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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. ABAKTERIALIS FLAGELLUM

Sok baktérium, koztiik a szalmonella is a flagellum nevii mozgasszervvel tszik [1]. Ez
egy olyan molekularis gépezet, mely egy a membranba agyazott, 50 nm atmérdjii protonok
altal hajtott motorbol, és a vele Osszekottetésben allo helikélis filamentumbol all. A
nanomotor szabadon foroghat az o6ramutatoval megegyezd és ellentétes iranyba is, akar
100 000 rpm (1700Hz) sebességgel. Ennek hatasara a kozegbe kinytld, 5-10 um hosszt, 120-
150 A 4tmérdjii filamentumok forgas kozben egy helikalis koteggé rendezddnek, mely
propellerként hajtja elére a baktériumot.

Kozelebbrdl vizsgalva lathatd, hogy a flagellum 6t f6 részre oszthato: a bazalis testre,
kampora, a kampo-filamentum kapcsolodasi zonara, a filamentumra és az azt lezard sapkara
[2, 3, 4]. A flagellum felépitését az 1. abra szemlélteti.

A motor négy gylri formaciobol és egy kozponti tengelybdl épiil fel. A motor
tengelyét a filamentumokkal az erdsen gorbiilt szerkezetli kampo koti 6ssze. Ez azonban nem
csak passziv 0sszekotd elemként funkciondl, hanem erdatviteli szerkezet is, ami
megvaltoztatja a forgds irdnyat. Ez azért sziikséges, mert a helikélis koteggé Osszeallt
filamentumok nem a motor tengelye koriil, hanem arra kozel merdleges irdnyban, a sajat
hossztengelyiik koriil forognak. A kampd6 és a filamentum kozti kapcsol6zonat az in. HAP1
¢s HAP3 fehérjék egy-egy vékony rétege épiti fel. Ezt koveti a mintegy 30 000 flagellin
fehérjébdl (FLiC) felépiild filamentum, melyet a HAP2 fehérjékbdl allo, pentamer szerkezetii
sapka zar le. A motor tengelyét felépitd 6tféle “rod” fehérjét, a kampo fehérjét, a flagellint és
a HAP fehérjéket egyiittesen axialis fehérjéknek nevezziik.

A flagellum felépitésekor elészor a bazalis test jelenik meg [5]. Az axialis fehérjék a
citoplazmaban szintetizalddnak, majd a filamentum belsejében taldlhatd 2 nm széles csatornan
athaladva jutnak el végsd helylikre, az €piild filamentumok végére. A flagellum épiilését
szabalyz6 exportmechanizmus un. Ill-as tipusu [6, 7], mely nagy hasonlosagot mutat a sok
korokoz6 baktériumban a virulencia tényezdk gazdasejt citoplazmajaba juttatisaért felelds

rendszerekkel [8, 9, 10].
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1. abra: A flagellum részletes szerkezete. A kiilonbozo szinek mds-mas fehérjekomponensekbol
allo szerkezeti egységeket jelolnek. Jol lathato a tobb gyuiriibdl dallo, membranba dagyazott
motor, a kék szinnel jelolt kampo és a sdarga filamentum. A 2 nm atmérdjii csatornaban
haladnak beépiilési helyiik felé a zold ovalissal jelzett flagellin egységek [11, 12].



1.2. AFLAGELLIN-EXPORT MECHANIZMUSA

A flagellaris exportrendszer pontos mikodése a mai napig sem teljesen tisztazott.
Alapja, hogy az exportrendszer vizoldékony fehérjéibol felépiilé komplexuma felismeri a
kijuttatand6 fehérje export-szignaljat, és ATP hidrolizisbdl és a bels6 membran két oldala
kozotti  protonkoncentracio-kiillonbségbdl energiat nyerve az exportrendszer membranba
agyazott komponensei a sejten kiviilre transzportaljdk a fehérjéket. A kovetkezoben a
mechanizmus feltételezett folyamatait fejtem ki bovebben a flagellin exportjara koncentralva
a [13-20] cikkek alapjan (2. abra).

A flagellin, akarcsak a tobbi axidlis fehérje a citoplazmaban szintetizalodik, igen nagy
mennyiségben.A C-termindlis rendezetlen régidohoz kapcsolédé dajkafehérje, a FIiS felelds
azért, hogy a fehérjék polimerizacidja ne induljon meg a sejten beliil.

Ahhoz, hogy a flagellin megkezdhesse utjat beépiilési helye, a filamentum vége felé,
at kell haladnia egy, a membranba agyazott csatornan, melyet az FlhA, FIhB, F1iO, FliP, FliQ
¢és FliR fehérjék épitenek fel. A nagy C-terminalis, citoplazmikus doménnel rendelkez6 FIhA
¢s FIhB alkotja az export-apparatus vizoldékony komponenseinek ,kikotd feliiletét”. Az
FIhB-nek nemcsak a megfeleld kotéhely biztositasaban van szerepe. Az axialis fehérjék
exportjanak sorrendje ugyanis szigorian meghatarozott. El0szor a kampd épitése zajlik, az
ahhoz sziikséges fehérjék haladnak at a csatornan. Amint a kampo eléri a megfeleld, 55+5,9
nm-es nagysagot a kivalasztorendszer ,atkapcsolja” szubsztrat-specifitdsat kampo-tipusu
exportrol filament-tipusura. Ebben a folyamatban van kulcsfontossagu szerepe az FlhB
fehérjének, bar a pontos mechanizmus még nem ismert [16, 17].

Az FIhA-FIhB feliilethez azonban a flagellin-dajkafehérje komplex 6nmagaban nem
képes kotddni. Ehhez sziikség van a Flil fehérjére. Ez egy ATPaz enzim, mely regulator-
fehérjéjével, a FliH-val komplexet alkotva (FliH,Flil-komplex) van jelen [18]. A komplex
kezdetben a FliN-hez kotodik. Ott képes megkdtni az axialis fehérjekompelexeket. Amint ez
bekovetkezik, elvalik a FliN-rdl és az exportkapuhoz szallitja azokat. A FliH bar elnyomja az
ATP hidrolizist, kozben megkonnyiti a komplex megkdtddését az FIhA-FIhB feliilethez. Itt az
FlhI egy hatos gytiriit alkot, és segiti a szubsztrat (azaz a flagellin) N-terminalis végének
belépését a sziik (2 nm atmérdji [19]) csatornaba. Az ATP hidrolizis energiaja a Flil-komplex
levalasara forditodik. A flagellin tovabbi atrendezddése és transzportja a bels6 membran két

oldala kozott fellépd protonkoncentracio-kiilonbségbdl energiat nyerve zajlik [20].
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2. abra: Az exportmechanizmus vazlata. A szubsztrat (fekete) ebben az esetben a flagellin. A
fekete nyilak jelzik a flagellin-dajkafehérje és Flil komplex utjat. A zold ovalissal jelolt rész
igen osszetett, a FliO, FliP, FliQ, FIliR fehérjék alkotjak. Lathato az is, hogy az exportkapun
dtjutott fehérje N-termindlisaval elore, kitekeredve halad a 2 nm-es csatornaban
(harmadlagos szerkezetét nem veszi fel) [14].



1.3. AFLAGELLIN SZERKEZETE ES AZ EXPORT-SZIGNAL HELYE

A vad tipusu Salmonella STW 1103 torzs flagellinje lathato a 4. abran. Ez a fehérje 494
aminosavbol all, és a tobbi axidlis fehérjéhez hasonléan konzervalt terminalis régiok és
variabilis kozbensé rész jellemzi. EbbOl addoddéan a kozépsd régiot megvaltoztathatjuk
(deléciokat és inszerciokat végezhetiink) anélkiil, hogy a fehérje alapveté harmadlagos
szerkezetét nagymértékben megvaltoztatnank. A flagellin esetében az N-terminalis
konzervalodott régi6 kb. 180, mig a C-terminalis 100 aminosav hosszusagu

szakasz (3. abra) [21, 22].
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3. dabra: Kiilonbozé baktériumokbol szarmazo flagellinek szekvencidinak osszehasonlitdsa. A
surin savozott részek mutatjak az erdsen konzervalodott régiokat, a sima savozas jeloli a
homolog variabilis szekvencidakat, a szaggatott vonal pedig a hianyzo szegmenseket jelzi [23].

A flagellin molekula négy, rovid antiparalell lancokon keresztiil linearisan
osszekapcsolt nemfolytonos doménbdl all (4. abra) [24]. Az N-terminalis végtol elindulva és a
lancot kovetve elészor a DO doménbdl indulunk (NDO), majd a D1-en és D2-n athaladva
jutunk a D3-hoz és onnan visszakanyarodva ismét a D2-n, majd a D1-en keresztiil jutunk el a
lanc C-terminalis végéhez, ami ugyancsak a DO doménben talalhato (CDO). A doméneket
0sszekotd antiparalell lancok koziil a DO és D1-et 6sszekotd két régio a tobbinél hosszabb,

ezeket spoke régidknak nevezziik.
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4. dabra: A flagellin molekula szalagmodellje. DO doménbdl indulva (NDO), DI-en, D2-n
athaladva jutunk a D3-hoz, onnan visszakanyarodva D2-n, majd a D1-en keresztiil jutunk el a
lanc C-termindlis végéhez, a DO doménben (CD0). Az o-hélixek szinesen, mig a jellemzden
p-szdlas részek egységesen zold szinnel vannak jelolve (az N-terminadlis végtél a C-
termindlisig a szivarvany szinei szerint haladunk) [24].

