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LOCAL

CALENDARIZACAO
12 — Aula — 3 Dez

2% — Aula — 4 Dez
3% — Aula — 5 Dez

4* - Aula — 10 Dez
(tedrica)

5* - Aula — 11 Dez
(Turma 1)

6 - Aula — 12 Dez
(Turma 2)

1* — Aula — 7 Jan

2* — Aula — 8 Jan

3* — Aula — 9 Jan

4* — Aula — 14 Jan
5% — Aula — 15 Jan

6* — Aula — 16 Jan

HORARIO

AVALIACAO
28,29 e 30 Jan

Biologia Molecular
I° Bloco. Expressdo Genética

As aulas terdo lugar nos laboratérios do Departamento de
Biologia e/ou no anfiteatro MICA.

Trabalhos praticos

Doseamento de proteina total. Electroforese de proteinas.
Meétodos cromatogrdficos para separacdo de proteinas.
Electroforese de proteinas (continuacdo).

Meétodos de deteccdo de proteinas.

Andlise da proliferacdo peroxissomal induzida por alteracoes na
cadeia respiratoria mitocondrial

Observacao de peroxissomas marcados com GFP recombinante
com sequéncia sinal de enderecamento peroxissomal por
microscopia de fluorescéncia

Desenho de primers in silico

Amplificacdo da cassete de insercdo de GFP por PCR
Preparacdo de células competentes de S. cerevisiae
Transformagdo de S. cerevisiae

Colony PCR

Observacao da localizagcdo subcelular de proteinas
recombinantes marcadas com GFP

Observacao dos resultados da transformagdo
Discussdo dos resultados

Colheita de amostras de células de S. cerevisiae expressando
uma proteina tagged

Tratamento das amostras e obtencdo dos extractos proteicos
Preparacdo do gel para SDS-PAGE

Corrida do SDS-PAGE

Transferéncia — Western Blotting

Incubacdo com anticorpo — Western Blotting

Revelagcdo — deteccdo da presenga da proteina nos extractos
celulares — Western Blotting

Discussdo dos resultados

9.00h as 12.00h e 14.00h as 18.00h

Apresentacdo oral de um semindrio correspondente a resultados
das aulas ou a um artigo cientifico
Participacdo nas aulas prdticas obrigatoria
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|.DOSEAMENTO DE PROTEINA TOTAL

A.

1. Preparar os tubos indicados na tabela que se segue:

Tubos BSA (ug) Amostra (ul) H,O (ul)
1 0 -
2 40 -
3 100 -
4 200 - gbp
5 400 - volume final
6 600 - =200 ul
7 - 20
8 - 40
9 - 60

2. Adicionar 1 ml de solugdo A e misturar de imediato no vortex. Incubar 10 min a
temperatura ambiente.

3. Entretanto, preparar a solug¢do B.

4. Adicionar 100 ul de solu¢do B a cada tubo e misturar de imediato no vértex. Incubar
durante 30 min a temperatura ambiente.

5. Transferir o conteddo dos tubos para cuvettes de plastico de 1,5 ml. Ler a absorvancia a
750nm.

6. Construir a curva padrdo e determinar a concentracdo de proteina total presente na
amostra.

Solugdes:
Solucio A
15 ml Na,CO; 2% (p/v,em NaOH 0,1M)
150 ul CuSO,.5H,0 1% (p/v)
150 pl tartarato duplo de sédio e potassio 2% (p/v)

Solucao B

600 ul Reagente de Folin-Ciocalteau
600 ul agua ultra-pura

B.

Utilizar o kit Bio-Rad Protein Assay [Bio-Rad] de acordo com as instrucdes do fabricante.
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1. Preparar os tubos a seguir indicados:

Tubos BSA (ug) Amostra (ul) H,O (ul)
1 1 -
2 2 -
3 4 -
4 8 -
5 10 - qbp
6 16 - volume final
7 18 - =800 ul
8 20
9 - 5
10 - 10
11 - 20

2. Adicionar 200 ul do reagente fornecido com o kit. Misturar no vértex e aguardar 10 min.
3. Transferir as amostras para cuvettes e proceder a leitura da absorvancia a 595nm.

