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1. Bevezetés

A Dbioanalitikat forradalmasitottdk a biologiai eredetli
molekuldk, pl. enzimek, nukleinsavak ¢és ellenanyagok,
szelektiv molekularis felismerésre torténd alkalmazasa. A
rendkiviil szelektiv, esetenként specifikus, biomolekularis
kolcsonhatasok  (ellenanyag-antigén, enzim-szubsztrat,
komplementer nukleinsav szalak hibridizacidja) lehet6vé
tették a bioszenzorok, illetve a nagy ateresztoképességii
biochip technologia kifejlesztését.

A biologiai eredetii receptorok (receptor alatt itt a szelektiv
felismerésért felelés molekulat értjiik, amely nem-kovalens
kotések kialakitasan keresztiil 1ép kolcsOonhatasba a
meghatarozandé komponenssel) elényds tulajdonsagaik
mellett jelentds hatranyokkal is birnak. fgy alkalmazasuk
altalaban csak a természetes kozegiiknek megfeleld
koriilményekre (pH, ionerdsség, homérséklet, stb.)
korlatozodik. Emellett sok esetben nem megoldott a
koltséghatékony, reprodukalhatdé és nagy mennyiségben
torténd eldallitasuk sem. Tovabbi problémat jelent a
bioreceptorok  stabilitdsa,  tarolhatosaga  kiilonbozo
hémérséklet viszonyok kozott. Ennek megfelelden jelentds
elérelépést jelenthet a robusztus, tetszdleges fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal biro, szintetikus uton eléallitott receptorok
alkalmazasa. Doktori munkam célkitlizése két kiilonb6zo
tipusi  szintetikus receptor fejlesztése és analitikai
alkalmazasa volt fehérjék meghatarozasara: DNS aptamerek
és molekularis lenyomatu polimerek.

1.1. Aptamerek

Az aptamerek tipikusan 40-80 bazisbol allo egyszalu
oligonukleotidok, amelyek megfeleld6 harom-dimenzids
szerkezet felvételén keresztiil képesek szelektiven kotodni
egy adott célmolekuldhoz. Az aptamerek bazissorrendjének
megallapitasa és eldallitasuk tisztan szintetikus uton, in vitro
eljarassal torténik. Ennek megfeleléen alkalmazasi koriik is
kiterjedtebb lehet, mint az antitesteké, ugyanis az aptamerek
akar kismolekuldkra, toxikus anyagokra is eldallithatok,
és alkalmazasuk sordn nem sziikséges fiziologids
koriilményeket biztositani. Az aptamerek szelekciojat
lehetévé tevé SELEX (Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment) eljaras 1990-es kifejlesztése
otal?nagyon sok célmolekulara szelektaltak aptamereket.’ A
modszer Iényege, hogy egy rendkiviil nagyszamu (103-10'°
féle) véletlenszerti oligonukleotid szekvenciat tartalmazé
konyvtarbdl iterativ  eljarassal kivalasztjdk azokat a
szekvenciakat, amelyek egy adott célvegyiilethez kotddnek.
A célvegyiiletet leggyakrabban egy szilard hordozo
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feliiletére immobilizaljak (pl. magneses részecske) és a nem-
kotodo szekvenciakat mosasi 1épésekkel elvalasztjak, majd
a célmolekuldhoz ko6tddé oligonukleotidokat polimeraz
lancreakcidoval sokszorositjak. A folyamatot tSbbszor
megismételve egy olyan oligonukleotid konyvtarhoz
jutnak, amelyben feldisulnak a  célmolekuldhoz
kotddo szekvencidk, az aptamerek. Szekvenalas utan, a
szekvenciajuk ismeretében, az aptamercket szintetikus
uton elé lehet allitani. Fontos kihangstlyozni, hogy
az eddig szelektalt aptamerek dontden nem analitikai,
hanem molekularis biologiai, vagy éppen terapias célra,
biologusok altal lettek kifejlesztve. Rendkiviil kevés olyan
tanulmany all rendelkezésre, amelyekben az aptamer alapti
szenzorok fejlesztése végig van vezetve a szelekciotol
az analitikai alkalmazasig. A komplex mintakban tdrténd
mérésekhez azonban elengedhetetlen a megfeleld kozegben
vald szelektdlas és a mintdban jelenlevé komponensek
zavard hatasanak  kikiiszobolése  kontraszelekcidval.
Kontraszelekcioval tavolitjuk el a konyvtarbol a zavard
komponensekhez kot6d6 oligonukleotidokat a szelekcio
el6tt és kozben.