A DO-ban elhelyezkedd terminalis régiok a-helikalis szerkezetiiek (CDO és NDO). Ha
az ezutan kovetkezd spoke régiot a domének méretéhez viszonyitjuk, azt lathatjuk, hogy
azoknak tobb mint harmada (CS, NS).A DO és a D1 vertikélis kiterjedése kb.50 A és 80 A, a
spoke 1égid hossza 20 A. A D2 domént a DO-val és DI-gyel ellentétben foként B-szalak
alkotjadk, egy 3io-hélix és egy rovid a-helikdlis szakasz kivételével. A pf-szalak jorészt
tartalmaz, kett6 jol koriilzart, hidrofob maggal rendelkezik. A D3 domén a D2-h6z hasonldan
[-szalakbdl és egy rovid a-helikalis részbdl all. A benne elhelyezkedd aminosavak tizenot
hidrofob oldallanca egy hidrofob magot alkot [25].

A flagellin molekula szerkezetének ismerete fontos ahhoz, hogy megértsiik, hogyan
¢épitik fel a flagellin monomerek a filamentumot. Ennek keresztmetszeti képét az 5. dbran
lathatjuk. A flagellinek 11 protofilamentumba rendez6dnek, melyek a flagellum
hossztengelyével kozel parhuzamosan futnak. A hidrofob magu, variabilis D2 és D3 domének
helyezkednek el a kozeg felé. A D3 domén nem is vesz részt a filamentalis szerkezet

kialakitasaban, modositasa lényeges szerkezeti valtozast nem okoz. Legbeliil a konzervalddott
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régiokat tartalmazd6 DO domén van. Az axidlis iranyban egymas felett levd alegységei

alakitjak ki a folytonos filamentaris szerkezetet [3, 24].

5. dbra: A flagellaris filamentum keresztmetszeti képe. Jol lathatok a 11 protofilamentumba
rendezodo flagellinek. A kiilsé kort a flagellinek D3 és D2 doménjei alkotjak (zold), a
kozépsot a DI (vilagoskék-sarga). A folytonos filamentaris szerkezetet a DO domén axidalis
iranyban egymdas felett levé alegységei alakitjak ki (kék-piros) [24].

Mint lathattuk, a fehérje kdozbensd része igen variabilis, akarcsak a tobbi axialis fehérje
esetében. Szekvencidlis szinten nincs az axidlis fehérjék mindegyikében fellelhetd kozos
sajatossag - nincs lehasitasra keriil6 szignalpeptid vagy kozos szignalszekvencia. A terminalis
régiok rendezetlensége az axialis fehérjék egyediili kozos szerkezeti sajatossaga, ezért a
kutatasok itt kezdték el keresni az exporthoz sziikséges szakaszokat. N-terminalisan csonkolt
fragmenseket hasznalva azt tapasztaltdk, hogy az els6 13 aminosav nem sziikséges az
exporthoz, viszont 29 vagy tobb aminosav eltavolitdsa az exportképesség elvesztésével jart.
Végiil a flagellin erésen konzervalodott Gly26-Gly47 szegmensét azonositottak, mint az
export-szignal helyét [12,26,27].



1.4. AZ ALKALMAZOTT GENKONSTRUKCIO BEMUTATASA

Az export-apparatus akkor is felismeri és a sejten kiviili kozegbe juttatja a fehérjéket,
ha az export-szignal mogé egy a sejt szamara idegen fehérjét kapcsolunk [29]. Ennek a
gyakorlati alkalmazasban van nagy jelentésége, hiszen ekkor a baktériumok altal szintetizalt
fehérjét a feliiliiszobol tudjuk tisztitani. igy nagyobb tisztasiggal és gyorsasaggal nyerhetd ki
a fehérje, mivel a sejteket nem sziikséges szétroncsolni (lizalni), majd a terméket a tobbi
sejtalkototol szeparalni. Nagy eldny az is, hogy igy a sejtek akéar folyamatos termelésre is
alkalmasak.

A kutatdcsoportban, melyben tanulmanyaimat folytatom, egy kordbbi munka sordn
létrehoztak egy olyan plazmidot, melyet a sejtekbe juttatva vizsgalhato az export
hatékonysaga [29]. En is ezt, és ennek modositott valtozatait hasznaltam fel kutatisaim soran.

A plazmid rajza a 6. abran lathato.

_ TEV
TEV GFP hasitohaly

hasitohely

ES

Hiss szintetizalt szakasz
EcoRI

vagohely

pKOT

6. dbra: A felhasznalt plazmid vazlatos rajza. Két EcoRI vagohely kozott helyezkedik el a
beillesztett szakasz, mely kodolja az export-szignalt, a kijuttatni kivant fehérjét (GFP) és a
dajkafehérje megkotését szolgalo FliC C-terminadlisanak egy rovid szakaszat. A termeltetett
fehérje tisztitasat a hisztidinben gazdag régiok konnyitik meg. A termékrdl a kinyerés utan
mar felesleges részeket TEV protedzzal hasithatjuk le. A GFP mas fehérjére is kicserélheto

[29].

A génkonstrukcié alapjaul szolgaldé pKOT plazmid ugy késziilt, hogy pBR322

plazmidba illesztették a szalmonella flagellinjét kodold szakaszt, annak minden reguldtoraval



egyiitt. A pKOT plazmidot EcoRI vagohelyénél hasitva egy szintetizalt szakaszt illesztettek
be. Ez a szakasz kodolja a sejt szamara idegen Green Fluorescent Proteint (GFP), ami
rendelkezik N-terminalis végén a flagellin export-szignaljaval (ES) és C-terminalis vége
dajkafehérje kotéhelye. Az igy szintetizalodott ES-GFP fuzids fehérje az export-szignalnak
kdszonhetden kijuthat a feliiliszoba. A GFP azért jo valasztas kijuttatando fehérjének, mert
fluoreszcencia spektroszkopiaval konnyen detektalhatdé. A flagellin D3 doménjét GFP-re
kicserélve mar bebizonyitottak, hogy az igy létrejott flagellin-GFP modosulat sikeresen
transzportalodik, és GFP része fluoreszcens tulajdonsagat is megtartja [30]. A
génkonstrukciorol termelddo fizids fehérjétdl is hasonld viselkedés varhato.

Két végén a génkonstrukcio altal kédolt fehérje Hisg régidkat tartalmaz, mely az
affinitds-kromatografias tisztitast teszi lehetové Ni%* tartalmi oszlopon. Végiil a GFP tisztan
is kinyerhetd, ha az immar felesleges részeket lehasitjuk réla TEV protedz enzim segitségével.
A GFP-t kodolé szakasz kicserélhetd, ha a jovoben a plazmidot egyéb fehérje feliilluszoba
juttatasara kivanjuk hasznalni.

Az altalam hasznalt plazmidok a flagellin export-szignaljanak moédositott valtozatait
tartalmazzdk. A szintetizdlodd export-szignalok egyikénél az eredeti szignalhoz képest a
flagellin 26.-30. aminosavaig tartd szakasza hianyzik (ESA26-30-GFP), a masiknal a 43.-47.
(ESA26-30-GFP) — vagyis az export-szignal elsd, ill. utolsé 5 aminosava. Ezek exportjanak
hatékonysagat hasonlitottam 0ssze a modositatlan export-szignalt tartalmazoéval (pKOT ES-
GFP).
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2. CELKITUZES

A bakterialis flagellum IlI-as tipusu kivalasztorendszerének transzport-mechanizmusa
még nem teljesen ismert. Ha ezt a folyamatot sikeriil részleteiben megismerniink, nagyban n6
felhasznalhatdsaga a sejtek altal termelt idegen fehérjék kijuttatdsara a feliiliszoba. Ennek
gyakorlati haszna igen jelentds, hiszen a terméket sokkal konnyebb a sejteken kiviili
folyadéktérbdl tisztitani, mint ha a sejteket eldszor lizalnunk kéne. Utodbbi esetben ugyanis
sokkal tobbféle fehérje szabadulna ki az elegybe, vagyis néne a sziikséges tisztitasi 1épések
szama.
aminosavatol a 47.-ig tarté szegmensét azonositottak, mint az export-szignal helyét [12, 26,
27]. Igazoltak azt is, hogy ezt a szakaszt idegen fehérjéhez kapcsolva a sejt transzportalni
képes az igy képzddott export-szignal-fehérje molekuldt. A kutatdécsoportban kordbban mar
elkésziilt egy olyan fuzids konstrukcid, mellyel vizsgalhato a flagellaris exportrendszer
mikddése €s szabdlyozasa. Munkdmat én is ennek felhasznéaldsaval végezhettem.

Célul tliztem ki annak vizsgalatat, hogy a flagellin export-szignal helyeként kordbban
azonositott 26.-47. szakasz tovabb rovidithet6-e az export hatékonysaganak megvaltoztatasa
nélkiil. Dolgozatomban az export-szignalnak egy az N- és egy a C- terminalis végén Ot
aminosavval megroviditett modosulatat tanulmanyozom (ESA26-30-GFP és ESA43-47-GFP),
¢és hasonlitom Ossze az eredeti export-szignal hatékonysagéaval.

Ehhez eldre elkészitett, mutans export-szignalt kodold gént tartalmazd plazmidokat
juttattam sajat flagellin termelésre nem képes (de az export-apparatus tobbi elemével
rendelkez0) sejtekbe. A modositott export-szignal kodja mogott a plazmidban idegen fehérje-
génként GFP szerepel. Ez lehetdvé teszi, hogy a kijutott fehérjét ne csak SDS-PAGE kép
alapjan azonosithassam a feliiliszoban, hanem mennyiségét pontosan ¢és egyszerlien
mérhessem fluoriméterrel mind a sejteken kiviili oldatban, mind a sejtekben. A kapott
intenzitasértékek alapjan (amik aranyosak az ES-GFP-koncentracidval) kiszamithatom, hogy
a termelt fehérjemennyiség hany szdzaléka jut ki a sejt belsejébdl, igy informaciot kaphatok
az export hatékonysagarol. Ezt modositatlan export-szignali mintak adataival Osszevetve

megallapithatom a kivagott szakasz jelentdségét.

