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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben az immunoassay-k a legfontosabb diagnosztikai eszkdzokkeé
valtak az orvosi és kornyezeti analitikaban, amelyhez nagyban hozzajarult az altaluk elérhetd
nagy szelektivitas és érzékenység. Az egyszeri mintakezelés kovetkeztében a hétkdznapi
hasznalatuk is széles kdrben elterjedt, gondoljunk csak a hCG kimutatasara alkalmas terhességi

tesztre vagy a manapsag szintén elterjedt COVID-19 tesztekre.

A heterogén immunoassay-ek esetében az antitestek orientacidja, fellleti boritottsdga
jelentds hatassal van a rendszer érzékenységére, valamint a kKimutatasi hatarara. A fent emlitett
két tulajdonsag elemzésére egy jol hasznalhatd eszkdz az SPRI, azaz a képalkotd feluleti
plazmon rezonancia. Az SPRi mérések sorén a feluletkozeli torésmutatd valtozasat kovetjik,
igy szlkséges a vizsgalandd antitestek immobilizaldsa a chip arany fellletére valamilyen
immobilizacios technikaval. A térésmutatd valtozasbol informaciokat vonhatunk le a k6todési
kinetikara, affinitasra és szelektivitasra vonatkozoan, lehetéség van az antitest-antigén

kolcsonhastasok valds idejii monitorozasara, jelolésmentesen, nagy ateresztoképességgel.

Az antitestek orientacidjanak és feluleti koncentracidjanak meghatarozasaban
segitseégunkre lehetnek olyan molekulék, amelyek az aminosav sorrendtél fiiggetleniil képesek
kotddni az antitestekhez. Ilyen, az antitestekhez univerzalisan k6t6dé molekulak az antitestk6td
fehérjék: Protein A, Protein G, Protein L. Ezeket a fehérjéket széles korben alkalmazzék példaul

az antitestek tisztitdsara az affinitds kromatografidban. A Protein A és G az antitestek Fc

crer
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konzervalt részéhez, a konnyiilanc izotipusatol fiiggetleniil. Az irodalmi adatok alapjan a
Protein M meggatolja, hogy az antitest-antigén kolcsonhatas 1étrej6jjon, de a mar kotésben 1évo
antigént nem szoritja ki. [1] Kutatomunkdm célja a Protein M antitestkotd fehérje
karakterizaladsa volt, nagy hangsulyt fektetve az antitest-antigén kotést befolyasolé hatas

tanulmanyozasara.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Kepalkoto fellleti plazmon rezonancia

2.1.1. A feliileti plazmon rezonancia jelent6sége

Az SPR (fellleti plazmon rezonancia) egy olyan optikai eljaras, amely manapsag mar
elengedhetetlen fontossagl a biomolekuléris interakcidk karakterizalasara és kvantitativ
jellemzésére. Az SPR a szenzor chip feluletén 1étrejovo kolcsonhatasok vizsgalatara alkalmas
kotédések kinetikajanak jellemzésére. Az SPR alkalmazasa elsésorban antitest-antigen,
fehérje-fehérje, nukleinsav-nukleinsav, illetve nukleinsav-fehérje kdlcsonhatasok vizsgalatara
terjed ki. Az orvosi, diagnosztikai, gyégyszerkutatasi celok mellett kdrnyezeti és elelmiszer

mintak elemzésére is hasznaljak.

A modszer szamos el6nnyel rendelkezik. Jelolésmentes, tehdt nem szikséges a
felhasznalt anyagokat radioaktiv, fluoreszcens, enzim vagy egyéb jel616 molekulakkal vagy
részecskékkel kapcsolni. A kdlcsonhatdsok valds idében kovethetdek, megfelelé regeneralas
utdn a chipek ujra felhasznalhatoak, a mérések hatékonyak, mintaigényiik kicsi. Megfeleld
technikak alkalmazasaval elérhetd a nem-specifikus kotédések minimalizalasa is. [2] A
jelolésmentes mérési lehet6ség sok elonyt jelent a gyakran alkalmazott fluoreszcens és
radiokémiai jelolésen alapulo eljardsokkal szemben. Egyrészt a mintael6készitési 1épéseket
elhagyva id6t, vegyszereket és koltséget sporolhatunk, illetve az anyagveszteség csokkentheto.
Biomolekuldk jellése esetén olyan mddositas is bekdvetkezhet, amely példaul a kotodési
képesség elvesztését vagy a fehérjék denaturalasat okozza, tovabba elkeriilhet6 veszélyes (pl.

radioaktiv) reagensek felhasznalasa. [3]

Az utdbbi években szdmos fejlesztési irany valosult meg az SPR technikék tertiletén [3].
A fejlesztési iranyok egy aga, amikor valamilyen mas madszerrel kapcsoljak dssze a felileti
plazmon rezonancias detektalast (pl. SPR-MS [4]), maéskor kiilonb6z6 modszereket,
hullamhosszokat alkalmaznak a megvilagitasra (k6zép IR tartomanyu SPR [5]), illetve Gjfajta
képalkotasi, jelfeldolgozasi moddal ruhazzék fel a technikat (SPRi). Ma mar felileti plazmon
rezonancia segitségével jelolés nélkil lehetséges sejtek tanulmanyozasa is. [6]



2.1.2. Elméleti hattér

Az SPRi modszer alapja a plazmon rezonancia. A plazmon rezonancia optikai
bioszenzorként valé felhasznalhatosagat Liedberg és Nylander bizonyitotta 1982-ben. [7] Ha a
sikban polarizalt fénysugar optikailag stirlibb kozegbdl optikailag ritkabb kdzegbe Iép at, akkor
a fénysugar egy része visszaverddik (1. abra). Megfelel6 beesési szog mellett a fény teljes
visszaver6dése is elérhetd. Ha a két kozeg hataran egy vékony fémréteget helyeziink el, akkor
a fotonok elektromos tere képes kolcsonhatasba lépni a fém szabad elektronjaival, ennek
hatdsara a szabad elektronok gerjesztédnek. A gerjesztett elektronokbdl 1étrejové
toltéssiiriiséghullamot nevezzik plazmonnak. A kozegek térésmutatdjanak megvaltozasaval a
plazmonok terjedési sebessége modosul, ennek kdvetkeztében pedig a visszavert fényhullam
jellemz6i is megvaltoznak. Ha a fényhullam kolcsonhatasba Iép a szabad elektronokkal, a
visszavert fénysugar intenzitasa jelentésen lecsokken. Az intenzitascsokkenés mértéke fiigg az
alkalmazott fény hulldmhosszatél és a kozegek torésmutatdjatdl. A beesé fénysugar
hulldmhosszat és a beesési szoget allandd értéken tartva a visszavert fényintenzitas mérésébol
kovetkeztetni tudunk a torésmutatéra. Mivel a torésmutato fiigg a hdmérséklettdl, fontos, hogy

a meréseket preciz hdmérséklet szabalyozas mellett végezziik. [8] [9]

Plazmon I Erzékelési tartomdny
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1. abra: 4 megfeleld (0) szog alatt beesé polarizalt fénysugdar teljes visszaverddést
szenved a prizma vékony fémréteggel boritott oldalan. A visszavert fénysugar elektromos tere
kolcsdnhatasba Iép a fém szabad elektronjaival, amelynek hatasasra plazmonok keletkeznek.

A plazmonok terjedési sebessége fugg a feliilet kdzeli torésmutatétol, igy, ha a toréesmutatéban
valtozas kovetkezik be az hatassal lesz a reflektalt fénysugar intenzitasara. [10]



A chipek egy Uveg prizmabdl allnak, ennek a hataran kovetkezik be a
fényvisszaverédés. A biochip ezen oldala vékony (kb. 50 nm vastag) fém, legtébbszor arany
réteggel van bevonva. Az aranybevonat alkalmazasa rendkiviil kedvezd, hiszen a biomolekulak
immobilizélasa jé reprodukalhatosaggal lehetséges tiol-csoportokon keresztil. A megvilagitd

fényforras (1ézerdidoda) voros vagy kozeli IR tartomanyba esé sugarzast bocsajt ki. [11]

Munkam soran SPRi-t (surface plasmon resonance imaging), azaz képalkoto fellleti
plazmon rezonanciat alkalmaztam. Ebben a mérési mddszerben egy CCD kamera rogziti a chip
teljes fellletérdl visszavert fény intenzitasat egy adott beesési sz6g mellett, igy a chip egész
feliilete folyamatosan vizualizalhaté a mérés soran. Ez a kialakitas lehetové teszi, hogy egy
biochipen akar tobb, mint 100 kiilonb6z6 mérési teriiletet hatarozzunk meg és ezen fellleteken
a mért torésmutato valtozast azonos idében rogzitsiikk. Az SPRi technikét eldsorban a kinetikai
allandok meghatarozasahoz, az aktudlis koétésmennyiség és sztdchiometria méréséhez

alkalmazzak. [3]

2.1.3. Kinetikai analizis

Az SPRi mérések jellemzdéen 4 jol elkilonitheté szakaszbol allnak (2. &bra). Az elsé
szakasz az alapvonal felvétele, majd ezt kdveti az asszociacid. Ezen szakaszban a chip felllete
felett az &ramlo oldatban jelen vannak azok a molekuldk (analatok), melyek képesek a fellletre
immobilizalt felismeré molekulakkal (ligandumok) kélcsonhatasba Iépni. Ha a ligandum (L) és
az analat (A) kozott letrejon a kotédés, akkor megvaltozik a feliletkozeli torésmutatd és a

crer

képlettel irhatjuk le:

d[LA]
dt

= kq[L][A] = kq[LA]

Ahol k,[L][A] a komplexképz&dés sebessége, k,[LA] pedig a bomlas sebessége, k., és
k; az asszociacios es disszociacids sebességi allandd. Tehat, az asszociacios szakaszra felirhatd
sebességi egyenlet fiigg a két reakcidba 1ép6é molekula koncentracidjatol és egy, az adott
kolcsonhatasra jellemz6 allandotol (asszociacios sebességi allando (ka)). Ez az &llandd azt
mutatja meg, hogy egységnyi 1d6 alatt, egységnyi analat (A) és ligandum (L) koncentraciok
estén mennyi komplex (LA) keletkezik.

Az asszociacids szakaszban sok szabad A és L molekula van a rendszerben, ennek
megfeleléen itt a komplexképzédés a meghatarozo folyamat. A komplexképzddéssel azonban
folyamatosan csokken a szabad L és A molekuldk koncentracidja, igy az LA koncentracio
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lassul6 litemben nd. Ennek megfelelden ez a szakasz egy telitésbe hajlé gérbével jellemezhetd,
kialakul az dgynevezett &llandosult (steady state) allapotot, amikor ugyanannyi komplex
keletkezik és bomlik el egységnyi id6 alatt. A dinamikus egyenstlyi allapot leirasara az

egyensulyi disszociaciés allandot hasznaljuk (Kp).

AR (%)

»1do (s)

2. dbra: A torésmutato valtozasa és a plazmongdrbe eltol6dasa a mérés soran.

Lépések: 1. alapvonal felvétel, 2. asszociacid, 3. disszociacid, 4. regeneralas.

A disszociaciés (harmadik) szakaszban a ligandumot nem tartalmazé pufferoldat
a disszociacios sebességi allanddét (kg) hasznéljuk, amely az adott komplex atlagos
élettartartamanak reciproka. A disszociacios szakaszban a kotés erdsségének megfeleld

mértékben lecsdkken a feliilethez k6t6dott ligandumok mennyisége.

Az utolsd szakasz a regeneralas. Ez tobbféle tulajdonsagu
(savas/bazikus/ionos/hidroféb) regeneréldoldattal torténhet. A regeneralas feladata, hogy a
kialakult komplexeket megbontsa, a fellletet visszaallitsa az eredeti allapotba, és ennek

koszonhetden a chipen egy Uj, jellemzéen mas koncentracidju analat kotédése vizsgalhatd

legyen.



2.2. Antitestek

Az antitestek az immunrendszer védekezéseben szerepet jatszé fehérjemolekulak, a
szervezetbe kerllt idegen anyagokat (antigéneket) felismerik és segitik az eltavolitasukat. Az
antitesteket a B sejtek termelik. Az emberekben az antitestek 6t osztalyat kilonboztetjiik meg:
19G, IgE, IgA, IgM, IgD (3. &bra). Az egyes osztalyok a szerkezetilkben és a szervezetben
betdltott szerepukben térnek el egymastol. [12]

[0 Kénnyd lanc

[ Nehéz lanc
Diszulfid hid

ﬂ Jlanc

© Encyclopeedia Britannica, Inc.
3. dbra: Az emberi szervezetben megtalalhaté immunglobulinok szerkezete. [13]

A pentamer szerkezettel rendelkezé IgM tipusu antitestek jelennek meg el6szor a
szervezetben, a fert6ézést koveté 1-2 napban (primer immunvélasz). Az IgA molekuldk
kiilonbozd nyalkahartyakban talalhatéak meg, a szervezetbe keriild mikrobak ellen nyujtanak
védelmet. Az IgA antitestek megtalalhatéak az anyatejben is, ennek kdszonhetéen védelmet
nyUjtanak a csecsem6éknek, mig ki nem fejlodik a sajat immunrendszeriik. Az IlgD molekuldk
monomerek, a B sejtek receptorai, a testnedvekbdl csak kis mennyiségben mutathatoak ki. [14]

Az IgE, vagyis immunglobulin E az antitestek 6t alosztalya koziil a legkésobb
felfedezettet jel6li. Az IgE tipusu fehérjék szervezetben betdltott szerepei kozil jol ismertek az
allergias reakciok kozvetitésesben jatszott funkcidk, de az emlésok szervezetében a parazitak
és egyes mergek elleni vedekezésben is szerepet jatszanak. A legismertebb antitest alosztalytol
az 1gG-t6l abban tér el, hogy a nehézlancok eggyel tébb konstans doment tartalmaznak, és nem
talalhat6 meg bennik az Ggynevezett kapocs régio (4. abra). Az IgE antitestek Fc régiojanak

konformécidja valtozékony, ennek kdveteztében kivaldan alkalmasak szabalyozd funkciok



ellatasara, valamint a konformacio valtozékonysaga miatt rdkos daganatok megcélzasara is
hasznosak lehetnek. [15]

4. abra: Az 1gG (a) és IgE (b) antitest sematikus abraja [15]

Munkam soran elsdsorban IgG tipusu antitesteket hasznaltam fel. Az IgG-k négy peptid
lanchol allnak, amelyeket mésodlagos kémiai kotések és diszulfid hidak tartanak 6ssze.
Heterotetramer szerkezettel jellemezhet6ek, alakjuk Y betiire emlékeztet. A lancok
doménekbdl épiilnek fel (5. dbra). A konnyii lancok két domént tartalmaznak, a nehéz lancok
négy domeénbol allnak. Egy-egy domén kb. 70-110 aminosavat jelent. A doménekben az
aminosavak sorrendje lehet kotott vagy valtozékony. Kotott aminosavsorrend esetén beszéliink
konzervativ doménrél (CH1, CHz, CHs, CL), variabilis sorrend esetén variabilis doménrél (Vn,
V). A variabilis részben az aminosav sorrend rendkiviil valtozatos, ezzel lehetévé téve a
szervezetnek, hogy antigének millidinak megkdtésére alkalmas antitesteket hozzon létre. A
konzervativ régid alapjan az antitesteket tovabbi alosztalyokba sorolhatjuk: 1gG1, 19G2, 1gG3,
IgG4. A konnyt lancnak két £6 tipusa ismert: a A és « tipust lancok. A kapocs régio diszulfid

hidakat tartalmaz, ez a molekularész felels a lancok 0sszekapcsolaséért (5. abra) [12][16]
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5. abra: Az antitestek felépitése. A két konzervativ CH2 és CHs doménbdl allo
homodimert Fc régionak, mig a konzervativ CH: és C. és a variabilis VH és Vi
doménbdl allo heterodimert Fab régionak nevezziik. A kénnyii és nehéz lancokat a

kapocs régio koti ossze. [17]

Egy masik csoportositasi rendszerben az antitesteket az egyes részek funkcioja szerint
osztjak fel. A két darab kétszer két domént tartalmaz6 heterodimer egységet Fab (fragment
antigen-binding) regionak nevezziik. A Fab rész valtozatos felépitésii, ez a valtozatossag
sziikséges ahhoz, hogy a kiilonb6z6 antitestek kiilonbozo antigéneket kossenek meg szelektiv
modon. A két CHa és két CHz doménbol allé homodimert nevezziik Fc (fragment crystallizable)

régidnak, amely a szervezettel valé6 kommunikéacioban vesz részt. [17]

Az antitestek antigén felismerése rendkivil specifikus és szelektiv, ennek
kovetkeztében az antitestek kivaldéan alkalmazhatoak a bioanalitikai vizsgalatok soran is. Az
antigénkdtés nem-kovalens kélcsonhatasok kovetkeztében, elsésorban van der Waals erdk,
elektrosztatikus kdlcsonhatds és hidrogén hidak révén jon létre. Mivel a fent emlitett
kolcsonhatdsok csupan gyenge, masodrendii erdk, igy az antigének szamara fontos, hogy

megfelelden, lehetdleg minél tobb ponton illeszkedjenek az antitestek kotdzsebébe.

2.3. Antitestek immobilizalasa

A fehérjék immobilizalasara valo igény megjelenik az ELISA modszereknél és az
immunkromatografias méréseknél. Az SPRi-t heterogén immunoassay vizsgalatokra
alkalmazzék, amely esetben az egyik kolcsonhatdo komponens jellemzéen az antitest, ezért az
SPRIi vizsgalatok soran sziikséges, hogy az antitesteket valamilyen maddszerrel a szenzor chip
feltletére immobilizaljuk. Az antitestek kiilonb6z6 feliiletekhez torténd immobilizalasa Szamos

elénnyel jarhat, tobbek kozt egyszeriisddnek a tisztitasi és elvalasztasi 1épések, tovabba az
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antitesttel modositott fellletek tdbbszor felhasznalhatova valnak. Az utobbi tényez6é nagy
elényt jelenthet egy merési modszer esetén, kiilondsen akkor, ha koltséges biomolekulékat
hasznélunk fel. A szenzor érzékenysege, regeneralhatdsaga és stabilitasa fligg az alkalmazott
antitestek tipusatol, mennyiségétél, az antitestek immobilizalas utan fennmarad6 aktivitasatol

és a feliileten 1év6 antitestek megfelel6 orientaltsagatol. [18]

2.3.1. Immobilizalt antitestek orientaltsaga
Az orientaciot tekintve az immobilizalas alapvetden kétféle megkozelitéssel valdsulhat

meg. Véletlenszerii orientacié esetén az antitestek tobb, a fehérje feliiletén elhelyezked6

funkcios csoporton keresztul kapcsolodhatnak a hordozoéfelilethez, ennek megfeleléen a
képzOdott rétegben az antitestek tobbféle orienticioban talalhatoak meg (6. abra). A
véletlenszeri orientaciot eredményezd eljardsok kozé tartozik az adszorpcidé €s az amin-
csoportokon keresztiili kovalens kapcsolas (EDC/NHS reakcid). Az ilyen tipusu eljarasok
elénye az egyszerliség. Azonban magas a denaturdlédas kockdzata, alacsony a fehérjeréteg

stabilitasa es kisebb antigén kotési képesség érhet6 el, mint orientalt immobilizacioval. [18]

1 2 3 4
S22 W\ Y 0{@8@
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6. dbra: A feliilethez kiilonbozo orientdaciokban kapcsolodo antitestek
1. side-on, 2. end-on, 3. head-on, 4. lying-on orientaciok

Az orientalt immobilizacio célja, hogy valamilyen szelektiv modszerrel az antitesteket

egy adott orientacioban, altaldban az Fc régi6 felhasznalasaval (end-on orientacio, 6. abra 2.)
kosse a feliilethez, a maximalis analatkotd képesség kihasznalasa érdekében. Hiszen ebben az
esetben az antitestek antigénkotd régidjatol tavol torténik meg a kapcsolés, igy varhatéan az
antitest antigénkoto képessége megmarad, ez pedig egydtt jar a kimutatasi hatar csokkenésével
és a merési modszer érzékenységének ndvekedésével. Az end-on orientacio tovabbi el6nye,

hogy Iényegesen magasabb feliileti antitest stlirliség érhetd el, mint a tobbi orientacioval. [19]
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Korabban igazoltadk, hogy end-on orientacioban akar nyolcszoros jelndvekedés is elérhetd a

random orientaciohoz képest. [20]

Az orientalt immobilizacié a legtdbb esetben wvalamilyen funkcids csoport
felhasznalasaval jon létre. A megfeleld modszer megtalalasa mindig egy optimalizalasi
folyamattal jar, mivel a rendezett orientacid mellett nagy jelentdsége lehet a feliilet
élettartamanak, ellenallésaganak, a modszer Osszetettségenek és koltségének. Az antitestek
feluleti immobilizacidjara alkalmazott eljarasok a felhasznalt kodlcsonhatas jellege alapjan
harom nagy csoportra oszthatok: fizikai, kémiai kolcsonhatason alapulok és affinitas
modszerek. [21]

2.3.2. EDC/NHS kapcsolas

Az EDC/NHS kapcsolas EDC (N-etil-N-(3-dimetilaminopropil-karbodiimid) és NHS
(N-hidroxi-szukcinimid) reakcidja segitsegével jon létre, amelyek képesek aktivalni a feluleti
karboxil-csoportokat, majd a fehérje amin-csoportjai és a fellileti karboxil-csoportok kénnyen

reagalnak egymassal, amid kotést hozva létre.

Az EDC/NHS reakciok el6tt a moédositando feliiletet elokezelik, szabad karboxil-
csoportokat hozva létre, példaul karboxil végcsoporttal rendelkezé, hosszi szénlancu

alkantiolokat (pl. merkaptoundekéan sav) immobilizalva a fellletre (7. &bra). [18]

Terminalis funkciés csoportok

Alkil lancok
Az arany felilettel
kilcsénhatd A
Arany felllet

funkciés i
csoportok b

7. &bra: Tiol csoportokon keresztil az arany feluletre immobilizalt karboxil-csoporttal
rendelkezd alkantiolok [22]

A feliileti karboxil csoportokat a pH megfeleld beallitasaval aktivaljak, ezen
kortlmenyek kozott az EDC egy bomlékony, reaktiv O-acilésztert hoz létre a feliileten,
amelyhez hozzakotédnek az NHS molekulak és egy kvazi-stabil, amin-reaktiv NHS-észter
alakul ki (8. abra). Ez a kialakult NHS-észter képes reagalni a fehérjéket alkotd6 aminosavak

oldallancaival, altaldban a lizin oldallanccal.
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a hidrofil csoportok kifelé &llnak. Mivel az amin funkcids csoporttal rendelkezé aminosavak
hidrofil karakteriiek, igy konnyen hozzaférhetek a felliletre immobilizalt reagensek szdmara.
Fontos szem el6tt tartanunk, hogy amin oldallanci aminosavak kdzel azonos gyakorisaggal
fordulnak el6 az antitest minden pontjan, ezért a fellleten kialakult antitestréteg heterogén
orientacioju lesz. Ennek kovetkeztében az antigén megkdtésének képessége is alacsonyabb,
mint egy orientalt immobiliz&cids technikanal. [23]
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8. abra: Az EDC/NHS kapcsolas soran a feliileten 1évé karboxil csoportok elreagalnak
az EDC (N-etil-N-(3-dimetilaminopropil-karbodiimid)), majd az NHS (N-hidroxi-szukcinimid)
molekuldkkal. Az ezt kovetden kialakult kvazi-stabil NHS-észter képes kapcsolodni a fehérje

amin oldallancaihoz. [24]

