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1. Bevezetés

1.1. Aptamerek tulajdonsagai, felhasznalasuk

Az 1990-es évek hajnalan két, egymastol fliggetleniil miikodé kutatdparos olyan
rovid, egyszali RNS molekuldk eléallitasat irta le, amelyek specifikusan, nagy
affinitassal kotédnek egy valasztott célmolekuldhoz. Az egyik paros (Tuerk és Gold) a T4
bakteriofag DNS-polimerdzat valasztotta célpontnak, és erre hajtott végre egy
szisztematikus RNS-szelekciot. Ezzel demonstraltak, hogy egy random bézissorrendii
RNS-gylijteménybdl hamar azonosithatok a fehérjéhez jol kotddé oligonukleotidok.
Vizidjuk szerint, modszeriik altalanosan alkalmazhaté barmilyen célmolekulara, ezzel
pedig megalkottak az angol Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment-
nek, vagy roviden SELEX-nek nevezett folyamatot. A mésik szerzéparos (Ellington ¢és
Szostak) szerves kis molekulakra végzett hasonld6 RNS-, és DNS-szelekciokat, amik
eredményeképpen szintén nagy diverzitdsu random nukleinsav konyvtarakbol sikerrel
izolaltak specifikusan illeszkedo részecskéket. A mesterséges, egyszalu oligonukleotidok
megnevezésére az aptus (latin: illeszkedni) és meros (gorog: részecske) szavak
Osszevonasabol az aptamer fogalmét vezették be, ami a mai napig hasznalatos a
tudomanyos vilagban.

Az aptamerek specifikus ligandfelismerésiik folytdn szamtalan felhasznalasi
lehetéséget  rejtenek  magukban, amiket elsdsorban alkalmazott  kutatasi,
elvalasztastechnikai, diagnosztikai, vagy terapids teriileteken lehet kibontakoztatni. A
jelzett, potencidlis alkalmazasi teriileteken szinte egyeduralkodok a kutatds-fejlesztési és
innovaciods piacon kordbban megjelend monoklonalis antitestek, amiknek kutatasat az
aptamerek leirdsat megel6zden, 1984-ben orvosi Nobel-dijjal jutalmaztak. Bar az
antitestek jelentdsége valoban tagadhatatlan, az aptamerek tobb szempontbdl (pl.:
célmolekuldk tipusa, modositasi lehetdségek, stabilitds, koltségigény) kedvezdbb
tulajdonsagokkal birnak, igy azok mélté alternativai az ellenanyagoknak.

A megfeleld aptamer képes lehet miikodésében gatolni célmolekuldjat, amely
sajatsagot kihasznalva seregnyi inhibitorfejlesztés eredményezett igéretes, klinikai
vizsgalatokban kiprobalt, gatlo hatast aptamereket. Ezek koziil kettd, a Macugen® és az
Izervay® idskori makuladegeneraci6 terapiajaban alkalmazott, aptameralapti gyogyszer.
Amig az elobbi készitmény a VEGF-hez kotddve akadalyozza a szemben az 1j

véredényképzést, addig az utdébbi a C5 fehérjéhez kapcsolddva gatolja a komplement



kaszkad altat aktivalt membrant tdmado komplex (MAC) kialakulasat, ezzel lassitva a

crer

1.2. Biofilmek tulajdonsagai, jelentosége

A biofilmek kémiailag ¢és biologiailag heterogén, extracellularis polimer
alkotokbol (EPS) felépiil, jellemzdéen szilard-folyadék hatarfeliileten kialakulo
dinamikus strukturak, amelyek hozzdjarulnak a legtobb prokaridta és néhany egysejti
eukariota mindennapi taléléséhez. A biofilmképzddés egy adott planktonikus sejt
valamely feliilleten torténé megtapadasaval kezdddik, amivel nd a lokalis
populacidsiiriség, €és a mikrokolonidk altal megindul a biofilm korai érése, amit az
extracellularis polimer termelésben gazdag késoi érés kovet, végiil a kiterjedt biofilmbdl
kivélnak és szétszorddnak az ujabb planktonikus sejtek.