Ennek megfelelden célunk originalis aptamer szekvencidk
szelektdlasaval és felhasznalasaval egy olyan aptamer
szenzorchip  fejlesztése  volt, amellyel specifikusan
detektalhatok akar homolég virusfehérjék is. Modellként
egy patogén ndvényi virust, az alma térzsgondorodés virust
(Apple Stem Pitting Virus — ASPV) valasztottuk, mely
kétféle kapszid fehérjével (MT32 és PSA-H) fordul el a
természetben, és amelyek aminosav szekvencidja 81%-ban
azonos.

A munka sarkalatos pontja volt az aptamerek ¢és a fehérjék
kozotti  kolcsonhatds jellemzése, amelyhez az esetek
tobbségében a kolcsonhatasok kinetikdjanak valds idejd,
jelolés nélkiili nyomon kovetését lehetévé tevd feliileti
plazmon rezonanciat (Surface Plasmon Resonance - SPR)
alkalmaztunk. Emellett az aptamer-fehérje kdlcsonhatasok
mérésére kidolgoztunk egy nagy jelerdsitésii homogén
tavolsag modulalt lumineszcens modszert (Amplified
Luminescent Proximity Homogeneous Assay - ALPHA). Ez
alapot ad az aptamer szelekcié sordn kapott oligonukleotid
szalak kozil a megfeleld analitikai tulajdonsagokkal
rendelkez6 aptamer gyors kivalasztasara.

1.2. Feliileti lenyomati polimerek

A doktori munkdm masik f6 kutatasi iranyvonala fehérjék
szelektiv meghatarozasara alkalmas molekularis lenyomatot
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tartalmazé polimerek fejlesztése volt. A molekularis
lenyomati polimerek (Molecularly Imprinted Polymer—MIP)
eléallitasa megfeleld funkcionalis monomer egységekbdl,
polimerizacioval torténik a célmolekula jelenlétében. Ennek
eltavolitasa utdn a polimerben visszamaradt negativ lenyomat
lehetdséget ad a célmolekula szelektiv visszakotésére. Ez az
univerzalis elv, amely kimondottan sikeresnek bizonyult
kis molekulatomegii komponensekre szelektiv MIP-ek
eléallitasara, a makromolekularis célvegyiiletek esetében
tobb okbol nehézségbe iitkozik. Igy a makromolekulak
mozgasa gatolt a konvencionalis molekularis lenyomatot
tartalmazé tombpolimerekben és a polimerizacid utan
a makromolekuldk eltdvolitdisa a polimerbdl nem
lehetséges.** A probléma megoldasahoz feliileti lenyomatt
polimer mikroszerkezetek eldallitasara és alkalmazasara
dolgoztunk ki elektrokémiai modszert. Ennek segitségével
a fehérje felismerésére alkalmas feliileti lenyomatu polimert
kozvetleniil az SPR szenzorchipen allitottuk eld.

