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Pracujemy w odziezy ochronnej, rekawiczkach winylowych i okularach ochronnych!

1. Kawatki zelu SDS-PAGE, zawierajgce trawione trypsyng biatka, inkubowac¢ przez 15 min w
temperaturze pokojowej z 20 pl 50 mM roztworu NHaHCO:s.

2. Uzyskany roztwér zebrac¢ do nowej probowki Low Protein Binding Tube (tej samej co w pkt. 16
protokotu , Trawienie trypsyng biatek rozdzielonych na zelu SDS-PAGE”).

3. Do kawatkow zelu dodaé 30 pl 5% FA/50% ACN.
4. Catos¢ inkubowac przez 20 min i nastepnie poddac sonikacji przez 5 min.

5. Zebrad roztwér znad zelu (do tej samej probdéwki, co wczesniej).
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. Powtérzy¢ procedure z pkt. 3-5.

7. Nastepnie inkubowad kawatki zelu przez 5 min z 20 ul ACN.

8. Zebrac roztwor znad kawatkéw zelu (do tej samej probowki, co wczesniej).

9. Ekstrakt zawierajacy peptydy trawionych biatek odparowano do sucha, wykorzystujgc wiréwke pod

prdéznig (tzw. SpeedVac), w 30°C przez 20 min i potem w 60° przez okoto 1 godzine.

Przed dalsza analizg MS prébki nalezy odsoli¢ wykorzystujgc np. komercyjnie dostepne ZipTips.

Odczynniki potrzebne do przeprprowadzenia procedury ekstrakcji peptydow z trawionych
trypsyng biatek z kawatkow zelu SDS-PAGE (klasa czystosci: MS-grade!):

Roztwory Opis
50 mM NH;HCO; 50 mM roztwdr wodoroweglanu amonu
5% roztwoér kwasu mrowkowego w 50% roztworze
5% FA/50% ACN .
acetonitrylu
ACN Acetonitryl
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