Bér a biofilmképzddés szabalyozasanak molekularis hatterét jelenleg is aktivan
kutatjak, az eddigi eredmények alapjan a fobb mozgatdé rugodk a kornyezeti hatasok
(tapanyag, pH, hdmérséklet, oxidativ stressz, populaciosiiriség) megvaltozasa, valamint
a kezdeti tapadast kovetd fenotipusvaltozas lehetnek. E faktorok hatasara egyes
masodlagos hirvivok intracellularis koncentracidja megnd; a ciklikus di-guanozin-
monofoszfat (c-di-GMP) bakteridlis jelatviteli molekula szamos sejtfolyamat, tobbek
kozott a felszini adaptacio, a motilitds és a biofilmképzddés szabédlyozasahoz is
hozz4jarul. Az igy alakulé mikrokolonidkban a lokalis sejtsiirliség egyre novekszik, ami
az egysejtiiek intercellularis kommunikacidjahoz vezet. A quorum sensing (QS) — a
tobbsejtli eukariota rendszerekre emlékeztetd — parakrin sejtkommunikéciot tesz
lehetdvé, amiben a mediator szerepét kis molekulatomegli lakton-, furdn-, zsirsav-
szarmazékok, esetleg oligopeptidek, Ugynevezett autoinduktorok toltik be. Az
autoinduktorok hatasara a biofilm tovéabbi érése, az EPS kiterjedt szintézise, majd késébb
a sejtek szorodasa valosul meg

A Dbiofilmek matrixa az adott mikroorganizmusra jellemzd, kiilonféle
polimerekbdl épiil fel, azonban az EPS jelentds részét képezik az exopoliszacharidok, az
extracellularis DNS-ek, illetve az ezeket termeld €s Osszekapcsold szekretalt, valamint
sejtfelszini fehérjék. Mivel ezek a biomolekuldk igen valtozatosak lehetnek, ezért az
univerzalis biofilmképzddést gatlo eljarasok kidolgozasa nagy kihivast jelent a kutatok
szamara. Az egészségiigyi vonatkozasu biofilmek jellemzden szovetek-, nydlkahartyak

feliiletén, illetve orvosi eszk6zokon alakulnak ki, amik ezzel szamos patogén torzs



fennmaradéasahoz biztositanak védett és idealis miliét. Mindazonéltal, napjainkban egyre
szaporodd szdmban talalni példat olyan apoldi, orvosi és fogorvosi hasznalatra szant
eszkozokre és eljarasokra, amelyek a biofilmképzddést megeldzni, kialakuldsa esetén azt
eliminalni igyekeznek, ezzel mérsékelve a patogének virulencidjat €s multidrog-

rezisztenciajuknak kialakulasat.

1.3.  Streptococcus mutans és a glilkankoto fehérje C

A human szajlireg mikrobiomjanak prominens tagja a Streptococcus mutans, egy
fakultativ anaerob, Gram-pozitiv, fizioldgias koriilmények kozott kommenzalista
¢letmddot folytatd baktérium. Elégtelen szajhigiénia, vagy a vérkeringésbe jutasa esetén
azonban gyulladaskeltd patogénként is viselkedhet, amivel a fogszuvasoddson tilmenden
tobb, stlyos korkép (pl.: bakteridlis endocarditis, stroke) kialakuldsanak kockazatat
novelheti, prognozisat ronthatja.

A Streptococcus-ok virulencigjat elosegitik a sejtfelszinhez kotott és szekretalt
virulencia faktorok, a metabolitokbol eredd acidogenitds, a savtiiré képesség és a
biofilmképzésre vald hajlam. Biofilmképzésiiket szamos sejtfelszini fehérje segiti, amik
koziil a glikankotd fehérjék kiemelt szerepet jatszanak. A gliikankotd fehérje C (GbpC)
kulcsfontossaggal bir a sejtek extracellularis gliikkan-polimerhez kapcsoldsaban, ezaltal a
sejtek biofilm matrixon beliil vald megtartdsaban. GbpC-hianyos mutdns torzsek
létrehozasakor megfigyelték, hogy azok biofilm-mennyisége ¢és kariogenitasa
szignifikdnsan csOkkent, ami ramutat a fehérje terapids célpontként torténd
alkalmazhatdsagara. 2018-as publikalasa ota elérhetdé a fehérje nagyfelbontasu
kristalyszerkezete, ami felfedte a fehérje jellegzetes szerkezeti régioit, és lehetdséget

adott a kutatoknak specifikus gatldémolekulak fejlesztésére.