2. Eredmények

2.1. Aptamer alapi SPR szenzorchipek fejlesztése
névényi virusfehérjék kimutatasahoz*

Az SPR bioszenzorok esetében a szelektiv molekularis
felismerést biztositd komponenst a szenzorchip feliiletére
kell immobilizalni. Az aptamerek a feliileti boritottsag
és a szenzorchip alaposabb optimalizalasat igénylik,
mint az antitestek, mivel nagymértékli konformacios
flexibilitdsuknak ~ kdszonhetden  adaptiv ~ felismerési
mechanizmussal kotédnek a ligandumaikhoz.” Munkam
soran  tiol ~modositassal ellatott aptamerek  (HS-
aptamer) kozvetlen immobilizacidjat vizsgaltam arany
szenzorchipeken. Vizsgaltam az oligonukleotid hosszanak
hatésat a feliileti boritottsagra, valamint a feliileten talalhat
egyéb, térkitoltd tiolok és a primer felismerd (flank) régiok
hatasat a specifikus és nem-specifikus adszorpciora az SPR
szenzor feliiletén (1. Abra). Mivel a korabbi tanulmanyok
ramutattak, hogy az etilénglikol szarmazékokkal modositott
felilletek jobban ellendllnak a proteinek nem-specifikus
adszorpcidjanak, vizsgaltam a tiol termindlis csoportot
tartalmazé polietilénglikol (5 és 20 kDa) és rovidebb
oligoetilénglikol térkitoltd molekuldk alkalmazhatosagat
novényi mintdk esetén. Az etilénglikol szarmazékok
valoban nagyon kismértékii nem-specifikus adszorpciot
mutattak tobbféle novényi kivonat esetében is, azonban
a kevert aptamer/polietilénglikol monorétegek esetében
a hosszabb polietilénglikol lancok sztérikusan gétoltak a
specifikus kotodést is. Csak a tetra- és hexaetilénglikol
szarmazékok  (HS-TEG, HS-HEG) alkalmazasakor
tapasztaltunk megfelelé specifikus kotodést, ami ravilagit
az aptamer rétegek optimalasanak fontossagara. Ennek
megfelelden a monoréteg nem tartalmazhat az aptamer
szekvencia immobilizalasdhoz hasznalt tAvtartonal hosszabb
kitolté molekulakat, mivel azok mar sztérikusan gatoljak
a célmolekula bekotédését. Az aptamer szalak 3’ végére
tervezett TTTT-(CH,) -SH tavtartonak koszonhetden a virus
kapszidfehérje felismeréséért felelos rész kiemelkedik a
TEG-SH feliiletbol.

Az optimalis specifikus kotéképesség elérése érdekében az
aptamer/HS-TEG monoréteg optimalizalasat harom alapvetd
immobilizacios paraméter valtoztatasaval végeztem: a két
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1. Abra. Mikrocseppentett SPR szenzor sematikus abraja.

tiol koncentraciojat és a pufferoldat ionerdsségét
valtoztattam. Az eredmények azt mutattak, hogy az optimalis
aptamer-ligandum kolcsonhatds, azaz a legalacsonyabb
nem-specifikus adszorpcidé és a legmagasabb specifikus
valasz érdekében legalabb 5 uM aptamer koncentracio
sziikséges, mig a TEG-SH koncentraciojat nagyobb,
100 uM, értéken kell tartani az immobilizacid soran.

Az SPR jel koncentréci6 fiiggését kezdetben tisztitott MT32
és PSA-H virus fehérjékkel vizsgaltam. A primer felismerd
régidkat is tartalmazé 8lmer PSA-H-Flank aptamerhez
egyaltalan nem kotédott az MT32 fehérje, lehetdséget
adva a két homoldég virusfehérje megkiilonboztetésére.
Az aptamerek szelektivitasa Osszhangban volt az SPR
tranziensek kinetikai kiértékelésébdl szdrmazd aptamer-
fehérje kolcsonhatasok disszocidcios dllandéival (K).
MT32 fehérje esetén a HS-MT32 aptamer K, értéke kb. 1
nagysagrenddel volt kisebb, mint a HS-PSA-H aptamer K,
értéke, azaz 5,510 M a 2,9x107 M-rel szemben. A PSA-H
fehérje-aptamer disszocidcids allandé értéke az alabbiak
szerint nétt: PSA-H aptamer (8,0x10° M), PSA-H-Flank
aptamer (2,6x10% M) és MT32 aptamer (8,3x10® M), ami
megfelelt a szelektivitasi sorrendnek.