4. Construir a curva padrdo e determinar a concentracdo de proteina total presente na
amostra.

ELECTROFORESE DE PROTEINAS EM CONDICOES DESNATURANTES

Todas as etapas deste protocolo deverao ser executadas usando luvas. A manipulacido de acrilamida deve
ser feita com extrema precaucio, uma vez que se trata de um poderoso agente neurotéxico e cancerigeno.

1. Limpar cuidadosamente com dalcool todas as partes do sistema de electroforese que irdo
estar em contacto com o gel de poliacrilamida (vidros, separadores, etc).

2. Proceder a montagem do suporte do gel.
3. Preparar as solucdes do gel concentrador e do gel de resolug¢do de acordo com a tabela que

se segue, adicionando todos os componentes excepto o persulfato de amoénio. Este sé devera
ser adicionado imediatamente antes da aplica¢do do gel entre os vidros.

Tabela 1. Preparacdo do gel de poliacrilamida utilizado em SDS-PAGE

Gel concentrador

Gel de resolugdo

Solugoes 3,75% 10%
Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8) 2 ml 6 ml
Tris-HCI 1,5 M; pH 6,8 5 ml -

Tris-HCI 1,5 M; pH 8,8 - 5 ml
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SDS 10% 0,2 ml 2 ml
Agua ultrapura 12 ml 8,7 ml
Persulfato de aménio 1,5% 0,1 ml 0,1 ml

(solucdo extemporanea)

TEMED 20 ul 10 ul

6. Adicionar o perssulfato de amoénio ao gel concentrador e homogeneizar cuidadosamente.
Pipetar esta mistura, de imediato, para o topo do gel de resolucdo, até cerca de 1 cm do limite
superior dos vidros.

7. Introduzir entdo o pente e perfazer o volume com gel concentrador, evitando a
retencdo/formacao de bolhas de ar. Aguardar que o gel polimerize. Entretanto, proceder ao
tratamento das amostras.

8. Adicionar, as amostras a aplicar no gel, igual volume de tampao de aplicagdo (2x) e
incubar a 100°C durante 5 min.

9. Deixar que as amostras arrefecam. Entretanto, proceder a montagem do sistema de
electroforese, colocando o tampao de electroforese.

10. Proceder a aplicacdo dos padrdes de peso molecular e das amostras, tendo o cuidado de
lavar bem as seringas com 4gua e dlcool entre as aplicagdes.

11. Programar a fonte de alimentacdo do sistema para 100 V e promover a electroforese até
as amostras estarem completamente no gel de resolucgao.

12. Aumentar entdo a voltagem para 180 V e deixar correr até que a frente de migracao
atinja o limite inferior do gel.

Solugdes:

Tampao de aplicacido (2x); pH 6,8
Tris-HCI 125 mM
Glicerol 20% (p/v)
SDS 4% (p/v)
Azul de bromofenol 0,01% (p/v)
[-mercaptoetanol 1% (v/v)

Tampao de electroforese; pH 8,3

Tris-HCI 25 mM; pH 8,3
SDS 0,1% (p/v)

METODOS DE COLORACAO DE PROTEINAS
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Executar todas as etapas em material de vidro, corando um gel por tina. Colocar as tinas de vidro no
agitador orbital, com agitacao suave. Se for necessario tocar no gel, usar uma luva sobre a luva de latex.

A.
1. Apés electroforese colocar o gel na solugdo de coloracdo e incubar 15 min sob agitagao.
2. Remover a solugdo anterior e substituir pela solu¢do de descoloracao.

3. Incubar sob agitacdo até aparecimento das bandas e remocdo completa da coloragdo
inespecifica.

4. Descartar a solug@o anterior e conservar o gel em dgua.

Solugdes:

Solucao de coloracao
Azul de Coomassie (R 250) 0,25% (p/v)
Metanol 50% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)

Solucio de descoloraciao
Metanol 25% (v/v)
Acido acético 5% (v/v)

B.

1. Apés electroforese colocar o gel na tina de coloragao.

2. Adicionar a solugdo de coloracdo, preparada no momento, e incubar 15 min sob agitacao.
3. Descartar a solugdo anterior e cobrir o gel com dgua destilada.

4. Conservar o gel em dgua destilada.

Solugdes:
Solucao de coloracao
CuCl, 0,3M (p/v) em agua destilada
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1. Ap6s electroforese mergulhar o gel na solugdo de dcido acético e incubar durante 30 min a
temperatura ambiente.

