Uloha C2 — Produkce a purifikace (studijni material)

Kultivaé¢ni média

V soucasné dobé je k dispozici velké mnozstvi riznych kultivacnich médii. V mikrobiologii
se média déli v prvé fadé na tekutd a na pevna (vétsinou diky obsahu agaru), dale na nese-
lektivni (roste na nich $iroké rozmezi riznych mikroorganismi) a selektivni (obsahuji slozku,
kterd favorizuje rust tzké skupiny mikroorganismit). Selektivni média ¢asto obsahuji rizné
indikatory, které umoznuji blize diagnostikovat ¢i charakterizovat dany mikroorganismus.

Pri kultivaci bakterii pro produkci rekombinantnich proteinti nas blizsi diagnostika pfrilis
nezajima. Potfebujeme ale zajistit selektivitu kultury, ¢ehoZ je nejCastéji docileno pridav-
kem ruznych antibiotik. Dale se selektivitu snazime udrzovat tim, Ze pouZivame sterilizovana
média, pomucky a pracujeme sterilné (napf. v lamindrnim boxu).

Co se slozeni médii tyka, velmi rozsifené je tzv. LB (Luria-Bertani) médium, které obsa-
huje trypton (aminokyseliny a kratké peptidy vzniklé stépenim kaseinu trypsinem), kvasniény
extrakt a chlorid sodny. Vysoky obsah zivin umoziiuje rychly rist bunék, nicméné v nékterych
pripadech to nemusi stacit. Napi. tzv. SOC médium je modifikaci LB média liSici se pridav-
kem glukosy, MgS0O4 a KCl. SOC médium se pouziva pro regeneraci bunék po transformaci
teplotnim Sokem, buiiky jsou totiz ,vyhladovélé“ a celkové oslabené, pouziti SOC média tedy
vede k vyssi transformacni i¢innosti. Pro NMR experimenty jsou potfeba izotopové znacené
proteiny, kultivace tedy probihd v médiu obsahujicim pouze Ziviny, kde je jeden z atomi
nahrazen svym jinym izotopem (napt. 2C za 13C, N za N).

Antibiotika
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Kdyz si odmyslime sifici se antibiotickou rezistenci mezi patogennimi bakteriemi, mtze byt
rezistence k antibiotiktim v laboratoii uZite¢na. Antibiotika patii mezi zdkladni selek¢éni fak-
tory pro kultivaci bakterii. Nejen ze v médiu zajisti rlist pravé nasi rezistentni kultury, ale
pritomnost antibiotik navic buniku nuti udrzovat si plasmid (nesouci nejen gen zajistujici re-
zistenci proti pouzitému antibiotiku, ale také gen pro nas protein) v mnoha kopiich, coz pfijde
vhod napf. pfi izolaci plasmidové DNA.

V molekularné biologické laboratori se pouziva celd fada antibiotik, jejich vlastnosti se
1isi, je tfeba si davat pozor hlavné na termostabilitu a dobu uc¢innosti antibiotik (af uz pfi
skladovani nebo samotné kultivaci). Pfiklady pouzivanych antibiotik najdete v tabulce 1.

Tabulka 1: Nékterd antibiotika a jejich vlastnosti. Pfevzato z [I] a upraveno.

Antibiotikum ‘ Pouzivana koncentrace | Stabilita v kultute (37 °C) ‘

Amfotericin B 2,5 pug cm ™3 3 dny
Ampicilin 100 pg cm™3 3 dny
Chloramfenikol 5 pug cm ™3 5 dnt
Ciprofoxacin 10 pug cm™3 Nezjisténo
Gentamicin 50 pg cm ™3 5 dnu
Hygromycin B 500 pg cm ™3 Nezjisténo
Kanamycin 100 pg cm™3 5 dnt
Neomycin 50 pug cm ™3 5 dnt
Penicilin 100 U cm™3 3 dny
Puromycin 20 pug cm ™3 Nezjisténo
Streptomycin 100 pg cm ™3 3 dny
Tetracyklin 10 pug cm™3 4 dny




Indukce exprese

V minulé tloze jsme si fekli, Ze expresni plasmid musi disponovat regulacnimi elementy, které
ovladaji genovou expresi inzertu a také to, ze pii klonovani nesmime tyto regulacni oblasti
vyjmout a inzert zaclenit ve spravné orientaci.

Takovym regulacnim elementem miize byt napiiklad tzv. lac operon FE. coli, ktery je
popsany na obrazku 1.
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Laktosow operon

Obr. 1: Schéma lac operonu E. coli: Nalevo je gen I kédujici represorovy protein, v kontrolni
oblasti se nachazi promotor (P) a operator (O). Laktosovy operon déle obsahuje 3 strukturni
geny kédujici tyto proteiny: [-galaktosidasa (Z), galaktosid-permeasa (Y) a thiogalaktosid-
transacetylasa (A). Prevzato z [2] a upraveno.

