PhD értekezés tézisei

Pseudomonas torzsek
kllso tenyesdk hatasara bekovetkéz

szerkezeti és aktivitasbeli valtozasai

irta: Fel$ Péter

Témavezdik: Dr. Kocsis Béla egyetemi docens

Dr. Kilar Ferenc egyetemi tanar

Programvezeét Dr. Embdy Levente emeritus professzor

Pécsi Tudomanyegyetem

Klinikai K&zpont

Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézet

Pécs, 2014



1. Bevezetés
1.1 Altalanos bevezdt

A Pseudomonas genus tébb mint 200 fajt foglal magaba, melyelbs#ige a talajban és
vizekben & szaprofita. Gram-negativ, sporat nem Keppolaris csilloval rendelkézpalcak.
Valddi tokjuk nincs. Egyszértdptalajon is j6l szaporodnak. Nem fermentélojgaiblaerob
baktériumok.

A szdmosPseudomonas species kozil a legtébbet kutatott és orvosi sl is
legjelentsebb &P. aeruginosa. Széles bBmérsékleti tartomanyban tuléini és szaporodni képes
baktérium. Nagy mennyiségben képes exopoliszachamdelésére, amely seqiti az adhéziot
€s nagymértékben neheziti a baktérium elleni védiste a szervezetben. Gyakori
nozokomidlis kérokozd, mas széval kérhazi deéseket okoz6é baktérium. A baktérium
tenyésztése nem okoz nehézséget, egysaptalajon is jol szaporodik. A telepek édes, taars
illatuak, a szinuk zo6ldes a vizoldékony pyoverdiagy kékes a pyocianin, esetleg voroses a
pyorubin pigmentek termelése kovetkeztében. Vémes #ptalajon jellenten ebs béta-
hemolizist okoz. Ami &. aeruginosa patogenitdsat illeti, elsorban az immunoldgiailag
karosodott szervezetben okoz megbetegedést. Egydsneia faktorok az invaziv készséget
novelik, masok valddi toxinként hatnak és vannakpelgek a szervezet vedekez
mechanizmusainak hatasossagat cstkkentiR. aeruginosa egy polaris csilléval és szamos
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pilussal rendelkezik, melyek a baktérium adhézépekségét novelik.

A P. aeruginosa virulencia faktorai kozul jeleds a diftéria toxinnal azonos
hatasmechanizmusua A toxin, amin kivil még exoer@inkilonbds protedzok, elasztazok,
hemolizinek és a foszfolipaz C jatszanak szerepga@mechanizmusban. Nem szabad
megfeledkezni arr6l sem, hogy Gram-negativ jellégékifolydlag endotoxinnal is
rendelkezik, mely szepszis alkalmaval nagy mengyieg szabadul fel és fejti ki biologiai

hatasat.

A P. aeruginosa baktériummal szembeni orvosi fellépést csak nehaztirzsek magas
fokd antibiotikum rezisztenciaja. Ez nagyrészt alskiimembran alacsony &atereszt
képességének,fmlaktamazok termelésének és az efflux pumpa mezimusnak koszonhét

mely altal a baktérium képes a membranjan maraitjstereket kipumpalni a kilvilagba.