2.3.3. Immobilizalas antitest fragmenseken keresztil

Immunanalitikai  szenzorokban egy kézenfekvd megoldds lehet antitestek
immobilizéalasara a nativ 1gG-k tiol-csoportjainak felhasznalasa, hiszen legtébbszér valamilyen
arany feluletet alkalmazunk, az Au-S koélcsdnhatas révén pedig a tiol-csoportot tartalmazé
molekulak jol definialtan immobilizalhatoak. Ennek megfeleléen az aminosavak koziil nem
csak az amin és karboxil oldallanctakat tudjuk a kotéshez felhasznalni, hanem a tiol-csoportot

tartalmazdkat is (cisztein). [25]

Abban az esetben, ha nem all rendelkezésiinkre megfelel6 mennyiségii vagy helyzeti
cisztein, a diszulfidhidak kémiai redukciojaval vagy génmérnokségen keresztiil 1étrehozhat6ak
az antitestek kiilonb6z6 fragmensei, melyek tiol-csoportjaikon keresztul képesek az arany

feliilethez kot6dni (9. &bra), az igy létrehozott tiol-csoportokkal, a megfelel6 orientacionak

14



koszonhetéen, magas érzékenyseg érhetd el. A mddszer hatranya, hogy nagyon kompakt
antitest fragmens réteg alakul ki a felllleten, amely sztérikus modon akadalyozhatja a nagy
molekulatomegii antigének megkotését. Tovabbad az antitestek kémiai emésztése soran a
biologiai aktivitas elvesztése is konnyen felléphet. A génmérndkség utjan eldallitott antitest

fragmensek stabilitasa limitalt. [18]

H =5H H5- 1o gy
||= 2-MEA |—5H Hﬁ—l @ o il
—_— —_— ! |
1 2

9. abra: Az antitestben 1évé diszulfid hidak megbontasa reduktiv dgenssel (1. 1épés). Az igy

létrejott szabad tiol-csoportok kdlcsonhatnak a szenzor arany fellletével (2.1épés), ezaltal

orientalt immobilizaciét hozva létre. [2]

2.3.4. Affinitas alapu immobilizalas

Az affinitas alapt immobilizalas ma mar sokféle médon megvalosulhat. A legismertebb
immobilizalasi technika az antitestkoté fehérjék (pl. Protein A, Protein G) felhasznélasa.
Tovabbd ezen mddszercsalddba sorolhatok a biotin-sztreptavidin kdlcsonhatason alapuld
modszerek, az egyes aminosavak fém affinitdsanak kihasznalédsa és az Fc specifikus antitestek
alkalmazésa. Az emlitett mddszerek mellett ma mar alkalmaznak példaul kalixarén alapu [26],

és foszfataz-hisztidin fuzionalt proteinnel t6rtén6é immobilizalast is [27].

2.3.4.1. Biotin-sztreptavidin kdlcsonhatas

A biotin nagy affinitassal rendelkezik a sztreptavidin és avidin fehérjékhez, olyannyira,
hogy az avidin-biotin kdlcsonhatas a legerésebb nem-kovalens kdlcsonhatés egy fehérje és egy
ligandum kozott (Kp=10"1° M), ennek megfelelden ez a mddszer rendkiviil erds kotést biztosit.
Az igy immobilizalt antitest antigénkotése jol vizsgalhatd, mert a kialakult antitest-antigén
komplex gyengébb kotédést mutat, mint az immobilizald biotin-sztreptavidin reakcié. Emellett
az avidin ¢€s a sztreptavidin molekuldk 4 biotin kétohellyel rendelkeznek, igy keresztkotések is
kialakithatéak. Mivel a biotin egy viszonylag kis molekula (MW=244 Da), az antitestek
biotinilalasa konnyen elvégehetd, a biotinilalt antitest pedig a fellletre immobilizalt
sztreptavidin vagy avidin molekulahoz kotédik (10. &bra). [28] Az immobilizalasi modszer
hatranya azonban, hogy sziikséges az antitestek kovalens jeldlése, biotinilalasa. Tovabba az
antitest feliiletén a biotin random eloszlasban helyezkedik el, ezzel akar az antigénkotd helyet

is médositva.
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10. abra: Antitestek immobilizalasanak menete sztreptavidin és biotin segitségevel. A
létrehozott SAM (Self-Assembled Monolayer) rétegre EDC/NHS kapcsolassal kovalens médon
immobilizalhato a sztreptavidin, amely nagy affinitassal képes megkdétni a biotinilalt

antitesteket.

2.3.4.2. Koordinacios kolcsonhatasok alkalmazésa antitestek immobilizalasara

Az immobilizalt fém affinitds kromatogréfidban (IMAC, immobilized metal affinity
chromatography) mar régéta felhasznalnak kiilonbozdé atmenetifém ionokat (Ni%*, Cr?*) az
antitestek megkdtésére. Ezek az atmenetifém komplexek hatékonyak lehetnek a
kromatogréafiaban a hagyomanyos Protein A vagy Protein G alternativajaként, elsésorban a
jelen6s arkiilonbség folytan. [29] Egyes kutatocsoportok tanulmanyoztak, hogy az elébb
emlitett, kromatografiaban alkalmazott fem affinitdsi kolcsonhatdst az antitestek
immobilizaciojara hogyan lehetne alkalmazni. A vizsgalatok soran a feliiletek antitestkotd
képesseget vizsgaltak, valamint az immobilizalas hatésat az antigénkotd képességre, hiszen az
antitestek immobilizalasanal nemcsak a feliileti slirliség befolyasolja az assay tulajdonsagait,
hanem az is 1ényeges, hogy az antitestek megfelel orienticioban, a nativ szerkezetlket és
ezaltal antigénkotd képességiiket megérizve keriiljenek immobilizalasra. [30] A sokféle
vizsgalt komplex koziil a legjobb antitestk6té képességet a [Cr(0H)s] >~ komplex esetében
kapték. [31] AFM (atomer6 mikroszkopia - atomic force microscopy) vizsgélatok segitsegével
azt is kKimutattak, hogy a krém csokkenti az antitestek aggregaciojat, igy a feltlet egyenletesebb
boritottsaga érheto el ezzel a modszerrel. [32]
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A kereskedelemi forgalomban is kaphatd krom tartalma, komplexképzést felhasznalo
termék (Mix & Go, AnteoBind (AnteoTech)) (11. dbra). A Mix & Go az antitestek hisztidinben
affinitasa. [31] Munkam soran EDC/NHS kapcsolassal, illetve Mix & Go oldattal végeztem az

antitestek immobilizalast.

2.3.4.3. Antitestek immobilizalasa antitestkotd fehérjékkel

A Mycoplasma baktériumok egy része képes olyan immunglobulinkoté fehérjék
termelésére (példaul Protein A, Protein G, Protein L, Protein M), amelyek erds, nem szelektiv
antitest affinitassal rendelkeznek, mely tulajdonsadgukat kihasznalhatjuk az antitestek
rogzitésére. Az antitestkotd fehérjéket gyakran alkalmazzdk antitestek immobilizalasara,
elsésorban a kromatografiaban, de ma mar az immunanalitikai felhasznalasuk is széles korben
elterjedt. Az antitestk6td fehérjék elsd felhasznalasa szenzorokban 1987-bdl szarmazik, amikor
kvarckristdly mikromérleg alapli piezoelektromos bioszenzort fejlesztettek az IgG

Kimutatasara. [34]

Az antitestkoté fehérjéknek tehat azokat a molekuldkat nevezzik, melyek magas
affinitast mutatnak az IgG tipusu antitestek valamely meghatarozott részéhez. Ha ezeket az
antitestkotd fehérjéket egy feliiletre immobilizaljuk biotinilalassal, tiolozassal vagy a fent
emlitett modszerek valamelyikével, majd antitesteket adunk hozzajuk, akkor az antitestek
magas szintli orientdlt immobilizacidjat érhetjiik el. A megfeleld orientaltsag érdekében
érdemes az immobilizalashoz olyan antitestkoté fehérjét valasztani, amely az Fc régiora
specifikus (12. abra). [2]
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12. abra: Az egyes antitestkotd fehérjék (Protein A, Protein G, Protein L, Protein M)
affinitasi helye.

Az antitestkotd fehérjékkel 1étrehozott receptorréteg elénye a nagymértékii orientacio,
ennek megfeleléen a nagy érzékenység. Tovabbi elony, hogy az antitest konformacidja nem
séril az immobilizalds sorén. Hatranya, hogy csak néhany antitest osztalyra Iéteznek ilyen
specifikus antitestkot6 fehérjék és tobb esetben létrejohetnek nem-specifikus kdlcsonhatasok
vagy keresztreakciok, amelyek csokkentik az erzékenységet. A szenzor feluletének
regeneralasa sem lehetséges, hiszen az antitestkoto fehérje és az antitest kozti kdtés mar enyhe
regenerald szerek hatasara is megbonthatd.

2.4. Antitestkoto fehérjék

A patogén baktériumok evolucios harcot vivnak a gazdaszervezet immunrendszerével,
ennek megfelelden sokféle védekezési mechanizmus fejlodott ki az immunrendszer
mitkodésének akadalyozasara. A baktériumok olyan antitestkoté fehérjéket termelhetnek,
amelyek segitenek elkerilni a gazdaszervezet immunvélaszat, ezen membranfehérjék lehetdvé
teszik a baktérium szdmara, hogy 1gG-k kotédjenek meg a felszinén, igy ,,alcdzva magat” a
gazdaszervezet el6tt. A fent emlitett fehérjék képesek az antitestek rogzitésére, jelolésére és az

antitest-antigén kolcsdnhatas gatlasara is.[35]

A leggyakrabban el6fordulé antitestkoto fehérjék a Protein A, Protein G, Protein AG,

Protein L és Gjabban a Protein M.

2.4.1. Protein A, Protein G és Protein L

A Protein A (45 kDa), Protein G (32 kDa) és Protein L (36 kDa) molekulak jol
karakterizalt membranfehérjék (13. abra), melyeket kiillonboz6 streptococcus baktériumok

termelnek (pl. Staphylococcus aureus, Peptostreptococcus magnus). Ahogy a 12. abran is
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domén), a Protein L a k tipusd kdnnytilanchoz. Bar a Protein L a Fab régiohoz kotddik, nincs
informéacio arrol, hogy kotédése befolyassal lenne az antitest antigénkoté képességére. A
Protein A és L fehérje ltgos kézegben (pH = 7,5 - 8,2), mig a Protein G savas kdzegben (pH =
5) kotédik jobban. [36] Altalanossagban elmondhatd, hogy a Protein G erésebb kotést tud
Iétrehozni az antitestekkel, mint a Protein A, de az IgG kot6 képesség erésen fligg az antitestet
termeld fajtol is. [17][37]

Mivel az el6bbiekben emlitett két Fc régiora specifikus antitestk6tdé fehérje az 19G-k
mas aminosav szekvenciabodl allo részéhez kotddik és szerkezetiik eltérd, a két molekulabol
kémiai rekombinacidval létrehoztdk a Protein AG fehérjét. [38] A Protein AG antitestk6td
fehérje viszonylag elterjedten hasznalhatd, igy ennek mintajara megalkottak egyéb hibrid
fehérjéket is, példaul a Protein LG-t, amely 4 konnytilanc, valamint 2 Fc k6t6 domént tartalmaz.
[39]

A Protein A és G fehérjéket elterjedten alkalmazzak az antitestek tisztitasara az affinitas
kromatografidban, azonban a bakteridlis uton elballitott antitestkoté fehérjék termelése
koltséges, valamint elszennyezhetik a tisztitandd mintat, igy szdmos kutatécsoport dolgozik
mesterséges alternativakon. Egy ilyen alternativa lehet a Protein Z, mely a Protein A B

doménjat tartalmazd szintetikus fehérje. Mivel a Protein Z specifikusan az antitestek Fc

crer

A B C Ssteptococcal
protein G

Fab 1 g Fab 2

13. &bra: Antitestkotd fehérjék szerkezete A) Protein A, B) Protein L, C) Protein G.
[41]
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2.4.2. Protein M

A Protein M (MG281) egy olyan, még karakterizaltalan membranfehérje, amely nagy
affinitassal kapcsolodik a human és nem human IgG molekulakhoz, igy szamtalan
immunanalitikai felhasznalasra lehet alkalmas a késObbiekben. A Protein M fehérjét

Mycoplasma genitalium baktériumban fedezték fel 2014-ben.

