Rekombinans fehérije tisztitasa E.colibol

IPTG: 16758 Sigma

Imidazol: 10125 Sigma
His-select Nickel Affinity Gel: P6611 Sigma

O/N kultira:

10 ml-t, hosszt, hélégezett kémcsdben, 20 ml-t, Erlenmeyer lombikban inditsunk. Fiilke alatt, lang
mellett kimérjiik az LB-t, hozzaadjuk az antibiotikumot, majd elmegyiink a -70°C-os hiitéhéz. Ha
van bunsen €g0, hasznaljuk. Glicerines stockot felolvasztani tilos! Ha felolvad, kuka! 10 pl-es
pipettaval megkarcoljuk a glicerines stock tetejét, majd a csdvet azonnal visszatessziik a hiitdbe, a
pipettat szuszpendaljuk az LB-ben, majd éjszakara 37°C 200 rpm.

Masnap reggelre opalos LB-t kell kapni. Ha az LB nem zavarosodott be akkor a colikkal lett
valami!

O/N kultarat 50-100x-ra kell higitani (ha az O/N kultira 10 ml volt, akkor azt 500 ml
LB/antibiotikumba tegyiik bele), mintat vesziink, megnézzilk a fényelnyelést 600 nm-es
hullamhosszon. Razatas: 200 rpm, 37°C. A colik kb. 2 6ra mulva nének fel az indukcidhoz, de a
biztonsag kedvéért 1 ora razatas utdn is nézziik meg az OD-t

- 0.D.600 = 0,5 nél kell inditani az IPTG indukciot

Az indukcio fiigg az expresszalni kivant fehérjétol, plazmidtol, bac-tipustol!!!
Nagy mennyiségii fehérje expresszalasa elott be kell loni az optimalis IPTG koncentrdciot,
homérsékletet (RT vagy 37°C) és idotartamot (1 oratdl 5 ordig, esetleg éjszakdn dt)

37°C, 200 rpm, 5h, 1,25 mM IPTG

- sejtek osszegytijtése: 4000g 10° 4°C (nagy, 1L-es milanyag flakonban, amit el6tte ki kell
alkoholozni)

- mosas: 40 ml hideg PBS, jol fel kell szuszpendalni és 50 ml-s Falconba tenni

- ¢f: 4000 g 10° 4°C (kis fugaban)

- fulesziv, a bacikat -70°C-on hosszabb ideig is lehet tarolni

pufferek a tisztitashoz:

LYSIS alap:
- 50 mM NaH>PO,
- 300 mM NaCl

pH: 8,00 +0,1 % TritonX

frissen hozzaadni: 1 mM PMSF (200 mM stock, in isopropanol, 4°C)
1 mM ortofenantrolin
1 mM benzamid

Protease inhibitor coctail (100x)



WASH:
- lysis alap W/O TritonX !!!
+ 1mMPMSF
1 mM ortofenantrolin
1 mM benzamid
Protease inhibitor coctail (100x)
+ 20 mM imidazol (1M stock, in dH20, autoklavozas utan sététben, 4°C)

ELUTION:
- lysisalap W/O TritonX !
+ 1 mM PMSF
1 mM ortofenantrolin
1 mM benzamid
Protease inhibitor coctail (100x)
+ 300 mM imidazol

VEGIG JEGEN DOLGOZNI, VAGY 4°C-ON!!!!

- bakt olvasztasa jégen (kb 15°)

- szuszpendalas lysis pufferben (1-2 g bakt-hoz 5ml)
- szonikalas: 3 x 30”  30” sziinetekkel

- ¢f: 20.000 g 30° 4°C

kozben: a gyanta ekvilibralasa:
- 500 ul gyanta 5000 g 30”
- Fu eldob, gyantdhoz 2 térfogat dH.O
- 5000 g 30”

- 5 térfogat lysis pufferrel (w/o TritonX ) 4&tmosni

MINTAVETEL: a feltaras utan

- a cf utan a feliiltiszot attenni egy 15 ml Falcon-ba €s hozzdadom az 500 ul gyantat
1h ovatos forgatas (4°C)

- a gyantat felviszem egy oszlopra,
- MINTAVETEL: ami atfolyik az oszlopon (ami nem kotddott a Ni-agaz6zhoz)

- mosas: 2 x | ml MINTAVETEL
- eludlas: 4 x 300 ul MINTAVETEL

SDS-gélelfo, gélfestés
Az eluatumokat -200C on lehet tarolni



2X mintapuffer:

90 mM Tris pH: 6,8

20 % glicerol

2 % SDS

0,02 % bromfenolkék (11,439-1 Sigma)

frissen: 100 mM DTT

Mintakészités:
Indukcio ellendrzés:
- 600 pl minta a tenyészetbdl
- short cf.
- fu. lesziv
- 50-50 pl 2x mintapufferben f6zni 8-10°
- short cf.
- fu-bol 5-10-20 pl mintat gélre vinni

frakciok ellendrzése:
- 30 pl + 30 pl 2x mintapuffer, felf6zés



