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Laboratorijas darbs

Proteīnu attīrīšana ar metālhromatogrāfiju

Tā kā ir pieejams ierobežots kolonnu un pārējās aparatūras vienību skaits, studenti laboratorijas darbu strādā grupās pa 2-3 cilvēkiem (atkarībā no studentu kopskaita). Maksimālais grupu skaits - 8.

Attīrāmais proteīns – sobemovīrusa proteāze tiks izmantots zinātniskajos projektos LBMC. Tas nozīmē, ka studentiem laboratorijas darba laikā ir visas iespējas paveikt zinātniski derīgu darbu un attīrītais proteīns netiks nekavējoties izmests miskastē, bet gan izmantots turpmākiem pētījumiem. Lūgums pret darbu izturēties atbildīgi un pats galvenais - kārtīgi marķēt visas mēģenes, lai pēc darba beigām nebūtu nekādu šaubu par to, kas kurā mēģenē atrodas.
Ievads

Lai atvieglotu šūnās mākslīgi producētu proteīnu attīrīšanu, tiem bieži ar gēnu inženierijas metodēm N- vai C- galā pievieno vairākus (parasti sešus) histidīnus (6xHis). 6xHis sekvencei ir augsta afinitāte pret divvērtīgajiem pārejas metālu joniem ( Zn2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, u.c.). Vispirms metāla jonus (parasti Ni2+) imobilizē uz speciālas agarozes gēla matricas (sk. attēlu) un pēc tam uz kolonnas uznes šūnu lizātu, kas satur ekspresēto proteīnu ar 6xHis. Rezultātā, 6xHis saturošais proteīns piesaistās pie helatējošās agarozes, bet lielākā daļa šūnu proteīnu iziet cauri kolonnai. Tomēr pie kolonnas parasti piesaistās arī daži šūnas proteīni, kuru natīvajā sekvencē ir vairāki histidīni pēc kārtas, vai arī vairāki histidīni atrodas tuvu proteīnu trīsdimensionālajā struktūrā. Tomēr natīvie proteīni parasti nesatur vairāk kā divus histidīnus pēc kārtas, tādēļ afinitāte pret helatējošo agarozi ir stipri zemāka nekā 6xHis saturošajam proteīnam. 
Piesaistītos proteīnus eluē ar imidazolu. Imidazols atgādina histidīna sānu ķēdi un arī var piesaistīties pie divvērtīgajiem pārejas metālu joniem. Tādejādi imidazols augstā koncentrācijā var izkonkurēt piesaistīto proteīnu. Ar zemu imidazola koncentrāciju (10-20 mM) var eluēt lielāko daļu vāji piesaistītos šūnu proteīnus, bet ar augstu koncentrāciju (300 mM) arī 6xHis saturošos proteīnus. Parasti pēc attīrīšanas iegūst 80 - 90% tīru proteīnu. 
Eksperimenta rezultātus vizualizē denaturējošajā poliakrilamīda gēla elektroforēzē.
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1. Šūnu lizēšana
Kā izejmateriāls laboratorijas darbam ir iepriekš uzaudzētas un sasaldētas E.coli šūnas, kurās ir uzproducēts proteīns, kuram N-galā ir pievienoti 6 histidīni. Lai proteīnu varētu attīrīt, vispirms nepieciešams sagraut šūnas un atdalīt nešķīstošās komponentes. Šajā gadījumā šūnu sagraušana notiek enzimātiski, ar lizocīma palīdzību. Lizocīms ir enzīms, kurš hidrolizē baktēriju apvalkā esošos polisaharīdus.
Protokols:

1.15 ml mēģenē esošās sasaldētās šūnas atkausē.
2. Šūnām pievieno 3 ml lizēšanas bufera, resuspendē un inkubē istabas temperatūrā ~15 min periodiski vorteksējot (ik pa 1-2 min).
3. No lizāta tīrā 1.5 ml mikromēģenē atfasē 20 l vēlākai analīzei.
4. Pārējo lizātu pārnes divās 1.5 ml mikromēģenēs (1.5 ml katrā) un centrifugē 20 min pie maksimālajiem apgriezieniem.
5. Supernatantu no visām centrifugētajām mikromēģenēm ar pipeti pārnes jaunā 15 ml stobrā.
6. Tīrā 1.5 ml mikromēģenē atfasē 20 l supernatanta vēlākai analīzei elektroforēzē.
Proteīna attīrīšana
Proteīna attīrīšana notiek uz gatavām minikolonniņām ar iepildītu helatējošo agarozi un uzsorbētiem Ni2+ joniem. Parauga un visu turpmāko buferšķīdumu uznešana uz kolonniņas notiek ar medicīniskās šļirces palīdzību. Uznesot paraugus, jācenšas maksimāli izvairīties no gaisa burbuļu ievadīšanas kolonniņā. 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
Uznesot šķīdumus, kolonniņa jāpietur aiz apakšējās daļas. Pretējā gadījumā kolonniņa spiediena rezultātā var nomukt no šļirces un saturs izšļakstīties pa visu galdu (un kaimiņu biksēm...). Šļirci nevajag spiest pārāk stipri, šķīdumiem caur kolonniņu ir jāpil, nevis jātek ar strūklu.

Darbā ar minikolonniņu obligāti jālieto cimdi un aizsargbrilles.
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

7. Supernatantu ar šļirces un adatas palīdzību savāc no 15 ml mēģenes, tad noņem adatu un supernatantu uznes uz minikolonnas ar imobilizētiem Ni2+  joniem, savāc caurplūdes frakciju 15 ml mēģēnē. Šļirci un adatu izskalo 3-4x ar destilētu ūdeni.
8. Kolonnu skalo ar 3ml bufera A (300 mM NaCl, 40 mM tris-HCl pH 8.0), caurplūdes frakciju savāc tajā pašā mēģenē, kurā tika savākta iepriekšējā frakcija.
9. Kolonnu skalo ar 3ml bufera B, kurš satur imidazolu zemā koncentrācijā (20 mM imidazols, 300 mM NaCl, 40 mM tris-HCl pH 8.0), savāc caurplūdes frakciju jaunā 15 ml mēģenē.
10. Piesaistīto proteīnu eluē ar 3ml bufera C, kurš satur imidazolu augstā koncentrācijā (300 mM imidazols, 300 mM NaCl, 40 mM tris-HCl pH 8.0), savāc caurplūdes frakciju jaunā 15 ml mēģenē.
Rezultātu analīze denaturējošajā poliakrilamīda gēla elektroforēzē

Proteīnu tīrību, molmasu un aptuvenu koncentrāciju var ērti noteikt ar denaturējošās elektroforēzes palīdzību. Vispirms paraugus denaturē, karsējot nātrija dodecilsulfāta un -merkaptoetanola klātbūtnē un pēc tam uznes uz poliakrilamīda gēla. Pēc elektroforēzes proteīnu joslas gēlā vizualizē ar krāsvielas Coomasie blue palīdzību. Laboratorijas darbā tiks izmantoti iepriekš sagatavoti poliakrilamīda gēli. Gēlu sagatavošana tiks apgūta līdzīgā laboratorijas darbā bioķīmijas kursā.
11. No caurplūdes frakcijām, iegūtām 7., 9. un 10. solī tīrās 1.5 ml mikromēģenēs atfasē 20 l šķīduma.
12. Pie atfasētajām frakcijām mikromēģenēs pievieno 20 l paraugu uznešanas bufera.
13. Pie 20 l atfasētā šūnu lizāta no 3. soļa pievieno 80 l paraugu uznešanas bufera.
14. Pie 20 l atfasētā šūnu lizāta no 6. soļa pievieno 80 l paraugu uznešanas bufera.
15. Visas piecas mikromēģenes (iegūtas 12. - 14. solī) karsē termoblokā pie 95 grādiem 5 minūtes.