Enzym galaktosid-permeasa prenasi molekuly disacharidu laktosy z vnéjsiho prostifedi do
buriky, kde je laktosa S$té€pena enzymem S-galaktosidasou na molekulu glukosy a galaktosy,
které jsou dale metabolicky vyuzivany. Fyziologicka funkce thiogalaktosid-transacetylasy za-
tim neni znama. Bakterie E. coli je schopné laktosu vyuzivat, ale pokud neni v prostredi
pritomna, bylo by nevyhodné tyto 3 enzymy syntetizovat a jsou tedy v buiice pfitomné jen
v minimélnim mnozstvi. Regula¢ni gen totiz kéduje laktosovy represor, ktery je v nepfitom-
nosti laktosy navazan na operator (O). RNA polymerasa, ktera nasedd na promotor (P), tim
padem nemiiZe iniciovat transkripci a k prepisu gentt Z, Y a A tedy nedochézi.

V pripadé, ze se do buiiky laktosa dostane, je Stépena jednou z mala pfitomnjch mo-
lekul B-galaktosidasy. Minoritnim produktem této reakce ale muze byt i isomer laktosy —
1,6-allolaktosa. 1,6-Allolaktosa se navaze na laktosovy represor a vyvola v tomto proteinu kon-
formacni zménu, ktera zpusobi disociaci represoru z operatoru. RNA polymerasa tak miize po
nasednuti na promotor iniciovat transkripci téchto 3 genti. Po vycerpani laktosy dojde k diso-
ciaci 1,6-allolaktosy z represoru, ktery se opét stane aktivnim a navaze se zpét na operator,
¢imz znemozni transkripci lac operonu. Na cely proces se muzete podivat i v této| prehledné
animaci (v angli¢ting).

Tento operon c¢asto nachazi vyuziti v produkci rekombinantnich proteinti. Maly rozdil je
v tom, Ze gen zajmu je na plasmidu pod vlivem T7 promotoru (promotor rozpoznavany RNA
polymerasou z bakteriofdga T7) a neni tedy pfepisovan nativni RNA polymerasou kédovanou
v genomu expresni bunky. Ta méa naopak ve svém genomu zafazeny navic gen pro T7 RNA
polymerasu, jejiz exprese je regulovana modifikovanym lac operonem.

Béhem kultivace nedochézi k zadné nebo jen minimalni expresi genu zajmu. Pro maximéalni
vytézek proteinu se exprese indukuje béhem logaritmické faze ristu kultury pri OD 0,5-0,8
(OD znamena optickd hustota a méfi se pomoci spektrofotometru). Misto laktosy se vsSak
jako induktor vétsinou pouziva jeji synteticky analog IPTG (obrézek 2). Isopropylova skupina
na atomu siry mimikuje molekulu glukosy a IPTG se tedy k lac represoru muize vazat také.
Pouziti IPTG ma taky jednu zna¢nou vyhodu (tikol ¢. 4, odpovéd se d4 najit i na netu @).


http://higheredbcs.wiley.com/legacy/college/voet/0470570954/guided_exps/4e_ch31_gex_2/lac_repressor_system_4e.html
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Obr. 2: Struktura molekuly IPTG

Desintegrace bunék

V urcitych pripadech muze byt protein produkovan do média ¢i do periplasmy, coz ma své
vyhody i nevyhody. Ve vétsin€ piipadi ale produkujeme protein do cytoplasmy, takze pokud
s nim chceme pracovat, musime bunky lyzovat. Pfistupti pro desintegraci bunék je nékolik.
Casto pouzivana sonikace funguje tak, ze do roztoku s buitkami jsou pies sondu piivadény
ultarzvukové pulzy, které v roztoku vyvolavaji vznik kavit — malych ,,bublinek“, které rychle
imploduji, ¢imz vznikaji lokalni narazové viny o vysoké intenzité. Tim dojde k rozbiti bunééné
stény a vyliti obsahu cytoplazmy. Nevyhodou je zahfivani vzorku, a tudiZ moZzna denaturace
cilového proteinu, musi se tedy chladit a pulzy do néj dodavat s prestavkami.

Daéle se buiiky mohou rozbijet napf. pomoci malych sklenénych kuli¢ek (primér 100 az
500 pm), které se pridaji k burikdm a rychlymi vibracemi dojde k lyzi bunék. Buriky lze téz
zmrazit a vysokym tlakem protlac¢ovat pres kovovou miizku. Pokud je protein produkovan do
periplasmy, je vyhodné vyuzit lysozym, ¢imz se da predejit kontaminaci cytoplazmatickymi
proteiny.

