Trawienie trypsyna biatek rozdzielonych w zelu SDS-PAGE.

Wycig¢ wybrany prazek z zelu przy pomocy skalpela, umytego wczesniej
metanolem.

A. Rozdrabnianie zelu.
Fragment zelu poliakrylamidowego znajdujacy sie w eppendorfie rozdrobnic
koncéwka pipety na fragmenty o rozmiarach nie wiekszych niz 2 mm x 2 mm.

B. Odbarwianie zelu. (Zeli barwionych srebrem nie odbarwia sie)
W przypadku barwienia Coomassie nalezy zel odbarwi¢ roztworem 50%
acetonitryl 50mM NH4;HCOs;. Zala¢ zel 100ul r-u i wytrzgsa¢ do odbarwienia.
czynnos¢ w miare potrzeby powtérzy¢ kilkukrotnie. Po odbarwieniu usuna¢ r-r
znad zelu.

C. Suszenie zelu.
Suszenie zeli roztworem 100% acetonitrylu (ACN). Doda¢ 100ul ACN i wytrzgsac
ok. 10 minut, czynnos¢ w miare potrzeby powtdrzy¢ kilkukrotnie. Odrzucic
roztwér ACN znad zelu.

D. Redukcja cystein.
Doda¢ ok. 50ul 10mM DTT rozciehczony w 100mM NH;HCO; (fragmenty Zzelu
muszg by¢ przykryte). Inkubacja 30" w 57°C. Po zakohczeniu, odwirowac i usungc
r-r znad zelu.

E. Suszenie zelu.
Suszenie zeli roztworem 100% acetonitrylu (ACN). Doda¢ 100ul ACN i wytrzgsac
ok. 10 minut, czynnos¢ w miare potrzeby powtérzy¢ kilkukrotnie. Odrzucic
roztwér ACN znad zelu.

F. Alkilacja cystein.
Dodac ok. 50ul roztworu 50mM jod acetamidu rozcienhczony w 100mM NH;HCOs ,
inkubowa¢ 45 minut w ciemnosci. Odrzuci¢ nadmiar roztworu znad zelu.

G. Ptukanie zeli.
Dodac¢ 100pul roztworu 100mM NH4HCO;, wytrzgsa¢ 10’. Nastepnie odrzuci¢ r-r
znad zelu i suszy¢ zel dodajgc 100ul 100%ACN (10’). Czynnosci te powtdrzyc
dwukrotnie.

H. Suszenie zeli.
Zele wysuszy¢ roztworem 100%ACN (2x100ul, wytrzasa¢ po 15'). Odpipetowaé
ACN. Zele mozna uzna¢ za wysuszone i gotowe do trawienia trypsyng, gdy ich
fragmenty sg biate, twarde, nie sg posklejane i nie przywieraja do Scianek
eppendorfa.

I. Trawienie trypsyna.
Bezposrednio przed uzyciem przygotowac roztwér trypsyny (10ng/ul w 25mM
NH;HCOs). Dodac okoto 20ul na jedng prébke, w razie potrzeby ilos¢ dodanego
roztworu trypsyny dostosowac do ilosci zelu tak, aby wszystkie fragmenty byty
przykryte. Inkubacja przez catg noc w 37°C.



J. Ekstrakcja peptydéw =z zelu

2%acetonitryl.

roztworem do ekstrakcji 0,1%TFA

Odwirowac prébki. Doda¢ 30ul roztworu i 3-krotnie ptuka¢ po 20 minut.

W przypadku

zeli 2D barwionych srebrem, pomijamy odbarwianie, redukcje i

alkilacje. Przed wysuszeniem nalezy zela przeptukac jak w punkcie F.

Materiaty:

NH;HCO; 790mg

MQ 100ml

Trwatos¢ 1 rok, przechowywaé w

temperaturze pokojowej.

B. 1M DTT (ditiotreitol):
DTT 154mg
MQ 1ml
Trwatos¢ 1 rok, przechowywaé w -20°C.

C. 0.5M jodacetamid:
jodacetamid 925mg
MQ 10ml
Trwatos¢ 1 rok, przechowywaé¢ w 4°C
bez dostepu Swiatta.

Ponizsze roztwory przygotowywac

raz na 2 tygodnie i

D. Wyjsciowy roztwdr trypsyny:
Zliofilizowany enzym rozpusci¢ w 200ul
buforu do rozpuszczania wg instrukcji
producenta.

Trwatos¢ 1 miesigc, przechowywad w -
20°C.

E. 1% TFA:
TFA 1ml
MQ dopetni¢ do 100ml
Trwatos¢ 1 rok, przechowywad w
temperaturze pokojowe;.

przed uzyciem

przefiltrowac przez sterylny filtr 0.22um firmy Roth:

a. 50% acetonitryl 50mM NH4HCOs:
acetonitryl 10ml
100mM NH,HCO;  10ml

b. 25mM NH;HCOs:

100mM NH4HCO3 5ml
MQ 15ml
c. 10mM DTT:
1M DTT 10ul
100mM NH4HCO3 990ul

Sporzadzi¢ bezposrednio przed
uzyciem.

d. 50mM jodacetamid:
0.5M jodacetamid 100ul
100mM NH;HCO;

Sporzadzi¢ bezposrednio przed
uzyciem.

900ul

e. Roztwor trypsyny w 25mM
NH4;HCO3 10ng/ul (pH 8.5):
Trypsyna (roztwor wyjsciowy) 20ul
25mM NH4HCO3 180“
llo$¢ enzymu na 10 prébek. Sporzadzic
bezposrednio przed uzyciem.

f. Roztwdr do ekstrakcji 0,1% TFA
2% acetonitryl:

1%TFA 2ml
acetonitryl 0.4ml
MQ 17.6ml






