Fluorescen €éni znaé€eni proteinu

Fluorescetni zna&eni proteinu bude provedeno za poui
soupravy Alexa Fluor 594 Protein Labeling Kit. Rialy

zna&eneé timto fluoroforem vykazuji excitai maximum 590 nm
a emisni maximum 617 nm. Alexa Fluor 594 je ve foiHS

(sukcinimidyl) esteru viz Obr. 1. Za pouZziti naslgdiho

postupu Ize fluorescéné nazngit 0.1 az 1 mg proteinu.
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Priprava proteinu

Obr. 1 AlexaFluor 594

Pro optimalni efektivitu zn@ni by n&l byt protein ve fosfatovém pufru bez amonnych iioa

primarnich ami. V pripac, Ze protein je v jiném pufru (Trisovy, glycinovyg mozno dialyzou

pufr znmenit.

Vysledn& koncentrace roztoku proteinu nacemé by ngla byt 2 mg/mL.

Material

» Alexa Fluor 594
* Mikrozkumavka s magnetickym michadlem

* Roztok proteinu ve fosfatovém pufru (Thyroglobulmy =

¢ = 353465 M'cm*, zasobni koncentrace 10 mg/ml)

669 000, extinkni koeficient

* 1M roztok hydrogenuhtitanu sodného (NaHGOMW = 84), 1ml

» Fosfatovy pufr (50 mM NacCl, 50 mM fosfat sodny)
» Kolona s naplni Sephadex G-25

*  Kyvety
* NanoPhotometer (Implen)

Znageni proteinu

1. Do mikrokyvety napipetujte 50 pl roztoku proteiroz (10 mg/ml).
Jestlize je koncentrace proteinu vysSi nez 2 mgbmtpk se ngedi gidanim fosfatového

pufru na vyslednou koncentraci 2 mg/ml.

2. Zkumavku s fluoresceéni zna&kou nechte zatat na laboratorni teploturiBejte 25 pl 1M
NaHCQ; a promichejte pipetovanim nahoru atd@dpipetujte do mikrozkumavky s

proteinem a promichejte pipetovanim nahoru &.dol

3. VSe nechte michat v mikrozkumavce s magnetickynhadiem po dobu 30 minutip

laboratorni teplat




4. 5-10 minut ped koncem inkubaceripravte kolonu pro separaci proteinu a nenavazané
fluorescekini znaky.

Purifikace proteinu
Naph kolony Sephadex G-25 umade gelovou filtraci oddit nenavazanou fluorescem
znaku od proteinu podle rozdilné velikosti a molekiddvmotnosti.

=
1. Kolonu umiséte do stojanku, odstiite vicko a zatku a necht:
obsah kolony vykapat.
u

2. Promyjte kolonu 5 ml fofatového pufru.

3. Opatrré naneste redki snes proteinu a znky pipetou do sedu
kolony. Pouzijte 100 pl fosfatového pufru k vyplaaki mikrozkumavky
S reakni snesi a ogt naneste na kolonu. Roztok nechte zaputovat daniol

4. Po 1 ml gidavejte fosfatovy pufr.
Postupsi jimejte frakce vytékajici z kolony do mikrozkuméaygo 1 ml.
Po cca 2-3 ml z4né& vytékat zné&ny protein. Zachite zn&eny protein
do_jednéfrakce.

5. Vzorek (frakci se zachycenym zignym proteinem) prodite na spektrofotometru.
Na z&klad absorgniho spektra wete, jaké mnozstvi proteinu bylo nazeao a jaky je
stupa znaeni.
Nastaveni spektrofotometru:
Functions — Wave scan — interval vinovych délekO¢860 nm) — vioZte kyvetu s blankem —

Blank — vlozte kyvetu se vzorkem — Sample
Options — Graph scale — upravit rozsah osy vy, aiyiky viditelné

Acon ® Fedéni

moldrni mnoZstvi znacky ku molarmimu mnoZstvi proteinu = ————
! ? 73000 x Cm

kde 73000 je molarni extitki koeficient znaéky Alexa Fluor 594 fi 590 nm a Cm molarni koncentrace proteinu,
(fedéni: pokud jsteredili do kyvety)

Vysledky

Ziskané mnoZstvi proteinu a stipaaien.



