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Roviditések jegyzéke

6xHis hat hisztidinbdl all6 hexapeptid jelolés

Al autoinduktor (AutoInducer)

Agl/ll Antigen I/II

ALPHA jelerdsitett homogén tavolsdg moduldlt lumineszcens vizsgalat

(Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay)

APS ammonium-perszulfat

ASB mesterséges nyalpuffer (Artificial Saliva Buffer)

ATP adenozin-5’-trifoszfat

BFM biofilmképzd tapoldat (Biofilm Forming Medium)

BHI agy-sziv kivonat (Brain Heart Infusion)

BLI bioréteg interferometria (BioLayer Interferometry)

bp bazispar

BSA szarvasmarha szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

cps masodperc alatt detektalt jel (counts per second)

dNTP dezoxinukleotid-trifoszfat

DNS dezoxiribonukleinsav (DNA)

DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav (EthyleneDiamine Tetraacetic Acid)

EMA Eurdépai Gyogyszeriigynokség (European Medicines Agency)

EPS extracelullaris polimer alkotok (Extracellular Polymeric Substances)

FDA Egyesiilt Allamok Elelmiszer-, és Gyogyszeriigyi Hivatala
(Food and Drug Administration)

FITC fluoreszcein-izotiocianat

GbpC gliikank6td fehérje C (Glucan-binding protein C)

AGbpC gliikdnk6td fehérje C hidnyos (deficient Glucan-binding protein C)

ka asszociacios sebességi allando

kq disszociacids sebességi allandod
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N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin

olvadasi homérséklet

érfal-hamsejt novekedési faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)



1. Bevezetés

Korunk egyik, ha nem a leggyorsabban fejlédd ¢€lettudoméanya a molekularis
biologia. Az ¢€l0 rendszerek egyre mélyebb, molekuldris szinti megismerése ¢€s
mikodésiik megértése évrdl évre olyan tudomanyos attdrések megsziiletéséhez jarul
hozza, amelyek megoldasként szolgalhatnak mind globalis problémdink, mind
individualis betegségeink orvoslasara. Az alapkutatdsokbdl szarmazd ismereteink
adaptalasa lehetOséget ad, hogy egy vilagméretli pandémia megfékezése, az €lovilag
diverzitdsdnak meg0rzése, vagy az egyre novekvd élelmezési és egészségiigyi jolét
igényének kiszolgalasa jelentds forrasok raforditasaval ugyan, de megvaldsithato legyen.

Akarcsak az 0sszetett eukaridta €l61ények, a prokariotak is a mindennapi talélésért
kiizdenek a sajat evolucids fejlddésiik alatt felhalmozott ismereteik alkalmazasaval. A
legtobb egysejtii képes dnmaga ¢és kdzvetlen kdrnyezete szdmara kialakitani egy valtozo
koriilményeknek is ellenalld, védett miliét, amiben fenntarthaté modon biztositottak az
¢letben maradashoz sziikséges feltételek. Ezek a mikroorganizmusok a kozdsség erejét
felismerve tarsulasokban alakitjak ki védett strukturaikat, amiket biofilmeknek neveziink.
A biofilmet alkot6 kulturdk a maguk kiterjedt eszkoztaraval részt vesznek szamos human
betegség kialakulasaban, amik ujabb megoldast kivannak.

Abiofilmek képzddésének gatlasaval kozelebb kertilhetiink ezen kihivas hatékony
lekiizdéséhez, mi tobb megeldézéséhez. A nagy felbontasti mikroszkopos technikak
terjedésével képet kaphattunk arrél, milyen szerkezeti elemek épitik fel ezeket a
struktirakat, tovabba modern analitikai és molekularis genetikai vizsgalatok segitségével
azonosithatova valtak egyes molekulak funkci6i, amik célpontjaként szolgalhatnak
biofilmgatld torekvéseinknek. Az Gjgeneracids antibiotikumokon tal igény mutatkozik
egyéb innovativ antimikrobialis stratégidk kifejlesztésére is, amelyek specifikus gatlason
keresztiil mérséklik a biofilmképzddést. Ehhez nytjthatnak segitséget az aptamerek, amik
sajatos térszerkezettel rendelkezd egyszalu oligonukleotidok 1évén képesek gyakorlatilag
barmilyen célmolekula specifikus megkotésére, azok funkcidjanak gatlasara.
Alkalmazéasuk lehetéséget teremt ujabb, eddig meg nem oldott terapids eljarasok
kidolgozasara, ezaltal hozzédjarulva a molekuléris biologia orvostudoméanyokban is

hasznosithat6 tovabb viragzasahoz.



1.1. Aptamerek

1.1.1. Aptamerek felfedezése

Az 1990-es évek hajnalan két, egymastol fiiggetleniil miikodd kutatoparos olyan
rovid, egyszali RNS molekulak eldallitasat irta le — egy honapos kiilonbséggel —, amelyek
specifikusan, nagy affinitassal kotédnek egy valasztott célmolekulahoz. Az egyik paros
(Tuerk és Gold) a T4 bakteriofag DNS-polimerazat (gp43) valasztotta célpontnak, és erre
hajtott végre egy szisztematikus RNS-szelekcidt. A gp43 elfedi az 6t kodol6 mRNS
A szabdlyozas mélyebb tanulmanyozisa érdekében egy véletlen bdazissorrendi
oktanukleotid-hurkot tartalmazd egyszali RNS-konyvtarat hoztak Iétre, amibdl a
szelekcids folyamat eredményeként a vad tipust szekvencidhoz képest kozel kétszer
nagyobb affinitassal (Kp= 17 nM) rendelkez0 alternativ RNS molekulat sikertilt izolalni.
Ezzel demonstraltdk, hogy egy random bazissorrendli RNS-gyiijteménybdl hamar
azonosithatok a fehérjéhez jol kotddd nukleinsav szekvencidk. Vizidjuk szerint,
modszeriik altalanosan alkalmazhaté barmilyen célmolekuldra. A moddszert az angol
Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment-nek, vagy réviden SELEX-
nek nevezték el [1].

A masik szerzoparos (Ellington és Szostak) szerves kismolekuldkra végzett
hasonl6 RNS-szelekciot. Céljuk az volt, hogy kisérleteik révén jobban megértsék a korai
¢let keletkezését alakito katalitikus makromolekuldk fejlédését. Ehhez hat kiilonb6z6
festékalkotd molekulat valasztottak, amelyek egy sor metabolikus enzim kofaktorat
imitaltak és szerkezetiikbél adoddéan mind hidrogénkdtéseket, mind van der Waals-
kolcsonhatasokat tudtak kialakitani az RNS-ekkel. A festékmolekulakat agardz
gyongyokhoz kapcsoltak, és hat kiilonbozd affinitasoszlopba toltétték, amire kiilon-kiilon
rétegezték a mintegy 10'° egyedi ,,random-mer” szekvencidt tartalmazé szintetikus RNS-
konyvtarat. Mosasi lépéseket kovetéen a célmolekulakrol elualt RNS-eket reverz
transzkriptazzal DNS-sé irtdk 4t és PCR-rel sokszorositottdk, majd in vitro
transzkripcidban visszairtak egyszali RNS-s¢, hogy a kot szekvencidk mennyisége
feldisuljon a kdvetkez6 ciklushoz. Tovabbi 6t ciklus utdn azt figyelték meg, hogy az igy
nyert RNS molekuldknak tobb, mint 50%-a kdtédott az egyes oszlopok toltetéhez, ami a
kiindulési 0,1%-hoz képest a specifikus szekvenciak szamottevo dusuldsara utalt. Egyes

eluciok a hasonld kémiai szerkezettel rendelkezd festékmolekulakat is meg tudtak



kiilonboztetni egymastdl, amivel bebizonyosodott, hogy nagy diverzitdsui random
nukleinsav konyvtarbol sikerrel szelektalhatok specifikusan illeszkedd részecskék. A
szerzOk az izolalt egyedi szekvencidk megnevezésére az aptus (latin: illeszkedni) és
meros (gorog: részecske) szavak Osszevonasabol az aptamer fogalmat vezették be, ami a
mai napig hasznalatos a tudomanyos vilagban [2].

Erdekesség, hogy egy évtizeddel késdbb mér tobb tucat kismolekulara — kiilonféle
aminosavakra, nukleotid szarmazékokra €s antibiotikumokra — fejlesztettek specifikus
aptamereket, amik egyre szélesebb kutatoi kornek adtak 0j felfedezésekre lehetdséget.
specifikus, fehérjefiiggetlen metabolit-megkotés torténik, ami az mRNS térszerkezetét
megvaltoztatva gatolja a transzlacid inicidciodjat, igy a riboszoma Osszeszerelddését és a
kédolt kobalamin (Bi2-vitamin) transzporter kifejez0dését. Metabolitokon tul
intracellularis hirvivé molekulakrol is kimutattak, hogy az mRNS-hez kotésen keresztiil
olyan bakterialis gének kifejezését képesek befolyasolni, amik alapvetd sejtfolyamatok,
motilis és biofilmképzd életmddok szabalyozasat teszik lehetévé [3—5]. Mindezen
eredmények ramutattak arra, hogy a természetben eléforduld ribonukleinsav-kapcsolok
(riboswitch-ek) az aptamerekre jellemz6 modon dinamikus térszerkezetiikkel

specifikusan és nagy érzékenységgel képesek felismerni célmolekuldjukat.

1.1.2. Aptamerek szelekcidoja, SELEX-ek tipusai

Az aptamerkutatdsban idejekoran az a szemléletformalo elgondolés sziiletett, ami
szerint a tradiciondlis ribonukleinsav szelekciok mellett dezoxiribonukleinsav
konyvtarbol is izoldlhatoak lehetnek specifikus aptamermolekuldk [6]. A hipotézis
igazolasahoz DNS-konyvtar alkalmazasaval is megismételték a festékalkotd szerves
molekulakra végrehajtott szelekcidt. Tették ezt annak reményében, hogy a DNS-ek
hasznalataval az RNS-eknél stabilabb, nagyobb farmakologiai potenciallal biro
molekulakat fejleszthessenek. A kordbbi tanulméanyban bemutatotthoz hasonloan,
koriilbeliil 2-3x10'? egyedi szekvenciat tartalmazo szintetikus DNS-konyvtarbol indultak
ki. Az egyszalt DNS szekvencidkban véletlen sorrendben kdvette egymast 120
természetes dezoxinukleotid, amely szakaszt az amplifikaciot eldsegitendd két ismert

primerrégié hatarolt. A célmolekulaval torténd inkubalast és mosasokat magas

crer



majd a tolteten rogzitett célmolekuldkra kotddott aptamereket vizzel elualtak. A kapott
eluciok nukleinsavtartalmat toményitették és az egyes DNS-aptamereket aszimmetrikus
PCR-ben sokszorositottak, aminek az egyszali termékét a kovetkezo szelekciods ciklusban
tudtak felhasznalni kiinduldsi konyvtarként (1. abra). Az amplifikdcios 1épésen kiviil
ujitas volt még a ciklusok koz¢ beiktatott negativ szelekcids 1épés, aminek alkalmazasaval
a toltet anyagahoz kotddd nem-specifikus aptamerek nagyrészt kisziirddtek, ezaltal
jelentdsen gyarapodott a specifikus DNS szekvencidk aranya, igy javult a szelekcid
hatékonysaga. A SELEX végeztével az ellendrzés soran megallapitottdk, hogy az izolalt
egyszalu DNS aptamerek affinitdsa nem csak a szekvenciatol, hanem a nukleinsav kémiai
Osszetételétol is fiigg, ugyanis az RNS atiratok — szemben a DNS oligonukleotidikkal —
nem mutattak jelentds kotddést az oszlopok toltetére konjugélt célmolekuldk irant. A
specifikus szekvencidk elemzése felderitett tovabba egy konszenzus hurokkal rendelkezd
hajt-struktarat is, amellyel rendelkez6 DNS-aptamer variansok négy-6tszoros

affinitasndvekedést mutattak az azzal nem rendelkezokhoz képest [6,7].

primer randomrégio primer
/\
r B!
kétszalu és egyszalu <
DNS
Cs
oszlopos A-PCR

frakcionalas

i
kimosott £ elualt
nem kot6dé kotodé DNS
DNS -

1. abra: Az els6é DNS aptamerszelekcié sematikus abrajanak reprodukcioja [6] alapjan.

Az eldbbiekben részletezett forradalmi DNS aptamerszelekcio folyamata
logikéjaban és Iépéseiben alapul szolgél valamennyi azota kivitelezett nukleinsav SELEX

tipusnak (1. tablazat). A modern szelekcids stratégidk hasznalatdval mdra rengeteg
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szervetlen és szerves molekulatipusra kinalkozik elérhetd aptamer, legyen az akar
fémkation, szerves kismolekula, nukleotid, enzimkofaktor, antibiotikum, nukleinsav,
aminosav, szénhidrat, fehérje, toxin, virus, prokariota vagy eukariota sejt [8]. Az Aptagen
biotechnologiai cég gondozasaban elérhetdé Apta-Index internetes adatbéazisban
lehetdséglink van érdeklédésiinknek megfeleld, publikalt aptamerekre rdkeresni és
tulajdonsdgaik kozott bongészni [9]. A leggyakoribb célmolekuldk tipikusan fehérjék,
amiket a kismolekuldk ¢és a sejtek kovetnek. Az aptamerszelekcid tobb eldretervezett
1épést igénylo folyamat, amelynek sikeres kivitelezéséhez szamos szelekcids paramétert
kell optimalis értéken tartani [10—12]. Habar standardizalt SELEX protokoll a szelekcios
célmolekuldk és a felhasznalasi koriilmények sokszinlisége miatt nem all a kutatok
rendelkezésére, az elmult években felhalmozott publikalt tapasztalatok és a Nemzetkozi
aptamerszelekciok egységesitésére olyan torekvések, amelyek elésegithetik a
megbizhatéan miikodo aptamerek azonositasat [13—16].

Béarmilyen célmolekula keriil is kivalasztasra, a szelekcid sikerét alapjaban
meghatarozza, hogy a kiindulési aptamerkonyvtarat kelléen sokféle egyedi szekvencia
alkossa, amit a randomrégioé hossza és a konyvtar kémiai Osszetétele hatiroz meg. A
szintetizalt aptamerkonyvtarak kozponti randomrégidja a szakirodalom szerint 8 és 200
nukleotid kozott valtoznak, de atlagosan 20-80 nukleotid hosszuak, amit egy-egy 18-25
nukleotidbdl 4ll6 primerrégié hatarol az 5°-, és 3°-végeken. A természetes nukleotidokat
kiegészithetik modositott nukleotidok, modositott foszfat-, vagy cukoregységek, amik
hatassal vannak mind a célmolekulaval kialakitott kdlcsonhatasokra, mind az aptamerek
stabilitasara. Ugyancsak dontd fontossagu a funkcionalis aptamerek eldallitasahoz a
szelekcidspuffer Osszetételének koriiltekintd, prospektiv megvalasztasa. A célmolekula
reakciokészségétdl és az aptamer jovobeni alkalmazéasatol fiiggéen mérlegelendd a
konvencionalis fizioldgias pufferek, tigymint a Tris, a HEPES és a PBS, illetve a
kereskedelmi forgalomban elérhetd egyszeri vagy Osszetettebb komplex tapoldatok,
tovabba a mesterséges bioldgiai fluidumok hasznédlata, amik a legélethlibb és
legreprodukalhatébb kornyezetet biztosithatjdk a szelekcidhoz, valamint az azt kovetd
karakterizalasi mérésekhez. A fémkationok jelenléte jelentds hatdssal van az aptamerek

crer

tul magas pozitiv ion koncentraci6 elfedheti a cukor-foszfodiészterek negativ toltését,

11


https://www.aptagen.com/apta-index/
http://aptamersociety.org/

ennél fogva gyengiti a célmolekulaval kialakul6 elektrosztatikus kolcsonhatasokat.
Hasonloképpen sarkalatos pont a kdlcsonhato partnerek és a felhasznélas szempontjabol
optimalis pH megvalasztasa, hiszen a célmolekula 0ssztoltését legtobb esetben
meghatarozza a kornyezd hidrogénionkoncentracio. Relevans metabolitok, valamint
kompetitor molekulak hozzdadasaval és egyre rovidild, relevans hdémérsékleten
végrehajtott inkubacios idokkel biztosithatdé a valos funkciondlis kdrnyezet, amiben
ténylegesen a tervezett alkalmazasi kozegiikben specifikus aptamerek érvényesiilnek. A
célmolekula tipusatol fiiggéen megfontolanddo a kotddd és nem-k&tddd aptamerek
hatékony elvélasztdsanak modja. Ehhez a szelekcid soran célszerli membranra vagy
tenyésztd edény feliiletére, affinitdsoszlop toltetéhez, funkcionalizalt magneses
affinitasgyongyokhoz kotni a célmolekulat. Elégtelen szeparacids 1épés kovetkeztében
visszamaradhatnak ¢és sokszorozodhatnak a konnyen amplifikdlodd aspecifikus
szekvenciak, ezzel rontva a szelekcids hatékonysagot. A szelekcid hatékonysagat és az
aptamerek specifikussagat minden esetben ajanlott a célmolekulahoz hasonl6 ,,negativ”,
illetve kontra-szelekcios célmolekuldkat magaban foglalé 1épéssel novelni.

DNS aptamerszelekcid esetén a ciklusok végeztével a célmolekularol elualt
szekvenciak dusit6 PCR-ben keriilnek sokszorositdsra, majd a kovetkezd ciklushoz a
kettosszali termékeket egyszalusitani szlikséges. Az egyszalusitas eléréséhez az
egyenldtlen primer mennyiségeket hasznalo aszimmetrikus PCR-eken kiviil elterjedt még
a A-exonukleazzal torténd kezelés és a kettdsszal alkalikus denaturdldsa, melyek
hatékonyséaga valtozé lehet [17,18]. A A-exonukledz szdmara a reverz primer 5’-végén
elhelyezett foszfat-modositds indikatorként jelzi az elemésztendd szalat, amit 5°—3’
iranyban, mérsékelt hibaszazalé¢kkal hidrolizal egyszalu forward szalla az enzim [19-21].
Aktivitasat csorbitja a PCR keverékben fel nem hasznalt primerek, dNTP-ok és
melléktermékek jelenléte, ezért a kezelés eldtt az amplifikalt termékek tisztitdsa ajanlott
[22]. Felhasznaloi oldalrol valamelyest egyszeriibb a duplaszala PCR termékek alkalikus
denaturaldsa. Ekkor a PCR keveréket a reverz szal 5’-végén taldlhato biotinjeldlésen
keresztiil sztreptavidinnel boritott magneses affinitdsgyongyokhoz kapcsoljuk, majd a két
szal kozotti hidrogénkotéseket natrium-hidroxiddal megbontjuk és az elvald forward
szélat izolaljuk. Hatranyai az alkalikus denaturalasnak, hogy a lugkoncentracié és a
kezelési 1d6 optimalizalandok, gondoskodni kell a denaturalt szalat tartalmaz6 oldat

kozombositésérol, tovabba a kolcsonhatasokban eldszeretettel hasznélt biotinjeldlést a
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forward szal nem, csak a reverz szal terminalisa hordozhatja. Az atlagosan 8-15 ciklusos
aptamerszelekcio 1épései soran Ohatatlanul fellépd emberi hibafaktort kikiiszobdlendd
automatizalt eljarasok mar része a teriilet vivmanyainak. Elére programozott robotok
segitségével felgyorsithatova és reprodukalhatova valtak a SELEX-ek, tovabba az
ugyanazon célpontra parhuzamosan végzett szelekcidokkal lehetéség nyilt az egyes
szelekcids paraméterek kotd szekvencidk aranyara gyakorolt hatasanak vizsgdlatara
[23,24].

A ciklusok ¢és a SELEX végén a szelekcio eldrehaladtat, vagyis azt, hogy az
aptamerkOnyvtarakban a specifikus aptamerek duasultak, ellendrizni sziikséges.
Napjainkban egyre konnyebben elérhetd az ujgeneracids szekvenalas lehetdsége, ami a
hagyomanyos né¢hany tiz aptameres vizsgéalatot nagysagrendekkel tulszérnyalva a teljes
szelekcios folyamat 1épéseibdl szarmazd tobb millids szekvencielemzést tesznek
monitorozhatova [25-27]. A szelekcios 1épések kiértékelésébol szarmazo legfontosabb
informaciok a konyvtar jelenlétén til a visszamaradt egyedi szekvenciasorrendek, a
szekvencidk diverzitdsanak ciklusok kozti valtozasa és a kotédésben potencialisan

résztvevo szekvenciamotivumok megjelenése.

1. tablazat: Fontosabb SELEX valtozatok jellemzdi [8,28] alapjan.

SELEX . z
i Jellemzok Megjelenés
tipusa
Ennek soran a jelenlévé nem kivant anyagokra, hordozokra
Negative . -y . . - 1992
torténik ellenszelekcio, ezaltal az aspecifikus szekvencidk
SELEX | . ., o [6]
kizarodnak az aptamerkonyvtarbol.
A célmolekulanak szerkezeti analdgja, homoldg variansa ellen
Counter . . . AR T . 1994
végrehajtott negativ szelekcios 1épést tartalmazo eljaras, amivel
SELEX L, , o [29]
biztosithato a nagyfoku szelektivitas.
' A célmolekula enantiomerjére torténik D-nukleinsav szelekcio,
Sp legel'mer majd az L-nukleinsav szintézisével az eredeti nativ targetre 1996
technika ) , . [30]
specifikus nukleaz-rezisztens L-aptamereket kapunk.
Két aptamerszelekciot végeznek két célpontra, majd az atlapolod
Chimeric . , [ . 1998
primerszakaszok mentén egyesitik a szekvencidkat, hogy
SELEX | .. - . [31]
bifunkcios aptamereket nyerjenek.
Crossover | A modszer soran célpontként mind a tisztitott fehérjéket, mind az 2001
SELEX | azonos fehérjét a felsziniikon expresszalo sejteket hasznaljak. [32]
Az aptamerszelekcio tSbb, hasonld szerkezetii célmolekula-
Toggle . 1 - . o g 2001
analog (pl. peptid és fehérje) valtogatasaval torténik, hogy az
SELEX , . . . e [33]
aptamer szélesebb ligand felismeréssel miikodhessen.
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Komplex struktardk, ugymint virusok vagy sejtek ellen

SEEZX végrehajtott szelekcid, amiben a célmolekula ismeretlen, am a 2[22]3
SELEX-et kovetden tomegspektrometriaval felderithetd.
Primerrégio nélkiili aptamerszelekciot tesz lehetévé. Az
Tailored amplifikacidhoz a primereket a randomrégiohoz ligaljak, azutan 2003
SELEX . [35]

lehasitjak, igy elérhetd az aptamer hosszanak minimalizalasa.

A célmolekulat magneses affinitadsgyongyok feliiletére
FluMag | immobilizaljak, ezzel megkdnnyitve és felgyorsitva a mosasi €s | 2003-2005
SELEX | szeparacios lépéseket. Nem utolsé sorban, igy csokkenthetd a [36,37]
felhasznalandé célmolekula mennyisége.

Aramlasi citométer beiktatasaval azok a fluoreszcens aptamerck

FACS . . qr - . 2010
valaszthatok el, amelyek az ¢él6 szuszpenzidés vagy primer

SELEX o o [38]
célsejtekhez kotddtek.
Kiilonlegessége, hogy a célmolekula helyett az aptamerkonyvtar

Capture . . Ly . : 2005-2012
van a magneses gyongyok feliiletére kotve. Igy a nehezen vagy

SELEX B P - P [39,40]
nem-kikothetd kismolekulakra torténd szelekcio megvaldsithato.
A szelekcios konyvtar a primerrégiok mellett tartalmaz még

Motif tovabbi térszerkezet-javitd konszenzus szekvenciakat, amik 2025

SELEX ; [41]

lehet6vé teszik a megndvelt affinitast aptamerek izolalasat.

1.1.3. Aptamerek molekularis szerkezete

Az aptamer kifejezést az egyszalu specifikus oligonukleotidokra hasznaljuk, de
fontos megjegyezni, hogy a valdsagban ezek a molekuldk tobbnyire nem lineérisak,
hanem jellegzetes masodlagos és harmadlagos strukturakba rendezddnek. A komplex
struktarakat a klasszikus Watson-Crick bazisparosodasi szabalyok mellett kevésbé
szokvanyos nukleinsav formak is alakitjak (2. abra). A Hoogsteen bazisparosodasi
elmélet szerint a pentdzhoz N-glikozid-kotéssel kapcesolt purin bazisok a kedvezdbb anti-
konformaciotol (kifelé nézd) eltérd syn-helyzetben (befelé fordulva) is allhatnak, ezaltal
az adenin és guanin N1-es atomjai helyett a N7-es atomjai toltik be a H-akceptor szerepét
[42]. A jelenség kovetkeztében egymastol néhany nukleotid kdzbeékelésével elvalasztott
guaninban gazdag régidk egyértékll kation jelenlétében G-quadruplexeket alkothatnak,
amik stabil méasodlagos szerkezetet adnak megannyi aptamernek [43,44] és é161ényekben,
fiziologidsan is fellelhetd nukleinsav strukturanak [45]. Az aptamerek sajatos
térszerkezetének gyakori 0sszetevoi még a valtozo hosszusagl hajtli elemek, a lanckdzi
dudorok és a pszeudocsomok, amiknek a kialakuldsat megszabja az aptamer els6dleges
szerkezete, a kdzeg Osszetétele és hdmérséklete, valamint a célmolekula jelenléte [46—

48].
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belso pszeudo-
hurok csomo

G-quadruplex

2. abra: Az aptamerek térszerkezetében megjelend jellegzetes elemek [48] alapjan.

A fent vazolt ©6nalld szerkezettel bird aptamerek funkcionalis formajukat
dinamikusan képesek kialakitani, igy az enzim-szubsztrat vagy antitest-antigén
kapcsolodasokhoz képest rugalmasabb illeszkedéssel kapcsolédnak célmolekulajukhoz.
A valtozékony, de mégis stabil szerkezetbdl ad6do célmolekulakotésre nevezetes példa
az ATP-koté aptamer [49]. A 25 nukleotidbol felépiild DNS térszerkezetét két G-kvartett
alapozza meg, amit két révid komplementer szakasz tovabb stabilizal, és egy ATP-
specifikus kotézsebet 1étrehozva alkalmassé teszi az aptamert a szelektiv megkotésre
[49,50]. Az aptamerek flexibilis térszerkezetvaltozasa tette lehetdvé ezenfeliil azt is, hogy
¢lelmiszer-szennyezd ochratoxinokat megkiilonboztetni képes DNS aptamereket
azonositsanak jelolésmentes mérési elrendezésben [51]. Az aptamer-ligand szerkezetek
kialakuldsanak megértését segiti elmélyiteni az az Gsszefoglald, amiben a szelektalt
oligonukleotidok fehérjékkel alkotott komplexeit vizsgaltak [52]. A tanulmany szerint
altalanos érvénytinek latszik, hogy a fehérje-aptamer komplexek kémiai kdlcsonhatasait
elsésorban a fehérjék aptamerkoto feliiletét (epitdpjat) képezd elektropozitiv szegmensek
hatérozzak meg, amik idealis platformot biztositanak a nettd negativ toltésii nukleinsavak
kotéséhez. A foszfodiészter-kotések mellett, ezek a nem kovalens kolcsonhatasok
kialakulhatnak a nukleinsavak bazisainak delokalizalt elektronrendszere és a részben
vagy teljesen pozitiv toltésti aminosav oldallancok (Asn, Gln, Arg, Lys) kozott kation-nt
kolesonhatasokban, illetve kifejezetten ionos kdlcsonhatasra emlékeztetd nukleobazis és
protonalt arginin kozti m-n kdlcsonhatdsokban. A dinamikus struktirat az aptamerek és
mas aminosavak kozotti hidrogén-hidak tovabb stabilizalhatjdk. Ezeket az elméleti

jelenségeket igazolja a kisérletes szerkezetek alapjan modellezett pegaptanib-VEGF!'®
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komplex, amiben a kdlcsonhatast polaros — foként pozitiv — aminosavak koordinaljak (3.
abra). Er0siti az elmélet igazat, hogy az aptamer-fehérje kolcsonhatasok erdsségét
jellemzd egyensulyi disszociacios allando (Kp) értéke korrelaciot mutat a fehérje
Ossztoltésével, igy feltételezhetd, hogy magasabb izoelektromos ponttal rendelkezo
fehérjék esetén alacsonyabb Kp-értéket kapunk fizioldgias koriilmények kozott [25].

