Phage display

LEIRAS
A kit tartalmaz 100 pl, 2x10'? pfu/ml fagot (M13 fag), 2 db szekvenald primert, egy E. coli
ER2738 torzset, streptavidint, biotint

Ezzel a technikéval fehérje-fehérje kolcsonhatast lehet vizsgélni, illetve olyan szekvenciat,
motivumot, peptid részletet lehet keresni, melyhez egy adott fehérje kotddik.

A peptid részlet a bakteriofag coat-fehérjjével (plll minor coat protein) fiziosan jelenik meg a
fag felszinén mig a peptidet kodolo szekvencia a fag belsejében marad. A peptid a plIl N-
terminalisan jelenik meg és egy rovid spacer (Gly- Gly- Gly-Ser) valasztja el a plIl coat
fehérjétol.

A peptidet kodold szekvencidkat (2,8x10° kiilonbozd) elektroporacioval juttattdk be a figba,
amplifikaltak igy a kit altal adott fag-oldat minden 10 ul-ében az eléforduld szekvenciak 70
példanyban vannak jelen.

A fagok az ER coli torzset jo hatasfokkal fertézik, benniik felszaporodnak, majd anélkiil,
hogy megolnék a colikat, kiszabadulnak bel6liik.

A kisérlet soran egy plate-be ki kell kotni a vizsgalni kivant fehérjét, vagy peptidet. Ezt
kovetéen a fagokat hozza kell adni a plate-hez. Az inkubacio soran egyes fagok, a felsziniikkon
1év0 peptidszakasz révén, kotddni fognak a peptidiinkhoz/fehérjénkhez). A nem kotédott
fagokat lemossuk a plate-rél, a kotddotteket pedig elualjuk. Az elualt faggal megfertézziik a
colikat, benniik felszaporitjuk a fagokat, majd onnan kitisztitjuk oket, és a folyamatot még
kétszer megismételjiik. A harmadik kor végén elviekben mar csak olyan fagokkal dolgozunk,
melyek felszinén csak azok a bizonyos peptidek fejezddnek ki, melyek nagy affinitassal
kotddnek a plate-hez kikotott fehérjéhez/peptidhez.

Ezekbdl a fagokbol DNS-t izoldlunk és a kit primerjeinek segitségével szekvenaljuk (tatjuk),
végil megtudhatjuk, milyen szekvencia / szekvencidk kodoltdk azt a peptidet, mely annyira
szerette a mi fehérjénket.

E. coli ER2738

F+ pilusa van, ezen keresztiil konnyen megfertézhet, valamint tartalmaz egy mini
transzpozont, ami lehetdvé teszi a tetraciklinnel szembeni rezisztenciat.

A fagokban van lacZo gén (a fagkonyvtar M13mpl9 klonozod vektorbol ered), emiatt
LB/IPTG/XGal plate-n kék szini telepeket kapunk.

A fag titer meghatarozasnal tehat a kék szini coli-telepek azt jelentik, hogy a coli
megfert6z0dott a faggal.




OLDATOK

LB medium:
- 10 g Bacto-tripton
- 5 Yyeast extract
- 5gNaCl
1L pH: 7

Kimér, felold, pH, autoklav, tarolas: 4°C

Ha LB-t készitiink, szamoljunk tgy, hogy kell a LB/IPTG/XGal LB/Tet platekre és kell
Oonmagaban is!!

LB/IPTG/Xqal:
- 159/ L agar LB mediumban

bepH-zott LB mediumban oldjuk fel az agart, majd igy autoklavozzuk, az autoklavbdl akkor
vegytk ki, mikor az mar 100°C ala hiilt, és egy orara tegyiik 55°C-os vizflirddbe. Miel6tt
platekbe ontenénk, 1 ml IPTG/XGal- t tegyiink hozza, majd fiilkében Ontsiikk gyorsan
platekbe. Szilardulds utan a plateket parafilmezziik korbe, csomagoljuk alufdlidba és fejjel
lefelé taroljuk sotét helyen, 4°C-on

Agaroz top:
- 10 g bacto-tripton

5 g yeast extract
5 g NaCl

1 g MgCl>x6H.0
- 7 gagaroz

1L

Kimér, felold, autoklav, 100°C alatt kivenni és 40ml-enként Falcon csOvekbe szétosztani
fiilke alatt, megvarni mig megszilardul, majd bekupakolni, a kupakot korbeparafilmezni,
tarolas: 4°C.