A virusfehérjék valés ndvényi mintdbol  torténd
kimutatasakor szdmolni kellett az aptamerek jelentds negativ
toltésslirlisége miatt a magasabb pl értékli matrix fehérjék
nem-specifikus adszorpcidjaval. A TEG-SH feliiletek nem
mutattak szignifikans nem-specifikus adszorpciot a vizsgalt
mintakkal, azonban az aptamereket is tartalmazo kevert
monorétegek esetén ez jelentds mértekli volt (10-35 m°).
Bar az azonos sarzsbol szarmazé névényi kivonatok esetén
a nem-specifikus adszorpcié gyakorlatilag megegyezett,
jelentésen eltért a kiilonbdzé novényekbdl készitett
ndvényi kivonatok, illetve az azonos novénybdl készitett,
de kiilonboz06 sarzsok esetén. Véletlenszerli bazissorrendii,
de az aptamerekkel megegyez6 hosszusagu ¢és feliileti
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boritottsagh DNS szalbol kialakitott referencia feliiletet
alkalmazva vizsgaltam a feliiletre immobilizalt aptamerek és
MT32 virus kapszidfehérjével adalékolt alma levél kivonat
kozotti kolesonhatast. Az SPR mérésekkel kapott adatok jo
egyezést mutattak a pufferoldatban végzett mérésekkel. A
hosszabb PSA-H-Flank ¢és a rovidebb PSA-H aptamerek
valasza kisebb volt, mig az MT32 aptamer a névekvé MT32
koncentracioval kozel linedrisan novekvd rezonancia szog
eltolodast mutatott (2. Abra).
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2. Abra. MT32 kalibracios gorbék alma levél kivonatbol, harom
kiilonboz6 aptamerrel. A gorbék korrekcidja a referencia DNS feliileten
mért rezonancia sz0g eltolodasok kivonasaval tortént. A mérési adatokat
a specifikus kotddés elsérendil kinetikajat leiro hiperbolikus egyenlettel
illesztettem.

A virus kapszidfehérjék novényi kivonatbol torténd

meghatdrozasara alkalmazott modszert ASPV  pozitiv
ndvényi kivonatokon teszteltem (3. Abra).
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3. Abra. 500 pg/mL 6sszes protein koncentracioju, ASPV fertézott
novényi kivonat valaszjele: (a) MT32, (b) HS-PSA-H, (c) HS-PSA-H-
Flank aptamerek.

Az eredmények szerint a HS-PSA-H ¢és HS-MT32
aptamerck alkalmazasaval, jelolésmentes detektalassal
megkiilonboztetheté a pozitiv és negativ kontroll minta.
Mivel a HS-PSA-H-Flank aptamer egyaltalan nem adott
valaszjelet, és a legnagyobb rezonancia szdg eltolodast az
MT32 aptamerrel mértem, feltételezhetd, hogy a novényi

kivonat csak MT32 proteint tartalmazott, ami a kontroll

crer

utal.

Az SPR méréseket pasztdzd elektronmikroszkopias
(SEM - Scanning Electron Microscopy) felvételekkel
tamasztottam ala (4. Abra). Az aptamerrel modositott
szenzorfeliileten hosszukas virusfragmenseket (2,2x107
db/cm?) detektaltunk, mig a HS-TEG blokkolt feliileten
egyaltalan nem tapasztaltunk viruskotodést.

A B

4. Abra. Tipikus pasztazo elektronmikroszkopias felvételek: (A) aptamer
neélkiili referencia feliilet és (B) HS-MT32 aptamer modositott feliilet
ASPV fert6zott ndvényi kivonattal térténd inkubalast kovetden. A
méretvonalak 500 nm-esek.

Annak ellenérzésére, hogy az MT32 aptamer kiilonbséget
tud-e tenni mas virusok altal fertézott ndvényi mintak kozott,
ASPV-vel, alma mozaik virussal (apple mosaic ilarvirus
— APMV) és alma klorotikus levélfoltossag virussal (apple
chlorotic leaf spot trichovirus — ACLSV) fert6zott névényi
mintakat vizsgaltam HS-MT32 aptamerrel modositott SPR
szenzorchipen. Az MT32 aptamer és a HS-T,, referencia
oligonukleotidon mért rezonancia szog eltolodasok kozott
nem volt szignifikdns eltérés az APMV és az ACLSV virussal
fertézott mintak esetében (5. Abra). Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az MT32 aptamer kiilonbséget tud tenni az
ASPV ¢és egyéb relevans virusok kozott.®
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5. Abra. Referencia feliilettel korrigalt feliileti plazmon rezonancias
valaszjel ASPV, APMV és ACLSV fert6zott novényi kivonatokra, 100 pg/
mL teljes protein koncentracional.

