DRS antibody 만들기.

준비 할 용액: 

1. Coomassive dye 

Coomassive 0.25g 0.25%

Methanol   45ml 45%

빙초산      10ml 10%

Total       100ml

2. Destain buffer ( 40 : 60 methanol : 물)

3. Buffer 1. 

20mM KH2PO4 (완충)

500mM NaCl (전해)

2mM 베타-mercaptoethonol ( s=s 결합 해제 ) = autoclave 후에 넣어 줌.

pH 7.8 = 1L

4. Buffer 2.

20mM KH2PO4 

500mM NaCl

2mM 베타-mercaptoethonol

10% glycerol (안정성 확보)

pH 6.0 = 2L

5. Buffer 3. 

20mM KH2PO4 

500mM NaCl

2mM 베타-mercaptoethonol

10% glycerol 

pH 5.2 = 1L

준비 물품.
1. [Invitrogen] probond resin

2. Open column

3. Dialysis pack : [sigma] dialysis tubing
하나. purified DRS protein 

[cell preparation]
1. 사용할 stock 확인.( PCAN 155 : DH5알파[vector(PET280) + DRS(1-212)])

2. Loop와 알코올램프, 사용할 plate 를 준비 후 Loop를 알코올로 소독하고 stock에 긁은 후 plate( ??) 에 gel이 깨지지 않게 눞혀서 접종
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처음한 것, 그것을 이어서 다시, 다시 그것을 이어서 주루루~ 

3. Overnight 배양.
4. 콜로니 하나를 3ml L.B(kanamycin)배지 두개에 접종 후 O/N
[mini – prep]

1. Mini-prep kit 사용 (intron) 후 Agarose gel 로 전기 영동 하여서 확인 = 한 줄로 나오면 ok.

[transformation]

1. Competent cell (BL21(protease가 적음) + plasmid(뽑은 것, 1ul) = ice 20분. = heat (42도, 1분 30초) = ice 3-5분 = LB 1ml 추가. = 37도 1시간 = plate warming up = cell down (6000rpm 1분) = 800ul 버림 = resuspund = spreading at plate = 37도 o/n = colony 생성시 성공

[cell culture 조건 잡기]

하나. IPTG 조건 잡기.

1. Colony를 1개의 3ml LB(+antibiotics) 배지에 배양 후 같은 양을 따서 3ml LB 배지 4개 배양(대략 3-4시간정도) (O.D = 0.4-0.6. 600nm).

2. Control, 0.1mM, 0.3mM 0.5mM 0.7mM 농도로 30도, 5hr induction 시킴 후 cell down.(max 3분)
3. pH7.2 washing buffer 500ul( column에 내릴 때와 같은 용액으로 resuspand 해야함) 넣고 sonication ( output 3-4, duty cycle 6-7 ) 각각 5번씩 해서 4번.
4. Cell down. (max(13000rpm) 30분)

5. SPNT 와 pellet(700ul lysis buffer)를 coomasive stain 한다.

[Coomassive stain] 
Sample 5x sample buffer 넣고 끓인다.

12% SDS-PAGE로 내린 후 coomassive dye로 염색 후 destain = DRS 확인.

결과 중 가장 induction이 잘 된 것을 조건으로 함.

둘. 온도 조건 잡기.

1. Colony를 1개의 3ml LB(+antibiotics) 배지에 배양 후 같은 양을 따서 3ml LB 배지 4개 배양(대략 3-4시간정도) (O.D = 0.4-0.6. 600nm).

2. 조건 : 0.5mM 20도 12시간, 0.5mM 30도 6시간 induction 시킴 = cell down.(max 3분)

3. pH7.2 washing buffer 500ul( column에 내릴 때와 같은 용액으로 resuspand 해야함) 넣고 sonication ( output 3-4, duty cycle 6-7 ) 각각 5번씩 해서 4번.
4. Cell down. (max(13000rpm) 30분)

5. SPNT 와 pellet(700ul lysis buffer)를 coomasive stain 한다.

[ Washing 조건 잡기.]

1. 3ml LB( + antibiotics : kana) 접종 후 배양 o/n
2. 1L LB로 옮겨서 배양 = (600nm O.D : 0.4 growth curve 상 최상조건)

3. 0.5mM IPTG 넣고, 20도 배양 o/n (12 시간)
4. Cell down = 3000, 20분

5. 만든 buffer 1 100ml에 C.D 시킨 것을 녹인 후. Ultrasonication 함.

Ultrasonication 조건.

조건 : total time 5min, duty cycle 5sec, 휴식기 30sec, 세기 7

주의 : 250ml비커를 얼음 통에 넣어서 진행. 거품 존재 시 깨끗하게 제거 후 실행.
      얼음이 녹아서 비커가 내려 갈 수 있으므로 5분 간격으로 확인. 

6. 20000G 30분간 cell down. SPNT 취함.

7. <Invitrogen> protein purification kit ( probond resin 만 이용, his tag 을 잡는다 )

= 4 도에서 진행.
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ProBond™ resin and purification columns have the following specifications:
«  Binding capacity of ProBond™ resin: 15 mg of protein per ml of resin

«  Average bead size: 45-165 microns

«  Pore size of purification columns: 30-35 microns

«  Recommended flow rate: 0.5 ml/min

*  Maximum flow rate: 2 ml/min

«  Maximum linear flow rate: 700 cm/h

«  Column material: Polypropylene

«  pH stability (long term): pH 3-13

«  pH stability (short term): pH 2-14





8. Column에 resin 0.6ml 넣고 buffer 1으로 10ml *2 세척 ( ethanol 제거 ).
9. Cell lysate 을 column에 거른다. = flow through 보관.

10. Washing buffer 1 10ml, washing buffer 2 10ml, washing buffer 3 10ml

Imidazole (50mM, 60mM, 70mM, 80mM 90mM 100mM) 5ml

씩 column에 거른 후 

11. Coomassive stain 하여서 가장 적당한 washing volume과 농도를 결정한다.

(DRS(1-212)가 나오지 않으면서 다른 단백질은 떨어 뜨려야 함.

