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ABSTRACT

The development of artificial binding proteins using directed evolution is a significantly evolving
field due to their broad range of applications in biosensors, disease diagnosis and control and research.
The stable D3 domain of Salmonella flagellin serves as an excellent scaffold protein for developing specific
binding variants through directed evolution, which, when reassembled, form nanorods with high binding
site density and can be employed in various applications such as sensing elements in biosensors, virus
neutralizers, targeted drug development, affinity purification methods and diagnostic procedures for the
specific detection and selection of particular components from complex biological samples. Click display,
a novel protein display method, overcomes limitations of traditional display techniques, allowing in vitro
selection from large protein libraries. In this project, click display is used to select and further develop
specific binding proteins entirely in vitro from a protein library derived from the D3 domain of Salmonella
flagellin. A model system using anti-GFP-sfGFP is to be established to optimize click display experimental
conditions.
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OSSZEFOGLALO

A mesterséges kotofehérjéket széleskoriien alkalmazzak bioszenzorokban, betegségek
diagnosztizalasara és azok nyomon kdvetésére, valamint a kutatas teriiletén. Ezért iranyitott evolucidval
valo felkutatasuk egy dinamikusan fejlo6do tertilet. A Salmonella flagellin stabil D3-doménje kivald
allvanyfehérje az iranyitott evolticioval specifikusan kot6 variansok kifejlesztéséhez, amelyek flagellinbe
valo visszaépitésével nagy kotohely stirliségii nanorudak hozhatdk 1étre €s alkalmazhatok, példaul érzékeld
elemként bioszenzorokban, virus neutralizalasra, célzott gyogyszerfejlesztésben és diagnosztikai
eljarasokban egyes komponensek specifikus kimutatdsara vagy kivalasztasara komplex biologiai
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mintakbol. A click display, egy 1) fehérje megjelenitési modszer, mely feliilkerekedik a hagyomanyos
megjelenitési technikak bizonyos korlatain, lehetévé téve az in vitro szelekciot nagy fehérje konyvtarakbol.
Ebben a munkaban a click display-t specifikus kotdfehérjék in vitro kivalasztasara és tovabb fejlesztésére
hasznaljuk, Salmonella flagellin D3 domén;jébdl szarmazo fehérje konyvtarbol. Egy olyan anti-GFP-sfGFP-
t haszndld6 modell rendszert mutatunk be, mely segitségével a click display kisérleti koriilményeit
optimalizalni tudjuk.

Kulcsszavak: iranyitott evoltcio, flagellin D3 domén, fehérje onszervezddés, click display, anti-
GFP-sfGFP.
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