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Exprese a purifikace rekombinantnich proteinti
Teoreticka cast

Pomoci rliznych expresnich systémi je moZné vytvofit rekombinantni protein odvozeny od
konkrétniho genu, nebo ¢asti genu. Expresni systémy lze rozdélit do dvou hlavnich tfid, prokaryotni a
eukaryotni. Nejzndméjsi a nejpouzivanéjsi systém pro expresi proteinl je bakteridlni expresni systém
(E. coli). Vyhodou tohoto systému je predevsim jeho jednoduchost, vysoky vytéZek exprimovaného
proteinu a v neposledni fadé jeho nizkd casova a financni narocnost. Na druhou stranu bakteridlni
systém neumozZiuje posttranslacni modifikace (mozné ovlivnéni terciarni struktury proteinu) a je
schopen exprese proteinll omezené velikosti (maximalné kolem 150 kDa). Typ exprese (cytosol nebo
inkluzni téliska) nelze ovlivnit a zavisi zejména na strukture proteinu.

Linearni molekula DNA obsahujici gen pro dany protein (insert) nese na svych koncich
restrikéni mista kompatibilni s vektorem, ktera jsou potifebnad pro tvorbu ligacnich presahl a
zaclenéni inzertu do vektoru. Dale také obsahuje start a stop kodon a signdlni sekvenci usnadiujici
purifikaci vysledného proteinu.

Inzert se pomoci ligdzy zaclefuje do expresniho vektoru. Kazdy expresni vektor obsahuje

specifické sekvence potfebné pro integraci inzertu, selekci bakteridlniho klonu a expresi proteinu
(obr. 1).
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Obr. 1: Vektor pET32 (http://www.snapgene.com)

e T7 promotor — sekvence, na kterou specificky nasedd T7 RNA polymerdza. Tato polymerdaza
pochdzi z bakteriofdga A, coz zajistuje vazebnou specificitu pouze na daném Useku
expresniho vektoru.

e T7 pocdtek transkripce — v tomto misté zacind T7 RNA polymeraza syntetizovat mRNA

e His Tag sekvence — sekvence kdédujici polyhistidinovou kotvu (His Tag). Pokud His Tag
nepotiebujeme, je mozné jej z vektoru vystépit.

e Klonovaci misto — do tohoto mista Ize vloZit inzert. Obsahuje nékolik specifickych sekvenci
pro rtzné restrikéni endonukledzy, plni tak funkci univerzalniho klonovaciho mista.

e T7termindtor — ukoncuje transkripci inzertu



o lacl sekvence — koduje lac represor, ktery se bez pritomnosti IPTG vaze do blizkosti T7
promotoru a blokuje tak ¢innost T7 RNA polymerazy. V pfitomnosti IPTG se lac represor vaze
na tyto molekuly, T7 RNA polymerdza naseda na promotor a zahajuje transkripci.

e pBR322 pocdtek replikace — nutné pro replikaci vektoru béhem kultivace bakterialni kultury

e  AmpR sekvence — kbéduje rezistenci k ampicilinu (nutné pro selekci kloni se zabudovanym
vektorem)

Vektor s inzertem je poté potfeba vlozZit do tzv. kompetentnich bunék. To jsou takové buriky,
které jsou schopny prijmout DNA z prostiedi. E. coli cizorodou DNA za normalnich okolnosti
nepfrijima, proto se kompetence bunék navozuje narusenim bunécné stény a membrany chloridem
vapenatym. Nejcastéji se pouzivaji kompetentni buriky BL21 DE3, cozZ jsou geneticky upravené klony
E. coli umoznujici cilené ovlivnit a naCasovat expresi proteinu (exprese se indukuje pridavkem IPTG).
Transformované buriky se kultivuji v LB (Luria-Bertani) médiu za standardnich podminek (37°C; 200 -
250 rpm) za pfitomnosti antibiotika a IPTG. Nejvyssi hladiny exprese burky dosahuji ve stacionarni
fazi (4 - 6 h). Po prekroceni této doby zacinaji v médiu dochazet Ziviny, hromadi se odpadni latky,
buniky se prestavaji délit a postupné odumiraji. V této fazi také klesa exprese proteinu, ktery maze
byt navic poskozen stresovym stavem umirajicich bunék.

