Fluorescencéni urceni koncentrace proteinu

Urceni koncentrace proteinu je nezbytnym krokem pii analyze biologického materidlu a je
soucasti mnoha laboratornich protokoli. Citlivost nejcastéji pouzivané Bradfordové metody,
ktera se prakticky pohybuje od 0.1 do 1 mg/mL, je mnohdy nedostate¢na. Pro urceni
koncentrace roztoku proteinu lze s vyhodou pouzit fluorescencni sondu NanoOrange.
Pomoci NanoOrange 1ze bezpe¢né urcit koncentraci roztoku proteinu v rozsahu 0.1 — 10
pg/mL.

Fluorescen¢ni sonda NanoOrange vykazuje nizkou intenzitu fluorescence ve vodném
roztoku. Po jeji vazbé na molekulu proteinu dochazi k vyraznému zvyseni intenzity
fluorescence. NanoOrange ma excita¢ni maximum kolem 470 nm a emituje v oblasti 550 nm.

Material

e 500X Roztok NanoOrange v DMSO
(NanoOrange Protein Quantitation reagent,
Molecular Probes, Invitrogen)

10X reakéni pufr (diluent)

Roztok BSA - hovézi sérovy albumin (2 mg/mL)
Spektroﬂuorometr } / /;' \.\_ N
Mirokyveta (1.5 mL) W s e 700
Termoblok pro zahiati na 95°C Wavelength (nrm)

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

Priprava roztoku

Upozornéni
Zasobni roztok NanoOrange obsahuje DMSO a musi s nim byt nakladano opatrné, protoze
DMSO usnadiiuje prinik organickych molekul do tkani.

1X NanoOrange roztok
Naredit 1.5 ml 10x reakéniho pufru do 13.5 mL vody. Ptidejte 30 uL 500X zasobniho
roztoku NanoOrange. Chranit pied svétlem. Pouzitelnost roztoku je né¢kolik hodin.

Standardni roztok BSA

Ptipravit 10pug/mL roztok BSA (objem 2mL) v 1X NanoOrange roztoku.

Ve 2 mL mikrozkumavce 200X natedit zasobni roztok BSA (2mg/mL) v NanoOrange
roztoku a promichat.

Vytvoreni standardni kfivky

Naftedit standardni roztok BSA 1X NanoOrange roztokem na koncentrace od 6 do 0.1 ng/mL
do mikrozkumavek podle tabulky.

Vysledna koncentrace BSA Objem 10 pg/mL standardniho Objem 1X roztoku
(ng/mL) roztoku BSA (pL) NanoOrange (uL)

6.0 900 600

3.0 450 1050

1.0 150 1350

0.6 90 1410

0.3 45 1455

0.1 15 1485




Priprava neznamého vzorku
1. Nared’te 30 pL neznamého vzorku v 1470 puL 1X NanoOrange roztoku (50X ziedéno)
ve 2mL mikrozkumavce.
2. Narted’te 15 pL nezndmého vzorku v 1485 pL 1X NanoOrange roztoku (100X
ziedéno) ve 2mL mikrozkumavce.
Poznadmka: Objem neznamého ptidavaného vzorku by nemél presahnout 4% celkového
objemu, aby nedochazelo k ovlivnéni intenzity fluorescence NanoOrange slozkami pufru.

Denaturace
1. Inkubovat standardy BSA i nezndmé vzorky na 95°C po dobu 10 minut v termobloku
ve tmé.

2. Nechat vychladnout na pokojovou teplotu v plastovém stojanku ve tm¢.
3. Po vychladnuti promichat a stoCit v centrifuze, aby se na vicku kondenzovana voda
vratila zpét do roztoku.

Méreni fluorescence

1. Zapnéte spektrofluorometr podle navodu.

2. Zméite intenzitu fluorescence

e v modu Single point pii A= 470 nm a A= 550 nm, Sitka §térbin (slits)
2nm/2nm, integracni ¢as 5 s (Fluoromax)

e v modu Read pfi Aex= 470 nm a Aey™ 550 nm, Siika $térbin (slits)
10nm/10nm, integrac¢ni ¢as 5 s (LS50)

e soucasné krom¢ modu Read lze méfit na spektrofluorometru LS50 v modu
Concentration, ktery umoziuje ptimé vyhodnoceni a ur¢eni koncentrace
neznamého vzorku

Zm¢ite nejdiive intenzitu fluorescence blanku, nasledné standardy.

4. Hodnoty intenzity zapiste do tabulky a vyneste do grafu hodnoty intenzity
fluorescence standardi po odecteni hodnoty blanku.

Zmefte intenzitu fluorescence pro ob¢ fedéni neznamého vzorku.

6. Po odecteni intenzity blanku urcete podle standardni kfivky koncentraci DNA

v neznamém vzorku.
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Vysledky

Stanoveni koncentrace proteinu neznamého vzorku.



