ORSIAGOS
b/ Egyetem

TANACS

Orszagos Tudomanyos Diakkori Konferencia

2012

A Flil fehérje klonozasa, termeltetese €s tisztitdsa

Készitette: Kovacs Matyas
Témavezetd: Dr. Vonderviszt Ferenc
Konzulensek: Dr. Muskotal Adél és Dr. Téth Balazs
Miszaki Informatikai Kar, Miiszaki Kémiai Kutatointézet

Bio-Nanorendszerek Laboratorium




Tartalomjegyzék

TartaloMIEZYZEK .....oevuviiiiiie it 2
Bevezetes €5 CEIKITHZES ......oiuiiiiiiiiiii e 4
L. Trodalmi AtEEKINEES ........eieiiiieiiiie ittt 5
1.1 A bakterialis flagellum ..........coouoiiiiiiiiiii e 5
1.2 A flagellum-specifikus-exportrendszer meghataroz6 komponensei...................... 8
1.3 A flagellaris exportrendszer miikodési mechanizmusa............cccocvevveveiieiieennenne. 10
1.4 A Flil szerepe az eXportrendszerben .........cccveiveieiieie e 12
2. Alkalmazott MOASZETEK .......c.eiiiiiiiiiiicie e e 14
2.1 EIEKLIOTOTEZIS ..ottt st e e 14
2.1.1 Agardz geleleKtrofOr€Zis ......coiuiiiiiiiiciie e 14
2.1.2 SDS-Poliakrilamid gélelektroforézis...........cooviiiiiiiiiiniiciie e 15

2.2 EXPresszios VEKLOTOK ........coiiiiiiiiiiiiiiiee s 16
2.2.1 PET VEKIOTOK ... 16
2.2.2 PGEX VEKEOTOK.......couiiiiiiiiecie e 17

2.3 GAZUASEJL ... .cuvieeieiteee ettt et e nre e nreereare e re s 17
2.4 ReStrikCiOos EMESZEES........ooiuiiiiiiiiiiiieiie et 18
2.5 PCR (polymerase Chain reaction)............ceoveverereneseniisieieiese s 18
2.6 LEGALAS ...ttt ettt et e e ne e re et ne e neeteaneenres 21
2.7 TranSZIOrMALAS .......ooiuiiiiieie e 21
2.8 FPLC ( fast protein liquid chromatography) .......cccceeviiieiii i 23
2.8.1 Affinitds Kromatografia ..........cocoiviiiiiiiii 23

3. Elvégzett kisérletek €s Ki€rt€KelESUK .........coriviiiiiiiiiiii e 24
3.1 Sziikséges anyagok, berendezesek ...........ccoovvvriiiiiiiiiiiicn e 24
3.2 Flil génjének amplifikalAsa ........ccciiiiiiiiiiiiiici s 25



3.3 ApET23b-GST-TEV plazmid tiSZtItASa .........covririiiiieieieee e 26

3.4 A Flil inszert és a pET23b-GST-TEV plazmid emésztese .........covvvrvrivirriinennnnnn. 27
3.5 A DNS fragmentumok HAIASa .......ccceeviiviiiiiiiiiiiiiie e 28
3.6 TOP 10 kompetens sejt transzformalasa..........cccvevveeeiiieniiieniiee e 30
3.7 EIIENOIZO ©MESZEES ... ceuvieiieiieieiie sttt eetee sttt ettt sttt enaneenns 30
3.8 BL21-(DE3) kompetens baktériumtorzs transzformalasa.............cccocvrieennennnnne 31
3.9 A GST-FIl fazioés fehérje bakteridlis termeltetése, feltarasa..........oovvvviviviiinenne 32
3.10 A GST-FIil fazids fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval GSTrap Sml-es
(01374 [0] 10 o RSOSSN P S SPPSSRRP 33
3.11 A tiszta Flil eldallitasa TEV proteolitikus enzim hasznalataval ......................... 35
4. OSSZELOGIANAS .....cvoveeecvsceeieicte ettt sttt 39
S5.TOVADDI CEIOK ..ttt ettt sb et be e e e 41
6. IrodalomIEZYZEK ......ooviiiiiiiiee e 41
KOSZONENYIIVANIEAS ... 47



Bevezetés és célkitiizés

A baktériumok flagellumok segitségével mozognak, amelyek egy a
sejtmembranban elhelyezkedd molekularis motorbdl és a hozza kapcsolodd helikalis
filamentumbol allnak. A filamentum tobb ezer flagellinbdl és néhany egyéb fehérje
alegységbol all, amelyek a citoplazmaban szintetizalodnak és egy specialis
exportrendszer segitségével a helikalis filamentum belsd csatornajan keresztiil jutnak el
a beépiilési helylikre a filamentum végére.

Az exportrendszer kulcsfontossagi eleme a Flil ATPaz. Ez egy 49 kDa
nagysagu fehérje, melynek N-terminalis szegmense 110 aminosavbdl all, ez felelds az
egy¢b flagellaris fehérjékkel vald kolcsonhatasért, centralis régidja pedig ATPaz
aktivitassal rendelkezik. A Flil az ATP hidrolizise soran felszabadulé energia
segitségével végzi az exportalodd fehérjekomponensek kitekerését €s bejuttatasat az
exportcsatornaba.

A korébbi tisztitasi eljarasoknal problémaként l1épett fel a Flil aggregacidja és

crer

érzékeny N-terminalis régidjanak elemésztédése. Munkam soran génsebészeti
fuzionaltattam, igy a GST tag megvédi a fehérje sériilékeny N-terminalis részét €s
elésegiti annak feltekeredését, s mindezek mellett lehetévé teszi a fehérje affinitas
kromatografids tisztitdsat glutation tartalmu oszlopon. A Flil és a GST kozé a TEV
protedz enzim specifikus hasitd helyét illesztettem, mely lehetdvé teszi a GST tag
eltavolitasat. Feladatom volt még a GST-FIil fuzids fehérje nagy mennyiségii bakterialis
termeltetése és tisztitdsa. Az igy eldallitott Flil olyan vizsgalatok alapjaul szolgalhat,
amelyekkel tisztazhatjuk szerepét a flagellaris exportszubsztratok felismerésében és

kijuttatasaban.



1. Irodalmi attekintés

1.1 A bakterialis flagellum

A baktériumok flagellumok segitségével mozognak, amelyek egy a
sejtmembranban elhelyezkedé molekularis motorbol és a hozza kapcsolddd helikalis
filamentumbol allnak [1].

A Dbaktériumok helyvaltoztatasara kétféle modszert figyeltek meg. Ha a
flagellaris motor az 6ramutatd jarasaval ellentétes iranyban mozog, a filamentumok egy
nagy helikalis koteggé alnak Gssze, s mint egy propeller hajtjak elore a baktériumot. Ezt
a mozgast nevezik uszdsnak (run). Ha a motor forgdsi iranya megvaltozik ¢és a
filamentumokat az oOramutatd jardsaval megegyezé irdnyban forgatja, a helikalis
kotegek szétesnek és egyfajta kapalozo (tumble) mozgas jon létre. A kétfajta mozgas
stirti valtakozasa soran a sejt haladési irdnya rovid idon beliil valtozik. Az uszasi mintak
irdnyitott valtakozdsanak frekvencidjat a kornyezeti paraméterek (pl: tapanyag,
koncentracio) befolyasoljak. A mozgas frekvencigja illetve az elmozdulas nagysaga
abban az iranyban a nagyobb, ahol a szamara kedvezobb feltételeket talalja (1.abra) [2,

3].

1. abra: A baktériumok mozgasa: (A) fszas (run), (B) kapalézas (tumble)

Namba & Vonderviszt 1997



A bakterialis flagellum harom f6 részbol all: a bazalis testbdl-, mely a
sejtmembranba agyazott motorként miikodik, a kampobol (hook) és a filamentumbol
(2.4bra).

A motor meghajtdsat a membranon keresztiil fellépd proton gradiens biztositja,
amely hatdsara akar 90000-es percenkénti fordulatszamra is képes. A motor egy
membranba agyazott allo és egy forgd részt tartalmaz [4].

A kampd egy axidlis fehérjékbol felépiild gorbiilt struktiraji erdatviteli
szerkezet, mely a filamentum ¢és a motor kdzotti kapcsolatot biztositja. A kampo képes a
forgastengely irdnyanak megvaltoztatasara. Ez teszi lehetdvé, hogy a filamentumok ne a
motor tengelye koriil forogjanak, hanem arra kozel merdlegesen. A kampod és a
filamentum ko6zo6tt helyezkednek el a HAP3 és HAP1 kampo asszocialt fehérjék [5, 6].

A flagellaris filamentum tobb tizezer flagellin (FIiC) kopidjabdl all, amelyek a
citoplazmaban szintetizalédnak és egy specialis exportrendszer segitségével a helikalis
filamentum belsd csatorndjan keresztiil jutnak el a beépiilési helyiikre a ndvekvod
filamentum végére.

A filamentum helikalis szerkezetli, melynek atméréje 20 nm koriili, mig hossza
10-20 pm koriil valtozhat. Az flagellin fehérjék a citoplazméban szintetizaldédnak, majd
a filamentum belsd tiregén keresztiil jutnak el a beépiilési helylikre a filamentum végére,
ahol spontan polimerizacidra képesek. Ez Onszervezddd tulajdonsdguknak, illetve a
HAP2 fehérje komplexnek koszonhetd. A flagellin alegységek szétdiffundélasat az
extracellularis térben a HAP2 sapka akaddlyozza meg, illetve ez irdnyitja az alegységek
megfeleld beépiilését. A HAP2 egy intelligens fehérje, mely tulajdonsaga a flagellin
kotésében nyilvanul meg. Egyszerre képes erdsen megkotni a molekulat, illetve
idOszakosan, a beépiilés pillanataban elengedni azt. [7].

