Praktické cviCeni:

Izolace a purifikace rekombinantniho proteinu

Toto blokové praktické cviceni spociva v teoretickém i praktickém seznameni
s rekombinantnimi proteiny, jejich izolaci, purifikaci a vyuzitim.
Mezi 3 hlavni prakticka vyuziti rekombinantnich proteinii v praxi, které samoziejme
zahrnuje jejich izolaci a purifikaci, patii:
1. Ziskani biologicky aktivniho proteinu (polymerazy, restrikéni endonukleazy,
reverzni transkriptazy a dalsich enzymu).
2. Ziskani velkého mnozstvi spravné slozeného proteinu pro krystalizaci a naslednou
rentgenovou krystalografii a urceni 3D struktury.
3. Ziskéni velkého mnozstvi celého proteinu nebo jen jeho ¢asti za ucelem imunizace
a produkce monoklonalnich, popf. polyklondlnich protilatek (jejich pouziti pro

dalsi studium tohoto proteinu, vyuziti v diagnostice apod.)

Uloha:

Izolace a purifikace rekombinantni Tag-DNA-polymerazy

Naplni tohoto praktického cviceni je transformace bakterii Escherichia coli plazmidem
nesoucim gen pro enzym Tag-DNA-polymerazu, indukce bakterii pro jeho produkci, izolace a
purifikace tohoto proteinu. Nakonec bude s timto izolovanym a vyci§ténym proteinem
provedena PCR amplifikace, aby se studenti piesvédcili, Ze ziskali plné funk¢ni protein se
zachovanou biologickou aktivitou, srovnali jeho koncentraci s komeréné dostupnou Tag-
DNA-polymerazou a vyjadfili Gsporu pii laboratorni produkci tohoto enzymu. lzolace a
purifikace rekombinantniho proteinu patii k rozsitenym technikdm, které spojuji genomickou
a proteomickou praxi. Studenti si prakticky vyzkouSeji transformaci bakterii plazmidem,
indukci exprese proteinu, izolaci proteinu a jednotlivé kroky jeho purifikace jednak
vychytanim cilového proteinu s His-tagem pomoci afinitni chromatografie na TALONové
kulicky a téz alternativnim postupem izolace za pusobeni vyssi teploty a lyzozymu. Dale
budou béhem jednotlivych kroka purifikace odebirat vzorky polymerazy v rizném stupni
Cistoty. Na konci cviceni S témito vzorky provedou orientacni elektroforézu
V polyakrylamidovém gelu, kdy po obarveni tohoto gelu budou moci sledovat ubyvani
nezadoucich pfimési mezi jednotlivymi kroky purifikace.

Plazmid nesouci gen pro produkci enzymu Taq-DNA-polymerazy, ktery spada pod

patentovou ochranu, byl ziskdn legdlnim zptsobem od spole¢nosti ADDGENE. Tato



neziskova spolecnost slouzi jako depozitar plazmidi. Jakékoli vyuziti vétSiny plazmidu z této
sbirky pro nekomercni védecké a vyukové tcely (tedy i plazmidu nesouciho gen pro produkci
enzymu Tag-DNA-polymerazy) je povoleno na zdkladé UBMTA (Uniform Biological

Materials Transfer Agreement), odstavce II., ¢lanku 3 a).

Praktické provedeni:

Prvni den:

1. Z mrazdku —80 °C vyjmout mikrozkumavku oznacenou “BL-21” s kompetentnimi
bakteriemi E. coli a mikrozkumavku s plazmidem oznacenou “Taq WT pET-24", oboji
v ledové tiisti pienést do laboratoie a nechat rozmrazit na ledu (asi 5 minut).

2. Mikrozkumavky velmi kratce zvortexovat, kratce zcentrifugovat na stolni minicentrifuze
a obsah zkumavky s kompetentnimi bakteriemi piepipetovat do sterilni 1,5ml
mikrozkumavky (stale na ledu). K tomuto roztoku pripipetovat 1 ul roztoku plazmidu
(jeho koncentrace je 0,1 pg/ul).