11



3. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. SZUKSEGES VEGYSZEREK ES ESZKOZOK

A plazmidok vizsgéalatahoz a Biometra gélelektroforézisre alkalmas késziilékét, a
Sigma 4ltal forgalmazott agardzt és a Biotium gélfestékét (GelRed Nucleic Acid Stain,
10.000x in DMSO) hasznéltam. Markerként a Thermo Scientific O’GeneRuler nevii termékét
hasznaltam. A PAGE esetében a szintén Thermo Scientific altal gyartott PiercePrestained
Protein MolecularWeight Marker-t alkalmaztam.

A tapoldatok és taptalajok készitéséhez felhasznalt LB tapoldat a Scharlau
gyartmanya, a szelektiv novesztésért ampicillint adtam a tapoldathoz (Ampicillin Sodium Salt
— Sigma Aldrich). A baktériumok ndvesztését taptalajon egy éjszakan at végeztem 37°C-on
Thermocenter hdinkubétorban.

A felhasznalt eszkozoket és LB tapoldatokat, L[LB-agar taptalajokat SANYO
LaboAutoclave (MLS-3780) hasznalataval sterilizaltam 121°-on 20 perc alatt. A
baktériumsejtekbdl a Viogene altal gyartott MIDI Kit-tel tiszitottam a plazmidokat. A
késziilékét hasznaltam.

Ulepitési 1épéseknél az alkalmazott fordulatszamtél fiiggden hasznaltam az alédbbi
centrifugakat: Eppendorf Centrifuge 5415R, Heraeus Biofuge-pico, Heraeus Biofuge-primoR,
OptimaTM Ultracentrifuge (Beckman Coulter).

Vizsgalataim soran az oldatok készitéséhez ¢s egyéb teenddkhoéz Millipore

nagytisztasagu desztillalt vizet hasznaltam (MQ H,0).

3.2. ALKALMAZOTT MODSZEREK ELMELETI ALAPJA

3.2.1. BAKTERIUMOK TRANSZFORMACIOJA PLAZMID DNS-SEL

A transzformacio célja, hogy kiviilr6l plazmidokat juttassunk a baktériumba, és a
felvett plazmidrol a gének kifejezédjenek [31, 32]. Ehhez Gin. kompetens sejtek sziikségesek.
Ezek olyan sejtek, melyek képesek DNS-t felvenni kornyezetiikbdl. A sejt kompetencidja

mellett a megfeleld pufferoldat, és a plazmid alakja, mérete is fontos tényezd. A két
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legelterjedtebb transzformalasi mdodszer a hdsokk technika és az elektroporacio. Munkam
soran ¢én is ezeket alkalmaztam.

A hésokk transzformalashoz kémiai kompetens sejteket alkalmazunk. Ezeket Ca?* és
Mg®* -ionokkal kezelik, melynek célja, hogy a kalcium ionok hidként &sszekossék a
sejtmembran feliiletén levé makromolekulakat és a DNS-t.

Hosokk alkalmazasan egy 1-2 percig tarto hirtelen héfokemelést (alt. 37 vagy 42C°-ra)
értiink. A meleg hatasara a membrant alkotd lipidmolekuldk elfoly6sodnak, a membran
ateresztoképessége megnovekszik. Ekkor a mar a sejt feliiletén megkotott DNS-molekulak
nagyobb eséllyel bejuthatnak a sejtbe homozgéasuk révén, mint ha csak kozegben oldott
allapotban lennének jelen.

Az elektroporalas soran a DNS-t és a baktériumokat tartalmazé szuszpenzidt egy tobb
ezer voltos elektromos kisiilésnek tessziik ki, ami porusokat nyit a baktérium falan. A DNS
igy juthat be a sejt belsejébe, és amikor a sejt membranja regeneralodik, a DNS mar benn
marad. Ennél az eljaradsnal elektrokompetens sejteket haszndlunk, amelyeket elézetesen
elektromos vezetoktél mentes oldatokkal mosunk. Ez altaldban desztillalt vizbdl és
valamilyen krioprotektiv anyagbol (pl. glicerin) 4ll. A vezetdktdl (pl. ionok) valdo mentesség
azért lényeges, mert kiilonben az elektrosokk alkalmazasa sordn rovidzarlat keletkezne, és a

transzformalodas elmaradna.

3.2.2. GELELEKTROFOREZIS

A gélelektroforézis azon az elven alapul, hogy a tdltéssel rendelkezd molekulak
elektromos térben az ellentétes toltésti elektroda felé vandorolnak [33, 34]. A vandorlas
sebessége fligg a molekula toltésétdl, tomegétdl és alakjatol, tovabba az elektromos
térerdsségtdl és a gél anyagi mindségétdl is. Ha egy molekula mérete kicsi a pérusokhoz
képest, akkor gyorsan mozog, mig ha nagyobb (azonos toltés, alak mellett) lassabban.
Hasonloképpen, azonos méretli és alakii molekuldk koziil a nagyobb toltésti vandorol
gyorsabban az ellentétes toltésii elektrod felé. Ezek a tulajdonsagok teszik lehetové, hogy
kiilonb6zé mindségli és porusméretli gélekben az eltéréd tulajdonsagt biomolekuldkat
elvalasszuk egymastol.

Az SDS-PAGE  (SDS: natrium-dodecil-szulfat, =~ PAGE:  Poliakrilamid-
gélelektroforézis) a fehérjék elvalasztasanak egyik leggyakoribb modszere. Az elvalasztashoz
hasznalt poliakrilamid gél az elvadlasztandd6 molekuldkkal nem reagdl és egyben

molekulasziird is.
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Ha a fehérjéket csupan molekulatomegiik alapjan akarjuk elvalasztani (kikiiszobolve
pl. a molekula-alak hatésait), akkor a fehérjéket denaturalnunk kell. Erre szolgal a natrium-
dodecil-szulfat (SDS). A fehérje-oldathoz hozzaadott SDS elhasitja a hidrogén-hidakat,
semlegesiti a fellépd hidrofob kolcsonhatasokat, és végeredményben kitekeri a fehérjét. A
fehérjének az aminosavak szamaval aranyos, nagy negativ 0ssztoltése lesz. Ha a fehérje
diszulfidhidakat tartalmaz, akkor azokat is redukalnunk kell, pl. merkaptoetanollal.

A legtobb fehérje elektroforetikus mobilitdsa  SDS-poliakrilamid — gélben
logaritmikusan aranyos a tdmegével. gy, ha ismert molekulatomegii fehérjék (markerek) is
rendelkezésiinkre allnak, akkor a médszer kiilonb6zo fehérjék azonositasara is alkalmas.

Az SDS gélelektroforézist a feliiluszoban jelen 1évé ES-GFP fehérje kimutatasara
hasznaltam, emellett alkalmas a sejtkultiraim virusmentességének ellenérzésére is.

A DNS-ek elvalasztdsa hasonléan, de agar6z alapi gélen torténik. Az agardz a
vorosmoszatok agar-agarjanak egyik poliszacharid Osszetevéje, mely a D-galaktoz és 3,6-
anhidro-L-galaktopirandz linearis polimere. Agar6z gélben néhany 10 bp-tdl tobb 10 kbp-ig
terjedé méreti DNS molekulékat lehet szétvalasztani. A DNS molekula 6ssztoltése a negativ
toltésti cukorfoszfat gerince miatt egyenesen ardnyos a hosszusagaval. Ezért egy vizszintesen
elhelyezett agardz gélben a pozitiv pdlusa felé vandorl6 DNS molekuldk sebessége aranyos
lesz a hosszukkal.

Az agardz 0,5-2%-os oldata forralassal késziil. Dermedéskor az agardz térhalos
szerkezetli lesz. A forralast kovet6en a gélhez fluoreszcens festéket is adunk, amely a DNS-
hez kotddve azt UV fényben lathatova teszi. Régebben etidium-bromidot alkalmaztak erre a
célra, azonban ez erésen mutagén hatasu, ezért manapsag mas, biztonsagosabb festékek is
kaphatok helyette.

Minden egyes mintdhoz un ,,loading dye”-t is adunk, ami egyrészt nagyobb siirlisége
révén a zsebek aljan tartja a mintakat, ill. futtataskor figyelemmel kisérhetjiik, hogy hol tart az
elektroforézis. A megfuttatott gélt végiil UV fénnyel vilagitjuk meg, ekkor a gélhez adott
fluoreszcens festéknek koszonhetden vilagitani fognak a DNS savjai a gélben. A lathatova
valt DNS savokat ki is vaghatjuk a gélbdl tovabbi tisztitasra, felhasznalasra.

Az elektroforézishez az egyik leggyakrabban hasznalt puffer a Tris-EDTA-borsav
(TEB). A puffer ionerdssége fontos tényez6 a DNS elektroforetikus mobilitasa
szempontjabol. Tul alacsony ionerdsségnél a DNS csak lassan képes haladni, mig ha tul
magas az ionerésség, akkor a vezetéképesség is novekszik. Igy azonban tal sok hé képzédik,
a megnovekedett hdmozgas fokozza a diffizidt, ami miatt a savok kiszélesednek, a DNS-

mintak akar részben denaturalédhatnak, végiil a gél is megolvadhat.
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A DNS molekuldk alakja itt is jelentésen befolydsolja a mobilitast. A
cirkuléris/relaxalt plazmid formak széttekeredettségiik miatt lassabban haladnak, mint az
erésen kondenzalt, szuperhelikalis DNS-ek, a linearizalt plazmidok sebessége pedig a kettd
kozotti. Ezért a fehérjék elvalasztasahoz hasonloan itt is sziikséges lehet denaturald-szer (pl.

karbamid) alkalmazasa.