A legtobb fehérje fiziologias oldatokban ugyan tdltéssel rendelkezd, szolubilis
format 6lt, tovabb szélesitheti a kialakuld kémiai kolcsonhatasok tarhazat a hidroféb (pl.:
benzil-, naftil-, triptamino-, izobutil-) csoportokat hordoz6 oligonukleotidok alkalmazasa.
Ezek a C5-0s atomjan modositott uridint prezentalé aptamerek (SOMAmer-ek)
intramolekularis ¢€s intermolekuldris hidrofob klasztereket alkotnak, amelyek a
célmolekula specifikus megkotéséért lesznek felelések. Az interleukin-6-ra szelektalt
aptamer szerkezetvizsgalata sordn megfigyelték, hogy az aptamer célmolekulakotd
felszine (paratopja) koriildleli a proinflammatorikus citokint, amiben tizb6l nyolc
modositott nukleotid kozvetleniil részt vesz. A kodlesonhatd benzil-csoportot kondenzalt
aromdas csoportokra cserélve pedig alacsonyabb Kp-t kaptak [53,54]. Ezekkel a
modositdsokkal egyrészt nagysagrendekkel megnovelhetd az aptamerek affinitasa
célmolekuldjuk irant, masrészt a szokatlanul nagy térrészt elfoglalé hidrofob csoportok
miatt azok ellenallobba teheték nukledzokkal szemben [55,56]. Mindezen kedvezo

tulajdonsagaik igéretes felhasznalasi tavlatokat nyitottak az elkdvetkezenddkre nézve.

3. abra: A pegaptanib-VEGF'® aptamer-fehérje komplex modellje. A pegaptanib aptamer
egyedi szerkezetét (a) megvaltoztatva illeszkedik célmolekulajahoz (b), amit az epitopon talalhatd

polaros aminosavak (piros) segitenek el6 [52].

16



1.1.4. Aptamerek in silico vizsgalata

Az aptamerek szelekcidja a SELEX utan az egyes ciklusokban feldusult
szekvencidk elemzésével ¢és az aptamerek karakterizalasaval folytatédik. Ez a
meghatarozo fazis egyfeldl szamitogéppel torténd (in silico) bioinformatikai analizist,
masfeldl kémcesdben végzett (in vitro) kisérletes kdlcsonhatas vizsgalatokat igényel és —
tapasztalataink alapjan — jocskdn id6meghatdrozd szakasza lehet a teljes
aptamerszelekciés folyamatnak.

Az aptamerszekvencidk kis elemszama esetén jo kiindulas, ha a szekvenalasi
eredményeket felhasznélva az egyedi szekvencidk ismétlodését és hasonldsagat vetjiik
Ossze. Kiegészitik ezeket az elsddleges vizsgalatokat azok a szadmitdsos online
alkalmazasok, amelyekkel felderithetOk az aptamerek 6nalld szerkezetelemei [57,58],
ateresztd képességli szekvenaldsi eredmények adatainak kezelésére ¢és 0Osszetett
elemzésekhez ugyancsak hozzaférhetoek kiértékeld programok [60,61], amik pontozd
rendszereket alkalmazva rangsoroljdk az egyes szelekcios ciklusokbol szarmazo
szekvencidk  gyakorisagat, azok Iépések kozotti dusuldasdt, a megjelend
motivumklasztereket, valamint a mdasodlagos szerkezetet jellemzd termodinamikai
paramétereket. Sziikséges bioinfomatikai kapacitds hidnyadban az elemzéseket erre
specializalodott vallalkozasok is elvégezhetik [62].

Merdben 1) fordulatot hozott a molekularis szerkezetek bioinformatikai
modellezése terén az elmult években életre keltett, gépi tanulassal fejlesztett harmadlagos
fehérjestrukturat prediktadlo szerver, az AlphaFold megjelenése [63]. A moddszer
fejlesztdinek célja egy olyan alkalmazas létrehozasa volt, amely a fehérjék szerkezetére
vonatkoz6 fizikai és biologiai ismereteket magaban foglald neuralis haldzati modelljiik
segitségével képes nagy pontossagu fehérjeszerkezet-joslast végrehajtani, minddssze a
felhasznalo6 altal betaplalt aminosav sorrend alapjan. A médszer validalésa soran igazolast
nyert, hogy az algoritmus a klasszikus szerkezetfelderitési kisérletek pontossagaval képes
az addig nem publikalt fehérjeszerkezetek jelentdés részét modellezni [64]. A
fejlesztéseknek kdszonhetden 2024-ben jabb mérfoldkéhoz ért az AlphaFold, mivelhogy
a fehérjek szerkezetmodelljén talmenden tovabbi biomolekuldk kolcsonhatdsanak
predikcigjat is jo hatasfokkal el tudta végezni, ezzel utat engedve az azeldtt soha nem

vizsgalt molekulak komplexének kisérletes méréseket mell6z6 tanulmanyozasanak [65].
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A feltalalok tudomanyos eredményét fémjelzi, hogy munkajukkal elnyerték a 2024. évi
kémai Nobel-dijat [66].

Habar unikalis in silico technikat kapott a kutatotarsadalom az AlphaFold
publikélasaval, a jelenlegi 3-as verzi6 korlatai kovetkeztében nem helyettesitheti, csupan

kiegésziti a szisztematikus kisérletes vizsgalatokat.

1.1.5. Aptamerek in vitro vizsgalata

Az aptamerek felfedezésével parhuzamosan az alkalmazott természettudomanyok
fejlédése megannyi metodikai ujitast hozott magaval, amelyek lehetOséget teremtettek
tobbek kozott az aptamerek és célmolekulajuk kdlesonhatdsanak kvantitativ jellemzésére.
Bar két molekula kotddése azonos koriilmények kozott elméletileg ugyanazzal az
egyensulyi disszociacios allandoval jellemezhetd, a gyakorlat mégis azt mutatja, hogy
szamos tényezd befolyasolhatja a mért kotddést. Ilyen tényezok lehetnek példaul: a
vizsgalandd minték tipusa, mindsége, a valasztott mérétechnika és az ahhoz sziikséges
mintael6készités, a mérési elrendezés, a kezeld személye, vagy akar a laboratorium
felszereltsége [67]. Mindezeket figyelembe véve nem meglepd, hogy kiilonbdzo
allandokat mériink egy adott kdlcsonhatasra, amikkel igy legfeljebb becsiilni tudjuk az
elméleti értéket [67—69]. Eppen ezért ajanlatos minél tobb, eltéré elven alapuld
technikdval vizsgalni a kolcsonhatast, beleértve az aptamer-célmolekula kotddést is.

Jelen dolgozatban hasznalt kdlcsonhatas vizsgalati technikak (lasd: Modszerek
3.3.2.) koziil az ALPHAScreen mérésekben a vizsgalt molekuldkat funkcionalizalt donor
¢s akceptor gyongyok feliiletére kapcsoljuk, majd a mintakeveréket 680 nm
hullamhosszsagt fénnyel besugdrozzuk. Ekkor a donor gyongyo6k az oldatban jelenlévd
normal allapot triplett oxigénmolekuldkat képesek reaktivabb szingulett allapotu
oxigénné gerjeszteni. Az aptamer-célmolekula kdlcsonhatas kovetkeztében a donor és
akceptor gyongyok kozel keriilnek egymashoz, és a gyongyok kozti tdvolsdgot megtevd
reaktiv oxigén gerjeszteni tudja az akceptor gyongyokben taldlhaté fluorofor
komponenseket, igy a létrejott kolcsonhatast 520-620 nm-en kemilumineszcens jel
forméjaban detektalhatjuk [70,71]. Kolcsonhatds hidnyaban az akceptor gyongyok
hattérjelet emittdlnak. A technika elénye, hogy nagy mintaszdm esetén viszonylag

gyorsan, széles dinamikus tartomdnyban, kevés mintaanyag felhasznéaldsa mellett
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kaphatunk informéciot az affinitasrol, azonban hasznédlatdval az egzakt kinetikai
paraméterek meghatarozasa koriilményes.

A Dbioréteg interferometrids (BLI) mérésekhez eldszor az egyik kdlcsonhatod
partnert szenzorfeliiletre immobilizaljuk, majd az igy modositott szenzort a masik
partnert tartalmaz6 mintaoldatba meritjiikk. Hozzako6tédéskor a szenzor feliiletén talalhato
optikai réteg vastagsdga megvaltozik, amely valtozast a késziilékbol emittalt, optikai
rétegen visszaverddé fehér fény belsé referencidhoz viszonyitott hullamhossz-
eltolédasaval kozvetleniil detektalhatunk. A modszerrel a kotdddé molekula asszociacios
¢és disszocidcios kinetikdjat valos idében kovethetjiik, ami értékes adatokkal szolgél a
kolesonhatas mindségérdl [72]. Hatranya az immobilizalasnak, hogy a kikotott partnert

Az aptamerek ¢és célmolekuldik kdlcsonhatasat immobilizalas nélkiil, tetszdleges
mérési kozegben is jellemezhetjiik egy biofizikai elven mikdddé népszert technika, a
mikroskalas termoforézis (MST) hasznalataval. Lényege, hogy kolcsonhatas esetén a
szabad partnerekhez képest megvaltozik a vizsgalt molekulakomplex Ossztomege,
Ossztoltése és igy szolvatburka, amit a termoforézis soran fluoreszcenciavaltozas
formajaban tudunk kovetni [13,73,74]. A technika kivaléan alkalmas aptamerek
megbizhatd és rugalmas koriilmények kozott végzett karakterizaldsara, azonban a mintak
tisztasaga és koncentracigja, valamint a fluoreszcens jeldlés sziikségessége limitalhatjak
az ateresztoképességét.

Osszegezve, a jol kotd, specifikus aptamerek szelekcidjahoz elengedhetetlen a
sokrétli ellendrzévizsgalatok elvégzése. Ez a mai gyakorlatban mind a bioinformatika
nyujtotta korszerli szamitasos modszerek, mind a kiilonb6z6 kdlcsonhatasvizsgaldo mérési
technikdk konszekutiv hasznalatat jelenti. A karakterizalasi fazis eredményeként

gyakorlati jelentdséggel rendelkez6 aptamereket azonosithatunk.

1.1.6. Aptamerek felhasznalasi teriiletei és alkalmazasa

Az aptamerek nagy affinitassal torténd specifikus ligand-felismerésiik folytan
szamtalan felhasznalési lehetdséget rejtenek magukban, amiket els6sorban alkalmazott
kutatasi, elvalasztastechnikai, diagnosztikai, vagy terdpias teriileteken Ilehet
kibontakoztatni. A potencialis alkalmazasi teriileteken szinte egyeduralkodok a kutatés-

fejlesztési és innovacios piacon joval kordbban megjelent monoklondlis antitestek,

19



amiknek kutatasat és eldallitdsuk elvének kidolgozdsdt mar az aptamerek leirdsat
megeldzden, 1984-ben orvosi Nobel-dijjal jutalmaztak [75]. Az antitestek jelentdsége és
megbizhatosaga az esetek tobbségében valoban tagadhatatlan, azonban jellemzdik
Osszevetésébol (2. tablazat) és az aldbbiakban bemutatott gyakorlati példakbol kitiinik,
hogy az aptamerek tobb szempontbdl kedvez6bb tulajdonsagokkal birnak, igy azok mélto

alternativai az ellenanyagoknak.

2. tablazat: Az ellenanyagok és aptamerek jellemzdinek 6sszehasonlitasa [76,77] alapjan.

Monoklonalis antitest Aptamer
Eléallitas folyamata in vivo, immunizalas in vitro, kémiai szintézis
Eléallitasi ido 4-6 honap 1-3 honap
Célmolekulak tipusa korlatozott korlatlan
Specifikussag (Kp) nagy (uM-pM) nagy (mM-pM)
Reprodukalhatésag valtozo megbizhato
Médositasi lehet6ség korlatozott széleskorti
Méret 150-180 kDa (IgG) 5-50 kDa (15-150 nt)
Szoveti penetracio korlatozott hatékony
Keringési féléletidoé hosszu valtozo
- fizikai hatasra: érzékeny valtozo
;‘_% pH véltozasra: érzékeny érzékeny
jé proteazzal szemben: érzékeny ellenallo
- nukledzzal szemben: ellenallo valtozo
Immunogenitas jellemzo nem jellemzo
Koltségigény magas mérsékelt
Alkalmazas széleskori feltorekvo

Egy kutatasi gyakorlatbdl vett szemléletes példa, amely bemutatja, hogy milyen
szituacioban eldnydsebb az aptamerek hasznalata az antitestekkel szemben, az az
aptameralapu homérsékletre aktivalodd (hot start) DNS polimerazok alkalmazasa. A
modositott nukleotidokat tartalmazo aptamer specifikusan kotédik a PCR enziméhez,
amit adott hdmérsékletig gatlas alatt tart. A termociklus befejeztével a minta hémérséklete
lecsokken, igy az intakt aptamer Ujra visszakot a Tag-polimerdzhoz és — szemben egyéb
megoldasokkal — a kovetkezd termociklusokban ismét teljesen reverzibilisen kontrollalja
az 1d6 elétti polimeraz aktivitast [78]. Kedvezd tulajdonsagaikat igazolja még, hogy

elvétve, de talalni példat kimutatésra fejlesztett aptameralaptl diagnosztikai termékekre is
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[79]. Az egyik legismertebb ilyen eszkdz a Neoventures Biotechnology véllalat altal
forgalmazott OTA-Sense és Afla-Sense detektalo reagenskészlet, amikkel penészgombak
karcinogén toxinjait lehet élelmiszerekbdl kimutatni [80]. A toxinokon tul kecsegtetd
eredményeket mutatnak a betegagy melletti (point-of-care) diagnosztikara fejlesztett
kardialis troponin I (cTnl) aptamerek megjelenése is, amely iranyu fejlesztésekben
munkacsoportunk is részt vett korabban [81-84]. Ujabb példa az Aptamer Science cég
diagnosztikai terméke, az AptoDetect-Lung, ami hét kiilonb6z6 biomarker detektalasaval
nyqjt informécidt a nem-kissejtes tiidodaganat korai alakulasarél [85]. A legnagyobb
diagnosztikai innovacié potencialjat azonban mégis az aptamerfejlesztés prominens
képviseldje, a Larry Gold alapitotta SomaLogic hozta el a piacra a SomaScan forméajaban.
A berendezés minimalis mennyiségli biologiai fluidumbdl mintegy 17000 fehérje
detektalasat végzi el modositott nukleotidokat hordozd aptamerek segitségével, ami a
patolégias folyamatok kdvetését és ujabb biomarkerek azonositasat teszi lehetové
[86,87].

A hdémérseklet-aktivalt DNS polimeraz példdjabol is lathatd, hogy a megfeleld
aptamer képes miikodésében gatolni célmolekulajat. Ezt a sajatsagot kihasznalva seregnyi
inhibitorfejlesztés eredményezett igéretes, gatldo hatasu aptamereket [77], amik koziil
tucatnal is tobb aptamer valt mara klinikai vizsgalat targyava, hogy terdpias szerek
hatoanyagaként keriilhessenek torzskonyvezésre (3. tdblazat). Az elsd amerikai €s europai
gyogyszerhatosagok altal 2004-ben, illetve 2006-ban engedélyezett aptameralapt
gyogyszer a Macugen (pegaptanib) volt, amit az idéskori makula degeneracioval élok
szamara fejlesztettek ki. Az RNS-aptamer a vaszkularis endotélialis novekedési faktor
(VEGF) 165-6s izoformajahoz kot, amivel a tiineteket okozd 1) véredényképzést
(angiogenesis) és az erek membrdjanak atjarhatosagat (permeabilitas vascularis)
csokkenti. A hatéanyag farmakokinetikai tulajdonsagait javitandé 5°-végén polietilén-
glikollal kapcsolt, 2’-metoxi, illetve 2°-fluoro-csoportokat tartalmaz és intravitrealis Giton
adagolhat6. A pegaptanib aptamer tovabbi indikacioit érintd klinikai vizsgalatok
folyamatban vannak [88,89]. Az terdpias aptamerek fejlesztését némileg visszavetette a
REGT1 (pegnivacogin) Fazis I1I-ban leallitott vizsgélata. Az eseti antikoaguladsnak szant
készitmény perkutdn koronaria intervencid soran allergids reakciot valtott ki néhany
paciensben, amely reakciot — mint késobb kideriilt — nem az aptamerre, hanem a keringési

felezési id6t novel PEG-komponensre adott specifikus immunvalasz idézett eld [90]. Uj
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lendiiletet adott azonban 2023-ban a maésodik aptamergyogyszer,

az lIzervay

(avacincaptad pegol) megjelenése. A szintén oftalmologiai célokra fejlesztett készitmény

a C5 komplementfehérjéhez kotve gatolja a kaszkad miikodését, ezzel védi az ép

fényérzékeny sejteket a membrant tdmadd komplex (MAC) kialakulasatol és képes

lassitani a retinadegeneraciot [91].

A felsorolt véges szamu példak valdsan tiikrozik, hogy az aptamerek mindennapi

alkalmazasa ez idaig nem kerilt teljességgel kiaknézasra sem a molekuldris biologia

rohamosan fejlodo eszkdztaraban, sem az orvostudomanyok teriiletén. Mindazonaltal az

elmult években megjelend ujitasok és az egyre gazdagodd hasznélatukra vonatkozo

gyakorlati ismereteink igéretes jovot szavatolnak az aptamerkutatdsoknak.

3. tablazat: Klinikai vizsgalatokban szereplé terapias célu aptamerek [89,92] alapjan.

Aptamer Tipus Célmolekula Alkalmazas Statusz
Macugen RNS VEGF'% Id6skori FDA, EMA altal
(pegaptanib) fehérje makuladegeneracio | engedélyezett
Izervay 5 1déskori FDA altal
(avacincaptad RNS komplement e \
L. makuladegeneracio | engedélyezett
pegol) fehérje
REG1 RNS Faktor IX Koszoraér Fazis 111,
(pegnivacogin) fehérje betegség leallitva
Fovista (E10030) DNS PDGF fehérje ldéskori ~ | FazisIIL,
makuladegeneracio leallitva
L o . Fazis 11,
ARC1779 DNS vWF fehérje Vérzékenység i
leallitva
AS1411 DNS nukleolin Akut micloid Fazis II,
leukémia ledllitva
NOX-A12 RNS CXCL12 Aovdaganat Fazis II,
(olaptesed pegol) Spiegelmer fehérije gycdag teljesitve
NOX-E36 RNS » Gyulladas- Fazis I,
(emapticap pegol) Spiegelmer CCL2 fehérje csokkentd teljesitve
NOX-H9%4 RNS Hepcidin Vérzékenvsé Fazis 11,
(lexaptepid pegol) Spiegelmer peptidhormon yses teljesitve
BT200 RNS vWF fehérje Vérzékenység Fazis I,I ’
toborzas
NU172 DNS trombin fehérje Szivbetegség Fazis II,
megkezdve
GPCR, Szivelégtelenség, L.
(rovﬁff‘zbm) DNS SARS-Cov-2 | poszt-COVID-19 tgf.‘g;f;e
P tiiskefehérje szindroéma :
AON-D21 L-DNS/RNS | C5a fehérje Gyulladas- Fazis |
csokkentd toborzas
8Ga-Sgc8 Izoto%;i)lgjugalt PTK?7 fehérje | Vastagbéldaganat | Preklinikai fazis
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1.2. Biofilmek

1.2.1. Biofilmek kialakulasa, felépitése és jelentosége

Abiofilmek kémiailag és biologiailag rendkiviil heterogén, extracelluléris polimer
alkotokbol (EPS) felépiild, jellemzden szilard-folyadék hatarfeliileten kialakulo
dinamikus strukturak, amelyek hozzéjarulnak a legtobb prokariota €s néhany egysejti
eukariota mindennapi tuléléséhez. Szamos kisérletes és dsszefoglald tanulmany kdzponti
kérdése, hogy hogyan alakul ki egy 6nallo, szabadon mozgd (planktonikus) sejtbdl a
biofilmképzd sejtek Osszetett ¢és kiterjedt halmaza, illetve milyen folyamatok
szabalyozzak annak létrejottét. Az elektronmikroszkopok fejlodésével lathatova valtak a
mikrométer alatti tartomanyba esé sejtalkotok és sejtfiiggelékek, igy a baktériumokat
boritod tokanyag is [93], ami csakhamar glikokalixként [94,95] terjedt el a tudomanyos
koztudatban, €és jo néhany baktériumtorzs sejtfelszinén keriilt azdta azonositasra [96,97].
A glikokalix a sejtek ruténium vordssel festhetd poliszacharidokbol, glikoproteinekbdl,
esetleg glikolipidekbdl allo kiilsé rétege, ami védi azokat a kiszaradas és a fagocitak ellen,
tovabba biztositja a feliilethez, vagy mas sejtekhez vald tapadasukat [97].

Az adhézié a biofilmképzddés oOtlépéses ciklusanak kezdeti 1épése [98]; a
planktonikus sejtek elébb reverzibilisen, majd irreverzibilisen tapadnak a felszinhez,
amivel n6 a lokalis populéciostiriiség €s a mikrokoldniak altal megindul a biofilm korai
érése, amit az EPS termelésben gazdag késoi érés kovet, végiil a kiterjedt biofilmbdl
kivalnak és szétszorodnak az Ujabb planktonikus sejtek (4. abra). Pseudomonas
aeruginosa sejtekkel végzett kisérletek soran direkt mikroszkopos és fehérjeexpressziods
vizsgalatokkal kimutattdk, hogy az egyes stddiumokat kiillonb6z6 fenotipusok jellemzik.
A biofilmalkoto6 sejteknek jelentésen megvaltozott a motilitasa, az alginat termelése €s a
kommunikécidja a folyamat soran [99]. Ez Osszhangban volt méas munkacsoportok
eredményeivel is, amik megvaltozott génexpresszids mintazatokat igazoltak planktonikus
P aeruginosa, P. putida, E. coli, L. plantarum és S. mutans sejtek, valamint azok
feltilethez kotédott formai kozott [99-101]. Vilagossa valt, hogy a kezdeti adhéziot
kovetden a biofilmérés szakaszdban egyes gének — amik pl. a mozgast és védelmi
feladatokat szolgaljak — kikapcsolédnak, mig az EPS termelésben ¢és annak

szabalyozasaban fontos szerepet jatszo gének bekapcsoldsra keriilnek [102].
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M l*' :

1. Reverzibilis 2. Irreverzibilis

tapadés tapadds 3-4. Biofilm korai és késoi érése 5. Szétszérodas

4. abra: A biofilmképzédés otlépéses ciklusa.

Bar a biofilmképzddés szabalyozasanak molekularis hatterét jelenleg is aktivan
kutatjak [103—-106], az eddigi eredmények alapjan a fobb mozgatd rugodk a kdrnyezeti
hatasok (tapanyag, pH, hdmérséklet, oxidativ stressz, populacidsiiriség) megvaltozasa,
valamint a kezdeti tapadast kovetd fenotipusvaltozas lehetnek. E faktorok hatdsara egyes
masodlagos hirvivok szintje megnd a sejtekben. A ciklikus di-guanozin-monofoszfat (c-
di-GMP) bakterialis jelatviteli molekula szamos sejtfolyamat, tobbek kozott a felszini
adaptacio, a motilitas és a biofilmképzddés szabalyozasdhoz is hozzdjarul [107-111]. Az
igy alakuld mikrokoldnidkban a lokalis sejtslirliség egyre ndvekszik, ami az egysejtiieck
intercellularis kommunikacioéjahoz vezet. Luciferdz gént expresszald Vibrio fischeri
torzsekkel végzett kisértekben megfigyelték, hogy a frissen atoltott tengeri baktériumok
kezdetben nem mutatnak biolumineszcenciat, csak egy bizonyos ndvekedési szint elérése
utan [112]. Hasonld sejtszam-fiiggd expressziot irtak le mas baktériumtorzsek esetén is
[113—115], amely jelenséget — a hatdrozatképességhez sziikséges 1étszam jogi kifejezése
nyoman — quorum sensing-nek neveztek el [116]. A quorum sensing (QS) — a tobbsejtii
eukariota rendszerekre emlékeztetd — parakrin sejtkommunikaciot tesz lehetdvé, amiben
a mediator szerepét nem hormonok vagy citokinek, hanem kis molekulatomegii lakton-,
furdn-, zsirsav-szarmazékok, esetleg oligopeptidek, ugynevezett autoinduktorok toltik be
[106]. Az autoinduktorok hatdsara a biofilm tovabbi érése, az extracelullaris polimer

alkotok (EPS) kiterjedt szintézise €s a sejtek szoérodasa valosul meg (4. tablazat).
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4. tablazat: Biofilmképzé mikroorganizmusok altal expresszalt relevians gének, azok
funkcioi és a hatast kivalté lehetséges autoinduktorok.

Fajok Aktivalodo gének és funkciojuk Pot-e nctalis Hivatkozas
autoinduktor
Escheri'chia csgA, esgD, ?urli—?zintézis és’ AL2 (117.118]
coli proU szabalyozas, stresszvalasz
Klebsiel{a wbbM, wzm, . 1i,p$)poliszacha’rid ’ AL2 [119.120]
pneumoniae luxS szintézis, QS szabalyozas
Lactobacillus gap, Dnak, adhézié, st'resszvéla’sz, AI—?, ' [100,121,122]
plantarum KAT, PInD bacteriocin termelés plantaricin
algC, X .. C4-, C12-
P lginat é |
seudomonas rhiAB, | fntgéniast e(; gimib‘;;p;dés homoszerin- | [106,123,124]
aeruginosa zintéz z z
& laslL,R ’ y laktonok
Staphylococcus | icaADBC, adhézios poliszacharid .
Al-peptid 125
aureus luxS termelés, QS szabalyozas pepht [125]
Streptococcus gtf, gbp, exopoliszacharid- Al-2, [126.,127]
mutans comC,D,E, X | szintézis, QS szabalyozas CS-peptid ’
Vibrio exopoliszacharid-
luxS . CAI-1, AI-2 128
cholerae Yps, szintézis, QS szabalyozas [128]
A i1l :
Spergitus brid konidium termelés farnezol [129]
niger
Can.dida ALSI, ALS3, adhézié§ glikoproltein—, és fa@ezol, [103.130,131]
albicans Rfa?2 hifatermelés tirozol
Sacch o feniletanol,
dee ar'0;1.1yces Floll filamentszintézis en-l crane [104,132]
cerevisiae triptofol

Az EPS-ek koziil legnagyobb mennyiségben jelenlévd exopoliszacharidokat a

biofilmet alkoté mikroorganizmusok fehérjeapparatusa szintetizalja. Legtobbjiik nagy

molekulatomegli  (tobb megadaltonos), linedris vagy eldgazd homo-,

toltott

vagy

heteropoliszacharid, amik semleges, illetve cukoregységeket egyarant
tartalmaznak, ezaltal valtozatos kolcsonhatasokat képesek kialakitani [133]. Az oralis
biofilmeket képezd Streptococcus nemzetség tagjai szachardzbol gliikan és fruktan
homopoliszacharidokat, mig a Pseudomonas biofilmek diverz egységeket tartalmazo
alginat, gliikoéz (Pel) és glik6z-mann6z-ramno6z (Psl) polimereket épitenek [134-136].
Szerkezetiikhoz hasonloan funkciojuk is sokrétli; segitik a sejtek egymdashoz és feliilethez
kotddését, mechanikai stabilitast adnak a biofilmnek, erdsen vizmegtartdéak és ¢hinség

idején tapanyag forrasként szolgalhatnak [133].
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A biofilm matrix jelentds mennyiségben tartalmaz extracelluléris fehérjéket, amik
kozil kiemelenddk a makromolekuldkat felépité polimerazok, szintetazok, transzferazok
¢s a lebontasra képes enzimek. A biopolimerek hidrolizisével nem csak szén-, és
energiaforrashoz juthatnak a sejtek, hanem a matrix szerkezetének megbontasaval
eléidézhetd a biofilmalkot6 sejtek levalasa és szétszorodasa [133]. Fenntarthatosagi és
ipari szempontbdl nagy fontossdggal birnak a szintetikus polimereket biodegradald
enzimek [137], valamint a szulfat-redukald és vas(Il)-oxidalé mikrobak altal termelt
korroziv redoxi-enzimek [138,139]. A nem-enzimatikus fehérjék kulcsszerepet jatszanak
a biofilmek szerkezetének kialakitdsdban és megtartasdban. Ezeknek a sejtfelszini vagy
szekretalt fehérjéknek a liganduma a biofilmben taldlhaté valamely hosszabb
extracellularis polimer, igy ezek a fehérjék 0Osszekotd, csomopont elemekként
funkcionalnak [133].

