R S

MUEGYETEM 1782

i
I

= ==

T T}

Laborleirat - Rekombinans fehérje tisztitas

Laborvezetd: Molnar Zso6fia, Santa-Bell Evelin, Madaras-Koncz Erzsébet

A laborleiratot Molnar Bence Gyorgy Szakdolgozata alapjan Bata Zséfia készitette.

Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomanyi Tanszék
2019/20 6szi félév



Sejtszintii szabalyozas labor
Rekombinans fehérjetisztitas laborgyakorlat

BEVEZETES, A GYAKORLAT CELJA

A gyakorlat soran heterogén expresszios rendszerben, rekombinéans Gton termelt fehérjét
fogunk elvalasztani a nem kivanatos sejtalkotoktol. Az elvalasztas soran a fehérjéhez
fuziondltatott His10-tag szelektiv kikotodését fogjuk kihasznalni, kétértékii fémekhez vald
komplexképzessel. Az elvalasztas hatékonysagat SDS-PAGE-el vizsgaljuk, mig tisztitott
fehérje mindségét a funkcioja segitségével ellendrizziik.

GYAKORLAT ELMELETI HATTERE

Waunderlich Livius: Molekuléris biolégiai technikak, ISBN 978 963 279 174 6 Tankdnyv, 3. fejezet:
Elvalasztasi technikak. A tankonyv ingyenesen letoltheté a InterKonyv honlapjarol.
(https://www.interkonyv.hu/konyvek/wunderlich_miolekularis_biologiai_technikak ). A teljes
fejezet felfrissitése javasolt a gyakorlatra felkésziilés soran, a 3.3 és 3.4-es alfejezetek ismerete
elengedhetetlen a gyakorlat sikeres teljesitéséhez.

A GYAKORLAT LEIRASA
1. PfPAL termelés

A PfPAL!(Pseudomonas fluorescens) inzertet tartalmazd plazmidot E.coli Rosetta
torzsbe transzformaltuk. A Rosetta torzs olyan eukariota fehérjék termelésére lett kialakitva
BL21 torzsbél, amik az E. coli-ban ritkan talalhatd kodonokat igényelnek a szintézishez. A
Rosetta torzs magas tRNS szinttel rendelkezik a kovetkez6 kodonokra nézve: AGG, AGA,
AUA, CUA, CCC, GGA. A Rosetta torzs chloramphenikol rezisztenciat hordoz, mig a
plazmidon ampicilin rezisztenica talalhatd, igy a transzformalast kdvetden chloramfenikolt és
carbenicillint (ampicillin-analég) tartalmazté 5 ml LB taptalajon 16 6ran (egy éjszaka alatt)
37°C-on, 200 rpm-en razatva felndvesztettilk, igy kaptuk az (dgynevezett el6kulttrat.

Az el6kultarabol 2*1 ml-el beoltottunk 2*500 ml autoindukcios taptalajt. Az
autoindukcids taptalaj a hagyomanyos LB téptalajhoz hasonld 6sszetétellel rendelkezik
(élesztékivonat, tripton, és foszfatok a tapoldat pufferaldsa érdekében). A kilonbség az
indukcié modjaban van, az autoindukcios taptalajban ugyanis az IPTG-vel torténd indukcid
helyett egy glikdz-glicerin-laktéz keveréket adunk a taptalajhoz, melybdl a laktoz az
indukcioért felelds komponens.

2. Sejtfeltaras

A termelés utan a sejtszuszpenziét ultracentrifugaval 8 000 g, 20 percig 4°C-ra hiitve
ulepitettiik, majd ledntottiik a felliluszot. Ettél a 1épéstol kezdve végig jégen, illetve el6hiitott
pufferekkel dolgozunk, hogy minimalizéljuk a célfehérje degradacidjat a folyamat soran. A
PfPAL sejtpelletet lizis pufferbe felszuszpendaltuk (egy 500 ml-es kultarabol szarmazé
sejtpellethez 50 ml lizis puffert hasznaltunk).
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1. tablazat. A PfPAL lizis puffer dsszetétele.

