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Sposdb oczyszczania rekombinowanego ludzkiego biatka PCNA nie posiadajgcego metki fuzyjnej

Przedmiotem wynalazku jest metoda oczyszczania rekombinowanego ludzkiego biatka PCNA nie

posiadajgcego metki fuzyjnej charakteryzujgcego sie wysokg czystoscig oraz aktywnoscig biologiczng.

W znanych heterologicznych systemach ekspresyjnych wykorzystywanych do nadekspresji oraz
pozyskiwania biatek rekombinowanych wykorzystywane sg wektory posiadajgce metki fuzyjne np.
His, GST lub MBP wykazujgce powinowactwo odpowiednio: do jonu metalu (np. niklu), glutationu
lub amylozy. Zastosowanie wymienionych metek umozliwia fatwe oraz szybkie uzyskanie
pozgdanego preparatu biatkowego charakteryzujacego sie zazwyczaj wysokim stopniem czystosci.
Podejscie takie z powodzeniem jest stosowane dla wielu biatek m.in. biatka PCNA. Niejednokrotnie
specyfika prowadzonych badan wymaga korzystania z biatka ktore nie zawiera metki fuzyjnej. W
takim przypadku mozliwe sg co najmniej dwa rozwigzania: a) odciecie metki fuzyjnej ktére nie
zawsze jest mozliwe lub b) oczyszczanie biatka pozbawionego metki fuzyjnej klasycznymi metodami

chromatograficznymi.

Opublikowane dotychczas w literaturze naukowej metody oczyszczania biatka PCNA bez metki
fuzyjnej opisujg koniecznosc¢ zastosowania kilku zt6z chromatograficznych celem pozyskania czystego

preparatu.

Celem wynalazku jest dostarczenie alternatywnej metody oczyszczania ludzkiego biatka PCNA, ktéra

zapewniataby wysoka wydajnosc¢ oraz czystosc i aktywnosc uzyskiwanego biatka.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb oczyszczania rekombinowanego ludzkiego biatka PCNA nie
posiadajgcego metki fuzyjnej poddanego nadekspresji w komorkach E. coli, charakteryzujacy sie tym,
ze prowadzi sie nadekspresje biatka PCNA w komoérkach E. coli transformowanych plazmidem
zawierajgcym sekwencjg kodujacg to biatko, prowadzi sie wysalanie biatka siarczanem amonu z
roztworu uzyskanych biatek wewngtrzkomoérkowych a nastepnie rozdziela sie wysolong frakcje
biatkowg metodg chromatografii jonowymiennej, korzystnie na kolumnie jonowymiennej Q, przy

czym izoluje sie frakcje zawierajgcg biatko PCNA.

Korzystnie, komorki E. coli zawierajg kasete ekspresyjng przedstawiong jako Sekw. Id. Nr 1.

Opracowana metoda oczyszczania ludzkiego PCNA jest tatwa w realizacji poniewaz bazujgc na duzej
rozpuszczalnosci tego biatka wykorzystuje technike wysalania siarczanem amonu, a nastepnie
chromatografie na kolumnie jonowymiennej Q. Cechuje sie ona wysokg wydajnoscig a uzyskiwany

preparat biatkowy posiada nieoczekiwanie wysokg czystosc i aktywnosc.
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Dla lepszego wyjasnienia istoty zdefiniowanego powyzej wynalazku niniejszy opis wzbogacono o

rysunek oraz opis przyktadowej realizacji.

Na figurze 1 przedstawiono oczyszczanie rekombinowanego ludzkiego biatka PCNA. 1) standard
biatkowy; 2) catkowity ekstrakt biatkowy z komoérek E. coli BL21(DE3) pRIL przed indukcjg ekspresji
PCNA; 3) catkowity ekstrakt biatkowy z komodrek E. coli BL21(DE3) pRIL po 4 godzinach indukgcji
ekspresji PCNA; 4) frakcja biatek rozpuszczonych, wyekstrahowanych z komoérek E. coli po
nadekspresji PCNA; 5) frakcja biatek rozpuszczonych przy 60% nasyceniu siarczanu amonu; 6) frakcja
biatek wysolonych przy 80% nasyceniu siarczanu amonu natozona na kolumne Q; 7) 1 pg frakcji
oczyszczonego PCNA. Biatka rozdzielono w 12% denaturujacym zelu poliakrylamidowym, a nastepnie

wybarwiono w barwniku Coomassie.

Przyktad.