A Protein M (62 kDa) szerkezete teljesen eltér a tobbi antitestkoté fehérjétol. Mig a
Protein A és G tobb, kisméretii IgG-koté domént tartalmaz, a Protein M-ben csak egy régio
talalhat6, amely alkalmas az antitest megkotésére és eddigi tudasunk alapjan a Protein M

rendelkezik a legnagyobb kdlcsonhatasi felllettel. [1]

A Protein M fehérje a variabilis

s régié konzervativ részéhez kotédik (12.
, 2f 33 . dbra), a konnytlanc izotipusatol (k, A)
g Gl ) fuggetlenil és meggatolja az antitest-
antigén  kolcsonhatds  létrejottét, az
‘ 33 l-’,-, ;*'-;"f . irodalomban vizsgalt virusok (HIV-1,
‘ "‘.: {,, Qo g5 O H5N1, Ebola, Lupusz, Goodpasture)
'1 :; ,c ‘ ;i}.lv;r esetében. A  kolcsonhatds  blokkolasa
,,i.“: "L ' = f,_"‘r’ )’S > valésziniileg a nagyméretli C-termindlis
“ﬁ ", s 2 ‘ ;L' l :2:;:‘){{}{ | domén sztérikus kiszorité hatasa miatt 1ép
SR _51/;&; ~(:‘, fel, ugyanis a molekula ezen része lefedi a
*'L;-','\ ﬁz‘;« kombinéacidshely bejaratat. (14. abra) A
\ "’-“v ¥ \ _f\‘;,'\\\, sztérikus kiszoritast timaszthatja ala az is,
B e & Protein M TD hogy a Protein M molekula a mar kétésben
" f _c. ; 1év0 antigént nem szoritja ki a komplexbdl.

[1]

14. &bra: Protein M (z61d) molekula kdlcsonhatasa PGT135 antitesttel. Az abran a sargéaval

jelolt részben a Protein M molekula C-terminalis doménja gatolja az antigén megkotését. [1]

A dolgozatomban bemutatott kutatasi munka f6 célja a Protein M fehérje karakterizalasa.
Annak érdekeben, hogy minél jobban megértsiik a Protein M antitestekhez vald kdtédésének
mechanizmusat elvégeztem a kinetikai allandok meghatarozasat, tovabba a fehérje antitest-
antigén kotés gatld hatasat tanulmanyoztam. Célom volt SPRi felhasznalasaval bizonyitani,

hogy a Protein M valdban sztérikus okok miatt kepes az antigén megko6tédésének blokkolasara.
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2.4.3. Az antitest-antigén kotés gatlasara alkalmas biomolekulak

A baktériumok egy része MIB-MIP rendszer segitségével védekezik a gazdaszervezet
immunrendszere ellen. A MIB (Mycoplasma 1gG binding protein) képes az antitest Fab
szerin protedz tulajdonsadganak koszonhetden képes az antitestek széles korében a nehéz lanc
variadbilis doménjanak eltavolitasara. Az ily médon emésztett antitest mar nem lesz képes az

antigén megkotésére. Az antitest emésztéséhez mindkét fehérjére sziikség van. [42]

Az el6z6 fejezetben emlitett, az antigénkotést valoszintileg sztérikusan gatlo Protein M
¢s a MIB fehérje er6s szerkezeti hasonlosagot mutat, annak ellenére, hogy
aminosavszekvencidjuk nagyon eltér6. A MIB a Protein M-mel k6z0s ,,magot” tartalmaz,
amelyhez kapcsolodik egy nagyméretti N-terminalis domén, amelynek kulcsfontossagu szerepe
van a MIP-pel val6 kdlcsdnhatasban (15. dbra). A MIB valoszintileg a Protein M evoltcios Ose.
Mig a MIB-MIP rendszer gyakori a Mycoplasma baktériumok koérében, a Protein M csak
néhany fajban talalhaté meg. [43]

Nemrég felfedeztek a Mycoplasma bovis baktériumokban egy Ujfajta membranfehérje
part, mely tébbféle allatmintabol szarmazé 1gG megkdotésere és emésztésre alkalmas, a MIB-
kot6do r0376 fehérje pedig elhasitja a nehézlancot. Az r0375 fehérje szerkezete nagyon hasonld
a Protein M és a MIB fehérje szerkezetéhez. Tovabbé azt tapasztaltak, hogy az r0375 fehérje a
Fab régiohoz vald kotddése soran részben gatolja az antigén megkotését, a Protein M-hez
hasonléan. Az antigénkotés blokkolasi kisérletekben rPVPA antigéneket és hozza tartozé

antitesteket hasznaltak fel. [44]
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' Az antigén felszabadul AV, domén lehasad
~

t’_‘j A MIB kotoédik az immunkomplexhez és a
szabad antigén kotGhelyhez is

15. abra: (A.) Egyes baktériumok membranfehérjéi (Protein A, G, L) képesek a Fab
régiohoz kotédni, anélkiil, hogy megzavarnak az immunkomplex létrejottét (a Protein A és G
affinitasa az Fc régidhoz joval magasabb, mint a Fab-hoz, de részben a Fab régio kotésére is
alkalmasak) (B.) 4 Protein M a szabad Fab régiohoz kétddve gatolja az antigén megkotését.

(C.) A MIB képes a szabad antitestekhez és az immunkomplexekhez egyardnt kotédni.
Kotodéskor a korabban megkotott antigen felszabadulasat vagy a szabad antitestek
antigénkotésének gatlasat eredményezi. Ezt kdvetéen csatlakozik a rendszerhez a MIP, amely

proteolitikus hasitassal végérvényesen inaktivalja az antitestet.[43]
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A Protein M és az r0375 fehérje antigénkotés gatlasa reverzibilis, szemben a MIP-MIB
rendszerrel végzett hasitassal. Az antigénkothelyek reverzibilis, nem-kovalens blokkolasa egy
hatékony eszkdz lehet az antitest alapi molekuléris felismerések szabalyozasara, valamint

alkalmas univerzalis reagens lehet kompetitiv assaykben.

A reverzibilis antigénktohely blokkolasra valé igény jol 1athatd abbol is, hogy ma mar
tobb kutatocsoport dolgozik mestersegesen létrehozott blokkold6 molekulak megvalositasan.
Jassen és tarsai egy bivalens peptid-dsDNS konjugatumot hoztak létre, amely az Y alakd 1gG
molekulak két antigénkoto agat képes 0sszekotni (16. abra). A megfelelé hossziisagh DNS
linker két terminalisara egy-egy peptid keril rogzitesre, az igy létrehozott konjugatum elreagél
az antitesttel, ennek soran egy stabil, inaktiv gylirli alakul ki. Végiil megfelel6 reagenssel
(MMP-2, matrix metalloproteindz-2) a peptidek lehasithatoak a DNS linkerr6l, az ezaltal

létrejott monovalens peptidek pedig mar nem gatoljak meg az antigént kotéset. (16. abra) [45]
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16. &bra: Bivalens peptid-dsDNS konjugatum reverzibilis antigénkdtés gatlasa. [45]
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2.5. Fehérjék méretndvelése

Annak érdekében, hogy bizonyitsam, hogy a Protein M fehérje antigénkotés gatlé hatasa
sztérikus okokra vezethetd vissza, sziikségem volt az antigének méretének megnovelésére.
Ehhez elengedhetetlen egy olyan mddszer és reagens, amely az antigénekhez kapcsoldédva nem
akadalyozza az antigén-antitest komplex létrejottét. A méretndvelésre egy kézenfekvd
megoldas lehet az antigének régzitése nanorészecskék feluletére, vagy valamilyen linker

molekula felhasznalasa.

2.5.1. Nanoreszecskek

A nanorészecskék eléallitasa, vizsgalata és felhasznalasa ma mar viszonylag elterjedt a
tudomanyteriiletek széles korében. A nanorészecske sokfele anyaghdl felépilhet: szerves
anyagokbol, szintetikus polimerekbdl, vagy akar foszfolipidekbdl liposzomakat hozva létre. A
szervetlen anyagok képviseldi kozt is talalhatunk olyanokat, amelyek szabalyozott ndvekedést
mutatnak nanoméretben, és egészen bonyolult szerkezetek is eldallithatoak segitségiikkel (rud,
csillag, cs6, porozus gdmb). Ilyen alkalmas szervetlen anyag lehet példaul az arany, a vas-oxid
vagy a szilicium-oxid. A szerves és szervetlen alkotokbol felépiild nanostruktirakat szamtalan
helyen alkalmazzak a kdrnyezeti monitorozastdl kezdve egészen az orvostudomanyig, tébbek

kozt gyogyszerhordozoként és kémiai érzékeldk részeként. [46]

A nanorészecskék kuldonleges mechanikai, kémiai, elektromos, optikai, valamint
magneses tulajdonsagokkal ruhdzhatéak fel. A részecskék tulajdonsagai erdsen fliggenek a
részecske méretétdl. Az egyedi fizikai és kémiai tulajdonsagaiknak koszonhetden a
nanorészecskék nagymértékben javitjak a biokémiai analizis teljesitményjelzoit, felgyorsitjak
a jelatvitelt, fokozzak a jelintenzitast és megkonnyitik a jel olvasasat. A nanorészecskék nagy
elonye a magas feliilet/térfogat arany, igy modositasuk soran rendkivil magas fellleti
boritottsagok érhetéek el. [47]

A kémiai érzékel6k esetében elterjedten alkalmaznak arany nanorészecskéket, mivel az
arany felillet modositdsa konnyen elvégezhetd. A feliilet fehérjékkel torténd modositasa
lehetséges tiol-csoportok létrenozasaval vagy EDC/NHS kapcsolassal, arany nanorészecskék
esetében is alkalmaznak koordinacids kdlcsonhatason alapd immobilizalo reagenseket is. [48]
Gyakran alkalmazott modszer a ,,click kémia”. [46] Az arany nanorészecskék elénye mas
részecskékkel szemben, hogy szintézisiik jol szabalyozhatd, a feliilet mdodositasa egyszert,
magas molaris abszorpcids koefficienssel rendelkeznek, valamint jél alkalmazhatdak bioldgiai

rendszerekben is. [48]
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2.5.2. Tobbkaru linker molekulak

A dendrimerek térbeli halozattal rendelkezd polimer WO
molekulak (17. abra), amelyek szerteagazd karjaikkal képesek . % on
kis molekulakat kozrefogni. A kdzponti maghoz kapcsolddd, o %ow(oj

o [¢]

ismétlédé egységekbdl felépiild karokbdl allnak, amelyek ° °}<°L

végén kiilonb6z6 funkcids csoportokat helyezhetiink el. A o ° c,QI‘)O
dendrimerek felépitése jol szabalyozhatd, meghatarozott méret " ’ °)\(‘504{3_»
¢és struktira alakithato ki. Nanoméretli gyodgyszerszallitoként ° ™
hasznalhatoak, illetve megfeleld funkcids csoport végzddéssel W

fehérjek konjugécidja valosithatd meg.[49]

17. &bra: Dendrimer molekula

karboxil lancvégzodéssel [49]