Puffer Osszetétel
150 mM NaCl, 50 mM HEPES, 0,5 mM EDTA
Ko6zvetleniil hasznalat elétt hozzaadva:
1 mM BA, 2 mM PMSF, 1 mM TCEP
Spatulahegyni DNé&z, és lizozim
15 mM Imidazol
pH = 8,0

PfPAL lizis puffer

Az EDTA kelatképzo vegyiilet amely komplexalja a metalloproteazokban talalhato
fémionokat. Ugyan az EDTA képes komplexalni a gyanta Ni ionjait, a hasznélat soran nem
tapasztaltunk kapacitds csokkenést és Ni szennyezddést a mintdkban mivel minden bizonnyal
a lizalt sejtekbdl felszabadul6 fém teljesen mértékben komplexalni képes a 0,5 mM EDTA-t. A
BA és a PMSF szerin protedz inhibitorok, a TCEP redukal6szer a diszulfid-hidak
kialakulasanak meggatolasara. A lizozimot a sejtfal lebontasa, a DNazt pedig a DNS lebontasa
miatt adjuk az oldathoz, mivel a DNS ratekeredhet a fehérjékre, ami megneheziti a fehérje
tisztitasat. Imidazolt a nikkel-nitrilotriecetsav (Ni-NTA) oszlopra aspecifikusan kot6do
fehérjék miatt adtunk a lizis pufferhez, hogy kevesebb fehérjeszennyezédés kotédjon
aspecifikusan Ni-NTA gyantéra a tisztitas soran.

El6szor mechanikus sejtfeltarast végeztiink, potterezéssel. Ilyenkor a nyiréerd hatasara
roncsolddnak a sejtfalak, illetve a sejtmembranok. Ezutan ultrahangos sejtfeltaras kdvetkezett
Bandelin Sonopuls HD 2070 késziilékkel. A szonikalast PfPAL-nal: 3x2.5 perc 2.5 perces
pihentetésekkel végeztik. Ultrahangos kezelés soran felmelegedhetnek az oldatok, igy minden
szonikalasi ciklus utan pihentetni kellett a szuszpenzidt, mert a felmelegedés karosithatja a
fehérjét. A feltaras utan ki kellett Glepiteni a sejttérmeléket, ehhez 4°C -on 45 percig 20000 g-
vel centrifugéaltuk a mintékat, majd a fellilisz6t 50 ml-es falcon csévekbe helyeztiik &t. Ez a
feltildszo lesz a kiindulasi anyag a gyakorlat soran, az eddigi 1épéseket a gyakorlatvezetd
a gyakorlat megkezdése elétt elvégzi.

3. Fehérje tisztitasa

A PfPAL-t His-taggel ellatott formaban expresszaltuk. Az ilyen fehérjék elvalasztasara
gyakran alkalmazott modszer a Ni-NTA affinits kromatografia. A hisztidin imidazol gytirije
komplexet képez a nikkel-ionokkal, amik a nitrilotriecetrsavval vannak immobilizalva. Az
eluciot imidazol oldattal végzik, ami kiszoritja a fehérjét a nikkellel alkotott komplexbdl.

