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Haemophilus influenzae L-fukéz-proton szimporter fehérje klonozaisa,
expresszalasa és tisztitasa

Galgoéczi Emese, Rajki Eszter, Dr. Szakonyi Gerda
Szegedi Tudomdanyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyogyszeranalitikai Intézet
g.emese98@gmail.com

Bevezetés

A baktériumokban megtaldlhatd transzmembran fehérjék megismerése fontos tobbek kozott
azért is, mert altaluk megtudhatjuk hogyan lehet bizonyos patogén kdrokozok ellen hatékonyan
védekezni. A membranfehérjék szerkezetének hatékonyabb tanulmanyozasahoz molekuléris
chaperonokat, mint T4 lizozimot vagy antitesteket is hasznalhatunk. Tudoményos munkank
sordn célunk az, hogy Haemophilus influenzae HI0610 membranfehérjét T4 lizozimmal
Osszekapcesoljuk, majd ennek a fuzids fehérjének a szerkezetét tanulmanyozzuk klonozast,
expresszalast, tisztitast €s kristalyositast kovetden rontgenkrisztallografia modszerével.

Anyag és modszerek

Rekombinans DNS technoldgia felhasznalasaval a HI0610 transzmembran fehérjét klonoztuk
pTTQ18 vektorba. A célfehérjéhez a klonozas sordan kovalens fuzioval T4 lizozim fehérjét
kapcsoltunk C-termindlisan. A fehérjeexpressziohoz BL21(DE3) sejteket hasznaltunk, majd
gélelektroforézissel ellendriztiik a kivant makromolekula kifejezodését. Elvégeztik a
fehérjetermelés optimalizaciojat is. Ezt kovetéen a kinyert fehérjét affinitdskromatografia
alkalmazéasaval tisztitottuk meg és Osszehasonlitottuk Ni-NTA ¢és a Talon gyantdk
hatékonysagat.

Eredmények

A gélelektroforézis igazolta, hogy a kivant makromolekula megfelel6 mennyiségben
expresszalodott. A fehérjeexpresszio optimalis koriilményeit is sikeriilt megallapitani. Az
affinitas kromatografia soran a célfehérjét igen nagy tisztasagban sikeriilt kinyerniink.

Kovetkeztetés

A gélelektroforézis eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a Haemophilus influenzae
célfehérje és C-terminalis T4 lizozim kovalens fuzié eredményes volt, az altalunk 6sszeépitett
gén megfelelden expresszalddott az E. coli sejtekben.

A fehérjetisztitds sordn kapott eludtumok vizsgalataval két kiilonbozé Osszetételli affinitas
oszlopot haszndlva, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Ni-NTA gyanta hatékonyabban
kototte meg a célfehérjét, mint a Co 2* ionokat tartalmazo Talon gyanta.

Kulesszavak: bakteridlis membranfehérje, T4 lizozim, kovalens fuzio, fehérjeexpresszio,
affinitas kromatografia
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Cloning, expression and purification of Haemophilus influenzae L-fucose-
proton symporter protein

Emese Galgoczi, Eszter Rajki, Gerda Szakonyi
University of Szeged, Faculty of Pharmacy, Institute of Pharmaceutical Analysis
g.emese98@gmail.com

Introduction

Investigation of the transmembrane proteins found in bacteria is important, among others, to
gain knowledge how to effectively control certain pathogens. Molecular chaperones such as T4
lysozyme or antibodies are found to be efficient for studying the structure of membrane
proteins. Our aim is to covalently fuse T4 lysozyme to the C terminus of Haemophilus
influenzae HI0610 membrane protein to study the structure of this fusion protein by X-ray
crystallography after cloning, expression, purification and crystallization.

Materials and methods

HI0610 transmembrane protein was cloned into pTTQ18 plasmid by using recombinant DNA
technology. T4 lysozyme was covalently fused to the target protein during the cloning.
BL21(DE3) cells were used for the protein expression and the presence of the required
macromolecule was visualized by SDS gel-electrophoresis. Optimization of protein expression
was also performed. Subsequently, the protein was purified by affinity chromatography and the
efficiency of Ni-NTA and Talon resins was compared.

Results

Gel-electrophoresis confirmed that the target macromolecule was expressed in an appropriate
amount. Optimal conditions for protein expression were also determined. During affinity
chromatography, the target protein was recovered in very high purity.

Conclusion

Based on the results of gel-electrophoresis, we found that the covalent fusion of Haemophilus
influenzae target protein and C-terminal T4 lysozyme covalent fusion was successful, and the
gene construct expressed properly in E. coli cells.

Investigating the eluted proteins obtained during protein purification using two affinity
columns, we concluded that the Ni-NTA resin bound the target protein more efficiently than
that of Co?* ion containing Talon resin.

Keywords: bacterial membrane protein, T4 lysozyme, covalent fusion, protein expression,
affinity chromatography
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