Az extracellularis DNS-ekrél kimutattdk, hogy a humén patogén Bacillus,
Pseudomonas, Staphylococcus torzsek biofilm matrixat eltéré mértékben alkotjak [140—
142], tovabba eléfordulnak szignifikdns mennyiségben szennyvizek biofilmjében [143].
Szerkezetiik a termel6 torzstdl fliggden valtozhat; P. aeruginosa biofilmekben jellemzd a
racsszerl elrendezddés [144], mig a nem tipizalhaté Haemophilus influenzae biofilmjét
gracilis, lazaszovésli és vaskos DNS-szalak egylitt alkotjak [145]. Szerepiiket tekintve
elsddleges a sejt-aggregald hatds, ezzel nagy stabilitdst adva a biofilmeknek, amit
nukledzok megbonthatnak [146]. Kiilon érdekes ezen alkotok forrdsanak kérdése; egyes
baktériumok extracelluléris és genomidlis DNS-ének Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy
ezek a nukleinsavak megegyezhetnek egymassal, de vannak hatarozott kiilonbségek, ami
arra utal, hogy a sejtlizisen tul egyéb fajspecifikus alternativ utak is kozre jatszhatnak
ezen DNS-ek kivalasztasaban [133,147,148].

A biofilmet épitd mikroorganizmusok komoly eréforrasokat forditanak arra, hogy
kialakitsak ¢és fenntartsdk ezt a kiilonleges Iétformat. A kialakitott idealis
mikrokdrnyezetben biztositottak a kolonizaciohoz sziikséges kedvezo feltételek, tovabba
a szimbiodzisban €16 heterogén kultirdk horizontalis géntranszfer altal kolcsonds
evoluciods eldnyokhoz juttathatjak egymast [102,149]. Elszigeteltségiik a kdrnyezettdl
elsésorban védelmet nyujt a valtozd kornyezeti hatasokkal, immunsejtekkel és az

antimikrobialis agensekkel szemben, aminek egyik legjelentdsebb kovetkezménye a
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human szervezetbdl nehezen elimindlhatéd fertézések megjelenése, mi tobb a koérokozo

torzsek antibiotikum rezisztenssé valasa (5. tablazat).

5. tablazat: Biofilmképzé mikroorganizmusokhoz kotheté human megbetegedések [150]
alapjan (MDR: multidrog-rezisztenciara hajlamos torzs).

Fajok Kapcsolodo betegségek
Acinetobacter baumannii nozokomidlis pneumonia, meningitis, sepsis (MDR)
Candida albicans oralis, borfelszini, vaginalis candidiasis
Escherichia coli nozokomias hugyuti fertézések, enteritis, prostatitis (MDR)
Gardnerella vaginalis bakterialis vaginosis
Haemophilus influenzae pharyngitis, laryngitis, otitis media (MDR)
Klebsiella pneumoniae nozokomias hugyuti fertézések, pneumonia (MDR)
Legionella pneumophila legionellosis (1éguti fert6zés)

Pseudomonas aeruginosa | kronikus sebfert6zés, nozokdmias pneumonia, sepsis (MDR)

Salmonella enterica salmonellosis (gasztrointesztinalis fert6zés)
Staphylococcus aureus protézis-, sebfertdzeés, sinusitis, endocarditis, mastitis (MDR)
Streptococcus mutans caries, bacteraemia, endocarditis, stroke

Vibrio cholerae kolera (gasztrointesztinalis fert6zes)

Osszefoglalva, a biofilmek sejtek és azok extracellularis makromolekuldinak
komplex halmaza, ami szamos mikroorganizmusnak széles korben elterjedt életforméja.
A halozatos rendszer kiépiilését kdrnyezeti hatasok €s a sejtek k6zotti kommunikécio, a
quorum sensing szabalyozzéak. A védett milidt kialakito populaciok jobban toleraljak a
valtozo koriilményeket, igy rezisztenssé valhatnak, ami komoly kockézatokat rejthet

magaban.

1.2.2.  Streptococcus mutans és virulencia faktorai

Az egészséges human szervezetet tobb szaz kiilonbozd mikroba faj kolonizélja,
amiket egyiittesen huméan mikrobiomnak neveziink. A f6bb kolonizalt teriileteink a bdr,
az orr-, ¢és szajireg, a respiratorikus és gasztrointesztinalis traktus, valamint az
urogenitalis rendszer. A Human Genom Projekt [151,152] mintdjara 2007-ben életre
hivott Human Mikrobiom Projekt célja, hogy korszerli molekuldris biologiai és
bioinformatikai eljarasok segitségével azonositasra és hozzaférheté adatbazisba keriiljon

a benniink €16 valamennyi mikroorganizmus teljes genetikai alloméanya. Az adatok alapul
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szolgélhatnak jovébeni metagenomikai kutatdsoknak, amik altal megérthetjiik, hogy
betegségekre valo hajlaméahoz [153,154].

A Streptococcus mutans fakultativ anaerob, Gram-pozitiv baktérium, amely az
emberi szdjiireg normalflordjanak egyik fO0 biofilmképzd tagja. Habar zdomében
kommenzalista, patogenitasanak érvényesiilésekor mar parazita alkotojava valik az oralis
mikrobiomnak. A S. mutans-t tekintik a fogszuvasodas elsédleges korokozdjanak, mivel
a fogak felszinén megjelend plakkokbol minden esetben kimutathat6 [155]. A plakkokban
mas savas fermentaciot végzd mikrobak is megjelenhetnek, amik anyagcseretermékeik
révén demineralizéljdk a fogzomanc szervetlen komponenseit, ezaltal felemésztik a
fogszerkezetet és foginy-, illetve foggyokérhartya-gyulladashoz, végsé soron akar
maradand6 fogvesztéshez vezethetnek. A fogaszati implantditumok kornyezetében
kialakulo gyulladasokért fdleg mas torzseket tettek feleléssé¢ [156—158]. Friss
kutatasokban 0sszefliggést taldltak az agyi érkatasztrofaban (ischemic stroke) szenvedd
betegek szajhigiénidja s a betegség prognozisa kozott, ami 0j utat jelenthet e neuroldgiai
betegség prevencidjaban és a betegséggel ¢€lok rehabilitaciojanak hatékonysagaban
[159,160].

A Streptococcus-ok virulencidjat eldsegitik a sejtfelszinhez kotott és szekretalt
virulencia faktorok, a metabolitokbdl eredd acidogenitds, a savtiird képesség ¢€s a
biofilmképzésre vald hajlam. Feliilethez kotddése két modon torténhet: szacharoz-fliggd
vagy szacharoz-fliggetlen modon. Szachar6z hidnydban a bakterialis szortaz altat
sejtfalba horgonyzott Streptococcal protein antigen P (SpaP, vagy mas néven: Antigen
igy megindulhat a biofilm korai érése [161]. Szachardz jelenlétében a szintén sejtfelszini
gliikozil-transzferazok (Gtf) a diszacharidbdl valtozatos gliikoz-polimereket, azaz
gliikanokat gyartanak, amik hidat képeznek a baktériumsejtek kozott. A glilkankotd
fehérjék (Gbp) enzimaktivitdssal részben nem rendelkezd gliikan-receptorok, amik
megkétik a termelt homopoliszacharidot (5. abra). Erdekesség, hogy bar a S. mutans
genomanalizise alapjan — a Gram-pozitiv torzsekre nem jellemzd modon — képes
metabolizalni legaldbb tizenotféle kiilonbozé cukorforrast, gliikdntermelést csak
szachardztartalmu tapoldatban végez. Tovabbi adhezinjei még a sejtfal-asszocialt protein

A (WapA), a fibronektin-k6td protein (PavA) ¢és a kétértékii kation-transzporter
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lipoprotein (SloC), aminek szerepe van a bakteridlis szivbelhdrtya-gyulladas

(endocarditis) kialakulasaban [162—164].

Gliikankots
fehérjék (A és C)

®  hemolizin
[ ] <
proteazok
°

Pe@ &
o0 e 80
3 Streptococcus transzporter
szacharéz | mutans O
WapA
Gliikozil- £
transzferaz'| o o4,
\ 0 Fibronektin-koto
Antigen I/1l fehérje (PavA)

Glikolizis y
szortaz l \
szénhidratok
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metabolitok

SAG Karosodas

Fogfelszin

5. abra: A Streptococcus mutans f6bb virulencia faktorai [163] alapjan.

1.2.3. A gliikankoto fehérjecsalad

A S. mutans biofilmképzésének vizsgalataihoz nélkiilozhetetlen volt az az Gttérd
megfigyelés, ami szerint a szachardztartalmi tépoldatban novesztett tokképzd
Streptococcus mutans GS 5 human izoldtuma gélszerli masszaként tapadt a tenyésztd
edény falahoz. Ugyanez a tOrzs drasztikus karokat okozott patkdny modellen végzett
kisérletekben, igy hamar reldcidoba hoztak az extracelluldris tokanyag jelentségét a
kariogén betegséggel [165]. Ma mar tudjuk, hogy a Streptococcus-ok extracellularis
polimer alkot6i koziil, a glikdn és a glikankotd fehérjék kapcsolata sarokkove
biofilmképzésiiknek.

Az elso gliikankoto fehérje (GbpA) 1zolalasa egyetlen egy SDS-poliakrilamid gélt
bemutato cikkben keriilt publikalasra 1979-ben. A kisérletek tantisdga szerint a kiilonbz6
dextran-0sszetételli kromatografias oszlopokrol nyert frakciok fehérjéi affinitast mutattak
azok toltete irant, mieldtt 10 kDa-os dextrannal elualodtak. Az oszlopok tipusa és az
alkalmazott kontrollok alapjan megallapithatdo volt, hogy a fehérje inkabb az a-1,6-
glikozidos kotéseket tartalmazd szakaszokhoz kotédik, mint az a-1,3-glikozidoshoz

[166]. A gbpA gén Sanger-szekvenalasa utdn meghataroztdk a fehérje pontos méretét és

crer

29



inaktivalasaval a képz6dd biofilm morfologidja megvaltozott, amit a torzs egyéb
virulencia faktorai kompenzaltak [168,169].

J6 par évvel késébb, 1994-ben izolaltak a masodik gliikkankotd fehérjét (GbpB).
Génje a baktériumsejt szdmara esszencialisnak bizonyult, ugyanis az egy peptidoglikan-
hidrolazt kodol, amely fehérje a sejtfal szintézisében jatszhat szerepet és gliikankotése
segiti a sejtkozeli elhelyezkedést. Delécids mutansai épp ezért instabilak, igy funkciodjat
nehéz vizsgalni [126,170,171].

Ellentétben a GbpA ¢és GbpB felfedezésével — amiket affinitds kromatografiaval
izolaltak el6szor —, a GbpC-t random mutagenezises kisérletekben azonositottak 1997-
ben [126,172]. A delécidos mutans elvesztette dextran-fliggd aggregécios tulajdonsagat,
igy a fenotipust okozo feltételezett gbpC gént tudtak genotipizdlni, és a génterméket
jellemezni. A kapott aminosav szekvencia eltért a kordbban azonositott fehérjékétdl,
tovabba a gliikozil-transzferazok gliikkdnk6td doménjaval sem volt kozos szakasza.
Azonban a Streptococcus-ok Spa-fehérjecsaladjanak egyes tagjaval, példaul a gliikkant
nem kotd Antigen I/I1-vel méar mutatott szekvencidlis hasonlosagot [172]. Koz6s vonésaik
kozt szerepel, hogy mindkettd rendelkezik sejtfalba horgonyzdodd régidval, amit a
LPXTG aminosav motivumon keresztiil a bakteridlis szortaz helyez el [173]. A gbpC gén
expresszios szabalyozasanak vizsgalata ravilagitott arra is, hogy a transzkripcios
regulatort kodolo farC knock-out mutansokban megnovekedett a gliikkdzil-transzferaz S,
valamint a gliikankotd fehérje C expresszio. Ez alapjan a TarC negativ transzkripcios
regulatorként funkciondl, és potencidlis célpontként szolgalhat a kariogén baktérium
expressziojanak szabalyozasaban [174]. Az egyes glikankotd fehérjék funkcidjat célzod
tanulmanyokbol kideriilt még az is, hogy a ghpAC és gbpACD hianyos S. mutans
mutansok esetén szignifikdnsan csokkent a torzsek kariogenitdsa, ami vélhetéen a
fehérjék biofilm-szerkezetvaltozasra gyakorolt hatdsaval magyardzhatd, ezenfeliil
ramutat a gliikdnk6to fehérjék terapids célpontként torténd alkalmazhatosagara [175,176].
2018-as publikalasa ota elérhetdé a GbpC kisérletes uton meghatarozott nagyfelbontasu
(1.14 A, PDB: 6CAM) kristalyszerkezete (6. abra), ami alapjan igazolhaté, hogy mely
szerkezeti régiok mutatnak hasonlosagot az Antigen I/II-vel. Ilyen példaul az az
esszencialis nonapeptid hurokstruktara, ami segiti a gliikdn fehérjéhez kotését, ezaltal a

GbpC-kozvetitett biofilmképzédést. Mindemelett bizonyitast nyert a GbpC-nek a
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szachardz-fliggetlen aggregacioban betoltott szerepe is, €és a kalciumion fontossaga
valamennyi kolcsonhatas kialakulasaban [177].

A S. mutans UA159 torzs genomanalizise nyoman 2004-ben azonositottak a
GbpD-t, ami a GbpA-hoz hasonlé aminosav-ismétlodéseket tartalmaz €s nagy affinitasa
gliikankotése mellett lipaz aktivitast is mutatott. A fehérje ezen tulajdonséga a biofilmet

¢épitd fajok kozotti kompeticios elényhoz jarulhat hozza [176,178].

1 11 21 31 41 51 61
71 81 91 101 111 121 131

TAVADY QKAKAEFPQK
141 151 161 171 181 191 201
QEQYNKDFEK YQSDVKEYEA QKAAYEQYKK EVAQGLASGR VEKAQGLVFI NEPEAKLSIE GVNQYLTKEA
211 221 231 241 251 261 271
RQKHATEDIL QQYNTDNYTA SDFTQANPYD PKEDTWFKMK VGDQISVTYD NIVNSKYNDK KISKVKINYT
281 291 301 311 321 331 341
LNSSTNNEGS ALVNLFHDPT KTIFIGAQTS NAGRNDKISV TMQIIFYDEN GNEIDLSGNN AIMSLSSLNH
351 361 371 381 391 401 411
WTTKYGDHVE KVNLGDNEFV KIPGSSVDLH GNEIYVSAKDN QYKANGATFN GDGADGWDAV NADGTPRAAT
421 431 441 451 461 471 481
AYYGAGAMTY KGEPFTFTVG GNDQNLPTTI WFATNSAVAV PKDPGAKPTP PEKPELK
491 501 511 521 531 541 551
561 571 581

6. abra: A Streptococcus mutans gliikkankoté fehérje C (GbpC) szerkezete. A
rontgenkrisztallografias térszerkezetben megfigyelhetd a flexibilis hurokstruktira (magenta),
amint a monoszacharidokat (narancs) a gliikdnkotd zsebbe segiti, amiben a fehérje (zold)

kalciumion (kék) kofaktora is talalhat6 [177] alapjan.

1.2.4. Biofilmképzodést gatlo torekvések

A mikrobialis biofilmeknek szdmos egészségiigyi, kornyezeti, vagy akar ipari
szempontbol karos kovetkezménye ismert, amelyek lekiizdésére standard kezelést ez
1daig nem fejlesztettek ki. A terapidk kidolgozasat nehezitik a struktirdk és a szabalyozasi
mechanizmusok sokszintisége, amit tovabb bonyolitanak a heterogén multikultirdkban
l1étrejovo tulélési stratégidk, a rezisztencidk egyre gyorsabb terjedése. E problémak
megoldasa lehet kiilonféle célpontokon specifikusan haté molekuldk azonositésa,

amelyek befolyasoljak az €piild biofilm képzddését vagy annak szerkezetét.
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Egyes édesitdszerek — tigymint a szacharin, ciklamat, aceszulkdm-K, stevia —
terapias potencidlt mutattak patogén torzsek ellen. Jelenlétiikben a baktériumok
novekedési kinetikaja szignifikdnsan visszaesett, tovabba a biofilmképzéshez sziikséges
gének expresszioja, a sejtek morfologidja és a mikrobiom Osszetétele drasztikusan
megvaltozott [179-181]. Ezek a megfigyelések a cukorpdtlok napi fogyasztasanak
ujragondolésat vetik fel. Szintetikus peptidek ugyancsak biofilmellenes hatdst mutattak
Staphylococcus aureus torzs ellen. A tarantula-eredetli peptidek planktonikus sejteken tal
biofilmet alkoté sejteken is letalisnak bizonyultak. A hatas vélhetden a peptid ciklizalassal
¢s diszulfid-hidak 1étrehozasaval elért protedz-rezisztencidnak €s igy a biofilmstruktaraba
torténd penetralas utani sejtfalroncsolasnak tudhatéd be [182,183]. Léteznek természetes
véddmechanizmusok is, amelyek mérséklik a Streptococcus mutans szacharoz-fiiggetlen
kitapadasat és a biofilmképzddés megindulasat. Ilyen a nyalban taldlhato humén
szekretoros IgA kotodése a bakterialis Antigen I/11-hoz [184]. Egyes Staphylococcus
aureus virulencia faktorok ellen fejlesztett monoklondlis antitesteket mar klinikai
fazisokban tesztelnek, valtozo sikerrel [185]. Alig néhany bakteriosztatikus aptamer
fejlesztését irtak le a mai napig, amelyek teljes sejtre tortént szelekciojuk miatt ismeretlen
célponton keresztiil tudjak csokkenteni a biofilmalakulast [186—189]. Valamelyest
specifikusabb biofilmgatlast tesznek lehetévé a C4-HSL quorum sensing-molekulara, a
SipA-, és a PBP2a-fehérjékre szelektalt aptamerek [190-192].

A mindennapi apoloi, orvosi és fogorvosi gyakorlatban egyarant taldlhatok
mérsékelt szamban olyan eszkdzok és eljarasok, amelyek a biofilmképzddést megeldzni,
kialakulasa esetén azt eliminalni igyekeznek. Problémat okozhatnak mind prehospitalis
sériltek, mind hosszi tdvon hospitalizalt, mozgasszegény paciensek testfeliiletén a
fertdzott sebek, nyomasi fekélyek (decubitus) megjelenése, amiket modern eziisttartalmi
kotszerekkel, illetve eziist-kolloid alapu gélekkel tudnak kezelni [193—-196]. Az invaziv
beavatkozast igényld orvosi eszkozok (katéterek, tubusok, szivbillentylik, protézisek)
feliiletét torekszenek mikrobialis tapadast mérsékld anyagokbol késziteni, illetve azokat
biofilm-preventiv agensekkel bevonni [197-202]. Uj keletii profilaktikus modszer
tovabba a fogorvosi ellatas soran a vezérelt biofilm terdpia (Guided Biofilm Therapy),
aminek lényege, hogy a dentélis plakkokat biofilmfestést kdvetden nagy nyomasi
szuszpenzid-befuvasos (air-flow) rendszerrel eltavolitjak, ezzel megelézve a

fogszuvasodashoz ¢és fogagybetegségekhez vezetd folyamatokat [203,204].
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2. Célkituzések

A dolgozatom témajat érintd szakirodalom tanulmédnyozédsa alapjan megallapitottam,
hogy a biofilmek Osszetett szerkezete ¢és miikddése jelentds egészségiigyi
kovetkezményekkel is jarhatnak, amiknek hatékony lekiizdéséhez, mi tdbb,
megelozéséhez jelenleg korlatozott szamu eszkozzel rendelkeziink. A patogén
mikroorganizmusok altal termelt biofilm minimalizalasanak egy lehetséges stratégiaja,
ha egy joldefinialt épitéelemén keresztiil, specifikusan célozzuk a biofilm architektarat.
Az aptamerek tulajdonsagaikbol adodoan bizonyitottan alkalmasak célmolekuldk
specifikus felismerésére ¢és azok aktivitasanak gatlasara, igy potencidlis biofilm

inhibitorként is hasznalhatoak.

Munkam soran elsddleges célként tiiztiik ki olyan DNS aptamerek eldallitasat és
vizsgalatat, amelyek alkalmasak lehetnek a Streptococcus mutans glikankoté fehérje C
(GbpC)-hez kotédve a biofilmképzddést specifikusan gatolni. Ehhez a kdvetkezd 1épések

megvalositasat tartottuk sziikségesnek:

1. Az aptamerszelekcidhoz, majd az azt kovetd kdlcsonhatds vizsgalati mérésekhez
sziikséges rekombindns GbpC, valamint Antigen I/Il célmolekuldk molekularis
klénozas utjan torténd eldallitasa prokariota sejtes rendszerben, és az azt kdvetd
1zolalasuk affinitds kromatografias modszerrel.

2. Az 1zoladlt rekombinans GbpC célfehérje stabilitasanak ¢és gliikankotésének
vizsgélata a majdani szelekcios kortiilmények kozott.

3. A GbpC-specifikus DNS aptamerek szelekcigjanak elvégzése az Antigen I/I1
szerkezetanaldg fehérje és GbpC-hianyos S. mutans mutans sejtek ellen végzett
kontraszelekcids 1épések kozbeiktatasaval.

4. A GbpC-re szelektalt aptamerjeldltek eldallitdsa tovabbfejlesztett primer blokkolt
aszimmetrikus PCR-rel, majd az aptamerek karakterizaldsa kisérletes és predikcios
modszerekkel.

5. Végiil a karakterizalt aptamerek funkcionalis tesztelése biofilmgatld kisérletekben.

33



3.
3.1.

Modszerek

Felhasznalt anyagok

3.1.1. Oldatok, pufferek, vegyszerek

1x ASB (artificial saliva buffer) +mucin (Pickering)

1x TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH=8,0)

1,0 N natronlig

1,0 N sosav

10%-o0s APS (ammonium-perszulfat; 0,5 g/5 ml)

10x Laemmli puffer (0,25 M Tris, 1,92 M glicin, 1% SDS, pH=8,4-8,9; Serva)

10x PBS (phosphate buffered saline: 1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 20 mM KH>POg,
100 mM Na>HPO4-2H>0, pH=7,4)

10 mM CleanAmp dNTP mix (TriLink)

10 mg/ml kanamicin-szulfat oldat (Gibco)

10000x GelGreen, GelRed (Biotium)

2-butanol (Reanal)

40%-os akrilamid (akrilamid:biszakrilamid = 29:1 DNS-hez, Sigma)

40%-os akrilamid (akrilamid:biszakrilamid = 37,5:1 fehérjéhez, Sigma)

5x SDS-DTT puffer (0,25% bromfenolkék, 50% glicerin, 0,25 M Tris pH=6,8; 0,5
M ditiotreitol, 10% natrium-dodecil-szulfat)

5x TBE pufter (1 L-ben: 54 g Tris, 27,5 g borsav, 20 ml 0,5 M EDTA, pH=8,2)

50x TAE puffer (500 ml-ben: 121g Tris, 28,5ml ecetsav, 50ml 500 mM EDTA,
pH=8,3)

6x Loading Dye (Thermo)

Abszolut etanol (Molar Chemicals Kft.)

Abszolut metanol (Molar Chemicals Kft.)

Agardz (Lonza, SeaKem LE)

Bactoagar (BD)

BHI (brain-heart infusion) por (Jena Bioscience)

Biotin-dextran (Thermo)

Bromfenolkék (Sigma)

BSA (bovine serum albumin) (Sigma)

Coomassie Brilliant Blue G 250 (Serva)
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Coomassie Blue festdoldat (1 L-ben: 50 g Al2(SO4)3, 100 ml etanol, 0,2 g CBB, 23,5
ml foszforsav)

Coomassie Blue festékmentesito oldat (1 L-ben: 100 ml etanol, 23,5 ml foszforsav)
Dextran-szulfat natrium sdja (Magagos= 5 kDa, Sigma)

DTT (ditiotreitol) (Sigma)

DMSO (dimetil-szulfoxid) (Sigma)

EDTA (etilén-diamin-tetraacetat) (Sigma)

Elvélaszt6 gél puffer (100 ml 1,5 M Tris pH= 8,8 + 3,846 ml 10%-o0s SDS)
Elesztékivonat (VWR)

FITC (fluoreszcein-izotiocianat)-dextran (Sigma)

Fruktoz (Sigma)

Gliikoz (Molar Chemicals Kft.)

Imidazol (Sigma)

Kalcium-klorid (Molar Chemicals Kft.)

Kristalyibolya (Sigma)

Lazacsperma DNS (Deoxyribonucleic acid sodium salt from salmon testes, Sigma)
LB (Luria-Bertani) agar por (Sigma)

Natrium-dihidrogénfoszfat-dihidrat (Molar Chemicals Kft.)
Natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate, Millipore)
Natrium-hipoklorit (Hip-Tom Kft.)

Néatrium-hidroxid (Molar Chemicals Kft.)

Nukledzmentes ultratiszta viz (Thermo)

pH-Pufferlosung (standard pH kalibral6 oldatok, Mettler Toledo GmBH)
Protease Inhibitor Cocktail for Histidine-tagged Proteins (Sigma)
ProClin300 (Sigma)

PVDF (polivinilidén-difluorid) membran (Millipore, Immobilon-FL)
Szachar6oz (Molar Chemicals Kft.)