Egy kisérlet-sorozathoz elég 200-300 ml-t csinalni.

Tetraciklin stock
Id datasheet

LB/Tet
- fc: 20 pg/ml

A tetraciklin antibiotikumot a mar autoklavozott LB-be kell bemérni, mikor az mar kell6en
lehiilt (55°C, egy ora), Szilardulds utan a plateket parafilmezziik korbe, csomagoljuk
alufoliaba és fejjel lefelé taroljuk sotét helyen, 4°C-on

Coating puffer:
- 0,1 M NaHCO3 pH: 8,6

Kimér, felold, pH, autoklav



Blocking puffer:
- 5mg/ml BSA in Coating buffer

Sterilre kell sztrni!!!

TBS:
- 50 mM Tris-HCI, pH: 7,5
- 150 mM NacCl

Autoklav, + 0,1% Tween20 = TBSTw (100 pl Tween20/100 ml TBS), tarolas: 4°C

PEG/NaCl:

- 20% (w/v) PEG-8000 PEGB8000: P4463-250 g Sigma
- 2.5M NaCl-ban

Autoklavozni, tarolas: RT

Tris-HCI:
- pH:91

autoklavozni, tarolas: 4°C

Glicin-HCI:
- 0,2M oldatot kell késziteni, pH: 2,2

IPTG/XGal:
- 1 g XGal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactoside) + 1,25 g IPTG (isopropyl
b-D-thiogalactoside) /25 ml DMF (dimetil formamid), tarolas: -20°C, s6tétben

Nal: S8379

MINDENT STERILEZNI, LEHELOSEG SZERINT VEGIG FULKE ALATT
DOLGOZNI, A PLATEKET FULKEN ES INKUBATORON KIVUL KORBE-
PARAFILMEZNI 111



ER torzs

- 10 ml LB hez adjunk 20 pg/ml f.c. Tetraciklint (Tet) (100mg/ml oldatbol 2ul)

- karcoljuk meg az eredeti ER-t tartalmazo csovet, lang mellett, ugy hogy a cs6 a
lehet6 legkevesebb ideig legyen kinn a -70°C-os hiit6bdl, nehogy felolvadjon

- 37°C, 200 rpm, 5-6 6ra

Kb 5 6ra mulva kezd el néni (zavarosodik az LB) és ezt kdvetden lehet széleszteni.

Szélessziink 8-10 platere, mert viszonylag sok telepre lesz késébb sziikségiink.

- aszélesztést fiilke alatt, lang mellett tegyiik, a szélesztdkacsot is égessiik le.

- az LB/Tet plateket O/N 37°C-os termosztatba tegyiik, fejjel lefelé.

- masnap reggel a plateken telepeket kell latni. Azt a telepet tegyiik el (parafilm,
fejjel lefelé, 4°C) ahol sok 6nalld telepet latunk, csak olyan telepet lehet késobb
levenni, ami nem érintkezik szomszédos teleppel.

OPCIO: az LB-bél esetleg szike, csipesz segitségével vehetiink ki telepeket, ezeket tegyiik

eppendorf csovekbe, majd a csoveket parafilmezziik és 4°C-on taroljuk, probaltam ezeket
késobb felndveszteni és miikddott.

Virus titer meghatarozas

- vegyik eld az LB/IPTG/XGal plateket, hogy szobahdmérsékletre melegedjenek.

- tegyiik mikroba az agar6z-toppot (mellette legyen egy kis pohar viz) €s olvasszuk
fel az agarozt.

- tegytik 45°C-os vizfiirdébe, hogy lehtiljon, és hogy vissza ne szilarduljon.

