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1 BEVEZETES, CELKITUZES

Napjainkban egyre né az igény a kiilonb6zo6 biomarkerek felismerésére alkalmas szelektiv
receptorok irant, a célmolekuldk (analdf) meghatarozasanak optimalasara, illetve kotédési
kinetikajanak vizsgalatara a késObbi bioanalitikai alkalmazasuk érdekében. A molekularis
felismerés alapja, hogy a célmolekula és a felismerd molekula kézott j61 definialhato, altalaban nem
kovalens jellegli kolcsonhatdsok jonnek létre, amelynek szelektivitasat a legtobb esetben a két

molekula tér-, és funkcionalitasbeli komplementaritasa biztositja.

A természetben szamos ilyen kolcsonhatds figyelhetdé meg, amelyek kozil az egyik
legismertebb a nukleinsavakban talalhatd szerves bazisok kozott kialakuld H-hid. Két
komplementer nukleinsav szal kozott (legyen az akar DNS vagy RNS) rendkiviil specifikus és nagy
affinitdsu kolcsonhatds alakulhat ki, amelynek erdsségét noveli a komplementer bazisok szdma.
Ugyanakkor, a nukleinsavak negativ t6ltése kozott kialakuld elektrosztatikus taszitas jelentGsen
gyengiti ezt a kOlcsOnhatast, illetve a szelektiv felismerést biztosité szalak konnyen elbomlanak

nukledz enzimek jelenlétében.

A nukleinsav szenzorok fejlesztésénél, ahol tipikusan nagyon kis nukleinsavak mennyiséget
kell meghatarozni (akar néhany attomolos koncentraciokat) €s ahol a tarolhatosag a lebontoé enzimek
miatt egy igen fontos szempont, a természetes nukleinsav felismerd szalak alkalmazasa nem mindig
célravezetd. Az elmult idészakban azonban szamos olyan szintetikus oligonukleotid analdgot
fejlesztettek ki, amelyek tulajdonsagai tobb szempontbdl is elénydsebbek a természetes
nukleinsavakénal [1][2][3].

Ezen szintetikus felismerd szdlak elényds tulajdonsagait a DNS szal vazanak szerkezeti
modositasaval érték el. Igy példaul a dezoxiriboz-foszfat vaz N-(2-aminoetil)-glicin egységekbdl
allo, ,,semleges toltésii” peptid lancra cserélésével egy nagyobb affinitdsu szintetikus DNS analdg,
nevezetesen peptid-nukleinsav (PNS, angolul Peptide Nucleic Acid) [4] allithato eld. A PNS szalak
esetében a bazisok metilénkarbonil kotésen keresztiil kapcsolonak a peptid alapu vazhoz

(1. abra).
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1. abra — PNS és DNS molekuldk szerkezete és a hibridizaciéjuk soran kialakulé H-hid kdlesénhatdsok.

Kutatécsoportunk egyik hosszi tavu fejlesztési célja a nukleinsav alapu biomarkerek
szelektiv meghatarozasara alkalmas érzékeldk fejlesztése, kiilonds tekintettel a mikroRNS
(microRNA, micro Ribonucleic Acid) molekulak meghatarozasara. Az utobbi idészakban a
mikroRNS szalak meghatarozasa kiemelt figyelmet kapott tekintettel arra, hogy nagyon sok
betegség esetében (a teljesség igénye nélkiil tobbek kozott daganatos, sziv-, és érrendszeri,
idegrendszeri, valamint autoimmun) 6sszefliggést talaltak a mikroRNS koncentracio és a betegség
jelenléte kozott [5][6][7][8][9]- A PNS felismer6 szalak valasztasa sok szempontbol idealis lehet a
mikroRNS-ek meghatarozasara, hiszen jelentdsen nagyobb affinitassal és (bio)kémiai stabilitassal

rendelkeznek, mint a természetes nukleinsav molekulak.

Célkitlizésem az volt, hogy komplementer szekvenciaji peptid-nukleinsav — mikroRNS
szalak kotédési kinetikdjat és a kotodés erdsségét jellemzd disszociacios egyensulyi allandot
meghatarozzam, illetve tobb receptor szal szimultan vizsgalatara alkalmas képalkoto feliileti
plazmon-rezonancias (SPRi - Surface Plasmon Resonance imaging) moédszert kidolgozzam. Az
SPRi az egyik legalkalmasabb moddszer heterogén fazisi biomolekularis kolcsonhatasok
megfigyelésére [10], amellyel jeldlésmentesen (label-free method) akar 107 nagysigrendii

torésmutato valtozas is valds idében kdvethetd nyomon.
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Célvegyiiletként egy uj, az orvosi irodalomban szivinfarktus biomarkerként azonositott 22
bazis hosszu, mikroRNS szalat alkalmaztam. A parhuzamos vizsgalatok elofeltételét képezte, hogy
mikrocseppentéssel PNS szenzorchipeket allitsak eld, amelynek a legkézenfekvobb modja a
tiol-végcsoporttal ellatott PNS szalak cseppentése az SPRi szenzorchipek arany feliiletére. A PNS
szalak Au-S kotésen keresztill, onszervezdd6 (self-assembly) médon [11] kotédnek az arany
feliilethez, PNS monoréteg kialakitasaval. Ugyanakkor, korabbi megfigyeléseink [12] és irodalmi
adatok szerint ez az eljaras altalaban nem biztosit megfeleld hibridizacios hatékonysagih PNS
feliiletet, mert a PNS szalak nem-specifikusan is adszorbealodnak arany feliileten, igy ezeknek a
szalaknak a hibridizacioja gatolt. Ennek megfeleléen a PNS szalak esetében az emlitett, kozvetlen
arany feliilethez vald6 immobilizaciot nem szoktak alkalmazni, bar kétségteleniil ez lenne a

legegyszeriibb és legkoltséghatékonyabb modja az immobilizacionak.

Ezt megoldandbéan egy 10j immobilizacids eljarast vezettiink be és tanulmanyoztunk
részletesen, amelynek lényege, hogy a felismerd PNS szalakat a vele komplementer DNS szallal
el6hibridizalt formaban kotjiikk a feliilethez. Hipotézisiink az volt, hogy a hibridizalt PNS bazisai
kisebb mértékben tudnak nem-specifikus kdlcsonhatassal az arany feliilethez k6tddni és a hibridizalt
PNS alkalmazasaval spontin modon alakul ki az  optimalis  felilleti  PNS
receptor-siirtiség is. Mindez biztositja a nagyobb hibridizacios hatékonysagot. A hipotézisiinket
alatamasztja Li és Rothberg megfigyelése [13], miszerint az egyszali DNS szalak erésen
adszorbealodnak arany részecskéken, mig a kettésszala DNS szalak nem. Erre 6k azt az intuitiv
magyarazatot adtak, hogy a kettés szala DNS (dsDNA, double-stranded Deoxyribonucleic Acid)
esetében a bazisok funkcios csoportjai a komplementer bazisok kozotti H-hid kdlesonhatas
kialakitasaban vesznek részt és igy kevésbé tudnak kolcson hatni az arany feliilettel, mint a flexibilis
egyszalu DNS-ek (sSDNA, single-stranded Deoxyribonucleic Acid). Nehézséget jelent tehat, hogy
a PNS szalak a semleges toltésiiknek koszonhetden a DNS molekuldaknal is erdsebben

adszorbealodnak nem-specifikusan a szenzorchip arany feliiletére.

Osszefoglalva, kutatémunkdm célja nagy hibridizdcios hatékonysdagti peptid-nukleinsav
alapu szenzorchip kifejlesztése és tesztelése volt képalkoto feliileti plazmon-rezonancidas modszer
segitségével a modellként valasztott szivinfarktus biomarker szelektiv meghatarozdsdara. Az
dltalunk kidolgozott, mikrocseppentésen alapulé immobilizdacios modszer szandékaink szerint
lehetoséget ad PNS felismerd molekulik kolcsonhatasi kinetikdjanak a kordbbi eljardsokndl

egyszeriibb és pontosabb meghatdarozdsara.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1  Peptid-nukleinsav felismerd szal

A nukleinsav szenzorok az esetek donté tobbségében hibridizacios felismerésen alapulnak,
amikor egy immobilizalt felismerd szal szelektiven kotddik a komplementer célvegyiilethez a
Watson-Crick bazisparosodas szabalyainak megfelelden [14]. A szintetikus nukleinsav felismerd
szalak fejlesztésének f6 motivaciojat a természetes nukleinsavak szerkezeti és (bio)kémiai
stabilitasdnak javitdsa, illetve a nagyobb affinitds megvalositasanak igénye jelenti. Ennek
megfelelden tobb szintetikus nukleinsav analdg is kifejlesztésre keriilt, amelyekben altalaban a
dezoxiribonukleinsav vaz modosul, de a modositas alkalmazhat6 az internukleotid kotés mellett a
pentdzra és a bazisra is [15][16][17][18][19]. Altaldban a fejlesztések hatterében a terapias
alkalmazasok alltak (pl. géncsendesités), ahol a bioldgiai kdrnyezetben mindig jelenlevd nukledzok
miatt a természetes nukleinsavak nem stabilisak. Ennek megfeleléen ezek kémiai modositasa
minden esetben sziikséges a molekulak nukleaz rezisztenciajanak noveléséhez és a sejtbe vald

bejutashoz.

Az egyik legnépszeriibb szintetikus DNS analog a peptid-nukleinsav [20], amelynek a vaza
N-(2-aminoetil)-glicin egységekbdl épiil fel [21]. Ezen a peptid vazon egymastél megfeleld
tavolsagra helyezkednek el a bazisok, amelynek kdszonhetden a természetes DNS-hez hasonldan

Watson-Crick bazisparosodassal kotddnek a nukleinsavakhoz.

Bazis Bazis HN Bazis
H
i ] I 0]

H{OH) CH,
|
: — : — o=C
| | &
DNS (RNS) LNS PNS

2. abra — DNS (RNS), LNS és PNS molekuldk szerkezete.

A szelektiv felismeréshez szamos lehetdség koziil (2. abra) egy masik alternativa az

un. lakatolt-nukleinsav (LNS, angolul Locked Nucleic Acid) szal hasznalata [1]. A molekula
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jellegzetessége, hogy a 2’0 és 4°C atomjai kozott mesterségesen kialakitott keresztkotésnek
koszonhetden igen stabil szerkezetli [2], merev vazh, igy hibridizacidkor nagyon stabil
kolcsonhatast tesz lehetdvé a komplementer nukleinsav szalakkal [22]. Tovabbi lehet6ség a y-PNS
szalak alkalmazasa [23], melyben az aminosav monomer 0xo-csoportjatol gamma-helyzetben 1évo
C-atomra szintetizalnak kiilonb6z6 szubsztituenseket (példaul hidroxil-, vagy metil-csoportot)

(3. dbra), amelynek koszonhetben stabilabb hibridizacios komplex kialakitasara lesz képes.

Bazis Bazis

0

PNS y-PNS

3. abra — 4 PNS és y-PNS szalak szerkezete.

2.1.1 PNS szal szerkezete

A dezoxiriboz-foszfodiészter vaz lecserélése egy N-(2-aminoetil)-glicin monomerekbdl
felépiild peptid lancra, fiziologids pH-n semleges, esetenként részlegesen pozitiv t6ltéshi felismerd
széalat eredményez a polianion DNS szal helyett. Ennek hat4sara a hibridizaci6 soran nem alakul ki
elektrosztatikus taszitas a PNS szal és a komplementer nukleinsavak kozott. Ennek tobb elényos

kovetkezménye van a PNS és komplementer szekvencidju nukleinsav kozotti hibridizaciora, igy:

» A PNS ¢és a komplementer nukleinsavak kozott kialakuld kolesonhatas erdsebb, mint az
azonos hosszusagu €s szekvenciaji természetes nukleinsavakkal torténd hibridizacio
soran kialakulo kolcsonhatas [24]. Hibridizacids assay-ek esetében, amennyiben nem a
detektalas érzékenysége vagy a nem-specifikus adszorpcid hatdrozza meg a kimutatési
hatart, akkor minél kisebb a kettds szal disszociacids egyenstlyi allandoja, annal kisebb

kimutatasi hatar érheto el.

» A komplementer szdlak kozotti kolcsonhatas er0ssége gyakorlatilag fliggetlen az oldat

ionerdsségétdl, hiszen nem sziikséges learnyékolnunk a negativ toltések taszitd hatasat.

» A PNS felismer6 szalak alkalmazasaval jobb diszkriminacié (megkiilonboztethetdség)
érhet6 el az egy hibahelyet tartalmaz6 (single base mismatch) nukleinsavakkal szemben

IS, azaz nagyobb szelektivitast biztosit, mint a természetes szalak.
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A PNS kémiailag és biologiailag is ellenallobb [25], azaz savval, luggal, nukleaz enzimekkel
szemben is nagyobb rezisztenciat mutat, mint a természetes nukleinsavak, valamint sokkal stabilabb
kolcsonhatas érhet6 el vele a hibridizaciokor [24]. Szintézisiik soran egyre nagyobb a valoszinlisége
a részleges Onhibridizacionak és a méretiik novekedésével vizoldékonysaguk is csokken, igy
jellemzéen maximum 18 bazis hossz PNS szalakat alkalmaznak, viszont a komplementer
nukleinsavakkal alkotott stabilabb komplexek eredményeképpen akar rovidebb PNS szalak is

megfelelo stabilitasu kettds szalakat eredményeznek.

2.1.2 PNS szalak alkalmazasanak tovabbi lehetdségei

A szintetikus oligonukleotid analogok alkalmazdsit megel6z6en a nukleinsavak
felismerésére kifejlesztett modszerek megbizhatosagat a természetes eredetli felismerd szalak
instabilitdsa és hibridizacios képességeiknek hatdra szabta meg. A PNS szélak elényos
tulajdonsagainak kdszonhetden egyre tobb modszerben hasznaljak oket, igy példaul lehetoséget ad
teljes sejt analizisre (WCA — Whole Cell Analysis) [26]. Ebben az esetben a PNS szal végére kotott
fluoreszcens-csoportnak koszonhetden a hibridizacid a sejten beliil (in-situ) nyomon koévethetd
(FISH — Eluorescence In-Situ Hybridization) [27].

Ismeretes, hogy a baktériumok és élesztd gombdk nagy mennyiségben allitanak eld
faj-specifikus riboszomalis RNS (rRNS — ribosomal RNA) és hirvivé RNS (mRNS — messenger
RNA) molekulédkat, amelyek a sejten beliil helyezkednek el. Ezen human patogének vizsgalatahoz
korabban sziikséges volt a sejtek lizalasa (a sejtek felbontasa oly médon, hogy a felszabadulé DNS
valamint RNS molekulak roncsolodas nélkiil oldatba keriiljenek), hiszen csak igy Iéphetnek az
analat molekuldk kolcsonhatasba a felismerd molekuldkkal. A PNS szalak azonban képesek a
foszfolipid kettds rétegen keresztiiljutni anélkiil, hogy barmiféle strukturalis valtozast idéznének el

a sejten, és hibridizalni a komplementer szekvenciajia rRNS vagy mRNS molekulakkal.

Amennyiben a kiilonb6z6 szekvencidju PNS szalakat eltérd fluoreszcens csoporttal jelolnek
meg, amelyek elkiilonithetd hullamhosszon emittdlnak, akkor egy fluoreszcens mikroszkdp
alkalmazasaval  feltérképezheté a sejt genetikai  dllomanya, strukturagja, ¢és a
faj-specifikus RNS-eknek koszonhetéen a bakterialis korokozok és élesztégombak gyors, és pontos
azonositdsara nyilik lehetéség (4. dbra). A moddszer hasonldé a pozitiv és negativ
Gram-festéshez, am annal sokkal tobb informaciot nyerhetiink a sejt struktirajanak és genetikai

allomanyénak feltérképezésével.
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4. abra — Fluoreszcencia mikroszképids kép az egyes sarjadz6gombdk kimutatdsakor kiilonbéz6 szinii (hullaimhosszon
emittald) fluoreszcens csoportokkal jelolt PNS szdlak alkalmazdasdval. Candida albicans és Candida parapsilosis
(zold), Candida tropicalis (sarga), Candida glabrata és Candida krusei (piros) [28].

A PNS szalaknak egy masik, igen izgalmas alkalmazhatosaga a polimeraz lancreakciok
valdsidejii, mennyiségi nyomon kovetése (qQPCR — quantitative real-time Polymerase Chain
Reaction) [29][30]. PCR amplifikalas (polimeraz enzimmel végzett lancreakcios sokszorositasa a
nukleinsav szalaknak) soran célunk, hogy egy bizonyos szekvenciaju nukleinsav molekulabol
szelektiv modon tobbet allitsunk eld, azonban az amplifikdlds mennyiségi nyomon kovetése
meglehetésen nehézkes. Egy alkalmas modszerben olyan, fluoreszcens csoporttal jelolt PNS
felismer6 szalat hasznalnak, amely PNS szalak masik végére egy fluoreszcenciat kioltdé molekulat

raknak (molekularis villogo, angolul molecular beacon) (5. dbra).

Fluoresznecia kioltott allapot: PNS szal

Fluorofér

Fluoreszcenciat
kiolté molekula

DNS hibridizalt formaban:

Felerbsitendd
\/ DNS szal

5. abra — A gPCR amplifikalds soran a PNS szdlra kétott fluorofér-, és fluoreszcencidt kiolté csoportoknak
koszonhetéen a DNS szdl mennyiségének novekedése valos idében nyomon kévethetd a hibridizdcio sordn kialakulo
fluoreszcencia megfigyelésével [30].



A hosszll PNS szél részleges onhibridizacidja soran nem mérhetiink fluoreszcens jelenséget,
hiszem a fluorofor (,, F ” — fluoreszkald molekula, vagy annak egy része, amely a fény kibocsatasaért

felelds, angolul Fluorophore) kozel keriil a fluoreszcenciat kiolté (,, Q ” — Quenching) molekuléhoz.

A DNS szal sokszorositasa soran felmelegitjiik a reakcioelegyet, igy egyre tobb, a PNS-sel
komplementer szekvenciaji DNS szal keriil az oldatba. A qPCR homérsékletprogramjanak hiitési
szakaszaban a PNS-DNS komplex olvadaspontja alatti homérsékletre hil a kozeg, igy a PNS és
DNS szélak hibridizalnak egymadssal. Ennek kovetkeztében a PNS szl kiegyenesedik, igy a
fluoreszcenciat kioltdé molekula tavol keriil a fluorofortél, amelynek fluoreszcencidja ezaltal
meérhetové valik. Minél tobb a DNS szal van az oldatban, annal intenzivebb fluoreszcencia mérhetd,
igy valos iddben nyomon kdvethetd az adott szekvencidji DNS szal sokszorositasa. Igen érzékeny
meghatdrozasrél van sz6, hiszen a mérés sordn mar néhany fluoreszcens molekula is jol

megkiilonboztethetd a sotét hattértdl, igy a modszer rendkiviili kis kimutatasi hatarral bir.

2.1.3 PNS szalak immobiliz4cidjanak lehetdségei

A fent emlitett molekularis villogoktol eltérden a nukleinsav szenzorok leggyakrabban nem
homogén, hanem heterogén fazisu kolcsonhatdson alapulnak, amikor is a felismerd szal egy
jelatalakito feliiletére van immobilizalva. Az egyik leggyakrabban alkalmazott feliilet az arany,
pl. kvarckristdly nanomérlegek, feliileti plazmon-rezonancids, vagy elektrokémiai szenzorok
esetében. A felismerd szalakat egyrészt kdzvetett modon lehet kikotni a feliiletre, amely a specifikus
¢és rendkiviil erds biotin-avidin kdlcsonhatdsnak kdszonhetden napjainkra igen elterjedt modszerré
notte ki magat [31]. Ekkor a felismerd szalakat biotinnal jel6lik, és avidinnel (streptavidinnel, vagy
extravidinnel) moddositott feliiletre kotik ki. Egy avidin molekula elvileg 4 biotin molekula
megkotésére képes, de az immobilizalt avidin fehérje orientacidja miatt az elérhetd kotdhelyek
szama altalaban 2, igy a PNS szalak a feliileten egymastdl optimalis tavolsagra helyezkednek el a
komplementer szalakkal valo hibridizacidohoz. Egy masik lehetséges ut a kozvetlen modon torténd
immobilizacid, aminek soran tiol-, vagy diszulfid-szarmazékokkal modositott felismerd szalakat
kotnek ki arany feliiletre, kihasznalva a tiol molekulak 6nszervezddo képesseégét, és a kozel kovalens
erdsségli (a biotin — avidin kolcsonhatasnal is erésebb) Au-S affinitast. Ez esetben fontos, hogy a
felismerd szal egy alkalmas tavtarton keresztiil legyen immobilizalva a feliiletre (pl. C6M — AEEA

tavtarto, lasd 6. dbra) [32].
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6. abra — A PNS felismeré szalak immobilizaciojiahoz alkalmazott C6M — AEEA tavtarto.