Purifikace proteint

Pro vétsinu experimentt je tfeba ziskat protein v dostateéné cistoté, bez kontaminanti.
7 ptedchozi kapitoly jsme zjistili, Ze ¢istota proteinu se da ovlivnit uz pri desintegraci bunék.
Vétsinou pied sebou ale mame komplexni smés o mnoha slozkéach, ze kterjch potfebujeme izo-
lovat jen protein naseho zdjmu. Proto se musime zamyslet, jestli se tento protein od ostatnich
nécim lisi. Zde jsou nékterd kritéria, kterd se pouzivaji pfi chromatografickych purifikacich:

(a) Izoelektricky bod proteinu

Proteiny jsou slozeny s aminokyselin, mnohé z nich maji postranni fetézce nesouci kladny
nebo zaporny naboj. Izoelektricky bod je hodnota pH, pfi které ma protein nulovy
celkovy naboj. Pokud se izoelektricky bod proteinu vyrazné lisi od ostatnich, mtizeme pro
izolaci pouzit iontoméni¢ovou (ionexovou) chromatografii. Pfi ni se pouziva sorbent,
ktery ma kovalentné navazané skupiny se schopnosti vymeénovat ionty s rozpoustédlem.
Vhodnou volbou pH a sloZeni pufru muZzeme docilit toho, Ze studovany protein bude
se sorbentem elektrostaticky interagovat, zatimco ostatni kontaminanty odtecou pry¢
(nebo naopak).

(b) Velikost proteinu

V pripadé, Zze se nas protein od ostatnich kontaminantti velikostné znacné 1isi, nebo
chceme protein oddélit od nizkomolekularni slozky, mtzeme pouzit napt. gelovou per-
meacni chromatografii. Zde se pouzivaji nenabité sorbenty, které v sobé maji pdry
definované velikosti. Velké molekuly se do téchto péri nedostanou a protékaji proto
s mobilni fazi pry¢ z kolony. Naopak malé molekuly mohou do téchto péri difundovat,
¢imz se od ostatnich vétsich ¢astic zdrzuji, dojde tedy k jejich separaci.



(c) Vazba proteinu k imobilizovanému ligandu

Pokud mé protein naseho zadjmu vazebnou aktivitu k néjakému ligandu, ktery mizeme
imobilizovat (navézat na inertni nosi¢), mizeme protein purifikovat pomoci afinitni
chromatografie. Proteiny, které se k sorbentu nevazou, vytecou z kolony pry¢. Protein
s afinitou k imobilizovanému ligandu se na néj muze vazat slabé a kolonu opustit pouze
s volnym ligandem. Ve vazebném misté tedy bude dochéazet ke kompetici mezi volnym
a vazanym ligandem, protein se tedy uvolni.

Casto vyuzivané ,biologické“ interakce jsou nap¥. vazba mezi antigenem a protilatkou.
Lektiny (proteiny se schopnosti vazat sacharidy) zase budou interagovat s imobilizova-
nymi sacharidy. Enzymy miizeme afinitné purifikovat na imobilizovanych substratech,
inhibitorech nebo jejich analozich

Pokud nés protein Zadnou vazebnou aktivitu nema, nevadi. Na genové tirovni mizeme
k proteinu pfidat néjakou afinitni znacku (tag), ¢asto se mize jednat i o celé dalsi pro-
teiny. Lze sem zafadit napi. MBP (maltosu véazajici protein) nebo dvojici biotin-avidin
(nejsilnéjsi znama nekovalentni vazba). Ke svému proteinu mtzeme také ,pfilepit* en-
zym glutathion S-transferasu, kterd se bude véazat na imobilizovany glutathion. Pfi-
tomnost téchto proteinovych znacek mtze dokonce napomahat i v procesu sbalovani
proteinu a zlepsit tak jeho rozpustnost. K tomu se pouziva napt. protein thioredoxin.

Casto vyuzivana je také tzv. histidinova kotva (His-tag) — sekvence po sobé jdoucich
(nejéastéji 6) histidint pfipojenych na N- nebo C- konec proteinu. V tomto pfipadé se
jednd o metalochelatac¢ni chromatografii. Jako sorbent zde miZzeme pouzit napf.
Ni-NTA, coz je nikelnaty kation interagujici s nitrilotrioctovou kyselinu. Histidinova
kotva funguje jako cheldtor a ke kationtu se pomérné silné navaze. Po odstranéni ne-
zachycenych proteint lze navazany protein eluovat zavedenim pufru s jingym pH nebo
s pridavkem imidazolu. Histidin nese v postrannim retézci imidazol, piidavek imidazolu
do pufru tedy opét povede ke kompetici a uvolnéni proteinu.
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Obr. 3: Struktura histidinu a imidazolu

Pridani afinitni znacky muze mit ovSem i negativni dopad na funkci, sbaleni a celko-
vou strukturu proteinu. V nékterych pripadech lze znacku z proteinu odstépit a to po
purifikaci nebo c¢astéji béhem ni.
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