Do plazmidu bakteryjnego pET29a (Novagen (EMD Millipore)) chronionego patentem o numerze (US
Patent 5,693,489) wprowadzono przy uzyciu enzymow restrykcyjnych Ndel oraz BamHI| otwartg
ramke odczytu kodujacg ludzkie biatko PCNA zawierajgcg kodon STOP. Uzyskany plazmid zawierajgcy
kasete ekspresyjng przedstawiong na Sekw. Id. nr 1 i posiadajgcy opornos¢ na kanamycyne
wprowadzono do komorek bakterii E. coli szczepu BL21 pRIL. Bakterie hodowano w 4L pozywki LB
zawierajgce] kanamycyne o stezeniu 50 mg/L oraz chlofoamfenikol o stezeniu 25 mg/L w
temperaturze 37°C intensywnie wytrzasajac do momentu gdy wartos¢ gestosci optycznej OD600
wyniosta 0,5. Nastepnie, do hodowli dodano induktora ekspresji IPTG (izopropyl PB-D-1-
tiogalaktopiranozyd) w stezeniu 1 mM i prowadzono indukcje ekspresji przez 4h w temperaturze
37°C. Wszystkie ponizej opisane czynnosci wykonywano w temperaturze 4°C. Po zakonhczeniu
indukcji bakterie odwirowano (5000x g, 10 min). Osad bakteryjny zawieszono w 50 ml buforu
ekstrakcyjnego (50 mM Tris, pH 7,5) i poddano sonikacji (10min. 10s puls, 5s przerwy) celem
uwolnienia biatek wewngtrzkomérkowych. Uzyskany ekstrakt odwirowano (30 000x g, 30 min). Do
nadsgczu dodano siarczanu amonu do 40% stezenia wysycajacego i inkubowano na mieszadle
magnetycznym przez okres 20 min. Prébke odwirowano (30 000x g, 30 min). Nastepnie do nadsgczu
dodano siarczanu amonu do 60% stezenia wysycajgcego i inkubowano na mieszadle magnetycznym
przez okres 20 min. Prébke odwirowano (30 000x g, 30 min). W kolejnym kroku do nadsgczu dodano
siarczanu amonu do stezenia wysycajgcego 80% i inkubowano jak wyzej opisano. Po odwirowaniu
uzyskany osad rozpuszczono w 1ml buforu ekstrakcyjnego i trzykrotnie przedializowano wzgledem
10ml buforu 50 mM Tris o pH7.5. Uzyskany preparat biatkowy natozono na kolumne Econo-Pack
High Q (5ml, BioRad) zréwnowazong wczesniej buforem ekstrakcyjnym. Po zwigzaniu biatka kolumne

przeptukano 50ml buforu ekstrakcyjnego, a nastepnie dokonano elucji biatka 200ml liniowego
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gradientu soli (0-0,8M NacCl} rozpuszczonej w 50 mM Tris o pH7,5. W wyniku przeprowadzonego
rozdziatu chromatograficznego uzyskano frakcje ludzkiego rekombinowanego biatka PCNA nie
zawierajgcego metki fuzyjnej w ilosci 6 mg, charakteryzujgcego sie wysokg czystoscig (Fig.1) oraz

aktywnoscig biologiczng badang w tescie oddziatywania z ludzkg endonukleazg Fenl.



PK/2034/RW 4

Sekwencja Id. nr 1

5’_
AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCC
CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATatgttcgaggcgcgecctggtecag
ggctccatcctcaagaaggtgttggaggcactcaaggacctcatcaacgaggecctgcectgggatattag
ctccagcggtgtaaacctgcagagcatggactecgtcceccacgtetetttggtgcagetcacecctgeggt
ctgagggcttcgacacctaccgctgcgaccgcaacctggecatgggegtgaacctcaccagtatgtee
aaaatactaaaatgcgccggcaatgaagatatcattacactaagggccgaagataacgcecggataccett
ggcgctagtatttgaagcaccaaaccaggagaaagtttcagactatgaaatgaagttgatggatttag
atgttgaacaacttggaattccagaacaggagtacagctgtgtagtaaagatgeccttectggtgaattt
gcacgtatatgccgagatctcagccatattggagatgctgttgtaatttecctgtgcaaaagacggagt
gaaattttctgcaagtggagaacttggaaatggaaacattaaattgtcacagacaagtaatgtcgata
aagaggaggaagctgttaccatagagatgaatgaaccagttcaactaacttttgcactgaggtacctyg
aacttctttacaaaagccactccactcectecttcaacggtgacactcagtatgtctgcagatgtaccect
tgttgtagagtataaaattgcggatatgggacacttaaaatactacttggctcccaagatcgaggatyg
aagaaggatcttagGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCA
CCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGA
GCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG



