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1. Abrak jegyzéke

1. abra 4 SELEX folyamatabrdja.

2. abra Az oligonukleotidok lehetséges modositasai a nukledz rezisztencia

novelésere.
3. abra Aptamerek leggyakoribb masodlagos szerkezetei.
4. abra Négy guanin elrendezodése G-kvartett szerkezetben.
5. abra Aptamer-ellenszer kolcsonhatas semdja.

6. abra ASPV fertozés tiinetei az dtoltott novényi részeken.

7. abra Elektronmikroszkopos felvétel a gradiens centrifugaldssal tisztitott ASPV
részecskekrol.

8. abra Az ASPV felépitésének sematikus abrdja.

9. abra Az ASPV-izolatumok (MT32és PSA-H) burokfehérjéinek osszehasonlito

analizise az aminosav szekvencidk feltiintetésével.

10. abra Tultermelt burokfehérjék kimutatasa 10%-0s SDS-PAGE modszerrel.

11. abra MT32 burokfehérje tisztitasa His-Bind affinitas kromatografias gyanta
alkalmazasaval.

12. abra PSA-H burokfehérje tisztitasa His-Bind affinitas kromatogrdfias gyanta
alkalmazasaval.

13. abra 20-20 MT32-, és PSA-H-specifikus szekvencia osszehasonlito analizise.

14. abra Az MT32 aptamer prediktiv mdsodlagos szerkezete a nukleotidok
feltiintetésével.
15. abra A PSA-H aptamer prediktiv masodlagos szerkezete a nukleotidok
feltiintetésével.

16. abra Az aptamerek specifitasanak igazoldsa Western-blot analizissel.

17. abra Az aptamerek Dot-blot analizise ACLSV-, APMV- és ASPV-fertozott
novényi kivonatokkal.
18. abra Az aptamerek és az anti-ASPV IgG dsszehasonlito vizsgalata dot-blot

analizissel.

19. abra ASPV detektilasa ELISA és ELONA modszer alkalmazasaval.
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20. abra PSA-H burokfehérje koncentracio meghatarozasa DOS-ELONA
modszerrel.

21. abra Virusdetektalas DOS-ELONA modszerrel novényi kivonatokbol.

22. abra BL21(DE3)pLysS bakterialis fehérje tultermeld rendszer sematikus
abrdja.
23. abra 6 xHis jelolo cimke kotodése Ni-NTA agaroz affinitaskromatografias

gyantara.

2. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat SELEX tipusok.
2. tablazat Peldak aptamer szelekciora alkalmazott célmolekulakra a

disszocidcios konstansok (K ) feltiintetésével.
3. tablazat Aptamer hatoanyagu terapids szerek a klinikumban.

4. tablazat Virusspecifikus aptamerek.

5. tablazat Felhaszndlt anyagok a gyartok feltiintetésével.

6. tablazat A kisérletek sordn felhasznalt pufferek, oldatok az osszetétel
feltiintetésével.

7. tablazat A kisérletek soran alkalmazott aptamerek és primerek szekvencidi.

8. tablazat 10%-os poliakrilamid gél osszetétele SDS-PAGE-hez.
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3. Roviditések jegyzéke
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ELONA”

ECL ,,Enhanced Chemiluminescence”

EDC ,»1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimide methiodide”

EDTA Etilén-diamin-tetraacetat

elF3 »Bukaryotic Translation Initiation Factor 3”

ELISA ,»Enzyme-linked Immunosorbent Assay”

ELONA ,Enzyme Linked Oligonucleotide Assay”

EMSA »Electrophoretic Mobility Shift Assay”

FITC Fluoreszcein-izotiocianat

FMN Flavin-mononukleotid

HCV Hepeatitis C virus

HPLC ,,High Performance Liquid
Chromatography”

hTNF o ,,Human Tumor Necrosis Factor o’

IsG Immunoglobulin G

IPTG Izopropil-tiogalaktopiranozid

IRES ,Internal Ribosome Entry Site”

U ,,JInternational Unit”

HRP ,,Horseradish Peroxidase”

K4 . s
Disszociécios konstans

KOD polimeraz Thermococcus kodakaraensis polimeraz

LB Luria-Bertani

Lys Lizin

NF-IL6 ,Nuclear Factor of IL-6 Gene”

NF«xB »Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-
Enhancer of Activated B cells”

NMR ,Nuclear Magnetic Resonance”


http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosome
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NTA ,.Nitrilotriacetic Acid”

PBS ,Phosphate Buffered Saline”

PCR ,Polymerase Chain Reaction”

PDGF ,,Platelet-derived Growth Factor”

PEG Polietilén-glikol

pNPP p-Nitrofenil-foszfat

PO-dNTP »Phosphodiester oligodeoxynucleotides”

PS-dANTP »Phosphorothioate oligodeoxynucleotides”

PSPV »Pear Stony Pit Virus”

PVDF Polivinilidin-fluorid

PVYV ,,Pear Vein Yellows Virus”

RNS Ribonukleinsav

RSV Rous Sarcoma virus

RT Reverz transzkriptdz enzim

RT-PCR »Reverse transcription polymerase chain
reaction”

SARS-COV »Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus”

SDS Na-lauril-szulfat

SDS-PAGE Na-lauril-szulfat -Poliakrilamid-
Gélelektroforézis

SELEX »Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment”

SOB »super Optimal Broth”

SOC LwSuper Optimal broth with Catabolite
repression”
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Tat » I rans-Activator of Transcription”
TEMED Tetrametil-etiléndiamin
VACV Vaccinia vi
accinia virus
VEGF ,,Vascular Endothelial Growth Factor”
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4. Irodalmi hattér

4.1. Bevezetés

A genomikai kutatdsok segitségével megismerhettiik a fehérjéket kodold genetikai
informaciot, és ennek analizisével a fenotipusra jellemzd mutaciokat, mintazatokat
azonosithattunk. A gének ismerete dnmagaban azonban nem elegendd egy ¢€l6lény
aktualis allapotanak jellemzésére, mivel a gének és fehérjék kifejezddését szamtalan
folyamat, ¢és kornyezeti hatds szabalyozza. A proteomika eszkdzei az expresszalodo
fehérjék vizsgalatidval a szervezet aktudlis allapotarol nytjtanak informéciot, igy fontos
kiegészit6éi a genomikai és transzkriptomikai adatoknak. A koros elvéltozas hatdsara
kifejez6dé fehérjék fontos bioldgiai informaciét hordoznak, amelyet megismerve Uj
diagnosztikai, terapias vagy akar preventiv eszkozoket fejleszthetiink a gyogyaszatban.
A proteomika egyik nagy kihivdsat jelenti az 1j, patologids allapotokra jellemzd
biomarkerek azonositasa, és ezt kovetden rutinszerli kimutatasukra alkalmas eljarasok
kidolgozéasa. A humén proteom koriilbeliil htiiszezer fehérjét és ezek valtozatos hasitasi
€s poszttranszlacidos variansait foglalja magéaba, amelyek széles, a molaristol a
pikomolarisig  terjedd  koncentracidtartomanyban lehetnek  jelen. Mindezek
kovetkeztében a  proteomikai mérési modszereknek igen  érzékenyeknek,
specifikusaknak ¢és pontosaknak kell lennilik, igy a biomarkerek azonositisa és
kvantifikadlasa nagy technikai kihivast jelent. A legelterjedtebb fehérjeanalitikai
modszerek a tomegspektrometria, a kétdimenzids gélelektroforézis és az antitest alapt
technikak, melyek koziil az els6 kettd jelenleg nem alkalmas nagy ateresztoképességii
vizsgalatokra. A rutin diagnosztikai moddszerek koziil az antitest alaptiak a
legérzékenyebbek, a célmolekulahoz vald nagy affinitdsuknak kdszonhetden a fehérje
kimutatéasi hatdruk akar pM alatti tartoményban is lehet. Alkalmazéasukat azonban az in
vivo eléallitasbol fakadd tényezok, illetve kémiai, fizikai hatdsokra valo érzékenységiik
korlatozzak. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy nagy mintaszdmi proteomikai
vizsgalatokhoz olyan 1 receptor molekuldkra van sziikség, amelyek az antitestekhez
hasonléan nagy affinitdssal ¢és szelektivitdssal rendelkeznek, azonban gyorsan

eldallithatoak és az ellenanyagoknal kedvezdbb kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek.

11
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4.2. Az aptamerek felfedezése

Az aptamer kifejezés az aptus és meros, illeszkedés, illetve részecske jelentésii gorog
szavakbol szarmazik. Az elnevezés olyan rovid, egyszali DNS vagy RNS molekulakat
jelol, amelyek specifikus és komplex térbeli szerkezetiik kovetkeztében nagy affinitassal
kotddnek a célmolekulaikhoz. Az elsé aptamereket mintegy husz éve irtak le, és habar
napjainkra mar tobb mint ezer aptamer szekvencia ismert, a teriilet robbanasszera
fejlodése az utdbbi Ot évre tehetd, a kozelmultban megjelent publikaciok széma és
jelentésége alapjan pedig kijelenthetd, hogy ez minden bizonnyal még csak a kezdet.

1990-ben Tuerk és Gold egy olyan Uj moddszert irt le, amivel random
oligonukleotid konyvtarbol fehérje célmolekuldra szelektaltak erdsen és szelektiven
kotédé RNS aptamereket. Kisérletiik soran a Gp43 T4 DNS polimerazhoz kapcsolodo
RNS szekvencia nyolc nukleotid hosszusagu szakaszat randomizalva, egy ~65000
kiilonb6z6é oligonukleotidot tartalmazd konyvtarat hoztak létre, hogy ujabb, nagy
affinitdssal kotddd RNS szekvencidkat azonositsanak. A szelekcidhoz a fehérjét
nitrocellul6z membranon immobilizaltdk, és a teljes random RNS konyvtarral
kolcsonhatasba hoztdk. A kialakult polimeraz-RNS komplex oligonukleotidjait
amplifikaltdk, majd meghataroztdk Gp43 kotoképességiiket. Az inkubacids és
amplifikacios 1épések tobbszori ismétlését kovetden az eredeti szekvencia mellett egy
masik megegyezd affinitast, de négy nukleotidban eltéréd Gp43 specifikus szekvenciat
azonositottak. Munkajuk igazi jelentdségét az adja, hogy felismerték az eljaras altalanos
alkalmazhat6sagat, és nekik koszonhetd a modszer SELEX-nek (Systematic Evolution
of Ligands by Exponential enrichment) torténd elnevezése is (/).

Szinte teljesen egy idében két masik kutatd, Ellington és Szostak hasonld
szelekcids modszer alkalmazasaval, random RNS konyvtarbol kiindulva olyan stabil
térbeli szerkezettel rendelkezd szekvencidkat azonositottak, amelyek zsebszerii
kotohelyet alkotva képesek kismolekulaju festékek (Cibacron Blue, Reactive Blue 4)
specifikus megkotésére. A modszerben rejlé lehetdséget és annak 4ltaldnos
alkalmazhatdsagat ez a két szerzd is felismerte, és toliikk szarmazik a célmolekuldhoz
specifikusan kotddé oligonukleotidokra alkalmazott aptamer elnevezés (2). Két évvel

késObb ugyanez a szerzéparos azt is igazolta, hogy nem csak RNS molekulak

12
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funkcionalhatnak aptamerként, ugyanis random DNS konyvtarbol kiindulva is sikeresen
szelektaltak szerves festékekre specifikus aptamereket (3).

Az aptamerek szerkezetileg nagyon hasonldé molekulakat is megkiilonboztetnek,
és specifitasuk lehetové teszi, hogy kiilonbséget tegyenek kiralis molekulak
enantiomerjei kozott is (4, 5). Az aptamerek analitikai és diagnosztikai felhasznélasa
nagyon sokrétli lehet. Alkalmasak tobbek kozott fehérjék és kis molekulatomegli
anyagok elvalasztasara és tisztitasara. Ujfajta receptor molekulakként alkalmazhatoak
affinitas kromatografidban (6), affinitdson alapuld kapillaris elektroforézisben (7),

aramlésos citometridban (8) és kiilonbdzo bioszenzorokban is. (9, 10).

4.3. Antitestek és aptamerek osszehasonlitasa

Az aptamerekre elsdsorban, mint az ellenanyagok lehetséges alternativaira tekinthetiink,
igy érdemes Osszevetni a két molekula tipus elényOs és hatranyos tulajdonsagait. Az
antitestek fehérjék specifikus detektalasara torténd elsé alkalmazasa a mult szdzad
Otvenes éveire datalhato, ¢és az 1970-es évekre immunizalt allatok poliklonalis
szérumanak ilyen iranya felhaszndldsa mar rutinszerivé valt. Az immunologiai
modszereken alapul6 fehérje €s kismolekula detekcios modszerek fejlesztésének tovabbi
lendiiletet adott a monoklonalis antitestek nagy mennyiségli, reprodukélhato
eldallitasara lehetdséget teremtd hibridéma technologia megjelenése (/7). Habar ennek
a technoldgianak koszonhetden napjainkra elméletileg barmekkora antitestigényt ki
lehet elégiteni, valgjaban a megfeleld hibridoma sejtvonalak szelekcidja €s fenntartasa
1d6- és koltségigényes folyamat (72).

A monoklonalis ellenanyag termelés biztositja az azonos mindségli, homogén
antitestek folyamatos elérhetdségét, azonban in vivo jellegének kovetkeztében, nem
nyujt megoldast a toxikus illetve alacsony antigenitdsu anyagok elleni antitestek
eldallitasara. Az antitestek olyan, négy alegységbdl felépiild, nagyméretli, mintegy 150
kDa-os fehérjék, amelyek denaturacidjuk soran elvesztik funkcionalitasukat, igy csak a
fiziologias viszonyokhoz kozeli koriilmények kozott alkalmazhatoak, és tarolasuk is
nagy gondossagot igényel. Az ellenanyagok in vivo szelekcios folyamat eredményei,
ezért antigén kotddésiik kinetikai paraméterei nem valaszthatoak meg szabadon,

affinitadsuk a célmolekuldhoz nem szabalyozhat6. Az antitesteket allati eredetli sejtek

13
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termelik, ami terapias alkalmazasukat is megneheziti, mivel az emberi szervezetbe
juttatva immunvalaszt valthatnak ki (/3). Az elmult évtizedben az in vitro 1étrehozott,
tervezett antitestek és antitest fragmentumok feliilmualjak a hibridoma technologiaval
eldallitottakat, de ezek nagy mennyiségli eldallitasait még nem sikeriilt gazdasdgosan
megoldani (/4).

Az antitesteknél felsorolt problémak jelentds része kikiiszobolhetd, ha a
célmolekulék specifikus felismerésére és megkdtésére szintetikus receptor molekulékat
hozunk Iétre. Az in vitro szelekcidnak és eldallitdsnak koszonhetéen az aptamerek
igéretes szintetikus receptor molekuladk (75).

Az aptamerek elényeinek hatterében a szelekcidjuk in vitro jellege és kémiai
szerkezetiik all. Eldallitisuk nem igényel ¢él6 4allatot, sejtvonalat, igy elméletileg
barmilyen toxikus vagy alacsony immunogenitasu célmolekuléra szelektalhatd aptamer.
Raadasul a szelekcid koriilményei viszonylag szabadon valaszthatoak, tigy alakithatoak,
hogy optimélisak legyenek a késobbi in vitro diagnosztikai meghatarozasokhoz, melyek
koriilményei sok esetben tavol allnak a fiziologias viszonyoktdl. A szelektalt aptamerek
nukleotid szekvencidja pontosan ismert, igy kémiai szintézissel barmikor nagy
tisztasdgban reprodukalhatéak (/2). Az in vitro szelekcid tovabbi elénye, hogy
automatizalhat6, igy az aptamer eldallitasa nagyszamu célmolekulara is rovid 1don beliil
kivitelezhetd (16-19).

Az aptamerek kémiai szerkezete egyszerlibb, mérete pedig kisebb az
antitestekénél, ennek ellenére affinitasuk és specifitdisuk is igen nagy lehet, a
disszociacids konstansuk az antitestekhez hasonléan pM-pM tartomanyba esik (20). A
foszfodiészter kotéseknek, és a denaturaciot kovetd regeneralhatdésaguknak
koszonhetden hossza tavon stabilabbak, a hdmérsékletvaltozasra kevésbé érzékenyek,
mint az antitestek. Nukleinsavak [évén konnyen, irdnyithatban modosithatéak
kiilonboz6 funkcids csoportokkal vagy jel6l6 molekulakkal.

Az aptamerek tovabbi eldny0s tulajdonséagai, hogy szemben az ellenanyagokkal
a szervezetbe juttatva nem valtanak ki immunvalaszt, ezért terapias célokra is
alkalmazhatoak, egyszertien eldallithatd oligonukleotid ellenszeriikkel (komplementer
szekvenciajukkal) pedig terapids hatasuk fel is fliggeszthetd (27, 22). Az aptamerek a
sejtekbe 1s bejuttathatoak, igy alkalmasak Ilehetnek intracellularis célmolekulak

detektalasara, gatlasara (23) és sejtek vizualizalasara is.
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4.4. A SELEX folyamata

A SELEX egy iterativ modszer, amiben az in vitro szelekcids és amplifikacios 1épések
valtjak egymast. A tipikus SELEX mddszer kiindulasi alapja egy kémiai uton
szintetizalt random oligonukleotid konyvtar. Ez a konyvtar altalaban 10'°-10'°-féle
kiilonboz6 oligonukleotidbdl all és ebbdl a darwini szelekcidhoz hasonldan, szelekcios
nyomads hatasara viszonylag kisszamu, optimalizalt szerkezeti elemekkel rendelkezd
szekvenciahoz lehet jutni (24). Az oligonukleotid konyvtarbdl az affinitdssal rendelkez6
szekvenciak a szelekcid soran alkalmazott célmolekuldhoz kotodnek, elvalasztjak oket a
nem kotddott szekvencidktol, majd amplifikalasra keriilnek. Az igy nyert, célmolekula-
kotd képességét tekintve feldusitott oligonukleotid konyvtarat hasznaljak a kovetkezd
SELEX ciklusban. Az iterativ mdédszer eredményeként az eredeti random oligonukleotid
konyvtar viszonylag kevés szekvencidra redukalodik, amelyek a legnagyobb
affinitassal, és legspecifikusabban kotddnek a célmolekuldahoz (1. dbra). A SELEX
modszer alkalmazasaval sok aptamer esetében a monoklonalis antitestekéhez hasonld

affinitast értek el.
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1. abra: A SELEX folyamatabraja.

A SELEX modszer egyik legfontosabb lépése a nem kotodott szekvenciak
hatékony eltavolitisa a kotodottektdl. Ebben nyujt segitséget a célmolekula
immobilizalasa valamilyen hordozé matrix feliiletén, Ugymint mikrotiter talcan,
affinitas-tisztitd gyantdn, membranon vagy magneses gyongyokon. A kapcsolas
egyarant torténhet elsérendd, illetve masodrendii kémiai kotéseken keresztiil. Az egyik
legelterjedtebb immobilizaldsi modszer a jelolé cimkével (Ni**, biotin, GST stb.)
ellatott rekombinans fehérjék kapcsoldsa a megfelelé médon maddositott feliiletre (235).
Az affinitas-tisztitasra alkalmazhatd6 motivumot leggyakrabban sepharose vagy agar6z
gyongyok hordozzak (26). A megkozelités hatranya, hogy a technikailag kezelhetd
mennyiségli gyanta eldallitdsahoz nagyobb mennyiségli célmolekuldra van sziikség és a
szelekcid kivitelezése is koriilményesebb. A SELEX-et gyakran ultrafiltraldssal,
nitrocellul6z membran alkalmazasaval (27) oldjak meg, mivel a megfeleléen

kivéalasztott membranokhoz a fehérjék nem specifikusan kotddnek, a nukleinsavak
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viszont nem lépnek vele koOlcsonhatasba. Ennél a megkozelitésnél a fehérje tipusu
célmolekuléaval telitik a membrant, majd inkubaljak az oligonukleotid konyvtarral, és a
kotodott szekvencidkat a mosasi 1épések utan elualjak (7, 28, 29). A mddszer hatranya,
hogy nem alkalmazhat6 kisméretli célmolekuldk esetén. Az immobilizalds megoldhato
megfelelden modositott magneses hordozo6 részecskék feliiletén is (30-33). A modszer
elénye, hogy a szelekciohoz nagyon kis mennyiségli célmolekula is elegendd, és
alkalmazasukkal elhagyhatd a centrifugalés, szlirés €s mas elvalasztasi 1€pések, illetve
egyszeriien kezelhetok, moshatok magneses allvany segitségével. Nagy miiszerigényl
elvalasztasi technikdk is ismertek, amelyek lehetové teszik a kotd szekvencidk
feldusulasanak folyamatos megfigyelését. A feliileti plazmon rezonancids mérdeszkoz
(SPR) (34), az evaneszcens fény valtozasanak detektaldsaval képes a szenzorfeliileten
zajlo biomolekularis kolcsonhatdsok valds idejii vizsgéalatira. A szenzor chip-en
rogzitett human influenza A/Panama (H3N2) virusra szelektaltak ezzel a modszerrel
RNS aptamert (34). Az SPR-rel végzett szelekcio eldényei, hogy az immobilizalt
célmolekuldk 1jrahasznosithatoak, ¢€s informécid nyerhetd az oligonukleotidok
célmolekula kotdképességérol még a szelekeid folyamata kdzben is (25).

Ismertek olyan technikak is, amelyekkel a nem kotédé oligonukleotidok
elvalasztdsa megoldhatd a célmolekula immobilizalasa nélkiil. Ilyen moddszer a
kapillaris elektroforézis (CE SELEX) (35-37), az Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA) (38) és a centrifugalas (39).

A kapillaris elektroforézis soran a célmolekula nativ allapotban, szabadon van
jelen az oldatban, igy kizarhaté az immobilizaciobol fakadd szerkezetvaltozas. A
célmolekuldt a random oligonukleotid konyvtarral inkubaljdk, ekkor kialakul az
aptamerekkel alkotott komplex, amely a kapillarisban fesziiltségkiilonbség hatasara
elvalaszthatd a nem kotddott szekvencidktol. A mobilitasi kiilonbség alapjan torténd
elvalasztas utan, UV detektalas segitségével kiilon frakcioba gylijthetd az aptamer-
célmolekula komplex. A CE SELEX szdmos elényds tulajdonsaggal rendelkezik a tobbi
szeparacios technikdhoz viszonyitva. Ide sorolhatok a gyorsasag, az elvalasztas
hatékonysaga, a minimalis mintatérfogat és, hogy néhany kilodaltonos peptidekre is
alkalmazhat6é (40). A CE alkalmazasaval kevesebb, akdr néhany szelekcios ciklus
elvégzésével is nagy affinitast aptamerek nyerhetéek (35). A CE SELEX-hez hasonloan

az EMSA modszerben is a mobilitasi kiilonbséget hasznaljak ki, azzal az eltéréssel,
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hogy itt a méret €s toltés szerint, poliakrilamid gélben torténik az elvalasztds. A gélbol
az elvalasztas utan kivagjak a komplexet tartalmazo részt és a kovetkezd szelekcios
ciklusra kitisztitjak a célmolekuldhoz ko6todott oligonukleotidokat.

A SELEX célja a célmolekulat legnagyobb affinitassal és specifitassal kotd
szekvenciak izolalasa a random oligonukleotid konyvtarbol, ezért az egymast kovetd
1épések soran kiillonbozé megkdzelitésekkel fokozatosan novelik a szelekcids nyomast.
A kiinduléasi konyvtar elméletileg minden egyedi oligonukleotidot egyetlen kopiaban
tartalmaz, igy az egyes szekvencidk elvesztésének esélye az elsé szelekcios ciklusoknal
a legnagyobb. Ezt elkeriilendd, altaldban nagyobb célmolekula/oligonukleotid arannyal
kezdik a szelekciot, és a ciklusok soran a célmolekula mennyiségének fokozatos
csokkentésével dusitjak a nagy affinitdssal rendelkezd szekvencidkat (47). Hasonlo
logikat kovetve, az oligonukleotid-célmolekula inkubécios idé csokkentésével és az
egyre intenzivebb mosasi koriilményekkel is novelhetd a nagy affinitassal rendelkez6
oligonukleotidok szama. Ez utdbbi a gyakorlatban a mosasi id6 illetve a mos6 puffer
térfogatanak novelésével, valamint a puffer dsszetételének valtoztatasaval egyszeriien
kivitelezheto (42).