Ez utébbi moddszer azonban nem annyira elterjedt, hiszen az egyszali PNS szalak
hajlamosak az arany feliiletére nem-specifikusan adszorbealddni, igy nagymértékben csokken a
hibridizaciés képességiik. Amiért mégis érdemes vizsgalni €s optimalni a moddszert, hogy az
immobilizacio soran egy onszervez6d6 monoréteg (SAM — Self-assembled Monolayer) jon 1étre a
vizsgalt feliileten, amelynek kialakulasa nélkiilozhetetlen az elektrokémiai [33][34], képalkotod
felilleti plazmon-rezonancias [35][36], valamint kvarckristaly mikromérleggel [37] torténd
nukleinsav meghatdrozadsokhoz. Az Onszervez6dé monoréteg kialakulasaval az immobilizalt
nukleinsav felismerd szalak feliileti strlisége nagyon tadg tartomanyban allithato, illetve
nagymeértékben befolydsolhat6 a felismerd réteg tulajdonsagai az egyiittes-, illetve utdimmobilizalas
soran a térkitoltd tiolokkal és diszulfid szarmazékokkal. Az egy lépésben torténd kikotésnek
koszonhetden nincsen sziikség tovabbi keresztkotd reagensekre, amelynek kovetkeztében
egyszerlibb ¢€s koltséghatékony az immobilizalasi eljaras. Masrészrél, viszont pontosan az a tény,
hogy a feliileti stirlisséget a kompakt monorétegtél a kisebb silirliségli rétegekig szabadon

valtoztathato, sokszor jelentds optimalast igényel.

A biotin-avidin keresztkdtésen alapulé immobilizacios technika elterjedése a nukleinsav
szalak esetében egy korabbi tanulmany megallapitasainak koszonhetd [38]. E szerint a biotinnal
jelolt felismerd DNS széalak immobilizacidja sokkal hatékonyabb extravidin modositott feliiletekre,
hiszen a tiol-végcsoporttal modositott DNS szalak az immobilizaciot kovetéen nem-specifikusan
adszorbealdodnak az arany feliiletre, és csak 6-merkapto-1-hexanol oldataval térténé utokezelést

kovetden sziintethetd meg részlegesen a kdzvetlen kapcsolat a DNS szél és az arany feliilet kozott.

Ez utobbi feltételezést bizonyitja Li és Rothberg tanulmanya [13], miszerint az egyszal
DNS molekula meglehetdsen erdsen adszorbedlodik az arany kolloid feliiletére, ellentétben a kettds
hélix szerkezetii, hibridizalt allapotban 1évé DNS szallal. Ennek magyarazata, hogy a hibridizalt
allapotban 1év0 oligonukleotidok esetében a bazisok H-hid kolcsonhatas kialakitasaval
kapcsolddnak a komplementer szalhoz, igy nem alakul ki kdlcsonhatas a bazisok €s az arany feliilet
kozott, ellentétben az egyszalit DNS szalakkal, ahol a bazisok szabadon kolcsonhatnak az arany
kolloiddal.
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Martin-Gago és munkatarsaik tanulmanya szerint [39] az Onszervezddd, egyszali PNS
monorétegek kialakulasa kritikusabb a kisérleti koriilményekre, mint a természetes nukleinsavak
esetében tapasztaltak és nagymértékben fiigg a feliiletre kikotni kivant felismerd szal oldatanak
koncentraciojatol. A két Iépésben lejatszodd immobilizacids folyamat soran a feliiletre keriild
egyszalu PNS szalak ,.elfekszenek” a feliileten, majd egy bizonyos feliileti receptor-siiriség elérése
utdn egy fazisatmenet kovetkeztében a feliiletre merdlegesen ,,felallo” poziciot vesznek fel
(,, lying-down” és ,,standing-up” modellek) [40]. Elfekvésiik egyik oka lehet, hogy a fiziologias
pH-n gyengén pozitiv toltésiik miatt elektrosztatikusan kdlcsonhatnak az allandd negativ toltésii
arany feliilettel, illetve a szabad bazisok és arany kozott is kialakulhatnak masodlagos
kolcsonhatasok. A tanulmany szerint a feliiletet 1 pM-0s PNS-oldattal érdemes moddositani, mert
ennél nagyobb koncentracioknal (5-10 uM) a feliilet telitddik, és olyan kompakt monoréteg alakul
ki, amelynél rontgen fotoemisszids spektroszkopiaval (XPS — X-ray Photoemission Spectroscopy)

nem mutathat6 ki a komplementer DNS szal kotddése.

A felismerés soran leginkabb a PNS szélak feliileti receptor-stiriségével befolyasolhatod a
hibridizacié hatékonysaga. Ugyan a PNS-, és a komplementer szekvencidju, negativ toltésti
nukleinsav szalak kézott nem alakul ki elektrosztatikus taszitas hibridizacidkor, azonban hogyha a
PNS szalak tul kozel keriilnek, Ggy az egymashoz kozeli felismerd szalakkal hibridizal6 nukleinsav
az immobilizacid kémiajatol, csokkenteni pedig csak a hibridizacidés puffer ionerdsségének
novelésével vagy a felismerd szalak feliileti receptor-siiriségének csokkentésével lehet. A nagy
hibridizacioés hatékonysag eléréséhez tehat elengedhetetlen a PNS szalak optimalis feliileti

boritottsaganak kialakitasa.

2.2 Szivinfarktus biomarker, hsa-miR-208a mikroRNS

A modellként valasztott mikroRNS molekulak felfedezése
1993-ra nyulik vissza, amikor is biomarker szerepiik egyértelmiivé valt a
kutatok szamara [41]. A mikroRNS-ek rovid lancu (18-26 nukleotid),
fehérjét nem kodolo RNS molekulak [42], amelyek a transzlacids

folyamatok befolyasolasaval, a hirvivd mRNS-en keresztiil részt vesznek

a génszabalyzasban és a sejt fehérjekészletének poszttranszkripciods szintii
szabalyozasaban [41]. Napjainkig tobb, mint 1100 human mikroRNS szekvenciat azonositottak a

kutatok [43] és valoszinisitik, hogy a fehérjét kodoldo human gén kozel egyharmada mikroRNS
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szabalyzas alatt all. Igen stabil molekuldk, amely annak kdszonhetd, hogy kiillonbozd fehérjékkel
komplex format alkotva, vagy exoszémakba (50-80 nm atmérdjii, foszfolipid kettds réteggel hatarolt
extracellularis vezikulum) ékelédve fordulnak ¢l6 a szervezetben [44]. Testfolyadékokban mérhet6
koncentraciojuk jelentdés mértékben megvaltozhat kiilonb6z6é betegségek esetén [45][46], ezért a
jovoben igéretes biomarkerek lehetnek. Kimutathatoak vérbol, kdpetbdl, testnedvekbdl, és minden
olyan mintabodl, melyben DNS talalhatd, igy lehet6ség nyilik nem invaziv (nem testbe hatolo)

mintavételi modszerek alkalmazasara [47].

A szivizom roncsolodasakor 9 kiilonb6zé mikroRNS fejti hatasat [48]. A szivinfarktus
biomarker, hsa-miR-208 mikroRNS csaladba a kutatok vizsgalatai alapjan két fajta RNS sorolhat6
[49], amelyek koziil az egyik a szivspecifikus miR-208a mikroRNS [50]. Ez a biomarker az
a-szivizom nehéz  miozinldnc  génjének  intronjdban  (Myh6)  kodolt  szekvencia
(5’-AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU-3") [51][52][53], amely feldGsulasa a szervezetben

balkamra hipertrofidval jaro szivelégtelenséget okoz.

A mikroRNS-ek kimutatasara jelenleg leggyakrabban alkalmazott technikdk a northern
blotting, microarray technikak, kemi-, és biolumineszcens modszerek, valds ideji PCR,
elektrokémiai [54] és Raman-spektroszkopiai, valamint fluoreszcencian alapuld (példaul
fluoreszcencia anizotropia) modszerek [55]. Ezen mddszerek azonban munka-, illetve id6igényiik
miatt nem alkalmasak a betegagy melletti (POC — Point of Care) diagnosztikaban torténd
alkalmazasra. Az egyik legkisebb kimutatasi hatar jelenleg képalkoto feliileti plazmon-rezonancias

(SPRi) moddszer segitségével érhetd el.

A mikroRNS-ek meghatarozasara alkalmas szenzorok kifejlesztése egyre nagyobb
jelentéséggel bir, hiszen a legfrissebb kutatasok szerint a mikroRNS-ek egyrészt részt vesznek a
virusok elleni védekezésben [56], masrészt pedig a taplalék lebontasi folyamatait atvészelve
testidegen, novényi eredetti mikroRNS-ek keriilhetnek be az emberi szervezetbe [57], igy példaul a
rizsben megtalalhatd miR-168a mikroRNS képes negativ irdnyba szabalyozni az LDLRAP1 génjét

(mgjban 1évo fehérje), ami a vérbdl el tudja tavolitani az LDL-koleszterint (,,rossz” koleszterin).

2.3 Képalkoto feliileti plazmon-rezonancias médszer

A feliileti plazmon-rezonanciat 1902-ben figyelték meg eldszor [58], de csak 1968-ban
értették meg mélyebben magat a fizikai jelenséget [59][60]. Erzékelésre csak joval késobb, az
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1980-as években kezdték alkalmazni [61][62], ezt kdvetden pedig a biomolekularis kolcsonhatasok
jelolésmentes és valos idejii detektalasat lehetdvé tevé modszerként terjedt el [62][63][64].
Tekintettel arra, hogy az SPR technika egy feliileti jelenségen alapul, a jelvaltozast elsddlegesen a
feliilettel érintkezd oldatréteg torésmutatd valtozasa hatdrozza meg. Ez torténhet egy kdlcsonhatas
kovetkeztében a feliiletre kotodott vagy eltavolitott komponens miatt, de befolyasolhatja a
mintaoldat torésmutatoja is. Ennek megfelelden az elsé SPR késziilékek két csatornasak voltak, a
mérdcsatorna regisztralta a specifikus és nem-specifikus kélcsonhatasokat ¢s a referencia csatorna
a nem-specifikus kolcsonhatasokat, pl. az oldatcseréknél fellépd oldattdmegi torésmutatd
valtozasokat. A méré-, és referencia csatornak jelvaltozasanak kiilonbsége adta a specifikus
kolcsonhatast jellemzd jelvaltozast. Ugyanakkor, ezek a késziilékek nem tudtak biztositani a
bioanalitikai vizsgalatokhoz szilikséges nagy ateresztoképességet, amelyre a képalkotd feliileti
plazmon-rezonancias (iSPR - imaging Surface Plasmon Resonance) modszer bevezetésével nyilt
lehetéség [65]. Segitségével valds idében és jelolés nélkiill kovetheté nyomon affinitasi
kolcsonhatasok kinetikaja egyszerre akar tobb szaz ponton. Kiilonb6z6 jelerdsitési (amplifikdcios)

modszerek alkalmazasaval rendkiviil kis mennyiségek is meghatarozhatok, akar 5 attomol [66].

2.3.1 A feliileti plazmon-rezonancias mérés elméleti alapja

Amikor a fényforrasbol szarmazo, a beesési sikkal parhuzamosan polarizalt fény
(p-polarizacio) athalad egy prizman, a prizma/levegd hatarfeliiletén (a nagyobb optikai stirliségli
kozegbdl a kisebb optikai strliségli kozegbe 1épve) a fény elhajlik a hatarfeliilet sikja felé
(7. abra). A fény beesési sz0gét valtoztatva elérhetjiik azt a kritikus szoget, ahol az Gsszes beeso

fény visszaverddik a prizmaban. Ezt nevezziik teljes belsd visszaverddésnek.

leveg®

7. abra — Teljes belsé visszaverddés (bal) és az evaneszcens tér (jobb) [67].

Ekkor ugyan a fény nem halad keresztiil a prizman, de a besugarzo6 fotonok elektromos tere
bejut a fényvisszaverd kozegbe, ahol az elektromagneses térnek egy része a térben terjed, masik

része pedig a feliilethez kotott, tdle tdvolodva exponencidlisan csokkend térerdsségli. Ezt, a
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besugarzo fény hullamhosszanak koriilbelill a felével megegyezd tavolsagra behatold elektromos
teret, evaneszcens térnek nevezziik, mivel amplitidoja exponencidlisan csokken a feliilettdl

tavolodva.

Az SPRi mérérendszereknél a prizma visszaverd feliiletét egy vékony nemesfém réteggel
vonjak be, legtobbszor arannyal (nagyjabol 47 nm vastagsagban), mivel az arany konnyen kezelhetd
az SPRi jelképzés szempontjabol, kémiailag megfeleléen inert, illetve kiillonb6zé modszerekkel

kémiailag modosithatd, igy széles kdrben nyilik lehetdség a felismerd molekuldk immobilizaciojara.

Amikor a foton elektromos terének energiaja éppen megfeleld, kolcsonhatasba 1€p az arany
feliilet szabad, vezetd elektronjaival. A beesd fotonok ekkor elnyelddnek €s az energidjuk adtadddik
az elektronoknak, amik ekkor atalakulnak feliileti plazmonokka (8. dbra), igy a visszavert fény
intenzitasa lecsokken. A kvantumelméletben a fotonok ¢és az elektronok hullam- és
részecsketermészettel is rendelkeznek, igy a plazmon tulajdonképpen az elektronsiiriség hullam

részecsketermészete.

A feliileti plazmonok (szabatosabban feliileti plazmon-polariton) a fém ¢és dielektrikum
hatardn  terjedd  szabad, vezetési elektronok  kollektiv  mozgasahoz  kapcsolodo
elektronstiriség-oszcillaciokbol, és a hozzd kapcsolt, a feliiletre merdleges elektromos vektort
elektromégneses térbdl allnak, melyek energidja azonos a gerjesztd fény fotonjainak energidjaval,

am impulzusa nagyobb, mint a besugarzo fotonoké.

A foton — plazmon atalakulas soran természetesen az impulzus-, és energia megmaradasnak
teljesiilnie kell. Akkor kovetkezik be a rezonancia gerjesztés, amikor a beesé fény impulzusa
megegyezik a plazmonok impulzusaval (8. dabra). A feliiletre egy adott szogben beesé fénysugar
impulzus vektora matematikailag felbonthato egy feliilettel parhuzamos és egy feliiletre meréleges
komponensre. A beesé fény beesési szogének megvaltozasakor a komponensek relativ nagysaga
megvaltozik, azonban mivel a plazmonok kizardlag az arany feliiletén fordulnak el6, igy az SPR
szempontjabol csak a feliilettel parhuzamos komponens szdmit. Tehat egy adott beesési szognél
akkor jon létre plazmon-rezonancia, ha a foton feliilettel parhuzamos vektor komponense

megegyezik a plazmon impulzusaval.
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8. dbra - A feliileti plazmon-rezonancia sematikus abrdja. A besugarzo fény impulzusa felbonthaté a feliiletre

meroleges és a feliilettel parhuzamos komponensekre. Amikor a feliilettel parhuzamos komponens nagysaga
megegyezik az arany feliileti plazmonjainak impulzusdaval, akkor megtorténik a plazmon gerjesztés [67].

A mérések soran altalam hasznalt miiszer a minimumos SPR gorbe feliileti torésmutatd
valtozasra legérzékenyebb pontjaban (inflexids pont, az abran piros vonallal jelolve) méri a

fényintenzitast (9. adbra), mely valtozasanak nyomon kovetésébdl regisztralja a kinetikai gorbét.
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9. 4bra — SPR rezonancia gérbe kiilonbozé felismerd szalak foltjain. A legkisebb reflektivitashoz tartozik a
maximalis plazmon gerjesztés. A piros fiiggoleges vonal jelzi a torésmutato valtozasra legérzékenyebb széget,
ahol a masodik derivalt ordinata értéke zérus. (Sajat mérés)

A biomolekularis kdlcsonhatasok nyomon kovetését az teszi lehetdévé, hogy a molekulak
bekotddésekor a szenzor feliiletén megvaltozik a torésmutatd, igy a rezonancia szog eltolddik

(10. dbra).
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10. abra — Az arany feliiletre immobilizalt felismerd molekula @ szog alatt idéz el6 teljes visszaverédést a szenzor
feliiletén (A). Az analdat molekula bekdotddése sordan a rezonanciaszég @s-re valtozik (B), igy a rezonancia sz6g
eltolédasan keresztiil (C) a bekotddés érzékenyen nyomon kiovethetd [67].

2.3.2 Az SPRi késziilék mérési elrendezése

Az é4ramld oldatos rendszerbe egy bemérd hurok és kétallast szelep segitségével jol
meghatarozott térfogatu analat-oldat injektalhato egy adott térfogatarammal. Amikor az
analat-oldat eléri a biochip feliiletét, akkor a feliiletre kotott felismerd szalak (PNS) hibridizalnak a
komplementer nukleinsav (DNS vagy mikroRNS) molekulakkal, igy a dielektrikum arany feliilettel

hatéaros részén — néhany nanométer vastagsagban — megvaltozik a torésmutato.
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11. abra — Az SPRi késziilék felépitése [68].

A mérés soran (11. dbra) a chipet egy p-polarizalt fénysugarral sugarozzuk be igy, hogy az

teljes visszaverddést szenvedjen. A feliileti plazmonok maximalis gerjesztése egy adott beesési
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szognél torténik meg, ilyenkor a visszavert fény intenzitadsaban egy minimum latszik (9. dbra),
amely meghatarozza a rezonancia szoget. Az analat molekula bekotédésekor megné a dielektrikum
torésmutatoja, tehat a rezonanciaszog eltolodik, igy az eredeti SPR rezonancia gorbe inflexios
pontjaban megvaltozik a fényintenzitds. Ezt a valtozast kovetve az id6 fliggvényében dbrazolhatd a
biomolekularis kolcsonhatds soran bekdvetkezd torésmutatd valtozas a szenzorchip eredeti

torésmutatojahoz viszonyitva.

A reakcidcellaban a biochip feliiletén bekdvetkezd torésmutatd valtozas nyomon kovethetd
tehat a visszavert sugarzas intenzitas valtozasan keresztil egy CCD kamera segitségével

(12. dbra).

12. 4bra — Bal oldalon lathaté a biochip CCD kamerds képe a mérés elétt, jobb oldalon pedig a bekétédés sordn
felvett differencidlis kép. A biochip jobb felén lathato pontok vilagosabbak, oda tehat tobb mikroRNS szal
kotodatt be. (Sajat merés)

2.3.3 Biomolekularis kdlcsonhatasok kinetikajanak meghatarozasa

A kinetikai ciklus soran (13. dbra) az asszociacios szakaszban a feliiletre immobilizalt
felismerd szal (PNS) hibridizal az araml6 oldatban 1évé komplementer nukleinsavval (DNS vagy
mikroRNS), igy megvaltozik a torésmutato a chip feliiletén. Ezt egy kvazi egyensulyi (Steady-state)
allapot koveti, ahol az asszociald és disszocialdé molekulak szama megegyezik, igy beall egy
dinamikus egyensuly, tehat nem valtozik meg a fém-dielektrikum hataran a térésmutatd. Amikor az
aramlé oldat mar nem tartalmaz tobb komplementer nukleinsavat, megkezdddik a disszociacio,
amely iddébeli lefutdsa, meredeksége fiigg az affinitds kolcsonhatds erdsségétdl, igy a

kq — disszociacios sebességi koefficienstol. Regeneralas soran a pH megvaltoztatasaval felszakitjuk



a kettds hélix szerkezetet stabilizalo H-hid kolcsonhatasokat, igy a szenzorchip feliiletén csak az

immobilizalt felismer6 szalak maradnak, tehat visszakapjuk az eredeti alapvonalat.

dR

— = kq - [miRNS] - [PNS] = kq - [MiRNS — PNS]

° =~ =k, - [miRNS — PNS]
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13. abra- A kép egy SPRi szenzorgramot mutat be. Az injektdlds utdni asszocidaciés szakaszt egy kvazi allandésult

(steady-state) dllapot koveti, majd a disszocidcio szakasza. A feliilet regenerdldsa utan visszakapjuk az alapvonalat.
Az asszocidcios-, és disszocidcios szakaszban mérheto jelvaltozasokat a feltiintetett egyenletek irjak le.

