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Heterologni exprese v Escherichia coli

Vyhody exprese v E. coli
* znamy, dobre prostudovany organismus
* vhodné vektory pro klonovani (pET)
* ochota prijmout cizorodou DNA
* snadna a rychla kultivace
* vysoka produkce proteint

E. coli BL21 (DE3)

e DE3-gen pro T7 RNA polymerazu pod kontrolou lac promotoru
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Endolysin faga 812F 1

MARKTQAEINKRLDAYAKGTVDS PYRVEKATSYDPSFGVMEAGAI

GY
ANKKPTKRVDNYYGLTHFIETIPVKAGTTVKKE TAKKSASTPATRPVTGSWKKNQYGTWYKPENATEVNGN
QPIVTRIGSPFLNAPVGGNLPAGATIVYDEVCIQAGHIWIGYNAYNGNRVYCPVRTCQGVPPNQIPGVAW

GVFK
. v _

284 AA 31.4kDa pl:9.32

CHAP domeéna: lyticka aktivita
SH3b doména: vazebna funkce

Struktura LysF1 SH3b domény. Proteinové struktury jsou zbarveny na
zakladé jejich pozice od N-konce (modre) k C-konci (Eervené).



Reporterove geny/proteiny

Dva pristupy
e TranskripCni fuze: studium regulace (promotor)
* Translacni fuze: vizualizace a lokalizace proteinu

Jednim z nejpouzivanegjsich je GFP
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Green Fluorescent Protein
GFP

Aequorea victoria

238 AA 26.9 kDa

Zelena fluorescence (509 nm)
,Beta barel“ — 11 beta listu
Uvnitr barelu chromofor




Exprese proteinu

Testujeme variabilni podminky:

" 1 pomala dlouhodoba exprese
= 22 °C/16h, 0.04 mM IPTG

= 2 rychla narazova exprese
= 37 °C/5h, 0.4 mM IPTG
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Purifikace proteinu
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Chromatografie

* Fyzikalné-chemicka
separacni metoda

 Rozdéleni molekul mezi
stacionarni a mobilni
fazi

» Separace na zakladé
velikosti, naboje,
afinity,...
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_ 4+ bunécny lyzat
HisTrap

metaloafinitni chromatografie

protein zajmu

1) Ni-NTA modifikovany 0 T SRS
povrch kolony S s .
2) Vazba proteinu pres
HisTag purifikovany
protein zajmu
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Ruffer A

HEPES 100mM, pH = 6.8
NaCl 200mM
|Imidazole 20 mM|

PMSF 0.2mM (optional)

Buffer B

HEPES 100mM, pH = 6.8
NaCl 200mM

|Imidazole 500 mM
PMSEF 0.Z2mM (optional)

Imidazol

eluéni Cinidlo (kompetitivni agens)

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)

inhibitor serinovych proteaz

Purification Buffer

stable pH
optimal 1onic strenght
elution substance

minimal proteolysis
https://www.youtube.com/watch?v=DfzB6BtS|jBY




Kolona

Nabiti

NTA (nitrilotrioctova kyselina)

- vaze Ni2* (NiSO,)

Chelatacni Cinidlo
silné se vaze na kovové kationty
odvazani Ni?* z NTA

EDTA




FPLC schéma
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Konfokalni mikroskopie




