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ROVIDITESEK JEGYZEKE

TTSS: III-as tipusu export rendszer (type three secretion system)

T4SS: IV-es tipusu export rendszer (type 4 secretion system)

Tat: két arginin transzlokal6do rendszer (twin-arginine
translocation)

S. typhimurium: Salmonella typhimurium

E. coli: Escherichia coli

FliC: flagellin

FLiS: flagellin specifikus chaperon

HAPI: kampo asszocialt fehérje 1

HAP2: kampo asszocialt fehérje 2

HAP3: kampo asszocialt fehérje 3

CIrCCP2: human Clr komplement kontrol protein tipusu modul

CI1rCCPSP: human Clr komplement kontrol protein és szerin proteaz tipusu
modulok

EGFP: enhanced green fluorescent protein

IPMDH: 3-izopropil-malat dehidrogenaz

XynAcat: xilandz A katalitikus domén

PCR: polimeraz lancreakcié (polymerase chain reaction)

DSC: differencialis pasztaz6 mikrokalorimetria (differential scanning
calorimetry)

CD: cirkularis dikroizmus

SDS: Na-dodecil-szulfat

BCIP: 5-brom-4-klor-3-indolil-foszfat

NBT: nitro-blue-tetrazolium
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BEVEZETES

A baktériumok tobbféle rendszerrel is rendelkeznek, melyekkel kiilonféle fehérjéket
juttathatnak ki a baktériumsejt belsejébdl a kiilvilag felé, ahol azok kiilonbozo feladatokat
latnak el. Ezek a kivalaszto (szekrécios) rendszerek kiilonb6z6 mechanizmusokat hasznalnak
fel a fehérjék baktériummembranokon keresztili kijuttatasara. Ezen exportrendszereket
felhasznalhatjuk rekombinans fehérjét szekretalo expresszios rendszerek kialakitasara. Gram-
negativ baktériumok esetében tobb (I-V) Iényegében kiilonb6z6 szekrécids mechanizmus is
ismert. A legjobban jellemzett 1l-es és IV-es tipusi exportrendszer esetén a fehérje egy
Iépésben, hasitatlanul jut ki a kiilsé térbe. A bakterialis flagellumok axialis fehérjéi egy
specialis exportapparatus segitségével, a filamentumok centralis csatorndjan keresztiil jutnak
el beépiilési helyiikre, a filamentumok végére. A III. tipusu kivalasztas sajatossaga, hogy a
kijuttatando fehérjékrol hianyzik a tobbi rendszerre jellemz6 Gn. szignal szekvencia. Az egyik
legérdekesebb, az altalam is vizsgalt, a Ill-as tipust exportrendszerekkel rokonsagot mutatd
flagellaris export apparatus. A flagellaris exportrendszer tanulmanyozasa egyrészt érdekes
alapkutatasi felismerésekhez vezethet, hiszen a baktériumok egyik fontos ¢élettani
folyamatar6l van szo, masrészt lehetévé teszi a rendszer biotechnologiai alkalmazéasanak
megalapozasat.

Mindezidaig nem ismert, hogy mi az a jel, szerkezeti vagy szekvencialis tulajdonsag,
amelynek alapjan a flagellum-specifikus exportapparatus felismeri az exportalandé fehérjéket.
Szekvencialis szinten semmiféle olyan, az axialis fehérjék mindegyikében fellelheté kozos
sajatossagot sem sikeriilt kimutatni, amely az exportapparatus szamara azonositod jelként
szolgalhatna. Nincs lehasitasra kertlé szignalpeptid, semmiféle kozos szignalszekvencia.
Mindez azt sugallja, hogy az exportrendszer altal felismert jel nem szekvencialis, hanem
magasabb szerkezeti szinten keresendd. Ugy tiinik, hogy a terminalis régiok rendezetlensége
az axidlis fehérj¢k egyediili kozos szerkezeti sajatossdga. A flagellaris exportapparatust
felépitd fehérjék exportja és az exportrendszer kiépiilési folyamata részben a bakterialis
citoplazmaban 1év6 export chaperonok szabalyzasa alatt all. A rekombinans fehérjeexpresszio
napjaink biotechnologiai gyakorlatanak egyik legfontosabb 1épése. Manapsag szamos
expresszios rendszer all a felhasznalok rendelkezésére, ezek koziil kitlinnek a bakterialis
expresszios rendszerek. Legelterjedtebbek a T7 RNS polimerdz hasznalatan alapuld
rendszerek, amelyeknél azonban a rekombinans fehérje altalaban oldhatatlan zarvanytesteket

alkot a baktérium belsejében. A baktériumokkal termeltetett fehérjék izolalasa és tisztitasa
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nagymértékben leegyszeriisodik, ha az adott fehérje a tapoldatba, vagy legalabbis a
periplazmaba exportalodik. Ekkor egyrészt a szennyezd fehérjék mennyisége joval kevesebb,
masrészt kisebb az inkluzios testek képzodésének valdsziniisége, a termeltetett fehérje
kevésbé hajlamos az aggregalddasra és denaturdlodasra. Bar az utobbi években szamos
probalkozas tortént hatékony bakterialis szekrécios rendszer létrehozasara, azonban maig sem

rendelkeziink minden szempontbo6l kielégité megoldassal.
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IRODALMI ATTEKINTES

Bakterialis szekrécios rendszerek

A baktériumsejteket az eukariota sejtekkel ellentétben nem egyetlen membran
hatérolja, hanem valtozatos felépitésii és vastagsagu sejtfal, illetve Gram-negativ baktériumok
esetében még egy kiilsé membran is. A baktériumsejtnek ezeken a rétegeken keresztiil
nemcsak a fertézéképességhez sziikséges faktorok kijuttatasat kell biztositania, hanem
altalaban a kornyezetével folytatott anyagforgalmat is.

A fehérjék transzportalasara kiilonbozé szekrécids rendszerek alakultak ki. Gram-
pozitiv baktériumokban a fehérjeszekrécio a megfeleld, ugynevezett szekrécios szignallal valo
6sszekapcsolassal altalaban egyszertien megvaldsithato, azonban nagyon alacsony hatasfokkal
mikodik. Bizonyos szekréciés rendszerek mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ
baktériumokban is el6fordulnak, ilyen példaul a IV-es tipusi. A Gram-negativ
baktériumokban tobbféle szekrécios mechanizmus létezik:

Az I-es tipusu exportapparatus Gram-negativ baktériumok esetén szamos kiilonb6z6
méretli és funkcioju fehérjét juttat a citoplazmabol az extracellularis médiumba. Az export
egy lépésben torténik stabil periplazmatikus intermedier nélkiil. A szekrécios szignal altalaban
a szekretdlt fehérje C-termindlis végén taldlhaté és nem hasad le az export soran. Tobb
szekretalt fehérjénél megfigyelhetiink glicin gazdag repetitiv elemeket (GGXGXDXXX),
amik specifikusan kotik a Ca”" ionokat. Vannak olyan fehérjék is, amelyek nem rendelkeznek
glicin gazdag ismétlodé régiokkal, de tartalmaznak egyéb ismétlédo egységeket, melyek
sajatsagos béta topologiaval rendelkeznek és Ca”" ionokat talalhatunk a hajtiiikben. Tbb
tanulmany is azt allitja, hogy ezek az ismétlddé szekvenciaelemek a szekretalt fehérjék
aktivitasahoz sziikségesek. Az I-es tipusu exportrendszereket jol demonstraljak az ABC-
transzporterek (1. abra), mely esetén az egy vagy két membranon ativeld csatornan keresztiil
szallitddnak a fehérjék (Delepelaire, 2004).

A legjobban ismert a IlI-es tipusi mechanizmus, amit két Iépéses vagy altalanos
szekrécios Utvonalként is ismeriink. Jellegzetessége, hogy szubsztratumai mar végleges
szerkezettel rendelkezd fehérjék. Itt az exportrendszer (Sec rendszer) a belsd membranon
keresztiil a periplazmaba juttatja célfehérjéit, amelyek a szekrécio kozben lehasitasra keriilé

N-terminalis szignalszekvenciat tartalmaznak. A sec-fiiggdé fehérjeexport-rendszereknél
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jellemz6 egy kortilbelill 30, f6ként hidrofob aminosavakbol allo szignalszekvencia (1. abra)

(Cianciotto, 2005).

A IlI-as tipusu exportrendszerek (TTSS), csak Gram-negativ fajoknal eléfordulo,
bonyolult rendszerek. Ezek a baktériumok citoplazmajabol virulens fehérjéket szekretalnak a
bels6 és kiils6 membranon keresztiill a kiilsd térbe, vagy kozvetleniil a gazdasejt
sejtplazmajaba (Saier, 2004). Miikodési mechanizmusukrol meglehetsen keveset tudunk. A
IlI-as tipusu szekrécios rendszerek fehérjekomplexumokbol felépiilé, vékony, merev, tireges
tliszeri szerkezetek, amelyek a sejthartyahoz vannak kihorgonyozva. Bar nagymértékben
konzervaltak a kiilonbozé baktériumok esetén, az effektor molekuldk meglehetésen
egyediilalloak. A rendszer jellemzdi (i) az altalanos fehérjeexportald itvonalakon keresztiil
szekretalt fehérjékre jellemz6 lehasado szekrécids szignal hianya, (ii) a szekretalodd fehérjék
tobbségeének van dajkafehérjéje (chaperon), (iii) sziikségiik van a sejtek kozotti érintkezésre,
mert a T4SS-hez hasonléan kiilonb6zé fehérjéket szallitanak kiilonbozé gazdasejtekbe. A
Gram-negativ baktériumok nagy része a TTSS rendszeriiket horizontalis géntranszfer itjan
hozta létre. Az kiilonbozteti meg a hasonlo nem patogén baktériumoktol, hogy az
exportrendszert extra kromoszomalis DNS kodolja, ami tigynevezett patogenicitasi szigeteken
helyezkedik el a genomban. Ezeknél a szigeteknél gyakori a magas GC tartalom, ami eltér a
gazdasejtek kromoszomajatol és ezek altalaban beékelddo szekvenciak, bakteriofag gének és
transzportalodo elemek altal hatarolt. A Ill-as tipusu exportapparatust kozel 25 gén kodolja,
ezekbdl koriilbeliil 10 szekvencialis vagy membrantopologiai hasonlosagot mutat a flagellaris
exportrendszer citoplazmaban vagy a kiilsé membranon el6forduld fehérjéivel. Evoltcios
hasonlosag figyelhet6 meg a flagellaris és a Ill-as tipust exportrendszerek kozott. A TTSS
legfontosabb komponense az ugynevezett ,,needle complex” (injekcios tli), amely néhany
kiils6 membranfehérjéb6l all, amelyek szekvencialis hasonlosagot mutatnak a szekretin
csaladba tartozo transzportalddo fehérjékkel, mint néhany kevésbé konzervalddott lipoprotein,
valamint a membran asszocialt ATPaz, ami feltehetden a szekrécids folyamatot stimulalja. A
»injekeios ti” kortilbeliil 120 nm hosszisagu iireges cso, és két doménbdl all: a baktérium sejt
felszinérdl kiugro tliszerl kiils részbdl és a henger alaktl horgony strukturabol. Biokémiai
analizis alapjan a ,,injekcios ti” 3 f6 komponense az InvG (a secretin fehérjecsalad tagja), és
két lipoprotein: a PrgH és a PrgK. A TTSS és a flagellaris exportapparatus kozotti
felépitésbeli hasonlosag ellenére a ,,injekcios tii” strukturalis elemei és a bazalis test kozott

csak korlatozott szekvencia hasonlosag figyelheté meg (Galan, 1999). Az exportszignal
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mibenléte sem ismert, a feltételezések szerint valahol a szekretalt fehérjék N-terminalis részén

talalhato.

A Ill-as tipusti exportrendszerek koziill az egyik legjobban ismert a Yersinia
baktériumok ,,injekcids tlije”, ennek a neve Ysc-Yop-rendszer (1. dbra). Az injekcios tiit a
Yersinia szekrécios (Ysc) apparatusa, mig a szekretalt effektor fehérjéket a Yersinia kiilsé
fehérje (Yop) apparatusa jelenti. A Yersinia baktériumok felszinén testhémérsékleten a
szekrécids apparatus szamos példanyban jelenik meg. Az injekcios tii alapja a bakterialis
peptidoglikan sejtfalat és a két membrant is ativel6é bazalis test, ami egy, a baktérium
felszinébdl kinyuld, tlszerii struktiraban végzddik. A bazalis test legbelsébb része a
fehérjepumpa, melynek egyik legfontosabb alkotorésze az YscN fehérje, egy ATP-dz. A
bazilis test kiils6 része egy gyirli alaku szerkezet, amely a YscC fehérje polimerizacidjaval
jon létre. Maga a ti YscF fehérje polimerizaciojaval alakul ki (Cornelis, 2002).

A IV-es tipusu szekrécids (T4SS) rendszerek széles korben elterjedtek mind Gram-
negativ, mind Gram-pozitiv baktériumok kozott. A T4SS-ek 3 f6 funkcidjuk van: (i) DNS
atjuttatasa baktériumok vagy eukariota sejtek kozott, kozvetlen sejt-sejt kapcesolat révén; (ii)
effektor molekulak bejuttatas eukariota célsejtekbe; (iii) DNS-felvétel vagy -leadas a sejt és a
kiilsé kozeg kozott. A T4SS egyik alosztilya a konjugiciés mechanizmus, ami felelds
egyrészt az antibiotikum rezisztencia gének atviteléért, masrészt fitness jelleg atviteléért a
baktériumok kozott. Egy masik alosztalya az effektor transzlokald rendszer, amit bakterialis
patogének hasznalnak effektor fehérjék és mas molekuldk szallitasara az eukariota célsejtekbe
a gazdaszovetek gyarmatositasa céljabol. Az exportalddo szubsztratok egy C-terminalis belsé
motivummal rendelkeznek, amit a konjugacids és az effektor transzlokacids rendszer felismer.
Az Agrobacterium tumefaciens VirB/D4 rendszer szolgal modellként ennek megeértéséhez,
ami 11 VirB parképez6dd alegységbol (Mpf) és VirD4 szubsztratreceptorbol all. Az Mpf
alegységek egyediil pilus strukturat mutatnak, a VirD4 receptorral egyiitt viszont egy
szekrécios csatornat hoznak 1étre (1. abra) (Christie, 2005).
A IV-es tipusu exportrendszerek DNS-fehérje komplexeket, tobb alegységbdl allo toxinokat
valamint monomer fehérjéket, mint példaul a RecA fehérje szekretdlnak. Ebben az esetben
bakterialis konjugaciorol beszélhetiink. Egy baktérium igy adhat at genetikai informaciot egy
masik baktériumnak. Ennél az exportrendszernél akar az extracellularis tér, akar kozvetleniil a
gazdasejt a sec-fliggd ¢s a sec-fliggetlen Uton is elérhetd (Desvaux, 2004).