N
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A vizsgalt kolcsonhatas formalizalt reakcidegyenlete szerint a rendszerben egyszerre

lesznek jelen szabad PNS és mikroRNS (miRNS) molekulak, illetve ezek hibridizalt komplexei:

k
PNS + miRNS k:a PNS — miRNS
d

A folyamat egyensulyi allanddja a kovetkez6 formulaval szamithato ki [69]:

Ko = 4. = IPNST- [miRNS] 4~ %, [PNS — miRNS]

kg [PNS —miRNS] «. _ Ka _ [PNS] - [miRNS]

ahol, K, a kolcsonhatas asszociacios egyensulyi allanddja [M], K, a folyamat disszociacios
egyensulyi allandoja [M1], amelyek egymassal inverz viszonyban éllnak; k, a hibridizalt format
jellemzd asszocidcids sebességi koefficiens (amely tipikusan 10%-107 nagysagrendii bioldgiai

mintdknal, mértékegysége: Ms?), k, pedig a disszocidciés sebességi egyiitthats, ami a
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kolcsonhatds erésségének a jellemzésére szolgal (tipikusan 107%-10° nagysagrendii biologiai
mintaknal, mértékegysége: s1). A K, az egyensilyi allapotra jellemzd, mig a dinamikara a k, és kg4

értékekbol kovetkeztethetiink.

A hibridizaci6 soran bekodvetkezd torésmutatd valtozas a disszociacid szakaszdban csak a
disszocidcids sebességi egyiitthatoval lesz ardnyos, mig az asszociacio alatt az asszociacios és a
disszociacids sebességi allandod értékétdl is fligg, igy a kinetikai vizsgalat soran el@szor a Kg-t
hatarozzak meg, majd ezt rogzitve szamithatdo ki a ka értéke a Kp meghatarozasahoz. Ennek
magyarazataul szolgal, hogyha egy adott feliileti receptor-siiriiségii PNS folton vizsgaljuk a
disszociacios sebességi koefficiens értékét, ugy az fiiggetlen lesz az injektalt mikroRNS-oldatok
koncentraciojatol, hiszen a disszociacid hajtéereje az analat molekuldk kémiai potencidljdnak a
kiilonbsége a feliilet €s az &ramlo oldat kozott. Az asszociacio sordn viszont a hibridizalt szalak egy
része disszocial is, tehat egy dinamikus folyamat révén a Ka és kg is meghatarozza a térésmutatod
valtozas nagysagat. Az analizis soran tehat a mért jel id6 szerinti derivaltjat vizsgaljak, és keresik a

kapcsolatot a jelvaltozas, valamint a koncentraciok kozott.

dR dR
— = kq [PNS = miRNS] — = ko [PNS] - [miRNS] = ky - [PNS — miRNS]

Megoldva a differencialegyenleteket azt kapjuk, hogy:

ka : [PNS] 'Rmax

R(t) = Req - €7@ + Ry R() = k, - [PNS] + kg4
a

(1 — e~ CalPNSIHRDY 4 Ry

ahol R, a kvézi egyensulyi (steady-state) allapotban mért jel, Rpq, a teljes feliileti
hibridizaciés kapacitas (mérhetd jel nagysaga, amikor az 6sszes PNS a komplementer mikroRNS
szallal hibridizalt allapotban van), R, az alapjel, t az id6. A kinetikai meghatarozasokhoz tehat

nélkiilozhetetlen az R,,,, értékének pontos ismrete.

Egyensulyban a komplex koncentracioja egyenesen aranyos a vélaszjellel (R.), €s az analat

crer

szarmaztathat6 az egyensulyi komplex koncentraciojabol, hogyha ismerjiik a mérhetd jel nagysagat

m ”



abban az esetben, amikor az 6sszes PNS hibridizalt allapotban van (R, 4y ). AZ R4, meghatarozasa

utan tehat elegend6 az injektalt miRNS koncentracidjanak ismerete. Ezek szerint:

dR

YT kg - [MiRNS] - (Rmax — Req) —ka + Reqg =0

Az egyensulyi allando a kda/ka hanyados képzésén feliil nagy érzékenységgel meghatarozhatd
az egyensulyi izotermardl, hiszen az 50%-os feliileti telitettséget eredményezd analat koncentracid
a K értékével egyezik meg, igy a disszociacids allando értékét az abszcisszarol olvashatjuk le a

koncentracio-egyensulyi jel gorbérdl a telitési koncentracio felénél (14. abra).

AZ R4 értékének meghatarozasa azonban rendkiviil nagy mennyiségli analatot igényel
(akar tobb szaz uM-os koncentraciokat), igy a kiértékeld szoftverek extrapolacidval szamitjak azt,
amely a legtobb esetben nem ad valoés értéket, igy a K, meghatdrozisa ezzel a modszerrel
meglehetdsen bizonytalan. A Ka és kg meghatarozasakor a kinetikai gorbéket globalisan, az Gsszes
gorbére egyszerre illesztik, amelynek kovetkeztében egy asszociacids és disszociacids sebességi

allandoval jellemezheto a teljes gorbesereg.
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14. abra — Egyensiilyi dllandé meghatdrozdsa ez egyensilyi izotermdbdl. (Sajat mérés)

A kinetika vizsgalata soran fontos szempont az injektalt mikroRNS-, és a felcseppentett
PNS-oldat koncentracidjanak helyes megvalasztasa. Kis koncentracioji mikroRNS-oldat

injektalasakor nem kapunk szignifikéns jelet (ezen segithetiink az &ramlési sebesség csokkentésével,
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hiszen ekkor nd a tartozkodasi id6, de igy a disszociacios sebességi koefficiens jelentdsen
lecsokkenhet) és az asszociacio difftizio-limitaltta valhat, ellentétben nagy mikroRNS koncentracio
hatasara tul gyorsan érhetjiik el a telitési szakaszt. Kis PNS receptor-siiriiség esetén nem kapunk
szignifikans jelet, mig nagy PNS koncentracié esetén eléfordulhat, hogy diffizio limitaltta valik a
kolcsonhatas, illetve hogy a kvazi egyensulyi (Steady-state) allapot csak nagy mikroRNS
koncentracional, igen lassan all majd be. Hogyha a felismerd szalak kozel helyezkednek el
egymashoz, akkor a hibridizalo, toltéssel rendelkezé mikroRNS szélak elektrosztatikus taszitasuk
révén gatoljak egymas hibridizacidjat, mely a meghatarozas szempontjabol szintén problémat jelent.

A kolcsonhatas vizsgalatahoz igen kritikus tehat a megfeleld PNS-oldat és mikroRNS-oldat

crer

Egy adott Kp-t végtelen sok ka—kq parossal lehet leirni. Ezek kozelitd értékeinek ismeretében
hatarozhatunk a felcseppentett PNS-, és injektalt mikroRNS-oldatok optimalis koncentracidjarol. A
15. dbra elemzésekor jol lathato, hogy 100 nM-0s analat-oldat injektalasakor a sarga szinii affinitasi
profil értékelhetd ki megfelelden, azonban ha a vizsgalt kdlcsonhatas egyensulyi allandéi a piros
gorbére jellemz6 profillal, Ka és kq sebességi allandokkal irhato le, akkor érdemes megndvelni az

injektalt analat koncentraciojat annak érdekében, hogy megbizhatobb informéciokhoz jussunk.
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15. abra — Hogyha ismerjiik a kélcsonhatds asszocidcios-, és disszocidcios sebességi allandéinak értékeit, akkor

konnyebben donthetiink a vizsgalando molekula oldatanak koncentrdciojarol. Amennyiben a sarga szinii profillal

crev

a koncentraciot 1 uM-ra novelni. (Kémiai és bioszenzorok, Gyurcsanyi E. Robert)

A mérés soran a dielektrikum effektiv torésmutatojat (AR% — reflectivity variation [%])
mérjiik a szenzor kozvetlen feliiletén, tdle néhany szaz nm tavolsagban. Az asszocidcids szakaszban
mért tdrésmutatd valtozas aranyos a feliileti boritottsag valtozasaval, igy hogyha megvaltozik a

szenzor feliiletén a torésmutato (tehat a mikroRNS szal hibridizal a PNS szallal), akkor a valtozas a
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mikroRNS molekuldk feliileti stirliségével lesz aranyos. Mivel a biomolekulak tipikusan hasonld
torésmutato valtozast okoznak [70], ezért becsiilni lehet a feliileti boritottsagot. A Horiba SPRi
esetében (figyelembe véve a gerjesztési paramétereket) 1% térésmutatd valtozas (reflectivity
variation) 185 pg/mm? feliileti boritottsagnak felel meg. Biacore késziilékek rezonancia egységben
(RU — resonance unit) hatirozzak meg a jelvaltozast, igy 1RU = 1 pg/mm? feliileti boritottsag
valtozassal lesz egyenld (~ 0.0054054 AR%). Ismerve tehat az analat és felismerd szal molaris

tomegét, meghatarozhat6é a PNS molekulak feliileti receptor-stirtisége.
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3 KISERLETI RESZ

3.1 Alkalmazott vegyiiletek és oldatok

> PNS felismerd szdalak (Eurogentec/PANAGEN, Seraing, Belgium):
Peptid-nukleinsav N’ Bazissorrend C
1 PNS18mer (N’tiol) AEEA-C6M | GCTTTTTGCTCGTCTTAT -
2 PNS18mer (C’tiol) - GCTTTTTGCTCGTCTTAT | AEEA-C6M
3 | PNS18mer (C’tiol; N’lizin) lizin GCTTTTTGCTCGTCTTAT | AEEA-C6M
4 PNS12mer (C’tiol) - TGCTCGTCTTAT AEEA-C6M
5 | PNS1Smer (C’tiol; N’lizin) lizin TGCTCGTCTTAT AEEA-C6M

> DNS (Sigma-Aldrich) és mikroRNS (Sigma-Aldrich) szdlak:

miR-208a DNS22mer 5’ ATAAGACGAGCAAAAAGCTTGT 3
miR-208a mikroRNS22mer | 5’ AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU 3

> Negativ kontrollként alkalmazott PNS-, és mikroRNS szalak:

8 NK PNS18mer N’ GCCGCTTCTTTATCTTTT C
NK RNS22mer 5’ AGUACUAAUUCGUCUCUGUUCU 3

A nukleinsavak-, és a szintetikus oligonukleotid-analogok oldatait -10°C-on

cre

hogy bioldgiai stabilitdsukat megdrizzem. A liofilizalt formaban érkezett PNS-,
DNS-, és mikroRNS-oldatok készitéséhez proteaz és nukleaz mentes vizet hasznaltam

(,, Water for molecular biology, DEPC-treated and sterile filtered” (Sigma)).

> A mérések soran hasznalt pufferek:

PBS Foszfat puffer: 10 mM (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI), pH=7,4
(tabletta, Sigma-Aldrich)
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PB Kis ioner6sségii foszfat puffer: 10 mM dinatrium-hidrogénfoszfat (Reanal),
pH=7,4-re allitva 1M hidrogén-klorid oldattal (Fluka)

3XSSC Citrat puffer: 45 mM trinatrium-citrat-dihidrat (Reanal) (450 mM NaCl (Fluka)),
pH=7,0-ra allitva 1M hidrogén-klorid oldattal (Fluka)
SBB Borat puffer: 10 mM dinatrium-tetraborat-dekahidrat (Reanal), 140 mM NaCl

(Fluka), pH=10,0-ra allitva 1M natrium-hidroxid oldattal (Fluka)

> A BioChip blokkolasanak optimalizalasakor vizsgalt tiolok:

MCH: 6-merkapto-1-hexanol (Sigma-Aldrich)

MUS: 11-merkapto-undekan sav (Sigma-Aldrich)

ME: 2-merkapto-etilamin (Sigma-Aldrich)

QT: (11-merkaptoundecil)-N,N,N-trimetilammonium-bromid (Sigma-Aldrich)
TEG: (11-merkaptoundecil)-tetra(etilénglikol) (Sigma-Aldrich)

HEG: (11- merkaptoundecil)-hexa(etilénglikol) (Sigma-Aldrich)

> Mikrotiter tdalca blokkolo oldat: Pierce © Protein free blokkold puffer (Thermo SCIENTIFIC)

> BioChip blokkolo oldat: 1 mM MCH, PBS pufferben oldva

> SPRI fluidikai rendszerének tisztitdsdra alkalmazott oldatok:

1%-0s SDS-oldat (natrium-dodecil-szulfat) (Reanal)
100 mM NaOH-oldat (Reanal)

100 mM HCl-oldat (Fluka)

96%-0s etanol (Reanal)

Ioncserélt viz, 18,2 MQ/cm fajlagos ellendllas (Millipore Synergy® UV ultrapure
Water System)

3.2 Alkalmazott miiszerek és eszkozok

e Képalkoto feliileti plazmon-rezonancias méromiszer: SPRi-PLEX Il (HORIBA Jobin Yvon
SAS, Palaiseau, Franciaorszag)

e Mikrocseppent6 robot: BioOdyssey™ Calligrapher™ MiniArrayer (BioRad)

e PCR fiilke: UV-cabinet for PCR operations UVT-S-AR (BioSan)

m )



UV-6zon tisztito rendszer: Digital UV Ozone System, PSD Pro Series (NOVASCAN)
Centrifuga: 5430R (Eppendorf)
Termosztalt razogép: TS-100C Thermo-Shaker (BioSan)

Kiértékeld szoftverek, és protokollok:

A mikrocseppentd robot vezérléséhez alkalmazott szoftver a BioOdyssey™
Calligrapher™ MiniArrayer Application Software version 1.0 (BioRad) volt. Az SPR
késziilék vezérlését az SPRiView p5.0.1 (Horiba) szoftverrel végeztem. Az SPR mérés soran
kapott adatok kiértékeléshez és abrazolasahoz az SPRiAnalysis 2.0 (Horiba) szoftvert
alkalmaztam. A kinetikai mérések kiértékelésére a ScrubberGen (Biacore) szoftvert
hasznaltam. A forditott-kinetikai kiértékelés soran a ,,.SPR-TNO1: Single Injection Step
Analysis in ScrubberGen software, HORIBA Scientific” protokoll szerint jartam el, melynek
lényege, hogy a kinetikai paraméterek meghatdrozasa soran nem teszek kiilonbséget a

crer

a kinetikat.

A mikrocseppentéshez alkalmazott tiik (Arrayit™ corporation):

e Kontakt tii: katalogus szam: SSPO15
Stealth Solid Pin ti atmérdje: 0,061”
a cseppentett folt atmérdje: 375 pm

1]

16. abra — A cseppentés sordn a tii belemeriil a PNS-oldatot tartalmazé mikrotiter talca iiregeibe, és a tii végére
egy apro oldatcsepp keriil. A robotkar a szenzorchip folé poziciondlja a tit, majd hozzdérinti az arany feliilethez, igy a

PNS szalakat tartalmazo csepp a szenzorchip feliiletére keriil.
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e Mikrocsatornas tii: katalogus szam: SMP15
Stealth Micro Spotting Pin felszivasi térfogat: 0,25 pL
a cseppentett folt atmérs: 500 pm

| ' -
Au Au

17. 4bra — A cseppentés a kontakt tiihdz hasonléan zajlik. Ez esetben azonban a kapillaris hatasnak készénhetSen
a cseppentd tii mikrocsatorndja is megtelik a PNS szdlakat tartalmazo oldattal, igy nagyobb térfogatu csepp juttathato

a szenzorchip feliiletére.

Egyeb fogyoeszkozok:

A mikrocseppentéskor a kiilonb6z6 cseppentett oldatokat kis stirliségii polietilénbdl
késziilt mikrotiter talca (Performa® DTR 384 Well Plate, EdgeBio) lyukaiba pipettaztam.
Az SPR mérésekhez a HORIBA Jobin Yvon cég (Palaiseau, Franciaorszdag) altal
forgalmazott BioChip és Slide elnevezésii szenzorchipeket alkalmaztam. A Biochip esetében
a planaris arany felileti szenzorchip (Slide) integralva van a prizmaval
(Etched Prism P1225) (lasd 19. dbra). A Slide tipust szenzorchip és a prizma kozotti
,optikai illesztést” nagy torésmutatdjt olajréteggel (np= 1.642-1.700) biztositottam.
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3.3  Mboddszerek és eljarasok

18. 4bra — BioOdyssey™ Calligrapher™ MiniArrayer Mikrocseppentd robot (bal) és Horiba SPRi-PLEX Il képalkoté
feliileti plazmon-rezonancias berendezés (jobb) fényképe.

3.3.1 PNS szenzorchipek eléallitasa

A képalkotdo  felilleti plazmon-rezonancias méréseknél planaris, aranyozott
szenzorchipeket hasznaltam, amelyek feliiletét mikrocseppentd robot segitségével moddositottam a
PNS felismerd szalakkal. A szenzorchip feliiletére a vizsgalt mikroRNS-sel komplementer
szekvenciaju PNS szalakat kontakt cseppentd tii (375 um atmérdjii cseppek), vagy mikrocsatornas
ti alkalmazasaval immobilizaltam (500 pum atméréji cseppek). A cseppentéskor a
tiol-végcsoporttal rendelkezé nukleinsavak spontan moddon kotddnek az arany feliiletii
szenzorchipeken Au-S kotés kialakitasaval. A mikrocseppent6 robot megfeleld programozasaval
biztositottam annak lehetéségét, hogy mind a BioChip, mind pedig a Slide kialakitasu szenzorchipek

feliiletét tudjam modositani (19. dbra)

19. dbra — Prizma, Slide és BioChip. A jobb oldali szenzorchipen jol lathatéak a felcseppentett PNS foltok.
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3.3.1.1 A PNS szalak mikrocseppentésének elokészitése

A mikrotiter talca lyukainak a falat, amelyekbe a PNS-oldatokat helyeztem, 100 uL Pierce©
Protein free (TBS) blokkolo pufferrel 1 6ran keresztiil blokkoltam, majd 3 alkalommal 100 uL
ioncserélt vizzel mostam, és nitrogén gézzal szaritottam. A blokkolasra azért volt sziikség, hogy a
talca lyukaiba helyezett oldatokbol a PNS szalak ne adszorbealddjanak a talca falara. A cseppentési
tervnek megfeleléen az egyes celldkba elkészitettem a felismerd szalakat tartalmazd, 20 pL
térfogatu oldatokat, amelyek elkészités¢hez 100 uM-os PNS és DNS torzsoldatokat hasznaltam.
Ezeket a torzsoldatokat tisztaterli fiilkében készitettem liofilizalt nukleinsavak feloldasaval
RNaz-, DNaz-, és proteaz mentes vizzel. Az alkalmazott mikropipetta hegyeket ezt megel6z6en UV

sugarzassal fél oran keresztiil sterilizaltam.