- fagokbol (OUT és IN) higitasi sort kell csinalni, eppendorf csében, LB-ben

a fiizet szerint: 10%-102 unamplified panning eluate
108-10* amplified phage eluate

- 15 ml Falcon csdvekbe 200-200 pl ER-t tegyiink (ODg00=0,5)

- ezekhez adjunk hozza 10-10 pl fag higitast és 1-5 percig hagyjuk allni.

- egymas utan adjuk hozza 3 ml agardz top-ot, és minden egyes hozzaadas utan
vortexeljiik 57 és oOntsiik az LB/IPTG/XGal platekre. Azonnal kezdjik el
billegtetni a plate-cket, mivel az agar6z szinte egybdl radermed, és hogy ne egy
csomoéban legyen rajta, hanem nagyjabdl egyenletesen teriiljon el.

- aplateket ezutan fejjel lefelé tegyiik 37°C-os termosztatba masnapig

masnapra szép, kék szinii telepeket (tarfoltok) kell latni. Ha nem kék szintiek a telepek akkor
lehet gond a fert6zéssel, vagy esetleg az XGal-al. Tegyiik még egy fél napra a termosztatba a
plateket, aztan hiitébe. Igy talan még eldjohet a sziniik.

Sz-e"lmolés:
Osszeszamolt, kék telepek x higitas (101-10'!) = pfu (plaque forming unit)
per 10 pl.
OPCIO:

A titert mashogy is meg lehet hatarozni:
Az amplifikalt PEG-el kicsapott, tiszta fagokbol vegyiink ki 5 pl-t



OD2¢0-on mérjiik le, gy hogy 495 ul dH20-t tegyiink egy szlikitett kiivettaba, és abba tegyiik
az 5 pl-t
pfu = ODe x higitas x 2,214x10*

Fag fertozés és amplifikalas:

- 20ml ER +98 ul OUT 4,5 h 370C, 200 rpm

- tegyiik hiitott centrics6be (ezeket el6zdleg autoklavozni, de legalabb alkoholozni)

- ¢f: 10,000 g 4°C, 10’ (pellet-ben lesznek a colik, a feliiliszoban pedig a fagok)

- afeliiluszot tegyiik at egy 0 centricsdbe (lang mellett, fiilkében)

- ¢f: 10,000 g 4°C, 10’ (pellet-ben lesznek a maradék colik, a feliilluszoban pedig a
fagok)

- afeliiluszot tegyiik steril méréhengerbe, és mérjiik le pontosan a fagok térfogatat

- tegyiik egy Gjabb centricsbe

- ¢s adjunk hozza 1/6 térfogat NaCl/PEG-et

pl: 20 ml = 5/6 x
120 ml=5x
24 ml =x

24-20ml =4 ml =1/6 x
- a fagok koncentralasa: O/N jég k6zé dugva (hungarocel-doboz és hidegszoba)

Amplifikalt fagok precipitalasa és tisztitasa:

Az éjszaka soran a fagokat a PEG precipitalta, a csapadékot szabad szemmel is lehet latni (ha
nem latjuk az sem baj)
- PEG precipitaci6 cf: 4°C, 10,000 g, 15° pellet: itt lesznek a precipitalt fagok
- afeliiluszot 6vatosan Ontsiik le
- afagokat 1 ml TBS-ben szuszpendaljuk ¢€s tegyiik eppendorf csébe (Gjra feloldjuk
dket, a csapadéknak a TBS-ben nagyon hamar fel kell oldodnia)
- cf: 4°C, 5°, 10,000 g (a fagok most mar a feliillaszoban lesznek, mert Gjra oldott
allapotban vannak! A pelletben a fel nem oldott sejtek maradnak)
- a feliluszoét tegyiik masik eppendorf csébe és 1/6 rész PEG/NaCl-al precipitaljuk
ujra
- 1h-t jégen all (re-precipitacio)
- ¢f:4°C, 57, 10,000 g (pellet: itt lesznek a precipitalt fagok)
- feliiluszot eldobni, a precipitatum feloldasa 200 ul TBS-ben
- cf: 1’ max speed, 4°C: fu ban lesznek az amplifikalt fag eluatumok
- OD260-on lemérni, konc meghat

Coating:

96 lyuku platebe 150 pl 100 pg/ml target 0,1M NaHCOgs pufferben higitva.