Az V-0s tipusu exportrendszer reprezentalja a legnagyobb csaladjat a fehérje

transzlokaldé kiils6 membran porinoknak, melyet a legegyszeriibb exportrendszernek

10
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tekinthetiink. A fehérjék a kiils6é membranon, a transzmembran pérusokon keresztiill mennek
at, amit egy Oonmagat kodold B-struktara formal. Ennek egy jellemzd példaja az IgAl

szekrécioja (Desvaux, 2004).

Type | Typsll Type¥ Typa IV Type

TRENDS it Wocbobgy

1. 4bra Gram-negativ baktériumokban eléforduld kiilonbozé szekrécids rendszerek kozotti
Osszefliggések sematikus abrazolasa. A kék nyil bemutatja, hogy az effektor molekuldk hogyan
jutnak at a belsé és kiilsé membranon az I-es tipusu szekrécios apparatus esetén. Lila nyil jelzi,
hogy érnek célba az effektor molekulak Tat (két arginin transzlokalédoé rendszer) utvonalon. Az
effektor molekuldk atjutdsat a belsé és kiilsé membranon keresztiil a IV-es tipust exportrendszernél
vilagoskék, mig a IlI-as tipustnal pink nyil mutatja. Sarga nyil mutatja az effektor molekulak célba
jutdsat molekuléris chaperonok, mint példaul a SecB segitségével. A piros nyilak jelzik, hogyan

transzlokalodnak a molekulak a kiilsé membranon keresztiil.
A flagellaris exportrendszer

A bakterialis flagellum

A flagellumok a baktériumok mozgasszervei (Namba, 1997) (2. bra). Sejtmembranba
agyazott részik tartalmaz egy paranyi, 50 nm atmérgjii, protonok altal hajtott motort, amely
akar 90 ezres percenkénti fordulatszam elérésére is képes. Minden egyes motorhoz egy-egy 5-
10 um hosszusagu helikalis filamentum csatlakozik, amely a flagellin fehérje tobb tizezer

kopiajabol éptil fel. Ezek a helikalis filamentumok a baktérium helyvaltoztatasa soran

11
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egyetlen nagy helikalis koteggé allnak Ossze, amely tengelye koril forogva mintegy
propellerként hajtja elére a baktériumot. A motor tengelyét (rod) a kiilsé helikalis
filamentumokkal az erésen gorbiilt szerkezeti kampo (hook) koti ssze. A kampot kozel 130
azonos fehérjealegység (hook fehérje) alkotja. A kampo nemcsak passziv Osszekotd elem a
motor ¢és a filamentumok kozott, hanem olyan erdatviteli szerkezetként miikodik, amely képes
a forgastengely irdnyanak megvaltoztatasara. Bar a flagellin és a hook fehérje a flagellumok
filamentaris részének f6 alkotorészei, a filamentum szerkezetének kialakitasaban fontos
szerepet jatszanak még a HAP (HAP1, HAP2, HAP3) fehérjék. A HAPI és HAP3 fehérjék
néhany példanya egy vékony kapcsolozonat alakit ki a kampo és a helikalis filamentumok
kozott, mig a HAP2 fehérje a filamentumok végét lezar6 molekularis sapka felépitésében
jatszik szerepet (Yonekura, 2000). Morfoldgiai szempontbol a bakterialis flagellumok —
els6ésorban a motor felépitésében részt vevd — gyiirii alaka képzédményekbdl és egy a motor
tengelyét, a kampot és a helikalis filamentumokat magéaban foglalé axialis struktarabol allnak.
A motor tengelyét felépitd 4-féle rod fehérjét, a hook fehérjét, a flagellint, és a HAP
fehérjéket egyiittesen axialis fehérjéknek nevezik (Homma, 1990) (1. tablazat).

A bakterialis flagellumok axialis fehérjéi harom alcsoportba sorolhatok (Homma,
1990). A helikalis filamentumokat felépitd flagellin elsédleges szerkezetét tekintve
rokonsagban van a filamentumokhoz proximalisan kapcsolodd HAP3 fehérjével. A kampd
régiot alkotd hook fehérje egyaltalan nem hasonlit a flagellinhez, de kiilondsen terminalis
régioiban, erés szekvencialis hasonlosagot mutat a flagellumok sejtmembranba agyazott
molekularis motorjanak tengelyét alkotdo négyféle rod fehérjével és a HAPL fehérjével.
Végezetill a flagellumok végén sapkat formaldo HAP2 fehérje és a tobbi axialis fehérje kozott

semminemil homoldgia sem figyelhetd meg.
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2. abra A bakterialis flagellumok szerkezeti diagramja. A kiilonboz6 szinek kiilonbozé
fehérjekomponensekb6l allo szerkezeti egységet jelolnek. A filamentumok belsé csatornajat
szaggatott vonal jelzi. A filamentumok vastagsaga 23 nm, mig hosszusaguk akér 5-10 pum is lehet.

Az egyes fehérjék szerepérdl a szovegben bovebb leiras talalhato.

Molekularis felépités

A bakterialis flagellumok tilnyomé része a sejtmembranon kiviil helyezkedik el. Az
alkoto fehérjealegységek nem a hagyomanyos bakterialis exportmechanizmus révén keriilnek
ki a sejtbdl, hanem a flagellumok bels6 csatornajan at a flagellumspecifikus exportapparatus
segitségével (lino, 1974), amely a feltételezések szerint a bazalis test M gyir{ijének

citoplazma feldli oldalan, az tireges C gytiri altal hatarolt térrészben helyezkedik el (Macnab,

2004). A flagellumspecifikus exportrendszer szerkezetérdl, a felépitésében részt vevd
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fehérjékrél keveset tudunk. A legujabb vizsgalatok sikerrel azonositottak egy
flagellumspecifikus ATPaz molekulat (Flil), amely minden bizonnyal az exportapparatus
egyik kulcsfontossagi eleme (Daughdrill, 1997, Vogler, 1991, Minamino, 2008). Ezt a
feltételezést alatamasztja az a tény is, hogy a Flil fehérje aminosav-szekvenciaja rokonsagot
mutat bizonyos baktériumok virulens fehérjéinek szekrécidjara  specializalddott
exportrendszerek komponenseivel (Groismann, 1993, Hueck, 1998). A Flil egy 49 kDa
nagysagu citoplazma fehérje, mely tartalmaz egy N-terminalis flagellum-specifikus és egy C-
terminalis ATPaz régiot. A Flil fehérjén kiviil Minamino és Macnab exportképtelen mutansok
genetikai analizisével még tobb olyan fehérjét azonositottak, amelyek szerepet jatszhatnak a
flagellumspecifikus exportapparatus miikodésében. A 26 kDa nagysagii FliH citoplazma
fehérje oldatban dimerként van jelen, ¢és stabil komplexet ad a Flil-vel (FliH),Flil-ként. A Flil
N-terminalis régidja és a FliH dimerben szerepld mindkét FliH fehérje C-terminalis régioja
felelds a heterotrimer komplex kialakulasaért. Mindkét fehérjérdl azt talaltak, hogy egyéb
flagellaris komponens hianyaban kiilsé membranfehérjeként viselkednek (Minamino, 2004).
A harmadik citoplazma fehérje, a FliJ 17 kDa nagysagu nagy valdsziniiséggel képez o-
helikalis coil-coil struktarat az N-terminalis kozelében. Ez jellemz6 a Ill-as tipust citoplazma
chaperonok csaladjara. Overexpresszid esetén szamos export szubsztrat zarvanytest
formajaban van jelen a citoplazméban, am FliJ-vel egyiitt termeltetve elkeriilhetd az
aggregacio. A FliJ bar nem chaperon, de chaperon-szerii aktivitast mutat (Minamino, 2004).
Az export mechanizmus hatékonysaga szempontjaboél a FliH-Flil komplex szerepe
valoszintileg az, hogy a FliHx-Flil6 komplex és a FIhA-FIhB platform kozotti kiilonleges
kolesonhatasok révén noveli az export szubsztratok N-terminalis szegmenseinek az export
kapuhoz torténd kapcsolodasanak hatasfokat. Mivel ATPaz aktivitas nélkiil a FliHx-Flil6
komplex kotése meggatolja az export folyamatot, Gigy tliinik, hogy az export rendszer a fehérje
letekeredésének ¢és a polipeptid lanc kapun keresztiili kijuttatasanak akadalytalan
végrehajtasahoz, valamint a FIiH2-Flil komplexeknek a kezdeti dsszekapcsolodas kovetkezd
ciklusaban torténd felhasznalasahoz az ATP hidrolizis energiajat hasznalja. Ez az energia
teszi lehetévé a FliHx-Flil6 komplex és a kijuttatandé fehérje szétesését, az export kapurol
torténd levalasat. Mivel az export szubsztratok N-termindlis szegmenseinek 0sszes export
szignalja nativ monomer formaju, a kezdeti Osszekapcsolodashoz és a kapun torténd

belépéséhez nincs sziikség az ATP hidrolizisre (Minamino, 2008).

A tengely-tipusu (FIiE, FigB, FlgF, FlgC, FlgG ¢s FlgJ) és a kampd tipust (FIgD,
FIgE ¢s FliK) fehérjék egy osztalyba sorolhatok, mig a filament tipust (FIgK, FigL, FliD,
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FliC és FlgM) fehérjék egy masik osztalyba. Az exportapparatus kiéptilése soran elészor a
rid/kamp6 tipusu fehérjék keriilnek helyiikre, majd ezeket kovetik a filament tipustuak
(Minamino, 2004).

Hook structure
(FIgE, FigD)

Rod structure (FIgB,
FIgC, FigF, FIgG)

7

| FiG

- .

1 L.\ AT

/ i\\m o H

Cring k
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\

CheY-P

(switch signal)

3. dabra A flagellaris exportrendszer szerkezete

A FliK, a kampo-hossz szabalyozo fehérje 42 kDa nagysagt, harom régiobol all, N-
terminalis régio, prolin gazdag kozépsd régio és egy nagyfoku konzervalodast mutatd C-
terminalis régio. A FliK N- és C- terminalis régioi feleldsek az export és a kapcsold

funkcioért, a k6zépso prolin gazdag rész talan linker lehet (Minamino, 2004).

A flagellumspecifikus exportrendszer altal felismert és a filamentumok bels6
csatornajaba  juttatott  axialis  fehérjék nem  rendelkeznek  semmiféle  kozos
szignalszekvenciaval (Homma, 1990) vagy lehasithaté szignalpeptiddel. Maig is rejtély, hogy
miként ismeri fel az exportapparatus az exportalandéd fehérjéket. Ugyancsak keveset tudunk
arrdl, hogyan vandorolnak végig - akar 5-10 um utat is megtéve - az exportalodo fehérjék a
flagellaris filamentumok belsejében 1év6 sziik csatornan. A centralis csatorna passziv
szerkezetnek tiinik, amely nem képes aktivan részt venni a fehérjealegységek tovabbitasaban.
Mégis a flagellin alegységek exportja meglepden hatékonynak tiinik, hiszen a filamentumok
megfigyelt maximalis novekedési sebessége kb. 20 alegység masodpercenkénti célba
juttatasat és beépiilését koveteli meg (lion, 1974, Ikeda, 1993). A filamentumok ndvekedési

sebessége nem allandd, hanem a filamentumok hosszanak névekedésével exponencialisan
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csokken. Az axialis fehérjék atlagos mérete (40-50kDa) azt sugallhatna, hogy kitekeredett

allapotban kell vandorolniuk, aminek azonban ellentmondani latszik, hogy a filamentumok

maximalis novekedési sebessége ekkor rendkiviil gyors, kb. 0,05s alatti, térszerkezet

kialakulast kdvetelne meg.

Fehérje

neve Trividlis név Funkcio Tipus
Flgk HAP1 Kamp¢ asszocialt fehérje Filament, axialis fehérje
FlgL HAP3 Kamp¢ asszocialt fehérje Filament, axialis fehérje
FliD HAP2 Filamentum végét lezar6 sapka Filament, axialis fehérje
FliC flagellin Filamentum fehérje Filament, axialis fehérje
FlgD Kamp6 sapka fehérje Kampo
FIgE hook Kampot alkoto fehérje Kampo, axialis fehérje
FliK Kampo hosszat szabalyzo fehérje Kampod
FlgB Tengelyt alkoto fehérje Tengely, axialis fehérje
FlgF Tengelyt alkoto fehérje Tengely, axialis fehérje
FlgC Tengelyt alkoto fehérje Tengely, axialis fehérje
FlgG Tengelyt alkoto fehérje Tengely, axialis fehérje
FlgJ Tengely sapka fehérje Tengely
FLE MS gytirli-rad 6sszekotd fehérje Tengely
FlgH L gytirti Tengelyt helyén tarté csapagy Kilsé gytirit komponens
Flgl P gytri Tengelyt helyén tarté csapagy Kilsé gytirit komponens
MotA Motor allo részét alkoto fehérje
MotB Motor allo részét alkotd fehérje
FLiG Rotor kapcsolo komplexet alkotd fehérje
FliM Rotor kapcsold komplexet alkoto fehérje | C gytrt
FliN Rotor kapcsold komplexet alkoto fehérje | C gytrt
FliF MS gytir(it alkoto fehérje
FIhB Kampo méretét szabalyz6 fehérje Export komponens
FIhA Export komponens
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REherjel by vialis mev Funkcié Tipus
neve

FliO Export komponens

FliP Export komponens

FliQ Export komponens

FliR Export komponens

FliS FIiC specifikus chaperon Chaperon

FiT FliD specifikus chaperon Chaperon

FliJ Altalanos chaperon Chaperon

FigN FlgK, FIgL specifikus chaperon Chaperon

Flil ATPaz

FliH Flil negativ regulator

1. tablazat A flagellaris fehérjék elnevezése, funkcidja.