2. Ceélkitiuzések

A dolgozatom témajat érintd szakirodalom tanulményozédsa alapjan megallapitottam,
hogy a biofilmek 0&sszetett szerkezete ¢s milkdodése jelentds egészségiigyi
kovetkezményekkel is jarhatnak, amiknek hatékony lekiizdéséhez, mi tobb,
megeldzéséhez jelenleg korlatozott szamu eszkozzel rendelkeziink. A patogén
mikroorganizmusok altal termelt biofilm minimalizalasanak egy lehetséges stratégidja,
ha egy joldefinialt épitdelemén keresztiil, specifikusan célozzuk a biofilm architektarat.
Az aptamerek tulajdonsagaikbol addédoan bizonyitottan alkalmasak célmolekulak
specifikus felismerésére ¢és azok aktivitasanak gatlasara, igy potencidlis biofilm

inhibitorként is hasznalhat6ak.

Munkam soran elsédleges célként tliztiik ki olyan DNS aptamerek eldallitasat és
vizsgalatat, amelyek alkalmasak lehetnek a Streptococcus mutans glikkankoté fehérje C
(GbpC)-hez kotddve a biofilmképzddést specifikusan gatolni. Ehhez a kdvetkezo 1épések

megvalositasat tartottuk sziikségesnek:

1. Az aptamerszelekcidhoz, majd az azt kovetd kolcsonhatas vizsgalati mérésekhez
sziikséges rekombinans GbpC, valamint Antigen I/I célmolekulak molekularis
klénozas Utjan torténd eldallitasa prokariota sejtes rendszerben és az azt kdvetd
izolalasuk affinitas kromatografias modszerrel.

2. Az 1zoladlt rekombinans GbpC célfehérje stabilitdsanak ¢és gliikankotésének
vizsgalata a majdani szelekcios koriilmények kozott.

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

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

5. Végiil a karakterizalt aptamerek funkcionalis tesztelése biofilmgatld kisérletekben.



3. Modszerek

3.1.  GbpC és Antigen I/II rekombinans fehérjék eloallitasa

A célfehérjék génjeit kodold plazmid konstrukciokat klasszikus rekombinans
DNS technikaval hoztuk Iétre. A génfragmenteket ugy terveztiilk meg, hogy a sejtfelszini
fehérjéknek az extracellularis szakaszai, N-terminalis 6xHis-jeloléssel kertiljon
kifejezédésre. Ehhez kémiailag megszintetizaltattuk a génfragmenteket tartalmazé
pUCIDT-Amp (IDT) donor plazmidokat, majd PCR segitségével felsokszorositottuk az
expresszios pET-28a (Novagen) recipiens plazmidba beilleszteni kivant DNS
szakaszokat. Ezutan mind az expresszids vektort, mind a PCR terméket restrikcids
endonukledzokkal kezeltilk, majd az emésztett fragmenteket agar6zgélbdl izolalva T4
DNS ligazzal egyesitettiik. A GbpC (50 kDa) ¢és Agl/Il (65 kDa) fehérje fragmentek
taltermeléséhez autoindukcids expresszids rendszert hasznaltunk, amihez BL21(DE3)
kémiai kompetens E. coli sejteket gyartoi utasitdsok szerint transzformaltuk a kordbban
nukleinsav-szekvenalassal validalt plazmidokkal. A rekombinans fehérjék izolalasat, a
sejtek feltardsat kovetden, a 6xHis-jelolésen keresztiil, nikkelionokkal konjugélt
PureCube Ni-INDIGO paramagneses affinitasgyongyokkel gyartoi utasitdsok szerint

veégeztiik, és a tisztitas egyes l1épéseit SDS-PAGE elvalasztast kovetden ellendriztiik.

