszi a burokfehérje koncentracidé pontos
meghatarozasat komplex, bakteridlis fehérjéket tartalmazé matrixbol is, és a

meghatarozas elvégezhetd egy altalanos felszereltségii laboratoriumban is.

Az altalunk kifejlesztett DOS-ELONA modszer alkalmas az ASPV-fertdzott ndoveényi
kivonatok kimutatdsara és érzékenysége feliilmilja az elérhetd ASPV-detektalo
ELISA moddszerét. Ebben a meghatarozasban kihasznaltuk a virus kapszid felépitését,
igy ugyanazt az aptamert alkalmazhattuk a virus részecskék kikotéséhez és
detektalashoz is, ami tovabb egyszerlisitette az analizist, és az aptamerek antitesteknél

kisebb mérete révén a jelintenzitas novekedését eredményezte.

Az aptamerek egyre népszerlibb felismeré molekuldk, ennek ellenére csak kevés
publikacidban szamolnak be olyan diagnosztikai alkalmazasokrdl, amelyekben komplex
matrixbol torténik a meghatarozas. Az altalunk bemutatott DOS-ELONA modszerek
alkalmasak komplex bakteridlis és novényi fehérjéket tartalmazo matrixbol is a burokfehérje

¢s a teljes virus meghatarozasara.
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