3. Zkumavku s napipetovanou smési nechat 30 minut na ledu, pak ji prstem protfepat a na
45 vtefin vlozit do termobloku o teploté& 42 °C. Po uplynuti této doby zkumavku okamzité
umistit do ledové tiisté, pripipetovat do ni 1 ml sterilniho LB média bez antibiotika a 1
hodinu ji zavienou nechat tfepat v inkubatoru pii teploté 37 °C.

4. Po uplynuti této doby zkumavku vyjmout a zcentrifugovat (2500 G, 2-3 minuty).
Supernatant vylit a sediment lehce rozpustit pomoci pipety v 10 ml LB média
s kanamycinem a nechat rist v 15ml falkonce s povolenym vickem v inkubatoru ve 37 °C

za tfepani pfes noc.

Druhy den:

1. 100 ml sterilnho LB média dat ve sterilni Erlenmayerové bafice vytemperovat
V inkubatoru na 37 °C cca pul hodiny. Po vytemperovani do n¢j pifidat zasobni roztok
kanamycinu, aby jeho finalni koncentrace v médiu byla 50 pg/ml a ptepipetuje se do ni 1
ml LB média s bakteriemi, které se od predchoziho dne temperovalo v inkubatoru.

2. Tento roztok nechat v inkubatoru (37 °C, tiepat) rist 1-5 hodin. Jakmile se roztok za¢ne
kalit rostoucimi bakteriemi, je tfeba zmé&fit na spektrofotometru jeho OD pii vinové délce
600 nm. Jako blank se pouZzije LB médium s antibiotikem, které bylo pro tyto ucely téz
umisténo V inkubatoru, aby vysledek méfeni nebyl ovlivnén velkym teplotnim rozdilem

obou kapalin. OD by méla dosahovat hodnoty v rozmezi 0,3-0,4. Pokud ne, nechat



bakterie dale rist a méfeni po 15-30 minutach opakovat. (1. frakce pro PAGE — 1 ml,
zcentrifugovat, rozpustit v 0,1 ml 2 x vzorkoveho pufru)

3. Jakmile dosahne roztok s bakteriemi zadané hodnoty OD, ptidat k nému roztok IPTG tak,
ze na 1 ml roztoku LB média s rostoucimi bakteriemi se ptidd 1 ul zdsobniho vodného
roztoku IPTG o koncentraci 1 mol/l a pifisype se L-arabindza (1 g na 0,5 I média) a roztok
vratit do inkubac¢niho boxu do 37 °C, kde se bakterie nechaji rist dalsich 5 hodin. (2.
frakce pro PAGE — 1 ml, zcentrifugovat, zmérit OD a upravit na stejnou hodnotu s 1.
frakei /1 ml/, rozpustit v 0,1 ml 2 x vzorkového pufru)

4. Po této dobé LB médium s bakteriemi vyjmout z inkubatoru, rozlit do 50ml falkonek a
centrifugovat pii 3000 G, 15 min ve 4 °C.

5. Supernatant vylit a sediment resuspendovat v jedné z falkonek v 15-20 ml lyza¢niho
pufru dohromady ze vSech centrifugovanych falkonek. Tu opét zcentrifugovat pii 3000
G, 15 min ve 4° C).

6. Supernatant opét vylit a sediment umistit pfes noc do dalsiho dne v mrazaku v —80 °C
(v tomto bodé je mozné praci pierusit a sediment nechat dlouhodobé zamrazeny pro

pozd¢jsi purifikaci).

