Stépeni proteini v gelu (SDS-PAGE nebo 2D-PAGE) trypsinem

po obarveni Coomassie Blue

(podle: A. Shevchenko et al.: In-gel digestion for mass spectrometric characterization of
proteins and proteomes. (2006) Nature Protocols, 1/6, 2856-2860.)

Postup:

1) PRIPRAVA ROZTOKU: Denné &erstvy roztok: 100 mM hydrogenuhli¢itan amonny.
Cerstvy roztok, mozno uchovavat do zasoby zamrazeny: 10 mM DTT ve 100 mM
hydrogenuhli¢itanu amonném; 55 mM iodoacetamid ve 100 mM hydrogenuhli¢itanu
amonnem,; roztok trypsinu (0,013 mg/ml ve 10 mM hydrogenuhli¢itanu amonném). Roztok,
ktery vydrzi dele v lednici: 0,1 % kys. mravenéi; extrakéni pufr - 5% kys. mravenci/acetonitril
(1:2, viv). Vidy a vSude pouZivdme superéistou vodu (i na proplachovani vzorkt a nadobi),
kterou uchovavame v lednici a denné ji dopliujeme Cerstvou. TéZ acetonitril pouzivame
HPLC-MS grade ¢i grad grade.

2) VYRIZNUTI PROTEINU: Na &isté omytou sklenénou desku polozime gel a obarvené
proteiny vyfizneme ve formé prouzki nebo spoti Cistym skalpelem nebo Spickou pipety.
Vyftiznuté spoty vlozime do malych eppendorfek o objemu cca 0,5 ml. Vétsi kusy gelu
rozfezeme na mensi kousky. Pfipadnou nadbytec¢nou vodu odsajeme a odstranime. Neméla by
uplynout doba delsi nez 1 tyden od doby obarveni gelu (mozna degradace proteind — nicméné
jsme detekovali proteiny z gelu, ktery byl stary 1 rok (uskladnény v lednici v 1% octové
kyseling)), uplné nejlepsi je proteiny vyiezavat z Cerstvého gelu. SnaZzime se pracovat rychle,
aby na gel nenapadal prach.

(Dalsi postup je optimalizovan pro zpracovani spotii o velikosti do 2 mm v primé&ru. Pfi
zpracovani vétsich prouzku a étverecku gelu je tfeba volit umérné vétsi objem roztoku tak,
aby v nich byly nabobtnalé kousky gelu vZdy ponoieny. V tomto ptipad¢ je mozno pouZit i

veétsi eppendorfky o objemu cca 1,5 ml)

3) ODBARVENI: Ke spotim piiddme 100 ul roztoku 100 mM hydrogenuhli¢itanu
amonného/acetonitrilu (1:1, v/v). a za mirného téepani nechame odbarvit po dobu cca 20 min

v ttepacce dle puvodni intenzity zbarveni. (odbarveni nemusi byt tplné dokonalé, mensi



zbytky barviva CBB nevadi, radéji neodbarvovat pies noc — ztraty proteint!). Poté vylijeme
odbarvovaci roztok a ke kazdému spotu piiddme 500 pl ¢istého acetonitrilu (nejlepsi kvality,
pro HPLC) a nechame pusobit. Po cca 10-20 minutich se spoty scvrknou, zbélaji, pak
acetonitril vylijeme a spoty dosusime ve SpeedVacu, staci cca 15-30 min.. V tomto okamziku
je mozno odbarvene a vysuSené spoty uchovavat zamraZzené v mrazaku po dobu nékolika

tydnii do dalsiho zpracovani.

4) REDUKCE: Ke spotim ptidame 30-50 pl roztoku DTT (10 mM DTT ve 100 mM
hydrogenuhli¢itanu amonném) a inkubujeme 30 min. pii 56 °C ve vyhiivaném bloku. Poté
spoty ochladime na pokojovou teplotu, ptiddme 500 pl ¢istého acetonitrilu a nechame pusobit

10 min. Pak odstranime vSechen roztok a vzorky podrobime alkylaci.

