MintaelOkészités tomegspektrometriara

Ahhoz, hogy az eredményeket értelmezni tudjuk, ismernlnk kell a minta elééletét.
Tudnunk kell mibél, hogyan lett izolalva, milyen fehérjékkel, vegyszerekkel talalkozott,
mit mutatott a kontroll. Példaul az ellenanyag mellé becsuszhat mas fehérje is: a
taptalajbol némi marha szérum kertlhet a preparatumba, a biotinra kihegyezett oszlop
elengedheti az avidint. Oxidalé anyagok hatasara szulfoxid lesz a metioninbdl,
ciszteinsav a ciszteinbdl, egy vagy két oxigént felszed a triptofan is. Karbamid oldatban
valé melegités vagy hosszas tarolas az N-terminalis és a Lys-oldallancok
karbamoilezéséhez vezethet. Ha protedz inhibitorok nélkul izolalunk, ragott lesz a
fehérjénk, foszfataz inhibitorok nélkil elveszitjik a médositast.

Altalanos megjegyzések, észrevételek.

Ne taroljunk kis mennyiségil peptidet, fehérjét tvegedényben!

Hasznaljuk a legkisebb sziikséges térfogatu, kénikus taroléedényeket, példaul
0,5 ml-es eppendorf csdveket! Tapasztalataink szerint az Eppendorf Protein
LoBind illetve a Safe-Lock mikrocentrifuga csdvei megfelel6 minéségiek.

A nem megfeleléen karbantartott, szennyezett liofilizald, vagy vakuumcentrifuga
is elszennyezheti a mintankat pl. polimerekkel.

Célszeril a legnagyobb tisztasagu vegyszerekkel dolgoznunk.

Oda kell figyelniink mindenre, ami érintkezik a mintankkal, beleértve a
munkaasztalt és a tarolo edényeket is.

Azonositani csak azt a fehérjét tudjuk, amely szerepel valamelyik adatbazisban
(leginkabb a UniProt adatbazist hasznaljuk). Ha kulonleges fajbdl szarmazo
mintakat kell vizsgalnunk, sokat segithet a publikus/letolthetd specialis
adatbazisokrol kapott informacio.

Poszt-transzlaciés vagy egyéb kovalens madositasok jellemzéséhez pontosan
ismernunk kell a modositott fehérje szekvenciajat. llyen analizishez joval tobb
minta szikséges mint fehérje azonositashoz, és sokat segit, ha a minta kevéssé
szennyezett mas fehérjékkel.

Peptidek, fehérjék oldatban - Ajanlott minta koncentraciok:

Peptidekbdl néhany pikomol/ul, fehérjékbdl pedig 10-20 pikomol/pl az idealis
koncentracié. Az oldatokban esetleg jelenlévé detergensek, sok és egyéb
adalékanyagok megnehezitik, esetleg ellehetetlenitik a sikeres analizist. Legjobb az
anyagokat viz és minimalis mennyiségl acetonitril keverékében feloldani. Jo, ha az
oldészer tartalmaz 0,1-1% hangyasavat. (Viz, ACN, HCOOH HPLC-min&ségu).
Fehérjékre a legmegbizhatébb mennyiségi meghatarozas az aminosav analizis. A
szinreakcion alapulé eljarasoknal nem ritka a fehérjemennyiség 10-szeres
tulbecslése.

Fehérjék gélben

e 2D-gélelektroforézis esetén célszerli az izoelektromos fékuszalas utan

derivatizalni a cisztein szulfhidril csoportokat pl. j6d-acetamiddal. igy



megelézhetjuk, hogy akrilamid addicionéljon a fehérjére, tovdbbé a random
diszulfidhidak képz6dését is.

MS-kompatibilis gél-festést kell alkalmazni — pl. Pierce™ Silver Stain for Mass
Spectrometry, EZBlue™ Gel Staining Reagent (SigmaAldrich).

Soha ne hasznaljunk puderezett gumikesztyit! Kb. 8x annyi fehérje oldodik ki
belble, mint a pudermentesbél. A j6 kesztyl grammonként nem tartalmaz 50 ug-
nal tobb vizzel extrahalhato fehérjét. A nitril kesztylk meég jobbak!

Human keratin a leggyakoribb gélszennyezés, amely az analizist igen
megneheziti, olykor lehetetlenné teszi. Ennek elkeriilésére néhany o6tletiink:

* Prébaljuk az oldatokat akkor elkésziteni, amikor kevesen vannak a laborban!
* Mar a vegyszerek bemérésekor viseljlink keszty(t, lehetdleg a sebészek altal
viselt sapkat és lemoshaté miianyag képenyt vagy ruhaujjat!

nagy a mozgas a laborban, vagy egy tulnyomasos fllke alatt, amit el6zéleg
roppant gondosan kidritettiink és kitakaritottunk (m)etanollal.

* A kivagott géldarabokat Eppendorf csében, lehetéleg HPLC tisztasagu
desztillalt vizben 4 °C-on tarolhatjuk.

* Semmiképpen ne fagyasszuk le a géldarabokat!

Miel6tt munkahoz latna, kérjuk vegye fel velink a
kapcsolatot az eredményesebb egyuttmikodeés érdekeben!