3.2.  GbpC stabilitasi és funkcionalis vizsgalatai

Az alkalmazott pufferek GbpC-termostabilitdsra gyakorolt hatdsat termikus
kihajtogatddasi mérésekben vizsgaltuk. Ehhez fluoreszcens GloMelt festéket és tisztitott
GbpC-t kevertiink Ossze, amit a tesztpufferek (PBS, PBS+Ca®’, ASB) egyikével
higitottunk. A fehérje termikus kihajtogatddasa soran bektddo festék fluoreszcenciajat
kovettiik kék optikai filter (SYBR Green) beallitassal QuantStudio 12K PCR késziilékkel,
majd a kapott olvadasi gorbék hémérséklet szerinti elsé derivaltjat értékeltiik.

A tisztitott fehérjék glikankotd aktivitdsat haromféle kolcsonhatds vizsgalati
technikaval ellendriztiik. Az ALPHA mérésekben a vizsgalt dextran és GbpC molekulakat
sztreptavidinnel, illetve Ni>"-nal funkcionalizalt donor és akceptor gydngydk feliiletére
kapcsoltuk, majd a mintakeveréket 680 nm hullamhosszisagu fénnyel besugéaroztuk. A
kolcsonhatéas kovetkeztében a donor és akceptor gyongyok kozel keriiltek egymashoz, és
a gyongyok kozti tdvolsagot megtévd reaktiv oxigén gerjeszteni tudta az akceptor
gyongyokben talalhato fluorofér komponenseket, igy a létrejott kolcsonhatast 520-620

nm-en kemilumineszcens jel formajaban detektaltuk EnSpire késziilékkel.



A Dbioréteg interferometria (BLI) mérésekhez elobb a biotinilalt dextrant
szenzorfeliilletre immobilizaltuk, majd az igy moddositott szenzort a masik partnert
tartalmazo mintaoldatba meritjiik. A modszerrel a kotddé GbpC molekula asszociacids €s
disszociacids kinetikajat valos idében kovettiik BLItz késziiléekkel, amibol megéallapithato
volt a kdlcsonhatast jellemz6 egyenstlyi disszociacios allandé értéke.

Végiil az immobilizalast nem igényl6 mikroskéalds termoforézis (MST)
technikaval is megvizsgaltuk a GbpC dextran iranti affinitasat, amihez a GbpC-bdl
I1xASB-vel késziilt felezd higitasi sorhoz 100 nM-os FITC-dextran oldatot adtunk 1:1
térfogataranyban, ¢és az egyes higitasi tagokat tartalmaz6 reakcidelegyek

hémérsékletvaltozas indukalta fluoreszcenciavaltozast Monolith késziilékkel kovettik.

3.3.  GbpC specifikus aptamerek szelekcioja SELEX eljarassal

Az  aptamerszelekcidhoz ~ mintegy  10'%-féle  kiilonbdzd  egyszalu
oligonukleotidokat tartalmazé DNS konyvtarbdl indultunk ki. A 76 bazishosszisagi
oligonukleotidokat egy 40 nukleotidbol all6 kozponti varidbilis és egy-egy 18
nukleotidbdl allo primer régid alkotta. A szelekcios puffert tigy valasztottuk meg, hogy
az a potencialis felhasznalasi koriilményeket imitalja, egytttal idealis miliét biztositson a
célfehérjék nativ térszerkezete szamara. Ehhez mesterséges nyalpuffert alkalmaztunk,
aminek kémiai Gsszetétele a fiziologids szekrétumnak megfeleltethetd. A szelekcid egyes
ciklusathoz a fehérje-célmolekulat egyiitt inkubaltunk a kiindulasi konyvtar
oligonukelotidjaival. Az igy inkubalt célmolekularol a gyengén kotddd aptamereket
mosasokkal eliminaltuk, majd a jol kotdddket elualtuk, ezt kdvetden emulziés PCR-ben
amplfikaltuk, és a kétszalu termékeket alkalikus denaturédlassal egyszalusitottuk, hogy
azokat a kovetkezd szelekcios ciklushoz hasznalhassuk. Az aptamerek specifikussaganak
novelése érdekében a SELEX folyamata soran a 3., 5., 7. ciklusok utan kontraszelekcios
célpontként Antigen I/11-t, illetve GbpC-hidnyos S. mutans toérzset alkalmaztunk (1. dbra).
Az utolso ciklust kovetden amplifikalt aptamereket TOPO vektorba inszertaltuk, és a
konstrukciokkal E. coli sejteket transzformaltunk, majd az inszertet tartalmazé (pozitiv)