Az axialis fehérjék terminalis régidinak rendezetlensége

Korabbi vizsgalatok soran limitalt proteolizis, spektroszkopias és kalorimetrias modszerek
kombinalt alkalmazasiaval megmutattdk, hogy az axialis fehérjék harom alcsoportjanak
reprezentansaként valasztott flagellin, hook ¢és HAP2 fehérjék monomer 4llapotukban
egyarant kiterjedt rendezetlen terminalis régiokkal rendelkeznek (Aizawa, 1990, Vonderviszt,
1989, 1992, 1998). (Pl. a Salmonella typhimuriumbol szarmazd, 494 aminosavbol allo
flagellinmolekula kb. 66 N-terminalis és 44 C-terminalis aminosavnyi része, oldatban nem
rendelkezik kompakt, stabilis térszerkezettel.) A szekvencialis hasonlosag az egyes
csoportokon beliili fehérjék kozott éppen a terminalis régidikban a legerdsebb, ami ezen
régiok hasonld szerkezeti tulajdonsagaira utal. Mindez azt sugallja, hogy valamennyi axialis
fehérje terminalis régidi rendezetlenek, azaz a rendezetlen terminalis régiok léte az axialis

fehérjék altalanos szerkezeti sajatossaga (Vonderviszt, 1992).

A rendezetlen terminalis régiok a molekulak legkonzervalddottabb részeit foglaljak
magukban, amelyek a predikcios algoritmusok szerint valamennyi axialis fehérje esetében
er6s helikaliskoteg-képzé tulajdonsaggal is rendelkeznek. CD-spektroszkopias mérések
szerint a rendezetlen régidk polimerizacio/oligomerizacié soran valoban o-helikalis

konformaciot felvéve rendezédnek (Aizawa, 1990, Vonderviszt, 1995, 1998), s a
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filamentumok belsé magjanak kialakitasaban vesznek részt. Laboratoriumunkban elvégzett
korabbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy a rendezetlen terminalis régiok kiemelked6 szerepet
jatszanak az axialis fehérjék polimerizacios ill. aggregacids képességének szabalyozasaban

(Vonderviszt, 1991, 1995).

Az axialis fehérjék a citoplazmaban szintetizalédnak, majd a flagellum specifikus
exportmechanizmus segitségével a flagellaris filamentumok belsejében talalhatd csatornan at
jutnak el beépiilési helyiikre, a filamentumok végére (lino, 1974, Jones, 1991 Macnab, 1995).
Létfontossagi a baktérium szamara, hogy a nagy mennyiségben szintetizalodott axialis
fehérjék ne a sejten belill, hanem csak a megfeleld helyen, a filamentumok végén
polimerizalodjanak. A rendezetlen terminalis régiok akadalyozzak meg, hogy az axialis
monomerek nem képesek egymashoz kotddni, a rendezetlen régiok nem képesek egymast
rendezni, ezért nem is indul meg filamentumkezdemények vagy precipitaloszerek nélkiil a
flagellin vagy hook molekulak polimerizacidja, a filamentaris szerkezet kialakulasa. Csak egy
jol definialt kotofelillet képes a rendezetlen régiok stabilizalasara és rendezésére, s ez a
mechanizmus biztositja, hogy a polimerizacié csak a megfeleld helyen, a filamentumok végén

torténhet meg.

Chaperonok

A flagellaris exportapparatust felépité fehérjék exportja részben a bakterialis
citoplazmaban 1évé export chaperonok altal szabalyozott. Mivel a TTSS szamos strukturalis
komponense homoldég a bakterialis flagellaris exportapparatus komponenseivel azt
gondolhatnank, hogy kézenfekvé a két exportrendszer chaperonjainak hasonlosaga. A
flagellaris és a TTSS chaperonok ugyan kiilonboz6 szerkezetliek oldatban, de hasonld
feladatokat latnak el, kotik a fehérjéket kitekeredett allapotukban. A TTSS chaperonok
elosegitik a rokon kotd partnerek exportjat azaltal, hogy fenntartjak a fehérjéket részben
letekeredett allapotukban. (Evdokimov, 2003) A FIgN, FIliT és FliS export chaperonok
specifikusan kotik a FIgK, FlgL, FliD és FliC fehérjéket. Ezen chaperonok legfontosabb
feladata, hogy megel6zzék a bakterialis flagellumot felépitd fehérjék Osszeépiilését a
citoplazmaban. FlgN, FIiT és FliS fehérjék kozott nincs nyilvanvalé aminosav hasonlosag.
Ebbdl a szempontbol a flagellaris chaperonok hasonlitanak a III tipusti exportrendszer

chaperonjaihoz, bar egy jelentds kiilonbség fedezhetd fel a két exportrendszer kozott. Mig a
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TTSS esetén a chaperonok a szekretalddo fehérje N-terminalis részéhez kotédnek, addig a
flagellaris export chaperonok a partner C-terminalisat kétik. A Salmonella typhimuriumbol
szarmazo6 FliS 135 aminosavbol allo, a szerkezetjoslo eljarasok alapjan foként a-helikalis
megelézi a FliC polimerizacidjat a citoplazmaban. A flagellin feltekeredése utan 4
morfologiai egységet (domént) talalunk DO0-D3, és a polimerizaciéo specifikusan a DO
rendezetlen szerkezetli doméntdl fiigg, ami magaban foglalja mind az N- mind C-terminalis
régiot. A flagellin C-terminalis 40 aminosava sziikséges és elégséges a szubsztratspecifikus
citoszolikus dajkafehérje a FliS megkotéséhez. Eleszté két-hibrid modszerrel igazoltak, hogy
a FliC C-terminalis rendezetlen régidja sziikséges a FliS kotéséhez (Ozin, 2003, Auvray,

2001).

Az exportszignal problematikaja

A flagellaris exportrendszer a Ill-as tipusu exportrendszerek k6zé sorolhatd. Ezek
egyik f0 jellegzetessége a lehasaddo kozos szekrécios szignal hianya. A Ill-as tipusu
exportrendszerrel kapcsolatos irodalomban is felfedezheté az a kettdsség, ami a flagellaris
exportrendszernél is jellemzd, mindkét esetben talalhatunk példdkat fehérje és mRNS
természetli szignalra is.

Korabbi kisérletek azt mutattdk, hogy az exportrendszer az exportszubsztrat N-
terminalis régiojat ismeri fel. E. coli esetén Kuwajima és munkatarsai megfigyelték, hogy az
N-terminalis 183 aminosav elegendd az exporthoz (Kuwajima, 1989).

Kornacker és munkatarsai a C. Crescentus 591 aminosavbol allo kampo fehérjéjénél
lokalizaltak egy N-terminalis kozeli 21 aminosavas szignalt, ami elegendének bizonyult az
exportrendszer szamara. A szignalt a 38-58 koz6tti aminosavak adjak (Kornacker, 1994).
Modell szubsztratként az Escherichia coli FlgD, azaz kampd sapka fehérjét hasznalva egy
német kutatocsoport azt talalta, hogy a fehérje N-termindlis 71 aminosava tartalmazza az
exportszignalt. A nukleotid szekvencia valtozatai és a keret eltolasos mutaciok elemzése a
szignal fehérjejellegét sejteti. Tovabba az elsé nyolc aminosav fizikai, kémiai tulajdonsagai
alapjan elengedhetetlen az export szamara (Weber-Sparenberg, 2007).

Salmonella SopE fehérje esetén szintén a fehérjeszignalra kaphatunk bizonyitékot.
Karavalos és munkatarsai demonstraltak, hogy a SopE 5" nem transzlalodo régioja nem
jatszik szerepet a fehérje TTSS-n keresztiili szekrécidja soran. Tovabba a SopE szekretalodott
a heterolog Ppap promoter kontrollja alatt is, a szignalt az N-terminalis elsé 78 aminosav

tartalmazza, bar az egzakt szignalt 6k nem hataroztak meg (Karavalos, 2005).
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A Yersinia enterocoltica 12 kiilonb6z6 Yop fehérjét exportal a TTSS-n keresztil.
Néhany Yop fehérje (YopE és YopN) N-terminalis 15-17 aminosava elegendd heterolog
fehérjék kozvetlen exportjdhoz. Ezen fehérjék vizsgalata soran semmilyen kozos
szignalszekvencia nem figyelhet6é meg. Anderson és munkatarsai azt mutattdk ki, hogy a
szekrécids szignal az mRNS-ben rejlik, mivel a polipeptid szekvencia engedékenynek
bizonyult a mutaciokra, leovasasi keret eltolodasra. Anderson ¢s munkatarsai szerint Yersinia
esetén a Il tipust szekrécios szignal a Yop mRNS-ének 5° végén talalhato (Anderson, 1999).
Escherichia coli esetén Majander és munkatarsai arra az eredményre jutottak, hogy a
flagellin fehérje esetén az 5" UTR (5" nem transzlalédo régid), ami tartalmazza a flagellin
természetes promoterét, jelentds szerephez jut az export soran. Kimutattak, hogy az E. coli
flagellin elsé 183 aminosavat tartalmazo fragmentum csak abban az esetben szekretalodott, ha
tartalmazta az 5" UTR-t is, szintetikus #7¢ promoter kontrollja alatt a fehérje csak a sejten
beliili térben volt detektalhatd. Ugyanebben a munkaban azt is leirjak, hogy a teljes
hosszasagu flagellin esetén frc promotert alkalmazva a fehérje szekretalodott (Majander,
2005). Felmeriil a kérdés, hogy ebben az esetben fehérje vagy mRNS szignalrdl van-e szo,
hiszen magan a cikken beliil is ellentmond¢6 adatok talalhatok.
Lathato, hogy a szakirodalom nem egységes a flagellaris exportszignal mibenlétét
illetéen. Munkam soran célom volt, hogy Salmonella esetében megtaldljam a lehetséges
szignalt és allast foglalhassak ebben a kérdésben. Eredményeimet elérevetitve a fehérje

szignal tiinik a helyes valasznak.

Rekombinans fehérjék szekrécioja

A rekombinans fehérjeexpresszi6 a modern alkalmazott biotechnoldgia egyik
legfontosabb teriiletének szamit. Manapsag szamos expresszids rendszer all a kutatok és
felhasznalok rendelkezésére. Ezek koziil is kitinnek a bakterialis expresszios rendszerek,
mivel ezekben egyszertien és viszonylag olcson lehet eldallitani rekombinans fehérjét.
Léteznek olyan bakterialis expresszios rendszerek, melyek soran a kivant fehérje valamilyen
uton a médiumba szekretalodik. Az I-es tipusu szekrécios rendszer prototipusa a hemolizin
transzport rendszer. Az I-es tipusu szignalszekvencia fiiggetlen Gitvonalon keresztiil egyetlen
1épésben kozvetleniil a kiilsé médiumba jutnak a szekretalt fehérjék. Az igy exportalt fehérjék
(pl. a hemolizin) C-terminalis doménjiikben hordozzak az exportrendszer felismerési jelét. Ha
ezt a — tobb mint 200 aminosavbol allo — C-terminalis szignaldomént a kijuttatni kivant

fehérjéhez kapcsoljuk, akkor a célfehérje az extracellularis térbe juttathato (Shokri, 2003).
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Nehézkessé teszi azonban ezt az eljarast, hogy egyidejileg expresszalni kell a szekrécids
apparatus fehérjéit kodolo géneket is (Choi, 2004, Cornelis, 2000), s a tapasztalatok szerint a
szekrécid hatékonysaga erésen fligg az exportalandé fehérje tulajdonsagaitol.

A Il-es tipust exportrendszer esetén a periplazmatikus térbdl a termeltetett fehérje
altalaban csak nagyon alacsony hatasfokkal nyerhetd ki. Szamos periplazmaba szekretalt
fehérje esetén a megfeleld dajkafehérjék (chaperonok) hidnya illetve nem elegendd
mennyisége miatt gyakran hibas feltekeredés és degradacio figyelheté meg (Baneyx, 1999,
Sandkvist, 2003). A szekrécié hatasfoka is sokszor alacsony, a szignalszekvencia eltavolitasa
sem mindig tokéletes. A periplazmabol az extracellularis térbe jutds a kiilsé membranon at
passziv transzporttal megy végbe, ezért lassu és nehézkes. A kiilsd membran szerkezetét
destabilizalva a transzport felgyorsithato, ez a kezelés azonban meggatolja ezen baktériumok
fehérjetermelésre valo folyamatos hasznalatat.

A Wacker biotechnologiai cég kidolgozott egy a Il-es tipusi exportapparatust
felhasznald szekrécios rendszert, amely hatékony és megbizhatdo szekréciot biztosit a
rekombindns fehérjék szdmara a médiumba, és a fehérjék széles skalajan alkalmazhato
antitest fragmenseken at peptidekig. Az altaluk kifejlesztett és szabadalmaztatott WCM105-6s
E. coli torzs hasznalata soran ellentétben mas kereskedelmi forgalomban kaphatd E. coli
torzsekkel a rekombinans fehérjék nativ szerkezettel keriilnek a sejtkultura feliiliszdjaba. Az
expresszi® soran nagy tisztasag és magas hozam érhetd el, példaul a 6,9 kDa nagysagi 3
diszulfidhidat tartalmazo hirudin esetén 7 g/L (Leonhartsberger, 2006).

A két arginin transzport (Tat) Utvonal is felhasznalhaté rekombinans fehérjék
exportjara. Ebben az esetben egy 14 aminosav hosszu szignalszekvencia van a célfehérjéhez
fuzionaltatva. Errél a szignalrol elmondhatd, hogy tartalmaz egy konzervalt aminosav
szekvenciat (S/T-R-R-X-F-L-K) és egy kevésbé hidrofob kozépso alfa helikalis régiot. Bar a
Tat rendszer mechanizmusa nem teljesen tisztazott, az bizonyos, hogy a membranon keresztiil
ativel6 csatorna minimum 70A atmérdjii. Igy ezzel a rendszerrel a heterolog fehérjék teljesen
feltekeredett formaban keriilhetnek be a citoplazmaba. Hatranya viszont, hogy a transzport
elég id6igényes (Georgiou, 2005).

