
Induce	  IPC	  protein	  expression	  

-‐	  IPTG	  control.	  
on	  ice,	  eventually	  spin	  down	  OD600	  ~	  0.8	  

+	  IPTG	   2.5	  h	  at	  37	  °C	  
spin	  to	  check	  	  
pellet	  color	  

if	  white,	  grow	  
overnight,	  
faculty	  will	  
pellet	  &	  freeze	  

if	  green/yellow,	  
measure	  all	  
OD600	  values,	  
and	  spin	  down	  

•  for	  three	  samples:	  X#Z	  #1,	  X#Z	  #2,	  and	  wt	  inverse	  pericam	  

`̀



M2D3:	  Induce	  protein	  expression	  
10/21/2015	  

1.  IPTG	  inducSon	  of	  inverse	  pericam	  protein	  
expression	  

2.  Journal	  Club	  Workshop	  
3.  Lab	  Treat	  	  
4.  Prelab	  lecture	  
5.  Analyze	  Sequence	  Data,	  Count	  Colonies	  and	  

Harvest	  Cells	  



Sign	  up	  for	  journal	  club	  and	  choose	  a	  paper	  
1.  Pick	  1	  of	  25	  papers,	  or	  suggest	  your	  own	  
2.  Sign	  up	  by	  adding	  your	  name	  next	  to	  paper[LMM/WF/Rainbow]	  

•  first	  come	  first	  serve!	  
•  one	  T/R	  and	  one	  W/F	  per	  ar:cle	  

3.  Sign	  up	  for	  a	  Sme	  slot:	  M2D5	  (Oct.	  28)	  or	  M2D8	  (Nov.	  6)	  



Assignments	  on	  the	  horizon	  
•  DNA	  engineering	  summary	  revision	  

–  due	  by	  5pm	  on	  Saturday,	  Oct.	  24	  

•  Blog	  post	  for	  M1	  	  
–  due	  by	  5pm	  on	  Sunday,	  Oct.	  25	  

•  For	  M2D4:	  
–  prepare	  a	  (JC	  style)	  PP	  slide	  that	  

represents	  your	  groups	  contribuSon	  to	  
the	  Nagai	  et	  al	  discussion	  (ex.	  Fig.	  3+	  part	  
of	  table)	  

–  prepare	  SDS-‐PAGE	  calculaSons	  
•  For	  M2D5:	  

–  journal	  club	  readings	  



We’re	  making	  progress…	  and	  proteins	  today!	  

transform	  
in	  NEB	  5α	  	  	  	  	  



BL21(DE3)pLysS	  competent	  cells	  
•  BL21:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  bacterial	  strain	  
•  can	  express	  IPC	  protein	  	  

–  inducSon	  by	  lactose	  or	  analog:	  	  
	  	  	  	  	  isopropyl	  β-‐D-‐thiogalactoside	  
–  under	  ______	  promoter	  control	  in	  

pRSET	  vector	  

•  DE3:	  bacteriophage	  (	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  )	  
–  used	  to	  integrate	  the	  lac/T7RNAP	  

construct	  into	  E.	  coli	  

•  pLysS:	  protein	  that	  produces	  	  
–  lysosyme,	  which	  binds	  to	  T7RNAP,	  

reducing	  basal	  “leaky”	  expression	  
–  retained	  by	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

(Cam)	  selecSon	  



Let’s	  piece	  together	  this	  “protein	  inducSon”	  story	  	  

①  in	  the	  pRSET	  plasmid	  
–  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  promoter	  is	  consStuSvely	  on	  
–  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  promoter	  is	  turned	  on	  in	  the	  

presence	  of	  T7	  RNA	  polymerase	  
	  

② in	  BL21(DE3)pLysS	  
–  T7RNAP	  gene	  engineered	  in	  DE3	  cells	  

under	  a	  modified	  lac	  operon	  control	  
–  lacI	  encodes	  a	  ____________	  that	  

binds	  to	  ____________	  ,	  thereby	  
turning	  it	  off	  

–  in	  addiSon,	  T7	  lysosyme	  inacSvates	  
T7	  promoter	  

bla	  

T7	  

pRSET-‐IPC	  
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genes of the lac operon



Let’s	  piece	  together	  this	  “protein	  inducSon”	  story	  	  

①  in	  the	  pRSET	  plasmid,	  T7	  promoter	  on	  only	  if	  T7RNAP	  present	  
②  	  in	  BL21(DE3)pLysS,	  lacI	  =>	  repressor	  binds	  control	  area	  =>	  T7RNAP	  turned	  off	  
	  

③ if	  lactose	  is	  present	  
–  lactose	  binds	  to	  repressor	  and	  makes	  it	  ___________	  ,	  thus	  turning	  

___	  expression	  of	  T7RNAP	  
–  with	  T7RNAP	  present,	  the	  T7	  promoter	  is	  ______,	  and	  IPC	  expressed	  

lacI	   promoter	   operator	   T7RNAP	   lacZ	  

lactose	  

repressor	  
T7	  RNA	  

polymerase	  

T7	  

pRSET-‐IPC	  



•  isopropyl	  β-‐D-‐1-‐thiogalactoside	  
•  structural	  mimic	  of	  lactose	  
•  Both	  lactose	  and	  IPTG	  are	  taken	  up	  

by	  E.	  coli	  but	  unlike	  lactose,	  IPTG	  is	  
not	  part	  of	  any	  metabolic	  pathways	  
and	  not	  hydrolyzable	  by	  β-‐
galactosidase.	  

IPTG	  is	  a	  lactose	  analogue	  

lacI	   promoter	   operator	   T7RNAP	   lacZ	  

IPTG	  

repressor	  
T7	  RNA	  

polymerase	  

T7	  

pRSET-‐IPC	  

IPTG	  	  	  	  	  
	  

lactose	  



BL21(DE3)pLysS	  



In	  lab	  today…	  

•  Analysis	  of	  DNA	  sequences	  
•  Count	  colonies	  in	  BL21	  
•  Spin	  down	  six	  samples	  
– wt	  IPC: 	  1.5	  mL	  –	  IPTG, 	  3	  mL	  +	  IPTG	  
– X#Z	  #1: 	  1.5	  mL	  –	  IPTG, 	  3	  mL	  +	  IPTG	  
– X#Z	  #2: 	  1.5	  mL	  –	  IPTG, 	  3	  mL	  +	  IPTG	  