2.2. Nagy jelerésitésii homogén tavolsag modulalt
lumineszcens assay (ALPHA) aptamer-fehérje
kolcsonhatasok jellemzésére

A virus fehérje - aptamer kolcsonhatasok jellemzésére
kidolgoztam egy erdsitett lumineszcencids tavolsagmodulalt
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homogén mérési modszert (ALPHA - Amplified Luminescent
Proximity Homogeneous Assay). A PSA-H aptamer esetében
az ALPHA moédszerrel meghatirozott K, érték 5,3+3,9
nM, az MT32 aptamer esetében pedig 70,5+28,0 nM volt.
Ezek az eredmények jo egyezést mutattak az SPR-rel mért
adatokkal.’

2.3. Fehérjék szelektiv, jelolésmentes detektalasa
mikromintazott, feliileti lenyomatot tartalmazo
mesterséges receptorokkal

Egy 0jszerii megkozelitést alkalmaztunk annak érdekében'®,
hogy az SPR szenzor érzékelési zonajaban alakitsunk
ki fehérjekotdé helyeket a felilleti lenyomatképzéssel (SI
— Surface Imprinting). A 6. Abra mutatja a molekularis
lenyomatképzés sematikus abrajat, ami fotolitografias
eljarassal létrehozott mintazatképzésen alapul, és csak a
PEDOT/PSS barazdak fiiggbleges falain, azaz a szenzorchip
feliiletére merdlegesen elhelyezkedd kotohelyeket hoz 1étre.
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6. Abra. A molekularis lenyomatu polimer mikrobarazdak 1étrehozasa
soran a feliileti lenyomatképzés folyamatanak sematikus abraja (a-

f, bal), és a megfelel6 mikrostrukturak optikai mikroszkopias képei

(a-c, e,f, jobb). A (d) abran a polikarbonat (PC) mikrobarazdakon a
protein adszorpciot fluoreszcensen jeldlt proteinnel (avidin-fluoreszcein
izotiocianat — Av-FITC) és epifluoreszcens képalkotassal jelenitettiik meg.

A mikromintazott polimer chipekkel torténé SPR mérésekhez
a szenzorchipen feliileti lenyomatot tartalmazé (SIP) és
feliileti lenyomatot nem tartalmazo (NIP) strukturakat is
kialakitottunk, hogy egyszerre lehessen nyomonkdvetni a
kétféle feliileten a kotddéseket. Az avidin valaszgorbék (7.
abra) egyértelmlien bizonyitjdk a feliileti lenyomatképzés
hatasat a NIP feliilethez képest. Az avidin-MIP kdlcsonhatas

disszociacios egyensulyi allanddja (125 nM)!® kozel egy
nagysagrenddel kisebb volt, mint a NIP feliilet esetében
(1,4 uM). Ugyanez a tizszeres faktor jellemezte a telitési
koncentracionak megfeleld jelardnyt, ami azt jelenti, hogy
a lenyomatképzési faktor az egyik legmagasabb az eddig
publikalt protein-MIP-ek kozott. A SIP szelektivitasat avidin
szarmazékokkal, streptavidinnal (ST), NeutrAvidinnal
(NA) és ExtrAvidinnal (EA) vizsgaltam, valamint olyan
fehérjékkel, melyek szintén magas izoelektromos ponttal
(pl) rendelkeznek, példaul a lizozimmal (Lys, pl 11,35).
Egy jelent6sen kisebb pl értékii (4,7), de kozel azonos
molekulatomegli fehérjét, marha szérumalbumint (BSA -
Bovine Serum Albumin) is vizsgaltam.
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7. Abra. (A) avidin-SIP mikromintazott (a) és NIP (b) feliileteken mért
SPR szenzorgramok egymast kovetd, névekvé avidin koncentraciok
esetén; (B) a kumulativ kalibracios gorbe.

A NIP feliiletek minden esetben kisebb valaszjelet adtak a
vizsgalt fehérjék esetén, mint az avidin feliileti lenyomata
polimer feliileteken (Avidin-SIP). A vartnak megfeleléen az
avidin-SIP feliileten a legnagyobb valaszjelet az avidin adta,
majd az ExtrAvidin, NeutrAvidin ¢és streptavidin kovetkezett
a szerkezeti hasonlosag sorrendjében (8. Abra).
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8. Abra. Avidin-SIP (a) és NIP (b) feliiletek valaszjelei kiilonboz6

1 M-os NaCl oldat alkalmazasa lehetové tette a SIP
felilletek regeneralasat. A regeneralt feliilet valaszjele (9.
Abra) ugyan elhanyagolhato alapvonal eltolodast mutat,
de ebben az esetben valamivel kisebb a lenyomatképzési
faktor. Ez arra utal, hogy a koncentralt NaCl oldat hatassal
van a SIP kdt6helyeire. A nagy ionerdsségli oldattal végzett
sikeres regeneralas az avidin és a SIP kozotti kolcsonhatas
elektrosztatikus jellegére utal, szemben az avidin — NIP
kolesonhatassal, amit nem befolyésol az ionerdsség.