Sziirépapir (Bio-Rad)

TEMED (tetrametil-etilén-diamin) (Sigma)

Tomoritd gél pufter (100 ml 1 M Tris pH= 6,8 + 7,692 ml 10%-0s SDS)
Tripton (Sigma)

Tris (trisz-(hidroximetil)-amino-metan) (Sigma-Aldrich)
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— Tween-20 (Thermo)
—  Western blot-hoz:
= Transzferald puffer: 1 L-ben: 0,84 g NaHCO3, 0,318 g NaxCO3, 10% metanol
» Blokkol6 puffer: Intercept® (TBS) Blocking Buffer (LI-COR)

e Elsddleges monoklonalis anti-polihisztidin egérbdl (Sigma, H1029)

Antitestek:

e Maisodlagos poliklonalis anti-egér IgG kecskébdl (LI-COR, IRDye 680RD)

Mos6 pufter: 1xTBS +0,1% Tween-20

3.1.2.  Affinitas kromatografias gyongyok és puffereik
— PureCube Ni-INDIGO MagBeads (Cube Biotech)

= Lysis Buffer: 50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8.0
=  Washing Buffer: 50 mM NaH,PO4, 300 mM NacCl, 30 mM imidazol, pH 8.0
=  Elution Buffer: 50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 8.0

— Dynabeads M-270 Streptavidin (Thermo)

= B&W Buffer (2x): 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 2 M NacCl

3.1.3. Oligonukleotidok

6. tablazat: Felhasznalt oligonukleotidok szekvenciai

Elnevezés Szekvencia (5' — 3') Gyarto
M13F GTAAAACGACGGCCAG Thermo
M13R CAGGAAACAGCTATGAC Thermo

PCR fi

¢PCR forward AAACGACGGCCAGTGAATTG Eurofins
primer (193)
cPCR reverz
. TTATGCTTCCGGCTCGTATG Eurofins
primer (194)
DNS aptamer
konyvtar AGATACCAATACGCTGCC-(N40)-GCCACTGGTAACGACATC | Sigma
(SEL13)
Libl3 forward AGATACCAATACGCTGCC Eurofins
primer (257)
Lib13 fi d

R 5’-Biotin-(TEG)-AGATACCAATACGCTGCC Eurofins

primer (258)

Lib13 reverz

) GATGTCGTTACCAGTGGC Eurofins

primer (260)
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Libl3 reverz 5°-Biotin-(TEG)-GATGTCGTTACCAGTGGC Eurofins
primer (261)
Libl3 reverz i
, GATGTCGTTACCAGTGGC-(Foszfat)-3’ Eurofins
primer (263)
Lib13 reverz
komplementer GCCACTGGTAACGACATC Eurofins
(264)
Szintetizalt aptamerek (5' — 3")
AGATACCAATACGCTGCC-
A30 TTCTTGAAAAAGGGTAGCGCAGGCCGCTAATGACATAACT- |Eurofins
GCCACTGGTAACGACATC
AGATACCAATACGCTGCC-
A39 TAGCCCCTACCCTGTTGCTCCCCCTCGCCCCTCTCACCCC- |Eurofins
GCCACTGGTAACGACATC
AGATACCAATACGCTGCC-
A65 TTTCCAATTACGCCATGCATCACCCCTAAAATCTGAATAC- |Eurofins
GCCACTGGTAACGACATC
AGATACCAATACGCTGCC-
A96 CCGCCGGTCCCGAGCTACAACACTTTACGCCCCCCTCCCC- |Eurofins
GCCACTGGTAACGACATC
AGATACCAATACGCTGCC-
A58 ATACCCACCCATCACCGAGTCGACACTCACCTAACAGCCG- |Eurofins
GCCACTGGTAACGACATC
A39 rovid TAGCCCCTACCCTGTTGCTCCCCCTCGCCCCTCTCACCCC  |Eurofins
A96 rovid CCGCCGGTCCCGAGCTACAACACTTTACGCCCCCCTCCCC  |Eurofins

3.1.4. Molekulaméret markerek

— GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo): 700, 500, 400, 300, 200, 150, 100,
75, 50, 25 bp

— GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo): 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp

— GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp

— PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo): 180, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15,
10 kDa

3.1.5. Tapoldatok, taptalajok
— LB tépoldat: 1% tripton, 0,5% élesztékivonat, 1% NaCl, desztillalt viz
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LB taptalaj: 1% tripton, 0,5% élesztokivonat, 1% NaCl, 2% agar, desztillalt viz
SOC tépoldat: 2% tripton, 0,5% élesztokivonat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgClo, 10 mM MgSOs4, 20 mM gliikoz, desztillalt viz

MDG tapoldat: 25 mM NaHPO4, 25 mM KH>POs, 50 mM NH4Cl, 5 mM NaySOs,
2 mM MgSO4, 0,5% gliikoz, 0,25% aszpartat, 0,2x nyomelemek, desztillalt viz
ZYM-5052 tapoldat: 1% tripton, 0,5% élesztokivonat, 25 mM Na,HPO4, 25 mM
KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM NaxSO4, 2 mM MgSO0s4, 0,5% glicerin, 0,05% gliikoz,

0,2x nyomelemek, 0,2% laktoz, desztillalt viz
BHI tapoldat: 37g/L BHI por, desztillalt viz
BHI téptalaj: 37g/L BHI por, 2% Bactoagar, desztillalt viz

3.1.6. Bakterialis sejtek

XL10-Gold Ultracompetent Cells (Agilent)
a-Select Chemically Competent Cells (Bioline)
BL21(DE3) Competent E. coli (NEB)
Streptococcus mutans UA130 (University of lowa)

Streptococcus mutans AGbpC [177]

3.1.7. Enzimek és reagenskészletek

FastDigest RE (EcoRV, Ndel, Pstl, Scal, Smal, Xhol) + 10x FD Buffer (Thermo)
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase + 10x Buffer (Fermentas)

T4 DNA Ligase + 10x T4 DNA Ligase Buffer (Thermo)

2x PCRBIO Taq Mix (PCR Biosystems)

Lysozyme (Sigma)

KOD XL DNA Polymerase + 10x Buffer + dNTPs (2 mM each) (Merck)

1Proof High-Fidelity PCR Kit (Bio-Rad)

2x qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX (PCR Biosystems)

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel)
QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen)

NucleoBond Xtra Midi (Plus) Kit (Macherey-Nagel)
GloMelt Thermal Shift Protein Stability Kit (Biotium)
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— AlphaScreen Histidine (Nickel Chelate) Detection Kit (PerkinElmer/Revvity)
— Micellula DNA Emulsion & Purification Kit (EURx)

— Oligo Clean & Concentrator Kit (Zymo Research)

— Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen)

— LabChip HT DNA 1K Reagent Kit + DNA Assay Chip (PerkinElmer/Revvity)

3.2.  GbpC és Agl/Il rekombinans fehérjék eloallitasa

3.2.1. Molekularis klonozas

A valasztott célfehérjék génjeit kodold plazmid konstrukciokat klasszikus
klonozéasi technikéaval, restrikcids endonukledzok segitségével hoztuk l1étre. A
génfragmenteket a GbpC szerkezetét leir6 tanulmany [177] alapjan ugy terveztik meg,
hogy a sejtfelszini fehérjéknek az extracellularis szakasza (Q8DTF 1 alapjan GbpC!!1-522
és P23504 alapjan Agl/II*"%%%), N-termindlis 6xHis-jel6léssel és trombin hasitohellyel
keriiljon kifejezddésre (7. bra). Ehhez kémiailag megszintetizaltattuk a génfragmenteket
tartalmaz6 pUCIDT-Amp (IDT) donor plazmidokat, majd PCR segitségével
felsokszorositottuk az expresszidos pET-28a (Novagen) recipiens plazmidba beilleszteni
kivant DNS szakaszokat. Ezutan mind az expresszios vektort, mind a PCR terméket Ndel
és Xhol restrikciés endonukledzokkal kezeltiik, majd az emésztett fragmenteket

agardzgélbdl torténd izolalast kovetden T4 DNS ligdzzal egyesitettiik (7. tablazat).

Xhol

pET28a-Agl/11457-993)
S 6913 bp

Ka

\&o,
3
N

7. abra: A GbpC és Antigen I/II fehérje fragmenteket kédolé plazmidok térképei. A
fontosabb funkcionalis szakaszok: N-terminalis 6xHis-cimkével rendelkez6 rekombinans fehérjét
koédold szekvencia, lac-represszor gén (lacl, sarga), replikacios origd (ori, sziirke), kanamicin

rezisztencia gén (Kan, piros) €s az alkalmazott restrikcios endonukleazok hasitasi pozicioi.
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A ligalodott konstrukciokkal XL.10-Gold kémiai kompetens E. coli sejteket
transzformaltunk. Az 50 pl fagyott sejtszuszpenziot 15 perc alatt jégen felolvasztottuk és
ehhez 5 pl ligatumot adtunk, majd a keveréket 20 percig jégen inkubaltuk. A kompetens
sejteket 42°C-ra melegitett asztali termosztatban pontosan 1 percig tettiik ki hdsokknak,
amit 3 perces jégen regeneralas, majd 500 pl steril SOC tapoldat hozzdadasaval tovabbi
60 perc 37°C-on torténd 220 rpm-es razatas kovetett. A transzformalt sejteket kanamicint
tartalmazo LB-agar taptalajra szélesztettiik, hogy ezzel pozitivan szelektaljuk a pET-28a
plazmidot felvett és a rezisztencia gént kifejezo kolonidkat. Az agar lemezeket 37°C-on
inkubaltuk egy ¢jszakan at.

7. tablazat: Molekularis klonozasi reakciok.

7/a: Génfragmentek amplifikacioja

Reakcioelegy PCR program

10 pl 5x iProof HF puffer 1. 98°C, 3 min

1,236 ul 0,1 pg/ul M13F primer 2. 98°C, 10 sec

1,302 pl 0,1 pg/pul M13R primer 3. 51°C, 10 sec

2,0 ul 10 mM CleanAmp dNTP 4. 72°C, 20 sec

0,5 ul iProof (Pfu) polimeraz 5. 2-4. Iépések ismétlése 34x
1,0 pl templat DNS 6. 72°C, 3 min

33,9 ul nukleazmentes viz 7. 4°C, ©

Végtérfogat: 50 nl

7/b: Emésztés restrikcidos endonukleazokkal

pET-28a plazmid emésztése Inszert emésztése

3000 ng tisztitott vektor 30 ul PCR termék

6,0 ul 10x FastDigest puffer 6,0 ul 10x FastDigest puffer
3,0 ul FastDigest Ndel enzim 3,0 ul FastDigest Ndel enzim
3,0 ul FastDigest Xhol enzim 3,0 ul FastDigest Xhol enzim
3,0 ul Fast AP foszfataz enzim 18 pl nukledzmentes viz

Kiegészitve nukledzmentes vizzel

Végtérfogat: 60 nl
Inkubalas: 37°C, 2 h

Inaktivalas: 80°C, 5 min

Végtérfogat: 60 nl
Inkubalas: 37°C, 2 h

Inaktivalas: 80°C, 5 min

40




7/c: Ligalasi reakcio

Szamitasi képlet Reakcidelegy

2,65 ul emésztett, tisztitott vektor
m(Inszert) = 2,16 ul emésztett, tisztitott inszert
2,0 ul 10x T4 ligalasi puffer
Vektor(100 ng) - Inszert(1247 bp) 0,4 ul T4 DNS ligaz enzim

Vektor(5289 bp) 12,8 ul  nukledzmentes viz
Inszert(3 mol Aoté .
) ( ) — 70,7 ng Végtérfogat: 20 pl
Vektor(1 mol)

Inkubalas: 25°C, 15 min
Inaktivalas: 65°C, 10 min

3.2.2. Plazmid konstrukciok ellendrzése

Az LB-agar lemezeken megjelend baktériumtelepek a kanamicin elleni
rezisztenciara, vagyis a sikeres transzformalasra utalnak, azonban a klonozast, esetleges
mutaciok megjelenését tovabbi modszerekkel minden esetben sziikséges ellendrizni.

A tervezett génfragmentek méreteit ismerve (Q8DTFE1 alapjan GbpC: 1254 bp ¢és
P23504 alapjan Agl/II: 1629 bp) és pET-28a specifikus primerek segitségével igazolhato
a célfehérjét kodolo, beillesztett DNS szakasz jelenléte a plazmidban. Ehhez kolonia-
PCR-t allitottunk Ossze (8/a. tablazat) €s a reakcio termékeit 1XTAE-val készitett 1%-os
agardzgélben valasztottuk el és GelGreen-es festés utan GelDoc (Bio-Rad) késziilékkel
detektaltuk. A megfeleld méretli termékeket add kolonidkat plazmidtisztitdshoz
készitettiik eld.

A nagyobb mennyiségli plazmidizolalashoz 1-1 kiilonalld, az el6bbiek szerint
igazolt baktériumkoloniat oltottunk be 50 pg/ml kanamicinnel kiegészitett 100 ml LB
tapoldatba. A tapoldatokat 37°C-on, 220 rpm-es razatassal inkubaltuk egy éjszakan at.
Maésnap a baktériumok begyiijtését kovetden a gyartdi utasitasok szerint plazmidot
NanoDrop késziilékkel hataroztuk meg.

A nagyobb mennyiségben izolalt és tisztitott plazmid tervezett méretét
proébaemésztési reakcioban igazoltuk. Ehhez egy vagy két, a vektorban vagy az inszertben
hasito restrikcidés endonukleazt valasztottunk, és azokkal kezeltiik a kész konstrukciokat

(8/b. tablazat). Az emésztési reakciok fragmenseit 1xTAE-val készitett 0,8%-os
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agarozgélben valasztottuk el, és GelGreen-es festés utan GelDoc (Bio-Rad) késziilékkel
detektaltuk.

Végiil az igazoltan megfelelé méretli plazmidokat univerzalis T7 primerekkel
kildtiik Sanger-szekvenalasra. A kapott szekvenogramokat ellendrizve, ¢és a
szekvenciakat a tervezettekkel 6sszevetve dontottiink az elkésziilt konstrukcidk tovabbi

felhasznalasarol a fehérjetermeléshez.

8. tablazat: Plazmidkonstrukciokat ellenorzo reakciok.

8/a: Kolénia PCR

Reakcioelegy cPCR program
10 ul 2x PCRBIO Tag Mix 1. 95°C, 5 min
1,0 pl 10 uM 37 T7 forward primer 2. 95°C, 10 sec
1,0 pl 10 uM 38 T7 reverse primer 3. 45°C, 10 sec
8,0 ul nukleazmentes viz 4. 72°C, 10 sec
Templat DNS: kiilonallo koloniabol 5. 2-4. 1épések ismétlése 34x
Végtérfogat: 20 nl 6. 72°C, 2 min
7. 4°C,

&/b: Probaemé

sztési reakciok

pET-28a_GbpC plazmid emésztése
250 ng
2,0 ul 10x FastDigest puffer

tisztitott plazmid

0,5 ul FastDigest Scal enzim

0,5 ul FastDigest Smal enzim
Kiegészitve nukleazmentes vizzel

Végtérfogat: 20 nl

Inkubalas: 37°C, 15 min

pET-28a_Agl/Il plazmid emésztése
250 ng
2,0 pul 10x FastDigest puffer

tisztitott plazmid

0,5 ul FastDigest EcoRV enzim
0,5 pl FastDigest Pst/ enzim
Kiegészitve nukleazmentes vizzel
Végtérfogat: 20 nl

Inkubalas: 37°C, 15 min

3.2.3. Fehérjetermelés

A GbpC (50 kDa) és Agl/Il (65 kDa) fehérje fragmentek (Fiiggelek 12.1.)
taltermeléséhez autoindukcids expresszios rendszert [205] hasznaltunk. Ehhez elséként
BL21(DE3) kémiai kompetens E. coli sejteket gyartoi utasitasok szerint transzformaltuk
a korabban validalt plazmidokkal, majd 1-1 kiilonallo telepet 50 pg/ml kanamicinnel
kiegészitett 2 ml MDG nem-indukalé tapoldatba oltottunk és 5 6ran at 37°C-on 220 rpm-
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es razatassal inkubaltunk. Ezt kovetéen az MDG szuszpenziobol 50 pl-t 50 pg/ml
kanamicinnel kiegészitett 100 ml ZYM-5052 autoindukcids tapoldatba inokulaltunk, és
16 oran at 37°C-on 220 rpm-es razatassal inkubaltunk. Masnap az indukalt
sejtszuszpenziot steril konikus centrifugacsévekbe osztottuk szét, és 4°C-on, 20 perc alatt
4000 rpm sebeséggel centrifugaltuk a fehérjetisztitashoz. Hosszabb tavon a centrifugalt
sejteket -20°C-on taroltuk.

3.2.4. Fehérjeizolalas
A rekombindns fehérjék izolalasat a klonozas eredményeképpen 1étrejott N-
terminalis 6xHis-jelolésen keresztiil, nikkelionokkal konjugalt PureCube Ni-INDIGO

paramagneses affinitdsgyongyokkel (8. dbra), gyartoi utasitasok szerint végeztiik.

Magneses gyongy Ni%*-kelat

6xHis-jelolés Gliikankoto fehérje C

8. abra: 6xHis-cimkével rendelkez6 GbpC tisztitisa immobilizalt fémion affinitas
kromatografidaval. A rekombinans fehérje hexa-hisztidin jel6lésébdl szarmazé nemkotd

elektronparok erds komplexet alkotnak a magneses gyongy feliiletéhez kotott Ni**-kelattal.

A kitermelés novelése érdekében a fagyasztott, majd kiolvasztott
baktériumsejteket lizozimmal és proteazinhibitor koktéllal kiegészitett feltard pufferrel
kezeltiilk szobahOmeérsékleten 15 percig, ezutan mechanikus szonikdtorral (Artek
Systems, Sonic 300) 5x 30 masodperces, 30-as fokozaton torténd kezeléssel noveltiik a
hiitétt szuszpenzié homogenitasat. A keveréket 2 ml-es mikrocentrifuga-csovekbe
atpipettdzva 4°C-on, 20 perc alatt 13000 rpm-en {ilepitettiik, és a kiilon gytijtott

feliiliszohoz adtuk az affinitasgyongyot. Hideg szobaban 1 6réas kapcsolési 1d6 utan a
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magneses gyongyoket begyiijtottiik és 3x 1 ml 30 mM imidazoltartalmt mosépufterrel
szabadultunk meg a szennyez6 komponensektdl 2x 5 perc, majd 1x 10 perc inkubacidval.

Az aptamerszelekcidhoz a célfehérjét a magneses affinitdsgyongyhoz kapcsolva
tartottuk, azonban a funkciondlis €s kdlcsonhatés vizsgalatokhoz a gyongyokrdl elualtuk
500 mM imidazol tartalmu eluciés pufferrel, és 30 kDa-os ateresztési méretii Amicon

membransziirével (Merck) toményitettiik, majd a tarolo puffert 1xASB-re cseréltiik.

3.2.5. Fehérjedetektalas

A fehérjekitermelés hatékonysagat és az egyes fehérjefrakciok tisztasagat a
fehérjék molekulatomege alapjan (M(GbpC) = 50 kDa és M(Agl/IT) = 65 kDa), 12%-os
SDS-poliakrilamid gélben (9. tdblazat), redukald és denaturald koriilmények kozott,
IxLaemmli futtatd puffert hasznalva gélelektroforézist (SDS-PAGE) kovetd Coomassie

Blue festéssel ellendriztiik. Az eludlt, valamint puffercserélt izolatumok fehérje

crer

9. tablazat: 12%-o0s denaturald akrilamid gél 6sszetétele fehérjék elvalasztasahoz.

Gélvastagsag: 0,7 mm
Akrilamid-koncentracio: 12 V/IV%
Also (elvélaszto) gél Fels6 (tomoritd) gél
Ultratiszta viz 2,19 ml | Ultratiszta viz 1,44 ml

Also (elvalasztod) gélpufter | 1,30 ml | Fels6 (tomoritd) gélpuffer | 280 pl
40%-os akrilamid (37,5:1) | 1,56 ml | 40%-os akrilamid (37,5:1) | 260 ul
10%-0s APS 50 ul | 10%-0s APS 20 pl
TEMED 2ul | TEMED 2 ul

A fehérjék 6xHis specifikus kimutatdsat Western blot technikaval végeztik. Az
SDS-PAGE utan metanolos bikarbonat/karbonat pufferben nedves transzfert allitottunk
Ossze. A pozitiv polustol (an6dtol) szdmitva két szlir6papirra helyeztiik ra a metanolban
aktivalt 0,45 pm-es porusnagysagit PVDF membrant, az elvalasztott fehérjéket
tartalmazo poliakrilamid gélt és tovabbi két sziirOpapirt. A transzfert 4°C-on, egy éjszakan
at 30 V konstans fesziiltségen végeztiik. Masnap a szendvics szétszerelése utdn az
atblottolt membrant 37°C-os inkubatorban tiszta szlirdpapirok kozott kiszaritottuk. A

membrant Gjra aktivaltuk metanolban, majd 1xTBS-ben mostuk és TBS-alapu blokkolo
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pufferben (LI-COR, Intercept (TBS) Blocking Buffer) szobahén, 1 6ran at enyhén
razattuk. Ezutan keriilt hozzaadasra az egérben termelt monoklondlis anti-polihisztidin
elsddleges antitest (Sigma, H1029) 1:2000 higitasban, 0,2% Tween-20-szal kiegészitett
blokkol6 pufferhez keverve, és igy inkubaltuk a membrant billegtetve, 4°C-on egy
¢jszakan at. Harmadnap az elsddleges antitest oldatat ledntve 3x 5 percig mostuk a
membrant 1xTBS + 0,1% Tween-20 pufferrel, enyhén razatva. Ezutan keriilt hozzaadasra
a kecskében termelt poliklonalis anti-egér IgG masodlagos fluoreszcensen jelolt antitest
(LI-COR, IRDye 680RD) 1:20000 higitasban, 0,2% Tween-20-szal és 0,01% SDS-sel
kiegészitett blokkold pufferhez keverve, és igy inkubaltuk a membrant sotétben
billegtetve, szobahdn, 1 6ran at. A masodlagos antitest oldatat ledntve 3x 5 percig mostuk
a membrant 1xTBS + 0,1% Tween-20 pufferrel sotétben, enyhén razatva. Végiil a
membrant az utolsé mosast kovetden 1xTBS oldatban taroltuk a detektalasig fénytdl
védve, 4°C-on. A fluoreszcensen jelolt masodlagos antitest emisszidjat Odyssey (LI-

COR) késziilékkel 25°C-on, voros csatornan 700 nm-en detektaltuk.

3.3.  GbpC funkcionalis vizsgalata

3.3.1. Fehérje termostabilitiasa

A tisztitott GbpC térszerkezetének termostabilitdsat GloMelt Thermal Shift
Protein Stability Kit segitségével vizsgaltuk a gyartd protokollja szerint. A 10 pl
reakcidelegy 1x GloMelt festékbdl, 50 nM ROX referenciafestékbdl és 10 pg GbpC-bol
allt, amit a tesztpufferek egyikével (PBS, PBS + 1 mM CaCl,, 1xASB) higitottunk. A
mintdkat MicroAmp Fast Optical 96-lyuka mikrotiterlemezbe (Applied Biosystem)
osztottuk szét és MicroAmp Optical Adhesive Film (Applied Biosystem) foliaval fedtiik
le. A fehérje termikus kihajtogatoddsa (thermal unfolding) sordn bekotddd festék
fluoreszcencidjat (9. abra) QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR késziilékkel (Applied
Biosystem) kovettiik nyomon 25°C-99°C hdmérseklettartomanyban, kék optikai filter
(SYBR Green) bedllitassal Ex/Em= 470/520+15 nm hulldmhosszon, majd a kapott
olvadési gorbék homérséklet szerinti elsd derivaltjat és a fehérje olvadéaspontjat

QuantStudio 12K Flex Software (Applied Biosystem) segitségével értékeltiik ki.
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Teljesen denaturalodott fehérje
A (maximalis fluoreszcencia)

L PP

Részben kihajtogatodott
(festék kotodik és fluoreszkal)

& <)
Nativ fehérje .
(festék nem kotodik)

Fluoreszcencia

»

Homeérséklet (°C)

Tm

9. abra: A termikus kihajtogatédasi vizsgalat folyamata és detektalasa. A fluoreszcens festék
a homérséklet-emelkedése soran denaturalodo fehérje aminosavainak hidrofob oldallancaihoz
kotodik. A gorbe inflexids pontjahoz tartozd hémérséklet érték (Tm) a fehérje olvadaspontjat

jeloli, ahol a denaturaltsag 50%-os [206] alapjan.

3.3.2. GbpC-dextran kolesonhatasa

3.3.2.1. ALPHAScreen
A termelt GbpC fehérje glilkan (dextran)-koto képességét elsoként ALPHA-

technikédval ellendriztiikk. Ehhez 6xHis-jelolés detektalasara alkalmas reagenskészletet
(Histidine Detection Kit) hasznaltunk. A reakcidelegyet AlphaPlate 384 SW tipust
mikrotiterlemezben (PerkinElmer), 18 pl-ben allitottuk 6ssze, amihez az N-termindlisan
6xHis-jelolt rekombinans fehérjébol késziilt, végkoncentracidoban 125-1000 nM-os
higitasokat 15 nM biotinilalt dextrannal (Thermo, D1956), illetve kontrollként tires donor
gyonggyel inkubdltuk szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil, 0,1 mg/ml mucinnal
kiegészitett 1xASB-ben. Ezt kdvette a Ni**-nal modositott akceptor gydngydk, majd a
sztreptavidinnel moddositott donor gyongyok hozzaadasa, amiket rendre 30-30 percig
inkubaltunk sotétben (az utolsé 10 percet mar a mérdkésziilékben, 25°C-on). A keletkezd

kemilumineszcens jelet EnSpire (PerkinElmer) késziilékkel 25°C-on mértiik (10. dbra).
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10. abra: Az ALPHA mérési technika sematikus abraja.

3.3.2.2. BLI
Egy tovabbi, immobilizalast igénylé moddszer segitségével a GbpC-dextran

kolcsonhatas kinetikajat is megvizsgaltuk. Ehhez sztreptavidinnel modositott Super
Streptavidin (Fortebio) tipusu szenzort telitettiink 1 uM-os biotinilalt dextrannal, majd a
kotodott ligandumot 0-40 pM-os GbpC 1xASB-vel késziilt higitasokba meritettiik, és
kovettik a  rétegvastagsag-valtozasat (11. abra). A  kinetikai méréseket

szobahdmérsékleten BLItz (Fortebio) késziilékkel végeztiikk és BLItz Pro (v1.2)

szoftverrel értékeltik.
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11. abra: A BLI mérési technika sematikus abraja és a kinetikai gorbe alakulasa [207].

3.3.2.3. MST
Végiil a homogén mérési elrendezést igényld mikroskalas termoforézissel

vizsgaltuk a GbpC dextran iranti affinitdsat. Ehhez a 100 uM-os GbpC torzsoldatbol
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I1xASB-vel 16-tagu felezo higitasi sort készitettiink, és mindegyik taghoz 0,02% Tween-
20-szal kiegészitett 100 nM-os FITC-dextran (Sigma, FDI10S) oldatot adtunk 1:1
térfogataranyban. Az egyes  reakcioelegyeket =~ Monolith ~ (NanoTemper)
tivegkapillarisokba toltottiik és 20%-os (FITC-jelolést gerjesztd) keék fény besugarzassal,
40%-os infravoros melegitéssel, rendre 3;20;1 masodperces kovetési idokkel mértiik a
hémérsékletvaltozas indukalta fluoreszcenciavaltozast 25°C-on Monolith NT.115
(NanoTemper) késziilék segitségével (12. abra). Az eredmények kiértékeléséhez az

MO. Affinity Analysis (v2.3) szoftvert hasznaltuk.

Gerjeszts LED fény
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12. abra: Az MST technika sematikus abraja és az eredmények értékelése [208] alapjan. A
kapillarisokba toltott mintak termoforézisét infravoros 1ézer, fluoreszkalasat LED fény indukalja

(A). A fluoreszcencia-intenzitasvaltozasat (B) kovetve megallapithato a kotddés (C).

3.4. GbpC-specifikus aptamerek szelekcioja

3.4.1. SELEX folyamata
A DNS aptamerszelekcid egy nagy szekvencidlis diverzitast mutatd, egyszala
oligonukleotidokat tartalmazd konyvtarbol indult ki, amit kémiai szintézis ttjan

allittattunk eld. A sokféleséget a szekvencidk 40 random nukleotidbol allé variabilis
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régidja — elméletileg 4*°, vagyis kb. 10**-féle, am gyakorlatilag csupan 10'*-10'>-féle
bazissorrend — biztositja, amit két, egyenként 18 nukleotidbol all6 primerrégid hatarol.
A szelekcids puffert tigy valasztottuk meg, hogy az a potencialis felhasznalasi
koriilményeket imitalja, egyuttal ideédlis milidét biztositson a célfehérjék nativ
térszerkezete szamara. Ehhez kereskedelmi forgalomban kaphato mesterséges nyalpuffert
alkalmaztunk, aminek kémiai Osszetétele (Fiiggelék 12.2.) a fizioldgias szekrétumnak
megfeleltethetd [209]. A szelekcios ciklusok megkezdésekor a kiinduldsi konyvtar
nukledzmentes vizes oldatdit 95°C-on, 5 percig melegitettilk, ezzel megbontva a
szekvenciak intra-, és intermolekularis kolcsonhatésait, majd jégen gyorsan lehiitottiik. A
lehtilt oldatot 1200 ul 1xASB-hez kevertiik, és néhany percig szobahdn tartottuk, amig a
DNS molekulék felvették az oldat komponensei indukalta szerkezetiiket. Ezt kovette a
magneses affinitasgyongyon kikotott célfehérje hozzdadasa, ami pozitiv szelekcios
ciklusok esetén GbpC, mig negativ (kontra-) szelekcids 1épés esetén Agl/II, illetve
AGbpC S. mutans sejtszuszpenzid volt. A szelekcid eldrehaladtaval a szelekcios nyomast
fokozatosan emeltiik, hogy a gyengébben ¢és aspecifikusan kotddé szekvencidkat
eliminaljuk. Végiil a pozitiv ciklusok végén a k6t6dé DNS molekuldkat 95°C-on, 5 perces
hokezeléssel elualtuk, és félretettilk az amplifikacios 1épéshez (13. &bra). Az egyes

szelekcids ciklusok részletes protokollja a Fiiggelék 12.3-ban kertilt 6sszefoglalasra.

