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1. lrodalmi hattér
1.1. Bevezetés

A nukleinsavak kémiai szerkezetiiket tekintve nukleotidegységekbdl felépiilo
makromolekulak, amelyek a genetikai informécio taroldsa mellett a fehérjeszintézisben,
a transzlacié ¢és transzkripcidé szabalyozasaban is elengedhetetlen szerepet jatszanak.
Képvisel6ik a dezoxiribonukleinsavak (DNS) és a ribonukleinsavak (RNS). Szerkezetiik
¢és funkcidjuk megismerése mérfoldkovet jelentett a molekularis bioldgia torténetében
¢és nagymértékben hozzajarult a sejtekben végbemend folyamatok megértéséhez. 1967-
ben, a DNS kettéshélix strukturajanak azonositasat kovetéen Francis Crick megalkotta
centrdlis dogma néven hiressé valt elméletét, miszerint a biopolimerek, azaz a DNS, az
RNS és a fehérjék kozotti informacido néhany kivételtdl eltekintve egy iranyba aramlik.
Annak ellenére, hogy a modell talsagosan egyszerusitett képet adott a makromolekulak
kozti kolesonhatasokrol, szamos fontos kisérlet kiinduldsi alapjaul szolgalt. A XX.
szazad masodik felében megismertiik a riboszomalis RNS-ek és a transzfer RNS-ek
szerepét, valamint a transzkripcio €s a transzlacié mechanizmusainak alapjait is. Ezek
az eredmények szintén alatdmasztottdk, hogy a nukleinsavak az 6roklédé bioldgiai
informaci6 tarolasaban és fehérjékke torténd kifejezésében egyarant kulcsszerepet
toltenek be. A genetikai kod megfejtése utdn a genom fehérjét kodold szakaszainak
feltérképezése mellett egyre nagyobb figyelem irdnyult a makromolekulak
szerkezetének és kolcsonhatasainak vizsgalata felé is. A tudomany torténetében fontos
elorelépést jelentett a katalitikus hatasu RNS molekulak — ugynevezett ribozimek-
felfedezése, ami elvezetett ahhoz a felismeréshez, hogy a nukleinsavak szerepe nem
korlatozodik csupan a genetikai informdcidé éataddsara, hanem az ¢él6 sejtekben és
laboratoriumi koriilmények kozt egyarant valtozatos funkciokkal rendelkezhetnek [1, 2].
Ma mar ismert, hogy a nukleinsavak — annak ellenére, hogy felépitésiikben kizarolag
négyféle nukleotid vesz részt, dnszervezddésiik révén stabil, de egyuttal dinamikus
szerkezetek és szupramolekuldris komplexek kialakitasara is képesek, tovabba az RNS
és a DNS is képes nagy affinitassal célmolekulaihoz kotédni. A nukleinsavak ezen

képessége és viszonylagosan egyszerien kivitelezheté in vitro evolucidja egy olyan



tudomanyteriilet 1étrejottéhez vezetett, melynek eredményei napjainkra a terapids és

diagnosztikai eljardsokban egyarant megjelentek.

1.2. Az aptamerek megjelenése

Az 1990-es években két kutatdcsoport egymastol fiiggetlentiil ismerte fel annak a
lehetéségét, hogy in vitro technikaval szelektiv egyszalu oligonukleotidok allithatok eld.
Tuerk és Gold a Gp43 T4 DNS-polimerazhoz kapcsolodé RNS-szekvencia nyolc
nukleotid hosszlisagl szakaszat randomizéalva oligonukleotid konyvtarat hoztak 1étre,
majd a SELEX-nek elnevezett (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
enrichment) eljarassal 0j, a polimerdzhoz nagy affinitassal kot6dé RNS-szekvencidkat
azonositottak. A Science folyoiratban bemutatott kisérletiik soran a nitrocelluloz
membranon rogzitett polimerdzt a teljes random RNS-konyvtarral kdlcsonhatdsba
hoztak, majd ezt kovetdéen a kialakult fehérje-RNS komplex oligonukleotidjait
amplifikaltak. Az inkubacids és amplifikacids 1épések tobbszori ismétlése utan az
eredeti, kiindulasi szekvencia mellett egy masik — négy nukleotidban eltéré — Gp43-
specifikus oligonukleotidot azonositottak, mely az eredeti RNS-hez hasonlo Kp -
értékkel kotddott fehérjepartneréhez [3].Ezzel szinte egyidejlileg Ellington és Szostak
random RNS-konyvtarbol kiindulva hasonld szelekcios modszer alkalmazasaval olyan
stabil szerkezettel rendelkezd szekvencidkat azonositottak, amelyek kis molekulaja
szerves festékek szelektiv megkotésére képesek. A szerzék a célmolekulahoz
specifikusan ko6t6dd oligonukleotidokra els6ként alkalmaztdk az aptus és meros,
illeszkedés, illetve részecske jelentésti gorég szavakbol alkotott aptamer elnevezést [4].
Késébb ugyanez a szerzOparos egy masik publikaciojaban azt is igazolta, hogy nem
csak RNS-molekuldk képesek célmolekuldikhoz nagy affinitassal kotédni, hanem
egyszali DNS is funkcionalhat aptamerként. A random DNS-konyvtarbol szelektalt,
szerves festékeket felismerd aptamereket vizsgalva megallapitottak, hogy a
célmolekula-DNS kozti kolcsonhatds szekvencia- és ligandspecifikus, valamint
kialakulasa a DNS hajtogatodasatol figg [5].

Mindkét csoport munkajanak jelentdsége abban rejlik, hogy a kutatok

felismerték modszeriik altaldnos alkalmazhatésagat, igy fontos kiinduldsi pontjaul
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kutatasoknak. Az els6 RNS-aptamerek szelektaldsa ota a teriilet Oriasi fejlddésen ment
keresztiil, amit j6l demonstral a témahoz kapcsolodo publikacidok szamanak folyamatos
novekedése is. Mivel a nukleinsavakhoz eredendéen ko6tddé molekulakon kiviil
olyanokra is szelektalhatd aptamer, amelyek a természetben nem Keriilnek
ko6lcs6nhatasba nukleinsavakkal, az elmult évek alatt mar tobb szaz célmolekulara -
tobbek kozott szervetlen ¢és szerves kismolekuldkra, peptidekre, fehérjékre,
szénhidratokra, lipidekre ¢és  komplex ligandumokra, példaul  virusokra,
sejtorganellumokra, baktériumokra és sejtekre is végeztek aptamer-szelekciot [6]. Az
aptamerek szelekciojahoz ¢€s szintéziséhez az antitestekkel ellentétben nincs sziikség
allatok immunizalasara és ¢él6 sejtek felhasznaldsara, igy elméletileg alacsony
immunogenitdsu vagy akar toxikus molekuldkra specifikus oligonukleotidok is
eléallithatok [7]. Mindezen tal a szelekcid koriilményei az aptamer késdbbi
felhasznélasdhoz igazitva szabadon megvalaszthatok, ezzel is biztositva a molekuldk
funkcionalitasat és a ligandjukhoz torténé specifikus kotodését.

Az in vitro szelekcid tovabbi eldnye, hogy az eljaras akar automatizalhato is, igy
nagyszamu célmolekulara is rovid idoén beliil kivitelezhetd [8]. Nem elhanyagolhato
szempont a szelektalt aptamerek szekvencidjanak pontos ismerete sem, aminek
koszonhetden az oligonukleotidok jol reprodukdlhatdé kémiai szintézissel tiszta
formaban eldallithatok. Az aptamerek egyszeriibb szerkezetiik €s kis méretiik ellenére is
az antitestekével Osszevethetd affinitassal kotodnek célmolekulaikhoz, disszociacids
konstansuk altaldban a puM-nM-os tartomanyba esik, de ismertek pM-0s Kp-vel
rendelkez6 aptamerek is [9]. Emellett szerkezetiikb6l adodoan a nukleinsavak a
fehérjemolekuldkndl hosszi tdvon stabilabbak, a fizikai-kémiai hatdsoknak jobban
ellendllnak és a denaturacidt kovetden regeneralhatok, valamint kiillonbozd funkcids
csoportokkal vagy jelold molekulakkal iranyitottan modosithatéak. A fentiekben
ismertetett kedvezé tulajdonsagaiknak koszonhetéen a monoklonalis antitestek
alternativaiként a ,kémiai antitestek” napjainkra igéretes szintetikus molekulakka
valtak, és az orvosi diagnosztikai, terapids felhasznalasukon kiviil mar szamos teriileten

bizonyitottak alkalmazhatésagukat.



1.3. Az aptamer-ligand kolcsonhatasok molekularis hattere

Az aptamerek jellegzetes szerkezeti clemei kozt a hélixeken kiviil egyéb
motivumok is megtalalhatok. A leggyakrabban el6fordulé hajtiistruktaran kiviil ide
sorolhatok még a G-kvartettek és a pszeudocsomodk is, amelyek kialakitasaban a
Watson-Crick bazisparosodason kiviil nem-kanonikus — példaul Hoogsteen vagy reverz
Hoogsteen — bazisparosodasok is részt vehetnek (1. abra). A hajtiikanyarok egy vagy
tobb egyszali hurokbdl és az ezeket Osszekotd kettésszalu szarrészbol allnak. A
pszeudocsomok egy hajtliszerkezet hurokrésze €s a hajtiitl jobbra és balra elhelyezkedd
szekvenciak kozotti komplementaritas révén alakulhatnak ki. A guanozinban gazdag
szekvencidkra jellemz6 négyszalt strukturakban, az ugynevezett. quadruplexekben
pedig négy guanin egy G-kvartettet hoz Iétre, amelyben egy guanin masik két
szomszédos guaninnal hidrogénhid kotéseket alakit ki. Altalaban ketté-harom G-
kvartettb6l quadruplex szerkezet jon létre, amelynek stabilizalasaban koordinativan
kotott fémionok — jellemzden kalium- vagy natriumionok — vesznek részt a guaninok

karbonilcsoportjainak a kvartett kozéppontja felé torténd koordinalasa révén [10, 11].
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1. abra: Aptamerek hajtogatédisa soran kialakulo jellegzetes szerkezetek.
(A) Hajti, (B) Pszeudo-csomo, (C) G- quadruplex [12]

Az aptamerek és célmolekuldik kozti kolcsonhatas kialakitdsdban az
elektrosztatikus vonzderdk kiemelt szerepet jatszanak. Tobb aptamerrel kapcsolatban
igazolodott, hogy a negativan toltott cukor-foszfatvaz a célmolekula pozitiv toltésii
részéhez kotodik. Példaként emlitheté a Toggle-25t RNS-aptamer, amely a trombin
argininben gazdag felszinéhez kapcsolodik [13], mig a P16 peptid-aptamer komplex

esetében a foszfatcsoportok lizin aminosavakhoz torténd kapcsolodasat figyelték meg a



kutatok [14]. Az elektrosztatikus erdkon kiviil a stabil szerkezet kialakitasat tovabbi
kolcsonhatasok, igymint a van der Waals-erdk, a hidrogénhidak és az aromas gytirik
kozotti tapadas (,,stacking” kolcsonhatas), illetve ezek kombinacioja is elOsegiti.

Az aptamer-ligand komplexek kialakulasanak pontos molekularis mechanizmusa
nem ismert, az eredmények tobbsége azonban arra utal, hogy a kdlcsonhatés kialakulasa
a kulcs-zar tipusu dokkolds helyett valoszinisithetben az indukalt illeszkedés
mechanizmusa szerint torténik. Az utdbbi hipotézis alapjan a nukleinsavak a
célmolekula kotésekor adaptiv  konformacio-valtozassal nyerik el végleges
szerkezetiiket. Reiter és munkatarsainak eredményei szerint az indukalt illeszkedésen
kiviil a nagy affinitasti kolcsonhatasok kialakitdsdhoz a szabad aptamerek megfeleld
hajtogatodasa is hozzajarulhat [15]. A kutatok NMR-vizsgalatokkal igazoltak, hogy a
szabad anti-NF-kB RNS aptamerre jellemz6 szerkezeti sajatossagok, példaul a nem
kanonikus bazisparosodasok és a belsé hurok bézisai kozti atfedések a fehérjével
alkotott komplex esetén is megfigyelhetok. Ugyanakkor a fehérje kotddése jelentGsen
megvaltoztatja a GUAA négyes hurok szerkezetét, ami arra utal, hogy a latszolag stabil

hurok dinamikus és mobilis fehérjefelismer6 egységként funkcional (2. abra).

2. abra: Az anti-NF-xB RNS-aptamer NF-kB p50 dimerrel alkotott
komplexének szerkezete. (A) A 29 nukleotid hosszusagh anti-NF-kB RNS-aptamer
feltételezett masodlagos szerkezete oldatokban. A kanonikus Watson—Crick RNS-

s

crer

Kristalyszerkezet alapjan meghatarozott RNS-aptamer szerkezet. (C) NF-xB p50 —
RNS-aptamerkristaly komplex szerkezete. A p50 két alegységét narancs és sarga
szin jeloli [15]
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1.4. Aptamer-ligand kolcsonhatas vizsgalata

Az aptamer-szelekciot kovetden az egyik legnehezebb feladatot a legnagyobb
affinitdsu  szekvencidk kivalasztdsa jelenti a nagyszamu aptamerjelolt koziil.
A biomolekularis kolcsonhatasok erdsségét jellemzd Kp-érték meghatarozasara
alkalmas analitikai technikak egy része a szabad aptamer és az aptamer-protein komplex
méretkiilonbség alapjan torténd elvalasztasan alapszik. Ide sorolhatd tobbek kozt a
dializis, ultrasziirés, vagy akar a nagy teljesitményli folyadék-kromatografia is [16].
Ezeknek az eljarasoknak az ateresztOképessége limitalt, igy tobb aptamer-szekvencia
egyidejii tesztelése esetén az elvalasztdst nem igényld moddszerek, mint példaul a
fluoreszcencia-intenzitas és anizotropia, izotermikus titralasi kalorimetria és a feliileti
plazmon-rezonancia eredményesebbek lehetnek [17-19]. A jelolésmentes technikak
kozé tartozo feliileti plazmonrezonancia (SPR) mérésével a szenzor feliiletére
immobilizalt aptamerhez ko6t6dd fehérje mennyisége valds idoben mérhetd. Ennek
koszonhetden a technikaval nem csak egyensulyi allapotrol nyerhetd informacid, hanem
az asszociacios és disszociacios sebességi allandok is meghatarozhatok [20].

A biologiai  kolcsonhatdsok ~ mérésére altalanosan alkalmazott,
laboratoriumunkban is hasznalt homogén méréstechnika alapjait Ullmann dolgozta ki
1994-ben [21]. Avrendkivil érzékeny eljaras nagy jelerdsitésii, homogén,
tavolsagmodulalt  lumineszcencia assay (Amplified Luminescent  Proximity
Homogeneous Assay) ALPHAScreen néven terjedt el a gyakorlatban [22].
A kolcsonhatas vizsgalatat egy polisztirol donor- és akceptor mikrogydngy teszi
lehetdveé, melyek a feliiletiikkre immobilizalt molekuldk kolcsonhatasa kovetkeztében
megfeleld kozelségbe keriilnek. Nagy intenzitastu, 680 nm hulldmhosszisaga 1ézerfény
hatdsara a donor gyongyben taldlhat6 fényérzékeny molekula (4ltaldban valamilyen
ftalocianin szarmazék) a kornyezo oxigénmolekulakbol gerjesztett allapotd, szingulett
oxigén keletkezését valtja ki, amely az akceptor gyongyben talalhaté 1,4-oxatiin
szarmazékkal 1ép reakcioba. A kémiai reakciok kaszkadja kemilumineszcencidhoz
vezet, ami tovabb aktivalja az ugyanabban a gyongyben talalhatd antracén szarmazékot.
Ennek eredményeképp a végso fluoroforok a gerjesztd fénynél rovidebb hullamhosszi,
520-620 nm kozotti fényt emittdlnak. Annak kdszonhetden, hogy a gerjesztd fény
hullamhossza nagyobb, mint a detektdldsi hulldimhossz, a technika az alacsony

hattérfluoreszcencia miatt rendkiviil érzékeny detektalast tesz lehetdvé. A moddszer
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tovabbi eldnye, hogy az oxigénmolekulak szingulett allapotuk élettartama alatt akar 200
nm-t is megtehetnek diffazioval az oldatban. Ez sokkal nagyobb tavolsagot megenged a
kolcsonhatd molekulak szadmara, mint példaul a FRET technika. Az eljarassal valtozatos
molekulatipusok kozott fellépd kolcsonhatasok tanulmanyozhatok, a modszer ugyanis
sikeresnek bizonyult tobbek kozott fehérje—fehérje, és fehérje—RNS kolcsonhatasok
vizsgalata estén is [23-25]. Dausse és munkatarsai eredményei pedig bizonyitottak,
hogy az altaluk kidolgozott, ALPHA technologian alapulé HAPIscreen (High
throughput APtamer Identification screen) modszerrel az RNS-oligomerek és
hajtlstruktaraval rendelkezé RNS-ligandjaik kozti interakci6 is hatékonyan detektalhato
[26]. Az ALPHA-eljaras altalanos alkalmazhatosagat munkacsoportunk eredményei is
megerésitették, melyek szerint az ALPHA-modszerrel meghatarozott Kp-értékek az

SPR-es mérések alapjan kalkulalt értékekkel jo egyezést mutatnak [27].

1.5. Aptamerek eléallitaisa SELEX-technikaval

Az aptamer-szelekcid folyamata valojaban Darwin evolicios elméletének
molekularis szinten torténd alkalmazasan alapszik, amelynek soran a mintegy 10*-10"
eltérd szekvenciat tartalmazd random oligonukleotid konyvtarbol keriilnek
kivalogatasra a ligandot legnagyobb affinitassal koté molekuldk. A kémiai szintézissel
létrehozott  kiindulasi konyvtarat alkotdo oligonukleotidoknal —alapesetben egy
randomizalt régiot két olyan primerkoté szakasz fog kozre, amelyek a szelekcio soran a
megel6zoen a célmolekulat szilard hordozohoz rogzitik, majd igy hozzak kapcsolatba az
oligonukleotid konyvtarral. Elméletileg a kiindulasi konyvtarban minden szekvencia
csak egy példanyban van jelen, ezért az elsd lépés rendkiviil kritikus a szelekcio
sikerességének szempontjabol. Az aspecifikusan kotédoé oligomerek eltavolitasa utan a
ligandhoz kapcsolédd nukleotidok amplifikdcidja polimeraz-lancreakcioval torténik,
amelyet DNS-aptamerek esetében a duplaszalia DNS egyszalusitasa kovet, mig az RNS-
aptamer szelekcidja soran a PCR utan nyert kétszalti termék az in vitro transzkripcios
reakcidban templatként alkalmazhatd. Az igy eldallitott molekuldk a SELEX kovetkezd
szakaszaban hasznalhatok fel. A szelekcidos nyomas a ciklusok soran az intenziv mosasi

1épések kozbeiktatasan tul az inkubalési id6 és a ligand mennyiségének csokkentésével
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is fokozhato, aminek hatasara az oligonukleotid konyvtarban varhatéan 8-15 ciklus utan
a legnagyobb affinitdst molekuldk dusulnak fel. Az eljaras végén az egyes aptamer

jeloltek bazissorrendje klonozas utan szekvenaltatassal hatarozhato meg (3. abra).

RANDOM OLIGONUKLEOTID KONYVTAR

l CELMOLEKULA

=

i

GAT TGGTCTT y\\
KLONOZAS ES SZEKVENALAS ~ \ o
\/ REGENERALAS

— - KAPCSOLAS @
== i SELEX
AMPLIFIKACIO MOSAS A
ELUALAS @

3. abra: Az aptamer-szelekcié f6bb 1épései [28]

Az elmult néhany évben a fejlesztéseknek koszonhetéen az 10j generacios
szekvenalasi eljarasok széles korben elérhetévé valtak, ennek megfeleléen az aptamer-
kutatas teriiletén is igyekeznek kihaszndlni az 0j technikdk adta lehetdségeket. Nagy
elénylik a hagyomanyos szekvenalashoz képest, hogy a szelektalt konyvtar
szekvenciadinak meghatdrozasa céljabol nem sziikséges a munkaigényes klonozasi 1épést
elvégezni és akar a konyvtar Osszetételének dinamikus véltozasa is nyomon kovethetd
szelekcio kozben [28]. A szekvencidk meghatarozasat jellemzben az egyes oligomerek
karakterizalasa koveti, azonban az alkalmazott modszerek rendszerint ido- és
munkaigényesek, valamint a nagyszdmua aptamerjelolt kémiai szintézise jelentds
koltséggel jarhat. Ennek hatasara a gyakorlatban kordbban széles korben elterjedt volt
az a megkozelités, miszerint a szelekcios ciklusokat addig ismétlik, mig a feldusitott
konyvtarban mar csak néhany szekvencia domindl. Ez a szemléletmod azonban
figyelmen kiviil hagyja, hogy a SELEX soran kétféle szelekcids nyomads hatasara
dusulnak fel az egyes oligonukleotidok; egyrészt szelektalodnak a célmolekulakhoz
valo affinitasuk, masrészt pedig az amplifikacios hatékonysaguk alapjan. Ezzel

Osszhangban, az évek soran elvégzett nagyszamu aptamer-szelekcios kisérlet eredménye
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igazolta, hogy a célmolekuldhoz legnagyobb affinitdssal kotédd aptamerek nem
feltétleniill a SELEX végére feldusult, legnagyobb kopiaszamban eléforduld
szekvenciaval rendelkeznek [29]. Ennek a felismerésnek koszonhetGen mara mar
megjelentek azok a SELEX-valtozatok is, amelyeknél minimalisra csokkentették a

ciklusok szamat, st akar amplifikacios 1épés nélkiil végezték el a szelekciot [30, 31].

1.5.1. Oligonukleotid konyvtarak tervezésének szempontjai

A SELEX-mddszer elterjedését kovetden a kutatok szdmos alternativ megoldast
dolgoztak ki annak érdekében, hogy tovabb egyszerisitsék a viszonylag munkaigényes
eljarast, ugyanakkor fejlesztéseikkel igyekeztek a modszer hatékonysagat is novelni.
A megfeleld affinitdst és specifikus aptamerek szelekcidja érdekében mar a kiindulési
konyvtar tervezésekor is érdemes tobb szempontot figyelembe venni. Kiilondsen fontos
1épés a randomizalt szakasz optimadlis hosszanak meghatarozasa, mivel a rovidebb
konyvtarak eléallitasa gazdasagosabb és a rovidebb aptamerek a késobbi alkalmazasok
szempontjabol is idedlisabbak lehetnek. Az évek soran tobb aptamer esetében
beigazolodott, hogy a célmolekuldk felismeréséhez nincs sziikség teljes hosszusagi
oligonukleotidra. Példaul a 60 nukleotidnyi random részt tartalmazo, 96 nukleotid
hosszasagu trombinaptamert mintegy 15 nukleotidbol allo funkcionalis Szakaszra
sikeriilt leroviditeni [32]. A rovid randomizalt szakaszt tartalmazé konyvtarak
hasznalata azonban nagymértékben limitalhatja a valtozatos szerkezetek kialakuldsanak
lehetdségét, mig a hosszabb varidbilis szekvencia nagyobb komplexitast ad a
konyvtaraknak, és nagy affinitdsi aptamerek szelekciojahoz jarulhat hozza.
Kompromisszumos megoldasként a gyakorlatban leginkabb a 30-40 nukleotid
hosszusagu random részt tartalmazoé oligonukleotid-konyvtarak hasznélata terjedt el.

A randomizalt szakaszok mellett az oligonukleotidok altalaban 15-20 nukleotid
hosszusagu primerkotd szekvencidkat tartalmaznak. Ezek a szakaszok a randomizalt
bazisok szamatdl fliggden egylittesen az aptamer szekvencidjanak akar tobb mint felét is
alkothatjdk. A primerkotd régiok elhagyasa a szelekcid utan gyakran az aptamerek
kotoképességének  csokkenéséhez  vezet, ugyanis ezen régid nukleotidjai
hozzajarulhatnak az aptamer stabil vazanak kialakitasdhoz vagy akar a ligandkotd

motivum részét is képezhetik. Annak érdekében, hogy a célmolekula kotésében dontd
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moddon a random szekvenciarészlet vegyen részt, tobb megoldas is sziiletett. A Tailored
SELEX ¢és a Dual SELEX-technikdk jo alternativdt nyujtanak a primerrégiok
leroviditésére. Esetiikben a konyvtar rovid, 7-10 nukleotidos konzervalt szakaszt
tartalmaz, de akar primerkotd szekvencidk nélkiil is megvaldsithatd az aptamer-
szelekcio [33-35]. A modszerek kozos sajatossaga, hogy a hagyomanyos SELEX-hez
képest tobb enzimatikus 1épés kozbeiktatdsara van sziikség, ami bonyolitja a szelekcio
folyamatat, a ligalasi 1épések alacsony hatasfoka pedig a ligandhoz nagy affinitassal
kot6do szekvencidk elvesztéséhez is vezethet [36]. Mindezen hatranyok kovetkeztében

ezek a modszerek nem terjedtek el.

1.5.2. Az aptamerek szelektivitisanak novelése

A szelekceio egyik kulcslépése a ligandhoz specifikusan, nagy affinitassal kotodo
oligonukleotidok és a konyvtarban el6forduld tobbi oligomer elkiilonitése. Ennek
érdekében a célmolekuldkat gyakran valamilyen tavtarté molekulédn keresztiil hordozo
matrix feliiletére, példaul mikrotitertalcara, affinitastisztitdé gyantara rogzitik, igy egy
egyszeri mosasi lépéssel a ligandhoz aspecifikusan kot6dd szekvenciak hatékonyan
eltavolithatok a rendszerbdl [37].