Valoszinilileg a lenyomatképzés soran feldusul a PSS a
PEDOT/PSS filmek feliiletén. Ez a jelenség megmagyarazna
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9. Abra. (A) Mikromintazott avidin-SIP nem-specifikus adszorpcioval
korrigalt SPR valaszjele kiilonbz6 avidin koncentraciok esetén, az egyes
koncentraciok kozott regeneralva a feliiletet; (B) kalibracios gorbe.

a SIP felilletek nagyobb affinitdsat a nagyobb pl-vel
rendelkezé fehérjékhez, valamint lizozim nagyobb
adszorpcidjat a SIP felilletekhez, mint a NIP feliiletekhez.
Az avidin és a SIP koz6tti kdlecsonhatas azonban nem tisztan
elektrosztatikus jellegii, amire az utal, hogy az avidin és
a semleges toltésli extravidin esetén nagyobb valaszjelet
kapunk, mint a lizozim estében.
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3. Kisérleti modszerek

3.1. Aptamerrel modositott SPR szenzorchipek
eléallitasa

A novényi virus fehérjékre (MT32 és PSA-H) szelektalt
origindlis  aptamereket  tiol  csoporton  keresztiil
immobilizaltuk a feliileti plazmon rezonancias szenzorchip
arany feliilletéhez. Ennek érdekében az aptamereket a 3’
végiikon ,,TTTT-(CH,) -SH” modositassal szintetizaltattuk
meg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A képalkoto
feliileti plazmon rezonancids (iSPR) mérésekhez a
szenzorchip feliiletét mikrocseppentd robot (Calligrapher
Microarrayer, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) alkalmazasaval
mintaztuk a tiol moddositott  oligonukleotidokkal.
Amennyiben nem volt sziikség a szenzorchipek mintazasara,
az iSPR-t egy csatornas rendszerként alkalmaztuk és a
szenzorchipet az SPR atfolyd celldjaban modositottuk. Az
aptamerek immobilizaciés koriilményeit iSPR mérések
alapjan optimalizaltuk.

A kiilonb6z6 hosszisagu oligonukleotidok feliileti stirtiségét
az immobilizalt DNS széalak negativ toltését kompenzald
Ru*" mennyiségének mérésével, voltammetriasan hataroztuk
meg.

3.2. Feliileti lenyomatu polimer alapu SPR szenzor
eléallitasa

Aprotein feliileti lenyomata PEDOT/PSS mikromintazatokat
planaris, modositatlan arany SPR  szenzorchipeken

Magyar Kémiai Folydirat - PhD 0Osszefoglalé

hoztuk létre. Az arany bevonatu iiveg hordozén el6szor
fotolitografias technika alkalmazasaval mikrobarazdakat
hoztunk Iétre fotolakkbol, majd a feliiletre polikarbonat
(PC) aldozati anyagot vittiink fel a fotolakk barazdak
kozé. A fotolakk eltavolitasat kovetden a visszamaradt
PC mikrobarazdakra adszorbealtattuk a célfehérjét, majd
PEDOT/PSS vezet6 polimert valasztottunk le a feliiletre
elektrokémiailag. A PC eltavolitdsa utan a feliileten
fehérje lenyomatot tartalmazo PEDOT/PSS mikrobarazdak
maradnak vissza. A lenyomatképzéshez avidin (Av, 66 kDa,
pl = 10,5) fehérjét hasznaltunk és ExtrAvidin (EA, pl =
6,5), streptavidin (ST, 60 kDa, pI = 5,5), NeutrAvidin (NA,
60 kDa, pl = 6,3), lizozim (Lys, 14,3 kDa, pl = 11,35) ¢és
BSA (66,4 kDa, pl = 4,7) fehérjékkel vizsgaltuk a feliileti
lenyomatu polimer szelektivitasat.