[ protein purification ]

1. 2-4L LB(+KANAMYCIN) CELL 접종 후, OD=0.4 일 때, IPTG 0.5mM induction 후 20도에서 12시간 키운다. Cell down 3000에서 20분.
2. Washing buffer 을 넣어서 100ml 맞추고 Ultra sonication 후 Column에 거른다.

Washing buffer 1 50ml

Washing buffer 2 50ml

Washing vuffer 3 70ml

75mM imidazole 50ml

3. 300mM imidazole 로 elution (in cold room) 시엔 1.5ml tube에 1ml가 되지 못하게 조금씩 받아 나간다.

4. Elution 된 것 중 단백질이 고농도로 나온 것을 추린 후 PBS + 20% glycerol(autoclaved)로 dialysis 한다.

[Dialysis] in 4도 or in ice
1. Dialysis pack에 elution 받은 것을 넣고 선 양 옆을 집게로 막는다. Pack 3ml/cm 용량.
2. Cold room에서 1L-2L 비커에 PBS+20%glycerol(autoclaved)를 dialysis pack이 잠길 정도로 붓고 stirrer를 가동 시킨 후 12시간 후 PBS+20%glycerol(autoclaved)를 갈아 준다. 그 후 12시간 둔다.
3. Dialysis pack에서 액을 조심스럽게(손을 비닐 장갑을 껴준다. In ice) e-tube에 옮겨 담는다.

4. E-tube의 액을 정량 하여서 protein량을 확인한다.

5. BSA(1, 2, 5)와 같이 coomassive stain 하여서 정량을 확인한다.

둘. preparation rabbit.
1. 토끼를 주문한다. ( NewZealnd White rabbit(male, 1kg)

2. 3-7일 정도 적응 시킨다.

3. 200-300ul 정도의 피를 귀 뒤 정맥에서 1ml 주사기로 따서 4도에서 Incubation 한다.

4. 14000RPM 에서 5분 centrifuge 한다.

[Blood Test]

1. Supernatant를 따서 새로운 tube에 넣고 70도에서 보관 한다.

2. 10% SDS PAGE로 human cell line shole cell lysate (40ug) 내린다.

3. Transfer 한다.

4. Membrane을 1시간 room temperature에서 block 한다. ( 5% milk, 0.5% Tween 20 in TBS)

5. Serum(정맥에서 뽑은 피.)을 1/1000 and 1/3000 dilution, 1% milk, 0.2% Tween 20 in TBS를 membrane에 1시간 정도 binding 시킨다. (R.T)

6. Wash the membrane with 1% milk, 0.2%Tween 20 in TBS for 10min, 3 times

7. 2nd antibody를 1시간 binding 한다. (Dilute the anti rabbit HRP with 1/25000 to 1%milk, 0.2% Tween 20 in TBS)  

8. Membrane을 washing 한다. (with 1% milk, 0.2% Tween 20 in TBS for 10min, 3 times)

9. Membrane을 develop 한다.

10. 반응이 없는 serum의 토끼를 선택 하여, injection 한다.
셋. injection and harvest.
1. 정제한 protein(250ug)을 0.5ml complete adjuvant와 syringe linker를 이용하여 섞는다.
(뻑뻑해져서 움직이지 않을 정도 까지 섞어야 한다.)

2. Mixed solution을 2-3군데로 나누어서 sub-cutaneous로 rabbit에 찌른다.

(절대 새면 안된다)

3. 1 주일 후 정제한 protein(250ug)을 0.5ml incomplete adjuvant와 syringe linke를 이용하여 섞는다.

4. Mixed solution을 2-3군데로 나누어서 sub-cutaneous로 rabbit에 찌른다.

(절대 새면 안된다)

5. 3, 4 step을 반복한다.

6. 3번째 injection으로부터 3일 후 토끼의 귀로부터 200-300ul의 피를 뽑아서 antibody가 만들어 지고 있는지 확인한다.

7. antigen(50ng/lane)과 human cell line whole cell lysate (40ug/line)을 10% SDS-PAGE로 western blot 한다. (antibody가 specific 하게 만들어 졌는지, 그리고 사이즈를 확실하게 확인하기 위함.)  serum(뽑은 피)은 1/3000, 1/6000으로 dilution 하여 사용한다. 확실하게 만들어 졌다면 step 9로 간다.

8. 1일 후 step 7을 한번 더 하여 확인한다.

9. 4일 후 마지막 antibody를 boosting 하기 위해 step 3-4를 실시 한다.

10. 3일 후, 토끼의 심장으로부터 50ml syringe(18 guage needle)로 피를 뽑아 낸다 (대략 70ml – 150ml 정도 얻을 수 있다. 뽑은 피는 4도 또는 아이스에서 overnight 한다.

11. 26000G, 4도 에서 30분간 centrifuge.

12. serum만을 따서 5ml, 1ml 정도로 aliquote 한다.

13 -80도에서 보관한다.

넷. antibody test.

1. antigen(50ng/lane)과 human cell line whole cell lysate (40ug/line)을 10% SDS-PAGE로 western blot 한다. serum(뽑은 피)은 1/3000, 1/6000으로 dilution 하여 사용한다.(가장 적당한 dilution 농도를 결정한다.
