Trawienie mieszaniny biatek w roztworze.
Maksymalna aktywnos¢ trypsyny jest obserwowana w warunkach pH 7-9.
Enzym ten jest odporny na tagodne srodowisko denaturujgce: 0.1% SDS, 1M
mocznik, 10%ACN. Standardowo wykonujemy trawinie w roztworze w 100mM
NH,HCO:s.
Redukcja i alkilacja:
Doda¢ odpowiednig objetos¢ 100mM DTT/100mM NH,HCO;, tak aby stezenie

kohcowe wynosito 10mM. Inkubowa¢ w 57°C przez 30 min.

Alkilacje przeprowadzi¢ poprzez dodanie roztworu 0.5M IAA, takiej objetosci
aby uzyskac stezenie réwne 50mM. Inkubowac przez 45min w temperaturze
pokojowej bez dostepu Swiatta.

W celu usuniecia nadmiaru IAA doda¢ 1M DTT/100mM NH;HCOs; aby stezenie
koncowe wynosito 50mM. Inkubowad przez 45min w temperaturze pokojowej
bez dostepu Swiatta.

Trawienie.

Dodac do mieszaniny biatek roztwér trypsyny (100ng/ul) w stosunku 10:1.
Inkubacja catg noc w 37°C.

Po zakonczeniu reakcji prébke zakwasi¢ roztworem 5%TFA do pH okoto 4.

Probke przechowywadé w temp. 4°C.

Materiaty:

A. 100mM NH4HCO:s: D. Trypsyna:
NH,HCOs  790mg Zliofilizowany enzym rozpué;ic’ w
MQ 100ml 200ul buforu do rozpuszczania wg

przechowywaé ~ w  temperaturze StUKCl - producenta (Sequencing
; : Grade Modified Trypsin Promega nr
pokojowe] kat V5111).

przechowywaé w -20°C

B. 1M DTT:
OTT 154mg E. 5% TFA:
MQ Iml TFA 5ml
przechowywac w -20°C MQ dopetni¢ do 100ml|
przechowywac¢ w temperaturze
C. 0.5M IAA: pokojowej
jodacetamid 925mg
MQ 10ml

przechowywa¢ w 4°C bez dostepu
Swiatta