A ciklusok koz¢ beiktatott negativ szelekcids 1épéssel azok az oligonukleotidok
is eliminalhatok, amelyek a célmolekulat hordoz6 anyagokhoz és feliiletekhez nem
specifikusan kotddnek. Ekkor a konyvtarat elséként a célmolekuldt nem tartalmazo
matrixszal inkubaljak, majd az elvalasztast kovetéen a szelekcidhoz az igy nyert
feliluszot hasznaljak fel. Az aptamerek specificitasa kontraszelekcios lépésekkel is
tovabb novelhetd, aminek kdszonhetden nagyfokti homologiadt mutatd fehérjékre vagy
akar csak egyetlen funkcids csoportban kiillonb6z6 molekuldkra specifikus aptamerek is
eléallithatok [38]. A negativ szelekcidhoz hasonloan a kontraszelekcido célja az
aspecifikusan k6t6do szekvenciak eliminalasa, ebben az esetben viszont a célvegyiilettel
analog molekuldk keriilnek felhasznalasra. A moddszer alkalmazhatosagat bizonyitja
tobbek kozt a teofillint felismerd aptamer szekvenciajanak azonositasa. Kisérletiik soran
a szerzOk szefardzgyantahoz rogzitettek a teofillint, majd az RNS-konyvarral torténd
inkubdalas utan a gyantat koffeinnel mostdk a nem specifikusan kotddé molekulak

eltavolitasa céljabol. Az igy szelektalt RNS-aptamer mintegy 10000-szer nagyobb
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affinitdssal kapcsolddott célmolekuldjadhoz, mint a koffeinhez, ami csupan egyetlen
metilcsoporttal tér el attol [39].

Az aptamerekkel megvalosithato rendkiviil specifikus detektalasra tovabbi példa
az arginin-specifikus aptamer, amely akar a D- és L-enantiomerek megkiilonboztetésére
is alkalmas [40]. A negativ és kontraszelekcios 1épések bevezetésével elért eredmények
hozzéjarultak ahhoz a felismeréshez, hogy a hordozéhoz rogzitett egyedi
célmolekuldkon kiviil akar komplex, heterogén célpontok is felhasznalhatok az
aptamerek szelektalasara. Ennek az elméletnek a gyakorlati hasznositdsaban az egyik
legjelentdsebb elérelépést a sejtekre torténd szelekcios eljaras (Cell-SELEX)
kidolgozasa jelentette. A moddszer ugyanis a sejtfelszini molekulak pontos ismerete
nélkiil is lehetévé teszi a kivalasztott sejttipushoz k6tddé aptamerek eléallitasat [41]. A
Cell-SELEX soran az aptamerek specificitasa a sejtekkel végzett kontraszelekcios

1épéssel novelhetd.

1.5.3. Az aptamerek kémiai modositasinak lehetdségei

A nukleinsavak széleskorii alkalmazasanak egyik f6 korlatozé tényezdje, hogy a
biologiai mintakban gyakran eléforduld endo- és exonukleazok hatasara rovid 1d6 alatt
lebomolhatnak. A reakciot a nukleazokon kiviil a magasabb hémérséklet, az atmeneti
fémek ionjai és a hidroxidionok egyarant katalizalhatjak. A nukleinsavak stabilitdsanak
fokozéasara az elmult évek alatt szdmos stratégia sziiletett, melyek koziil az egyik
legkézenfekvobb megoldas az oligonukleotidok szelekcids eljaras utani, post-SELEX
kémiai modositasa [42] (4. abra). Az aptamerek 3’ végének védelme in vivo
alkalmazéasokban és szérummintak vizsgalatakor kiilondsen fontos lehet. A vizsgalatok
eredményei alapjan ezekben a mintdkban gyakran exonukledzok bontjak le az
oligonukleotidokat [43]. Az exonukledzok okozta hasitds megakadalyozhatdo az
aptamerek 3’-végére kapcsolt biotinnal vagy a 3°-3" kotést 1étrehozo inverz timidinnel
IS. A 3° mellett az aptamerek 5’-végének modositasa is megvalosithatod, példaul amin,
foszfat, polietilén-glikol, koleszterin, zsirsav, fehérje kapcsolhatd hozza, amelyek sapkat
képezve szintén megvédik a nukleinsavakat a degradaciotol [44, 45].
csoportjara vezethetd vissza, amely bazikus pH-n deprotondlédva — a szomszédos

foszfodiészter kotés hidrolizise révén — ciklikus 2°,3’-foszfatvegyiilet kialakitdsaban
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vesz részt. Ennek megfeleléen a nukledzrezisztencia a 2’-pozicioban modositott bazisok
beépitésével is jelentdsen novelhetd, viszont ezek az utdlagos valtoztatdsok hatranyosan
befolyasolhatjak az aptamerek kotOképességét. Habar az aptamerek a post-SELEX
modositasok utan is Ujraszelektalhatok, ezeknek a Iépéseknek a kivitelezése sok idot
vehet igénybe, ami nagymértékben korlatozza az eljaras rutinszerti alkalmazasat [46].

A megfeleld affinitdsu és stabil oligomerek eldallitisdnak masik lehetséges
modja a specialis, modositott nukleotidokat tartalmazd oligonukleotid-kényvtarakbol
torténd aptamer-szelekciod. Ezen konyvtarak létrehozasanak fontos feltétele, hogy a
kémiai modositasoknak a SELEX folyaman alkalmazott DNS- és RNS-polimerazokkal
kompatibilisnek kell lenniiik. Napjainkban a fehérjemérnokség teriiletén elért
eredményeknek koszonhetéen mar szdmos rekombinans technikdval 1étrehozott enzim
all rendelkezésre, amelyek a természetben eléforduld nukleotidokon kiviil idegen
bazisok beépitésére is képesek.

Miutan Padilla és Sousa uttdérének szamitd6 munkajukkal demonstraltak, hogy a
T7 RNS-polimeraz Y639F variansa 2'-amino és 2'-fluoro-pirimidinek beépitésére is
alkalmas, tobb RNS-polimeraz esetében is igazolodott, hogy a transzkripcidé soran
modositott nukleotidok hasznositasara is képesek [47]. Az amino- és fluor- szubsztitualt
konyvtarak szintézise mellett 2°-O-metil-szubsztitualt ribozt, valamint C5-helyzetben
modositott pirimidint tartalmazé RNS-konyvtarakra is talalhatunk példat [48,49].
Ezekkel a kémiai modositasokkal az RNS-aptamerek féléletidejét human szérumban
néhany masodpercrél tobb oOrara sikeriilt novelni [50]. A modositott DNS-konyvtarak
leghatékonyabban a Thermococcus kodakaraensis baktériumbol szarmazo KOD Dash
polimerazzal allithatok eld, amely a C5-helyzetben modositott pirimidineken kiviil a 7-
deazapurinokat és timidin-analogokat is megfeleld hatékonysaggal képesek hasznositani
[51]. Az aptamerek stabilitasa a cukor-foszfat-lancon torténé kémiai modositasok koziil
a dANTP o helyzetli foszforatomjan 1évé oxigén kénnel torténd szubsztiticidjaval is
jelentdsen fokozhatd. Ezekben a tioaptamer néven ismertté valt oligonukleotidokban az
egyes nukleotidokat foszforotioat-kotések kapcsoljak dssze [52,53].

A zart nukleinsavak szintézise tovabbi alternativat jelenthet az aptamerek
degradalodasanak megakadalyozasara. A Wengel és Imanishi altal 1998-ban
kifejlesztett nukleinsavakban a 2'-helyzetii oxigén metilén hidon keresztiil kapcsolodik a

rib6z 4'-szénatomjahoz, ezaltal a ribozgylri 3'-endo konformacidja rogziil [54, 55]. Az
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LNA de novo szintézisét elsdként Phusion High Fidelity polimerazzal sikeriilt
megvalositani, amelyet kovetden Imanishi €s munkatarsai igazoltdk, hogy a KOD
polimeraz csokkent 3',5" exonukleaz aktivitasa miatt még alkalmasabb az eldallitasukra
[56, 57]. Egy tanulmany szerint azonban a LNA-adenozin tartalom egy 40 nukleotidnyi
randomizalt szakasszal rendelkezé6 DNS konyvtar amplifikacidja soran a 7. ciklusra a
kezdeti 20,5%-rd1 6,6%-ra csdkkent. Hasonld tendencia volt megfigyelheté a timidin
tartalom valtozasaban is LNA-TTP felhasznalasakor. Vagyis a modositott nukleotidokat
tartalmazo, random oligonukleotid konyvtarakbol kiinduld aptamer szelekcio legfobb
korlatoz6 tényezdje, hogy a DNS ¢és RNS polimerdzok altal beépitheté moddositott
nukleotidok szama limitalt [58]. A beépités csokkend hatasfoka igy kizarja a

hagyomanyosan 8-12 iterativ ciklusbol allo szelekcié végrehajtasat [59].
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4. abra: Az oligonukleotidok kémiai médositasanak néhany lehetésége [60]



1.5.4. Spiegelmer-SELEX

crer

felismerése, hogy az oligonukleotidokat alkotd cukrok kiralitdscentrumainak
inverzidjaval a nukleazokkal szemben rezisztens molekuldk hozhatok létre. Néhany
évvel az elsd aptamer szelekcios kisérletek utdn Klussman és munkatarsai olyan eljarast
dolgoztak ki, amelynek segitségével a D-adenozinhoz specifikusan kotédé L-RNS
molekulakat, agynevezett Spiegelmereket sikeriilt szelektalniuk. Eredményeik szerint az
mutatott human szérumban [61]. Ezt kovetéen Williams és munkatarsai megallapitottak,
hogy a vazopresszinre szelektalt L-oligomer koncentraciéja mind az S1-, mind a DNaz |
endonukledzzal valo 10 napos inkubalast kdvetden is valtozatlan maradt, mig azonos
koriilmények kozt a D-aptamer 10 méasodperc alatt degraddlodott. A human szérumban
végzett kisérletek eredményei szerint 7 nap utdn sem volt tapasztalhatd az L-
nukleotidokbdl felépiilé nukleinsavak hasitasa [62].

A Spiegelmer technoldgia alapjat az az elv képezi, hogy jol definialt
térszerkezettel rendelkezd makromolekuldk, példaul nukleinsavak ¢és fehérjék
enantiomer parjai az eredeti molekulahoz képest tiikorképi szerkezetet vesznek fel,
ennek megfelelden a két egymadssal kolcsonhaté molekula enantiomerjei az eredeti
molekulakkal megegyez6 modon 1épnek interakcioba [63] (5. abra). Fontos kiemelni,
hogy a szelekci6 soran felhaszndlt enzimek sztereoszelektivitdsa miatt valdjaban a
célmolekula tiikorképi parja keriil felhasznalasra, emiatt az L-oligomerek eléallitasa
joval Osszetettebb feladat, mint a természetben eléforduld, D-cukoregységeket
tartalmazo6 aptamerek szelekcioja.

A Spiegelmer szelekcids eljaras az eredeti célmolekula szintetikus, tiikorképi
amelyet az aptamerrel azonos szekvenciaju, L-nukleotidokbol allo oligomer eléallitasa
kovet [40]. A molekuldk szimmetriaviszonyaibol adédoan az igy azonositott Spiegelmer
az eredeti célmolekuldhoz ugyanakkora affinitdssal képes kotddni, mint amekkora
affinitassal képes a D-aptamer a szelekcidhoz felhasznalt tiikorképi célmolekulahoz
kapcsolédni. Az optikailag aktiv célmolekula enantiomerjét szintetikusan kell
eldallitani, emiatt altalaban csak kisebb méretli molekuldkat és fehérje epitopokat

alkalmaznak a szelekcio sordn. Igy példaul az adenozinon kiviil ismertek argininre,
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peptidekre — példaul ghrelin, vazopreszin — és a fehérjék koziil az enterotoxin B-re,
MCP-1-re specifikus Spiegelmerek [64]

A fehérjékre specifikus Spiegelmerek eldallitasa az antitestek termeltetésénél is
gyakran alkalmazott metodika elvét koveti, melynek 1ényege, hogy a fehérje molekulak
helyett a megfelel6 epitopok kivalasztasat kovetden szintetikus peptideket hasznalnak
fel az immunizalashoz [65]. Annak ismeretében, hogy az oligonukleotidok nem az
egész fehérjemolekulat ismerik fel, hanem annak csak bizonyos aminosav motivumaival
Iépnek kolcsonhatasba, Klussman és munkatarsai a 25 kDa méretii enterotoxin B fehérje
SELEX-et kovetéen a kivalasztott oligomert SPR-modszerrel karakterizaltak.
Eredményeik szerint mindkét enantiomer esetében az oligonukleotid-peptid komplex
disszocidcids konstansanak 200 nM koriili értéket allapitottak meg, mig a Spiegelmer és
a teljes hosszsagu fehérje kotédése 420 nM-0s Kp-értékkel volt jellemezhetd [66].
Ezenkiviil a fehérjék teljes hosszlisagh enantiomer parjara torténd szelekciora is
talalhatunk példat. Joyce és munkatarsai 2015-ben egy ribonukledz tiikorképi parjanak
eldallitasat kovetden olyan L-oligomereket hoztak 1étre, amelyek az enzimhez k&tddve

képesek voltak a nukleazaktivitas gatlasara [67].

Célmolekuldhoz k6t6d6
Spiegelmer (L-oligomer)

5. abra: A Spiegelmer-szelekcié sematikus abraja [68]
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1.6. Az aptamerek alkalmazasi teriiletei

Az els6 aptamerek szelekcidjat ismertetd publikacid megjelenése Ota mintegy
25 év telt el, azonban az aptamerek alkalmazésaban rejld lehetéségeket csak az utdbbi
néhany évben ismerte fel a gyogyszeripar. Az aptamerek in vivo alkalmazasa az
antitestekkel ellentétben nem general immunvalaszt, a megfelel6 komplementer
oligonukleotid adasaval pedig terapids hatasuk akar fel is fliggeszthet6. Ennek
koszonhetéen napjainkban szdmos kutatds irdnyul terdpias alkalmazhatdsaguk
vizsgalatara [69]. Az els6, FDA altal engedélyezett aptamert idéskori makula
degeneracio kezelésére fejlesztette ki a NeXstar Pharmaceuticals. A vaszkularis
endotelialis novekedési faktorra (VEGF) szelektalt oligonukleotid az angiogenezis
gatlasa révén fejti ki hatdsat, mivel az RNS aptamerek megakadalyozzak, hogy a
novekedési faktor kolcsonhatasba 1épjen a vaszkuléris endotelidlis sejtréteg felszinén
talalhato receptoraval [70]. A tovabbi fejlesztéseket kovetden végiil 2’°-dezoxi és 2°-
fluoropirimidin modositott nukleotidokat alkalmaztak a stabilitas novelése érdekében,
és egy inverz dezoxi-timidint kapcsoltak a 3’-végre [71, 72]. Az aptamer gyors
kitiriilését a szervezetbdl az 5’-véghez kapcsolt, 40 kDa tomegii polietilén-glikol
csoporttal akadalyoztdk meg [73]. A terapias célra hasznalt aptamer készitmény
Macugen (Pegaptanib) néven 2004-ben keriilt kereskedelmi forgalomba, és az azota
eltelt idoben mar tobb aptamer is a klinikai kisérletek 2. és 3. fazisaba jutott (1.

tablazat).

21


https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=NeXstar_Pharmaceuticals&action=edit&redlink=1

1. tablazat: Klinikai vizsgalatokban résztvevé nukleinsav aptamerek [74]

Aptamer Tipus Moddositas Célpont Orvosi indikacié
2'-fluoropirimidin
2'-O-metil bskori
ARC1905 38-nt RNS . Komplement faktor C5 IdOSkorl,mékUIa
(Ophthotech) 3-invertalt dT degeneracio
40 kDa PEG
2'-O-metil
E10030 Vérlemezke eredetli Id6skori makula

29-nt DNS  3-invertalt dT
40 kDa PEG

(Ophthotech) novekedési faktor (PDGF) degeneracio

REG1

Regado
(Biogciences) 37-nt RNS  2-fluoropirimidin  1X-es véralvadasi faktor ~ Koszorér betegség

3'-invertalt dT

ang]:Le?n?|?( 39-ntDNS  2-O-metil aktivalt von Willebrand Trombotikus citopénia

. faktor (VWF) von Willebrand-betegség
Corporation) 20 kDa PEG
AS1411 Leukémia
Antisoma 26-ntDNS  PEG Nukleolin Mieloid metasztatikus
Research vesesejtes karcindma
(NN%f(_)?él%l 45-nt RNS L-ribonukleinsav  Stromalis eredeti Mieléma multiplex

novekedési faktor-1 - : : L
Pharma) PEG Kroénikus limfoid leukémia
NOX-E36 L-ribonukleinsav 2-es tipust cukorbetegség
(NOXXON 40-nt RNS Monocita kemoattraktans
Pharma) PEG protein-1 (CCL2) Kronikus gyulladés
Albuminuria

NOX-H94 L-ribonukleinsav Anémia
(NOXXON 44-nt RNS Hepcidin
Pharma) PEG Gyulladas

Az extracellularis és sejtfelszini célmolekuldkon kiviil elméletileg intracelluléris
molekulak is lehetnek az aptamerek célpontjai, mivel az aptamerek sejtekbe juttatasa
tobbféle modon 1s kivitelezhetd. Egyik leggyakrabban hasznalt moddszer az
oligonukleotidok bejuttatasara a nanorészecskékhez torténd konjugalés, de a sejtek akar
aptamert kodolo vektorokkal is transzfektalhatok [75, 76]. Tobb tanulmany is igazolta,
hogy az aptamerek sejtfelszini receptorukhoz kotddésiik utan internalizalodhatnak, igy
akar mas molekulak, példaul gyogyszerhatdbanyagok ¢és siRNS-ek specifikus
célbajuttatasara is alkalmasak lehetnek [77-79]. McNamara és munkatarsai els6ként
hoztak létre olyan RNS aptamer — SIRNS kiméra molekulakat, amelyek a PSMA-t
expresszald  tumorsejtekbe  internalizdlodva  képesek  voltak a  célgének

csendesitésére [80]. A  kiméra tovabbi optimalizalasat kovetéen Giagrande
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munkacsoportja a tumorsejtek novekedésének jelentés mértéki gatlasardl szamolt be
[81].

A terédpias célra torténd felhasznalds mellett napjainkban a diagnosztika teriiletén
is igéretes aptamer kutatasok zajlanak. A nagyszamu aptamer jelolt ellenére a human
klinikai diagnosztikédban ez iddig nem kertilt sor rutinszerli alkalmazésukra, egyediil az
¢lelmiszeranalitikdban talalhatunk erre példat. A Neoventures Biotechnology nevii
kanadai cég altal kifejlesztett OTA-Sense and ALPHA-Sense Detection System
elnevezésii reagensek mycotoxinok detektalasara alkalmasak. Ezek a forgalmazott
készletek a folyadékkromatografidas meghatarozassal megegyez0 érzékenységgel és
szelektivitassal rendelkeznek, a mérések kivitelezésének ideje pedig toredéke az
antitestekkel torténé detektalasnak [82]. A patogéneket és biomarkereket specifikusan
felismerd aptamer fejlesztések tobbsége a fert6zd, tumoros és kardiovaszkularis
betegségek diagnosztikajahoz kapcsolodik (2. tablazat). Az utdbbinal mioglobinra,
CRP-re, L-homociszteinre és trombinra szelektalt DNS-aptamerre egyarant talalunk
példat [83]. A Cell-SELEX eljarasnak koszonhetéen a célmolekulak elballitasa, illetve
tisztitdsa nélkiil is szelektalhatok aptamerek. Ebbdl addddan az egyik leginkabb
tanulmanyozott teriilet a tumoros sejtek sejtfelszini markereinek azonositdsa. Szamos
kutatd beszamolt a hasnyalmirigy, maj, prosztata, mell, vastagbél, és asztroglia eredetii

tumorsejt aptamerekkel torténd detektalasarol [84—86].
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2. tablazat: DNS-aptamerek a human betegségek diagnosztikajaban [87]

Random

Célpont régio hossza Kp (nM) Diagnosztikai modszer

Tumoros megbetegedések
Direkt eljaras

Prosztata tumorsejt (PC-3, metasztatikus) 45 73,59 o
(FITC-jeloléssel)
' . Direkt eljaras
Metasztatikus eml6 tumorsejt (MDA-MB-231) 45 44,0 o
(Cy5-jeldléssel)
' . Direkt eljaras
M4j tumorsejt (HepG2) 50 19 o
(FITC-jeloléssel)
. . . Direkt eljaras
Glioblastoma multiforme sejt (A172) 42 75,3

(Biotin modositassal)

Fert6zo betegségek
Dot blot
influenzavirus HA protein (H5N1) 74 4,65 (Sztreptavidin-alkalikus
foszfataz)

Leishmania promastigota és hidrofil feliileti Aptamer-magneses gyongy

36 nm

protein (HSP) szendvics eljaras (HRP)
Régesdld prionfehérie (H-MoPrP90"231) 45 20 Ta(;get Indukdlta
isszociacio
Direkt eljaras

Plasmodium falciparum laktat-dehidrogenaz

35 42-59
(PfLDH) (Arany nanorészecskés
jelolés)
Kardiovaszkularis betegségek
Mioglobin 40 4,93 Target-indukalta disszocicid
L-homocisztein 60 600 Target-indukalta disszocicid
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1.7. Izomkontrakcié a harantcsikolt izmokban

Gerincesekben az izomszovet harom f6 tipusat — vazizom-, szivizom- és
simaizomszovetet — kiilonboztethetjiik meg, melyek kozt a strukturalis eltérések foként
a felépitdé molekuldk valtozatos elrendezddésére és a specifikus szabalyozo fehérjék
jelenlétére vagy hidnyara vezethetok vissza. A fénymikroszkopos felvételeken
harantcsikolt mintazatot mutaté vaz- és szivizom sejtjeinek funkcioképességét sorba
rendez0dott szarkomer egységek biztositjak, felépitésiikben pedig specidlis kontraktilis
¢s szabalyozo fehérjék vesznek részt. A jellegzetes kiillonbségek ellenére az izomrostok
fehérjedllomanydnak mintegy 75%-4t alkotdo két f6 molekula, az aktin és a miozin
szerkezete az egyes izomtipusokban alapvetden megegyezik.

A miofilamentumok motoros fehérjéi kozé tartozd aktin globuléris fehérje
monomerjei (G-aktin) fiziologias koriilmények kozott nem egymastdl elkiiloniilten
fordulnak el6, hanem a monomerekbdl felépiild két lanc hélix-szerlien egymas koré
tekeredve az F-aktint alkotja. Az izom-6sszehtizodas folyamatanak aktiv komponense a
miozin, amely ATPaz aktivitassal rendelkezik, és az ATP hidrolizisével nyert energiat
térszerkezet-valtozassal jar6 mechanikai mozgassa képes alakitani. Az izomkontrakcid
maig legelfogadottabb és kisérletesen legjobban aladtdmasztott modellje, a cslszo
filamentum elmélet szerint a kontrakcio alapjat valdjaban nem egy molekula rovidiilése,
hanem a két molekularis elem, a miozin és az aktin egymashoz képest torténd
elmozdulasa okozza [88]. Az 6sszehtizodas soran a bekovetkez6 strukturalis valtozasok
hatdsdra az egymashoz viszonyitva parhuzamosan rendezett fehérjemolekuldkbol
kontraktilis aktomiozin komplex alakul ki. A miozin feji része az F-aktin
gyongyfiizérszeriien felcsavarodo egy-egy globularis egységéhez kotddik, majd a fej
behajlasa miatt ezen elcstszik. A szogvaltozas kovetkeztében a két fehérje 6sszhossza
kisebb lesz, ekkor az A-savban 1éve H-zona szélessége csokken, az izom
elernyedésekor viszont a H-sav hossza novekszik.

Mig a simaizmok mikddése leginkabb a miozin konnyiilancok
foszforilaltsagatol fiigg, a harantcsikolt izmok és a szivizom milkddése elsdsorban a
troponin-tropomiozin rendszeren keresztiil szabalyozodik. A tropomiozin kétlanct o-
hélixekbdl  felépiil, ,coiled-coil” szerkezeti elnyujtott fehérje, amely a
troponinkomplexszel egyiitt az aktin polimerhez kototten helyezkedik el a vékony

filamentumban (6. abra). Mindegyik tropomiozin molekula 7 aktin monomerrel 1ép
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kolcsonhatasba és egy troponinkomplexet kot meg, ami az 1:1:7 molaris aranyt
biztositja a miofibrillumban [89]. Az izom nyugalmi allapotaban az aktin és miozin nem
kotddik egyméshoz, mert kdlcsonhatasukat a tropomiozin gatolja. Az 0sszehtizodas
inicialasdhoz elengedhetetlen a Ca®*-ionok aktivator szerepe. Koncentraciojanak

emelkedése esetén ez a gatlo hatas felfiiggesztédik, és lehetdvé valik a miozin-aktin
ciklus kialakulas [90].

vékony (aktin) filamentum  vastag(miozin) filamentum
a-aktin titin MyBP-C

\\g( 14 ; 444 ;&&Whh{)’ ) S
e //>“ “ “’ COCCCOCE VYIVIYIYYVDY ‘F‘ )) ))<\\ ..........

\\ m«(ﬂmw}mﬁ{,m»m-—-._ . R
“"‘m»mp-—* \\

Z-lemez I-sav A-sav

B Tnl aktin  TM TnT TnC

6. abra: A szarkomer (A) és a filamentumok (B) szerkezete. A szivizom sejtek
funkcionalis egységét, a szarkomert kontraktilis és szerkezeti fehérjék sokasaga
alkotja. Miikodése a vékony (aktin) és a vastag filamentum (miozin) kozt
intracellularis Ca®* hatdsara ciklikusan kialakulo kolcsonhatison —alapszik.
A troponinkomplexet alkoté harom fehérje (a Tnl, TnT és TnC) a tropomiozinnal
(TM) egyiitt a vékony filamentumhoz kototten képesek a miozin kotddését
szabélyozni mig a vastag filamentumhoz kapcsoléd(') regulétor fehérjék mint

s

szabalyozasaban vesznek részt [91]
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1.8. A troponinkomplex

A kontrakci6 intracellularis Ca2+-f1'igg6 szabalyozasanak molekularis hatterét
els6ként az 1960-as években Ebashi és munkatarsai vizsgéaltdk. Tanulmanyukban
megallapitottdk, hogy a szarkoplazméabol felszabaduld Ca** a troponinkomplexen és a
tropomiozinon keresztiil fejti ki hatasat. A hozzavet6legesen 80 kDa molekulatomegii
heterotrimer troponinkomplex I, T és C alegységbdl épiil fel, melyek mindegyike eltérd
tulajdonsaggal és funkcioval bir. A komplex gatlé alegysége a troponin I, a C alegység
Ca?"'koté6 doménnel rendelkezik, mig a TnT a tropomiozinra horgonyozza a harmas
komplexet [92,93]. Az izomsejtek nyugalmi 4llapotaban, Ca?* hidnyaban a
gatolva ezzel az aktomiozin ATP-az funkcidjat. Ca®" jelenlétében viszont a TnC C-
terminalis doménje a Tnl-hez kotédik, az indukalt konformacio-valtozas az inhibitor
hatas elvesztéséhez, igy végiil az izomkontrakciohoz vezet [94].