3.3. Fehérje detektalas feliileti plazmon rezonanciaval

A szintetikus receptorok és a fehérjék kozotti kolesonhatas
mérésére iSPR késziiléket (IBIS Technologies, Enschede,
Hollandia) alkalmaztunk. Ez Iehetséget adott egy
vékony arany réteggel bevont iiveglemez (szenzorchip)
felilletén torténd torésmutatd valtozas nagy érzékenységii
nyomonkovetésére, amely adott esetben aranyos a szenzor
felilletén immobilizalt receptorokhoz ko6t6d6 molekulak
tdmegével. fgy ez a moédszer alkalmas a szenzorchip
felilletére immobilizalt receptorok és a szenzorchip
feliiletére oldatban juttatott molekulak kozotti kdlcsonhatas
valds idejti, jelolésmentes detektalasara.

3.4. Fehérje-aptamer  kolcsonhatas
ALPHA-val

jellemzése

Az ALPHAScreen® néven elterjedt nagy jelerdsitésii
homogén tavolsag modulalt lumineszcens méréstechnika
biologiai kolcsonhatasok mérésére alkalmas, rendkiviil
érzékeny modszer. A méréstechnika egy polisztirol donor-
és akceptor mikrogyongy parbdl all, melyek a feliiletiikre
immobilizalt biomolekuldk kolcsonhatasa kdvetkeztében
keriilnek egymashoz kozel. Nagy intenzitasu lézerfénnyel
megyvilagitva a donor gyongyot a felilletén talalhato
fényérzékenyitd szarmazék hatdsara a kornyezeti oxigén
molekulakbdl gerjesztett  allapot, szingulett oxigén
molekuldk jonnek 1étre. A szingulett oxigén molekuldk
reagalnak a kb. 200 nm térkozelben talalhatd akceptor
gyongyben 1évé  fluoroforokkal, melynek hatasara
kemilumineszcencia 1ép fel.
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Development and Application of Selective Synthetic
Receptors for Protein Detection

My doctoral research focused on the development and application
of robust synthetic receptors designed explicitly for analytical
purposes. Two, conceptually different kind of synthetic receptors
were developed and evaluated for the selective detection of protein
targets: DNA aptamers and molecularly imprinted polymers.

Aptamers are 40-80mer single stranded oligonucleotides that
selectively bind to their cognate target molecules upon forming
specific 3D structures. Although nucleic acid — protein interactions
are well known in nature, the sequences of nucleic acid aptamers
for a given target compound are determined by a synthetic, in-vitro
procedure referred to as SELEX (Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment).!? Since the first publication of the
SELEX procedure in 1990, a large number of aptamers have been
selected for an impressive range of target molecules.®* However,
still most of analytically aimed studies are performed in ,ideal
conditions” on a relatively limited number of well characterized
model aptamers, which were not intended originally for analytical
application. This implies that in the majority of the reports the
analytical method development uses aptamers that have not been
optimized for the analytical task and consequently, analytical
applications that start from the selection of aptamers custom
tailored for the intended analytical task are scarce. However, the
aptamer selection would gain significantly, if through counter-
selection the sequences, that bind notorious interferents from the
sample, are discarded from the oligonucleotide library.

Therefore, one of the main goals of my research was to develop
aptamer-based label-free sensors by covering the whole line of
research from aptamer selection to their application in complex
matrices. In addition, we also aimed at developing methodologies
for high throughput evaluation of aptamer-protein interactions.
As the fast generation of highly discriminating receptors makes
aptamers one of the most prospective candidates for the detection
of various virus strains and their mutants, we attempted for the first
time, the development of an aptamer-based assay against the coat
proteins (MT32 and PSA-H) of a plant virus, Apple Stem Pitting
Virus (ASPV). The label-free detection of ASPV was ensured by
developing surface plasmon resonance (SPR) sensor chips based
on original aptamer sequences, which also allowed the real time
kinetic analysis of aptamer-target interactions.®*® SPR imaging
was used both as a fast means to optimize a mixed HS-aptamer/
HS-TEG self-assembled monolayer for optimal binding and for
analyzing plant virus contamination in plant extracts. We studied in
detail the effect of various parameters, i.e., aptamer length, spacer
length, surface density, co-immobilized thiol derivatives, on the
specific and non-specific binding of the relevant target proteins
and viruses in various conditions. This enabled ultimately the
development of a self-referencing method based on multiplexed
aptamer based sensorchips for specific recognition of ASPV virus
in real plant extract samples. The selected aptamer were even able
to discriminate between the two virus coat proteins PSA-H and
MT32 with amino acid sequences identical in 81%. The specificity
of MT32 aptamer was confirmed by testing crude plant extracts
infected by apple mosaic ilarvirus or apple chlorotic leaf spot
trichovirus that are widespread apple viruses often coinfecting
with ASPV.