S. mutans Nelgiﬁ‘.l,
szelekcio
Pree é ,;l\ AGbpC
AT T gl/ \
/cf
W% 6\ r:,%:\/ S. mutans
AGbpC
Ellenérzés Kiinduldsi é gty P
aptamer konyvtar
UL
I
I -
Sebec]

ampiificicis  SELEX ~ _Pozv. “{7

13. Abra: Az aptamerszelekcié egy ciklusinak sematikus abraja.
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Tekintettel a DNS aptamerek magas diverzitasara, az amplifikdcios 1épést
emulzios PCR-rel végeztiik, ezzel minimalizalva a melléktermék-képzddés esélyét. Az
emulzios reakcidelegyet a gyartdo (EURx, Micellula Kit) protokollja alapjan, az alabbiak
szerint allitottuk 6ssze (11/a. tablazat). Az 50 pl vizes fazist 300 pul haromkomponensii
olajos fazisba diszpergaltuk, majd 4°C-on, 5 percig tart6 erdteljes kevertetéssel (vortex)
tejszerii emulzidt készitettiink, amit harom PCR csébe egyenlden osztottunk szét. A
reakcid végeztével az emulzio micellait 1 ml butanolba mosva bontottuk meg, és 400 ul
OrangeDX-et hozzdadva 2 percig forgattuk, majd 2 perc alatt maximalis sebességen
centrifugélva szeparaltuk a vizes €s olajos fazisokat. Az ePCR-termékeket tartalmazo also
vizes fazist az OligoClean and Concentrator reagenskészlet 1éptékndvelt protokollja
szerint tisztitottuk, és végiil 50 pl nukledzmentes vizben nyertiik ki. Az igy kapott
termékeket 1xTBE futtato puffert haszndlva 10%-os poliakrilamid gélben (10. tdblazat),

elektroforézissel valasztottuk el, és GelGreen-es festést kovetden értékeltiik.

10. tablazat: 10%-os akrilamid gél osszetétele DNS-ek elvalasztasahoz.

Gélvastagsag: 1,0 mm
Akrilamid-koncentrécio: 10 V/IV%
Egyfazist elvalaszto gél

Ultratiszta viz 3,2 ml

40%-os akrilamid (29:1) 1,6 ml

5x TBE 1,2 ml

10%-0s APS 100 pl
TEMED 5ul

A tisztitott kétszalu ePCR terméket alkalikus denaturalassal egyszalusitottuk a
kovetkezd 1€épéshez. Ehhez a reverz szal biotinnal jelolt 5°-végén keresztiil a termékeket
sztreptavidinnel boritott magneses affinitdsgyongyokhdz kapcsoltuk gyartdi protokoll
szerint. A pozitiv (sense) szalat 50 pl frissen készitett 50 mM NaOH hozzaadasaval 10
perces forgaton torténd inkubalast kovetden valasztottuk el a negativ (antisense) szaltol,
ami a magneses gyongyhoz kotve maradt. Az egyszalusitott DNS-eket tartalmazo
feliiluszot 7,5 pl 400 mM NaHoPOs-tal semlegesitettiik, és a kovetkezé szelekcios

ciklusban hasznaltuk fel.
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Azutolso6 szelekcios ciklus utan nyert aptamerekkel elvégeztiink egy végsé ePCR-
t (11/b. tablazat), aminek reakcioelegyéhez jeloletlen primereket és iProof DNS-
polimerazt adtunk, hogy igy a tisztitott termékeket tompa végekkel a Zero Blunt TOPO
Cloning reagenskészlet gyartéi leirasa szerint pCR-Blunt II-TOPO vektorba
inszertalhassuk (11/c. tablazat). A konstrukcidokkal a-Select Gold kémiai kompetens
sejteket transzformaltunk. Az aptamerjeloltek beillesztését vektorspecifikus primereket
hasznalva kolonia PCR segitségével vizsgaltuk (11/d. tablazat), majd a termékeket
IXTAE-ban agar6z gélelektroforézissel, illetve LabChip DNS 1K reagenskészletet
hasznalva LabChip GXII kapillaris elektroforetikus késziilékkel (PerkinElmer)
vizsgaltuk. A megfelel6 méretli cPCR-termékeket (55-6t) Sanger-szekvenalasra kiildtiik

az Eurofins Genomics-nak.

11. tablazat: Aptamerszelekcio soran alkalmazott enzimreakciok.

11/a; Emulziés PCR

Reakcidemulzio olajos fazia PCR program

220 ul Emulzioés komponens 1 1. 94°C, 5 min

60 ul Emulziés komponens 3 2. 94°C, 30 sec

20 pl Emulziés komponens 2 3. 50°C, 5 sec

Végtérfogat: 300 pl 4. 72°C, 20 sec
Reakciéemulzio vizes fazisa 5. 2-4. Iépések ismétlése 24x

5,0 pul 10x KOD XL pufter 6. 72°C, 5 min

5,0 pl KOD dNTP (2 mM) 7. 4°C, o

1,5 ul 10 uM 257 forward primer

1,5 ul 10 uM 261 5’Btn reverz primer
0,5 ul 1 mg/ml BSA

2,0 ul 100% DMSO

0,3 ul KOD XL polimeraz

34 ul templat DNS

Kiegészitve nukleazmentes vizzel

Végtérfogat: S0 ul
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11/b: Végs6 ePCR iProof DNS-polimerazzal

Reakcidemulzi6 vizes fazisa PCR program
10 ul 5x iProof HF puffer 1. 98°C, 3 min
2,5 ul 10 uM 257 primer 2. 98°C, 10 sec
2,5 ul 10 uM 260 primer 3. 55°C, 10 sec
5,0 ul 10 mM CleanAmp dNTP 4. 72°C, 20 sec
0,5 ul iProof (Pfu) polimeraz 5. 2-4. Iépések ismétlése 19x
1,0 ul templat DNS 6. 72°C, 5 min
Kiegészitve nukleazmentes vizzel 7. 4°C,©
Végtérfogat: 50 pl

11/c: TOPO klonozas

Reakcidelegy
4,0 ul friss, tisztitott PCR termék
1,0 pl Salt Solution (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl,)
1,0 ul pCR™I-Blunt-TOPO® vektor

Végtérfogat: 6,0 nl

Inkubalés szobahOmérsékleten: 20 min

11/d: Kolonia PCR

Reakcioelegy cPCR program

10 pl 2x PCRBIO Tag Mix 1. 95°C, 5 min

1,0 pl 10 uM 193 forward primer 2. 95°C, 10 sec

1,0 pl 10 uM 194 reverse primer 3. 60°C, 10 sec

8,0 ul nukleazmentes viz 4. 72°C, 5 sec

Templat DNS: kiilénalld koloniabol 5. 2-4. Iépések ismétlése 24x
Végtérfogat: 20 nl 6. 72°C,2 min

7. 4°C, o

3.4.2. Aptamerjeloltek sziirése

3.4.2.1. Insilico elemzés

A vartnak megfelel6 méretli oligonukleotidoknak elséként a bazismegoszlasat

vizsgaltuk, és az 1smétl6dé nukleinsav-szekvenciakat sziirtiik ki az UGENE (v50.0)

crer
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rovidebb motivumokat az online elérhet6 MEME Suite [59] alkalmazassal kerestettiik

meg.

3.4.2.2. Egyszalu DNS molekulak eloallitasa PBA-PCR-rel

Az egyes oligonukleotidok kotddésének kisérletes vizsgalatdhoz sziikségilink volt
egy nagy ateresztoképességli és koltséghatékony modszerre, amellyel a szekvenalasi
eredménybdl kapott aptamerjeldlteket tetszoleges 5’-moddositassal el tudjuk allitani
laborkoriilmények kozott. Ehhez a munkacsoportunkban korabban Tolnai Zoltan altal
optimalizalt primer blokkolt aszimmetrikus PCR [210] tovabbfejlesztett valtozatat
alkalmaztuk.

Roviden a PBA-PCR-16l1 és a tovabbfejlesztésrol: a részben egyszalu termékeket
eredményez6 aszimmetrikus PCR-t a reakcido kezdete el6tt egy masodik, 3’-végén
foszfatcsoporttal modositott reverz primerrel egészitettiik ki, aminek kovetkeztében a
blokkol6 primer miatt az adott szalr6l nem képzddik termék. Azonban a blokkol6 primer
kotodése hatassal lehet az eldallt aptamerjelolt altal 1étesitett kolcsonhatasokra, ezért azt
feleslegben adott komplementer oligonukleotidjaval leszoritottuk, igy egy teljesen
egyszalu, 5’-végén biotinnal moddositott aptamerjeldltet kaptunk, amit elsédleges

kolesonhatas vizsgalatokhoz tudtunk felhasznalni (14. 4bra).

94°C, 3 min

Wi jeldletlen reverz primer

ST kettésszald DNS

AN 94°C, 30 sec, Q
50°C, 5 sec (45x | .
T 72°C, 20 sec 5xRC
| 72°C, 5 min | * adasa ]
", \Em - 2°C kivételi 95°C, 5 min
N — e 4°C kivételig
PBA-PCR PBA-PCR termékek Végtermékek
@B 5-biotinilalt forward primer templat DNS ™ reverz komplementer (RC)
el 3-foszforilalt reverz primer & TN részlegesen egyszalU DNS I révid DNS dimer

@ teljesen egyszalli DNS

14. Abra: Aptamerek eldallitisa tovabbfejlesztett PBA-PCR-rel.

A vizsgilandd oligonukleotidokat eldallito PBA-PCR templatjaként a
szekvenalashoz Osszedllitott kolonia PCR termékek 50x-es higitasa szolgalt, amit a 12.
tablazatban részletezett keverékhez adtunk hozza. A PBA-PCR-t kovetden a blokkold

reverz primer anyagmennyiségéhez képest 5x-0s feleslegben adtunk reverz primerrel
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komplementer (RC) szekvenciat, amit 95°C-on 5 percig inkubaltunk a reakciotermékkel,
majd gyorsan lehlitottiink, hogy a részlegesen kétszalu PBA-PCR-termékeket teljes

hosszaban egyszalusitsuk.

12. tablazat: Primer blokkolt aszimmetrikus PCR o0sszeallitasa.

PBA-PCR +RC
Reakcioelegy PCR program
2,0 ul 10x KOD XL puffer 1. 94°C, 3 min
2,0 ul KOD dNTP (2 mM) 2. 94°C, 10 sec
1,0 pl 10 uM 258 5’-Btn forward primer 3. 50°C, 10 sec
0,5 ul 1 uM 260 reverz primer 4. 72°C, 5 sec
0,95 ul 10 uM 263 3’-foszfat primer 5. 2-4.1épések ismétlése 44x
0,8 ul 100% DMSO 6. 72°C,3 min
0,15 pl KOD-XL polimeraz 7. 4°C, ©
1,0 pl templat DNS
Kiegészitve nukledzmentes vizzel
Végtérfogat: 20 pl
Reverz komplementer hozzéadas Inkubalas
0,475 ul 100 pM 264 RC 95°C, 5 min, majd 4°C, o

3.4.2.3. Kotodeés és specifikussag vizsgalat ALPHAScreen-nel
Az aptamerjeldltek GbpC és Agl/II fehérjék irant mutatott affinitdsat ALPHA-

technikdval vizsgaltuk. A kotédésvizsgalathoz els6ként a kolcsonhatd partnereket
kevertiik 6ssze; végkoncentracioban 500 és 1000 nM tisztitott GbpC-t és kb. 12,5 nM
PBA-PCR-rel eléallitott 5°-biotinnal modositott aptamerjeloltet. Az 1 6rds inkubalas utan
keriilt hozzaadasra a nikkelionnal boritott akceptor gyongy, majd 30 percet kovetden a
sztreptavidinnel boritott donor gyongy, amit szintén 30 percig sotétben inkubaltunk (az
utols6 10 percet mar a mérdkésziilékben, 25°C-on). A reakcidelegyeket AlphaPlate 384
SW tipust mikrotiterlemezben (PerkinElmer), 18 ul dssztérfogatban allitottuk ossze. A
mérdpuffer 1XASB volt, kiegészitve 0,1 mg/ml mucinnal és 0,1 pg/ml lazacsperma DNS-
sel. A keletkezd kemilumineszcens jelet EnSpire (PerkinElmer) késziilékkel 25°C-on

meértiik.
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A specifikussadg vizsgalatok menete a kotddési vizsgalatokkal megegyezden
zajlott annyi kiilonbséggel, hogy az elébbi kotddésvizsgalatban meghatarozott 11
legjobban teljesitd aptamerjelolt kdlcsonhatasat végkoncentracioban 750 nM GbpC-vel,
750 nM Agl/I1-vel, illetve célfehérjével boritatlan (,,csupasz”) Ni**-akceptor gydnggyel

szemben mértiik.

3.4.3. Aptamerek karakterizalasa
3.4.3.1. Kinetikai mérések BLI-vel

Az aptamerjeloltek kotddésének kinetikajat bioréteg interferometria segitségével
vizsgaltuk. Ehhez sztreptavidinnel moédositott Super Streptavidin (Fortebio) szenzort
telitettiink 1 pM-os kémiailag szintetizalt, 5’-biotinilalt aptamerjeldlt (A30, A39, A65,
A96 vagy A58) oldattal, majd a kotddott ligandumot 0-50 uM-os GbpC 1xASB-vel
késziilt higitasaiba meritettiik és kovettikk a rétegvastagsag-valtozasat. A kinetikai
méréseket szobahdmérsékleten BLItz (Fortebio) késziilékkel végeztikk és BLItz Pro

(v1.2) szoftverrel értékeltiik.

3.4.3.2. Affinitasmérések MST-vel
A két legigéretesebb aptamerjelolt GbpC és Agl/II iranti affinitasat mikroskalas

termoforetikus mérésekkel is vizsgaltuk. Ehhez kémiailag megszintetizaltattuk az A39 és
A96 jeloltek teljes hosszisagl, valamint primerrégiokat nem tartalmazd, révidebb
valtozatait 5°-Cy5 fluoreszcens modositassal. Az affinitastisztitds és puffercsere utan
nyert 200 uM-os GbpC, illetve 80 uM-os Agl/I1 térzsoldatokbdl 1xASB-vel 16-tagt
felezd higitasi sort készitettlink, és mindegyik taghoz 0,02% Tween-20-szal kiegészitett
100 nM-os CyS-aptamerjelolt oldatot adtunk 1:1 térfogataranyban. Az egyes
reakcioelegyeket Monolith (NanoTemper) tivegkapillarisokba toltottiik és 20%-o0s (Cy5-
jelolést gerjesztd) piros fény besugarzassal, 40%-os infravoros melegitéssel, rendre
3;20;1 masodperces kovetési 1dokkel mértiik a homérsékletvaltozas indukalta
fluoreszcenciavaltozast Monolith NT.115 (NanoTemper) késziilék segitségével, 25°C-on.
Az eredmények kiértékeléséhez az MO.Affinity Analysis (v2.3) szoftvert hasznaltuk.

A kompetitiv mérésekhez a GbpC célmolekula torzsoldatat 40 uM-osra higitottuk
IxASB + 0,02% Tween-20 pufferrel, amihez azonos térfogatd 200 nM-os teljes
hosszusagu Cy5-A39 vagy Cy5-A96 oldatot pipettaztunk, és a komplexet eldinkubaltuk
25°C-on, 5 percig. Ez id6 alatt 100 uM-os jeldletlen A39 (hossz) vagy FITC-dextran
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torzsoldatbol 16-tagh felezd higitasi sort készitettiink 1xASB-vel, és az eldinkubalast
kovetden 1:1 térfogat ardnyban kevertiik 0ssze a fehérje €s aptamer oldatat a higitasi
tagokkal. Az egyes reakcidelegyeket Monolith (NanoTemper) iivegkapillarisokba
toltottiik, és 20%-os (CyS5S-jelolést gerjesztd) piros fény besugarzassal, 40%-os infravords
melegitéssel, rendre 3;20;1 mésodperces kdvetési idokkel mértiik a hdmérsékletvaltozas
indukalta fluoreszcenciavaltozast Monolith NT.115 (NanoTemper) késziilék segitségével,
25°C-on. Az eredmények kiértékeléséhez az MO.Affinity Analysis (v2.3)

segédprogramot hasznaltuk.

3.4.3.3. Stabilitasvizsgalat gPCR-rel

Az A39-es teljes hosszisagu, jeldletlen aptamer nukledzokkal szembeni
stabilitasat sejtes modellrendszerben vizsgaltuk. A modellrendszerben a biofilm assay-nél
alkalmazott koriilményeket allitottunk be, azaz biofilmképzd tapoldatba 1:100
térfogataranyban vad tipusu S. mutans UA130 baktériumtdrzset oltottunk, majd 37°C-on,
statikus inkubatorban novesztettilk. A baktérium-szuszpenzidhoz hozzaadott kiindulési
aptamerkoncentracié 2 M volt. Az aptamer hozzdadasanak id6pontjatol (to) szamitva
még tovabbi hat idépontban (to+ 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h) vettiink egységnyi térfogatu
mintat a keverékbdl, amit rogton folyékony nitrogénben fagyasztottuk és -80°C-on
taroltuk.

Az intakt aptamerek relativ mennyiségét az egyes mintdkbol qPCR-rel hataroztuk
meg. Ennek 0Osszedllitdsdhoz a vett mintdkbol két lépésben ezerszeres higitast
készitettiink, és ebbdl 1-1 pl-t adtunk a 10 pl-es reakcidelegyekhez templatként. A qPCR
programot gyartdi ajanlasok alapjan allitottuk be (13. tablazat). A mintakat MicroAmp
Fast Optical 96-lyukil mikrotiterlemezbe (Applied Biosystem) osztottuk szét, €s
MicroAmp Optical Adhesive Film (Applied Biosystem) foliaval fedtiik le. A qPCR-t
QuantStudio 3 Real-Time PCR késziilékben (Applied Biosystem) hajtottuk végre. Az
aptamer féléletidejét a keésziilék szoftvere altal szamitott kiiszob ciklusokbol egyfazisu

bomlasi modellt alkalmazva GraphPad Prism (v10.3) programmal szamitottuk ki.
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13. tablazat: A mennyiségi polimeraz-lancreakcié osszeallitasa.

gPCR

Reakcioelegy gPCR program
5,0 ul 2x qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX 1. 95°C, 5 min
0,4 ul 10 uM 257 forward primer 2. 95°C, 5 sec
0,4 ul 10 uM 260 reverse primer 3. 60°C, 20 sec
1,0 ul kihigitott templat 4. 2-3.1épések ismétlése 39x
Kiegészitve nukledzmentes vizzel 5. 72°C, 2 min
Végtérfogat: 10 pl 6. 4°C,©

3.5. Aptamerek funkcionalis vizsgalata

A kivélasztott, karakterizalt aptamerek (A30, A39, A65, A96 és A58) biofilmgatlo
hatasat 96-lyukl mikrotiterlemezben Gsszeallitott, egyszerli modellrendszerben (biofilm
assay) vizsgaltuk. A teszteléséhez a kovetkezoket készitettiik eld: Streptococcus mutans
UA130 (vad tipust) és AGbpC (mutans) baktériumtdrzsek BHI-taptalajon ndvesztett
telepeit frissen készitett és autoklavozott (121°C, 15 perc) 1xBHI tapoldatban egy ¢éjszaka
alatt 37°C-on aerob, razatott inkubatorban késd-log fazisig nodvesztettiink. A frissen
készitett biofilmképzd tapoldatot (BFM) ugy allitottuk Ossze, hogy a steril 1xBHI
tapoldatot kiegészitettiik még 0,22 pm porusnagysagi membranon (Millipore, Millex
GS) atsziirt, végkoncentracidban 1% szachardz vagy fruktoz+gliikoz oldattal és 1:100
térfogathigitasban vad tipusil vagy mutdns bakterilis sejtszuszpenzioval. A kész BFM-
ek 98 pnl-ét U-fenekli polisztirol, steril mikrotiterlemezbe (Starstedt, 82.1582.501)
osztottuk szét, és 2-2 ul 100 uM-os jeldletlen aptamer torzsoldatot (Eurofins) adtunk
hozza. Az igy Osszeallitott reakcidkeverékeket 16 6ran at, 37°C-on, aerob, statikus
koriilmények kozott inkubaltuk.

A kovetkezd napon a planktonikus sejteket tartalmazo feliiliszokat néatrium-
hipokloritos gylijtobe ledntdttiik, és a visszamaradt képleteket 3x 200 pl autoklavozott
I1xPBS-sel mostuk. A miianyaghoz tapadt biofilm-struktardkat 125 pl 0,05 %-os
kristalyibolya-oldattal 10 perc alatt, szobahdmérsékleten megfestettiik, a folosleges
festékoldatot hatarozottan ledntdttiik, majd a maradékot harom-6t vizes meritéssel
kimostuk, és hagytuk a mikrotiterlemezt megszaradni. Ezutan a fest6dott mintadkat 200 pl

30%-0s ecetsavban tjraoldottuk, ¢és abbdl 125 pl-t tiszta F-fenekli 96-lyuku
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mikrotiterlemezbe (Sarstedt, 82.1581) helyeztiink at. A képz6dott biofilm mennyiségével
aranyos abszorbanciat 595 nm-en CLARIOstar (BMG Labtech) késziilékkel mértiik (15.
abra). Az aptamerek gatld hatasat a kezeletlen mintak abszorbanciajahoz viszonyitva az
alabbi képlet alapjan szamitottuk ki. A szamitott hatasok szignifikanciajat kétmintas t-

probaval GraphPad Prism (v10.3) program segitségével vizsgaltuk.

. S P e v Abszorbancia(kezelt)
B z %) = (1- )X 100% .
lofllmkep bdes gatlasa (/0) Abszorbancia(kezeletlen) %
Biofilm festése Felesleges Kristalyibolya Mérés
( kristalyibolyaval festék kimosdsa Ujraoldasa
A
+ aptamer §
—_ — e
-
\A
kontroll - — _—

15. abra: A biofilmképz6dés mennyiségi meghatarozasa.

3.6. GbpC-aptamer komplexek térszerkezetének predikcidja
A karakterizalt és funkcionalisan vizsgalt aptamerek kotohelyének feltérképezését

az online hozzaférhetd, gépi tanuldssal fejlesztett AlphaFold Server (Google DeepMind

& Isomorphic Labs) szerkezetjoslo alkalmazas segitségével végeztiik. A szerver leglijabb
3-as verzidja [65] lehetdvé teszi kiilonbdzd biomolekuldk ionok jelenlétében kialakuld
komplexének modellezését. A bekért aminosav (UniProt: Q8DTFE1 alapjan) €s aptamer
nukleinsav-szekvenciak, valamint a szelekcid €s a kolcsonhatés vizsgalatok sordn is jelen
1évé Na*, K, Mg?*, Ca?*, CI" ionok megadasa utn a kapott eredményeket értékeltiik, és

PyMOL (v3.1) segédprogrammal elemeztiik.
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https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8DTF1/entry

4. Eredmények

4.1. Létrehozott vektorkonstrukciok ellenérzése

Az aptamerszelekcidhoz eldallitand6 bakterialis fehérje célmolekulakat E. coli
alapt sejtes expresszids rendszerben kivantuk termeltetni, amihez a vektorkonstrukcidkat
a klasszikus, restrikcidés endonukledzokat igényld klonozassal hoztuk létre. A GbpC,
illetve Agl/II fehérjéket kodold génfragmenteket a donor plazmidokbdl M13 univerzalis
primerek segitségével PCR-ben felsokszorositottuk. A keletkezett termékeket a vart
bazispar-hosszasaggal — GbpC esetén 1423 bp, Agl/II esetén 1798 bp —, melléktermék
képzddése nélkiil detektaltuk (16. dbra), igy inszertként tudtuk azokat felhasznalni.

M 1 2 3 M
(bp) —sr ‘ (bp)
3000 s—
 e——
1500 s p—
1200 ww—
1000 w—
| —
| ——
| —
| —
500 w— S9! 3000
-_— w2000
i
- w1500
200 s 1000

16. abra: Donor vektorokbdl amplifikalodott célfehérjéket kédolo PCR termékek. A PCR-t
kovetden a reakcidelegyekbdl 2-2 ul terméket 1xTAE-val készitett 2%-os, illetve 1%-os
agardzgélben elektroforézissel valasztottuk el. Az elvéalasztast kovetden a gélt GelGreen
interkalalodo festékkel festettiik és GelDoc késziilekkel dokumentaltuk. M: 100 bp-os DNS
marker; 1: pUCIDT-Amp GbpC fragmenst koddold donor plazmid; 2: GbpC-t kddold fragmentum
(1423 bp); 3: Agl/lI-t kodolo fragmentum (1798 bp).

A megfelelé méretli PCR termékeket és a recipiens pET-28a expresszios vektort
Ndel és Xhol restrikcios endonukledzokkal kezeltiik, majd az emésztett inszerteket a
vektorral ligalasi reakciokban egyesitettilk, és az egyesitett fragmenteket kompetens

sejtekbe transzformaltuk. A kanamicin rezisztenciagénnel rendelkezd, tehat pozitivan

59



szelektalt baktériumtelepekbdl T7 wuniverzalis primerekkel késziilt kolonia PCR
eredmények alapjan azokat a klonokat valasztottuk plazmid izoldldsra alkalmasnak,
amelyekbdl kimutathatdo volt a célfehérjét kodold inszert jelenléte. Az eldzetes
szamitasaink alapjan a pozitiv cPCR termékek nagysaga pET-28a GbpC!!!"22  illetve
pET-28a_Agl/II*7% plazmidok esetén rendre 1487 bp, illetve 1862 bp hosszinak
adodtak, amelyek megegyeztek a kisérletben kapott termékek nagysagaval (17. abra).

M 1 2 3 4 5 6 M
(bp) P22 =3 o
3000 @ w3000
b . W 2000
1500 -— 1500
1200 —
1000 S 1000
e
500 W 500
— B —
=" @ \
100 '
- ol r— . e 200

17. abra: Recipiens vektorokbél amplifikalodott kolonia PCR termékek. A PCR-t kovetoen
a reakcioelegyekbdl 5-5 pl terméket 1XTAE-val készitett 1%-os agarozgélben elektroforézissel
valasztottuk el. Az elvalasztast kovetden a gélt GelGreen interkalalodd festékkel festettiik, és
GelDoc késziilékkel dokumentaltuk. M: 100 bp-os DNS marker; 1 és 3: negativ kolonia (iires
pET-28a terméke 320 bp); 2: GbpC fragmentumot felvett pozitiv kolonia (1487 bp); 4-6: Agl/I1
fragmentumot felvett pozitiv kolonia (1862 bp).

A létrehozott vektorkonstrukciokat baktériumsejtekbdl izolaltuk és méretiiket
restrikcidos endonukledzokkal végzett probaemésztéssel ellendriztik. A fragmentek
szamitott mérete probaemésztést kovetéen pET-28a_GbpC'1-22 esetén (Scal+Smal 4ltal
emésztve) 2191 + 4347 = 6538 bp, mig pET-28a_Agl/II1*"%* esetén (EcoRV+Pstl altal
emésztve) 1806 + 5107 = 6913 bp. A probaemésztési reakciokban kapott termékek mérete
a szamitott értékekkel megegyezett (18. dbra), igy az elkésziilt plazmidokat nukleinsav-

szekvenalassal is megerdsitettiik, mieldtt a célfehérjék expresszidjara hasznaltuk.
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18. abra: A létrehozott pET-28a vektorkonstrukciok probaemésztése. Az izolalt plazmidok
250 ng-jat restrikcios endonukledazokkal kezeltiik, majd az emésztési reakcidelegyekbdl 10-10 pl
terméket 1XTAE-val készitett 0,8%-o0s agardzgélben elektroforézissel valasztottuk el. Az
elvalasztast kovetden a gélt GelGreen interkalalodo festékkel festettiik, és GelDoc késziilékkel
dokumentaltuk. M: 1 kb-os DNS marker; 1: pET-28a_GbpC''-52? kétszeres emésztése (2191 bp
és 4347 bp); 2: pET-28a_GbpC!!!*22 emésztetlen plazmid; 3: pET-28a AgI/II*7 kétszeres
emésztése (1806 bp és 5107 bp); 4: pET-28a_Agl/I1*7% egyszeres emésztése (6913 bp); 5: pET-

28a_Agl/II*79%% emésztetlen plazmid.