Tteti den:

1. Sediment vyjmout z mrazaku, rozmrazit na ledu a resuspendovat v 5 ml lyza¢niho pufru
(obvykle 1/20 objemu média S rostoucimi buiikami). Ptidat 0,1 ml roztoku 0,1 mol/l
PMSF (inhibitor proteaz) tak, aby jeho finalni koncentrace v roztoku byla 1 mmol/l
PMSF. Rozpusténi sedimentu je problematické, a proto se provadi cca 10 minut
S pouzitim vortexu, kdy se cca 20 vtefin roztok vortexuje, 20 vtefin je umistén v ledu a
toto se stale dokola opakuje. (3. frakce pro PAGE — 50 ul, rozpustit v 50 ul 2 x
vzorkoveho pufru)

2. Po resuspendovani sedimentu v lyza¢nim pufru s PMSF ptidat 1 ml pravé rozmrazeného
zasobniho roztoku lyzozymu, aby jeho koncentrace v roztoku byla 4 mg/ml a falkonku
s rozpusténym sedimentem inkubovat 15-20 minut pfi laboratorni teplotg.

3. Obsah falkonky inkubovat v lazni 1 hodinu pfi 72 °C; pfi tom obcas opatrné promichat
preklapénim. Pak zchladit na ledu, aby jeji obsah opét dosahl laboratorni teploty.

4. Nasleduje centrifugace 10 minut pii 13000 G ve 4 °C. Supernatant ted’ obsahuje témér
vyhradné Tag-DNA-polymerazu jen s velmi malym zneisténim jinymi proteiny.
Supernatant slit do ¢ist¢é 15ml falkonky a pouzit pro naslednou purifikaci Tag-DNA-
polymerazy. (4. frakce pro PAGE — 50 ul, rozpustit v 50 ul 2 x vzorkoveého pufru)



Purifikace polymerazy:

A — purifikace pomoci TALONovvch kuli¢ek (stale tfeti den):

1. K supernatantu s Tag-DNA-polymerazou ptipipetovat 500-1000 pl roztoku
S TALONovymi kulickami a falkonku s touto smési umistit do rotitoru a s nim do
lednice, kde se necha pieklapét jednu hodinu. Pak ji zcentrifugovat pti 300 G 5 minut ve
4 °C. (5. frakce pro PAGE — 50 ul, rozpustit v 50 ul 2 x vzorkoveho pufru)

2. Supernatant vylit a sediment opét resuspendovat ve 20 ml lyza¢niho pufru a nalit do
kolonky. V ni promyt 10 ml lyza¢niho pufru, aby se vymyly vSechny nespecificky
navazané proteiny.

3. Kolonku promyt 0,5 ml lyza¢niho pufru s imidazolem v koncentraci 50 mmol/l a
vytékajici tekutinu jimat. Dale promyt 3 ml EDTA pufru o koncentraci 50 mmol/l a
vytékajici kapalinu opét jimat. (6. frakce pro PAGE — 10 ul, rozpustit v 10 ul 2 X
vzorkového pufru)

4. Ziskanou kapalinu s enzymem pfenést pomoci 10ml pipety do dialyzaéni membrany
Spectra/Por4 a zavazat provazkem, aby kapalina nevytekla (membrana byla asi 10 minut
ptred tim namocena v PBS pufru, aby zvla¢néla a na jednom konci zavazana provazkem)
a nechat dialyzovat ve 21 kadince na michaéce v lednici proti PBS do vecera, vecer pufr

vylit, vyménit za novy PBS a opét nechat na michacce v lednici do réna.

Ctvrty den (purifikace proteinu pomoci TALONovych kuli¢ek):

1. Nasleduje dialyza dvakrat hodinu proti Taq dialyzacnimu pufru. Mezi prvni a druhou
dialyzou proti tomuto pufru enzym v dialyzaéni membrané sesunout dold, ustiihnout jeji
zbyte¢ny kus a enzym opét dialyzovat proti Taq storrage pufru. Pak membranu
rozstiihnout a pfemistit veskerou tekutinu, kterd byla uvnitt do falkonky a k ni pfidat
stejny objem glycerolu vychlazeného v lednici. (7. frakce pro PAGE — 10 ul, rozpustit
v 10 ul 2 x vzorkového pufru)

2. Otestovat koncentraci enzymu v PCR a podle potieby naredit

3. Enzym ulozit v —20 nebo —80 °C

B — purifikace pomoci dialyzy (stale tieti den):

1. Supernatant s Tag-DNA-polymerazou pielit do dialyzaéni membrany Spectra/Pord
(membrana byla asi 10 minut pted tim namocena v PBS pufru, aby zvla¢néla a na jednom

konci zavazana provazkem) a dialyzovat vuci PBS ve 2l kadince na magnetické michacce



v lednici do vecera, veCer pufr vylit, vyménit za novy PBS a opét nechat na michacce

V lednici do rana.