A motor tengelyét felépitd négy-féle rod fehérjét, a hook fehérjét, a flagellint, és
a HAP fehérjéket egylittesen axialis fehérjéknek nevezik. Az axidlis fehérjék mind a
citoplazmaban szintetizalédnak ¢és a baktérium flagellaris exportmechanizmusa
segitségével jutnak el beépiilési helyiikre a flagellumon beliil. K6z6s jellemzdjiik hogy
kiterjedt rendezetlen termindlis régiokkal rendelkeznek. Ezek a rendezetlen régiok a
molekulak legkonzervaltabb részei, ami fontos szerkezeti és funkciondlis szerepiikre

utal [7, 8].



A flagellin molekuldk az onszervezddd képességiikénél fogva feltételezhetden
képesek lennének a sejten beliili polimerizacidra, viszont ezt az ugynevezett
dajkafehérjék (chaperonok) akaddlyozzak meg.

Az exportrendszer egyik ilyen chaperonja a FliS, ez egy citoplazmatikus fehérje,
amely megakaddlyozza az exportdlandd szubsztritum korai aggregacidjat a
citoplazmaban [9]. Egy masik dajkafehérje a FliJ, amely az exportszubsztratumot kotve

szerepet jatszik a flagellaris exportban.

Filamentum

= HAP1
T~ Kampé
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& P gylrd
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2. abra: A bakterialis flagellum szerkezeti képe
A filamentum atméréje 24 nm, mig hossza 10 - 20 pm kozotti.
[2]
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1.2 A flagellum-specifikus-exportrendszer meghatarozé komponensei

A Dbaktériumok tobbféle exportrendszerrel rendelkeznek, melyek kiilonféle
anyagok (pl. fehérjék) kijuttatasat végzik a membranon keresztiil a kiilvilag felé. A
gram- negativ baktériumok esetében tobb (I-V) kiilonb6z6 export mechanizmus ismert.
A TII. tipust exportrendszer jellemzdje, hogy bizonyos fehérjéket juttatnak at a
sejtmembranon és a kijuttatandé fehérjék nem rendelkeznek semmiféle exportszignallal
vagy szignalpeptiddel, ami a membranon vald transzportban jelként szolgalna. A
dolgozatban vizsgalt baktériumok flagellaris exportapparatusa is ezzel a III. tipusu
szekrécios rendszerrel mutat rokonsagot. A flagellaris export komponensekben jelentds
szekvencialis hasonlosag figyelhet6 meg a patogén baktériumok injekcids
apparatusaval, mely a III. tipust szekrécids rendszerrel juttatja a virulens faktorait a

fogado sejtbe [2, 3, 10, 11, 12].

A bakterialis flagellumok tilnyomo része a sejtmembranon kiviil helyezkedik el.
Az axialis fehérjéknek &t kell jutniuk a citoplazma membréanon, illetve bizonyos
komponenseknek a kiils6 membranon is. Az alkotd axidlis fehérjealegységek egy
specialis exportmechanizmussal a flagellumok belsé csatorniajan at a flagellum-
specifikus exportrendszer segitségével keriilnek ki a sejtbdl [13]. Kimutattak, hogy az
exportfolyamat hajtoereje a citoplazma membranon keresztiil fellépd proton gradiens
[14, 15].

A feltételezesek szerint ez az exportrendszer a bakteridlis flagellum bazalis test
MS gyiiriijének citoplazma feldli oldalan, a C gytrt belsejében helyezkedik el [2, 13].
A Dbakterialis exportrendszert felépitd komponensek harom csoportha sorolhatok:
integralis membranfehérjék (F1iO, FliP, FliQ, FliR), vizes kozegben miikodd fehérjék
(FlI és a FliH) ¢és a citoplazmatikus membranba agyazott periférialis membranfehérjék
(FIhA ¢és az FIhB) [1]. Az egyes fehérjék szerepének kideritésére elvégzett vizsgalatok
azt mutatjak, hogy az exportfolyamatban az FlhA, FIhB ¢és a Flil fehérjéknek van

meghatarozo szerepiik [10].

A legujabb vizsgalatok sikerrel azonositottdk a flagellum-specifikus ATPaz
molekulat (Flil), mely nagy valoszinliséggel kulcsfontossagi szerepet tolt be a

flagellum-specifikus exportrendszerben. Ezt tamasztja ala az a tény is, hogy a Flil



fehérje aminosav szekvencidja rokonsdgot mutat bizonyos baktériumok virulens
fehérjéinek kivalasztasara specializalodott exportrendszerének egy komponensével is
[2].

A Flil egy 49 kDa nagysagu fehérje, melynek N-terminalis szegmense 110
aminosavbol all, ez felelds az egyéb flagellaris fehérjékkel (pl.: FliH) valo
kolcsonhatasért, centralis régidja ATPaz aktivitdssal rendelkezik, itt van az ATP
hidrolizis katalitikus helye, mig C-terminalisanak funkcidja azonositatlan [16].
Tovabba, a vizsgalatok arra utalnak, hogy a FIlil els6 20 aminosava nemcsak a FliH-val
valé interakcidért felelds, hanem a sajat oligomerizacids képességét is szabalyozza
(3.4bra.). A Flil az ATP hidrolizise soran felszabadul6 energia segitségével végzi az
exportalodo fehérjekomponensek kitekerését €s bejuttatdsat az exportcsatornaba. A Flil
feladatat csak mas fehérjékkel alkotott multikomplex rendszerben képes elvégezni,
hasonloan az FoF; ATPaz B3 alegysége esetében [2, 16].

A Flil-vel szoros egyiittmiikodési kapcsolatban van egy masik citoplazmatikus
fehérje a FliH, mely az oldatban dimerként van jelen, s a Flil-vel komplexet képez
(heterotrimer).

Feltételezések szerint a FliH elsddleges feladata a Flil miikodésének
szabalyozasa, valamint ATPaz aktivitdsanak gatlasa. A FliH addig gétolja a Flil ATPéaz
hidrolizal6 képességét, amig az exportrendszer képessé valik, hogy felhasznalja ezt az
energiat az axialis fehérjék tovabbitasara [17, 18, 19, 20].

Azt tapasztaltdk, hogy az axialis fehérjék jelenléte stimuldlo hatissal van a Flil
ATPaz aktivitdsara. Tovabba a foszfolipid molekuldk jelenléte megtizszerezi a Flil

ATPaz aktivitasat.

1 20 110 380 455

" C-terminal
N ATPase domain domain c

-
| N FliH binding
ocligomerization

3. abra: A Flil ATPaz funkcionalis doménjei

N-terminalis: FliH kotodés és oligomerizacioé szabalyozas. Centralis régio: ATP hidrolizis

[16]



1.3 A flagellaris exportrendszer miikodési mechanizmusa

Az eddigi ismeretek alapjan a flagellum-specifikus exportrendszerben az FIhA,
FIhB ¢és a Flil jatsszak a foszerepet. A flagellaris fehérje export a fehérje szintézis gatlo
anyagok (spectinomycin és kléramfenikol) hasznalata soran sem szlinik meg, mely jelzi,
hogy a fehérje export nem kapcsolodik kdzvetleniil a fehérje szintézishez. Tovabba azt
is sugallja, hogy ezeknek a fehérjéknek az aminosav szekvencidja elegendd jelként
szolgal az exportrendszer szdmara. Valosziniileg az exportszubsztratumok N-terminalis
régidiban helyezkedik el az export szignal, de ez még nem bizonyitott az elsddleges
szekvencia szinten [2].

Az export rendszer kozponti csatornajanak atmérdje indukalja azt a kérdést,
hogy hogyan képes végighaladni az exportdland6 szubsztratum a minddssze 2 nm
atmérdjii csovon? Melyek azok a mechanizmusok, amelyek kitekerik a molekulat?
Illetve mi annak az energianak a forrdsa, ami felhasznalodik, mind a kitekeréshez, mind
a csatornan valo transzlokéaciohoz?

A flagellaris exportmechanizmus maig sem teljesen tisztazott folyamata a 4.

abran lathato.
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4. abra: A flagellaris export mechanizmus

a): A FliH,Flil-FliJ-szubsztratum komplex kialakulasa. b): Csatlakozasa a C- gyiiriihoz.
): A FliH,Flil-szubsztratum komplex kotodése FIhA-FIhB platformhoz ahol hexamer gyiiriit képez
és a FliH,Flilg hexamer eldsegiti az export szubsztratum N-terminalis szegmensének kezdeti
belépését az exportcsatorna kapujaba. d): Megtorténik az ATP hidrolizis, a FliH,Flilg hexamer

szétesik, az exportszubsztratum kitekeredik és a polipeptid lanc kijut az exportcsatornan.