4.2. GbpC és Agl/II fehérjék eloallitasa és izolalasa

Az aptamerszelekciohoz ¢€s az azt kovetd kolcsonhatas vizsgalatokhoz
sziikségiink volt egy megbizhatd és robusztus fehérjetermeld rendszerre, tovabba egy
hatékony fehérjetisztitasi eljarasra. Az E. coli alapt autoindukcids expresszids rendszer
megfelelt ezen kivanalmaknak. Ehhez a validalt plazmidokkal transzformalt kompetens
sejteket elobb laktdzmentes minimal tapkozegben szaporitottuk fel, majd az
exponencialis ndvekedési fazisban laktdztartalmu komplex tapoldatba oltottuk at, ezzel
indukalva a T7 promotert és a fehérjetermelést.

A pET-28a expresszios vektorokkal N-terminalis 6xHis-jelolést tartalmazo fuzids
fehérjéket termeltettiink baktériumsejtekkel, amely jelolés biztositotta a hatékony
affinitastisztitast. Az expresszio indukalasat és az izolalt fehérjefrakciokat denaturdlo

SDS-poliakrilamid gélelektroforézist kovetden értékeltiik. Mig az indukcid eldtti
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mintakban csak a kompetens sejt endogén fehérjéi lathatdéak, addig az indukcid
utaniakban mar megjelentek a termelddott GbpC (kb. 50 kDa) és Antigen I/II (kb. 65 kDa)
rekombinans fehérjék is. A GbpC affinitastisztitasa utdn minimalis mennyiségi, kisebb
molekulaméretli termékeket is kaptunk, amiktdl a puffercsere soran alkalmazott 30 kDa-
os ateresztési méretll szlirdmembrannal sikeriilt megszabadulnunk. Az Agl/II
affinitastisztitdsakor kevesebb célmolekulat lattunk a megfeleld magassagban a GbpC-
hez képest, és jelentds mértékii fragmentalodast figyeltiink meg, ami feltételezhetden mar
intracellularisan megkezdddott, hiszen a feltaro pufter tartalmazott proteazinhibitorokat.

A puffercserét kdvetden a célfehérje tisztasaga ez esetben is jelentdsen javult (19. abra).
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19. abra: A GbpC és Antigen I/II fehérjék expresszidjanak és tisztitasanak ellenérzése. A
fehérjék termelését és a tisztitasi 1épések egyes frakcioit 12%-os denaturdlé SDS-poliakrilamid
gélben, 1xLaemmli pufferben valasztottuk el. Az elvéalasztast kvetden a fehérjéket Coomassie-
festéssel tettiik lathatova, és GelDoc késziilékkel dokumentaltuk. M: Fehérje marker; 1-4: GbpC
(nyil) expresszié indukalas el6tt, indukalds utan, affinitastisztitas utan, puffercsere utan; 5-8:

Agl/II (nyil) expresszi6 indukalas el6tt, indukalas utan, affinitastisztitas utan, puffercsere utan.

A 6xHis-jelolt fehérjék jelenlétét Western blot technikaval is igazoltuk. Ehhez a
transzfert kovetden anti-polihisztidin elsddleges antitestet, majd fluoreszcensen jelolt
masodlagos antitestet hasznaltunk. A fluoreszcenciat mutatd mintak megerdsitik, hogy a
promoter indukalasaval a fuzids fehérjék expresszidja megtortént, tovabbd az
affinitastisztitas eredményeképpen hatékonyan izolaltuk a fehérjéket. A feltételezett

Agl/II fragmentalodast igazolni latszik, hogy a detektalt fehérjék tobbsége 6xHis-jelolést
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tartalmazott (20. abra). Habar az Agl/Il ekkora mértékii fragmentalodasa nem idedlis, az
aptamerszelekcio €s a kotddésvizsgalatok soran elfogadhato, mivel tobb kontraszelekcios
fragmentum bemutatasaval névelhet6é a GbpC-szelektiv apatamerek talalati esélye. Ezen
eredmények alapjan a termelt és tisztitott fehérjéket felhasznalhatonak itéltiik a tovabbi

funkcionalis vizsgalatokhoz.

20. abra: A GbpC és Antigen I/Il fehérjék 6xHis-specifikus detektiliasa fluoreszcens
immunoblottal. A fehérjék termelését ¢s a tisztitasi 1épések egyes frakcioit 12%-os denaturalo
SDS-poliakrilamid gélben, 1xLaemmli pufferben valasztottuk el. A Western blot-ot kdvetden a
fehérjéket vordsen fluoreszkald masodlagos antitestekkel tettiikk lathatova, és Odyssey
késziilékkel dokumentaltuk. M: Fehérje marker; 1-4: GbpC (nyil) expresszid indukalas el6tt,
indukaléds utan, affinitastisztitas utan, puffercsere utan; 5-8: Agl/Il (nyil) expresszid indukalas

elott, indukalas utan, affinitastisztitas utan, puffercsere utan.

4.3. A GbpC funkcionalis vizsgalata

4.3.1. Termostabilitas Ca*" jelenlétében

Mind az aptamerszelekciohoz, mind a kdolcsonhatds vizsgalatokhoz
elengedhetetlen a funkciondlis szerkezettel rendelkezd fehérje, ezért kisérleteinket
fizioldgidsnak megfeleltethetd mesterséges nyalpufferben végeztikk. A kalciumion a
GbpC ismert kofaktora, a megfeleld térszerkezet kialakulasanak, igy a gliilkankotd
funkcigjanak sziikséges feltétele. Azt, hogy a hasznalt puffer, illetve a kalciumion
jelenléte milyen hatdssal van a célfehérje stabilitdsara, termikus kihajtogatddasi

vizsgalatban (thermal unfolding assay) tanulmanyoztuk.
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A GbpC olvadasi gorbéinek analizisébdl (21. abra) megallapithatd, hogy a fehérje
olvadaspontja a vizsgalt pufferoldatokban (PBS, PBS + Ca%*, 1xASB) szamottevéen nem
valtozott, ezek rendre 58,4+0,1°C; 58,5+0,0°C és 58,2+0,1°C voltak. Azonban
megfigyeltiink egy-egy kiilonalld csucsot is 49,6+0,1°C és 49,24+0,2°C-okon, amit
kizarolag a kalciumion-tartalmti pufferek (PBS + Ca®*, 1xASB) mutattak. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a kalciumion jelenléte hozzajarul egy kisebb, de stabil
szerkezeti egység kialakuldsahoz, tehat a mesterséges nyaloldat megfeleléen biztositja a

fehérje stabil, nativhoz kozeli szerkezetét.

Fluoreszcencia elsé derivaltja (dF/dT)

25 35 45 55 65 75 85 95
Hoémérséklet (°C)

21. abra: A GbpC fehérje olvadasi gorbéinek analizise. A hémérséklet-emelkedés okozta
fluoreszcencia-valtozast GloMelt festék jelenlétében QuantStudio 12K Flex RT-PCR késziilékkel
kovettiik nyomon. 10 pg GbpC fehérjét PBS (sotét zold), PBS + Ca*" (vilagos z6ld) vagy ASB
(sziirke) pufferoldatokkal higitottunk. A hémérséklet szerinti elsd derivaltakrol leolvashato a
fehérje atlagos olvadaspontja Tn= 58,4°C-nal (fekete szaggatott), tovabba a Ca*'-jelenlétében
megjelend tovabbi cstcs 49,4°C-nal (piros szaggatott). A diagram adatai a technikai ismétléseket

abréazoljak (n=3).

4.3.2. Dextrankoto képesség
A GbpC funkcionalis analiziséhez tobb kolcsonhatas-vizsgélati technikat is
hasznaltunk. Ehhez elsO0ként a munkacsoportunkba rutinszerlien alkalmazott

ALPHASCcreen eljaras egyes paramétereit kellett optimalizalnunk. Ilyen volt a mérések
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soran hasznalatos blokkolo fehérje koncentracidja. A blokkold fehérje csokkenti a
gyongyok alapkdlcsonhatdsa generalta fals pozitiv hattérjelet, ezaltal javitja a jel/zaj
aranyt. A nyalalkotd6 mucin glikoproteinbdl készitett higitasi sorral 0Osszeallitott
mérésekben megallapitottuk, hogy a 0,1 mg/ml végkoncentracioban adott mucin a
hatteret olyannyira mérsékelte, mint amennyire a gyartoi ajanlas szerinti 0,1% (1 mg/ml)
BSA-tartalmt konvencionalis PBS-puffer (22. abra), igy ez a bedllitds optimalisnak

bizonyult a kdvetkezé mérésekhez.
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Qq,"O i Mucin-koncentracié (mg/ml)

22. abra: A mucin-koncentracié optimalizalasa ALPHA mérésekhez. A felezé higitasi sort
mucinbdl (1,5 mg/ml — 2,93 pg/ml) ASB-vel készitettiink. A keletkezd kemilumineszcens jelet a
donor és akceptor gyongydokhéz 5 nM biotinilalt-6xHis ligand hozzaadasa utan EnSpire
késziilékkel mértiik. Piros: kontroll mintak; z6ld: mucin-tartalmu higitasi sor; szaggatott: PBS +1
mg/ml BSA-val mért jel. A diagram adatai a technikai ismétlések atlagait és azok szorasat

abrazoljak (n=2).

Az ALPHA technikaval végzett kisérletekben a GbpC funkcioképességét a
természetes ligandjat reprezentald dextrannal (a-gliikan) szemben mértiikk. Negativ
kontrollként gliikankotd funkcidval nem rendelkezd Agl/II fehérjét hasznaltunk, aminek
elsdleges szerkezete mérsékelt homoldgiat mutat a GbpC-vel (Fiiggelék 12.1.). A kapott
eredmények egyértelmilen aldtdmasztottdk, hogy a  kolcsonhatds GbpC-
koncentraciofiiggést mutat, mig a dextran az Agl/Il-vel alapjelet adott (23. 4bra).

Valamelyest meglepd volt, hogy dextran hidnydban, iires donor gyongy esetén is
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detektaltunk GbpC-fiiggd kemilumineszcens jelnovekedést. Ezt a jelenséget
megmagyarazhatja a gyartd szabadalmi leirasaban [211] talalt lehetséges Osszetevok

felsorolasa, miszerint a gyongydk anyaga lehet tobbek kozott dextran is.

2 -
Ao 3 Agl/ll + biotin-dextran

150000- 3 GbpC + Ures donor
[l GbpC + biotin-dextran
100000+
50000- i |j_‘
I Il - —

125 nM 250 nM 500 nM 1000 nM

ALPHAScreen jel (cps)

Fehérjekoncentracié

23. abra: A fehérjék dextrankoté képességének vizsgalata ALPHA-val. A termelt és tisztitott
6xHis-cimkével rendelkez6 GbpC, valamint Agl/Il fehérjék kolcsonhatasat 15 nM biotinilalt
dextrannal szemben 0,1 mg/ml mucinnal kiegészitett ASB-ben mértiik. Az akceptor gydongydk
altal generalt kemilumineszcens jelet EnSpire késziilékkel detektaltunk. A diagram adatai a

technikai ismétlések atlagait és azok szorasat abrazoljak (n=2).

Ebbdl a technikai nehézségbdl adddoan célszeriinek lattuk a GbpC-dextran
kolesonhatast tovabbi modszerekkel is jellemezni. Ilyen modszer volt a MST, amellyel
immobilizalasi és konjugalasi lépések nélkiil, nativhoz kozeli koriilmények kozott
nyertiink informaciét a célfehérje dextran irdnti affinitdsar6l. A valtozo
fehérjekoncentraciokhoz tartozd mérési pontokra illesztett gorbe kismeértékli szordssal
kozel teljes telitésbe hajlik, igy nagy biztonsdggal megallapithatd a kolcsonhatast
jellemzd egyenstlyi disszociacids allandd, ami 2,46+0,73 pM-nak adodott (24. dbra).

Ezen adatok egylittesen megerdsitették a tisztitott célfehérje nativ feltekeredését
¢és aktiv funkciojat, igy lehetévé valt, hogy a GbpC-t, illetve az Agl/II-t mesterséges
nyaloldatban elébb célfehérjeként a szelekcidhoz, majd azt kdvetden az aptamerek

vizsgélatahoz egyarant alkalmazzuk.
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24, abra: A GbpC-dextran kolcsonhatas igazolasa MST-vel. A GbpC fehérjébol készitett
higitasi sorral szemben mértiik a FITC-jeldlt dextrannal mutatott kdlcsonhatast Monolith NT.115
késziilékkel. A telitési gorbe inflexios pontjahoz tartozo fehérjekoncentracio érték az adott GbpC-
dextran kolcsonhatast jellemzé disszociacios allando (Kp= 2,46+0,73 uM) értékét adja meg. A

diagram adatai a technikai ismétlések atlagait €s azok szorasat abrazoljak (n=3).

4.4. GbpC specifikus aptamerjeloltek szelekcioja

A glikankotd fehérje C a  Stretococcus mutans sejtfalaba  rogzitett,
biofilmképzésében kdzponti szerepet jatszd szerepldje. Az elébbiekben bemutattuk a
célfehérjeként felhasznalni kivant rekombindns valtozat stabilitasat és funkcidképességét,
amit a DNS aptamerszelekcionkhoz hasznéaltunk fel. A szelekcios koriilményeket a
fiziologiast imitdld kornyezethez igazitottuk, igy kiilonds figyelmet forditottunk a
szelekcids puffer (mesterséges nyaloldat) és a kontraszelekcios célpontok (Antigen I/11,
S. mutans AGbpC torzs) megvalasztasara, mindezekkel eldsegitve az aptamerek majdani
felhasznalhatdsagat.

A szelekcio sordn az amplifikdcios 1épéseket emulziés PCR-rel végeztik. A
technika lényege, hogy az emulzién beliil kiilonalld vizes mikrocseppekben biztositott a
reakcid lejatszodasa, igy a DNS templatok egymastdl térben izolalva tudnak
sokszorozodni. Ilyen modon hatékonyabb a részlegesen hasonld varidbilis régioval
rendelkezdé nukleinsav-szekvencidk amplifikdldsa a komplex DNS templatbol kiindulo
reakciokban. A SELEX soran 8 pozitiv szelekcios 1épést végeztiink a GbpC célfehérjére,
tovabba kozbeiktattunk 2 esetben az Agl/II fehérjére és 1 esetben a AGbpC mutans

baktériumsejtekre végzett kontraszelekcios 1€pést. A specifikus aptamerjeloltek dusulasat
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erds0dd szelekcids nyomassal biztositottuk (Fiiggelék 12.3.). A pozitiv 1épéseket
kovetden a kettdsszala ePCR termékek mennyiségét spektrofotometridval, mindségét
gélelektroforézissel ellendriztiik (25. abra). A gélképek alapjan megallapithato, hogy a
vart 76 bazispar hosszu termékek a legtobb ciklust kovetden detektalhatd mennyiségben
megjelentek, mig erdsebb szelekcids nyomas (3. ciklus), illetve egyes negativ 1épések (4.
¢s 8. ciklus) alkalmazésa utan csokkent mennyiségiik, ami a szelekcios protokollunk jol

tervezettségére utal.
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25. abra: Az emulziés PCR termékek ellendrzése poliakrilamid gélelektroforézissel. Minden
pozitiv szelekcios 1épést kovetden a célmolekulardl elualt egyszala aptamereket ePCR-ben
amplifikaltuk, és a tisztitott termékekbodl 5-5 pl-t 10%-os poliakrilamid gélben, 1xTBE-ben
valasztottunk el. Az elvalasztast kovetden a gélt GelGreen interkalalodo festékkel festettiik, és
GelDoc késziilékkel dokumentaltuk. M: Low Range DNS marker; Lib: kiindulési egyszaltt DNS-
konyvtar; 1-8: az egyes ciklusok utan detektalt 76 bp-os ePCR termékek.

Az utolsé ciklusokat kovetden a sziikitett aptamerkonyvtarakat jeldletlen
primerekkel, a nagy hiiségii iProof DNS polimeraz segitségével amplifikaltuk, ezzel 3’-
tulnyal6 nukleotidmentes, tompavégli termékeket kaptunk, amiket pCR-Blunt II-TOPO
vektorba klonoztunk. A megfelel6 méretli kolonia PCR termékek alapjan dontéttiink az
adott kolonia, vagyis aptamerjelolt nukleinsav-szekvenaldsra kiildésérél. A pozitiv
klénok keresése soran varatlan nehézségbe litkoztiink, ugyanis a SELEX-bdl szarmazo
tesztelt kolonidk esetén 108-bol minddssze 70 mutatott megfeleld méretli terméket (26.
abra). Az agar6z gélen megfigyelhetd mintazatok alapjan a vektorok nem iiresek voltak,
hanem hibas méretli, repetitiv szakaszokat tartalmaz6 termékeket mutattak. Ez az
eredmény arra utal, hogy a hibéds termékek mar a klénozast megeldzden keletkeztek,

aminek egy valdszinli magyardzata, hogy az aptamerkonyvtar primerei a kdnyvtarral
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részben komplementer szakaszokhoz tapadtak be és melléktermék-képzddéshez vezettek.
Az alacsony talalati szam ellenére sikeriilt elegenddé mennyiségii pozitiv klont
detektalnunk a nagy mintaszdm elemzésére alkalmas LabChip technikéval (27. &bra),

amik koziil 55-6t Sanger-szekvenalasra kiildtiink.
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26. abra: A TOPO-klénozas ellendrzését bemutat6 reprezentativ agaroz gélkép. A kolonia
PCR termék 5-5 pl-ét 1xXTAE-val készitett 2%-o0s agardzgélben elektroforézissel valasztottuk el.
Az elvélasztast kovetoen a gélt GelGreen interkaldlodo festékkel festettiik és GelDoc késziilékkel
dokumentaltuk. Aptamert nem tartalmazo termék (,,iires” vektor) esetén 295 bp-os, mig megfeleld
termék inszertalodasa esetén 371 bp-os termékre szdmitottunk. M: Low Range DNS marker;
Al;A2;A4: a szamitottnal nagyobb, hibas méretli PCR termékek; A3: jellegzetes 1étrafokszerti,

hibas méretii termék; AS: megfelelé méretii (371 bp) termék.

27. abra: A megfelel6 méretii kolonia PCR termékeket bemutaté reprezentativ kapillaris
elektroforézis eredménye. A szekvenalasra kiildés el6tt meggy6zodtink az egyes
aptamerjeloltek megfelel6 méretérdl. Praktikussdgi okokbol ehhez a nagy ateresztd képességii

LabChip késziiléket hasznaltuk.
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A nukleinsav-szekvenalasi eredmények elemzése soran 42 egyedi nukleinsav-
szekvenciat azonositottunk. Ebbol 6 (A32, A41, A49, AS55, A57, A75) kétszer, 1 (A10)
hatszor fordult el6. Ezeken tul megfigyeltiik, hogy a kiindulasi konyvtarbol talnyomoan
citozinban gazdag oligonukleotidok dusultak fel (Fiiggelék 12.5.). A MEME online
motivumkeresé algoritmusa megerdsitette a konyvtarbol nyert citozindis nukleinsav-
szekvenciak felszaporodasat, azonban kettonél tobbszor eléforduldé DNS motivumot nem
talaltunk.

Habar ezen nukleinsav-szekvenalasi és motivumkeresési adatok az aptamerek
dusulasat sugalljdk, tovabbi kvantitativ informdciét nem nyujtanak sem az
aptamerjeloltek affinitasarol, sem azok szelektivitasarol. Annak érdekében, hogy
meghatarozzuk azokat a jelolteket, amelyek leginkabb képesek specifikusan kétddni a
GbpC-hez, in vitro kisérletekben teszteltiik az 0sszes egyedi nukleinsav-szekvencidval

rendelkezd oligonunkleotidot.

4.5. Aptamerjeloltek sziirése PBA-PCR-rel kombinalt ALPHA-val

A teszteléséhez az Osszes egyedi aptamerjeldltet a munkacsoportunkban
optimalizalt és fejlesztett primer blokkolt aszimmetrikus PCR-rel allitottuk eld. A
moédszer nagy eldonye, hogy az elOszlirésekhez sziikséges mennyiségben,
laborkoriilmények kozott, egyszerti és koltséghatékony moddon tudjuk létrehozni az
egyszali DNS molekulékat, a mérési technika igényétdl fliggden gyakorlatilag barmilyen
5’-jeloléssel. A feleslegben adott reverz primer reverz komplementer (RC)
oligonukleotidjanak hozzaadasaval biztosithat6, hogy a PBA-PCR utdn az aptamer 3’-
végeéhez hibridizalt blokkold primer jelentds része disszocialodjon, ezaltal teljes

hosszusagaban egyszalu terméket kapunk, ami igy a szelekcido soran kialakulod

crer
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28. abra: PBA-PCR-rel eléallitott aptamerjeloltek reverz komplementer hozzaadasat
kovetoen. Az amplifikalt termékek 3-3 pl-ét 10%-os poliakrilamid gélben, 1xTBE-ben
elektroforézissel valasztottuk el. Az elvalasztast kovetoen a gélt GelGreen interkalalodo festékkel
festettiik, és GelDoc késziilékkel dokumentaltuk. M: Low Range DNS marker; A29-A96:
aptamerjeldltek PBA-PCR termékei. (1): részlegesen egyszali DNS, (2): teljesen egyszalu
DNS, (3): kétszala DNS, (4): primerek, dimerek.

Munkacsoportunkban mara rutinszertien hasznalt ALPHA mérésekhez a tesztelni
kivant aptamerjelolteket 5°-biotin forward primerekkel, tovabbfejlesztett PBA-PCR
segitségével allitottuk eld. A reverz komplementer oligonukleotid feleslegben tortént
hozzdadasa utan rendszerint tapasztalhato, hogy a blokkold primer leszoritasa nem teljes,
igy a gélelektroforézist kovetden részlegesen egyszalu PBA-PCR termék is detektalhato.
Ez a jelenség szekvenciafliggd mintdzatot eredményezett a gélképen (28. dbra), ami
Osszhangban volt korabbi megfigyeléseinkkel (Fiiggelék 12.4.). Tervezett ALPHA
méréseinkben 42 egyedi szekvencia affinitasat mértilk 500 nM és 1000 nM GbpC-vel
szemben. Az affinitdsokat bemutatdé oszlopdiagrambol kitlinik, hogy a vizsgalt 42
szekvenciabol 11 (A29, A30, A38, A39, A40, A4l, A47, A65, A74, A94, A96) erdsebb
kotddést mutatott a célmolekula irdnt, mint a szekvenalas utdn kapott tobbi jeldlt (29.
abra). Ez az erésebb kotddés a GbpC funkciondlis tesztelése soran, az iires donor
gyonggyel tapasztalt kolcsonhatast meghaladd kotdédés volt, igy ezektdl az

aptamerjeloltektdl valos és jelentds affinitast vartunk.
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29. abra: Az osszes egyedi szekvencia affinitasvizsgilata ALPHA-val. A 6xHis-cimkével
rendelkezd GbpC kolcsonhatasat PBA-PCR-rel el6allitott aptamerrel szemben mértiik. Az
akceptor gyongyok altal generalt kemilumineszcens jelet EnSpire késziilékkel detektaltunk. A
szaggatott vonal a GbpC iires donor gyonggyel adott jelet mutatja. A diagram adatai a technikai

ismétlések atlagait és azok szordsat abrazoljak (n=2).

Az affinitasuk mellett kivancsiak voltunk arra is, hogy mennyire szelektivek az
eldsziirt aptamerjeldltek. Ebbdl kifolyolag a legjobb tizenegy jeldlt specifikussagat ujabb
ALPHA mérésekben vetettiik 6ssze. A GbpC célmolekula mellett a biofilmképzddésben
szintén résztvevd, kontraszelekcios Agl/II fehérjét, tovabba fehérje nélkiili Ni**-boritott
akceptor gyongyoket hasznaltuk negativ kontrollként. Az eredmények tanusaga szerint az
aptamerjeloltek egyértelmiien, nagysagrendekkel erdsebb affinitast mutattak a GbpC
célmolekula irant, mint a szerkezetileg analég Agl/Il-vel vagy a csupasz Ni**-akceptor
gyonggyel (30. abra).

A PBA-PCR-rel kombinalt ALPHAScreen mérési eredményeink megerdsitettek
az Antigen I/II-t hasznal6 kontraszelekcios 1épéseink relevanciajat és sikerét a szelekciod
soran, tovabba ramutattak arra a 11 aptamerre, amelyek érdemesek tovabbi karakterizalasi

vizsgalatokra és végiil alkalmasséa valhatnak a biofilmképzddés gatlasara.
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30. abra: Alegjobban kot6do aptamerjeloltek specifikussag vizsgalata ALPHA-val. A 6xHis-
cimkével rendelkezé6 GbpC (kék), Agl/Il (narancs) és fehérje nélkiili kontroll (sziirke)
kolesonhatasokat PBA-PCR-rel eldallitott aptamerekkel szemben mértiik. Az akceptor gydongyok
altal generalt kemilumineszcens jelet EnSpire késziilékkel detektaltunk. A diagram adatai a

technikai ismétlések atlagait és azok szorasat abrazoljak (n=2).

4.6. Aptamerek karakterizalasa

4.6.1. Kinetikai vizsgalatok

Az elbsziiréseket kovetden meghataroztuk azokat az aptamerjelolteket, amiket
tovabbi, az ALPHA-t6l eltér6 kolcsonhatas vizsgélati technikaval is karakterizalni
kivantunk. Az (A30, A39, A65, A96) jol és (A58) gyengén kot aptamerek kotddési
kinetik4janak meghatarozadsdhoz BLI méréseket végeztiink. A mérésekhez 5’-biotin-TEG
jeloléssel ellatott, szintetikus tton eldallitott aptamereket hasznaltunk, amiket
sztreptavidinnel boritott szenzorfeliiletre immobilizaltunk. Az aptamerrel modositott
szenzorokat ezutan GbpC higitasi sorozatot tartalmazé oldatba meritettiik, és kovettiik az
asszociacios, disszociacids és mosasi 1épések alatt mérhetd rétegvastagsag-valtozasat. A
kinetikai paramétereket (14. tablazat) elemezve megallapitottuk, hogy a vizsgalt
aptamerek tobbsége (A30, A39, A65, A96), tovabba a természetes ligandnak tekintett
biotinilalt dextran esetén a kolcsonhatasokat jellemzd asszocidcids sebességi allandok
egy nagysagrendbe esnek (ka: 1,177e(+3) — 5,363e(+3) [1/Ms]), vagyis a GbpC
megkdtése hasonldéan nagy sebességgel torténik. A Kp-t meghataroz6 masik tagban, a
disszociacids sebességi allandoban az aptamerek alig kiilonboznek (kq: 2,362e(-3) —
9,974e(-3) [1/s]), alacsony mikromodlos Kp-értékeket eredményezve. Ezektdl jelentdsen
eltér az A58-as szekvencia asszociacios kinetikaja (ka: 6,47e(+1) [1/Ms]), ami egybevag
az aptamerek eldsziirésénél mért alacsony affinitdsaval és a BLI-vel mért relative magas

Kp értékével (Kp(A58): 139 uM). A dextrannal mértek szerint egységnyi id6 alatt arrol
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tobb fehérjemolekula disszocidlodik, ami a legjobban kotd aptamerekhez képest
(Kp(A39): 5,7 uM és Kp(A96): 0,4 uM) magasabb Kp-hoz vezetett (Kp(dextran): 13,69
uM).

Osszességében, a BLI-vel kapott adatok azt mutattak, hogy a legtdbb vizsgalt
aptamer er6sebb komplexet alkotott a célfehérjével, mint a dextran, tovabba megerdsitést

nyertek a PBA-PCR-rel kombinalt ALPHA technikéaval kapott elsziirési eredményeink.