1.2 A Gram-negativ sejtfal

A bakterialis sejtfal a sejt mechanikai védelméatgkjanak a bets ozmotikus
nyomassal szembeni fenntartasara, a karos anyapaltartasara, a taplalékfelvétel és
szekrécio biztositdsara, altalanossagban a kortigerald kapcsolat fenntartasara szolgél. A
sejtfal egyik & alkoté eleme a peptidoglikan, amely N-acetil gkedminbol és N-acetil-
muraminsavbdl allo lanc, melyet a muraminsavhobtdetrapeptidek kozott kialakuld kotés
kapcsol 6ssze egy haromdimenzios térhalds rendszerkeresztkotésekidisége hatarozza
meg a szerkezet @&ségét, ami a Gram-pozitiv baktériumoknal nagyabimt a Gram-
negativoknal és ez az &altaldban nagyobboébelamotikus nyomast egyensulyozza. FA
aeruginosa a Gram-negativ baktériumok k&zé tartozik, melyekreeksejtfal felépitése
Osszetettebb, mint a Gram-pozitivaké. A Gram-negdiaktériumsejtek esetében a
citoplazmamembrantdl kifelé haladva a periplazmatiteret talaljuk, amely magaba foglalja
a Gram-pozitivaktél eltéen joval kevesebb rétegszamu peptidoglikant. Apfsamatikus
tér nagyon fontos a Gram-negativ baktériumok szamaldottofehérjék, antibiotikum
degradalé enzimek, szallit6 molekulak és még sdkakdérium ellenalldo képességét fokozéd

enzim és sok mas egyéb fehérje talalhato itt.

A Gram-negativ baktériumok sejtfalanak legkiletegét a kit membran alkotja,
mely tobb komponengb épil fel. Lipoprotein ketis réteg, aminek a kilvilag fii
felszinébe az endotoxikus lipopoliszacharidak (LPd)etve egyes baktériumoknal
lipooligoszacharidok (LOS) vannak beéplilve. Ezekaeikolekuldknak a legbélsa kil
membranba nyomulé eleme a lipid A, mely az endotorplekula toxikus alkotdrésze. Ez
egy specialis foszfolipid, mely majd minden Grangaw®v baktérium esetében nagyon
hasonlo. Belllfl kifelé haladva a lipopoliszacharid molekula kdkests része az R mag,
amelynek elkilonithét bel$ és kul$ része van. Mindksit nagy fokban konzervalt,
cukormolekulak alkotjdk. Az R magot kovetendotoxin komponens az O specifikus
oldallanc. Ez adja a Gram-negativ baktériumdk félszini antigénjét, az O-antigént.
Felépitésében cukormolekuldk jatszanak szerepetyekmek a fajtaja, mennyisége és
kapcsolddasi sorrendje nagy valtozatossagot migatalakitva ki a szamos és kulonboz
szerotipust. A koérokozok LPS-ének valtozatossagderszések esetében jelésen

megneheziti a gazdaszervezet védekezését.

A kilss membranban szamos porin fehérje talalhatd, melgsatornat” képeznek a

membranon at, leh&té téve anyagok transzportalasat a baktériumségbennan kifelé. A



csatornafehérjeken kivil még sok mas fehérjét Itaga a kil membran, melyeket

0sszefoglaléan kitssmembranfehérjék (OMP) néven emlitenek.

2. Celkitiizesek

A P. aeruginosa tag lFimérsékleti tartomanyban életképes baktérium, meki6 képességét

is megdrzi, viszont eltéd korilmények kozt tenyésztve szabad szemmel iati@tvéltozasok

V4

1. Célunk az eltér homérséklet hatasara a baktérium fehérjéiben és exid@ban

bekovetke# valtozasok vizsgéalata

2. Célunk a Bmérséklet hatasanak vizsgalataPa aeruginosa baktérium eukariota
sejteken mutatott invazios képességeére.

3. Célunk a szegszeg és fahéj illéolaj hatdsanak vizsgalat®.aaeruginosa kilsd
membranfehérjéire. Célunk a baktérium szerkezetléliozasainak felderitése,

tovabba a hatasos ill6olaj komponensek azonositasa.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Baktériumtorzsek

A Kkisérletekhez hasznalt baktériumtorzsek Rseudomonas aeruginosa PAO1 és
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 torzsek voltak. A térzsek a Pécsi Tudoyagyetem,
Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Mikrobiologiaés Immunitastani Intézet

gyijteményéldl szarmaztak.