Az immobilizalds sordn a PNS-t egyszala, és a vizsgalt mikroRNS-sel megegyezd
szekvenciaju DNS széllal eldhibridizalt formaban is cseppentettem a szenzorchip feliiletére. Az
utobbi esetben a DNS-b6l a PNS-re vonatkoztatva 20 molszazalék felesleget alkalmaztam, igy
biztositva, hogy a komplementer PNS-DNS szalak ko6zotti rendkiviil stabil kdlesonhatasnak is
koszonhetéen a PNS szalak hibridizalt allapotban legyenek. Az oldatok bemérését kovetben a
mikrotiter talcat 2 percen keresztiil, 1500 rpm fordulatszamon centrifugaltam, hogy ne maradjon

1égbuborék az iiregek aljan vagy falan, mert ez befolyasolhatja a cseppentett folyadékmennyiséget.

3.3.1.2 PNS felismeré szalak immobilizdalasa a plandris arany feliiletre

20. abra — BioRad Calligrapher™ mikrocseppentd robot kamrdja (bal), cseppentd tii a BioChip-el (jobb).
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szalakat cseppentettem kiilonboz6é Osszetételli puffer oldatokbol arany szenzorchipek feliiletére.
Ezeket az oldatokat a cseppentési tervnek megfeleléen (lasd egy BioChip cseppentési tervét a
2. szamu mellékletben) egy 384 lyuku talca iiregeibe taraztam be. A cseppentés elsé 1épéseként
beallitottam és a mikrocseppentd késziilékkel allandd értéken tartottam az immobilizdciohoz
sziikséges 15°C-ot és 65%-os relativ paratartalmat a miiszer kamrajaban (20. dbra), igy biztositva,
hogy a néhany nanoliternyi folyadékcsepp ne parologjon el az arany feliiletrdl és a tiol-végcsoportot

tartalmazoé felismerd PNS szdlak immobilizacioja folyadék fazisban torténjen.

A cseppentés soran a tiit a robotkar a mikrotiter talca egyik iiregében talalhato PNS-oldatba
meriti, ekkor a tii aljan egy néhany nL térfogati csepp marad. Amikor a tli hegyét a robotkar
hozzaérinti a szenzorchip feliiletéhez, akkor PNS-oldat atkeriil az arany feliiletre. Amennyiben
mikrocsatornas tlivel dolgozunk, tigy a kapillaris hatasnak koszonhetden a tli belsd tiregébe is kertil
PNS-oldat, ezaltal a cseppentett térfogat megnd. Ez az eljards ismétlddik a cseppentés soran ugy,
hogy a kiilonb6z6 oldatok kozott a tii egy automatikus tisztitdsi 1épésen esik keresztiil annak

érdekében, hogy elkeriiljiik a keresztszennyezddést.

A sziikséges immobilizacios id6 (tipikusan 4-19 6ra) utain 1 mM-os MCH-oldattal (PBS
pufferben oldva) 250 rpm-en razva 15 percen keresztiil blokkoltam (21. dbra) a BioChip vagy Slide
feliiletét. A MCH egyrészt blokkolja a szabad arany feliiletet és ezaltal elkeriilhetd, hogy a mosasi
1épés soran a kiilonboz6 cseppekben talalhatdo PNS felesleg keresztszennyezodést okozzon.
Masrészt a MCH blokkolt feliilet ellenall a nukleinsavak nem-specifikus kdtodésének, azaz az SPR
méréshez megfeleld referencia feliiletet biztosit. A tiol-csoport oxigénnel érintkezve oxidalodhat,

ezért a MCH feloldasa el6tt a PBS puffert nitrogéngazzal oxigén mentesitettem.

—
_— F\fv

Thermo-Shaker

21. abra — BioChip blokkolasa 1 mM-0s MCH-oldatban (PBS). A jobb oldalon lathaté, hogy a BioChip tisztitasakor a
feliiletre permetezett viz a cseppentett pontokat nedvesiti, mig mdashonnan lepereg.
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3.3.2 Képalkotd SPR mérések

Az SPR mérések soran jellemzéen PBS puffert hasznaltam vivo oldatként, amelyet tipikusan

50 uL/perc sebességgel aramoltattam keresztiil a mérdcellan. A mérdcella néhany tized milliméter

magassagu, igy az injektalt oldat a celldban homogénen teriil el (22. dbra). A cella méreteit a

23. abra mutatja be.

22. abra — Az dramlé PBS-nél nagyobb torésmutatojii oldal injektdlasakor késziilt differencialis kép, ami az SPRIi
meérdcellaba keriilé oldat aramlasi profiljat mutatja be (felvételek kozott eltelt idé 3 masodperc).

\ 0,12 cm

0,96 cm

0,66 cm 1,18 cm
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23. abra — Az SPRi késziilék celldja a szenzorchippel (1,2cm X 2,8cm), kék szinnel jelolve a mitanyag tomitégyiirti,

sarga szinnel a cseppentési feliilet.
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a vivOooldatba egy kétallasu, hat utas injektor segitségével. Az eltér6 pufferek
torésmutato-kiilonbsége  altal  okozott  jelvaltozast elkerilendden a DNS-, illetve
mikroRNS-oldatokat is PBS pufferben allitottam el6 tisztaterd fiilkében. Az SPR mérést az
alapvonal korrekcidohoz sziikséges hattér felvételével kezdtem azaz PBS puffer injektalasaval. A
kovetkezO 1€épésben tortént a vizsgalt nukleinsavak injektalasa és az asszociadcios szakasz felvétele
(3,6 perc), illetve a vivooldatra valo visszavaltas utan a disszociacios szakasz felvétele (tipikusan
8-20 perc). A kiilonb6z6 mintak injektalasa kozott a feliiletet 100 mM NaOH-oldattal regeneraltam.
Ekkor a pH megvaltoztatisaval az immobilizalt PNS szédlakhoz kot6dé nukleinsavakat
eltavolitottam és ezaltal a feliiletet alkalmassa tettem egy ujabb kolcsonhatas vizsgélatara. A

meghatarozandd mikroRNS molekulak kotddése tehat valds idoben kovetheté nyomon (24. dbra).

Egyszalu  Elohibridizalt
PNS PNS

888
e B B B

SRR

Referencia
feliilet

24. abra — Az SPRi berendezés differencialis képén a mikroRNS molekuldak hibridizaciéja a PNS felismerd
szalakkal valés idében kévetheté nyomon (felvételek kozott eltelt idd 9 mdsodperc).
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4 Kisérleti munkaim eredményei és értékelésiik

Kisérleti munkam egyik l1ényegi pontja volt, hogy teszteljem hipotézisiinket miszerint az
elohibridizalt formaban immobilizalt PNS szalak esetében a hibridizacidés hatékonysag megnd.
Ehhez természetesen a mérések el6tt a DNS szalakat el kell tdvolitani a felismerd molekuldkrol,
hogy az immobilizalt PNS szdlak alkalmasak legyenek a vizsgélt nukleinsavakkal val6 kotodésre.
Ennek megfelelden kétféleképpen immobilizaltam a PNS felismerd szalakat (25. dbra). Egyrészt
egyszalu formaban (ssPNS — single-stranded PNA), masrészt pedig a komplementer szekvenciaji
DNS szallal el6hibridizalva (phPNS — prehybridized PNA).

—
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kis feliileti PNS receptor-siir(iség
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25. abra — Egyszalii és el6hibridizalt PNS immobilizaldsa. Az egyszalii PNS esetében a
PNS-oldat koncentrdcidjatdl fiiggben (a) tul kis feliileti receptor-siiriiségii réteg alakulhat ki, vagy (b) til
kompakt réteg johet létre, igy mindkét esetben gatolva a komplementer mikroRNS hibridizdacidjat. ElGhibridizalt
formdban (c) torténd cseppentés esetében a hibridizdciohoz optimdlis feliileti receptor-siiriiség tud kialakulni.



Lathat6 a 25. dbran 6sszefoglalt lehetdségek alapjan, hogy az egyszalu PNS immobilizalasa
esetében kis PNS koncentraciok alkalmazasakor a PNS szdlak a bazisaikon keresztiil
nem-specifikusan kotédhetnek a feliileten (a-eset), igy drasztikusan lecsdkken hibridizacios
konnyebben kialakulhat egy kompakt réteg, amely megint csak nem optimalis a hibridizacio
szempontjabol, ugyanis a nukleinsavak kotddése sztérikusan gatolt lesz az analat molekulak

elektrosztatikus taszitasa miatt.

Az altalunk javasolt modszer esetében (c-eset), nevezetesen, hogy a komplementer
szekvenciaju DNS szallal eldhibridizalt formaban immobilizalunk, az eléhibridizalt PNS egyrészt
kevésbé adszorbealddik a feliileten, amely annak k&szonhetd, hogy az ezt kivaltd funkcios
csoportok a komplementer szekvenciaval kialakitott nem kovalens kotésekben vesznek részt.
Masrészt nagy PNS koncentraciok esetében sem alakulhat ki tul kompakt monoréteg tekintettel a
PNS szélakhoz hibridizalt nukleinsav széalak tavtartdo szerepére. A kettds szal negativ toltésének
koszonhetden egymastol optimalis tdvolsdgban tudnak csak a feliiletre k6tddni a PNS szélak, igy a
késobbi hibridizacio soran sem okoz problémat a DNS-, illetve mikroRNS szalak elektrosztatikus

taszitasa.

A prehibridizalt PNS immobilizalasa utan a feliiletet 100mM-0s NaOH-oldattal kezeltem,
hogy a komplementer nukleinsav eltavolitasa utan a felismerés szempontjabdl aktiv, egyszalia PNS
molekulak legyenek csak a feliileten. Ekkor informéciot nyerhetiink az Rmax értékére vonatkozolag,
amely a PNS réteg telitettségét jellemzi a komplementer nukleinsav szalakra nézve. Ennek pontos
ismerete a PNS-nukleinsav komplex stabilitasi alladdjanak meghatarozasahoz nélkiilozhetetlen. A
PNS feliilet aktivalast kovetéen méréseim soran elsd korben a hsa-miR-208a mikroRNS-sel
megegyez0 szekvenciajit DNS szalakat haszndltam, majd az optimalt koriilmények kozott
vizsgaltam a mikroRNS modellvegyiiletet, ezek kotddésének hatékonysagat a felismerd szalakhoz,
valamint kinetik&jukat. Erre azért volt sziikség, mert a DNS szalak sokkal kevésbé érzékenyek a

nukledzok katalizalta bomlasra, mint az RNS szalak.
A CCD kamera differencialis képén szemmel is jol lathatd (24. dbra és 25. dbra), hogy a

chip melyik pontjain kotédik tobb nukleinsav szal (ez esetben ugyanis a nagyobb térésmutatd

valtozas miatt a folt vilagosabb lesz).
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4.1 A PNS szenzorchip eloallitasanak optimalasa

4.1.1 A nem-specifikus adszorpcionak ellendllo referencia feliiletek kialakitasa

A nukleinsav-oldatok injektalasakor a nem-specifikus adszorpcid elkeriilése érdekében a
cseppentett PNS foltok kozott szabadon maradt arany feliiletet blokkolni kell. Ennek
megvaldsitasara kiilonbozo funkcios csoportokkal rendelkezo tiol-szarmazékokat vizsgaltam: HEG,;
MUS; TEG; MCH; ME; QT. A megfeleld vegyiilet kivalasztasdhoz ezek PBS pufferben oldott,
1 mM Kkoncentracioju oldatait cseppentettem, majd az igy elkészitett szenzorchipen
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mérési eredményeket a 26. abra mutatja be.
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26. abra — DNS szdlak nem-specifikus adszorpciéjanak vizsgalata SPRi médszerrel. A mérés soran 100 nM-0s

e

HEG: (11- merkaptoundecil)-hexa(etilénglikol); MUS: 11-merkapto-undekdin sav;
TEG: (11-merkaptoundecil)-tetra(etilénglikol); MCH: 6-merkapto-1-hexanol;; ME: 2-merkapto-etilamin;
QT: (11-merkaptoundecil)-N,N,N-trimetilammdnium-bromid.

Az abran jol lathato, hogy egyik tiol-szarmazék esetében sem mérhet6 szignifikans
(0,05%-nal nagyobb mértéki) térésmutatd valtozas, igy tulajdonképpen mindegyik tiol alkalmas a
feliilet blokkolasara. A (11-merkaptoundecil)-N,N,N-trimetilammonium-bromid (QT) esetében

azért mérhetlink nagyobb jelet, mert a pozitiv toltésli kvaterner ammonium vegyiilet és a negativ
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toltéstit DNS szal kozott elektrosztatikus kdlesonhatés 1ép fel, igy nagyobb nem-specifikus kdtddést
idéznek eld. A  wvizsgalt tiolok kozil a késobbi blokkolasi kisérletekhez a
6-merkapto-1-hexanolt (MCH) valasztottam (1 mM-os koncentracioban, PBS pufferben oldva),
mint a legkoltséghatékonyabb és legjobb reprodukélhatdsagot biztositod alternativat. Ezen feliil a
tobbi tiollal a tapasztalataink szerint stabilitdsi problémak vannak, a levegd oxigénjének hatdsara
néhany honap tarolas alatt a tiol-csoport oxidalodik, igy alkalmatlanna valik az arany feliiletre

torténd kikotésre, ezaltal a blokkolasra.

4.1.2 Kiilonboz6é PNS szélak elozetes vizsgalata

Az immobilizalas koriilményeinek a vizsgélatdhoz egy rovidebb, 12 bazis, és egy hosszabb,
18 bazis hosszisagl PNS szalat vizsgaltam (a pontos szekvencidk a kisérleti részben). Ezek koziil
mindkét hosszusagban volt olyan PNS szal, amelynek N’-terminalis része egy pozitiv toltési lizin
molekulaval volt modositva (N’L). Ilyen lizin végcsoporttal gyakran modositjak a PNS szalakat,
hogy noveljék vizoldékonysagukat, vagy, hogy tovabbi kémiai mddositasokra adjanak lehetdséget.
A PNS szalak elvileg az antiparallel nukleinsav szekvencia mellett képesek a paralel szekvenciakat
is felismerni, ezért vizsgalataimat kiterjesztettem egy ilyen 18 bazis hosszusagu szalra is, amelyet
az N’-terminalisan keresztiil immobilizaltam az Au feliiletre (N’T), szemben az 6sszes tobbi PNS
szallal, amelyek a C’-terminalisan keresztiil lettek immobilizalva (C’T). A cseppentés soran 10 uM
molekuldkat immobilizaltam kontakt tii segitségével az aranyozott chip feliiletére 19 6ran keresztiil.
A 18 bazis hossz, N’-terminalisan kikotott PNS szalon (18 N°T) éppen csak szignifikans a
torésmutato valtozas (27. abra). Fontos megemliteni a kismértékii hibridizaciéo megértéséhez, hogy
a PNS felismerd szal 18 bazis hosszl, mig a DNS szal 22 nukleotidbdl all. Hibridiz4cio soran a
DNS szal 4 db. nukleotidbdl all6 szegmense, amely nem vesz részt a hibridizacioban, a feliilet felé

néz sztérikusan gatolva a hibridizaciot (lasd az 1.sz. melléklet).

Jol lathatd, hogy a 12 bazis hosszu felismerd szalakon nagyobb térésmutatd valtozas
mérhetd, mint a megfelel6 modositasti hosszabb PNS szalakon. Ez nem vart eredmény, hiszen a 18
bazis hosszil PNS szalak esetében a PNS-DNS kozti kdlesonhatéas elméletig er6sebb. Mint késdbbi
kinetikai kisérleteink kideritették ez a PNS szalak nem megfeleld feliileti siirisége miatt van. A
rovidebb szalak konnyebben és gyorsabban tudnak a hibridizadcibhoz megfeleld orientacidba
kertilni. A lizin végli (N’L) PNS szalakon valamivel nagyobb torésmutatd valtozas mérhetd, mint a

lizin modositas nélkiili, de azonos bazis hosszii PNS-ek esetében. Ez vélhetéen a pozitiv toltési
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feliilet a negativ toltésti DNS szalakra nézve nagyobb affinitdsanak kdszonhetd, de az is lehet, hogy
a pozitiv toltési PNS-ek kozotti elektrosztatikus taszitds optimalisabb feliileti striiség
kialakulasahoz vezet. Az el6zetes mérések azt mutatjak, hogy az antiparallel PNS szalon kiviil
mindegyik PNS alkalmas a tovabbi vizsgalatokra. A tovabbiakban részletes vizsgalatokat a 18 bazis
hossziisagu PNS szalakkal végeztem, mert varhatd volt, hogy optimalt immobilizalas esetében ezek

a szalak fogjak a legnagyobb affinitast és szelektivitast biztositani.
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inkubadltam). Jelmagyardzat: 12, 18 a PNS szdl bazis hossziisaga, C’T=C’ termindlis tiol-végcsoportjan keresztiil
immobilizaltam; N'T=N terminalis tiol-végcsoportjan keresztiil immobilizaltam; N’L=N termindlis lizin.

4.1.3 PNS szalak immobilizacidjanak vizsgalata

Tovabbi méréseim soran tehat 18 bazis hosszi, C’-terminalisan keresztiil feliiletre
immobilizalt PNS szalak hibridizacids tulajdonsagait vizsgaltam. A feliileti receptor-stirliség

optimalasanak érdekében 10 uM helyett 5 uM-os koncentracioban cseppentettem PNS-oldatokat
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kiilonbozd pufferekben. Elméletiink igazolasara, miszerint el6hibridizalt formdban érdemes a
felismer6 szalakat immobilizalni, a PNS szalakat az egyszala (SS) forman feliil a komplementer
szekvenciaju DNS szallal el6hibridizalt (PH) formaban is immobilizaltam, illetve az irodalomban
leirtak alapjan vizsgaltam a higabb PNS-oldatok cseppentésének lehetdségét 1 mM-0S

c sy

koncentracioju  6-merkapto-1-hexanol (MCH) oldattal torténé egyiitt-immobilizalas soran
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28. abra - Hibridizdcios hatékonysdg dsszehasonlitasa 18 bazis hosszi, kontakt tiivel cseppentett, 19 6rdan
keresztiil immobilizalt egyszadlu (SS), eléhibridizalt (PH) és 6-merkapto-1-hexanollal egyiitt-immobilizalt (MCH,
PBS-ben oldva) PNS foltokon. A kikétési technikdkat 100 nM koncentrdacioju DNS-oldat injektalasakor mérhetd

relativ térésmutato valtozassal vizsgaltam. SSC: citrat puffer;, SBB: bordt puffer.

Az eredményekbdl jol lathatd (28. abra), hogy MCH-al egyiitt-immobilizalt egyszala-, és
eléhibridizalt PNS szalak esetében sem mérhetd a DNS kotodése, annak ellenére, hogy gyakran
alkalmazzak ezt az eljarast tiol-jel61ésii nukleinsavak immobilizalasara. Az eredmény nem meglepd,
ha tudatositjuk, hogy a tiol-szarmazékok kotddése az arany feliilethez kompetitiv jellegili. A kisebb
méretll és kétszdzszoros feleslegben alkalmazott MCH mellett a PNS szalak kotodése az
Au feliiletre elhanyagolhatd mértékli. Ami fontos viszont, hogy az elShibridizalt formaban
cseppentett PNS szalaknal a varakozasainknak megfeleléen sokkal nagyobb hibridizéacios hatasfok
érhetd el. Igy tehat érdemes tovabb vizsgalni a kétféle formaban torténd immobilizacios méodszert

kiilonb6z6 pufferekben az eltérd hosszuisagl PNS felismerd szalak esetében is.

Megvizsgaltuk az azonos hosszusagu és szekvencidju DNS és mikroRNS szalak kotodését a

kiilonb6z6é modszerekkel optimalt PNS szalak esetében.  Ennek érdekében meghataroztuk a
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100 nM-os DNS-, illetve mikroRNS injektalasakor bekdvetkezett torésmutatd valtozas értékeket.
Meérési eredményeimet a citrat pufferben immobilizalt 12 és 18 bazis hosszi PNS szalakra a
29. abra mutatja be. Jol lathat6, hogy egyszala-, és eléhibridizalt formaban immobilizalt felismerd

szalak foltjain egyarant nagyobb torésmutatod valtozdsok mérhetéek a mikroRNS szalak esetében

megérhetjiik majd a PNS-DNS illetve a PNS-mikroRNS koélcsonhatas egyensulyi allanddjanak
vizsgalataval. A tovabbiakban tehat mikroRNS-oldatok injektalasaval vizsgaltam a felismerd szalak
hibridizaciés tulajdonséagait, melynek kdszonhetden a kiillonbozé modszerek kozotti kiillonbségek

nagyobb érzékenységgel kovethetéek nyomon.

0.4- Egyszalu PNS Elohibridizalt PNS
(SS) (PH)
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29. abra - Hibridizdaciés hatékonysag vizsgdlata 100 nM koncentrdaciéjii DNS-, és mikroRNS-oldatok
injektalasakor. A kétddést 18 bazis hosszu PNS szdlakon vizsgaltam, melyeket citrdt pufferben kontakt tiivel
cseppentettem, és 19 oran keresztiil immobilizaltam.

A tovabbi vizsgalatok soran célom volt, hogy megtaldljam azt az oldatosszetételt, és
immobilizacids technikat, amellyel az immobilizalt PNS felismerd széalak feliileti slirlisége a
legoptimalisabb, ¢s a mikroRNS-sel megvalosulo hibridizacié hatasfoka maximalis. Ennek céljabol
kiilonb6z6 pH-ju és ionerdsségii pufferekben cseppentettem fel a felismer6 szalakat egyszalu-, és
hasznaltam, és 19 oOrdn keresztiil hagytam immobilizalni a felismerd széalakat. A mérési

eredményeimet a 30. dbra mutatja be.

Jol lathatd, hogy az el6hibridizalt formaban cseppentett felismerd szalak foltjain érhetd el

optimalis feliileti receptor-siirliség, hiszen itt mértiink nagyobb térésmutatd valtozasokat a
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100 nM-os koncentracioji DNS-oldat injektalasakor a 12-, és 18 bazis hosszii PNS szélak esetén

egyarant.
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pufferek) oldatokbdl kontakt tiivel cseppentett, 19 éra immobilizaciés id6 utan kialakult PNS foltokon. Az egyszali
formdban cseppentésnél minden esetben egyértelmiien jobbnak bizonyult az el6hibridizdlt formdban torténd
immobilizacios technika. A zéld és kék szini kiemelés a kiilonbségek szemléltetésére szolgal.

A foszfat-, és citrat pufferekben el6hibridizalt formaban immobilizalt PNS pontok kozott
nincsen szignifikans kiilonbség a hibridizacids hatasfokot vizsgalva, azonban borat pufferben kisebb
torésmutato valtozdsok mérhetdek. Ennek valosziniileg az lehet az oka, hogy 10,0-es pH-n a PNS
gyengeén negativ toltési, igy a feliiletre kotédéskor egymastol tavolabb helyezkednek el, igy kisebb
a feliileti receptor-stirliségiik. Egyszalt formaban immobilizalva 6ket azonban a negativ toltésiiknek
koszonhetden kevésbé hajlamosak a feliileten elfekiidni, igy a PBS-ben mérhetd értékeknél nagyobb
lesz a felismerd réteg hibridizacios hatékonysaga. Citrat pufferben cseppentve az egyszali PNS
immobilizacié soran az elektrosztatikus kolcsonhatdsok a nagyobb ionerdsség miatt nem
érvényesiilnek, tehat a PNS gyengén pozitiv toltése €és az arany negativ toltése kozotti

elektrosztatikus vonzast a nagyobb ionerdsség ledrnyékolja.

Az egyszalu (SS) és prehibridizalt (PH) formak kozott a legnagyobb kiilonbség PBS
pufferben mérhet6. A 10 mM-os PBS puffer pH-ja (7,4) és ionerdssége (137 mM NaCl,
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2,7 mM KCl) all a legkozelebb a fizioldgias koriilményekhez. Ennek alapjan érdemes ilyen
koriilmények kozott tovabb optimalni a szenzorchipet, hogy valos, klinikai mintdk vizsgéalatara a

legalkalmasabb immobilizacios €s hibridizacids koriilményeket teremtsiik meg.

4.1.4 A mikrocseppentésre alkalmazott tii hatdsa a PNS szalak hibridizacids hatékonysagara

A kontakt tii segitségével az arany feliiletre viszonylag kis mennyiségii PNS-oldat
cseppenthetd, igy felmeriil annak a veszélye, hogy az immobilizacio soran a kis térfogatu cseppek
beszaradnak, igy nem tud lejatszodni a folyadékfazishoz kotott immobilizacio, illetve el6fordulhat,
hogy az immobilizacid hatasfokat a cseppentett oldatban talalhaté PNS szalak mennyisége limitélja.
A tovabbiakban tehat célom volt a cseppentett oldatok térfogatdnak novelése, igy a kontakt tii

helyett egy mikrocsatornat tartalmazo tiivel készitettem el a szenzorchipeket.

Cseppentéskor, a mikrocsatornas tii (MSP — micro spotting pin) oldatba érintése soran, a
benne taldlhatdé vékony furatba a kapillaris erd kovetkeztében nagyjabol 250 nL térfogati oldat
kertil. Ennek kovetkeztében nagyobb térfogati PNS-oldat cseppenthetd le, amelytdl egy
optimalisabb feliileti boritottsag kialakulasat vartam. Ezt a feltételezést részben bizonyitja

a 31. dbra.

Jol lathato, hogy a korabbi mérésekhez képest (AR<0,5%) sokkal nagyobb (kb. kétszeres),
egyértelmiien annak koszonhetd, hogy a feliiletre nagyobb térfogatban cseppentettiik a felismerd

szalakat tartalmazo6 oldatokat.

A vizsgalat els6 ranézésre azonban meglepd eredményeket is szolgaltat, miszerint a 12 bazis
hosszu felismerd széalak pontjain, a PBS pufferben cseppentett esetet leszamitva, joforman nincsen
szignifikans kiilonbség az egyszalu-, illetve el6hibridizalt formaban cseppentett pontok kdzott, mig
a 18 nukleotidbdl all6 PNS szélak esetében van. A jelenséget magyardzna, hogy a révidebb PNS
szalak rendezddése a feliileten gyorsabban végbemegy a molekulaméretnek kdszonhetden, hiszen
az immobilizacio soran az elfekvés (lying-down) szakaszabdl konnyebben keriilnek a felismerd
szalak a feliiletre merdleges pozicioba. Ennek oka, hogy az arany réteghez gyengébben kotddnek,
hiszen kevesebb szerves bazis adszorbealodik a feliiletre. Ez a rendez6dés a 18 bazis hosszu,

szelektivebb felismerést biztositd PNS szalak esetében kisebb mértékben kovetkezik be. Ezt
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alatamasztani latszik, hogy a 18 bazis hosszii PNS szalak esetében jelentds kiilonbség van a két

kiilonb6z6 formaban immobilizalt PNS szalak esetében a prehibridizalt forma javara.

;\'; 1.5+ PNS12mer PNS18mer
: T
124 I \

0.9 N

0.64 [ N

/»4—4

0.3

0.0 .
PNSszal: SS PH SS PH SS PH SS PH SS PH SS PH
Puffer: PBS  SSC  SBB PBS  SSC  SBB

31. abra — A mikrocsatornds tii segitségével cseppentett felismerd réteg hibridizdcios hatékonysaganak

crer

immobilizacios idd utan kialakult PNS foltokon. Csak a 18 bazis hosszu felismerd szdlak esetében (kék oszlopok)
bizonyult jobbnak az eléhibridizdlt formdaban térténd immobilizacids technika, a 12 bdzis hosszit PNS szdlakndl (zold
oszlopok) nem.

Tekintettel arra, hogy a rendez6dés a feliileten egy id6fiiggd folyamat, amely jelen esetben
19 oran keresztiil zajlott le, felmeriil a kérdés, hogy mi torténik akkor, hogyha csokkentjiik az

inkubalas id6tartamat?

4.1.5 Inkubalasi 1d6 vizsgalata

Kovetkezd szenzorchipem elkészitése soran mar csak 4 oran keresztiil inkubdltam a
biochipet a cseppentést kovetden. Vizsgalatom célja az el6z6 pontban kifejtett feltételezés
bizonyitasa. Kérdés, hogy az immobilizacidés id6 csokkentésével sikeriil-e differencialni az
egyszalu-, és elohibridizalt formaban kikotott, 12 bazis hosszii PNS széalak pontjai kozott. A mérési

eredményeiket a 32. dbra mutatja be.
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32. 4bra — A mikrocsatornds tii segitségével cseppentett felismerd réteg hibridizdcios hatékonysdganak

crar

e

immobilizacios ido utan kialakult PNS foltokon. A 12 bazis hosszu (z6ld oszlopok), és a 18 bazis hosszu (kék oszlopok)
felismerd szalak esetében is jobbnak bizonyult az eléhibridizalt formaban torténd immobilizacios technika.

A diagramon lathato, hogy rovidebb inkubdacios id6 esetében van kiilonbség az egyszali-, és
elohibridizalt forméban cseppentett 12 bazis hosszu felismerd szalak hibridizacidja kozott. Ez
alatdmasztja a feltételezésiinket, hogy a PNS szalak rendezddése a feliileten egy idofiiggd folyamat.
A rendezddés noveli a hibridizacios hatékonysagot, de az idétartam novelése csak a rovidebb, 12
bazis hosszil PNS szalak esetében okoz jelentds hibridizacios hatékonysag novekedést az egyszali
PNS szalak immobilizalasakor. A PNS szalak el6hibridizalt formaban vald cseppentése viszont
lecsokkenti ezt az 1dofliggdséget, hiszen sokkal hosszabb immobilizacids 1d6t valasztva (19 ora)
sem érhetiink el jelentds hibridizacios hatasfok novekedést. Ennek megfeleléen a tovabbiakban

elegendd 4 oréan keresztiil inkubalni a szenzorchipet a cseppentést kovetden.

Az egyszalu formdaban cseppentett, 12 bazis hosszi PNS felismerd szalaknal az
immobilizacids id6 novelésével nagymértékben javithato a foltok hibridizacids hatékonyséaga, a 18
nukleotidbol all6 PNS széalak esetében azonban egyszala és el6hibridizalt forméak kozott sincsen
nagy kiilonbség a hibridizaciés hatékonysdg tekintetében. Ezen megallapitdsok bemutatasara

szolgal a 33. dbra.
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33. abra - A mikrocsatornas tii (MSP) segitségével cseppentett felismerd szdlak hibridizdciés hatékonysaganak
vizsgdlata 4 ords illetve 19 ords immobilizacios idét kovetéen 100 nM-0s mikroRNS-oldat injektdalasakor 5 uM

e rer

A 12 nukleotid hosszi PNS szalak egyszali formaban (SS) cseppentett pontjain, az
immobilizacidés id6 novelésével nagyobb torésmutatdé valtozds mérheté a 100 nM-0s
mikroRNS-oldat injektalasakor, ami egyértelmii bizonyiték a korabban mar leirt, feliileten
lejatszodé immobilizaciés mechanizmus igazolasara. Az eléhibridizalt (PH) foltokon azonban
foszfat-, és citrat pufferek esetén sem tapasztalhatd nagymértékii hibridizaciés hatékonysag
novekedés. A legnagyobb javulés a borat pufferben immobilizalt pontokon mérhetd, ez esetben mar
az el6hibridizalt formadban cseppentett foltokon is jelentds javulas érhetd el az immobilizacios 1d6

novelésével.
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A PNSI8mer felismerd szalak egyszala-, és elShibridizalt pontjain minden esetben
kismértékben nétt a 100 nM-0s mikroRNS-oldat injektalasakor mérhet6 térésmutatd valtozas értéke
az immobilizacios id0 novelésével. Jelentdsebb novekedés szintén a pH=10,0 borat pufferben
cseppentett egyszali foltokon volt mérhetd. A chip elkészitése soran fontos szempont, hogy a

gyorsan elkészithetdek legyenek, igy tehat az immobilizacids id6t érdemes 4 6rara valasztani.

4.1.6 A moédszerfejlesztés soran elért kimutatési hatar javulas

Ugyan méréseim soran olyan modelloldatokkal dolgoztam, amelyek tisztan tartalmaztak a
meghatarozni kivant nukleinsav szalakat, az orvos-diagnosztikai gyakorlatban a meghatarozando
nukleinsav molekuldk nagyon komplex, és bonyolult matrixban, igen kis mennyiségben vannak
jelen, ennek kovetkeztében meglehetdsen fontos szempont a szenzorchipek elkészitésének
optimaldsa olyan szempontbdl, hogy a lehetd legkisebb kimutatdsi hatdrokat érhessiik el. A
modszerfejlesztés soran két paraméter megvalasztasakor értem el jelentds kimutatasi hatar javulast,

egyrészt kontakt tiirdl a mikrocsatornds tlire vald attéréssel, masrészt pedig az eldhibridizalt

formaban val6 cseppentéssel.

Abban az esetben, hogyha kontakt tiivel, egyszalu és el6hibridizalt formaban cseppentett
PNS foltokon vizsgalom a koncentracio fliggéseket (34. dbra), az illesztett gorbék egyenleteit

megoldva 1,7 nagysagrend kimutatési hatar javulast tapasztalhatunk.
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mikroRNS-oldat injektdlasakor. Az illesztett gorbék egyenletét megoldva megkaphaté a kimutatdsi hatar javulds.
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Ez azt jelenti tehit, hogy elShibridizalt forméaban cseppentett PNS foltokon 10’-szer
(azaz 6tvenszer) kisebb koncentracidju mikroRNS-oldatok is szignifikans torésmutatd valtozasokat
okoznak, ellentétben az egyszali formaban cseppentett PNS foltokkal, amelyeknél ilyen higulast

kovetden mar nem mérhetd szignifikans jel.

Amikor kontakt tiir6] mikrocsatornas tii alkalmazasara tértem at, akkor 0,64 nagysagrendii
kimutatasi hatar javulds tapasztaltam, igy mikrocsatornas tiit alkalmazva négyszer kisebb
koncentracioju mikroRNS-oldat is szignifikans torésmutatd valtozast okoz. Ennek bemutatdsara

szolgal a 35. dbra.
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injektalt mikroRNS koncentracié (nM)
35. 4bra - 5 uM koncentracidjii, PBS-pufferbdl kontakt-, és mikrocsatornds tiivel cseppentett, 19 6rdn keresztiil

sy

injektalasakor. Az illesztett gorbék egyenletét megoldva megkaphato a kimutatdsi hatar javulds.

A kidolgozott immobilizacios modszereknek kdszonhetden a kimutatasi hatar 4,5 pmol-rol

crer

valtozas a kontakt tlivel cseppentett egyszala PNS folton) 140 fmol-ra (180 uL, 781 pM
koncentracioju mikroRNS-oldat injektalasakor mérheté szignifikans jel a mikrocsatornas tiivel

cseppentett elohibridizalt PNS folton) javult.
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4.2  Mérési paraméterek meghatarozasa

4.2.1 Meérés soran alkalmazott puffer ionerésségének hatdsa a hibridizaciora

A korabbiakban a biochip eldallitdsanak optimalasat mutattam be, a mérés soran azonban
nagyon fontos szempont a hibridizacios puffer kivalasztasa, és az ionerdsségének megvalasztasa.
Ez leginkabb azzal magyarazhato, hogy, ugyan a felismerd szal és az analat molekuldk k6zott nem
alakul ki elektrosztatikus taszitds a hibridizaci6 soran, azonban a PNS szalak nagy feliileti
receptor-stirtisége miatt a hibridizal6 mikroRNS szélak egymashoz kozel helyezkedhetnek el, és
taszitast a hibridizacios puffer ionerdsségének novelésével learnyékolhatjuk, igy nagyobb feliileti

receptor-stiriséget és hibridizacios hatékonysagot érhetiink el.
Ennek hatdsat kisebb-, és nagyobb ionerdsségli fosztat pufferekben végzett vizsgalatokkal

mutatom be (36. dbra). A foszfat puffer valasztasanak oka — a korabbiakban mar emlitettek

alapjan — a méréshez optimalis fiziologids koriilményekre vezethetd vissza.

1.2
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36. abra — 4 kiilonbozé ionerdsségii, de azonos pH-jii (7,4) oldatokbdl cseppentett foltokon mérhetd hibridizaciés
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mikroRNS-oldat injektdlasakor. A chip elkészitéséhez 18 bdzis hosszii PNS szdlakat haszndltam, amelyeket
mikrocsatornds tiivel cseppentettem 5 uM-0s PNS-oldatokbdl. Az immobilizdacios id6 4 éra volt.

Amennyiben PBS pufferben, el6hibridizalt formaban cseppentiink, gy a kettds hélix
negativ toltését a relative nagyobb ionerdsséggel (150 mM) ledrnyékoljuk, igy PBS hibridizacios



puffert alkalmazva (36. dbra, 1. 0szlop) a mérés soran a felismeré PNS szal nagy hibridizacios
relative nagy torésmutatd valtozast mérhetiink. Hogyha azonban 10 mM-os foszfat hibridizacios
puffert alkalmazunk joval kisebb ionerdsséggel (PB) a mérés soran (36. dbra, 3. oszlop), ugy a
PBS-ben cseppentett pontokon (ahol nagyobb feliileti receptor-stirliség alakult ki a nagyobb
ionerdsségnek koszonhetden) kisebb torésmutato valtozas mérhetd majd, hiszen a mikroRNS szalak

kozotti elektrosztatikus taszitast kevésbé arnyékoljuk le a kisebb ionerdsséggel.

Ezt gy kiiszobolhetjik ki, hogy kisebb ionerdsségli (10mM) PB puffert hasznalunk
cseppentéskor, és a mérés soran is (36. dbra, 2. oszlop). gy a két korabbi érték kozotti torésmutatd
hogy mar az immobilizaci6 soran kisebb feliileti receptor-stirtiség alakul ki a negativ toltést kettos
hélix szerkezetek elektrosztatikus taszitdsa miatt, hiszen a kis ionerdsséggel a toltések taszitasat nem
arnyékoljuk le. Igy a mérés soran hiaba dolgozunk az immobilizacios pufferrel azonos ionerdsségii

hibridizaciés pufferben, nem lesz jobb a hibridizacié hatékonysaga.

Amiért azonban fontos, hogy a kisebb hibridizaciés hatasfok ellenére is vizsgaljuk az
immobilizacids puffernél kisebb ionerdsségli hibridizacids pufferekben torténd méréseket, hogy
segitségiikkel javithat6 a felismerd szélak szelektivitdsa. A hibridizacios hatékonysagot vizsgalva
az a j6 szamunkra, hogyha az analdt molekulak elektrosztatikus taszitasa nem befolyasolja negativ
irdnyba az asszociacidt, azonban a felismerd szalak szelektivitdsanak vizsgalatakor az az eldnyo0s,
hogyha csokkentjiik a nem komplementer szekvencidk hibridizacidjanak valdsziniiségét. Kisebb
ionerdsségli hibridizacios pufferben mérve tehdt azt varnank, hogy a nem komplementer RNS
szekvenciak sokkal kevésbé kotddnek a felismerd szalakhoz, hiszen konnyebben disszocidlnak rola
az elektrosztatikus taszitdas miatt, mint a komplementer szekvenciak, amelyek esetében a

36. dbra eredményei alapjan sem csokken jelentds mértékben a hibridizacio.

Mint korabban mar tobbszor emlitettem, mindenképpen érdemes a fiziologias
koriilményeknek megfeleld hibridizacios puffert (PBS) alkalmazni a mérés soran — mar csak
minta-el6készitési szempontokbdl is —, igy a fentebb emlitettek alapjan célszerii a cseppentéskor
immobilizacids pufferként is ezt hasznalni. Ez kdnnyen beldthatd, hogyha belegondolunk, hogy
nagyobb ionerdsségli (300 mM NaCl) citrat pufferben torténd cseppentés soran a PNS szalak
kozelebb helyezkednének el egymashoz, igy a kisebb ionerdsségii PBS pufferben térténd mérés
soran a hibridizaciora €s kinetikara egyarant hatdssal lenne a nukleinsavak negativ toltése kozott

kialakulo elektrosztatikus taszitas.
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4.2.2 PNS szalak szelektivitdsanak vizsgéalata

A szenzorchip eldallitasa, és optimaldsa soran fontos volt, hogy a valasztott mikroRNS
biomarkert szelektiven vizsgalhassam. Ezt egy modelloldat alkalmazasaval konnyen megtehettem,
azonban bonyolult bioldgiai mintdkban az alakos elemeken és fehérjéken kiviil rendkiviil sok,
kiilonb6z6 hossziisagu és eltérd szekvencidji nukleinsav is taldlhat6, amelyek koziil meglehetdsen
nehéz kivalasztani a szamomra érdekes, vizsgalni kivant szekvenciat. A PNS szalak alkalmazaséaval
ez mégis megvalosithatd, amelyek szelektivitdsanak vizsgalata soran egy nem komplementer
szekvenciaju (a Vizsgalt RNS adatait lasd a kisérleti részben), szintén 22 bazis hosszii RNS
injektalasakor hataroztam meg a hsa-miR-208a-mikroRNS-re specifikus PNS szal megkiilonboztetd

képességét.