14. tablazat: A dextran-GbpC és az aptamer-GbpC koélcsonhatasok kinetikai paraméterei.
A mért asszociacios (ka) és disszociacios (kq) sebességi allandok és a hanyadosukbol szamitott
egyensulyi disszociacios allandok (Kp) megerdsitik a vizsgalt biomolekulak és a GbpC kozotti

kolcsonhatast, mérsékelt eltérések (error) és magas gorbeillesztési pontossag (R?) mellett.

Ka [1/Ms] Ka error ka [1/s] Kd error R? Kb [M]

dextran | 1.177e(+3) 6.37e(-3) 1.612e(-2) | 4.271e(+2) | 0.9931 | 1.369(-5)
A30 1.629¢(+3) 4.5¢(+1) 9.974e(-3) | 1.785e(-4) | 0.9935 | 6.122¢(-6)
A39 1.472¢(+3) | 3.824e(+1) | 8.37le(-3) 2.11e(-4) 0.9954 | 5.687e(-6)
A65 1.229¢(+3) | 3.955e(+1) | 9.335e(-3) | 1.897e(-4) | 0.9932 | 7.598e(-6)
A96 5.363¢(+3) 1.495¢(+2) | 2.362¢(-3) 1.09¢(-4) 0.992 | 4.405e(-7)
A58 6.47e(+1) 1.486e(+1) | 8.963e(-3) | 1.782e(-4) | 0.9876 | 1.385e(-4)
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4.6.2. Primerrégiok hatasa és kompeticios vizsgalatok

Mind az ALPHA, mind a BLI legaldbb az egyik kolcsonhatd partner
Ez okbdl tigy dontottiink, hogy a BLI mérések alapjan legigéretesebb aptamerek (A39,
A96) ¢és a célmolekuldk (GbpC, Antigen I/IT) kozott kialakuld kolesonhatast MST
modszerrel is demonstraljuk. Ezekben a kisérletekben arra is valaszt kerestiink, hogy a
teljes, 76 bazishosszusagl aptamer vagy annak primerrégiok nélkiili, rovidebb forméja
rendelkezik-e nagyobb affinitdssal a GbpC irant. Ugyanis egyes aptamer-célmolekula
kolesonhatés kialakulasokkor ismert jelenség, hogy a kotddésért az aptamer varidbilis
kotddésre. A motivumok azonositadsaval esély nyilik a kotOhelyek feltérképezésére, a
kotddési mechanizmus jellemzésére és adott esetben az affinitds ndvelésére, amelyek
mind hozzajarulhatnak a funkcionalis aptamerek hatékonyabb felhasznalasahoz.

Az MST mérésekhez 5°-Cy5 fluoreszcens modositassal ellatott aptamereket €s
azok primerrégiok nélkiili, rovidebb valtozatat hasznaltuk. Kotddésiiket GbpC és Antigen
I/IT higitasi sorokkal szemben mértiik (31. 4bra). A telitési gorbék tanusiga szerint
mindkét aptamer (A39, A96) kotédik a GbpC-hez, azonban az Agl/Il-vel nem
detektaltunk kotédést adott mérési koriilmények kozott. Kovetkezésképp kijelenthetd,
hogy a vizsgalt aptamerek szelektiven felismerik a célmolekuldt, ami az
aptamerszelekcionk sikerességét jelzi, valamint megerdsiti a korabbi ALPHA és BLI
mérésekbdl szarmazd eredményeinket. Az illesztett gorbék inflexids pontjaibol
leolvashatd Kp-értékek dsszehasonlitasa azt is sejteti, hogy az aptamerek primerrégioi
jelentds szerepet jatszanak a célfehérjéhez valo kotddésben, vagyis jelenlétiik 1ényeges
eleme lehet az aptamer-fehérje komplex kialakulasanak. Ezt a feltételezést az bizonyitja,
hogy az egyensulyi disszociacios allandok primerrégiok hianyaban az A39 esetén
8,09+0,68 uM-rdl 19,64+2,2 uM-ra, az A96 esetén 8,50+0,88 uM-rél 66,9+11,9 uM-ra

nottek.
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31. abra: Az A39 és A96 aptamerek affinitisanak vizsgalata MST-vel. A GbpC és Agl/Il
fehérjékbol készitett higitasi sorokkal szemben mértiik a Cy5-jeldlt hosszu és primerrégiok
nélkiili rovid szintetizalt aptamerekkel mutatott kdlcsonhatast Monolith NT.115 késziilékkel. A
telitési gorbe inflexids pontjahoz tartozd fehérjekoncentracié érték az adott kolcsonhatast
jellemzd disszociacios allando (Kp) értékét adja meg. A GbpC-vel szemben szamitott Kp értékek
az A39 hosszu és rovid (fent, sotét és vilagos kék) esetén rendre 8,09+0,68 pM és 19,642,2 uM,
mig az A96 hosszl és rovid (lent, sotét és vilagos voros) esetén rendre 8,50+0,88 pM és 66,9+£11,9
uM. Az Agl/ll-vel (sziitke) nem detektaltunk kolcsonhatast. A diagramok adatai a technikai

ismétlések atlagait és azok szorasat abrazoljak (n=3).
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A MST technika lehetséget kindl kompeticios kisérletek Osszedllitdsara is.
Ezekben mar igazolt kolcsonhaté partnerek ugyanazon célmolekuldhoz torténd egyidejii
kotodését detektalhatjuk. Tekintve, hogy eddigi eredményeink alapjan mind a dextran,
mind az A39 és A96 aptamerek szelektiven kotddtek a GbpC-hez, ily modon az eldbbi
feltételnek eleget tesznek, ezért megkiséreltiik igazolni a molekuldk versengését. Ehhez
amihez a Cy5-jelolt primerrégiokkal rendelkezé (hosszi) aptamert konstans
mennyiségben eldinkubaltuk GbpC-vel, majd a kialakult komplexet jeloletlen A39-es
(hossz) aptamer higitasi sorral szemben titraltuk (32. dbra, fent). A telitési gorbe lefutasa
igazolta, hogy a jeloletlen A39 koncentraciofiiggd valtozast okoz a fluoreszcens aptamer
¢s GbpC komplex termoforetikus tulajdonsagaiban, vagyis megtorténik a jeldletlen A39
kotddeése, és igy az kompeticioban all a fluoreszcensen jeldlt valtozataval.

Az autokompeticios elOkisérletek sikere utan megvizsgaltuk azt is, hogy a
fluoreszcensen jelolt A39 vagy A96 aptamerrel eldinkubalt GbpC-re milyen hatassal van
a dextrannal torténd titralas (32. abra, lent). A telitési gorbéken megfigyelhetd enyhe
csOkkenés a dextran kotddését jelzi, azaz mind az adott aptamer, mind a dextran verseng
a GbpC-ért, ami a vizsgalt aptamerek glitkankotést gatlo potencialjat vetiti el6. Bar ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy az aptamerek képesek lehetnek csokkenteni a GbpC
gliikankoto képességét, ezaltal mérseékelhetik a biofilmképzddést, tovabbi vizsgalatokra
van sziikség a gatlas moddjanak tisztdzdsdhoz és az aptamerek pontos kotdhelyének

azonositasahoz.
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32. abra: Kompeticios vizsgalatok MST-vel. Az A39 aptamerrel igazolt autokompeticio (fent,
tiirkiz) utan az A39 és az A96 (lent, kék és vords) aptamerek a dextrannal szemben mutattak
versengést a GbpC irant, ami a szelektalt aptamerek gliikankotést gatld potencialjara utal. A

diagramok adatai a technikai ismétlések atlagait és azok szdrasat abrazoljak (n=3).

4.6.3. A39-es aptamer stabilitasa

A vélasztott jol kotddd aptamerek funkcionalis vizsgélatat megeldzden szerettiink
volna képet kapni arr6l, hogy a szelektalt aptamereink biologiai rendszerben mennyire
maradnak intaktak. Az aptamerek a biofilm gatlasi vizsgéalatokban tobb 6ran keresztiil
inkubalddnak egyiitt baktériumokkal, szaporodashoz és biofilmképzddéshez idedlis
koriilmények kozott, ennek kdszonhetden kitettek az anyagcserefolyamatok, illetve az
extracellularis nukle4dzok hatasainak.

A stabilitasvizsgéalathoz az A39-es aptamert terminalis jelolések nélkiil 2 uM-os

végkoncentracioban vad tipusu S. mutans UA130 torzzsel beoltott biofilmképzd
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tapoldatban inkubaltuk — a biofilm assay-vel megegyezé mddon — és adott idokozonként
egységnyi térfogatu mintakat vettliink, amikbdl az aptamer relativ mennyiségét qPCR-rel
hataroztuk meg. Az inkubalds kezdetén vett mintabol nyert mennyiséget tekintettiik
100%-nak, amihez viszonyitottuk az idoben késdbb vett mintdk aptamertartalmat (33.
abra). A nem-linedris regressziot kovetéen meghatarozott A39-féléletid6 10,86 ora volt,
ami azt jelenti, hogy a 16 6ras biofilm gatlasi kisérletek talnyomo része alatt elegendd
mennyiségben volt jelen az aptamer, vagyis biztonsaggal hasznalhato volt az aptamerek

biofilmgatld hatasanak vizsgalatat célzo kisérleteinkhez.
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33. abra: Az A39 aptamer stabilitisinak vizsgialata sejtes rendszerben. Az aptamer
mennyiségét vad tipusu S. mutans-szal beoltott biofilmképzd tapoldatbol vett mintakbol to+ 1 h,
2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h idopontokban QuantStudio 3 qPCR késziilékkel mértiik. A 2 uM-os
kiindulasi oligonukleotid féléletideje adott koriilmények kozott 10,86 ora volt. A diagram adatai
a technikai ismétlések atlagait és azok szorasat abrazoljak. A gorbeillesztéshez és a féléletidd

meghatarozashoz egyfazisi bomlasi modellt hasznaltunk (n=3).

4.7. Aptamerek biofilmgatlo hatasanak vizsgalata

A GbpC szerepe a S. mutans biofilm poliszacharid vazanak integritasdban
esszencialis, ezért kivaloan alkalmas olyan aptamerszelekcid célpontjanak, aminek célja
a biofilmképzddés gatlasa. Eddigi eredményeink igazoltak, hogy a GbpC-re szelektalt
aptamerek szelektiven, jo affinitassal ismerik fel ezt a célmolekulat, tovabba néhanyuk
kompeticidban van a fehérje természetes ligandjaval. Ezek a tulajdonsagok azonban csak

sziikséges feltételei egy gatld aptamer azonositasdnak. A gitld hatds teszteléséhez
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funkcionalisan is jol teljesitd aptamerekre volt sziikségiink, amiket biofilm gatlasi
kisérletekben (biofilm assay) vizsgaltunk. A képz6dott biofilm mennyiségét klasszikus
festési eljarassal ellendriztiik. A kristalyibolyat hagyomanyosan a Gram-festés elsodleges
reagenseként hasznaljak, ami kalium-jodidos jodoldattal torténd kezelés utan csapdaba
esik a baktériumsejt peptidoglikén rétegeiben, és onnan Gram-pozitiv baktérium esetén
alkoholos mosast kovetéen sem mosddik ki. A biofilmképzd baktériumok esetén a
kristalyibolya a sejtfal komponensein kiviil egyéb extracellularis matrixalkotékhoz is
kotodik, ezaltal altalanosan alkalmazhato festék biofilmképzdodés kvantifikalasara.

A biofilm gatlasi kisérletekhez négy jol (A30, A39, A65, A96) és egy gyengén
(A58) kotddd aptamert valasztottunk és adtuk szachardzzal kiegészitett, S. mutans vad
tipusi vagy GbpC-hidnyos mutans torzset tartalmazo tapoldathoz, majd a festési
protokollt kdvetden a mért abszorbancia értékeket a kezeletlen minta¢hoz viszonyitottuk
(34. abra). A normalizalt eredmények alapjan megfigyeltiik, hogy az A39 és A96 — a
kolesonhatéas vizsgalatokban legjobban teljesitd — aptamerek szamottevOen, csaknem
30%-kal csokkentették a vad tipust S. mutans biofilm mennyiségét a kezeletlen
mintakhoz képest. Ezzel szemben az A30, A65 ¢és A58 aptamerek nem mutattak
szignifikans gatld hatast, aminek egy lehetséges magyarazata, hogy az el6bbiekétdl eltérd
kotohelyekre szelektalodtak, illetve degradalodtak a sejtekkel torténd inkubaciod soran.
Kiemelendd, hogy a AGbpC muténs torzs kezelése sordn egyik aptamernek sem volt
szignifikans gatlo hatdsa a biofilmképzddésre, ami a kivalasztott aptamerek nagyfoku

specifikussagat jelzi.
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34. abra: Az aptamerek hatasa a biofilmképzodésre szacharoz jelenlétében. Biofilmképzo
tapoldatban novesztett S. mutans vad tipust vagy GbpC-hianyos mutans térzsekhez aptamereket
adtunk, majd kristalyibolyaval végzett festés utan a biofilm mennyiségével aranyos abszorbanciat
ClarioStar késziilékkel mértiik. Az A39 és A96 aptamerek kdzel 30%-kal csokkentették a biofilm
mennyiségét kezeletlen mintahoz képest. A diagram adatai a bioldgiai ismétlések atlagait és azok
szorasat abrazoljak (n=5). A statisztikai elemzést kétmintas t-probaval végeztiikk ([ns]: nem

szignifikans; [*]: p < 0,05; [****]: p < 0,0001)

Tekintettel a kompeticios vizsgélataink eredményeire, amelyek azt mutattak, hogy
a vizsgalt aptamerek a GbpC gliikdnkoté-képességét csokkentd potenciallal
rendelkeznek, azt feltételeztiik, hogy az aptamerek szachar6z hianyaban nem képesek
hatékonyan gatolni a biofilmképzddést, mivel ebben a tapkdzegben a baktériumsejtek
gliikozil-transzferaza altal biztositott glilkantermelés minimalis. Ennek a feltételezésnek
az igazolasara a fent emlitett biofilmgatlasi vizsgélatot vad tipusu sejtekkel szacharéz
hianyéaban, fruktoz- és gliikoztartalml tapoldatban is elvégeztiik. A mérési eredmények
alapjan a kezeletlen szacharoztartalmu tapoldathoz képest kozel 6todére csokkent a
biofilm mennyisége a fruktdéz- és gliikoztartalmu kezeletlen mintdban, ami jelzi a
diszacharid jelenlétének fontossagat a glilkanalapu biofilm felépitésében. Az aptamerek
hozzaadasa azonban nem mutatott tovabbi szignifikans csokkenést a biofilmképzddésben
a frukt6z- és gliikoztartalmu kezeletlen mintakhoz képest (35. dbra). Ez azt sugallja, hogy
az A39 ¢és A96 aptamerek a gliikan-GbpC kolcsonhatas befolydsolasaval gatolhatjak a
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biofilmképzddést. Elméletiink maradéktalan kisérletes bizonyitasat azonban egzakt
szerkezetvizsgalati mérésekben — Ugymint rontgenkrisztallografia vagy krio-
elektronmikroszkopia — latjuk megvalosithatonak.

A funkciondlis  vizsgéalatokb6l nyert adatok  alatdmasztottdk  az
aptamerszelekcionk sikerességét, ezenfeliil ravilagitottak a szelektalt aptamerek alapos
elemzésének fontossagara, ami altal azonositani tudtuk az alkalmazas szempontjabol
leghatékonyabban mikodé szekvenciakat. Jollehet, ezek az eredmények a bioldgiai
rendszerekre jellemzO szorassal rendelkeznek, a megel6z6 kolcsonhatas vizsgalatok
eredményeinek fényében az A39 ¢és A96 aptamerek gatld hatdsanak potencialjat

alatamasztottnak latjuk.
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-
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35. abra: Az aptamerek hatisa a biofilmképzédésre szacharéz hidnyaban. Fruktdzzal és
gliilkozzal kiegészitett BHI tapoldatban ndvesztett S. mutans vad tipust torzset aptamerekkel
kezeltiink, majd kristalyibolyaval végzett festés utan a biofilm mennyiségével aranyos
abszorbanciat ClarioStar késziilékkel mértiik. A szachardztartalmi kezeletlen mintahoz (S) képest
a fruktoz- és gliikoztartalmu kezeletlen tapoldatban (F+G) szignifikdnsan kisebb biofilm
mennyiséget tapasztaltunk, azonban ezt nem csokkentette tovabb egyik aptamer hozzaadasa sem.
A diagram adatai a technikai ismétlések atlagait és azok szorasat abrazoljak (n=4). A statisztikai

elemzést kétmintas t-probaval végeztiik ([ns]: nem szignifikans; [****]: p <0,0001)
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4.8. GbpC-aptamer prediktalt modellek értékelése

A biomolekuldk szerkezetét modellezé mai modern szamitdégépes alkalmazéasok
segitségével prediktalhatova, illetve vizsgalhatova valtak egyes kolcsonhatod partnerek
mindeddig megfejtetlen komplexei. Az elemzést megkonnyiti, hogy a hozzaférés online,
altalaban ingyenes, a feliilet atlathatd és programozoéi tudast nem igényel, tovabba a
szamitast végzd algoritmusok esetenként gépi tanulassal folyamatosan fejlesztés alatt
vannak. Az AlphaFold 3 minden eddiginél nagyobb pontossaggal képes fehérje-ligand,
fehérje-fehérje, illetve fehérje-nukliensav kolcsonhatasok modellezésére, amely
tulajdonsagat munkank sordn a GbpC-aptamer komplexek vizsgalatara hasznaltuk fel. A
molekulakomplexek felderitésével az eldzetes méréseink eredményeibdl adodo
kérdéseinkre szerettiink volna valaszt kapni; mi lehet az oka annak, hogy az aptamerek
rovid, illetve hosszl forméja kozott jelentds affinitasbeli kiillonbséget mértiink, tovabba
mi magyarazhatja azt, hogy egy jol kotddo aptamer nem produkalt biofilmképzddést gatlo
hatast?
kitiint, hogy az aptamerek egyes szakaszai a GbpC Ca**-kdtéhelyéhez kozel alakitanak
ki kapcsolatot a fehérjével (36/A,B,C,D. abra). A kalciumion kotése a feltételezett
gliikankoté zsebben torténik, ebbdl fakadoan az aptamerek kozelsége ehhez a régidhoz
potencidlisan hozz4jarul mind a GbpC-aptamer kolcsonhatas, mind a biofilmgatld hatas
kialakulasédhoz. Feltlint szdmunkra az is, hogy amig a teljes hosszisagii A39-es aptamer
kotémotivumén kiviil esd bazisok egymassal részlegesen hibridizalnak és ezzel egy
stabilabb hajtli szerkezetet hoznak létre, addig a rovidebb valtozat egyszali formaban,
joval mobilisebb struktirat vesz fel. A rovid valtozat ezzel kevésbé stabil komplexet alkot
a GbpC-vel, amit az MST-vel kapott Kp-értékek tiikrében igazoltnak latunk.

Megvizsgalva az A30-GbpC prediktalt komplexet azt talaltuk, hogy ez esetben az
aptamer 3’-tulnyulo véggel rendelkezd helikalis szerkezetet vesz fel, amely szerkezet a
gliikankotd zseben kiviil és a Ca?"-kotdhelytdl tavolabb helyezkedik el (36/E,F. 4bra).
Habar méréseink alapjan az A30 is specifikus és jo affinitdst mutatd aptamer, a biofilm
képzddésére nem volt hatdssal, amit aldtdmasztani latszik a glilkankotd zsebtdl becsiilt
tavolabbi pozicidja. Ez 0Osszhangban van sejtésiinkkel is, miszerint az A30

kolesonhatésban résztvevd DNS-szakasza a GbpC vélhetden mas epitdpjahoz kotddik.
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36. abra: A GbpC-aptamer komplexek prediktalt szerkezete. Az aptamerek (narancs) koziil
az A39 hosszl (A) és rovid (C), valamint az A30 (E) GbpC-vel (z6ld) alkotott kozos komplexét
abrazoltuk. A kinagyitott régiokban (keretezett) a glikankotd zsebet fedé hurokstruktiara
(magenta) kozelében talalhato Ca?" (kék) és az aptamerbazisok kozotti legrovidebb becsiilt
tavolsagokat jeldltiik, amik az A39 hosszi (B) és rdvid (D) szekvenciak esetén rendre 4.9 A,
illetve 4.4-7.6 A, mig az A30 (F) esetén 14.7-19.2 A kozé estek. A predikciokat AlphaFold 3-mal
készittettiik és a kapott szerkezeteket PyMol (v3.1) programmal vizualizaltuk.

A prediktalt molekulakomplex-szerkezetek josdgat az AlphaFold szerver
szamitasa tobb pontszammal is jellemezi [65]. Ezek koziil a pTM (predicted Template
Modelling) megadja, hogy a teljes predikcié mennyire lehet hasonlé a valos szerkezethez
képest. Amennyiben a pTM > 0.5, a joésolt komplex szerkezete nagy valoszinliséggel

hasonlit az elméletileg valdés komplex szerkezetére. A GbpC-aptamer prediktalt
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komplexek mindegyikére igaz, hogy pTM € [0.65;0.70] > 0.5, tehat valamennyi
szerkezetjoslas megfeleld biztonsaggal hasonlithat6 a valddihoz. Egy tovabbi pontérték a
pLDDT (predicted Local Distance Difference Test), ami a molekulat alkot6 monomerek
(aminosav vagy nukleotid) lokalis megbizhatosaganak 0-100 kozotti mérészama. A
predikciokban a GbpC monomerjei altaldnosan magas-nagyon magas (70-100) pLDDT-
vel voltak jellemezhetdk, azonban az A39 aptamer esetén ez az érték csak alacsony-
kozepesen magas (50-90), mig az A30 aptamer esetén nagyon alacsony-alacsony értéket
(0-70) mutatott. Az alacsonyabb pLDDT értékek arra utalnak, hogy az adott
molekularégié vagy rendezetlen szerkezetli, vagy az AlphaFold nem rendelkezik
elegendd informdacioval ahhoz, hogy megbizhato predikciot készitsen.

Osszességében a predikciokbol kapott adatokrél elmondhatd, hogy a vizsgélt
GbpC-aptamer komplexek felderitését timogato szerkezeti modelleket kaptunk, amelyek
kisérletes eredményeinken alapuld feltevéseinket megerdsitették. A jelenleg elérhetd
AlphaFold 3-as verzidja az Osszetett pontozasi rendszerével a kisérletes
szerkezetfelderitést ugyan nem helyettesiti, mindazonaltal a jovobeni fejlesztésektol
mindségi javulast varhatunk, amik az aptamerszelekcio utani vizsgalatokat is Uj szintre

emelhetik.
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5. Megbeszélés

5.1. A megfelelo szelekcios célmolekula alkalmazasanak jelentosége

A legels6 aptamerek eldallitasat leiro tudomanyos kozleményben a T4 bakteriofag
DNS-polimeraza volt a felismerni kivant célmolekula. Habar a vélasztott célmolekulatol
ezt ténylegesen csak a megfeleléen hajtogatodott aktiv konformacidé megléte esetén fogja
maradéktalanul teljesiteni. A fehérjék szerkezetét felépitd mintegy husz kiilonb6zo
aminosav oldallanc méretiik, polarizaltsaguk, valamint a harmadlagos struktaraban
elfoglalt poziciojuk fiiggvényében szolgdltatnak aptamerkotddésre alkalmas epitdpot.
Epp ezért a célfehérje megfelel szakaszanak megvalasztisa és annak funkciondlis
szerkezete dontdéen hatdrozza meg az aptamerszelekcio sikerességét, valamint a
gyakorlati alkalmazhatosdggal is bird aptamerek azonositdsit. Mindezek fényében
munkank elsé fazisdban kiilonés hangsulyt fektettink az aptamerszelekcio
célmolekuldjanak funkcionalis karakterizalasara.

A Streptococcus mutans human normalflora alkotd baktérium biofilmképzésében
kulcsfontossaggal bir a sejtfalaba horgonyzott gliikkankotd fehérje C. A GbpC szerepe,
hogy a termelt homopoliszacharidot felismerve a gliikanhalézathoz kosse a
baktériumsejtet, ezzel szoros kapcsolatot kialakitva a sejt és a biofilm struktara kozott.
Az extracellularis fehérje — tovabbi gliikankotd fehérjékhez hasonléan — tehat a biofilm
érésének esszencialis komponense, amit bizonyitanak a fehérjehidnyos mutans torzsekkel
végzett csokkent biomassza mennyiséget eredményezd kisérletek [175]. A GbpC
részletekbe mend szerkezetvizsgalati elemzése Ota ismert, hogy milyen egységek épitik
fel a fehérje masodlagos €s harmadlagos struktardjat, tovabba, hogy ezek az egységek
hogyan befolyasoljak a gliikdnkotést [177]. Ezek alapjan a funkciondlis fehérje
vizsgalataihoz sok esetben elegendd a fehérje extracellularis doménjait reprezentalo 111-
522 aminosavakat tartalmazd rekombindns fehérje eldallitasa, mivel az N-terminalis
rendezetlen régi6 és a C-terminalis sejtfalba iranyitott fehérjeszakasz nem vesz részt a
glikdn megkdotésében. A fehérje gliikkdnko6td funkcidjdhoz sziikséges tovabba egy
zseb egységét egy hozzasimuld hurok régidval egyiitt.

A megfejtett fehérjeszerkezet €s az aptamerszelekcid sajatsagait figyelembe véve

munkank sordn elséként rekombinans GbpC-t termeltettiink bakterialis rendszerben,
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majd affinitastisztitassal izoldltuk a funkciondlis vizsgalatokhoz. Tekintve, hogy
célkitlizésiink szerint sejtek felszinén jelenlévd, nativ gliikkdnkotd fehérjék gatlasat
kivantuk elérni, a rekombinans GbpC gliikankotését a valdsagost legjobban imitald
kozegben, mesterséges nyalpufferben teszteltiik. A foszfat-puffer alapt steril oldatban
megtalalhatd valamennyi nyalalkotd ion, igy a kalciumion is. A kalciumion GbpC-
térszerkezetét befolyasolo hatdsa detektalhatd volt a fehérje olvadasi gorbéjén megjelend
kiilonalld cstccesal, azonban a fehérje nagyobb részének atlagosan Tm= 58,4°C-o0s
olvadasi hdmérsékletét az nem valtoztatta meg. Felhasznalva ezt a megfigyelést a GbpC
glikankotésének ellendrzését konvencionalis mérdoldatok helyett kizardlag a
fiziologiashoz legkozelebbi, mesterséges nyalpufferben végeztik. Két, eltérd elvii
kolcsonhatasi technikaval, gymint BLI-vel és MST-vel meghataroztuk, hogy ilyen
koriilmények kozott a GbpC fehérje és a gliikan ligandjat reprezentald 10 kDa-os dextran
kolesonhatésat jellemz6 Kp-értékek rendre 13,69 uM és 2,46 uM, amik 6sszemérhetdk a
kozolt izotermalis titracios kalorimetriaval mért 84,7 uM értékkel [177]. A kiilonb6zd
mérési eljarasok egyhanguan arra utaltak, hogy az aptamerszelekcionk soran hasznalt
rekombinans GbpC fehérje nativ szerkezettel rendelkezik.