During our experiments we realized that a major bottleneck of the
aptamer selection process is that selected oligonucleotides have to
be evaluated individually in terms of their binding properties, e.g.,
by determining the dissociation constant (K ) of aptamer—target
molecule complexes, to designate the most auspicious aptamers.
However, as typically a great number of sequences are selected this
becomes an arduous task. Therefore, we introduced a microtiter
plate based Amplified Luminescent Proximity Homogenous Assay
(ALPHA) to assess the K, value of aptamer—protein complexes
demonstrated through the study of apple stem pitting virus coat
protein-specific aptamers. The obtained K, values for PSA-H and
MT32 aptamers were 5.3+3.9 nM and 70.5+ 28.0 nM, respectively,
in very close agreement with the values determined by SPR: 8 nM
(PSA-H aptamer) and 83 nM (MT32 aptamer).” Thus the ALPHA
method can be used as a simple, cost-effective method for screening
aptamer—target protein interactions during aptamer selection.

The second part of my research focused on the development
of molecularly imprinted polymers for protein recognition.
Molecularly imprinted polymers (MIPs) are selective, synthetic
sorbents prepared from a mixture of functional monomers in the
presence of a target molecule. During polymerization, the target
molecule acts as a template inducing binding sites in the polymer
matrix, which are capable of selectively recognizing (rebinding)
the target molecule. Although the universal concept of molecular
imprinting proved to be very successful for small molecule
imprinting, its application for biomacromolecules is still a major
challenge.** It has been reported that despite of the ubiquitous
importance of macromolecular recognition in bioanalysis only ca.
2 % of the reported MIPs involve macromolecular targets. One
reason for this is that the bulk synthesis method, with excellent
results in generating MIPs for recognition of low-molecular-weight
compounds, is hardly applicable to macromolecules due to their
hindered mobility in the highly reticulated polymeric networks.
Thus, in the worst case the macromolecules become entrapped
in the polymeric material with both their removal and rebinding
prohibited. Therefore, the essential prerequisite of generating
macromolecular imprints should be clearly to create accessible
binding sites amenable for free exchange of the target between the
MIP and the sample phase.

We have developed a novel method for the synthesis of surface
imprinted polymers (SIP) compatible with conventional
photolithographic technology directly onto the surface of
surface plasmon resonance (SPR) sensorchips. Apart from
the overwhelming majority of the MIPs prepared by chemical
synthesis, we used electrochemical oxidation to form surface-
imprinted microbands of poly(3,4-ethylenedioxythiophene)
(PEDOT) doped with poly(styrenesulfonate) (PSS) enabling the
label-free real-time detection of the model protein (avidin) — MIP
interactions.!” Despite the structural complexity of the surface
imprinted PEDOT/PSS micropatterns, their interaction with
proteins could be determined in a straightforward manner with SPR
imaging at sensitivities that, in this particular case, outperformed
those of fluorescence imaging.

The novel surface imprinted microstructures bound avidin, the
template protein, with dissociation constants in the submicromolar
range (125 nM). Imprinting factors of approximately 10 were
obtained, which places the protein-imprinted PEDOT/PSS among
the best SIPs reported so far. The avidin imprinted PEDOT/PSS
microstructures were shown to discriminate even between close
functional Av homologues, i.e., neutravidin, spreptavidin and
extravidin. The marked ionic strength dependence of the Av binding
to the SIP that we found as well as the lesser selectivity towards
lysozyme, a protein with (pI=11.35) suggested a major electrostatic
contribution to the binding interactions, which, however, is not
solely responsible for the selective recognition of avidin.
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