Stahl és LaVallie szabadalmi leirasban javasolta a flagellum-specifikus exportrendszer
felhasznalasat heterolog fehérjék gazdasejtb6l vald kijuttatasara. Eljarasuk lényege, hogy
olyan fazids konstrukciot hoznak létre, amelyben a flagellin fehérjét vagy annak nagyobb
méretll N-terminalis szegmensét kapcsoljak a kijuttatandd fehérje N-termindlisdhoz. Az
eljaras alkalmazhatosagat azonban meggatolta az a tény, hogy nem ismerték megfelelden a

flagellum-specifikus exportrendszer miikodését, az exportszignalrol is csak annyit tudtak,
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bemutatott példakban a flagellin mintegy 300 aminosavnyi N-terminalis szegmensét
hasznaltdk az expresszalt fehérje kijuttatisara. A flagellumok centralis csatorndja azonban
meglehetdsen sziik, mérete 20-25A, ezért csak akkor van esély nagyobb méretli rekombinans
fehérjék kijuttatasara, ha minimalizalni tudjuk a szekréciot iranyité szegmens nagysagat. Bar
Western-blott segitségével kimutattdk az exportalt fuzios fehérjét, de nem adtak kozvetlen
bizonyitékot arra, hogy az export fehérjét eredményez (Stahl, 1989).

Hasonloképpen Asaka és munkatarsai japan szabadalmi bejelentésében az E. coli
flagellin mintegy 240 aminosavas N-terminalis fragmensét javasoltak hasznalni rekombinans
fehérjék gazdasejtbdl valo kijuttatisara. Ugy tinik, a szerzok az N-termindlis szakaszhoz
kotik az exportfunkciot, és sziikségesnek tartjak, hogy az N-terminalis, 10 aminosav

hosszusagu szekvencia szerepeljen az exportszignalt hordozo fragmensben (Asaka, 1997).
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CELKITUZESEK

Munkam egyik alapvet6 célja, hogy megértsem a flagellaris exportrendszer
miitkodését, azonositsam a lehetséges szignalt, valamint tisztdzni az export soran esetlegesen
kozremiikodd chaperonok szerepét. Célom volt kimutatni, hogy valoban az axidlis fehérjék
rendezetlen terminalis régidi iranyitjak ezen fehérjék exportalddasat, valamint azonositani,
hogy a rendezetlen régiok mely szegmensei tartalmazzdk az exportszignalt és milyen
kolcsonhatasban allnak a jelenlevd chaperonokkal. Analizdlni szerettem volna az
exportszignal mibenlétét azért is, hogy tisztazzam, hogy a Ill-as tipusu exportrendszer esetén
az irodalomban tapasztalhato6 mRNS kontra fehérjeszignal problémakort tekintetbe véve a
flagellaris exportrendszer milyen tipust szignallal miikodik. Célom volt a tovabbiakban annak
a tanulmanyozasa, hogy az alapkutatas eredményeit milyen modon lehetne az alkalmazott
kutatasba atvinni, milyen biotechnologiai alkalmazasa lehet az altalunk feltérképezett
rendszernek. Reményeim szerint az exportszignalt hordoz6 rendezetlen szegmenseket
génsebészeti modszerekkel a baktériumokban expresszalandé fehérjékhez kapcsolva azok a
flagellumspecifikus exportapparatus segitségével a baktériumokbol kijuttathatok. Az eljaras
nagy elényének tiinik, hogy a sejtkultura feliilliszobol a szekretalt rekombinans fehérjék -

szamottevo szennyezd anyag nem lévén - egyszerlien Osszegylijthetdk és tisztithatok.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteim soran kiilonb6zé mértékben csonkolt flagellin szegmenseket és azokkal
alkotott fuzios fehérjék eldallitasat és expresszidjanak vizsgalatat végeztem. A fehérjék
eloallitasa  Salmonella typhimurium baktériumban tortént. A leirt kisérletek soran a
molekularis biokémiai technikak rohamos fejlédése miatt kiillonbozé kitteket hasznaltam.
Mivel ezek nem kapcsolodnak szervesen a dolgozat érdemi részéhez, csak a kivant
fehéjemolekulak gyorsabb ¢és kényelmesebb eldallitasat szolgaltak errél részletesen nem
irnok. Valamint nem térek ki a ma mar rutinszertinek szamitd és a szekemberek szamara
kozismert technikdk (példaul PCR, DNS tisztitds, izolalas, SDS-PAGE, stb.) részletes

ismertetésére sem.

Vegyszerek, anyagok

A Kkisérletek soran felhasznalt vegyszerek a Sigma, Merck, Reanal termékei voltak. Az
oligonukleotid primereket az Invitrogentdl és a Szegedi Biologiai Kozpontbdl rendeltiik, a
hasznalt plazmidot a BD Bioscience Clontech cégtdl szereztiik be. A felhasznalt restrikcids
endonukleaz, polimeraz, ligaz enzimek a Fermentas, BD Bioscience Clontech és a New

England Biolabs cégek termékei voltak.

Baktériumtorzsek

Vizsgalataimban a DNS konstrukciok el6allitdsa soran Escherichia coli 71-18
baktériumtorzset, az expresszio soran a Salmonella typhimurium flagellin és HAP2 deficiens
(SIW2536) torzsét valamint a kereskedelmi forgalomban kaphatd Escherichia coli GI826
(genotipus F , lacl® ampC:Py;, cl AfliC AmotB eda:Tnl0) torzsét hasznaltam. Mindegyik

torzs esetén a sejteket Luria-Bertani médiumban, 37°C-on ndvesztettem.

Vektor

Az altalam vizsgalt fehérjé¢k termelése rekombinans technikaval Escherichia coli illetve
Salmonella typhimurium baktériumokban tortént. A munka soran felhasznalt plazmid vektor a
BD Bioscience Clontech altal forgalmazott bakterialis expresszios rendszerekhez alkalmas

pGFP vektor (5. abra) volt, ami lac promotert és ampicillin rezisztencia gént tartalmaz.
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S.abra A pGFP vektor térképe

DNS konstrukciok készitése

A harom N-terminalisan csonkolt flagellin FliCgg-494, FliC30494, és a FliCj4.494 Muta-Gene
Phagemid (Bio-Rad) kittel késziilt és tartalmazzdk a flagellin természetes promoterét,
riboszomakatd helyét és pBR322 vektorba vannak illesztve.

A kivalasztott flagellin (FliCy.j92, FliCi4.192, FliCj.120, FliCjs, FliCj4.99, FliCja65, FliCo6.47,
FliCy.35, ¢s FliCs747) szegmenseknek megfeleld géndarabok klonozasat polimeraz
lancreakcioval végeztem, templatként a teljes hosszusagu flagellin DNS-t hasznalva. A
génbankban talalhato FliC (ACCESSIOND:13689) szekvenciat (6. abra) alapul véve
megterveztem a PCR reakciokhoz sziikséges primereket (2. tablazat). Az esetleges mutaciok
elkeriilése végett hibajavito aktivitassal rendelkezd hdstabil DNS polimeraz enzimet
(Advantage 2 DNA polimerase, BD Bioscience Clontech) hasznaltam és a ciklusszamot a
lehetd legalacsonyabb értéken tartottam. A PCR termékeket gélbdl izolaltam, majd Hindlll és
BamHI enzimekkel emésztettem. A flagellin szakaszokat pGFP expresszids vektorba (BD
Bioscience Clontech) ligaltam. Az altalam hasznalt vektor /ac prométer kontrollja alatt

miikodik. A kapott konstrukciok a flagellin szekvencia el6tt

1 ATG gca caa gtc att aat aca aac agc ctg tcg ctg ttg acc cag 45
1 Met Ala Gln Val Ile Asn Thr Asn Ser Leu Ser Leu Leu Thr Gln 15
46 aat aac ctg aac aaa tcc cag tcc gct ctg ggc acc gct atc gag S0
16 Asn Asn Leu Asn Lys Ser Gln Ser Ala Leu Gly Thr Ala Ile Glu 30
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1081 cta aac aaa ctg ggt ggc gca gac ggc aaa acc gaa gtt gtt tct 1125
361 Leu Asn Lys Leu Gly Gly Ala Asp Gly Lys Thr Glu Val Val Ser 375

1126 att ggt ggt aaa act tac gct gca agt aaa gcc gaa ggt cac aac 1170
376 Ile Gly Gly Lys Thr Tyr Ala Ala Ser Lys Ala Glu Gly His Asn 390

1171 ttt aaa gca cag cct gat ctg gcg gaa gcg gct gct aca acc acc 1215
391 Phe Lys Ala Gln Pro Asp Leu Ala Glu Ala Ala Ala Thr Thr Thr 405

1216 gaa aac ccg ctg cag aaa att gat gct gct ttg gca cag gtt gac 1260
406 Glu Asn Pro Leu Gln Lys Ile Asp Ala Ala Leu Ala Gln Val Asp 420

1261 acg tta cgt tct gac ctg ggt gcg gta cag aac cgt ttc aac tcc 1305
421 Thr Leu Arg Ser Asp Leu Gly Ala Val Gln Asn Arg Phe Asn Ser 435

1306 gct att acc aac ctg ggc aac acc gta aac aac ctg act tct gcc 1350
436 Ala Ile Thr Asn Leu Gly Asn Thr Val Asn Asn Leu Thr Ser Ala 450

1351 cgt agc cgt atc gaa gat tcc gac tac gcg acc gaa gtt tcc aac 1395
451 Arg Ser Arg Ile Glu Asp Ser Asp Tyr Ala Thr Glu Val Ser Asn 465

1396 atg tct cgc gcg cag att ctg cag cag gcc ggt acc tcc gtt ctg 1440
466 Met Ser Arg Ala Gln Ile Leu Gln Gln Ala Gly Thr Ser Val Leu 480

1441 gcg cag gcg aac cag gtt ccg caa aac gtc ctc tct tta ctg cgt 1485
481 Ala Gln Ala Asn Gln Val Pro Gln Asn Val Leu Ser Leu Leu Arg 495

1486 TAA tgc gtt aat ccg gcg att gat tca ccg aca cgt ggt aca caa 1530
496 End Cys Val Asn Pro Ala Ile Asp Ser Pro Thr Arg Gly Thr Gln 510

6. abra Salmonella typhimuriumbol szarmazé flagellin szekvencigja

tartalmazzak a kovetkez6 szekvenciarészletet: MTMITPSL, amely az expresszids vektor
startkodonja ¢és a Hindlll klonozohely kozott talalhatd. A FliCyj9o és a FliCis9: esetén
kétféle konstrukeidt készitettem, mig az elsé esetben a flagellin 192 aminosavjat stopkodon
koveti, addig a masodik esetben stopkodont mar nem tartalmaz az elkésziilt konstrukcio.
Kiilonbozd méretli N-termindlis flagellin szegmenseket emberi Clr fehérje CCP2
(complement  control  protein)  doménjével  fuzionaltattam. A  human Clr
(ACCESSIOND:BC035220) ¢cDNS-bél kiindulva PCR technikaval allitottam elé a C1r CCP2
domént kodolé génszakaszt. A CCP2 forward primer BamHI restrikcios helyre késziilt, a
reverz primer Kpnl restrikcios helyre, mely elé stopkodon keriilt. A PCR reakciot
optimalizaltam és a megfeleld méretli PCR termékeket gélbdl vald izolalas és restrikcids
enzimekkel valo emésztés utan a FliC szakaszokat mar tartalmazo plazmid vektorba ligaltam.
Az Osszeillesztést ugy végeztem, hogy olyan fuzids fehérjeterméket kapjunk, ahol az N-
terminalison a csonkitott FliC a C-terminalison a Clr CCP2 domén talalhatd. A létrejott
fuzids fehérjék egy 6 bazisparbol allo szakaszt tartalmaznak a flagellin és a CCP2 domén
kozott. A plazmidot E. coli 71-18 sejtekbe transzformaltam. A rekombinans klonokat

restrikcios térképezéssel és szekvenalassal ellendriztiik.
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Forward primerek | FliC. 5" GCGAAGCTTGCACAAGTCATTAATACAAACAGCCTG

FliCy4. 5'GCGAAGCTTGACCCAGAATAACCTGAACAAATCCCAG

FliCos. 5'GCGAAGCTTGGGCACCGCTATCGAGCGTCTG

FliCss. 5" GCGAAGCTTGCGTATCAACAGCGCGAAA

EGFP 5'GGGGATCCGATGATGATGATAAACCGATGGTGAGCAAGGG

CIrCCP1 | 5’"GGGGATCCGATGATGATGATAAACCGTGCCCCCAGCCC

CIrCCP2 | 5" CGGGATCCCCGTIGTGGGCAGCCCCGAAC

XynAcat | 5° CGCGGATCCATACCTGCTCTGAAAGAAGTAC

Reverse primerek | FliC.j9, 5" CGGGATCCGGCATATCCTGTAACAGTTGCAGC

FliC.120 5" CGGGATCCCAGGCGCTGGGTGATITC

F1iC.g9 5" CGGGATCCAGACTGAACCGCCAGTTC

F1iCles 5" CGGGATCCGGAAGCCTGAGTCAGACCTTTGAT

FliC_47 5 CGGGATCCACCTGCCGCATCGTCTTTCGC

FliC.4s 5" CGGGATCCATCGICTTTCGCGCTGIT

FliC.36 5" CGGGATCCCAGACCGGAAGACAGACG

EGFP 5" CGGAATTCCTACTTGTACAGCTCGICCAT

CIrCCP2 | 5° GGGGTACCTTAGCACCGAGGAATCTTCTC

CIrSP 5" GGGGTACCTCAGTCCTCCTCCTCCATCTC

XynAcat | 5° GGATCCCGCTCAGGTGCCACTATCGC

2. tablazat A munka soran felhasznalt primerek

Elektroporalas, expresszi6

A j6 klonokbol 1 ng cirkularis DNS-t elektroporacios technikaval flagellintermelésre képtelen
mutans Salmonella typhimurium SIW2536 baktériumokba juttattam. A transzformalt sejtek
szelekciojat ampicillint tartalmaz6 Luria-Bertani taptalajon végeztem. Minden egyes fehérje
konstrukciobol egy-egy kivalasztott koloniat 37°C-on, ampicillint tartalmazé LB taptalajon, a
logaritmikus fazis eléréséig novesztettem. Annak érdekében, hogy a sejtek épségét
meglrizzem, a centrifugalas soran alacsony fordulatszamot alkalmaztam és a feliiluszot
tobbszor centrifugdltam. Ezt kovetden a feliiliszot 5 kDa-nal vagd toményitd membran

hasznalataval koncentraltam és SDS-PAGE-n ellendriztem.