A targetbdl lehet csinalni egy toményebb stock oldatot (2-5 mg/ml) és azt tovabb higitani a
coating pufferben

Péarhuzamost felesleges késziteni.

A platet fiilkébol kivéve korbe kell parafilmezni, és 4°C, O/N



1.NAP

2.NAP

ER felndvesztés az eredeti cs6bol.

10 ml LB + 20 pg/ml fc. Tetraciklin, karcolas az eredeti cs6éb6l
37°C, 200-220 rpm, 5-6 h, ameddig el kezd zavarosodni.
szélesztés LB/Tet agarra, 37°C, O/N

coating

egy ER telepet felvenni 30 ml LB-ben (250 ml-es Erlenmeyer lombikban)
novesztés: 37°C, 200 rpm, amig O.D.s00=0,5 (ez kb. 3 6ra, ha tulnovi ezt az értéket
lehet, hogy elvesziti az F* pilusat és nem lehet majd fertdzni. Ha netan nem
végziink addig mig eléri a 0,5 O.D.-t tegyiik 4°C-ra a colikat.

KOZBEN:

coating eltavolitasa (kicsapas)

200 ul Blocking sol (900 ul coating + 100 ul BSA (50 mg/ml)) 1h, 4°C
kicsapas, mosas 6x (TBSTw (0,1%))

faghigitas: 90 ul TBSTw + 10 ul fag (az eredeti cs6b8l) = 2x10* fag
1h, razatas a vortexen, (rock gently) RT

nem kotédott fagok eltavolitasa = IN (virus titert kell beldle meghatarozni)
mosas 10x (TBSTw (0,1%))

elacio:100 ul 0,2 M Gly (pH:2,2), razatas 10° (szigoraan!!!), RT

az elualt fagokat azonnal neutralizani kell!!
Epp csébe: 15 pul 1 M TrisHCI pH: 9,1-t mérjiink el6szor majd erre mérjiik ra a

lyuk teljes tartamat (100 ul Gly-ben elualt fag) = OUT

az OUT-bél kell majd a virustiter (2ud) meghatarozdas és az amplifikdkds (98

) is.

Higitési sor a titer meghatarozashoz:

10!

120 pl LB - 2ul fag

: 20 pl LB - 2pl el6z6
20 pl LB - 2pl el6z6
20 pl LB - 2ul el6z6

Mostanra mar fel kellett ndnie az ER-kultiranak, osszuk kétfelé: 8 mi-t tegyiink egy steril
csObe (titer meghatarozashoz), maradék 20 ml-hez pedig adjuk az amplifikalni kivant OUT-

ot.



Elészor inditsuk el a fertdzést = amplifikalast utana pedig csinaljuk a virus titer
meghatarozast.

3. NAP
- Az ¢jszaka alatt precipitalt fagok tisztitasa és re/precipitalasa
- Koncentracidé meghatarozas és dsszevetés a virus titer meghatarozassal
- COATING a II. korhoz

4. NAP

- egy ER telepet felvenni 30 ml LB-ben (250 ml-es Erlenmeyer lombikban)

- novesztés: 37°C, 200 rpm, amig O.D.s00=0,5 (ez kb. 3 6ra, ha tulnovi ezt az értéket
lehet, hogy elvesziti az F* pilusat és nem lehet majd fertdzni. Ha netan nem
végziink addig mig eléri a 0,5 O.D.-t tegyiik 4°C-ra a colikat.