3.2.3. FLUORIMETRIA

A fluorimetrias mérés alapja, hogy az anyagot (monokromatikus) fénnyel
besugérozva, annak elektronjai a fotonoktdl energidt felvéve gerjesztddnek (abszorpcio), -
magasabb, a kornyezettel valdo egyenstlynak nem megfeleld elektron, és vibracids szintre
kertilnek [35]. Ahhoz, hogy az egyenstly visszaallhasson, az elektroneloszlasnak vissza kell
térnie az alapallapotba. A lehetséges energia-leadasi utakat szemlélteti a Jablonski diagram (7.
abra). A gerjesztett molekula (fliggetleniil attol, hogy melyik szingulett allapotba
gerjesztettiik) eldszor igen gyors atmenetekkel az S; elektronallapot alap vibracios szintjére
keriil (Kasha-szabaly), innen azonban tobbféle uton juthat az alapallapotba (S¢). Ezek koziil
az egyik lehet0ség, ha a tobbletenergiat foton formdjadban kibocsatja (emisszid), ezt hivjuk
lumineszcencidnak. Két fajtajat kiillonboztetjik meg, ha az emisszi6 folyaman torténik
spinvaltas foszforeszcencidrdl, ha nem, fluoreszcenciarél beszéliink. A kettdt spektrumuk és
idobeli lecsengésiik alapjan kiilonithetjik el. A fluoreszcencia-foton energiaja a
foszforeszcencia-fotonénal nagyobb (de az abszorbealtnal kisebb). A fluoreszcencia spektrum
a kisebb hullamhosszak (voros) felé tolodik el a besugrazott fényhez képest. Elettartama 1 ns -
10 ps.
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7. abra: Példa a gerjesztési dtmeneteket bemutaté Jablonski-diagramra [35].
Az emisszid a besugarzas iranyatol fiiggetleniil, minden irdnyban torténik, detektalni

azonban a gerjesztd sugarra merdleges iranybol célszerti (igy keriil a lehetd legkevesebb

zavaré foton a szamlaloba).
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8. dbra: A fluoriméter vazlatos felépitése [36]

A fenyforrasbol érkezo (majd monokormatizalt) fény gerjeszti a mintatartoban levo
fluoreszcens anyagot. A minta a tobblet-energidjat foton formajaban kisugarozza minden
iranyban. A detektalast a besugarzasra meroleges iranyban végezziik, igy a legkisebb a
Qerjeszto fény zavaro hatasa.

16



Méréseim soran a detektalast az export-szignalhoz kapcsolodd GFP  (zold
fluoreszcens fehérje) tette lehetové (9. abra). Ez egy 238 aminosavbol allo, 26,9 kDa tomegii
molekula, mely kék (475 nm) és ultraibolya (396nm) fénnyel gerjeszthetd, és 508 nm
hullimhosszon bocsat ki maximalis intenzitasi zold fényt [37]. Ez a tulajdonsaga a
kiilonleges szerkezetének koszonhetd, melyben harom aminosav egymassal egy delokalizalt
elektronrendszerti gytiriis komplexet képez: a Ser-65, Tyr-66 és Gly-67, melyek kiilon-kiilon
nem, de igy egyiittesen képesek fényelnyelésre, majd az elnyelt fény energiajat ujra

kisugarozva a fehérje vilagit.

9. dbra: GFP szerkezete a molekula kéozepén a fluoreszcenciaert felelds harom aminosav
alkotta kromoforral [38].
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4. AZ ELVEGZETT KISERLETEK LEIRASA
4.1.A MUNKAFOLYAMAT OSSZEFOGLALASA

Az elbre elkészitett plazmidmintakat hésokk-technikaval E. coli TOP10 torzsbe
juttatva szaporitottam fel, majd tisztitottam (Qiagen Midiprep). Az eléallitott plazmidok
mennyiségét agarozgél-elektroforézissel ellendriztem. A friss plazmidokat Salmonella
typhimurium SJW2536 torzsbe elektroporaltam, ami nem tartalmazza a flagellin génjét, azaz
sajat flagellin-termelésre nem képes. Az igy elkészitett sejtekbdl amipicillines taptalajra
szélesztettem. Az elkésziilt lemezekrdl mintatelepeket valasztottam és leoltottam 3 ml LB-be.
Egy ¢éjszakan at ndvesztettem 37 C°-on, 290 rpm razatas mellett.

A maradék tenyészettel kétféle vizsgalatot végeztem. Mindegyik esetén az STW2536
torzsbdl novesztett tenyészetet hasznaltam negativ probaként (nem tartalmaz GFP-t), és a
vizsgalt plazmidokkal analog, ,,pbKOT ES-GFP” kodnevii plazmiddal (mely a teljes export-
szignalt modositatlanul tartalmazza) késziilt sejtkultirat hasznaltam pozitiv probaként, mivel
ennek feliiliszojaban mar el6zéekben bizonyitottan van ES-GFP fuzios fehérje [29].

Az els6 vizsgalathoz a tenyészet 1 ml-ének feliiluszojabol TCA-val (trikloro-ecetsav)
kicsaptam a fehérjéket. Ezeket poliakrilamid-gélelektroforézissel (PAGE) analizaltam. A
fehérjék azonositasdhoz egy a 20-120 kDa tartomanyt feloleld markert (10. dbra) hasznaltam
(Thermo Scientific Pierce Prestained Protein Molecular Weight Marker) viszonyitasként, mivel az

ES-GFP-FIiC (C46) fehérje molekulatomege 38,6 kDa.

kDa

— ~120
o - - 85

Gel

10. dbra: Thermo Scientific Pierce Prestained Protein Molecular Weight Marker
gélképe, a savoknak megfelelo kDa értékekkel
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Az eldhivott géleken lathato, hogy az adott minta tartalmaz-e ES-GFP fuziés fehérjét
¢és a sav intenzitasabol a koncentracid is becsiilhetd, emellett a kultura virusmentességének
ellendrzésére is alkalmas.

A tenyészet maradékaval fluorimetridas mérést végeztem. Am annak érdekében, hogy
az ezzel a moddszerrel mért értékek Osszehasonlithatok legyenek, elobb megmértem a
sejtkultarak optikai striségét 600 nm hullamhosszon (ODggo). Ennek Iényege, hogy a
fotométerrel 600 nm hulldmhosszon mért abszorbancia nagysidga aranyos egy adott
térfogatban jelenlevo sejtek szamaval.

Ez utan a kultarak 1 ml-ét 40000 rpm sebességgel 15 percig fugaltam. Két minta
késziilt beldle: az egyik a leszivott feliiluszo, a masik az (1 ml) tapoldatban szuszpendalt
csapadék (pellet). Az egyikkel a feliiliszoba kijutott ES-GFP mennyiségét mértem, a
masikkal a sejtek belsejében (pellet) maradtat. Ennél a mérésnél arra kerestem a valaszt, hogy
milyen a fehérje megoszlasi ardnya a feliiluszo €s a sejtek belseje kozott, azaz a modositott
export-szignal milyen hatékonysaggal képes kijuttatni a fehérjét a sejtbdl az eredetihez képest.
A mintakat tizszereslikre higitva fluoriméterrel vizsgaltam 500-600 nm hulldmhosszon, 1
masodperces atlagolasi idével. A gerjesztési hely 488 nm-nél volt, a gerjesztési és az
emisszios ablakot is 5 nm szélességlire allitottam.

A GFP csucsat az el6zéeknek megfelelden 508-510 nm kozé vartam. Eldzetesen
felvettem az azonosan higitott tapoldat fluorimetrias gorbéjét is, mely ezen a tartomanyon egy
szélesedd csucsot tartalmazott az 520 nm helyen. Ezzel a hattérrel a mért értékeket

korrigaltam.

A miuveleteket a kovetkezd protokollok szerint végeztem:

4.2. PLAZMIDOK SOKSZOROSITASA E.COLI TORZSBEN ES A DNS TISZTITASA

A kutatocsoport altal korabban elkészitett plazmidokat E.coli TOP10 torzsben
felszaporitottam. Ebbdl kémiai kompetens sejtek alltak rendelkezésemre, azaz a plazmid
vektorokat hdsokk technikaval tudtam bejuttatni.

Ezt a kovetkezd protokoll szerint végeztem: Eldkészitettem a jeget, SOC tapoldatot a
vizfiird6t (Lab-Line Multi BlockHeater) felmelegitettem 42C°-ra. A -80C°-on tarolt TOP10
torzset (50 pl) jégbe allitva kiengedtem, majd 0,5 pl plazmidot adtam hozza, ¢és
pipettaheggyel Ovatosan megkevertem. 30 percen at hagytam jégen allni, ez id6 alatt a

plazmid-sejt elegy jol elkeveredhetett egymassal, €s a plazmidoknak volt alkalma kapcsolodni
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a sejtmembranhoz a Ca®*-ionok segitségével. 90 s idOtartamra az elOdmelegitett vizfiirdobe
helyeztem a mintdkat, azaz hésokkot alkalmaztam. A sejteket visszatettem a jégre 2 percre,
majd 500 pul SOC tépoldatba oltottam dket és 37 C°-on, 290 rpm-mel rdzatva, 1 6ran at
inkubaltam. 50 ill. 450 pl-rel ampicillines LB-taptalajra szélesztettem, és a lemezeket egy
¢jszakan at 37 C°-on inkubaltam.

