18

QBQ2457- Lab 7 — Verificagdo da expressao da proteina recombinante

10.

Um gel de poliacrilamida SDS-PAGE estard previamente montado pelas técnicas do LBBM. Nele, as
amostras do tempo 0 e 3h de inducdo das amostras recolhidas na aula anterior, juntamente com o
marcador de peso molecular nos volumes abaixo:

TO - 100 uL de tampao de amostra - aplicar no gel: 40 uL

T3h - 200 uL de tampao de amostra - aplicar no gel: 30 uL

Correr o gel por 40 minutos, a 180-200V, até o tampdo de amostra estar proximo do final do gel.
Desmontar o sistema com cuidado, retirando o gel de empilhamento. Colocar o gel na solucao de
coloragdo (azul de Coomassie), agquecer brevemente no micro-ondas (30 seg) e colocar na estufa
80°C por 5 minutos.

Retirar o corante e lavar bem o gel em dgua corrente. Acrescentar solucdo de descoloracao,
aquecer 30 seg no micro-ondas e colocar novamente na estufa a 80°C, por 10-15 minutos. Se
necessdrio, repetir a operacao.

Utilizar luvas para manipulagdo do gel de poliacrilamida.



Receitas de Reagentes, Solucdes e Meios de cultivo

LB (Liquido) para 1 litro
10g de Triptona ou Peptona
10g de NaCl
5g de Extrato de Levedura
Acertar o pH para 7,5
Autoclavar por 20 minutos.

LB (Agar) para 1 litro
Acrescentar 1,5% de 4gar base no meio LB
Autoclavar por 20 minutos
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Depois de autoclavada, filtrar a ampicilina 100mg/ml dissolvida em agua destilada (acertar o pH com

NaOH, tem que ficar transparente) 1,0 ml para 1L de LB.

Tampao Acetato de Sédio 20mM + CaCl; 0,1M pH 6,5 (1:1)
Dissolver com H,0 destilada as duas solugGes
Acertar o pH para 6,5
Completar o volume desejado
Autoclavar por 20 minutos

Tampao TE (Tris 10mM + EDTA 1mM pH 7,5)
Dissolver com H,0 destilada as duas solugées
Acertar o pH para 7,5
Completar o volume desejado

Tampado TAE (Tris-Acetato-EDTA) 50X CONCENTRADO

Tris-Base 242¢g
Acido acético glacial 57,1 mL
EDTAO,5M pH 8 100 mL
Volume final 1000 mL

Tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X para eletroforese em gel de agarose

(40 mM Tris-Acetato pH 8,0; 10 mM EDTA)

20 mL do TAE 50x e completar o volume para 1 Litro com agua destilada
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Procedimento para SDS-PAGE

O gel para eletroforese é constituido de um polimero de acrilamida. A polimerizacdo ocorre na presenca de
radicais livres, os quais sdo gerados por persulfato de amodnio e estabilizados por TEMED (N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine). A polimerizagdo também depende da presenca de um agente bifuncional
N,N’-methylenebisacrylamida tornando as cadeias ligadas entre si formando o gel cuja porosidade é
determinada pelo comprimento das cadeias e pelo grau de interligacdo entre estas. O sistema de eletroforese
que sera utilizado é denominado descontinuo. S3o utilizados dois tipos de gel, um denominado gel de
empilhamento e outro denominado gel de corrida, que sdao polimerizados um sobre o outro. A funcao do gel
de empilhamento é de concentrar amostras com grande volume, resultando em uma melhor definicdo e
resolucdo da separacdo das moléculas no gel de corrida. Serdo montados mini-géis de poliacrilamida de
concentracdo 12% para verificacdo da expressdo da proteina recombinante.

1. Siga as tabelas abaixo para preparar 10 ml do gel de separacdo e 10 ml do gel de empilhamento.

Os monomeros de acrilamida sao neurotoxicos, portanto, evite aspirar ou deixar cair na pele. Caso isto
ocorra, lave imediatamente, com bastante agua e sab3o. O polimero (poliacrilamida) é inécuo/atéxico.