A gyakorlat soran gravitacios oszlopba t6ltott a kereskedelmi forgalomban kaphato Ni
Sepharose? gyantan fogjuk elvalasztani a sejtfeltarasbol szarmazo feliiliszobol a célfehérjénket
a PfPAL-t. A kereskedelmi gyantaval parhuzamosan vizsgaljuk sajat fejlesztésti magneses
nanorészecskén és polimetil-metakrilat polimeren 6 kiilonb6zé6 fém komplexalasi
tulajdonségait. Mindkét tipusu szilard hordozon etilén-diamin-tetra-ecetsav a komplexképz6 és
a vizsgalt 6 fémion: vas(I11), kobalt(I1), nikkel(Il), réz(11), cink(Il), cirkbnium(IV).
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A kereskedelemi Ni-NTA gyanta a felhasznalas elott el6kezelést igényel. 20%-0S
etanolban taroljuk két felhaszndlas kdzott, igy haszndlat el6tt a gyantat vizzel, majd LS pufferrel
mostuk (2. tablazat). Ez a fehérje szamara kedvez6 koriilmény, igy a minta oszlopra vitelekor
elkerulhetjuk a Kicsapodast. A feluliszo felvitele utdn a 2. tablazatban felsorolt oldatokkal
mossuk a gyantakat. Az LS és HS oldatokbdl 2-2 oszlop-térfogatnyit hasznalunk, mely soran a
gyanta fellletén gyengén megkotott fehérjéket mossuk le. Az imidazolos moséasok soran
Bradford-reagenssel mérjik a fehérje mennyiségét az oszlopon atfolyd oldatban. Ebben
Coomassie Brilliant Blue G-250 festék talalhatd, ami a fehérjékhez savas kozegben kotédve
kék szinli oldatot ad. 2 ul mintdhoz 20 ul 5x higitott Bradford reagenst adunk, és addig
folytatjuk a mosést az adott imidazolos oldattal, amig mar nem észlellink sotétkék szinreakciot.
Az imidazol képes a fém-ionok komplexalasara, akarcsak a hisztidin aminosavak, igy képesek
leszoritani a hordozohoz komplexalt fehérjéket. A 25 mM-os imidazol oldattal torténé mosassal
még csak a gyengén komplexalt fehérjéket mossuk le (melyek nem rendelkeznek His-taggel,
de random aminosavakkal gyengén tudnak kotni az oszlophoz). A téményebb, 500 mM-os
imidazol oldatot hasznaljuk a célfehérje eluciojara. A legtdéményebb, 1 M-os imidazollal
minden maradékot lemosunk az oszloprél, ez mar az oszlop tisztitasi protokolljanak a része.

A kereskedelmi Ni-NTA gyantan felll egy sajat fejlesztésii hordozén is vizsgalni
fogjuk, hogy kiilonb6z6é fémek hasznalataval hogyan valtozik a komplexképzésen alapuld
tisztitds hatékonyséaga. A hordozdék 5-5 mg-jahoz Eppendorf csévekbe 0,5-0,5 ml lizatumot
adunk, majd 10 percen at razogépen razatjuk, olyan fordulaton, hogy a szilard hordoz6 ne
iilepedjen le. Ezt kdvetden 1 ml LS, majd 1 ml HS és ismét 1 ml LS oldattal mossuk. A sdoldatos
mosasokat kovetden 1 ml 25 mM imidazol oldattal mossuk. A mosasok soran 10-10 percig
razatjuk a hordozokat és a mosasok végén lepipettazzuk a folyadékot a szilard részecskékrol.
A 25 mM imidazolos mosast kovetden a szilard részecskékhez 40 ul puffert és 20 ul
mintakoktélt (lasd a 4. Mintak Osszetételének vizsgalata SDS-PAGE-vel részben) adunk és a
tobbi mintaval egyltt 95°C-on 5 percig hékezeljiik 6ket, majd a mintakat felvissziik géllapra.
A mintaelOkészités soran a megsziinik a fém fehérje kolcsonhatas és az oldatbol felvitt
mintdban vizsgalhato lesz a fellletre kitapadt fehérjék Osszetétele. Az el6hivast kovetéen
vizsgaljuk és értékeljilk, hogy az eltér6 fémek milyen kapacitassal eés szelektivitassal
komplexaltak a célfehérjét.

2. tdblazat. A PfPAL tisztitAsahoz hasznalt pufferek dsszetétele.

Puffer Osszetétel
Low Salt puffer (LS) 30 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH = 8,0
High Salt puffer (HS) 300 mM NacCl, 50 mM HEPES, pH = 8,0
Imidazol | 25 mM imidazol, 30 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH = 8,0
Imidazol 11 500 mM imidazol, 30 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH = 8,0
Imidazol 11l 1 M imidazol, 30 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH = 8,0

Az affinitds kromatografids tisztitds soran a kiilonb6z6 moséd folyadékokat kiilon
gytjtjiik, melyek dsszetételét SDS-PAGE-el vizsgaltuk.
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4. Mintak osszetételének vizsgalata SDS-PAGE-vel.

