答問錄 WHC 2005/03/11
進度摘要：

1. 利用部分純化PCS免疫，再以阿拉伯芥表現蛋白AtPCS進行篩選，成功篩得PCS抗體。
2. 此PCS單株抗體能有效抑制其活性。

3. 利用AtPCS與Ni column來探討與阿拉伯芥粗抽液之protein-protein interaction，的確有一些interacted proteins被抓下來。
莊榮輝：報告時不要清唱，要準備相關資料，讓新來學弟妹能馬上進入狀況。
莊榮輝：目前擁有哪些PCS序列？可在E. coli或yeast內表現蛋白質？
王信傑：目前已成功表現出Arabidopsis PCS (AtPCS) 表現蛋白，並擁有其正確序列，而yeast則已擁有從RT-PCR得到的cDNA序列，但在表現時遇到困難，故目前尚未得到yeast表現蛋白 (SpPCS)。
莊榮輝：圖表最好能讓人不必多加解釋就能一目瞭然。

莊榮輝：Antibody bank目的是要得到全部抗體，若不是要得到全部的抗體，最好不要用全部的蛋白質來進行免疫。
莊榮輝：若你用部分純化PCS進行免疫，而用AtPCS表現蛋白來篩選，有可能失去52%左右的抗體，只可能撈到48%因蛋白質相似所的抗體。
王信傑：關於這一點由於我的目的主要是為了先得到PCS抗體，再加上目前手上只有AtPCS表現蛋白，所以只好用此篩選。原則上最好是採用SpPCS表現蛋白來篩選，但可惜的是此蛋白目前尚無法表現得到。

莊榮輝：我在想以前做不出抗體的原因，關鍵可能還是在antigen量太少所以做不出來。

楊光華：信傑用AtPCS表現蛋白來篩選對yeast PCS有專一性的抗體，我想這應該就是一株有用的抗體。
莊榮輝：你說用全體抗原免疫再用單一抗原來篩很困難，但是根據單株抗體的精神這樣來做應該可行，只是你的抗原要盡量純化到最純。
王信傑：沒錯，當初就因為試過許多方法均無法得到正確抗體，才會想到此法。困難度在於我們無法知道PCS量有多少？抗原性好不好？而且即使已做過部分純化，在2D圖譜上仍有許多蛋白質，所以雖然理論上可行，但實際上能不能做出來還不知道，但總得一試。不過比以前較好的是我們現在有表現蛋白可進行篩選，像當初創儉製備抗體是採用活性變化與蛋白質變化相符的band挖膠進行免疫，可信度就不是那麼高。
莊榮輝：以前他們做的抗體都還在嗎？有無check這些抗體之相關性？你說你有用之前合成的兩段peptides來進行篩選，只會抓到PCS-A而不會抓到PCS-S，那這樣或許可以進行peptide mapping來確認抗體辨識位置，這也是一項不錯的information。在以前要進行這樣的實驗幾乎不可能，但是現在的技術卻很方便。
王信傑：抗體都還在，接下來也會進行這些抗體確認，不過之前也曾進行12F9抗體所辨識蛋白質mass定序，但是定出來結果並非PCS。
楊光華：Peptide mapping可經由創生進行，一點10-mer約台幣1000元，一張可點24點，不同片段重疊長度約3-mer。

莊榮輝：有無利用這些peptide來抑制抗體，使得抗體無法抓PCS。
王信傑：Peptide已經用完，當初是想說有剩下一點用來篩看看，果然確認抗體辨識兩者conserved region，若要進行抑制實驗必須重新合成peptide。

莊榮輝：DEAE-1與DEAE-2有何不同？
王信傑：兩者是DEAE利用不同鹽濃度所洗下的兩個活性區。

莊榮輝：若得到抗體便可利用來分析兩個活性區之差異性。

莊榮輝：電泳圖標示要清楚，像marker分子量，各wells代表意義一定要標示，不要省略。 
莊榮輝：你有沒有覺得你的Western圖抗體抓的都偏膠體下方，而膠體上方幾乎沒有，為何如此？
王信傑：因為這是SDS電泳，分子量較低，而且從CBR染色圖看來高分子量的蛋白質的確含量較少。

莊榮輝：在進行protein-protein interaction的實驗時要注意蛋白質的量。太少看不到，太多又會造成背景值干擾。
莊榮輝：做圖技巧需加強，像一些不該出現的背景值應去除。基本條件要標示清楚，例如使用的抗體是腹水或是上輕，稀釋倍數等都要寫清楚。Subcloning data不用講太多。
莊榮輝： 抗體抓到的bands都應定序，而且要先經抗體製備的affinity column純化後再行定序。
莊榮輝： 活性比較時應採用相對百分比，而非直接比活性大小。
莊榮輝： 採用腹水x1太濃了，尤其你是用未純化的腹水，萬一是其他因子影響就有問題，這部分實驗要再仔細想想。
莊榮輝： 想想有無辦法先將抗體破壞掉再探討與PCS活性關係，如加熱或是加2-mercaptoethanol等。

結 論：
已經確定獲得PCS的抗體，應該是寶貴的工具，要小心保存好。如何利用這個抗體來進行PCS的基礎研究？必須仔細規劃，最有趣的是利用來做PCS催化機制的探討。