5) ALKYLACE: Ke spotim piidame 30-50 pl roztoku iodoacetamidu (55 mM iodoacetamid
ve 100 mM hydrogenuhli¢itanu amonného) a inkubujeme 30 min. ve tm¢ pii laboratorni
teploté ve tmé. Poté pfidame 500 pul acetonitrilu, ponechame pusobit 10 min., poté odstranime
vSechen roztok a spoty dosuSime ve SpeedVacu. Takto vysuSené spoty je mozno uchovavat
V zamrazeném stavu.

Kroky 4) a 5) je mozno s vyhodou vynechat, pokud mame vzorek, ktery byl jiz v pribéhu
pfedchoziho zpracovani alkylovan a redukovan (napt. 2D-PAGE-ekvilibrace stripti, atd) —

nicmén¢ doporucujeme tyto kroky pro lepsi vysledky ud¢lat.

6) TRYPSINIZACE: K vysusenym spotim pfidame 50 pl roztoku trypsinu a nechame jim
gel nabobtnat po dobu 30 min. v lednici. Po této dobé spoty zkontrolujeme a v piipadé
potieby roztok trypsinu doplnime jesté jednou tak, aby byl spot kompletné ponotfen do
roztoku trypsinu a nechame trypsin difundovat do gelu po dalSich 60 min v lednici. Poté
umistime spoty v dobife uzavienych eppendorfkach do vyhtivaného bloku nebo lazné a
ponechame pii 37-38 °C pies noc. V nouzi je mozno dobu inkubace zkrétit na dobu 3 hod.,

ale Stépeni pak nebude maximalni.

7) EXTRAKCE PEPTIDU: Druhy den réano si pripravime dal§i sadu popsanych
eppendorfek, do kterych prepipetujeme roztok trypsinu (pokud piebyva nad spoty). Ke
spotiim priddme 100 pl extrakéniho pufru (5 % kys. mravenci/acetonitril, 1:2) a sonikujeme
nejméné po dobu 15 min. v ultrazvuku. Poté extrakéni pufr pfendame k ptuvodnimu roztoku

trypsinu a extrakci jeSt¢ jednou zopakujeme. Opakovanou extrakci se zvySuje vytézek



peptidl, proto stoji za to ji dé€lat i kdyz je Casové narocna. Aby se zabranilo kiizové
kontaminaci vzorkl, pii prepipetovavani jednotlivych vzorkll pouzivame bud’ na kazdy
vzorek novou $picku pipety (drahé-velka spotfeba $picek), nebo $picku oplachujeme mezi
vzorky v ¢istém extrakénim pufru ¢i ve vodé. Sebrané extrakty vysuSime bud’ v lyofilizatoru
nebo ve SpeedVacu. V piipadé suseni ve SpeedVacu je lepsi pouzit maximalni vakuum (V-
HV) a teplotu 30 °C, jinak susSeni trva neimérné dlouho. Vysusené extrakty je mozno

uchovévat v mrazéku po dobu nékolika tydni.

8) ANALYZA: Extrakty znovu rozpustime ve 25 pl 1% kyseliny mravenéi, pomtizeme si pfi
tom sonikaci (cca 5-10 min) a eppendorfky zcentrifugujeme. Poté vzorky pozorné pienasime
Hamiltonkou do pfedem pfipravenych vialek s novymi inzerty. PfenaSime objem cca 20 pul a
snazime se pii tom nenasat zespoda pripadné nedistoty ¢i kousky gelu, které mohou zdstat
dole u dna eppendorfky. Hamiltonku mezi vzorky peclivé Cistime v 0.1 % kys. mravenci.
Vialky se vzorkem nyni miZzeme uchovavat zamrazené (pii -20°C nebo jesté 1épe -80°C) po
dobu nékolika tydni do doby zméteni. Tésné pied méfenim nechame vialky rozmrazit, jesté
jednou je pro jistotu zato¢ime v centrifuze, aby se piipadné zbytky necistoty ve vzorku

usadily, vloZime je do autosampleru a téSime se na vysledky.