A dendrimerekhez hasonlé molekula a tébbkara PEG (18. abra), amely egy kémiailag
funkcionalizalt etilén-glikol alapvazi polimer. Altalaban 2, 4 vagy 8 karil PEG-et alkalmaznak,
a polimerlanc mérete jol szabalyozhatd, az adott feladathoz illeszkedden létrehozhaté a
megfeleld hosszusagh lanc. A lancok végzddései sokféle funkcids csoporttal modosithatoak,
példaul a karboxil végzddésii lanc alkalmas lehet protein rogzitésére EDC/NHS kapcsolassal.
A tobbkari PEG-et gyakran alkalmazzak szallité molekulakent, konjugalé és térhaldsitd
szerként. [50]

D/{CHECHED}n—CHE—CDDH

Hooc—Hzc—{OCHchzjn—oWo—(CHECHEDJH—GHE—GGDH
G

18. &bra: 8-karu PEG molekula karboxil lancvégzddéssel [51]

2.5.3. Biotinilalas

A fehérjék méretnovelése elérhetd tobb 1épésben is, példaul a biotin és sztreptavidin kozt
fellép6 erés kolcsonhatast kihasznalva. (2.3.4.1. fejezet) A biotinilalas az egyik leggyakoribb
fehérje cimkézo eljaras, a fehérjek biotinildlasa konnyen elvégezhetd, a modositas sikeressége
ellendrizhetd. Ha a biotinilalt fehérjéket tovabb reagaltatjuk a biotinhoz erdsen kotddo
sztreptavidinnel, a fehérjék mérete jelent6sen megnovelheté. Egy sztreptavidin molekula négy
biotin megkotésére képes, viszont egy biotin molekula csak egy sztreptavidinhez kotddik, igy

ezzel a modszerrel nem alakulhatnak ki aggregatumok. [52]
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3. Felhasznalt anyagok és alkalmazott modszerek

3.1. Felhasznalt vegyszerek:

e Szenzor chip aktivalasahoz hasznalt reagens:

o

AnteoBind Biosensor (Mix and Go Biosensor) (AnteoTech)

e Blokkolashoz felhasznélt reagensek:

o

(@]

©)

BSA (bovine serum albumin, liofilizalt, Sigma-Aldrich)

Hemoglobin (liofilizalt, Sigma-Aldrich)

Etanol-amin (Sigma-Aldrich)

MES (2-(N-morpholino)-ethanesulfonic acid) puffer (25 mM, pH = 6,0) (Sigma-
Aldrich)

PBS puffer (10 mM NaxHPO4, 1,8 mM KH2PO4, 137 mM NacCl, 2,7 mM KClI,
pH = 7,4) (Sigma-Aldrich)

e Moso puffer a chipek modositasahoz:

o

PBST (10 mM PBS + 0,05 % TWEEN® 20) (Sigma-Aldrich)

e Kalibralo oldat:

O

Szachar6z (3 mg / ml) (Sigma-Aldrich)

e Regenerdl6 oldat:

o

o

5 mM H3zPO4 (Sigma-Aldrich)
100 mM NaOH (Sigma-Aldrich)

e Az SPRi mérések soran hasznalt pufferek alkotoi:

o

o

o

o

o

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (Sigma-Aldrich)
TRIS (tris-(hydroxymethyl)-aminomethane) (Sigma-Aldrich)

MOPS (3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid) (Sigma-Aldrich)

Szervetlen sok: NaCl, CaClz, Na2SOs (Sigma-Aldrich)

Feluletaktiv anyagok: Triton X-100 (Sigma-Aldrich), TWEEN®20 (Sigma-
Aldrich)

e A vizsgalt fehérjék:

o

o
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o Vizsgalt antitest-antigén kolcsdnhatasok

Antitestek Antigének
SARS-CoV-2 VLP! (Abnova)
Anti-SARS-CoV-2 (Abnova) SARS-CoV-2 Spike protein
(Thermo Fisher Scientific)

Anti IgE (Abcam) IgE (HyTest)
Anti-CRP (C2, C6, 135)
CRP (HyTest)
(HyTest)
Anti-cTnl (560cc, 4C2, 19C7)
cTnl (HyTest)
(HyTest)

Anti-NT-proBNP (NT34,
29D12, 15C4) (HyTest)

1. Tablazat: Felhasznalt antitestek és antigének.

NT-proBNP (HyTest)

LVLP-t (virus like particles) alkotd fehérjék: Spike Protein, Membrane Protein, Nucleocapsid Protein, Envelope

Protein.

A fehérjék biotinilalasdhoz DSB-X™ Biotin Protein Labeling Kit-et (Thermo Fisher
Scientific) hasznaltam.
Az oldatokat 18,2 MQcm fajlagos ellenéllasd ioncserélt vizzel készitettem el (Millipore,

Synergy UV-Ultrapore Water System).

3.2.  SPRIi chipek készitésének menete

Méréseimhez két kiilonbozd fajtaju chipet alkalmaztam: az egyik modositatlan
aranybevonattal rendelkezett (Horiba bare gold SPRi biochip), ennek a feliletét Mix and Go
Biosensor (AnteoBind Biosensor) oldattal aktivaltam; a masik chip (Horiba CS-HD SPRi
biochip) a gyarto altal 1étrehozott aktivalt EDC/NHS felilettel rendelkezett.

A Horiba Bare Gold biochipeket a felhasznalés el6tt 30 percre UV generalta 6zon
atmoszféra ala helyeztem, a felulet tisztitasa celjabdl (Novascan Technologies, Ames, 1A, USA).
A tisztitast kovetden Mix & Go oldattal aktivaltam az aranyfeliiletet 60 percen keresztiil
szobahdmérsékleten, folyamatos razatds mellett. Az aktivalt chipet 10 ml PBST (PBS + 0,05 %
TWEEN) oldattal és desztillalt vizzel mostam, majd N2 gazaramban szaritottam. Az gyarto altal

aktivalt feliileti chip esetében az el0készitd 1épeéseket nem kellett elvégeznem.
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A vizsgaland6 antitestek immobilizalast mikrocseppentd robot (BioRad Calligrapher
Microarrayer, BioRad, Herculas, CA, USA) segitségével végeztem el. A fehérjék oldatat
mikrocsatornas cseppent6tii (Arrayit SMP15) vitte fel a chip felliletére. Egy koncentréacidbdl 4
parhuzamos pontot cseppent a program, egy csepp kb. 250 nl mennyiségi, ezaltal koriilbeliil
500 pm atmérdji érzékelési zonak hozhatdak Iétre az SPRi chip feliiletén. A kiilonb6z6 oldatok
kozt a tlit hAromszor atmossa és szaritja a rendszer a keresztszennyez6dések elkertilése vegett.
A kész chipet egy éjszakan at inkubaltam, 12 °C-on, 65 %- os péaratartalom mellett. Az
inkubalast kovetéen 10 ml PBST oldattal, majd desztillalt vizzel mostam a chip fellletét.
Elvégeztem a modositatlan felliletek blokkolasat, 1 o6ran keresztil, allandé razatas mellett.
Blokkoldoldatként 5 mg/ml BSA, 2 mg/ml hemoglobin oldatot és 10 mM etanol-amint
hasznéltam fel, a chip aktivalasatol és a cseppentett fehérjék izoelektromos pontjatol fiiggben.
A blokkolt chipet 10 ml PBST oldattal és desztillalt vizzel mostam. A kész chipeket nitrogénnel

szaritottam és 4 °C- on, nitrogén atmoszféraban taroltam a mérések elvegzéséig.

3.3. SPRi mérések

A képalkot6 fellleti plazmon rezonancids méréseket SPRi-XelPlex és SPRi Plex 1l
(Horiba France SAS, Franciaorszag) készilékekkel végeztem. A chipet az SPRi-be helyezés
el6tt lemostam, a prizma oldalat alkoholos kendével letoroltem. A méréseket 25,00 °C-on és 50
pl/perc aramlooldat sebesség mellett végeztem. Els6 1épésként fel kell venni a plazmongorbét,
melynek segitségével bedllithatdak azon mérési szogek, ahol a molekularis kdlcsonhatasok a
legnagyobb érzékenységgel vizsgalhatdak. A rendszert minden méréssorozat elétt kalibraltam
3 mg/ml koncentracidju cukor oldattal, hogy a teljes chip feliletén ugyanaz a térésmutatd
érzékenység legyen biztositott. A chip fellletének regeneralasat 5 mM foszforsav oldattal
végeztem, amely biztositja az alapvonali regeneréciot, valamint elkeriilhetd az antitestek

denaturécidja.

Az SPRi technika segitségével a kinetikai allandok meghatarozéasara is van lehetdség.
Az ilyen tipust eljarasok sordn az immobilizalt antitestekre az antigéneket tobbféle
koncentracidban injektaltam. A mérési eredményeket ScrubberGen 2.0 program segitsegével
értékeltem ki, globalis illesztés modszerét alkalmazva. A program segitségével a mért kinetikai
gorbékre (19. abra sargaval jeldlt része) szimulalt (fekete) gorbéket illesztettem, illetve
meghataroztam az asszociacios és disszociacios allandok (ka, kd), valamint az egyensulyi

disszociacios allando (Kp) értéket.
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19. dbra: Kinetikai allandok meghatarozasa soran felvett mért (narancssarga) és szimulalt
(fekete) kinetikai gorbék.

3.4. Protein M tisztitasa Zeba Spin sotalanit6 oszloppal

A Protein M oldat magas glicerin tartalma miatt a kinetikai paraméterek meghatarozasa
nem lehetséges, igy egy méretkizarason alapul6 eljarassal, sétalanito oszlop segitségevel el kell
tavolitani a glicerint az oldatbol az injektalas el6tt. Ez 500 pl-es Zeba Spin kolonnaval

végezheto el.

Elsé 1épésként a kolonndk kondiciondlasat kell végrehajtani, a Protein M késobbi
higitasa soran hasznalt pufferrel. A kolonna aljan 1év6 zar6dugo eltavolitasa utan a kolonnaban
1év6 oldatot lecentrifugaltam (1000 g, 1 perc). Majd 50 pl oldatot mértem a toltet tetejére és 1
percig szintén 1000 g-n centrifugaltam. Ezt a lépést haromszor ismételtem. A Kisebb
fehérjeveszteseg, valamint a térzsoldat higulasanak elker(lése érdekében, a harmadik 1épésben
a centrifugalast két percig végeztem. Ezutan 12 pl, 80 pg/ml toménységii Protein M oldatot
mértem a kolonnatéltet tetejére. Miutan az oldat adszorbealddott, tovabbi 3 pl-t mértem az
oszlopra a pufferoldatbol. A tisztitandd oldat centrifugalasat 2 percig végeztem. Az igy kapott
oldat (=16-17 upl) megfelel6 mértékben megtisztult a glicerint6l, ahhoz, hogy SPRi-vel

meghatarozhatdak legyenek a kinetikai paraméterek.

3.5. Reszecskeméret meghatarozasa NTA-val

Az NTA (Nanoparticle Tracking Analysis ) méréseket NanoSight LM10 Nanoparticle
Analysis System késziilékkel végeztem. A méréshez felhasznalt puffert eldzetesen leszlirtem
100 nm-es sziirdn (Millipore). A vizsgalni kivant reszecskék oldatat (VLP (virus-like particles)
1000 - szeresre higitottam. A mérés megkezdése el6tt a mérémiiszert vizes és etanolos kenddvel

attoroltem, az esetleges szennyezok eltdvolitasa végett. Az 6sszeszerelt rendszert feltoltdttem a
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puffer oldattal, ellendriztem, hogy Szivargas mentes-e a rendszer, a buborékokat eltavolitottam.
Pozicionaltam a cellat, meghatéroztam a megfelel6 fokuszt és elvégeztem a fényerd beallitasat.
Tiz-tiz 30 mésodperces felvételt készitettem a puffer és a részecskéket tartalmazoé oldatokrol,
minden esetben feljegyeztem a mérés homérsékletét. A miiszer beépitett programja segitségével

elvégeztem a részecskeméret meghatarozast.

3.6. Antigének és Protein M biotinilaldsa méretndvelés céljabdl
Meéretnovelési céllal kiilonbozé fehérjéket (BSA, NT-proBNP, cTnl, Protein M)
biotinilaltam, majd a biotinilalt terméket sztreptavidinnel reagéltattam, igy ndvelve a vizsgalt

fehérjek méretét, anélkil, hogy funkcidjukat megvaltoztattam volna.