3.2. Kils6 membranfehérjék izolalasa

A P. aeruginosa PAOL1 térzset 500 ml Mueller-Hinton taptalajba tili, majd egy éjszakan
at rdzo-termosztatba helyeztik. Az inkubacié hataitonbozd hémeérsékleten: 25, 37 és
42°C-on tortént. Masnap a baktérium tenyészetenkeidugaltuk (4000 g, 60 perc, 4°C), az
Uledéket pedig fiziologids sooldatban szuszpenklalth szuszpenziot az d@bi
parameéterekkel Ujra centrifugaltuk, majd ezt a rmoEfpést még egyszer megismételtik. Ezt
kovetben 15 ml szonizaldé pufferben vettik fel a mintakaltrahanggal feltartuk, majd
lecentrifugaltuk (6000 g, 15 perc, 4°C), és a fddabt levalasztottuk a tovabbi
ultracentrifugalashoz (100.000 g, 60 perc, 4°C}) lEwethen az Uledéket 5 ml 0,5 %-d&
laurylsarcosin oldatban szuszpendaltuk, 20 pertesz@balimérsékleten inkubaltuk és Gjra

ultracentrifugéltuk. A kil membran fehérjék az tledékben helyezkedtek el.

3.3. Endotoxin tisztitas

A baktériumokat 8 liter Mueller-Hinton téptalajbdtattuk, majd egy éjszakara razé-
termosztatba helyeztik (200 rpm). A tenyészeteD3p8, 40 percig, 4°C-on centrifugaltuk.
A fellluszot eltavolitottuk, majd az lledéket kétszmostuk fiziolégias sooldattal. A
baktériumokhoz ezt kovétn 150 ml desztillalt vizet ontottiink, majd 6ssaededik. A mintat
ultrahangos flurébe helyeztilk 2 percre. A szuszpenziéhoz ezutan mib@0%-os fenolt
adtunk, majd a mintat 56°C-os vizfotee helyeztik. A fenol-viz fazis megsesével
lehetivé valt a minta 6sszekeverése. 10 percig kevertilingat ezen admérsékleten, majd
4°C —ra fitést kovetben centrifugaltuk (3000 g, 40 perc, 4°C). A vizészi$t kulon gyjtottik

a fenol fazistol, melyhez ezutan ismét 150ml| d#élttivizet adtunk és az 56°C-on tortén
keverést megismeételtiik. A mintat azzl paraméterekkel ismét centrifugaltuk és a vizes
fazist az edz6hoz gyhjtottik, majd dializalé zsakba téve 6 napig didtié A mintat kis
térfogatra beparoltuk és ultracentrifugaltuk (4,480.000 g, 4°C), az lledéket desztillalt



vizben szuszpendaltuk, majd még haromszor megi#iiitéte centrifugalast. A végsiledék

tartalmazta az endotoxint, amit liofileztink.

3.4. Lipid A preparalas

A liofilezett endotoxin minta 5 mg-jdhoz 5 ml 1%-esetsavat adtunk, 1 éran at 100°C-os
vizfurdében inkubaltuk, majd a mintat lecentrifugaltuk (80®, 20 perc, 4°C). A
centrifugalast kovéen a cében 16w Uledék tartalmazta a lipid A-t. Az ecetsav eltéésia

érdekében a mintéat liofileztik.

3.5. Poliakrilamid gélelektroforézis

A vizsgalataink soran 4%-os stacking és 14%-osasaép poliakrilamid gélt alkalmaztunk, a
futtatast 120 V feszlltégen 60 percig végeztikeRéfjemintak elvalasztasat koéen a gél
lapokat Coomassie Brilliant Blue fésbldatban inkubaltuk 14 éran at. Az inkubacio letet!
a differencial6 oldattal eltavolitottuk a gélékla fehérjéhez nem kédott festéket, majd GE

ImageScanner és MagicScan segitségével kiértékeltiik

3.6.Fehérje koncentracié meghatarozasa

A mintdk fehérje-koncentraciéjanak meghatérozdsédBiazRad DC Protein Assay Kit-et
hasznaltunka forgalmazé utasitasa szerint. Fluostar Optima @BMabtech GMBH,

Ortenberg, Germany)imszerrel 675 nm-en végeztik a koncentraciomeérest.
3.7. Kétdimenzids gélelektroforézis