A komplex térszerkezetét feltar6 els®  rontgenkrisztallografids  és
elektronmikroszkopos vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a komplex az alabbi
két f6 strukturalis egységre tagolhatd: a tropomiozint kot talnyuld részre és a {6
szabalyoz6 szerepet betolté kozponti ,,core” doménre [94, 95]. A troponinok
szerkezetér6l napjainkig szamos kozlemény latott napvilagot, amelyek fontos
eredményekkel jarultak hozza az izomkontrakcio folyamatanak megértéséhez, azonban
a fehérjekomplex teljes szerkezete és szabalyoz6 mechanizmusdnak részletei még nem
ismertek.

Takeda ¢és munkatarsai az E. coli-ban termeltetett rekombinans kardialis
troponinkomplexet  krisztallografias  moddszerrel  tanulmanyoztak. A teljes
troponinmolekula esetében a kristalyositast nem tudtak megvalodsitani, ezért a kutatok
két kiillonbozd preparatumot készitettek. A 46 kDa molekulatomegli ,,core” domén a
TnC (1-161), a Tnl (31-163) és a TnT (183-288) szakaszokat tartalmazta, mig az 52
kDa-os méretii a TnC (1-161), Tnl (31-210) és a TnT (183-288) alegységekbdl épiilt
fel (zardjelben az aminosavak sorszamai szerepelnek). Mindkét esetben a szivizom
eredetli troponin I-re jellemzd N-termindlis véget a 30. aminosavig lehasitottdk, ami igy
vazizom troponinhoz hasonld egységeket eredményezett. A kristdlyok mindségének
javitasa érdekében a 46 kDa méretli komplexnél tovabbi 46 aminosavnyi részletet

eltavolitottak a Tnl C-terminalisar6l. A komplexek szerkezetének vizsgélata alapjan
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megallapitottak, hogy a kozponti domén tovabbi, szerkezetileg eltérd aldoménekre
kiilonitheté. Az I-T kar egységeket, valamint a TnC és a Tnl szekvenciajanak
részleteibdl allo szabalyozo fejet mobilis szakaszok kotik 6ssze, ami rendkiviil flexibilis

struktara kialakulasat teszi lehet6vé [97] (7. abra).

N-domén

B T .
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Tropomiozin-kdtéhely-1 Tropomiozin-kdt&hely-2

7. abra: A Kkardialis troponinkomplex szerkezetének vazlata. A troponin
fehérjekomplexet harom alegység: TnC, Tnl, és TnT alkotja. A molekula két
szerkezeti egységre, a kdzponti doménre és a TnT tulnyuld részre tagolhato. Nagy
felbontasu krisztallografias vizsgalatok szerint a kozponti domén szerkezetének
kialakitasaban tovabbi két alegység, a szabalyozoé fej (a TnC 3-84 aminosavak és a
Tnl 150-159 aminosavak kozti régi), valamint az I-T kar (a TnC 93-161, a Tnl 42—

136, és a TnT 203-271 aminosavak kozti szakaszok) vesznek részt [98]

A troponinkomplex harom alegységének mindegyike izomtipus-specifikus
izoformékkal rendelkezik. A Tnl és a TnT 3-3 izoform4jat a lassu véazizom, a gyors
vazizom ¢és a szivizom troponingének kodoljak. Ezzel ellentétben a troponin C csak
kétféle izoformaban van jelen a hirom eltéré hardntcsikolt izomtipusban, ugyanis a
felndtt szivizomban €s a lasstt vazizomban azonos —a TNNCI altal kodolt — izoformak
fejezédnek ki [99]. A TnC a fehérjék kalmodulin szupercsaladjaba tartozik. Az N- és C-
termindlisan elhelyezkedd globularis doméneket hosszl, 9 kanyarulatos a-hélix koti
Ossze, ami végeredményben a molekula sulyzé alaku térszerkezetéhez vezet [100]. Ez

az alegység a kétértékii fémionokat négy EF-kéz hélix—kanyar-hélix-szerkezetii
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kotéhelyén képes megkdtni [101, 102]. A jelenleg elfogadott modell szerint a troponin
T alegység tropomiozinhoz rogziti az I-T-C komplexet, de emellett fontos szerepet tolt
be az izomkontrakcio Ca®*-fiiggé szabéalyozasaban is [103]. Az N-terminalisan
talalhatd, meglehetdsen hosszi hipervaridbilis szakasz a miofilamentum egyik ismert
kialakitasaban fontos szerepe van, de ennek tisztazasahoz tovabbi vizsgalatokra van
sziikség [104].

1.8.1. Atroponin | szovetspecificitasa

Magasabb rendii gerincesekben a troponin I fehérje izomtipusonként eltérd
formait hadrom homolog gén kédolja. A humdan 1. kromoszéma hossza karjan
elhelyezked6 TNNI1-gén a lasst vazizom (ss), a TNNI2 a gyors vazizom (fs), mig a 19.
kromoszéma hossza karjan taldlhato6 TNNI3-gén a szivizom eredeti (c) troponin I
izoformak kodolasaért felelos (3. tablazat). Mindharom gén szerkezete -eltérd,
transzkripcidjuk szabélyozéasa és kifejez0désiik mértéke az egyes izomtipusokban az

embrionalis és a posztnatalis fejlédés soran is kiilonbozik [105].

3. tablazat: Human Tnl-gének és szovetspecifikus expressziojuk [99]

Gén TNNI1 TNNI2 TNNI3
Pozici6 a kromoszéman 1931.3 11p15.5 19913.4
Exonok szama 9 8 8
Aminosavak szama 187 182 210
Molekulatomeg (kDa) 21,7 21,3 24
Izoelektromos pont 9,59 8,74 9,87
Szovetspecificitas lasst vazizom; embrionalis szivizom  gyors vazizom  felnétt szivizom

A szekvencia-analizis eredményei alapjan feltételezhetjiik, hogy a troponin I-
gének jelenlegi forméi az evolucid soran egy fsTnl-hez hasonlé génbdl duplikaciok
utjan alakultak ki. Legnagyobb foku hasonlosag az izoformak koziil az ssTnl és a cTnl

szekvenciai kozt fedezhetd fel, ami kozvetlen evolucios kapcsolatukra utalhat. Ezt az
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elméletet tdmasztja ala az is, hogy az embrionalis fejlédés alatt a szivizomban kizardlag
az ssTnl izoforma expresszalodik, majd ezt kovetden a perinatalis szakaszban atkapcsol
a cTnl-re, és koriilbeliil 9 hénappal a sziiletés utan kizardlag ez a forma fejezédik ki
[106]. A troponin l-izoformak funkcidjanak konzervaltsagara utal tovabba az is, hogy
azok a létrehozott transzgénikus egerek, melyeknél a szivizomban a cTnl fehérjét ssTnl-
vel helyettesitették, életképesek és fertilisek maradtak [107].

A kiilonb6z6 izomrostokban kifejez6dd troponin I-izoformak kozti eltérések
feltehetéleg a  miofilamentumok Ca2+-érzékenységének, kooperativitdsanak
szerepet, ¢és hatassal lehetnek a pH-valtozassal szembeni tiir6képességre. Ezt erdsitette
meg Solaro és munkatarsainak eredménye is, amely alapjan a kutatok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az ssTnl-t tartalmazé troponinkomplex nagyobb Ca?*
affinitassal bir, és akar acidozis esetén, alacsonyabb pH-n is képes biztositani az
embrionalis kardiomiocitakban a miofilamentumok megfeleld érzékenyégét [108].

Fontos megemliteni, hogy az izotipusok fajok kozti nagyfoku hasonldsaga
ellenére madarak és emldsok esetében a felndtt szivizom Tnl-fehérje N-terminalisdn
egyedi motivum talalhato, amely az evoltcid soran alakulhatott ki. Ez a struktira az
alacsonyabb rendii gerinceseknél nincs jelen. Ennek megfeleléen a vazizom troponin I-
gének 1, 2 és 3-as exonja ellentétben a TNNI3 tobb mint 30 aminosavat kodolo
szakaszaval csak néhany aminosavat kodol, mig a 4-8 exonok meglehetésen
konzervaltak az egyes izotipusok és fajok kozt. A human TNNII-gén mintegy 5 ezer
bazisparbol allé utolsdé (9-es) exonja nem kodold szekvenciat tartalmaz, melynek
szerepe ¢€s jelentGsége egyeldre nem ismert [105]

Napjainkig a TNNI1-gén esetében nem ismertek betegség kialakulasahoz
kotheté mutaciok, azonban a human fsTnl-t és a cTnl-t kodolo génekben bekdvetkezd
mutaciok miopatiahoz vezethetnek. A familiaris hipertrofids kardiomiopatia eseteinek
mintegy 5%-a hibas TNNI3-génhez kothetd. Idaig legalabb huszféle, drokletes restriktiv
kardiomiopatiaval Osszefliggésbe hozhatd mutaciot irtak le, tovabba a TNNI3
mutacioinak  szerepét dilatativ  kardiomiopatidban is  igazoltak  [109-110].
Altalanossagban kijelenthetd, hogy a TNNI3 gén kardiomiopatiat okozé mutacioi —
Osszevetve a miofilamentum mads fehérjéinek patogén mutacidival — stlyosabb klinikai

tiineteket eredményeznek [111, 112]. A betegséget okozd egypontos mutaciok tobbsége
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a polipeptidlanc C-terminalis részén fordul eld, ezzel is bizonyitva a domén kritikusan
fonotos szerepét a szivizom kontrakcidjaban [113]. Ez a megfigyelés azt is jelezheti,
hogy ebben a régioban a fehérje tobbi szakaszaval dsszehasonlitva, sokkal szorosabb a
szerkezet és funkcid kozti kapcsolat. Ugyanakkor az a hipotézis sem elvethetd,
miszerint ez a szakasz nagyfoku tolerancidval bir a szerkezeti variacidkkal szemben, igy

az embrionalis letalitast elkeriilve a mutacidk a populacioban fennmaradhatnak.

1.8.2. Atroponin I-fehérje funkcionalis egységei

A troponin I-fehérjék 21-24 kDa méretiiek, izoelektromos pontjuk a bazikus
tartomdnyba esik. A harantcsikolt izmok kontrakciojanak szabalyozasaban betoltott
szereplikb6l adddoan a troponinkomplex tobbi tagjan kiviil a tropomiozinnal és az
aktinnal is képesek kolcsonhatast kialakitani. A Szerkezetiik és funkciojuk kozti
kapcsolatot vizsgald in vitro tanulmanyok eredménye alapjan a fehérje az alabbi 6

funkcionalis szegmensre oszthato (8. abra):

1. szivizom-specifikus N-terminalis extenzio (1-30 AS)
. N-terminalis konzervalt régi6 (4279 AS)

. TnT kot6 régio (80-136 AS)

. inhibitor régi6 (128147 AS)

. kapcsolo régio (148-163 AS)

. mobilis C-terminalis domén (164-210 AS).

o DN A WN

A troponin I egyes peptidszakaszai koziil az inhibitor régidé a TnC-vel, aktinnal,
tropomiozinnal keriil kdlcsonhatasba, a kapcsolo régid pedig a TnC N-terminalisat koti.
Az izoformak koziil leginkabb hasonld és a fajok kozt leginkdbb konzervalt C-
terminalis szegmens az aktinnal, tropomiozinnal 1ép interakcioba [114]. A legujabb
eredmények szerint a C-termindlis régid 8-as exon altal kodolt utolsd6 20 aminosava

Ca?* altal regulalt allosztérikus szerkezetet alakit ki [115].
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8. abra: A kardialis troponin I-fehérje szerkezeti és funkcionalis egységei [113].
A cTnl polipeptidlanc aminosav szekvencidja alatt az ismert betegségokozo
egypontos nukleotid polimorfizmusok pozicidit szines négyzetek jelolik: hipertrofias
kardiomiopatia (z6ld), recessziv dilatativ kardiomiopatia (kék), autoszomalis

dominans dilatativ kardiomiopatia (barna), restriktiv kardiomiopatia (piros)

1.8.3. Atroponin I-fehérje poszttranszlaciés médosulasai

A troponin I-gének transzkripcidja soran alternativ RNS-érési folyamatok nem
jellemzdek, ezért a fehérje miikodésének és szerkezetének moduladlasaért leginkdbb a
poszttranszlacios  modifikaciok — felelések (9.  abra). Az  izomkontrakcid
finomhangolasaban kiemelkedd szerep jut a polipeptidlanc hasitisa és az aminosav-
oldallancok modositasa altal eldidézett konformacios valtozasoknak. Az ssTnl és fsTnl
fehérjék foszforilaciojardl kevés informacié all rendelkezésiinkre, ugyanakkor ismert,
hogy a cTnl foszforilacidja jelentds szerepet tolt be az izomfunkcid szabalyozasaban
[116]. A human cTnl polipeptidlanc 12 szerint, 8 treonint és 3 tirozint tartalmaz, és a
valoszinlsitett 18 foszforilacios hely tobbségénél kisérletes eredmények is
alatdmasztjak az aminosavak foszforilacidjat. A fehérje N-termindlisan egy konzervalt
protein-kindz A-szubsztratmotivum (RRRSS) talalhato, melyben a Ser23 és Ser24
aminosavak adrenerg jelatviteli kaszkad szabalyozéasa alatt all6 foszforilacidja a
szivizom diasztolés funkcidjanak fokozasahoz vezet [98]. Ezzel ellentétben a Serd2 és

Ser44 aminosavak PKC altali foszforilacioja ellentétes hatast valt ki. In vitro kisérletek
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eredményei alapjan a 23. és 24. szerint a PKA-n kiviil egyéb kinazok, PKC-, PKC-g,
PKD ¢és PKG is foszforilalhatjak [117-119]. A cTnl foszforilacioja a fehérje proteazok
altali degradalésara is hatassal lehet, hiszen a PKA altal bekovetkezé foszforilacio
csokkenti, a PKC kivaltott foszforilacio viszont noveli a molekula érzékenységét a -
calpain altal katalizalt proteolizissel szemben [120].

A peptidlanc N és C-termindlis vége extrém instabilitast mutat, kdnnyen lehasithato,
mig a kozépsé régid stabilabb. A Tnl C-terminalisan patologias koriilmények kozt
azonban az N-terminalis végen torténé szelektiv proteolizis a sejtek normal és
patoldgias stresszhatdsra bekdvetkezd adaptacioja szempontjabol kulcsfontossagi. Az
N-termindlis hasitdsa kis mértékben normal koriilmények kozt is eléfordul, de

jelentésen fokozodik hemodinamias stressz hatasara [120, 121].

N-terminalis hasitas C-terminadlis hasitas
l \Ll'ropomiozin kdtéhely
1 30 42 79 136 147 163 191 \1/210
Szivizomspecifikus o P
szakasz TnCkétShely BREIE GG ELY
oncsien| FE | it | S R Y| Y [
ismeretlen B PKC st a 1] . " . .
kinaz PKC-B PKC-BIl AMPK kinaz kinaz kinaz
PKC-z
PKD

PKG

9. abra: A troponin I jellemzé poszttranszlacios moédositasai. A normal
betiitipussal jelolt enzimek lassitjak a relaxaciot vagy novelik a Ca®* -érzékenységet,
a dolt betiivel jeldlt kinazok hatasara gyorsul a relaxacié vagy csokken a Ca®"

érzékenység, mig a keretezett foszforilaciok funkcidja nem ismert [98]
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1.9. Az akut miokardialis infarktus diagnosztikaja

A kozépkoru €s iddsebb populéacidoban a sziv- €s érrendszeri betegségek szerte a
vilagon vezetd szerepet jatszanak a haldlozésban. A szivet és a koszoruereket érintd
betegségek szdmos fajtdja ismert, ide sorolhatd tobbek kozott a magas vérnyomas, a
koszoruér-megbetegedés, a szivelégtelenség €s az akut miokardidlis infarktus (AMI). Ez
utobbi olyan jellegzetes klinikai tiinetekkel és egy€b elvaltozasokkal jard allapot, amit a
szivizom vér- és oxigénellatasanak hirtelen csokkenése kovetkeztében fellépd izomsejt-
karosodas okoz. Az iszkémia hatterében elsédlegesen a koszoruér jelentds sziikiilete,
illetve a szikiilethez tarsuld plakkruptira €s trombus kialakulasa all, de a koszoruér-
keringés zavardt az artériafalban zajlo gyulladasos folyamatok is eldidézhetik.
Mindezek mellett a miokardialis iszkémia az oxigénigény tartdos novekedését okozo
koéros folyamatokra, példaul hipertréfids kardiomiopatiara, hipertiredzisra is
visszavezethetd. Hajlamositd tényez6i kozott az érelmeszesedés, magas vérnyomas, 2-
es tipust cukorbetegség €s magas életkor mellett az egészségtelen életmdd szerepel.
Amennyiben tobb rizikofaktor egyiittesen fordul eld, az esemény bekovetkeztének
valoszinlisége igen jelentds mértékben megemelkedik [123]. Az AMI klinikai
megjelenési formdja rendkiviil valtozatos lehet, és nagymértékben fiigg a beteg koratol,
nemétdl és az érintett szivizomteriilet nagysagatol, valamint egyéb tarsbetegségektol is,
emiatt a helyes diagn6zis felallitadsa napjainkban is igen nagy kihivast jelent.

A WHO altal az 1970-es években elfogadott AMI diagnosztikai kritériumok a
stlyos és tartds mellkasi fajdalom és a jellegzetes EKG-eltérések mellett harmadikként
a biokémiai markerek emelkedett szintjét tartalmazzak. A definici6 szerint a hdrom
feltételbodl kettd jelenléte sziikséges és elégséges feltétele az AMI diagndzisanak [124].
A mellkasi fajdalom gyakran nem jar egyiitt egyértelmii EKG-elvaltozasokkal, ilyenkor
a negativ eredmény nem zarja ki a miokardialis infarktus lehetdségét. Ezeknél az
eseteknél a biomarkereknek dontd szerepilk van a dontéshozatalban, ugyanis a
szivizomsejtek sériilése, tartds pusztuldsa esetén a keringésbe jutd molekuldk
koncentracioja jellegzetes idObeli valtozast mutat. Az emelkedés, majd az azt kovetd
csokkenés nyomon kovetése, illetve azok elmaraddsdnak igazoldsa is diagnosztikai
értékkel bir.

Az tugynevezett korai markerek nem, vagy kevésbé szivizom-specifikusak,

viszont mennyiségilk az infarktus bekovetkezte utan legtobbszér 1-2 oran beliil
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megemelkedik. Szintjlik a kezdeti gyors emelkedést kdvetéen gyorsan csokkenni kezd,
€s 24 oran belill visszaall az eredeti értékre. Ilyen korai markernek tekinthetok a
harantcsikolt és szivizomszovetben jelenlévé mioglobin (MB) ¢€s a kreatin-kinaz (CK)
szivizomra specifikus CK-MB izoformaja. Habar az utobbi szelektivebb a
mioglobinnal, mérésekor figyelembe kell venni, hogy a CK-MB vazizom karosodassal
jard korképekben is megemelkedhet [125]. A talélést és a gydgyulast biztositdo korai
ellatas elofeltétele a minél rovidebb 1don beliil felallitott, pontos diagnozis, igy az AMI
modern laboratoriumi diagnosztikajaban a Kreatin-kinaz, a laktat-dehidrogenaz-1 és az
aszpartat-aminotranszferaz enzimek kinetikus mérését mara teljesen felvaltotta a
specifikus biomarkerek immunologiai modszerekkel torténé meghatarozasa.

Ezen szivspecifikus markerek nagy érzékenységli mérése tobb szempontbol is
elavultta tette a WHO eredeti meghatarozasat, ezaltal egyértelmiien sziikségessé valt a
korabbi biokémiai markerekre vonatkozé kritériumok feliilvizsgalata. A miokardialis
infarktus egységes definidlasanak érdekében tett eréfeszitések eredményeképp 2000-ben
mind az Amerikai, mind az Eurdpai Kardiologiai Tarsasag a kardialis troponinokat
nevezte meg a diagnosztikaban javasolt biomarkerekként [126]. A klinikumban ,,arany-
standard”-ként elfogadott két szivmarker, a troponin T ¢és troponin | nagy
érzekenységgel detektalhatok a vérben, de szintjiik csak késobb, az AMI bekovetkezte
utan 3-6 ora kozott emelkedik jelentdsen, viszont tobb napig is emelkedett maradhat
(10. abra). A molekulak fokozott kijutasa a keringésbe tartosan fennalld, stlyos
miofilamentum-szétesés nyoman jon létre. Koncentraciojuk a vérben erdsen korrelal az
irreverzibilisen sériilt szovet méretével, igy meghatdrozasuk lehetdveé teszi a
miokardidlis karosodas jelenlétének ¢s mértékének megitélését, a betegség lefolyasanak
monitorozasat, esetleges Ujboli infarktus detektalasat valamint a trombolitikus terapia

eredményességének ellendrzését is [127].
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10. abra: Markerfehérjék koncentraciéjanak valtozasa a vérben akut
miokardialis infarktust kovetoen. Az abra a tiinetek jelentkezését kovetden a sziv
markerek megjelenését mutatja be az id6 fliggvényében. Az értékek abrazolasa

relativ skalan tortént, amelyen az 1,0 az AMI kiiszobértékét jelenti [128]

A 2012-ben kiadott legijabb, a WHO altal is elfogadott irdnyelvek szerint a
miokardialis infarktus diagndzisanak feldllitdsa a miocitanekrozis és a kardidlis troponin
plazmakoncentracio-novekedésének és/vagy csokkenésének detektaldsan alapszik. A
meghatarozas szerint miokardialis infarktusra utal, ha a kardidlis troponin szintje
legalabb egy mérés soran a normal referenciahatar 99 percentilis értékét meghaladja,

tovabba az alabbi kritériumok koziil legalabb még egy teljesiil [129]:

(1) a betegnél miokardialis iszkémia tiinetei jelentkeznek;

(2) uj szignifikans ST-szegmens €és/vagy T-hullam eltérések azonosithatok az EKG-n;
(3) patologias Q-hullamok észlehetdk az EKG-n;

(4) képalkoto eljarassal elvaltozas, a falmozgas zavara detektalhatd a miokardiumban;

(5) angiografias vizsgalat vagy autopszia soran trombus azonosithato.

Fontos megjegyezni, hogy a biomarkerek kimutatasanak gyors fejlédése nyoman
ma mar a leglijabb nagy érzékenységii (high-sensitivity, hs) modszerekkel olyan kisfoka
miokardidlis szoveti elhalds is észlelhetd, ami a kordbbi definici6 alapjan nem éri el a
miokardialis infarktusra jellemzd mértéket. Ennek megfeleléen a hs-troponin
kimutatasok esetén az AMI mellett az egyéb, ¢életet veszélyeztetd koszoruér-
betegségeket IS magaba foglald, ,,akut koronaria-szindroma (ACS) laboratériumi

diagnosztika” elnevezés is elterjedt [130].
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1.9.1. Troponinok az AMI diagnosztikajaban

A Tnl- és a TnT-izoformak tobbsége strukturalis, miofilamentumhoz kotott
formaban fordul eld, de kis mennyiségben szabad allapotban is jelen van a citoszolban.
A cTnT esetében a szabad forma az 6sszes troponin mennyiségnek 6-8%-at teszi ki,
mig a ¢cTnl-nél 2,8-4,1%-ra becsiilik ezt az aranyt [131]. A szivizom sériilése a TnT
viszonylag magas citoszolikus koncentracidja miatt kétfazist kiaramlasi gorbét
eredményezhet, mivel a strukturalisan kotott troponinok lassabban jutnak a vérbe, mint
a szabad fehérjék. Ennek megfeleléen a troponinok koncentracioja a vérben hosszabb
1don keresztiil emelkedett maradhat, igy a betegfelvételt kovetden a mintavételt 3-6 6ra
mulva javasolt megismételni, de tovabbi vérvétel is sziikséges lehet Gjabb iszkémias
epizod megjelenésekor. A miokardialis iszkémia fenndlldsa ellenére is lehet negativ a
kezdeti érték, igy a miokardialis infarktus csak t6bbszori — legalabb két egymast kovetd
idopontban végzett — negativ eredménnyel jaré marker vizsgalattal zarhato ki [132].

A troponin-koncentracié idobeli valtozasanak nyomon kdvetése rendkiviil fontos
a hirtelen megemelkedett vagy kronikusan magas koncentraciok kozti kiilonbség
megallapitdsdhoz is. Utobbi a sziv struktiurdjat érintd korképekkel, példaul
szivelégtelenséggel és bal kamrai hipertrofiaval is 0sszefiiggésbe hozhatd. A kardialis
troponin szintjének emelkedését az iszkémias szivbetegségen kiviil egyéb korallapot is
okozhatja. Emelkedett troponinszint eléfordulhat a szivizomsejtek sériilése nélkiil is,
példaul veseelégtelenség, gyulladdsos korképek, nagy testfeliiletet érintd &Egési
sériilések, tidéembolia esetén, toxinok hatasara és szamos mas allapotban [133].

Az ¢ép kardiomiocitakbol torténd ,troponinszivargas” mechanizmusaval
kapcsolatban egységesen elfogadott elmélet egyeldre nem all rendelkezésre. Hickman és
munkatarsainak eredményei szerint a troponinok a sejtek nekrézisa nélkiil, csupan az
iszkémia hatasara is kijuthatnak a keringésbe [134]. Mas szerzék a keringésben
detektalhat6 alacsony cTnl szintet a miocitak folyamatos fiziologias megujulasat kisérd
miocita-pusztulassal magyarazzak [135]. A vesemiikodés kulcsszerepét tobb tanulmany
Is alatamasztja, Wiessner ¢és munkatarsai 50%-kal hosszabb cTnl-féléletidérol
szdmoltak be csokkent vesefunkcioval rendelkezd betegeknél, de még ennél is
jelentésebb a hatas troponin T esetén [136].