A biotinilalast DSB-X™ Biotin Protein Labeling Kittel végeztem. A kit alapvet6en
antitestek biotinilalasdhoz készilt, azonban az Altalunk modositani kivant fehérjék
molekulatomege jelentdsen kisebb az antitestek tomegénél. Ennek megfeleléen optimalva a
rendszert minden reagensbdl kevesebbet hasznaltam, mint a kit leirdsdban megadott mennyiség,
ugyanis a nagymértéki biotinilalas a fehérjék funkciovesztéséhez vezethet. Els6 1épésben 1 M-
0s natrium-hidrogén-karbonat oldatot (pH = 8,3 - 8,5) készitettem, majd 50 ul 200 pg/ml

crer

NaHCOs oldatot.

A Dbiotint tartalmazé cs6be 40 pl DMSO oldatot mértem, feloldottam és
homogenizéltam. Az oldatbdl 1 pl-t kivettem és 1 ul DMSO oldattal a kétszeresére higitottam.
Ebbdl a higitott oldatbol 1 pl-t mértem a reakcidcsébe raztatas kozben. A bemérés utan a

reakciocso tartalmat alaposan homogenizaltam €s 1,5 orat rztattam 500 rpm sebeséggel.

Ezalatt az inkubélasi 1d6 alatt elokészitettem a tisztitd gyantat tartalmazd kolonnat. A
spin kolonna végét eltavolitottam, a toltettartdo korongokat a csé aljaba helyeztem. A kolonnaba
bemértem az elézetesen homogenizalt gyantabol 1 ml-t és megvartam, amig letilepszik. Majd
pipetta segitségével tovabbi gyantat adagoltam a csObe, amig a gyanta szintje el nem érte a 1,5
ml-nél 1évo jeldlést. Ezutan razassal és nyomas alkalmazasaval eltavolitottam a gyanta tartositd
oldatat. A kolonnat egy megfeleld méretli gylijtécsdbe helyeztem és 5 percig 1100 g-n

centrifugaltam, hogy eltdvolitsam a gyantan 1évé maradék oldatot.

Miutan lejart az inkubalasi id6 a spin kolonnaban 1évé gyanta tetejére mértem a
reakciooldatot, eés megvartam, amig a gyanta abszorbealja azt. A kolonnat egy tiszta
gylijtéesébe helyeztem és 0jbol 5 percig 1100 g-n centrifugaltam. A centrifugalas végén kapott

oldatot tovabbi higitas utan felhasznaltam az SPRi mérésekhez.
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4. Eredmények

4.1. Koordinacios kolcsonhatassal végzett immobilizalas megfeleloségének
ellendrzése

Az antitestek feliileti stirlisége €s orientacidja nagyban befolyasolja az antigénkotd
képességet, és ebbdl adodoan a szenzor érzékenységére is hatassal van. Munkam soran egy
kromtartalmu, kelatképzo reagenst (Mix and Go) hasznéltam fel az antitestek immobilizalasara.
A reagens gyartdja szerint a Mix and Go az antitestek Fc régiojaval hoz létre komplexet, ennek

megfeleléen ,,end-on” antitest orient&cid (6. bra) érhet6 el a fellleten.

A fenti allitas ellendrzésére CRP antitesteket immobilizaltam kétféle eljarassal: a)
EDC/NHS kapcsolassal és b) Mix and Go reagenssel. Vizsgaltam, hogy a létrehozott
antitestfellletek milyen mértékben képesek az antigén, illetve az antitestkoto fehérjék, Protein
igy, ha az immobilizalt antitestek ,,end-on” orientacioban helyezkednek el a feliileten az
antitestk6té fehérjék csak kismértékben fognak tudni kotédni az immobilizalt antitestekhez
sztérikus gatlas miatt. Azonban, ha az immobilizadlds sordn az antitestek véletlenszer(i
orientacidban helyezkednek el, akkor mind a Protein A, mind a Protein G nagyobb mértékii

kotddést mutat.

EDC/NHS kapcsolas

1,0 - Mix and Go w
0,8 } J
0,6

9\f/ I

o

<
0,4

1
I
0,2
T
T
0,0 r T
Protien A Protein G Antigén

Injektalt molekulak

20. abra: EDC/NHS és Mix and Go aktivalt szenzor chip feltletére immobilizalt CRP
135 antitesteken (150 xg/ml cseppentési koncentracio) mért jelvaltozas Protein A, Protein G

(2,5 ug/ml) és a vizsgalt CRP antigén (2,5 ug/ml) hatasara.
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Az antitestkotd fehérjék mérése soran azt tapasztaltam, hogy azonos koriilmények kozt
az EDC/NHS aktivalt chip minden esetben nagyobb jelet adott a Mix and Go aktivalt chipnél
(20. &bra). Ez bizonyithatja azt, hogy a Mix and Go az antitest Fc régidjaval alkot komplexet,
tehat ,,end-on” orientacidoban helyezkedik el az antitest, igy blokkolva az antitestk6to fehérjék
megkotését. A feltételezeést alatdmasztja az antigénekkel elvégzett mérés, hiszen ez esetben a

Mix and Go-val létrehozott fellilet volt képes tobb antigén megkotésére.

4.2. Optimalis regeneralasi modszer kidolgozasa

A szenzor chipek tobbszori felhasznaldsanak érdekében sziikseges a létrehozott kotések
megbontasa ¢€s a feliilet visszaallitasa az injektalas elotti allapotba. A megfeleld regeneraloszer
kivalasztasanal fontos szempont, hogy elég erés regeneraldo képessége legyen, azaz képes
legyen a fellleti kdtések megbontasara, emellett viszont ne denaturélja a felliletre immobilizalt
antitesteket. Az antitestkotd fehérjék esetében a 100 mM NaOH oldat kezdetben megfelelonek
bizonyult a regeneralasra, hiszen a regeneralasi 1épés végére a Kinetikai gorbe visszatért az
alapvonalra, a kotéseket sikerllt megbontanunk. Azonban egymast kovetd mérési ¢és
regeneraléasi lépések sordn azt tapasztaltam, hogy az immobilizalt antitestek antigén kotd
képessége gyors csokkenést mutat. (21. abra)

regeneralas el6tt
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21. abra: 100 mM NaOH regenerald oldat hatasa az antigenkotésre (2 ug/ml injektélt

CRP koncentracid).
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A natrium-hidroxid, alacsonyabb koncentracido mellett is, valosziniileg denaturalta az
antitesteket, ezért egy gyengébb regeneraldszert, az 5 mM foszforsav oldatot alkalmaztam a
késobbiekben. A foszforsav alkalmazhatdsdganak vizsgalatahoz kiilonb6zé koncentracidkat
bedllitva konszekutiv CRP kotédés-regeneralas ciklusokbol allo injektalasokat végeztem. A 22.
abran megfigyelhetd, hogy a foszforsavval végzett regeneralasi korilmények mellett nincs
szignifikans kulonbség a fellileti antitestek kotési képességében, akar harom regeneralasi [épést
kovetden sem, igy ez a modszer kivaldan alkalmazhato a késébbiekben.

Elvégzett regeneralasok szama:
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22. &bra: Az immobilizalt CRP C2 antitestek antigén kotd képessége negy egymdst kovetd

kotédesi (2 ug/ml CRP) és regeneralési 1épés utan.

4.3. Protein M affinitasa kiilonb6z6 alosztalyu antitestek esetében

A Protein M vizsgalata soran els6 1épésben a fehérje affinitasat vizsgaltam kiilonb6z6
alosztalyl antitestek esetében (2. tablazat), a valasztott antitestek CRP-re, NT-proBNP-re és
cTnl-re specifikusak. Mindharom antigén esetén IgG1, 1gG2a és 1gG2b alosztalyba tartozé

antitestet is valasztottam a vizsgalatok elvégzésére.
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2. tablazat: Kiilonbozo antigénekre (CRP, NT-proBNP, cTnl) szelektiv antitestek kiilonbozo
antitest alosztalyokba sorolasa.

Harom kiilonb6zé pH-n vizsgéaltam a Protein M kotédését, azzal a céllal, hogy
megtalaljam a legalkalmasabb meérési paramétereket. Az alkalmazott pufferek a kovetkez6ek

voltak:

e 10 mM TRIS, 138 mM NaCl, 2 mM CaClz, pH 7,4;
e 10 mM TRIS, 138 mM NaCl, 2 mM CaClz, pH 8,0;
e 10 mM MOPS, 138 mM NaCl, 2 mM CaClz, pH 6,5.

A héarom pH kozil a pH = 7,4 - es kornyeztet volt a legkedvez6bb a Protein M
kotédésének, mivel ekkor kaptam a legnagyobb specifikus jelet az antitesteken, mikdzben a
hattéren torténd nem specifikus kotédés optimalis maradt. A 23. abran megfigyelhet6, hogy a
Protein M affinitasa az 1gG2b alosztalyl antitestekhez a legnagyobb. A IGgos pH-ja oldatban
(24. abra) minden folton magas kotddést tapasztaltam, beleértve a hatteret is. Savas kézegben
(25.abra) a hattérkotddés jelentdsen meghaladta a foltokon mért kotédést. A magas
hattérkot6dés magyardzatahoz meghataroztam a Protein M izoelektromos allandojanak (pl)
értekét, az online is elérhetd, nyilt forrdskoda ExPASy program segitségével
(https://web.expasy.org/compute_pi/). A szamitott pl érték 6,59. Mivel az alkalmazott savas
kdzeg ennél alacsonyabb pH-ju, a fehérje pozitiv toltést vesz fel, mig a hattér blokkolasara
hasznélt BSA (pl = 5,3) negativ toltésii. A két fehérje kozt fellépo erds elektrosztatikus vonzas

magyarazatot ad a magas hattérkotodésre.
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23. abra: A Protein M fehérje affinitdsa kiilonbozé alosztalyu antitestek (300 pg/ml antitest

cseppentési koncentracid) esetén (alkalmazott puffer: 10 mM TRIS, 138 mM NaCl, 2 mM
CaCly, pH 7,4).
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24. abra: A Protein M fehérje affinitasa kiilonbozo alosztalyu antitestek (300 ug/ml antitest

cseppentési koncentracio) esetén (alkalmazott puffer: 10 mM TRIS, 138 mM NaCl, 2 mM
CaCly, pH 8,0).
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25. dbra: A Protein M fehérje affinitasa kiilonbozé alosztalyu antitestek (300 ug/ml antitest
cseppentési koncentracid) esetén (alkalmazott puffer: 10 mM MOPS, 138 mM NaCl, 2 mM
CaCly, pH 6,5).

4.4. Protein M tisztitasa Zeba Spin segitségével

Az elébb emlitett mérések sordn tapasztaltam a kinetikai gorbe asszociacios szakasza
soran egy magas, jellegzetes emelkedését (26. abra, fekete-piros). Mivel a magas térésmutatd
valtozds mellett a kinetikai paraméterek nem, vagy nehezebben kiértékelhetoek, ezért az
asszociécios szakasz nem specifikus megemelkedéset igyekeztem amennyire csak lehet

visszaszoritani.

A jelenség oka, hogy a Protein M térzsoldat 50 % koncentracidban tartalmaz glicerint.
A glicerin torésmutatoja jelentdsen eltér az d&ramlo oldatként hasznalt puffer torésmutatojatol,
és tobb, mint haromszazszoros higitas esetén is jelentds jelnovekményt ad. Mivel az SPRi-ben
a feliiletkozeli torésmutatd valtozasat kovetjiik, a glicerin jelentdsen zavarja a kinetikai
méréseket, ennek kikuszobolésére kerestunk olyan technikat, amelynek segitségével kis

fehérjeveszteség mellett tavolithato el a glicerin a torzsoldatbdl.
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26. dbra: Protein M injektalasa soran felvett kinetikai gorbék, (300 xg/ml antitest
cseppentési koncentracio mellett). A glicerines oldat hatasara kapott gébe (piros, fekete)

Jjellegzetes torésmutato emelkedést mutat, amely jelentisen eltér a tiszta oldattal kaphato

értcktsl (keék, zold).