Ctvrty den (purifikace proteinu pomoci dialyzy):

1. Nasleduje dialyza dvakrat hodinu proti Taq dialyza¢nimu pufru. Mezi prvni a druhou
dialyzou proti tomuto pufru enzym v dialyzaéni membrané sesunout dold, ustfihnout jeji
zbyteény kus a enzym opét dialyzovat proti Tag sStorrage bufferu. Pak membranu
rozstiihnout a pfemistit veskerou tekutinu, ktera byla uvnitié do falkonky (5*. frakce pro
PAGE — 10 ul, rozpustit v 10 ul 2 x vzorkového pufru) a k ni pridat stejny objem
glycerolu vychlazeného v lednici.

2. Otestovat koncentraci enzymu v PCR a podle potfeby natedit.

3. Enzym ulozit v —20 nebo —80 °C.

Pozn. 1: Kontrolni PCR s novou polymerazou:

Slozeni PCR mixu pro 6 vzorki (véetné zapocitanych ztrat pti pipetovani):

Deionizovana voda 45 ul
Taq reakéni pufr 10 X 6,7 wl
Roztok MgCl; o koncentraci 25 mmol/I 4,0 pl
Roztok dNTPs o koncentraci 20 umol/l 0,7 ul
Primer F o koncentraci 10 umol/I 3,3l
Primer R o koncentraci 10 umol/l 3,3l
Tag-DNA-polymeraza 0,4 pl (komeréni)

Mikrozkumavku po napipetovani vSech slozek zvortexovat a kratce zcentrifugovat.
Kazda reakce sestdva z 9 ul PCR mixu a 1 pl roztoku DNA o koncentraci 50 pg/ml.

Pro test se ve cviceni ziskany roztok Tag-DNA-polymerazy natredi 1:10 a zkusi se ve
vyse uvedeném PCR mixu v objemu 0,1; 0,5; 1,0 a 2 pl (na zakladé objemu polymerazy se
upravi objem vody v PCR smési tak, aby celkovy objem voda + polymeraza pouzity pro PCR
byl dohromady 45,4 pl.

Casovy a teplotni profil PCR reakce:
94 °C: 5 min
35 x: 94°C:30s
XX °C: 30 s (teplota annealingu podle pouzitych PCR primertt)
72°C:45s



72 °C: 7 min

Pozn. 2: Elektroforeticka separace vzorkli Tag-DNA-polymerazy a piimésnych proteint 1-7
(resp. 5*) se provede podle navodu ve skriptech ,,Navratil et al. (2004): Zakladni prakticka
cvi¢eni z molekularni biologie. UPOL, Olomouc.“, ktera jsou k dispozici na webové strance

http://genetika.upol.cz . Pouzije se postup PAGE elektroforézy z tlohy 15 s délicim gelem o

koncentraci 7,5 %.

Péty den:
Vyhodnoceni PAGE elektroforézy proteinti a provedeni agardézové elektroforézy se vzorky

PCR a vyhodnoceni koncentrace ziskané polymerazy.