(2]

A folyamat elsd 1épéseként a citoplazmaban a FliHoFlil dimer és a szubsztratum-
FliJ kotédésébdl kialakul a FliHoFlil-FliJ-szubsztratum komplex. (4./(a) abra). Majd a
FliH,Flil-FliJ-szubsztratum komplex csatlakozik a C gytiriiben levé FliN-hez, novelve a
lokalis komplex koncentraciot. (4./(b) abra). A FliJ kotédik a C gyliriiben levo FliM-
hez, mely lehetévé teszi a FliHoFlil-szubsztratum komplex felszabadulasat a C
gyurirél. A FliHyFlil-szubsztratum komplexnek igy lehetésége van az MS gyiiriben
levd FIhA-FIhB platformhoz kotddni, ahol hexamer gyiirit képez. Az FlhA-FIhB
platform és a FliHxFlils hexamer kélcsonhatasanak eredményeként a FliHyFlilg hexamer

elésegiti az export szubsztratum N-termindlis szegmensének kezdeti belépését az

exportcsatorna kapujaba. (4./(c) abra). Ha az N-temindlis szegmens kotddott a csatorna
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bejarati kapujdba, megtorténik az ATP hidrolizis. A felszabadulé energia arra
forditodik, hogy megkonnyitse a FliHxFlilg hexamer szétesését és az exportkapurdl valo
levalasat, az exportszubsztratum kitekerését €s a polipeptid lanc kijutasat, illetve a
kezdeti FliH,Flil dimerek Osszekapcsolasat a kovetkez6 ciklusban — torténd
felhasznalasahoz. (4./(d) abra). [2, 21, 22, 23].

Az exportszubsztratum egymast kovetd kitekerésének, illetve a polipeptidlanc

crcr

miikodtetd proton gradiens hatasara bekovetkezé egy-dimenzids Brown mozgas [2].

1.4 A Flil szerepe az exportrendszerben

A Flil mikodésével kapcesolatban van néhany nyitott, megvalaszolasra varo
kérdés.

Nem teljesen vilagos, hogy a kijuttatandé fehérjéket miként ismeri fel az
exportapparatus, mivel nem rendelkeznek lehasad6é szignal szekvenciaval vagy
barmilyen kozos exportszignallal, ami jelként szolgalna az exportrendszer szamara,
ezen beliil a Flil szdmara.

Eddigi eredmények azt mutatjak, hogy a flagellin 26-47 szegmense kozott levd
22 aminosav hosszisagl szakasz tartalmazza a felismerd jelet [24, 25]. Osszehasonlitva
a kiilonbozo fajok flagellin fehérjéinek aminosav szekvencidjat, kideriilt, hogy az export
szignalt tartalmaz6 szegmensekben nagyon erds konzervaltsag figyelhetd meg. Az
azonositott exportszignallal fuzionaltatott rekombinans fehérjék szintén kijutottak a

sejten kiviili térbe [26, 27]. Az exportszignal a flagellin molekula rendezetlen N-

crer

crer

helyezkedik el [29, 30]. Ugy tiinik, hogy ez a rendezetlen struktira az alapvetd
felismerési jel, a flagellum-specifikus exportrendszer szdmara.

Az is koztudott, hogy a flagellin és mas egyéb exportszubsztratum a FIlil
ATPézzal 1ép kolcsonhatasba, novelve ATPaz katalitikus aktivitasat [31]. Az eldzetes
kisérletek alapjan az is kideriilt, hogy az export szignallal csatolt idegen fehérjék,

hasonldo mértékben eldidézik a Flil ATP hidrolizisét. A megfigyelések arra utalnak,
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hogy a Flil felismeri és megkdti az exportszignalt. Ezért fontos lenne ennek a
folyamatnak a pontos mechanizmusat ismerni.

A Flil-exportszignal (Flil-ES) jellemzéséhez els6 1épésként ki kell dolgozni egy
magas hozamu tisztitasi protokollt a Flil fehérjére, mert sziikség lesz nagy mennyiségii
Flil-re a nagyszamu kisérletekhez, hogy tanulmanyozni tudjuk a Flil-ES kolcsonhatast
¢s a FIil oligomerizacids szerepét.

A korabbi tisztitasok soran hisztidin-tag-es Flil-t expresszaltattak E.coli sejtben,
azonban ezzel a valtozattal allando problémaként 1épett fel a Flil aggregacioja, inkluzios

A problémak megoldasara és a Flil fehérje nagy mennyiségt eléallitasara egy
ujfajta tisztitdsi modszert dolgoztam ki. A hisztidin-tag helyett, génsebészeti
fuzionaltattam, amely megvédi a fehérje sériilékeny N-terminalis részét és elOsegiti
annak feltekeredését. Ezenfeliil lehetdvé teszi a fehérje affinitds kromatografias
tisztitasat glutation tartalmt oszlopon. A Flil és a GST tag koz¢é a virus TEV protedz

enzim specifikus hasito helyét illesztettem, mely lehetéve teszi a GST-tag eltavolitasat.
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2. Alkalmazott modszerek

2.1 Elektroforézis

Az elektroforetikus modszerek alapelve, hogy a t6ltéssel rendelkez6 molekulak
az eredd toltésiiknek megfelelden elektromos térben az ellentétes toltéssel rendelkezd
elektréd felé vandorolnak, és ha vandorlasuk sebessége kiilonbozd, egymastol fizikailag
elvalaszthatok.A vandorlés sebessége fligg a molekula toltésétdl, tomegétdl, alakjatol és
az elektromos tér nagysagatol. A szeparacid javitasara kiilonb6z6 szilard matrixokat

hasznalnak [32].

2.1.1 Agaréz gélelektroforézis

Az agardz egy poliszacharid, mely vizes szuszpenzidja hevités hatdsara
megolvad, majd lehilés utan géllé dermed. Az agardzlancok egymassal,
hidrogénhidakkal kapcsolddva térhalos szerkezetet hoznak Iétre.

Az elvalasztast végzo inert porozus gél egyfajta molekulasziiréként viselkedik,
ezaltal a nukleinsavakat méret alapjan szeparalja. A futtatds zsebekkel ellatott,
vizszintes helyzetli gél lemezben torténik (5.4bra).

A kiilonb6z6 méreti  nukleinsavak az egyenaram hatasara kiilonboz6
sebességgel mozognak. A kis molekuldk gyorsan haladnak elére a gélben, mig a
nagyobb molekuldk szinte teljesen visszatartodnak. A molekula méretét egy
standardként szolgald DNS oldattal becsiilhetjiilk meg. Az agaroz gélelektroforézis RNS

¢s DNS fragmentumok frakcionalasara alkalmazott modszer [32, 33].

solution gel slots containing DMNA samples
1
%\

N
— electrode

shorter

5. abra: Az agardz gélelektroforézis kivitelezése

(http://media.web.britannica.com/eb-media/72/47672-004-4E16B61F.gif)
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2.1.2 SDS-Poliakrilamid gélelektroforézis

Az egyik leghatékonyabb fehérjeszeparacios modszer melyben egy denaturalod
koriilmény van jelen a Na-dodecil-szulfat (SDS), amely alkalmazasaval lehetové valik a
fehérjéknél a moltomeg alapjan vald elvélasztds. Az SDS hasitja a fehérjékben a
hidrogénhid kotéseket, illetve semlegesiti a fellépd hidrofob kdlcsonhatasokat, melynek
eredményeképp kitekeri a fehérjét. Az SDS erdsen kotédik a polipeptidhez, melynek az
aminosavakkal aranyos negativ toltése lesz (6.4bra). Az egységesen negativ toltésii
fehérjék az elektroforézis sordn méretiiktol fliggd sebességgel vandorolnak a pozitiv
polus felé. A kapcsolodd SDS mennyisége aranyos a fehérje méretével, ezért az
aramlési sebessége, futdsi tdvolsaga forditottan ardnyos a fehérje molekulatomegével.
Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis nemcsak molekulastly szerinti szétvalasztasra
alkalmas, hanem a fehérjék molekulasulyanak meghatarozasara is, ismert
molekulatomegt fehérjék mellett futtatva [32, 33].

A szeparalni kivant fehérje mintat SDS és merkaptoetanol jelenlétében forraljak,
majd két iiveglap kozott polimerizalodott poliakrilamid gél zsebeibe toltik. Az
elektroforézis fiiggdleges helyzetben torénik [32]. A fehérjéket egy specialis festékkel
lehet lathatova tenni, mely a gél anyagahoz nem kotddik, majd a nem kotddo festéket

kioldva a fehérjék kék savként jelennek meg a gélen.

BEFORE SDS charged R-groups

hydrophobic areas

AFTER 5DS

6. abra: Az SDS hatasa a fehérjékre
Az SDS hasitja a fehérjékben a hidrogénhid kotéseket, Kkitekeri a fehérjét, s az aminosavakkal

aranyos negativ toltést eredményez.

(http://www.davidson.edu/academic/biology/courses/molbio/sdspage/SDSwprotein.GIF
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2.2 Expresszios vektorok

Ezeket a transzlacios vektorokat ugy tervezik meg, hogy a leheté legnagyobb
mennyiségben képzddjon a klonozott génrdl a tultermelni kivant fehérje. Ez a
vektorokba beépitett erds promotereknek ¢€s riboszoma kotéhelyeknek koszonhetd. A
legtobb klonozo vektor indukalhaté ( pl: izopropil-tiogalaktoziddal (IPTG) ).

Az idegen fehérjék (foleg nagy mennyiségben) toxikus hatassal lehetnek a
gazdasejt szamara, ezért eldnyds, ha a klonozott gén kikapcsolt allapotban van a
vektorban és csak a megfeleld idében fejezddik ki, kiilsé behatas kovetkeztében. A

biomassza képzddését és a fehérje termelésének folyamatat idoben elvalasztjuk [34].