Po expresi proteinu nasleduje purifikace, ktera zajistuje odstranéni vsech nedistot a ziskani
Cistého produktu. Pfi purifikaci se uplatniuji afinitni znacky (tagy) pfipojené k proteinu (His Tag, c-myc,
aj.), které umoznuji jednoduchou jednokrokovou adsorpcni purifikaci. Tyto tagy ovsem nesmi
ovliviiovat tercidrni strukturu proteinu ani jeho biologickou aktivitu. Zarover se musi dat snadno a
specificky odstranit od nativniho proteinu. Nejbéznéji pouzivanym tagem pfi purifikaci protein( je
polyhistidinova kotva (Hisg). Jde o metalafinitni metodu, pfi které dochazi k pomérné silné interakci
mezi imobilizovanymi ionty kovi (Ni**, Cu®*, Co*, Zn*") a histidinovymi zbytky. Po diikladné odmyti
nenavazané proteinové frakce a necistot, ndsleduje uvolnéni polyhistidinové kotvy pomoci imidazolu,
ktery mad vyssi afinitu vlci ¢asticim kovu nez histidinové zbytky.

Purifikovany produkt je na zavér potfeba charakterizovat, tzn. potvrdit identitu, zjistit Cistotu
a koncentraci proteinu. Identita proteinu se nejc¢astéji uréuje imunoanalyzou na western-blotu nebo
pomoci hmotnostni spektrometrie. Ke stanoveni Cistoty proteini ve vétsiné pripadl postaduje
denaturacni polyakrylamidova gelova elektroforéza.
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Postup prace

Priprava, rust kultury a sklizeni kultury

uA W

Do sterilni 250 ml Erlenmeyerovy bariky nalijte 30 ml autoindukéniho média (Overnight
Express™ Instant LB Medium — Novagen); 30 pl ampicilinu (100 mg/ml) a 750 ul
predpéstované nocni kultury.

Barnky dejte na tfepacku a inkubujte 3 h pti 37°C.

Ptipravte si dvé sterilni mikrozkumavky a do kazdé odeberte 700 pl narostlé kultury.
Centrifugujte 2 min pfi pokojové teploté a pfi 5 000xg.

Odeberte supernatant, pelet pouzijte v dalSich krocich.

Priprava hrubého lyzdtu

1.

o vk~ wnN

Pelet v prvni mikrozkumavcerozsuspendujteve 100 pl lyzacniho pufru (50 mM fosfatovy pufr
pH 8; 0,3 M NaCl; 0,2 mg/ml lysozym; 0,1% triton).

Inkubujte 10 min na ledu.

Ptidejte 10 pl DNAse pufru a 5 pl DNAsy.

Inkubujte 10 min pfi 37°C.

Centrifugujte 10 min pfi 4°C a pfi 20 000xg.

Odeberte supernatant a uchovejte pro dalsi pouziti.

Purifikace proteinu

1.

2.

10.

11.

12.

Pelet ve druhé mikrozkumavcerozsuspendujte v 700 pl HEPES pufru.

Ptidejte 70 pl FastBreak™ Reagent/DNAse | pufru a 75 pl HisLink™pryskyfice.

Inkubujte 30 minut na tfepacce pfi laboratorni teploté.

Pfeneste lyzat s pryskyfici na kolonku. Jestlize v mikrozkumavce zlstane zbytek pryskyfice,
pridejte 100 pl HisLink™ Binding/Wash pufru a pfeneste na kolonku.

Centrifugujte 5 s pti pokojové teploté a pfi maximalnich otackach.

Vylijte proteklou kapalinu, umistéte kolonku zpét do mikrozkumavky a pridejte 500 ul
HisLink™ Binding/Wash pufru.

Centrifugujte 5 s pfi pokojové teploté a pri maximalnich otackach.

Opakujte promyti 500 plHisLink™Binding/Wash pufrem.

Centrifugujte 5 s pti pokojové teploté a pfi maximalnich otackach.