Az aptamerek nagyfoku specifitasat biztositjdk a SELEX ciklusok kozé
beiktathato negativ és kontraszelekcios (Counter SELEX) 1épések. A negativ szelekcids
Iépésben eliminaljak azokat a szekvencidkat, amelyek a szelekcid sordn alkalmazott
hordoz6 anyagokhoz és feliiletekhez nem specifikusan kotddnek (3), a kontraszelekcios
lépésben pedig a célmolekuldhoz szerkezetileg nagyon hasonlo analdgot alkalmaznak,
¢és az ehhez kotddo szekvencidkat elimindljak (4). A kontraszelekcios 1épések teremtik
meg a lehetdséget a nagyfoku homoldgiat mutatd fehérjékre vagy akar csak egyetlen
funkciés csoportban kiilonb6zd kismolekuldkra specifikus aptamerek eldallitasara.
Napjainkban egyre elterjedtebben alkalmazzdk ezt a megkozelitést sejtekre,
baktériumokra, virusokra specifikus aptamerek szelekcidjara. Ezekben az esetekben az
oligonukleotidot ko6td, tulajdonképpeni célmolekula a kiindulaskor ismeretlen. A
modszert tobbek kozott sikeresen hasznaltak glioma sejteket felismerd aptamerek
izolalasara. A kisérlet soran US7MG glioma sejtekkel inkubaltak az oligonukleotid
konyvtarat, a kontraszelekcids lépésekhez pedig a kevésbé malignans T98G glioma
sejteket hasznaltak, és a két sejtvonal megkiilonboztetésére képes aptamereket nyertek

(43) (12).
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A SELEX-ben a nem kotédott szekvencidk elimindlasat a kotodott
oligonukleotidok amplifikacidja koveti, amelyet megelézhet azok elucidgja a
célmolekuléarol, de ez nem feltétleniil sziikséges. Ha sor keriil r4, az elucios modszer
lehet denaturécio, ami torténhet hdvel (30) vagy vegyszer, példaul SDS, karbamid vagy
EDTA hozzéadasaval (28, 44, 45). Az amplifikacié célja, hogy csak a célmolekulahoz
kotodott szekvencidk sokszorozodjanak, és 1étrej6jjon egy kotoképesség szempontjabol
feldusitott oligonukleotid konyvtar. Az amplifikdcid soran modositasok is
bevezethetdek specialis primerek segitségével. Igy plusz funkciés csoportok
kapcsolhatok a DNS-hez detektaldshoz, immobilizaldshoz vagy méretndveléshez. A
DNS aptamerek (DNS SELEX) amplifikacios 1épése egyszeriibb, mivel ez csupan egy
PCR reakcidt jelent, amihez templatként elucid nélkiil kozvetleniil is alkalmazhato a
célmolekula-oligonukleotid  komplexe, akdr affinitds-kromatografias  gyantan
reverz transzkripcids lépésre van sziikség, majd az ebben szintetizdlodott cDNS-t 5’
veégén T7 promoterrel ellatott forward primerrel kell amplifikalni PCR segitségével.

Az oligonukleotid konyvtarak regeneralasahoz, a kovetkez6 SELEX ciklus
elvégzése elott sziikséges még az ugynevezett kondicionalasi 1€épés. RNS aptamerek
esetében ez in vitro transzkripcidt jelent T7 polimerazzal, és a szintetizalt RNS-ek
képezik az 0j konyvtarat. A DNS aptamerek esetében a PCR amplifikacid kétszalu
oligonukleotidokat eredményez, amibdl vissza kell nyerni a szelekcios lépésben
alkalmazott egyszalii szekvencidkat. A szadlak szepardlasdra tobb modszer is
alkalmazhat6, sok esetben ribozzal, hexaetilénglikollal és adeninekkel mddositjék, vagy
mas mddon megndvelik annak a szalnak a méretét, amire késObb mar nincs sziikség,
majd gélelektroforézissel, kihasznalva a méretkiilonbséget, elvalasztjak a kétféle szalat
(46-48). Egy masik megoldasban a biotinilalt szalat sztreptavidinnel modositott
valasztjak kiilon a szalakat (49). Tovabbi lehetdség az aszimmetrikus PCR, amelyben az
egyik primerbdl sokkal tobbet alkalmaznak, mint a masikbodl, és ezzel eltoljak a
termékképzddést a kivant szal termelésének irdnydba (50). Az egyik primer 5 végét
foszfat csoporttal is modosithatjak, majd a PCR-t kovetden a kétszala DNS-t fag A

endonukledzzal kezelik, ami csak a foszforilalt szalat hasitja (57).
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A szelekcid kezdetén a szekvencidk atlagos affinitdsa a ciklusok szadmaval
exponencialisan nd (29, 52, 53), majd egy bizonyos ciklusszam utan elér egy maximalis
értéket. Ezért a legbiztosabb moddszer a sziikséges ciklusszam meghatarozasara, a
szelektalt szekvenciak kotoképességének analizise egy-egy elvégzett szelekcids ciklus
utan (29). Ekkor a kotoképesség ,.telitddése” jelzi, hogy a szelekcid befejezddott. Egy
sikeres aptamer szelekci6 altalaban 5-15 ciklusbdl all, bar néhany esetben mar az els6
par szelekcios ciklus utdn megfigyelhetd a célmolekula-specifikus szekvenciak
felszaporodasa az oligonukleotid kdnyvtarban (28, 51, 54).

Az utolsé SELEX ciklusban a kotéképesség alapjan feldusitott oligonukleotidok,
azaz aptamerek bazissorrendjét szekvenaldssal hatdrozzak meg, és a szekvencidk
Osszehasonlitod analizise alapjan kivalasztjdk a leggyakrabban el6forduld vagy hasonld
szerkezeti elemmel rendelkezd szekvencidkat. A kivalasztott szekvencidkat ezutan
kotoképesség, affinitas és specifikussag szempontjabol jellemezik. A szekvenalas egyik
modja, hogy az utolsé ciklusban nyert szekvencidkat kloénozo vektorba illesztik,
baktériumokba klonozzdk, majd az egyedi, csak egyféle szekvenciat tartalmazo
koloniakat szekvenaljak. Ekkor altalaban 50 vagy ennél tobb kolonidt szekvenalnak és
analizalnak. Emellett ismertek nagy ateresztOképességii szekvenaldsi eljarasok is,
amikor az utolso ciklusban nyert 6sszes oligonukleotid bazissorrendjét meghatarozzak
(55). Ezzel a modszerrel szekvenalassal nyomon kovethetd az egyes szekvencidk
feldusulasa, kevesebb szelekcids ciklusra van sziikség, és nagyobb affinitdsu aptamerek
nyerheték (Kg=3 nM). A PDGF-BB novekedési faktorra specifikus aptamerek
szelekciojdhoz minddssze harom ciklust végeztek el, és az aptamerek affinitasa 3-8-
szorosa volt a hagyomanyos klonozassal szelektalt aptamerekéhez képest. Mindharom
ciklusban ~2-9x10° szekvenciahoz jutottak a Genome Analyzer II (Illumina) nagy
ateresztOképességli szekvenatorral, melyek koziil szoftveres kiértékeléssel valasztottdk
ki a leginkabb feldusult szekvencidkat (55).

A szelekcio végeztével a szekvenciakat Osszehasonlitd analizisnek vetik ala,
hogy megallapitsak a kozottiik 1évé homologiat. Az dsszehasonlitéd analizisre kiillonb6zd
programok, és interneten elérhetd alkalmazéasok allnak rendelkezésre (56, 57). A
programok segitségével felderithetdek az azonos szekvencidk vagy konzervalt
szekvencia részletek, és ezaltal meghatdrozhaté a szelektalt szekvencidk kozotti

homologia. Az aptamereket szelekcid utan csonkolhatjdk, és bizonyos esetekben a
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szekvencia lerdviditése a kotésért felelds régiora az affinitds novekedését
eredményezheti (58-60). A szelektalt aptamerek tulajdonsagai tovabb optimalizalhatok
egy masodik szelekcids folyamattal, melynek soran kiindulo 1épésként az aptamerekbol
mutagenezissel vagy iranyitott modositasokkal uj konyvtarat hoznak 1étre (617, 62).

Az alabbi tiblazat a legdltalanosabban alkalmazott szelekcios eljarasokat

Osszegzi (1. tablazat).

1. tablazat: SELEX tipusok (15)

SELEX médszer Jellemzo Alkalmazas Referencia
Fix szekvenciak Az aptamer méretének (63)
Tailored SELEX nélkiili oligonukleotid | minimalizalasa.

konyvtar alkalmazasa.

A természetes Spiegelmerek- nukleaz (64) (65)
Tiikorképi SELEX molekulak rezisztens aptamerek
(Spiegelmer technika) | enantiomerjének 1étrehozasa L riboz, vagy L
alkalmazésa a dezoxi-riboz tartalmu
szelekcid soran. nukleotidokkal.
UV fény hatasara Fotoaptamerek létrehozasa. | (66)

kovalens kotést

Kovalens, vagy Photo | kialakitd

SELEX oligonukleotidok

szelekcidja.

A fehérje tipusu Tobb célmolekulara, (67)
Toggle SELEX célmolekula analogok | kiilonbdzé mértéki

valtogatasa a szelekcid | specifitassal bird aptamerek

soran. szelekcidja.

A célmolekula A célmolekulara nagyon 4
Counter SELEX | analdgjanak specifikus, kis szerkezeti
(Kontraszelekcio) alkalmazasa a kiilonbségeket is

szelekcio soran. megkiilonboztetd

aptamerek szelekcioja.

A szelekcid soran A hattérhez kotddo (&)
Negativ SELEX felhasznalt anyagok, szekvenciak eliminalasara
hordozok alkalmazasa | beiktatott 1épés a SELEX

a szelekcid soran. folyamatéba.
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A célmolekula nincs Rovid id6 alatt, kis 35
CE SELEX hordozoéhoz kotve a ciklusszammal, nagy

kapillarisban végzett affinitasu aptamerek

szelekcid soran. szelekcidja.

A nukleinsavak A kotéképesség mellett 11 68)
Blended SELEX méretének novelése tulajdonsagokkal ruhdzza

nem nukleinsav fel az aptamereket.

anyagokkal, amelyek
a célmolekulaval

ko6lcsOnhatasba

1épnek.

4.5. Célmolekulak

1990-6ta sokféle célmolekulara szelektaltak aptamereket. Tobbek kozott szervetlen
anyagokra, szerves kismolekuldkra, peptidekre, fehérjékre, szénhidratokra,
antibiotikumokra és célmolekuldk komplex keverékére is (24, 69, 70). Aptamerek
szelektalhatoak nukleinsavakhoz kapcsolddd molekulakra, példaul nukleotidokra,
kofaktorokra, nukleinsav-kotd fehérjékre, polimerdzokra vagy szabalyozo fehérjékre, de
olyan molekulakra is, amelyek a természetben nem kétddnek nukleinsavakhoz (71, 72).

Az aptamereket az alap- €s alkalmazott kutatisban nukleinsavak és fehérjék
kolcsonhatasanak vizsgalatara, fehérjék detektalasara és specifikus inhibitorok
kifejlesztésére (73-76) is alkalmazzak. Utdbbi esetben kiilonb6zdé novekedési faktorok,
hormonok, enzimek, sejtfelszini receptorok, toxinok, virusok ¢és patogén
mikroorganizmusok fehérjéi lehetnek a szelekcids célpontok, és az igy kifejlesztett
inhibitorok segitségével késdbb funkciondlis tanulmanyokat végezhetnek, vagy 1j
gyogyszereket fejleszthetnek (21, 77-80).

A fehérjék igen nagy, tobb funkcids csoportot tartalmazd feliiletekkel
rendelkeznek, emiatt a szelekcid optimalis célmolekulai. A legtobb aptamert fehérjékre
vagy a vizsgalt fehérje egy epitopjat képezd peptidre szelektaltdk. Ezek koziil is a
trombinra szelektalt, G-quadruplex struktarat kialakit6 aptamert (74) tanulményoztak
eddig a legtobbet, és alkalmaztak leggyakrabban modellként 0j aptamer alapu technikak

kifejlesztésében.
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Egy meghatarozott célmolekulan tal célmolekulak keverékére, teljes sejtekre,
szovetekre, baktériumokra és virusokra is alkalmazhatd a SELEX. Ezek kozil a
leggyakoribb komplex szelekcios célpont valamilyen sejt, aminek a sejtfelszini
molekuldira, gyakran fehérjéire kotédnek az aptamerek. Az aptamerek alkalmasak
lehetnek példaul kornyezeti hatdsokra vagy koros elvaltozas hatdsdra megvaltozo
sejtfelszini molekuldk felismerésére (24, 81, 82). A SELEX-ben alkalmazott
oligonukleotid konyvtar valtozatossagabol adodik, hogy aptamerek elméletileg barmire
szelektalhatoak, azonban a szelekcid soran alkalmazott célmolekulak rendelkezhetnek
olyan tulajdonsdgokkal, amelyek eldsegitik, hogy a szelektalt aptamerek nagy
affinitassal és specifikusan kotddjenek hozzajuk. Ezek a tulajdonsagok az aptamer-
célmolekula intermolekularis komplex kialakulasaban fontosak, amiért elsdsorban a
pozitiv toltésli csoportok (pl.: primer amino-csoportok), a hidrogénhid-kotésben részt
vevO donorok és akceptorok valamint az aromés komponensek feleldések (22, 70).
Mindez azonban nem jelenti azt, hogy hidrofob tulajdonsdgi vagy negativ toltésii
anyagok nem szolgalhatnak az aptamer szelekcio célmolekulaiként. A farnezildlt Ras
peptid farnezil csoportjara szelektalt aptamer (83), a Moenomycin A antibiotikum
apolaros lipid oldallancéhoz (K4=400nM) (84) és a bakterialis lipopoliszacharid lipid A
részéhez kotddd nagy affinitasu aptamerek bizonyitjak, hogy hidroféob molekuldkra is
1zolalhato aptamer (85). A valin és izoleucin alifds aminosavak €s az ezekre specifikus
aptamerek kolcsonhatasat tanulmanyoztdk, minek alapjan valdsziniisitik, hogy az
aptamer hidrofob kotohelyének kialakitasaért az RNS molekuldban konzervalt G/U
motivumok feleldsek (86). Mas forrasok szerint az aptamer timidineken keresztiil képes
kolcsonhatasba 1épni apolaros molekuldkkal (85). Negativ toltésii célmolekulara
példaként emlithetd a neutralis pH-n negativ toltésti (pI=5,52) Neuropeptid Y peptid,
amelyre nanomoléris affinitdst aptamert szelektaltak (Kq=800 nM) (40).

Az alkalmazas szempontjabol az aptamer-célmolekula disszociacids konstans
(Kq) értéke az aptamer egyik legfontosabb tulajdonsaga. A Ky altalanossagban a fehérjék
esetében alacsonyabb, a 107'-10® M tartomanyba esik. Kismolekulak esetében ez az
érték 10°-107 M koriil van, mivel itt kevesebb lehetéség van az aptamer és a
célmolekula kozotti kolcsonhatasok kialakulasara (73). A specifitas ¢€s affinitas
meghatarozasara rendszerint az egyedi szekvencidkat tesztelik, de arra is van lehetdség,

hogy a SELEX wutols6 ciklusdban kapott, feldusitott oligonukleotid elegy
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kotoképességét vizsgaljak. Az aptamerek igen specifikusak, képesek egy funkcios
csoport kiilonbséggel, példaul metil (4, 87) vagy hidroxil (88, 89) csoport alapjan
megkiilonboztetni a célmolekulat. Fehérjék esetében két izoforma kozotti, akar egy
aminosav kiilonbség is kimutathatdo a Ky értékében, mivel gyengiilnek a komplexben
kialakul6 kolcsonhatasok. A trombin (90), a hepatitis C replikaz (97) és a HIV-1 reverz
transzkriptaz (92) pontmutécidja példaul szazszoros novekedést okozott a megfeleld
aptamer-célmolekula komplexek Kj értékében. A nagyfoku specifikussag, ami nagyobb
is lehet, mint az antitesteknél megfigyelt értékek, a SELEX-ben alkalmazott
kontraszelekcids 1épéseknek kdszonhetd, amellyel eltavolithatoak azok a szekvenciak,
amelyek a célmolekula analégokhoz kotédnek. Az alabbi tablazat az egyes molekula

csalddokra jellemzd célmolekula-aptamer komplex Ky értékeit mutatja be.

2. tablazat: Példak aptamer szelekciora alkalmazott célmolekulikra a disszociacios

konstansok (Ky) feltiintetésével.

Célmolekula Aptamer tipusa Ky Referencia
Szervetlen anyagok

Zn™ RNS 1,2 mmol/L (93)
Ni** RNS 0,8—29 pmol/L (94)
Szerves kismolekulak

Etanolamin DNS 6—19 nmol/L (95)
Teofillin RNS 100 nmol/L €))
Ricin toxin DNS 58-105 nmol/L 37)
Dopamin RNS 2,8 umol/L (89)
Nukleotidok és

szarmazékaik

Adenin RNS 10 umol/L (96)
ATP RNS 0,7-50 pmol/L (88)
cAMP RNS 10 pmol/L 97)
Kofaktorok

Riboflavin RNS 1-5 umol/L 98)
FMN RNS 4 pmol/L 99)
Biotin RNS 5 umol/L (60)
Aminosavak

L-Arginin RNS 330 nmol/L (100)
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L-Citrullin RNS 62—68 pmol/L (101)
L-Hisztidin RNS 854 pmol/L (102)
L-Izoleucin RNS 1-7 mmol/L (103)
Szénhidratok

Cellobitz DNS 600 nmol/L (104)
Szialil-laktoz DNS 4,9 umol/L (105)
Antibiotikumok

Kanamycin B RNS 180 nmol/L (106)
Tetraciklin RNS 1 pmol/L (107)
Kléramfenikol RNS 25-65 pmol/L (108)
Fehérjék és peptidek

T4 DNS polimeraz RNS 5-30 nmol/L (D)
o-Trombin DNS 200 nmol/L (74)
a-Trombin RNS <1—4 nmol/L (67)
Immunglobulin E DNS 23-39 nmol/L (35
Interferon-y RNS 2,7 nmol/L (109)
VEGF RNS 0,1-2 nmol/L (72)
HIV-1RT DNS 180500 pmol/L (306)
Prion protein (PrPc) RNS 0,1-1,7 nmol/L (77)
Hepatitis C virus NS3 | DNS 140 nmol/L (110)
helikaz

Protein kinaz C delta DNS 122 nmol/L (111)
Tumor marker MUC1 DNS 0,1-34 nmol/L (112)
Sztreptavidin DNS 57-85 nmol/L (30)
Intakt sejtek

El§ Afrikai RNS 60 nmol/L (113)
Tripanoszéma

Leukémia sejtek CCRF- | DNS 0,8-229 nmol/L (114)
CEM

4.6. Random oligonukleotid konyvtar
A szelekcidhoz felhasznalt kiinduldsi random oligonukleotid konyvtarat kémiai

szintézissel allitjak el, amely akar 10"°-féle egyszala DNS szekvenciat is tartalmazhat.

Felépitését tekintve alapesetben egy 20-80 nukleotid hosszisaghh random szakaszt fog
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kozre két, 18-21 nukleotid hosszisagh primer kotd régid, amelyek segitségével
elvégezhetéek az amplifikécios 1épések. Eldfordul, hogy az elsé SELEX ciklust
megelézéen, PCR-rel amplifikaljak a konyvtarat, hogy megszabaduljanak a kémiai
szintézis soran kialakult nem amplifikalhaté szekvencidktél (42). Nagyszamu
kiilonboz6 aptamer vizsgalata alapjan az RNS ¢és egyszalu DNS aptamerek affinitas és
specifikussadg szempontjabol nem kiilonboznek (715).

Fontos szempont az oligonukleotid konyvtarak tervezésénél a random szakasz
hossza ¢s a nukleotidok esetleges kémiai modositasa. Leggyakrabban 20-80 nukleotid
hosszusdgu random részt tartalmazd oligonukleotid konyvtarakkal dolgoznak. Az
aptamereket a szelekcidt kovetéen sokszor lerdviditik, hogy a minimalis hosszisagi
mikodoképes szekvencidhoz jussanak. Ezt az eljarast kovették a trombin aptamer
esetében is, ahol a 60 nukleotid hosszisagi random részt tartalmazo, 96 nukleotid
hosszisagn DNS aptamert lerdviditették egy 15 nukleotid hossziisagu funkcionalis
szakaszra (74). Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a révidebb random részt
tartalmazé konyvtarak is alkalmasak lehetnek aptamer szelekcidra. A rovid konyvtarak
elénye, hogy konnyebben kezelhetdek, kisebb az eldallitasi koltségiik és a rovidebb
aptamerek a késébbi alkalmazasok szempontjabol is idealisabbak lehetnek. Ennek
ellenére nem terjedt el a rovid konyvtarak alkalmazésa, mivel a hosszabb random rész
nagyobb komplexitast ad a konyvtaraknak (42), tobbféle szerkezet kialakuldsat teszi
lehetdveé (116), és a lehetséges kolcsonhatds mértéke is nd az oligonukleotid és a
célmolekula kozott, ami hozzajarulhat a nagy affinitast aptamerek szelekciojahoz (117).
A kémiai szintézissel eldallitott konyvtaraknal rdadasul szamolnunk kell azzal a
tényezdvel is, hogy a randomizacidé nem tokéletes. A kémiai szintézis és késobb a PCR
soran a reakciokoriilmények bizonyos szekvencidk kialakuldsdnak jobban kedveznek,
ezek gyakrabban el6fordulhatnak, igy az eldallitott konyvtar tényleges variabilitasa
kisebb lesz, mint a névleges érték. Mindezek miatt a gyakorlatban érdemes hosszabb
random részt tartalmazo6 konyvtarbol kiindulni.

A konyvtarat szerkezet alapjan megtervezhetik ugy is, hogy a random
nukleotidok mellett bazisparosoddson keresztiil, mésodlagos szerkezet kialakitdsara
képes nukleotidokat is tartalmaznak a szekvenciak. Ez a modszer elésegiti a nagy
affinitasti aptamerek szelekcidjat és noveli az aptamer stabilitasat. (/, 91, 118, 119).

GTP koté aptamerek szelekcidjara l1étrehozott RNS konyvtar random szekvencidjaba
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egy fix hajtii elemet is beépitettek, mert ez az aptamerekben gyakran eléforduléd
szerkezet valdszintisitheten alap vazat biztosit a kotést kialakité hurkoknak (100, 120).
Bizonyos esetekben a részlegesen rendezett konyvtarral végzett szelekcio
eredményeként nagyobb affinitassal rendelkezd aptamerek szelektdlhatdéak, mint a
teljesen random konyvtar alkalmazaséaval (/27).

Az oligonukleotid konyvtarakban a primer kotd szakaszra elsdsorban a PCR
soran van sziikség, azonban a szelektdlt aptamer célmolekula-kotéséhez sziikséges
szerkezet kialakulasaban is részt vehet. A Tailored SELEX technikaval biztosithato,
hogy a célmolekula kotésében dontd mdodon a random szekvencia részlet vegyen részt.
A szelekcid soran csak egy rovid, 4-6 nukleotidos, primer kotd szakaszt tartalmaz a
konyvtar, amit az amplifikacids 1épés eldtt meghosszabitanak, a kovetkezd szelekcios
1épést megeldzden pedig ismét eltavolitanak (63, 122).

A természetesen el6forduld nukleinsavak mellett kémiailag modositott
oligonukleotid konyvtarakat is alkalmazhatnak SELEX-ben. Ezéltal megndvelhet a
konyvtar komplexitasa, és 1j funkcids csoportokkal ruhdzhaté fel, amelyek tobb
lehetdséget adnak a célmolekuldaval torténd kolcsonhatdsra, vagy megndvelik a
nukledzokkal szembeni rezisztenciat (/2, 117, 123). A specidlis oligonukleotid
konyvtarak létrehozasahoz sokféle kémiailag modositott nukleotid all a kutatok
rendelkezésére, de fontos szempont, hogy a SELEX folyaman alkalmazott enzimekkel
kompatibilisnek kell lenniiik, mivel a polimerazok nem képesek minden tipusu
modositott nukleotidot beépiteni. A szdba johetd modositasokat a kovetkezd fejezetben

targyalom.

4.7. Aptamerek stabilitasa és modositasi lehetdségei

A nukleinsavak, els6sorban az RNS alkalmazasanak egyik legfobb problémaja, hogy
nukledzok hatdsara degradalédnak. A ribonukleotidok 2’ pozicidban taldlhatd hidroxil-
csoportja reaktiv, és semlegesnél nagyobb pH-n a szomszédos foszfodiészter kotés
megbontdsaval megszakitja az oligonukleotid cukor-foszfat lancat, minek
eredményeként ciklikus 2°’3° foszfat vegyliletet jon létre. A reakciét a magas
hémérséklet, &tmeneti fémek ionjai, hidroxid ion €s a bioldgia mintdkban gyakran jelen

1évé ribonukledzok Kkatalizaljak, igy az oligonukleotidok oldatban percek alatt
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degradalodhatnak (/24). Szamos megoldas 1étezik a probléma kikiiszobolésére, amelyek
koziil a leghatékonyabbak a cukor-foszfat lanc kémiai modositasa és a spiegelmereknek
nevezett aptamerek alkalmazasa.

kémiailag modositjak, €s gyakran alkalmazzak még az tigynevezett tioaptamereket is (2.
abra). A ANTP o helyzetl tiol szubsztiticidjaval 1étrehozhatd egy olyan oligonukleotid
konyvtar, amelyben foszforotioat kotések kapcsoljak 6ssze a nukleotidokat (/235), ezek
az aptamerek tioaptamer néven ismertek. A tioaptamerek ellenallobbak a nukleazokkal
szemben, gyakran nagyobb affinitdssal kotddnek a fehérje tipusu célmolekuldkhoz,
valamint a hagyomanyos aptamereknél kedvezébbek a farmakokinetikai tulajdonsagaik
is, és mindezek mellett kémiai szintézissel nagy mennyiségben eldallithatdéak (726,
127). A HIV-1 RT RN-az H doménjére szelektaltak olyan DNS tioaptamereket,
melyekben a dATP-t helyettesitették modositott nukleotiddal. Ez a legelterjedtebben
alkalmazott tio-nukleotid a PCR soran kialakuld termékben a dezoxi-adenintél 5’
iranyban tiol szubsztituciét eredményez (/28). Tioaptamer ismert az NF-IL6
transzkripcids faktorra (/27), és ezekhez hasonldé mddon mar létrehoztak tio-RNS
aptamert is (/26). Tio-RNS Iétrehozhatd in vitro transzkripcidoval, ha a négyféle
bazisbol egyet helyettesitenek tiol szubsztitualt ribonukleotiddal, azonban a
transzkripcid hatasfoka romlik. A transzkripcié mind a négyféle lehetséges mddositassal
mikodik és hatdsfoka az uridin analoggal (PS-UTP) torténd helyettesitéssel a
legmagasabb. Hasonloképpen az in vitro transzkripcidhoz a moédositott nukleotidokat
tartalmazd RNS konyvtar reverz transzkripcidjanak hatasfoka is alacsonyabb.
Tanulméanyoztak a modositott nukleotidok beépiilésének hatékonysagat a PCR sorén,
amelyben templatként foszfodiészter kotéseket tartalmazé DNS-t alkalmaztak. Az
eredmények alapjan a PCR reakci6 nem megy végbe, ha mind a négy nukleotid
modositott, harom modositott nukleotiddal mar amplifikdlhaté a DNS, de ebben az
esetben is kevesebb termék keletkezik, mint a PO-dNTP nukleotidokkal (/25).