SDS-PAGE és Western-blott

A mintakat 12,5% illetve 15%-os gélen futtattam a (Laemmli, 1970) altal kifejlesztett
pufferrendszert hasznalva. A géleket vagy Coomasie Brilliant Blue R250-el festettem vagy
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0,45 pm-es poérusméretli nitrocelluléz membranra blottoltam at (Towbin, 1979). A
membranokat 5%-os sovany tejport tartalmazé NaCl-os Tris pufferben inkubaltam egy
¢éjszakan at az adott fehérjétdl fiiggden flagellin elleni, nyulban termelt; Clr elleni, kecskében
termelt vagy GFP elleni nyulban termelt antitestekkel, majd anti-nytl-IgG illetve anti-kecske-
IgG é¢s alkalikus foszfataz konjugatumaval egy oran at. Az eléhivast 5-brom-4-kloér-3-indolil-

foszfattal (BCIP) és nitro-blue-tetrazolium-mal (NBT) végeztem.

Differencialis pasztazé mikrokalorimetria

Fehérjék térszerkezetének valtozasait termodinamikai paraméterek, entropia (), entalpia (H),
hékapacitas (C,) valtozasa kiséri. Ezek mérésére szolgal a differencidlis pasztazo
mikrokalorimetria (Differential Scanning Calorimetry, DSC), melynek segitségével
tanulmanyozhatd kiilonbozé fehérjék hostabilitasa, valamint a nativ haromdimenzids
térszerkezetiikb6l valo letekeredésiik. Ezaltal a molekulan beliili (intramolekularis)
kolcsonhatasok erdsségére (van der Waals erdk, H-hidak, stb.), a molekula kompaktsagara, a
kooperativ egységek (domének) szamara kévetkeztethetiink.

A kalorimetrids mérések soran a minta és a referenciaként hasznalt puffer hokapacitas-
kiillonbségét mérjilk a homérséklet fuggvényében egy adott hémérséklettartomanyban. A
fehérjéket vizes oldatukban vizsgaljuk, amelyben a molekulakat hidratburok veszi koriil, és
igy specifikus hékapacitas-gorbéket kaphatunk ellentétben a szaraz allapotuakkal.

Fehérjék esetében a kiilon-kiilon gyenge intramolekularis kotéer6k —kozott
egylittmiikddés van, vagyis a sok kicsi egyiitt erdsiti egymast (kooperativ kolcsonhatas). A
fehérjék sokaig megorzik intakt szerkezetiiket emelkedé hémérséklet mellett, azonban egy jol
definialt hémérsékletnél hirtelen elvesztik azt, azaz masodfaju fazisatalakulason mennek at. A
hékapacitas gorbéje Gauss-gorbéhez hasonld, egy vagy tobb éles csticsbol all. A hdkapacitas
gorbék maximumhelyei, az atalakulasi hdmérséklet a molekulara jellemz6.

A FliS kotddésének hatasat a flagellin stabilitdsara differencidlis pasztazod
mikrokalorimetriaval (Microcal VP-DSC) végeztem. A felfiités sebessége 1°C/min volt. A
mérés eldtt a mintdk 4°C-on a mérési pufferben (20mM Tris-HCI, pH:7,8) dializalodtak, és
referenciaként a dializis puffert hasznaltam. A DSC mérések soran kapott értékek az ezen a
teriileten még gyakran hasznalt cal-ban vannak megadva, 1 cal = 4,18 J. A fehérjeoldatok

koncentracioja a dializist kdvetéen F1iS (16,5kDa) 0,4 mg/ml, FliC (51,4kDa) 1,0 mg/ml volt.
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Enzimaktivitas mérés
Rekombinans FliCy.19,-EGFP plazmidot tartalmazé Salmonella typhimurium (SJW2536)

sejtek feliiluszojanak egy cseppjét UV fénnyel besugaroztam. A kisérletet LEICA DM LS

fluoreszceins mikroszkoppal végeztem.

A xilanaz A katalitikus doménje esetén enzimatikus aktivitds mértem annak érdekében, hogy
megbizonyosodjam, hogy az expresszalt fehérje megfeleld konformacioval rendelkezik-e. A
mérés soran a poliszacharidok lebontasat katalizalo enzimreakcid sebességét a képzodd
redukalo cukor mennyiségének mérésével allapitottam meg. A méréseket a dinitro-szalicilsav
alkalmazasan alapuldé modszerrel végeztem (Miller, 1959). 200ul Xilanaz A katalitikus
doménjét tartalmazd SJW2536 sejtfeliiliszot vizsgaltam, hogy az milyen mennyiségii xiloz

oldatnak megfelel6 aktivitassal bir.

IPMDH esetén az enzimaktivitas mérést 25°C-on hajtottam végre, a koncentraciok: NAD: 500
uM, IPM: 300 uM volt. A reakcié folyaman az optikailag kovetheto jel a keletkez6 NADH
340 nm-n detektalhat6 abszorpcidja volt.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

Az exportszignal lokalizalasa

Flagellin fragmensek exportja

A bakterialis flagellumok tilnyomo része a sejtmembranon kiviil helyezkedik el. Az
alkotd fehérjealegységek nem a hagyomanyos bakterialis exportmechanizmusok révén
keriilnek ki a sejtbdl, hanem a flagellumok kb. 30A &tmérdjii belsé csatornajan 4t a
flagellumspecifikus exportapparatus segitségével, ami a flagellaris motor citoplazma feloli
oldalan talalhat6. A flagellumok filamentaris részének kiépiilése soran a kiilonboz6 szerkezeti
egységek egymast kovetd 1épésekben jonnek létre, 1ényegében abban a sorrendben, ahogy a
sejttdl kifel¢ haladva elhelyezkednek a végsd szerkezetben. A filamentumok végét lezard
HAP2 sapka kulcsfontossagu szerepet jatszik a helikalis filamentumok felépiilésében. A
filamentumok centralis csatornajan keresztiil exportalodo flagellin alegységek mindig a sapka
ala épiilnek be, annak hianyaban a kiilsé kozegbe diffundalnak.

Munkam soran megprobaltam lokalizalni az exportszignalt Salmonella typhimurium
flagellin esetén, melynek érdekében nyolc FliC delécios mutans készitettem (7. abra). A S.
typhimurium flagellin 494 aminosavbol all, 51 kDa tomegl fehérje. A flagellin terminalis
régioi (N-terminalis 66 aminosav, C-terminalis 44 aminosav) oldatban monomer formaban
rendezetlen szerkezetet mutatnak. Az N-terminalis delécios mutansok koziil a FliCes494 a
teljes N-terminalis rendezetlen régiot, a FliC3 494 az elsd harminc aminosavat nem
tartalmazza, mig a FliCj4494 esetén a mutans flagellin a Thrl4-es aminosavval kezdddik és
mindegyik tartalmazza az ép C-terminalis régiot. Mindharom DNS konstrukci6 a flagellin
természetes promoterének kontrollja alatt van. Ezeket a DNS konstrukciokat flagellin
deficiens Salmonella SIW2536 sejtekbe transzformalva vizsgaltam a termel6dott fehérje
exportjat. Az expresszid utdn immunoblotton vizsgaltam, hogy a rekombinans fehérje a sejt
feliiluszoban vagy a sejt lizatumban jelenik-e meg. Mindhdrom N-terminalis delécidés mutans
detektalni tudtam Salmonella sejtekben (8. abra). A sejt-feliilliszoban a vad tipusu FliC
mellett csak a F1iCj4.494 esetén kaptam a moltomegnek megfelelé helyen éles savot, ami arra
utal, hogy az exportszignal a Thrl4 utan kezdddik. 30 vagy tobb aminosav eltavolitasa a

fehérje N-terminalisarol a szekrécios képesség elvesztéséhez vezetett.
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Feliiliszé Teljes sejt lizatum
N 65 450 C
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7. abra Salmonella typhimurium (STW2536) sejtekben expresszalt csonkolt FliC fragmensek
sematikus abrazolasa — eltér6 szinnel jelezve a rendezetlen régiokat (1-65 és 450-494) —, valamint a

kapott polipeptidek megjelenése a feliiliszoban és a sejt lizatumban.
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8. dbra Az N-terminalisan csonkolt rekombinans flagellin fehérjék expresszioja Salmonella
typhimurium (SJW2536) sejtekben. Teljes sejt lizatum és a kultura feliiluszojanak vizsgalata
western blottal, poliklonalis flagellin elleni antitesttel.

C-terminalis delécids mutansokat is terveztem, mivel Kuwajima és munkatarsai
kimutattak, hogy a 497 aminosav hosszl, vad tipusu E. coli flagellin N-terminalis 183
aminosavat tartalmazo fehérje exportalodott a flagellaris exportapparatuson keresztiil
(Kuwajima, 1989). Fontos megjegyezni, hogy ezeknél, és a késobbi konstrukcioknal is mar
nem a flagellin sajat promoterét, hanem az expresszios vektor altal tartalmazott /ac promotert
alkalmaztam. Az elkésziilt konstrukciok a kovetkezék voltak: FliCj.j9, ami a flagellin

szerkezetében a D1 és D2 domének N-termindlis szegmenseit tartalmazza, a FliCj.j0 ami a

FliC N-terminalis o-hélikalis régiojat tartalmazza valamint a FliCjes, ami a FliC N-
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terminalis rendezetlen régioja. A megfelelé génkonstrukciokat pGFP plazmidba inszertaltam
lac promoter kontrollja alatt, igy ezeknél a konstrukcioknal nincs jelen a flagellin 5’ nem
atir6do régidja. Salmonella sejtekben tortént expresszios kisérletek és az azt kovetd
immunoblott soran a F1iCj.j9; megjelenik a feliiluszoban, de a FliC). 5 és a FliCy_¢s5 esetében
sem a sejt feliilluszojaban, sem a sejt lizatumaban nem tudtam kimutatni a rekombinans

fehérje jelenlétét (9. abra).
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9. abra A C-terminalisan csonkolt rekombinans flagellin fehérjék expresszidja Salmonella
typhimurium (SIW2536) sejtekben. Teljes sejt lizatum és a kultura feliiluszojanak vizsgalata
western blottal, poliklonalis flagellin elleni antitesttel.

Nagy C-terminalis csonkoldsnal, azt az eredményt kaptam, hogy az elsé 192
aminosavat tartalmazé fehérje (FliCj.192) hatékonyan exportalodott. Nagyobb C-terminalis
csonkolas esetén, mint FIiC.j59 és a FliC.¢s nem sikeriilt detektalni a rekombinans fehérjét
sem a sejtkultura feliliszojaban, sem a feltart sejtekben. A FliCi.s csak a flagellin N-
foglalja az els6 a-hélixet is (Yonekura, 2003). A szintézist kovetden ezek a stabil szerkezettel
nem rendelkez6 polipeptidlancok gyorsan degradalodhattak a citoplazmaban és ez lehetett az
oka annak, hogy nem sikeriilt egyik frakcioban sem detektalnom 6ket.

Osszevetve az eddigi eredményeket készitettem egy olyan mutanst, ami mind az N-
terminalisan mind a C-terminalisan csonkolt volt (FliCj4.192). Immunoblott analizissel kapott
eredmények azt mutatjak, hogy az exportszignalt a fehérje Thrl4 és Alal92 aminosavjai

kozotti régidban kell keresniink.
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Fuziés fehérjék exportja

Kis N-terminalis fragmensek Onmagukban nem stabilisak, ezért olyan
konstrukciokat készitettem, amelyek N-terminalisan kiilonboz6 méretii flagellin szegmens, C-
terminalisan pedig egy kis méreti human fehérje domén a C1rCCP2 (Clr komplement fehérje
komplement kontrol protein 2 domén) talalhato. Ezeknek a konstrukcioknak tobb
szempontbol is jelentdségiik van. Egyrészt igy kisebb FliC szakaszokat tartalmazo
szegmensek detektalasara is lehetdség nyilik, masrészt vizsgalhato, hogy az
exportrendszeriink alkalmas-e rekombinans fehérjék szekretalasara. Azért ezt a fehérjedomént
alkalmaztam, mert célom egy olyan eukaridta fehérje valasztasa volt, ami 6nmagaban nagy
valoszinliséggel a baktériumban jelen levé egyik exportrendszert sem képes hasznalni. Az
exportszignal lokalizalasa érdekében kiilonboz6 konstrukciokat készitettem és vizsgaltam. A
kovetkezé DNS konstrukciok késziiltek el: FliCy.19o-CCP2, FliCj4.19-CCP2, FliCj.120-CCP2,
FliC)4.99-CCP2 ¢és FliCi4.45-CCP2 (10. abra). Az utolso konstrukcid esetén a flagellinnek mar
csak az N-terminalis rendezetlen régioja van jelen. A fuzios fehérjéket kodoldé DNS
szakaszokat pGFP expresszidos vektorba inszertdltam, majd SJW2536 sejtekben
expresszaltam, és vizsgaltam a fizids fehérjék exportképességét. Az itt szerepld konstrukciok
mindegyikérél elmondhatd, hogy SDS-PAGE-n ¢és hClr elleni antitesttel végzett
immunoblotton a sejt feliiliszdjaban jelentek meg a moéltomegiik alapjan varhato helyen (11.
abra). A fuzios fehérjék szekrécids hatékonysaga Osszemérheté a vad tipust flagellinnel,
Coomassie festett SDS gélen a sejtkultura feliiliszojaban 10-15 mg/l koncentracioban jelent

meg a termeltetett fehérje.
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Feliiluszé Teljes sejt lizatum
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10. abra Salmonella typhimurium (STW2536) sejtekben expresszalt C1r human komplemen kontrol
fehérje CCP2 doménjével fuzionaltatott FliC fragmensek sematikus abrazolasa és a kapott

polipeptidek megjelenése a feliiliszoban valamint a sejt lizatumban.
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11. abra Kiilonb6z N-terminalis FIiC fragmensek és az emberi Clr fehérje CCP2 doménjével
alkotott fuzios fehérjék expresszio vizsgalata lac promoter kontrollja alatt Salmonella typhimurium
(SIW2536) sejtekben. Teljes sejt lizatum és a kultura feliiluszoja Coomassie festett SDS gélen (A)
és Western blotton (B, C, D). (A) Coomassie festett gél és (C) Western blott FliC4.19-CCP2,
FliC14.99-CCP2, FliC4.45-CCP2 és FliCp6.47-CCP2 fuzids konstrukciok esetén, (B) FliCy4.6s-CCP2,
FliCy.129-CCP2 és FliCy.19-CCP2 valamint (D) FliCy4.3-CCP2, F1iC37.47-CCP2 f0zi6s konstrukciok

esetén.

