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Aptamerek

e Olyan rovid nukleotid- vagy fehérje lancok, melyek egy targethez nagy

affinitassal kotodni tudnak

* Interakcio szekvenciara jellemz6

* Pl. ATP-kot6 RNS aptamer:
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Dieckmann T, Suzuki E, Nakamura GK, Feigon J. Solution structure of an ATP-binding RNA aptamer reveals a novel fold. RNA.

1996;2(7):628-40.



SE LEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment)
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Jermeszetes aptamerek” - Riboswitches

 Transzkripcio szabalyzas egy lehet8sége Aptamer N

V74 7k binding site
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RNS aptamer
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Nelson, D., Cox, M. & Lehninger, A. (2013). Lehninger principles of biochemistry. New York: W.H. Freeman and Company.



Light-up aptamerek

* Felismeré modul (gyakran riboswitchbdl)

e Rovid komplementer szekvencia

e Felismer6é modul konformacio valtozasa indukalja a festék komplexaciot,

fluoreszcencia bekapcsolast

Minimal luorescence Target binding Fluorescent complex
reinforces structure formation



ElsO Light-up aptamer

Table 1. Spectral Enhancements of Triphenylmethane Dyes
Bound to MG and SRB Aptamers

EMNA LY - oy oy fold Ki
dye aplamer (nmj) fres bound increase il
MG MG 12 T9 = 1077  0.187 2360 0117
IMG MG ] 1.5 = 107 0324 2090 0666
FPEBVF SEB 1.5 3.7x 107 0.034 a2 86
FBV SEB L] 39 % 107 0.042 107 23

Chart 1. Relevant Triphenylmethane and Xanthene Dyes

= P AT T R,
sk S Sake el TMR: R' = RZ = Me; X = H
IMG: R = Me; R, R” = CH,CHy: X = ¥ = H SRB R = R = EL X = 80
PEVF:R'=R?=Et, R* =¥ = H; X = S0y’ 'R'=R=ELX=350;

PEBV: R'=R?=Et R¥=H; X=505;Y=0H

* Malachite green szenzor

Babendure JR, Adams SR, Tsien RY. Aptamers switch on fluorescence of triphenylmethane dyes. J Am Chem Soc.

2003;125(48):14716-7.



Korabbi Light-up aptamerek

* GFHB (GFP) fluorofdr + Spinach RNS aptamer

* Megvaldsitott targetek:
* Metionin
 ADP
Cyc-di-GMP
Tiaminepirofoszfat

Néhany fehérje/peptid

e Mind RNS aptamer



G quadruplex

 DNS struktura
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G quadruplex alapu light-up DNS-ek

Selectivity based on fluorescence intensity  Compound-induced topological change
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Light-up fluorofor-DNSaptamer par

* Dapoxiszulfoniletilndiamin (SEDA)
I
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* Er6sen olddszerfligg6 fluoreszcencia

* Polaris oldoszerekben ICT quenchel



SELEX eljaras

76mer 40bp random ssDNA

9-kor el szelekcio

Szekvenalas 31 szekvencia

2 kategoria: DAP-1 és DAP-10
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e DAP-1 nél részt vesz az interakcidban

endiamin csoport jelentdsege
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Kotodésért felelbs részlet azonositasa

Hairpin struktura

Torlés a szekvencia végekrdl
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DAP-10-42
* Felesleges részlet torolve
* Tovabbi 50% fluoreszcencia fényesség
* K,=7.6 M (SEDA) K,=25 nM (SA)

DAP-10-27
 Komplementer régio is torolve
e Minimalis fluoreszcencia



Spektroszkopiai adatok

Excitation Emission Extinction coefficient Fluorescence
Fluorophore maximum maximum (M 'em™) quantum yield Ka(aM)
(nm) (nm)
Dapoxyl SEDA 359 561 9,990 (at 400 nm) 0.00086 -
Dapoxyl SEDA
bound to DAP-10-42 402 540 10,200 {Ell 400 nm} 0.621 7H+1.2
Dapoxyl SA 354 558 5,700 (at 390 nm) 0.025 -
Dapoxyl SA
h'EILII'Id to DAP—IG—42 391 49? ]lﬂﬂﬂ {ﬂl 39[' l'lI'I'l:I Dﬂﬁﬁ 248 + 19




* Hol kellene beépiteni a felismerd aptamer régiot?

e Egy bazis cserék (SPM)
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Trombin felismerd resz beéepitése

e 2 Helyen

e Kulénb6z6 nyakhosszal
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Osszehasonlitas

(b)
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ATP felismerd rész beépitese

* 1 helyen

e Kulonb6z6 nyakhosszakkal
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Osszefoglalas

Uj, optimalt festék aptamer par (SEDA,SA)

700x turn-on arannyal

J6 ligandum affinitassal

Sikeres beépités trombin és ATP szenzorba

lehetséges folytatas:

* nyak-rész tovabbi optimalasa




KOoszonet

Koszdnom a figyelmet.
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