2. Descartar a solugdo anterior e incubar o gel em 4cido periddico, durante 60 min a 4°C.

3. Descartar a solu¢@o anterior e incubar o gel na presenca de Reagente de Schiff, durante a
noite, a 4°C e no escuro.

4. Descartar a solucao anterior e incubar o gel na presenca de nova solugdo de 4cido acético
durante 60 min a temperatura ambiente.

5. Remover a solugdo anterior e conservar o gel em dgua destilada.

Solugdes:
Solugio de acido acético
Acido acético 7,5% (v/v)

Solugio de dcido periédico
Acido periédico 0,2% (p/v)

Reagente de Schiff

D.

1. Apés electroforese colocar o gel em solucdo de fixacdo durante 60 min, a temperatura
ambiente (se necessario, deixar durante a noite).

2. Remover a solucdo anterior e incubar 60 min em solu¢cdo de metanol

3. Descartar a solu¢do de metanol e adicionar dgua ultra-pura, incubando durante 10 min.
Repetir esta lavagem duas vezes mais.

4. Substituir a 4gua por um pouco de solucao de tiossulfato de soédio e incubar 15 min.
Substituir por nova solucao de tiossulfato sédico e incubar durante 2h30m.

5. Rejeitar a solucdo anterior e enxaguar em 4dgua ultra-pura (3 x 10 min).

6. Descartar a 4gua e colocar o gel em solugdo de coloragiao durante 60 min.

7. Rejeitar a solucdo anterior e enxaguar em dgua ultra-pura (2 x 1 min).

8. Rejeitar a agua e colocar em solucao redutora. Substituir esta solucao por nova

solucido logo que fique amarelada e incubar até adquirir a intensidade de coloraciao
desejada.
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9. Substituir a solugdo anterior pela solucio de paragem.

10. Descartar a solu¢do de EDTA e substituir por dgua.

Solucdes (preparar cerca de 100 ml de cada solugéo para cada gel):
Solucio de fixacao

Metanol 50% (v/v)

Acido acético 5% (v/v)

Soluciao de metanol
Metanol 50% (v/v)

Solucio de tiossulfato
Tiossulfato de sédio 0,02% (p/v)

Solucao de coloracao
Nitrato de prata 0,1% (p/v)

Solucao redutora (preparada no momento)
Formaldeido 0,04% (v/v)
Carbonato de potdssio 2% (p/v)

Solucio de paragem
EDTA 1,46% (p/v)

E.

1. Apés electroforese colocar o gel em solugdo de fixagdo e levar ao micro-ondas durante 1
min.

2. Lavar brevemente com dgua ultra-pura.
3. Adicionar a soluc¢io de DTT e colocar no micro-ondas 1min.

4. Rejeitar a solugdo anterior e adicionar a solucdo de coloracdo e levar ao micro-ondas
Imin. Agitar, de seguida, durante 2 min.

5. Rejeitar a solucdao anterior e colocar em solucdao redutora. Logo que fique
acastanhada, descartar e adicionar nova solucao. Incubar até adquirir a intensidade de
coloracao desejada.

6. Substituir a solugdo anterior pela solucio de paragem.

Solucdes (preparar cerca de 100 ml de cada solugdo para cada gel):
Solucio de fixacao
Metanol 40% (v/v)
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Etanol 10% (v/v)

Solucao de DTT
DTT 32 mM

Solucao de coloracao
Nitrato de prata 0,1% (p/v)

Solucio redutora (preparada no momento)
CH20 0,04% (v/v)
Na,CO; 3% (p/v)

Solucio de paragem
Metanol 50% (p/v)

SEPARACAO DE PROTEINAS UTILIZANDO TROCADORES IONICOS (em
batch)

1. Homogeneizar a suspensao de resina e transferir 1 ml para (A) um tubo Falcon ou para (B)
uma seringa de pléstico de 2,5ml contendo um pouco de 1a de vidro no fundo.

2. Lavar a resina adicionando 10 ml de tampao de lavagem.

3. No caso (A) agitar lentamente, centrifugar durante 5 minutos a 1500g e 4°C e descartar o
sobrenadante. No caso (B) aguardar que o volume adicionado escorra completamente.