koldéniak PCR termékeit nukleinsav-szekvenalasra kuldtiik.
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1. Abra: Az aptamerszelekcié egy ciklusanak sematikus abraja.

34. PBA-PCR

Az egyes oligonukleotidok kotodésének kisérletes vizsgalatdhoz az
aptamerjelolteket a munkacsoportunk altal kifejlesztett, majd optimalzalt primer blokkolt
aszimmetrikus PCR (PBA-PCR) technikéval allitottuk el6. A PBA-PCR lényege, hogy a
részlegesen egyszalu termékeket eredményezd aszimmetrikus PCR-t a reakcid kezdete
eldtt egy masodik, 3’-végén foszfattal modositott reverz primerrel egészitettiik ki, aminek
kovetkeztében a blokkold primer miatt az adott szalrol nem képzodott termék. Azonban
a blokkolo primer kotddése hatdssal lehet az eldallt aptamerjelolt altal létesitett
kolcsonhatasokra, ezért azt feleslegben adott komplementer oligonukleotiddal leszoritva

teljesen egyszalu aptamerjeldlteket kaptunk. Az igy eldallitott szekvencidkat ALPHA

eldsziirési €s specifikussagi mérésekhez hasznaltuk (2. abra).
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2. abra: Aptamerek eléallitasa tovabbfejlesztett PBA-PCR-rel.



3.5. Aptamerek funkcionalis vizsgalata

A karakterizalasi és specifikussagi vizsgalatok alapjan legjobbnak itélt négy jol és
egy gyengén kotddd (A30, A39, A65, A96 ¢és AS8) aptamert valasztottunk
biofilmképzddést gatld kisérleteinkhez. Ehhez biofilmképzd tapoldatot készitettliink, ami
steril BHI tapoldatbol, 1% szachar6zbol és vad tipust vagy GbpC-hianyos S. mutans
torzsbol allt. Az oldatokat U-fenekli mikrotiterlemezbe osztottuk szét, és kémiailag
szintetizalt, jelolésmentes aptamert adtunk hozza. Az Osszeallitott keveréket 16 6ran
keresztiil, 37°C-os statikus, atmoszférikus termosztatban inkubaltuk. Masnap a
feliiluszok ledntését kovetden kristalyibolyaval festettiik a keletkezd biofilmstrukturakat.
A képz6dott mennyiségével ardnyos abszorbanciat 595 nm-en CLARIOstar késziilékkel
mértiik, és az aptamerek gétlo hatasat a kezeletlen mintak abszorbancidjahoz viszonyitva

szamitottuk ki.

3.6. GbpC-aptamer komplexek térszerkezetének predikcioja

A karakterizalt és funkcionalisan vizsgalt aptamerek kotohelyének feltérképezését
az online hozzaférhetd, gépi tanulassal fejlesztett AlphaFold Server (Google DeepMind
& Isomorphic Labs) szerkezetjoslo alkalmazas segitségével végeztiik. A szerver legijabb
3-as verzioja lehetové teszi kiillonb6zd biomolekuldk ionok jelenlétében kialakuld
komplexének modellezését. A bekért aminosav (UniProt: Q8DTF1 alapjan) és aptamer
nukleinsav-szekvenciak, valamint a szelekci6 €s a kdlesonhatés vizsgélatok soran is jelen
1évé Na*, K, Mg?*, Ca?", CI" ionok megadasa utan a kapott eredményeket értékeltiik, és

PyMOL (v3.1) segédprogrammal elemeztiik.