Kilonbozd fajokbol szarmazé flagellin szekvenciak analizise (12. abra) soran megallapithato,

hogy az N-terminalis rendezetlen régid esetén jelentds szekvenciaazonossag talalhatd és ezen
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beliil is kiilonosen a FliCye47; szegmens ersen konzervalddott, ami fontos funkcionaris
szerepére utal. Ezek alapjan elkészitettem a FliCy6.47-CCP2 konstrukcidt, és az expresszios
kisérletek alapjan ez is nagy hatékonysaggal szekretalodott a médiumba. A tovabbiakban
megprobaltam még tovabb sziikiteni a szignalt és elkészitettem a F1iCy6.36-CCP2 és FliCs7.47-
CCP2 konstrukciokat. Ezekben az esetekben mar csak a sejt lizdtumban jelent meg a
rekombinans fehérje (11. abra). Mindezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a
flagellaris exportapparatus jelfelismerd szignalja flagellin esetén a Gly26 és a Gly47 kozott
talalhato.

Salmonella MAQVINTNSLSLLTQNNLNKSQSALGTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTANIKG
Escherichia AQVINTNSLSLITQNNINKNQSALSSSIERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTSNIKG
Shigella MAQVINTNSLSLITQNNINKNQSALSSSIERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTSNIKG
Yersinia MAVINTNSLSLLTQNNLNKSQSSLGTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQATANRFTSNIKG
Xanthomonas MAQVINTNVMSLNAQRNLNTSSASMSTSIQRLSSGLRINSAKDDAAGLAISERFTTQIRG
Pseudomonas MALTVNTNIASLNTQRNLNASSNDLNTSLQRLTTGYRINSAKDDAAGLQISNRLSNQISG
Bordetella MAAVINTNYLSLVAQNNLNKSQSALGSAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTANVKG
B. cereus MRINTNINSMRTQEYMRQONQAKMSTAMDRLSSGKRINNASDDAAGLATIATRMRARESG
B. halodurans MKINNNIQALNAYRNLYQNQFQTSKNLEKLSSGLRINRAADDAAGLAISEKMRSQIRG
Shewanella MAITVNTNVTSLKAQKNLNTSASDLATSMERLSSGLRINSAKDDAAGLAISNRLNSQVRG

12. abra Kiilonboz6 fajokbol szarmazo flagellin szekvenciak N-terminalis része.

Mindazonaltal ez a szegmens nem mutat szekvencidlis homoldogiat a tobbi, a flagellaris
exportrendszert felépité axialis fehérjével. A FliCy47; szegmens tartalmazza a SGL
szekvencia motivumot (Homma, 1990), amely jelen van mas flagellaris fehérjékben, de nem
mondhato el az axialis fehérjék mindegyikérol. Ezek a megfigyelések alatamasztjak, hogy az
exportrendszer altal felismert jel nem szekvencialis, hanem magasabb szerkezeti szinten
keresendd.

Mi lehet ez a magasabb szerkezeti szint? Hasonldéan a Caulobacter crescentus
flagellaris kampo fehérjénél is az N-terminalis rendezetlen régid része egy része a 38-58
elegendd ahhoz, hogy a molekula hatékonyan szekretalédjon a sejt felszinére (Kornacker,
1994). Ugy tiinik, hogy a termindlis régiok rendezetlensége az axialis fehérjék egyediili kozos
szerkezeti tulajdonsaga (Vonderviszt, 1992, 1998). A feltételezést, a rendezetlen szegmensek
alapvet6 szerepét illetéen tovabb erdsiti az a megfigyelés, hogy a flagellaris rendszer
felépiilésének iranyitasaban részt vevé FlgM fehérje (anti-szigma faktor), amely szintén a
flagellaris exportmechanizmus révén tavozik a sejtbdl és ugyancsak kiterjedt rendezetlen

terminalis régioval rendelkezik. A rendezetlen szegmensek elsésorban a FIgM molekula N-
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(Chilcott, 1998). Az 0Osszes axialis fehérje rendezetlen terminalis régidi a predikcios
algoritmusok szerint erds amfipatikus a-hélix-képzé potencidlt mutatnak (Chilcott, 1998,
Homma, 1990). Mindez utalhat a flagellumspecifikus exportapparatus felismerési
mechanizmusara is. Elképzeléseink szerint a masodlagos szerkezetjoslas alapjan nagy a-hélix-
képzé potenciallal rendelkezd terminalis régiok az azonositds sordan egy a rendezetlen
szegmensek helikalis régioit stabilizald templathoz kotdédnek, amely ugyanakkor — pl. egy
keskeny vajat aljan valo — elhelyezkedésénél fogva nem képes kompakt, globularis struktirak
részét képzo helikalis szerkezetekkel valo kolesonhatasra.

Hasonlo felismerési mechanizmus mas exportrendszerek esetén is megfigyelheté: pl. a
mitokondrialis matrixba exportal6do fehérjék ugynevezett matrixtargeting szignalt hordoznak,
amelyek alapjan a fehérje-transzlokacios gépezet felismeri 6ket. Ez a matrix-targeting szignal
olyan 15-35 aminosavnyi szegmenst tartalmaz, amely képes megfelelé templaton
(amfipatikus) helikalis konformaciot felvenni (Herrmann., 2000).

A FliC 22-42 szegmense, amely magaba foglalja az azonositott export szignal jelentds
részét, a szerkezetjoslo modszerekkel a-helikalis masodlagos szerkezetet mutat (Vonderviszt,
1990). Bar nagy felbontast szerkezetmeghatdrozo eljarassal a flagellaris filamentum esetén
nem volt feltételezhetd helikalis struktura az exportszignalnak tulajdonithatd szakasznal,
hanem egy szabalytalan kiill6 régio jelent meg, amely csatlakozas a filamentum kiils6 és belsé
’csove’ kozott (Yonekura, 2003).

A flagellaris export rendszer hasonlosagot mutat a Ill-as tipusu exportrendszerekkel
(Macnab, 2004, Blocker, 2003). A TTSS-ek exportszubsztratjai nem tartalmaznak lehasithato
szignal szekvenciat, valamint az exportért felelés kozos szekvenciamotivumot sem
talalhatunk. Bizonyos esetekben tartalmaznak 15-30 aminosav nagysagu szegmenseket a
Sory, 1995, Lee, 2004). Amig a TTSS esetén ezek a szegmensek a fehérje N-terminalisan
helyezkednek el, addig a flagellaris export szubsztratoknal el6fordul, hogy a felismer6 jel az
N-terminalistol 30-40 aminosavnyi tavolsagban talalhatok.

Felmeriilt az az elgondolas, hogy a TTSS exportszubsztratjainak felismerd szignalja
talan mRNS szinten keresend6 (Anderson, 1997, 1999), bar vannak munkacsoportok, aki nem
értenek ezzel egyet (Lloyd, 2001, Karavolos, 2005, Lee, 2004). Majander ¢s munkatarsai
(Majander, 2005) Escherichia coli esetében megmutattdk, hogy olyan N-terminalis FliC
polipeptidek, melyeknek hianyzik a C-terminalisa hatékonyan expresszalhatok abban az

esetben, amikor a megfeleld f7iC promoter van jelen, ellenben akkor, amikor nem a flagellin
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természetes promoterét hasznaltdk, mar az els6 183 aminosavat tartalmazd fehérje sem
egy idegen fehérjét tartalmazott és ezt is sikeriilt a feliiluszoban detektalniuk. Ezek alapjan azt
a kovetkeztetést vontdk le, hogy a szignal nem fehérje, hanem mRNS szinten taldlhato.
Kisérleteim alapjan az mRNS szignal nem jatszik kizarélagosan fontos szerepet a szekrécid
szempontjabol. Az altalam vizsgalt konstrukciok kozott taldlunk olyanokat, amelyek nem
flagellaris eredetll /lac promotert tartalmaznak és hatékonyan expresszalédnak onmagukban
vagy fuzios fehérjeként, illetve van olyan konstrukcid, amely tartalmazza a flagellin
természetes promoterét ellenben N-termindlisan csonkolt (FliCeg.a94, FliC31494) és csak a
sejten beliil mutathato ki. Bar eltéré organizmusbol szarmazo flagellin fehérjéket vizsgaltunk

a nagyfoku szekvenciaazonossag nem indokol ilyenfajta eltérést.

Nemspecifikus szekrécio ellenérzése

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjam arrdl, hogy a vizsgalt fehérjék valdjaban a
flagellumspecifikus exportrendszeren keresztiil szekretalodnak a médiumba, nem pedig a sejt
lizise vagy barmilyen egyéb sériilése soran szabadulnak fel; kivéalasztottam egy, a
periplazmaban jelen 1év6 fehérjét és arra immunoblottot végeztem. A maltéz koté fehérje
normalisan csak a periplazméaban van jelen, és a maltoz koté fehérje elleni monoklonalis
antitesttel (Sigma) végzett Western blott analizis szerint a feliiliszoban nem, csak a sejt

lizatumban jelent meg a vart helyen éles sav (13. abra).

Flic,.,,

feliiliszé

FliC, ..
teljes sejt lizdtum

maltéz kit fehérje

13. abra Nemspecifikus szekrécio ellendérzése a periplazmaban jelen levé maltoz koto fehérjével

39



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus
felismerési jelének azonositasa

A FIiS és FliC kapcsolata

A bakterialis flagellum axidlis komponensei a citoplazmaban szintetizdlodnak, és a
flagellumspecifikus export rendszerrel jutnak at a sejtmembranon. A flagellaris chaperonokrol
tudott, hogy segitik az export folyamatat. A FIiS, flagellin specifikus chaperon, a flagellin C-
sziik (20-30A) ahhoz, hogy a transzportalandé, jol feltekeredett fehérjék atférhessenek rajta.
Nyitott kérdés, hogy a flagellaris chaperonok hogyan képesek a célfehérjéket részlegesen
letekeredett allapotban, export kompetens konformacioban tartani.

Differencialis pasztazé mikrokalorimetriaval végzett kisérletben vizsgaltam, hogy a
FLiS kotédésekor a flagellin szerkezete stabilizalodik-e. Felfiitéseket végeztem a 20-70°C

hémérséklet tartomanyban FliC-t, FliS-t 6nmagaban illetve komplex formaban vizsgalva.

Cp (kcal/mole/°C)

Hamérséklet (°C)

14. abra A FIliS kotodésének hatasa a flagellin stabilitasara. A felfiités sebessége 1°C/min volt. A
fehérjeoldatok koncentracioja 20mM Tris-HCI, pH:7,8 pufferben FliS (16,5kDa) 0,4mg/ml, FliC
(51,4kDa) 1,0 mg/ml. Fekete gorbe FIiC, Tm:46,7°C a piros gérbe a FIiC/FIiS komplex, Tm:
47,1°C
A flagellin olvadasi homérséklete T,,=46,7°C, ami egybeesik a korabban mértekkel
(Vonderviszt, 1989). A FliC-hez nagyon hasonlé hédenaturacios gorbét kaptam a FliS-t és
FliC-t egyiitt tartalmazo6 minta esetén is. (14. abra). Egymast koveto felfiitések soran mindkét
esetben nagyfokil reverzibilitds tapasztalhatd. A FliS esetén ebben a homérséklet
intervallumban nem tapasztalhatd hoékapacitas-valtozas. A csucs alatti teriiletekbol

kiszamithato szabadentalpia valtozas FliC 248 kcal/mol és F1iS/F1iC 232 kcal/mol. A hasonlé
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entalpiavaltozasok és a szinte azonos atmeneti hdmérsékletek arra engednek kovetkeztetni,
hogy a FliS kotédése a flagellinhez nem mutat szignifikans valtozast a flagellin szerkezeti
stabilitasdban. DSC mérésekkel demonstraltam, hogy a FliS kotddése nem befolyasolja a
flagellin kompakt kozépsd részének szerkezeti stabilitasat, s igy a chaperon kotédése nem
segiti el6 a FliC letekeredését.
A flagellaris exportrendszer miikodését tanulmanyozva Ozin és munkatarsai megallapitottak,
kotodik azt helikalis konformacidban stabilizalva (Ozin, 2003). Bar valdszintileg a flagellin
alegységek atkelése a flagellaris filamentumok centralis csatornajan keresztiil letekeredett

allapotban torténik ez nem a FliS funkcidjanak tekinthetd.

Rekombinans fehérjék exportja

A bakteridlis  fehérjeexpresszi6  az  alapkutatasban,  biotechnolégiaban,
gyogyszergyartasban (hatéoanyag-termelésben) széleskorben alkalmazott eljaras, azonban az
expresszalt fehérjék tisztitasa, nativ formaban valo kinyerése sokszor nehéz és koriilményes.
Lényeges elorelépést jelentene, ha a flagellumspecifikus exportapparatus segitségével
sikeriilne megoldani az expresszalt fehérjék kijuttatasat a baktériumokbol, hiszen igy
sziikségtelenné valna a sejtek feltdrasa, tovabba megszabadulnank a nagy mennyiségben
lehet, hogy a szekréciot iranyitdé rendezetlen szegmensek enyhe proteolitikus kezeléssel
valoszintileg egyszertien eltdvolithatok. Kisérleteimmel demonstraltam, hogy az
exportszignalhoz fuzionaltathatunk kiilonboz6 méretii és tulajdonsagti rekombinans fehérjéket

és ezek szekretalodtak a médiumba.