A fehérjékkel val6 munka soran a mintak Osszetételét SDS-PAGE-vel
(natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel) vizsgaltuk. Az SDS-PAGE
fehérjeanalitikai mddszer, amellyel a fehérjéket tomegik alapjan tudjuk elvalasztani. Az SDS
hidrofob kdlcsonhatasokat hoz létre a fehérje belsejében 1évé aminosavakkal, kitekerve azt és
a szulfatcsoport miatt az egész fehérje felszinét negativ toltéssel burkolja be, igy a fajlagos
toltése minden fehérjének azonos lesz. Ezzel a modszerrel elérhetd, hogy elektromos erdtérbe
helyezve a fehérjéket csak a témegik hatarozza meg a haladasi sebessegiket a pozitiv elektrod
felé. A kisebb molekulak gyorsabban, a nagyobbak lassabban fognak haladni.

A gél akrilamidbdl all, ami biszakrilamiddal polimerizalva térhalos szerkezetet alakit ki
¢és gél képzodik. A polimerizacio elinditasahoz ammonium-perszulfatot (APS) és tetrametilén-
diamin (TEMED) katalizatorokat adunk. Kétfazisu gélt hasznaltunk. Az als6 gélen (12%-0s
akrilamid tartalom, pH=6,8) térténik az elvalasztas, a fels6 (4%-0s akrilamid tartalom, pH=8,8)
pedig a fehérjéket tomoriti, hogy az elvalaszté gélbe valo belépés egyszerre torténjen meg. A
tomorité gél Gsszetételét pedig a 3. tdblazat, az elvalasztd gél dsszetételét a Error! Reference
source not found. tartalmazza. A futtatast 0,025 M Tris, 0,192 M glicin, 1% SDS pH=8,3
pufferben végeztik.

A mintavételezés soran 20 pl mintahoz 10 pl mintakoktélt (62.5 mM TRIS, 25%
glicerin, 2% natrium-dodecil-szulfat (SDS), 0.01% bromfenolkék, 350 mM ditiotreitol (DTT),
pH=6.8 (25 °C)), hogy a poliakrilamid gélen kovethetd legyen a minta haladasa, majd 95 °C-
on 5 percig hokezeltiink. A DTT a biokémiai munkak soran gyakran hasznalt redukéloszer, a
fehérjeék diszulfid-hidjainak kialakul&sat gatolja.

3. tdblazat. SDS-PAGE gél dsszetétele 1 geélre.

Osszetétel Mennyiség 4% [ul] Mennyiség 12 %[ul]
Desztillalt viz 800 1650
10% (W/V) SDS 12,5 37,5
Tomorit6 puffer (0.5 M Tris-HCI pH=6.8) 312,5 812,5
40% (W/V) akrilamid 1215 1125
10% (W/V) APS 12,5 37,5
TEMED (tiszta, >99%) 2.5 3,75

Két gélt futtatunk, melyek mindegyik 10-10 zsebet tartalmaz, melyekbe maximum 15
pl minta fér.

Az SDS-PAGE gélelektroforézis soran PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
markert hasznaltunk, mely ismert molekularis tomegli komponenseket tartalmaz, igy
megkonnyiti a keresett mintdkban levd fehérjék azonositasat. 200 V fesziiltséget alkalmaztunk
a futtatashoz, ami kb. 45 percig tortént. Az elvalasztas végén a gélt Coomassie festékkel
festettlik.