A baktériumokbdl kinyert kit membranfehérje mintakat minta puffer A-ban oldofiel. A
kisérlethez 7 cm-es linear 3-10 pH gradiegelcsikokat hasznaltunk. A gélcsikokra 80 ug
fehérjét vittlink fel, majd rehidrataltukket. Ezt kbveden 800 ul asvanyi olajat pipettaztunk
rajuk. Az igy osszedllitott mintakat 16 oran ketésimkubaltuk szobatmérsékleten, majd

kovetkezett az izolelektromos fokuszalas.
Az 1. dimenzio (izoelektromos fokuszalas) futtatdszakaszban tortént:

1, 250V, linear, 2 6ran at
2,500V, linear, 2 6ran at
3, 4000 V, rapid, 10000 VH (voltéra)-ig



A géleket ezt kovéen lecsepegtettiik és a rehidratalo rekeszben sggkéin at -80 €
on tartottuk,.majd masnap equilibraltéiket. Az equilibralast kdvéen a mar elkészitett 12%-
os poliakrilamid gélre helyeztilk a strip-eket, aéige standard felvitelét kovn 120 V
feszlltséggel megkezdtik a masodik dimenzios agtabmelynek a menete megegyezett a
PAGE maodszerben leirtakkal.

3.8. Fehérjék kinyerése géldl
A fehérjék gélidl val6 kinyerését Shevchenko (2006) féle modszedgeztik.
3.9. MALDI-TOF tdmegspektrometria

A tdmegspektrometriai méréseket Autoflex Il MALDBF/MS miszerrel végeztik (Bruker
Daltonics, Bréma, Németorszag).

A fehérje azonositasahoz a MASCOT algoritmust halszik (http://www.matrixscience.com)
€s az adatbaziskeresést Swiss-Prot adatbazisbass (lBatitute of Bioinformatics, Genf,
Svijc) a kovetkez paraméeterekkel végeztik:

- karbamid-metil cisztein mint &llando valtozas,

- a metionin oxidacio, mint valtoz6 maodositas,

- a tdmegpontossag MS mérés esetében 3 Da-on belll,

- MS-MS esetén 0,8 Da-,

- az enzim elmaradt hasitasi helyeinek szama: 2
3.10. Lab-on-a-chip technika

A vizsgalatokhoz az Agilent 2100 bionalyzer-t hadtrk (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA). A méréseket és kiértékelést a High SemsiProtein 250 programmal és a hozza

valo kittel végeztik.
3.11. Sejtinvazios kisérletek

A sejtinvazios kisérletek az A549-es sejtvonalortétitek. A kisérletetSteele-Mortimer

(2008) alapjan leirtak szerint végeztik. A et csiraszam/csésze Mplt.

3.12. Sejtek mikroszkdpos vizsgalata

A sejtek festését Mileykovskaya (2000) alapjan zéigle A mikroszkopos vizsgalathoz pedig
Olympus IX 81-es mikroszkopot és Hamamatsu Oreaekat hasznaltunk.



3.13.Gazkromatografias vizsgalat

Az illéolajok Osszetételét tomegspektrométerhez ckalh gazkromatografias készulékkel
(Agilent 6890N GC, 5973Nhatéroztuk meg. Az elvalasztas HP-5MS kapillariglagson
tortént. A komponensek azonositasa NIST spektrumykar és irodalmi adatok alapjan
tortént. A komponensek szazalékos aranyanak meagkasara langionizaciés detektorral
(FID) felszerelt Fisons GC 8000 gazkromatografiészkiléket alkalmaztunk. Az ill6olaj
komponensek azonositasat retencidsaldpjan és befsstandard hozzaadasaval végeztiik el,
a komponensek szazalékos meghatarozasa teriletrm@eiaval tortént.