KOZBEN:

- coating eltavolitasa (kicsapas)

- 200 pl Blocking sol (900 ul coating + 100 pl BSA (50 mg/ml)) 1h, 4°C

- kicsapas, mosas 6x (TBSTw (0,1%))

- faghigitas: el6z6 korben eludlt, majd amplifikalt, tisztitott fagokbol 2x10* fag
(ha van annyi, ha nincs, akkor mindet ami van, 100 ul-es térfogatban) 1h, razatas a
vortexen (rock gently), RT

- nem kot8dott fagok eltavolitasa = IN (virus titert kell beldle meghatarozni)
- mosas 10x (TBSTw (0,1%))

- elacio:specifikus!!!

solution of a known ligand for the target (0,1-1mM) in TBS OR
solution of the free target (100 zg/ml) in TBS 10-60° RT, rock gently

- az elualt fagokat tegyiik eppendorf csébe = OUT

az OUT-bal kell majd a virustiter (2ul) meghatarozdas és az amplifikakds (98
) is.

Higitasi sor a titer meghatarozashoz: 108-10% amplified phage eluate fiizet szerint
LB-ben kell csinalni (lehet egy higitassal ala menni)

Mostanra mar fel kellett nénie az ER-kulturanak, osszuk kétfelé: 8 ml-t tegylink egy steril
csObe (titer meghatarozashoz), maradék 20 ml-hez pedig adjuk az amplifikalni kivant OUT-
ot.

Elészor inditsuk el a fertdzést = amplifikdlast utana pedig csinaljuk a virus titer
meghatarozast.



5.NAP

- az ¢jszaka alatt precipitalt fagok tisztitasa €s re/precipitalasa

- koncentracid6 meghatarozas ¢és Osszevetés a virus titer meghatarozassal
(LB/IPTG/XGal plate-ken a kék pottyok 6sszeszamolasa)

- COATING a IIl. kérhoz

6.NAP

- egy ER telepet felvenni 30 ml LB-ben (250 ml-es Erlenmeyer lombikban)

- novesztés: 37°C, 200 rpm, amig O.D.s00=0,5 (ez kb. 3 6ra, ha tulnovi ezt az értéket
lehet, hogy elvesziti az F* pilusat és nem lehet majd fertdzni. Ha netan nem
végziink addig mig eléri a 0,5 O.D.-t tegyiik 4°C-ra a colikat.

KOZBEN:

- coating eltavolitasa (kicsapas)

- 200 pl Blocking sol (900 ul coating + 100 ul BSA (50 mg/ml)) 1h, 4°C

- kicsapas, mosas 6x (TBSTw (0,1%))
- faghigitas: el6z6 korben eludlt, majd amplifikalt, tisztitott fagokbol 2x10* fag

(ha van annyi, ha nincs, akkor mindet ami van, 100 pul-es térfogatban) 1h, razatas a
vortexen (rock gently), RT

- nem kotddott fagok eltavolitasa = IN (virus titert kell beldle meghatarozni, opcid)
- mosas 10x (TBSTw (0,1%))

- elacio:specifikus!!!

solution of a known ligand for the target (0,1-1mM) in TBS OR
solution of the free target (100 wg/ml) in TBS 10-60° RT, rock gently (ugy ahogy az
el6zo korben csinaltuk)

- az elualt fagokat tegyiik eppendorf cs6be = OUT

az OUT-bdl kell majd a virustiter (2ul) meghatdarozas amplifikakas NEM
kell!!!

Higitasi sor a titer meghatarozashoz: 108-10% amplified phage eluate fiizet szerint
LB-ben kell csinalni (lehet egy-két higitassal ala menni)

Mostanra mar fel kellett nénie az ER-kulturanak, osszuk kétfelé: 8 ml-t tegylink egy steril
csObe (titer meghatarozashoz), csinaljuk a virus titer meghatarozast.

- a plate-k most ne legyenek benn tul sokaig a termosztitban (MAX 18h), a
visszamaradt eluatumot 4°C-on taroljuk.
- inditsuk egy O/N ER kultarat.(10 ml elég lesz)



7.NAP

characterization of binding clones (ezt nem értem, mire jo)

az O/N kultarat 1:100-hoz meghigitani LB-ben(20 ml LB - 200 ul ER),
1-1 ml-nként szétosztani kémcsévekbe

20’ 37°C, 200 rpm

ezekhez 1-1 kék telepbdl kell mintat tenni

Olyan platerdl vegyiik le a telepeket, ahol kevesebb mint 100 telep van (igy biztos, hogy
minden telep csak egy DNS szekvenciat hordoz)

