Trawienie trypsyna/LysC biatek w roztworze i ﬂ 'Jv'\lwlj H T

Laboratorium Spektrometrii Mas UG GUMed

Prébka: Ekstrakt z komodrek ludzkiej linii komdrkowej K562
(MS compatible human protein extract intact, PROMEGA)
stezenie prébki: 10 pg/ul
objetos¢ prébki: 5 pl

Pracujemy w odziezy ochronnej, rekawiczkach winylowych i okularach ochronnych!

Rozcienczyé prébke do 10 pl dodajgc 5 pl 50 mM roztworu NH4HCO;.
Redukcja mostkow disiarczkowych: dodaé 1 pl roztworu 50 mM DTT/50 mM NH4HCO; i
wymieszac (vortex).
3. Inkubowac prébke w temperaturze 37°C przez 30 min, przy ciggtym mieszaniu (thermoshaker).
Schtodzié prébke do temperatury pokojowe;j.

v ok

Alkilacja reszt sulfhydrylowych cysteiny: dodaé¢ 1 ul $wiezo przygotowanego roztworu 150 mM
IAA/50 mM NH;HCO; i wymieszac (vortex).

6. Probke natychmiast umiesci¢ w ciemnosci i inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 30 min.
7. Doda¢ 20 ul 50 mM NH4HCO:s.

8. Dodac¢ 10 pl 0,2 pug/ul roztworu trypsyny/LysC (E:S 1:25 w/w) i wymieszaé (vortex).

9. Inkubowac przez w temperaturze 37°C przez noc, przy ciggtym mieszaniu (thermoshaker).

10. Zatrzymad trawienie dodajgc 3 pl 10% FA.

11. Odwirowac prébke (16 000 x g, 10min) i pobraé roztwér znad osadu.

12. Odsoli¢ prébke za pomoca ZipTip C18 i ewentualnie potem zatezy¢ (speedvac).

13. Umiescic¢ odsolong probke w vialu i analizowa¢ z wykorzystaniem LC-MS/MS (nastrzyk 5 pl).

Odczynniki potrzebne do przeprprowadzenia procedury trwaienia trypsyng biatek w
roztworze (klasa czystosci: MS-grade!):

Roztwory Opis

50 mM NH;HCO; 50 mM roztwdr wodoroweglanu amonu

50 mM roztwor ditiotreitolu w 50 mM
50 mM DTT/50 mM NH,HCO; .
wodoroweglanie amonu

150 mM roztwér jodoacetamidu w 50 mM
150 mM IAA/50 mM NH,HCO; ,
wodoroweglanie amonu

0.2% roztwor trypsin/LysC Trypsin/LysC Mass Spec
Grade (PROMEGA)

10% FA 10% roztwor kwasu mrowkowego

0,2 pg/ul trypsyna/LysC
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