4. Eredmények

4.1. A GbpC eléallitasa és funkcionalis vizsgalata

Az aptamerszelekciohoz és az azt kovetd kodlcsonhatas vizsgalatokhoz vélasztott
GbpC célmolekuldt E. coli alapti autoindukcios fehérjeexpresszidos rendszerben
termeltettiik. Az indukalas utan a fehérjét hatékonyan tisztitottuk affinitaskromatografias
modszerrel, és a sejtekbdl tortént izoldlast kovetd SDS-PAGE elvalasztas utan nagy
mennyiségben, minimalis degradacioval detektaltuk (3. abra). A GbpC dextrankotd
képességét, igy a funkcionalis térszerkezetét egyértelmiien igazoltdk ALPHA

eredményeink (4. dbra).

3. 4dbra: A GbpC tisztitasa. A fehérjetisztitas egyes frakcioit 12%-os denaturaldé SDS-
poliakrilamid gélben, 1xLaemmli pufferben valasztottuk el. Az elvalasztas utan a fehérjéket
Coomassie-festéssel (bal) és Western blot technikaval (jobb) tettiik lathatova. M: Fehérje marker;

1-4: GbpC (nyil) indukalas el6tt, indukalas utdn, affinitastisztitas utan, puffercsere utan.

m
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4. abra: A fehérjék dextrankoté-képességének vizsgalata ALPHA-val. A GbpC, valamint
Agl/Il fehérjék kolcsonhatasat 15 nM biotinilalt dextrannal szemben 0,1 mg/ml mucinnal
kiegészitett ASB-ben mértiik. A Ni**-nal konjugalt akceptor gyongyok altal generalt

kemilumineszcens jelet EnSpire késziilékkel detektaltunk.
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4.2. GbpC specifikus aptamerek szelekcidja és karakterizalasa

A nukleinsav-szekvenaldsi eredmények elemzése soran 42 egyedi nukleinsav-
szekvenciat azonositottunk. Ebbdl 6 (A32, A41, A49, AS55, A57, A75) kétszer, 1 (A10)
hatszor fordult eld. Az eldsziirési kisérletek alapjan 11 legjobbnak bizonyult aptamerjelolt
specifikusan kot6dott a GbpC célmolekuldhoz, mig a kontraszelekcids célpontként
valasztott Agl/Il irdnt nem mutatott affinitast (5. abra), ami a SELEX eljarasunk jol
tervezettségét igazolja. Az MST eredmények szerint a kapott Kp értékek a primerrégiok
hidnyaban az A39 esetén 8,09 uM-r6l 19,6 uM-ra (6. abra), az A96 esetén 8,50 uM-rol
66,9 uM-ra néttek, ami a primerrégiok jelenlétének fontossagat jelzik az aptamerek

GbpC-vel kialakitott kolcsonhatasaban.

150000+ 3 lres akceptor
=3 750 nM Agl/ll

B 750 nM GbpC
100000+
500004 I
O-M T T an
A29 A30 A38 A39 A40 Ad41 A47 A65 A74 A9%4 A96

5. abra: A 11 legjobban kotodo aptamer specifikussag vizsgalata ALPHA-val. A GbpC (kék),
Agl/Il (narancs) €s fehérje nélkiili kontroll (sziirke) kdlesonhatasokat PBA-PCR-rel eldallitott

ALPHAScreen jel (cps)

aptamerekkel szemben mértiik. A Ni**-nal konjugalt akceptor gyongydk altal generalt

kemilumineszcens jelet EnSpire késziilékkel detektaltunk.

o] @ A39rovid vs GbpC
@ A39 hosszu vs GbpC -
@ A39 hosszu vs Agl/Il ' o
60| ,,"
0 'Y
2 °
Ea / o
g Y
&
20 /6
7 ¢ o ¢
e . L
o] — s v e gt T e e —