A probléma visszaszoritasa Zeba Spin kolonna segitségével sikeriilt. Ez egy sétalanitd
oszlop, amely alkalmas az 1000 Da-nal kisebb molekulak eltavolitasara. A tisztitas
hatékonysagardl UV-lathatd spektroszkopia segitségével gy6zodtem meg. Az eredmények a
27. &brén lathatdak, a glicerinnek a ~220 nm-es hulldmhosszon detektalhato abszorpcios csucs
tulajdonithat6. A 27. abra alapjan elmondhatd, hogy a glicerin mennyisége az oldatban a Zeba
Spin sotalanito oszlop hatasara jelentGsen lecsokkent. A tisztitas sikeressegét az SPRi mérések
is alatamasztottak (26. abra, kék-zold). Azonban a sétalanitas sordn a fehérjeveszteség is

viszonylag magas volt (28. abra).
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27. &bra: Protein M oldat abszorpcios spektruma a glicerinmentesitési 1épés eldtt és utan.
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28. abra: A glicerinmentesités hatadsara bekovetkezett fehérjeveszteség kezdetben tébb,

mint 50 % volt. (A fehérjek abszorbanciaja 280 nm-nel lathatd.)

A fehérjeveszteség a kiindulasi oldat téménységével, a centrifugalas idejével és
sebességével befolyasolhatd. Valos fehérjeveszteség csokkenést a kondicionalasi szakasz
centrifugalési idejének novelésével sikerllt elérni, mivel ennek kovetkeztében a tisztitott
fehérjeoldat térfogata nem novekedett meg nagy mértékben, azaz kisebb mértékii higulas volt

elérhet6. A kiindulasi oldat toménységének novelése is javitott a veszteseg mértékén, de ekkor
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a glicerinmentesités hatasfoka kisebb volt. (29. abra) A Protein M arat is figyelembevéve

tovabbra is 80 pg/ml toménységi kiindulasi oldatokkal dolgoztunk.

e ]
s )
3
s /]

< 0,24

.©

[&]

C

©

2

o

N

72]

o]

<

0,0 T T T T
260 280 300

Hullamhossz (nm)

29. &bra: A centrifugalasi idé és a kiinduldsi oldat toménységének hatdsa a
fehérjevesztesegre: Az 1. esetben a leirasban megadott centrifugdlasi idét (1 perc) és 80
ug/ml tomeénységii fehérje oldatot hasznaltam (alapbedllitas). Ehhez képest a 2. esetben a
kondiciondlas utolso centrifugélasi Iépésének idejét megduplaztam, a 3. esetben kétszeres
toménységii fehérje oldatot hasznaltam. A 4. esetben mind a centrifugdlasi iddt, mind a
tdmeénységet a kétszeresére emeltem. Lathatd, hogy a 4. esetben kaphat6 a legnagyobb

fehérjekoncentracio a végso oldatban.

4.5. Protein M kinetikaja

A glicerinmentesitett Protein M oldattal mar el tudtam végezni kinetikai méréseket is.
Meghataroztam kiilonb6z6 antitestek €s antigének, valamint az antitestek és a Protein M
kolcsonhatasanak kinetikajara jellemz6 egyensulyi disszociacids allandokat (Kp). Az egyes
antitestek és a Protein M disszociacids egyensulyiallanddi az 31. abran lathatéak. Az abran
feltiintettem azt is, hogy az egyes antitestek, mely alosztalyhoz tartoznak. A korabbi méréseim
soran azt allapitottam meg a mért AR (%) értékekbdl, hogy a Protein M affinitisa az IgG2b
alosztalyu antitestekhez a legnagyobb (23. abra), ezt igazolja a kinetikai mérés is, hiszen az

IgG2b alosztalyra jellemzben kis Kp értékeket kaptam, minden vizsgalt antitest esetében.

39



1.4+

10 nM

AR (%)

====r= 5nM

2.5nM

-0.2

0 100 200 300 400 500
1d6 (s)

30. &bra: A glicerinmentes oldattal felvett mért és illesztett kinetikai gorbe (injektalt Protein
M koncentracié 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM; 300 xg/ml cseppentési koncentracioja NT-
proBNP NT34 antitest folton).
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31. dbra: A Protein M fehérjére jellemzd egyensulyi disszociécios allandok értéke (300 ug/ml

antitest cseppentési koncentracio mellett).
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4.6. Protein M antitest-antigén kotés blokkolé hatasa CRP, NT-proBNP,

cTnl antitestek esetén
Az irodalmi adatok alapjan, ha a Protein M fehérje hozzékapcsolddik egy antitesthez,
akkor megakadalyozza az antigén megkotését. [1] A Kkiszoritasi méréseket az alabbi

Iépéssorozat mentén végeztem (32. abra):

1. Els6 1épésként a mérendd antigéneket injektaltam, ezzel meghatarozva, hogy mekkora
az antitestek szabad kotéhelyeinek kapacitasa.
2. A mérés utan az antitesteket regeneraltam 5 mM foszforsav oldattal, amelynek soran

visszakaptam az eredeti feliiletet és a szabad kot6helyeket.

(2 pg/ml) Protein M oldatot. A jobb kotddés érdekében ezt az oldatot az injektalas utan
30 percig recirkulaltattam a feltlet felett.

4. Erre aProtein M-mel telitett felliletre Ujra injektaltam az antigéneket, és meghataroztam
az SPRi vélaszéanak kilonbségét a szabad (1. lépés) és a Protein M-mel blokkolt
antitestek (4. 1épés) esetében.

32. dbra: A kiszoritasi mérések soran alkalmazott 1épéssorozat.

1. antigén kotodése, 2. antitest regenerdldsa, 3. Protein M kétodése, 4. antigén kotodeése.

Méréseim soran nem talaltam szignifikans kiulonbséget a Protein M-mel gatolt és
szabadon hagyott antitestek antigénkotési képesegében CRP (125 kDa), NT-proBNP (8,5 kDa)
és cTnl (34,6 kDa) antigének esetén (33. abra). A kotésgatlas bizonyitasa érdekében végeztem
méréseket egyszeri injektalasokkal, és fellleti titralast is alkalmaztam. Az utdébbi modszer
elénye, hogy biztositott az antitestek sszes kotéhelyének telitése, azonban a feliileti titralassal
sem tapasztaltam szignifikans kotésblokkolast az altalunk valasztott kis méretii (<150 kDa)

antigének esetén.
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33. &bra: Kiilonbozd antitestek (300 ug/ml cseppentési koncentracio) antigénkotési képessége
a szabad antigén kotohelyek mellett (zO1d) és Protein M-mel eldzetesen reagaltatott esteben
(narancssarga). Az abran jol lathatd, hogy a két eset kozott nincs szignifikans kilénbség, igy

a mi méréseink nem igazoljak a Protein M fehérje antigénkiszoritd képességeét.

4.7. Kisérletek felletre immobilizalt antigénekkel
Az elébb emlitett vizsgalatok inverz valtozatat is elvégeztem, amely soran nem az
antitestet immobilizaltam a chip felszinere, hanem az antigéneket. Erre az antigénnel boritott
feliiletre injektaltam a kiilonb6z6 antitesteket. Hipotézisem szerint, ha a Protein M rendelkezik
antitest-antigén kotést gatlo hatassal, akkor ez esetben a Protein M-mel el6zetesen reagaltatott
antitestek nem, vagy csak kisebb mertékben tudnak a felliletre immobilizalt antigénekhez
ko6tddni.

A fent emlitett merések harom f6 egységbdl alltak (34. &bra): el6szor meghataroztam a

szabad antigénkotéhellyel rendelkezé antitestek kotodését a  fellletre  immobilizalt
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antigénekhez (A); majd az antitesteket el6zetesen Protein M-mel reagéltattam, igy blokkolva
antigénekhez (B); végul ellenérzd kisérletként az antitesteket sajat antigénjeikkel kevertem
Ossze az injektalast megel6zOen, €s ezeket az antigénnel blokkolt antitesteket injektaltam az
SPRi-be.

’ ¥

Feliiletre immobilizdlt antigének
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34. abra: A szenzor chip feluletére antigéneket immobilizaltam, majd erre a feltletre
injektaltam az antitesteket: A) szabad antitestek injektalasa; B) eldzetesen Protein M-mel
Osszekevert antitestek injektdalasa, C) ellendrzdkisérlet, az injektadlt antitestek a sajat

antigénjeikkel dsszekeverve.

Feltevéseinknek megfeleléen, ha a Protein M-nek van antitest-antigén kotést gatlo
hatasa, akkor a B.) esetben az antitestek kotésenek mértéke varhatoan lecsokken az A.) esethez
képest, igy az SPRi jelben is csokkenést varunk. A mérési eredmények azonban nem mutattak
jelent6s kiilonbséget a szabad (A.) és a Protein M-mel elézetesen blokkolt (B.) kotéhelyek
kozott (35. abra), igy megbizonyosodtam arrdl, hogy az altalam valasztott antigének esetén
(<150 kDa) nem torténik meg a Protein M antitest-antigen kotésgatlo hatésa.
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35. &bra: Antitestek kotédése a feluletre immobilizalt antigénhez (NT-proBNP, 150 ug/ml
antigén cseppentési koncentracid). Az A.) (narancssarga) esetben az aramlé oldat csak a
megfelel6 antitestet tartalmazta, a B) (z01d) esetben az antigént eldzetesen Protein M-mel

kevertem 0ssze.

Ellen6rz6 Kisérletet is végeztem, ekkor a Protein M helyett az antigéneket kevertem az
antitestek oldataba az injektalast megel6z6en. Ezaltal mar az injektalandé oldatban kialakult az
antitest-antigén koélcsonhatés (34. abra C), tehat az antitestet a sajat antigénjével ,,blokkoltam”
a feluletre immobilizalt antigénekkel szemben. Ebben az estben lényeges kildnbséget
tapasztaltam a szabad és a mar kotésben 1év6 antitestek jelei kozott (36.4bra), igy elmondhato,
hogy ha a Protein M valdban blokkol6 hatast fejt ki, azt latnunk kell a fent leirt mérési

elrendezésbhen.
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36. dbra: Antitestek kotodésének ellendrzése. A fellletre immobilizalt antigénekhez (NT-
proBNP, 150 xg/ml antigén cseppentési koncentracio) a szabad antitestek ((A.) eset,
narancssarga) lathatolag sokkal jobban kitddtek, mint azok az antitestek, melyek elézetesen

antigénnel voltak reagaltatva ((C.) eset, zold).

4.8. A kotésblokkolo hatas tagabb kori vizsgalata
Késdbbi méréseim soran bdvitettem a vizsgalandd antitestek korét, mar nem csak
szivbetegseg markerekre specifikus antitesteket, hanem allergias (anti-IgE) és virus specifikus
(anti-SARS-CoV-2) antitesteket is felhasznaltam. Az antitestek kibévitett korével a vizsgalt
antigének mérete is jelent6sen nott. A virus részecske helyett a mérések soran SARS-CoV-2

crer

crer

azonban olyan detergens tipust és koncentraciét kell vélasztanunk, amely nem okozza a

virusrészecske széteséseét.