Az indukcid folyamata, jelentosége:

e A tlltermelni kivant fehérje génjét klonozzuk a pET vektorba

e Ezt a konstrukciot transzformaljuk BL21-(DE3) E. coli gazdasejtvonalba, mely a

kromoszomajan tartalmazza az IPTG-vel indukalhaté T7 RNS polimeraz gént

e [PTG hozziadasakor megindul a T7 RNS polimerdz enzim termelddése,

e ami a vektoron levd promoéterhez kapcsolodva meginditja a tiltermelni kivant

fehérje kifejez6dését [35]

Az expresszios vektorokkal gyakran fuzios fehérjét allitanak eld, melynek N-
termindlisat a vektorban levo kodold szekvencidk, C-terminalisat pedig a klonozott gén
hatdrozza meg (vagy forditva). A fuziés fehérjék stabilitdsa nodvekedhet a
baktériumsejtekben, az idegen fehérjékhez képest. Ezenfeliil megkonnyithetik a fehérje
tisztitasat (pl: affinitas kromatografias modszerrel) [34].

Az altalam termelni kivant fazios fehérjének a GST-Flil-nek is, az N-terminalisu,
GST-t kédold gén a transzlacidos (pET23b) vektorban van, mig a fuzidés fehérje C-
terminalisat meghatdrozo klonozott gén az amplifikalt Flil. A fazios fehérjék nagy

elénye az egyszerilibb izolalasukban rejlik.

2.2.1 pET vektorok

A pET vektorok olyan vektorok, melyekben a termeltetni kivant fehérjék
transzkripcidjat a T7 promoter biztositja (plasmid for expression by T7 RNA
polymerase) (7.abra). A T7 promoter génjének a transzkripciojat csak a T7 RNS
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polimeraz végzi. Az E. coli sajat RNS polimeraza nem. A T7 RNS polimeraz
kifejezddését viszont maga a gazda sejt szabalyozhatja.
A T7 RNS polimeraz alapu rendszer eldnye a nagyfoku szelektivitas, valamint

gyorsabb, mint az E. coli sajat RNS polimeraza [35].

1 erigin

PET23b-melD
5422 bp

T7 promoter

7. abra: pET23b vektor szerkezeti képe
[24]

2.2.2 pGEX vektorok

A pGEX vektorokban a termeltetni kivant fehérje génjét glutation-S-transzferaz
(GST) génjével fuzionaltatjak. A GST egy 26 kDa-os fehérje, amely E. coli-ban aktivan
termeltethetd. A GST és a fuzioés partner kozdtt egy proteolitikus hasitdé helyet
alakitottak ki. A pGEX vektorokban szintén megtalalhatd az ampicillin rezisztencia
génje mely a szelekciot segiti. A 1étrehozott GST-fuzios fehérjék glutationt tartalmazo
oszlopon tisztithatok, ezen kivil a GST tag része az adott vagohelyet felismerd
restrikcios enzimmel eltavolithatd. A gének transzkripciojat a tac promoter vezérli,

amely szintén IPTG-vel indukalhato [35].
2.3 Gazdasejt

Az altalam hasznalt fehérjetermelé gazdasejt a BL21-(DE3). A DE3 egy A-
bakteriofag szarmazék. A lizogén allapot Iétrejottével az E.coli kromoszéma

tartalmazza a T7 RNS polimeraz génjét a tovabbi szabdlyozo elemekkel egyiitt, s igy
IPTG-vel indukalhato [35].
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2.4 Restrikcios Emésztés

Az a genetikai miivelet, mely soran a restrikcidos endonukledz enzimekkel DNS
hasités torténik. A baktériumok természetes védekezési rendszerében szerepelnek olyan
enzimek, amelyek megakadalyozzak az idegen DNS invazidjat a molekula
feldarabolasaval, sajat bakteridlis DNS-liket azonban nem hasitjdk (modifikacio).
Ezeket az enzimeket restrikciés endonukledzoknak hivjuk. Az endonukleaz elnevezés
arra utal, hogy az idegen molekula belsejében hasit és nem a DNS végén. A restrikcids
endonukleazok arrdl a mikroorganizmusrdl kapjak neviiket, amibdl izolaljak 6ket [32,
34, 36].

Ezen enzimek kozos jellemzdi, hogy a DNS-en 4, 6 vagy 8 bazisparnyi
ugynevezett palindrom (a két lanc szekvenciaja 5° = 3’ iranyba olvasva azonos)
szekvenciat ismernek fel specifikusan és vagy a felismert szekvencian beliil vagy attol
néhany bazisparnyira elhasitjdk a DNS molekulat. A hasitds torténhet a két szalon
ugyanott vagy néhany bazis tavolsagra. Az els6 esetben tigynevezett tompa végek (blunt
end) (8.abra), mig a masodik esetben ugynevezett ragados végek (sticky end) alakulnak
Ki (9.abra). Az enzimek alkalmazhatosagat a reprodukalhato hasitas teszi lehetévé, ami
azt jelenti, hogy mindig ugyan ott vagjadk el a DNS-t. Ezeket az enzimeket altalaban
kloénozaskor vektorok kinyitasara illetve a beliltetendd fragmentum kivagasara

hasznaljak. [32, 34, 36].

CCCGGG GAATTC
GGGCCC CTTAA

8. abra: A Smal restrikciés enzim 9. abra: Az EcoR1 restrikcios enzim
tompa végii hasitasa ragadés végii vagasa

2.5 PCR (polymerase chain reaction)

A polimeraz lancreakcié (PCR) egy molekularis bioldgiai technologia DNS
enzimatikus amplifikalasara (azaz a kopiak megsokszorozasara) €16 szervezet, példaul

E. coli vagy élesztd, igénybevétele nélkil in vitro korilmények kozott. A modszert
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1985-ben Mullis dolgozta ki. A technologia lehet6vé teszi a DNS egy rovid, jol definialt
szakaszanak (primerek altal kozrefogott rész) néhany ora alatti megsokszorozasat,

analizis céljabol.

A PCR reakci6 alapvetd komponensei:

e DNS-templat — ez tartalmazza a felsokszorozni kivant DNS szakaszt

e Primerek — (forward és reverse primer) a DNS két szalahoz kapcsolodik
bazisparosodassal és az amplifikdlodd DNS szakaszt fogja kozre

e DNS polimeraz — (Taq polimeraz) enzim, amely a primerekhez kotédik és
lemasolja az adott DNS szakaszt

e Nukleotidok — amelyekbdl épitkezik a DNS polimeraz enzim

e Puffer —a reakcid és az enzim szamara megfelel6 kozeg

A felsokszorozni kivant DNS-szakasz szekvenciajat nem kell feltétleniil ismerni.
Csupan a két végén elhelyezkedd, az adott DNS- szakaszt hatarolé primerek
szekvenciajanak ismerete sziikséges. A felsokszorozni kivant DNS-fragment sokkal
nagyobb lehet (akar 10 kbazis), mint a sziikséges primerek, melynek tipikus hossza 20-
30 bazis [37].

Az amplifikdland6 DNS-szakaszt a primerek kivalasztasaval hatdrozzak meg. A
primerek rovid, mesterséges DNS-szalak, amelyek komplementerek az amplifikdlando
DNS szakasz elejével és végével. Ezek a tobbnyire 20 — 25 bazisparnyi primerek a
templatként szolgdlo DNS megfeleld szakaszahoz kotédve a DNS polimeraz enzimnek
jelolik ki a felsokszorozando fragmentumot. A DNS polimeraz a bazisparosodas
szabalyainak megfeleléen 5°-> 3’ iranyba szintetizalja a templat DNS-sel
komplementer 0j szalat. Miutan a DNS polimeraz befejezte a szintézist, a primerek
helyén keletkezett hézagot feltolti nukleotidokkal.

A primerek olvadaspontjanak 60 C°kériil kell lennie.
A PCR eljarés koriilbeliil harminc ciklus egymasutanjabol 4all. A ciklusok
ismétlddését a computer altal vezérelt PCR (thermocycler) biztositja.
Mindegyik ciklus harom 1épés:
1. 1épés: a reakcio elegyet 92-95 CP-ra hevitjiik, ekkor a kettés szala DNS
molekula denaturdlodik, a hidrogénkotések felbomlanak, a két lanc elvalik

egymastol.
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2. lépés: a reakcioelegyet 30-65 C’-ra hiitjiik. Ezt a lépést annealing vagy
kapcsolodasi 1épésnek nevezik. Ez az a hdmérséklet, amelyen a primerek a DNS
komplementer részeihez hibridizalnak. (altalaban 5°C-kal alacsonyabb, mint a
primerek olvadaspontja)
3. 1épés: egy ujabb felmelegités kovetkezik 65-75 C%ra. Ez a hémérséklet a
DNS polimeraz aktivitasanak a legkedvezObb, ekkor szintetizalja az enzim a
DNS templatrél az 4j komplementer DNS szalat [38].
A harom Iépés végére a kiindulasi DNS mennyiség megkétszerezodik.
Ezutan kovetkezik egy wjabb ciklus (DNS denaturdlds, primer kotédés, DNS
szintézis), igy a 30. ciklus végére koriilbeliil 10° sokszorozas érhet el.

A polimeraz lancreakciét a 10. abra szemlélteti.

P e— :_‘
D 2 @ <
P —
P
F o -
— F'ﬁm;iir Backward +
primes
Parertal strands - —— P
Ppem—
hlelt Anneal Extend _I:
NG —
First —
cycle P
mecond
cycle —
Third
oycle

10. abra: A PCR ciklus folyamatanak abraja. (1): denaturacié 92-95°C-on.
(2): annealing 30-65°C-on. (3): DNS szintézis 65-75°C-on. Az eredményiil kapott két DNS-szal a
kovetkez6 ciklus templatja lesz, azaz minden ciklusban megkétszerezédik a DNS mennyisége.

