INSTRUCTIONS

AGRO-BIO

Version 2007/01

Réactif/Reagent EnzyBeads '~ Trypsine 100

Composition : N
- 4 1fl., EnzyBeads Trypsine 25 digestions, préts a I'emploi

Réf. MT03110

1- DESCRIPTION DU PRODUIT

Le réactif de digestion EnzyBeads ™ Trypsine est utilisé pour la digestion des protéines, en vue de l'identification
des protéines et des études de séquencage (Enzymes de digestion complémentaires - MSG-Chymotr ~ ypsine™ (Agro-Bio réf
786-13), MSG-Lysine-C™ (Agro-Bio réf 786-14), etc...). La Trypsine est une endoprotéase qui hydrolyse les liaisons
peptidiques dans lesquelles un acide aminé basique (lysine et arginine) engage sa fonction acide. Les peptides
générés sont détectables en spectrométrie de masse. L'activité enzymatique de la trypsine est optimale dans un
tampon dont le pH est compris entre 7 et 9.

Les EnzyBeads ~ Trypsine sont capables de digérer aussi bien de faibles quantités (de I'ordre de quelqueﬁ
nanogrammes) que d’'importantes quantités de protéines. La limite basse de digestion par les EnzyBeads
Trypsine est imposée par la limite de détection des peptides dans une application donnée.

2- COMPOSITION

. EnzyBeads™ Trypsine : 4 flacons contenant une suspension de billes paramagnétiques avec Trypsine
immobilisée (Trypsine bovine traitée TPCK -L-1-tosylamido-2-phenylethyl chloromethyl ketone-, inhibant
toute activité chymotrypsique).

3- PRECAUTIONS

. Conservé a 2-8T sous leur état d'origine, les réac tifs sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée
sur le kit ou le réactif.
. L'élimination des déchets sera effectuée conformément a la réglementation locale en vigueur.

4- PREPARATION ET STABILITE DES REACTIFS

Tous les réactifs doivent étre a température ambiante (18-25C) avant leur utilisation.
Utiliser de I'eau dé-ionisée (Eau milliQ purifiée, conductivité 18,2 Q a TA, filtrée 0,2um)

. EnzyBeads™ Trypsine : Réactif prét a I'emploi, a conditionner en Tampon de Digestion juste avant
digestion (cf paragraphe 6.2).
Ce réactif est stable 1 mois a 2-8C aprés ouvertur e, en dehors de toute contamination.
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5- REACTIES ET MATERIELS SUPPLEMENTAIRES NECESSAIRE S ET NON FOURNIS

Réf. Réactifs et matériels non fournis pour Réactifs et matériels non fournis
certains kits

e Tampon de digestion conseillé: carbonate
d’ammonium 25 mM pH = 8 (pH non madifié).
Préparer 15 mL de carbonate d’ammonium pour 1
flacon d’EnzyBeads™ Trypsine 25 digestions.

» Microtubes a centrifuger ou tous microtubes
compatibles avec I'aimant.

» Pipettes ajustables pour volume de 5 pL a 200 pL.

» Cones jetables.

e Eau dé-ionisée (Eau milliQ purifiée, conductivité
18,2 Q a TA, filtrée 0,2um). (Proteomic Grade
Water - Agro-Bio ref 786-229).

« Aimant EnzyBeads™ Magnet (Agro-Bio réf
MTO03110 MT00110)

6- PROTOCOLE

6.1 Préparation de I'échantillon

Pour obtenir I'identification des protéines, trois parametres sont a prendre en considération :

. Nature de la solution protéique a digérer

La digestion enzymatique de la plupart des protéines est facilitée par la dénaturation et la réduction des ponts
disulfures. La réduction/alkylation (FOCUS™ Protein Reduction-Alkylation, ~ Agro-Bio réf 786-231) des protéines permet leur
dénaturation, la réduction des ponts disulfures et I'alkylation des groupements —SH libres.

. Technique de détection des peptides

La détection des peptides issus de la digestion dépend de I'appareil d'analyse utilisé. Pour une bonne détection
des peptides, le paramétrage de I'appareil de mesure doit étre optimisé.

. Concentration de la solution protéique

La concentration de la solution protéique est importante puisqu’elle conditionne également la détection des
peptides obtenus (cf paragraphe 7, tableau 1 : résultats de digestion par les EnzyBeads ™ Trypsine ). Une solution
protéique trop faiblement concentrée donnera peu de peptides de digestion qui seront difficilement détectables. La
solution protéique ou des peptides issus de la digestion peuvent étre concentrés. (Tube-O-dialyzer ™ et UPPA-PROTEIN-
Concentrate ", Agro-Bio réf 786-142 et réf 786-120).
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6.2 Protocole de digestion

1. Conditionnement du réactif EnzyBeads ™ Trypsine

- Bien homogénéiser le réactif EnzyBeads " Trypsine par aspiration et refoulement.