Az el6kisérletek soran a kovetkez6 aramld oldatokat probaltam ki a VLP kotodés

optimalizalasa érdekében:

e detergens mentes PBS oldat

e PBS, 0,05% TWEEN 20

e 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,05 % TWEEN 20, pH =7,4

e 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,05 % TWEEN 20, pH =7,4
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e 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,05 % Triton X-100, pH = 7,4

A PBS ¢és PBST esetében nagyon magas hattérkotddést kaptam, azonban szignifikans
jelek nem voltak mérhet6ek az immobilizalt antitesteken (37. dbra). A TWEEN 20-at tartalmazé
HEPES oldatban is csak nagyon kismértéki kotédést tapasztaltam, azonban a jel itt mar
EDTA-t is tartalmazo oldatra jelent6sebb koncentraciofiiggést kaptam. Megprdobaltam egy
ujfajta detergens (Triton X-100) alkalmazésat is TWEEN 20 helyett. Ebben az esetben szintén
jelentds kotédést tapasztaltam, hasonld korrigalt értékekkel, mint az EDTA és TWEEN 20
tartalmu oldatnal.

—8— HEPES + TWEEN 20

. |—=— PBST

HEPES + Triton X100

HEPES + TWEEN 20 + EDTA

50 100 150 200 250 300
Fellleti antitest koncentracié (ug / ml)

37. dabra: VLP kotédése a feliiletre immobilizalt NT-proBNP antitestekhez kiilonbozo
puffer oldatokat felhaszndlva. A kétddesi értékeket a folt mellett 1évé hattérrel

korrigaltam.

Mivel ugy talaltam, hogy a VLP kotédése 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,05 % Triton
X-100 (pH = 7,4) oldatban a legoptiméalisabb, igy tovabbi mérésekhez ezt a puffert
alkalmaztam.

4.9. VLP részecskék vizsgalata NTA modszerrel

Annak bizonyitasara, hogy a VLP részecskék nem esnek szét, illetve nem tapadnak

0ssze a Triton X-100 tartalmi pufferben NTA segitségével részecskeméret meghatarozast
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végeztem. A VLP részecskék méretérél korabban meghatarozott ertékkel rendelkeztem, amely
kb. 100 nm volt (desztillalt vizben). A kapott eredmeények alapjan (38. dbra) sem aggregéaciot,
sem a részecskék szétesését nem tapasztaltam az altalam valasztott pufferben. Igy
megallapithato, hogy a 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,05 % Triton X-100, pH=7,4 oldat
alkalmas lehet a SARS-CoV-2 VLP specifikus meghatarozasara.
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38. &bra: Részecskeméret eloszlas (SARS-CoV-2 VLP) 0,05 % Triton X-100 tartalmd

oldatban 1000-szeres higitasban.

4.10. A blokkolasi effektus okanak vizsgalata

A 4.6. pontban leirtaknak megfelel6en a kiszoritasi méréseket SARS-CoV-2 VLP, spike
protein és IgE antigénekkel, illetve a megfelel6 antitestekkel is elvégeztem. Az eddigi
méréseimtdl eltéréen azt tapasztaltam, hogy az anti-IgE esetében a Protein M-mel blokkolt
antitestfellilet az antigének felét képes megkdtni, mig az anti-SARS-CoV-2 antitestek esetében
a VLP molekulédk vizsgalatakor csaknem teljes kiszoritast tapasztaltam. A 39. abran négyféle,
kiilonb6zé méretli antigén relativ kotédési képessége lathatd. A Protein M-mel még nem
reagaltatott, azaz szabad Fab régiok kotési képességere vonatkoztattam minden esetben a
Protein M-mel blokkolt antitestek kotéséi képességeit. Az abran jol megfigyelhetd, hogy az

antigén méretének novekedésével a Protein M kotésgatl6 hatasa is folyamatosan novekszik.
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39. &bra: Az antigén méretének ndvekedésével a Protein M kotésgatlo hatasa is
folyamatosan névekszik a vizsgalt SARS-CoV-2 VLP, IgE, spike protein RBD és NT-proBNP

esetén (300 xg/ml antitest cseppentési koncentracio).

A tapasztalt blokkolasi effektusnak masik oka lehet az antitest-antigén és az antitest-
Protein M reakciok eltéré kinetikai paraméterei, vagyis a kolcsonhatasok erdsségének
kilénbsége. A kdlcsonhatasok erdsségének 6sszehasonlitasa érdekében minden antitest-antigén
és antitest-Protein M kdlcsonhatas kinetikai alland6jat meghataroztam és 6sszehasonlitottam az

0sszes lehetséges esetben (40.abra).
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40. abra: Kiilonbozé antitest-antigen és antitest-Protein M kdlcsdnhatasokra
meghatarozott egyensulyi disszociacios allanddk (Kp) értéke (300 xg/ml antitest
cseppentési koncentracio). A pirossal karikazott esetekben tapasztaltam kiszoritast.
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41. abra: A blokkolasi hatas dsszefliggése a molekula mérettel és az egyensulyi

disszociacios allandoval.



A 40. abran feltiintetett elsé négy antigén esetében nem talaltam szignifikans mértéki
Kiszoritd hatést, az anti-IgE esetében mér megjelenik a Protein M kot6désgatld hatasa, a virus
specifikus antitestnél pedig mar egyértelml kiszoritas tapasztalhat6. A Kp érték viszonya
azonban nincs korrelacidban a kiszoritas megjelenésével, illetve mértékével, igy a 41. abra

alapjan lathato, hogy a kinetikai allanddk viszonya nem befolyasolja a mért kiszoritas mértéket.

4.11. A sztérikus gatlohatas igazolasa méretnoveléssel

Annak érdekében, hogy bizonyitsam, hogy a Protein M fehérje antigénkotés gatl6 hatésa
valoban sztérikus okokra vezethetd vissza, sziikségem volt az antigének méretének
megnovelésére. Ehhez elengedhetetlen egy olyan megfeleld modszer és reagens, amely az
antigénekhez kapcsolodva nem akadalyozza az antigén-antitest komplex létrejottét. A
méretnovelésre egy kézenfekvé megoldas lehet az antigének rogzitése nanorészecskék
fellletére, vagy valamilyen linker molekula felhasznéldsa. A fehérjék méretnovelése elérhetd
tobb 1épésben is, példaul a biotin €s sztreptavidin kozt fellépd erds kolcsonhatast kihasznalva.
(2.3.4.1. fejezet) A biotinilalas az egyik leggyakoribb fehérje cimkézé eljaras, a fehérjék
biotinilalasa konnyen elvégezhetd, a moddositas sikeressége ellendrizhetd. Ha a biotinilalt
fehérjéket tovabb reagaltatjuk a biotinhoz erésen kot6dé sztreptavidinnel, a fehérjék mérete
jelentésen megnodvelhetd. Egy sztreptavidin molekula négy biotin megkotésére képes, viszont
egy biotin molekula csak egy sztreptavidinhez kotddik, igy ezzel a modszerrel nem

alakulhatnak ki aggregatumok. [52]

A biotinilalas soran fehérjeveszteség lépett fel, a veszteség nagysagat NanoDrop
mérésekkel ellendriztem és a higulast figyelembe vettem a tovabbi mérési Iépéseknél. A
biotinilalas soran BSA-val végeztem el6kisérleteket, mert a BSA egy alkalmas, relative olcso
fehérje. A BSA-t a megadott eljardsmod menete szerint biotinilaltam, majd egy antitesteket és
sztreptavidint tartalmazé chip feluletére injektaltam. A biotinilalt fehérje az antitestekhez nem,
mig a sztreptavidin foltokhoz kival6an kot6dott, tehat a modositas sikeres volt (42. abra). A
kotodott biotinilalt BSA molekulakhoz sztreptavidint injektalva a jel a sztreptavidin foltokon
tovabb megnodvekedett. Ez azt igazolja, hogy a BSA szamos ponton biotinilaloédott, és a

biotinilalt BSA tovabbi sztreptavidin molekulak kotésére is képes.
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42. abra: Biotinilalt BSA kétédése kiilonbozd antitesteken és sztreptavidin foltokon (300 ug/ml
cseppentési koncentracio). Tovabbi sztreptavidin injektalasara (zold) jelnévekedés kovetkezik

be, tehat a biotinilalt fehérje képes tovabbi sztreptavidin megkotésére is.

Kisérleteimhez az altalam eddig vizsgalt legkisebb antigént, az NT-proBNP-t
valasztottam, hiszen a méretndvelés hatasa elméletiink szerint ezen antigénnél lesz a
legnagyobb. A biotinil&lt NT-proBNP antigéneket sztreptavidinnel kevertem 6ssze még az
injektalas el6tt. Az antigén-biotin-sztreptavidin komplex jol kot6dott a szabad antitestekhez, a
Protein M-mel torténé reakcio utan azonban a kotodés mértéke jelentdsen lecsokkent (43. &bra).
A modositatlan antigén (NT-proBNP) esetében a jel a szabad kotddés 98 % - ra csokken a
Protein M hatasara, azaz 2 % - os blokkolast tapasztalunk. Ekdzben a méretndvelt antigén (NT-
proBNP + biotin + sztreptavidin) esetében a blokkolas 70 %. Ezek alapjan elmondhato, hogy a
blokkolasi effektus a jelentésen megné az antigén méretnovekedésének hatasara. A kisérlettel
sikeriilt alatamasztani, hogy a nagyobb méretli antigén kotddését a Protein M fehérje jobban
gatolja, mint a kisebb méretii antigénekét, ezek alapjan a Protein M antitestk6té fehérje

antigénkotddés blokkold hatdsa egyértelmiien sztérikus okokra vezethetd vissza.
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43. bra: A szabad és a Protein M-mel reakcioban lévd Fab régiok antigénkotési kepessége
anti-NT-proBNP (NT34, 300 ug/ml cseppentési koncentracid) antitestek esetén.



5. Osszegzés

Munkam soran a Protein M fehérje karakterizalasaval és antigén Kiszoritasi
tulajdonsédgéanak tanulmanyozésaval foglalkoztam, a méréseket képalkoto fellleti plazmon
rezonancia (SPRIi) segitségével végeztem el.

Els6 megkozelitésben szivbetegség marker fehérjéket (CRP, NT-proBNP, troponin
(cTnl)) és ezekre specifikus antitesteket hasznaltam fel. Azonban egyik antigén esetében sem
tapasztalatam szignifikans mértékii kiilonbséget a szabad Fab régio, illetve a Protein M-mel
reagaltatott Fab régiok antigénkotési képessegében. Az irodalmi adatok virus antigének
vizsgalatara terjednek Ki, és ezen antigének esetében tapasztaltdk az antitest-antigén kotés
gatlasat is. A fent emlitett, &ltalam vizsgalt antigének azonban kisméretiiek (8-125 kDa), igy
tovabbi, nagyobb méretii antigénekre is Kiterjesztetettem a vizsgalatot. A valasztott antigének
kozt szerepel egy joval nagyobb tomegii antitest (IgE 190 kDa), illetve egy virus (SARS-CoV-
2). Méréseim soran azt tapasztaltam, hogy az egyes antigének méretének novekedésével, a
Kiszoritas mértéke is egyre n6 (40, 41. abra). Ennek megfeleléen a Protein M antigén-antitest

kotés gatlo tulajdonsaga valdszintileg sztérikus okokra vezethet6 vissza.

o 2 oe W X
NS

44. dbra: A Protein M antitest-antigén kotédést blokkolo hatasa sztérikus okokra

vezethetd vissza. A kisméretii antigének (pl. NT-proBNP, cTnl, CRP) esetében nem
tapasztalhaté énmagéban szignifikans mértékii blokkolas, a nagyobb antigének (pl.

virusok) esetén azonban a Protein M a kétddést teljes mértékben is visszaszorithatja.

A sztérikus gatlas bizonyitasara NT-proBNP-t biotinilaltam és sztreptavidinnel tovabb
reagéltatva jelentésen megnOveltem az antigén meretét. Az antigén a biotinilalas hatasara nem
vesztette el antitestkotd képességét, igy meg tudtam hatarozni a megnovelt méretii antigénre is
a szabad ¢és blokkolt helyekhez vald kotédés mértékét. A méretndveles hatasara a Protein M-
mel blokkolt kot6dés mértéke a jelentésen lecsokkent (43. &bra), igy sikerllt bizonyitanom,

hogy a Protein M fehérje az antigén-antitest komplex létrejottet sztérikus okok miatt gatolja.
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