T M T m T ™ Ty T ARAALY |
1.0E-01 1.0€+00 1.0E+01 1.0€+02 1.0E+03 1.0€+04 1.0E+05 1.0E406

Ligand koncentracié (nM)
6. abra: Az A39 aptamer affinitasanak vizsgalata MST-vel. A GbpC ¢és Agl/II fehérjékkel
szemben mértiik az aptamer hosszi és primerrégiok nélkiili rovid valtozatanak kdlcsonhatasat
Monolith késziilékkel. A telitési gorbe inflexios pontjahoz tartozé fehérjekoncentraciod érték az

adott kdlcsonhatast jellemz6 disszociacios allando (Kp) értékét adja meg.
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4.3. Aptamerek biofilmgatlo hatasa

A biofilm gatlasi kisérletekhez a GbpC irant négy jol (A30, A39, A65, A96) és
egy gyengén (AS8) kotddd aptamert valasztottunk, majd a biofilm festési protokollt
kovetden a mért abszorbancia értékeket a kezeletlen mintdéhoz viszonyitottuk (7. abra).
A normalizalt eredmények alapjan megfigyeltiik, hogy az A39 és A96 — a kolcsonhatas
vizsgélatokban legjobban teljesitdé — aptamerek szamottevéen, csaknem 30%-kal
csokkentették a vad tipusu S. mutans biofilm mennyiségét, ezzel szemben az A30, A65
¢és A58 aptamerek nem mutattak szignifikdns gatlo hatast. Ennek egy lehetséges
magyarazata, hogy az aptamerek az eldbbiekétdl eltérdé GbpC-kotohelyekre
szelektalodtak. Kiemelendd, hogy a AGbpC mutans torzs kezelése soran egyik
aptamernek sem volt szignifikdns gatlo hatdsa a biofilmképzddésre, ami a kivalasztott

aptamerek nagyfoku specifikussagat jelzi.

@ 604 B UA130 (vad tipus)
)
~ O AGbpC (mutans)
(1]
m 50- ns ns KR K ns ns ns * ns ns ns
\© _ G, MR WL s NS L I
® 401
(=]
7]
‘@ 301
©
g
o 20"
‘O
e
= 10+
% 0“% - T
A30 A39 A65 A96 A58

7. abra: Az aptamerek hatasa a biofilmképzdédésre. Biofilmképzo tapoldatban ndvesztett S.
mutans vad tipust vagy GbpC-hianyos toérzsekhez aptamereket adtunk, majd kristalyibolyaval
végzett festés utdn a biofilm mennyiségével aranyos abszorbanciat ClarioStar késziilékkel
mértiik. Az A39 és A96 aptamerek kozel 30%-kal csokkentették a biofilm mennyiségét a
kezeletlen mintakhoz képest. ([ns]: nem szignifikans; [*]: p < 0,05; [****]: p <0,0001)
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4.4. GbpC-aptamer prediktalt komplexei

aptamer egy szakasza a GbpC Ca**-kétdhelyéhez kozel alakit ki kapcsolatot a fehérjével
(8/A,B abra). A kalciumion kotése a feltételezett gliikankotd zsebben torténik, ebbdl
fakadoan az aptamer kozelsége ehhez a régidhoz potencidlisan hozzajarul a biofilmgatld
hatas kialakuldsahoz. Megvizsgalva az A30-GbpC komplex prediktalt térszerkezetét is,
azt talaltuk, hogy ez esetben az aptamer a gliikankté zseben kiviil és a Ca?*-kotéhelytél
tavolabb helyezkedik el (8/E,F abra). Habar méréseink alapjan az A30 is specifikus és jo
affinitdst mutaté aptamer, a biofilm képzddésére nem volt hatdssal, amit alatimasztani
latszik a gliikankotdé zsebtdl becsiilt tavolabbi pozicidja. Ez 0Osszhangban van
sejtéstinkkel, miszerint az A30 aptamer kolcsonhatasban résztvevd DNS-szakasza a

GbpC vélhetden mas epitdpjahoz kotddik.

\

8. abra: A GbpC-aptamer komplexek prediktalt térszerkezete. Az aptamerek (narancs) koziil
az A39 (A), valamint az A30 (E) GbpC-vel (zold) alkotott kdzos komplexét abrazoltuk. A
kinagyitott régiokban (keretezett) a gliikanko6to zsebet fedé hurokstruktira (magenta) kdzelében
talalhato Ca*" (kék) és az aptamerbazisok kozotti legrovidebb becsiilt tivolsagokat jeldltiik, amik
az A39 (B) esetén rendre 4.9 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.
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S.