A kiaramlott fehérjék kimutathatésagat a keringd plazméaban tobb tényezd

ereddje hatarozza meg, ugymint a molekula féléletideje, protedzok hatasara torténd
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lebomlésa, illetve antigén-specificitdsdnak elvesztése denaturacid, a keringésben
el6forduld egyéb fehérjékhez torténd kotdédés vagy poszttranszlaciés modositasok
kovetkeztében. A Kkutatdsok soran kideriilt, hogy a troponinfehérjéket az elhalt
izomszovetben révid id0 alatt protedzok hasitjak el, ami révid lebomlasi termékek
feldusulasahoz vezet. A szivizom nekrozisa utan a vérben a troponinok intakt formai és
proteolitikus fragmensei szabad formaban vagy a masik két troponin alegységgel
komplexet alkotva fordulnak eld. Legnagyobb mennyiségben cTnT és cTnl-cTnC-
komplex, valamint a cTnT-cTnl-cTnC harmas komplex és szabad c¢Tnl detektalhatd
[135, 136]. Kijutasuk utan a szabad és komplex formaban kotott troponinok egyarant
degradalodnak, végiil kitirtilnek a vérbol. A kiilonboz6 diagnosztikai modszerekkel
eltér6 troponinfragmentumok detektalhatok, melyek stabilitasa és féléletideje is
kiilonbozik, igy az egyes molekulak kitiriilésének sebessége csak nehezen hatarozhato
meg [139].

A klinikai gyakorlatban a troponin I- és T-fehérjék meghatarozasa iszkémias
tiinetek esetén egyforman elterjedt, diagnosztikai és prognosztikus értékiiket tekintve
nincs szignifikans kiilonbség. A korabbi tanulmanyokban a médszerek érzékenységével
¢és specifikussagaval kapcsolatos eredmények kismértékii eltérései valosziniileg a
betegpopulaciok, analitikai modszerek és a mintakezelés kiilonbségeibdl fakadhattak
[140, 141]. Rittoo és munkatarsai azonban megallapitottak, hogy a troponin T a
szivizmon kiviil regeneralod6 vazizmokban is kifejezOdhet, emiatt a neuromuszkularis
betegségben szenved6knél normal troponin I-értékek mellett gyakran emelkedett
troponin T-szint mérheté. Ezzel szemben a troponin I kizardlag a szivizomban
expresszalodik, igy a troponin I az AMI diagnosztikaban specifikusabb markernek
tekinthet6 [142].

1.9.2. Troponinok detektalasi modszerei

Az els6 specifikus cTnl detektalasi modszert Cummins irta le 1987-ben. Ez a
RIA-technikan alapuld eljaras az optimalizalast kovetden 2 napot vett igénybe és 10
ng/ml-es kimutatasi hatarral rendelkezett. Ezt kovetéen Katus és munkatarsai cTnT
kimutatasara alkalmas ELISA-cljarast fejlesztettek ki [143, 144]. A fehérje detektalasat

a muanyag hordozohoz rogzitett poliklonalis anti-troponin-T antitest és a HRP
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konjugalt, folyadékfazisban 1évé monoklonalis anti-troponin-T antitest tette lehetévé.
Ezzel a modszerrel a 0,5-25 ng/ml tartomanyban sikeriilt troponin T-t detektalni, és a
kimutatashoz szilikséges 1dOt az eljaras automatizalasaval 90 percre sikeriilt leszoritani.
A kardialis troponinok mennyiségi meghatarozasa a diagnosztikai laborokban jelenleg
IS ,,szendvics” tipusii immunanalitikai eljarassal torténik. Tobb antitest felhasznalasaval
a fehérje-kimutatas érzékenysége ¢és szelektivitasa rendszerint novelhetd, ezért a
hagyomanyos, két antitest alkalmazasan alapuld mérési modszerek mellett ma mar
egyre inkabb eldtérbe keriiltek a harom vagy akar négy kiilonb6zé monoklonalis
antitesttel miikodé eljarasok. Az ellenanyagok eldallitdsa érdekében az allatokat
gyakran szintetikus peptidekkel immunizaljék, emiatt az epitopok elhelyezkedése a
felismerd antitestek tobbségénél jol ismert. Abban az esetben, ha a teljes hosszsagl
fehérjével vagy a komplexszel tortént az immunizalds, jo kozelitéssel utdlag is
feltérképezhetok az epitopok.

A legelterjedtebb, szilard fazist heterogén tipusi metodikaknal a fehérjét egy
befogd antitest rogziti az adott feliilethez, mig egy masodik antitest a detektalast teszi
lehetdvé. A detektald antitestek jelolésétdl fiiggden radioaktiv, kemilumineszcens,
fluoreszcens, paramagneses vagy akar elektrokémiai jel is mérheté [145]. A heterogén
modszerek mellett homogén immunoassayben is megvaldsithaté a cTnl kimutatasa. A
Siemens Diagnostics ,,Dimension” elnevezésii késziilékei a korabban mar bemutatott
ALPHA-technika elvén miikodnek [146]. Az egylépéses homogén szendvics tipusu
mérést két specidlis latexgyongy és a biotinilalt troponinspecifikus antitest teszi
lehetéveé. Az elsé gyongy (Chemibead) kemilumineszcens festéket tartalmaz, melynek
feltiletére analitspecifikus antitestet rogzitenek, mig a mdésodik gyongy (Sensibead)
fotoszenzitiv molekulat tartalmaz, felszine sztreptavidinnel boritott. Az antigén Szabad
biotinilalt antitesthez és a Chemibead-hez kapcsolt antitesthez torténd egyidejii kotddése
immunokomplex kialakuldsdhoz vezet, melyhez a biotin-sztreptavidin kozti erds
kolcsonhatdas miatt a masodik gyongy is hozzakapcsolodik. Fény hatdsara a
fotoszenzitiv gyongybdl szinglet oxigén diffundal az oldatba, amely végeredményben a
masik gyongy megfeleld kozelsége esetén spektrofotometridval —detektalhato
kemilumineszcens reakciot valt ki.

Szabadalmi okok miatt a troponin T automatizalt mérése kizardlag egyetlen

gyartd, a Roche eszkozeivel valosithatd meg, ugyanakkor troponin I esetében az évek
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soran tobb gyartd késziiléke is forgalomba keriilt. Emiatt a troponin | diagnosztika
teriiletén jelenleg az egyik legnagyobb kihivast az egyes modszerek standardizalasa
jelenti. A laboratoriumokban hasznalt kiilonféle immunanalitikai rendszerek mas-mas
antitestet alkalmaznak a troponin I detektalasara, igy az azonos vérmintabdl eltérd
modszerekkel mért troponin I-értékek gyakran egymassal nem Osszevethetok. Egy
2004-ben készitett tanulmany szerint a kiilonbozd eljarasokkal meghatarozott értékek
kozt tobb mint husszoros mig egy korabbi elemzés szerint azonos mintak eltérd
modszerrel torténd meghatarozasa esetén akar szazszoros eltérés is adodhat. Ennek
legfobb oka, hogy eltérd epitop-specificitdisuk miatt a meghatarozast jelentdsen
befolyasold tényezok — mint példaul a fehérje kolcsonhatasa mas fehérjékkel, vagy
autoantitestek, heparin jelenléte a vérben — eltéré mértékben hatnak az antitestekre. A
kiilonboz6 eljarasokkal mért troponin I-koncentraciok kozti eltérésekért a fehérje
extrém instabilitasa is felel6ssé tehetd, mivel a troponin szabad forméja a vérben és a
nekrotizald szovetekben rovid id6 alatt degradalodik. A vizsgalatok szerint a molekula
legstabilabb részének a 28. és 110. aminosav kozti régio tekinthetd. Azok az antitestek,
melyek a stabilis részt ismerik fel, az ép és degradalddott troponin I-hez egyarant
képesek kapcsolodni, ellentétben az instabil régidhoz kotddd antitestekkel. Utdbbiak
ezért nem alkalmasak a proteolizis sordn keletkezd troponin fragmentumok
detektalasara [147]. Mindezeken tal a kiilonbségekhez a diagnosztikai eszk6zok egyedi
inkubalasi koriilményei, detektalasi modszerei és a felhasznalt blokkold reagensek
tipusai is hozzajarulhatnak.

Az els6 generéacids diagnosztikai késziilékek piacra keriilése Ota a gyartdk az
antitest-koncentracio ¢és mintatérfogat novelésével, a megfeleld antitestparok
kivélasztasaval, blokkold reagensek alkalmazasaval €s tovabbi fejlesztésekkel jelentds

eredményeket értek el a modszerek érzékenységének novelése terén (11. abra).
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c¢Tn (ng/mL)
3

-
=]

99. percentilis
diagnosztikai kliszébérték

Nagy érzékenységl rendszerek ora

Diagnosztikai

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

11. 4bra: A troponin detektalasi eljarasok fejlédése [148]

A korabbi modszereknek a kimutatasi hatara a ng/ml-es tartomanyba esett, igy a
mellkasi fajdalom jelentkezése utdn csak 3-6 oOraval késobb tudtdk az emelkedett
troponin-koncentraciot megbizhatéan detektalni, mig a ma hasznalatos rendszerek
szazszor- vagy akar ezerszer érzékenyebb kimutatast tesznek lehet6vé. A detektalasi
eljarasok pontatlansaga esetén azonban az alacsony koncentracié tartomanyban a
szignifikans valtozasok detektalasa joval nehezebb, ezért a nemzetkozi ajanlasok szerint
a troponin detektalasi eljarasoknak optimalis esetben 10% alatti variacios koefficienssel
kell rendelkezniliik. A laboratoriumi gyakorlatban leginkabb elterjedt, kozepes
érzékenységl tesztek megbizhatoan detektaljak az egészséges referenciapopulacié 99.
percentilise feletti troponin-koncentraciot, de a 99. percentilis értéknél a 10%-0S
variacios koefficienst (CV) csak egy résziik éri el [149] (4. tablazat).

A fejlesztéseknek koszonhetden ma mar a laboratoriumokban megjelentek az
alacsony troponinszintek detektalasat lehetové tevé hs-troponin eszkozok is. Az IFCC
(International Federation of Clinical Chemistry) altal javasolt definici6 szerint a nagy
érzékenységii troponin kimutatasi modszerek az egészséges populacio tobb mint 50%-

anal, de lehet6leg inkabb 95%-anal is képesek a troponin detektalasara [150]. A modern
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hs-Tnl mérési modszerek pg/ml-es kimutatasi hatarral rendelkeznek, vagyis akar a
tiinetek megjelenése utan 1-3 oran beliil is felallithatd az AMI diagnoézisa [151]. Tobb
kutatasi fazisban 1évé mérési moddszerrel a troponinok ultraszenzitiv kimutatasa is
megvaldsithatd, habar kétséges, hogy bevezetésiik a nagy érzékenységli mérésekhez
képest tovabbi elonyokkel jarna-e. A klinikai diagnosztikaban a legujabb iranyt a
betegagy melletti, a direkt ellatasi helyre kihelyezhetd tgynevezett Point-Of-Care
(POC) laboratériumi vizsgalatokra alkalmas eszkozok fejlesztése jelenti. Habar a
jelenleg elérheté POC-troponintesztek érzékenysége alacsonyabb a kozponti
laboratériumban végzett mérésekénél, a tovabbi fejlesztések hozzajarulhatnak az akut

koronaria-szindroma diagnosztikajanak korszeriisitésé¢hez [152].
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4, tablazat: Troponin I automatizalt meghatarozasara alkalmas rendszerek analitikai jellemzoi

C: befogo, D: detektalo antitest (Forras: http://www.ifcc.org)

%

9. cva

percentilis
(ng/l)

LOD
(ng/l)

Kereskedelmi forgalomban

elérheto rendszerek
nél

99.%-

Jelolés a
detektalo
antitesten

Antitestek altal
felismert epitopok

) C: 87-91, 24-40 .
Abott Architect - 28 14 akridinium
D: 41-49
. 1,1- C: 24-40 L
Abott Architect STAT hs-cTnl ! 26,2 4,0 akridinium
19 D: 41-49
. C: 41-49, 88-91
Abott i-STAT 20 80 16,5 ALP
D:28-39, 62-78
. . C: 27-39
Alere Triage Cardio 3 10 22 17,0 fluorofor
D: 83-93, 190-196
C: 41-49
Beckman Coulter Access Accu - 40 14 ALP
D: 24-40
. . . C: 41-49, 22-29,
bioMerieux Vidas Ultra <10 10 27,7 ALP
D: 81-89,
. Lo C: 41-49,
Mitsubishi PATHFAST cTnl 1 20 52 ALP
D: 71-116, 163-209
. Lo C: 41-49,
Mitsubishi PATHFAST cTnl-II 8 29 5,0 ALP
D: 71-116, 163-209
. C: 24-40, 41-49
Ortho VITROS Troponin | ES 12 34 10,0 HRP
D: 87-91
. C: 41-49, 190-196 ]
Radiometer AQT90 FLEX Tnl 9,5 23 12,3 europium
D:137-149
C: 87-91, 190-196 ruténium
Roche cTnl 160 160 -
D: 23-29, 27-43
) C: 41-49, 87-91 L
Siemens ADVIA Centaur Tnl-Ultra - 40 8,8 akridinium
D: 27-40
. . C: 27-32 o
Siemens Dimenson VISTA - 45 10,0 kemilumineszcens
D: 41-56
. C: 27-32
Siemens Stratus CCS cTnl - 70 10,0 ALP
D: 41-56
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2. Célkitiizések

Elényos tulajdonsagaiknak koszonhetéen az aptamerek szamos teriileten
megfeleld alternativai lehetnek az antitesteknek, és varhatéan az elkdvetkezd években
egyre nagyobb szerepet kapnak a diagnosztikai eljarasokban is. Munkank 6 célkitiizése
az volt, hogy az akut miokardialis infarktus laboratoriumi diagnosztikajaban kiemelt
fontossagu biomarkert, a kardialis troponin I-t szelektiven felismerd, nukledzrezisztens
aptamert, un. Spiegelmert azonositsunk, valamint az alkalmazhatosdgat megvizsgaljuk

komplex biologiai kdzegben.

PhD-munkam soran megvaldsitandé feladataim az alabbiak voltak:

1. a Spiegelmerek vizsgalatdhoz sziikséges két human troponin I fehérje (sTnl és
cTnl) el6allitasa buzacsira alapt in vitro transzlacios rendszerrel;

2. aszelekcid soran felhasznalni kivant D-peptid szekvenciajanak meghatarozasa;

3. random DNS oligonukleotid kdnyvtarbol D-oligomerek szelekcioja;

4. SELEX eljarassal azonositott szekvenciak eldszlirésére alkalmas, nagy ateresztd
képességli jelolésmentes modszer fejlesztése

5. kardialis troponin I szendvics tipusi meghatarozasra alkalmas eljaras
kidolgozasa;

6. a kivalasztott Spiegelmer gyakorlati alkalmazhatésaganak vizsgalata human

szérumban antitest helyettesitd molekulaként.
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3. Modszerek

A kisérletek soran alkalmazott oldatokat az 5. tablazat,

taptalajokat, tapoldatokat a 6. tablazat foglalja 0ssze.

5. tablazat: A laboratoriumban elkészitett oldatok

Oldat tipusa Osszetétele
26% PEG 8000, 6,5 mM MgCl,, 0,6 M natrium-acetat
PEG PCR CleanUp puffer
pH 6-7
Laemmli elvalasztogél- 1,5MTris, 0,4% SDS
puffer pH 8,8

Laemmli tomoritdgél-puffer

1 M Tris, 0,8% SDS

0,312 M Tris, 10% SDS, 250 mM DTT, 50% glicerol,

5x Laemmli mintapuffer 0,01% brémfenolkék
pH 6,8
Blokkolo oldat 5% sovany tejpor, 0,05% Tween-20 1x PBS-ben
0,3 M Tris, 10% metanol
Anodpuffer .
pH 10,4
25 mM Tris; 10% metanol
Anodpuffer 11.
pH 10,4
25 mM Tris, 40 mM glicin, 10% metanol
Katodpuffer
pH 9,4
80 g NaCI, 2 g KCI, 15,4 g NazHPO412 Hzo, 2 g KH2PO4
10x PBS 1 liter desztillalt vizben
pH 7,5
242 g TRIS, 57,1 ml ecetsav, 100 ml 0,5 M EDTA
50x TAE 1 liter desztillalt vizben
pH 8
Boratpuffer 0,1 M bérsav, 0,05 M NaOH
pH 9,1
50 mM Tris, 5 mM EDTA
Kapcsolopuffer
pH 8,5
10x ALPHALisa 250 mM HEPES, 1% kazein, 10 mg/ml Dextran-500, 5% Triton X-100

kazeines puffer

pH 7,4

10x ALPHALIisa
zselatinos puffer

250 mM HEPES, 5 M NaCl, 10 mg/ml Dextran-500, 5% Triton X-100,
5% zselatin

pH 7,4
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6. tablazat: Taptalajok, tapoldatok

Oldat tipusa Osszetétele

1% pankreasz emésztett kazein, 0,5% élesztékivonat, 1% NaCl,

desztillalt viz

0.5% ¢éleszt6kivonat, 2% tripton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
S.0.C-tapoldat 10 mM MgSOy, 20 mM gliikéz

(pH=6,8-7,0)

1% pankreasz emésztett kazein, 0,5% élesztokivonat, 1% NaCl, 2% agar,
desztillalt viz

LB-tapoldat

LB-taptalaj

Kisérleteink soran az alabbi, a 7. és 8. tablazatban feltiintetett oligonukleotidokat

hasznaltuk fel.

7. tablazat: Felhasznalt primerek (Sigma Aldrich)

Primer PCR-primer szekvenciaja ( 5'-3")

TNNI1 forward TACTTCCAATCCAATGCAATGCCGGAAGTCGAGAGA
TNNI1 reverse TTATCC ACTTCCAATGCTATTGTGAGG TCGGAGA
TNNI3 forward TACTTCCAATCCAATGCAATGGCGGATGGGAGCAGC
TNNI3 reverse TTATCCACTTCCAATGTCAGCTCTCAAACTTTTTCT
Peu3-NII forward CACTATAGGGTACACGGAATTCGC

Peu3-reverse TATAGGAAGGCCGGATAAGACG

SEL2 forward AGTCTCCGCTGTCCTCCC

SEL2-hiotin forward Biotin-TEG-AGTCTCCGCTGTCCTCCC

SEL2r-biotin reverse Biotin-TEG-CAGTCACGGCGTCATCCC

M13 forward GTAAAACGACGGCCAG

M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC
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8. tablazat: Felhasznalt oligonukleotidok.

Oligonukleotid szekvenciaja ( 5'-3")

DNS-k()nyvtér 5’-AGTCTCCGCTGTCCTCCC-N,4-GGGATGACGCCGTGACTG -3’ IDT

Spiegelmer B10- 5™-Biotin-TEG-

Biotin AGTCTCCGCTGTCCTCCCGATGCACTTGACGTATGTCTCACTTT IBA
CTTTTCATTGACATGGGATGACGCCGTGACTG -3’

Spiegelmer B10- 5*-Tiol-TEG-

T[i)ol g AGTCTCCGCTGTCCTCCCGATGCACTTGACGTATGTCTCACTTT IBA
CTTTTCATTGACATGGGATGACGCCGTGACTG -3’
5°-Tiol-TEG-

Spiegelmer A4-Tiol AGTCTCCGCTGTCCTCCCAGTGCAGGCTGAGTGGGTGGGTGGG IBA

TGGTGTGGCCACGTTGGGATGACGCCGTGACTG -3’

5" -AGTCTCCGCTGTCCTCCCGAACCAATGCCATGCTATTACGCA Sigma-

Blokkols oligo ACTACACAACTGCACTGGGATGACGCCGTGACTG -3’ Aldrich
. S , Sigma-
Oligo T 5’-Biotin-TEG-40T -3 Aldrich
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3.1.  Troponin I-fehérjék eloallitasa

3.1.1. Troponin-gének amplifikacidja

A TNNIl-es gént kodolo nukleotid-szekvenciakat kollégam, Dr. Wunderlich
Livius altal készitett human vazizom cDNS-konyvtarbol (9. tablazat), mig a TNNI3-at
kédold  régiot huméan  szivizom cDNS-konyvtarbol — polimeraz-lancreakcidval
amplifikaltuk (10. tablazat). A kapott termékeket az alabbi eljarassal tisztitottuk meg. A
PCR-termékekhez azonos térfogati PCR CleanUp puffert adtunk, a viszkoézus oldatot
homogenizaltuk, majd 20 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden az
elegyet 10 percig 13000-es fordulatszamon centrifugaltuk, majd kétszer 95-100%-0s
etanolt rétegeztiink a csapadékra mosas céljabol, és ezutdn 5 percig ismét a fenti
fordulatszdmon centrifugdltuk. A centrifugalasokat kovetden ovatosan leszivtuk a
csapadékrol az etanolt. A masodik moséas utdn a csapadékot levegdén megszaritottuk,
majd 20 pl desztillalt vizben feloldottuk. Végiil 2 ul DNS-oldatot agardzgélben

elvalasztva ellendriztiik a PCR-termékek jelenlétét.

9. tablazat: A TNNI1-gén amplifikaciéjanak koriilményei

TNNI1 PCR

Ciklusszam PCR-program Reakcidelegy
1 95°C 2min 5 ul Pfu-polimeraz puffer (Thermo Fisher Scientific)
95°C 10sec 36,5 ul ultratiszta viz
35 50°C 20sec 1 ul 10 mM dNTP-mix (Thermo Fisher Scientific)

72°C 1 min 40 sec 2,5 ul 10 uM TNNI1 reverse primer
1 72°C  5min 2,5 ul 10 uM TNNI1 forward primer
(Thermo Fisher Scientific)
Templat: 2 pl 50x-re higitott vazizom cDNS-konyvtar

Végtérfogat: 50 pl
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TNNI3 PCR

Ciklusszam  PCR-program Reakcidelegy
1 95°C 2min 5 ul Pf-polimeraz puffer (Thermo Fisher Scientific)
95°C 10sec 36,5 pl ultratiszta viz
35 46 °C 20 sec 1 ul 10 mM dNTP-mix (Thermo Fisher Scientific)

72°C 1 min 40 sec 2,5 ul 10 uM TNNI3 reverse primer
1 72°C  5min 2,5 ul 10 uM TNNI3 forward primer
(Thermo Fisher Scientific)
Templat: 2 pl 50x-re higitott szivizom cDNS-konyvtar

Végtérfogat: 50 pl

3.1.2. Agaréz gélelektroforézis

Kisérleteink sordn a  nukleinsav-fragmensek  elvalasztasdra  agar6z
gélelektroforézist alkalmaztunk. A 0,8%-os agarozgél készitéséhez egy ilivegedénybe
0,12 g agarozt és 15 ml 1xTAE oldatot mértiink be, majd az edényt mikrohullamt
siitdbe helyeztiik, forralasig melegitettiik, €s a viszkdzus oldatot az agar6z feloldodasaig
kevertiik. Az elektroforézis késziilek géltartd talkajaba beleallitottuk a minta felvitelére
szolgald zsebek kialakitasahoz sziikséges fésiit. Ezt kovetden az agardzt a talkaba
ontottiik, majd a gél megszilarduldsa utan a talkat az elektroforézis tankba helyeztiik. A
mintdkhoz 6x-0s tOménységli mintapuffert adtunk, ezutdn a zsebekbe mértiikk a
mintakat, és az elektroforézist TAE-pufferben 100 Volt egyenfesziiltség mellett mintegy
30 percig végeztik. A gélben méret szerint elvalasztott DNS-t GelGreen DNS-
interkalalodo festékkel (Biotium) tettiik lathatova.
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3.1.3. Vektorkonstrukciok létrehozasa ligalasfiiggetlen klonozassal

A TEV proteaz hasitohelyet tartalmazo, glutation-S-transzferazzal fazionaltatott
rekombinans fehérjék termeltetésére hasznalhatdé pEU3GLIC transzlacids vektorok
(12. abra) 5 pg-jat FastDigest Ssp1l restrikcios enzimmel 30 percig 37 °C-on FastDigest
pufferben inkubaltuk. Az emésztést kovetén a felhasitott és kis mennyiségben még
cirkularis plazmidot is tartalmazo reakcioelegyet mintegy 4 o6ran keresztiill 50 Volt
fesziiltség mellett 0,8%-o0s agardzgélen valasztottuk el, majd a gél festése utdn a gélbdl
kivagott linearizalt plazmidot tartalmaz6 darabbol gélextrakcios készlet (Thermo Fisher
Scientific) segitségével a gyarto altal javasolt protokoll szerint DNS-t izolaltunk. Ezt
kovetden a linearizalt vektorbol 1 pg-ot és mindegyik tisztitott PCR-termékbdl
500 ng-ot kezeltiink 1 U T4 DNS-polimerazzal a vektorok esetén 1 mM dGTP, a PCR
fragmens esetén 1 mM dCTP-t tartalmazé T4 DNS-polimeraz pufferben. 37 °C-on
10 percig torténd inkubalast kdvetden a reakcioelegyet 20 percig 75 °C—on tartva
inaktivaltuk az enzimet. A T4-kezelt vektorokat -20 °C-on fagyasztva taroltuk a tovabbi
felhasznalasig. A ligdlasfiiggetlen klonozas soran a T4-kezeléssel elokészitett
pEU3GLIC vektort és a klonozanddé TNNI1- valamint TNNI3-fragmenseket 1:3 molaris
aranyban Osszemértik, 5 mM EDTA-val 12,5 ul végtérfogatra egészitettilk ki, és
20 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk, ezutan az eleggyel laboratériumunkban

készitett E. coli XL10-Gold kompetens sejteket transzformaltunk.
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12. abra: GST-jeloléssel ellatott fehérjék eloallitasara alkalmas pEU3GLIC
plazmid
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3.1.4. Kompetens sejtek transzformalasa

A -80 °C-on tarolt kémiai kompetens baktériumsejteket tartalmazo szuszpenziot
jégen felolvasztottuk, 50 pl-éhez 6 pl transzformacids elegyet adtunk, és 20 percen
keresztiil jégen tartottuk, majd 1 percre 42 °C-os vizfiirddbe helyeztiik. Ezutan steril
fiilke alatt hozzaadtunk 500 pl S.O.C. tapoldatot, és 60 percig 37 °C-on intenziven
razatva novesztettiik a sejteket. Az inkubaciéo utan 5000 g-vel lecentrifugaltuk a
szuszpenziot, €s 350 pl-t leszivtunk a feliiliszobol. A sejteket végiil Ovatosan
felszuszpendaltuk a maradék médiumban, majd 100 pg/ml karbenicillint tartalmaz6 LB-

taptalaj felszinére szélesztettiik, €s 37 °C-on egy ¢éjszakan keresztiil ndvesztettiik.