Meglehetdsen kevés informacioval rendelkeziink a kijuttathato fehérjék felilleti és
szerkezeti tulajdonsagaival kapcsolatban. Nem tudhatd, hogy a fehérjék tulajdonsagait illetéen
(pl. diszulfidhidak jelenléte, feliileti toltottség mértéke) milyen specialis kovetelményeket
tamaszt a flagellaris exportrendszer az exportalandd fehérjékkel kapcsolatban. Ezek
eldontésére kiillonbozé szerkezeti felépitésii és kiilonbozd szamban ciszteint tartalmazo
fehérjék (Clr CCP1CCP2, Clr(CCP1CCP2),, green fluorescent protein, xilanaz A katalitikus
doménje, IPMDH (15. abra)) exportképességét vizsgaltam.
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Fellilusz6 Teljes sejt lizatum

FliCi.ie-CCP1CCP2 [l + +
FliC11e2-(CCP1CCP2), [ Ll G dD e + +
FliCz6.4-EGFP [ ) + +
FliCz6.47-XynAcat [ + +
FliCz6.47-IPMDH (— ) + +

15. dbra Kiilonbozo szerkezeti felépitésii és kiilonbozé szamban ciszteint tartalmazo fehérjékkel

alkotott fuzios konstrukciok sematikus abréja.
Az elkésziilt fuzids konstrukcidk vizsgalatabdl kideriilt, hogy a 4 ciszteint, (2 diszulfid hidat)
tartalmaz6 74 aminosavbol all6 human C1rCCP2 exportalhatd, a tovabbiakban kettd illetve
négy CCP domént CCP1CCP2 (~17kDa) és (CCP1CCP2), (~34kDa) fuzionaltattam a FliC,.
192 szegmenshez. Mindkét konstrukcid esetén a kiilsé médiumba szekretalodtak a fehérjék (16.

abra).

FIiC, ,, -EGFP
FliC,,,,-CCP1CCP2
Flic, ,,,{CCP1CCP2),

2
&

45 kDa

30kDa

16. abra FliC,_o,-f0zi6s konstrukciok feliliszdjanak Western blott analizise GFP és huméan Clr

elleni antitesttel. A rekombinans fehérjék expresszidja Salmonella typhimurium (STW2536)

sejtekben tortént.
A szekretalt rekombinans fehérje feltekeredésének teszteléséhez az Aequorea victoria
baktériumbol szarmazé EGFP (green fluorescent protein) fehérjét szintén a FliCy_jo
szegmenshez fuzionaltattam. Az expresszios kisérletek soran a F1iC).19o-EGFP rekombinans
fehérje a sejt-feliiluszoban exportalodott és GFP elleni antitesttel sikeriilt azonositani (16.
abra). A feliiluszoban szekretalodott EGFP aktiv, ami a helyes feltekeredettséget feltételezi
(17. abra).
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17. abra Rekombinans FliC,.,9,-EGFP plazmidot tartalmazé Salmonella typhimurium (STW2536)
sejtek feliiliszojanak egy cseppje UV fénnyel besugarozva vilagit.
A human Clr egy nagyobb, Osszetettebb a katalitikus domént is tartalmazé fragmensét
(C1rCCP2SP) kapcsolva a flagellin elsd 192 aminosava utan az exportrendszer mar nem
mikodott. A FliCy.19-C1rCCP2SP (37,5kDa) esetén a rekombinans fehérje csak a sejten

beliili térben volt kimutathatd.

A Thermotoga maritima termofil eubaktériumbdl szarmazé 1 doménes szerkezetii XynAcat,
valamint a Thermus thermophilus eubaktériumbol szarmazd homodimeként aktiv IPMDH
fehérjéknek a korabbi vizsgalataim sordn azonositott exportszignalhoz (FliCys.47) vald fizios
konstrukciojat készitettem el. Vizsgaltam, hogy az expresszalt fehérjék a sejten beliil
maradnak-e, vagy a tapoldatba jutnak. Mindharom fzids fehérje (FliCye47-XynAcat, FliCys.
47-IPMDH) esetén az expresszidt kovetden a szekretalandd fehérje a sejt feliiliszdjaban
megjelent (18. abra). Az expresszalt fehérje a FliCye.47-XynAcat és a FliCys47-IPMDH esetén

enzimatikus aktivitast mutatott, ami arra utal, hogy nativ konformacioval rendelkezik.
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18. 4bra Flagellin deficiens Salmonella typhimurium (STW2536) sejtekben szekretalt polipeptidek
Coomassie festett 12,5%-o0s SDS gél analizise.
200l Xilanaz A katalitikus doménjét tartalmazé SJW2536 sejtfeliiluszd 12,3ul 1g/50ml

Xiloz oldatnak megfeleld aktivitassal bir.

Az exportszignalt is tartalmazo flagellin szegmensekhez fuzionaltatott fehérjék
sikeresen exportalodtak a flagellumspecifikus export utvonalon keresztiil. A CCP2 doménnel
kapott eredmények azt mutattak, hogy a flagellumspecifikus exportszignal hasznalhato idegen
centralis csatornaja meglehetdsen szik, a flagellumspecifikus exportapparatus révén nemcsak
kis méretti fehérjék kijuttatdsara van remény. Az expresszids rendszer alkalmazhatdsaganak
jellemzése érdekében vizsgaltuk, hogy mekkora fehérjék kijuttatdsara képes, s az
exportrendszer milyen specialis kovetelményeket tamaszt az exportdlandod fehérjék

tulajdonsagaival szemben.

A flagellaris  exportrendszeren alapulé  expresszios rendszer
miikodoképességének vizsgalata E. coli-ban

Egy széleskoriien és biztonsagosan alkalmazhatd expresszids rendszer kialakitasa
celjabol a Salmonella gazdasejtrdl célszerl lenne attérni E. coli alkalmazasra. Az elsd 1épés

talalni egy olyan alkalmas E. coli gazdatorzset, ami flagellin és HAP2 deficiens, de flagellaris

exportapparatusa megfelelden mitkodik. Erre a célra a kereskedelmi forgalomban kaphato E.
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coli GI826 torzset valasztottam. A Salmonella és E. coli flagellinek N-terminalis régiéiban
70% feletti szekvencialis homologia figyelheté meg. Vizsgaltam, hogy a rendelkezésemre allo
konstrukciok, hogy viselkednek az E. coli GI826-o0s torzsben. A teljes hossztsagi FliC a
természetes ¢és a lac promoterrel is szekretdlodik, valamint a Salmonella esetében az N-
terminalis 192 aminosav hosszusagu szignal itt is elegend6nek tiint az exportrendszer szamara
(19. abra). A sejtlizis vizsgalatot ebben az esetben is elvégeztem, és a kontrol fehérje csak a

sejt lizatumban volt jelen.
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19. abra Flagellin deficiens Salmonella typhimurium (STW2536) és Escherichia coli (GI826)
sejtekben szekretalt polipeptidek Western boltt analizise. Mindegyik rekombinans konstrukcid
heterolog lac promotert tartalmaz és nincs jelen a flagellin 5° nem transzlalodo régidja. A FIiC 4190
fragmens flagellin elleni antitesttel, mig az emberi Clr CCP2 doménjét tartalmazo konstrukciok
Clr elleni antitesttel lettek azonositva.
Ebbdl arra kovetkeztethettem, hogy a vizsgalt fehérjék a flagellumspecifikus exportapparatust
hasznaltak a szekretalodas soran. Eredményeimbdl azonban egyértelmiien arra lehet
kovetkeztetni, hogy a kifejlesztett expresszios rendszer E. Coli gazdatdrzsben is hasznalhato,
aminek biotechnolégiai szempontbol nagy jelentdsége lehet. Az altalam tesztelt £. Coli GI826
torzs csak az elOkisérletekhez szolgalt, nem feltétleniil ez a legalkalmasabb a tovabbi

munkakhoz. Ennek kideritésére a jovoben még tovabbi kisérletek sziikségesek.

Miért fontos a flagellinspecifikus exportapparatus mitkodési mechanizmusanak
tanulmanyozasa? Nyilvan gydgyaszati szempontbol is igen lényeges, hogy minél tobbet
megtudjunk a betegségeinket okozé baktériumok tulajdonsagairol. Esetiinkben elég talan csak
arra gondolnunk, hogy a flagellumspecifikus exportrendszer feltiind hasonlosagot mutat
bizonyos baktériumok virulens fehérjéinek célbajuttatasat végzo szekrécios rendszerekhez,

amely ezen rendszerek k6zos eredetére, k6zos miikodési mechanizmusara utal.
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e Az exportrendszer mitkodésének megértéséhez tett kisérleteink soran Salmonella
typhimurium flagellin esetében igazoltuk, hogy a molekula rendezetlen N-terminalis
régidja hordozza a flagellumspecifikus exportapparatus azonositd jelét. Ezen beliil
megmutattuk, hogy a Salmonella flagellin N-terminalis régidjanak erésen
konzervalodott Gly26-Gly47 szegmense elégséges az export szamara.

e Eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy az exportszignal fehérjeszinten és nem
mRNS szinten talalhato.

e A flagellaris exportrendszer miikodését tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a
kotoédik azt helikalis konformacioban stabilizalva. A FliS kétddése nem befolyasolja a
flagellin kompakt részének szerkezeti stabilitdsat, ami arra utal, hogy nem a FliS

e Valamint igazoltuk, hogy az exportszignalt hordozé rendezetlen szegmenst
génsebészeti modszerekkel a baktériumokban expresszalt rekombinans fehérjékhez
kapcsolva azok a flagellum-specifikus exportrendszer segitségével a sejtbol
kijuttathatok, igy az alapkutatasban elért eredményeink biotecnoldgiai szempontbdl is

alkalmazhatok.
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OSSZEFOGLALO

A baktériumok mozgasszervei a flagellumok. A helikalis filamentumok a baktérium
uszasa soran egyetlen nagy helikalis koteggé allnak Ossze, amely tengelye koriil forogva
mintegy propellerként hajtja elére a baktériumot. A bakterialis flagellumok tilnyomo része a
sejtmembanon kiviil helyezkedik el. Az alkotdo fehérjealegységek nem a hagyomanyos
bakterialis exportmechanizmusok révén keriilnek ki a sejtbdl, hanem a flagellumspecifikus
exportapparatus segitségével, amely a flagellaris motor citoplazma feldli oldalan helyezkedik
el. A flagellumspecifikus export rendszer a szignal peptid fiiggetlen IlI-as tipust
exportrendszerek kozé sorolhatd. Korabbi kisérletek azt mutattak, hogy flagellaris axialis
fehérjék N-terminalis régioja szolgalhat felismerési jelként az exportrendszer szamara, bar
szekvencialis szinten semmiféle hasonlosag nem fedezhet fel. A flagellaris chaperonok
segitik az export folyamatat. Flagellin specifikus export chaperon a FliS, mely a citoszolban a
flagellin alegységek korai polimerizaciojat el6zi meg.

Munkam célja volt, hogy Salmonella typhimurium flagellin esetén lokalizaljam az
exportszignalt valamint megvizsgalni, hogy valoban az axialis fehérjék rendezetlen N-
terminalis régidja jatszik szerepet a flagellumspecifikus exportrendszer szamara. Tovabbi cél,
hogy az alapkutatasban elért eredmények hogyan kamatoztathatok a biotechnologia szamara.
A lokalizalt szignalt kiilonbozo fehérjékhez fuzionaltatva az igy keletkezett rekombinans
fehérjék képesek-e a baktériumbol kijutni a flagellumspecifikus exportapparatus segitségével.

Nyitott kérdés, hogy hogyan képesek a flagellaris chaperonok részlegesen letekert
allapotban tartani a flagellaris exportkomponenseket. DSC mérésekkel igazoltuk, hogy a FliS
nem gatolja a flagellin kozponti részének feltekeredettségét, és nincs hatassal a jol
feltekeredett flagellin domének szerkezeti stabilitasara.

Salmonella typhimurium flagellin esetén azonositottuk az exporthoz sziikséges
szignalt, ennek érdekében kiilonboz6 flagellin delécios mutansok késziiltek. Kis méretii
flagellin szegmenseket az emberi Clr komplement fehérje CCP2 doménjével fuzionaltattuk és
igy vizsgaltuk a rekombinans konstrukciok exportképességét. Sikeresen lokalizaltuk az
exportszignalt flagellaris exportapparatus esetén. A szekrécidhoz sziikséges és elégséges a
Salmonella typhimurium flagellin 26-47 kozotti peptidszakasz, amit a flagellin N-terminalis
régioja tartalmaz. Megmutattuk, hogy akar eubaktériumbdl szarmazd, akar emberi diszulfid
hidakat tartalmazé fehérjéket kapcsolunk az N-terminalis flagellin szegmens utan a képz6d6
fehérje hatékonyan szekretalodik a flagellaris exportitvonalon keresztiil. Kisérletekkel

alatamasztottuk, hogy a flagellinspecifikus export rendszer nagy mennyiségii (10-15mg/1
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szalmonella esetén talalt szignal alkalmazhato E. coli esetén is.
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SUMMARY

Bacteria swim by rotating their flagellar filaments, each of which has a helical shape
and works as a propeller. External flagellar proteins, lying beyond the cytoplasmic membrane,
are synthesized in the cell and exported by the flagellum-specific export apparatus to the site
of assembly through the central channel of the filament. The flagellum-specific export system
is a specialized, signal-peptide independent type III export machinery. Earlier studies
suggested that the N-terminal region of flagellar proteins is essential for recognition for
export, however, comparison of their amino acid sequences failed to identify a common
recognition signal at the primary structure level. Flagellar chaperones are known to help the
export process. FliS is a flagellar chaperone specific for flagellin which is the main
component of flagellar filament. Premature polymerization of flagellin subunits is prevented
by the FliS chaperones in the cytosol.

It is an open question whether flagellar chaperones can keep their target proteins in a
partially unfolded export competent conformation. DSC experiments demonstrate that FIiS
binding does not interfere with the unfolding of the compact central part of flagellin, it has no
effect on the structural stability of the well-folded flagellin domains.

