520研究室進度報告


答問錄 CIM 2004/11/19
進度摘要：

(1) 利用親和管柱純化澱粉生合成中，能與SP有交互作用之蛋白質。
(2) 篩選與SP有交互作用蛋白質之抗體庫。

(3) 以pull-down assay再確定交互作用。

(4) 其他親和管柱製備。
莊榮輝： Tetlow論文中的實驗方法為何？其磷酸化現象是如何偵測？
周宜旻： 論文先抽取造粉體 (amyloplasts) in vitro加入 -32P-ATP反應30 min，打破造粉體取出上清的反應液，通入phosphoprotein purification kit (Quagen)，便可純化出磷酸化之蛋白質複合體。論文中提及的激脢，為作者推測在造粉體中可專一性對SBEII作用。
莊榮輝： 親和管柱的製備流程中，所使用的鹽濃度為何？耦合反應所使用的緩衝液為何？抗體所使用的濃度為何？

周宜旻： CNBr-Sepharose粉末經1 mM HCl活化後，經耦合緩衝液 (coupling buffer: 0.1 M NaHCO3，0.5 M NaCl) 平衡後，與抗體混和並反應過夜。使用耦合緩衝液大量洗去未結合之抗體，再以0.2 M glycine pH 8.0進行blacking反應過夜後，經緩衝液A (0.1 M NaOAc, 0.5 M NaCl, pH 4.0) 及耦合緩衝液交替流洗五次，親和管柱製備完成。每克膠體粉末使用5~10 mg抗體進行耦合。

莊榮輝： BA抗體的來源？要確定是否堪用。
周宜旻： 儲存於–20 oC，將會進一步確定其效價與專一性。

莊榮輝： 親和性管柱使用多少次？是否每一次都有檢查膠體結合能力，與純化結果之再現性？
周宜旻： 利用抗體J3b所製備的親和性管柱已使用五十次 (通入甘藷初抽液，反應過夜後，以耦合緩衝液不斷流洗，再以0.2 M glycine, pH 2.5溶離後，以耦合緩衝液平衡)。 剛開始所純化之結果，經電泳觀察其雜質較低；使用多次後，雜質不斷上升，但是其主要硝酸銀染色色帶不變，再現性高。但無法確定其膠體之結合能力，將進一步檢查。

莊榮輝： 為何親和性管柱所純化得電泳圖中，L-SP含量如此之少？

周宜旻： L-SP與其他蛋白質形成複合體後，可能無法辨認。也有可能是親和管柱使用負荷的問題，將著手製備新的親和性管柱。
莊榮輝： Tetlow論文中提到磷酸化後，SBEI, SBEIIb及L-SP才有可能形成蛋白質複合體，應該朝向磷酸化的L-SP來設計實驗。
吳裕仁： 若在初抽液中加入大量磷酸化的L-SP，反應一段時間後，通入親和性管柱，才可能純化出與磷酸化的L-SP有交互作用之蛋白質。

莊榮輝： 結合反應可在室溫下反應30 min後，再放置4°C過夜。不一定要用CNBr-Sepharose製備親和性管柱，也可使用Protein A-Sepharose進行實驗。

周宜旻： 以上的方法，將會進一步設計實驗進行。 Tetlow論文中使用的免疫共沉澱，是使用Protein A-Sepharose，與實驗中所使用的pull-down assay方法一致，但無法避免抗體干擾。將繼續採用CNBr-Sepharose來製備親和性管柱。

王信傑： LC/MS/MS的結果，比對分數皆不高，是什麼問題？

周宜旻： 可能是人為操作之問題，將改進。

莊榮輝： 實驗部分要先採用游擊戰，不要一開始就準備大規模的戰爭。親和性管柱不要負荷使用。免疫小鼠部分，先確定是否為L-SP之專一性作用蛋白質，才能繼續下去。
周宜旻： 現階段親和管柱部份，將進行確認是否仍可使用，也繼續製備新的管柱，用相同方法再確定一次，再現性是否一致。也將採用磷酸化L-SP，純化出與磷酸化的L-SP有交互作用之蛋白質。
莊榮輝： 可與葉昭圻一起進行甘藷樣本的製備，不一定45°C的樣本，其與L-SP交互作用蛋白質不同？
結論：

(1) 整個研究的方向大致清楚：想以親和層析法看L-SP的結合蛋白質為何。
(2)
一定要確定以親和法所純化蛋白質的專一性，也就是說親和管柱要可靠，嚴苛度也要有效區分非專一性吸附。

(3)
注意所用L-SP的磷酸化程度，對所吸附蛋白質的專一性可能不同。
↓後續報導

20041202
從上次進度報告結果，一直到現在的實驗再確定，得到的結果： 
(1) BA抗體是可以使用的。(如何得知？)
(2) 使用了多次的親和性管柱，雖然通入純化的SP進去，可從硝酸銀染色中看出F50極少數110 kD，但轉印仍然無法呈色。我想是鹽類累積太多了，而且有越來越多的非專一性吸附，已經不再使用。(因此專一性確有問題)
(3) 雖然，進度報告中的親和性管柱有以上的現象發生，但是利用H7c的親和性管柱，(做了十次後出現了非專一性吸附蛋白質)，但是轉印仍然有SP呈色，而這實驗的老鼠免疫已經暫停，但真的不再免疫下去嗎？ (轉印雖然有出現SP，但是我們要的是結合蛋白質，無法確定所結合的蛋白質是專一性的。若抗體繼續做下去，只會消耗時間精力，當看到實驗無意義時，必須馬上砍掉，斷尾求生。)
(4)
J3b親和性管柱的那一組實驗結果，宣告停止。

(5) 接下來的實驗策略： 先將粗抽中加入磷酸化的L-SP，反應30 min後，通入 phosphoprotein purification kits，純化出所有磷酸化的蛋白質後，再通入H7c 親和管柱，進行磷酸化L-SP的交互蛋白質純化，希望此方策略可行。

『找對問題』的能力非常重要，也非常困難，但卻是成功研究人員的特質。要多想想是否針對問題下藥？而不是散彈打鳥般的嘗試各種藥方。
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