4. Equilibrar a resina com 10 ml de tampao de equilibrio. Repetir o procedimento 3.
5. Repetir o procedimento 4.

6. Adicionar 1 ml de amostra e, no caso (A), promover a adsor¢do entre a amostra e a resina
durante 30 min, sob agitacdo lenta e constante. Centrifugar durante 5 minutos a 1500 g e 4°C
e transferir o sobrenadante para um tubo Eppendorf (A1).

No caso (B) recolher todo o volume num tubo Eppendorf (B1) apds passagem na coluna.

7. Adicionar 1 ml de tampdo de lavagem e, no caso (A), misturar sob agitacdo lenta e
constante durante 30 min. Centrifugar durante 5 minutos a 1500 g e 4°C e transferir este
sobrenadante para um novo tubo Eppendorf (A2).

No caso (B) recolher todo o volume do tampao de lavagem num tubo Eppendorf (B2) ap6s
passagem na coluna.

8. Adicionar 1 ml de tampao de eluicdo e, no caso (A), misturar sob agitacdo lenta e
constante durante 30 min. Centrifugar durante 5 minutos a 1500 g e 4°C e transferir este
sobrenadante para um novo tubo Eppendorf (A3).

No caso (B) recolher todo o volume do tampao de eluicio num tubo Eppendorf apds
passagem na coluna (B3).
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Quer no caso (A) quer no (B) sdo obtidas trés fraccdes diferentes, correspondentes ao material que
ndo adsorveu a resina (1), a lavagem da matriz (2) e ao material eluido (3).

9. Se pretender utilizar mais que um tampao de eluicdo (gradiente de pH ou sal, por
exemplo), repetir o procedimento 8. o nimero de vezes considerado necessario (A3a, A3b,
...ouB3a, B3b, ...).

10. Analisar as frac¢des obtidas em SDS-PAGE e proceder a quantificacdo de proteina total.

Solugdes:
Tampao de equilibrio e de lavagem
Tris 25 mM, pH 7.6

Tampoes de eluicio
Tris 25 mM, pH 7,6 + NaCl 0,3M
Tris 25 mM, pH 7,6 + NaCl 0,6M
Tris 25 mM, pH 7,6 + NaCl 1M

Adaptacao metabdlica em resposta a alteragcbes da cadeia
respiratéria mitocondrial. O papel da via de regulagéo retrégrada
em Sacharomyces cerevisiae

Docente: Rui Oliveira
10, 11 e 12 Dez/2007

Procedimento

* Preparagdo das culturas. Lavar as células dos pré-inoculos por centrifugagdo em
tubos Falcon de 15ml e ressuspender em igual volume de 4gua desionizada
esterilizada. Apos nova centrifugacao, eliminar o sobrenadante e ressuspender as
células em 10ml do meio de cultura indicado de acordo com a tabela seguinte

Grupo Cultura

1 YNBR

2 YNBR + antimicina 1ug/ml

3 Usar a cultura fornecida (YNBD) sem transferéncia
de células

4 YNBD

* Transferir as culturas para Erlenmeyers esterilizados de 50ml

* Logo apos a transferéncia das células (t0), retirar 15ul da cultura e colocar entre
lamina e lamela para observagao por microscopia de fluorescéncia. Contar o nimero
de peroxissomas de 20 cé¢lulas escolhidas ao acaso

* Incubar as culturas a 30°C, 180 r.p.m.

* Repetir o procedimento ao fim de 3h (t3)
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* Apos a remogao da aliquota em t3, dividir a cultura por dois Erlenmeyers (2 baldes
de 25ml com 5ml de meio cada) adicionar a um deles um composto de acordo com a
tabela seguinte

Grupo Adicao a cultura (concentracio final)
1 Antimicina 1pug/ml

s/ antimicina

Glutamato 0,2% (p/v)

s/ glutamato

Glutamato 0,2% (p/v)

s/ glutamato

Antimicina 1pug/ml

s/ antimicina

S B W W N —

¢ Continuar a incubacao nas mesmas condi¢des
* Fazer novas contagens de peroxissomas lh (t4) e 3h (t6) ap6s a adi¢ao do composto

Materiais

Material biologico: Saccharomyces cerevisiae estirpe BY4741 (MATa; his3D1; leu2DO;
met15D0; ura3D0)
Plasmideo: Pro41 (derivado do Pca41)

Prod1 (5703 bp)

