CCM121-Biologialll

Aula Pratica - Indugao da expressao de proteina recombinante em E. Coli

A bactéria Escherichia coli € o organismo modelo e o principal usado para a expressao de
proteinas recombinantes. Para isso, o0 gene da proteina de interesse é clonado em um vetor
plasmidial, que é utilizado para transformar uma cepa apropriada de E. coli, no nosso caso,
a cepa BL21. Hoje, vamos induzir a expressao da proteina Rrp47 da levedura

Saccharomyces cerevisiae e verificar a producao da proteina recombinante pela bactéria.

1. No dia anterior, uma col6nia de BL21/pET-RRP47 foi pré-inoculada em 5mL de meio
LB-Kan e incubada por 14-18 horas a 37°C e 200rpm;

2. 2 horas antes da aula, 100uL da pré-cultura foi usada para fazer um indculo em 5mL
de meio LB-Kan.

3. No inicio da aula, medir a DOesoo da cultura. Caso esteja entre 0,5-1,0, passe para os
passos abaixo. Em caso negativo, continue a incubagao por mais tempo (lembrando
que culturas de E. coli em fase exponencial de crescimento dobram em cerca de 40
minutos).;

4. No tempo 0 (apds o inéculo atingir a DO desejada), coletar 0,5 mL da cultura,
centrifugar a 6000 rpm por 2 minutos, descartar o sobrenadante e adicionar 200uL
de tampao de amostra ao pellet. Suspender as bactérias vigorosamente no vortex,
congelar;

5. No restante da cultura, adicionar IPTG para concentracdo final de 0,1 ou 1 mM, e
incuba-las a 37°C por 2 horas, 200 rpm;

6. ApOs esse periodo, retirar 0,5 mL do meio, centrifugar a 6000 rpm por 2 minutos,
descartar o sobrenadante, e adicionar 200 pL de tampao de amostra. As amostras

devem ser armazenadas a -20°C.



Verificagao da expressao da proteina recombinante

7. Incubar as amostras dos passos 4 (tempo 0) e 6 (tempo 2 horas) a 95°C por 5 min.
Centrifugar.

8. Um gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% estara previamente montado pelas
técnicas do LBBM. Nele, serdo aplicadas as amostras do tempo 0 e 2h de inducéo,
juntamente com o marcador de peso molecular nos volumes abaixo:

T0 - aplicar no gel: 40 uL
T2h - aplicar no gel: 30 uL

9. Correr o gel por 40 minutos, a 180-200V, até o tampao de amostra estar proximo do
final do gel.

10.Desmontar o sistema com cuidado, retirando o gel de empilhamento. Colocar o gel
na solugéo de coloragao (azul de Coomassie), incubar por 15 minutos.
11.Retirar o corante e lavar bem o gel em agua corrente. Acrescentar agua, aquecer 30

seg no micro-ondas e trocar a agua. Repetir a operagao até descorar completamente
o gel e as bandas ficarem visiveis.

Utilizar luvas para manipulacao do gel de poliacrilamida.

Os monomeros de acrilamida sdao neurotdxicos, portanto, evite aspirar ou deixar cair na pele. Caso isto

ocorra, lave imediatamente, com bastante agua e sab3o. O polimero (poliacrilamida) é indcuo/atéxico.
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Figura extraida de “Principios de Bioquimica de Lehninger” 62. Ed.



SDS-PAGE

O gel para eletroforese é constituido de um polimero de acrilamida. A polimerizacdo ocorre na presencga de
radicais livres, os quais sdo gerados por persulfato de amonio e estabilizados por TEMED (N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine). A polimerizacdo também depende da presencga 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 interligagdo 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 sdo polimerizados um sobre o outro. A fun¢do do gel de empilhamento
é de concentrar amostras com grande volume, resultando em uma melhor defini¢ao e resolugdo da
separac¢do das moléculas no gel de corrida.
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