Vyjméte kolonku, opatrné ji otfete, abyste zajistili odstranéni zbytk( HisLink™Binding/Wash
pufru a vlozte do nové, Cisté mikrozkumavky.

Na kolonku naneste 200 ul HisLink™ Elution pufru, kolonku zaviete,dobfe promichejte a
inkubujte 3 min pfi pokojové teploté.

Centrifugujte 1 min pfi pokojové teploté a pti 10 000xg.



SDS PAGE

1. Podle uvedené tabulky pfipravte 12% SDS polykrylamidovy gel.

Koncentracni gel (5%) Separacni gel (12%)

30% akrylamid 850 ul | 30% akrylamid 4 mi
1M Tris(pH6.8) 625 ul | 1,5M Tris(pH8.8) 2,5 ml
10% amonium persulfat | 50 pl | 10% amonium persulfat | 100 pl
10% SDS 50 pl | 10% SDS 100 pl
TEMED 5ul | TEMED 4l
Voda 3,4 ml | Voda 300 pl

glycerol 3ml

2. Mezi pfipravena skla nalijte nejprve separacni gel, pak ihned pfilijte koncentraéni gel a mezi
skla zasurite hiebinek.

3. Gel nechte tuhnout 20 minut.

4. Tuhy gel umistéte do elektroforetické vany a pfilijte elektroforeticky pufr (25 mMTris-Cl;
150 mM glycin; 0.1%SDS).

5. K15 pl hrubého lyzatu a k 15 ul purifikovaného proteinu ptidejte 4 ul nanaseciho pufru a
naneste vzorky na gel v nasledujicim poradi:

délkovy marker — hruby lyzat — purifikovany protein

6. Spustte elektroforézu, podminky separace: konstantni proud 30 mA/gel, 40 minut.

7. Po elektroforéze prvni gel propladchnéte 15 minut v MiliQ vodé a nasledné ponofte do 50 ml
barvy koloidni coomasieBioSafe, s druhym gelem provedte blotting.

8. Gel ponorfeny do koloidni coomasie po dvou hodinach vyjméte a proplachnéte vodou a
naskenujte.

Western-bloting

Pfipravte si PVDF membrdanu a papiry Whatman 3MM o rozmérech 7x5 cm.
Ponotte PVDF membranu na 20 s do methanolu (sniZzeni hydrofobicity membrany) a poté
inkubujte 5 min v prfenosovém pufru (25 mMTris-Cl; 150 mM glycin; 20 % metanol)
spolecné s papiry Whatman.

3. Sestavte sandwich dle obrazku niZe, umistéte ho do aparatury Mini-Protean 3 a zalijte
prenosovym pufrem.
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8.
9.
10.
11.
12.

Provadéjte prenos 1 h pti konstantnim napéti 30V.

Po skonleni prenosu opatrné vytdhnéte membrdnu, ponofte ji na 5 min do barvy
Ponceau S.

Membranu oplachnéte ve vodé.

Vazebnd mista na membrané blokujte v 20 ml roztoku 5% suseného mléka v 1x TBST pufru
30 min na tfepacce.

Membranu dvakrat promyjte 20 ml 1 x TBST pufru po dobu 5minut.

Inkubujte membranu ve 20 ml TBST pufru s primarni anti-His protilatkou po dobu 1 h.
Membranu dvakrat promyjte 20 ml 1 x TBST pufru po dobu 5minut.

Inkubujte membranu ve 20 ml TBST pufru se sekundarnianti-(?) protilatkou po dobu 1 h.
Membranu dvakrat promyjte 20 ml 1 x TBST pufru po dobu 5minut.

Detekce pomoci alkalické fofatdzy (AP)

1.

Inkubujte membranu 2 min v 20 ml pufru pro AP (10 mMTris pH 9,5; 10 mMNacCl; 10 mM
MgCl,).

Pufr pro AP slijte a inkubujte membranu v 20 ml detekéniho pufru (0,4 mM BCIP;

0,4 mM NBT v pufru pro AP). Inkubaci provadéjte ve tmé.

Reakci zastavte promytim v Mili-Q vodé.

Membrdanu nechte volné uschnout na vzduchu.

Vyhodnoceni