3.1.5. Pozitiv kolonidk Kivalasztasa és a plazmidok elokészitése

Az egy éjszakan at tartdo 37 °C-os inkubalas utan a kindtt telepekrdl kolonia-PCR
segitségével igazoltuk, hogy tartalmazzdk-e a megfeleld plazmidokat. Az egyes
telepekbdl kis mennyiséget kdzvetleniil a vektorspecifikus primereket tartalmazé6 PCR
elegybe szuszpendaltunk (11. tablazat), majd az amplifikacié utan a termékeket 0,8%-0s
agardz gélen valasztottuk el. A termék mérete alapjan pozitivnak bizonyuld kolonidkat
100 pg/ml karbenicillint tartalmaz6 LB-médiumba inokulaltuk, és 37 °C-on razatva egy
¢jszakan at novesztettik, majd ezt kovetéen MiniPrep készlet (Thermo Fisher
Scientific) segitségével plazmidot izolaltunk. Ellenérzés céljabol a plazmidokat
megfeleld restrikcios enzimekkel emésztettiik, és a keletkez DNS-fragmenseket agaroz
gélen valasztottuk el. A restrikcios emésztések soran felhasznalt enzimeket és azok
hasitasi helyeit a 12. tablazat foglalja Ossze. A kivalasztott klonokbol MidiPrep
készlettel (Quiagen) a gyart6 utasitasainak megfeleléen nagyobb mennyiségii plazmidot
izolaltunk és a tovabbiakban azokat hasznaltuk fel templatként az mRNS in vitro
transzkripcidval torténd eldallitdsahoz. Az elkészitett plazmidpreparatumok nukleinsav-

tartalmat NanoDrop spektrofotometrias késziilékkel hataroztuk meg.
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11. tablazat: Kolonia-PCR kériilményei

Kolénia PCR

Ciklusszam  PCR program Reakcidelegy
1 98 °C 5min 10 pl 2x PCR MasterMix (Thermo Fisher Scientific)
98 °C 10sec 8 pl ultratiszta viz
30 50°C 10 sec 1 ul 10 uM peu3 forward primer

72°C 1min 20 sec 1 ul 10 uM peu reverse primer
1 72°C 3 min Templat: a konstrukciot tartalmazé mikrobatelep
a reakcioelegybe szuszpendalva

Végtérfogat: 20 pl

12. tablazat: Felhasznalt FastDigest restrikciés enzimek (Thermo Fisher Scientific)

Specifikus felismerési és hasitasi hely
5.AATMATT..3

Sspl
J.TTANT AA.L
5.AGTMACT..3
Scal
J.TCAMTGA.5
5.6 GGCC"C..3
Apal
3.CMCCGG G..5
5. G AATTC.3
EcoRlI

3.CTTAANG..5

3.1.6. mRNS eléallitasa in vitro transzkripciéval

Elozetes kisérleteink azt bizonyitottak, hogy a laboratériumunkban hasznalt in
vitro transzkripcios rendszerben az mRNS-szintézis eredményesebb, ha a templatként
szolgal6 cirkularis plazmidokat el6zdleg restrikcios enzimmel linearizaljuk. Ennek
megfelelden a plazmidpreparatumok mindegyikébdl 5-5 pg-ot 20 pl végtérfogatban
Scal restrikciés enzimmel FastDigest pufferben 37 °C-on mintegy 10 percig
emésztettik. Az emésztés eredményességét 200 ng-nyi plazmidot tartalmazo oldat

0,8%-o0s agardzgélen torténd futtatasaval ellendriztiik.

52



Az mMRNS-ek szintéziséhez az AmpliScribe T7 Flash (Epicentre) transzkripcios
készletet hasznaltuk. A reakcidelegyet a 13. tablazatnak megfelelen allitottuk ssze,
majd 37 °C-on 2 6ran keresztiil inkubaltuk, végiil az atirt RNS mindségét agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik. Az mRNS tisztitasa soran 20 pl transzkripcios
oldathoz 330 pl steril desztillalt vizet, 55 pl 7,5 M ammonium-acetatot, 875 pl hideg
absz. etanolt adtunk, és az elegyet kevertetés utan 15 percig jégen tartottuk. Ezutan
4 °C-on, 13000 rpm fordulatszdmon, 15 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszot
eltavolitottuk. A csapadékot 1 ml hideg absz. etanollal, az Eppendorf-csévet néhanyszor
megforgatva mostuk, és az eldzéekkel egyez6 modon ismét lecentrifugaltuk. A mosasi
1épést megismételtiik, és a centrifugdlds utdn a maradék etanolt eltavolitottuk. Végiil a
csapadékot steril fiilke alatt 5 percig szaritottuk, ezt kovetéen 20 ul Sub-Amix
(CFScience) oldatban felszuszpendaltuk.

13. tablazat: Az in vitro transzkripcios elegy komponensei

Komponens Mennyiség

Nukleazmentes viz x ul
Linearizalt templat-DNS 1pg
10X AmpliScribe T7 reakciopuffer 2 ul
100 mM ATP 1,8 ul
100 mM CTP 1,8 ul
100 mM GTP 1,8 ul
100 mM UTP 1,8 ul
100 mM DTT 2 ul
RNaz-inhibitor 0,5 ul
AmpliScribe T7 enzimoldat 2 ul
Végtérfogat 20 pl
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3.1.7. Fehérjék eloallitasa in vitro transzlacioval

A célfehérjék eloallitaisa buzacsira alapt, kétrétegli In Vitro transzlacios
rendszerrel tortént (ENDEXT Wheat Germ Expression Kit, CFScience). Elséként a
tisztitott mRNS-oldatbol 5 pl-t felhasznalva elkészitettik a buzacsira-kivonatot
tartalmaz6 WEPRO Mixet (14. tablazat). A transzlacios reakcio kivitelezéséhez 206 pl
1xSub-Amix taplalo oldatot pipettaztunk a mikrotiter talca egyik kamrajanak aljara,
ezutan Ovatosan alarétegeztik a WEPRO Mixet (13. abra). Ezt kovetéen a lemezt
lefedve 20 o6ran keresztiil 20 °C-on inkubaltuk, majd az inkubécios 1d6 letelte utan a
homogénné valo elegyet Eppendorf-csébe pipettaztuk, és a tovabbi felhasznalasig 4 °C-
on taroltuk. A transzlaci6 hatékonysagat SDS-PAGE modszerrel ellendriztiik, amelynek
soran 5 pl transzlacios mintat akrilamid gélen valasztottunk el, végiil Coomassie kék
festéssel tettiik lathatova a fehérjék savjait. A GST-vel jelolt troponin I-fehérjék

termel6dését immunoblot-technikaval is igazoltuk.

14. tablazat: A transzlacios WEPRO MIX osszeallitasa

Sub-Amix aminosav keverék Sul

MRNS ~15 pg (5pul)
Kreatin-kinaz (1 mg/ml) 0,8 pl
WEPRO buzacsira-kivonat alapu transzlacios elegy 10 pl
Végtérfogat 20,8 pl
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linearizalt vektor
ATP, GTP,CTP, UTP
enzimoldat
RNaz inhibitor

DNS kettdsréteg készitése

- Y

‘ 3 ~ inkubalas

- A —
- N\

/
mRNS ‘{\' o e =

| &4 "_\ — ~—
inkubalas

< )o)('f"oéc? S WEPRO-t tartalmazé
transzlacios elegy fehérje

13. abra: A kétrétegii transzlaciés reakcio kivitelezése. A narancssarga szin a

transzlacios elegyet, a kék szin a taplaléd oldatot jeldli

3.1.8. Fehérjék detektalasa Coomassie festéssel

Munkam soran a szétvalasztandd fehérjék molekulatomegének megfelelden a
gélelektroforézis soran 10% illetve 12%-0s poliakrilamid gélt hasznaltunk fel
(15. tablazat). Az elkészitett elegyet az elézdleg alkohollal zsirtalanitott keramia és
iveglap kozé pipettaztuk, par csepp butanol-viz elegyet rétegeztiink rd, majd
szobahOmérsékleten hagytuk megszilardulni. A polimerizacioé utan a butanolt desztillalt
vizzel mostuk ki, majd elkészitettiik a tomoritd gél oldatot, amit aztan a szeparalo gélre
rétegeztiink (16. tablazat). Miutan a gél megdermedt, a fésiit eltavolitottuk, és a zsebeket
ovatosan kimostuk desztillalt vizzel. A futtatds el6tt a mintdkhoz 5x toménységii
Laemmli mintapuffert adtunk, majd 5 percig, 95 °C-os vizfiirdében denaturaltuk dket. A
gélelektroforézishez 1x SDS Laemmli futtatopuffert (Serva) hasznaltunk fel, és az
elvalasztast 20 mA é4ramerdsséggel, 200 V maximalis fesziiltségen végeztiikk addig,
amig a festékfront ki nem futott a gélbdl a pufferoldatba. Ezutan a gélt desztillalt vizzel
oblitettiik le, végiil pedig PageBlue festékoldatba (Thermo Fisher Scientific) helyeztiik,
¢s mikrohullamu siitdben 30 mp-ig forraltuk. A 20 percig szobahdmérsékleten torténd

festddés utan a hattérben kotodo festéket desztillalt vizzel mostuk ki.
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15. tablazat: Az elvalaszt6 gél osszetétele eltérd akrilamid koncentraciok esetén

Komponensek 10%-o0s gél 12%-0s gél
ultratiszta viz 2,45 ml 2,15 ml
40% Akrilamid mix 1,3 ml 1,5ml
Laemmli elvalasztd gél puffer 1,3 ml 1,3 ml
10%-0s ammonium-perszulfat 50 ul 50 wl
TEMED 2ul 2l

16. tablazat: A tomorito gél osszetétele

ultratiszta viz 1,44 ml
40% -os akrilamid mix 260 pl
Laemmli tomorité gél puffer 280 ul
10%-0s ammonium-perszulfat 20 ul
TEMED 2 ul

3.1.9. Fehérjék detektalasa Western blot modszerrel

A transzferalas elOtt elkészitettiik a sziikséges oldatokat, és a géllel megegyezd
nagysagi szlrépapirdarabokat itattunk at velik. A blottolashoz PVDF-membrant
hasznaltunk, amelyet el6zdleg metanollal nedvesitettiink meg. A fehérjék 1,5 mm
vastagsagu akrilamid gélen val6 elektroforetikus elvéalasztasa utdn a blot komponenseit
a 14. abran feltiintetett sorrendben egymasra rétegeztiikk, és a félszaraz blottolo
késziiléket ovatosan Osszeillesztettiik, ugy, hogy az egyes rétegek ne mozduljanak el. A
transzferalast fél 6ran keresztiil végeztiik, az aramerdsséget a membran alapteriiletének
négyszeresével megegyezd mA értékiire allitottuk. A blottolast kovetden a membrant

5%-os tejpor tartalmu PBS-oldatban blokkoltuk 1 6rdn keresztiil.
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katod-elektrodlemez
3 db katdédpufferbe aztatott sziirépapir

gél
PVDF membran

1 db anddpuffer 11-be aztatott szirdpapir
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2 db Anddpuffer I-be aztatott sziirépapir
— > anod-elektrodlemez

=

14. abra: A félszaraz blottolashoz sziikséges komponensek elrendezése

A GST-vel jelolt fehérjéket rogzitd membrant az elsd, nytlban termeltetett anti-
GST ellenanyaggal (Upstate Biotechnology: 06-332) 1 o6ran  keresztiil
szobahdmérsékleten inkubaltuk, enyhe razatis mellett. Ezt kovetden haromszor 10
percig mostuk 0,2% Tween 20-at tartalmaz6 PBS-oldattal, majd a masodlagos, HRP-
konjugalt anti-nyul ellenanyaggal (Santa Cruz Biotechnology: sc-2030) is 1 orat
inkubaltuk, ¢s ismét 3x10 perces mosas kovetkezett. Az elsddleges ellenanyagot 2000-
szeres, mig a masodlagos ellenanyagot 5000-szeres higitasban alkalmaztuk. Végiil PBS-
oldattal ledblitettik a membranokat, a SuperSignal West Pico (Thermo Fisher
Scientific) két reagenséb6l 1-1 ml-t pipettaztunk rajuk, és 5 percnyi varakozas utan
attetsz0 milanyag foliaba csomagoltuk dket. Az enzimatikus reakciod lejatszodasara utald

kemilumineszcens fényt néhany perces exponalasi id6 utan rontgenfilmen detektaltuk.

3.2.  cTnl-specifikus Spiegelmerek szelekcidja és vizsgalata

3.2.1. A D-peptid kovalens kapcsolasa

A ciszteint tartalmazo peptid tarolas kozben konnyen oxidalodhat, igy elséként a
peptid redukalasat végeztik el. 500 pg CAAdYdAdTdEAPAHJAJK szekvenciaju
D-peptidet (Bio Basic Inc.) 100 ul 0,1 M boratpufferben oldottuk fel, majd frissen készitett
0,1 M-os natrium-borohidrid-oldatbol 100 pl-nyit adtunk a peptidoldathoz. Az elegyet 5
percig jégen inkubaltuk, majd wjabb 100 pl borohidrid-oldatot adtunk az elegyhez. A
natrium-borohidrid feleslegét HCl hozzaadasaval eliminaltuk, melynek soran az elegy pH-
jat 1,0 N sosav segitségével 2-3 koriilire allitottuk, majd végiil a kapcsoldsi reakciot

megelézéen a pH-t NaOH-dal neutralis értékre allitottuk. Kozvetleniil ezutan a peptidet a
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redukalt ciszteinen keresztiil autoreaktiv SIMAG-Bromoacetil paramagneses gyongyhoz
(Chemicell) kovalensen kapcsoltuk. 100 ul gyongyot 3x1 ml kapcsolopufferben mostunk,
majd magneses allvany segitségével elvalasztottuk a gyongyoket, a feliiliszot leszivtuk,
hozzaadtuk a redukalt tiol-csoportot tartalmazd oldatot és 15 percig szobahOmérsékleten
kevertettiik. A modositott gyongyoket 2x1 ml kapcsolopufferrel mostunk, majd magneses
allvanyon szeparaltuk, és 500 ul 50 mM-os ciszteinoldatot hozzdadva tGjra 15 percig
szobahomérsékleten kevertettiik. A ciszteines blokkoladsi Iépést kovetden a feliiltiszot
leszivtuk, és a gyongyoket 1 ml 0,02% natrium-azidot tartalmazo PBS-ben
szuszpendaltuk fel, majd felhasznélasig 4 °C-on taroltuk. A kapcsolas hatasfokat Ellmann-

reagenssel ellendriztiik [153].

3.2.2. Spiegelmerek szelekcidja

A Spiegelmerek szelekcidjdhoz a mintegy 10*-féle nukleotid-szekvenciat
tartalmazé  oligonukleotid-konyvtarat  (IDT)  hasznaltuk fel. A  konyvtar
oligonukleotidjainak 40 random nukleotidbol 4ll6 kozépsd szakaszat 18 nukleotid
hossziisagu, rogzitett szekvencidju primerrégiok hataroljak. A DNS-szekvencidkban
kialakult masodlagos struktirdk megsziintetésének érdekében a szelekciot megel6zden a
konyvtarat 95 °C-on 5 percig inkubaltuk, majd jégen lehitottiik. Ezutan 10 pl 1 nmol
DNS-t tartalmazo oligonukleotid-konyvtarhoz EDTA-t, valamint annyi BSA-t adtunk,
hogy végkoncentracidjuk 10 mM illetve 10 mg/ml legyen, és PBS-oldattal 2 ml
végtérfogatra higitottuk. A peptidet hordoz6 matrixhoz vagy a ciszteinhez ko6tddo
szekvenciak eltavolitasa céljabol az elegyet els6ként peptid nélkiili, ciszteinnel blokkolt
gyonggyel 1 oran keresztil szobahdmérsékleten kevertettilk, majd a feliiluszot
leszivtuk, €s a bromoacetiles gyongyhoz kapcsolt 5 pg-nyi peptiddel tovabbi 1 6rat
termosztaltuk. Az inkubaciés 1d6 leteltével a gyengén vagy egyaltalan nem kotodott
DNS-szekvencidkat 3x100 pl PBS-oldattal torténé mosassal tavolitottuk el. Ezt
kovetden a gyongyoket 65 pl desztillalt vizben felszuszpendaltuk és 95 °C-on 5 perc
forraladssal eluadltuk a peptidhez specifikusan ko6tédd oligonukleotidokat. A
Spiegelmerek enantiomerjeit tartalmazo feliiluszot a tovabbiakban a PCR-reakcid
Osszedllitasahoz templatként hasznaltuk fel. Az els6é polimerdz-lancreakcido sordn

15 ciklust alkalmaztunk a 17. tablazatban feltiintetett koriillményeknek megfelelen.
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17. tablazat: Az aptamer-szelekcio soran alkalmazott PCR-reakcio koriilményei

SELEX PCR

Ciklusszam  PCR-program Reakcidelegy
1 95°C 5min 20 ul 5x HF puffer (BioRad)
95°C 10 sec 65 ul templat
15 63°C 10 sec 4 ul 10 mM CleanAmp dNTP- mix (TriLink)
72°C 10 sec 5 ul 10 uM SEL2-biotin reverse primer
1 72°C 2 min 5 ul 10 uM SEL2 forward primer
1 pl 2 U/pl koncentracidju iProof polimeraz enzim (BioRad)
Végtérfogat: 100 pl

A  PCR-reakci6 eredményességét a kordbban mar ismertetett modon
gélelektroforézissel ellendriztiik, amelynek sordn az elegybdl 10 pl-t 2 pl 6x Loading
Dye (Thermo Fisher Scientific) mintafelvivé pufferrel kiegészitve 3%-os agardz gélen
valasztottunk el. A PCR-termékek méretének becsléséhez Low Range DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific) molekulatomeg-markert alkalmaztunk. Ezutan a PCR-
termekbdl 5 pl-t félretettiink, amit a tovabbiakban -20 °C-on taroltunk, és a maradek
terméket sztreptavidin magneses agyon NaOH-dal egyszalusitottuk. A folyamat soran a
kétszalit  terméket  SIMAG-Streptavidin ~ (Chemicell)  magneses  gyongyre
immobilizaltuk, a kapcsolas utan a feliiluszot eltavolitottuk, és a gyongyoket haromszor
150 pl PBS-oldattal mostuk. A biotint nem tartalmazé komplementer DNS-szalakat
ezutan 100 pl frissen készitett 100 mM-os NaOH oldattal 5 percig eludltuk. Az elualt
egyszali DNS-t tartalmazo oldat pH-jat 15 ul 1 M-0s NaH,PO, oldattal allitottuk vissza
7-esre, és a SELEX kovetkezo6 ciklusahoz hasznaltuk fel.

A feldusitott konyvtarat ismét a célmolekulaval inkubaltuk, majd megismételtiik
a mosasi, amplifikacios és egyszalusitasi Iépéseket. Az 5. ciklusban a peptid nélkiili,
ciszteinnel blokkolt gyonggyel ismét negativ szelekciot alkalmaztunk. Az Osszesen
fokozatosan csokkentettiik, tovabba egyre intenzivebb mosdssal probaltuk a szelektalt
oligonukleotidok affinitasat novelni. Ennek megfelelden az utolso ciklusban 1 pg-nyi

peptidet 15 percig termosztaltunk a konyvtarral és haromszor 5 percen keresztiil PBS-
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sel mostuk. A PCR-hez biotin jelolés nélkiili reverz primert alkalmaztunk, és az
amplifikalt DNS-t 3%-os agardzgélen futtattuk meg, majd a megfeleld méretii terméket
gélextrakcios készlet segitségével izolaltuk, majd a kitisztitott terméket pCR-Blunt-11
TOPO vektorba ligaltuk. A ligalasi reakciohoz a Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit-et
(Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk, és 4 pl friss PCR termék, 1 pl soéoldat (NaCl,
MgCly), 1 ul vektor (15. &bra) Osszemérése utan az elegyet 15 percig
szobah6mérsékleten inkubaltuk. Ezutin a ligalasi elegyet OneShot ToplO (Thermo
Fisher Scientific) kompetens sejtekbe transzformaltuk, végiil a sejteket 50 pg/ml
kanamicint tartalmazo LB-agarra szélesztettiik. Ejszakan at tartdo 37 °C-os inkubalds
utan a kinétt telepek esetében kolonia-PCR segitségével igazoltuk, hogy a plazmidok
tartalmazzdk-e a megfeleld méretli inszertet. Az egyes telepekbdl kis mennyiséget
kozvetleniil a vektorspecifikus M13 forward és reverse primereket tartalmazé PCR-
elegybe szuszpendaltunk (18. tablazat), majd az amplifikacié utan a termékeket 2%-0s
agarozgélen valasztottuk el. A PCR termékbdl 10 pl-t futtattunk meg, majd a gélképek

kiértékelése utan 85 koldniat valasztottunk ki és kiildtiink el szekvenalasra.

M13 Reverse priming site SP6 promoteripeming ste
201 CACAHCAGGAA ACAGCTATGA (QCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACA CTATAGAA
GTGTRGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG OGGTTCGATA AATCCACTGT GATATUTTAT

.'.':,Ix Had AspT181 Ken | Ed\]cﬂs:iwé‘lgmpﬂ 3p|.4
| 1

CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT

GAGTTCGATA CGTAGTTCOGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

EcoR | E(?ﬂ| PL]‘K EccRV
| 1
GCTGGAATTC GCCCTT ARGGGCGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG CGGGAA Blunt PCR Product TTCCCGCTTAAGA CGTCTAT
Net 1 Xhol Neilxbal Deall  Apal T7 promoter/priming site

| ) P
AGCATGC ALI‘CTAGAG!ZG CCCAATTCC CCTATAGTGA
TCGTACG TAGATCTCCC GSGTTMG@" GGATATCACT

M13 ) site

GTCGTATTAC AATTCACTGG TTTT ACAACGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT 476
CAGCATANTG TTAAGIGACC GGCAGCAAAA GCAGCA CTGACCCTTT TGGGACCGCA

]
TCCATCACAC TGGCGGCOG!
AGGTAGTGTG ACCGCOGGC

pCR"*-Blunt lI-

TOPO®
3519 bp

Yrafeuen

15. abra: A szelekciot koveté TOPO klénozashoz felhasznalt plazmid
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18. tablazat: Aptamer szelekciét koveto kolénia PCR paraméterei

TOPO-Kolonia PCR

Ciklusszam
1 98 °C
98 °C
30 50 °C
72 °C
1 72 °C

PCR-program

5 min

10 sec

10 sec

1 min 20 sec

3 min

Reakcidelegy

10 pl 2x PCR MasterMix (Thermo Fisher Scientific)
8 ul dH,0

1 ul 10 uM M13 forward primer

1 ul 10 uM M13 reverse primer

templat: a konstrukciot tartalmazé mikrobatelep

a reakcioelegybe szuszpendalva

Végtérfogat: 20 pl

3.2.3. D-oligomerek amplifikalasa

A szelektalt D-oligomerek és a D-peptid kolcsonhatasanak vizsgalatahoz az

egyes kolonia-PCR-eket templatként hasznalva amplifikaltuk fel az oligomereket

(19. tiblazat). Az SPRi

(HORIBA Jobin Yvon) méréseket ¢és az eredmények

kiértékelését Dr. Lautner Gergely a Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem

Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékének munkatarsa végezte el.

19. tablazat: D-oligomerek PCR amplifikaciéjanak koriilményei

D-oligomerek amplifikalasa

5 min
10 sec
10 sec

1 min

Ciklusszam PCR-program
1 98 °C
98 °C
25 58 °C
72 °C
1 72 °C

3 min

Reakcidelegy

100 ul 2x PCR MasterMix (Thermo Fisher Scientific)
76 ul ultratiszta viz

10 pl 10 uM SEL2-biotin forward primer

10 pl 10 uM SEL2 reverse primer

templat: 4 ul 20x-ra higitott kolonia PCR termék

Végtérfogat: 200 ul
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3.2.4. Antitest konjugalasa Protein A akceptor gyongyhoz

A 250 ug Protein A akceptorgyongyot (Perkin  Elmer) tartalmazo
szuszpenzidhoz 50 ul PBS-t adtunk, majd 16000 x g-n 4 °C-on 15 percig centrifugaltuk.
A feliiluszd eltavolitdsa utdn a gyongyot 200 pL PBS-sel megmostuk és ismét
lecentrifugaltuk. A feliiliszo leszivasa utan 10 pg monoklonalis cTnl antitestet
(Hytest:4T21/Mab 267) adtunk hozza, majd az elegy térfogatat ezutan PBS-sel 100 pl-
re egészitettikk ki. 2 6ras szobahdmérsékleten torténd inkubalds utan a gyongyot ismét
lecentrifugaltuk ¢és 200 ul 0,2 M trietanolamin-oldattal (pH 8,2) mostuk. A mosooldat
eltavolitasa utan a gyongyot 200 ul frissen készitett 20 mM DMP-t (dimetil-pimelimidat
dihidroklorid) tartalmazé kapcsolopufferben 30 percig 20 °C-on enyhén razattuk.
Az inkubélds utdn a gyongyot lecentrifugaltuk, a DMP-t tartalmaz6 feliilaszot
eltavolitottuk, majd a reakciot 200 pul 50 mM Tris (pH 7,5) hozzaadasaval allitottuk le.
15 perc utan a keresztkotott antitest-Protein A-akceptorgyongy komplexet kétszer PBS-
sel mostuk, és végil 50 pul PBS-ben feloldottuk. A gyongyok aggregalodasanak
elkertilése érdekében a szuszpenziot alacsony teljesitménnyel rovid ideig néhanyszor

szonikaltuk, majd felhasznalasig 4 °C-on sotétben taroltuk.