A modositott nukleotidokat tartalmazo, random oligonukloetid konyvtarakbol
kiindulé aptamer szelekcio legfobb korlatozo tényezdje, hogy a DNS/RNS polimerazok
altal beépithetd modositott nukleotidok szama limitalt. A nukledz rezisztencia
novelésére leggyakrabban az RNS 2’ amino-, és 2’ fluoro-pirimidin moddositasait

alkalmazzak, amelynek hatékonysagat in vitro szérum és plazma tesztek is bizonyitjak
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(2. abra) (129). Ezek a nukleotidok a reverz transzkripci6 soran megfeleld templatok, és
az in vitro transzkripcid soran a T7 RNS polimeraz is képes beépiteni ezeket. A fluoro-
modositott aptamerek nagyobb affinitdssal kotddnek a célmolekuldhoz, ¢és
termodinamikailag stabilabb masodlagos szerkezetet alakitanak ki, mint az amino-
modositottak  (/30). Ilyen tipusi modositdsokat tartalmazd oligonukleotid
konyvtarakkal mar szamos esetben végeztek sikeres aptamer szelekciot (/09). 2’amino-
csoporttal modositott konyvtarral olyan nagy affinitastit aptamereket szelektaltak a
human tumor nekrézis faktor a-ra (W'TNF o), amelyek gatoljak a faktor a kotodését a
hTNF o receptorhoz (/31). A felsoroltakon tul sikeresen alkalmaztak aptamer
szelekciora 2’ O-metil szubsztitualt ribozt és C5 helyzetben modositott pirimidint

tartalmazé RNS konyvtarakat is (/32).

—— Bazis

2. abra: Az oligonukleotidok lehetséges médositasai a nukleaz rezisztencia novelésére. A riboz 2’
modositasaval RNS molekulakban és a nukleotidokat 6sszekotd foszforotiodt kotésekkel RNS vagy DNS

molekulaban megndvelhetd a nukleaz rezisztencia.

A nukleaz rezisztencia novelése érdekében l1étrehozott spiegelmereknek nevezett
aptamerek a természetben el6forduldé D-enantiomerek helyett L 2’ ribozt, vagy L-2°
dezoxi-ribozt tartalmaznak. Mivel a nukleazok sztereoszelektivek, ezek a molekulak
tobb nagysagrenddel ellenallobbak a nukledzokkal szemben, mint a természetben
eléforduld nukleinsavak, igy bioldgiai mintakban jelentdsen lassabban degradalodnak

(133, 134). A szelekcid a célmolekula szintetikusan eldallitott enantiomerjével és D

29



DOI:10.14753/SE.2012.1658

........

nukleotidokkal szintetizalva, tiikorképi, tehat a természetben eldforduld célmolekulara
specifikus aptamer nyerhetd. A spiegelmerek stabilak €és nagy affinitassal kotédnek a
célmolekuldhoz, éppen ezért szamos esetben alkalmaztak ezt a metodikat, igy példaul
ismertek adenozinra (/34), vazopresszinre (/35) és az argininre (/34) specifikus
spiegelmerek. A modszer hatranyai, hogy a célmolekula enantiomerjét szintetikusan
kell eléallitani, igy csak viszonylag kisméretli fehérje domének vagy peptidek
alkalmazhatdéak a szelekcioban, illetve csak olyan célmolekuldkra alkalmazhaté a
technika, amelyek optikailag aktivak.

A pirimidin tartalmt nukleotidok C-5, és a purin tartalmtiak C-7, vagy C-8-as
oligonukleotid konyvtarat (/23). 5-bromouracil és 5-jodouracil beépitésével olyan
aptamerek allithatok el6, amelyek fény hatdsara keresztkotéseket alakitanak ki. A
célmolekula megkdtése utan UV fénnyel aktivalva a kovalens kotések elsdsorban az
aromas ¢s kéntartalmi aminosavak és a modositott bazisok kozott alakulnak ki (736).
Ezeket a modositasokat is elfogadjdk a polimerazok, igy in vitro amplifikalhatok (737).

A KOD Dash DNS polimerdz enzim a PCR soran szamos derivatizalt timidin
analogot képes beépiteni €s olyan modositott oligonukleotid konyvtarat kialakitani, ami
alkalmas in vitro szelekciora is. A timidin helyettesitésére C-5 pozicidban kiilonb6zo
aminosavakkal modositottak uracilt, és vizsgaltdk a beépiilését a KOD Dash DNS
polimerazzal végzett PCR-ben. Megvizsgaltak, hogy melyek azok az 0Osszekotd
szakaszok a bazis és az aminosav kozott, amelyek a PCR hatasfokat javitjak, és a
vizsgalt szerkezetek koziil a 2-(6-aminohexilamino)-2-oxoetil Gsszekotot talaltdk a
legalkalmasabbnak. Ha negativ toltésti célmolekuldkra szelektalnak aptamereket, a
pozitiv toltésti guanidil (arginin modositas), vagy amino csoportokkal (lizin mddositas)
derivatizalt DNS konyvtarak eldsegithetik a nagy affinitdsti aptamerek szelekciojat
(138-140). llyen tipusti szelekciora példaként emlithetd a hexametilén 0Osszekotd
szakasszal és a végén kationos ammonium csoporttal mddositott timidint tartalmazé
DNS konyvtar alkalmazasa szialillaktoz-specifikus aptamer szelekcidjara (705).
Ugyanezzel a technikdval arginin-modositott konyvtarat 1is létrehoztak, és

enantioszelektiv glutaminsav-specifikus aptamerek szelekcidjara alkalmaztak (/47).
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A szelekci6 soran az oligonukleotidok kvantifikalhatdak, és nyomon kovethetd a
célmolekula-specifikus szekvencidk felszaporoddsa radioaktivan jelzett nukleotidok
beépitésével vagy fluoreszcensen jelzett molekulak kapcsoldsaval az oligonukleotid 5’
végére. A szelekcids 1épések kozott a kotOképesség szerint feldusitott aptamerek
szamanak novekedése dramlasos citometridval is mérhetd gy, hogy az
oligonukleotidokat fluoreszcens jeloldmolekulaval példaul fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) modositjak, a célsejtekkel inkubaljak, majd mérik a sejtek fluoreszcencia
intenzitdsat. A moddszert elsésorban sejtfelszini molekuldkra, sejtekre specifikus
aptamerek esetében lehet alkalmazni. Az YPEN-1 patkdny endotél sejtekre szelektalt
aptamerek feldusulasat figyelték meg ezzel a technikdval, és az egymast kovetd
ciklusokban egyre nagyobb fluoreszcencia értékeket mértek (87).

Az aptamerek 3’ végének modositdsaval az exonukledzok okozta degradécio
nagyrészt megakadalyozhato, ilyen példaul 3° végre kapcsolt biotin vagy a 3°-3” kotést
létre hozé inverz timidin. A 3’ vég védelme kiemelten fontos in vivo alkalmazasokban
¢s szérummintdk vizsgalatdban, mivel a leggyakrabban 3’ exonukledz aktivités
kovetkeztében bomlanak le az oligonukleotidok ezekben az esetekben. Az aptamerek 5°
vége is modosithatd, amin, foszfat, polietilén-glikol, koleszterin, zsirsavak, fehérjék
kapcsolhatok hozza, amelyek sapkat képezve megvédik a nukleinsavakat a
degradaciotol, illetve megndvelik azok méretét (142, 143).

A szelekcid eredményeként nyert szekvencidk az Ugynevezett Post-SELEX
kémiai modositasokkal is atalakithatoak, &m ekkor figyelembe kell venni, hogy ezek az
eredeti aptamer kotoképességének valtozasat eredményezhetik. A kotés kialakitdsdban
részt vevo nukleotidok feltérképezése €s olyan kémiai modositasok bevezetése, amelyek
nem befolydsoljak hatranyosan a célmolekula-kotoképességet, viszont novelik az
aptamer stabilitasat idéigényessé teszik a folyamatot, és nagyban korlatozzak a modszer
rutinszerli alkalmazasat (/5). Az aptamereket a post-SELEX modositasok utdn is
ujraszelektalhatjak, hogy biztositsadk a kotodést a célmolekulahoz. Példaul a Rous
modositottdk, hogy megnoveljék a stabilitasat nukledzokkal szemben, am ennek
hatasara elveszitette affinitasat a célmolekuldhoz. Ekkor 10j szelekcioval a mar
modositott aptamereket tartalmazd konyvtarral szelektaltak olyan szekvenciakat,

amelyek mar kotddtek a virushoz, és az eredeti modositatlan aptamerhez hasonldan
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gatoltak a virus replikéacigjat is (/44). A szelekciot kovetd, Post-SELEX modositasok
arra is szolgalhatnak, hogy el6készitsék az oligonukleotidokat kiilonbozo
alkalmazasokhoz, igy immobilizaciéhoz lehet biotin vagy amino-csoporttal modositani,
illetve detektalashoz fluoreszcens csoporttal jelolni az aptamereket. Ezek a kémiai
modositdsok nagyon valtozatosak lehetnek, hasonldéan a kiinduldsi oligonukleotid

konyvtaraknal leirtakhoz.

4.8. Aptamerek térszerkezete

Az aptamer-célmolekula kotodést a szerkezet pontos illeszkedése, hidrogén hidak
kialakuladsa és tovabbi kdlcsonhatdsok (aromas gytiriik kozotti, elektrosztatikus, és van
der Waals), illetve ezek kombinacidja segiti eld (145, 146). Az aptamerek tobbsége a
célmolekula kotésekor adaptiv konformécid valtozassal nyeri el stabil masodlagos
szerkezetét, szabad allapotban pedig rendezetlen szerkezetii. Kis molekuldkkal torténd
kolesonhatasok esetében a meghatarozott térbeli szerkezetbe hajtogatodas egy zsebszerli
kotdhelyet alakit ki, ily modon az aptamer a célmolekulat teljesen beborithatja. Ezzel
szemben a nagyobb molekuldkon, mint példaul a fehérjéken, az aptamer illeszkedik a
célmolekuldhoz. Az ilyen tipusi kolcsonhatasok hatterében gyakran a bazikus
aminosavak oldallancaival (Lys, Arg) képzett intermolekuléris hidrogénhid-kotések
allnak (/47-149). Egyes nukleotidok kozvetleniil a célmolekuldhoz kdtddnek, mig maés
nukleotidok a kotd nukleotidok pontos térbeli elhelyezkedésében jatszanak fontos
szerepet (145, 146, 150, 151).

Altaldban egy-két szerkezeti elemmel rendelkezik egy adott aptamer, amelyek
leggyakrabban hajtli, pszeudo-csomd vagy négyszali strukturdk, ugynevezett
quadruplexek lehetnek (3. 4bra). A hajtli struktura a legelterjedtebb, amely egy vagy
tobb egyszalti hurokbol €s az ezeket 6sszekotd kettdsszala szar részbdl all. A pszeudo-
csomo egy hajti szerkezet hurok része és a hajtitél jobbra és balra elhelyezkedd
szekvencidk kozotti komplementaritds révén alakul ki féleg RNS-ben, de eléfordul
DNS-ben is. A nagy guanozin tartalmi szekvencidkra jellemzd négyszalu
struktarakban, az Un. quadruplexekben négy guanin egy G-kvartettet alkot, amelyben
egy guanin masik két szomszédos guaninnal hidrogén-hid kotéseket képez a Hoogsteen

féle bazisparosodas alapjan (4. abra). Egy quadruplexben éltalaban két vagy harom G-
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kvartett fordul eld, és a szerkezetet koordinativan kotott kalium- vagy nétriumion
tovabb stabilizalhatja a guaninok karbonil csoportjainak a kvartett kozéppontja felé
koordinalasaval (152, 153). A féleg DNS aptamerekben el6forduld quadruplex struktira
sokkal stabilabb az egyszeribb szerkezeti elemeknél. Valoszinlsitik, hogy a G-
quadruplex az aptamer stabil szerkezeti alapjat szolgaltatja és az 0sszekotd hurkokban

talalhato nukleotidok feleldsek a célmolekula kotéséért (154-156).

(-] ] i
3! 5: ," o 5 3
| s, -
o 3:§ c G
o
e ¢ i s— ¢
G ) . A A
O\G "G_c,‘: e v At
4. o > cca—" v A
G A o) (4 il il c G
C A '-.U °,°°'=n°>‘=°‘; Lo=" 0> G [
A I u-6 A\U U A
c A e !b’c:u A v
Au®%c-6 o {H gt
A=U b
GG £ AT\ | 4m)]
= < G
u-Pg Oy -
A »%¢s e | | | |
P u < &8 a-¢ '|3 G T G
c A=V /
G G 1 G_y G-:
A B C

3. abra: Aptamerek leggyakoribb masodlagos szerkezetei. Hajt{i (A), pszeudocsom¢ (B), G-
quadruplex (C) (157).

Az interneten elérheté mfold program alkalmazasaval az aptamer szekvencidk
masodlagos szerkezetérdl kaphatunk informaciét (/58). Ez a program tobb valtozo
figyelembe vételével (ionerdsség, homérséklet stb.), az energiaminimalizalas elve
alapjan kiszamitja az egyszalu oligonukleotidok lehetséges konfiguracioit és grafikusan
is megjeleniti a szerkezeti elemeket. Az aptamerekben el6fordulé G-quadruplexek
szamat és szekvencian beliili elhelyezkedését a QGRS Mapper program alkalmazasaval
lehet valdszintisiteni (/59). A szamitdégépes predikcidé hatranya azonban, hogy az
aptamer nem tanulményozhaté a célmolekulaval kialakult komplexben, pedig
legtobbszor illeszkedéssel, a kotés kialakulasa kdzben alakul ki a tényleges szerkezetiik.

Az aptamer-célmolekula valds szerkezete jelenleg csak kisérletesen hatarozhato
meg. A szekvencia fokozatos roviditésével azonosithaté az aptameren belill az a

legrévidebb tartomany, ami felelds a kotOképességért. A nukleotidok cseréjével pedig
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az egyes bazisok célmolekula kotésében betdltott szerepérdl nyerhetd informécio. Az
aptamer szerkezet leirdsdra és a kolcsOnhatads mikéntjének azonositdsdra a rontgen
krisztallografia és az NMR spektroszkopia a legmegfeleldbb eljarasok, azonban a magas

koltség miatt csak néhany aptamerrel végeztek ilyen iranyt vizsgalatokat (160-163).
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4. abra: Négy guanin elrendezddése G-kvartett szerkezetben. A kvartett szerkezetben az n.
Hoogsteen kotésen keresztiil kapcsolodnak a nukleotidok. A szerkezet a koordinativan kotott M ion

tovabb stabilizalja.

4.9. Aptamerek terapias céla felhasznalasa

Az aptamerek, mint terapids szerek gyakran a kismolekuldju hatdanyagok ¢és az
antitestek versenytarsaiként jelennek meg. In vivo alkalmazasuk az antitestekkel
ellentétben nem generdl immunvalaszt, és farmakokinetikai tulajdonsagaik is
konnyebben valtoztathatoak. Mindemellett azonban az aptamerek tulajdonsagai
karakteresen eltérnek az antitestekétdl és a gyogyszermolekulakétol, igy szamos kutatés
iranyul terapids alkalmazhatdsaguk vizsgélatara. (21, 164).

Az aptamerek gyogyszerként torténd alkalmazdsa soran tobb sajatsagos
nehézséggel kell szembe nézni. Egyrészt nagyobbak a hagyomanyos, nem fehérje tipust
hatéanyagoknal, és nehezen jutnak 4t a biologiai hatarfeliileteken, mint példaul a

sejtmembranon vagy a véragy-gaton. Masrészt a legtobb terdpias célmolekula a
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vérplazman keresztiil érhetd el, ezért az aptamereket a vérbe kell juttatni, ahol azonban
konnyen degradaldodhatnak a szérum nukledzok hatdsara (/65). Végiil, az aptamerek
a maj vagy a lép felvehetik Oket, illetve a vesén keresztiil kifiltralodhatnak, mivel 5-15
kDa koriili molekulatomegiik alatta marad a vese glomerulusok 30-50 kDa-os filtracios
hataranak. Az aptamerek sejtekbe juttatasara nincs elfogadott eljards, a klinikai
vizsgalati fazisban 1évé aptamerek extracellularis vagy sejtfelszini fehérjékre
szelektivek. A nukleaz rezisztencia ndvelésének lehetOségeit egy korabbi fejezetben
targyaltam, igy a tovabbiakban csak az aptamerek méretndvelésére irdnyuld eljarasokat
mutatom be.

Az aptamerek filtracids ratdja szignifikansan csékkenthetd, és ezen keresztiil a
keringésben to6ltott idejiilk novelhetd megfeleld méretli hordozé molekulara térténd
kapcsolasukkal. A leggyakoribb ilyen célra alkalmazott polimer a nagy molekulatomegii
polietilén-glikol (PEG) (166-168). Egérkisérletekben figyelték meg, hogy a
konjugélatlan aptamerek felezési ideje a keringésben 5-10 perc, ami a 40 kDa-os PEG
molekulaval torténd kapcsolassal egy napra novelhetd (/32). A vesén keresztiili gyors
kitliriilés megakadalyozasara az aptamereket koleszterinnel is konjugélhatjdk, de ez a
modszer kevésbé hatékony, mint a PEG konjugacié (/69). Koleszterin konjugaciora
példa a IXa faktorra specifikus aptamer, ami sertésekben végzett kisérletekben
megnovelte az aptamer felezési idejét 5-10 percrdl, 1-1,5 orara (170).

A terdpias alkalmazasokat megeldz0 kisérletek soran tovabbi problémaékat vethet
fel, hogy az aptamerek igen specifikusak a szelekciojuk sordn alkalmazott
célmolekuléra, igy a preklinikai vizsgéalatoknal a human célmolekuldkra szelektalt
aptamerek nem tanulméanyozhatok allatkisérletekkel. A probléma megoldasara
fejlesztették ki az un. Toggle SELEX technikat, amelyben a szelekcid soran valtakozva
alkalmazzak a humén célmolekulat, illetve annak modell allati megfeleldjét, igy olyan
aptamerek nyerhetéek, amelyek mindkét fajban felismerik a célmolekuldkat és
alkalmasak a preklinikai vizsgélatok elvégezésére is (67).

Az aptamerek in vivo alkalmazisat megelézéen fontos megallapitani a
lehetséges toxikus mellékhatdsokat is. Az oligonukleotidokra specifikus antitestek
kialakulasat nem figyelték meg, de egyes modositasokra, mint a PEG-konjugacido mar

el6fordulhat immunreakcid (171). Megfigyelték tovabba, hogy az oligonukleotidok
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felhalmozddhatnak a sejtekben, altalaban fagocitdkban (pl. makrofagokban) és a vese
proximalis tubulusainak epitél sejtjeiben, ahol bazofil granulumokat képeznek, de a
sejteken vagy szoveteken csak nagyon nagy koncentraciok esetében figyeltek meg
degenerativ elvaltozasokat (/72). Megvizsgaltdk, hogy milyen magas lehet az az
aptamer mennyiség, ami még nem valt ki mellékhatasokat a szervezetbe juttatva. A mért
értékek 25-100 mg/kg/nap koriil ingadoztak, ami jéval magasabb, mint a terapids célra a

szervezetbe juttatott mennyiség (/73).

Aptamer Ellenszer Komplex
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5. abra: Aptamer-ellenszer kolcsonhatas sémaja. Az aptamerrel komplementer ellenszer kotédése

révén megakadalyozza az aptamer térbeli szerkezetének kialakulasat igy miikodését is gatolja.

Hatasmechanizmus alapjan a legtobb terdpias célu aptamer antagonista és
leggyakrabban fehérje-fehérje, azon beliil pedig receptor-ligand kdlcsonhatast gatol.
Ismertek azonban agonista hatast aptamerek is. A human epidermalis ndvekedési faktor
receptor 3 (ERBB3) extracellularis doménjére szelektalt aptamer a receptorok
oligomerizaciojat segiti eld (1/74), az izoleucil tRNS szintetdzra specifikus megnoveli az
enzim vago aktivitasat (/75), mig a SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome

Coronavirus) helikazra szelektiv aptamer stimulédlja az enzim ATP-4z aktivitasat (/76).
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Teréapias célbol szamos fehérjére, sejtre és korokozora szelektaltak aptamereket.
Az é4lomkoért okozd tripanoszOma egy parazita, amely fertdzés esetén foéleg az
idegrendszert €s a szivet karositja. Az eddig ismert kezelések nem tal hatasosak, ezért 0
aptamer alapt szer fejlesztésébe kezdtek. Az €16 Trypanosoma cruzi-ra szelektalt 2’-
amino-modositott RNS aptamer (Kg=172 nM) 1 uM-os koncentracidban alkalmazva 50-
70%-ban csokkentette a parazita terjedését sejtkultiraban (82).

Terapias céllal leggyakrabban fehérje tipusu célmolekulara szelektalnak
aptamereket, ezen beliil is tobbet a véralvadasi kaszkad elemeire, igy a trombinra, a
Vlla ¢és a IXa faktorra. A trombinra specifikus egyszali DNS aptamer a kisérletek
szerint az alvadasi id6t 25-r6l 43 sec-ra ndvelte human plazmaban, és hatékonysagat
allatkisérletek 1is aldtdmasztjdk (74). Az adagolds megsziintetésével jard gyors
koncentracio esés egyes terapias szerek esetében eldnyds is lehet. A NU172 elnevezési,
26 nukleotidbol 4llo, trombinra specifikus DNS aptamer nem tartalmaz modositott
nukleotidokat, véddésapkat vagy konjugélt hordoz6 molekulat, igy vérben gyorsan
eliminalédik. Az ARCA Biopharma cég fazis II klinikai vizsgéalatokat folytat az
aptamerrel, céljuk egy olyan antikoaguléns szer létrehozdsa, ami a kiilonb6zd miitéti
eljarasok soran infuzidban folyamatosan adagolhatd, és az adagolas megsziintével
gyorsan visszadll az eredeti allapot (/77). A Vlla véralvadéasi faktorra 2’-amino-
modositott RNS aptamert szelektaltak, ami hatékonyan gatolta az enzim aktivitasat, és
175%-kal megnovelte az alvadasi id6t (/78). A 9.3t elnevezésiit RNS aptamert a [Xa
faktorra szelektaltak. Alkalmazasaval megakadalyoztdk a X-Xa atalakulést, és a IX
faktor deficiens plazma alvadasi idejével megegyez6 értékeket mértek. Fontos, hogy a
véralvadast gatlo hatast meg is lehessen sziintetni sziikség esetén, igy az aptamer gatlo
hatdsanak semlegesitésre oligonukleotid ellenszert is kifejlesztettek, amivel 10 percen
beliill felfiiggesztették a 9.3t hatasat (5. abra) (/78). Jelenleg is zajlanak a fazis II
klinikai vizsgalatok a REGI1 antikoagulans rendszerrel, amely tartalmazza a [Xa
faktorra specifikus nukleaz rezisztens, trunkalt és PEG-gel konjugalt aptamert (RB006)
¢s annak oligonukleotid ellenszerét (RB007) (179). Az ugyancsak fazis II vizsgalat alatt
allo, von Willebrand faktorra specifikus ARC1779 aptamer megakadélyozza, hogy a
faktor a vérlemezkékhez kotddjon, igy antitrombotikus hatast fejt ki (/80).

A fert6z6 szivacsos agyvelogyulladas embereket €s allatokat is megbetegithet, és

felelds a kuru, a Creutzfeldt-Jakob kor és a kerge marha kor kialakuldsaért is. A kivalto
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ok a cellularis prion fehérje (PrPc) atalakulasa a koéros scrapie formava (PrPSc). A PrPc-
re szelektalt aptamer képes megakadalyozni ezt az atalakuldst. A hatést prion-fert6zott
neuroblasztoma sejttenyészeten vizsgaltak, és azt talaltdk, hogy 16 oras kezelés hatasara
53%-kal csokkent a PrPsc kialakulas (/81).

