Fluorescenéni znaceni proteinu

Fluorescenc¢ni znaceni proteinu bude provedeno za pouziti

soupravy Alexa Fluor 488 Protei Labeling Kit. Fluorescenéni T eI
znacka Alexa Fluor 488 je spektralné podobna fluoresceinu, ale A @ © O M
na rozdil od n¢j, neni jeji fluorescence citliva na pH mezi 4 a 10. _
Proteiny znacené timto fluoroforem vykazuji excitaéni maximum @ ceo
494 nm a emisni maximum 519 nm. Alexa Fluor 488 je ve forme
TFP (tetrafluorfenyl) esteru viz. Obr.1, ktery je v roztoku ::'zi
stabilnéjsi neZ nejcastéji pouzivany NHS (sukcinimidyl) ester. . -
Za pouziti nasledujiciho postupu lze fluorescencéné naznacit 0.1 :@:

F F

az 1 mg proteinu.

Obr. 1 AlexaFluor 488
Piiprava proteinu
Pro optimalni efektivitu znaceni by mél byt protein ve fosfatovém pufru bez amonnych
inontl a primarnich amind. V ptipadég, Ze protein je v jiném pufru (Trisovy, glycinovy), je
mozno dialyzou pufr zménit.
Vysledna koncentrace roztoku proteinu na znaceni by méla byt 2 mg/mL.

Material

e Alexa Fluor 488 v mikrozkumavce s magnetickym. michadlem
Roztok proteinu (2 mg/mL) ve fostatovém pufru
Mirokyvety (1.8 mL)
1M roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3;, MW = 84), ImL
8 mL sorbentu pro purifiaci proteinu (Biogel P 30 Fine, BioRad)
Plastova kolona
Plastova nalevka
Pénovy drzék kolony
Plastova pipeta na jedno pouziti

Znaceni proteinu

Ptipravte 1M roztok NaHCO; rozpusténim 84 mg v 1 mL dest. H,O. Tento roztok, ktery
ma pH ~ 9 mize byt skladovan az dva tydny pii 4°C nebo miize byt rozdélen do alikvott
a zamrazen (<-20°C).

Jestlize je koncentrace proteinu vyssi nez 2 mg/mL, nafed’te roztok pridanim fosfatového
pufru nebo 0.1 M NaHCO:s.

Do 100 pL roztoku proteinu o koncentraci 2 mg/mL pfidejte 10 pL 1M NaHCOs

Pozn. NaHCOj se ptidava, aby se zvySilo pH reakéni smési, protoze TFP estery reaguji
nejlépe pii alkalickém pH.

Nechte zkumavku s fluorescencni znackou zahtat na laboratorni teplotu.



Odpipetujte 10 uL znacky rozpusténé v 0.1M NaHCOj; smichejte s roztokem proteinu
(pipetovanim nahoru a dola) a vSe nechte michat v mikrozkumavce s magentickym
michadlem po dobu 1 h pfi laboratorni teploté.

Asi 20 min pted koncem inkubace piipravte kolonu pro separaci proteinu a nenavazané
fluorescencni sondy.

Purifikace proteinu

Sestavte kolonu podle Obr. 2. Nélevku nasad’te na horni cast = =
kolony. Jemn¢ vsuiite kolonu do pénového drzaku tak, aby \ /
byla lehce vychylena z vertikalni polohy. Toto umisténi H
uleh¢i plnéni kolony. Opatrné odstraiite zatku z dolniho

konce kolony. f} [s]j

Ptipravte elucni pufr nafedénim 0.8 mL 10X koncetrovaného
elu¢niho roztoku (Component D soupravy) nafedénim vodou
do celkového objem 8 mL.

Pozn. 10X elucni pufr obsahuje 1.5 M NaCl, 0.1 M fosfat -
sodny, pH 7.2 a 2 mM azid sodny. 10X elu¢ni pufr by se m¢l f 7} -/
pted pouzitim zahtéat na laboratorni teplotu, aby doslo k jeho
uplnému rozpusteni.

Obr. 2. Sestaveni kolony

Za pouziti plastové pipety fadné zamichejte purifikacni sorbent (Component C) aby se
vytvofila homogenni suspenze. Po kapkach pipetou napliite kolonu tak, Ze nechate napln
pomalu klouzat do spodni Casti kolony. Pfebytecny pufr pii plnéni nechte odkapat do
kadinky. Naplnte kolonu az do vysky asi 1 cm pod hornim okrajem.

Néplni kolony je BioGel P-30 fine (BioRad) pro chromatografické déleni latek
s rozdilnou velikosti a molekulovou hmotnosti. Tato naplit umoziuje gelovou filtraci
oddélit nenavazanou fluorescencni znacku od proteinu.

Pti odkapani nadbyte¢ného pufru se piesvécte, ze priitok pufru kolonou nekolisa a je
plynuly. V ptipad¢ velmi pomalého nebo kolisavého priitoku pteplite kolonu. Kolona
zustava hydratovand i v ptipad¢, ze v jeji horni ¢asti neni pfitomen pufr.

Odstrante nalevku z horni ¢asti kolony. Opatrné naneste reakéni smés Alexa488

s proteinem po 1 hodin¢ inkubace pipetou do sttedu kolony. Pouzijte 50 pL elu¢niho
pufru k vyplachnuti mikrozkumavky s reakéni smési a opét naneste na kolonu. Roztok
nechte zaputovat do kolony.

Nasad’te nalevku zpét na kolonu. Pomalu pftilejte do nalevky cely objem pfipraveného
elucniho pufru tak, aby se nenarusil povrch sorbentu na vstupu kolony.

Postupné jimejte frakce vytékajici z kolony do mikrozkumavek po 1 mL. Po cca 3 mL
zaCina vytékat znaceny protein. Znaceny protein je obsazen asi v 1 mL vytékajiciho
elu¢niho pufru.



Znaceny protein pieneste do ultrafiltréni zkumavky (Amicon Ultra, 10K, Millipore) a
nafed’te do 4 mL roztokem 200 mM Na Cl, 50 mM fosfat sodny, pH 7.0

Znaceny protein zakoncentrujte na ~ 100 pL centrifugaci na centrifuze s vykyvnym
rotorem (5000 rpm, 20 min, 4°C)

Stanovte koncentraci zna¢eného proteinu za pouziti Bradfordové reakce.
Urcete jaké pomérné mnozstvi proteinu bylo naznaceno ve srovnani s mnozstvim
proteinu vstupujiciho do reakce s fluoroforem.