N3s

L

_URA3

Meios de cultura:
* YNBR; Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), rafinose 2%
* YNBD; Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), glucose 2%

Referéncias

Epstein CB, Waddle JA, Hale W 4th, Davé V, Thornton J, Macatee TL, Garner HR, Butow
RA. 2001. Genome-wide responses to mitochondrial dysfunction. Mo/ Biol Cell 12(2):297-
308

Liu Z, Butow RA. 1999. A transcriptional switch in the expression of yeast tricarboxylic acid
cycle genes in response to a reduction or loss of respiratory function. Mol Cell Biol
19(10):6720-8

Marshall PA, Dyer JM, Quick ME, Goodman JM. 1996. Redox-sensitive homodimerization
of Pex11p: a proposed mechanism to regulate peroxisomal division. J Cell Biol 135(1):123-
37

van Roermund CW, Drissen R, van Den Berg M, Ijlst L, Hettema EH, Tabak HF, Waterham
HR, Wanders RJ. 2001. Identification of a peroxisomal ATP carrier required for medium-
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chain fatty acid beta-oxidation and normal peroxisome proliferation in Saccharomyces
cerevisiae. Mol Cell Biol 21(13):4321-9

Analise funcional de genes.

Interrupcao génica em Saccharomyces cerevisiae

Nesta série de experiéncias vamos contactar com algumas das ferramentas
disponiveis para realizar a andlise funcional de genes na levedura Saccharomyces cerevisiae.
Do programa de sequenciacdo do genoma da levedura terminado em 1996, na Europa
estabeleceu-se uma rede de pesquisa, denominada EUROFAN, European Functional

Analyses Network, http://www rz.uni-frankfurt.de/FB/fb16/mikro/euroscarf/index.html com o objectivo

de efectuar a andlise sistemdtica da fungcdo de todos os genes encontrados. Actividades
paralelas foram realizadas no Canadéd, Japao e EUA. Destes esfor¢os nasceu uma abordagem
comum, a delecc@o de genes individuais através de técnicas de interrupg¢do génica. A técnica
adoptada, de custo relativamente baixo e elevada eficicia e precisdo, tem vindo a permitir a
producdo de mutantes nulos em todos os genes. Estes materiais constituem uma fonte de
trabalho muito importante para a comunidade cientifica no que se refere a andlise funcional
do genoma, bem como no que respeita ao mapeamento funcional do genoma de outros
organismos superiores, tendo como referéncia o da levedura. Durante mais de 8000 anos,
que esta espécie tem desempenhado um papel central na produg¢do e conservagdo de
alimentos devido a sua capacidade de fermentar glucose a etanol e diéxido de carbono. O
papel de S. cerevisiae como um modelo eucarionte deve-se em grande parte as suas
vantagens como sistema experimental. E um organismo unicelular simples, que, ao contrario
de muitos eucariontes mais complexos, pode ser mantido, a baixos custos, em meio definido,
dando ao investigador um controlo completo sobre o seu ambiente fisico e quimico. Na aula
pratica vamos realizar a técnica de “PCR - generated short flanking homology”, descrita por

Wach e colaboradores em 1994.

Construciao de cassettes de deleccao

Usa-se 0 modulo de resisténcia dominante, KanMX4, contendo a ORF Kan" do transposao

I3
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Tn 903 de E. coli, que codifica para a enzima aminoglicosil fosfotransferase incluido no
plasmideo pFA6a-KanMX4 (Wach et al., 1994), para interromper a sequéncia codificante da
levedura e seleccionar transformantes de S. cerevisiae. A enzima aminoglicosil
fosfotransferase fosforila e inactiva antibidticos aminoglicosidicos que contenham um grupo
2-deoxiestreptamina, na posi¢do 3’hidroxil, nomeadamente, a geneticina (G418). A
actividade desta enzima torna, assim, S. cerevisiae resistente a geneticina. Recorre-se a
tecnologia de PCR para construir as cassettes de delec¢do usando pequenas sequéncias

flanqueadoras homologas ao local alvo (SFH-PCR, “short flanking homology PCR”).