Az angiogenezis gatlasanak céljabol is tobbféle célmolekulara szelektaltak
aptamereket, igy az angiopoietin-2-re olyan RNS aptamert, ami sejtkultaran ¢és
patkdnyokon végzett kisérletekben is tobb, mint 40%-kal csokkentette az 10 erek
képzodését (182). Az elso terapias célra elfogadott aptamer is angiogenezis gatld hatasu,
a vaszkularis endotelidlis novekedési faktorra (VEGF-re) szelektalt oligonukleotid. A
sok lépésen keresztiil kifejlesztett aptamer alapt gydgyszer idds kori makula
degeneracio kezelésére alkalmazhat6. A retina koros neovaszkularizacioja VEGF
hatasara alakul ki, ezért ezt valasztottdk célmolekuldnak a terdpids RNS aptamerek
szelekcigjahoz. A NeXagen cég kutatdi olyan RNS aptamereket szelektaltak, amelyek
nagy affinitassal kotodtek az extracellularis VEGF-hez (72) és megakadalyoztak, hogy a
novekedési faktor kolesonhatasba 1épjen a vaszkularis endotelidlis sejtréteg felszinén
talalhatd receptoraval. Az eredeti aptamer nukledz rezisztencidjanak noveléséhez,
kihasznalva a T7 polimeraz mddositott nukleotid felismerd képességét, 2° dezoxi és 2’
aminopirimidin nukleotidokat alkalmaztak a kovetkezd szelekcio soran (/83). Az Gjabb
aptamerek mar megfeleld affinitdssal és megnovekedett nukledz rezisztencidval
rendelkeztek. A tovabbi atalakitasok soran a purin ribonukleotidokat 2’ dezoxi és 2” O-
metilnukleotidokkal helyettesitették, és az aptamer végein kialakitott foszforotioat
kotésekkel az exonukledzokkal szemben is megvédték az aptamereket (77). Az igy
eldallitott aptamer azonban nem keriilhetett kereskedelmi forgalomba, mivel az
eldallitas koltségeit megndvelte, hogy az oligonukleotid szintézis soran véddcsoporttal
kellett ellatni a reaktiv amino-csoportokat. Végiil egy harmadik in vitro szelekcios
folyamat soran 2’ dezoxi €és 2’ fluoropirimidin modositott nukleotidokat alkalmaztak a
stabilitds novelése érdekében, amelyek mar nem olyan reaktivak, hogy véddcsoportra
lenne sziikség a szintézis sordn (59). A kémiai szintézissel eldallitott, terdpias célra
szant aptamert lerdviditették a minimalis 28 nukleotidbol allo funkciondlis szakaszra,
kettd kivételével 2° O-metil-csoportokkal lattak el a purin ribonukleotidokat, egy invert
dezoxi-timidinnel védték a 3° véget, és még egy 40 kDa tomegli polietilén-glikol

csoportot kapcsoltak az 5° véghez, hogy megakadalyozzak az aptamer gyors kiliriilését.
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Az igy nyert médositott aptamerrdl kisérletekkel bizonyitottadk, hogy gatolja a VEGF
kotodését annak receptordhoz (59). Az elsd klinikai vizsgalatba tobb mint ezer pacienst
vontak be, amelyben a Pegaptanibnek keresztelt aptamert intraokularis injekcid
formajaban alkalmaztdk, hathetes iddintervallumokban. Az eredmények szerint a
készitmény a legalacsonyabb alkalmazott d6zisban is hatasosnak bizonyult (0,3 mg) és
nem okozott mellékhatasokat (/84-186), emellett elény0ds tulajdonsaga, hogy a szemben
hosszu a felezési ideje. A terméket a Pfizer cég gyartja, Macugen terméknéven és
hivatalosan 2004 decemberében fogadtak el az USA-ban (/87).

A gyulladassal jar6 megbetegedések terapias célpontjaira is szelektaltak
aptamereket, példaul a human neutrofil elasztazra (/88), szelektinekre (/89), NFxB-re
(190) és a huméan komplement rendszer C5 komponensére (27, 191). Az ARC1905
elnevezésli modositott aptamer a komplement rendszer C5 komponenséhez kotddik, ami
szerepet jatszik a makula degeneracio kialakuldsaban. Az aptamerbdl olyan szert
allitanak el6, amely az anti-VEGF antitesttel, a ranibizumabbal egyiitt adhato
intravitrealis injekcio formdjaban. A szerrel fazis I klinikai vizsgalatok zajlanak.

Antiproliferativ hatdsu aptamereket kiilonb6z6 tumoros megbetegedésekre
jellemzd célmolekuldkra szelektaltak, mint az E2F transzkripcios faktorra (/92), a
matrix glikoproteinre (/93). Az AS1411 nukleolin specifikus aptamer antiproliferativ
hatasat tobbféle rdkos sejtvonalon is megfigyelték. Az aptamerrel végzett fazis I
kilinikai vizsgalatba tizenkét pacienst vontak be, akik vese karcindmaban szenvedtek
(194). Két paciens reagalt a kezelésre, itt megfigyelhetd volt a tumor zsugorodasa, és
hét tovabbi péciens allapota stabilizdlodott minimum két honapon keresztiil. Emellett
semmilyen sulyos mellékhatdst nem tapasztaltak a kezelés soran. Rdadasul az AS1411
elpusztitotta az akut mieloid leukémidban szenvedd betegekbdl szarmazé rékos sejteket
1s, amibdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy ez a tipusu tumor is kezelhet6 a szerrel. 2007-
ben el is indult a masodik vizsgalati fazis, amelyben ebben a tipust leukémidban
szenvedo6 pacienseket kezelnek.

Az immunrendszer elemeire specifikus aptamerekkel az allergia és olyan
autoimmun betegségek, mint az inzulin rezisztencia €s a myasthenia gravis is
kezelhetéek lennének. Az inzulin receptor ellen termelt autoantitestre szelektalt RNS

aptamer gatolta az antitest-receptor kotddést, igy 80%-ban megakadalyozta az
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autoantitestek altal kivaltott inzulin receptor gatlast (/95). A myasthenia gravis-ban
szenvedd betegek az acetil-kolin receptorra specifikus autoantitesteket termelnek. A
betegség tiinetei a sulyos faradékonysag és izomgyengeség. A betegség kezelésére
olyan nukledz rezisztens RNS aptamert szelektaltak, amelynek a célmolekulaja az
acetil-kolin receptorra specifikus monoklonalis antitest. A kisérletek alapjan az aptamer
SuM-os koncentracioban, TE671 sejteken mind a monoklonalis, mind az autoantitestek
acetil-kolin receptorhoz torténd kotddését megakadalyozta, és 70%-kal csokkentette az
antitest receptor gatld hatasat (196, 197).

Az extracellularis, €s sejtfelszini célmolekuldk mellett elméletileg intracellularis
molekulak is lehetnek az aptamerek célpontjai, amennyiben az aptamerek sejtbe
keriilése megoldott. Leggyakrabban liposzéma vezikulumok segitségével juttatjak az
aptamereket sejten beliilre (/98), de aptamert kodold vektorral is transzfektalhatjak a
sejteket (799, 200). Mindemellett bizonyos megfigyelések arra utalnak, hogy az
aptamerek transzfekcios reagens nélkiil is internalizdlodhatnak (22, 201). Az alabbi

tablazat a jelenleg klinikai fazisban 1év0 aptamereket 6sszegzi (3. tablazat).

3. tablazat: Aptamer hatéanyagu terapias szerek a klinikumban. (165)

Elnevezés Osszetétel Célmolekula Indikacié Jelenlegi Referencia
(Gyarto) vizsgalati
fazis

Pegaptanib 2’-O-Metil VEGF Makula Elfogadottaz | (184, 186,
natrium/Macugen | purin/2’- degeneracio USA-ban, és | 202)
(Pfizer/Eyetech) fluoro az EU-ban

pirimidin, két

2’-ribo

purinhoz

konjugalt 40

kDa PEG

modositas, és

3’ invert dT

sapka
AS1411/AGRO001 | Nagy Nukleolin Akut mieloid | Fazis II (203-205)
(Antisoma) guanozin leukémia

tartalmu DNS
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Elnevezés Osszetétel Célmolekula Indikacio Jelenlegi Referencia
(Gyarto) vizsgalati
fazis

REGI1/RB006 | 2’-ribo purin/ | IXa Perkutan Fazis I (2006, 207)
plus RB007 2’-fluoro véralvadasi koronaria
(Regado pirimidin faktor intervencio
Biosciences) (RB006),

konjugalt 40

kDa PEG

plusz  2’-O-

metil ellenszer

(RB007)
ARC 1779 DNS és2’-O- | Von Trombotikus Fazis 11 (208, 209)
(Archemix) metil egy Willebrand mikroangiopatia

foszfotio- faktor Al

kapcsolattal, domén

20 kDa PEG-

hez

konjugalva,

invert 3* dT

sapka
NU172 Modositatlan Trombin Kardiopulmonaris | Fazis II (177)
(ARCA DNS aptamer bypass esetén
biopharma) antikoagulans
ARC 1905 2’-ribo purin/ | Komplement Makula Fazis 1 (210)
(Ophthotech) 2’-fluoro rendszer, 5-6s | degeneracio

pirimidin, 40 komponens

kDa PEG-hez

konjugalva,

invert 3° dT

sapka
E10030 DNS és2’-O- | PDGF Makula Fazis | (172)
(Ophthotech) metil, 40 kDa degeneracio

PEG 5’ véghez

konjugalva,

invert 3* dT

sapka
NOX-A12 L-RNS 3’ CXCLI12 Mieléma és non- | Fazis I (211)
(NOXXON konjugalt PEG Hodgkin’s
Pharma) limfoma
NOX-E36 L-RNS 3° CCL2 2-es tipust Fazis I (212, 213)
(NOXXON konjugalt PEG cukorbetegség,
Pharma) nefropatia

A terapids alkalmazasok mellett, a diagnosztika teriiletén is igéretes aptamer
215), az influenza virus detektalasdban ¢€s gatlasaban (216, 217) és a citokinek

meghatarozasdra (218). Az aptamerek alkalmasabbak az in vivo képalkoto

diagnosztikéra az antitesteknél (2/9), mivel kis méretiik miatt hatékonyabban jutnak el a
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szovetekbe, és kiliriilésiik is gyorsabb a szervezetbdl, ami eldnyos lehet citotoxikus
jelzdmolekuldk, példaul radioaktiv izotopok esetében.

Diagnosztikai szempontb6l az egyik leginkédbb tanulmanyozott teriilet a rakos
sejtek sejtfelszini markereinek azonositdsa. A célsejtek kozott talalhatoak limfoma
sejtek (220), leukémia sejtek (/74), agyi tumor endotél sejtek (87) és agyi tumor
glioblasztoma sejtek (227). Elméletileg szamos hagyoményosan antitest alapu
diagnosztikai eljaras is atalakithatd aptamer alapuva, ilyen példaul az enzimkapcsolt
immunoszorbens meghatarozasbol (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
kifejlesztett ~ enzimkapcsolt  oligonukleotid  meghatarozas  (Enzyme  Linked
Oligonucleotide Assay, ELONA) (222). Az ELONA egy szendvics tipusa
meghatarozas, amelyben az egyik kotd antitestet aptamer helyettesiti. A mddszer igen
specifikus és érzékeny, azonban nem nélkiilozi teljes mértékben az antitestek

alkalmazasat.

4.10. Virus-specifikus aptamerek

A legtobb virusfertézés kimutatasara kifejlesztett meghatarozasi modszer indirekt, a
fert6zés hatdsara a szervezetben kialakuld virus-specifikus antitestek kimutatdsan
alapul. Az indirekt virusdiagnosztikai eljarasok mellett szdmtalan nukleinsav és antitest
alapu direkt, a virionok kozvetlen kimutatasara képes modszer is ismert (223-226). Az
aptamerek az antitestekhez hasonloan specifikusan felismerhetik a virusfehérjéket, ezért
megfeleld eszkozok lehetnek a direkt virusdiagnosztikdban és a virusreplikécio
molekularis analizisében (80, 227). Egy korabbi fejezetben mar részletesen
Osszevetettem az antitestek €és az aptamerek tulajdonsagait és alkalmazhatosagat, igy
most csak a virusdiagnosztikai szempontok szerinti kiilonbségeket ismertetem. Az
aptamerek szelekcioja akar heteken beliil kivitelezhetd, igy a gyorsan megjelend 1j
virustorzsekre specifikus aptamerek rugalmasan eldallithatok. A kontraszelekcios
lépések beiktatasaval nagyon kis szerkezeti eltérésekre is érzékeny aptamerek
generalhatok, igy alkalmasak a virusok genotipizalasara. Tovabbi elény, hogy nem csak
rekombinans virusfehérjék szolgalhatnak szelekcios célmolekuldkként, hanem teljes
virusrészecskék, illetve virussal fertdzott sejtek is. Az utdbbi esetekben nem kell

tisztitani, de feltétleniil ismerni sem a virus jellegzetes molekuldit, rdadasul a
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virusfert6zott sejtekkel végzett szelekcid specifikusabb aptamereket eredményezhet,
mivel a célfehérjék természetes formaban vannak jelen a sejtmembranban (228). A
virusdiagnosztikai alkalmazdsok mellett terapids célokra is érdemes az aptamerekkel
kutatasokat végezni, mivel a célfehérjék funkciojara gyakran gatlo hatassal vannak, €s
képesek megkiilonboztetni a virussal fertdzott és az egészséges sejteket, ami az
antiviralis szerek fejlesztése soran jol kiaknazhato.

A Hepatitis C (HCV) virus az A ¢és B tipus mellett a leggyakoribb korokozdja a
sporadikus €s poszt-transzfizids hepatitisznek (229). A Fold népességének koriilbeliil
3%-a szenved majcirr6zishoz €és hepatokarcindmahoz vezetd HCV fertézésben, és (230)
egyelére nem all rendelkezésre hatékony terapids szer a fertézés lekiizdésére. A jelenleg
alkalmazott, interferon o-n ¢és ribavirinen alapulé HCV kezelési protokollok
koltségesek, stlyos mellékhatasokat okozhatnak és lassan fejtik ki hatisukat (231)
(232). Az elfogadott szerologiai sziirdvizsgalatok elsésorban az anti-HCV antitestek
kimutatasan alapulnak, ezek koziil is az ELISA a legelterjedtebb megkdzelités (233). A
modszer igen érzékeny €s specifikus, azonban hasznalatandl szamos korlatozo tényezot
kell szem el6tt tartani. Az indirekt ELISA a fertdzés korai, HCV antigénekre specifikus
antitestek megjelenése eldtti szakaszaban nem alkalmas az infekcid kimutatdsara, és
hasonloképp félrevezetd eredményt adhat transzplanticiot kovetd immunszupresszalt
valamint HIV fert6zott betegeknél (234).

A direkt HCV detektalasi eljarasok iranyulhatnak mar a fertézés korai
szakaszaban is jelenlévé viralis RNS, illetve fehérje komponensek kimutatasara. A
HCV nukleinsav alapl kimutatasara kidolgoztak RT-PCR protokollokat, azonban ez a
modszer munkaigényes, kontaminacido kovetkeztében gyakran félrevezetd eredményt
szolgéltat, ¢és magas koltsége miatt a fejlédd orszagokban nem alkalmazhatd
rutinszerlien (235, 236). A direkt HCV diagnosztika madasik megkozelitésében
antitestekkel kozvetleniil a virus antigéneket mutatjdk ki szérum mintdkbol. A virus
szerkezeti alapjat szolgaltatd fehérjék, mint az E1 és E2 burokfehérjék vagy a mag
antigén (core antigen) megfeleld célpontok lehetnek a fertézés korai kimutataséara. A jo
mindségli antitestek eldallitdsanak nehézségei miatt csak nemrég keriilt forgalomba
olyan ELISA készlet amivel a mag antigént lehet kimutatni (237), és egyetlen olyan
antitest alapti modszer sem 4all rendelkezésre, amely a HCV felszini antigénjeit tudna

kimutatni szérummintdkbol. Osszefoglalva, a fertézés korai kimutatasara sokkal
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érzékenyebb és kevésbé koltséges HCV diagnosztikai modszerekre lenne sziikség (238),
amire az aptamerek ideélis megoldast nyujthatnak.

A HCV felszinén taldlhato E2 glikoprotein a hepatocitdk membranjaban
talalhaté koreceptorokhoz kotodik, ezaltal képes a virus bejutni a sejtekbe. A
burokfehérjére specifikus aptamerek szelekciojadhoz a sejtfelszinen E2-t stabilan
expresszalo CT26 emlds sejtvonalat hasznéltak, a kontraszelekciohoz pedig a fehérjét
nem expresszalo CT26-os vonalat. A kotddési vizsgdlatok alapjan a szelekcid E2
specifikus és nagy affinitasi (K4~1nM) DNS aptamert eredményezett. Az ily moédon
nyert aptamert sikeresen alkalmaztdk a HCV antitest-aptamer szendvics ELONA alapu
meghatarozasara, ugyanis a mért értékek egyarant aranyosan valtoztak a szérum
higitasaval és a mintdkban talalhato HCV RNS mennyiségével. A szelektalt aptamernek
terapias jelentdsége is lehet, mivel az E2 célmolekuldhoz kétddve megakadélyozza a
az aptamer az alkalmazott dozissal aranyosan megakadalyozta a virus terjedését.
Hatékonyséagat tiikrozi, hogy 100 nM aptamer antiviralis hatdsa megfelel 500 IU
interferon o hatasanak (238).

A HCV NS3 (Nonstructural Protein 3) egy N-terminalis szerin protedz ¢s egy C-
terminalis helikaz doménbdl all, mindemellett nukleotid trifoszfataz aktivitassal is
rendelkezik. Tobbféle funkcidja révén megfeleld célpont antivirdlis terdpias szerek
fejlesztésére. Szelekcioval két aptamert azonositottak, amelyek az NS3-hoz koétédtek, és
in vitro tesztekben gatoltdk annak protedz és helikaz aktivitasat (229). Az NS3 aktiv
centrumahoz kotddo aptamer eldallitdsdhoz a szelekcid soran a trunkalt NS3
polipeptidet alkalmaztdk célmolekulaként. A kisérlet olyan nagy affinitasi (Kg=10nM)
aptamereket eredményezett, amelyek 90%-kal csokkentették az enzim proteaz
aktivitasat (239). Az NS3 fehérje mellett a masik f&6 HCV terapias célpont a Hepatitis C
virus RNS polimeraz enzime (NS5B). Az NS5B enzimre tobb szelekciot is végeztek, és
a szelektalt RNS (97) és DNS aptamerek (240) is szelektiven gatoltdk az enzim
aktivitasat. A DNS aptamer 1 uM-os koncentracioban teljes mértékben meggatolta az

RNS szintézist, mikdzben mas virusok polimerazait (HIV-1, 3DP

poliovirus) nem
befolyasolta (240). A Hepatitis C 3a altipusdnak NS5B enzimére feliileti plazmon
rezonancia (SPR) alkalmazédsidval is szelektaltak aptamereket (247), amelyek

nanomolaris affinitdssal specifikusan kotddtek a HCV polimerazhoz, és gatoltak annak
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funkcigjat is. Emellett a szelekcid soran alkalmazott virus genotipusara is szelektivek
voltak, mivel a HCV la, és 1b altipusdnak polimeraz enzimeit a kisérletekben nem
gatoltak.

A HCV transzlacié inicidlasdhoz sziikséges a négy doménbdl allo (I-1V),
kiilonb6zé HCV altipusok kozott nagymértékben konzervalt IRES (Internal Ribosome
Entry Site). Az IRES, a 40S riboszomalis alegység és az elF3 egylittes kolcsonhatasa
sziikséges a transzlacio inicidlasahoz (242). Az IRES 1 (243) és Il doménra (244) olyan
RNS aptamereket szelektaltak, amelyek in vitro és in vivo kisérletekben is hatékony
gatloszereknek bizonyultak. Az eredményeket Osszefoglalva elmondhatod, hogy tobb
olyan hepatitis virusra specifikus aptamert fejlesztettek, amelyek antiviralis hatasat
jelenleg is tesztelik 4allat modelleken és klinikai vizsgalatokban. Mindezeknek
kozeljovoben (245).

Az influenza A virus az Orthomyxoviridae csaladba tartozik, és a léguti
fertdzéssel jard szezondlis jarvanyok mellett vilagméretli jarvanyokat is okozhat (246).
A virus felszini antigénje folyamatosan valtozik, ezért bonyolult univerzalis €s hatékony
vakcinat fejleszteni a fertézés lekiizdésére. Szamos olyan gyogyszer all rendelkezésre,
amelyek profilaktikusan alkalmazva csokkentik a fertdzés elofordulasat vagy a fertdzést
kovetd 1-2 napon beliil adva csokkentik a tiinetek idétartamat (247). A jelenleg elérhetd
gyogyszerek alkalmazdsa azonban mellékhatdsokkal jarhat, rezisztens torzsek
kialakuldsat idézheti eld, illetve sok esetben nem hat az Gjonnan megjelend
virustipusokra, igy tovabbra is igény van hatékony influenza ellenes hat6anyagokra és
diagnosztikai eszkdzokre.

A kereskedelmi forgalomban jelenleg kaphaté HA specifikus monoklonalis
antitestek nem alkalmasak a kiilonboz6é altipusokba tartozé influenza torzsek
megkiilonboztetésére, holott ez diagnosztikai célbol fontos lehet annak eldontésére,
hogy a virusok milyen tipusokba ¢€s altipusokba sorolhatok, illetve milyen mértékii az
egyes fertdzések sulyossaga. A két szerkezeti alegységbdl (HA1, HA2) felépiil6 HA
fehérje kivaloan alkalmas célmolekula aptamer szelekciora, mivel egy virusrészecske
felszinén nagyjabol 900 kopiaban fordul eld. Funkcidjat tekintve a fertézés korai
szakaszdban a virus és gazda sejt membranja kozotti fizidban vesz részt (248). A

kiilonb6zd influenza altipusok HA1 fehérjéinek aminosav Osszetétele 84-90%-ban
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megegyezik. A humdan influenza A virus részecskékre olyan RNS aptamereket
szelektaltak, amelyek specifikusan kotédtek a  virus hemagglutinin - (HA)
glikoproteinjéhez és az N3N2 altipuson beliil kiilonbséget is tettek egyes torzsek kozott,
igy genotipizalasra is alkalmasak (2/7). A kotédési vizsgalatok eredménye alapjan az
aptamer az A/Panama torzs HA fehérjéjéhez kapcsolodik, és a kontraszelekcios
1épésnek koszonhetden képes megkiilonboztetni ezt mas influenza virusok HA
fehérjéjétol, beleértve az ugyancsak N3N2 altipusba tartozé A/Aichi torzset. A
szelektalt aptamer affinitdsa (Kq=188pM) tizenotszor nagyobb, mint a monoklonalis
antitesté, és a kisérletek alapjan megakadalyozta a virus HA-medialt membranfuziojat is
megakaddlyozta a virus receptor kotddését, és ezen keresztiil a fertdzést is. Egereken
végzett kisérltekben az aptamert két nappal a fertdz¢s utan, injekcid formajaban juttattak
be az allatokba. A kezelés hatdsara a virus egerek tiidejében mérhetd titerszdma
jelentésen lecsokkent (276). A H5NI1 influenza virus rekombinans HA fehérjéjére is
szelektaltak DNS aptamert, amelyrdl az MDCK (Madin—Darby canine kidney)
sejttenyészeteken végzett kisérletek alapjan ugyancsak kimutattak, hogy az alkalmazott
dozissal aranyos antiviralis hatassal rendelkezik (249).

Az AIDS (acquired immune deficiency syndrome) kialakulasaért felelés HIV-1
(human immunodeficiency virus) a gyogyszerfejlesztok elsddleges célpontjai kozé
tartozik. A virus replikacids ciklusanak kiilonbozé féazisait célzo, mar elfogadott,
hatékony kismolekulds gydgyszerek allnak rendelkezésre, de emellett nukleinsav alapti
terapids szereket is fejlesztenek (27). A HIV retrovirus a virusban kodolt reverz
transzkriptaz enzim (HIV RT) segitségével a viralis RNS-bdl kétszala DNS-t szintetizal,
amely azutan beépiil a gazda szervezet genomjaba, igy biztositva sajat replikaciojat
(250), (251). A HIV RT RNS- ¢és DNS-dependens polimeraz, illetve RN-4z H
aktivitassal rendelkezik. Mivel fontos szerepet tolt be a virus replikacioban az AIDS
2’,3’-didezoxitimidint (AZT), a 2’,3’-didezoxiinozint (DDI) és a 2’,3’-didezoxicitidint
(DDC) (250), (252). Ezekrdl a szerekrdl bebizonyosodott, hogy csokkentik a fertdzés
mértekét, viszont csak rovid ideig hatasosak, és alkalmazéasuk jelentds mellékhatasokkal

jar.
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A HIV-1 RT-re olyan nanomoldris affinitdsu RNS aptamert szelektaltak (76),
amely jelentdsen gatolta a reverz transzkripciot és sejtkulturan végzett vizsgalatok
alapjan 90-99%-kal csokkentette a virusreplikaciot (253). Tobb retrovirussal is végeztek
vizsgalatokat, de az aptamer szelektiven csak a HIV-1 RT-t gatolta, igy feltételezhetd,
hogy aptamerekkel sokkal szelektivebb RT gatloszereket lehetne létrehozni, mint a
hagyomanyos szubsztrat analégokkal. A tobb funkcioji RT enzim, RN-dz aktvitadsaért
az RN-az H domén felelés. Az erre a doménre szelektalt DNS aptamer (/54) G-
quadruplex szerkezetii, és in vitro gatolja az enzim RN-4z H és polimeraz aktivitasat is.
Sejtkulturaban az aptamer képes meggatolni a HIV fertézést (ICso=10nM), amihez még
transzfekcios reagens alkalmazéasidra sincs sziikség. Kapillaris elektroforézis
segitségével minddssze négy ciklus elvégzésével olyan DNS aptamereket szelektaltak,
amelyek a korabbi, hagyomanyos szelekcios technikaval nyert DNS szekvencidknal
erdsebben, igen nagy affinitassal (K=180 pM) kotédtek a HIV RT-hez, és ennek
eléréséhez nem volt sziikség negativ vagy kontraszelekcios 1épésekre sem (36).
receptorahoz kotddve képes bejutni a sejtbe. A gp120 nagymértékben glikozilalt, emiatt
az immunrendszer nem ismeri fel, igy antitest nem termeltethetd ellene. Ugyanakkor az
aptamerek kis méretiik révén képesek a gp120 kis, konzervalt doménjeihez kotddni, oda
ahovd mar a nagyobb molekuldk, mint példaul az antitestek nem férnek be. A gp120
glikoproteinre szelektalt 2’-fluoro-pirimidin modositott RNS aptamer megakadalyozta a
HIV virus és receptora kozott kialakuld kolcsonhatést, ezaltal a virus terjedését is in
vitro tesztekben (254). A burokfehérje medialt sejtfizid gatlasdra foszforotioat
modositott DNS aptamert 1s szelektaltak, amely G-quadruplex szerkezettel rendelkezik,
és in vitro tesztekben ugyancsak megakadalyozta a virus terjedését (255). A
foszforotioat modositott aptamer a gp120 V3 hurokhoz kotddik, ily modon akadéalyozva
hatékonynak bizonyult. A Tat fehérje a HIV virus replikdciojdnak aktivatora és
mikodéséhez sziikséges a TAR (trans-activation response element). A Tat-ra szelektalt
RNS aptamer (Kq=120 pM) a vizsgalt sejtkultardkban 70%-kal csokkentette a virus
terjedését (256).