3.14. Cshigitasos moddszer illéolajok minimalis baktericid loncentraciéjanak

meghatarozasara

5 %-o0s ill6olaj emulzi6 készitése: 100 ul illéotaf0 ul 10 %-o0s poliszorbat 80 (vizes oldat)
+ 1860 pl Mueller-Hinton folyékony téptalaj. Eztriexel homogenizaltuk. Majd a higitasi
sor készitése feléaéptékben tortént 5 és 0,02 %-os v/v koncentrikéid. Kontroll csévek: a

- csak taptalajt tartalmaz6, b — baktérium szuszigemelybe nem kerdlt ill6olaj emulzio, ¢ —
0,2 % poliszorbat 80-at tartalmazo taptalaj és drakin szuszpeniz6. Mindendgz 10 pl-t
adtunk az OD 600nm 1,00-es baktérium szuszpenzidxitan inkubalas kovetkezett 24
oran keresztul 37 °C-on, majd kioltds 10 — 10gdvenkent az értékeléshez Mueller-Hinton
agarra. Majd Ujabb inkubalas 24 6ran keresztil@G0n, és a telepképk megszamolasaval

az eredmények leolvasasa.

4. Eredmények

4.1. A hsmérséklet hatasa a baktérialis flagellinre és kiismembranfehérjékre
4.1.1. A kétdimenzios elektroforézis eredmeényei

A P. aeruginosa (PAO1) tenyészeteket harom kulonbozomérsékleten inkubaltuk
(25°C, 37C, 42C). A tenyészetekdd fehérjéket izolaltunk, majd a mintdkat kétdimeiwi
gélelektroforézissel valasztottuk el. A géléklbvaldé emésztést kowetn a kovetkex
fehérjéket azonositottuk: MALDI-TOF tomegspektroetésegitségével a A50s minta
esetében: flagellin, OprF, porin. A 3Z-os mintanal: Opr86, OstA, OprD, kéfele flagellin,
OprF, porin, hypothetical protein PA2318, lipid ABdeacilaz, mig a 4Z-0s minta esetén:
Opr86, OstA, OprD, harom féle flagellin, OprF, porhypothetical protein PA2318, lipid A



3-O-deacilaz. A harom minta kdzll a°%on tenyésztett baktérium fehérjéi mutattak a
legkisebb intenzitast és legszegényebb Osszetételt.két magasabb dmérsékleti
tartoményban tenyésztett baktériumokbol izolaléfgkk nagyon hasonlok. Mindharom minta
esetében a porin fehérjék, mint varhaté volt, thipbsukkal is képviseltetik magukat a kiils
membranfehérjék kozt. Az Opr86-ot a torzs 25°C-asyészetéd nem tudtuk kimutatni.
Eblsl arra kovetkeztethetlink, hogy az alacsonyaldindrséklet hatassal van a kills
membran dsszeéplilésére, ezaltal befolyasolja a rdenplermeabilitast is. A tdbbi csatorna
fehérje jelenis szerepet jatszik az antibiotikumokkal szemberisetenciaban, mint példaul
az OprD vagy az OprF. Az OprD fehérjét csak a 374B¥C-on tenyeésztett baktérium
mintakbol sikerllt azonositani, mig az OprF mindindr bmeérsekleten tenyésztett
baktériumban megtalalhaté volt, de legintenzivebl®en25°C-0s inkubéaciot kowetn
fejezddott ki. Elfisorban a kérhazi feitlenittk alkalmazasakor a szerves olddszes&ni
rezisztenciaban az OstA fehérje hidnya jatszikegedr A fehérje a gélképek kozt csak a 37
€s 42°C-os inkubacio soran expresszalodott dkifeembranfehérjék kozt talalhato, igy
feltételezhetjik a 25°C-on inkubalP. aeruginosa (PAO1l) a masik két inkubéaciés
korilményhez viszonyitva szerves oldoszerekkel seenérzékenyebb. A kimutatott fehérjék
kozt a flagellin fehérje is megtalalhaté volt eliéisszetételben és intenzitdsban, mely fehérje

a baktérium csill6 felépitésében jatszik szerepet.