(http://www.korinfo.hu/drupal/en/node/8912)
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2.6 Ligalas

A restrikcidos endonukledz enzimekkel emésztett fragmensek Osszekapcsolasa
DNS-ligdz enzimmel (11. abra). A kapcsolodas feltétele az, hogy az dsszeligalni kivant
DNS fragmentumok (inszert, vektor) mindegyike azonos restrikcios endonukleaz altal
emésztett ragadds vagy tompa végeket tartalmazzon. Az Osszekapcsolast a T4 DNS-
ligdz enzim végzi 5°=> 3’ iranyban kovalens kotéseket 1étrehozva. Az igy 1étrejott
rekombinans DNS-t adott mikroorganizmusba valo transzformalas utan, altalaban fazios
fehérjék expresszalasara hasznaljak [36, 39].

A ligalas soran nem minden emésztett DNS kapcsolodik dssze megfelelden. A
rekombinans DNS-ek mellett jelen vannak az tjra 6sszekapcsolddott inszert és plazmid
DNS-ek, melyek kizarasa az ellendrzé emésztéssel (a ligatum ujboli emésztése

ugyanazon restrikcios enzimekkel) oldhaté meg.

Insert : [
“ector

11. abra: A ligalas folyamata

A restrikcios endonukleazokkal emésztett DNS szakaszok 6sszekapcsolasa.

(http://www.di.ug.edu.au/spargligation)

2.7 Transzformalas

Az a folyamat, amikor a plazmid DNS kiviilrél, a baktériumot koriilvevd
kozegbol atkeriil a baktérium sejtfalan illetve sejtmembranjan €s bekeriil a sejt
citoplazmdjaba. A transzformdlds kompetens sejtekbe torténik. A kompetens sejtek
membranjanak permedbilitdsa nagyobb, mint a normal sejteké, amely az eldzetes

kezeléseknek (jégen tomény kalciumséoldattal kezelik) koszonheté [34]. A kompetens
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sejtek olyan fiziologias allapotba keriilnek, amely lehetévé teszik a maximalis
mennyiségli DNS felvételt. A felvett plazmid DNS autonom replikaciora képes, ezaltal
biztositva van a beagyazott gén (inszert) amplifikaciéja. A megfeleléen transzformalt
sejtek, amelyek ténylegesen felvették a bevinni kivant vektort, szelektalhatok adott
antibiotikumot (pl.ampicillint) tartalmazo taptalajon. Az antibiotikumot tartalmazo
taptalajon csak a transzformalt sejtek ndnek ki, a nem transzformalt sejtek elpusztulnak.
Ez annak koszonhetd, hogy a bevitt plazmidok tartalmazzak az adott antibiotikum

rezisztencia génjét [32]. A transzformalas folyamata a 12. abran lathato:

PLASMID

WITHOUT WITH
ANTIBIOTIC ANTIBIOTIC

: - (SR> .’@\
BACTERIAL TRANSFORMATION / \ =

SELECTION

12. abra: Transzformalas

Plazmid DNS bejuttatasa kompetens gazdasejtbe.
(http://www.biotechlearn.org.nz/themes/dna_lab/images/bacterial_transformation)

A transzformalas lépései:

1. Iépés: Adott mennyiségli kompetens sejt és DNS ligdtum 0sszemérése jégen

2. 1épés: Inkubacio jégen egy oran keresztiil

' A membran
3. 1épés: Egy percig tartdé hdsokk 42°C-on permeabilitasanak
4. 1épés: 2 percre vissza jégre novelése

5. Iépés: 45 percig 37°C-on tapanyag dus kozegben razatni
6. 1épés: Centrifugalas utan, adott mennyiségili feliiluszot, antibiotikumot
tartalmazo szilard taptalajra kikenni

7. 1épés: 37 °C-on inkubalas overnight
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2.8 FPLC (fast protein liquid chromatography)

Az FPLC-t (gyors fehérje folyadék kromatografia) fehérjekeverékek
elvalasztidsdra vagy tisztitdsara alkalmazzak. A mozgo6 fazis folyadék, az allo fazis
szilard vagy folyadék fazist lehet. A folyadék fazisu minta tisztitdsahoz kiilonféle

oszlopokat alkalmazhatunk.

2.8.1 Affinitas kromatografia

Az affinitas kromatografia nagy szelektivitas, specifikus moddszer, a
kivélasztott bioldgiai komponens analitikai vagy preparativ elvalasztasara.

Az eljaras alapja hogy a fehérjék tobbsége képes biospecifikusan, de nem
kovalens médon kotédni kiillonbozé molekuldkhoz. Ezek a molekuldk az tigynevezett
ligandumok, amelyek egy semleges porézus matrixhoz vannak koétve. Az oszlopokat
ezekkel a ligandumos hordozokkal toltik meg. Mikor a kiilonb6z6 fehérjéket tartalmazo
mintat felvissziikk az oszlopra a ligandumok csak a neki megfeleld (specifikusan koto)
fehérjét tartja vissza, az Osszes tobbi szabadon aramlik at az oszlopon illetve arrél
lemoshat6. Ezutan a megkotddott fehérje megfeleld oldoszerrel (eluens) eludlhatd. A
kapcsolat fajlagos tulajdonsaganak kovetkeztében az affinitas-kromatografia a tisztitas
leghatékonyabb moddszere: a kiszemelt molekula egyetlen kromatografias Iépéssel
nagymértékben feldusithatdo a mintaban [32]. Tehat az affinitas kromatografiaban dont6
a ligandum ¢és a mozg0 fazis (minta) kozott fellépd biospecifikus kotddés. Feltétel még,

hogy a hordozd legyen inert, hidrofob, valamint ne legyen ionos toltése.
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3. Elvégzett kisérletek és kiértékelésiik

3.1 Sziikséges anyagok, berendezések

Az FIil génjét végein a megfeleld restrikcios vagohelyekkel egyiitt a VectorNTI
(Invitrogen) programmal terveztiik meg, és azt a pET19b vektorba épitve korabban a
laboratériumunkban eldallitottdk. A kiilonb6z6 DNS-szakaszok emésztésé¢hez a
kovetkez0 Fermentas altal gyartott restrikcids endonukleazokat (a hozzajuk tartozéd
puffer oldatokkal, és a gyartd altal megadott protokoll szerint) hasznaltam: BamHI,
Xhol. A baktériumokkal végzett munka soran hasznalt eszkdzoket, valamint az LB ¢és
LB-agar tapoldatokat sterilizaltam. A sterilizalds 121°C-on 30 percig tortént a Sanyo
Labo Autoclave-val. A TOP10 illetve BL21-(DE3) baktériumtérzsekbdl kompetens
sejteket az Invitrogen és Izinta cégektdl vasaroltam. A baktériumok felszaporitasara
LB/Amp (Luria Bertani — Sharlau/Ampicillin Sodium Salt — Calbiochem) tapoldatot
hasznaltam. A TOPI10 baktériumban termelt DNS-t Mini Prep Kittel (Viogene)
tisztitottam. Az agardz gél elektroforézisét Biometra késziiléken végeztem. Az agarozt a
Sigma gyartotta. A géleket GelRed DNA gel stain (10000x Conc in DMSO) (Izinta)
festékkel festettem. Az agardz gélen elvalaszott DNS darabokat a tovabbi 1épésekhez a
gélbél a Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kittel (Promega) izolaltam. Az FIiI génjét
a megfeleld vektorokba a 10xLigation Kit-tel (Stratagene) ligaltam, melyhez a cég altal
forgalmazott T4 ligaz enzimet és T4 ligaz puffert hasznaltam. Az FlLl fehérje
kifejezéséhez hasznalt pET23b vektort a Novagene gyartotta. A baktériumok
felszaporitdsdhoz LB/Amp lemezeket és tapoldatot haszndltam. Indukalashoz a
Biosynth AG gyarto altal eldallitott IPTG (Isopropyl-beta-D-tioga-actopyranoide,
dioxane free — Biosynth AG) -t hasznaltam. A baktériumok szaporodasahoz sziikséges
optimalis hoémérsékletet Edmund Biihler THI15 rézoinkubator biztositotta. A
baktériumok szaporoddsdnak kovetésére optikai siirlis€g ODgy méréshez Helios-
Unicam spektrofotométert alkalmaztam. A novesztést Orbital Shaker Incubatorban
végeztem, illetve a sejtkultarakat Biofuge Herause-zal centrifugaltam. A sejteket
feltaraskor PBS tablettabol késziilt pH=7,4 (Sigma) pufferben szuszpendaltam. 40 ml
pufferben feloldottam két darab Complete EDTA-free Protease Inhibitor Coctail

crer
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Tisztitas el6tt a mintat steril sziirdvel (0,22 pm pdérus méret) sziirtem, melyet a Millipore
gyartott. A kromatografias tisztitds soran hasznalt oszlopokat a GE Healthcare gyartotta.
Az cluensekhez felhasznalt glutationt a Sigma, a NaCl-t, TRIS-t és DTT-t a Merck
forgalmazza. A kromatografias tisztitasok wutan gyijtott frakciokat akrilamid
gélelektroforézissel ellendriztem. A megfeleld koncentraciok eléréséhez eldzdleg

sterilizalt MQ tisztasagu desztillalt vizet (SDV) hasznaltam.

3.2 Flil génjének amplifikalasa

A Flil fehérje (génjének) klonozasanak elsd Iépéseként a gént meghatarozo
primereket terveztem meg. A primerek tervezését a megfeleld proteolitikus
vagohelyekkel egy szamitdgépes programmal (vektor NTI) készitettem el.