Virusfehérjék detektalasara az antitesteket felhasznaldé immunoszenzorok

mintdjara aptamer alapll szenzorokat is fejlesztettek (227). A HIV-1 Tat fehérje
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detektalasra RNS aptamert immobilizaltak egy piezoelektromos kvarc kristaly feliiletén
(257). A QCM (quartz crystal microbalance) alapu aptaszenzort, a megfeleld SPR alapti
aptaszenzorral is Osszehasonlitottdk. A modszerek ¢érzékenysége ¢és specifitasa
megegyezett, és hasonlo volt a reprodukalhatésaguk is, mindkét esetben 0,25 ppm volt a
kimutatdsi hatar (258). A HCV mag antigén kimutatdsdra is létrehoztak egy
aptaszenzort, amely alkalmas a fert6zott szérummintakbol szdrmazo HCV antigén
kimutatasara (259). A 4. tablazat a virusokra szelektalt aptamereket ¢és azok

alkalmazasat 0sszegzi.

4. tablazat: Virus specifikus aptamerek. (227)

Célmolekula Alkalmazas Referencia
Hepatitis C virus HCV gatl6 szerek (239)
(HCV) NS3

proteaz

HCV NS3 Terapia és (260)
helikaz diagnosztika

HCV NS5B Polimeraz gatlas 91
RNS polimeraz

HIV-1RT Reverz (261)
Reverz transzkriptaz transzkriptaz gatlas

HIV-1 Tat fehérje Transzkripcio (256)
Transzkripcid gatlas és detektalas
transzaktivator fehérje

HIV-1 RS SU Antiviralis szer (254)
glikoprotein (gp120)

Influenza A virus Antiviralis szer (249)
(H5N1) HAI fehérje

SARS coronavirus SCV-ellenes szerek | (262)
(SCV)

NTPaz/Helikaz

Rous Sarcoma virus Virus inhibitor (144)
(RSV)

Vaccinia virus Virus inhibitor (263)
(VACV)

Human Influenza A Virus inhibitor, (217)
virus (H3N2) genotipizalas

(A/Panama)
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4.11. Az Apple Stem Pitting Virus (ASPV) jellemzése

A Foveavirusok nemzetségébe, a Flexiviridae csalddba tartozd6 ASPV-t 1954-ben
fedeztek fel (264). A virus az alma ¢és korte iiltetvényeket karositja elsésorban azokon a
tertileteken, ahol virusra érzékeny gyokér alanyokat alkalmaznak atoltashoz. A tiinetek
kozé tartoznak a szarrészek és torzs fas szovetének gddrosddése, a levelek pondorddése,

a ndvény allapotanak altalanos romlésa (6. abra).

ASPV
negativ

6. abra: ASPYV fert6zés tiinetei az atoltott novényi részeken.

A virus vilagszerte elterjedt és kereskedelmi kultirakat is gyakran megfertéz, amely
azonban latens, tiinetmentes maradhat. Az ASPV egyik torzse a Pear Vein Yellows
virus vilagszerte elterjedt korte liltetvényeken, és a levelek ereinek sargulasat és voros
foltosodasat okozza (265).

A virus tanulményozéasahoz Nicotiana occidentalis-ba oltottak az agenst, majd a
felszaporitast kdvetden a virusrészecskéket gradiens centrifugalassal kitisztitottak (7.
abra). A virus formdja helikalis, hosszikas, hajlékony pélca, hossza 800 nm, szélessége

15-20 nm és hosszanti iranyban hajlamos az aggregaciora (8. abra) (266) (267).
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7.abra: Elektronmikroszkopos felvétel a gradiens centrifugalassal tisztitott ASPV részecskékrol.

A virus helikalis, hosszikas, hajlékony palcakat formal (267).

A virionok pozitiv egyszalu 3’ végen poliadenilalt RNS-t tartalmaznak,
amelynek mérete a virus izolatumtoél fliggden 8,4-9,3 kilobazis kozott mozog. A
kiilonb6z6 ASPV izolatumok vizsgalata alapjan tobb szekvencia varidns létezik.
Atoltasi kisérletek alapjan a PVYV (Pear Vein Yellows virus), a PSPV (pear stony pit
virus) és az ASPV egy virus kiilonb6zo torzseit képviselik (268). A virus legfobb
fehérje komponense a 48 kDa molekulatomegli burokfehérje. Kilenc ASPV torzs
szekvencia analizise alapjan a burokfehérjék homologidja 64,8-89,6% kozotti, és az
aminosav szam 396 és 415 kozott valtozik (269).

Az ASPV fertdzés azonositasara sokaig az egyetlen kimutatdsi modszert
érzékeny indikator novényekre (Malus sieboldii MO65, Virginia Crab, és a Spy 227)
torténd atoltas, és a tiinetek figyelemmel kovetése jelentette (6. dbra) (270). Ez az

eljaras azonban koltséges és iddigényes, ezért alacsony hatékonysagii modszer.
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8. abra: Az ASPYV felépitésének sematikus abraja.

Az atoltas mellett az ASPV detektalasara egyszeriibb és gyorsabb modszereket
is létrehoztak. A nukleinsav alapu meghatdrozasi modszerek, mint az RT-PCR (271-
273) és a fluoreszcens hibridizacios proban alapuld meghatarozas (274) eléggé
érzékenyek, azonban nagy mintaszdm vizsgalatara a koriilményes minta eldkészités és
nagy hibalehetdség kovetkeztében nem megfeleldek (275). A kozelmultban ASPV-
specifikus monoklonalis antitestet is eldallitottak, amellyel kettds enzimkapcsolt antitest
alapt meghatarozasi modszert fejlesztettek (DAS-ELISA). A modszer alkalmas a virus
kiilonb6zd izolatumaival fertézott ndvényi kivonatok detektalasara, és lehetdvé teszi
nagy szamu mintak elemzését (276), de gyakran félrevezetd eredményeket ad (277).

Mindezek figyelembevételével jelenleg az RT-PCR a legalkalmasabb ASPV
kimutatasi modszer, amennyiben alacsony a virus szdm az analizdland6 mintaban, igy

napjainkban ezt az eljaras alkalmazzak legaltalanosabban (273, 278-280).
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5. Célkituzések

A molekuléaris diagnosztikai eszk6zok egyre ndovekvO jelentoséggel birnak a
virusdetektalasban, a gyakorlatban azonban tovabbra is az antitest alapl, enzim-kapcsolt
immunologiai meghatarozasokat részesitik elényben. Ennek megfeleléen az ASP virus
kimutatasara is 1étrehoztak monoklonalis ellenanyagot, és alkalmazasaval kifejlesztettek
egy ELISA készletet. A létrehozott eljaras azonban nem alkalmas a kiilonb6zé ASPV
izoldtumokbol szarmazo burokfehérjék megkiilonboztetésére, kimutatasi hatara
alacsony ¢és gyakran félrevezetd eredményeket ad. Az elmult évtizedben az
aptamerekrél bebizonyosodott, hogy szdmos alkalmazdsi 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 jellemzdé burokfehérjéket, igy alkalmasak
lehetnek virusdiagnosztikai modszerek fejlesztésére.

A fent emlitett szempontoknak megfeleléen foglalom Ossze a munkank soran
kittizott célokat:

e Az aptamerek szelekciojahoz sziikséges két ASPV izoldtumra jellemzd
burokfehérje (MT32 ¢és PSA-H) eldallitasa bakterialis fehérjettltermeld
rendszerrel, majd a rekombindns burokfehérjék tisztitasa  affinitas
kromatografids gyanta alkalmazasaval.

e Olyan a burokfehérjére specifikus aptamerek szelekcioja, amelyek képesek a két
nagyfokii homologiat mutaté fehérje megkiilonboztetésére, igy alkalmasak
lehetnek a genotipusok meghatarozasara.

o A szelektalt aptamerek kotoképességének jellemzése.

e Az aptamerek gyakorlati alkalmazhatosdganak vizsgalata és felhasznaldsa virus-

diagnosztikai modszerekben antitest helyettesité molekuldkként.
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6. Felhasznalt anyagok

5. tablazat: Felhasznalt anyagok a gyartok feltiintetésével.

ACLSV pozitiv kontrol kivonat

BioReba AG, Reinach, Switzerland

40% Acrylamide/Bis Solution- Akrilamid

mix

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Altalanos negativ névényi kivonat

BioReba AG, Reinach, Switzerland

Anti-ASPV IgG

BioReba AG, Reinach, Switzerland

APMV pozitiv kontrol kivonat

BioReba AG, Reinach, Switzerland

ASPV pozitiv kontrol kivonat

BioReba AG, Reinach, Switzerland

ASPV Complete kit 480- ASPV detektalo
kit

BioReba AG, Reinach, Switzerland

ASPV Detecting Kit Substrate Solution-

szubsztrat oldat

BioReba AG, Reinach, Switzerland

BL21(DE3)pLysS kompetens sejt

Novagen, EMD Biosciences,

Gibbstown, NJ, USA

Bromfenol kék

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carbenicillin Bioline, Taunton, MA, USA
Coating Buffer BioReba AG, Reinach, Switzerland
Conjugate Buffer BioReba AG, Reinach, Switzerland

Coomassie Brilliant blue R250

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Poli-(dezoxi-inozin-dezoxi-citidin)

natrium séja (dIdC)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DH5a kompetens sejt

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Dietanolamin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ditiotreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

dNTP Mix, 2 mM each- ANTP keverék

Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA

1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimide methiodide (EDC)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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ExtrAvidin-AP — extravidin-konjugalt

alkalikus foszfataz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

ExtrAvidin-HRP- extravidin-konjugalt

torma peroxiddz enzim

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Etiléndiamin-tetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Imidazol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid (IPTG)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

6x Loading Dye- mintafelvivé puffer

Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL.

Kléramfenikol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Low Range DNA Ladder Mix- kis
molekulastlytt DNS marker keverék

Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA

1-Metilimidazol (1-MELM)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Maleimide Activated Clear Strip Plates-

maleimid-aktivalt mikrotiter talca

Pierce, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL

Ni-NTA HisBind agaréz affinitas

kromatografias gyanta

Novagen, EMD Biosciences,

Gibbstown, NJ, USA

Nitrocellul6z membran

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

NucleoLink plate

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL.

Oligonukleotid konyvtar

Metabion, Martinsried, Germany

pDEST17 vektor

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

pDONR 201 vektor

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

p-GEM-T-easy vektor

Promega, Madison, WI.

p-nitrofenil-foszfat (pNPP)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Prestained Protein Ladder- festett fehérje

molekulastly marker keverék

Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA

Proteaz inhibitor koktél

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Protein-Free blokkol6 oldat

Pierce, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA

PVDF membran

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Reacti-Bind Streptavidin Coated High

Pierce, Thermo Fisher Scientific,
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Binding Capacity plate, (8-well strips)-

sztreptavidin-modositott mikrotiter-talca

Rockford, IL, USA

10X Reaction Buffer (Taq polimerazhoz)

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

SuperBlock blokkol6 oldat

Pierce, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA

SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate

Pierce, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA

Taq polimeraz

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin
(TEMED)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tripton Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Unstained Protein Ladder — festetlen

fehérje molekulastuly marker keverék

Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA

Yeast Extract- élesztd kivonat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

6. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt pufferek, oldatok az dsszetétel feltiintetésével.

LB agar taptalaj

1% tripton, 0,5% élesztékivonat, 1%

NacCl, 2% agar, ultra tiszta viz

LB tapoldat 1% tripton, 0,5% élesztokivonat, 1%
NaCl, ultra tiszta viz

SOB tapoldat 0,5% ¢élesztOkivonat, 2% tripton, 10 mM
NacCl, 2,5 mM KCIl, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,4

SOC tapoldat 0,5% ¢lesztokivonat, 2% tripton, 10 mM

NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,, 20 mM gliikoz

Laemmli elvélaszto gél puffer

1,5 M TRIS, 10% SDS, pH 8.8

Laemmli tomoritd gél puffer

1 M TRIS, 10% SDS, pH 6,8

Anod 1. puffer

0,3 M TRIS, 10% metanol, pH 10,4
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Andd I1. puffer

25 mM TRIS, 10% metanol, pH 10,4

Katod puffer

25 mM TRIS, 40 mM glicin,
10% metanol, pH 9,4

5x Laemmli minta puffer

0,312 M TRIS, 10% SDS,
250 mM DTT, 50% glicerin,
0,01% bromfenol-kék, pH 6,8

Feltaro puffer

10 mM Na,HPOy, 2 mM KH,POy, 2,7
mM KCI, 500 mM NaCl, 10 mM
imidazol, 0,1% Triton X-100, Proteaz
Inhibitor Koktél, pH 7,5

1x SDS futtatd oldat

3 g/ TRIS, 14 g/ glicin, 1g/l SDS

Coomassie festdoldat

0,2% Coomassie Brilliant blue R250, 0,2

M citromsav

1x PBS-T 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,POy, 2,7
mM KCI, 137 mM NacCl, 0,05% Triton-
X,pH 7,5

1x PBS 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,POy, 2,7
mM KCl, 137 mM NaCl, pH 7,5

PEG PCR Cleanup puffer 26% PEG 8000, 6,5 mM MgCl,, 0,6 M
NaAc, pH 6-7

Fed6 puffer (ELISA kit) 15 mM Na,CO3, 34,8 mM NaHCOs, 3
mM NaNs, pH=9,6

Moso puffer (ELISA kit) 136 mM NacCl, 1,46 mM KH;POy,, 8,1

mM Na,HPO,, 2,68 mM KCl, 0,05%
Tween 20, pH=7,4

Kapcsolo puffer (ELISA kit)

19,8 mM TRIS, 136,8 mM NaCl, 2%
PVP K25 (MW 24000), 0,05% Tween 20,
0,2% BSA, 0,1 mM MgCl,x6 H,0, 2,68
mM KCl, 3 mM NaN;, pH=7,4

Szubsztrat puffer (ELISA kit)

1 M dietanolamin, 3 mM NaNj3, pH=9,8

Kot6 puffer (maleimid-aktivalt mikrotiter

talcahoz)

PBS, 10 mM EDTA, 0,05% Tween-20,
pH 7,2
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Mos6 puffer (maleimid-aktivalt

PBS, ImM EDTA, 0,2% Tween-20, pH

mikrotiter talcdhoz) 7,2

Bakterialis total kivonat (maleimid-

aktivalt mikrotiter talcahoz)

PBS, 1 mM EDTA, 0,2% Tween-20, 1
mM PMSF, pH 7,2, 0,5 mg/ml E. coli

protein koncentraciod

Borat puffer

0,1 M H3;BOs3, pH=9,3

7. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott aptamerek és primerek szekvenciai.

MT32 rovid GGGGTGGTGGGTTCTTTTTGTGGTATTGGTGTGGGGGGCA

MT32 rovid GGGGTGGTGGGTTCTTTTTGTGGTATTGGTGTGGGGGGCAT

biotinililalt TTT-(BtnTg)

MT32 rovid GGGGTGGTGGGTTCTTTTTGTGGTATTGGTGTGGGGGGCAT

3’ tiol- TTT-(C6-SH)

modositott

MT32 rovid (Phos)-

5’ foszforilalt | TTTTTGGGGTGGTGGGTTCTTTTTGTGGTATTGGTGTGGGG
GGCAT

PSAH rovid | AGCAAGGTTTGGTGTTGGTTGGTTGCTGGTTTTGGTTTGGC

PSAH rovid | AGCAAGGTTTGGTGTTGGTTGGTTGCTGGTTTTGGTTTGGC

biotinilalt TTTT-(Biotin)

MT32 hosszi | AGCCTCGTCTGTTCTCCCGGGGTGGTGGGTTCTTTTTGTGG
TATTGGTGTGGGGGGCAGGGAAGACAAGCAGACGT

PSAH hosszti | AGCCTCGTCTGTTCTCCCAGCAAGGTTTGGTGTTGGTTGGT
TGCTGGTTTTGGTTTGGCGGGAAGACAAGCAGACGT

SELR 5’-ACGTCTGCTTGTCTTCCC-3’

SELR 5’-Biotin-ACGTCTGCTTGTCTTCCC-3’

biotinilalt

SELF 5’- AGCCTCGTCTGTTCTCCC-3’

attblASPV79 | 5°-

56 primer GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAATGACTTCC

AATGGATCCCA-3’
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attb2ASPV92 | 5°-

63 primer GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATAGCCGCCC
CGGTTAGGTT-3’

M13 forward | 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’

primer

M13 reverse

primer

5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
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7. Modszerek

7.1. Az ASPV burokfehérjéket kodolé szekvenciak klonozasa

Az ASPV MT32 izolatumanak (Genbank azonositd szama: AF438521) és a PVYV
PSA-H izolatumanak (Genbank azonositd szama: D21828) burokfehérjéit kodold
pDEST17::MT32 ¢és pDEST17::PSA-H vektorkonstrukcidkat rendelkezésiinkre
bocsatottak. Eldallitasukat roviden dsszefoglalom. Az ASPV virus kétféle izolatumabol,
az almafabodl izolalt MT32-bdl és a kortefabol izolalt PSA-H-bol késziilt cDNS
konyvtarbol amplifikaltdk a burokfehérjéket kodold szekvencidkat az attbl ASPV7956;
5'-ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcaatgacttccaatggateeca-3'  és  attb2ASPV9263;  5'-
ggggaccactttgtacaagaaagetgggtcatagecgeceeggttaggtt-3' primerekkel PCR-rel. A PCR
terméket BP rekombinacioval pDONR201 vektorba klonoztdk, és a kész vektorral
DH5a E. coli kompetens sejteket transzformaltak. A vektort Plasmid Miniprep Kittel
tisztitottak és szekvenalassal ellendrizték. Ezutan a burokfehérjéket kddolo pDONR201
vektorkonstrukciokat LR rekombindciéval pDEST17 expresszids vektorba klonoztak,
létrehozva a pDEST17::MT32 és pDEST17::PSA-H vektor-konstrukciokat.

A pDESTI17:MT32 ¢és pDESTI17::PSA-H vektor-konstrukcidkat fehérje
tultermelésre alkalmas BL21(DE3)pLysS E. coli kompetens sejtekbe transzformaltuk. A
transzformalas a kovetkezOképpen zajlott: -80 °C-on tarolt, kémiai kompetens
baktériumsejteket tartalmazo szuszpenziot jégen kiolvasztottuk, majd Osszekevertiik
~100 ng pDEST17::MT32 vagy pDEST17::PSA-H tisztitott plazmid DNS-sel, 20
percig jégen inkubaltuk, egy percre 42 °C-os termosztatba helyeztiik, majd Gjra jégre
tettiik. A bakteridlis sejtszuszpenzidhoz ezutdn 500 pul SOC médiumot adtunk, és egy
orara intenziven razatott 37 °C-os termosztatba helyeztiik. A bakteridlis sejteket ezutan
lecentrifugaltuk 8 percig 4000 fordulat/percen, szobahdmérsékleten, a feliiliszobol 400
pl-t lepipettaztuk, majd a kialakult csapadékot a maradék oldatban felszuszpendaltuk és
tivegbottal szélesztettilk 100 pg/ml karbenicillint tartalmaz6 szilard LB agar taptalajon.
A taptalajra szélesztett baktériumokat 37 °C-on ~15 6rén at inkubaltuk, majd egy-egy
feln6tt telepet 10-10 ml 100 pg/ml karbenicillint tartalmazé folyékony LB taptalajba
oltottunk, és 37 °C-os inkubatorban jabb ~15 6ran at, intenziv razatassal inkubaltuk. A

karbenicillin, és kléramfenikol rezisztens BL21(DE3)pLysS pDEST17::MT32, ¢és a
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BL21(DE3)pLysS pDESTI17::PSA-H bakteridlis sejtszuszpenziokbol — késobbi
kisérleteinkhez glicerines sejtszuszpenziot készitettiink: fagyasztocs6ben 300 pl

glicerin-t és 700 pl bakterialis sejtszuszpenziot osszekevertiink, és -80 °C-ra helyeztiink.

7.2. ASPV burokfehérjék tultermelése és tisztitasa bakterialis expresszios

rendszerben

A BL21(DE3)pLysS pDEST17::MT32 ¢s a BL21(DE3)pLysS pDEST17::PSA-H
glicerol szuszpenzidkat 35 pg/ml kléramfenikolt és 100 pg/ml karbenicillint tartalmaz6
LB agar lemezre szélesztettiink, és 37 °C-on inkubaltuk ~15 o6ran at, majd a felnott
telepekbdl egyet-egyet az antibiotikumokat tartalmazé folyékony LB tiptalajba
oltottunk, és a mar kozolt modon felndvesztettink. Az igy felszaporitott starter
kultardkbol 10-10 ml-t 500 ml 35 pg/ml kléramfenikolt és 100 pg/ml karbenicillint
tartalmazo folyékony LB taptalajba oltottunk, és intenziv razatas mellett 37 °C-os
inkubatorban ndvesztettiink, amig a szuszpenziok optikai denzitdsa 600 nm-en elérte a
0,5-0s értéket. Ekkor az inkubator homérsékletét 30 °C-ra csokkentettiik, és a bakterialis
5 ¢6ra indukcid utan a szuszpenzidt 4 °C-on 5000 fordulat/percen 20 percen keresztiil
centrifugaltuk, majd az igy nyert bakterialis csapadékrol eltavolitottuk a feliiltiszot.

A rekombinans 6xHis jelold cimkével termelt burokfehérjéket nikkelion-aktivalt
HisBind agar6z affinitas kromatografids gyantaval tisztitottuk, amelybdl 200 pl-t
mostunk kétszer 500 pl PBS-sel, 50 mM nikkel-szulfat oldattal aktivaltuk 30 percen at
szobahdmérsékleten, majd 0jra mostuk kétszer 500 pl PBS-sel. A lecentrifugalt
bakterialis csapadékot jégen tartva 20 ml feltar6 pufferben felszuszpendaltuk, majd
Otszor 30 masodpercig szonikaltuk. A feltart szuszpenziét 4 °C-on 30 percig
centrifugaltuk 13000 fordulat/percen. A szolubilis fehérjéket tartalmazo centrifugalis
feliiluszot 30 percen keresztiil enyhe razogatassal jégen inkubaltuk az aktivalt affinitas
kromatografids gyantaval. A gyantat 1500 fordulat/percen 4 °C-on 5 perc
centrifugdldssal ilepitettiik, és a feliiliszo ledntése utdn haromszor 300 ul feltard
pufferrel, haromszor 300 pl 50 mM-os imidazol-PBS-sel, haromszor 300 pul 100 mM-os
imidazol-PBS-sel, végiil haromszor 300 pl 150 mM-os imidazol-PBS-sel mostuk a

szennyezd fehérjék eltavolitdsa érdekében. A moséasok kozott 30 masodpercig, 1000
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fordulat/percen centrifugaldssal iilepitettiik a gyantat, majd a feliiliszot fecskenddvel
eltavolitottuk. A gyantara kotott tisztitott burokfehérjéket 500 mM-os imidazol-PBS-sel,
harom Iépésben eludltuk. Haromszor 200 ul elacids pufferrel haromszor 5 percig
inkubaltuk a gyantat, és a frakcidkat kiilon-kiilon, alacsony fehérje-kotOképességi
eppendorf csovekbe pipettaztuk. Az imidazoltol dializalassal szabadultunk meg. Az
eluciokat kiegészitettiik glicerinnel 10%-o0s végkoncentracidig, hogy elkeriiljiik a
¢jszakan at 200 ml 10% glicerint tartalmazé PBS-ben enyhe kevertetéssel 4 °C-on
dializaltuk. A dializalt eluciok fehérje koncentracié meghatarozasat Bradford reagenssel

végeztik el.