- Prélever 25 pL de la suspension dans un microtube de 0,5 mL en évitant les parois du tube.

- Appliquer la paroi du tube pendant environ 20 secondes contre I'aimant EnzyBeads ™ Magnet.

- Maintenir le tube sur 'aimant EnzyBeads ™ Magnet et retirer le surnageant.

- Hors champ magnétique, resuspendre par aspiration et refoulement les billes dans 100 puL de tampon de
digestion préalablement préparé. Appliquer la paroi du tube pendant environ 20 secondes contre l'aimant
EnzyBeads ~ Magnet.

- Maintenir le tube sur I'aimant EnzyBeads = Magnet et retirer le surnageant.

Répéter ce lavage deux fois et éliminer le surnageant.

2. Digestion

- Pipeter de 5 yL a 100 yL de la solution protéique, de préférence préparée en tampon de digestion. Le volume
optimal préconisé est de 50 L.

- Hors du champ magnétique, déposer directement la solution protéique a digérer dans le microtube contenant le
culot de billes. Homogénéiser le mélange de la solution protéique et des billes par aspiration et refoulement.

- Laisser digérer au minimum 15 minutes a température ambiante (18-25C), hors champ magnétique. Certaines
protéines difficiles a digérer peuvent nécessiter un temps de digestion plus long. Il est nécessaire dans ce cas
d'effectuer des essais préliminaires pour déterminer le temps optimal de digestion.

3. Arrét de la digestion

- Stopper la réaction de digestion en insérant le tube dans un logement de I'aimant EnzyBeads =~ Magnet.

- Maintenir le tube sur I'aimant EnzyBeads ™ Magnet et pipeter la solution de digestion contenant les peptides de
digestion dans un tube propre, en évitant de prélever des billes. Si des billes ont été prélevées accidentellement,
refouler la totalité de la solution prélevée et renouveler I'étape 3.

Les produits de digestion peuvent alors étre directement analysés en spectrométrie de masse.
Le protocole de digestion est également compatible avec toute autre méthode utilisée en préparation
d’échantillons.

7- RESULTATS
. Exemples de digestions de protéines pures :

Digestions réalisées selon le protocole EnzyBeads™ Trypsine, 15 minutes a 18-25C. Détection avec un
spectrometre de masse Autoflex Il TOF/TOF (Bruker-Daltonics GmbH, Bremen, All.).

Transferrine

7 Kb 0,2 0,95 20 106 21 %
O pgbunie G R I U M
Sérum AlburgénlfDBaovine (BSA) 0,01 0,05 23 141 39 %
Anhydraszz iaggonique Il 0.4 4.9 9 80 27%

Tableau 1 : Résultats de digestion par les EnzyBeads  Trypsine
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. Spectre de digestion de Sérum Albumine Bovine (BSA)
Digestion réalisée selon le protocole EnzyBeads = Trypsine, 15 minutes a 18-25C. Détection avec un

spectromeétre de masse Autoflex Il TOF/TOF (Bruker-Daltonics GmbH, Bremen, All.).

INSTRUCTIONS

La séquence de la BSA est recouverte a 42% avec 29 peptides détectés (cf spectrel : spectre de masse MALDI

d'un digest de BSA).
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. Spectre de digestion d'échantillons complexes :

Un sérum humain (20 pL) est purifié par chromatographie hydrophobe sur des billes C8 puis 5uL de I'€luat est

digéré selon le protocole EnzyBeads

masse Autoflex Il TOF/TOF (Bruker-Daltonics GmbH, Bremen, All.).

Trypsine , 15 minutes a 18-25C. Détection avec un spectromeétre de
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Spectre 2 : Spectre de masse MALDI d'un digest de sérum
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8- SUPPORT TECHNIQUE

INSTRUCTIONS

Problemes Causes possibles Suggestions
Absence ou faible|[Trop faible quantité de [Concentrer I'échantillon & digérer (Tube-O-dialyzer Agro-Bio
détection des peptides | protéine réf 786-142, UPPA-Protein ™ Concentrate Agro-Bio réf 786-120).

digérés

Augmenter le volume de la prise d'essai d'EnzyBeads
Trypsine et/ou le temps de digestion.

Incuber I'échantillon & digérer et le réactif EnzyBeads
Trypsine a 37<T.

Concentrer le surnageant de digestion (Billes C18,
ZipTip ...).

Présence d’inhibiteurs de la

Trypsine

Changer le tampon contenant la solution protéique par
dialyse (Tube-O-dialyzer Agro-Bio réf 786-142), par tamisage
moléculaire, par diaflitration...