The objective of this work was to localize the export signal in Salmonella
typhimurium flagellin and to reveal the role of the disordered N-terminal region of the
molecule in controlling recognition and translocation by the flagellum-specific export
machinery. The export of various flagellin fragments and fusion constructs were studied and
characterized. We also attempted to explore how the recognition signal could be used to direct
secretion of overexpressed recombinant proteins from bacteria through the flagellum-specific
export pathway.

To identify sequences essential for secretion of the S. typhimurium flagellin protein
(F1iC) across the cell envelope, we constructed various deletion mutants of flagellin. The role
of the deleted segments in secretion was analyzed by testing for extracellular accumulation of
the truncated flagellin by a Western blot assay of the culture medium. Also, small N-terminal
fragments of flagellin were attached to the CCP2 domain of human complement protein Clr
and the secretion ability of the fusion constructs was investigated. Our experiments also

demonstrated that proteins with eubacterial or human origin, containing disulfide bonds (the
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CCP2 module contains four cysteins), can be efficiently secreted through the flagellar export
pathway.

We have localized the secretion signal required for export of flagellin by the flagellar
export apparatus. Residues 26-47 of Salmonella flagellin were found to be sufficient and
essential for secretion. This region lies within the disordered N-terminal part of flagellin.
Amino acid sequence alignment of flagellins from various sources revealed that the region
containing the export signal is highly conserved. Our experiments demonstrate that the
flagellum-specific export system can be utilized to secrete large amounts (10-15mg/l shaker
culture) of overexpressed recombinant proteins into the culture media by generating fusions to
the secretion signal. The flagellar export system was successfully used to export recombinant
proteins with different origin (e.g. eubacterial, human) in biological active form into the cell
culture medium. The secretion signal identified in S. fyphimurium was suitable for driving the

secretion of recombinant proteins from the related Gram-negative E. coli bacteria.

50



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus
felismerési jelének azonositasa

PUBLIKACIOK

A dolgozat alapjaul szolgal6 kézlemények

Végh BM, Gal P, Dobd J, Zavodszky P and Vonderviszt F (2006) Localization of the
flagellum-specific secretion signal in Salmonella flagellin. BBRC 345 (1), 93-98.

Gal P, Végh BM, Zavodszky P and Vonderviszt F (2006) Export signals. Nat Biotechnol.
24(8),900-901.

Muskotal A, Kiraly R, Sebestyén A, Gugolya Z, Végh BM and Vonderviszt F (2006)
Interaction of FliS flagellar chaperone with flagellin. FEBS Lett. 580(16), 3916-3920.

Sebestyén A, Muskotal A, Végh BM and Vonderviszt F (2008) The Hypervariable D3
Domain of Salmonella Flagellin in An Autonomous Folding Unit. Protein & Peptide Letters

15(1), 54-57.
Szabadalom

Vonderviszt F, Végh BM, Gal P, Dob¢ J és Zavodszky P Eljaras baktériumokban termeltetett
rekombinans fehérjék sejtbdl valo kijuttatasara a flagellum-specifikus exportapparatus

segitségével

Hazai (P0500428; 2005. aprilis 29.) és nemzetkozi (PTC/HUO06/00039; 2006. majus 02.)

szabadalmi bejelentés
Egyéb kozlemények

Harmat V, Gal P, Kardos J, Szilagyi K, Ambrus G, Végh B, Naray-Szab6 G and Zavodszky P
(2004) The structure of MASP-2 reveals that nearly identical substrate specificities of Cls and
MASP-2 are realized through different sets of enzyme-substrate interactions. J. Mol. Biol.
342, 1533-1546.

Gal P, Harmat V, Kocsis A, Bian T, Barna L, Ambrus G, Végh B, Balczer J, Sim RB, Naray-
Szabé G and Zavodszky P (2005) A true autoactivating enzyme. Structural insight into
mannose-binding lectin-associated serine protease-2 activation. J. Biol. Chem. 280, 33435-

33444.

51



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus
felismerési jelének azonositasa

IRODALOMJEGYZEK

Aizawa SI, Vonderviszt F, Ishima R and Akasaka K (1990) Termini of Salmonella flagellin
are disordered and become organized upon polymerization into flagellar filament. J. Mol.

Biol. 211, 673-677.

Anderson DM and Schneewind O (1999) Yersinia enterocolitica type 1l secretion: an

mRNA signal that couples translation and secretion of YopQ. Mol. Microbiol. 31, 1139-1148.

Anderson DM and Schneewind O (1997) A mRNA signal for the type III secretion of Yop

proteins by Yersinia enterocolitica. Science 278, 1140-1143.

Asaka J, Fujiwara K, Kondo E and Kuwajima G (1997) Us of amino acid fragment of N end
side of flagellin having excretion function. JP9168391A2 sz. Japan kozzétett szabadalmi

bejelentés

Auvray F, Thomas J, Fraser GM and Hughes C (2001) Flagellin polymerisation control by a
cytosolic export chaperone. J Mol Biol. 308(2), 221-9.

Baneyx F (1999) Recombinanat protein expression in E coli. Curr. Op. Biotechnol 10, 411-
421.

Chileott GS and Hughes KT (1998) The type III secretion determinants of the flagellar anti-
transcription factor, FlgM, extend from the amino-terminus into the anti-sigma28 domain.

Mol Microbiol. 30, 1029-1040.

Choi JH and Lee SY (2004) Secretory and extracellular production of recombinant proteins
using Escherichia coli. Appl. Microbiol. Biotechnol. 64, 625-635.

Christie PJ and Cascales E, (2005) Sructural and dynamic properties os bacterial Type IV
secretion systems. Molecular Membrane Biology 22(1-2) 51-61.

Cianciotto NP (2005) Type II secretion: a protein secretion system for all seasons. Trends in

Microbiology 13, 581-588.

52



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus
felismerési jelének azonositasa

Cornelis GR (2002) The Yersinia Ysc-Yop 'type III' weaponry. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 3,
742-752.

Cornelis P (2000) Expressing genes in different Escherichia coli compartments. Curr. Op.
Biotechnol 11, 450-454.

Daughdrill GW, Chadsey MS, Karlinsey JE, Hughes KT and Dahlquist FW (1997) The C-
terminal half of the anti-sigma factor, FIgM, becomes structured when bound to its target,

828. Nature Struct.Biol. 4,285-291.

Delepelaire P (2004) Type I secretion in gram-negative bacteria. Biochimica et Biophysica
Acta 1649, 149-161.

Desvaux M, Parham NJ, Scott-Tucker A and Henderson I R (2004) The general secretory
pathway: a general misnomer? Trends in Microbiology 12, 306-309.

Evdokimov AG, Phan J, Tropea JE, Routzahn KM, Peters 11l HK, Pokross M and Waugh DS
(2003) Similar modes of polypeptide recognition by export chaperones in flagellar
biosynthesis and type 111 secretion. Nat Struct Biol. 10(10),789-93.

Galan JE and Collmer A (1999) Type III secretion machines: bacterial devices for protein

delivery into host cells. Science 284, 1322-1328.

Georgiou G and Segatori L (2005) Preparative expression of secreted proteins in bacteria:

staus report and future prospects. Curr. Op. Biotech. 16, 538-545.

Groisman EA and Ochman H (1993) Cognate gene clusters govern invasion of host epithelial

cells by Salmonella typhimurium and Shigella flexneri. EMBO J. 12, 3779-3787.

Herrmann JM and Neupert W (2000) Protein transport into mitochondria. Curr. Op.
Microbiol. 3,210-214.

Homma M, DeRosier DJ and Macnab RM (1990) Flagellar hook and hook-associated
proteins of Salmonella typhimurium and their relationship to other axial components of the

flagellum. J.Mol.Biol. 213, 819-832.

Hueck CJ (1998) Type III protein secretion systems in bacterial pathogens of animals and

plants. Microbiol.Mol.Biol.Rev. 62, 379-433.

53



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus

felismerési jelének azonositasa
Iino T (1974) Assembly of Salmonella flagellin in vitro and in vivo. J. Supramol. Str. 2, 372-
384.

Ikeda T, Yamaguchi S and Hotani H (1993) Flagellar growth in a filament-less Sa/monella
fliD mutant supplemented with purified flagellin and hook-associated protein 2. J. Biochem.
114, 39-44.

Jones CJ and Aizawa SI (1991) The bacterial flagellum and flagellar motor: structure,
assembly, and function. Adv. Microbial Physiol. 32, 109-172.

Karavolos MH, Roe AJ, Wilson M, Henderson J, Lee JJ, Gally DL and Khan CM (2005)
Type III secretion of the Salmonella effector protein SopE is mediated via an N-terminal

amino acid signal and not an mRNA sequence. J. Bacteriol. 187, 1559-1567.

Kornacker MG and Newton A (1994) Information essential for cell-cycle-dependent
secretion of the 591-residue Caulobacter hook protein is confined to a 21-amino-acid

sequence near the N-terminus. Mol. Microbiol. 14, 73-85.

Kuwajima G, Kawagishi I, Homma M, Asaka JI, Kondo E and Macnab RM (1989) Export
of an N-terminal fragment of Escherichia coli flagellin by a flagellum-specific pathway.
Proc.Natl. Acad.Sci. USA 86, 4953-4957.

Laemmli UK (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227(5259), 680-5.

Lee SH and Galan JE (2004) Salmonella type III secretion-associated chaperones confer

secretion-pathway specificity. Mol. Microbiol. 51, 483-495.

Leonhartsberger S (2006) E. coli expression system efficiently secretes recombinant

proteins into culture broth. BioProcess International 2006. aprilis

Lloyd SA, Norman M, Rosqvist R and Wolf-Watz H (2001) Yersinia YopE is targeted for
type III secretion by N-terminal, not mRNA, signals. Mol. Microbiol. 39, 520-531.

Macnab RM (2004) Type III flagellar protein export and flagellar assembly. Biochim.
Biophys. Acta 1694, 207-217.

54



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus

felismerési jelének azonositasa
Macnab RM (1995) Flagella and motility. In Escherichia coli and Salmonella typhimurium:
cellular and molecular biology, edn 2. (Ed. F.C. Neidhardt, J. Ingraham, K.B. Low, B.
Magasanik, M. Schaechter & H.E. Umbarger), pp. - . Washington DC: American Society for

Microbiology publications.

Majander K, Anton L, Antiakinen J, Lang H, Brummer M, Korhonen TK, and Westerlund-
Wikstrom B (2005) Extracellular secretion of polypeptides using a modified Escherichia coli
flagellar secretion apparatus. Nat. Biotech. 23, 475-481.

Minamino T and Namba K (2004) Self-assembly and type III protein export of the bacterial
flagellum. J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 7, 5-17.

Minamino T and Namba K (2008) Distinct roles of the Flil ATPase and poton motive force
in bacterial flagellar protein export. Nature 451, 485-489.

Namba K and Vonderviszt F (1997) Molecular architecture of bacterial flagellum.
Quart.Rev.Biophys. 30, 1-65.

Ozin AJ, Claret L, Auvray F and Hughes C (2003) The FliS chaperone selectively binds the
disordered flagellin C-terminal DO domain central to polymerisation. FEMS Microbiol Lett.
219(2), 219-24.

Riissmann H, Kubori T, Sauer J and Galan JE (2002) Molecular and functional analysis of
the type III secretion signal of the Salmonella enterica Inv] protein. Mol. Microbiol. 46, 769-
779.

Saier MH, Jr (2004) Evolution of bacterial type III protein secretion systems. Trends
Microbiol., 12, 113-115.

Sandkvist M and Bagdasarian M (1996) Secretion of recombinant proteins by Gram-negative

bacteria. Curr. Op. Biotechnol. 7, 505-511.

Shokri A, Sandén AM and Larsson G (2003) Cell and process design for targeting of
recombinant protein into the culture medium of Escherichia coli. Appl. Microbiol. Biotechnol.

64, 625-635.

55



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus

felismerési jelének azonositasa
Sory MP, Boland A, Lambermont I and Cornelis GR (1995) Identification of the YopE and
YopH domains required for secretion and internalization into the cytosol of macrophages,

using the cyaA gene fusion approach. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 1998-2002.

Stahl ML and LaVallie ER (1989) Method for producting heterologous proteins. US4801536

sz. szabadalom

Towbin H, Stachelin T and Gordon J (1979) Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Biotechnology

1992;24, 145-9.

Vogler A, Homma M, Irikura VM and Macnab RM (1991) Salmonella typhimurium mutants
defective in flagellar filament regrowth and sequence similarity of Flil to FOF1 vacuolar, and

archaebacterial ATPase subunits. J. Bacteriol. 173, 3564-3572.

Vonderviszt F, Aizawa SI and Namba K (1991) Role of the disordered terminal regions of
flagellin in filament formation and stability. J. Mol. Biol. 221, 1461-1474.

Vonderviszt F, Imada K, Furukawa Y, Uedaira H, Taniguchi H and Namba K (1998)
Mechanism of self-association and filament capping by flagellar HAP2. J.Mol.Biol. 284,
1399-1416.

Vonderviszt F, Ishima R, Akasaka K and Aizawa SI (1992) Terminal disorder: A common

structural feature of the axial proteins of the bacterial flagellum? J.Mol.Biol. 226, 575-579.

Vonderviszt F, Kanto S, Aizawa SI and Namba K (1989) Terminal regions of flagellin are
disordered in solution. J. Mol. Biol. 209, 127-133.

Vonderviszt F, Zavodszky P, Ishimura M, Uedaira H and Namba K (1995). Structural
organization and assembly of flagellar hook protein from Salmonella typhimurium. J. Mol.

Biol. 251, 520-532.

Weber-Sparenberg C, Poplau P, Brookman H, Rochon M, Mdckel C, Nietschke M and Jung
H (2006). Characterization of the type III export signal of the flagellar hook scaffolding
protein FlgD of Escherichia coli. Arch Microbiol. 186(4):307-16.

56



Végh Barbara Marta A flagellumspecifikus exportapparatus

felismerési jelének azonositasa
Yonekura K, Maki S, Morgan DG, DeRosier DJ, Vonderviszt F, Imada K and Namba, K
(2000) The bacterial flagellar cap as the rotary promoter of flagellin self-assembly. Science
290, 2148-2152.

Yonekura K, Maki-Yonekura S and Namba K (2003) Complete atomic model of the
bacterial flagellar filament by electron cryomicroscopy. Nature 424, 643-650.

57