4.2. Az endotoxin mintak vizsgalata
4.2.1. Mikrochip médszerrel kapott eredmények

A 37°C-os inkubéacioét kovéen izolalt LPS minta |ényegesen intenzivebb cslatsok
adott, mint a masik kétsmérsékleten keletkezett LPS-ek. A mérés 35. masoéigea harom
minta kodzel azonos csucsszamot mutatott, igaz aso&u intenzitasbeli kilénbsége
szembe6tl. 35 masodpercet kdvien azonban mig a 3C-os minta jele ellaposodtak, addig
a 25C-o0sé, de elisorban a 4Z-0sé emelkedni kezdett. A magasabBmBrsékleten inkubalt
mintaknal a csucsok jobb elvalasa volt lathaté kEze eredmények jelefd szamu cukor O-
oldallancot jeleznek a magasabb tdmegtartomanydaukor O-oldallancok dsszetételében

val6 kiulénbség befolyasolhatja a szervezebtfsre adott valaszat.



4.2.2. ESI-IT-MS méddszer hasznalataval nyert erednmgek (lipid A)

A P. aeruginosa (PAO1) endotoxinjanak lipid A mintazatat ESI-IT-M&gativ ion
modban hasznalt tdomegspektrométer segitségévek tialt A penta- és hexaacilalt alkotok
nemcsak mennyiségi, de misegi kilonbségeket is mutatnak az éltdwomérsékleten
tenyésztett baktériumok lipid A-jaban. Alacsonydimimeérsékleti viszonyok kdzt a hexa-
acilalt lipid-A komponensek aranya jeléaen magasabb, mint a két masikmeérseklet
esetén. Osszehasonlitva a penta-acilalt komponeregpk mintan belil egymashoz
viszonyitott intenzitdsat, lathatd, hogy a harommtathan ezek a viszonyok megvaltoztak. Ez
alapjan megallapithatd, hogy a tenyésztésndrseklet befolyasoltaR aeruginosa (PAO 1)
lipid A mintazatat. A Gram-negativ baktériumok lgmiszacharid alkotorésze fontos szerepet
jatszik a baktérium és a gazda sejtek kapcsolatabaidrofob jellegét meghatarozo lipid A
rész és a hidrofil tulajdonséagért félelcukorlancok befolyasoljak ezt a kapcsolatot. Beek
a részekben bekoOvetkezvaltozasok szerepet jatszanak a baktérium hidicit@baban,

kovetkezésképpen a baktérium adhézids képességében.

4.3. Az inkubacios témérséklet hatasanak vizsgalata aP. aeruginosa (PAO1)

sejtinvazios képességére

A P. aeruginosa (PAO1l) a human eukaryota sejtekbe bejutni képddebam. A
baktériumok invazids képességét harom kilodbiamérsekleten - 25°C, 37°C és 42°C -
tortérd tenyésztést kovéen vizsgaltuk A549 sejttenyészeti rendszerben. rkdraényekbl
arra kovetkeztethetliink, hogyPaeudomonas aeruginosa (PAO1) invaziés képessége valtozik
a tenyésztési dmerséklet hatasara. A 37 °C-os mintakhoz viszoayav25 °C-0os mintak
kevesebb, mint fele olyan mértékben voltak képesegkejtekbe jutni, mig a 42 °C-on
novesztett baktériumok invaziés eredményei az islédmérsékleten inkubéltak 4%-at érték
csak el. Ennek a valtozasnak tobb oka lehet. Akdgliet példaul a baktériumok sejten vald
megtapadasahoz szikséges pilusok és sejtfelshiénijé& kifejeddése. A masik ok lehet a
Pseudomonas torzsek esetében az extracellularisan kivalaszigéik anyag, €s a biofilm
képadés. A vizsgalathoz hasznalt harom kulorbd®¥mérsékleten inkubalt baktérium

telepei szabad szemmel is lathato kulonbséget talatstintikben és telep morfolégiajukban.



4.3.1. A baktérialis sejtinvazio mikroszkopos vizsgjata

A P. aeruginosa (PAO1) okozta sejtinvazidé bizonyitasa érdekébekraszkdppal
vizsgaltuk az invazidénak kitett sejteket. A bakiénbk specifikus jeldléséhez Nonyl Acridine
Orange fluorescens festéket hasznaltunk, amelgKespecifikusan kédik a baktérium
membranban l&kardiolipinhez. A mikroszképos vizsgalat eredmérag mutatjak, hogy a
baktériumok jellem&en behatarolhatd terileteken helyezkednek el, anelyletek az

eukaryota sejteknek felelnek meg.
4.4 Az illéolajokkal végzett kisérletek eredményei

A vizsgalatokat aP. aeruginosa PAOl-es és &. aeruginosa ATCC 27853-es jelzés
torzseken végeztik. A kisérletek soran a baktérdletképességére gyakorolt hatast és a
fehérjéinek 0Osszetételében bekdvetkeZiltozasokat vizsgéltuk. A vélasztott mintak a
szegfiszeg és a fahéj ill6olajai voltak.

4.4.1. A PAO1 torzs esetebeszamos kulénbség volt lathaté a kontroll és fahéplaj
kezelést koveéien a baktérium kidlsmembranfehérjéiben. A 0,5 MBC értélloolaj kezelés
kevéshé okozott valtozast a fehérje Osszetételébemn,a 2 MBC érték dozis, de az ébbi
mintanal is jOl lathatok a mennyiségi kilonbsédedr, a fehérje mintdzat és a jelek szama
alapjan a 40 és 60 kDa kozotti fehérjek intenzefishbvekedését mutatta ki a kontroll
mintahoz képest, tovabba a kontroll mintdban jerd 80,8 kDa-os fehérje hianyat. A
magasabb do6zisu fahéj illéolaj kezelés mar nagyobértékben valtoztatta a kils
membranfehérjék dsszetételét a chip mérés alafppjikat mérési eredményt dsszehasonlitva a
leglatvanyosabb kilonbség az alkotok hianya. A Q@ meérei fehérje a kezelt mintaban
nem mutathaté ki, hasonloképpen viselkedik a kdintnmta 80,8 kDa-os fehérjéje is. A fahéj
ill6olaj kezelés hatadsara a kontroll mintdhoz visdtva a magasabb tomegtartomanyban
pedig jelends hianyt detektaltunk. A 140 kDa feletti tartomaagbathaté harom és és ket
gyengébb jelet add fehérje teljesertiaitaz illoolaj kezelés hatasara. A microchip modste
kapott eredményekkel 6sszhangban alltak a PAGE méddsredményei is. A magasabb
tomegtartomanyban egy jol lathaté sav volt jelekoatroll mintaban, ami csupan a fahéj
illéolaj 0,5 MBC érteki kezelését kbvéen mutathatd ki, de kisebb intenzitdssal. A madasab
tomegtartomanyban a kontroll minta Ke#tavot tartalmaz, mig a kezelt mintak csak egyet.
Tovabba, a hozzav#degesen 35 kDa tartomanyban lathatd sav mindensekgeelt minta

esetén disebb intenzitdst mutat, mint a kontrollban. A 2 MREzelések hatdsara ennek



intenzitdsa még a 0,5 MBC Aaltal indukalt intenzitdisekedeést is tullépi. A legalacsonyabb
tomegtartomanyt jelél sav felett kdzvetlenil szintén egybwljes sav megjelenését lattuk.
Ennek a fehérjének azébbivel ellentétesen, a 2 MBC kezelések hatasarmtanzitdsa

csokkent a 0,5 MBC kezeléshez viszonyitva, amehgkézonos megjelenést mutat a kontroll
mintaéval. Ezzel a mintazattal megegyezést mukdiralbeltl 25 kDa tartomanyban lathaté

sav.

4.4.2. Az ill6olaj kezelés aP. aeruginosa 27853-as torzs kilé membranfehérjéinek
Osszetételét is megvaltoztattad mintak kozul csak a 0,5 MBC értiekahéj illoolaj kezelés
hatasara jelent meg a mintdkban a 57 kDa-os fehelezelések hatasara azonban a 71 kDa-
os fehérje elint a mintakbdl. A 2 MBC érték szegfiszeg ill6olaj hatasara kialakult
legjobban lathat6 kilénbség a megnovekedett int&s1zi38,6 kDa-os fehérje. A 40 kDa
kordli tartomanyban I&v kisebb tomet fehérjét jelod sdv a kontroll mintdban tapasztalhaté
intenzitast minden kezelt minta esetében tullépi, etisorban a fahéj illoolaj kezelések
hatasara. A tartomanyban még megjelent egy naggailbkula tomeg fehérjét jelb sav,
amely csak a 0,5 MBC értélkfahéj illoolaj kezelés hatasara volt kimutathaddnagyobb
molekula tomegtartomanyban két sav lathaté a ktntrimta esetén, viszont a kétkozil a
kisebb tomedq fehérjét jelob sav a kezelt mintak egyikében sem volt kimutathatgelolt
tartomanyokon kivil kérulbeltl a 15 kDa molekulanggtartomanyban minden minta esetén
erds fehérje savot mutat a gél kép. Ez a sav a korgsolfahéj illoolaj kezelésen atesett
mintadkban kbzel azonos intenzitasu, mig a smagly illdolajjal inkubalt mintak esetében

halvanyabb megjelenést mutat.

A géleki®l 3 savot kivagtunk, majd MALDI-TOF segitségévebaasitottuk. Az eredmények
kimutattak a d1 savok flagellin tartalmat 21,7 %s¥ekvencia lefedettséggel, mig a 3d2

savbdl dihidrolipoamid dehidrogenédz enzimet sikemidbnositani 10,7 %-os lefedettséggel.



5. Osszefoglalas
Munkank soran igazoltuk, hogy

1. A kilsb tenyésztési dmérséklet befolyasolja B. aeruginosa biokémiai folyamatait
és azok intenzitasat.

1.1A fehérje izolalast kovét ketdimenzios elektroforézissel szamos fehérjéersik
azonositanunk, melyek valtozatos képet mutatnalaranim tenyésztésidmérséklet
hatdsara. Ezek a valtozasok olyan porin és flagéérjéket is érintettek, amelyek
befolyasolhatjak a baktérium életképességétiiékepességét és antibiotikummal
szembeni ellenallo képességét.

1.2.Bemutattuk, hogy admérséklet valtozasa hatdssal lehet az endotoxikeszatére is,
ami kihathat a gazdaszervezetben altala kivaledkeiokra is, mivel a cukor O-
oldallancok 6sszetétele befolyasolja a szervezetné&krokozéra adott valaszat. A
lipid A réteg Osszetétele pedig megvaltoztathatjaoryos anyagok, igy akar
antibiotikumok baktérium sejtbe val6 jutasat. Elmbatjuk tehat, hogy a tenyésztési
korilmények befolyasoljdk &P. aeruginosa szerkezetét és feltelden ebldl
kifolydlag aktivitasat és fetzoképesseget is.

1.3.Az invazios Kkisérletekkel képet kaptunk a baktériufartozoképességének

valtozasairél, ami valOszileg 0Osszefliggésbe hozhatd a fehérje-6sszetétel
modosulasaval is.

2. Az ill6olajok Ujabb fajta felhnasznalasanak vizsgglsoran kimutattuk, hogy jelenlétiik
befolyasolja a baktérium fehérje-6sszetételét. lialk olyan fehérjéket, amelyek a
kezelések hatasara megjelentek és olyanokat isyaknatlfintek. A minimalis
baktericid koncentraci6 (MBC) meghatarozasaval my#ottuk azt is, hogy az

illéolajok megfeleb koncentracibban nemcsak gatoljak a baktériumolkekédését,
hanem azokat elpusztitani is képesek.
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