5. PfPAL mennyiségének meghatarozésa

A feherje koncentracigjat NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific) spektrofotométer
segitségevel végezzik, mely kis térfogati minta abszorbancigjat is megfeleld pontossaggal
méri. NanoDrop segitségével nem kiivettdban, hanem kozvetleniil az optikai mérdfelszinre
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pipettazott kis mennyiségii (2 ul) mintabol torténik a mérés, melynek alapja a vizsgalt fehérje
280 nm-en mutatott sajat UV-elnyelésének detektaldsa. Ezen a hulldmhosszon ugyanis a
fehérjéket felépitdé aromdas aminosavak (elsOsorban a triptofan és tirozin) erds elnyelést
mutatnak. A fotométer altal mért abszorbancia értékbdl szamitogépes szoftver a Lambert-Beer
torvény (A = € = [ = ¢) alapjan szamitja ki a minta fehérjekoncentréaciojat. Az optikai Gthossz
NanoDrop mérés esetében 0,1 cm, a fajlagos extinkcios koefficiens értéke pedig a mérend6
fehérje aminosav 0sszetétele alapjan szamithatd. ProtParam internetes szoftver alapjan a termelt
PfPAL fehérje esetében ez 46410M em™ (e(1%) 7.86 Lmg lcm™). Az enzimet nem
tartalmazd  ,,ires” puffer oldatok (hattér) abszorbancidjaval  korrigaljuk a
fehérjekoncentraciokat. Minden mérést 3 ismétléssel veégziink, majd a kapott koncentracio
adatok atlagat vesszik.

6. PfPAL enizmaktivitds mérés (Enzim minéség ellendrzése)

A PfPAL mindségét aktivitas méréssel is ellendrizzik, a természetes enzimrekcio
sebességének mérésével.

COOH PAL 2 COOH
——— + NH3
NH;

a-Phe (E)-CA

Abra 1: PfPAL természetes reakcioja

A PfPAL aktivitasat a termék (fahéjsav) abszorbanciajanak spektrofotometrids mérése
alapjan hatdrozuk meg. Méreseimet, 1 cm optikai Uthosszal rendelkez6 poli(metil-metakrilat)
(PMMA) kivettdban, 1 ml végtérfogatban, az enzim szubsztratjat (L-fenilalanin) valtozo
koncentracidban tartalmazé 100 mM Tris pufferben végezziik. Alkalmazott koncentréciok: 0,5,
1, 2,5, 5, 10, 25 mM.Hattérnek mindig az adott koncentraciéju L-fenilalanin oldatot vesszilk,
erre ,,blankoljuk™ a fotométert az enzim hozziadasa eldtt. Az alkalmazott enzimkoncentracid
mindig 0,01 mg/ml, igy a reakciét a 0,01 mg enzim bemérésével inditjuk el reakcidelegy
homogenizalasaval. A jelvaltozast 290 nm hullamhosszon Jasco 750 termosztalhatd
spektrofotométert hasznalva kovetjik. Kinetikai méréseknél fontos a homérsékletet allandd
értéken tartani, igy 30 °C-ra termosztalt méréseket végezzilk. A puffer pH-jat azonban
szobahdmérsékleten allitottuk be 9.0-ra, igy 30 °C-on megkaptuk a megfelel6, pH=8.8 értéket.
A méréseket 5 percig végeztik és a spektrofotométer minden méasodpercben regisztralta az
abszorbancia értéket.

A regisztralt abszorbancia értékekb6l a Lambert-Beer torvény (A = € * L * ¢, e=10 000
cm mM?Y) alapjan szamitjuk ki az egyes idopillanatokban mérheté fahéjsav koncentraciojat,
melyeket az id6 fiiggvényében pontdiagramon abrazoljuk. Az abrazolt pontokra egyenest
illesztiink, melynek meredeksége megadta a kezdeti reakcidsebességet (vo). Minden esetben
ellendrizziik, hogy a szubsztrat fogyas nem haladja meg a 10%-ot.