Mivel csak az a sejt ampicillin-rezisztens, amelyik sikeresen felvette a plazmidot, igy a
telepek biztosan olyan sejtekb6l allnak, melyek osztédasukkor a plazmidokat is
sokszorositjak. Ezekbol 5 ml steril LB-tapoldatba leoltottam, és 8 6ran at 37 C°-on, 290 rpm-
en razatva inkubaltam (STARTER). Az igy eléallitott STARTER-t 150 ml steril LB-
tapoldatba atoltottam, és masnap reggelig a mar ismertetett moédon inkubaltam.

Ez id6 alatt a felszaporodott koli-baktériumok elegendd plazmidot termeltek ahhoz,
hogy érdemes legyen azt kinyernem. Ezt a DNS-tisztitasi folyamatot un. Midiprep Kittel
végeztem, az abban leirt haszndlati utmutaté szerint. 150 ml tenyészetet 6000 xg-n fugaltam,
15 percen at, 6 C° -on (HeracusBiofuge primo R). A csapadékrol leszivtam a feliiluszot, a
visszamaradt pelletet felszsuszpendaltam 6 ml P1 pufferben (LyseBlue-t tartalmaz, ezért
razni, vortexelni kell a teljes szuszpendalashoz, és minden pipettazas elétt Gjra fel kell razni).
6 ml P2 puffert adtam hozza, és a csovet 4-6-szor atforditva jol elkevertem az elegyet, mig
kék szinili €s homogén lett. Szobahdmérsékleten 5 percig inkubaltam, kozben elokészitettem a
QIAfilterCartridge-ot, amit egy Falcon-csébe allitottam.6 ml hitétt P3 puffert adtam a
lizatumhoz, és azonnal elkevertem a csovet 4-6-szor felforditva. Az elegyet a
QIAfilterCartridge-ba 6ntdttem, 10 percig allni hagytam. A HiSpeed Midi nevil részbe (ez
tartalmazza az elvalasztd oszlopot) 4 ml QBT puffert tettem, és hagytam, hogy magatol
atcsepegjen a gravitacid hatasara. A QIAfilter kupakjat lecsavarva dvatosan belehelyeztem a
dugattyat és tartalmat a HiSpeed Midi-be fecskendeztem. (A nem old6do sejtmaradékok a
fecskendében maradnak.) Megvartam, mig az oszlopra juttatott folyadék lecsepeg. (A DNS az
oszlopon marad.) Az oszlopot 20 ml QC pufferrel mostam (tisztitasi 1épés). Végiil a DNS-t az
oszloprol 5 ml QF pufferrel eludltam egy tiszta csobe. 3,5 ml izopropanolt adtam hozz4 és 2
percig szobahdn inkubaltam. Ez id6 letelte utan 16000 xg sebességgel 30 percig 4 C°-on
fugaltam. Leszivtam a feliiluszot, és a csé aljan maradt csapadékot 3 ml 70%-0s etanolban
felszsuszpendaltam. Ezt ujra lefugaltam 16000 xg-vel 5 percig 4 C°-on. A feliiliiszot ismét
leszivtam, a DNS-t (a csapadék) 10 percig szdritottam. Végil 100 pul TE pufferben
szuszpendaltam, és negyed oran at 37 C°-on tartottam, hogy biztosan feloldédjon. (Ha van
benn nem old6dé darabka, azt nagy sebességgel 1 percig szobahdn fugalassal lehet

eltavolitani.) A kész plazmindot hossztavua felhasznalasra -20 C°-on kell tarolni.
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4.3. AGAROZ GEL KESZITESE ES FUTTATASA

A tisztitott plazmidok mennyiségét ¢&s tisztasagat agardz gélelektroforézissel
ellendriztem. Az el6hivas utan megjelend savok helyébdl lathatom, hogy a plazmidok
megfeleld méretiick-e (valoban a megfeleld plazmidokat sokszorositottam) és a savok
er6sségébdl becsiilheté a DNS-koncentracido a mintaban. Erre azért van sziikség, mert ha a
koncentracié nagy, kevesebb térfogati minta hozzdadasa sziikséges, mikor a plazmidokat
kompetens sejtekbe juttatom elektroporalassal, mig higabb mintédk esetén ugyanannyi sejthez
tobbet kell majd adnom, ha ugyanolyan hatékony bejutasi aranyt szeretnék.

Az elektroporalést 1%-0s agar6z gélben végeztem. Ezt Ggy készitettem el, hogy 0,35 g
agarozt ¢és 35 ml IxTEB-et Osszemértem egy kisebb méretii Erlenmeyer-lombikban. Az
elegyet 300 Watton kb. 1 percig melegitettem mikrohullamt siitdben, majd addig
kevergettem, mig az agardz teljesen feloldodott. Ezutdn megvartam, mig a homogén oldat
annyira lehlll, hogy szabadkézzel is meg tudtam fogni. Ekkor hozziadtam 3,5 plGelRed
festéket. Miutan ismét jol elkevertem, a vizszintes ontéformdba Ontdttem. Ebbe eldzetesen
mar belehelyeztem a féstit, amit a dermedt gélbdl 6vatosan kiemelve hatramaradnak a mintak
betoltésére szolgald zsebek. A gél dermedési ideje kb. 1 dra volt. A megdermedt gélbol a
féstit kivettem és az Ontéforma keretetét dvatosan levalasztottam. A gélt a TEB pufferral
toltott futtatokadba helyeztem, majd a mintakat a zsebekbe toltottem. Kozépre 3 pl-t vittem
fel az O’GeneRuler nevii DNS-markerbdl (Thermo Scientific). Mell¢ két oldalra vittem fel a
sajat plazmid-mintaimat. Ezek 2 pl-€¢hez 8 pl desztillalt vizet és 2 pl 6x Orange LD
(loadingdye)-t adtam. 100 Volt fesziiltséget alkalmazva addig futtattam a mintakat, mig a
frontvonal a gél végére ért. A kész gélt UV fény alatt vizsgaltam, és elektronikusan

dokumentaltam.
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4.4, ELEKTROKOMPETENS SEJTEK KESZITESE

Az elkészitett és leellendrzott génkonstrukciot egy olyan baktériumba kellett ezutan
transzformalnom, amely a plazmid altal kodolt fuzios fehérje expressziojara alkalmas. Erre a
Salmonella typhimurium SJW2536 torzset hasznaltam. Ezeket el6szor elektrokompetenssé
kellett tennem.

20 ml LB-tapoldatba leoltottam SJW2536 glicerines tenyészetbdl. Ezt 37 C°-on, 280

rpm sebességli razatds mellett inkubaltam egy éjszakan at. Ez szolgalt starterként a nagyobb
mennyiségli kultira eléallitasdhoz. A mivelet elvégzéséhez sziikséges egyéb anyagokat ¢€s
eszkozoket autoklavban sterilizaltam. Ezek: 100 ml LB (20g tappor / liter higitassal),55 g
10%-os glicerinoldat (49,5 g dH,0+5,5 g tiszta glicerin, Eppendorf csovek, pipettahegyek,
megfeleld méretii pipettak. A sterilitds kiilondsen fontos ennél a miveletnél, hiszen az
elkésziilt kompetens sejtek a kiindulasi alapjai lesznek az elkovetkezd vizsgalatoknak. Ha a
sejtkultarak mar ekkor szennyezddnek vagy virussal fert6zddnek, az ellehetetleniti a tovabbi
munkat.
Masnap a startert steril 100 ml LB tapoldathoz adtam, és korkords razoban razatva 37 C°-on
2-3 6ran at inkubaltam ODggo=1-ig.A tenyészetet 50 ml-es hiitott falcon centrifugacsdvekbe
(zarhato, steril milanyagces6) pipettaval kettéosztottam. Mivel a kompetens sejtek
héérzékenyek, csak akkor allithat6 elé hatékony tenyészet, ha ezutdn az dsszes 1épés sordn az
elegyet, eszkozoket és taroloedényeket végig jégen tartom. Az 50 ml-es kulturakat 5 perc
jégen pihentetés utan 10 percig centrifugaltam 6 C°-on 4000 rpm sebességgel
(HeraeusBiofuge primo R). Lepipettaztam a feliiliszot, a csapadékot szuszpendaltam 10-10
ml 4 C°-0s 10%-os steril glicerinoldatban. A két elegyet egybepipettaztam és ujra
centrifugadltam a mar leirt modon. A csapadékot 20 ml jéghideg glicerinoldatban
szuszpendaltam, majd a centrifugaldsi 1épést még kétszer ismételtem, egyszer 10 ml majd
végiil 400ul jéghideg glicerinoldatban szuszpendalva a csapadékot. Az igy kezelt mintdk nem
tartalmaznak vezetd anyagokat (ionok), ill. a sejteket a fagykartol a glicerin védi. A mintakat
jégbehitott 1,5 ml-es Eppendorf-csévekbe porcidztam 50 ul-enként és felhasznalasig -80 C°-
on taroltam. A virusmentesség ellendrzésére minden mosasi 1épés utan, €s a végtermékbdl is
10 pl-t 2 ml LB-be oltottam, és az ebbdl készitett mintakat PAGE segitségével vizsgaltam
(11. &bra).
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11. dbra: A felhasznalt elektrokompetens sejtek gélképei, eloallitdsi lépésenként.

