Exprese – s.1
verze 1.1

Exprese a afinitní purifikace rostlinného rekombinantního proteinu v bakteriích
Úkol:

Připravit malou bílkovinu teplotního šoku tabáku NtP18P expresí v E. coli.
Materiál a roztoky:

Hostitelské buňky E.coli BL21/DE3/codon+  s vneseným plasmidem pGEX s cDNA kódující malou bílkovinu teplotního šoku tabáku NtP18P. Jako kontrola slouží bakterie s prázdným pGEX. pGEX je plasmidový vektor, který umožňuje exprimovat rekombinantní bílkoviny jako fúze s glutathion - S - transferázovou doménou. Tato doména slouží k afinitní purifikaci produktu na koloně s imobilisovaným glutathionem. 

Médium na kultivaci bakterií MPB se 100mg ampicilinu/L.

Roztok 1M IPTG (isopropyl-1-thio--D-galactosid). 

Sonikační pufr PBS s 0.1% Tritonem X-100.

GST-Sepharosa (Pharmacia).

Roztoky a vybavení pro SDS-elektroforézu jako v Immunometodách.

Postup:

1. V předvečer před ukončením práce se do 2 mL tekutého média MPB sterilním párátkem inokuluje jednotlivá bakteriální kolonie z předem připravené Petriho misky a kultivuje na třepačce při 37°C. 

2. Druhý den se narostlá bakteriální suspenze zředí v poměru 1/10 tak, že 300 L suspenze se přidá do 2.7 mL čerstvého média MPB s ampicilinem a dále kultivuje 1h.

3. Po uplynutí této doby se ke kultuře přidá ze zásobního roztoku IPTG tak, aby jeho výsledná koncentrace byla 0.25 mM a kultivace dále pokračuje za stejných podmínek – IPTG aktivuje genovou expresi vložené cDNA z laktosového promotoru.

4. Po dvou hodinách je kultivace v indukčních podmínkách přerušena a bakteriální suspenze přeneseny do eppendorfek a centrifugovány 30s při maximálních otáčkách. Před centrifugací je odebrán 50L kontrolní vzorek, který je povařen s koncentrovaným vzorkovým pufrem  pro SDS-elektroforézu (viz. Immunometody). V tomto kroku lze práci přerušit a vzorky zamrazit.

5. Sediment je resuspendován v sonikačním pufru a sonikován při chlazení eppendorfky v ledové tříšti po dobu 30s. Sonikační cyklus se opakuje až bakteriální suspenze lyzuje – změní konsistenci a stane se viskosní. Chlazení je velmi důležité – přehnaná sonikace může vést k denaturaci bílkovin.

6. Lyzát je pak centrifugován při maximálních otáčkách ve 4°C po dobu 15 minut.

7. K odebranému supernatantu se přidá 15L 50% suspenze GST-Sepharosy a tato směs se inkubuje 30 minut při pokojové teplotě za stálého mírného míchání.

8. Po skončení této inkubace je směs centrifugována 30 s při maximálních otáčkách. Ze supernatantu je odebráno 50L a po smíchání s SDS-vzorkovým pufrem povařeno 5 min.

9. Sediment „kuliček“ je dvakrát promyt (centrifugací) PBS pufrem a nakonec je k němu přidáno 50L již naředěného SDS-vzorkového pufru a tato směs je opět povařena.

10. Vzorky získané z jednotlivých frakcí ve vzorkovém pufru jsou pak analyzovány pomocí SDS-elektroforézy (viz Detekce cytoskeletu v rostlinných buňkách).
