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Prébka: Biatka rozdzielone na zelu 1D-SDS-PAGE — pojedyncze spoty

Pracujemy w odziezy ochronnej, rekawiczkach winylowych i okularach ochronnych!

1. Kawatki zelu (tzw. spoty) umiesci¢ w 1,5 mL Low Protein Binding Tubes i pocigé¢ na okoto 1 mm?
kawatki.

2. Kawatki zelu przemywaé 50 pl wody MiliQ, ktérg po 15 min inkubacji usungaé.

2. Przez kolejne 15 min przemywac¢ kawatki zelu 50 pl 50 mM NH;HCO3/ 50% ACN. Po inkubacji roztwér
usungc.

3. Nastepnie do kawatkéw zelu dodac 50 pl ACN, inkubowac¢ 15 min, po czym roztwdr usungcé.
4. W celu przeprowadzenia rehydratacji do kawatkéw zelu dodaé¢ 50 pl 50 mM NH,HCOs.

5. Po 5 min doda¢ 50 pl ACN. Po 15 min inkubacji usungé roztwér.

6. Kawatki zelu pokry¢ ACN i pozostawi¢ do czasu az ulegng pomarszczeniu.

7. Prébki odparowac za pomocg wirdwki pod préznig (SpeedVac), w 30 °C, przez okoto 20 min.

8. Redukcja mostkow disiarczkowych biatek: dodaé¢ 50 pl 10 mM DTT/25 mM NH,HCO; i inkubowaé w
temperaturze 56°C przez 1 h, ciggle mieszajac (thermoshaker). Po tym czasie usungé pozostaty roztwor.

9. Alkilacja reszt sulfhydrylowych cysteiny: dodaé 50 pl 55 mM IAA/25 mM NH,HCO; i inkubowaé w
ciemnosci, w temperaturze pokojowej przez 45 min.

10. Kawatki zelu przemywac przez 15 min roztworem zawierajgcym 50 pl 50 mM NH4HCO;/50% ACN .
Nastepnie roztwor usunaé.

11. Powtdrzyé procedure z pkt. 10.
12. Kawatki zelu pokry¢ ACN i pozostawic do czasu az ulegng pomarszczeniu.
13. Prébki odparowac za pomocg wiréwki pod préznig (SpeedVac), w 30 °C, przez okoto 20 min.

14. Do probek dodac 10 pl 12,5 pg/ml trypsyny i inkubowac przez 30 min w temperaturze 4°C (na lodzie).
Nastepnie roztwoér usungc do nowej prébdéwki 1,5 mL Low Protein Binding Tube.

15. Kawatki zelu pokryé 50 mM NH4HCO; i inkubowaé przez noc, ciggle mieszajac, w temperaturze 37°C
(thermoshaker).

16. Usung¢ roztwor znad kawatkdw zelu do tej samej nowej prébdéwki 1,5 mL Low Protein Binding Tube.
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Odczynniki niezbedne do przeprowadzenia trawienia trypsyng biatek rozdzielonych na zelu SDS-PAGE
(stopien czystosci MS-grade!):

Roztwory Opis
Woda MiliQ Woda dejonizowana MiliQ

50 mM roztwdr wodoroweglanu amonu w 50%
50 mM NH,HCO;/50% ACN .
roztworze acetonitrylu

ACN Acetonitryl

50 mM NH;HCO; 50 mM roztwdér wodoroweglanu amonu

50 mM roztwor ditiotreitolu w 50 mM
10 mM DTT/25 mM NH,HCO; .
wodoroweglanie amonu

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

12,5 pg/ml roztwor trypsyny Sequencing Grade
12,5 pg/ml trypsyna Modified Trypsin (PROMEGA) w 50 mM roztworze
NH;HCO3
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