A gélkepek az elkésziilt elektrokompetens sejtek szennyezés és fertozés mentességeét igazoljak.
A gélek elsd zsebébe markert vittem fel, mely ismert molekulatomegii fehérjéket tartalmaz.
Hadromszor készitettem elektrokompetens sejteket. Az 1. mérési sorozat adatai ,,0.A -6/
“vegsé A-ig, a,,2. 0.B-t4l “végsd B-ig, a 3. sorozat ,, starter C”-t61 “végsé C-ig tart. A
starter megjelolés a kozvetleniil inkubatorbol kivett sejtkulturdara vonatkozik. A 0. sorszam az
elsé fugalas elétti allapotban vett minta, az 1., 2., 3. az 1., 2. ill. 3. fugdlas utan vett minta. A
“végso” megjelolés a végtermékeket jeloli.

4.5, SEJT-TRANSZFORMALAS ELEKTROPORALASSAL

Az elkészitett elektrokompetens sejtek mar alkalmasak arra, hogy a plazmidokat
felvehessék. Ehhez a -80C°-on tarolt 50 pl-nyi kompetens sejteket jégre helyezve kiengedtem,
majd 1 pl DNS-t pipettaztam hozza és pipettaheggyel korkordosen dvatosan megkevertem,
majd a biztos homogenités eléréséért még 1 percig jégen tartottam. Steril elektroporalashoz
hasznalhato kiivettakat és SOC tapoldatot is jégen hiitdttem. A sejt-elegyet (2 mm-es)
kiivettaba pipettaztam at, és az elektroporatorba (Bio-RADGenePulserXcell) helyeztem. Time
ConstantProtocolt hasznalva, 2500 V elektrosokkot alkalmaztam, 10 ms iddtartamig. A
program végeztével a sejtekhez azonnal 500 pl SOC tapoldatot adtam. Az elegyet
tenyészcsobe steril, mlianyag pasteur-pipettaval atpipettdztam és 1 o6ran at 37 C°-on, 300 rpm
razatas mellett inkubaltam. Végiil az elegybdl 50 ill. 450 ul-t ampicillint tartalmazo LB
taptalajra szélesztettem. Egész éjszakas inkubalas utan (37 C°-on, 280 rpm réazatds mellett)
ezeken a lemezeken nétt telepekbdl ampicillines tdpoldatba leoltva, azokat inkubélva kaptam

a vizsgaland6 mintaimat.
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4.6. FEHERJEK KICSAPASA TCA-VAL

Az eléz6eknek megfeleléen felndvesztett kultarakbol 1,5-1,5 ml-t centrifugacsdvekbe
toltottem és 22 000 rpm sebességgel10 C°-onl5 percig fugaltam (BeckmanCoulter —Optima
TMMAX-EUItracentrifuge). A fugalasi csapadékrol dvatosan leszivtam a feliiluszot és jégbe
hiitétt eppendorf csovekbe toltottem. 67 pl TCA-t (trikloro-ecetsav) adtam hozzajuk, és az
elegyet pipettaval korkordsen ovatosan megkevertem. 15 percig jégen tartottam Oket, ezalatt a
TCA kicsapta a mintaban talalhaté fehérjéket. 10 percig 13 000 rpm sebességgel, 6C°-on
(EppendorfCentrifuge 5415R) centrifugaltam. A feliiliszdt 6vatosan lepipettdztam. A fehérje-
csapadékot kétszer szuszpendaltam (vortexszeléssel) 330 ul 100%-os acetonban, €¢s minden
mosas utan Ujra lefugdltam (a mér leirt bedllitasokkal). Végiil a felesleges acetont
eltavolitottam, a csapadékot par percig szaritottam. Az igy kinyert fehérjéket
gélelektroforézishez készitettem el6. A csapadékot feloldottam 16 pul MP-ben (Minta Puffer)
¢s 2 ul 1M-os Tris (pH=8,0) pufferben. Az egyenletes elkeveréshez pillanatfugaltam
(BIOSAN Combi-Spin FUL-2400N), vortexszeltem, majd ismét fugaltam. A megfelel6 pH-n
a festékanyag kék szinli. Ha alapos elkeverés utan valamelyik oldat z6ld vagy sarga, még 2 pl
Tris-puffert adtam hozza a megfeleld pH eléréséhez. Végiil 10 percig forraltam lobogd

vizfurddn.

4.7. SDS-POLIAKRILAMID GELELEKTROFOREZIS

Az elOkészitett mintdkat SDS-PAGE-sel vizsgaltam. Ehhez el6szor 12%-0s
poliakrilamid gélt ontottem. Mivel az akrilamid mérgez6, a miiveletet kesztyliben végeztem,
¢s ligyeltem arra, hogy folyékony formaba ne keriiljon a lefolyoba.

Az akrilamid gélhez sziikséges eldre elkészitett oldatok: Szeparald gél: 2,8 ml A
puffer (182 g Tris-HCI + 4g SDS / liter, pH 8,8)+21,75 ml MQ H,0+15,75 ml 40%-0s
akrilamid oldat; Koncentral6 gél: 6,3 ml B puffer (61 g Tris-HCI+ 4g SDS / liter, pH
8,8)+15,9 ml MQ H,0+2,825 ml 40%-o0s akrilamid oldat; Futtatopuffer: 30,3 g Tris+14g
Glicin+ 10g SDS / liter tizszeresen higitva. A gélek festését Staining Solution-nal végeztem,
ami 1 g ComassieBlue R-250 festéket, 300 ml MeOH-t, 50 ml cc.ecetsavat és 650 ml MQ
H,O-t tartalmaz. Az el6hivashoz hasznalt oldat: Destaining Solution (/liter): 300 ml
MeOH+50 ml+ cc.ecetsav+650 ml MQ H,0.
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A gélt a kdvetkezd aranyok szerint készitettem:
12 %-0s Szeparalo gél (per gél):
e Szeparalo gél (alap) 4 ml
e APS 20ul
e TEMED 2ul

A Szeparald gél alapjat eldzdleg keverjik ki és a hiitdben taroljuk felhasznalasig.
Tartalmazza az SDS-t, akrilamidot és megfeleldé pH-ju puffert. Az APS (ammoénium
perszulfat) spontan bomlasabol szabadgyokok keletkeznek, melyek megindithatjdk az
akrilamid polimerizalodasat. Ez a folyamat azonban lassu, a TEMED (N-tetrametil-
etiléndiamin) hozzaadasaval gyorsithatd az altal, hogy a TEMED az APS bomléasabol
felszabaduld gyokoket stabilizalja, igy azok hatékonyabban reagéalhatnak az akrilamiddal.

Az elkésziilt oldatot OntOkeretbe fogott tiveglapok kozé pipettdztam. Az iiveglapok
kozott 0,75 mm rés van, ez lesz a megdermedd gél vastagsaga. A gél {ol¢é vizet rétegeztem,
hogy ne alkosson meniszkuszt, hanem fazishatara vizszintes legyen. A gél dermedési ideje kb.
1 ora. A megszilardult gélrdl a vizréteget papirral leitattam miel6tt a kovetkezd gélréteget
felvittem volna. Az a kovetkezoképp késziilt:

4%-0s Koncentralo gél (per gél):

e Koncentral6 gél (alap) 1,67 ml
e APS 10ul
e TEMED 2ul

A folyadékkal szinig toltottem a lemezt €s Ovatosan belehelyeztem a fésiit, melyet a
megszilardult gélbdl kiemelve kaptam a mintdim betdltésére szolgald zsebeket. Ez a felso,
Koncentralo gél igen hig, a fehérjék elvalasztasara nem alkalmas. Arra szolgal, hogy az egyes
zsebekbe felvitt mintdk egyforman gyorsan haladjanak a kétféle gél hataraig, és ott aztan egy
1dében kezdjék meg vandorlasukat az also, Szeparalo gélben.

Az elkésziilt gélt futtatokadba helyeztem és a kadat megtoltdttem a futtatopuferrel (a
gélek kozt szinig, kiviil csak feléig). A gél zsebeibe pipettaztam a mintdkat. Az elsd zsebbe 3
pl, a fehérjéim méretének megfeleld markert tettem (ladder). 30 mA/gél dramot alkalmazva
addig futtattam a mintékat, mig a mintapufferben levo festék, a mintdk frontvonala a gél aljara
ért.

Ekkor a fehérjék savjai a gélben még nem lathatok, ezeket egy festési eljarassal el

kell hivni. Ehhez Comassie Blue festéket tartalmazd metanolos-ecetsavas oldatot hasznaltam.
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A kék szinl festék a fehérjékhez kotodik, el6hivo, mosoéfolyadékba athelyezve a festék a
g¢lbol kimoshato, kivéve a fehérjék altal megkotdtt molekulakat.

Eloszor a gélt festd folyadékban (StainingSolution) &ztattam, ez utdn a festd
folyadékot kicseréltem az eldhivé folyadékra (DestainingSolution). Folyamatos réazatas
mellett hagytam azni addig, mig a mintdk savjai jol lathatova valtak. A kész géleket
elektronikusan dokumentaltam. A mintak akkor tekinthetéek virusmentesnek, ha mintazatuk
jO egyezést mutat a 12. abran bal oldalt 1athatoval, ami a STW2536 gélképe [39]. A mintaink
ettdl abban kiilonboznek, hogy 38,6 kDa-ndl megjelenik az ES-GFP fuzios fehérje savja.
Intenzitasabol eldzetes becslés tehetd a GFP mennyiségére, am mivel a sdvok altaldban igen
halvanyak, ennek hibaja igen nagy. Ezért mennyiségi meghatdrozashoz nem a gélképeket
haszndltam fel, inkdbb csak a GFP meglétérdl, és a sejtek szennyezésmentességérol
bizonyosodtam meg altaluk. A GFP mennyiségét fluoriméterrel pontosabban lehet mérni. Ha
a sejtek virusosak, akkor lizalédnak, igy a sejt Gsszes fehérjéje a feliiliszoba keriil (12. abra,

jobb oldal). Ekkor nem kaphatunk informaciot az export hatékonysagarol.