Présence de billes dans les
produits de digestion,
perturbant la cristallisation du
dépdt sur cible

Utiliser 'EnzyBeads = Magnet (Agro-Bio réf MT00110)
dont le design est optimisé pour éviter le prélevement de
billes lors de la récupération du surnageant de digestion.

pH du tampon de digestion
non adapté

Avant digestion, porter attention au pH du tampon de
digestion. Ce pH doit étre compris entre 7 et 9.

Mauvaise cristallisation
de la matrice

Présence de sels

Utiliser de préférence un tampon de digestion contenant
peu de sels.

Adapter le volume d'eau/acide ajouté a I'échantillon
digéré afin de diminuer la concentration en sel.

Présence de billes dans les
produits de digestion

Utiliser 'EnzyBeads = Magnet (Agro-Bio réf MT00110)
dont le design est optimisé pour éviter le prélevement de
billes lors de la récupération du surnageant de digestion.

Pics de contamination

Contamination par des
kératines ou autres protéines

Utiliser uniquement des produits a usage protéomique.

Eviter 'utilisation des tubes siliconés ou autres types de
plastiques pouvant relarguer des polyméres.

. Température : le réactif EnzyBeads = Trypsine peut étre utilisé & 37°C pour augmenter ses perfor mances
sur certaines protéines difficiles a digérer. Utiliser le méme protocole qu’a température ambiante.

. Temps de digestion: le temps de 15 minutes est le temps minimum a utiliser. Pour certaines protéines
difficiles, il est nécessaire de réaliser des essais préliminaires pour adapter le temps de digestion.

. Aucune agitation n'est nécessaire pour des temps de digestion inférieurs a 30 minutes.

Aucun produit d’autodigestion de la Trypsine ne vient contaminer I'analyse des échantillons avec les
EnzyBeads " Trypsine. Afin de calibrer votre spectre de masse MALDI, utiliser une calibration statistique ou
ajouter les peptides de calibration de votre choix ou utiliser les pics de la matrice qui apparaissent sur les
spectres en conditions normales.

z z oH 7z . ™ . . v 2 . . .
Il est recommandé de ne pas réutiliser le réactif EnzyBeads = Trypsine afin d’éviter toute contamination
résiduelle due aux digestions précédentes.

9- PRODUITS ASSOCIES

EnzyBeads " Chymotrypsine :  Kit EnzyBeadsTM Chymotrypsine 25 (Agro-Bio réf MT03200), Kit EnzyBeadsW
Chymotrypsine 50 (Agro-Bio réf MT03210), Réactif EnzyBeads Chymotrypsine 50 (Agro-Bio réf MT03220) :
Kits de digestion utilisés pour la digestion des protéines, en vue de lidentification des protéines et des
études de séquencage.

NI™ protein Assay (Agro-Bio réf 786-005) : Trousse permettant le dosage des protéines en s’affranchissant
des agents interférents.

UPPA-Protein Concentrate (Agro-Bio réf 786-120) : Trousse permettant la concentration des solutions
protéiques.

Tube-O-dialyzer " (Agro-Bio réf 786-142) : Trousse permettant la dialyse de vos échantillons en permettant
une récupération de 100%.

FOCUS™ Protein Reduction & Alkylation Reagents (Agro-Bio réf 786-231) : Trousse permettant en deux
étapes rapides la réduction des ponts disulfure et I'alkylation des thiols pour faciliter la digestion des
protéines.
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. Enzymes de digestion complémentaires : MSG-Arginine-C" (Agro-Bio réf 786-11), MSG-Aspartic-N"
(Agro-Bio réf 786-12), MSG-Chymotrypsine" (Agro-Bio réf 786-13), MSG-Lysine-C™ (Agro-Bio réf 786-14),
MSG-Glutamic-C" (Agro-Bio réf 786-15). L'utilisation de différentes enzymes de digestion permet le
séquencage des protéines et permet d’augmenter le recouvrement de séquence pour mener a l'identification
des protéines.
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11- SIGNIFICATION DES SYMBOLES D'ETIQUETAGE

L 1
FR Code du lot g FR | Utiliser jusque /ﬂ/ FR | Limites de température

Support technique :
techsupport@agro-bio.fr
Tél : 02.38.64.83.50
Fax: 02.38.64.83.59

EnzyBeads™ est une marque déposée d’Agro-Bio.

Tube-O-Dialyzer™, CB-X™, FOCUS™, UPPA-PROTEIN-Concentrate™, NI-Protein Assay™, MSG-Arginine-C™, MSG-Aspartic-N™, MSG-Chymotrypsin™, MSG-Lysine-C™, MSG-

Glutamic-C™ are trademarks of Genotech-Biosciences.
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