A méréseim soran kapott eredményekbdl jol 1athato (37. abra), hogy eléhibridizalt formaban
cseppentett felismerd szalak foltjain kisebb a negativ kontroll RNS szal kdtodése, mint az egyszala

PNS pontokon.
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komplementer szekvencidaju RNS-oldatok injektalasakor.

Ez valoszintlileg annak kdszonhetd, hogy az egyszala forméban cseppentett PNS foltjain az

elfekvé felismerd szalak miatt a tiolokkal torténd blokkolds nem tokéletes, igy nagyobb a
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nem-specifikus adszorpcid valdsziniisége. Azonban barmely forméban tortént is a felismer6 szalak
immobilizacidja az arany feliiletre, elmondhat6, hogy mindkét esetben egyértelmii a PNS szal

szelektivitasa, hiszen nem mérhetiink jelentds kotddést a nem komplementer RNS szekvenciara.

A szelektivitas vizsgélatat egy masik oldalrol is megkdzelithetjiik. Mi torténik akkor, hogyha
egy nem-specifikus PNS szal is megkoti a meghatarozandd hsa-miR-208a-mikroRNS biomarkert?
Ez szintén problémat okozhat a mérés soran, amely egyrészt arra vezethetd vissza, hogy a
szenzorchipek eldallitasakor a meghatdrozandé molekulara nem-specifikus PNS szalakat is szoktak
a biochip feliiletére kotni, hogy egy olyan referenciafeliiletet kapjanak, amely anyagi mindsége
kémiailag azonos a felismer6 foltokéval. A Kinetikai vizsgalatok soran ugyanis valoban a tiol hattér
az egyik legalkalmasabb, de klinikai alkalmazasokkor érdemes egy masik, nem-specifikus PNS
szallal modositott foltot valasztani referencia feliiletként, hogy minden kétséget kizarolag
azonosithato legyen a biomarker. A problémat ekkor az okozhatja, hogyha a nem-specifikus PNS
szalon is kotdédik a meghatarozand6 nukleinsav szal, igy nem lehetiink benne biztosak, hogy a
specifikus szalhoz vald ,.latszolagos kotddés” nem valamilyen interferencia kdvetkezménye-e,

amikor is fals jelet ad a minta valamely zavar6é komponense.

Ezen feliil hossztl tavu célom az, hogy olyan szenzorchipet fejlesszek ki, amely nagy
atereszt6 képességli vizsgalatot tesz lehetévé (HTS — High Throughput Screening), igy a feliiletére
immobilizalt nagyszamu, eltéré szekvenciaja PNS foltoknak koszonhetéen lehetséget biztosit
rendkiviil nagyszamu nukleinsav-tipusi biomarker szimultan meghatarozasara. Ennek jelentdsége
abban 4ll, hogy a szenzorchip feliiletére a mai gyakorlatban akar tobb szaz, kiilonb6z6 szekvenciaju
PNS folt is cseppenthetd, igy egyetlen egy szenzorchip alkalmas lehet a legtobb betegség szimultan,
megbizhaté diagnosztizalasara, amely forradalmi el6retorést jelentene orvos-diagnosztikai

terileteken.

A korabbiakban mar lattuk (37. dbra és 38. dbra, 2. oszlop), hogy a meghatarozando
nukleinsavra specifikus PNS szdl a nem komplementer RNS szalakat nem ismeri fel. Hasonlo
megallapitasokat tehetiink a nem-specifikus PNS szalakra is, amik szintén nem hibridizalnak a
meghatarozni kivant mikroRNS molekulakkal (38. dbra, 3. oszlop), igy a negativ kontroll PNS

foltokon nem mérhetiink szignifikans torésmutatd valtozast.
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hsa-miR-208a mikroRNS-, és nem komplementer RNS-oldatok injektdldsakor.

Az eldallitott szenzorchipek szelektivitasa tehat a mérés soran hasznalt PBS pufferben is
kivalo, igy a nagyfoku szelektivitas eléréséhez nincsen sziikség kisebb ionerdsségii hibridizacios

oldatok hasznalatara, amint azt a 4.2.1.-es pontban vizsgaltam.

Osszefoglalva a felismerd szdlak immobilizdacidjakor kapott eredményeket elmondhato,
hogy az immobilizacios paraméterek fiiggvényében a mérheté hibridizacios hatékonysdag
rendkiviil széles skalan mozog (39. dbra). Barmilyen koriilmények kozott is torténjen a PNS
szdalak immobilizdacidja, az elohibridizalt formdban térténd cseppentés gyakorlatilag mindig jobb
eredményt biztosit, mint az azonos koriilmények kozott egyszalu formdban torténd cseppentés. A
kidolgozott modszernek koszonhetoek sokkal kisebb kimutatdsi hatar érheto el. A felismerés

szelektivitasa lehetoséget ad a késobbi orvos-diagnosztikai alkalmazasra.
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39. 4bra - Az immobilizacié paramétereinek fiiggvényében mérhetd torésmutaté valtozasok széles spektruma az
immobilizaciojanak formdjat, ahol PH=el6hibridizalt, SS=egyszalu, majd a az immobilizdcios puffert, ezt koveti a
cseppentéskor hasznalt tii fajtaja: SP=kontakt tii, MSP=mikrocsatornas tii, majd a mérés soran alkalmazott
hibridizacios puffer. A (PH SSC, MSP, PBS); B (PH PBS, MSP, PBS);

C (PH SSC, MSP, PB); D (SS 0.005mM HEG (PBS), MSP, PBS); E (SS SSC, MSP, PBS);

F (SS 0,1 mM MCP (PBS), MSP, PBS); G (PH PBS, SP, PBS); H (PH SSC, SP, PBS); I (SS PBS, MSP, PBS);

J (SS SSC, SP, PBS); K (SS PBS, SP, PBS).

4.3 A médszer elonyeinek a bemutatasa

4.3.1 Elérheté maximalis torésmutato valtozas (Rmax) értékének meghatarozasa

A kinetikai paraméterek meghatarozasahoz nélkiilozhetetlen adat az Rmax €rtéke (ldsd a
kinetikai paraméterek meghatdrozasarol szolo elméleti bevezetd részt). Ez tulajdonképpen az akkor
mérhet6 relativ torésmutatod valtozas, amikor a feliiletre kotott osszes PNS szal a mikroRNS-sel
hibridizalt allapotban keriil. Ennek direkt meghatdrozasa azonban meglehetésen nehézkes, hiszen
rendkiviili analat mennyiséget igényel (akar tobb szaz pM-os koncentraciokat), ami az esetek
tobbségében nem 4ll rendelkezésre, ezen feliil pedig nagyon iddigényes és draga is. Ezért a
kiértékeld szoftverek a torésmutato valtozas — injektalt analat koncentracio gorbének az
extrapolalasaval szoktdk meghatarozni, amely azonban nem ad pontos értéket a nem tokéletes

gorbeillesztés miatt, igy a kinetikai paraméterek meghatarozasa bizonytalan lesz.



Az el6hibridizalt formaban valod cseppentés egy igen hasznos moédszert biztosit az Rmax
értékének, a korabbiakban alkalmazott modszereknél sokkal megbizhatobb és pontosabb direkt
meghatarozasara. Végiggondolva a PNS-DNS kolcsonhatas nagyon kicsi Kp (amit a késdbbiek
soran a kinetikai paraméterek meghatarozasakor be is bizonyitok) értékének jelentését, biztosak
lehetiink benne, hogy cseppentéskor az sszes PNS felismerd szal el6hibridizalt formaban van jelen,

tehat a feliiletre kotodott PNS szalak mindegyike hibridizalt allapotban van.

A mérés soran elGszor az eldhibridizalt PNS szalakat hozom a felismerésre alkalmas
formaba oly modon, hogy a felismerd réteget 100 mM-0s NaOH-oldattal kezelem. Ekkor csdkken
a mérhetd torésmutato valtozas (40. dbra), hiszem az aramlé PBS puffert egy kisebb ionerdsségii,

kisebb torésmutatdju regeneralo oldatra cserélem le.
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40. abra — Az Rax értékének meghatdrozdsa az eléhibridizalt formaban PBS pufferbdl cseppentett és 4 éran keresztiil
immobilizalt, 18 bazis hosszu PNS folton, 100 mM-os NaOH-oldattal torténd kezelés sordn.

Amikor a NaOH-oldat elhagyja a cellat, és ujra PBS puffer aramlik a szenzorchip felett, ugy

viszont csak a hattéren kapjuk vissza a 0% relativ térésmutatd valtozashoz tartozd eredeti
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alapvonalat, hiszen az el6hibridizalt forméaban cseppentett PNS széalakrol a pH eltolas kovetkeztében
disszocialtak a DNS molekulak, igy a feliileten kisebb tomegii réteg maradt csak fent. Igy tehat az
injektalaskor mérheto jelenségek reverz folyamataként megkaphatjuk az akkor mérhet6 torésmutato
valtozast, amikor a feliilleten elhelyezkedd Osszes PNS felismerd szal a vele komplementer

szekvenciaju mikroRNS szallal hibridizalt formaban van jelen.

Az Rmax meghatarozasa a Scrubber kiértékel6 szoftver segitségével is torténhet. Ekkor a
kimért egyensulyi izotermara illesztett gérbének az extrapolaldsaval hatarozhatjuk meg az Rmax

értékét (41. dbra).
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41. abra - Rmax meghatdrozasa extrapolaciéval a Scrubber szoftver szerint. (Sajat mérés)

Ez esetben az illesztés josagahoz azonban fontos, hogy az egyensulyi allapotban mért
értékeket elég nagy koncentraciok esetében is meghatirozzuk. Ennek egyrészt nagy az analét
igénye, masrészt az egyensulyi allapot eléréséhez hosszu ideig tartod asszociacios szakasz felvételére
van sziikség. Amennyiben nem hasznalunk elegendden nagy koncentraciokat a mérés soran, ugy
szemmel lathatd modon az illesztett gérbe nem illeszkedik jol (41. dbra), igy az Rmax meghatarozasa

igen bizonytalan lesz.
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A 41. abra szerint elérheté maximalis torésmutatd valtozas értéke a kiértékeld szoftver
eredményei alapjan 2,27%, és a legtoményebb (legnagyobb térésmutato valtozast okozo kék pont a
99,9790%-a hibridizalt forméaban van jelen. Az abran jol lathatd, hogy a szoftver a gorbét ugy
illeszti, hogy a legtoményebb mikroRNS-oldat injektaldsakor mérhetd torésmutatd valtozas utan
kvazi lineéris szakasszal extrapolal, igy a kinetikai paraméterek szamitasahoz sziikséges Rmax
értékének meghatarozadsa nagyon bizonytalan lesz. Ezzel szemben a prehibridizalt foltokon a
regeneralas soran meghatarozott torésmutato valtozas értéke - 3,23 %, amibdl az Rmax értéke 3,23%
kovetkezik (40. dbra). A moddszer Ujdonsaganak kovetkeztében a kinetikai paraméterek
meghatarozasara alkalmas szoftverekbe még nem illeszthetd6 be az Rmax értéke, igy kinetikai

vizsgalataim soran nem tudtam az altalam meghatarozott Rmax értékekkel szadmolni.

4.3.2 Kalibracios gorbének a meghatarozasa az Rmax ismeretében

Az analitikai modszer kifejlesztésének fontos része a mennyiségi meghatdrozésra alkalmas
kalibracios gorbe felvétele. Kvantitativ informéciok nyerésekor olyan koncentraciétartomanyokban
szeretiink ugyanis dolgozni, ahol a koncentracid-jel gorbe linearis szakaszaban vagyunk.
Amennyiben ez nem lehetséges, gy a mennyiségi informéciok nyeréséhez fontos ismerniink azt az

Osszefliggést, amellyel szamithaté a meghatarozand6 molekula koncentracioja.

Meéréseim sordn kis analdt koncentracioknal nem tudom mérni a felismerd szalakkal
hibridizal6 mikroRNS molekulak altal okozott nagyon Kicsi torésmutatd valtozasokat, nagyobb
mikroRNS  koncentracidknal pedig kozel linedris Osszefliggést kapok. A mikroRNS
koncentracio — jel osszefiiggés a nagy mikroRNS koncentraciokra azonban a korabbiakban mar
emlitett okok miatt nem mérhet6 ki. A kalibracios gorbe felvétele soran koriilbeliil 2 nagysagrendet

atfogdan linearis szakasszal rendelkezd, a kis-, és nagy koncentracioknal elhajlo ,,S-gorbér” kapok.

Hogyha meghatdrozzuk az Rmax értékét, és egy diagramon é&brdzoljuk a kiilonbozd

crer

(42. abra) gy, hogy az illesztett gorbe az Rmax értékét kozelitse a nagy mikroRNS koncentracioknal,

akkor tokéletesen illeszkedd gorbét kaphatunk egy széles koncentracid tartomanyon.
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42. abra — Kalibraciés gorbe pontjai a kisebb mikroRNS koncentraciok esetében kimérhetéek, az Rmax értékének
meghatarozasat kévetéen pedig a mikroRNS koncentrdacio meghatarozasara alkalmas gorbe illeszthetd.

4.3.3 Feliileti PNS stiriség meghatarozasa

Ahogyan azt kordbban mdar sokszor belattuk, a nagy hibridizacids hatékonysag
szempontjabol az egyik legfontosabb paraméter az optimalis feliileti receptor-siirliség. Ennek
szdmszerlisitése azonban meglehetosen nehézkes, hiszen hogyan is tudnank meérni ilyen kis
tomegeket ¢és feliileteket? Kis tomeg meérése megoldhatd lenne kvarckristadly mikromérleg
alkalmazasaval (QCM — Quartz Crystal Microbalance), és a PNS folt mérete is meghatarozhato
akar egy egyszerli fénymikroszkoppal, 4m meglehetdsen bonyolult lenne ilyen moddszereket
alkalmazni, és valoszinlileg igen nagy szorassal rendelkezd, megbizhatatlan eredményeket
szolgaltatnanak csak. Az altalunk bevezetett modszerrel azonban lehetdség nyilik a feliileti PNS

receptor-siirliség nagyon pontos meghatarozasara is.

Mint korabban mar lattuk, az el6hibridizalt PNS foltokon a regeneralas soran
meghatarozhat6 az Rmax értéke, amibdl kiszamithatd, hogy az egységnyi feliiletre mennyi mikroRNS
molekula kotédott. Mivel az SPR mérés soran tulajdonképpen a feliileten bekovetkezd
tomegvaltozassal ardnyos jelet (az eredeti torésmutatohoz képest adodo torésmutatd valtozast)
mérjiink, igy tulajdonképpen csak az a kérdés szamunkra, hogy a mérhetd térésmutatd valtozas
értéke milyen feliileti mikroRNS koncentracionak felel meg. Mivel 1% torésmutatd valtozas a

biomolekulak esetében tipikusan 185 pg/mm?2-es feliileti siiriség véltozassal egyenértékd, igy a
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molaris tomegiik ismeretében (hsa-miR-208a mikroRNS molekulatomege 7098 Da) kiszamithato,
hogy ez mekkora anyagmennyiséget jelent egységnyi feliileten. Feltételezve tehat, hogy az 6sszes
PNS szal hibridizalt formaban van, adddik, hogy a kiszamitott mennyiséggel azonos
anyagmennyiségii felismerd szal van az egységnyi feliileten, igy a feliileti receptor-siiriiség
kiszdmithatd a PNS szdlak molaris tomegének ismeretében (5237 Da). Az eredmények

bemutatasara szolgal a 43. dabra.
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43. abra - Feliileti receptor-siirtiség meghatdarozasa a PBS pufferben oldott 10; 5; 2,5; 1,25 uM-0s

ey
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esetében a felismerd szalak kikotddését egyrészt a diffiizid limitélja, hiszen csak akkor keriilnek az
oldatbol kozvetleniil az arany feliiletére, hogyha odadiffundalnak, mésrészt pedig a PNS szalak
elfekszenek a feliileten, és mivel hig oldatként cseppentettem Oket a szenzorchipre, igy nem
keriilnek a feliiletre merdleges pozicidba, tehat gatoljak egymds immobilizacidjat. Toményebb
koncentracional (10 uM) azonban a feliilet valdsziniileg hamarabb telitdik, igy anyagtakarékossagi

crer

szempontbol nem érdemes novelni a felcseppentett PNS-oldat koncentracigjat. Kinetikai

crer

meghatdrozni az egyensulyi paramétereket.
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foltokon.

Osszefoglalva az el6hibridizalt formaban térténd immobilizacics médszer tovibbi elényeit
— az optimadlis feliileti receptor-siiriiség kialakulasan feliil — elmondhato, hogy a kordabbi
modszereknél sokkal megbizhatobban, és pontosabban sikeriilt direkt modon meghatarozni az
Rmax értékeét, aminek készonhetéen (nagy koncentrdcioju mikroRNS-oldatok injektdlasanak
elkeriilésével)  felveheté a koncentrdcio-dependencia a  hibridizacié  sordn mérheté
torésmutato viltozdsra, illetve a kinetikai paraméterek pontosabb meghatarozdasara nyilik
lehetoség, tovabba mas modszereknél sokkal pontosabban meghatarozhato a PNS szdlak feliileti

receptor-siriisége is.

4.4  Kinetikai paraméterek meghatarozasa hagyomanyos modszerrel

Kutatomunkam eredményeinek kiértékelésekor szamos esetben éltem azzal a feltételezéssel,
miszerint az el6hibridizalt formaban felcseppentett PNS szilak mindegyike valdban hibridizalt
formaban van. Tobbek kozott ezen feltevésem bizonyitasara, €s kinetikai informaciok nyerése
c€ljabol is meghatdroztam az asszocidcios-, €s disszociacios sebességi allandok értékét, és a
hanyadosukként szamithatdé Kp értéket egyarant. Kinetikai paraméterek meghatarozasanak
fontossaga abban rejlik, hogy ismerve Oket pontos informaciok nyerhetdk a biomolekulak

affinitasarol, a kozottiik kialakulo kdlcsonhatas erdsségérol.



Kinetikai vizsgalatok soran kiilonb6z6 koncentracioji DNS-; és mikroRNS-oldatokat
injektaltam a szenzorchip feliiletére, majd a kinetikai adatsorra illesztett gorbék segitségével
meghataroztam az asszociacids-, €és disszocidcios sebességi allandokat, melyek hanyadosaként
nyerhetd a disszociacids sebességi allando (Kp) értéke (3. szamu mellékletben tajékoztato jelleggel

lathatoak a kiilonbozé PNS szdlakra meghatarozott kinetikai paraméterek).

crc

mutatja be. A hagyomanyos-kinetikai meghatarozas soran egy adott feliileti receptor-siiriiségii PNS
folton hataroztam meg a kinetikai paramétereket a kiilonb6z6 koncentracioji mikroRNS-oldatok
injektalasakor. A nagy negativ értékii torésmutato valtozas a regeneralas soran injektalt 100 mM-0s
NaOH-oldatnak koszonheté. Az abran behuzott piros vonal jol szemlélteti, hogy a szenzorchip a
regeneralasat kovetden tovabbra is kivaldan alkalmas az analdt nukleinsav szalak felismerésére,
mivel a felismerd PNS szalak az arany feliileten nem sériilnek a regeneralds soran, hiszen

visszakapjuk az eredeti alapvonalat.
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hosszii, SuM-os koncentracioban, PBS pufferben eléhibridizalt formaban, mikrocsatornds tiivel cseppentett foltokon.
A mérés bizonyitja a felismerd réteg stabilitdsat a regenerdlds sorvan.
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Az 5 pM koncentracioju, 18 bazis hosszii PNS-oldatbol, PBS pufferben el6hibridizalt

crer

injektalasakor meghatarozott disszociacios egyensulyi allado értéke 931 pM, amely nagy affinitasu,

erds kolcsonhatasra utal (46. dbra).