IJO.

12. dbra: Balra: a tiszta Salmonella typhimurium SJW2536 t6rzs gélképe [39].
Jobb oldalon: a fertézott sejtekre jellemzé gélkép
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13. dbra: A vizsgadlt sejtulturakbol késziilt fehérjemintak gélképei, a GFP tartalom és a
szennyezésmentesség igazoldsahoz.

A): 2014. 08. 05-i kisérletek. 1. zseb: protein molekulatomeg marker, 2. zseb: SIJW2536
(negativ proba), 3.-5. zseb: pKOT ES-GFP pdrhuzamos mérések (1.,2.,3.) 6.-8. zseb: ESA26-
30-GFP parhuzamos mérések (1.,2.,3.) 8.-10 zseb: ESA43-47-GFP pdrhuzamos mérések
(1.,2.3)

B): 2014. 08. 06-i kisérletek. 1. zseb: protein molekulatomeg marker 2.-3. zseb: pKOT ES-
GFP pdarhuzamos mérések (1.,2.) 4.-6. zseb: ESA26-30-GFP parhuzamos mérések (1.,2.,3.)
9.-11. zseb: ESA43-47-GFP pdrhuzamos mérések (1.,2.,3.)

C): 2014. 10. 22-i kisérletek. 1. zseb: protein molekulatomeg marker 2.-4. zseb: pKOT ES-
GFP parhuzamos mérések (1.,2., 3.)5.-7. zseb: ESA26-30-GFP  pdrhuzamos mérések
(1.,2.,3.) 8.-10. zseb: ESA43-47-GFP pdrhuzamos mérések (1.,2.,3.)

A modositatlan ES-GFP kb.38,6 kDa méretii. A delécios modosulatok (ESA26-30-GFP és
ESA436-47-GFP) valamivel kisebbek: 38,15 ill. 38,2 kDa. A megfelelé méretii savok (fekete
nyilakkal jelolve) megléte bizonyitja, hogy a feliiluszoban van kijutott ES-GFP fuzios fehérje.
A gélképek mintazata alapjan a kiindulasi sejtkulturadk fertozésmentesek.
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4.8. FLUORIMETRIAS MERES

Ennél a mérésnél arra kerestem a valaszt, hogy milyen a fehérje megoszlési aranya a
feliiluszo és a sejtek belseje kozott - azaz a modositott export-szignal milyen hatékonysaggal
képes kijuttatni a fehérjét az eredetihez képest.

Ehhez a tenyészetekb6ll ml-t készitettem el6, tigy hogy 40 000 rpm fordulatszamon
15 percig fugéltam, majd leszivtam a feliiluszot. A centrifugacsd aljan maradt csapadékot, a
pelletet a feliiluszoval azonos mennyiségli, azaz 1 ml tdpoldatban szuszpendaltam. A
feliiliszoban mért GFP mennyiség arr6l ad informdciét, hogy mennyi fehérje jutott ki a
sejtbol, a pellet a sejtben maradt mennyiséget adja meg. Mivel a GFP igen erdsen fluoreszkal,
ezek a mintdk a méréshez még igen tomények lettek volna. Ezért az igy elkésziilt
torzsoldatokbol egy keveset tizszeresére higitottam NaCl-Tris-EDTA (pH=8,0) pufferrel, és
ugy mértem.

A mérést 500-600 nm hulldmhosszon 1 s atlagolasi idével végeztem. A gerjesztési
hely 488 nm-nél volt, a gerjesztési és az emisszids ablak is 5 nm szélességiire lett allitva. Ezek
a beallitasok megegyeztek a korabban a pKOTES-GFP-re végzett hasonld vizsgalatokéval
[29], igy az altalam kapott értékeket az ott k6zolt adatokkal is 6sszehasonlithattam.

A GFP cstucsat 508 nm koriil vartam. Eldzetesen felvettem az azonosan higitott
tapoldat fluorimetrids gorbéjét is, mely ezen a tartomanyon egy szélesedd csticsot tartalmazott
az 520 nm helyen. Ezt a hatteret minden mért gérbébdl kivontam.

Els6 kisérleteim sordan még nem mértem meg a sejtkultirdk ODgop €rtékét. Ennek oka
az volt, hogy a termelés mértékére nem voltunk kivancsiak, csak a termelt fehérjemennyiség
megoszlasara a feliiluszo és a pellet kozott. Ez az arany a termelt GFP abszolut mennyiségétol
fiiggetlen. Azonban néha azt tapasztaltam (foként aESA43-47-GFP mintdknal, de esetenként a
tobbinél is), hogy a sejtek valamiért nem termelték megfelelé mennyiségben az ES-GFP-t (kb.
1/7 részét a varnak). Ennek oka ismeretlen, vizsgalatdit megneheziti latszolag szabalytalan
eléfordulasa. Emiatt célszerivé valt a mért intenzitasokat ODggp=1-es értékre normalni
(vagyis a kapott intenzitisokat a mért sejtsiirliséggel osztani). Igy a kapott csucsértékek is

jobban 6sszehasonlithatoak.
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5. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

Tobbszor végeztem mérési sorozatokat a harom féle minta (pKOT ES-GFP, ESA26-
30-GFP ¢és ESA43-47-GFP) mindegyikére. Ezek koziil a 08.05-én és 08.06-an és a 10.22-én
mért mintak szolgaltattak megbizhaté adatokat. Minden felhasznalt minta gélképe alapjan
virusmentes, és megjelenik a GFP-nek megfeleld méretii sav is (12. abra).

A 10.22.-i mintdkhoz rendelkezésre allt ODgoo adat is, ezért az ezekbdl kapott
eredmények pontosabbnak tekintheték a pKOT ES-GFP-re ¢s a ESA26-30-GFP modositasra.
Az ESA43-47-GFP mintak esetében azonban kevés fehérje termelddott. Ennek ellenére az
egyik mintdban még felismerhetd volt a (csdkkent intenzitasi) GFP-csucs, igy ez alapjan a
feliiluszo-pellet megoszlasi arany szamithato volt. (A masik két mintdban bar a korrekcio utdn
maradt intenzitasértékek azt mutattdk, hogy lehet benn GFP, nem volt lathat6 egyértelmii
csucs, igy a csucsérték hidnyadban nem szamolhattam megoszlasi aranyt sem. Ezért ezeket a
méréseket nem hasznaltam fel.)

Régebbi, optikai siriiségadattal még nem rendelkez6 mintaim (08.05. és 08.06-i
mintak) kozott azonban volt harom olyan ESA43-47-GFP minta, melyek a mért fluorimetrias
intenzitdsok alapjan normal termelést mutattak. Igy err6l a modositasrol is van kelld

mennyiségl adat.
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14. abra: Az atlagos intenzitasértékek abrazolasa a hullamhossz fiiggvényében.

Fent:10.22-i adatok alapjan (ODgoo-ra normalt), balra: feliiliiszo, jobbra: pellet
Lent: 08.05.ill. 08.06-i adatok alapjdn, balra: feliiluszo,  jobbra: pellet

A szinek jelentése:  ——pKOTES-GFP
= ESA26-30-GFP

ESA43-47-GFP

A kapott gorbék értékeinek atlagoldsaval (a kiilonbdzd export-szignali mintakra)
kaptam a fentebb lathatd abrakat (14. abra). Emellett a korrekcido utan kapott gorbék
csucsértékeit és helyét minden esetben feljegyeztem. Adott mintara kiszamitottam, hogy az
Osszes termelt GFP mennyiség (ami a két csucsintenzitas Osszegével jellemezhetd) hany
szazaléka volt a feliiluszoban és mennyi maradt a pelletben. Ezeket egy-egy fajta mintara
atlagoltam (1. és 2. tablazat). A hiba nagysagat a szorasok kiszamitasaval jellemeztem. Az igy

kapott értékekkel mar jellemezhetd az export-szignal médosulatok hatékonysaga.

30



A)

Minta Maximum helye (nm) | Maximum intenzitas %
SJW2536 1. f. u. 521 71482 -
SJW2536 1. p. 500 81146 -
SJW2536 2. f. u. 521 121322 -
SJW2536 2. p. 500 153570 -
pKot ES-GFP 1. f.u. 508 268852 20,30
pKot ES-GFP 1. p. 509 1055815 79,70
pKot ES-GFP 2. f.u. 506 202069 17,44
pKot ES-GFP 2. p. 509 956733 82,56
ESA26-30-GFP 1. f.u. 506 157213 18,71
ESA26-30-GFP 1. p. 508 683249 81,29
ESA26-30-GFP 2. f.u. 504 93444 8,62
ESA26-30-GFP 2. p. 509 990666 91,38
ESA43-47-GFP 1. f.u. 504 376045 64,47
ESA43-47-GFP 1. p. 506 207248 35,53
ESA43-47-GFP 2. f.u. 506 334039 65,35
ESA43-47-GFP 2. p. 506 177101 34,65
ESA43-47-GFP 3. f.u. 506 297093 56,17
ESA43-47-GFP 3. p. 506 231818 43,83

B)
Minta % szOras atlagos %
pKot ES-GFP 1. f.u. 20,30 2,02 18,87
pKot ES-GFP 2. f.u. 17,44
ESA26-30-GFP 1. f.u. 18,71 7,13 13,66
ESA26-30-GFP 2. f.u. 8,62
ESA43-47-GFP 1. f.u. 64,47
ESA43-47-GFP 2. f.u. 65,35 5,07 62,00
ESA43-47-GFP 3. f.u. 56,17
pKot ES-GFP 1. p. 79,70 2,02 81,13
pKot ES-GFP 2. p. 82,56
ESA26-30-GFP 1. p. 81,29 7,13 86,34
ESA26-30-GFP 2. p. 91,38
ESA43-47-GFP 1. p. 35,53
ESA43-47-GFP 2. p. 34,65 5,07 38,00
ESA43-47-GFP 3. p. 43,83

1. tablazat. A 2014. 08. 05/06-i sejtkulturdkbol készitett feliiliiszo (fu.) és pellet (p.)
mintak fluorimetrias adatai

A) Ebben a tablazatban adtam meg a kapott intenzitas-gérbe maximumdnak helyét és
intenzitasat, és az egyes sejtkulturaknal az osszesen termelt GFP szdzalékos megoszlasat (a
maximum intenzitdsok alapjan szamitva).