4,5 h 37°C, 200 rpm

eppendorf csovekbe mérjiik vissza,

cf: 30”7, 4°C, max speed

a feliiluszokat tegyiik ujabb epp.csdbe

cf: 30, 4°C, max speed

a feliiliszokat tegyiik ujabb epp.csébe = amplified phage stock (4°C-on tobb hétig
eltarthato, ha tovabb akarjuk tarolni: 1:1 ardnyban mérjlink hozza glicerolt és -
20°C)

rapid purification of sequencing templates

az O/N kulttrat 1:100-hoz meghigitani LB-ben(20 ml LB - 200 pul ER),
1-1 ml-nként szétosztani kémcsévekbe

20’ 37°C, 200 rpm

ezekhez 1-1 kék telepbdl kell mintat tenni

Olyan platerdl vegyiik le a telepeket, ahol kevesebb mint 100 telep van (igy biztos, hogy
minden telep csak egy DNS szekvenciat hordoz)

4,5 h 37°C, 200 rpm

eppendorf csdvekbe mérjiik vissza,

cf: 307, 4°C, max speed

a feliiluszot 11j csébe tenni: 500 ul a szekvenalashoz, maradék ELISA-hoz

500 pl-hez 200 pl PEG/NaCl, parszor megforgatni, 10° RT

cf: 10°, 10,000 g, feliiluszot jol leszivni

a pellettet szuszpendaljuk 100 ul iodide pufferben, majd

adjunk hozza 250 pl etOH-t

10> RT (rovid inkubalas alatt feltehetéen csak az egyszali DNS-ek fognak
precipitalodni, a fag fehérjék nem)

cf: 10°, 10,000 g, feliiluszot jol leszivni

a pellet-et 70%-0s etOH-val mosszuk

majd széritsuk be a vakuum-fugaval (speed vac)

a pellett-et (ha eddig nem lattuk most mar lehet latni!!!) 30 ul TE pufferben
vegyik fel, 4°C-on tarolhatd, koncentraciojat hatarozzuk meg, amugy
szekvenalasra kész!!!



1-2.NAP

ELISA

20 ml LB+ER (vagy O/N kultara 1:100 és 20’ig 37°C, 200 rpm)

ehhez 5 ul fag feliilaszo

37°C, 200 rpm, 4,5 h

cf: 10’ 10,000 g, 4°C

feliiltszot Gj centricsébe és tjra lefugalni.

a feliiluszot 80%-at mérOhengerbe tenni, térfogatdt pontosan elmérni és 1/6
PEG/NaCl al kiegésziteni, majd centricsébe tenni

O/N jég koz¢é dugva all a hidegszobaban

cf: 15°, 4°C, 10,000 g

pellett szuszpendalasa: 1 ml TBS-ben (kdzben eppendorf csébe tenni)
cf: 57, 4°C, 10,000 g (pellett: maradék sejt, feltiliszo: feloldott fagok)

a feltiluszot uj csébe tenni és 1/6 térfogat PEG/NaCl-al kiegésziteni
4°C, 1h

cf: 10°, 4°C, 10,000 g (pellettben vannak a precipitalt fagok)

pellett szuszpendalasa 50 pl TBS-ben (fag szam meghat, és tarolas 4°C)

coating ELSIAhoz: 150 ul, 100 ug/ml target in coating puffer

blokkolas: 5 mg/ml BSA in coating puffer:1-2h, 4°C 200-200 pl

mosas: 6x TBSTw

figokat ratenni. 200 ul/well, TBSTw-ben higitva, kiilonbdzd higitasokban: 102
faggal indulva, 4x-es higitasi 1éptékkel haladva eészen 2x10°-ig, 1-2 h, RT, razatas
mosas: 6x TBSTw

antitest: anti-M13 antibody (HRP-vel konjugalva!!!) (Pharmacia cat.no: 27-9411-
01) 1:5000 in blocking buffer, 200 pl/well 1-2 h, RT, razatés

mosas: 6x TBSTw

detektalas: ABTS