Kp =931 pM
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46. abra - Disszocidcios egyensulyi allandé értékének meghatdrozasa 5 uM koncentracioji, 18 bazis hosszii, PBS

pufferbdl elohibridizalt formdban, mikrocsatornas tiivel cseppentett PNS folton 100 (sotétkék); 50 (narancssdrga); 25
(zold); 12,5 (piros); 6,25 nM (vildgoskék) koncentracioju DNS-oldatok injektaldsakor.

fgy tehat bizonyitottd valik a kordbbiakban csak erételjes feltételezésként bevezetett
gondolat, miszerint eléhibridizalt formaban immobilizalt PNS szalak mindegyike negativ toltésii
kettds szalként kotddik az arany feliiletre, tehat a regeneralds sordn valdban meghatarozhatd az

Rmax -, €s a feliileti receptor-siirliség értéke.

Megvizsgalva a PNS — mikroRNS molekuldk kinetikajat (47. abra) elmondhato, hogy sokkal
erdsebb kolesonhatés alakul ki a mikroRNS—PNS, mint a DNS—PNS szalak kozott. Ez esetben a Kp
érteke 112 pM. Ez koszonhetd egyrészt a nagyobb asszocidcids-, valamint a kisebb disszocidcios
sebességi allando értékeknek is. A mért érték magyarazataul szolgal tovabba a méréseim soran
tapasztalt jelenségnek is, miszerint sokkal nagyobb hibridizacids hatékonysag érhetd el a mikroRNS

széalak felismerése sordn, mint a megegyez6 szekvenciaji DNS szalak esetében.
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Az asszociacios sebességi egylitthatokat tovabb vizsgalva (48. abra) megallapithato, hogy a
kisebb feliileti receptor-siiriségek esetén sokkal nagyobb asszocidcios sebességi allando értékek

mérhetéek, mint a nagyobb koncentracioju PNS szalak foltjain.

Ez kismértékben annak kdszonhetd, hogy a nagy feliileti receptor-siirliség miatt a biochip
feletti laminaris aramlast hatarréteg az analat molekulakat tekintve konnyebben elszegényedik, és
csak diffuzi6 utjan, nehezebben tud potlodni, igy kismértékben diffuziolimitaltta valhat az

asszociacio folyamata, tehat kisebb asszociadcios sebességi allando érték mérhetd.

Kisebb feliileti receptor-stirliségek esetén azonban az egységnyi szenzorchip-feliiletre
kikotodott felismerd szalakra fajlagosan tobb mikroRNS jut, mint nagy feliileti PNS siirliség esetén,
igy a felismerd réteg nagyobb affinitdssal koti meg az analat molekuldkat, tehat nagyobb

asszociacios egyensulyi allando érték lesz mérhetd.
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Hasonlé jelenség figyelhet6 meg a disszocidcidos sebességi allandok vizsgalatakor
(49. dbra), ahol az 5 és 10 uM koncentracioji mikroRNS-oldatokbol cseppentett foltokon nagyjabol

azonos értékill kg érték mérhetd, igy tehat a kinetikai paraméterek meghatarozasakor megvalasztott

valds leirasara. Kisebb PNS siirliségli feliileteken ugyanis nagy disszocidcids sebességi allando

értékek mérhetdek, tehat a felismer6 szal konnyebben elengedi az analat molekulat.
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Forditott-kinetikai modszer alkalmazhatosaganak vizsgalata

4.5

Mig a hagyomanyos-kinetikai vizsgalathoz sziikséges volt két nagysdgrendet atfogod
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50. abra — Forditott-kinetikai paraméterek meghatdarozasanak elve. A szindrnyalatok az oldatok toménységére
utalnak.

Ezek igen fontos szempontok azokban az esetekben, amikor kevés analat all

rendelkezésiinkre, vagy gyenge a kolcsOnhatas erdssége a feliilet €s az immobilizalt felismerd szal
kozott, valamint ha multiplett biomolekularis kolcsonhatasokat szeretnénk tanulmanyozni. A kg
meghatdrozasa ebben az esetben sem igényel informaciot a mikroRNS koncentraciora nézve (hiszen

fiiggetlen t6le), a ka meghatarozasahoz pedig elegendd az egyetlen injektalt koncentracio ismerete.
Ekkor egy, a valasztott injektalasakor vizsgalhato a
forditott-kinetika a kiilonbozd feliileti receptor-siiriiségi PNS felismerd szalak pontjain, mig a

hagyomanyos kinetikai meghatarozasok sordn az analat higitasi soranak injektalasakor hatarozhato

m N

meg a kinetika az adott feliileti boritottsaga PNS foltokon.



Ez, az ujfajta, kinetikai paraméterek vizsgalatara kifejlesztett modszer még nem teljesen
bizonyitottan alkalmas az egyensulyi paraméterek meghatdrozasara, igy méréseim soran célom az
volt, hogy a forditott-kinetikai meghatarozas jogosultsagat vizsgaljam a PNS-DNS, illetve a
PNS-mikroRNS kinetikai informéciok nyerése kapcsan.

A forditott-kinetikai meghatdrozas soran 100 nM-os koncentracioban injektaltam
nukleinsav-oldatot, és a kiilonbozo6 feliileti boritottsagi PNS foltokon hatdroztam meg a kinetikai
paramétereket ugy, hogy az eltérd boritottsdgu PNS foltok kdzott nem tettem kiilonbséget a gorbék

illesztésekor.

A 51. dbra a 100 nM-os DNS-oldat injektalasakor mért eredményeket mutatja be. A
PNS-DNS koélesonhatés, forditott-kinetikai moédszerrel meghatarozott Kp értéke 669 pM, amely
kozel megegyezik a hagyomanyos-kinetikai mddszerrel meghatarozott 931 pM-os disszociacios

egyensulyi allandoval.
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51. abra- Disszocidcio’s egyensdlyi dllando' értékének meghatdrozdsa fordl'tott kinetikai mo'dszerrel a ]0 5; 2,5;

crev

e

Megvizsgalva a mikroRNS-PNS kolcsonhatas forditott-kinetikai paramétereit (52. dbra)
elmondhat6, hogy ez esetben is a hagyomdnyos-kinetikai modszerrel meghatarozott értékhez

(112 pM) kozeli Kp-t értéket kaptam, amely 78,1 pM.
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52. abra - Disszocidcios egyensulyi dllandé értékének meghatdrozdsa forditott-kinetikai médszerrel a
10; 5; 2,5; 1,25 uM koncentracioju, 18 bazis hosszii, PBS-pufferbdl eléhibridizalt formaban cseppentett PNS foltokon

e

A forditott-kinetikai vizsgalatok kapcsan elmondhato tehdt, hogy mind a DNS-PNS, mind
pedig a mikroRNS-PNS kélcsonhatdisok vizsgdlatakor hasonlé értékeket kaptam a
hagyomadnyos-Kinetikai méddszerrel meghatirozott Kp értékekre, igy bebizonyitottam a
forditott-kinetikai modszer alkalmazhatosdgat a kinetikai paraméterek meghatdrozdsa sordn.
Ennek koszonhetéen a kinetikai paraméterek egy lépésben meghatarozhatoak a felismero
molekulak regenerdlasa nélkiil. A mdodszernek koszonhetoen bonyolultabb, multiplett
biomolekularis kolcsonhatdsok egyensulyi paraméterei is vigsgalhatoak, joval gyorsabb
meghatarozdst tesz lehetdvé, ezen feliil kevesebb célvegyiilet sziikséges, igy a modszer sokkal

koltséghatékonyabb.



5 OSSZEFOGLALAS ES TOVABBI TERVEIM

Kutatomunkam célja az volt, hogy kidolgozzak egy olyan immobilizaciés moddszert,
amelynek koszonhetéen a mikrocseppentéssel eldallitott SPRi-szenzorchipek feliiletén
elhelyezkedd PNS felismer6 szalak optimalis tdvolsagra helyezkednek el egymastol. Erre a célra a
PNS szalakat a komplementer szekvenciaju DNS szalakkal el6hibridizalt formaban kotottem ki az
aranyozott szenzorchip feliiletére, amely soran a tiol-végcsoporttal ellatott PNS szalak dnrendez6do
modon, kozel kovalens erdsségii Au-S kotés kialakitasaval kotodtek ki. Hipotézisiink az volt, hogy
a hibridizalt PNS bazisai kisebb mértékben tudnak nem-specifikus koélcsonhatassal az arany
feliilethez kotddni és az eléhibridizalt PNS alkalmazéasaval spontan modon alakul ki az optimalis

feliileti PNS receptor-stirliség is, igy biztositva a nagyobb hibridizacios hatékonysagot.

Vizsgalataim elvégzéséhez tobb receptor szal szimultan vizsgalatara alkalmas képalkoto
feliileti plazmon-rezonancias (SPRi - Surface Plasmon Resonance Imaging) modszert dolgoztam
Ki. Munkam soran vizsgaltam a kiilonb6z6 PNS szalak hibridizacios hatékonysagat, meghataroztam
a hibridizacio soran elérhetdé maximalis torésmutatd valtozas (Rmax) értékét €s a felismerd szal
felilleti  receptor-stiriségét.  Hipotézisiink  igazolasara ~ komplementer  szekvenciaju
peptid-nukleinsav — mikroRNS szalak kotédési kinetikajat és a kotodés erdsségét jellemzé
disszociacidés egyensulyi allandokat hataroztam meg, valamint megvizsgaltam egy TUjfajta,
ugynevezett forditott-kinetikai modszer alkalmazhatdsdgat az egyensulyi paraméterek

meghatarozasara.

Munkam eredményeit Osszefoglalva elmondhatdé, hogy Kkidolgoztam egy ujfajta
immobilizacios modszert a peptid-nukleinsav felismeré szalak SPRi-szenzorchipre torténd
kikotésére, amelynek koszonhetden sikeriilt a szelektiv felismerésre legalkalmasabb, optimalis
feliileti receptor-siiriséget onrendez6dé (self-assembly) modon kialakitanom. A moddszer szamos

tovabbi elonnyel bir a kinetikai vizsgalatok soran €s a koncentracio-dependencia meghatarozasakor.

Tovébbi terveim kozott szerepel, hogy a kidolgozott immobilizacios technikat alkalmazva
nanopérusokat is  moddositsak  PNS  szalakkal, és  potenciometrids,  valamint
impedancia-spektroszkopias modszerekkel is meghatarozzam a mikroRNS biomarkereket. Az
orvos-diagnosztikai modszerként torténd alkalmazédsnak feltétele, hogy rendkiviil kis
koncentracioban mérhessiik a mikroRNS biomarkereket, igy egy jelerdsitési modszert kidolgozva

szeretném megfelelden alacsony koncentraciora csokkenteni a kimutatdsi hatart. Ennek soran

m N



1,4 nm nagysagu, a feliiletén 6 darab parcidlisan pozitiv toltésli primer-amin csoportot tartalmazo
arany nanorészecskéket szeretnék elektrosztatikusan a negativ toltésti mikroRNS szdlakhoz kotni,
majd az arany katalitikus hatasat kihasznalva fém eziistot levalasztani a PNS foltokra. Reményeim
szerint a modszerrel sikeriil tobb nagysagrendnyi kimutatasi hatér javulast elérni, igy kimutatni a
keringésben néhany aM-os (attomolos) koncentracidoban jelenlévé mikroRNS biomarkereket. Az

ezzel kapcsolatos eddigi kisérleteim biztatd eredményeket mutatnak.

Osszefoglalva tehat elmondhato, hogy mérési eredményeim, és jovobeli kutatasi terveim
kivalo kiindulopontjai olyan szenzorchip kifejlesztésének, amelyek orvos-diagnosztikai
szempontokbol is alkalmas a legtobb mikroRNS biomarker szimultdn (egyszerre akar tobb szaz
kiilonboz6 szekvencia), szelektiv, gyors, megbizhatd, betegagy melletti (POC — Point of Care)
diagnosztizalasara a jovO szenzoraiban (hasonloképpen a napjainkban hasznalt vércukorszint mérd

szenzorokhoz vagy a terhességi tesztekhez).

m 5



6 KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkoszonni Dr. Gyurcsanyi Ervin Robert témavezetémnek, hogy lehetdséget
nyujtott OTDK dolgozatom megirdsdhoz, ¢és biztositotta szamomra az ehhez sziikséges
modellvegyiileteket és miiszereket. Kdszonettel tartozom a szakmai fejlodésem eldsegitéséért.

Ko6szonom Dr. Lautner Gergely konzulensemnek, hogy szdmos hasznos tandccsal latott el,
felkészitett az alkalmazott muszerek és szoftverek kezelésére, bemutatta azok mitkddését, €s hogy
szakmai kérdéseimmel mindig fordulhattam hozza.

Tovabba szeretnék koOszonetet mondani a csoport minden egyes tagjanak, hogy
kérdéseimmel barmikor fordulhattam feléjiik, és hogy minden alkalommal készségesen segitettek
munkamban.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni csaladdomnak, €s barataimnak a sok
biztatast €s tamogatast.

m N



7 IRODALOMJEGYZEK

[1]

(2]

3]

[4]

5]

(6]

[7]

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

C. Briones and M. Moreno, “Applications of peptide nucleic acids (PNAs) and locked nucleic acids
(LNAs) in biosensor development.,” Anal. Bioanal. Chem., vol. 402, no. 10, pp. 3071-89, Apr.
2012.

S. Obika, D. Nanbu, Y. Hari, K. Morio, Y. In, T. Ishida, and T. Imanishi, “Synthesis of 2'-O,4'-C-
methyleneuridine and -cytidine. Novel bicyclic nucleosides having a fixed C3, -endo sugar
puckering,” Tetrahedron Lett., vol. 38, no. 50, pp. 8735-8738, Dec. 1997.

C. Avitabile, L. Moggio, G. Malgieri, D. Capasso, S. Di Gaetano, M. Saviano, C. Pedone, and A.
Romanelli, “y Sulphate PNA (PNA S): highly selective DNA binding molecule showing promising
antigene activity.,” PL0S One, vol. 7, no. 5, p. e35774, Jan. 2012.

B. Hyrup and P. E. Nielsen, “Peptide Nucleic Acids (PNA): Synthesis, properties and potential
applications,” Bioorg. Med. Chem., vol. 4, no. 1, pp. 5-23, Jan. 1996.

L. Zhang, D. Hou, X. Chen, D. Li, L. Zhu, Y. Zhang, J. Li, Z. Bian, X. Liang, X. Cai, Y. Yin, C.
Wang, T. Zhang, D. Zhu, D. Zhang, J. Xu, Q. Chen, Y. Ba, J. Liu, Q. Wang, J. Chen, J. Wang, M.
Wang, Q. Zhang, J. Zhang, K. Zen, and C.-Y. Zhang, “Exogenous plant MIR168a specifically
targets mammalian LDLRAP1: evidence of cross-kingdom regulation by microRNA.,” Cell Res.,
vol. 22, no. 1, pp. 107-26, Jan. 2012.

Y.-F. Xiao, X. Yong, Y.-H. Fan, M.-H. Li, S.-M. Yang, and C.-J. Hu, “microRNA detection in
feces, sputum, pleural effusion and urine: novel tools for cancer screening (Review).,” Oncol. Rep.,
vol. 30, no. 2, pp. 535-44, Aug. 2013.

E. M. Small and E. N. Olson, “Pervasive roles of microRNAs in cardiovascular biology.,” Nature,
vol. 469, no. 7330, pp. 336-42, Jan. 2011.

V. Oliveira-Carvalho, V. O. Carvalho, and E. A. Bocchi, “The emerging role of miR-208a in the
heart.,” DNA Cell Biol., vol. 32, no. 1, pp. 8-12, Jan. 2013.

W. Filipowicz, S. N. Bhattacharyya, and N. Sonenberg, “Mechanisms of post-transcriptional
regulation by microRNAs: are the answers in sight?,” Nat. Rev. Genet., vol. 9, no. 2, pp. 102-14,
Feb. 2008.

J. Homola, “Present and future of surface plasmon resonance biosensors.,” Anal. Bioanal. Chem.,
vol. 377, no. 3, pp. 528-39, Oct. 2003.

S. D. Evans and A. Ulman, “Surface potential studies of alkyl-thiol monolayers adsorbed on gold,”
Chem. Phys. Lett., vol. 170, no. 5-6, pp. 462-466, Jul. 1990.

G. Jagerszki, R. E. Gyurcsanyi, L. Hofler, and E. Pretsch, “Hybridization-modulated ion fluxes
through peptide-nucleic-acid- functionalized gold nanotubes. A new approach to quantitative label-
free DNA analysis.,” Nano Lett., vol. 7, no. 6, pp. 1609-12, Jun. 2007.

m "



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

H. Li and L. Rothberg, “Colorimetric detection of DNA sequences based on electrostatic
interactions with unmodified gold nanoparticles.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 101, no. 39,
pp. 140369, Sep. 2004.

M. Egholm, O. Buchardt, L. Christensen, C. Behrens, S. M. Freier, D. A. Driver, R. H. Berg, S. K.
Kim, B. Norden, and P. E. Nielsen, “PNA hybridizes to complementary oligonucleotides obeying
the Watson-Crick hydrogen-bonding rules.,” Nature, vol. 365, no. 6446, pp. 5668, Oct. 1993.

R. S. Varma, “Synthesis of Oligonucleotide Analogues with Modified Backbones,” Synlett, vol.
1993, no. 09, pp. 621-637, 1993.

E. T. Kool, “Preorganization of DNA: Design Principles for Improving Nucleic Acid Recognition
by Synthetic Oligonucleotides,” Chem. Rev., vol. 97, no. 5, pp. 1473-1488, Aug. 1997.

S. Sforza, R. Corradini, G. Galaverna, A. Dossena, and R. Marchelli, “The chemistry of peptide
nucleic acids,” MINERVA Biotecnol., vol. 11, no. 3, pp. 163-174, Sep. 1999.

K. A. Lennox and M. A. Behlke, “Chemical modification and design of anti-miRNA
oligonucleotides.,” Gene Ther., vol. 18, no. 12, pp. 1111-20, Dec. 2011.

C. Leumann, “DNA Analogues: From Supramolecular Principles to Biological Properties,” Bioorg.
Med. Chem., vol. 10, no. 4, pp. 841-854, Apr. 2002.

M. Egholm, O. Buchardt, L. Christensen, C. Behrens, S. M. Freier, D. A. Driver, R. H. Berg, S. K.
Kim, B. Norden, and P. E. Nielsen, “PNA hybridizes to complementary oligonucleotides obeying
the Watson-Crick hydrogen-bonding rules.,” Nature, vol. 365, no. 6446, pp. 566-8, Oct. 1993.

A. RAY and B. NORDEN, “Peptide nucleic acid (PNA): its medical and biotechnical applications
and promise for the future,” FASEB J, vol. 14, no. 9, pp. 1041-1060, Jun. 2000.

“Locked Nucleic Acid (LNA™).” [Online]. Available: http://www.exigon.com/Ina-technology.

A. Dragulescu-Andrasi, S. Rapireddy, B. M. Frezza, C. Gayathri, R. R. Gil, and D. H. Ly, “A
simple gamma-backbone modification preorganizes peptide nucleic acid into a helical structure.,” J.
Am. Chem. Soc., vol. 128, no. 31, pp. 10258-67, Aug. 2006.

C. Briones, E. Mateo-Marti, C. Gomez-Navarro, V. Parro, E. Roman, and J. Martin-Gago, “Ordered
Self-Assembled Monolayers of Peptide Nucleic Acids with DNA Recognition Capability,” Phys.
Rev. Lett., vol. 93, no. 20, p. 208103, Nov. 2004.