7.3. Burokfehérje-specifikus aptamerek szelekcidja

Az aptamerek szelekcidjahoz 10" -féle nukleotid szekvenciat tartalmazo, 1 pM-os,
HPLC-vel tisztitott oligonukleotid konyvtarbol indultunk ki. A konyvtarban talalhato 76
bazis hosszusagu, egyszali DNS szekvencidk két allando, 18 nukleotid hosszlisagu
primer koto részt tartalmaznak, amelyek kozrefognak egy 40 random nukleotidbol allo
szakaszt (40N). Altalanos felépitésiik a kovetkezd: 5’-AGCCTCGTCTGTTCTCCC-
N4o-GGGAAGACAAGCAGACGT-3". A szelekciot SELEX modszerrel, 15 ciklus
elveégzésével kiviteleztiik. A szelekciohoz 1 nmol DNS-t tartalmazo oligonukleotid
konyvtarat 100 pl PBS-0,05% Triton-X 100 oldattal higitottunk, majd 95 °C-on
inkubaltuk 2 percig, és azonnal jégre tettiik, ami altal a DNS szekvencidkban kialakult
masodlagos strukturdkat megbontottuk. Az oldatot kiegészitettik 9,9 ml 0,1 pg/ml
dIdC-t és 1 pg/ml BSA-t tartalmaz6 PBS-0,05% Triton-X 100 oldattal. Ezutan 30 pl,
koriilbeliil 300 pmol PSAH, vagy MT32 fehérjét tartalmazd Ni-NTA HisBind agaréz
affinitds kromatografias gyantdval inkubdltuk az oldatot 30 percen Kkeresztiil,
szobahdmérsékleten enyhe razatassal. Az inkubalas leteltével a gyengén vagy egyaltalan
nem kotodott DNS szekvenciakat mosassal, haromszor 1 ml PBS-0,05% Triton-X 100
oldattal tavolitottuk el. A fehérjét és az ahhoz kotédott aptamereket 20 pl 500 mM
imidazolt tartalmaz6 20 mM Tris pH 8,0 oldattal elualtuk a gyantardl, és templatként a
PCR elegyhez adtuk. A 100 pl térfogati PCR elegy Osszetétele a kovetkezd volt: 20 pl
templat, 10 pl 10x Reaction Buffer, 1,5 U Taq polimeraz, 1-1 uM SELF, és biotinilalt

61



DOI:10.14753/SE.2012.1658

SELR primerek, 0,8 mM dNTP és 1,5 mM MgCl, ultra tiszta vizzel kiegészitve. Az
elegyet két PCR csébe szétosztottuk, és 2 percig inkubaltuk 95°C-on, majd 18 ciklust
végeztiink el, amelynek 1épései: 30 sec 95 °C-on, 30 sec 56 °C-on, 30 sec 68 °C-on, &s
végiil 2 percig inkubaltuk az elegyet 68 °C-on. A keletkezett termékbdl 5-5 pl-t 2,5%-o0s
agardz gélen, gélelektroforézissel ellendriztiink. A mintdkat 1 pl 6x Loading Dye
mintafelvivé pufferrel egészitettiik ki. A mintdkkal parhuzamosan 5 pl Low Range
DNA Ladder Mix molekulasuly-markert is futtattunk, annak megallapitasara, hogy a
termékiink mérete megfeleld. Ezutdin a maradék 90 ul PCR termékhez 23 pl 5 M-os
NaCl oldatot adtunk, kétfelé osztottuk, és Reacti-Bind sztreptavidin-modositott, nagy
kotoképességli mikrotiter talca 1-1 celljaban inkubaltuk egy oran keresztiil. A kotés
utan a feliiluszot eltavolitottuk, és a cellakat haromszor 1 ml PBS-0,05% Triton-X 100
oldattal mostuk. A biotint nem tartalmazd6 DNS szélakat ezutan 30 pl/cella frissen
készitett 100 mM-os NaOH oldattal elualtuk az immobilizalt komplementer szalakrol.
Az elualt szekvencidkat tartalmazé oldatot lepipettaztuk, és 1 ml-re higitottuk 1,5 pl 1
M-os NaH,PO, oldattal kiegészitett PBS-0,05% Triton-X 100 oldatban, hogy a pH-t
visszaallitsuk 7,5-re. Az igy eldallitott elegyet hasznaltuk fel a SELEX masodik
ciklusdhoz, miutan 95 °C-on 5 percig inkubaltuk, és jégen lehlitottik. A szelekcio
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 noveljiikk az erdsebben kotddd szekvencidk ardnyat. A szelektalt
aptamerek specifikussaganak novelésére kontraszelekcids lépéseket is beiktattunk a
SELEX folyamataba. A 3., 6., 9., ciklus utan nyert PSAH vagy MT32 specifikus
szekvencidkat tartalmazé elegyet inkubaltuk 30 percig, szobahOmérsékleten, enyhe
razatassal 15 pl Ni-NTA HisBind agar6z affinitds kromatografids gyantahoz kotott
MT32 vagy PSAH fehérjével, és ekkor a nem kotddott szekvencidkat tartalmazd
feliiluszot vittiik tovabb a kovetkezd SELEX ciklushoz. A legutolso ciklusban a PCR-
hez biotin-mentes reverz primert alkalmaztunk, és a keletkezett termékbdl 4 pl-t T/A
kloénozassal p-GEM-T-easy vektorba inszertaltunk. A ligalasi elegyet DH5a kompetens
E. coli sejtekbe transzformaltuk. A felndtt telepekbdl 20-20 darabot ellendriztiink
kolénia PCR-rel M13 forward és reverse primerekkel, annak megéllapitasara, hogy a
megfeleld méretli inszerteket tartalmazza a vektor. Ekkor a PCR termékbdl 5-5 pl-t

ellendriztiink 2,5%-o0s agar6z gélelektroforézissel. A maradék 45 pl elegybdl PEG PCR
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Cleanup pufferrel kitisztitottuk a PCR terméket. A tisztitott terméket szekvenaltattuk
M13 promoter primerekkel, és az igy nyert aptamer szekvencidkat Clone Manager

program Align alkalmazaséaval 6sszehasonlitottuk.

7.4. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A rekombinans burokfehérjék indukcidjat SDS-PAGE modszerrel ellendriztiik. Az
indukcio eldtti €s az indukalt bakterialis szuszpenziokbol 1-1 ml-t eppendorf csOben,
13000 fordulat/percen 1 percig centrifugaltunk szobahdémérsékleten, és a feliiluszot
eltavolitottuk. A visszamarado csapadékot 40 pl ultra tiszta viz és 10 pl 5x Laemmli
minta puffer keverékében felszuszpendaltuk, majd 6t percig inkubéltuk 95 °C-os
szarazblokkban. Az igy el6készitett mintakbol 5-5 pl-t hasznaltunk fel az SDS-PAGE-
hez (50 pg fehérjetartalom). A bakteridlis rendszerben tultermelt burokfehérjék
affinitas-tisztitasat is SDS-PAGE moddszerrel ellendriztiik, a szonikalas és centrifugalas
utan nyert centrifugalis feliiliszobol, az affinitds kromatografias gyantéra kotott mosas
Laemmli minta pufferben 6t percig inkubéltuk 95 °C-os szarazblokkban, és a teljes
mintatérfogatot felhasznaltuk az SDS-PAGE-hez.

Az SDS-PAGE-hez 10%-o0s, 0,75 mm vastagsagu gélt készitettiink, amelynek
Osszetételét a 8. tablazatban tilintettem fel. Az elvalasztd gél komponenseit
Osszekevertiik, és két, 0,75 mm tavolsagban rogzitett tiveglap kozé pipettaztuk. A
keverékre 100 pl izobutanolt pipettdztunk, hogy az oxigéntdl izolaljuk az elvalasztd gél
felszinét. A gél polimerizacidja utdn, ~45 perc elteltével, desztillalt vizzel kimostuk az
izobutanolt, beillesztettiik a fésiit az liveglapok kozé, majd rapipettaztuk a tomoritd gél
komponenseibdl eléallitott keveréket. Koriilbeliil 15 perc mulva, a gél polimerizaciojat
kovetden a fésut eltavolitottuk, és desztillalt vizzel kioblitettik a mintafelvitelre
elokészitett zsebeket. Az elkészitett gélt elektroforézishez kialakitott futtatokamraba
helyeztiik, és a kamrat feltoltottiik 1x SDS futtatd oldattal. A fehérjéket tartalmazo
mintaoldatokat és a festetlen molekulasuly markert (5 pl Unstained Protein Ladder) a
zsebekbe pipettaztuk, osszeallitottuk a futtatokamrat, és a gélt 20 mA aramerdsséggel,
200 V fesziiltséggel elektroforetizaltuk. A Laemmli minta pufferben taldlhato

bromfenol-kék festék kifutasakor leéllitottuk az elektroforézist, a gélt kiemeltik az
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tiveglapok koziil, €s desztillalt vizes oblités utan Coomassie festé oldatba helyeztiik 5
percre mikrohulldmu siitébe alacsony fokozaton. A gél festése utan a hattérrol
eltavolitottuk a festéket kétszer 5 perc desztillalt vizes kezeléssel, mikrohullamu
siitbben alacsony fokozaton, igy lathatéva valtak az elektroforézis soran elvalasztott

fehérjék savjai a gélben.

8. tablazat: 10%-os poliakrilamid gél 6sszetétele SDS-PAGE-hez.

Elvalaszté gél (Sml) 1,3 ml 40%-os akrilamid mix

2,45 ml ultra tiszta viz

1,3 ml Laemmli elvalaszt6 gél puffer

50 pl 10%-0s ammoénium perszulfat

2 ul TEMED

Tomorité gél (2ml) 260 pl 40%-os akrilamid mix

1,44 ml ultra tiszta viz

280 pl Laemmli tomoritd gél puffer

20 pl 10%-0s ammoénium perszulfat

2 ul TEMED

7.5. Western-blot

1 ml indukalt bakteridlis sejtszuszpenziobol a fent részletezett modon készitettiink
mintaoldatot, amelybdl 2 pl-t hasznéltunk fel SDS-PAGE-hez (20 pg fehérjetartalom).
10%-0s 1,5 mm-es gélen 30 mA aramerdsseéggel 200 V fesziiltséggel elektroforézissel
elvéalasztottuk a mintaoldat és az eldre festett molekulasuly marker (5 pl Prestained
Protein Ladder) fehérje-komponenseit, majd a gélt félszaraz-blot alkalmazasaval
nitrocellul6z membranra transzferdltuk. A félszaraz-blottold késziilékben a kovetkezd
sorrendet betartva egymasra rétegeztiink két Andd 1. pufferbe, egy Andd II. pufferbe
aztatott vastag sziirOpapirt, a megnedvesitett nitrocelluldz membrant, a gélt és végiil
harom Katéd pufferbe aztatott vastag sziirdpapirt, ligyelve a buborékmentességre. A

rétegek alapteriilete megegyez6 és a gél méretéhez illeszkedd volt. A transzferalashoz
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szlikséges dramerdsség értéke mA-ben kifejezve 1,2x az alapteriilet (58 mA), a
transzferalas idétartama egy ora volt.

A membrant PBS-ben ledblitettiik, és Protein-Free blokkold pufferben 20 percig
inkubaltuk enyhe razatassal. A blokkolast kovetéen 50 pmol biotinilalt aptamert 1 ml
PBS-ben a membrannal inkubaltunk 90 percig enyhe razatassal, majd haromszor
mostuk 10 percig, koriilbeliil 10 ml 0,2%-0s PBS-Tween 20 oldattal intenziv razatassal.
A mosast kovetéen 1 ml PBS-ben 2000-szeresre higitott ExtrAvidinnel konjugalt HRP
oldattal inkubaltuk a membrant egy oran at. Haromszor tiz perc 10 ml 0,2%-0s PBS-
Tween 20 oldatos és egyszer tiz perc PBS oldatos mosas utan 2 ml ECL keverékkel
inkubaltuk egy percig a membrant, és a keletkez6 kemilumineszcens jelet filmen

detektaltuk.

7.6. Dot-Blot

Az aptamerek specifikus virusfelismerd képességét nativ, fertézott és virusmentes
novényi kivonatokkal 1is teszteltik. Két kisérletet végeztiink, az egyikben a
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd anti-ASPV IgG monoklondlis antitest
virusfelismerd képességét vetettiikk ssze a biotinilalt aptamerekével. Ekkor 15 pg total
fehérjetartalmia ASPV pozitiv €s negativ ndvényi kivonatot cseppentettiink nitrocelluloz
membranokra egy-egy pontba. A pontok szaradasa utdn Protein-Free blokkolo
pufferben 20 percig inkubaltuk a membranokat, majd 1:1000 higitasu, PBS-ben higitott
anti-ASPV IgG oldattal vagy 25 pmol/ml biotinildlt MT32 vagy biotinilalt PSAH
aptamert tartalmaz6 PBS oldattal 90 percen at inkubéltuk a membranokat. Az anti-
ASPV IgG-t 1:5000 higitasti, PBS-ben oldott HRP-konjugalt anti-egér antitesttel
kapcsoltuk, a biotinilalt aptamereket pedig PBS-ben 2000-szeresre higitott
ExtrAvidinnel konjugélt HRP oldattal.

A masodik dot-blot kisérletben 100 ng totdl fehérjetartalmu, kereskedelmi
forgalomban kaphaté ASPV, ACLSV ¢és ApMV pozitiv ndvényi kivonatokat
cseppentettlink nitrocelluldz membranra, és a membranokat szdradds utdn 25 pmol/ml
biotinilalt MT32 vagy PSAH aptamert tartalmaz6 PBS oldattal 90 percen at inkubaltuk.
A kisérletek tovabbi 1€épései megegyeznek a Western-blotnal leirtakkal.
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7.7. ELISA és ELONA

Kereskedelmi forgalomban beszerezhetd ASPV detektald készlet segitségével, ASPV
pozitiv és negativ kontrol ndvényi kivonatokkal a gyartd protokollja szerint elvégeztiik
az ELISA kisérletet. A készlet tartalmazta az Osszes sziikséges reagenst (IgG, és
konjugalt IgG antitestek, pozitiv €s negativ ndvényi kivonatok, szubsztrat, puffereket)
¢s mikrotiter talcat. A nagy kotoképességli 96 celldju mikrotiter talcat 50 pl/cella fedo
pufferben 1000-szeresre higitott anti-ASPV IgG monoklonalis antitesttel inkubaltuk 4
°C-on 5 oran at, majd mostuk. A kisérlet 0sszes mosasi 1épését haromszor 200 pl/cella
mosé puffer alkalmazasédval kiviteleztiikk. A mosasi 1épések utan 50 pl/cella higitatlan
ASPV pozitiv és negativ, és a mos6 pufferrel kétszer, négyszer, illetve hatszor higitott
ASPV pozitiv kontroll ndvényi kivonattal inkubaltuk a mikrotiter talcat 4 °C-on egy
¢jszakan at. A mikrotiter talcat mostuk, majd 50 pl/cella kapcsold pufferben 1000-
szeresre higitott AP-konjugdlt anti-ASPV  IgG-vel inkubaltuk 5 o6ran 4t
szobahdmérsékleten. Harom mosasi 1épést kovetden 50 pl/cella szubsztrat oldat (1
mg/ml para-Nitrofenil-Foszfat szubsztrat pufferben oldva) hozzdadéasa utan, egy ora
elteltével, 30 °C-on 405 nm-en fotométerrel meghataroztuk az abszorbanciakat.

Az ELISA kisérlettel parhuzamosan elvégeztiink egy ELONA kisérletet is a két
modszer érzékenységének Osszehasonlitd vizsgalatara. A kisérlet 1épései megegyeztek,
kivéve, hogy a konjugalt antitest helyett 50 pl/cella 100 pmol biotinilalt PSAH aptamert
tartalmazo mosoé pufferben inkubaltuk a mikrotiter talcat szobahdmérsékleten 90 percen
at, majd harom mosasi 1épést kovetden mosd pufferben 5000-szeresre higitott AP-
konjugalt ExtrAvidinnel kapcsoltuk a mikrotiter talcara kotddott aptamereket. Az ezt
kovetd mosasi 1épések és a jel detektalasa is megegyezett az ELISA-nal leirtakkal és

egy 1d6ben zajlott, hogy az eredmények 0sszevethetdek legyenek.

7.8. ASPV virus burokfehérjék detektalasa DOS-ELONA modszerrel

Az altalunk alkalmazott maleimid-aktivalt mikrotiter talca cellait kovalensen

modositottuk 100 pl/cella kotd pufferben higitott 50 pmol tiol-mddositott MT32

aptamerrel 150 percen 4t szobahdmérsékleten. A kotés eldtt a tiol-mddositott
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aptamereket natrium-borohidriddel kezeltiik, hogy redukéljuk az aptamerek kozott
esetleg kialakult diszulfid hidakat. A mddositott cellak szamatol fiiggd koriilbeliil 5-10
natrium-borohidridet tartalmazé 0,1 M borat pufferrel, és kétszer 5 percig inkubaltuk
jégen, majd a pH-t 6 korili értékre allitottuk 0,1 M HCI és 0,1 M NaOH hozzaadésaval,
amit indikator papir alkalmazéséaval ellendriztiink. Végiil kotd pufferben kihigitottuk az
aptamereket a kapcsolashoz sziikséges térfogatra. Az aptamerek kovalens kapcsolasa
utdn a mikrotiter talca cellait haromszor mostuk 200 pl/cella mosé pufferrel majd a
mikrotiter tdlcan maradt nem reagalt kotéhelyeket 30 percig 150 pl/cella kotd pufferben
oldott, 10 mM-os cisztein oldattal blokkoltuk szobahdmérsékleten. Harom mosasi 1épést
kovetden a mikrotiter talcat 150 pl/cella Protein-Free blokkold pufferrel inkubaltuk 30
percig szobahOmérsékleten. Az igy elOkészitett cellakba 100 pl bakteridlis total
kivonatot és ugyanezt a kivonatot kiilonb6z0 mennyiségl tisztitott PSAH fehérjével
kiegészitve adtuk, és egy oran at enyhe razatdssal inkubdltuk szobahdmérsékleten
(cellanként 50 pg Osszes fehérjemennyiség). Az oldat eltavolitdsa utdn a mikrotiter
talcat haromszor mostuk 200 pl/cella mos6d pufferrel, majd 100 pl/cella 50 pmol
biotinilalt PSAH aptamert tartalmazé mosé pufferrel inkubdltuk egy Ordn at
szobahOmérsékleten. Harom mosasi [épést kovetden 100 pl/cella PBS-ben 5000-
szeresre higitott AP-konjugalt ExtrAvidinnel inkubaltuk a mikrotiter talcat egy oran at.
Végiil harom mosasi 1épést kovetden 100 pl/cella dietanolamin pufferben oldott 1
mg/ml paranitrofenil-foszfat (pNPP) szubsztrat oldattal inkubaltuk a mikrotiter talcat, és
a szinvaltozast abszorbancia méréssel detektaltuk egy ora elteltével 30 °C-on 405 nm-

€n.

7.9. ASPV virus partikulumok detektalasa DOS-ELONA modszerrel

A virus partikulmok detektaldsara fert6zott novényi kivonatokbol NucleoLink plate
mikrotiter talcat alkalmaztunk, amelynek aktivalt feliiletére 10 pmol/cella 5’
foszfatcsoport és TTTTT 0Osszekotd modositassal szintetizalt MT32 aptamert
kovalensen kapcsoltunk. A kapcsolast a foszfatcsoporton keresztiil kiviteleztiik, 100
ul/cella 100 mM 1-MELM-ben oldott 10 mM EDC ¢és 10 pmol/cella moédositott aptamer

oldataval 50 °C-os inkubatorban egy éjszakéan at. A kapcsolas utdn a mikrotiter talcan
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maradt szabad kotohelyeket inaktivaltuk. A cellakat 200 pl/cella 50 °C-os 0,25% Tween
20-at tartalmazd, 0,4 M NaOH oldattal mostuk haromszor, majd ugyanezzel az oldattal
15 percen at inkubaltuk, és Gjra mostuk haromszor. A NaOH eltavolitasara ultra tiszta
vizzel mostuk haromszor, 5 percig inkubaltuk, majd ujra mostuk haromszor a mikrotiter
talcat 200 pl/cella térfogattal. Ezutan 150 pl/cella 0,1 pg/ml dIdC-t tartalmazd 5%-os
BSA oldattal blokkoltuk a mikrotiter talcat 30 percen at szobahOmérsékleten. A
blokkolas utan a celldkba 100 pl, 10 ug total fehérje tartalmu virusmentes és ASPV,
ACLSV vagy ApMV-fert6zott virusos novényi kivonatokat pipettaztunk, és 30 percen
at inkubaltuk szobahdmérsékleten. A kivonatok eltdvolitdsa utan haromszor mostuk a
mikrotiter talcat 200 pl 0,2%-0s PBS-Tween 20 oldattal, majd 100 pl, 10 pmol/cella
biotinilalt MT32 aptamert tartalmazé PBS oldatot adtunk a celldkhoz 30 percre
szobahOmérsékleten. A nem kotodott aptamerek eltavolitdsara harom mosasi 1épést
alkalmaztunk 200 pl/cella 0,2%-0s PBS-Tween 20 oldattal, majd 100 pl PBS-ben 5000-
szeresre higitott AP-konjugalt ExtrAvidin oldatot adtunk a mikrotiter talca celldiba, és
egy oOran at inkubaltuk szobahdmérsékleten. A detektdlashoz harom mosdsi 1épést
kovetéen 100 pl/cella, 1 mg/ml dietanolamin pufferben oldott pNPP szubsztratot
adtunk, majd 15 percig inkubaltuk 30 °C-on, és 405 nm-en fotometrids méréssel
meghataroztuk az abszorbanciakat.

A virusmentes ndvényi kivonatot almalevélbdl allitottuk eld. A leveleket
folyékony nitrogénben dérzsmozsarban elporitottuk, és PBS-0,05% Tween 20 oldatban
felszuszpendaltuk. Az igy nyert szuszpenziot 20 percig centrifugaltuk 4 °C-on 13000
reagenssel meghatiroztuk, majd a fehérje koncentraciot PBS-sel a virusfertozott

kivonatokéval megegyezdre allitottuk be.
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8. Eredmények

8.1. A szelekcio soran alkalmazott burokfehérjék bemutatasa és osszehasonlito

analizise

A virus burokfehérjék detektdlasa a novényi virusfertézések kimutatasara alkalmas
modszer (281). Az ASPV virus feliiletét beboritd burokfehérje tobb ezer kopidban van

jelen egy virus részecskén, igy tobb aptamer kotddését teszi lehetdvé egy részecskéhez,

¢és a célmolekula a virus nativ allapotaban is hozzaférheto.

Két ASPV-izoldtum burokfehérjéinek, az MT32 ¢és PSA-H aminosav
szekvenciait 6sszehasonlitd analizisnek vetettiik ala, amely kimutatta, hogy a két fehérje

kozel 81%-ban azonos és a legnagyobb kiilonbség, hogy a PSA-H fehérje koriilbeliil 20

aminosavval tobbet tartalmaz, mint az MT32 (9. abra).

NT32,
P3A-H,

MT32,
PSA-H,

MT32,
PSA-H,

HT32,
PSA-H,

NT3Z,
PSA-H,

NT32Z,
P3A-H,

MT32,
PSA-H,

1 MTSNGSQPQOSSAPHMVSVEEPAAL-----—————————m——m VSAPNPSVVNSAPVSAPIV

MTSNGSOPQASTPHVSAEEPAAAASVPNSTPHVSAEGP ALAVSAPNSSVVSSAPASAPTA

TEXEEXRXRERY * KTEKXEX XXXEERX TEXXE XXX XTX% **X

SEPVISQVQSVAPIVSGFDPNLHGRLTNEQHNRQAQEEAARRGYEEGSRPNQRILPNTGAY
SEPVISQVQSLAPIVSGFDPNLHGRLTNEQHNRQAQNE AAMOGYEEGSRRNPRLPSSTTAH

e o o o e o o o o o o e o o o o o ERXXXXETT T % T *

03 NNYASMNSNPFETGTAYSEAPRMNMGPYPISSGYEGTSEPSAQRIFPVQHGVSPSSHD AN

NDYASMNSNPFETGTAYGGAPRVSFGSYPTFPGSGSASEPNSQRIFPQOQHGVNPS AHASD

* Eol i e o o o o o o T Y T T * T E e e i *TrT

LVSQOQVTVGGNSGSPFTLGNRAPRNATSNIGGHRRRLDSNSLENIRYEPQAGVVASNQKI
LVPHQATSGGNTGTPF TLGNRAPRNATANTGGMRRRLDSVGLKNIRYEPQAGVVASNQKI

e E O A o o o o R E o

RAIGVALIGMGIPEHQLTEVGVYRARHCADVGASDKSTVLGTFPGSDITLEEVGTHVEQT
RAVGVALIGHGIPEHQLTEVGVYLARHCADVGASDESALLGTFPGSDITLEEVGTHIKQT

O ) * E i i

EGCTLROQYCAFYAKHVUNLMLOTQSPPANWVGKEFKFETRYAAFDFFFGVESTASLEPAD
EGCTLRQYCAFYAKHVUNLMLOTQSPPANWVGKEFKFETRYAAFDFFFGVESTASLEPAD

Eolk o o o o o o o o o o ol o o o o o o o o o o o

GLIRLPTQAERVANATSKEIQMYRIRSMEGTQAVNFGEVTGGKIGPKPVLSIRK
GLIRLPTQAERVANATSKEIQMNYRIRSMEGTQAVNFGEVTGGKIGPEKPVLSIRK

Eal o e o o o o e i o o e o i e o o o

9. abra: Az ASPV-izolaitumok (MT32és PSA-H) burokfehérjéinek 6sszehasonlité analizise az

aminosav szekvenciak feltiintetésével. A kiemelés az azonos aminosavakat jeldli a szekvenciakban.
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8.2. ASPV burokfehérjék tultermelése és tisztitasa bakterialis expresszios rendszer

alkalmazasaval

Az Aaltalunk alkalmazott aptamer szelekcids eljardshoz nagy tisztasagl, gyantan
immobilizalt célfehérjére van sziikség, amit bakteridlis fehérjetaltermeld rendszerrel
biztositottunk. A rendelkezésiinkre bocsatott pDEST17::MT32 ¢és pDEST17::PSA-H
vektor-konstrukciokkal BL21(DE3)pLysS kompetens baktériumokat transzformaltunk.
A transzformalt BL21(DE3)pLysS bakterialis sejtek indukciojat optimalizalnunk
kellett. A megfeleld6 IPTG koncentracid, indukcidos hdmérséklet és idOtartam
meghatdrozasa utan eldallitottuk a rekombinans burokfehérjéket (10. adbra), amelyeket

HisBind affinitds kromatografias gyanta alkalmazasaval tisztitottunk. A gyantahoz

crer

crer

hatékonyan tavolitja el a szennyez6 fehérjéket, de még nem okoz jelentds veszteséget a
burokfehérje kitermelésben. A fehérjék expresszidjat és a tisztitasi 1épéseket 10%-os

SDS-PAGE alkalmazésaval és Coomassie festéssel ellendriztiik (11. &bra, 12. 4bra).
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10. abra: Tultermelt burokfehérjék kimutatasa SDS-PAGE modszerrel.