2. Prepare primeiro o gel de separagdo, aplicando-o a placa de vidro, até a altura indicada, espere até que
a acrilamida esteja completamente polimerizada, antes de colocar o gel de empilhamento;

3. Aplique a solucdo para a formacdo do gel de empilhamento, e ajuste o pente, que vai permitir a
formacao dos canais onde serdo aplicadas as amostras;

4. Quando o gel de empilhamento estiver polimerizado, o pente pode ser cuidadosamente removido e a placa
de vidro montada na cuba de eletroforese;
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FIGURA 3-18  Eletroforese. (a) Diferentes amostras sao colocadas em
posos ou deprassdes no topo do gel de SDS-poliacrilamida. As proteinas se
movem para ¢ gel guando um campo elétrico & aplicado. O gel minimiza
as correntes de convecgio causadas pelos pequenocs gradientes de term-
peratura, bem como movimentos proteicos além dagueles induzides pelo
campo elétrico. (b) Protelnas podern ser visualizadas apos eletroforese tra-
tande o gel com um corante como o azul Cocrmassie, que se liga as protel-
nas, mas nao ao gel em si. Cada banda no gel representa uma proteina di-
ferente (ou subunidade de proteina); proteinas menores se movem atraveés
do gel mais rapidarmente que as maiores & portanto, 530 encontradas mais

Figura extraida de “Principios de Bioquimica de Lehninger” 62.

préximas da base do gel. Esse gel ilustra a purificacao da proteina RecA de
Escherichia coll (descrita no Capltulo 25). O gene para a proteina RecA fo
clonado (Capitulo 9) para que sua expressio (sintese da protelna) pudesse
ser controlada. A primeira canaleta mostra um conjunto de protefnas pa-
drio (de M, conhecido), servindo come marcadores de massa melecular.
As duas canaletas sequintes mostram protelnas de células de £ colf antes
depois que a sintese da protelna RecA foi induzida. A quarta canaleta mos-
tra as proteinas presentes apos sucessivas etapas de purificagio A proteina
purificada & uma cadeia polipeptidica unica (M, 28.000), como mostrado
na canaleta mais a direita.

Ed.



PREPARO DO MINI-GEL DE SEPARAGAO (12%)

Solugdes Volume
H,0 destilada 3,35 mL
1,5M Tris-HCI pH 8,8 2,5mL
10% SDS 100 pL
Acrilamida / bis-acrilamida 4,0 mL
10% persulfato de aménio 50 uL
TEMED 5puL
Volume total 10 mL

PREPARO DO MINI-GEL DE EMPILHAMENTO

solucdes Volume
Agua destilada 6,1 mL
0,5M Tris-HCl pH 6,8 2,5mL
10% SDS 100 pl
Acrilamida/bis-acrilamida 1,3mL
10% persulfato de amonio 50 pL
TEMED 10 pL
Volume total 10 mL
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5. Coloque o tampao de corrida (obs: diluir 5x esta solucdo antes do uso) na parte inferior da mini-cuba de

eletroforese e, em seguida, coloque a placa de vidro, contendo o gel, na cuba;

6. Coloque o tampado na parte superior da cub;

7. Aplicar 5 plL de mistura de proteinas de massa molecular conhecida e previamente corada (marcadores

pré-corados de massa molecular);

8. Aplique as amostras (lisados proteicos das culturas induzidas e ndo induzidas) diluidas em tampao de

amostra;

9. Tampar a cuba para conectar os cabos elétricos, aplicar uma tensdo de 200V por 45 minutos;

10. Observe a separagao das diferentes proteinas do marcador pré-corado;

11. Desligar a fonte quando a linha do corante (azul de bromofenol “linha de frente”) atingir 0,5mm antes

do fim do gel.

12. Corar o gel com solugao de azul de Coomassie e descorar.



Solucdes utilizadas na eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

Acrilamida Bis-acrilamida
29,2 g de Acrilamida
0,8 g de bis-acrilamida
Para 100 mL de H,0O destilada
Tris-HCI pH 8,8
Pesar 1,5 M de tris HCI
Acertar o pH para 8,8
Dissolver com H,0 destilada
Tris-HCl pH 6,8
Pesar 0,5 M de tris HCI
Acertar o pH para 6,8
Dissolver com H,0 destilada
Persulfato de Amonio 10%
Dissolver com H,0 destilada

TEMED (solucdo pronta para uso, armazenada em geladeira)

SDS 10%
Dodecil Sulfato de Sédio
Dissolver com H,0 destilada

Tampao de Corrida

15 g de Tris pure

72 g de Glicina

5 g de SDS

Completar o volume para 1 litro
Para uso diluir 5 x

Tampao de Amostra

1,0 mL de solugdo de tampao Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
0,4 mL de B-mercaptoetanol

0,8 mL de glicerol

1,6 mL de SDS 10%

0,2 mL de azul de bromofenol 0,05%

4,0 mL de H,0 destilada
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