Pouzité roztoky:

EDTA pufr o koncentraci 50 mmol/I:
14,61 g EDTA
rozpustit v 900 ml deionizované vody a upravit pH na hodnotu 8

upravit objem deionizovanou vodou na 1 |

IPTG 1 mol/I:
0,2383 g IPTG (izopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid)
rozpustit v 0,85 ml deionizované vody

rozpipetovat do 0,2ml mikrozkumavek po 0,1 ml a zamrazit v —20 °C

Kanamycin, zasobni roztok 50 mg/ml:
50 mg kanamycin sulfatu
0,85 ml vyautoklavované deionizované vody

rozpipetovat do 0,2ml mikrozkumavek po 0,1 ml a zamrazit v —20 °C

LB médium:
25 g LB-Miller
rozpustit v 1 1 deionizované vody, vyautoklavovat a uchovat v lednici

pfed pouZitim protfepat


http://genetika.upol.cz/

LB médium s kanamycinem:
25 g LB-Miller
rozpustit v 1 1 deionizované vody, vyautoklavovat
po vychladnuti pfidat 1 ml zasobniho roztoku kanamycinu 50 mg/ml

pred pouzitim protfepat

Lyzozym, zasobni roztok:
440 mg lyzozym
rozpustit v 10 ml deionizované H,O

rozpipetovat do 1,5mikrozkumavek po 1 ml a zamrazit v —20 °C

Lyzaéni puft:
2,42 g TRIS
5,84 g NaCl
rozpustit v 900 ml deionizované vody a pomoci HCI upravit pH na hodnotu 8

upravit objem deionizovanou vodou na 1 |, vyautoklavovat a uchovat v lednici

MgClI; 25 mol/l pro Tag-DNA-polymerazu:
0,508 g MgCl,.6H,0
po rozpusténi doplnit deionizovanou vodou na 100 ml

vyautoklavovat, rozpipetovat do 1,5ml mikrozkumavek a zamrazit v —20 °C

PBS pufr:
8 g NaCl
0,2 g KH,PO,
2,9 g Na;HPO,4.12H,0
0,2 g KCI
rozpustit v 900 ml deionizované vody a pomoci HCI upravit pH na hodnotu 7,4

upravit objem deionizovanou vodou na 1 | a uchovat v lednici

PMSF 0,1 mol/I:
0,174 g PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid)
rozpustit v 7 ml v methanolu

upravit objem methanolem na 10 ml a uchovat v —20 °C



Taq dialyzacni puft:
20 ml Tris-HCI pufr, 1 mol/l, pH 7,4
7,46 g KCI
0,154 g Dithiothreithol
0,029 g EDTA
5 ml Triton X-100
rozpustit v 900 ml vyautoklavované deionizované vody
po rozpu$téni vSech slozek doplnit objem deionizovanou vodou na 1000 ml a ulozit

v lednici

Taq reakéni pufr 10 x:
1,211 g Tris (nebo 6,7 ml roztoku Tris 1 mol/l)
rozpustit v 80 ml deionizované vody a pomoci HCI upravit pH na hodnotu 9
3,73 g KCI
1 ml Triton X-100
po rozpusténi doplnit deionizovanou vodou na 100 ml

vyautoklavovat, rozpipetovat do 1,5ml mikrozkumavek a zamrazit v —20 °C

Taq storage pufr:
20 ml Tris-HCI pufr, 1 mol/l, pH 7,4
7,46 g KCI
0,154 g Dithiothreithol
0,029 g EDTA
5 ml Triton X-100
rozpustit ve 400 ml vyautoklavované deionizované vody
doplnit objem deionizovanou vodou na 500 ml
pridat 500 ml glycerolu

po rozmichéni ulozit v —20 °C

Tris-HCI pufr, 0,5 mol/l, pH 6,8
60,57 g Tris
rozpustit v 900 ml deionizované vody a upravit pH pomoci HCI na hodnotu 6,8

upravit deionizovanou vodou objem na 1 |



Tris-HCI pufr, 1 mol/l, pH 7,4
121,14 g Tris
rozpustit v 900 ml deionizované vody a upravit pH pomoci HCI na hodnotu 7,4

upravit deionizovanou vodou objem na 1 |

Vzorkovy pufr 2 x:
256 ml Tris-HCI pufr, 0,5 mol/l, pH 6,8
200 ml Glycerol
200 ml 10% SDS
pridat 300 ml deionizované vody a rozmichat

upravit deionizovanou vodou objem na 1 |