Unstained Protein Ladder molekulastuly marker (kDa) (M), MT32-t (1) és PSAH-t (2) taltermel6, SDS-
Laemmli mintapufferben elokészitett, 50 ng fehérjetartalmu denaturalt bakterialis total fehérjekivonat,
Coomassie festéssel vizualizalva. A megfeleld magassagban nyilakkal is jelzett intenzivebb savok a

taltermelt burokfehérjéket jelzik a gélen.
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11. abra: MT32 burokfehérje tisztitasa His-Bind affinitas kromatografias gyanta alkalmazasaval.

Az SDS-Laemmli mintapufferben el6készitett, 50 pg fehérjetartalmi denaturalt bakterialis
fehérjekivonatokat 10%-os SDS-PAGE alkalmazasaval vélasztottuk el, és Coomassie festéssel
vizualizaltuk. Unstained Protein Ladder molekulastly markernek megfeleld referencia pontok (kDa) (M),
Szonikalassal feltart MT32 fehérjét taltermeld bakteridlis kivonat centrifugélis feliiluszo (1), MT32
burokfehérjét thltermelé bakteridlis fehérjekivonat affinitds kromatografias gyantahoz koétve, a mosast
megeldzden (2), Affinitas kromatografids gyantahoz kotott fehérjék 3x150 mM imidazol-PBS mosas utan
(3). A mosasi 1épések hatasara az affinitas kromatografias gyantahoz nem specifikusan k6t6dott fehérjék

elualodnak, €s a tiszta burokfehérje a megfelelé magassagban egy savot szolgaltatva jelenik meg a gélen.
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12. abra: PSA-H burokfehérje tisztitasa His-Bind affinitas kromatografids gyanta alkalmazasaval.

Az SDS-Laemmli mintapufferben el6készitett, 50 pg fehérjetartalmtt denaturdlt bakterialis
fehérjekivonatokat 10%-os SDS-PAGE alkalmazasaval vélasztottuk el, és Coomassie festéssel
vizualizaltuk. Unstained Protein Ladder molekulasuly markernek megfeleld referencia pontok (kDa) (M),
PSA-H burokfehérjét taltermelé bakterialis fehérjekivonat affinitas kromatografias gyantahoz koétve, a
mosast megelézden (1), Affinitas kromatografias gyantahoz kotott fehérjék 3x100 mM imidazol-PBS
mosas utan (2), Affinitds kromatografias gyantdhoz kotott fehérjék 3x150 mM imidazol-PBS mosés utan
(3). A mosasi lépések hatasara az affinitds kromatografias gyantdhoz nem specifikusan kotodott fehérjék
nagyrészt elualoédnak, és a tiszta burokfehérje a megfelel6 magassagban egy savot szolgaltatva jelenik

meg a gélen.

8.3. Burokfehérje-specifikus aptamerek szelekcigja

Az aptamereket, néhany kisebb valtoztatastol eltekintve, egy kordbban publikalt SELEX
protokoll alapjan szelektaltuk (33). A bakterialis fehérje taltermeléssel eldallitott, és
tisztitott 6xHis jelold cimkével ellatott burokfehérjéket Ni-NTA HisBind agar6z
affinitds kromatografias gyanta feliiletére kotottiik. A gyantdn immobilizalt
burokfehérjét a random oligonukleotid konyvtarral inkubéltuk, amely ~10'*-féle DNS
szekvenciat tartalmazott. 15 szelekcids és harom kontraszelekcios ciklust kdvetden 20-
20 virus burokfehérje-specifikus egyszalu DNS szekvenciadt hataroztunk meg klonozés

¢s szekvendlas segitségével. Az aptamer szelekcido eredményeként nyert szekvencidk
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variabilis szakaszait 6sszehasonlito analizisnek vetettiik al4, amelyhez a Clone Manager
programot alkalmaztuk (13. abra). Egyes szekvencidk tobbszor is eléfordultak, 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  ——— ccaaggtttggtgttggt-tggttggtgggtgtgcagectge—-
MT32 11-14  -—-————— cccggatggtttggtc-tggt-tggaggagggggggtattgt——-
PSAH 20 ———acgtatcaaggttt-ggtattggttggtt-gtagcgtgttgg————-—
PSAH 21 —-——gcca-—--—aggttt-ggtattggttggttggtggggag--gggttat—--——
PSAH 19 @ ——————— cttgaggttt—-ggtogttggttggt——caagggag——-g-——-ttgctgca
PSAH 18 —-—gggccctggaggttt—ggtattggt tggt——gcagg-——g——g———taagt-——
PSAH 14-15 gtggcccaaagaggttt—-ggtottggttggt——gtttg-——t—-—-g———tcc———-—
PSAH 16-17  —-———- gcggtaaggttt—ggttttggttggt——tatcgcga—-—-ggtttaa————-
PSAH 1-9 = —-—————-— agcaaggttt—ggtgttggttggttgctggtttt——ggtttgge———-
PSAH 10-13  ————- tgggctaggtgtcggggotggotggtgggttgtgtecttga———————

13. abra: 20-20 MT32-, és PSA-H-specifikus szekvencia 6sszehasonlité analizise.
A vorossel jelolt betiik a QGRS Mapper programmal josolt G-quadruplex szerkezetet kialakito

szekvenciakat jelolik, a sotétsziirke kiemelés a szekvenciak kozotti szignifikans homologiat jeldli.

8.4. A burokfehérje-koté aptamerek prediktiv masodlagos szerkezete

A QGRS Mapper interneten elérhetd program alkalmazasaval megvizsgaltuk, a G-
quadruplexek eloforduldsanak lehetdségét a szekvenciakban (/59). Minden aptameren
beliil tobb ilyen szakaszt taldltunk, a legvaloszinlibb G-quadruplexet kialakito
szakaszokat vOrds szinnel jeloltiik az dbran (13. &bra). A burokfehérjékre specifikus
aptamer szekvencidk koziil kivalasztottuk a leggyakrabban el6forduldkat, és grafikusan

is abrazoltuk a prediktiv méasodlagos szerkezetiiket (14. dbra, 15. &bra).
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14. abra: Az MT32 aptamer prediktiv masodlagos szerkezete a nukleotidok feltiintetésével.

A sziirke négyzetek a G-kvartetteket jelolik.
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15. abra: A PSA-H aptamer prediktiv masodlagos szerkezete a nukleotidok feltiintetésével.

A sziirke négyzetek a G-kvartetteket, a szaggatott vonalak pedig a Watson-Crick bazisparokat jelolik.
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8.5. Az aptamerek kotoképességének jellemzése feliileti plazmon rezonancia (SPR)

alkalmazasaval

A szelektalt szekvenciak koziil a két leggyakrabban el6fordulot SPR analizisnek
vetettlik ald, hogy meghatirozzuk a célmolekula koté képességiiket. Az
oligonukleotidok varidbilis szakaszat a 3’-végen HS-(CH,)s-TTTT 06sszekoto szakasszal
szintetizaltattuk, és kozvetleniil egy arany chip feliiletén immobilizaltuk (282). Az
aptamerek ¢€s a tisztitott burokfehérjék kozotti affinitast feliileti plazmon rezonanciaval
(SPR) hataroztuk meg (283). Az aptamer-fehérje komplexek disszociacids allandoit (Kq)
az SPR-gorbék kinetikai analizisével szdmitottuk ki. A PSA-H aptamer disszociacios
konstansanak értéke két nagysagrenddel alacsonyabb volt a PSA-H fehérjével
(K¢=8,0x10° M), mint az MT32-vel (Kq=2,9x107 M). Ezzel ellentétben az MT32
aptamer esetében csupan kis eltérést tapasztaltunk a két fehérje Ky értékében, igy az
MT32 fehérjével K¢=5,5x10" M, a PSA-H fehérjével pedig K¢=8,3x10™° M értékeket

hataroztunk meg.

8.6. Western-blot analizis

A szelektalt aptamerek specifikussaganak vizsgalatara Western-blot analizist végeztiink
a taltermelt burokfehérjéket tartalmazod  bakteridlis total fehérjekivonatok
alkalmazasaval. A fehérjéket 10%-os SDS-PAGE-sel valasztottuk el, majd az altalunk
optimalizalt protokoll szerint nitrocellul6z membranra blottoltuk, Protein Free blokkold
oldattal kezeltiik, és biotin-jelolt burokfehérje-specifikus aptamerekkel inkubaltuk. Az
aptamerek kotddését ExtrAvidin-HRP kapcsolasa utan HRP-katalizalt ECL reakcidval
detektaltuk. Az aptamerek specifikusan csak a denaturdlt burokfehérjékhez kotddtek
(16. abra).
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16. abra: Az aptamerek specifitisanak igazolasa Western-blot analizissel.

20-20 pg/sav MT32 (A) és PSA-H (B) virus burokfehérjét tiltermeld total E. coli fehérjekivonatokat
10%-0s SDS-PAGE segitségével elvalasztottunk, és nitrocelluléz membréanra blottoltunk. A detektalast
biotinilalt MT32 (1) és PSA-H (2) aptamerekkel, ExtrAvidin-HRP kapcsolasaval és ECL reakcidval
végeztik. A denaturdlt totdl bakteridlis fehérjekivonatokbdl az aptamerek specifikusan csak a

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

8.7. Dot-blot analizis

Az aptamerek specifitasadt nativ virusokkal is vizsgaltuk, melynek sordn dot-blot
analizist végeztiink virus fertdzott ndvények fehérjekivonataival. Kereskedelmi
forgalomban beszerezhetd Apple Mosaic Virus (ApMV), Apple Chlorotic Leaf Spot
Virus (ACLSV) ¢és Apple Stem Pitting Virus (ASPV) pozitiv névényi kivonatokat
cseppentettiink nitrocelluld6z membranra, és a detektalast a Western-blot kisérletnél
leirtak szerint kiviteleztiik. A nativ virusfehérjéket tartalmaz6 membranon jol lathatoan
kimutattuk az ASPV-t mindkét aptamer segitségével, mig nem kaptunk jelet az

ACLSV-t és ApMV-t tartalmazo6 pontokban (17. dbra).
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17. abra: Az aptamerek Dot-blot analizise ACLSV-, APMV- és ASPV-fert6zott novényi
kivonatokkal.

100 ng fehérjét tartalmazo nativ, virusfertdzott novényi fehérjekivonatokat nitrocelluléz membranra
cseppentettiink, majd biotin-jeldlt, MT32 (A) és PSA-H (B) specifikus aptamerekkel inkubaltunk. A
detektalast ExtrAvidin-HRP kapcsolasaval, és ECL reakcidval végeztiik.

A szelektalt aptamereink és a kereskedelmi forgalomban elérhetd anti-ASPV
IgG antitest alkalmazhatdsagat dot-blot analizissel vetettiik Ossze. Specifikussaguk
Osszehasonlitdsdra nativ  ASPV-fertdzott és negativ kontroll ndvényi kivonatokat
cseppentettiink nitrocelluléz 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 reakcidval végeztik. Az
eredmények alapjan az aptamerek kortilbeliil tizszer intenzivebb jelet szolgaltattak és

specifikusan csak az ASPV-t tartalmazo6 novényi kivonathoz kotédtek (18. dbra).

18. abra: Az aptamerek és az anti-ASPV IgG o6sszehasonlito vizsgalata dot-blot analizissel.
15 pg/pont virusfertdzott (+) és negativ kontroll (-) ndvényekbdl szarmazod fehérjekivonatokat
nitrocellul6z membranra cseppentettilk, majd a membrant az antitesttel (1), illetve MT32 (2) és PSA-H
(3) biotin-jeldlt aptamerrel inkubaltuk. A detektalast HRP-konjugalt anti-egér antitest, illetve ExtrAvidin-
HRP kapcsolasaval és ECL reakcioval végeztikk. Az aptamerek joval intenzivebb jelet szolgaltattak az

anti-ASPV IgG-nél és nem kotddtek a kontroll kivonatokhoz.
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8.8. ASPV kimutatasa ELISA és ELONA modszerrel

Az aptamerek specifitdsanak igazolasat kovetden két olyan kisérletet végeztiink el
parhuzamosan, melyekkel azt kivantuk vizsgalni, hogy aptamereink mennyiben
alkalmazhatdéak az ELISA alapu virusdiagnosztikdban. A kereskedelmi forgalomban
kaphato, ASPV detektalasra kifejlesztett készlet komponenseit felhasznalva elvégeztiink
egy dupla ellenanyag, mas néven szendvics ELISA meghatirozast, melynek elso
1épéseként az anti-ASPV IgG-t mikrotiter talcan immobilizaltuk. Az ellenanyag burkolt
talca cellait ASPV-fertézott 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, AP-konjugalt antitestet biotinilalt PSA-H aptamerrel helyettesitettiik.
Az ELONA eljaras soran a kotddo aptamerek detektalasara egy plusz ExtrAvidin-AP-
val torténd inkubacios 1épést iktattunk be. A kétféle modon eldkészitett talcan azonos
paraméterekkel, pNPP szubsztrat hozzaadasaval és fotometridval hatdroztuk meg a
kapcsolodott AP mennyiségét (19. abra). Az abran feltiintetett értékeket harom mérés
eredményeinek atlagabodl, a hattér értékével korrigdlva mutattuk be. A hattér a negativ
novényi kivonattal haromszor mért abszorbancia értekek atlaga, ELISA esetében értéke
0,07 és ELONA esetében 0,177.

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 moddszerrel mar nem lehetett kiilonbséget tenni a négyszeres és

hatszoros higitasnal mért értékek kozott.
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19. abra: ASPV detektalisa ELISA és ELONA médszer alkalmazasaval. Az anti-ASPV IgG
antitestet mikrotiter tdlcan immobilizaltuk, majd az ASPV-pozitiv ndvényi kivonat kiilonbozd
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 hozzaadasaval
végeztilk. A grafikonon harom mérés atlagait abrazoltam a hattér értékekkel korrigalva. Az ELONA
minden pontban magasabb abszorbancia értékeket szolgaltatott, mint a megfelelé ELISA-val mért

értékek.

8.9. ASPV virus burokfehérjék detektalasa DOS-ELONA modszerrel

A sikeres ellenanyag-aptamer kombindcios ELONA eljarast kovetden azt vizsgaltuk,
hogy szelektiv aptamereink alkalmasak-e a virus burokfehérje ellenanyag hasznalata
nélkiili detektalasara. Az 5’-végen tiol modositassal szintetizalt MT32 aptamert
maleimid-aktivalt mikrotiter talcan immobilizaltuk, majd Protein Free blokkolo oldattal
blokkoltuk a celldkat. Az igy elokészitett cellakat kiilonbdz6 mennyiségii tisztitott PSA-
H fehérjét tartalmazo bakteridlis total fehérjekivonattal inkubaltuk, és a mosasi 1épések
elvégzése utan biotinilalt PSA-H aptamert tartalmaz6 oldattal inkubaltuk. A detektaldst
ExtrAvidin-AP és pNPP szubsztrat oldat hozzdadasaval végeztiik. A mért értékekre
sztenderd negyedfoka logisztikus egyenletet illesztettiink (R*=0,999) (20. 4bra).
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A kisérlet eredménye alapjan a PSA-H fehérje tisztan aptamer alapu detektalasa

is megoldhat6, antitest alkalmazéasa nélkiil. Az alkalikus foszfatdzzal katalizalt reakcid

akar 100 ng PSA-H protein kimutatasara alkalmas mérheto jelet szolgaltatott komplex

bakterialis matrixbol.
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20. abra: PSA-H burokfehérje koncentracié meghatarozasa DOS-ELONA mddszerrel.

A tiol-moédositott MT32 aptamert maleimid-aktivalt mirotiter talcan immobilizaltuk, majd kiilonb6z6
mennyiségii PSA-H fehérjét tartalmazd bakterialis kivonattal inkubaltuk. Az Osszes
fehérjemennyiség értéke 50 pg/cella volt. A megkdtdtt burokfehérjéket biotinilalt PSA-H aptamer és
ExtrAvidin-AP kapcsolasaval, pNPP szubsztrattal detektaltuk. Az abszorbancia értékek harom mérés
eredményének atlagai, a hattér értékével (50 pg fehérjetartalmt bakterialis kivonat: A4ys=0,103)
korrigalva. A gorbe illesztése négyparaméteres logisztikus modell alkalmazasaval tortént. Az
aptamerekkel létrehozott szendvics tipusi meghatarozads alkalmas a PSA-H burokfehérje

kimutatasara komplex bakteridlis matrixbol.
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8.10. ASPYV virus partikulumok detektalasa DOS-ELONA moddszerrel

Miutan igazoltuk, hogy a DOS-ELONA modszer alkalmas a virus burokfehérje
mérésére, az ASPV virus partikulumok detektalasara is kidolgoztunk egy eljarast. Az
immobilizalashoz és detektalashoz egyféle aptamer, az MT32 foszforilalt és biotinilalt
formdjat alkalmaztuk. A foszforilalt és 5 timidin 6sszekotovel ellatott MT32 aptamert
kovalensen kapcsoltuk az aktivalt NucleoLink mikrotiter talca feliiletére. A szabad
kotohelyek inaktivalasa utan dIdC-t tartalmazo BSA oldattal blokkoltuk, majd 10 pg
fehérjetartalmtt virusmentes és ASPV-, ACLSV- vagy ApMV-fertdzott ndvényi
fehérjekivonatokkal inkubaltuk a cellakat. A detektalas biotin-jelolt MT32 aptamer és
ExtrAvidin-AP konjugatum kapcsolasaval, pNPP szubsztrat hozzdadasaval tortént. A
fotometralassal mért jelintenzitds az ASPV-fertézott kivonat esetében koriilbeliil
haromszor nagyobb volt, mint az ApMV, ACLSV ¢és a negativ kontroll esetében mért
értékek (21. abra).

A kisérlet eredménye alapjan a DOS-ELONA specifikusan kimutatja az ASPV-
fertdzott kivonatot, és alkalmas teljes virusrészecskék megkotésére komplex névényi

matrixbdl.
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21. abra: Virusdetektalas DOS-ELONA moédszerrel névényi kivonatokbol.

A foszforilalt MT32 aptamert mikrotiter-talca feliiletén immobilizaltuk, majd 10 pg fehérjét tartalmazd
negativ kontroll, ASPV-, APMV- vagy ACLSV-fertézott novényi kivonattal inkubaltuk. A megkotott
virus részecskéket biotinilalt MT32 aptamerrel, ExtrAvidin-AP kapcsolasaval és pNPP szubsztrattal
detektaltuk. A feltiintetett értékek négy mérés eredményeinek atlagai. A mért jelintenzitas az ASPV-
fert6zott kivonat esetében kortilbeliil haromszor nagyobb, mint az ApMV, ACLSV és a negativ kontroll

esetében mért értékek.
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9. Megbeszélés

9.1. ASPV burokfehérjék taltermelése és tisztitasa bakteridlis expresszios

rendszerben

A burokfehérjék kodold szekvencidit pDEST17 expresszios vektorba klénozva
bocsatottak rendelkezésiinkre. A pDEST17 vektor T7 promotert, riboszoma koto helyet,
N-termindlis 6xHis jelold cimkét ¢és ampicillin rezisztencia gént kodol ¢és
fogadovektornak alkalmas a rekombindns Gateway klonozasi eljarasban. A vektor
alkalmas bakterialis fehérje tiltermelésre és in vitro transzkripciora is.

A vektor konstrukciokkal transzformalt BL21(DE3)pLysS nagy hatékonysagu
fehérje taltermelésre alkalmas torzs, amely lehetévé teszi barmely a T7 promoterrel és
riboszoma kotohellyel rendelkezd gén expresszidjat. A torzs lizogén a A-DE3 fagra,
amely a T7 RNS polimerazt kodolé bakteriofag T7 I gént tartalmazza, amelyet a
baktériumtdrzsben a lac UV5 promoter szabalyozasa ald helyeztek. A torzs hordozza a
pLysS plazmidot is, amely a T7 lizozim gént kodolja. A T7 lizozim csokkenti a T7
promoter szabalyozasa alatt allo célgén hattér expresszidjat, de nem befolyasolja az

IPTG-indukcidval kivaltott expresszids szintet (22. abra).
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22. abra: BL21(DE3)pLysS bakterialis fehérje tiltermel6 rendszer sematikus abraja.

A burokfehérjék tultermelését BL21(DE3)pLysS IPTG-indukalhato bakterialis
rendszerben hajtottuk végre, amelynek koriilményeit optimalizdlnunk kellett. Az
indukcio eldtt sziikséges a megfeleld mennyiségli fehérje termeléséhez elegendd
sejtszam eldallitdsa, amelyet denzitometrids méréssel hatdroztunk meg. A szuszpenziot
37 °C-on inkubaltuk, amig el nem érte az ODgp=0,5 értéket, de nem haladta meg az
ODgpo=1 értéket. Megfigyeléseink alapjan a tul gyors indukcid kdvetkezményeként a
termelddott burokfehérjék hajlamosak oldhatatlan zarvanytesteket képezni, amelyekbdl

csak rossz hatasfokkal nyerhetdk vissza. Az indukcid soran alkalmazott alacsonyabb

elkertiltiik a zarvanytest képzddést. Az optimalizalt indukcids koriilményeket betartva a
burokfehérjék nagy része nativ, oldott allapotban a feliiliszoban maradt a sejtek
feltarasat és centrifugalasat kovetden. Az expresszalt rekombinans burokfehérjéket
ezutan a 6xHis jelold cimkén keresztlil nikkelion-aktivalt affinitas kromatografias
gyantdhoz kotottiik (23. dbra). A feltard és moso pufferekhez novekvd koncentracidban
adott imidazol a 6xHis jelold cimkéhez hasonldan a Ni-ion aktivalt gyantdhoz kotddik,

igy megakadalyozza a fehérjék nem specifikus adszorpcidjat, és ezaltal csokkenti a
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hatteret. Mindezek figyelembevételével ndvekvd imidazol koncentracidval kiviteleztiik
a taltermelt fehérjét koto, affinitds kromatografids 4gy mosasat, minek eredményeként

nagy tisztasagh MT-32 és PSA-H fehérjét allitottunk eld.

23. abra: 6xHis jelolé cimke kotodése Ni-NTA agaréz affinitaiskromatografias gyantara.

Az NTA 4gyon immobilizalt Ni* koordinativ kotéséken keresztiil kapcsolodik a hisztidinhez.

9.2. Burokfehérje-specifikus aptamerek szelekcidja és analizise

A patogének diagnosztizalasara elsdsorban nagy affinitassal és specifitassal rendelkezd
antitesteket alkalmaznak, de egyre gyakrabban fordulnak el6 nukleinsav alapt
meghatarozasi moddszerek is. Ez utdbbi eljarasok leggyakrabban a nukleinsav
szekvencia alapjan azonositjdk az egyes patogéneket, az aptamerek segitségével
azonban akar kozvetleniil kimutathatéak a patogén mikroorganizmusok és virusok
fehérjéi is.

A DNS aptamerek szelektdldsa tobb szempontbol is célszerlinek tlint.
Ellentétben az RNS aptamerekkel a DNS aptamerek amplifikacioja sordn nincs sziikség
reverz transzkripcids lépésre, tovabba a biologiai mintdkban a DNS a degradacionak
kevésbé kitett, mint az RNS (/42). A szelekcidhoz egy olyan korabban publikalt
SELEX moddszert alkalmaztunk kisebb modositasokkal (33), amely elméletileg
barmilyen molekularis biologiai laborban elvégezheté és nem igényel bonyolult
miiszerezettséget. A szelekcios korlilményeket fokozatosan valtoztatva noveltiik a
szelekcios nyomadst. Esetiinkben ez annyit jelentett, hogy csokkend burokfehérje

mennyiséget hasznaltunk az egymast kovetd szelekcids 1épések soran, igy noveltiik a
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crer

fehérjemennyiség kivédi a konyvtarban egy-egy, esetleg néhany kopidban jelen 1évo
nagy affinitasu szekvencidk elvesztését. A késobbi ciklusok soran a PCR amplifikacid
kovetkeztében mar sok nagy affinitasti és specifitdsu szekvencia all rendelkezésre,
melyek koziil a legerdsebben kotddok foglaljak el a rendelkezésre allo kotohelyeket a
fehérjén, igy ekkor mar csokkenthetd a célfehérje mennyisége. A szelekcidos nyomads
tovabbi novelésére a fehérje-oligonukleotid komplexet hordozo affinitas-kromatografias
gyantat intenziven mostuk és a szelekcids pufferhez feleslegben adott dIdC és BSA
alkalmazaséaval eliminaltuk azokat a szekvenciakat, amelyek nem specifikusan kotodtek
a fehérjékhez. Egy virustorzs két izolatuméabdl szarmazd olyan burokfehérjékre
szelektaltuk az aptamereket, amelyek csak igen kis mértékben térnek el egymastol, ezért
az aptamerek specifikussaganak novelése érdekében harom kontraszelekcios 1épést is
elvégeztink a két fehérje felcserélésével, ekkor a szelekcid tovabbi 1épéseit a
feliiluszoban maradt, nem kotodott szekvencidkkal folytattuk.

A klonozéssal és szekvenalassal nyert szekvencidkat dsszehasonlitd analizisnek
vetettiik ald a Clone Manager program alkalmazasaval. A szelekci6 hat MT32- és nyolc
PSA-H-specifikus aptamert eredményezett (13. abra). A burokfehérjékre szelektalt
aptamerek az MT32 esetében 50%-ban, a PSA-H esetében pedig 45%-ban azonos
szekvencidk voltak, a két csoport kozdtt azonban nem taldltunk megegyezd
szekvenciakat. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a fehérjék kiilonbozd epitdpjaihoz
kotddhetnek az aptamerek. A leggyakrabban eléforduld szekvencidk az MT32 esetében
tiz (MT32 1-10), mig a PSA-H esetében kilenc klonban fordultak elé (PSA-H 1-9), ami
aldtdmasztja, hogy az alkalmazott mddszerrel sikeresen feldusitottuk a célfehérjékre

specifikus aptamereket.