A. Upadhyay, N. M. Ponzio, and V. N. Pandey, “Immunological response to peptide nucleic acid
and its peptide conjugate targeted to transactivation response (TAR) region of HIV-1 RNA
genome.,” Oligonucleotides, vol. 18, no. 4, pp. 329-35, Dec. 2008.

G. N. Forrest, M.-C. Roghmann, L. S. Toombs, J. K. Johnson, E. Weekes, D. P. Lincalis, and R. A.
Venezia, “Peptide nucleic acid fluorescent in situ hybridization for hospital-acquired enterococcal
bacteremia: delivering earlier effective antimicrobial therapy.,” Antimicrob. Agents Chemother., vol.
52, no. 10, pp. 3558-63, Oct. 2008.

T. Ly, J. Gulia, V. Pyrgos, M. Waga, and S. Shoham, “Impact upon clinical outcomes of translation
of PNA FISH-generated laboratory data from the clinical microbiology bench to bedside in real
time.,” Ther. Clin. Risk Manag., vol. 4, no. 3, pp. 637—40, Jun. 2008.

“PNA FISH tests identification of bacteria & yeast from blood | AdvanDx.” [Online]. Available:
http://www.advandx.com/products/pna-fish-tests. [Accessed: 11-Oct-2014].

m "



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

(38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

J. W. Kim, Y. J. Choi, H. J. Kim, J. S. Park, H. S. Nam, Y. Hwangbo, D. U. Kim, and K. S. Park,
“Comparison of PNA probe-based real-time PCR and Cobas TagMan MTB for detection of
MTBC,” BioChip J., vol. 7, no. 2, pp. 85-88, Jun. 2013.

Y. J. Choi, H. J. Kim, H. B. Shin, H. S. Nam, S. H. Lee, J. S. Park, K. S. Park, and K. A. Baek,
“Evaluation of peptide nucleic acid probe-based real-time PCR for detection of Mycobacterium
tuberculosis complex and nontuberculous mycobacteria in respiratory specimens.,” Ann. Lab. Med.,
vol. 32, no. 4, pp. 257-63, Jul. 2012.

M. Gonzélez, C. E. Argarafa, and G. D. Fidelio, “Extremely high thermal stability of streptavidin
and avidin upon biotin binding,” Biomol. Eng., vol. 16, no. 1-4, pp. 67—72, Dec. 1999.

“Custom PNA Oligomer.” [Online]. Available:
http://www.panagene.com/hp_yeh/eng/product/product_custompna.php.

E. M.-M. and C.-M. Pradier, Intelligent and Biosensors. InTech, 2010.

H. Aoki and Y. Umezawa, “Ion-channel sensors for electrochemical detection of DNA based on
self-assembled PNA monolayers,” Nucleic Acids Symp. Ser., vol. 2, no. 1, pp. 131-132, Nov. 2002.

N. Prabhakar, K. Arora, S. K. Arya, P. R. Solanki, M. lwamoto, H. Singh, and B. D. Malhotra,
“Nucleic acid sensor for M. tuberculosis detection based on surface plasmon resonance.,” Analyst,
vol. 133, no. 11, pp. 1587-92, Nov. 2008.

T. Ratilainen, P. Lincoln, and B. Nordén, “A simple model for gene targeting.,” Biophys. J., vol. 81,
no. 5, pp. 287685, Nov. 2001.

J. Wang, G. Rivas, X. Cai, E. Palecek, P. Nielsen, H. Shiraishi, N. Dontha, D. Luo, C. Parrado, M.
Chicharro, P. A. M. Farias, F. S. Valera, D. H. Grant, M. Ozsoz, and M. N. Flair, “DNA
electrochemical biosensors for environmental monitoring. A review,” Anal. Chim. Acta, vol. 347,
no. 1-2, pp. 1-8, Jul. 1997.

A. B. Steel, R. L. Levicky, T. M. Herne, and M. J. Tarlov, “Immobilization of nucleic acids at solid
surfaces: effect of oligonucleotide length on layer assembly.,” Biophys. J., vol. 79, no. 2, pp. 975—
81, Aug. 2000.

C. Briones, E. Mateo-Marti, C. Gomez-Navarro, V. Parro, E. Roman, and J. Martin-Gago, “Ordered
Self-Assembled Monolayers of Peptide Nucleic Acids with DNA Recognition Capability,” Phys.
Rev. Lett., vol. 93, no. 20, p. 208103, Nov. 2004.

C. Briones, E. Mateo-Marti, C. Gomez-Navarro, V. Parro, E. Roman, and J. A. Martin-Gago,
“Structural and functional characterization of self-assembled monolayers of peptide nucleic acids
and its interaction with complementary DNA,” J. Mol. Catal. A Chem., vol. 228, no. 1-2, pp. 131-
136, Mar. 2005.

R. C. Lee, R. L. Feinbaum, and V. Ambros, “The C. elegans heterochronic gene lin-4 encodes small
RNAs with antisense complementarity to lin-14,” Cell, vol. 75, no. 5, pp. 843-854, 1993.

L.-C. Wan, F. Wang, X. Guo, S. Lu, Z. Qiu, Y. Zhao, H. Zhang, and J. Lin, “Identification and
characterization of small non-coding RNAs from Chinese fir by high throughput sequencing.,”
BMC Plant Biol., vol. 12, no. 1, p. 146, Jan. 2012.

S. Griffiths-Jones, “The microRNA Registry.,” Nucleic Acids Res., vol. 32, no. Database issue, pp.
D109-11, Jan. 2004.

m h



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

L.-L. Lv, Y.-H. Cao, H.-F. Ni, M. Xu, D. Liu, H. Liu, P.-S. Chen, and B.-C. Liu, “MicroRNA-29c
in urinary exosome/microvesicle as a biomarker of renal fibrosis.,” Am. J. Physiol. Renal Physiol.,
vol. 305, no. 8, pp. F1220-7, Oct. 2013.

X. Chen, Y. Ba, L. Ma, X. Cai, Y. Yin, K. Wang, J. Guo, Y. Zhang, J. Chen, X. Guo, Q. Li, X. Li,
W. Wang, Y. Zhang, J. Wang, X. Jiang, Y. Xiang, C. Xu, P. Zheng, J. Zhang, R. Li, H. Zhang, X.
Shang, T. Gong, G. Ning, J. Wang, K. Zen, J. Zhang, and C.-Y. Zhang, “Characterization of
microRNAs in serum: a novel class of biomarkers for diagnosis of cancer and other diseases.,” Cell
Res., vol. 18, no. 10, pp. 997-1006, Oct. 2008.

J. W. Hagen and E. C. Lai, “ microRNA control of cell-cell signaling during development and
disease .”

Y.-F. Xiao, X. Yong, Y.-H. Fan, M.-H. Li, S.-M. Yang, and C.-J. Hu, “microRNA detection in
feces, sputum, pleural effusion and urine: novel tools for cancer screening (Review).,” Oncol. Rep.,
vol. 30, no. 2, pp. 53544, Aug. 2013.

E. M. Small and E. N. Olson, “Pervasive roles of microRNAs in cardiovascular biology.,” Nature,
vol. 469, no. 7330, pp. 336-42, Jan. 2011.

X. Ji, R. Takahashi, Y. Hiura, G. Hirokawa, Y. Fukushima, and N. Iwai, “Plasma miR-208 as a
biomarker of myocardial injury.,” Clin. Chem., vol. 55, no. 11, pp. 1944-9, Nov. 20009.

E. E. Creemers, A. J. Tijsen, and Y. M. Pinto, “Circulating microRNAs: novel biomarkers and
extracellular communicators in cardiovascular disease?,” Circ. Res., vol. 110, no. 3, pp. 483-95,
Feb. 2012.

T. E. Callis, K. Pandya, H. Y. Seok, R.-H. Tang, M. Tatsuguchi, Z.-P. Huang, J.-F. Chen, Z. Deng,
B. Gunn, J. Shumate, M. S. Willis, C. H. Selzman, and D.-Z. Wang, “MicroRNA-208a is a regulator
of cardiac hypertrophy and conduction in mice.,” J. Clin. Invest., vol. 119, no. 9, pp. 2772-86, Sep.
2009.

K.-G. Shyu, B.-W. Wang, G.-J. Wu, C.-M. Lin, and H. Chang, “Mechanical stretch via
transforming growth factor-p1 activates microRNA208a to regulate endoglin expression in cultured
rat cardiac myoblasts.,” Eur. J. Heart Fail., vol. 15, no. 1, pp. 3645, Jan. 2013.

M. Satoh, Y. Minami, Y. Takahashi, T. Tabuchi, and M. Nakamura, “Expression of microRNA-208
is associated with adverse clinical outcomes in human dilated cardiomyopathy.,” J. Card. Fail., vol.
16, no. 5, pp. 404-10, May 2010.

G. Lautner and R. E. Gyurcsanyi, “Electrochemical Detection of miRNAs,” Electroanalysis, vol.
26, no. 6, pp. 1224-1235, Jun. 2014.

M. de Planell-Saguer and M. C. Rodicio, “Analytical aspects of microRNA in diagnostics: a
review.,” Anal. Chim. Acta, vol. 699, no. 2, pp. 134-52, Aug. 2011.

Y. Li,J. Lu, Y. Han, X. Fan, and S.-W. Ding, “RNA Interference Functions as an Antiviral
Immunity Mechanism in Mammals,” Science (80-. )., vol. 342, no. 6155, pp. 231-234, Oct. 2013.

L. Zhang, D. Hou, X. Chen, D. Li, L. Zhu, Y. Zhang, J. Li, Z. Bian, X. Liang, X. Cai, Y. Yin, C.
Wang, T. Zhang, D. Zhu, D. Zhang, J. Xu, Q. Chen, Y. Ba, J. Liu, Q. Wang, J. Chen, J. Wang, M.
Wang, Q. Zhang, J. Zhang, K. Zen, and C.-Y. Zhang, “Exogenous plant MIR168a specifically
targets mammalian LDLRAP1: evidence of cross-kingdom regulation by microRNA.,” Cell Res.,
vol. 22, no. 1, pp. 107-26, Jan. 2012.

m h



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

R. W. Wood, “XLIIL. On a remarkable case of uneven distribution of light in a diffraction grating
spectrum,” Philos. Mag. Ser. 6, vol. 4, no. 21, pp. 396-402, Sep. 1902.

E. Kretschmann, “Decay of non radiative surface plasmons into light on rough silver films.
Comparison of experimental and theoretical results,” Opt. Commun., vol. 6, no. 2, pp. 185-187, Oct.
1972.

A. Otto, “Excitation of nonradiative surface plasma waves in silver by the method of frustrated total
reflection,” Zeitschrift Phys., vol. 216, no. 4, pp. 398410, Aug. 1968.

B. Liedberg, C. Nylander, and 1. Lunstrom, “Surface plasmon resonance for gas detection and
biosensing,” Sensors and Actuators, vol. 4, pp. 299-304, Jan. 1983.

R. P. H. Kooyman, H. Kolkman, J. Van Gent, and J. Greve, “Surface plasmon resonance
immunosensors: sensitivity considerations,” Anal. Chim. Acta, vol. 213, pp. 35-45, Jan. 1988.

H. J. Lee, A. W. Wark, and R. M. Corn, “Creating advanced multifunctional biosensors with surface
enzymatic transformations.,” Langmuir, vol. 22, no. 12, pp. 5241-50, Jun. 2006.

V. Kanda, J. K. Kariuki, D. J. Harrison, and M. T. McDermott, ‘“Label-free reading of microarray-
based immunoassays with surface plasmon resonance imaging.,” Anal. Chem., vol. 76, no. 24, pp.
7257-62, Dec. 2004.

“GYURCSANYI E. Robert. Uj iranyok a biomolekuléris felismerés detektalasaban. Magyar Kémiai
Folyoirat 2005. 111(3):133-142.”

S. Fang, H. J. Lee, A. W. Wark, and R. M. Corn, “Attomole microarray detection of microRNAs by
nanoparticle-amplified SPR imaging measurements of surface polyadenylation reactions.,” J. Am.
Chem. Soc., vol. 128, no. 43, pp. 140446, Nov. 2006.

G. Lautner, “‘Szelektiv szintetikus receptorok fejlesztése és alkalmazasa fehérjék meghatarozasara’
cimil doktori értekezés.”.

“SPR.” [Online]. Available:
http://www.photonicsdlife.eu/var/plain_site/storage/images/consortium/p4l-database/all-
items/surface-plasmon-resonance-imaging/23832-2-eng-US/Surface-Plasmon-resonance-

Imaging.jpg.

U. Jonsson, L. Fagerstam, B. Ivarsson, B. Johnsson, R. Karlsson, K. Lundh, S. L6fas, B. Persson, H.
Roos, and I. Ronnberg, “Real-time biospecific interaction analysis using surface plasmon resonance
and a sensor chip technology.,” Biotechniques, vol. 11, no. 5, pp. 620—7, Nov. 1991.

J. Homola, “Surface plasmon resonance sensors for detection of chemical and biological species.,”
Chem. Rev., vol. 108, no. 2, pp. 462-93, Feb. 2008.

G. Krishnamoorthy, E. T. Carlen, J. B. Beusink, R. B. M. Schasfoort, and A. van den Berg, “Single
injection microarray-based biosensor kinetics,” Anal. Methods, vol. 1, no. 3, p. 162, Dec. 2009.

m h



8 MELLEKLETEK

m h



1. szamu melléklet: Nukleinsav kolcsonhatasok

12 C°T 18 C°T 18N°T 12CT; NL 18 C’T; N’L

12 bazis hossziu PNS (C' vagy N' terminalison
tiollal immobilizalva, N' terminalison lehet Lysin)

18 bazis hosszi PNS (C' terminalison tiollal, N'
terminalison lehet Lysin)

18 bazis hossza PNS (N' terminalison tiollal)

Lysin

Thyol

I ] (9 =

miR-208a mikroRNS-el analog DNS

I:I Szerves bazisok

[ ]



2. szamu melléklet: Szenzorchip cseppentési terve

SPRi-Biochip (HORIBA Genoptics, name: 1447, PN: 36000067, Date: 16/09/2013)
Sensor cleaning:
15 min UV/ozone
Source: Greiner 384 well plate (blocked with Pierce ProteinFree Blocking
Solution, 1h, 100 ul/well),
Spotting definition: horiba_biochip_30-3 ver1.0 20130909.def

Spotting pin: stealth solid pin (Arrayit, tip = 375 pm, catalog ID: SSP015)
Spotting temperature:  15°C
Spotting humidity: 65 rh%

Incubation after spotting:overnight
Spotting map:

Biochip map:
PBS: 10 mM phosphate buffered saline (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI), pH=7,4
Blocked: 1 mM MCH  6-merkapto-1-hexanol

spotting from: 20 pl/well


https://www.google.hu/search?espv=2&biw=1242&bih=585&q=phosphate+buffered+saline&spell=1&sa=X&ei=PFI6VOeoOYL-aMmZgZgE&ved=0CBgQvwUoAA

well species well species well species
A06 B10 10 uM miR PNA12(C’T)-DNA22 Al6
A05 B09 10 uM miR PNA12(C’T;N’L)-DNA22 Al5
B0O4 10 uM miR PNAI18(C’T)-DNA22 Al0 10 uM miR PNAI8(N’T)-DNA22 B14
BO3 10 uM miR PNA18(C’T;N’L)-DNA22 A09 10 uM NC PNA-DNA18 B13
A04 5 uM miR PNA18(C’T)-DNA22 B08 5 uM miR PNA18(N’T)-DNA22 J Al4 5 uM miR PNA12(C’T)-DNA22
A03 5 uM miR PNA18(C’T;N’L)-DNA22 BO7 5 uM NC PNA-DNA18 ‘ Al3 5 uM miR PNA12(C’T;N’L)-DNA22
B02 2.5 uM miR PNA18(C’T)-DNA22 A08 2.5 uM miR PNA18(N’T)-DNA22 B12 2.5 uM miR PNA12(C’T)-DNA22
BO1 2.5 uM miR PNA18(C’T;N’L)-DNA22 AQ7 2.5 uM NC PNA-DNA18 B1l1l 2.5 uM miR PNA12(C’T;N’L)-DNA22
A02 1.25 uM miR PNA18(C’T)-DNA22 B06 1.25 uM miR PNA18(N’T)-DNA22 Al2 1.25 uM miR PNAI12(C’T)-DNA22
A0l 1.25 uM miR PNA18(C’T;N’L)-DNA22 B05 1.25 uM NC PNA-DNA18 J All 1.25 uM miR PNA12(C’T;N’L)-DNA22

well species 100 uM PNA | 100 unM DNA well buffer

A06

A05

B04 10 uM miR PNA18mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 4 uL 4,8 uL 31,2 pL

BO3 10 uM miR PNA18mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 4 ulL 4,8 uL 31,2 uL

A04 5 pM miR PNA18mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL B04 | 20 uL

A03 5 uM miR PNA18mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 20 uL BO3 | 20 uL

B02 2.5 uM miR PNA18mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL A04 | 20 puL

BO1 2.5 uM miR PNA18mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 20 uL A03 | 20 uL

A02 1.25 uM miR PNAI18mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL B02 | 20 puL

A01 1.25 pM miR PNA18mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 20 uL BO1 | 20 uL

well | species 100 uM PNA | 100 uM DNA well buffer

B10 10 uM miR PNA12mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 4 uL 4,8 uL 31,2 pL

-I B09 10 uM miR PNA12mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 4 ulL 4,8 uL 31,2 ulL

Al10 10 uM miR PNA18mer (N’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 4 uL 4,8 uL 31,2 pL

A09 10 uM PC PNA18mer — PC DNA18mer in PBS 4 uL 4,8 uL 31,2 pL

B08 5 uM miR PNA18mer (N’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL A10 | 20 uL

B0O7 5 uM PC PNA18mer — PC DNA18mer in PBS 20 uL A09 | 20 puL

A08 2.5 uM miR PNA18mer (N’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL B08 | 20 uL

A07 2.5 uM PC PNA18mer — PC DNA18mer in PBS 20 uL BO7 | 20 puL

B06 1.25 uM miR PNA18mer (N’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL A08 | 20 uL

B05 1.25 uM PC PNA18mer — PC DNA18mer in PBS 20 uL A07 | 20 puL




well species 100 pM PNA | 100 pM DNA well buffer

Al6

Al5

B14

B13

Al4 5 uM miR PNA12mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL B10 | 20 puL

Al3 5 uM miR PNA12mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 20uL BO9 | 20 uL

B12 2.5 uM miR PNA12mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL A14 | 20 uL

B11 2.5 uM miR PNA12mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 20 uL A13 | 20 puL

Al12 1.25 uM miR PNA12mer (C’ thyol)- miR DNA22mer in PBS 20 uL B12 | 20 uL
I A1l | 1.25 M miR PNAI2mer (C’ thyol; N’ Lysine)- miR DNA22mer in PBS 20 uL B11 | 20 uL

species place batch# oligo# name aliquot#
miR DNS22mer I C | 5 | HA04406086-008 | 8013857176-000010 hsa-miR-208a DNS 5
miR PNA18mer (N’ thyol) i E |3 2500702 miR208a-1812511P0O-12 2
miR PNAI18mer (C’ thyol) i H |4 2232090 SQ-PNAOL-13082-130812P0-04 (miR208a-18) 1
miR PNA18mer (C’ thyol; N’ Lysine) | 1l H |5 2232091 SQ-PNAOL-13083-130812P0O-05 (miR208a-18-Lys) 1
miR PNAI12mer (C’ thyol; N” Lysine) | 1l H|®6 2232092 SQ-PNAOL-13084130812P0-06 (miR208a-12-Lys) 1
miR PNAI12mer (C’ thyol) i H |7 2232093 SQ-PNAOL-130851130812P0-07 (miR208a-12) 1
NC DNA18mer | E | 5 | HA03535235-006 | 8012339131-000060 NC-18 DNA 2
NC PNA18mer 1l G |1 2500700 NC-18120511P0O-11 0




3. szamu melléklet: Egyensiilyi allandé meghatarozasa kiilonb6zé PNS szalakra
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