A forward primert a ,,fels6” szalhoz terveztem, mely egy ACAT régiobol, egy
BamHI restrikcids endonukledz hasitod helybdl és egy ragados (GC gazdag) végbdl allt.
A reverse primert az ,,als6” szalhoz terveztem, mely szintén egy ACAT régiobol, egy
Xhol restrikciés endonukleaz hasitd helybdl és egy ragados (GC gazdag) végbdl allt.

A Flil génjének tervezése soran a C-terminalis régio végére STOP kodont helyeztem,
igy a génfizids rendszerben a transzlacidé soran a pET23b-GST-TEV vektorrol nem
fejezodik ki a vektorban levd 6 db hisztidin tag.

A FIil gént a tanszéken korabban elkészitett Flil génjét tartalmazé pET19b-Flil
konstrukcioju plazmid DNS templatbol PCR-eztem Ki.

PCR reaxcié:| 40 pl SDV PCR program:| 1.) 95 C° 120~
5 ul puffer 2.) 95C%45”
(primer) | 1l Flil fw BamHI 58 C457 (= 29X
(primer) 1 pl Flil rew Xhol 72 C%90”
(templat) 1 pl pET19b-Flil 100x hig plazmid DNS 3) 72C°5
1 ul ANTP 4C° o
1 pl pfu ultra enzim
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A PCR-en lefuttatott program mindegyik ciklusa egy DNS denaturacids (A), egy
primer kapcsolodasi (annealing) (B) és egy DNS szintézis szakaszbol (C) alt. A harminc
ciklus elteltével koriilbeliil 10° sokszorozas volt elérhetd.

A PCR reakcio homérsékletprofilja a 13.4bran lathato.

A

1.)

3.)

N

T (C%

>

A

\
v

N t (perc)
29X perc

13. abra: A PCR reakci6 héoprofilja
(A): denaturacio 95°C-on, 45 masodpercig.

(B): annealing 58°C-on, 45 masodpercig. (C): DNS szintézis 72°C-on, 90 masodpercig.

A plazmid DNS-b6l PCR-ezett Flil PCR terméket a felszaporitas ellendrzése
érdekében agar6z gélen futattam meg.
A PCR-ezett Flil génjét az agaroz gélelektroforézis utan a gélbol kivagtam, majd

a Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit segitségével a gélbél tisztitottam.

3.3 ApET23b-GST-TEV plazmid tisztitasa

A Flil tisztitasat és az aggregacio elkeriilését eldsegité GST génjét tartalmazod

PGEX-6p-3 vektorbol a GST génjét a labor egyik munkatarsa kivagta (14.4bra).
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14. abra: pGEX-6P-3 vektor sematikus képe

(www.hcmbiotech.com.vn)

A GST génjét a TEV protedz vagohellyel egyiitt a pET23b expresszios vektorba
klonozta. A kész vektort ezutan a DNS sokszoroz6 TOP10-es E.coli baktériumtorzsbe
transzformalva kaptam meg. A transzformalt TOP10-es E.coli baktériumbol Mini Prep
kittel kipreparaltam a GST génjét és a TEV proteaz hasitohelyét tartalmazéd plazmid
DNS-t (pET23b-GST-TEV).

Ezutan mind a pET23b-GST-TEV plazmidot ¢és a pET19b-Flil vektort (inszert)

BamHI és Xhol restrikcios endonukleaz enzimekkel emésztettem.

3.4 A Flil inszert és a pET23b-GST-TEV plazmid emésztése

A vektorok emésztéséhez BamHI ¢és Xhol restrikcids endonukledzokat
hasznaltam. Minden enzimnek megvan a maga puffer oldata, amiben a legjobban hasit.
fgy mikor kettd enzimet hasznaltam meg kellett néznem azt a pufferoldatot, amiben
mindkettd enzim képes hasitani. Ezt az interneten is fellelhetd double digest calculator
segitségével valasztottam ki.

Az emésztési reakcid egy Eppendorf csdben dsszemért, 37°C-on 1,5 6rén at tartd
inkubdciot jelentett. A két enzim nem egyformén dolgozik, ezért a BamHI enzimet a

reakcid kezdete utan fél 6raval adtam a reakcioelegyhez.
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plazmid emésztése: 1,7 ul pET23b-GST-TEV plazmid
1 ul NEB4 puffer (10X)
0,1 ul BSA (100X)
1 ul Xhol = 30’ emésztés utan

0,2 wl BamHI +1 h emésztés

Inszert emésztése: 35 ul pET19b-Flil vektor
4,2 ul puffer NEB4 (10X)
0,42 ul BSA (100X)
0,58 ul SDV
1,5 pl Xhol = 30° emésztés utan
0,3 wl BamHI +1 h emésztés

A termékeket ismét agar6z gélelektroforézissel analizaltam, majd a vektort és az
inszertet az agar6z gélbdl tisztitottam.

Miutan emésztettem és tisztitottam az Osszekapcsolni kivant fragmentumokat
(vektor, inszert) szintén gélen meg kellett becsiilni a vektor inszert aranyat, hogy a

ligdlashoz a megfeleld mennyiségeket tudjam 6sszemérni.

3.5 A DNS fragmentumok ligalasa

A ligdlas sordan 1:2, 1:3, 1:4 vektor (4300bp) inszert (1400bp) aranyokat
hasznaltam. Az aranyok becsléséhez a mintakbol 5-5 pl-t futtattam meg, majd a gélen
észlelhetd DNS savok fényintenzitdsdval szamolva becsiiltem meg az 6sszemérendd
vektor-inszert térfogataranyokat (15.abra). Az egy oras rapid ligalas 16°-on inkubalva

Eppendorf cs6ben tortént, az alkalmazott enzim a T4 ligaz volt.
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(1) (2)

15. abra: A DNS fragmentumok mennyiségének becslése ligalas elétt,
(1): plazmid 4300bp, (2): inszert (FIil gén) 1400bp.

Ligalasi reakciok: 1:2 V:1 1:3 VI 1:4 V:I
1ul T4 ligaz 1ul T4 ligaz 1ulT4 ligaz
2 ul T4 ligaz puffer (5X) 2 pl T4 ligaz puffer (5X) 2 pl T4 ligaz puffer (5X)
3,5 ul Vektor 2 ul Vektor 4,5 ul Vektor
3,5 ul Inszert 4 ul Inszert 2,5 ul Inszert
1 ul SDV

Az igy eléallitott pET23b-GST-TEV-FIil konstrukcio a 16.4bran lathato.

T7 terminator

His tag

Xhol(5481)
STOP codon
Flil

bla (Ap) sequence

‘ PET23b+ GST TEV + FIiI

BamH1(4lo77’
= A
4

GST

5642bp

)/ P
T7 promoter ColE1 pBR322 origin
16. abra: A pET23b-GST-TEV-FIil, vektor NTI-al készitett sematikus képe
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3.6 TOP 10 kompetens sejt transzformalasa

A kész ligatumot (pET23b-GST-TEV-Flil) TOP 10-es E. Coli torzsbe
transzformaltam, mely egy plazmidsokszorozo torzs.

A transzformacio soran, 100 ul TOP 10 kompetens sejtet, 2 ul ligaitumot egy

Eppendorf csOben jégre helyeztem, majd egy oran keresztiil jégen inkubaltam. Ezutan
42 °C-on 1 perces hdsokk alkalmazasa utan visszahelyeztem jégre 2 percre, majd 500 pl
SOC-ot adtam hozza. Ezt 45 perces inkubalas kovette 37°C-on, 200 rpm fordulaton.
A transzformalt sejtkultardkat ampicillint tartalmaz6 LB lemezekre kentem ki és
inkubaltam 37°C-on egész éjszakan at. (A transzformalt plazmidokban benne van az
ampicillin rezisztencia génje, ezéltal a sikeresen transzformalt baktériumok fel tudnak
ndni, az ilyen antibiotikumot tartalmazé taptalajon is).

Masnap a lemezen kinétt telepekbdl véletlenszertien kivalasztottam négyet,

melyeken ellenérzé emésztést hajtottam végre a ligalas sikerességének aldtdmasztasara.

3.7 Ellenorzo emésztés

A ligalas ellendérzése érdekében mind a négy telepen probaemésztést hajtottam
végre. Az ellendrzé emésztés eldtt a kindtt telepekrdl le kellett oltani tenyészeteket,
melybdl az 6sszeligalt DNS vektorokat (pET23b-GST-TEV-Flil) VIOGENE Mini Kit
Prep-pel tisztitottam, majd az emésztéshez is hasznalt restrikcios endonukleaz enzimek

(BamHI, Xhol) hasznalataval ellen6rz6 emésztést végeztem.

Ellendrzé emésztés: mindegyik plazmidbol 2 pl-t vizsgaltam, melyekhez
6,6 ul SDV
1 ul NEB 4 puffer
0,1 ul BSA
0,075 pl BamHI
0,2 ul Xhol

reakcioelegyet adtam, majd inkubaltam 37 °C-on 1,5 6ran keresztiil.
Az ellendrzé emésztés lejarta utdn agardz gélen megfuttattam a négy telepbdl izolalt

emésztett DNS vektorokat (pET23b-GST-TEV-FIil) (17.4bra).
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Telepek

plazmid
4300bp

Flil inszert
1400bp

17. abra: Prébaemésztés ellendrzése agaroz gélen: Az 1,2,3,4 a kiilonboz6 telepekbél tisztitott

BamHI és Xhol restrikciés enzimekkel emésztett DNS mintiakat jelolik.

A gélkép azt mutatta, hogy csak a masodik telepben levd plazmid konstrukcioja
volt helyes, mert az emésztés utan csak ennél a telepnél latszik a megfelelé vektor,
inszert méret. Az egyes telepen nem megfeleld a vektor, inszert mérete, mig a harmadik

¢és a negyedik telepen el sem emésztédott a vektor és mar a ligalas sem volt sikeres.