3.2.5. ALPHA-mérések

Az oligonukleotid-fehérje  kolcsonhatast — laboratoriumunkban ~ ALPHA-
modszerrel vizsgaltuk, melynek soran a fluoreszcens jelet Perkin Elmer Enspire 2300
késziilék segitségével detektaltuk. A mérésekhez fehér szind, 96 lyuku ALPHAPIate
mikrotitracids lemezt hasznaltunk, amelyet az inkubdacios 1d0 €s a mérés alatt ontapados
foliaval fedtiink le, hogy megakadalyozzuk az oldatok parolgasat. A reagensek
fénynél végeztiik. A mérések soran a lemezek kamraiba 40 pl dssztérfogatban mértiik
Ossze a kiilonbozé komponenseket. Elséként az oligonukleotidokat és a fehérjéket a
megfeleld akceptorgyonggyel 1 oran keresztiil sotétben szobahdmérsékleten inkubaltuk.
A kovetkezd 1épés soran sztreptavidinnel boritott donor gyongyot adtunk az elegyhez,

majd 50 percig inkubaltuk. Végiil a mérést megel6zden a lemezt még Gjabb 10 percig

62



27 °C-on a késziilékben termosztaltuk. Az ALPHA-méréseknél alapesetben 20 pg/ml
koncentracioban adtuk az elegyhez a gyongyoket. Az antitesttel konjugalt
akceptorgyongybdl koriilbeliil 30 ug/ml-es koncentraciot alkalmaztunk. A szérumban
torténd mérésekhez human troponinmentes szérumot (Hytest:8TFS) hasznaltunk 10x-es
higitasban, melyet az adott kisérletnek megfeleléen human Troponin I-T-C komplexszel
(Hytest: 8T62), human vazizom eredeti Troponin I-vel (Hytest: 8T25) vagy
rekombinans cTnl-vel (Abcam: AB50803) egészitettiink ki.
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4, Eredmények
4.1.  Vektorkonstrukciok létrehozasa ligalasfiiggetlen klonozassal

A laboratoriumunkban szelektalt Spiegelmerek vizsgalatdhoz a troponin
fehérjéket sejtmentes, in vitro transzlacios modszerrel kivantuk eléallitani, amelynek

elofeltétele volt a vektorkonstrukcidk 1étrehozéasa. A vazizom eredetli troponin I fehérjét

crer

crer

konyvtarat hasznaltunk templatként. A sikeres polimerdz-lancreakcio kivitelezéséhez
sziikség volt néhany paraméter optimalizdldsira, koztik a templdt és a primerek
koncentraciojanak, a primerek tapaddsi hdmérsékletének valtoztatdsara. Ezek
eredményeképp az ,,Anyagok és moddszerek” fejezetben ismertetett koriilményeknek
megfeleléen Pfu-polimerazzal sikeriilt a célgéneket megfeleld hatékonysaggal,

aspecifikus termékek nélkiil felszaporitani (16. abra).
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16. abra: A célgének amplifikacioja PCR-technikaval. A PCR termékek tisztitasa
utan az oldatok 2 pl-ét 0,8%-0s agarozgélen TAE-pufferben megfuttattuk. A gélt
ezutan GelGreen festékkel festettiik, és GelDoc késziilékkel fotdoztuk. M: 1 kbp-0s
DNS létra; 1: sTnl-t kodolo fragmentum; 2: cTnl-t kodold fragmentum

A sziv €s vazizom eredetli troponin I-fehérjéket kodold régiokat ligalasfiiggetlen
klonozéssal illesztettiik a laboratériumunkban kifejlesztett és rutinszertien hasznalt,
pPEU3GLIC in vitro transzlacios vektorba. A fragmensek jelenlétének ellendrzésére pEU
reverse és pEU3—NII forward primerek alkalmazasaval kolonia-PCR-t hajtottunk

végre. Az sTnl gént hordozé plazmidok esetében a PCR-reakci6d eredményeképp 1526
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bp-nyi, cTnl-nél 1595 bp hosszsagh termékeket vartunk. Az ellendrzott koloniak
tobbségében a megfeleld méretii terméket detektaltuk. A kolonia PCR alapjan
pozitivnak bizonyuld kolonidk koziil egyet-egyet kivalasztottunk, és antibiotikumot
tartalmazo LB-tapoldatba inokulaltuk. A sejtkulturakat ¢jszakan at novesztettiik, majd
plazmidpreparatumokat készitettiink. A plazmidkonstrukciokat restrikciés endonukleaz
kezeléssel ellendriztik. A pEU3GLIC_sTnl plazmidot Apal, a pEU3GLIC_cTnl
plazmidot EcoRIl enzimmel emésztettik. A plazmidok agardz-gélelektroforézisét
kovetéen sTnl esetében 220, 575 és 4213, mig cTnl-nél 2025 és 3052 bazispar méretii
termékeket vartunk. A restrikcios emésztéssel nyert fragmentumok nagysaga mindkét
esetben megegyezett a CloneManager szamitogépes szoftverrel szamitott értékekkel
(17. abra). A restrikcios emésztéseket kovetden szekvenalassal is megerésitettiik a
létrehozott konstrukciok helyességét, amelyeket a tovabbiakban az in vitro transzkripcio

templatjaiként alkalmaztunk.
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17. abra: A cTnl fehérjéket kodold, emésztett plazmidok agaroéz-
gélelektroforézise. A restrikcios emésztés utan 200 ng-nyi DNS-t tartalmazo
elegyet, valamint 200 ng-nyi emésztetlen plazmidot minta pufferrel egészitettiink ki,
és 0,8%-o0s agarozgélen TAE-pufferben megfuttattunk. A pEU3GLIC_sTnl
konstrukcidé emésztésénél 3 fragmentum keletkezett, melyek koziil a legkisebb (220
bp-os) mar nem latszik a gélben. M: 1 kbp-os DNS létra; 1: pEU3GLIC_cTnl
cirkularis  plazmid; 2: pEU3GLIC_cTnl EcoRl enzimmel emésztve;

3: pEU3GLIC_sTnl cirkularis plazmid; 4: pEU3GLIC_sTnl Apal enzimmel

emésztve
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4.2.  mRNS el6allitasa in vitro transzkripcioval

Elézetes kisérleteink azt mutattak, hogy az in vitro transzkripcidé hatékonysaga
fokozhat6 az inszertet tartalmazé cirkuldris vektorok linearizaldsaval. Ennek
megfelelden olyan restrikcids enzimet valasztottunk, amely a konstrukciokat a troponint
kodold géneken kiviil, egy helyen hasitja el. Az Scal-endonukledzzal torténd
linearizalas eredményességét agardz-gélelektroforézissel igazoltuk, a kezelt vektor
mindkét esetben a varakozasoknak megfeleléen lassabban vandorolt a gélben, mint a
kezeletlen cirkularis. A sikeres vektorhasitast kovetden a linearizalt konstrukcidkkal
végrehajtottuk  a transzkripciot. A reakcidelegyet az AmpliScribe T7 Flash
transzkripcios készlet leirdsat kovetve, az anyagok és modszerek fejezetben részletezett
modon Allitottuk Ossze. Az ellenérzés soran azt vizsgaltuk, hogy a transzkripcios
elegyben nincs-e RNS-degradaciora utald6 RNS-termék (18. abra). Az abran lathato,
hogy a nagy mennyiségben keletkezett mRNS egyik esetben sem degradalodott, mert
nem lathato 1 kbp-nal kisebb termék, igy a reakcié termékei alkalmasak voltak az in
vitro transzlaciora. Az mRNS-t a mar ismertetett modon tisztitottuk, hogy
megszabaduljunk az elegyben jelenlévd egyéb komponensektdl. Az eljarés

eredményességét szintén gélelektroforézises modszerrel kovettiilk nyomon.
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18. abra: Vektorkonstrukciok és az atirt mRNS agaroz-gélelektroforézise.
A restrikcios emésztés utan 1 pl-t a transzkripcios elegybdl és 200 ng-nyi plazmid
DNS-t tartalmazo elegyet mintapufferrel egészitettiink ki, és 0,8%-o0s agardz gélen
TAE-pufferben szeparaltunk. M: 1 kbp-os DNS létra; 1: pEU3GLIC_cTnl
plazmidrél  atit mRNS; 2: pEU3GLIC sTnl plazmidrol &tirt mRNS;
3: pEU3GLIC_cTnl cirkularis plazmid; 4: pEU3GLIC_sTnl cirkularis plazmid;
5: pEU3GLIC_cTnl emésztett plazmid; 6: pEU3SGLIC_sTnl emésztett plazmid
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4.3.  Troponinfehérjék termeltetése és analizise

Az mRNS-ek atirdsa utdn a fehérjék szintézisére alkalmas reakcidelegyet a
leirasnak megfelelden allitottuk Gssze, és az egyes transzlacids reakciokhoz az eldallitott
mRNS % részét hasznaltuk fel. A fehérjék termelddését SDS-PAGE-moédszerrel
ellendriztiik. A GST-vel jelolt cTnl-fehérje (~52 kDa) a buzacsira kontrollban is
megtalalhatd fehérjéktol jol megkiilonboztethetéen detektalhatd a Coomassie kékkel
festett gélen. Habar a 48 kDa-0s GST-vel jelolt sTnl azonositasat megnehezitik az adott

molekulastly tartomanyaban nagy mennyiségben jelenlévé endogén fehérjék, ebben az

esetben is lathato a transzlacio sikeressége (19. abra).
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19. abra: Troponin I-fehérjék PAGE-analizise. Az SDS-Laemmli-mintapufferben
elokészitett, 5-5 pl transzlacios elegyet tartalmazo mintakat 12%-0s poliakrilamid
gélen valasztottuk el és Coomassie-festéssel tettiik lathatova. A megfeleld
magassagban nyilakkal is jelzett intenzivebb sidvok a szintetizalodott troponin I-
fehérjéket jelzik a gélen. M: festetlen molekulatomeg-marker; 1: GST-vel jelolt

cTnl-t tartalmazé transzlacios elegy; 2: GST-vel jelolt sTnl-t tartalmazo transzlacios

elegy

A célfehérjék jelenlétét a transzlacios elegyben Coomassie-festés mellett Western
blot modszerrel is igazoltuk. Az immunoblot-analizishez SDS-Laemmli-mintapufferben
eldkészitett, 2 pl transzlacios elegyet tartalmazo mintat poliakrilamid-gélen szeparaltuk.
Az elektroforetikus elvalasztas utan a fehérjéket PVDF-membranra blottoltuk, amit
azutan tejporos blokkolo oldattal inkubaltunk. Ezt koveten a glutation-S-transzferazzal

jelolt troponinok kimutatasara anti-GST, majd peroxidazzal konjugalt anti-nyul
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ellenanyagot alkalmaztunk. A vizsgalatok egyértelmiien igazoltak, hogy a Coomassie-
festéssel detektalt, az in vitro transzlacidé soran szintetizalodott fehérjék az altalunk

klonozott GST-hez fhzionalt cTnl és sTnl fehérjék (20. abra).

GST sTnl cTnl

50kDa — ——

25kDa —

20. abra: GST jelolt troponinok immunoblot-analizise. A PAGE-mddszerrel
elvalasztott, transzlalodott fehérjék detektalasa soran pozitiv kontrollként in vitro
transzlacidval eldallitott GST-t hasznaltunk fel. A kiilonb6z6 troponin I-fehérjék a

GST tomegével megnovelt mérettartomanyban lathatoak.

4.4. Az eljaras soran felhasznalt D-peptid szekvencidjanak meghatarozasa

A Spiegelmer SELEX-technika sajatossagaibol adodoan a szelekcid soran
valojaban a célmolekula tiikorképi parja keriil felhasznalasra. Fehérjék esetében ez a
teljes hosszusagu fehérje D-aminosavakbol torténé eldallitasat feltételezné, ez azonban
a kémiai szintézis korldtai miatt csak 10 kDa-ndl kisebb fehérjék esetében
megvaldsithatd. Emiatt a cTnl-t szelektiven felismerd Spiegelmerek szelekciojat
megeldzden a célfehérjét reprezentdld rovid peptid szakasz kivalasztasa alapvetd
fontossaggal birt.

A miokardidlis infarktus nyoméan vérkeringésbe juté cTnl detektalhatosagat
szdmos koriilmény, tobbek kozt a fehérje stabilitdsa is befolyasolhatja, mivel az
irodalmi adatok alapjan a fehérje N- és C-terminalisa rendkiviil érzékeny a proteolitikus
degradaciora. Ezen kivill a fehérje protein-kindz A 4altali foszforilacidja ¢és
kolcsonhatasa mas molekulakkal, példaul a troponin C-vel, vagy akar a cTnl specifikus
antitestek termel6dése is meghatarozo tényez6 lehet. Tovabbi kihivast jelenthet, hogy a

troponin I-fehérje izoformai koziil a szivizom eredetli és a lassu vazizom eredetii
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troponin I nagyfokl homoldgiat mutatnak, emiatt a cTnl specifikus receptor molekuldk
keresztreakcioba léphetnek a vazizom eredetii troponin I-vel.

Annak érdekében, hogy az altalunk eldallitani kivant Spiegelmerek szelektivitasat
biztositsuk, a két fehérje szekvencidjat Osszehasonlitd analizisnek vetettiik ala (21.
abra). Az eredmények illusztraljak, hogy a két troponin I-izoforma-aminosav
szekvenciaja mintegy 53%-ban azonos, azonban a szivizom eredetii troponin I N-
terminalis végén jellegzetes, egyedi szekvencia taldlhat6. Vagyis varhatdéan azok a
molekuldk, amelyek ezt a régiot ismerik fel a ¢Tnl fehérjén, nem koétédnek a vazizom
eredetii troponin I-hez. Ezeket a szempontokat figyelembe véve a ¢Tnl szekvenciajaban
a 28-36-0s poziciok kozt egy 9 aminosavnyi szakaszt jeloltiink ki, majd a peptidet
megszintetizaltattuk D-aminosavakbol. Az aminosav-szekvencia alapjan josoltaknak
megfelelden a peptid vizoldhatonak bizonyult, aldtdmasztva feltételezésiinket, hogy az
epitdp valosziniileg a fehérje haromdimenzids szerkezetének feliiletén helyezkedhet el,
igy a szintetikus D-peptid megfelelé célmolekula lehet a cTnl-specifikus Spiegelmerek

szelekcidja soran.
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21. abra: Troponin I-szekvenciak osszehasonlité elemzésének eredménye.
Aszines kiemelés a két fehérje hasonldé aminosavait jeloli a rendezett
szekvenciakban. A sziirke nyil a Spiegelmer-szelekcio célpontjaként kijelolt régiot

jeloli
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4.5.  ¢Tnl specifikus Spiegelmerek szelekcioja

A kiindulasi oligonukleotid konyvtarakban atlagosan 10™ kiilsnb6z8 szekvencia
talalhato, emiatt az amplifikacié soran gyakran aspecifikus PCR-termékek képzddése
figyelhetd meg. A konvencionalis PCR-reakciok kivitelezésekor a melléktermékek
keletkezésének legfobb forrasa a primer-primer hibridizacid, ami tobbnyire a kivant
terméknél kisebb meéretli, kétszala DNS keletkezéséhez vezet. Ezzel ellentétben a
komplex konyvtarak amplifikacioja alatt fokozottan fennall annak a lehet6sége, hogy az
egyszalu DNS-ek komplementer bazisokhoz kapcsolodnak a randomizalt régidban, és
primerként funkciondlva hosszabb, egyszali vagy kétszalo DNS-termékek szintézisét
teszik lehetévé. Ez a jelenség még a specifikus primerek felhasznéldsa eldtt az
ugynevezett parazita-szekvenciak feldasulasat eredményezi, és az in vitro evolicios
kisérleteknél gyakori problémat jelent.

Annak érdekében, hogy a szelekcid kozben elkeriiljiik a PCR-miitermékek
megjelenését, kisérletet tettiink a reakcido koriilményeinek optimalizalésara.
Az amplifikaciot kovetden agaroz-gélelektroforézissel ellendriztiik a PCR-reakcid
eredményességét. A gélképen megfigyelhetd, hogy a vart 76 bazispar nagysagu termek
mellett egy nagyobb méretli, aspecifikus termék is Kkeletkezett (22. abra).
Megallapitottuk, hogy az amplifikdcidohoz hasznélt enzim tipusa jelentdsen befolyasolja
a reakcio sikerességét, ezért a tovabbiakban a Taq polimeraz helyett a nagyobb masolasi

hiiségli Iproof polimerazt hasznaltuk.
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22. abra: Oligonukleotid konyvtar amplifikiacioja kiilonbozé enzimekkel.
A PCR-reakciot kovetden 5 pl elegyet mintapufferrel egészitettiink ki, és 3%-0s
agardzgélen TAE-pufferben megfuttattunk. M: low-range DNS-létra; 1: Tag-
polimerdzzal amplifikalt oligonukleotid-kdnyvtar; 2: Iproof polimerazzal amplifikalt

oligonukleotid-konyvtar
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A cTnl-re specifikus Spiegelmerek eldallitdsanak elsd feltétele a fehérje
tikorképi parjat reprezentalo D-peptidre torténd aptamer-szelekcié volt.  Annak
érdekében, hogy megszabaduljunk a peptid immobilizalasa céljabol felhasznalt
paramagneses gyongyhoz aspecifikusan kotédo szekvencidktol, negativ szelekciot
alkalmaztunk. Vagyis a random DNS-konyvtarat els6ként modositatlan magneses
gyonggyel inkubaltuk, majd ezt kovetéen az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben
ismertetett koriilmények szerint a paramagneses gyongyhoéz kapcsolt peptiddel
folytattuk a szelekcidt. A 9-szer megismételt szelekcids ciklus soran a paramagneses
gyongyhoz kapcsolt peptid mennyiségét és az inkubalasi id6t fokozatosan csokkentve,
valamint egyre intenzivebb mosasi 1épéseket alkalmazva noveltiik a szelekcids nyomast.
Az utolsod ciklust kdvetden a feldisitott konyvtarat modositas nélkiili primerekkel
amplifikaltuk, majd a PCR-terméket TOPO kloénozd vektorba inszertiltuk, és a
vektorokat kompetens sejtbe transzformaltuk. A felnétt telepekbdl vektorspecifikus
primerekkel kolonia-PCR-t készitettiink, hogy igazoljuk az inszercié sikerességét.
Virakozasainkkal ellentétben az ellendrzés soran tobb kolonianal nem megfeleld méretii
terméket kaptuk. A felmeriilt problémat egy tisztitasi 1épés kozbeiktatasaval sikertilt
kikiiszobdlniink, melynek sordn az utols6 szelekcios ciklust kdvetden eldallitott
feldusitott konyvtarat agarozgélen elvalasztottuk, majd a 76 bazis hosszisagu
fragmentumot a gélbdl izolaltuk. Végiil a tisztitott terméket TOPO vektorba kloénoztuk,
¢és az igy nyert kolonidk dontd tobbségébdl mar a vart méretli termék amplifikalodott a
kolénia-PCR soran (23. abra). A PCR-termékekbdl 85-6t valasztottunk Ki, majd Sanger-

szekvenalassal meghataroztuk az inszertek bazissorrendjét.
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23. abra: Kolonia-PCR-ek agaréz-gélelektroforézise. A PCR-reakciot kdvetden
5 ul elegyet mintapufferrel egészitettiink ki, és 2,5%-o0s agardz gélen TAE-pufferben

s

DNS 1étra; (A) transzformalas PCR-termék tisztitasa nélkiil;

(B) transzformalas PCR-termék tisztitasat kovetéen

4.6. Oligomerek vizsgalata képalkoto feliileti plazmonrezonanciaval

4.6.1. Szelektalt oligonukleotidok vizsgalata D-peptiddel

A szekvendlast kovetéen az azonos szekvencidk és a hasonld mintazatok
megtalalasahoz a szekvencidk tobbszoros Osszerendezését kellett elvégezniink.
A peptidre szelektalt oligonukleotidok varidbilis régidinak bazissorrendjét a ClustalX2
nevll szoftverrel Osszehasonlitd analizisnek vetettiik ald, melynek eredménye
megerdsitette adott szekvencidk feldusuldsat, hiszen a 85-bdl 32 azonos szekvenciaval
rendelkezett, 6 két kopiaban, a tobbi pedig egy kopiaban fordult elé (Fiiggelék: 1. abra).

A SELEX eljaras elmélete alapjan a szelekcios nyomds hatasara az
oligonukleotid-konyvtarban a  célmolekuldhoz legnagyobb affinitassal ko6t6do
szekvencidk dusulnak fel legnagyobb szdmban. A publikalt eredmények alapjan
azonban kijelenthetd, hogy gyakran nem a legtobb kopiaban eléfordulo oligonukleotid
kotédik a legerdsebben a célmolekuldhoz. A jelenség a kiilonb6zd szekvencidk eltérd
amplifikacids hatékonysagara vezethetd vissza. Az egyes szelekcids ciklusok kozt a

konyvtar amplifikalasa PCR-reakcioval torténik, ami eltorzithatja a szelekciot.
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Kovetkezésképpen a legigéretesebb jeloltek kivalasztasahoz nélkiilozhetetlen a
szelektalt oligonukleotidok kotdképességének meghatarozasa.

A nagyszamu L-oligonukleotid szintézise magas koltséggel jar, ezért a Miiszaki
Egyetem Analitikai Tanszékének kutatocsoportjaval olyan eljarast fejlesztettiink ki, ami
forditott megkozelitést alkalmazva, a Spiegelmer-jeloltek szintézise nélkiil a
szekvenciak eldszlrésére ad lehetéséget. A kozbeiktatott 1épés soran az izolalt
D-oligonukleotid és a D-cTnl-peptid kozti  kolcsonhatds — erdsségét — feliileti
plazmonrezonancias képalkotd berendezéssel (SPRi) vizsgaltuk.

Annak érdekében, hogy elkeriiljiik az oligomerek iddigényes kémiai szintézisét,
a D-oligonukleotidokat polimeraz-lancreakcioval amplifikaltuk. Modszeriink tesztelése
érdekében négy kiilonbozd szekvenciat valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokhoz.
Koziiliik a legnagyobb szamban az A4-es fordult eld a szelektalt konyvtarban, a C11-es
két kopiaban volt jelen és nagyfoku hasonlosagot mutatott az A4-hez, tovabba a D12 ¢és
B10-es szekvencidkat véletlenszerlien valasztottuk ki. Az amplifikacidhoz a kolonia-
PCR-ek termékeit hasznaltuk templatként és a konyvtar biotinildlt forward és
modositatlan reverse primereivel kétszali terméket allitottunk eld, amelyet ezutan
extravidinnel boritott SPR-chipen immobilizaltunk. A PCR-termékek kapcsolasat
kovetéen a chip feliletén kozvetleniil torténd NaOH-os denaturalassal a
fragmentumokat egyszald DNS-s¢ alakitottuk. Els6 méréseink ugyan nem jartak
sikerrel, de miutdn a nukleinsavak kicseppentésének optimalis koriilményeit
megtalaltuk, sikeriilt a D-cTnl peptid és a szelektalt oligomerek kolcsonhatasat
detektalnunk. A kezdeti sikertelenséget feltehetéleg a nukleinsav-mintak alacsony
koncentracidja okozta, ugyanis tapasztalataink szerint a megfeleld receptorsiiriiség
biztositasa a chip feliiletén kritikus tényezd a molekuldris interakcidk vizsgalata soran.

Eredményeink szerint mindegyik vizsgalt oligonukleotid kotédott a D-peptid
célmolekuldhoz. A kolonidk kozt legnagyobb szamban eldforduld oligonukleotid (A4)
azonban csak a masodik legkisebb affinitdssal kapcsolodott ligandjdhoz, alatdmasztva
azt az elméletet, miszerint a legalkalmasabb aptamerjelolt nem sziikségszeriien a

leggyakrabban reprezentalt szekvenciaval rendelkezik (24. abra).
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24. abra: D—cTnl-peptid és a szelektalt D-oligonukleotidok kélcsonhatasanak
vizsgalata SPRi-médszerrel. A szelektalt, biotinilalt oligonukleotidokat 10 pM
koncentracioban cseppentettitk az extravidinnel modositott chipre, ezt kovetden a
kdcsonhatast kiilonb6zo peptidkoncentraciok esetén vizsgaltuk. * (P < 0,05) és
** (P < 0,01) a vizsgalt oligomerek és a kontroll kozti szignifikans kiilonbséget

jelolik

4.6.2. Spiegelmerek karakterizalasa

Tovabbi  kisérleteinkkel azt kivantuk igazolni, hogy a szelektalt
D-oligonukleotidok és a D-peptid kolcsonhatasanak —vizsgalatakor megfigyelt
tendenciak érvényesiilnek a kiilonbozd Spiegelmerek és a fehérje kolcsonhatasanal is.
A legtobb kopidban eléforduld (A4) és a szekvencidk eldsziirésénél legigéretesebbnek
bizonyuld (B10) szekvenciat megszintetizaltattuk L-nukleotidokbol, majd az 5° vég
tiolcsoportjan keresztiil a feliileti plazmonrezonancias szenzorchip arany feliiletére
immobilizaltuk, €s a cTnl fehérjével vizsgaltuk a kolcsonhatas kinetikajat.

Mindkét Spiegelmer Kp-je a nanomolos tartomédnyba esett, ami a fehérje és a
DNS kozt kialakul6 erds kolcsonhatdsra utal. A disszocidcids konstans szamitdsakor a
B10-es Spiegelmerre 3,5 nM, mig az A4-es Spiegelmerre 10,7 nM értéket allapitottunk

meg, ami Osszhangban 4llt az el6zd vizsgalatunknal tett megfigyelésiinkkel, a
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legnagyobb mértékben feldusult oligonukleotidnak megfeleltetheté Spiegelmer kisebb
affinitassal kotodott a cTnl fehérjéhez. Tovabba eredményeink megerdsitették, hogy a
szekvenciak el6sziirésére kidolgozott modszeriinkkel a nagyszamu L-oligonukleotid
koltséges kémiai szintézise nélkiil is kivalaszthatok a legigéretesebb Spiegelmer-
jeloltek.

A szelektalt Spiegelmerek affinitasanak jellemzését kovetéen az oligomerek
szelektivitasat is megvizsgaltuk. A c¢Tnl magas izoelektromos pontja (pl=10,31)
kovetkeztében fiziologias koriilmények kozt pozitiv toltéssel bir, emiatt nem zarhaté ki
annak a lehetdsége, hogy a molekuldk természetébdl adoddan negativan toltott
oligonukleotidok csupan az elektrosztatikus kdlcsonhatdsok miatt kotddnek a
fehérjéhez. Méréseinket ezért egy masik magas pl-vel rendelkezd fehérjével, a
lizozimmel (pl=11,35) is elvégeztiik, ebben az esetben azonban nem detektaltunk
kolcsonhatast (25. abra).

