Fluorescencéni znaceni proteinu

Fluorescenc¢ni znaceni proteinu bude provedeno za pouziti

soupravy Alexa Fluor 488 Protein Labeling Kit. Fluorescenéni g0 80
znacka Alexa Fluor 488 je spektralné podobna fluoresceinu, ale e O © O hh
na rozdil od n¢j neni jeji fluorescence citliva na pH mezi 4 a 10. _
Proteiny znacené timto fluoroforem vykazuji excitatni maximum @ coe
494 nm a emisni maximum 519 nm. Alexa Fluor 488 je ve formé
TFP (tetrafluorfenyl) esteru viz. Obr.1, ktery je v roztoku :':i
stabilné€jsi neZ nejcastéji pouzivany NHS (sukcinimidyl) ester. . -
Za pouziti nasledujiciho postupu lze fluorescencéné naznacit I:I

F F

0.1 az 1 mg proteinu.

Obr. 1 AlexaFluor 488
Priprava proteinu
Pro optimalni efektivitu znaceni by mél byt protein ve fosfatovém pufru bez amonnych
inontl a primarnich amint. V pfipad¢, 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
Mikrozkumavka s magnetickym michadlem
Roztok proteinu (8 mg/ml) ve fosfatovém pufru
IM roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3;, MW = 84), 1ml
Kolona PD-10 Desalting Column (GE Healthcare)

Znaceni proteinu

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

Do sklenéné vialky (4 mL) napipetujte 25 pl roztoku proteinu (¢ = 8 mg/ml).

Jestlize je koncentrace proteinu vyssi nez 2 mg/ml, roztok se nafedi ptiddnim fosfatového
pufru na vyslednou koncentraci 2 mg/ml.

Zkumavku s fluorescencni znackou nechte zahtat na laboratorni teplotu. Pridejte 10 pl
IM NaHCOj; a promichejte pipetovanim nahoru a doli. Odpipetujte roztok fluorescencni
barvi¢ky do mikrozkumavky s proteinem a promichejte pipetovanim nahoru a dold.

Vse nechte michat ve sklenéné vialce s magnetickym michadlem po dobu 1 h pti
laboratorni teplot¢.



Pozn. NaHCO:s se piidava, aby se zvysilo pH reakéni smési, protoze TFP estery reaguji
nejlépe pii alkalickém pH.

Asi 20 minut pied koncem inkubace pfipravte kolonu pro separaci proteinu a nenavazané
fluorescencni znacky.

Purifikace proteinu

Ustiihnéte Spicku kolony PD-10, kolonu umistéte do stojanku, odstrarite
vicko a nechte obsah kolony vykapat.

a
u
Promyti kolony 25 ml elu¢niho pufru rozdélenych do 4 davek.
Pozn. Elu¢ni pufr: 50 mM Na-fosfat a SOmM NaCl
Népln kolony Sephadex™ G-25 Medium umoziuje gelovou filtraci oddélit
nenavazanou fluorescen¢ni znacku od proteinu podle rozdilné

velikosti a molekulové hmotnosti.

Opatrné naneste reakéni smes Alexa488 s proteinem po 1 hodin¢ inkubace
pipetou do stfedu kolony. Pouzijte 100 pl elu¢niho pufru k vyplachnuti
mikrozkumavky s reakéni smési a opet naneste na kolonu. Roztok nechte
zaputovat do kolony.

Elu¢ni pufr ptidavejte do kolony po 1 ml.

Postupné jimejte frakce vytékajici z kolony do mikrozkumavek po 1 ml. Po
cca 2-3 ml zacind vytékat znaceny protein. Znaceny protein je obsazen v 1-2
ml vytékajiciho elu¢niho pufru.

Znaceny protein odpipetujte do ultrafiltra¢ni zkumavky (Amicon Ultra, 10K,
Millipore) a zakoncentrujte na ~ 100 pL centrifugaci na centrifuze s vykyvnym rotorem
(4000 g, 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.