3.8 BL21-(DE3) kompetens baktériumtorzs transzformalasa

A masodik teleprdl leoltott tenyészetbol (TOP10) tisztitott vektor DNS-t
(PET23b-GST-TEV-Flil) egy fehérjetermeld térzsbe a kompetens BL21-(DE3) E.coli
torzsbe transzformaltam. Egy Eppendorf csébe jégen Osszemértem 100 ul kompetens
BL21-(DE3) sejtet 0,2 ul pET23b- GST-TEV-Flil vektor DNS-el, majd jégen
inkubéltan fél orat. Ezutan kovetkezett a 45 mésodpercig tarté 42 °C-os hdsokk, mely
utan visszatettem jégre 2 percre. 900 ml SOC (ami végig a 42 °C-os vizflirdén volt)
hozzaadasa utan 45 percig 37°C-on 200 rpm-en razattam, majd 150 ul kikentem
ampicillint tartalmazé LB taplemezre. A transzformalt BL21-(DE3)-pET23b-GST-
TEV-FIl baktériumokat tartalmazo LB taplemezt razds nélkiil 37°C-on inkubéltam

egész ¢éjszakan at. Masnapra kindttek a telepek.
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3.9 A GST-FIil fuzios fehérje bakterialis termeltetése, feltarasa

A BL21-(DE3)-pET23b-GST-TEV-FIlil telepeket tartalmazé LB lemezr6él 3 ml
startert oltottam le steril LB tapoldatba, melyb6l 500 ul tovabb oltottam 10 ml LB-be a
probaindukcios kisérlet miatt. A probaindukcid sikeresnek bizonyult, igy a 10 ml
starterbOl atoltas utan steril 1 liter LB tapoldatban 37°C-on rdzé inkubatorban
novesztettem a biomasszat. Amikor a tenyészet optikai stirisége 600 nm-en elérte a 0,5-
0,6-0s abszorbancia értéket, 200 mM-os IPTG hozzaadasaval (0,5 mM
végkoncentracioban) indukaltam a bevitt pET23b-GST-TEV-FIil vektorrol a GST-FIil
fuzios fehérje taltermeltetését. Az indukalas utan visszatettem a razoinkubatorba 20°C-
ra egy ¢jszakan at tart6 fehérjetermelés céljabol.

A kovetkez6 nap az 1 liter biomasszat lecentrifugaltam 4.500 rpm 30 perc, 6°C,
majd a felliluszot eltavolitottam ¢és a baktérium csapadékot egy orara -80°C-ra
helyeztem, igy konnyebben feltarhatova valtak. A csapadékot 40 ml PBS pufferbe
oldottam fel, amibe 2 db Complete EDTA-free Protease Inhibitor Coctail tablettat

Ezutan végig jégen dolgozva (nehogy a sejtkultura felmelegedjen) a sejtfeltarast
szonikalassal végeztem 90-es amplitiddval, 1 perc szonikdlds és 1 perc sziinet
valtakozasaval, amig a szuszpenzid ki nem tisztult. Ezutan ismét centrifugaltam 8.500
rpm 30 perc, 6°C, ekkor a nagyobb sejttormelékek leiilepedtek. A feliiliszot, ami
tartalmazta a baktérium sajat fehérjéit, és egyéb sejtalkotok mellett a tisztitando GST-
Flil fuzios fehérjét, tovabb centrifugaltam ultracentrifugaval 50.000 rpm 30 perc, 6°C.
Ekkor mar az oldhatatlan fehérjék és az esetlegesen inkluzids testként jelenlevo fehérjek
valtak ki és a feliiluszoban mar csak az oldhato fehérjék voltak jelen.

A mintét (50.000-es feliilisz6) kozvetleniil az FPLC alkalmazasa el6tt atszlirtem

egy 0,22 um porusu steril membransziiron.
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3.10 A GST-FIil fazios fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval
GSTrap 5ml-es oszlopon

A GSTrap oszlopok agar6zzal toltottek, melyekhez a glutation ligandum 10 db
szén atomon keresztiil kotddik. Ehhez a glutationhoz kapcsolddik biospecifikusan a
tisztitand6 fuzioés fehérje GST része. A glutation 3 aminosavbol all (glutaminsav,
cisztein, glicin), melybdl a glutation kotést a cisztein molekulak tiol csoportjai (-SH)
alakitjak ki, diszulfid- hidak létrejottével. Kiilonboz6 fehérjék lemosasahoz kiillonbozo

crc

mind az eludlasnal az alacsony aramlési sebesség.

A fehérje tisztitasanal kétféle modszer lehetséges:

1.) Az oszlopon tisztitjuk a GST fuzids fehérjét és elualas utdin TEV enzimmel
hasitjuk, majd ismét oszlopon tisztitjuk.

2.) Az oszlopon emésztiink €s az elualas soran a tisztitandd fehérje mosodik le (a
hasit6 enzimet felfogjuk egy méasik oszlopon).

Munkam soran az elsé tipust végeztem el a GST-FIil esetében glutationos oszlopon,
amely a kovetkezOképpen tortént: (a tisztitdst manudlisan fecskendd hasznélataval
végeztem)

o A 20%-0s EtOH-t tartalmaz6 oszlopot 15 ml steril desztillalt vizzel tisztitottam

meg.

e Ezutan 25 ml k6t pufferrel (PBS) mostam az oszlopot,

e majd a mar megsziirt mintat (ami PBS-ben van) steril fecskendével felvittem a

kolonnara, majd frakciokba szedtem a fel nem kotddott fehérjét.

e 40 ml PBS pufferrel mostam az oszlopot a specifikus kotodések eltavolitasa

érdekében.

e Ezutan 10 mM glutation, 50 mM TRIS pH 8.0 pufferrel izokratikus modszerrel

elualtam a kotédott fizios fehérjét.

e Az elualddott fuzids fehérjét frakciokba szedtem.

e Mostam az oszlopot 20 ml PBS pufferrel, illetve 15 ml steril desztillalt vizzel,

e ezutan 20%-0s EtOH-ba tettem el az oszlopot
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A kiilonb6z6 frakciokbol 10 ul mintat vettem, melyhez 10 ul merkaptoetanol illetve
brom fenolkék elegyébdl allo mintapuffert adtam. A mintat 10 percig tart6é forralassal
készitettem elé és SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel analizaltam.

Az SDS poliakrilamid gél zsebeibe 8 pl-nyi mintat vittem fel, és 30 mA

aramerdsséggel futattam (18.4bra).

Frakciok

e
marker, 0. A. 1 2 3 4 5 6

66kDa
45kDa

31kDa

18. abra: A tisztitas eredményének vizsgalata:

1,2,3,4,5,6,7: a glutationos oszlopon tisztitott GST-FIil frakciok.
0: kontroll; A: a glutationos oszlopra fel nem kot6dé atesé frakeié.

(SDS poliakrilamid gél)

A gélrdl leolvashato informéciok alapjan elmondhato, hogy sikertilt (viszonylag
nagy mennyiségben) a GST-FIil fuzids fehérje klonozasa termeltetése €s tisztitasa.

A tisztitott GST-FIil mellett elenyészd emésztett fragmentumok is jelen voltak.
Ez azzal magyarazhato, hogy a Flil rendezetlen N-terminalis régioja igen sériilékeny,
igy ezen a részen leemésztddhet. Ezen a probléman éppen a GST-taggal lehetett
segiteni, mely eredményeként az eddigi tisztitdsok soran megjelend emésztett
fragentumok nagyobb mennyisége leredukalhato volt.

Lathato, hogy az oszlop telitddott a fuzids fehérjével (az oszlopnak adott kotd
kapacitasa van). Az 0sszes glutation kotohely foglalt volt, igy a fel nem kotddé GST-
Flil fazids fehérje szabadon atdramlott az oszlopon. Az 4tesé frakcidkat gylijtottem,
majd egy kovetkezo ciklusban ismét az oszlopon tisztitottam.

Kovetkezo 1€pés a tiszta Flil eldallitasa volt, melyet a GST-tag TEV proteazzal
valo lehasitasaval valositottam meg. A tisztitott GST-FIil frakciok az eluciot kovetden

elég nagy koncentracidban tartalmaztak glutationt ahhoz, hogy akaddlyozza a tovabbi
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tisztitas soran a GST toldalék kotddését az oszlopra. Ezért sziikséges volt a kapott
GST-Flil dializalasa megfelelé mennyiségli PBS pufferbe, hogy a glutation

koncentraciot lecsokkentsiik arra az értékre, ami mar nem befolyasolja a GST kotodését.

3.11 A tiszta FIil eloallitasa TEV proteolitikus enzim hasznalataval

Kisérleteim soran megallapitottam, hogy 500ml baktérium kultirabol szarmazo
GST-Flil-t volt képes megkotni egyszerre a GST-s oszlop. Egy tisztitasbol szarmazo
GST-Flil-hez 300 pl 0,4 mg/ml -es TEV enzimet adtam és szobahOmérsékleten 1 orat
inkubaltam az elegyet. Az emésztést kovetden a tiszta Flil kinyeréséhez el kellett
tavolitanom az elegyben talalhato GST-t és TEV-et (19.4bra). Munkam soran his-tag-es
TEV (Laboratériumunkban kordbban eldallitott) enzimet hasznaltam, amelyet nikkel

toltetli affinitas oszloppal konnyedén el tudtam vélasztani a tobbi komponenstdl.

marker, (1) (2

66kDa
45kDa Flil
TEV
31kDa
GST

19. abra: Emésztés elotti és utani allapot vizsgalata
(1): GST-FII frakcié emésztés elott;
(2): TEV-es emésztés utan, Flil (49kDa), TEV (33kDa), GST (26kDa).