Sintese por PCR de fragmentos de DNA com pequenas sequéncias ladeadoras

homadélogas ao local alvo

Para cada ORF ¢ desenhado um par de primers hibridos (S1 e S2) com cerca de 40 a 45
bases homdlogas ao gene de interesse e 18 a 19 bases homdlogas a regidao do polylinker do
plasmideo pFA6a-KanMX4 (figura 4). O primer S1 € composto por 40 a 45 bases homdlogas
com a sequéncia codificante na extremidade 5° da ORF que se pretende interromper e por 18
a 19 bases homélogas ao polylinker do plasmideo (5° do médulo KanMX4). O primer S2
consiste em 40 a 45 bases homo6logas com a sequéncia ndo codificante na extremidade 3’ da

ORF e por 18 a 19 bases homdlogas ao polylinker do plasmideo (3° do médulo KanMX4).

S g3’

3= ORF | [ ORFI0I == < ORF °
5 100 c 3‘," S, 102 3
|
Tﬁ(GnMX4—> <J_
S
SFH-
PCR

B <avxes

Figura 1 — Esquema da técnica SFH-PCR.

Procedimento:

* Preparar a mistura reaccional (100x1).
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Tampao 1X

2,5 mM MgCl,

0,2 mM dNTP

1 uM de cada primer

1 U tag DNA polimerase

0,3 ug plasmideo pFA6a-KanMX4

* A mistura, depois de agitada no vortex, € sujeita a PCR nas seguintes condigdes:

120 segundos, 94°C (desnaturagdo inicial) Esta sequéncia é
30 segundos, 94°C (desnaturagdo) repetida 20 vezes
30 segundos, 54°C (emparelhamento)

90 segundos, 72°C (enlongamento)

120 segundos, 72°C (enlongamento final)

¢ Verificar o tamanho dos fragmentos obtidos num gel de agarose.

Transformacao de células de S. cerevisiae com os produtos de PCR e seleccio de clones
G418"

Utiliza-se cerca de 1-5 ug de cada produto de PCR para transformar células de S. cerevisiae
W303 A/B pelo método de tratamento das células com catides (Ausubel et al., 1996).
Células transformadas sdo crescidas a 30°C em meio liquido YPD cerca de 2 a 3 horas e,
posteriormente, plaqueadas em meio YPD com 200 mg/l de geneticina. Seleccionam-se as
colénias de maior dimensdo e espalham-se de novo em meio YPD-G418, a fim de purificar
as células transformadas. Apenas os clones capazes de crescer neste meio sao seleccionados

e, posteriormente, analisados como transformantes potencialmente correctos.

Verificacao dos transformantes G418" por PCR

A correcta interrup¢do das ORFs pode ser confirmada quer recorrendo a uma andlise por
Southern-blotting quer através de uma andlise por PCR, usando células inteiras de S.
cerevisiae. Na figura 5 pode observar-se o principio do método do PCR analitico e na tabela

1 descreve-se a composi¢do dos primers utilizados.
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Tabela 1 — Composicdo dos primers utilizados na PCR analitica.

Primer Posicao seleccionada
Al 18-20 bases da cadeia codificante = 400 pb upstream do ATG
A2 18-20 bases da cadeia ndo codificante a partir da extremidade 5° da ORF interrompida
A3 18-20 bases da cadeia codificante a partir da extremidade 3’ da ORF interrompida
A4 18-20 bases da cadeia ndo codificante = 300 pb downstream do codao stop
K2 18-20 bases da cadeia ndo codificante, 100 pb downstream da extremidade 5’ da KanM X4
K3 18-20 bases da cadeia codificante, 100 pb upstream da extremidade 5° da KanMX4
3 A A
ORF ORF 101~ —> <<_ORF |
09 A, 102
3 'Z——ﬁ—’—w
s = ORF - kan > = < ORF
100 MX4 I 02
<+
Ky
< AA > A-A
A K, K.AL

Figura 2 — Estratégia de PCR analitico

¢ Partindo de culturas frescas transfere-se uma coldnia para um tubo eppendorf e aquece-se,
durante 1 minuto, num micro-ondas, no maximo da poténcia. As células sdo arrefecidas no

gelo e ressuspendidas em 25 ul de mistura reaccional, contendo:
Tampdo 1X
2,5 mM Mg(Cl,
0,2 mM dNTP
1 uM de cada primer (A,, A,, K, ou A5, A,, K5)
1 U Taq DNA polimerase

* A mistura, depois de homogeneizada, € sujeita a PCR nas seguintes condi¢des:
120 segundos, 94°C (desnaturag@o inicial)
30 segundos, 94°C (desnaturacio)

Esta sequéncia é
30 segundos, 50°C (emparelhamento) repetida 30 vezes
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90 segundos, 72°C (enlongamento)
120 segundos, 72°C (enlongamento final)

* Apds a PCR as amostras sdo centrifugadas, a 10 000 rpm, durante 1 minuto, e analisa-se

25 ul de cada reac¢do em gel de agarose.