A cTnl human vérmintabol torténd kimutatasara alkalmas receptor-molekuldkkal
szemben az affinitasuk mellett fontos kovetelmény, hogy megfelelé szelektivitassal
rendelkezzenek. Habar a szelekcidhoz felhasznalt peptid szekvencidjanak
kivalasztasakor ezt a szempontot figyelembevettiik, SPR-méréssel is igazoltuk, hogy a
Spiegelmerek képesek a troponin I-izoformak megkiilonboztetésére. A szivizomsejtek
nekrozisat kovetéen a ¢cTnl nem csak szabad allapotban, hanem a troponin T- és C-
fehérjékkel alkotott komplex forméjaban is a keringésbe juthat, igy az akut miokardialis
infarktus esetén a troponin-komplexek detektalasa is diagnosztikai értékkel bir.
Méréseinket ezért az AACC (American Association for Clinical Chemistry) altal
nemzetk6zi referencia mintaként javasolt, human szivizombol tisztitott I-T-C
komplexszel is megismételtik. Az SPRi eredmények igazoltdk, hogy a szelektalt
Spiegelmerek a cTnl szabad és a harmas-komplex formajat egyarant felismerik.

Ezt kovetden az oligomerek szelektivitasat 10X-re higitott human szérumban is
megvizsgaltuk. El6z6 eredményeinkkel Osszhangban a B10-es Spiegelmer komplex
kozegben is nagyobb affinitassal kotddott a cTnl-hez (26. abra). Végiil az SPRi chipet
szaritds utdn 4 °C-on taroltuk, majd 6 honap mulva ismét elvégeztik a mérést. A
Spiegelmerrel modositott szenzorchipek tobb honap elteltével sem vesztettek
érzékenységiikbol, tovabba a tobbszori, 20 mM NaOH-dal végzett regeneraldsi

eljarassal szemben is ellendllonak bizonyultak.
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25. abra: Bl10-es (a) és Ad-es (b) Spiegelmerek szelektivitasanak vizsgalata

SPRi-vel. A Spiegelmerrel moddositott felilletre 1 pg/ml koncentracioban cTnl

monomert és troponin I-T-C komplexet, valamint kontrollként vazizom eredetii

troponin I-t és lizozimet injektaltunk. * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P < 0,0005)
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26. abra: B10-es (a) és Ad-es (b) Spiegelmerek kalibracios gorbéi human

szérumban mérve. Referenciaként HS-TEG modositott feliiletet hasznaltunk, és az

értékeket a hattérrel (10x-re higitott human cTnl-mentes szérum) korrigaltuk. 1:1

kolcsonhatast feltételezve az illesztéshez a Hill-egyenletet alkalmaztuk
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4.7. Spiegelmerek vizsgalata ALPHA-modszerrel

4.7.1. ALPHAScreen mérések in vitro transzlaciéval eléallitott fehérjékkel

Napjainkban a biomarkerek detektalasa dontd részben immunanalitikai
eljarasokkal torténik, melyeknél a célmolekulat felismerd receptormolekulak szerepét az
antitestek toltik be. A leggyakrabban alkalmazott cTnl-diagnosztikai moddszerek
tobbsége a célfehérje két vagy akar tobb kotdhelyen torténd felismerésén alapszik,
mivel a receptorok Gn. szendvics tipusu elrendezésével jelentdsen novelhetd a mérés
érzékenysége és a szelektivitasa. Ezekben az eljarasokban az egyik antitest a
célmolekula oldatb6l torténd megkotéséért, a masik pedig 4altaldban valamilyen
jeloléomolekulan keresztiil a detektalasért felelOs.

Az oligomerek kémiai tulajdonsagaikat tekintve jelentésen kiilonboznek az
ellenanyagoktol, ugyanakkor diagnosztikai rendszerekben az antitestekhez hasonldan
képesek lehetnek célmolekulaik felismerésére. Kisérleteinkkel azt kivantuk igazolni,
hogy az altalunk szelektalt Spiegelmer szendvics tipust elrendezésben is alkalmazhato-
e a cTnl-t szelektiven felismerd receptorként. Munkacsoportunk korabban igazolta,
hogy az oligonukleotid—fehérje kdlcsonhatas a nagy jelerésitéstt ALPHA-modszerrel
eredményesen detektalhatd. Ez az eljards a hagyomanyos, heterogén fazisi ELISA
tipust mérésekhez képest szamos elonnyel rendelkezik, ezért a szelektalt cTnl
specifikus oligomer funkcionalitasat a tovabbiakban egyszeri kivitelezhetdsége miatt az
ALPHA-mddszerrel kivantuk vizsgélni.

A Spiegelmert a DNS-szal 5’-végéhez tetraetilén-glikol-tavtarton keresztiil
kapcsolodd biotin  modositassal szintetizaltattuk meg, mig masodik receptor
molekulaként a cTnl-fehérje 169-178 helyzetli epitopjat felismeré monoklonalis
antitestet hasznaltuk. Ennek megfeleléen a méréshez Sztreptavidin donor és Protein A
ALPHAScreen akceptorgyongyoket valasztottunk. A mérés soran a GST-cimkével
ellatott sziv- illetve a vazizom troponin I-t tartalmaz6 in vitro transzlacios elegyeket két
kiilonb6z0 higitasban adtuk az ALPHA komponenseihez. A szivizom eredetii troponint
tartalmazé elegyeknél mért magasabb jelintenzitas arra utalt, hogy az SPR-eredmények
alapjan kivalasztott B10-es Spiegelmer a blizacsirakivonat endogén fehérjéit tartalmazo,
komplex matrixban is képes a c¢Tnl kimutatasara (27. abra). Annak érdekében, hogy
meggy0zddjiink az oligomer szelektivitasar6l, in vitro transzlacioval a jel6lo

molekulaként hasznalt GST-t is eldallitottuk, és ezzel a transzlacios eleggyel is
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megismételtiilk méréseinket. A GST-t tartalmazo transzlacios eleggyel végzett mérésiink
igazolta, hogy a transzlalt cTnl-nél detektalt magas ALPHA-jel nem a GST-cimke vagy

a buzacsira kivonatban jelenlévé fehérjék aspecifikus kotddésének kovetkezménye

(28. abra).
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27. abra: A B10-es Spiegelmer és a troponin |-fehérjék kolcsonhatasanak
vizsgalata komplex fehérjematrixban. A human GST-vel jel6lt troponin fehérjéket
tartalmazé  transzlacios elegyekhez 10 nM biotinilalt Spiegelmert és 10 nM
monoklonalis cTnl-specifikus antitestet adtunk. A méréshez a Sztreptavidin
donorgyongyot és az ALPHAScreen Protein-A akceptorgyongyot 20 pg/ml

végkoncentracioban hasznaltuk fel
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28. abra: A Spiegelmer szelektivitasanak vizsgalata. A 100x-os higitasban
felhasznalt transzlacios elegyekhez 10 nM biotinilalt Spiegelmert és 10 nM
monoklonalis cTnl-specifikus antitestet adtunk. A méréshez a Sztreptavidin
donorgyongyot és az ALPHAScreen Protein-A akceptorgyongyot 20 pg/ml

végkoncentracidban hasznaltuk fel.
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Miutan eldkisérleteink a Spiegelmer szendvics tipusu elrendezésben vald
alkalmazhatdsagaval kapcsolatban pozitiv eredménnyel szolgéltak, a tovabbiakban a
Spiegelmer és a szivizom eredetii troponin I kdlcsonhatéds vizsgalatat human szérumban
i1s megismételtiik. Varakozasainknak megfelelden szérum hatasara a kemilumineszcens
jel drasztikus csokkenését tapasztaltuk (29/A. abra). Valoszinisithetden a human
szérumban tobb nagysagrenddel nagyobb mennyiségben jelenlévd antitestek és a
hozzaadott cTnl specifikus monoklonalis antitest kozt fellépd kompeticid miatt a
Protein A akceptorgyongy elhanyagolhato mértékben koti a szelektiv ellenanyagot.
Mivel a hozzaadott szérum gyakorlatilag a hattérrel megegyezo értékre csokkentette a
fluoreszcens jelet, a probléma kikiiszobolése érdekében egy altalanosan alkalmazhato
eljarast dolgoztunk ki, és az ALPHA-méréseket megelézden kovalensen kotottiik ki a
cTnl specifikus antitesteket az akceptor gyongy feliiletére.

Elsoként konjugalatlan, dextran-aldehiddel boritott gyongyot hasznaltunk, amely
az ellenanyag kovalens kapcsoldsat teszi lehetévé. Az igy modositott akceptorgydngy
azonban nem volt alkalmas a troponin | detektalasara az ALPHA-mérés soran. (Ezek az
eredmények a dolgozatban nem keriilnek bemutatasra). A jelenség hatterében
valoszinlileg az allhatott, hogy az aminocsoportokon keresztiil véletlenszeri
orientacidban keresztkotott antitestek esetében az antigénkotés mértéke csokkenhetett,
ezért laboratoriumunkban wjfajta konjugalasi protokollt dolgoztunk ki. A troponin |
antitestek Fc région keresztiili rogzitése biztosithatja az ellenanyagok megfeleld
inkubaltuk, majd az ,,Anyagok és moddszerek” fejezetben leirtaknak megfeleloen
dimetil-pimelimidattal hoztunk létre keresztkotést az antitest Fc-régioja és a Protein A
molekulak kozt. Az antitest-konjugalas eredményességét az ALPHA-mérések

eredményei is megerdsitették (29/B. abra).
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29. abra: Kolcsonhatas vizsgalata human szérumban az antitestek konjugalasa
nélkiil (A) és az antitest Protein A gyongyhéz torténé kovalens kapcsolasa
esetén (B). A mérésekhez a transzlacios elegyeket 100x-os higitdsban hasznaltuk
fel. A reagensek Osszemérése utan a reakcioelegy 10%-nyi human cTnl-mentes
szérumot tartalmazott. Kontrollként cTnl-t nem tartalmazd transzlacios elegyet

alkalmaztunk

4.7.2. ALPHAScreen és ALPHALIisa gyongyok 6sszehasonlitasa

A szivizom eredetli troponin I a szérumos és szérumot nem tartalmazo
mintdkban egyardnt kimutathat6 volt, azonban a detektalt jel intenzitdsa a szérum
hozzaadéasanak hataséara tovabbra is jelentds csokkenést mutatott. A tapasztalt jelenség
az assay homogén természetére vezethetd vissza, ugyanis a donorgydngy gerjesztésének
hatasara keletkez6 szinglet oxigén egy része a szérumban jelenlévé hemoglobinhoz
kotoédve visszaalakulhat, igy nem jut el az akceptorgyongyig. A mérhetd jel intenzitasat
tovabb csokkenti, hogy az ALPHAScreen akceptorgyongyokben a végsé fluorofor
rubrén 520-620 nm hullamhosszu fényt emittal, ami nagymértékben atfed a hemoglobin
abszorpcios spektrumaval (fiiggelék 2-3. abra). Az ALPHAScreen tipusu gyongy
kivaltasara a koltségesebb ALPHALisa gyongy alkalmazasa jelentheti a megoldast,
ugyanis az europium fluoroférnak koszonhetéen szitkebb emisszids spektrummal

rendelkezik, emiatt varhatoan kevésbé interferal szérum és plazma mintakkal.
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Az el6zéekben bemutatott, ALPHAScreen Protein A gyongyokkel végzett
kisérletek eredményei szerint a vérszérum hozzdaddsa drasztikusan lecsokkenti a
detektalhatod jelet, ezért megvizsgaltuk, hogy ALPHALisa gyongyok alkalmazasaval
nagyobb érzékenység érhetd-e el. A kérdés megvalaszolasa érdekében eldkisérleteket
végeztiink laboratoriumunkban rutinszerien alkalmazott 6xHis jelolt fehérjék
detektalasara alkalmas ALPHAScreen és ALPHALisa gyongyokkel. A mérés soran a
két kiilonboz6 akceptorgyongy milkodését sztreptavidin boritott donor gyonggyel
parban vizsgaltuk, és a gyartd altal kontrollként biztositott, biotinnal jelolt 6 db
hisztidinbol allo peptidet két kiilonb6zé koncentracioban adtuk a szérumhoz.
Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy ALPHAScreen gyongyok esetében a
fluoreszcens jel intenzitasa a hattérrel egyezett meg. Az adott koncentracidtartomanyban
— 10x szérumbhigitas mellett — az ALPHAScreen gyongy tehat nem alkalmas az analat
kimutatasara (30. abra). Ezzel ellentétben az ALPHALisa gyonggyel mind az 5 és 0,5
nM-os peptid koncentracié mellett detektalhatd volt az akceptor és donor gyongyok
kolcsonhatasa, ezért a tovabbiakban a ¢Tnl szérumban tértén6 méréséhez ALPHALIisa
tipustt Protein A gyongy6t hasznaltunk, melyre a korabban ismertetett médon cTnl-

specifikus antitestet kapcsoltunk.
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30. abra: ALPHA-gyongyok alkalmazhatéosaganak vizsgalata human
szérumban. Kisérletiink soran hisztidin jeloléssel ellatott molekulak detektalasara
alkalmas ALPHAScreen és ALPHALIsa tipusu akceptor gyongydket hasznaltunk fel
sztreptavidin donorral parban, melyekhez kiilonb6z6 koncentracidban biotinilalt

peptidet és 10x-es higitasban human szérumot adtunk
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4.7.3. ALPHALIisa reakcidelegy optimalizalasa

Az ALPHALisa-mérések optimalis koriilményeinek  meghatarozasahoz
elokisérleteket végeztiink. Homogén tipusi mérési rendszerekben az alkalmazott
pufferek tipusa, a komponensek koncentracidja, egyéb anyagok jelenléte vagy akar az
inkubélas sorrendje is drasztikus hatassal lehet a detektalas sikerére. Altaldnosan
alkalmazott elv, hogy a szendvics tipusu rendszerekben gyakran tapasztalhato ,,hook
kotoképességét figyelembe véve valasztjuk ki. A maximalis nagysagu jelet a kioltasi
ponton érhetjiikk el, amikor mind az akceptor, mind a donorgyongy a célmolekulaval
telitett. Mivel a sztreptavidingyongy kotéképessége 30 nM koriili értékre tehetd, a
bioldgiai mintdk mérésénél a kazeint vagy zselatint tartalmazo pufferekkel a homogén
rendszerben eredményesen csokkenthetd az aspecifikus kolcsonhatas, ezért a PBS
mellett ezekben az oldatokban is végeztiink méréseket. A fliggelék 4. abrajan lathato,
hogy a zselatinos pufferben az ALPHA-jel a hattérértékre csokkent és a kolcsonhatas
egyaltalan nem volt detektalhato. Ezzel ellentétben a kazeines oldatban mért magas
jelek a gyongyok nem-specifikus interakciojara utaltak. Tovabbi méréseink soran
mindezeket figyelembe véve a legaltalanosabban hasznalt 1 mg/ml koncentracidju
BSA-val kiegészitett foszfatpuffert hasznaltuk a reakcioelegy komponenseinek
higitdsara. Az ily modon optimalizalt puffer Osszetétele az anyagok és modszerek

fejezetben keriilt ismertetésre.

4.7.4. ALPHALisa-mérések human szérumban

A cTnl mérésére alkalmas receptorok ideélis esetben a fehérje kiillonb6zd
formaihoz is képesek kotédni. Annak bizonyitasara, hogy ALPHALIisa rendszerben a
c¢Tnl monomer ¢és az [-T-C harmas komplex is detektalhatd, a méréshez hasznalt puffer
optimalis Osszetételének meghatirozasat kovetden kisérleteinket a kétféle troponinnal
kiegészitett human szérummal is elvégeztiik. A troponin | fehérjék esetében jol ismert
jelenség, hogy szérumban konnyen degradalodhatnak, valamint hajlamosak miianyag és
tiveg feliiletekhez kitapadni [154,155]. Annak érdekében, hogy informaciot nyerjiink a

szérumban detektalhatd troponin I valés koncentracidjarél, a laboratoriumi
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diagnosztikdban rutinszerien alkalmazott immunanalitikai eljarassal ellendriztiik az
elkészitett szérummintak troponin I-tartalmat. A méréseket a Semmelweis Egyetem
Transzplantacids €s Sebészeti Klinika laboratoriumanak munkatarsai ARCHITECT Stat
automata késziilékkel végezték el szamunkra, hogy meggy6zddhessiink a higitasok
megfeleld linearitasarol (31. abra). Mig a human szivizombol tisztitott ITC-komplex
esetében az ismert fehérjekoncentracid alapjdn szamitott (névleges) és a mért cTnl-
tartalom jO egyezést mutatott, a rekombindns monomer forma esetében a mért
koncentraci6 a szamitottnal egy nagysagrenddel alcsonyabb volt, igy nem zarhat6 ki a

fehérje monomer tarolasa és mérése kozbeni fokozott degradacioja.
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31. abra: Szérummintak c¢Tnl koncentraciojanak meghatiarozasa. A human

szivizom eredetii I-T-C-komplexszel kiegészitett szérummintak (A) és rekombinans

ARCHITECT Stat automataval ellendriztiik

Az ALPHALisa méréseket valtozo troponinkomplex- és allando biotinilalt
Spiegelmer-koncentracié mellett végeztilk el. Annak érdekében, hogy kizarjuk a
troponin 1 fehérje és a Spiegelmer kozt kialakuld nem specifikus, csupan
elektrosztatikus vonzason alapuld kolcsonhatas kialakulasanak —lehet6ségét, a
reakcioelegyhez nM koncentracidban egy masik fehérjére szelektalt, modositatlan

oligomert adtunk. Az igy detektalt lumineszcens jel a szérumhoz adott cTnl monomer
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¢és az ITC-komplex esetén egyarant jol korrelalt a troponin | mennyiségével (32. abra).
Az  abrazolt jelintenzitds a  telitési gorbén a troponin I  ng/ml-es
koncentracidtartomanyaban megfeleld linearitast mutatott, regresszios egyenesek
illesztése esetén az R-négyzet értéke 0,994-nek illetve 0,985-nek adddott.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy az optimalizalt rendszerben a
troponin I vazizom ¢és szivizom eredetli izoformai is megkiilonboztetheték-e, 50 ng/ml
végkoncentracioban adtunk a troponinmentes szérumhoz human sTnl fehérjét.
A detektalt fluoreszcens jel gyakorlatilag a hattérértékkel egyezett meg, ami
moddszeriink nagyfoku szelektivitasat igazolta. Szintén ezt erdsitette meg egy masik
oligomerrel végzett mérésiink eredménye. A szendvics rendszerben a cTnl-re szelektalt
Spiegelmert OligoT-vel helyettesitve szignifikansan kisebb jelet detektaltunk. (Ez a

mérési eredmény a dolgozatban nem keriil bemutatasra.)
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32. abra: ALPHALisa mérés human szivizombdl tisztitott troponin I-T-C-
komplexszel (A) és rekombinans cTnI-monomerrel (B). A troponin I fehérje
human szérumban torténé detektilasa soran a reakcioelegyhez 10 nM biotinilalt
Spiegelmert és 20 nM blokkold oligot adtunk és az elézbleg antitesttel konjugalt

Protein A akceptorgyongyot sztreptavidin donorral parban hasznaltuk fel
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ALPHALisa méréseinket megismételtik az ARCHITECT automata késziilék
kalibralasahoz hasznalt rekombinans troponin I-C-komplexszel is. Az alkalmazott
koncentraciokban nem volt detektalhato a fehérjének ezen formaja. A kalibrator fehérje
komplex szerkezetérdl nem allt rendelkezésiinkre informacio, ezért megvizsgaltuk, hogy
az ALPHA-mérések soran hasznalt antitest felismeri-e az I-C-komplexet. Western blot
segitségével igazoltuk, hogy az altalunk hasznalt Mab 267 antitest az I-T-C-komplexet
€s a monomer troponin I-t felismeri, azonban nem képes a kalibrator I-C kimutatasara
(33. abra). Mivel az antitestiink a 169-178-as aminosavak kozti epitopot ismeri fel, az
automata kalibralasdhoz hasznalt minta valosziniileg nem a teljes hossziisagl troponin
I-t tartalmazza, hanem annak csak egy rovidebb valtozatat. Ezt tamasztja ala az is, hogy
az ARCHITECT assayben alkalmazott két befogd (melyek felismerési helyei: 87-91,
24-40) és detektalo antitest (41-49 aminosavak) egyike sincs atfedésben ezzel a
régioval. Kovetkezésképp az I-C komplex sikertelen detektaldsa a homogén rendszerben
nem a szelektalt Spiegelmer kisebb affinitasanak kovetkezménye.

Eredményeinket Osszegezve megallapithatjuk, hogy a laboratériumunkban
kidolgozott, Spiegelmer-antitest parral miikod6 szendvics eljaras kimutatasi hatara
magasabb a diagnosztikaban jelenleg hasznalt hs-troponin meghatarozast lehetévé tevo
modszerekénél, ugyanakkor alkalmas volt annak demonstralasara, hogy a kivalasztott

Spiegelmer megfeleld szelektivitassal képes a ¢Tnl-t detektalni human szérumban.
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33. abra: A szendvicsrendszerben felhasznalt antitest vizsgalata. A kiilonb6z6
troponin I fehérjék 1 ng-janak elektroforetikus elvalasztasat kovetden Western blot
technika segitségével gy6z6dtink meg a felhasznalt monoklonalis cTnl antitest

szelektivitasarol.
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5. Megbeszélés
5.1. cTnl specifikus Spiegelmerek szelekcioja

Az 1990-es ¢évek elején publikdlt SELEX eljards lehetdvé tette a
célmolekulaikhoz nagy affinitassal, specifikusan kot6dé egyszalu oligonukleotidok
hatékony szelekciojat. Az azota eltelt id0 alatt az aptamerek szamos teriileten
bizonyitottdk alkalmazhatdsagukat. Elonyos tulajdonsagaik ellenére az RNS és DNS
oligomerek felhasznalasat sok esetben korlatozza, hogy a biologiai kdrnyezetben és
mintakban altalanosan eléforduld nukleazok hatasara konnyen degradalodhatnak. Ennek
kovetkeztében az enzimatikus hasitdssal szemben ellenalld oligonukleotidok
szintézisével kapcsolatos fejlesztések napjainkban kiemelkedd jelentdségre tettek szert.

A nukleazrezisztens oligonukleotidok eldallitasanak egyik alternativaja a
tikorképi RNS- és DNS-aptamerek, az Gn. Spiegelmerek szintézise. Ezek az L-2” ribozt
vagy L-2’ dezoxi-ribozt tartalmazd molekuldk az azonos szekvencidju D-nukleotidokbol
felépiil6 aptamerek tokéletes tlikorképi parjanak tekinthet6k. Szerkezetiiknek
kOszonhetden  kiemelked6  stabilitdssal  rendelkeznek, és a  nukleazok
sztereoszelektivitdsa miatt a D-enantiomereknél tobb nagysagrenddel ellenallobbak a
nukleolitikus hasitassal szemben. Kovetkezésképpen a Spiegelmerek alkalmazasa a
gyogyaszatban és a diagnosztika teriiletén is egyarant igéretes lehet. Ezt tdmasztja ald az
a tény is, hogy jelenleg mar tobb terapias Spiegelmer a klinikai kisérletek fazisaban van.
A természetben el6forduld enzimek sztereoszelektivitasa azonban a Spiegelmerek
azonositasakor egyuttal hatranyt is jelent, ugyanis a szelekcios eljaras kozben
alkalmazott polimerazok sem képesek a tiikorképi nukleotidok felismerésére. Emellett
az utolso szelekcids Iépést kovetden a konyvtar szekvendlasdhoz baktériumokba torténd
klonozasra és tovabbi amplifikalasi 1épésre van sziikség, igy a Spiegelmerek szelekcidja
nem valosithatd meg a konvencionalis SELEX modszer adaptalasaval. Valdjaban a
szelekcio soran nem a célmolekula, hanem annak tiikorképi parja keriil felhasznalasra.

A nagyméretii fehérjéknél a teljes hosszusagh polipeptid lanc D-aminosavakbol
torténd kémiai szintézise nehezen kivitelezhetd, ennek megfelelden a Spiegelmerek
tobbségét kezdetben kisebb molekuldkra, példaul citokinekre, peptidhormonokra
szelektaltak. Elsoként Klussman és munkatarsai igazoltak, hogy a fehérjespecifikus

Spiegelmerek szelekcidja a teljes hosszsagi polipeptidlanc szintézise nélkil is
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megvaldsithato. Laboratoriumunkban ennek a modszernek a tovabbfejlesztését tiiztiik Ki
célul annak érdekében, hogy a human cTnl fehérjét specifikusan felismerd
Spiegelmereket azonositsuk. Az akut koronaria szindroma rutin diagnosztikajaban
fontos szerepet betoltd biomarkerek, a szivizom eredetii troponinok mennyiségi
meghatarozasa jelenleg a klinikumban automatizalt, szendvics tipust immunanalitikai
modszerekkel torténik, ahol a felismerd molekulak szerepét kizérdlag antitestek toltik
be. Filatov ¢és munkatarsai eredményei alapjan a vizsgalt, cTnl-vel vagy a
troponinkomplex felhasznalasaval eldallitott monoklonalis antitestek mintegy 90%-a
rovid — a fehérje elsddleges szekvencidja altal meghatirozott — egymast kovetd
aminosavakbol 4ll6 peptidek felismerésére képes, igy a teljes molekula
konformacidjatol kevésbé fligg az affinitasuk [147]. Ennek ismeretében munkankkal azt
kivantuk demonstralni, hogy a megfelel6 peptidszakasz kivalasztasa nukleazrezisztens,
cTnl-re specifikus oligomerek eléallitasat teszi lehetévé, amelyek megfelel6 alternativai
lehetnek a diagnosztikai rendszerekben receptorként alkalmazott ellenanyagoknak.