Hatarozzuk meg az enzim kezdeti sebességét allando enzimkoncentracio és kiilonb6zd
szubsztrat koncentraciok esetén, és abrazoljuk ezeket a szubsztratkoncentracio fuggvényében.
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A Michaelis-Menten egyenletnek megfelel6 hiperbolat az adatpontokra illesztve hatarozzuk
meg a maximalis reakcidsebességet (Vmax ) €s a Michaelis-allandot (Kwm).
UO — vmax * [S]
Ky + [S]
Hatarozzuk meg az enzim atviteli szdmat (kcat) @ maximalis reakciosebességet az
enzimkoncentréacioval osztva: kcat=vmax/[E]
MptpaL=59018.28 g/mol

JEGYZOKONYV KOVETELMENYEK

A lényeg, hogy a jegyzékonyv elejétél a végéig reprodukalhatod legyen! A mertekegysegek
megfeleld hasznalata minimum kovetelmény. Hianyzo vagy nem megfelelo mértekegységek
esetén a jegyzokonyvet nem fogadjuk el, és a javitasa sziikséges!

A jegyzOkonyvben sajat szavaival roviden fogalmazza meg a laborban elvégzett feladatokat.
Majd a mérési adatok és a labortapasztalatai alapjan valaszolja meg az alabbi kérdéseket.

1. Ertelmezze az SDS gélképen latottakat! (Melyik mintaban mennyi fehérje volt
talalhat6? Melyik mintaban talalhaté a célfehérje, kielégit6-e a fehérje tisztasaga?
Maradt-e az oszlopon kotott fehérje? )

2. Ertékelje melyik gyanta volt jobb! Legalabb harom szempontbdl hasonlitsa dssze a két
vizsgalt gyantat és indokolja meg, hogy melyik a megfeleldbb rutin laboratoriumi illetve
ipari felhasznalasra! (Kapacitas, munka konnytisége, kapott fehérje tisztasaga, stb. )

3. Mennyi fehérjét sikeriilt 6sszesen eldallitani? Mit gondol jo kitermelés ez?

4. Szémitsa ki a Km és kcat értékét az enzimnek a kinetikai mérések alapjan, az
enzimkinetika gyakorlaton tanultak alapjan. Hasonlitsa 6ssze az irodalomban leirt
adatokkal (a hivatkozott cikkben az altalunk vizsgalt fehérje PfXAL-ként szerepel)!
Mint gondol, szignifikansan kiilonb6z6 adatot mértiink?

(Vo kezdeti sebesseg ertékek abrazolasa So flggvényeben, a 0;0 pont abrézolasaval egyitt. Az
egyenesre Michealis-Menten gorbe illesztése (Id. Korabbi laborleirat és segédlet), az egyenes
egyenlete, az illesztés R? egyiitthatoja feltiintetésével. A kapott vmax és KM értékek megadasa.
(Tengelyfeliratok, mértékegységek, diagramcim ugyancsak sziikségesek.) Kiugré pontok
esetén a fentebb ismertetett 2 megoldas koziul barmelyik vélaszthatd. Az illesztett gorbe
értékelése.

kcat és KM megadaésa, illetleg a katalitikus hatékonysag kiszdmitasa, ezek értékelése. A
feltintetett értékek tizedesjegyeinek szama realis legyen a mérés hibajahoz képest.)

AZ ERTEKELES SZEMPONTJAI

Felkészlltség (A sikeres beugro ZH feltétele a gyakorlaton valo részvételnek!)

A beugroé anyaga ez a jegyzet és az Orai el6adas. A beugr6 feladatok kozott szamolasi
feladatkra is lehet szamitani, ezért mindenkinél sajat szamoldgép sziikséges a gyakorlatra.
Az orai aktivitas az elfogadott jegyz6konyv pontszdmat tort pontszam esetén felfelé
kerekitheti.
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Gyakorlaton vezetett jegyz6konyv + szdmolas otthon
A gyakorlat soran a munkavédelmi és biztonsagtechnikai eldirasok betartasa kotelezo!

1 P. Csuka, V. Juhasz, Sz. Kohari, A. Filip, A. Varga, P. Satorhelyi, L. Cs. Bencze, H. Barton,
Cs. Paizs, L. Poppe: Pseudomonas fluorescens Strain R124 Encodes Three Different MIO
Enzymes, ChemBioChem, VVolumel9, Issue4 2018, Pages 411-418.
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