A SELEX technika megjelenésével mar a kezdetekt6l fogva fontos szempont volt
a szelektiv aptamerek kinyerése és az aspecifikus szekvencidk kizarasa [6]. Ezt
eldsegitendd szdmos az eredetihez képest modositott tipusa terjedt el a SELEX-nek. Ezek
koziil a counter-SELEX sordn a célmolekuldhoz hasonlé szerkezeti analégokra torténd
ugynevezett kontraszelekcios 1épésekkel kiszelektalhatoak a kozds szerkezeti
motivumokat felismerd aptamerek jelentds része, igy a visszamaradd szekvencidk
nagyobb specifikussdgot mutathatnak a célmolekulara. A S. mutans szacharozfiiggetlen
mértékli homologidt mutat a GbpC-vel, ami alkalmassa teszi kontraszelekcios
célpontnak. A létrehozott GbpC'!!-522 &s Agl/II**7*"® rekombinans fehérjefragmensek
31,4%-o0s aminosav szintlli homoldgidja egyrészt alapjat adta a specifikus aptamerek
szelekcidjanak, masrészt a gliikant nem kotd Agl/I fontos negativ kontroll fehérjeként

szolgalt a kdlcsonhatas vizsgalatokban.
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5.2. A GbpC-specifikus aptamerek szelekcidja és karakterizalasa

Az aptamerek ellenanyagokkal szemben tapasztalhatd korlatozott elterjedését
egyfeldl meghatarozta az, hogy a tudomanyos kdzosség csak joval az antitestek eldallitasa
¢s szamos ellenanyagokra optimalizalt metodika kifejlesztése utan ismerhette meg a
benniik rejlé potencialt. Masfeldl csokkentette az aptamerekbe vetett bizalmat, hogy in
situ alkalmazés esetén az aptamerek sorra kudarcot vallottak, mivel a szelekcidjukhoz
valasztott koriilmények a valos felhasznalasi koriilményektdl alapvetden eltértek. A mai
aptamerszelekciokat kozlo szakirodalomban tovabbra is fellelhetok olyan aptamerek,
amiknek pontos szelekcios €és karakterizalasi koriilményei hidnyosak vagy nem ismertek,
¢s ennek kovetkeztében alkalmazasukkor gyakorlatilag funkcidképtelenek. Ezt
megeldzendd a Nemzetk6zi Aptamer Tarsasdg (INSOAP) képviseldinek iranyelve szerint
mind az aptamerszelekcid részletes paramétereit, mind a karakterizalasi koriilményeket a
felhasznalasi célok szerint kivanatos kozolni, hogy a jovoben megbizhatdo és
reprodukélhat6 eredmények sziilethessenek az aptamerekkel [16].

A gyakorlati jelentOséggel biré aptamerek eldallitdsanak egyik tovabbi
kulcseleme — az el6zéekben ismertettet célmolekuldhoz kapcsolodo kérdéskoron tal —,
hogy nem csak a SELEX utdn elvégzett, aptamerek teljesitményét monitorozo
karakterizalasi kisérleteket, hanem mar magat az aptamerszelekciot is a tervezett
felhasznalasi koriilményekhez hasonld kozegben végezziik. A fehérjék és az aptamerek
intermolekularis kolcsonhatasait meghatarozza a kdzeg hdmérséklete, iondsszetétele, a
makromolekuldk 6ssztoltése, igy ezek allando értéken tartasaval jelentdsen novelhetd a
szelekciok sikerratdja. Munkank soran ugy talaltuk, hogy az aptamerszelekcid és a
kolcsonhatas vizsgalatok kivitelezéséhez célravezetd, ha mesterséges nyalpufferoldatot
hasznalunk, amiben a célfehérjén kiviil a szelektiv aptamerek is megfeleld térszerkezetet
tudnak kialakitani, igy novelve a valos koriilmények kozotti alkalmazasuk esélyét.

A biologiai fluidumok Osszetettségén til nagy kihivds az aptamerek
specifikussdganak ndvelése is, amit a SELEX tervezésekor szamitasba kellett venniink.
Az éltalunk végrehajtott aptamerszelekcidos eljards Otvozte a paramagneses
affinitdsgyongyon immobilizalt célmolekuldkat hasznaldo FluMag-SELEX, a szerkezeti
analog Agl/1l, illetve a GbpC-t ki nem fejez6 S. mutans sejtek ellen végzett counter-, és
cell-SELEX sajatsagait. Ezaltal és a relevans szelekcids puffer alkalmazasaval kivantuk

elérni az aptamerek minél nagyobb szelektivitasat. Az aptamerszelekcido végeztével a
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Sanger-szekvenalast kovetden 55-bol 42 egyedi szekvencidt azonositottunk, amiknek
GbpC iranti affinitasat egyenként vizsgaltuk a munkacsoportunkban fejlesztett PBA-
PCR-rel kombinalt ALPHAScreen kdlcsonhatas vizsgalati modszerrel.

Az egyszali oligonukleotidok eldallitdsara alkalmas technikdk (aszimmetrikus
PCR, A-exonukleazos kezelés, alkalikus denaturalas) mindegyike rendelkezik elonydkkel
¢s hatranyokkal [18], azonban az Aaltalunk hasznélt nagy atereszté képességii
affinitastesztelés szempontjabol fontos kitétel volt, hogy az egyszalu aptamerek 5’-biotin
jeloléssel, viszonylag nagy mennyiségben ¢és koltséghatékony eldallitast kovetden
alljanak rendelkezéslinkre. Ezeknek a kivanalmaknak megfelelt a kordbban
munkacsoportunkban optimalizalt primer blokkolt aszimmetrikus PCR [210]
tovabbfejlesztett valtozata. A tovabbfejlesztést az az elméleti megfontolasa indokolta,
hogy a korabbi PBA-PCR termékeinek vezetdszalan a 3’-primerrégidhoz a blokkold
reverz primer a reakcio utdn is kotve maradt, ami egy részlegesen kétszalu aptamert
eredményezett, ezzel korlatozva az egyszali aptamer szelekcié alatt felvett
térszerkezetének kialakulasat és a célmolekulaval alkotott komplex Ilétrejottét. A
részlegesen kétszala PBA-PCR termék kikiiszobolésére a reverz primerrel komplementer
oligonukleotidot feleslegben adtunk a reakcidé utdn a keverékhez, ami leszoritotta a
blokkolo primert, és lehetové tette az immar teljesen egyszalu aptamer specifikus
szerkezetének hajtogatdodasat.

A reverz komplementerrel kiegészitett, 5’-biotinnal jel6lt PBA-PCR termékek
ezzel a megkozelitéssel alkalmasak voltak ALPHAScreen mérésekre, amiknek az
eredménye alapjan azonositottuk a 11 legnagyobb affinitassal kot6dd aptamerjeloltet.
Megjegyzendd, hogy a GbpC fehérje maga is mutatott mérsékelt kotddést az ALPHA
donor gyongy anyaga irant, ami valdsziniileg a termék szabadalmaztatott polimer
komponense miatt volt tapasztalhato [211]. Ennek ellenére a tovabb vizsgalt aptamerek
specifikussagat bizonyitotta, hogy amig a szerkezetanaldg Antigen I/I1-vel gyakorlatilag
alapjelet kaptunk, a 11 legjobban teljesitd aptamer a GbpC-vel nagysagrendekkel
magasabb kemilumineszcens jelet adott, ami az Agl/II-t alkalmaz6 kontraszelekcios
vizsgélataink eredményei szintén megerdsitették az aptamerjeldltek affinitasat ¢és

specifikussadgat a GbpC irdnyaba, amik igy alacsony uM-os egyensulyi disszociacios
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allandokat eredményeztek, és biztos alapot adtak a biofilmgatlé funkcionalis tesztek
tervezéséhez.

Az aptamerek optimalizdldsa soran bevett eljaras, hogy a fix primerrégiok
eltavolitdsaval csupan a random régidt magaban foglald, rovidebb aptamerszekvenciat
hasznaljak funkciondlis tesztelésekhez [212-216]. Ez a modositds egyrészt
koltséghatékonysagot, masrészt affinitasndvekedést eredményezé megoldas lehet. Sok
esetben a konstans jelenlévé primereknek csak az amplifikdcios 1épésben van
elengedhetetlen szereplik, ¢és a célmolekuldval kialakitott kdlcsonhatasért az aptamer
két szekvencia, az A39 és A96 aptamerek rovidebb és hosszabb valtozatanak GbpC iranti
affinitasat is megvizsgaltuk MST technikdval. Az eredményeink azt igazoltak, hogy a
specifikus aptamerszerkezet kialakulasaban szerepe van a primerrégioknak, vagyis azok
jelenléte sziikséges az er6sebb GbpC-aptamer komplex kialakulasahoz. Ebbdl adodoan a
biofilmgatlé kisérleteinkben a primerrégiokkal rendelkezd, teljes hosszisaga

aptamereket hasznaltuk.

5.3. A szelektalt aptamerek funkcionalis vizsgalata

Az aptamerek terapias alkalmazasdnak potencialjat mar az els6 DNS aptamer
szelekciojakor felismerték, aminek kovetkeztében napjainkra tucatnal is tobb
gyogyszerjelolt keriilt klinikai vizsgélatokba, és ezek koziil kettdt azdta torzskonyveztek
is. Terapias szerként torténd felhaszndldsukra okot ad szamos kedvezd tulajdonsaguk,
amik koziil kiemelendd az ellenanyagokkal Osszemérhetd specifikus célmolekula
felismerd képességiik. A terapias c€lu aptamerek fejlesztése gyakran sejtfelszini
receptorok, jelatviteli molekuldk vagy enzimek gatlasara iranyulnak, amivel atmenetileg
vagy hosszabb tavon felfliggeszthetd az adott fehérje funkcidja egy bizonyos élettani
folyamatban. Munkam sorén az aptamerek gatlo potencidljat kiaknazando a S. mutans
baktérium sejtfelszini fehérjéjét, a glikankotd fehérje C-t valasztottuk gatolando
célpontnak, amivel a biofilmképzddésének mérséklését kivantuk elérni.

Habar karakterizalt aptamereink legtobbjének Kp értéke az atlagos diagnosztikus
¢és terapias céllal fejlesztett aptamerekéhez képest valamelyest magasabb, a GbpC
természetes ligandjat reprezentald dextrannal 6sszevetve egy nagysagrendbe esik, igy jo

eséllyel alkalmasak biofilmgatlasra. A valasztott 4 j61 k6t6do és 1 gyengén koté aptamer
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koziil kettd, az A39 és A96 kozel 30%-os biofilmképzddés csokkenést mutattak vad
tipust S. mutans sejteken kristalyibolayval torténd festést kdvetden, mig a GbpC-hidnyos
mutans torzs biofilmképzését egyik aptamer sem gatolta szignifikansan. Ez utobbi
jelenség meger0siti, hogy az Agl/Il-vel és AGbpC S. mutans sejtekkel kombinalt SELEX
stratégiank specifikus aptamerek szelekcidjahoz vezetett, amit a kdlcsonhatas vizsgalati
eredményeink is alatdmasztottak.

Némiképp meglepd volt, hogy a biofilmgatlo A39 és A96 aptamerekhez képest
hasonléan nagy affinitassal rendelkezé A30 és A65 szekvencidk nem mutattak gatlo
hatast. Feltételezésiink szerint, ez az ellentmondds eredhet vagy az aptamerek
baktériumok jelenlétében tantsitott stabilitasi kiillonboz0ségébdl, vagy abbol, hogy az
aptamerek a GbpC eltérd epitopjahoz kotddnek. Az aptamerek instabilitdsara vonatkozo
elgondolasunkat kisérletesen nem vizsgéltuk. Az utdbbi hipotézisiinket az AlphaFold3
segitségével kiséreltiik megvizsgalni. A predikcios eredmények arra utaltak, hogy az A30
aptamer a GbpC fehérje kalciumiont tartalmazé glikankotdé zsebétdl tavolabb
helyezkedik el, mint az A39 rovid, illetve hosszu valtozata, vagyis az eltérd epitdphoz
vald kotddés valoszinli magyarazata lehet a tapasztalt ellentmondasnak. A teljeskorii
igazolashoz azonban tovabbi szerkezetfelderitési kisérletek elvégzése sziikséges.

Az eddig publikalt kis szdmu bakteriosztatikus aptamereket javarészt cell-
SELEX-et alkalmazva, teljes sejtekre szelektaltdk [217]. Ennek a megkozelitésnek az
lehet a hatul {itdje, hogy az aptamer célpontja az intakt sejt feliiletén barmilyen képlet,
makromolekula vagy ezek Osszessége lehet, igy az aptamerek pontos
hatasmechanizmusat szinte lehetetlen megfejteni. Eppen csak néhany olyan kézleményt
talalni, amiben konkrét célmolekuldra tortént az aptamerszelekcio. Ezekre példa a
Salmonella Invasion Protein A (SipA) vagy a Pseudomonas aeruginosa QS-rendszerét
mikodtetd C4-HSL autoinduktor molekulakat célzé aptamerek [190,191]. A S. mutans
GbpC-t ce€lzd6 aptamereink tesztelése soran megallapitottuk, hogy a fruktdz-, és
gliikoztartalmu tdpoldatban — amiben szachardz hianyaban nem termelddik gliikan, és igy
a biofilmképzddés is csokkent — nem volt tapasztalhato biofilmgatlas, ami arra utal, hogy
aptamereink valoban a szelekcids célmolekuldjukon keresztiil fejtik ki hatasukat.

A dolgozatban bemutatott aptamereink biofilmgatld hatasfoka jol 6sszemérhetd
azzal a 20-40%-os gatlassal, amit hasonl6 céli tanulmanyokban kozdltek [217]. Noha

terapids célokra az altalunk megallapitott 30%-os gatlas csekély lehet, az aptamerek
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konjugaldsa pl. antibakteridlis molekuldkkal, grafén-oxiddal vagy eziist
nanorészecskékkel szinergisztikus hatast fejthet ki, ahogy azt P. aeruginosa [218], S.
typhimurium [219], S. aureus [192], vagy S. mutans [220] esetében tapasztaltak.
Osszességében elmondhaté, hogy szelektalt aptamereink specifikusan mérséklik
a S. mutans GbpC fehérje altal kozvetitett biofilmképzddést, igy igéretes jeloltjei lehetnek
a dentalis plakk minimalizalasat célzo uj fejlesztéseknek. Jovobeli terveink kozt szerepel
a GbpC aptamerkotd epitdpjanak kisérletes azonositasa, tovabba az aptamerek sejtek és
Szandékunk szerint az altalunk bemutatott aptamerszelekcios stratégia szélesebb korben
is értékesnek bizonyulhat, és hozzajarulhat szamos orvosilag relevans korokozo ellen

tervezett aptameralapu terapia kidolgozasahoz.

92



6. Kovetkeztetések

Munkam soran elsddleges célként tiiztilk ki olyan DNS aptamerek eldallitasat és
vizsgalatat, amelyek alkalmasak lehetnek a Streptococcus mutans glikankoto fehérje C-

hez kotddve a biofilmképzddést specifikusan gatolni.

Eredményeink alapjan az alabbi megéallapitasok tehetok:

1. A GbpC bakteridlis sejtfelszini fehérje idealis célpont mesterséges nyalpufferben
végzett aptamerszelekciok kivitelezésére.

2. A munkacsoportunkban tovabbfejlesztett PBA-PCR-rel kombinalt ALPHAScreen
technika alternativat nyujt a teljesen egyszalu aptamerjeldltek gyors és hatékony
eldallitasara és affinitasuk vizsgdlatdra. A technika alkalmazaséval azonositani
tudtuk a SELEX utan kapott jo1 kotd aptamerjeldlteket, amiket tovabbi modszerekkel
tortént karakterizalas utdn hasznalhattunk biofilmképzddés gatlasra.

3. A szelektalt aptamerekkel a GbpC célmolekulat az azzal jelentés homoldgiat mutato
Antigen I/II-vel szemben is nagy szelektivitassal ki tudtuk mutatni, ami az
alkalmazott SELEX eljarasunk lépéseinek jol tervezettségét igazolja.

4. A szelektiv aptamerek a GbpC természetes ligandjat reprezentald dextrannal
O0sszemérhetd affinitdst mutattak a célmolekula irdnt, ami lehetdséget ad a fehérje
gliilkankotésének aptamerekkel torténd gatlasara.

5. Az MST eredmények fényében elmondhato, hogy a vizsgalt aptamerek GbpC-re
specifikus térszerkezetiik kialakitdsdhoz sziikséges a vizsgalt aptamerek
primerrégioinak jelenléte.

6. Az inhibitorhatdsu aptamerek Osszetett tapoldatban a vad tipusu S. mutans sejtek
biofilmjét szignifikdns mértékben csokkentették, mig a GbpC-hidnyos S. mutans
sejtek biofilmképzddésére nem voltak ilyen hatassal.

7. A specifikus aptamerek koziil nem mindegyik szekvencia mutatott biofilmképzddést
gatlo hatast a S. mutans vad tipusu sejtekkel, ami valoszintisithetéen az aptamerek

eltéréd GbpC-epitdopokhoz valo kotddésével magyarazhato.
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7.  Osszefoglalas

A mikrobialis biofilmek védett kdrnyezetet biztositanak a legtobb prokariota és
néhany egysejtli eukaridta faj mindennapi taléléséhez. Komplex felépitésiik és finoman
szabalyozott mikodésiik napjainkban szamos kutatds kozponti témajat adja, mivel a
huméan patogén mikroorganizmusok biofilmképzodése jelentds egészségiigyi
kovetkezményekkel jar. A tudostarsadalom igyekszik egyre kozelebb keriilni a
biofilmképzddés molekularis szinti megértéséhez, mi tobb tudasat gyakorlati
megoldasok kidolgozasara forditani, amivel az okozott megbetegedések enyhithetdk,
vagy akar megeldzhetdk lehetnek.

A human mikrobiom alkotd Streptococcus mutans elsddleges felelose a
fogszuvasodas kialakuldsanak, tovabba wjabb kutatisok szerint szerepe van egyes
belgyogyaszati és neurologiai  korképek  progresszidjaban. A S, mutans
biofilmképzésében kulcsszereppel bird glilkankotd fehérje C kozelmultban megfejtett
kristalyszerkezete lehetdséget adott a kutatoknak célzott gatlomolekuldk fejlesztésére.
Doktori dolgozatomban a S. mutans biofilmképzddésének szelektiv gétlasara alkalmas
DNS aptamerek eldallitdsat és mikodésiik vizsgalatat mutattam be, ami egy 1j
megkozelités lehet a baktérium virulencidjanak mérséklésére. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy a szelektalt aptamerek megbizhat6 affinitassal és nagy szelektivitassal
ismerik fel a GbpC célmolekulat, aminek hatterében a SELEX koriiltekintd megtervezése,
valamint a fiziologiashoz kozel allo szelekcids és karakterizaldsi koriilmények
megvalasztasa all. A munkacsoportunkban fejlesztett PBA-PCR megfelel6 technika volt
az aptemerjeloltek hatékony eldallitasdhoz, és hozzdjarult, hogy felismerjiik a
primerrégiok szerepét a funkciondlis aptamerek szerkezetének kialakuldsdban. Az
eldallitott aptamerek alkalmazhatosagat komplex tapoldatban végzett biofilmgatlasi
vizsgalataink bizonyitottak.

Osszegezve, szelektalt aptamereink igéretes jeldltjei lehetnek a dentalis plakk
minimalizalasat célzo Gjabb fejlesztéseknek. Tovabba, reményeink szerint az altalunk
bemutatott aptamerszelekcids stratégia, kiegésziilve a modern bioinformatika adta
eszkozokkel szélesebb korben is értékesnek bizonyulhat, és hozzdjarulhat szdmos

orvosilag relevans aptameralapu terapia kidolgozasahoz.
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8. Summary

Microbial biofilms provide a protective environment for the daily survival of most
prokaryotic and some unicellular eukaryotic species. Their complex structure and finely
regulated function are the focus of much research nowadays, as biofilm formation by
human pathogenic microorganisms has important health consequences. The scientific
community is striving to get closer to understanding biofilm formation at the molecular
level, and to apply their knowledge to the development of practical solutions to mitigate
or even prevent the diseases caused.

Streptococcus mutans, a member of the human microbiome, is primarily
responsible for the development of dental caries and recent research has found it to be
involved in the progression of certain internal and neurological diseases. The recently
deciphered crystal structure of the glucan-binding protein C, which plays a key role in S.
mutans biofilm formation, has provided the researchers with an opportunity to develop
targeted inhibitory molecules. In my PhD thesis, I presented the production and the
functionality of DNA aptamers to selectively inhibit biofilm formation in S. mutans,
which could be a new approach to mitigate the virulence of the bacterium. Our results
show that the selected aptamers recognize the target GbpC molecule with reliable affinity
and high selectivity, which is due to the well-considered design of SELEX and the choice
of selection and characterization conditions close to physiology. The PBA-PCR
developed in our group was an appropriate technique for efficient generation of aptamer
candidates and contributed to our understanding of the importance of primer regions in
the structure of functional aptamers. The applicability of the selected aptamers was
demonstrated by our biofilm inhibition assays in complex culture medium.

In summary, our selected aptamers could be promising candidates for new
developments aimed at reducing dental plaque. Furthermore, it is hoped that our presented
aptamer selection strategy, complemented with the tools provided by modern
bioinformatics, may prove to be of value to a broader community and contribute to the

development of a number of medically relevant aptamer-based therapies.
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12. Fiuggelék

12.1. A GbpC'!-522 s Agl/IT457-9%3 fehérjék aminosav-szekvencidinak illesztése

mwmqnaAADADNKAoAOT|NTAVADYQKAKAEFPQKOEOYNKnFE%YQSDVKE?EAOKAAYEQ KKEVAQGENS - 68
RGUINABTINI] = 5o o iai Srera it e e | ! i e T 100 [ S - s Sl ADLAKXOKDLADYPVKLKAYEDE OAS!KAAL“ELEK 37
GBpC(111:522) - - - - - B--RVEKBBGENF | INEPEBKES  EGVNQYBTKEBMRQKH- - - - - - ... ATEDEBBQYNTH- - - - - - - 16
wm«nnnHKNEDGNLTEPSQQNEVYDLEHNANE§LTTDGKFtKAsNVDDAFSKSTSKAKYDQKILQLDDL9|TNLEOS 108
cbpc(111-822) MY TS - - - - - - DETQANPY - - - - - DPKEDTHMF - - KMKVBDQ | SV[MON | VNSKMNODKKNSKVK | NMEELNS S 174
aginas-993) ND VB SME L YGNEGDKAGWSTTVSNNSQVKWGSVLLERBASATAMYETNLONSYYNGKKIESK | vYKMEVDPK 179
ompci111s22) TNNE@S - ALVNLEHDBEK T 1§ | GEOESNAGRNDKESVTMQ | | ENDENGNEOLSGNNE IMSL SEENHWTTK 244
aguies7.993) SKFQEBQKVWLG I ETBRTLGVEASAYTGQVEKNTSIMF I KNEFTEXDEDGKPIUINFDN- -ALLSVASENREN 246
cbpc111522) YGDHVEKVNLGDNEEMEEPESSVD LHGNESAKDNQYKANG- -l- - - - -[EFNGDGADBWBAVNADGTPRE 308
AgUI45T-993) - NSIEMAKDYTGKEVKISGSglGEKNGMWMATDTLNFROGQGGARWTMYIRASEPGSENDSS ------ DA 30
obpc(111-622) ATA YN GHEEAMTYKBEPFTFlVEBGNDQN - - - - - - - - - - - - - - LPTTEWFATNSAVY - - - AMBKOPGAKBEBEE 62
AgUII(457-993) P N S WY 'aﬁ|RMS@PNNSVTLeAlSSTLVVPADPTMAlETGKKPN[&YSLQGKlRAVNngvTKExh?aBV 380
eepci111.522) MIBE L KK - BV TWHENBVVET - -KTEEVPBVTEP TEBDEP TBERRBKTRBE - - - - - - - - - - - - - - - . .. DRPQosSE 412
aginies7ss3) KB TAP TKRTYETEKPLEKPAPVAPNYEKERTPRTRIPBOAERNKRTPRTYETEKPLEPAPVEPSYEAERTPR 451
GBPC(191B22) = = = =~ = = 4 o w E mis mia mamaeaaaaea Ma miae B e s aE e maa el e S me e & e maiaa . e aee ma miale aem s 412

Ages7993) TRTPDQAEPNKPTPPTYETEKPLEPAPVEPSYEAEPTPPTPTPDQPEPNKPVEPTYEVIPTPPTDPVYQDL 522

GOPC(I11522) = = = = = =is = o = = = = = = 412
Agi1487.993) PTPPSVPTVHFHYFK 537

12.2. A mesterséges nyalpuffer (1xASB) dsszetétele mucin nélkiil

Komponens Koncentracio Molekulatomeg
IN4trium-klorid 0.88 g/ |15.06 mmol/L| 58.44 g/mol
0.2 M Kélium-dihidrogén-foszfat 7.7mL/L | 1.54 mmol/L | 136.1 g/mol
0.2 M Dikalium-hidrogén-foszfat | 12.3 mL/L | 2.46 mmol/L | 174.2 g/mol
Kalium-klorid 1.04 g/ |13.95 mmol/L| 74.55 g/mol
Kalium-tiocianat 0.19 g/L 1.96 mmol/L 97.2 g/mol
Kalcium-klorid-monohidrat 0.13 g/L 1.01 mmol/L 129 g/mol
Magnézium-klorid-heptahidrat 0.04 g/L 0.18 mmol/L | 221.2 g/mol
Ammonium-klorid 0.11 g/lL 2.06 mmol/L 53.5 g/mol
INatrium-hidrogén-karbonat 0.42 g/L 5.00 mmol/L 84 g/mol
Urea (karbamid) 0.12 g/L 2.00 mmol/L 60.1 g/mol
ProClin™ 300 0.3mL/L | 1.17 mmol/L | 264.8 g/mol
pH = 7.00
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12.3. Az alkalmazott SELEX folyamatanak paraméterei

Ciklus|Célmolekula mennyisége| Kapcsolasi puffer | Inkubalas Mosé puffer Mosasi idé
600 pmol GbpC 1xASB 60 min, 25°C|  1x 300 ul 1xASB 1x 5 min
1xASB
450 pmol GbpC +0.01 pg/ml 60 min, 25°C|  2x 300 pl 1XASB 2x 5 min
lazacsperma DNS
1xASB 2x 300 pl 1xASB,
300 pmol GbpC +0.01 pg/ml 30 min, 25°C|  1x 300 ul 1xASB 3x 5 min
lazacsperma DNS +0.01% Tween20
C1 600 pmol Agl/IT 1xASB 30 min, 25°C - -
1xASB
600 pmol GbpC +0.1 pg/ml 30 min, 25°C|  3x 300 ul 1xASB 3x 5 min
lazacsperma DNS
1xASB
+0.1 mg/ml mucin . o 3x 300 ul 1xASB .
300 pmol GbpC 10.1 pg/ml 30 min, 25°C 10.01% Tween20 3x 10 min
lazacsperma DNS
kb. 8x10% CFU/ml . o
C2 $. s AT Sl 1xASB 15 min, 25°C - -
1xASB
. o 3x 300 pl 1xASB .
600 pmol GbpC +0.1 pg/ml 30 min, 25°C +0.05% Tween20 3x 5 min
lazacsperma DNS
1xASB
+0.1 mg/ml mucin . o 3x 300 pl 1xASB .
300 pmol GbpC +0.1 pg/ml 30 min, 25°C +0.1 mM dextran szulfat 3% 5 min
lazacsperma DNS
C3 600 pmol Agl/II 1xASB 30 min, 25°C - -
1xASB
+0.1 mg/ml mucin . o 3x 300 pl 1xASB .
300 pmol GbpC +0.5 pg/ml 45 min, 25°C +0.1 mM dextran szulfat 3x 10 min

lazacsperma DNS

12.4. A PBA-PCR termékek elemzése

Az amplifikalt A39 aptamer 3-3 pl-ét 10%-os poliakrilamid gélben, 1xXTBE-ben elektroforézissel

valasztottuk el, majd GelRed interkalalodo festékkel festettiik, és GelDoc késziilékkel

dokumentaltuk. M: Low Range DNS marker, A: 50 ng egyszalu templat, B: hagyomanyos PCR,
C: PBA-PCR, D: PBA-PCR+RC. Detektalhato termékek: (1): részlegesen egyszalu DNS, (2):
teljesen egyszali DNS, (3): kétszalti DNS, (4): primerek, dimerek.
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12.5.

A5
A7
v [6] A10
Al4
Al18
Al9
A70
A73
All
Al12
Al6
Al17
A21

A31
v [2] A32
A61
A33
A34
A35
A38
A39
A40
v [2] A41
Ad4
A45
A46
A47
v [2] A49
A72

A53
A54

v [2] A55
A67
AS56
v [2] A57
A95
A58
A59
A63
A64
A65
A68
A69
A74
v [2] A75
A76
A77
A78
A93
A94
A96

A szekvenalt aptamerek variabilis régidjanak elemzése
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