Troponin I fehérjére specifikus oligomereket els6ként Ban és munkatarsai
allitottak el6. A kutatok 2012-ben human troponin I-hez ko6t6dé DNS-aptamereket
szabadalmaztattak, amelyek affinitdsait SPR-rel vizsgaltak. Eredményeik szerint a
6 aptamer nagy affinitassal kotddik a ¢Tnl monomer valamint komplex formajahoz, és
Kp-értékiik pM-tol nM értékig terjed [156]. Ezeknek az aptamereknek a diagnosztikai
alkalmazhatosaga azonban megkérddjelezhetd, mivel a szintetikus receptor-
molekulaknak a nagy affinitdsuk mellett megfeleld szelektivitassal is rendelkezniiik
kell. A kutatok a cTnl-vel nagyfoki homoldgiat mutatd sTnl-vel nem vizsgaltdk a
szelektalt oligonukleotidok kolcsonhatdsat, valamint egyéb fehérjéket tartalmazo,
komplex kozegben sem végeztek méréseket. Mindezeken tul a diagnosztikaban torténd
felhasznélas szempontjabol a hagyomanyos aptamerekhez képest a nukleazrezisztens
Spiegelmerek alkalmazasa mindenképp elénydsebb lehet.

Az RNS- ¢és DNS-oligomerek mindegyike nagy affinitassal képes ligandjahoz
kotddni, azonban az RNS-sel ellentétben a DNS-oligomerek szelektdldsa soran nincs
sziikség reverz transzkripcios 1épésre, igy a DNS-aptamerek eldallitasa gyorsabban és
egyszeriibben kivitelezhetd folyamat. Ennek megfeleléen munkank elsé 1épéseként egy

40 nukleotidnyi randomizalt szakaszt tartalmazé DNS-konyvtarat terveztiink, amelybol
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a troponin I enantiomer parjat reprezentald D-peptidre specifikus aptamereket kivantunk
szelektalni.

Ezt kovetéen a szelekcidbhoz felhasznaland6 peptid szekvencidjanak
meghatarozasa érdekében elvégeztiik a nagyfoku homologiat mutatd szivizom és lasst
vazizom eredetli troponin-szekvencidk Osszehasonlitdo elemzését. A peptid racionalis
tervezése soran egyéb szempontokat, példaul vizoldhatosagat, a troponinkomplex
szerkezetét, a fehérjére jellemzO degradacidés és mas molekuldkkal valé komplexet
képzd sajatossagait is figyelembe vettiik. A cTnl fehérje N-termindlisa kozelében
elhelyezkedd, 9 aminosavbol all6 domén kivalasztasat kdvetden a megszintetizalt D-
peptidet paramagneses gyongyhoz kapcsoltuk, majd 9 ciklus alatt, a szelekcios nyomast
fokozatosan novelve végrehajtottuk a D-oligomerek szelektalasat. A klonozast kovetéen
Sanger-szekvenaltatdssal hatdroztuk meg az aptamerek randomizalt szakaszanak
bazissorrendjét. Az inszerteket Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a vizsgalt 85
klonbol 32 azonos szekvencidval rendelkezett, 6 pedig két kopidban, mig a tébbi egyedi
szekvenciaként volt jelen a feldusitott konyvtarban. Ez az eredmény az in vitro
evolucids eljardsunk sikerességére utalt, ezért a legalkalmasabb aptamer-jeldltek

kivalasztasahoz tovabbi kisérleteket végeztiink.

5.2.  Spiegelmer-jeloltek kivalasztasa és karakterizalasa

Napjainkban a szekvenciak koziil az aptamer-jeloltek kivalasztasat
bioinformatikai elemzések is segithetik. A rohamos fejlddésnek koszonhetden akar mar
az 0j generacids szekvenaldssal nyert nagyszaml aptamer szekvencia Osszehasonlitasa
is megvaldsithatd, tovabba a kiilonbozd algoritmusok a szekvencidk kozos
motivumainak keresése mellett a masodlagos szerkezet predikcidjara is lehetdséget
adnak. Széles korii felhasznalasuk ellenére ezeknek a programoknak a gyakorlati
jelentésége viszonylag csekély, hiszen a valds szerkezetek meghatarozasa talmutat a
rendelkezésre allo programokkal végezhetdé szamitasok bonyolultsagan. Az egyik
leggyakrabban alkalmazott, mintegy 20 éve mikodé MFold webszerver a
szabadenergia-valtozas minimumanak szamitasa alapjan képes az aptamerszerkezet
joslasara. A kapott eredményeket azonban érdemes fenntartassal kezelni, mivel tobb

tanulmany is igazolta, hogy az aptamerek a legkisebb szabad energidval rendelkez6
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strukturan kiviill mas szerkezetet is felvehetnek, rdadasul a program a célmolekula
nélkiili lehetséges szerkezetre tesz joslast [156]. Vagyis az aptamer-ligand-kolcsonhatas
kisérletes modon torténd vizsgalata napjainkban sem vesztett jelent6ségébdl, ma is
fontos szereppel bir a legalkalmasabb oligomerek azonositasa soran.

A heterogén fazisti biomolekularis kdlcsonhatdsok megfigyelésére a képalkotd
feliileti plazmonrezonancia az egyik legalkalmasabb modszer, amellyel valos id6ben,
hogy elkeriiljiik a nagyszamua Spiegelmer-jelolt koltséges és idbigényes szintézisét, a
szekvencidk eloszlirésére egy altalanosan alkalmazhaté SPRi-n alapulod eljaréast
dolgoztunk ki. Forditott megkozelitést alkalmazva els6ként a D-peptid-ligand ¢és a
D-oligonukleotidok  kolcsonhatasat  vizsgaltuk, melyhez az oligonukleotidokat
laboratoriumunkban PCR-rel amplifikaltuk fel. Az igy nyert kétszalu, biotinilalt DNS
termékeket az eljaras egyszertsitése érdekében a kicseppentés utan kozvetleniil az SPR-
chip feliiletén NaOH-dal egyszalusitottuk. Mérési eredményeink szerint a legnagyobb
mértékben feldisult szekvencia a vizsgélt oligomerek koziil a masodik legkisebb
affinitdssal rendelkezett, mig a legerésebben egy olyan oligonukleotid kotédott a
D-peptidhez, amelyik a megszekvenaltatott kolonidk kozt csak egy példanyban volt
jelen. Mddszeriink alkalmazhatosaganak bizonyitasara tovabbi kisérleteket végeztiink,
¢és arra kerestilk a valaszt, hogy a tiikorképi peptid €¢s a D-DNS-ek kolcsonhatasanak
vizsgalataval eldrejelezhetd-e a Spigelmer-cTnl fehérje-kdlcsonhatas erdssége.

A D-oligomerrel és D-peptiddel végzett kisérleteink eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy a két vizsgalt Spiegelmer koziil a 32 kopiaban el6fordulod
szekvenciaval rendelkezd Spiegelmer kisebb affinitdssal kotddott a cTnl fehérjéhez,
mint a masik, egyedi szekvenciaval rendelkezé Spiegelmer-jeldlt. Ezek az eredmények
Osszhangban allnak azokkal az irodalmi adatokkal, melyek szerint gyakran nem a
legnagyobb mértékben feldusult oligomerek rendelkeznek a legnagyobb affinitassal.
Mindezek alapjan a legigéretesebb aptamerek kivalasztasa érdekében a legnagyobb
kopiaszdmban eléforduld oligomer mellett a tobbi aptamer jeldlt kotOképességét is
mindenképp érdemes kisérletes modon megvizsgalni. A laboratériumunkban
kidolgozott eljaras a legjobb Spiegelmerek kivalasztasahoz kinal optimalis megoldast,
mivel a nagyszamu szekvencia elésziirését az L-oligomerek koltséges kémiai szintézise

nélkil is lehetové teszi.
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Meéréseinkkel bizonyitottuk, hogy a legnagyobb kopiaszamban el6fordulo,
valamint a legnagyobb affinitasu oligonukleotid enantiomer parja egyarant képes a ¢Tnl
fehérjével nagy affinitast kolcsonhatast létrehozni, €s disszociacidos konstansuk az
alacsony nanomolos tartomanyba esik. Szelekciés moddszeriink eredményességét
bizonyitja, hogy a disszocidcidés konstansok értéke alapjan sikeriilt nagy affinitast
nukledzrezisztens molekuldkat eldallitanunk, amelyek idedalis receptor molekulak
lehetnek a modern troponin I diagnosztikai eljarasokban. A NIST (National Institute of
Standards and Technology) nemzetk6zi szervezet elemzése szerint a laboratoriumi
diagnosztikdban elterjedt nagy érzékenységli cTnl-méréseknél a felhasznalt
monoklonalis antitestek 74 nM—-2,6 mM kozti Kp értékkel rendelkeznek [157]. Vagyis
feltételezhetéen az altalunk fejlesztett receptorokkal is megvalosithatd a klinikailag
relevans koncentracidtartomanyban térténd troponin-meghatarozas.

Az aptamerek diagnosztikai rendszerekben torténd alkalmazasanak feltétele,
hogy specifikusan kotédjenek célmolekulaikhoz. Nagyszamu publikaciot megvizsgalva
azonban kijelenthet6, hogy az aptamer-jeloltek karakterizalasa a legtobb esetben csak a
kotoképesség meghatarozasara korlatozodik, és sajnalatos moédon nem keriil sor az
oligomerek szelektivitasanak alapos vizsgalatara. A jelenség magyarazatot adhat arra,
hogy az aptamereket elonyds tulajdonsagaik ellenére a gyakorlatban kevés esetben
hasznositjak. Az elmult években ugyanis rengeteg, nem megfeleléen tesztelt aptamerr6l
jelent meg publikacio, ami feltehetéen kedvezotleniil hatott az aptamer alapu
diagnosztikai rendszerek elterjedésére. Mindezeket figyelembe véve a nukleazrezisztens
receptorfejlesztés soran laboratoriumunkban olyan Spiegelmerek eléallitasat tiztik ki
célul, amelyek nem csak az idealis kozegnek tekintheté szelekcids pufferben, hanem
biologiai mintakban is szelektiven kotddnek a ¢cTnl fehérjéhez. Eredményeink igazoltak,
hogy a kivalasztott Spiegelmerek mindegyike megfeleld szelektivitdssal rendelkezik,
hiszen sem a kontrollként hasznalt vazizom troponinnal, sem pedig egy hasonldan
magas pl-vel rendelkez6é fehérjével, a lizozimmel nem hatottak koleson. Méréseinket
cTnl-vel kiegészitett human szérummal is megismételtiik. Eredményeink szerint a
szelektalt Spiegelmerek az egyik legkomplexebb diagnosztikai matrixban is képesek a
troponin I-t felismerni, ezzel szemben a korabban mar megemlitett hagyomanyos c¢Tnl
aptamerek szelekcidjanak szabadalmi leirasaban nem talalhatd informaci6é a molekulak

szelektivitasara vonatkozoan.
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5.3.  Troponin I detektalasa szendvics tipusu rendszerben

Jelenleg a rutin diagnosztikaban alkalmazott immunanalitikai mérések soran
2 vagy akar tobb monoklondlis antitesttel, szendvics tipusi rendszerben torténik a
troponin I detektalasa. Ezzel a megkozelitéssel a mérés érzékenysége, specificitasa
valamint a  robosztussaga jelent6s mértékben ndvelhetd, azonban a
receptormolekulakkal szemben fontos kovetelmény, hogy a fehérjemolekula eltérd
epitopjait ismerjék fel. Mivel a Spiegelmer-szelekciot a 28-36-as aminosavak kozti
szakaszra  végeztik, a szendvics tipust cTnl detektdlasdhoz  masodik
receptormolekulaként olyan antitestet valasztottunk, amelynek felismerési helye ettdl a
régiotol tavolabb helyezkedik el. Annak bizonyitdsdra, hogy az altalunk szelektalt
Spiegelmer alkalmas lehet az antitestek helyettesitésére, és a szendvicsmodszerrel
torténd troponin I meghatarozast is lehetové teszi, ALPHA-méréseket végeztiink.

Munkacsoportunk korabban igazolta, hogy az oligomerek és ligandjaik
kolesonhatdsa homogén rendszerben ALPHA-moédszerrel is eredményesen vizsgalhato.
Homogén tipusti mérési eljarasra a kardialis troponinok klinikai diagnosztikajaban is
talalhatunk példat, ugyanis az automata rendszerek kozil a Siemens Dimension
késziilékek is ezt a technologiat hasznositjak [146]. Fontos kiemelni azonban, hogy az
ALPHA-eljaras a heterogén tipusi méréshez képest kevésbé robosztus, ugyanis a
detektalt jel nagysaga jelentds 1d0- ¢€s homérsékletfiiggést mutat, és specialis
miiszerigénye miatt alkalmazésa laboratériumhoz kotott, igy nem alkalmas a betegagy
mellett torténd diagnosztikara. Tovabbi hatranyt jelent a donorgyongyok
fényérzékenysége, és a felhasznalt gyongyok magas koltsége. Ezek alapjan kijelenthetd,
hogy a mddszer nem felel meg a modern klinikai diagnosztikai modszerekkel szemben
tamasztott kovetelményeknek. Ugyanakkor az altalunk alkalmazott eljaras egyszeriien,
mosasi 1épések nélkiil kivitelezheté mérést tett lehetdéve, és laboratoriumi koriilmények
kozt idedlis megoldast jelentett a Spiegelmerek funkcionalitdsanak vizsgéalatara.

Elsé kisérleteinket laboratoriumunkban eléallitott rekombinans cTnl és sTnl
fehérjékkel végeztiik el. A publikalt eredmények szerint a teljes hosszasagu troponin |
fehérje tultermeltetése bakterialis rendszerben igen alacsony hatasfokkal miikodik, ezért
ugy dontottiink, hogy a fehérjéket buzacsira alapu in vitro transzlacios rendszerben
allitjuk el6 [158]. A vektorkonstrukciok 1étrehozasat kovetéen a human fehérjék sikeres

termeltetését a Coomassie-festés és az immunoblot eredménye is igazolta. Mivel a
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szelektalt Spiegelmereknek komplex kdzegben is alkalmasnak kell lenniiik a cTnl
detektalasara, az ALPHAScreen méréseinkhez a rekombindns fehérjét tartalmazo
transzlaciés elegyet hasznaltuk fel. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a
legnagyobb affinitdsu Spiegelmer a 169-178 aminosavak kozti epitopra specifikus
antitesttel parban a komplex matrixban is képes a cTnl-t felismerni. A bizacsira-kivonat
nem tekinthetd idedlis kdzegnek, tobb szaz kiillonféle endogén fehérjét tartalmaz, ezek
alapjan feltételeztiikk, hogy a Spiegelmer-antitest par a hasonlé komplexitasu
szérummintakban is alkalmazhat6 lehet a troponin I detektalasara [159]. A homogén
mérési rendszerekben fokozottan érvényesiild matrixhatas miatt azonban sziikségilink
volt az eljaras tovabbi optimalizalasara és az antitestek ALPHA-gyongyokhoz torténd
immobilizalasara. Mivel a gyakorlatban elterjedt dextran-aldehiddel boritott gyongy
alkalmazdsa nem vezetett eredményre, laboratériumunkban 1j, altalanosan alkalmazhato
modszert dolgoztunk ki. Az eljaras soran az antitesteket Protein A-n keresztiil DMP-vel
kapcsoltuk kovalensen a gyongyokhoz, igy biztositva a cTnl-antitestek megfelel6
gyongyokkel vald helyettesitésével ¢és a méréshez felhasznalt puffer optimalis
Osszetételének meghatarozasat kovetden rendszeriinket alkalmasséd tettiik arra, hogy
human szérummal is elvégezziik a kisérleteket. Az ALPHA-mérések eredményei
Spiegelmeriinkkel a troponin I specifikus, szendvics elrendezésben torténd detektalasa
is megvalosithato.

Eredményeink szerint a kivalasztott Spiegelmerrel a cTnl monomer és az [-T-C
komplex egyarant detektalhatd komplex biologia kozegben. A troponin I fehérje
kiilonb6z6 formainak mérésekor tapasztalt eltérések ravilagitanak az egységesen,
referenciamintaként alkalmazhato troponin I standard hianyara és ebbdl fakadoéan a
troponin 1 detektalasi eljarasok standardizalasanak nehézségeire. A jelenleg
forgalmazott, troponin I meghatarozasara alkalmas diagnosztikai rendszerekben ugyanis
eltéré epitopokra specifikus antitesteket és kiilonboz6 tipusu troponin standard-eket
hasznalnak. Kovetkezésképp a meghatarozas modjatol és a késziilék tipusatol fiiggden
az eredmények interpretalasdhoz sziikséges kiiszobértékek kozt is eltérés tapasztalhato,
ami az eredmények félreértelmezésehez vezethet, és megneheziti a klinikusok

dontéshozatalat. Ezt kikiiszobolendd néhany évvel ezeldtt tobb nemzetkdzi szervezet
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egylittesen olyan referenciaanyag létrehozasat tiizte ki célul, melynek alkalmazasa
lehetdséget teremtene a mérések egységesitésére. A troponin I standard kivalasztasa
ugyanakkor a fehérje heterogenitdsabol adédoan igen nagy kihivast jelent. Christenson
¢s munkatarsai 10 kiilonb6z6 referencia-jeldltet vizsgaltak, melyek koziil a troponin I-
T-C-komplex forméi bizonyultak a legmegfelelobbnek, mig a monomer ¢és az IC
komplex a rangsor végén helyezkedett el [160]. Az 0sszehasonlitd tanulmany
eredményei alapjan kivalasztott SRM2921 elnevezésii troponinkomplex késobb
mégsem valtotta be a hozza fiizott reményeket, a forgalomban 1évé rendszerek mintegy
felével nem volt kompatibilis, igy a laboratoriumi diagnosztikaban alkalmazott cTnl
mérések harmonizalasara még napjainkig sem keriilt sor. A troponin | standard
hianyaban az eljarasok egységesitésével kapcsolatos problémak megoldasara az
oligonukleotidreceptorok fejlesztése jelenthet alternativat, mivel a megfelelé epitopok
kivalasztasa, az interferald molekulakra torténd kontraszelekcid és a szelekcid
koriilményeinek megvalasztasa egyarant jol definialt tulajdonsagokkal rendelkezd
felismerd molekuldk eldallitasara ad lehetdséget. Nem elhanyagolhaté szempont az sem,
hogy az antitestekkel ellentétben az oligonukleotidok mindig azonos mindségben,
koltséghatékonyabban szintetizalhatok, és kiemelkedd stabilitdssal rendelkeznek. Ezért
varhatéan a megfeleld érzékenységli, aptameralapu detektaldsi eljarasok fejlesztése
lehetdséget teremt az oligonukleotidok széles korti alkalmazasara.

Laboratoriumunk hosszutava célkitiizései kozt egy kizardlag oligonukleotid
receptorokon alapuld diagnosztikai eljaras kidolgozasa szerepel, ezért a késObbiekben
az alkalmazott antitest felismerdhelyével atfed6 doménre terveziink tjabb
Spiegelmereket szelektalni. Tovabbi munkank soran ezeket a fehérje C-terminalisdhoz
Spiegelmerekkel parban a cTnl gyors és érzékeny meghatrozasat lehetdvé tevd

mikrofluidikai rendszerben szeretnénk felhasznalni.
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6. Kovetkeztetések

Munkénk sordn az oligomerek diagnosztikai cé¢li felhasznalasat szem el6tt tartva human
cTnl fehérjére specifikus Spiegelmerek eldallitasat thztiik ki célul. Eredményeink

alapjan az alabbi megallapitasokat tehetjiik:

1. A megfelelé epitdop kivalasztasaval human fehérjéhez nagy affinitassal ko6t6do
nukleazrezisztens oligomerek hozhatok 1étre. Az eljaras sikerességét bizonyitja,
hogy a Spiegelmerek a troponin I-monomert és a heterotrimer I-T-C-komplexet
egyarant felismerik. Az SPRi analizis alapjan szamitott disszociacios konstansok
értékei a nanomolos tartomanyba esnek, igy a diagnosztikaban jelenleg
alkalmazott antitestekéhez hasonl6 affinitassal rendelkeznek.

2. A laboratoriumunkban kidolgozott reverz modszerrel a szekvencidk elésziirése a
nagyszdmu L-oligomer koltséges szintézise nélkiil 1is megvaldsithato.
Eredményeink igazoltak, hogy a szelekcido soran felhasznalt D-peptid és a
szelektalt D-oligomerek kolcsonhatasanak — vizsgalata lehet6séget ad a
legigéretesebb Spiegelmer jeldltek kivalasztasara.

3. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy nem sziikségszerlien a szelektalt
konyvtarban legtobb kdpiaban eléforduléd oligomerek rendelkeznek a legnagyobb
affinitassal.

4. Az elddllitott szintetikus receptorok megfeleld szelektivitassal rendelkeznek,
mivel kiilonbséget tudnak tenni a troponin | fehérjék kozeli homologjai kozott,
tovabba a troponinokhoz hasonléan magas pl-vel rendelkezd fehérjéhez, a
lizozimhez sem kotédnek.

5. A szelektalt Spiegelmerek egyik eldnyds tulajdonsagaként kiemelhetd, hogy
komplex kozegben is megdrzik szelektivitdsukat, amit igazolnak a buzacsira
fehérjekivonatban, illetve vérszérumban kivitelezett méréseink.

6. A vizsgalt Spiegelmer szendvics tipusi rendszerben, egy masik felismerd
molekulaval parban is alkalmas a kardidlis troponin I human szérumbol torténd
Kimutatasara, igy receptorként szolgalhat a laboratoriumunkban fejlesztés alatt

allo, teljesen Spiegelmer alapu cTnl kimutatasi eljarasnak.
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1. Osszefoglalas

A szivmarkerek kimutatdsa és mennyiségi meghatarozdsa a szivet illetve a
keringést érintd korképek diagnosztikdja soran kiemelkedd fontossaggal bir. A troponin
I és T fehérjék megemelkedett szintje a vérben a szivizom-kdarosodas rendkiviil
specifikus indikatora, ezért koncentraciojuk immunanalitikai modszerekkel torténd
meghatdrozasa napjainkban a miokardialis infarktus gyors és érzékeny diagnosztizalasat
teszi lehetévé. Az elmualt években bebizonyosodott, hogy rovid, egyszali
oligonukleotidok is képesek szelektiven, nagy affinitdssal célmolekuldikhoz kotddni,
igy megfeleld alternativai lehetnek az antitesteknek. Szdmos elényos tulajdonsaggal
rendelkeznek, tobbek kozt in vitro modszerekkel szelektalhatok, kémiai uton
eloallithatok, mindemellett fizikai illetve kémiai hatasokkal szemben rendkiviil
ellenalléak. Enzimatikus hatdsra azonban konnyen degradalédhatnak, ami jelentdsen
korlatozhatja alkalmazhatésagukat biologiai kozegekben. A  nukledzrezisztens
oligonukleotidok eldallitasara az un. Spiegelmerek szintézise jelenthet alternativat. Ezek
az L-nukleotidokbdl felépiilé oligomerek szerkezetiiknek kdszonhetden kiemelkedd
stabilitassal rendelkeznek, és ellenalldak a nukleolitikus hasitassal szemben. Jelenleg
tobb igéretes Spiegelmer tipust gyogyszerjelolt a klinikai kisérletek fazisdban van.
Figyelembe véve ezen molekulatipusok kedvezd tulajdonsdgait, munkdnk soran
kardialis troponin I-t specifikusan felismer6 Spiegelmerek elballitasat tiztiik ki célul.
Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a peptidepitopok racionalis kivalasztasaval és
a Spiegelmer-jeloltek nagy ateresztOképességli tesztelésével human fehérjéhez
szelektiven kotddd L-oligomerek azonosithatok. Annak érdekében, hogy elkertiljiik a
nagyszamu jelolt koltséges kémiai szintézisét, egy eldszlirési lépést iktattunk be,
amelynek soran a D-peptid és a D-oligomerek kolcsonhatdsat vizsgaltuk. Annak
bizonyitasara, hogy a Spiegelmer szendvics tipusu rendszerben, egy masik receptor
molekulaval parban is felismeri a cTnl-t, homogén tipusti mérési eljarast fejlesztettiink.
Eredményeink igazoltdk, hogy a kivalasztott Spiegelmer komplex matrixban, a
vérszérumban is képes a pM-0s koncentracioban jelenlévd cTnl-fehérje kiilonbozo
formaihoz szelektiven kotddni, igy idealis receptormolekula lehet a diagnosztikai

rendszerekben.
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8. Summary

The determination and quantification of cardiac biomarkers in blood are crucial
in the triage and management of a range of heart and circulation related conditions. The
elevated troponin levels are highly specific for cardiac injury thus various antibody
based systems have been developed for fast and sensitive detection of myocardial
infarction. In the recent years, antibodies have been rivalled by appearance of short
single-stranded oligonucleotides with highly discriminative molecular recognition and
binding capacity. These relatively small molecules are superior to antibodies in many
ways; they are in vitro selected, chemically synthesized and insensitive to chemical and
physical agents. However, their application is hampered by their susceptibility to
enzymatic degradation. Spiegelmers are artificial oligonucleotides named for being a
mirror image of natural D-oligonucleotides. Due to their L-nucleotides, they are highly
resistant to nuclease degradation and currently being tested in clinical trials as potential
drugs. Considering their advantages, we aimed at producing the first human cardiac
troponin | (cTnl) specific Spiegelmers to provide alternative receptors for biosensor
development. Our results suggest that protein selective L-oligonucleotides can be
effectively selected by rational identification of protein epitopes and high-throughput
screening of isolated candidates. To avoid the synthesis of each Spiegelmer candidate,
we introduced a prescreening step with a reverse approach to identify the most
promising Spiegelmers. The obtained results demonstrate that the Spiegelmer can
ensure the required selectivity and can detect various forms of cTnl at physiologically
relevant low pM concentrations even in such a complex protein matrix as blood serum.
In order to test applicability of the selected Spiegelmer in sandwich ELISA based
assays, we developed an Amplified Luminescent Proximity Homogenous Assay
(ALPHA) using our receptor and a commercial cTnl selective antibody. The presented
results underscore the applicability of Spiegelmers as diagnostic receptors; hence, it
could pave the way for the development of oligonucleotide-based, biomarker detecting

devices.
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1. abra: A variabilis szakaszok dsszehasonlité analizisének eredménye.
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2. abra: Hemoglobin abszorpcios spektruma.
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3. abra: ALPHAScreen és ALPHALisa gyongyok emissziés spektruma.

50000 -~
340000 .
% 30000 - B Kazeines puffer
E 20000 - = PBS
g 10000 - Zselatinos puffer
0 -

5nM 1nM O0nM
cTnl  cTnl  cTnl

4. abra: Pufferosszetétel hatasanak vizsgalata az ALPHALisa rendszerben.
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