Ennek érdekében az FPLC rendszerbe bekotdttem a GST-s oszlopot és felvittem

ra az emésztési elegyet. Ebben az esetben csak a lehasitott GST kot6dott fel az oszlopra,
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a fel nem kotédott frakciokban volt benne a Flil és a TEV (aldbbi kromatogram,

20.abra).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
b e

04
1100% Buffer B

Flil+ TEV

0.0404 1.00

0.0204 0.50

0.0104 0.25

0.0004 0.00

00:00:00 00:01:00 00:02:00 00:03:00 00:04:00 00:05:00
AU Hr:Min:Sec mS/cm

20.abra: A GST-s oszlop mosasa.
A kéK cstics a lemosott tiszta Flil és TEV frakciokat jelzi.

Majd a GST-s oszloprol leelualtam a felkotédott GST-t 50 mM Tris, 10 mM
glutation, pH 8,0 pufferrel (alabbi kromatogram, 21.4bra).

Fractions
1 3 56 7 8 910
R S R N |

0.60+ GST

,,,,,,,,

00:00:00 00:02:00 00:04:00 00:06:00
AU Hr:Min:Sec

21. abra: A GST-s oszlop eluilasa.
A kéK csics a leelualt GST frakciokat jelzi.
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Ezt kovetden a Flil és TEV frakcidhoz 40 mM-nyi végkoncentracioban
imidazolt kevertem, hogy a Ni**-es affinitis oszlopon a FIil aspecifikus kotédését
megakaddlyozzam. Az elegy felvitelekor a fel nem ko6tédott frakcidkban volt a tiszta
Flil, majd a felkot6dott TEV-et imidazolos pufferrel 10%-kal névekvd 1épcsokkel,

gradiens technikdval elualtam le (alabbi kromatogram, 22.4bra).

0.01000— i M 0
100% Buffer B

0.0090]

0.00804

0.0070]

0.0060

0.0050]

0.00404

0.00304

0.00204

0.00104

0.0000%

-0.0010 -0.50

00:00:00 00:10:00 00:20:00 00:30:00
2U Hr:Min:Sec ms/cm

22. abra: A Nikkel toltetii oszlop eluilasa.

A kék csucs a gradiens médszerrel eluialt TEV frakciékat jelzi.

SDS gélen analizdltam a GST-s oszloprdl lemosodé Tiszta Flil és TEV
frakciokat, a GST-s oszloprol eludlt GST frakcidkat, a nikkel affinitast oszloprol elualt
TEV frakciokat illetve a kotodés nélkiil ateso tiszta Flil frakciokat (23.4bra).

marker, (1) 2 3) 4 5)

116 kDa
97 kDa
66 kDa

45 kDa

31kDa

23. abra: Az oszlopokrél elualt frakcidk ellenérzése SDS gélen:
(2): Flil (49kDa), TEV (33kDa); (2): GST (26kDa); (3): TEV (33kDa); (4), (5): tiszta Flil (49kDa)

frakciok.
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Az alkalmazott moddszerrel tisztin elvalaszthatéoak a tiszta Flil, TEV, GST
fehérjék. A kapott tiszta Flil 20mM TRIS 150mM NaCl pH 7.8 pufferben fagyaszthato,
hosszabb ideig eltarthatd, a korabbi His-es tisztitasi eljarasoknal tisztabb ¢és kevésbé

degradalodo.
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4. Osszefoglalas

A Flil ATPaz kulcsfontossagu szerepe tolt be a flagellum-specifikus
exportrendszer miikodésében. Ez egy 49 kDa nagysagu fehérje, melynek centralis
régidja ATPaz aktivitdssal rendelkezik. Miikodése soran mas fehérjékkel alkotott
multikomplex rendszerben az ATP hidrolizise sordan felszabaduld energia segitségével
végzi az exportdloddo fehérjekomponensek kitekerését és  bejuttatdsat az
exportcsatornaba. A Flil felismeri és megkdti az exportszignalt.

Ezen Osszetett szerepe miatt fontos lenne az exportrendszerben betoltott
funkcidjanak minél részletesebb felderitése, a Flil-exportszignal (Flil-ES) jellemzése és
a Flil oligomerizacios szerepének tisztazdsa. Ennek érdekében sziikség van nagy
mennyiségl tiszta Flil eldallitasara, mellyel fedezni tudjak a kisérletekhez sziikséges
FIil mennyiségét.

A korabbi tisztitasok soran hisztidin-tag-es Flil-t expresszaltattak E.coli sejtben,
azonban ezzel a valtozattal 4llandé problémaként 1épett fel a Flil aggregacidja, inkluzios

A problémak megoldasara és a Flil fehérje nagy mennyiségt eléallitasara egy
ujfajta tisztitdsi modszert dolgoztam ki.

A munkdm soran a Flil-t k6dolo gént, a tanszéken kordbban elkészitett Flil
génjét tartalmazo pET19b-Flil konstrukcidjt plazmid DNS templatbol PCR-eztem ki.

A Flil tisztitasat és az aggregacio elkeriilését eldsegité GST génjét tartalmazod
PET23b-GST-TEV plazmid tisztitasat kovetden, a vektort és a Flil inszertet, restrikcios
endonukleaz enzimekkel emésztettem. Az emésztéshez hasznalt enzimek nem egyforma
sebességgel hasitanak, igy a reakcidé optimalizaldsa érdekében a két enzimet fél oras
kiilonbséggel adtam a reakcio6 elegyhez. A kapott fragmenteket eldzetes becslés alapjan
kiilonb6zd aranyokban ligaltam.

A kész ligaitumot (pET23b-GST-TEV-Flil) TOP 10-es E. Coli
plazmidsokszorozo torzsbe transzformaltam, majd a sejtkultarat ampicillint tartalmazé
LB taplemezekre kentem ki. (A transzformalt plazmidokban benne van az ampicillin
rezisztencia génje, ezaltal a sikeresen transzformalt baktériumok fel tudnak néni, az
ilyen antibiotikumot tartalmaz6 taptalajon is).

A kinétt telepekbdl véletlenszerlien valasztott telepeken ellendrzd emésztést

hajtottam végre, majd a helyes konstrukciot tartalmazé sejtekbdl a DNS-t tisztitottam. A
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PET23b-GST-TEV-Flil helyes konstrukcioji vektort a kompetens BL21-(DE3)
fehérjetermeld E.coli torzsbe transzformaltam.

A kiné6tt telepekrdl a probaindukcids kisretek utdn 10 ml startert oltottam le,
melyet 11 ampicillint tartalmazé LB tapoldatban noévesztettem a megfeleld optikai
denzités eléréséig.

Az indukciot kovetden a sejtek feltarasat protedz géatloszerek hasznalata mellett
végeztem, melyek segitségével elkeriilhetd volt a fuzios fehérje részleges emésztddése.

A fehérje clegyet, amely tartalmazta a taltermelt GST-Flil fuzids fehérjét,
glutationos oszlopon, affinitas kromatografids modszerrel tisztitottam meg.

A tisztitast a génsebészeti modszerekkel a Flil N-terminalis régidjahoz
fazionaltatott GST tag tette lehetdvé. A GST tag megvédte a fehérje sériilékeny N-
termindlis részét és eldsegitette annak feltekeredését. A fuzids fehérjét izokratikus
modszerrel, 10mM glutation 50mM TRIS pH 8.0 elualtam.

A kapott tiszta GST-FIil fazios fehérje frakciokhoz, adott mennyiségli His-tag-
es TEV proteaz enzimet mértem a GST tag eltavolitasa céljabol és egy oOrat
szobahdmérsékleten inkubaltam. A hasitas utan az emésztési elegyet ismét a glutationos
oszlopra vittem fel, ahol a GST tag felkotodott, az atesett frakiokban a tiszta Flil és a
TEV proteaz jelent meg. Az atesett frakciokhoz 40mM végkoncentracidban imidazolt
kevertem, hogy megakadalyozzam a FIlil aspecifikus kikotodését a Ni% tartalma
oszlopra. A Flil és a TEV-et tartalmazo frakciok Ni% -es affinitas oszlopon torténd
elvalasztasdnal a hisztidin toldalékos TEV protedz enzim felk6tdédott a NiZ* toltetii
0szlopra, mig a tiszta Flil akadaly nélkiil atesett.

Az alkalmazott moddszerrel tisztan elvalaszthatoak a tiszta Flil, TEV, GST
fehérjék. A kapott tiszta Flil 20mM TRIS 150mM NaCl pH 7.8 pufferben fagyaszthato,
hosszabb ideig eltarthatd, a kordbbi His-es tisztitasi eljarasoknal tisztdbb és kevésbé

degradalodo.

40



5. Tovabbi célok

A kidolgozott tisztitasi modszerrel a korabbi eljarasoknal nagyobb
mennyiségben ¢és tisztdbb formaban allithato eld, mind a GST-Flil fuzids fehérje, mind

a tiszta Flil.

Tovabbi kitlizott feladatként szerepel a meglévo tisztitdsi €s izoladlasi eljaras
optimalizalasa, a hatékonyabb és egyszer(ibb folyamat leirasa. Tovabba a kapott tiszta
FIil jellemzése, sajat oligomerizacios képességének a tisztdzadsa, ATPaz aktivitasanak és
a flagellin fehérjével vald kolcsonhatasanak vizsgalata, s nem utols6 sorban a flagellaris

export szignal hipotézis igazolasa.
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