B) Az A) rész megoszlasi aranyait az ES-mutansok egyes fajtaira atlagoltam. A
mérések szorasat is feltiintettem.
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A)

Minta Maximum helye (nm) | Maximum intenzitas %
SJW2536 1. u. 527 26208 -
SJW2536 p. 500 38166 -
pKot ES-GFP 1. f.u. 511 65848 15,50
pKot ES-GFP 1. p. 508 358972 84,50
pKot ES-GFP 2. f.u. 509 70314 16,85
pKot ES-GFP 2. p. 508 347011 83,15
pKot ES-GFP 3. f.u. 508 49650 14,05
pKot ES-GFP 3. p. 508 303658 85,95
ESA26-30-GFP 1. f.u. 510 83536 21,92
ESA26-30-GFP 1. p. 508 297507 78,08
ESA26-30-GFP 2. f.u. 510 52008 17,55
ESA26-30-GFP 2. p. 509 244413 82,45
ESA26-30-GFP 3. f.u. 510 60362 16,43
ESA26-30-GFP 3. p. 509 306963 83,57
ESA43-47-GFP f.u. 509 55808 66,22
ESA43-47-GFP p. 509 28471 33,78

B)
Minta % szOras atlagos %
pKot ES-GFP 1. f.u. 15,50
pKot ES-GFP 2. f.u. 16,85 1,40 15,47
pKot ES-GFP 3. f.u. 14,05
ESA26-30-GFP 1. f.u. 21,92
ESA26-30-GFP 2. f.u. 17,55 2,90 18,63
ESA26-30-GFP 3. f.u. 16,43
ESA43-47-GFP f.u. 66,22 - 66,22
pKot ES-GFP 1. p. 84,50
pKot ES-GFP 2. p. 83,15 1,40 84,53
pKot ES-GFP 3. p. 85,95
ESA26-30-GFP 1. p. 78,08
ESA26-30-GFP 2. p. 82,45 2,90 81,37
ESA26-30-GFP 3. p. 83,57
ESA43-47-GFP p. 33,78 - 33,78

2. tablazat: A 2014. 10. 22-i sejtkulturakbol keszitett feliiluszo (f.u.) és pellet (p.)
mintak fluorimetrias adatai

A) Ebben a tabldazatban adtam meg a kapott intenzitas-gorbe maximumanak helyét és
intenzitasat, és az egyes sejtkulturaknadl az osszesen termelt GFP szdzalékos megoszlasat (a
maximum intenzitasok alapjan szamitva).

B) Az A) rész megoszlasi aranyait az ES-mutdansok egyes fajtaira atlagoltam. A
meérések szorasat is feltiintettem.
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Mivel az adatok igen nagy hasonlésdgot mutatnak még a kiilonb6z6 idépontokban
késziilt mintdk esetében is, kijelenthetd, hogy az adatok jol reprodukalhatoak, és valdban
alkalmasak a modositott export-szignal hatdsanak jellemzésére.

Az adatok alapjan megallapitottam, hogy az 26.-t6l a 30. aminosavig tart6 delécid nem
valtoztatja meg az export hatékonysagat. Az atlag gorbéken is lathat6, hogy a modositatlan
(pKOT ES-GFP) és az ESA26-30-GFP mintak hasonloképp viselkedtek, a termelt GFP
mennyisége is joO egyezést mutat. Mindkét valtozat esetében a GFP kb.15%-a juthat ki a
feliiliszoba, a tobbi a sejt belsejében gytlt fel. Hasonld mérést a viszonyitasi sejtek (pKOT
ES-GFP) esetében mar végeztek [29], az ott szerepld intenzitasok alapjan szamitva a
felilliszoban az 0Osszeg 19,4%-a volt. Ez az érték megfelel az altalam mértegyes
eredményeknek, vagyis a méréseket sikeresen reprodukéltam. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy
a flagellin 26-30 szakasza valdszintlileg nem része az export-szignalnak.

Az ESA43-47-GFP mintdk esetében az eredmény meglepd értékeket mutatott.
Elbzetes feltételezésiink az volt, hogy ha a megvaltoztatott rész valoban az export-szignalhoz
tartozik, és annak miikodéséhez sziikséges, akkor a modositott valtozat kevésbé hatékonyan
tudja majd kijuttatni a feliilliszoba a fehérjét, ezért annak aranya ndvekszik a pelletben.
Ehelyett azonban azt lathatjuk, hogy az ESA43-47-GFP mintak esetében a feliiliszoban mért
ES-GFP mennyisége elérte, vagy akar meg is haladta a masik két minta eredményét. Azonban
normal termelés esetén is lényegesen kevesebb, csak feleannyi ES-GFP képz6dott, mint a
pKOT ES-GFP ¢és az ESA26-30-GFP mintak esetében. Vagyis a termelt fehérje nagy része,
kb. 65%-a kijutott a feliiliszoba, és a sejtek belsejében alig maradt. Ennek oka még tovabbi
kutatast igényel, de az kijelenthetd, hogy a 43. aminosavtol a 47.-ig tartd delécié nagyban
befolyasolta az export-tulajdonsagokat, tehat ennek a szakasznak fontos szerepe lehet a
flagellin export-szignaljaban. Egyik lehetséges magyarazat a megnovekedett kijutasi aranyra
az, hogy a 43.-47.szakasz szerepe negativ regulatorként szabalyozni a fehérjetranszport
maximalis tlitemét. Ugyanakkor, ha a sejtekben maradd6 GFP inkluzios testeket alkot, a
jelenség magyardzata az is lehet, hogy a 43.-47.szakasz hianya miatt a fehérje oldhatobba
valik — ezaltal novelve a kijutas esélyét. Ezért kovetkezd 1épésként az inkluziostest-képzddés

vizsgalatat tervezem.
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6. OSSZEFOGLALAS

A bakterialis flagellumot felépitd fehérjék a citoplazmaban szintetizalodnak majd a Il1.
tipusu flagellaris exportrendszer segitségével, egy 2 nm atmérdjii belsé csatorndn at jutnak el
beépiilési helyiikre, a flagellum végére. Az exportalando (axialis) fehérjék kozos tulajdonsaga
terminalis régiok rendezetlensége. Mivel a fehérjék N-terminalis résziikkel elére vandorolnak
a belsé csatornaban, mar kordbban feltételezhetd volt, hogy az export-szignalnak itt kell
elhelyezkednie. A flagellin esetében az er6sen konzervaldodott Gly26-Gly47 szegmensét
azonositottak, mint az export-szignal helyét.

Az export-apparatus akkor is felismeri és a sejten kiviilre juttatja a fehérjéket, ha az
export-szignaljuk mogé egy, a sejt szamara idegen fehérjét kapcsolunk. Ennek a gyakorlati
alkalmazasban nagy jelentdsége van, hiszen ha a baktériumok 4ltal szintetizalt fehérjét a
sejtek feliiliiszojabol tudjuk tisztitani, az a terméket feldolgozo 1épések szamat csokkenti. Igy
nagyobb tisztasaggal és gyorsabban nyerhet6 ki a fehérje, hiszen nem sziikséges a sejteket
lizalni, majd a terméket a tobbi sejtalkototol szeparalni. Ez a gyakorlat azonban megkoveteli
az export-szignal miikodésének megértését, és pontos helyének, egyes szakaszai funkcidjanak
felderitését.

Kutatasom célja a Gly26-Gly47 szakasz tovabbi szlkitése, ill. annak vizsgalata volt,
hogy egyes darabjait eltavolitva a modositas hogyan hat az exportra. Dolgozatomban az
export-szignalnak egy az N- és egy a C- termindlis végén 6t aminosavval megroviditett
modosulatat tanulmanyoztam (ESA26-30-GFP ¢és ESA43-47-GFP), és hasonlitottam 6ssze az
eredeti export-szignal hatékonysagaval.

Megallapitottam, hogy a A43-47 modositas jelentdsen befolydsolta az exportot, ami
arra utal, hogy ténylegesen az export-szignalhoz tartozik. Pontos szerepe azonban tovabbi
kutatasokat igényel. A A26-30 modositds gyakorlatilag nem befolydsolta a transzportot,
ezaltal az export-szignalt tartalmazo szakaszt a 31-47-ig tartd szegmensre szikitettem. Ezzel
egy lépessel kozelebb keriiltiink a flagellaris export-szignadl miikodésének megértéséhez, és

hatékonyabb felhasznalasdhoz a citoplazmaban termeltetett fehérjék sejten kiviil juttatasara.
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