Localizacao subcelular de proteinas recombinantes marcadas com GFP

Desde a clonagem do cDNA da proteina verde fluorescente (GFP-Green Fluorescent Protein)
em 1992 e a sua subsequente expressdao heteréloga em Escherichia coli e Caenorhabditis
elegans (Chalfie et al., 1994), que a GFP tem sido extensivamente utilizada em biologia
celular e molecular como uma ferramenta poderosa e versétil. A GFP é uma proteina com 238
aminoécidos (peso molecular de 27 kDa), proveniente de um organismo do Atlantico Norte, a
medusa Aequorea victoria. Quando excitada por luz azul, a um comprimento de onda de 395
nm, emite luz verde a 509 nm. A formacdo do fluoréforo na GFP requer o oxigénio
molecular, mas uma vez formado absorve e emite luz sem quaisquer co-factores. Devido a
esta vantagem de ndo requerer qualquer co-factor, o sinal GFP pode ser registado in vivo sem
prejudicar a integridade celular. Para além disso, a GFP tem inlimeras caracteristicas que a
tornam uma ferramenta extremamente util, para estudar fendmenos bioquimicos e celulares
funcionais que ndo se distinguem das observadas nas proteinas nativas. GFP pode,
igualmente, ser usado como repdrter quantitativo da abundancia proteica, através do uso de
técnicas de fluorimetria e espectroscopia. Por outro lado, o sinal de fluorescéncia da proteina
de fusdo com GFP pode ser usado para monitorizar a localizacdo sub-celular e dinamica do
trafego da proteina em células vivas.

No presente trabalho, o nosso estudo ird incidir sobre o gene JENI (ORF YKL217w), que
codifica para um transportador de lactato na levedura Saccharomyces cerevisiae. De modo a
estudar a expressdo, abundancia, localizacdo e trifego da proteina Jenl, construiu-se uma

proteina de fusdo Jen1::GFP.
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Construciao de um fragmento de DNA quimérico JENI1::GFP

A construcdo de uma quimera genética entre JENI e GFP tem por base a tecnologia de
“Flanking Homology PCR Cassette” (Wach et al., 1994; Wach et al., 1997). E possivel, desta
forma, originar um gene de fusdo no locus cromossomal JEN/ (Figura 1). Esta abordagem ¢
vantajosa devido a estabilidade da construgdo resultante, ¢ a boa correspondéncia entre a
expressao da estirpe selvagem e os genes de fusdo. Na reac¢do de PCR utilizam-se 2 primers
hibridos, designados por S1 e S2, e o plasmideo pFA6a-GFPS5T-KanMX6 (Wach et al.,
1997). O primer S1, de 5° para 3°, tem cerca de 46 bases de DNA homdlogas com a
extremidade 3’ da ORF do JENI, seguidas de 21 bases de sequéncia derivada da extremidade
5’ do gene reporter GFP no plasmideo pFA6a-GFPS5T-KanMX6. O primer S2 tem cerca de
45 bases de DNA homdlogas com a regidao 3’ da ORF JENI, seguidas de 19 bases de DNA
homologas com a regido 3’ do terminador ADH1, no plasmideo pFA6a-GFPS5T-KanMX6.

Protocolo experimental

* Procurar nas bases de dados a sequéncia do gene JENI de S. cerevisae.
* Desenhar os primers hibridos S1 e S2.

* Preparar, em gelo, 100 ul da seguinte mistura reaccional:

Tampdo 1X
1,5 mM mM MgCl,
0,2 mM dNTPs
1,0 uM Primer S1
1,0 uM Primer S2
Plasmideo 0,3 ug
1U taq DNA polimerase
H,0 até 100 ul
* A mistura, depois de homogeneizada, € sujeita a PCR nas seguintes condicoes:
+ 120 segundos, 94°C (desnaturacdo inicial)
+ 30 segundos, 94°C (desnaturagao) Esta sequéncia
+ 30 segundos, 54°C (emparelhamento) é repetida 20 vezes
+ 90 segundos, 72°C (enlongamento)
+ 120 segundos, 72°C (enlongamento final)

+ Analisar o fragmento obtido por gel de agarose.

