Fluorescenéni zna€eni proteinu

Fluorescen¢ni znaceni proteinu bude provedeno za pouziti c CHs
soupravy Alexa Fluor 594 Protein Labeling Kit. Proteiny Z:3>( I N J<
znacené timto fluoroforem vykazuji excitatni maximum 590 nm 3 e M
a emisni maximum 617 nm. Alexa Fluor 594 je ve formé NHS CH,SO,H GO CH,s0,”
(sukcinimidyl) esteru viz Obr. 1. Za pouziti nasledujiciho o R
postupu Ize fluorescencné naznacit 0.1 az 1 mg proteinu. l—-rr-""i’Nﬁi:C -
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Obr. 1 Alexa Fluor 594

Priprava proteinu

Pro optimalni efektivitu znaceni by mél byt protein ve fosfatovém pufru bez amonnych inontt a
primérnich aminil. V piipad¢, Ze protein je v jiném pufru (Trisovy, glycinovy), je mozno dialyzou
pufr zménit.

Vyslednd koncentrace roztoku proteinu na znaceni by méla byt 2 mg/mL.

Materiél

Alexa Fluor 594

Mikrozkumavka s magnetickym michadlem

Roztok proteinu ve fosfatovém pufru (TRF2, MW =59 135, £ = 50545 Mtcm?,
zasobni koncentrace 4.5 mg/ml)

IM roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3, MW = 84), 1ml

Fosfatovy pufr (50 mM NaCl, 50 mM fosfat sodny)

Kolona s naplni Sephadex G-25

Kyvety

NanoPhotometer (Implen)

Znaceni proteinu

1.
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Do mikrokyvety napipetujte 166 ul roztoku proteinu (c= 4.5 mg/ml).

Roztok nated’te pfidanim fosfatového pufru na vyslednou koncentraci 2 mg/ml.

Zkumavky s fluorescenéni znackou nechte zahtat na laboratorni teplotu. Pfidejte 40 pl 1M
NaHCO3 do kazdé zkumavky a promichejte pipetovanim nahoru a dold. Odpipetujte roztok
fluroforu do mikrozkumavky s proteinem a promichejte pipetovanim nahoru a dola.

Vse nechte michat v mikrozkumavce s magnetickym michadlem po dobu 30 minut pii
laboratorni teplote¢.

5-10 minut pted koncem inkubace pfipravte kolonu pro separaci proteinu a nenavazané
fluorescenéni znacky.



Purifikace proteinu
Napli kolony Sephadex G-25 umoziiuje gelovou filtraci odd¢lit
. . . i gy
nenavazanou fluorescen¢ni znacku od proteinu podle rozdilné
velikosti a molekulové hmotnosti. a
v

1. Kolonu umistéte do stojanku, odstrante vicko a zatku a nechte
obsah kolony vykapat.

2. Promyjte kolonu 5 ml fofatového pufru.

3. Opatrné naneste reakéni smés proteinu a znacky pipetou do stiedu
kolony. Pouzijte 100 ul fosfatového pufru k vyplachnuti mikrozkumavky
s reak¢éni smési a opét naneste na kolonu. Roztok nechte zaputovat do kolony.

4. Po 1 ml ptidavejte fosfatovy pufr.
Postupné jimejte frakce vytékajici z kolony do mikrozkumavek po 1 ml.
Po cca 2-3 ml zacind vytékat znaceny protein. Zachytte znaeny protein
do jedné frakce.

5. Vzorek (frakci se zachycenym zna¢enym proteinem) proméite na spektrofotometru.
Na zakladé absorpéniho spektra uréete, jaké mnozstvi proteinu bylo naznaceno a jaky je

stupenl znaceni.

Nastaveni spektrofotometru:

Functiong — Wave scan| — interval vinovych délek (260-600 nm) — vlozte kyvetu s blankem —

Blank|— vloZte kyvetu se vzorkem —

Optiong — (Graph scale| — upravit rozsah osy y, aby byla maxima spektra dobie viditelna

Urceni koncentrace proteinu v mg/ mL

Aprotein = Aogo — Ases*CF

A ¢ Znag . « s TSR < “
CF = 28ovelnémnady - oF je korekéni faktor udavajici prispévek znacky k absorpénimu spektru
As94volne znacky

Vypocet stupné znaceni proteinu
A594 X MWprotein

stupeii znaceni =
Cprotein X €594
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., molarni mnoZstvi znacCky koncentrace znacky €594
st.znaceni = —— — — = — = —
molarni mnozstvi proteinu  koncentrace proteinu prot
MWprotein

kde €s04 = 73000 je molarni extinkéni koeficient znacky Alexa Fluor 594 pti 594 nm, ¢ je koncentrace proteinu
v mg/mLa MW je molekulova hmotnost proteinu

Vysledky  Ziskané mnozstvi proteinu a stupei znacéeni.



