Fluorescenc¢ni znaéeni proteinu

Fluorescen¢ni znaceni proteinu bude provedeno za pouziti soupravy | SHB O SHS, Chy
Alexa Fluor 594 Protein Labeling Kit. Proteiny znadené timto fluoroforem |~ '~~~ - [l o
vykazuji excita¢ni maximum 594 nm a emisni maximum 617 nm. Alexa OH,SOH . COH CH,S0,”
Fluor 594 je ve formé NHS (sukcinimidyl) esteru viz Obr. 1. Za pouziti oy °
nasledujiciho postupu Ize fluorescencné naznacit 0.1 az 1 mg proteinu. < %% .
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Obr. 1 Alexa Fluor 594

Priprava proteinu

Pro optimalni efektivitu znaceni by mél byt protein ve fosfaitovém pufru bez amonnych inontt a
primarnich amind. V piipadé¢, ze protein je v jiném pufru (Trisovy, glycinovy), je mozno dialyzou
pufr zménit.

Material

Alexa Fluor 594 (& aiexa = 73 000 M*cm™)

Tmava zkumavka s magnetickym michadlem

Roztok proteinu ve fosfatovém pufru (Cdanl, MW = 24 961 Da,
extinkéni koeficient € = 18 365 Mtcm™, zasobni koncentrace 2,5 mg/ml)
IM roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3, MW = 84), 1 ml
Fosfatovy pufr (50 mM NaCl, 50 mM fosfat sodny, pH 7,0)

Kolonka s naplni Sephadex G-25

Kyvety

Spektrofotometr (Hach Lange DR6000)

Znaceni proteinu
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Do tmavé zkumavky napipetujte 200 pl zasobniho roztoku proteinu, ke kterému doplnite
fosfatovy pufr tak, aby kone¢na koncentrace byla c= 2 mg/ml.

Zkumavku s fluorescenéni znackou nechte zahtat na laboratorni teplotu. Ptidejte 25 pl 1M
NaHCO3 do zkumavky s vysusenou znackou a promichejte pipetovanim nahoru a dold.
Odpipetujte do mikrozkumavky s proteinem a promichejte pipetovanim nahoru a dolt.
Vse nechte michat v tmavé zkumavce s magnetickym michadlem po dobu 30 minut pti
laboratorni teploté zakryté alobalem.

5 — 10 minut pfed koncem inkubace piipravte kolonu pro separaci proteinu a nenavazané
fluorescencni znacky.



Purifikace proteinu

Napln kolony Sephadex G-25 umoziuje gelovou filtraci oddélit nenavazanou fluorescencni
znacku od proteinu podle rozdilné velikosti a molekulové hmotnosti.

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

2. Promyjte kolonu 5 ml fofatového pufru.

3. Opatrné naneste reak¢éni smeés proteinu a znacky pipetou do stiedu
kolony. Pouzijte 100 ul fosfatového pufru k vyplachnuti tmavé
zkumavky s reak¢ni smési a op€t 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 za¢ina vytékat
znaceny protein. Zachyt'te znaceny protein
do jedné frakce. A poté nenavazanou barvic¢ku do jiné frakce.

5. Vzorek (frakci se zachycenym znacenym proteinem) proméite na spektrofotometru.
Na zaklad¢ absorpéniho spektra urcete, jaké mnozstvi proteinu bylo naznaceno a jaky je
stupen znaceni.

Nastaveni spektrofotometru:

‘Skenovéni Vln.délkyi — ‘Moinosti‘ - nastavit hodnoty min a max A (260-650 nm) — —vlozte
kyvetu s blankem — Nulovaf| — méte jednotlivé vzorky—

Ptipadné: [ Moznosti — [Stupnice a jednotky — manuél | — upravit rozsah osy Abs, aby byla maxima
spektra dobie viditelna

Urc¢eni koncentrace proteinu

A280 volné znack . . e “ "
CFpyy = =229 . CF je korekéni faktor udavajici piispévek znacky k absorpénimu spektru
As94volne znacky

— Aprotein
Aprotein - A280 protein — (A594 protein * CF) Cprotein M] = f+
protein

Vypocet stupné znaceni proteinu
A594 protein

€Alexa 594 =73 000

stupenl znaceni = Vytéiekpng) = cmy - Mw * Vimy
Cprotein [M]
A594 [protein]

molarni mnoZstvi znacky koncentrace znacky €504 [alexa]

obecn¢ stupen znaceni = — — — = — =
molarni mnoZstvi proteinu  koncentrace proteinu  Cyrotein [M]

kde £ = 73 000 je molarni extinkéni koeficient znacky Alexa Fluor 594 pii 594 nm, C koncentrace proteinu v M
a MW je molekulovd hmotnost proteinu.

Vysledky

Zajima nas: vytézek (ziskané mnozstvi proteinu po znaceni) a stupen znaceni.