16. Sekojot laborantes vai darba vadītāja instrukcijām, 5 l no katra iegūtā parauga, kā arī 5l marķiera uznes uz akrilamīda gela.
17. Gela aparātu pievieno pie strāvas avota.
Pēc elektroforēzes, gelā atrodošies proteīni ir jāfiksē un jākrāso ar Coomasie zilo krāsvielu. Tā kā kopā ar elektroforēzi tas ir visai laikietilpīgs un garlaicīgs process, studenti tajā var nepiedalīties. Pēc elektroforēzes beigām laborante noņems gēlus un veiks zemāk aprakstītās procedūras. Gela fotokopijas tiks ievietotas BF mājaslapā „grozā”.
18. Elektroforēzi veic, līdz paraugam pievienotā krāsviela ir sasniegusi gela apakšu.
19. Elektroforēzes aparātu atvieno no strāvas, gelu atdala no elektroforēzes stikliņiem un ievieto plastmasas kastītē.
20. Gelam uzlej 20 ml fiksēšanas šķīduma (30% etanols, 10% etiķskābe) un krata kratītājā 30 minūtes.
21. Fiksēšanas šķīdumu nolej un procedūru atkārto (t.i. atkārto 20. soli).

22. Gelam uzlej 20 ml Coomasie zilā krāsvielas šķīdumu un krata kratītājā 30 minūtes.
23. Krāsvielu nolej un gelam uzlej destilētu ūdeni. Krata kratītājā 20 min, procedūru atkārto 2x. Uz gela ir jāparādās skaidri saskatāmām proteīna joslām - aptuveni kā zemāk redzamajā zīmējumā (parādīts cits proteīns ar atšķirīgu molekulsvaru).
Piezīme - jebkuru no 20-23 solī veicamajām operācijām var veikt arī ilgāku laiku (teiksim, nevis 30 min, bet atstāt uz pāris stundām vai pa nakti).

24. Gelu ievieto starp divām polietilēna plēvēm un noskanē
Kontroljautājumi laboratorijas darbam proteīnu attīrīšanā.

1. Grozā sameklējiet savas grupas gēla fotogrāfiju (uznešanas secības zīmējums būs atsevišķā failā), izdrukājiet un ielīmējiet laboratorijas darba protokolā.

2. Atzīmējiet, kurš paraugs (lizāts, lizāta supernatants, lizāta caurplūdes frakcija, kolonnas skalošana ar 20 mM imidazolu, kolonnas eluēšana ar 300 mM imidazolu) ir uznests uz kura treka.

3. Vai proteīns, pēc jūsu domām, ir attīrījies? 

4. Kāds ir aptuvens attīrāmā proteīna molsvars? Marķieris satur 14, 20, 30, 45, 65 un 90 kDa proteīnus.
5. Ni-sefarozes kolonnai ir noteikta kapacitāte - uznesot pārāk daudz 6xhis saturoša proteīna, visas vietas uz kolonnas tiek aizpildītas un pārējais 6xhis saturošais proteīns iziet cauri kolonnai. Vai šajā gadījumā kolonnas kapacitāte bija pietiekoša? Pamatojiet atbildi! 

6. Šūnas tika lizētas ar enzimātisko metodi ar lizocīma palīdzību, kas tika pielikts pie šūnām visai augstā koncentrācijā (salīdzinot ar pašas šūnas proteīniem). Vai varat parādīt uz gēla, kur ir lizocīma zona? Kāds ir aptuvens lizocīma molsvars? Vai lizocīms ir piesaistījies pie Ni-sefarozes kolonnas?

7. Vai, skalojot kolonnu ar 20 mM imidazolu, ir izdevies panākt papildus attīrīšnu? Kāds būtu rezultāts, ja kolonnu uzreiz skalotu ar 300 mM imidazolu?

Protokolu ar atbildēm var iesniegt līdz semestra beigām. Katram studentam jāiesniedz savs protokols (nevis viens uz darba grupu). Protokola neiesniegšanas gadījumā tiks uzskatīts, ka laboratorijas darbs nav apmeklēts...