9.3. A burokfehérje-koté aptamerek prediktiv masodlagos szerkezete

Mivel az aptamerek masodlagos szerkezete hatdrozza meg célmolekula kotd
képességiiket, ebbdl a szempontbol is megvizsgaltuk a szekvenélassal nyert MT32-t és
PSA-H-t kot oligonukleotidokat. Az aptamer szekvenciak prediktiv masodlagos
szerkezetének meghatarozasara €s abrdzoldsara leggyakrabban az mfold programot

alkalmazzak (158), amellyel els6sorban hajtli és hurok szerkezetek kialakulasat lehet
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josolni és megjeleniteni, azonban ezzel a programmal nem tudtunk kimutatni stabil
masodlagos szerkezeteket a szekvencidkban. Az mfold program azonban nem
alkalmazhat6 a G-quadruplexek kimutatasara. A G-quadruplexeknek nevezett négyszalu
szerkezeteket planaris, négy guanozinbdl allo tetramerek stabilizaljak (G-kvartett),
amelyekben a guanozinok a Hoogsteen-féle bazisparosodas szerint kapcsolddnak.
Els6ként a trombin-specifikus aptamer esetében mutattdk ki NMR vizsgalattal az
aptamer térbeli szerkezetének kialakuldasaban kulcsfontossagu strukturat (/56). Azota
kiilonbozé G-quadruplex szerkezetet kialakité aptamereket tanulményoztak, és
megallapitottak, hogy sok esetben a szerkezet kialakuldsa sziikséges a célmolekula
specifikus megkotéséhez (284). A szerkezet kialakuldsanak egyik feltétele, hogy a
szekvencia magas guanozin tartalommal rendelkezzen. Mivel a leggyakrabban
eléforduld aptamer szekvencidink guanozin tartalma szokatlanul magas, ~50% koriil
volt, valészintsitettiik, hogy G-quadruplex szerkezetet alakitanak ki.

A QGRS mapper joslo programot alkalmaztuk, amely az aptamer
szekvencidkban tobb lehetséges G-quadruplex szerkezetet kialakitd szekvencia részletet
is feltiintetett, és ezek koziil a legstabilabbakat vélasztottuk ki (/59). A szelektalt
szekvenciak Osszehasonlitd analizise alapjan a homoldg szekvencia részletek lefedik a
QGRS mapper programmal feltételezett G-quadruplex strukturat kialakit6 szakaszokat
mindkét csoport esetében, bar a leggyakrabban eléforduld6 MT32 aptamer (MT32 1-10)
hasonlit legkevésbé az dsszes tobbi oligonukleotidra.

A két leggyakrabban eléforduld aptamer esetében a legnagyobb valosziniiéggel
kialakuld szerkezetet grafikusan is megjelenitettiik (14. abra, 15. dbra). Az é&bran
feltiintettiik, hogy a PSA-H aptamert a G-quadruplex szerkezet mellett tovabb
stabilizalja egy kettdsszall szakasz, amely Ot bazisparbol 4ll. A jelenség
megmagyarazhatja a fehérje-aptamer komplex disszociacidos konstansdnak alacsony
értékét és, hogy a szekvendlassal nyert nyolcféle PSA-H-specifikus oligonukleotid
koziil ez a leggyakrabban el6fordul6 szekvencia.

Az abrak hipotetikusak, a szabad aptamer oldatban kialakitott legval6sziniibb
szerkezetét mutatjdk be, azonban a szalak lefutdsdnak irdnyat és az aptamer
szerkezetének valtozasat a burokfehérje megkdtésekor nem lehet az altalunk
alkalmazott programmal megjosolni. A valddi szerkezetet csupan a fehérje-aptamer

komplexének vizsgalataval lehet megallapitani.
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9.4. Az aptamerek disszociacios konstansa

Az SPR analizis és az azt kovetd szamitasok eredményeként kapott 10°-10° M
tartoméanyba esO disszocidcios konstans értékek megegyezdek vagy nagysagrendekkel
alacsonyabbak voltak a kordbban publikdlt hepatitis ¢és influenza-specifikus
aptamerekénél (241) (238) (217). A két aptamer kozil a PSA-H bizonyult
specifikusabbnak mivel a PSA-H fehérjével kialakitott kotésének disszociacios
konstansa (8x10”° M) két nagysagrenddel alacsonyabb volt, mint az MT32 fehérjével
mért érték (2,9x107 M), mig az MT32 aptamer mindkét fehérjével nagyjabol azonos,
10® M érték koriili disszociacios konstanssal jellemezheté komplexet alakitott ki. Az
MT32 aptamer valoszinilileg egy olyan ko6zos epitophoz kotddik, amely mindkét
fehérjében megtalalhatd, ezért ezt az aptamert tobbféle ASPV izolatumbol szarmazo
burokfehérje detektalasara is lehet alkalmazni.

Szelekcios modszeriink eredményességét bizonyitja, hogy a disszocidcios
konstansok értéke alapjan sikeriilt nagy affinitdsu aptamereket szelektdlnunk, amelyek

alkalmasak 1) burokfehérje meghatarozéasi modszerek kifejlesztésére.

9.5. Western-blot analizis aptamerek alkalmazasaval

A Western-blot kisérlet koriilményeit optimalizalnunk kellett. A hattér csokkentésére
tobbféle membrant és blokkold oldatot is kiprobaltunk, illetve meghataroztuk a
sziikséges aptamer koncentraciot. Tapasztalataink szerint a PVDF membranhoz nem
specifikusan k6tddott az aptamer vagy az ExtrAvidin-HRP konjugatum, és nagy hatteret
eredményezett a filmen torténd eldhivaskor. Ezt a kotddést egyik altalunk alkalmazott
blokkolé oldattal sem sikeriilt megsziintetniink, ezért nitrocelluloz membrant
alkalmaztunk tovéabbi kisérleteinkhez. Kiilonb6zé blokkold oldatokat vizsgaltunk és
eredményeink alapjan az alkalmazott 5% tejpor, 5% BSA, Superblock blokkol6 oldat és
Protein Free blokkol6 oldat koziil a legalacsonyabb nem specifikus kotddést a Protein
Free blokkolo oldattal értiik el. A tovabbiakban az idedlis aptamer koncentraciot
hataroztuk meg, melynek sordn a kezdeti 100-r61 50 pmol/ml értékre csdkkentettiik az

alkalmazott végkoncentraciét. Az optimalizdlt Western-blot kisérlet alapjan az
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aptamerek specifikusan kotédtek a denaturalt burokfehérjékhez és nem szolgaltattak
hatteret. Az aptamerek szelekcidjdhoz ugyan nativ burokfehérjéket alkalmaztunk, a
denaturacid6 mégsem okozott problémat a felismerésben, ami a gyakorlati felhasznalas
szempontjabol kedvezd eredmény, mivel igy a minta-elokészités nem befolyasolja a
virusfehérjék detektalasat. Az aptamerek a komplex bakteridlis fehérjéket tartalmazo
matrixbol csak a burokfehérjékhez kotddtek azonban ezek kozott a koriilmények kozott
mindkét aptamer mindkét fehérjét felismerte ¢és ugyanolyan intenzitasu jelet

szolgaltatott (16. abra).

9.6. Dot-blot analizis aptamerek alkalmazasaval

Altalanossagban elmondhatd, hogy a PCR-alapii virusdetektalasi modszerek
érzékenysége tobb nagysagrenddel nagyobb az immunoldgiai méodszerekénél. A dot-
blot technika azonban koltséghatékony, egyszeriien és gyorsan kivitelezhetd, ezért
megfeleld moddszernek bizonyul a virusfertézés kimutatasara akar helyszini
vizsgalatokhoz is (2835, 286).

Elvégeztink egy kisérletet annak megallapitdsara, hogy az aptamerek
alkalmasak lehetnek-e az antitestek helyettesitésére dot-blot analizisben. Az
eredmények alapjan mindkét aptamer specifikusan és szelektiven felismerte az ASPV-
fertdzott kivonatot. Tovabba nem tapasztaltunk nem specifikus kotdédést a komplex
novényi fehérjéket tartalmazd matrixban sem (17. dbra). Egy masik dot-blot kisérlettel a
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd anti-ASPV IgG monoklondlis antitest
érzékenységét hasonlitottuk Ossze az aptamerekével. A dot-blot analizis alapjan az
antitest is alkalmas a fert6zott kivonat kimutatasara, azonban denzitometrias mérések
alapjan a kapott jel intenzitasa kortilbelill tizszeres az aptamerekkel detektalt pontokban
az antitesttel detektalt ponthoz viszonyitva (18. abra). Ez az eredmény feltételezhetden
azzal magyarazhat6, hogy a fertdzott kivonat virusrészecskéket tartalmaz, amelyek a
felsziniikon szadmtalan kopidban tartalmazzdk ugyanazt a burokfehérjét, igy egy
részecskéhez tobb aptamer is kotddhet. Mivel az aptamer joval kisebb méretli az
antitestnél, tobb tud hozzakotddni egy virus részecskéhez, amely igy tobb kozvetitd
molekula révén nagyobb jelet szolgaltat. Ez a magyardzat azonban hipotetikus, mivel az

altalunk alkalmazott anti-ASPV IgG és masodlagos antitest disszociacios konstansait
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nem ismerjik, igy a jelintenzitds kiillonbsége az antitestek kisebb affinitdsaval is

magyarazhato.

9.7. ASPV kimutatasa ELISA és ELONA modszerrel

Az ELONA a hagyomanyos ELISA modszer alternativ valtozata (222), amelyben a
szendvics tipusi meghatarozasban az egyik kotd antitestet aptamer helyettesiti. Tiz éve
publikaltak az els6 ELONA meghatarozast, amely biztaté eredményeket hozott, ennek
ellenére nem terjedt el altaldnosan és csupan néhany kozleményben mutatnak be a
kimutatdsi moddszerrel kapott eredményeket. (112, 222, 287). A mddszer alkalmas az
aptamerek specifitdsanak vizsgalatira ¢és a specifikus antitestek ¢€s aptamerek
érzékenységének Osszehasonlitdsara. Emellett a modszer fontos eldnyei, hogy a
detektalo antitestek helyettesithetdek aptamerekkel, illetve, hogy teljes virusrészecskék
megkotésekor a kisméretli aptamerekbdl tobb kotddhet ki, mint antitestbdl, igy nagyobb
intenzitasu jelet szolgéltathat.

A kereskedelmi forgalomban beszerezhetd ASPV-specifikus monoklonalis
antitestet és egy ezt felhasznaldé komplett ELISA készletet hasznaltunk referenciaként,
és elvégeztiink egy kisérletet, amelyben a konjugalt antitestet helyettesitettiik biotinilalt
aptamerrel. Az eredmények alapjan az aptamerrel végzett ELONA ¢érzékenyebbnek
bizonyult az ELISA-nal, minden pontban kortilbeliil 6tszor intenzivebb jelet produkalt,
igy hatszoros higitasban is alkalmas volt a virus kimutatasara (19. abra).

Az ELONA modszer specifikus és érzékeny, azonban tovabbra sem nélkiilozi a
megfeleld antitestek alkalmazasat, ezért nem jelent valddi alternativat a hagyomanyos

ELISA moddszerek mellett.

9.8. ASPV virus burokfehérjék detektalasa DOS-ELONA modszerrel

Az antitestek eldallitasanak és hasznalatanak korlatozo tényezdit kikiiszobolendd egy
olyan modszer fejlesztését tliztiik ki célul, amely alkalmas a virus burokfehérjék tisztan
aptamer alapt detektalasara.

Az eddig létrehozott kettds aptamer alapu szendvics detektaldsi modszereket

leginkdbb a  bioszenzorokban hasznaltdk ki  fehérjedetektalasi modszerek
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érzékenységének javitasara (288), azonban ismert az ELISA alternativdjanak tekinthetd
un. ALISA modszer (Sandwich Aptamer-linked Immobilized Sorbent Assay) is (289).
Az  eljardés  alkalmas  Francisella  tularensis  baktériumok  detektaldsara
reprodukalhatosdga azonban kérdéses, mivel az F. tularensis antigén megkotéséhez nem
egy meghatarozott aptamert hanem egy kotoképesség alapjan feldusitott oligonukleotid
elegyet immobilizaltak nem specifikusan, hidrofob és ionos kdlcsonhatasok segitségével
egy mikrotiter talca feliiletére, illetve ugyanezt az elegyet biotinilalt forméaban
alkalmaztdk detektalasra. Ezzel ellentétben DOS-ELONA kisérletiinkben a
meghatarozott szekvencidji, koté aptamert kovalensen, iranyitottan kotottik a
felillethez az oligonukleotid modositott 3° végén keresztiil, tovabba a detektalasra
alkalmazott aptamer szekvencidja is ismert volt. Kisérletiinkhoz bakterialis rendszerben
bakterialis kivonattal higitottunk, igy pontosan beallithattuk a mikrotiter talca cellaiba
keriild burokfehérje mennyiségeket és emellett a teljes fehérje mennyiséget allando
értéken tarthattuk. A sandwich assay tipusi meghatdrozashoz nem haszndlhattunk
csupan egyféle aptamert, mivel annak egy fehérjemolekulan csak egy kotéhelye van.
Kisérletiink tervezésénél tehat abbol indultunk ki, hogy a disszociacids konstansok
értéke alapjan mindkét aptamer mindkét fehérjét képes megkdtni, csak mas affinitassal.
Feltételeztiik, hogy az aptamerek két kiilonbozd helyen kotddnek a fehérjékhez mivel
mas a szerkezetiik, igy alkalmasak lesznek a szendvics-tipusti meghatarozashoz. A
kisérlet koriilményeit ebben az esetben is optimalizalnunk kellett. Igy meghataroztuk a
sziikséges aptamer koncentraciokat és a megfeleld blokkold oldatot. Az elvégzett
kisérlet eredménye alapjan a szendvics elrendezésnek kdszonhetden igen specifikus, jol

reprodukalhat6 fehérje kimutatasi moédszert hoztunk létre (20. abra).

9.9. ASPV virus partikulumok detektalasa DOS-ELONA médszerrel

A burokfehérje meghatarozasara fejlesztett DOS-ELONA mint4jara olyan detektalasi
modszer fejlesztését tliztiik ki célul, amellyel virusrészecskéket is kimutathatunk
fert6zott novényi kivonatbol. A burokfehérje kimutatdsahoz alkalmazott maleimid-
aktivalt mikrotiter talca arra alkalmas volt, hogy a bakteridlis fehérjéket tartalmazo

matrixbol specifikusan kimutassuk a taltermelt burokfehérjét, azonban a ndvényi
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fehérjekivonat valésziniileg a nagy mennyiségben eléforduld polifenolos vegyiileteknek
koszonhetéen nem specifikusan kotddott a felillethez, igy maésik immobilizalasi
modszert kellett keresniink. Foszforilalt MT32 aptamerrel médositottunk NucleoLink
mikrotiter talcat, majd virusmentes, ¢s ASPV-t, ApMV-t, vagy ACLSV-t tartalmazo
novényi kivonatokkal inkubaltuk. Az ujfajta mikrotiter talca alkalmazéséaval
kikiiszoboltiik a ndvényi matrix nem specifikus kotddésébol szarmazo hatteret.

Ahogyan azt mar kordbban is kiemeltem, az ASPV virus felszinén szamos
kopidban megtalalhaté a burokfehérje, ami elméletileg lehetové teszi, hogy akar egyféle
aptamerrel is detektalhassuk a virust. A szendvics-tipusu virusdetektalas elvégzésekor,
elegendéen magas virusszam esetén ugyanis nem kell attol tartanunk, hogy a mar
megkotott burokfehérjét a masodik aptamer kiszoritja az elsével alkotott komplexébdl,
mivel egy megkdtott virus részecskéhez szamtalan felismerd aptamer kotédhet, ami
megsokszorozza a mérhetd jelet. Ennél a megkozelitésnél azonban szem elétt kell
tartanunk, hogy ha a virusszam nagyon alacsony, akkor el6fordulhat, hogy a nagyobb
koncentracidban jelen 1évé biotinildlt aptamer kiszoritja a virust a feliileten kotott
aptamerrel kialakitott kotésébol.

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 kivonat az MT32 burokfehérjét
tartalmazza, igy a fentebb részletezett megfontolast figyelembe véve, a kisérletben az
MT32 aptamer foszforiladlt formdjat a lemezen immobilizdltuk, mig a biotinnal
modositottat detektalasra alkalmaztuk. Az ExtrAvidin-AP, és az AP-szubsztrat
hozzaadasa utan a detektalt abszorbancia értékek alapjan a negativ kontroll értékeivel
megegyez0 értekeket mértiink az ApMV és ACLSV-fertdzott kivonatok esetében, mig
az ASPV-t tartalmaz6 mintak esetében a mért jelintenzitds ennek haromszorosa volt (21.
abra).

A modszer érzékenységét bizonyitja, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6
ASPV-pozitiv ndvényi kivonatot hiiszszoros higitasban alkalmaztuk a DOS-ELONA
meghatarozasban. Ezzel szemben az ASPV detektalasara kifejlesztett ELISA készlet,
amely ugyancsak alkalmas a virus kimutatdsdra mar hatszoros higitdsban is a hattér
értekéhez kozeli jelet szolgaltatott. Az aptamerek érzékenysége a kisérleti eredményeink
alapjan jobbnak bizonyult az ASPV-specifikus antitestnél. Altaldnossagban azonban
nem lehet kijelenteni, hogy az aptamerek érzékenysége jobb az antitestekénél, mivel az

altalunk alkalmazott antitestnek nem ismerjiik a ktoképességét.
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Az DOS-ELONA moddszer ezen felil kiakndzza az aptamerek egyik
legfontosabb eldnyét, hogy méretiik kisebb az antitestekénél. Emiatt ugyanis tobb
aptamer kotédhet a virus kapszidjahoz, mint ahany IgG molekula, igy az aptamerekkel
torténd virusdetektalds nagyobb intenzitasu jelet szolgaltathat ugyanakkora virusszam

mellett.
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10. Kovetkeztetések

Egy kordbban publikalt, affinitds kromatografias gyantdn immobilizalt
célfehérjéken alapuld aptamer szelekcids moddszer modositott valtozatat
sikeresen alkalmaztuk burokfehérje specifikus aptamerek szelekcidjara, amellyel
igazoltuk, hogy az eljaras altalanosan alkalmazhatdé. A szelekcid sikerét
bizonyitja, hogy az SPR analizis alapjan az aptamerek nagy affinitdsu kotést
alakitanak ki a burokfehérjékkel. A disszociacios konstansok értékei a mikro- €s
nanomoldris tartomanyba esnek, igy affinitdsuk hasonld vagy magasabb, mint a

korabban, mas megkozelitésekkel izolalt virus specifikus aptamereké.

A szelektalt aptamereket sikeresen alkalmaztuk a virusfertézott novényi
kivonatok kimutatasara tobbféle diagnosztikai modszer alkalmazasdval. Az
aptamerek mind a nativ, mind a denaturdlt 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

kortilményeinek optimalizalasara van sziikség.

A szelektalt aptamerek egyik eldnyds tulajdonsagaként kiemelhetd, hogy a
minta el6készités valosziniileg nem befolyasolja a fehérjén az aptamer
kotodeséhez sziikséges motivumok hozzaférhetdségét. Ez a megallapitas arra
alapozhatd, hogy az aptamereket tisztitott burokfehérjékre szelektaltuk,
amelyeket nativ és denaturdlt allapotban is felismernek. Ezzel ellentétben az
ASPV-specifikus antitest a denaturdlt fehérj¢hez nem kotodik, igy
valoszintlisithetd, hogy az antitest altal felismert epitopok hozzaférhetdsége fligg
a minta elokészités folyamataitdl, ami a gyakorlati felhasznalas soran negativ

eredményhez vezethet.

Egy korabban publikalt, kevésbé elterjedt ELONA modszer mintdjara elvégzett

kisérlet eredményei alapjan is kijelenthetd, hogy az aptamerek alkalmasak az
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antitestek helyettesitésére, ¢s komplex novényi matrixban nagy érzékenységii

viruskimutatast tesznek lehetdvé.

Legfontosabb eredményiink egy uj, tisztdn aptamer alapii meghatarozasi
modszer, a DOS-ELONA fejlesztése, amellyel kikiiszoboltiik az eredeti ELONA
modszer antitest igényét, igy azok eldallitdsabol és alkalmazasabol fakado
hatranyokat. A modszer csupan aptamerek alkalmazasaval lehetdvé teszi a
burokfehérje koncentracid pontos meghatdrozdsat komplex, bakterialis
fehérjéket tartalmazo matrixbol is, és a meghatarozas elvégezhetd egy altalanos

felszereltségili laboratériumban is.

Az éltalunk kifejlesztett DOS-ELONA modszer alkalmas az ASPV-fertézott
novényi kivonatok kimutatasara és érzékenysége feliilmulja az elérheté ASPV-
detektalo ELISA modszerét. 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 jelintenzitdas novekedését

eredményezte.

Az aptamerek egyre népszerlibb felismerd molekuldk, ennek ellenére csak kevés
publikacidban szamolnak be olyan diagnosztikai alkalmazasokrél, amelyekben
komplex matrixbol torténik a meghatirozds. Az altalunk bemutatott DOS-
ELONA modszerek alkalmasak komplex bakteridlis és novényi fehérjéket

tartalmaz6 matrixbol is a burokfehérje €s a teljes virus meghatarozasara.
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11. Osszefoglalas

A virusok evolucidja a gyakran eléforduldé mutaciok kovetkeztében gyors, ezért
kiilonosen nagy kihivast jelent olyan virusdiagnosztikai protokollok létrehozasa,
amelyek Iépést tudnak tartani a virusok evolucids sebességével, és alkalmasak a
folyamatosan megjelend 0j torzsek detektalasara. A patogének fehérje komponenseinek
detektalasanal szinte elkeriilhetetlen az antitestek alkalmazésa, legtobbszor immobilizalt
immunglobulinokat hasznalnak a célmolekuldk specifikus megkotésére. Mivel az
antitestek alapvetd fontossaguak a legnépszeriibb virusdiagnosztikai tesztekben, az 1j
modszerek fejlesztésénél a nagy szelektivitdssal bird antitestek eldallitasa jelenti az
egyik legnagyobb kihivast. Figyelembe véve az aptamerek eldnyds tulajdonsagait:
stabilitasukat, kis méretiiket és a kiillonb6z6 igényekhez konnyen igazithato szelekcids
eljarast, az aptamerek varhatéban az antitestek versenytdrsai lesznek a
virusdiagnosztikaban.

A disszertacidban bemutatom az elsd ndvényi virus-specifikus aptamerek
szelekcigjat. Az aptamerekkel végzett kisérleteink eredményei alatamasztjak, hogy
kivaléan alkalmazhatoak virusdiagnosztikai meghatarozasokban, akar komplex mintak
analizisére, ¢és megfeleld eszkozei lehetnek az egyszerli és koltséghatékony
virusdiagnosztikai rendszerek fejlesztésének. A munkéank soran tanulmanyozott virus,
az ASPV detektalasanak gyakorlati jelentdsége a gylimolcsfak szaporitdanyagainak
latens virusfertézottségének kizaradsa. Habar a ndvény diagnosztikai teriilet jelentdsége
nem Osszemérhetd a human patogének diagnosztikdjaval, az altalunk kidolgozott
metodikak megoldast nyujthatnak a novényi virusfertézottség gyors és koltséghatékony
kimutatasara, igy tarsadalmi hasznossaguk kétségtelen. Mindemellett az ASPV-re egy
olyan virus modellként is tekinthetiink, amelynek felépitése alapvetden nem kiillonbozik
egyes human patogénektdl, felhasznaldsa sordn nincs sziikség kiilonosebb biztonsagi
eldirasok betartasara, és kereskedelmi forgalomban is hozzaférhetdé a virusfertézott
fehérje kivonat. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy bemutatott eredményeink jelentdsége
talmutat a novényi virusdiagnosztika teriiletén és alapot nyajthatnak tovabbi, a human

patogén virusok kimutatdsara iranyulé médszerek kimunkalasara.

98



DOI:10.14753/SE.2012.1658

12. Summary

Because of the high mutation rates, the evolution of viruses is fast; therefore, the
development of virus detecting protocols, which keep up with the evolution of viruses
and suitable for detecting the continuously appearing new strains is especially
challenging. The use of antibodies in pathogen detection is almost inevitable because
immobilized immunoglobulins are used most frequently for specific capture of the
targeted analytes. Since antibodies are basic components of the most popular virus
diagnostic tests, generation of highly selective antibodies remains one of the major
bottlenecks of method development. Considering their in vitro selection procedure,
stability, and small size, aptamers could be competitors of antibodies as specific
receptor molecules in virus diagnostic methods.

In the dissertation, I present the selection of the first plant virus-specific
aptamers, which bind specifically the viral coat proteins. The presented experimental
results suggest that the aptamers are suitable for virus detecting methods, even for
analysis of complex samples and appropriate tools for development of general and cost
effective virus detecting systems in the future. The practical significance of ASPV
detection is the testing of the propagating material of fruit trees for virus infection.
Though the significance of ASPV detection is not as high as the detection of human
pathogens, the presented, aptamer based protocols offer various fast, cost-effective
approaches for plant virus detection; thus, their practical utility is indubitable.
Additionally, ASPV is an appropriate virus model since its application does not need
safety requirements, the virus infected protein samples are available from commercial
sources, and its structure basically does not differ from certain human pathogens.
Therefore, the importance of presented results is not limited to plant diagnostic, but they
could provide foundations for development of aptamer based human pathogen virus

detecting methods.
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