Kovetkeztetések

Munkam sordn célunk olyan DNS aptamerek eldallitisa és vizsgalata volt, amelyek

alkalmasak lehetnek a Streptococcus mutans GbpC-hez kotédve a biofilmképzdodést

specifikusan gatolni. Eredményeink alapjan az alabbi megallapitasok tehetok:

1.

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

A munkacsoportunkban tovabbfejlesztett PBA-PCR-rel kombinalt ALPHAScreen
technika alternativat nyujt az aptamerjeldltek gyors és hatékony eldallitasara és
affinitdsuk vizsgélatara. A technika alkalmazasaval azonositottuk a SELEX utan
kapott jol kotd aptamerjelolteket, amiket tovabbi karakterizalas utan hasznalhattunk

biofilmképzddés gatlasra.

. A szelektalt aptamerekkel a GbpC célmolekulat az azzal jelentds homoldgiat mutatd

Antigen I/II-vel szemben is nagy szelektivitassal ki tudtuk mutatni, ami az
alkalmazott SELEX eljarasunk Iépéseinek jol tervezettségét igazolja.

A szelektiv aptamerek a GbpC természetes ligandjat reprezentdld dextrannal
Osszemérhetd affinitdst mutattak a célmolekula irant, ami lehetdséget ad a fehérje

gliilkankotésének aptamerekkel torténd gatlasara.

. Az MST eredmények fényében elmondhato, hogy a vizsgélt aptamerek GbpC-re

specifikus térszerkezetiik kialakitdsdhoz sziikséges a vizsgalt aptamerek primer
régidinak jelenléte.

Az inhibitorhatasti aptamerek Osszetett tapoldatban a vad tipust S. mutans sejtek
biofilmjét szignifikdns mértékben csokkentettek, mig a GbpC-hianyos S. mutans
sejtek biofilmképzddésére nem voltak ilyen hatassal.

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

eltéré GbpC-epitopokhoz vald kotddésével magyarazhato.

Osszegezve, szelektalt aptamereink igéretes jeldltjei lehetnek a dentalis plakk

minimalizalasat célz6 ujabb fejlesztéseknek. Tovabba, reményeink szerint az altalunk

bemutatott aptamerszelekcids stratégia, kiegésziilve a modern bioinformatika adta

eszkozokkel szélesebb korben is értékesnek bizonyulhat, és hozzajarulhat szamos

orvosilag relevans aptameralapu terapia kidolgozasahoz.

14



6. Sajat publikaciok jegyzéke

Az értekezés témajahoz kapcsolodo kozlemények:

Akos Harkai, Yoon Kee Beck, Anna Tory, Tamas Mészaros. (2025) Selection of
streptococcal glucan-binding protein C specific DNA aptamers to inhibit biofilm
formation. International Journal of Biological Macromolecules, 288, 138579, 12p.

https://doi.ore/10.1016/j.ijbiomac.2024.138579

IF: 8,5 (D1)

Krisztina Percze, Akos Harkai, Taméas Mészaros. (2024) A Cost-Effective Approach for
Single-Stranded DNA Amplification Using Primer-Blocked Asymmetric PCR. Current
Protocols, 4 (9) e1125, 21p.

https://doi.org/10.1002/cpz1.1125

IF: 2,2 (D1)

Egyéb kozlemények:

Zoltan Tolnai, Akes Harkai, Zsuzsanna Szeitner, Eva Nagyné Scholz, Krisztina Percze,
Anna Gyurkovics, Tamas Mészaros. (2019) A simple modification increases specificity
and efficiency of asymmetric PCR. Analytica Chimica Acta, 1047, 225-230.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2018.10.017

IF: 5,977 (Q1)

15


https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.138579
https://doi.org/10.1002/cpz1.1125
https://doi.org/10.1016/j.aca.2018.10.017