+ Purificar o fragmento de DNA obtido apés reacc¢ao de PCR.
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S$1
H pFA6a-GFPS65T-KanMX6a
S§2

l PCR
JEN ] Produto de PCR

l Transformacao (CEN.PK 113-5D)

JFN ] inaca
= Y Recombinacao
Integragdo no cromossoma
— UEN1

l da levedura

— IEN1 | crPkERN |

Figura 3 — Estratégia seguida na construcdo da fusdo JENI::GFP.

Preparacao de células competentes e transformacao de levedura

Células competentes de S. cerevisiae serdo preparadas de acordo com um protocolo

optimizado, adaptado de Gietz e Woods (1994).

Protocolo experimental

Partindo de uma coldnia isolada de S. cerevisiae (CEN.PK113-5D), inocular 5 ml de
meio YPD. A cultura é crescida durante a noite a 30°C.

Inocular 50 ml de YPD a uma densidade celular de 5 x 10°/ml cultura. Incubar a cultura
a 30°C, até atingir o equivalente a 2 x 107 células/ml. E importante permitir que as
células completem pelo menos 2 divisdes.

Recolher a cultura em tubos falcon de 50 ml e centrifigar a 5000 rpm, durante 5
minutos.

Recolher o pellet e ressuspender as células em 25 ml de dgua esterilizada.

Centrifugar novamente nas mesmas condic¢des.

Ressuspender o pellet em 1 ml de 100 mM de acetato de litio (preparar fresco a partir de
uma solugdo stock de 1,0 M) e transferir a suspensdo para um tubo eppendorf.

Centrifugar a velocidade maxima, durante 15 segundos.
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- Remover o acetato de litio e ressuspender as células num volume final de 500 ul (2 x 10°
células/ml), cerca de 400 ul de 100 mM de acetato de litio.

«  Ferver, durante 5 minutos, 1 ml de uma amostra de esperma de salmdo. Imediatamente
arrefecer em gelo.

«  Submeter a suspensdo celular ao vortex e pipetar amostras de 50 ul para tubos
eppendorf.

«  Centrifugar as células e remover o acetato de litio com uma micropipeta.

«  Preparar a mistura de transformacao, seguidamente descrita:

240 ul PEG (50%, v/v)

36 ul 1,0 M acetato de litio
50 uwl SS-DNA (2,0 mg/ml)
X wl plasmideo (0,1-10 ug)
34-X ul dgua esterilizada
360 ul Total

- Submeter o pellet, vigorosamente, ao vortex até este estar completamente misturado.
« Incubar a 30°C durante 30 minutos.
« Num banho térmico efectuar um choque térmico a 42°C, durante 30 minutos.

Nota: O tempo optimo de choque térmico pode variar de acordo com cada estirpe.

« Centrifugar a 5000 rpm, durante 15 segundos e remover a mistura de transformagao com
uma micropipeta.

- Ressuspender as células em 1 ml de YPD e incubar as culturas durante 2 a 3 horas.

« Centrifugar a 5000 rpm, 1 minuto. Ressuspender as células em 400 ul de &4gua
esterilizada.

« Plaquear 200 ul de células em placas YPD contendo 200 mg/L. de geneticina (G418,
GIBCO, BRL).

« Incubar as placas a 30°C, durante 2 a 3 dias

« Ap6s o periodo de incubacdo surgem vérias coldnias de tamanhos distintos. Seleccionar
as colonias grandes (3-4 mm de didmetro) e voltar a plaquear em meio YPD contendo 200

mg/L G418.
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Confirmacao por PCR analitico

A correcta integracdo pode ser confirmada através de uma andlise por PCR, usando células

inteiras de S. cerevisiae. Na figura 2 observa-se a estratégia seguida:

WT

JEN1-GFP
A1 A1 K
—> — —>
— JENT e —_JEN 1 GF [wikammsi—
A2 < A
K
- 2127 pb
+—> < >
1000 pb 3040pb o o
770 pb

Figura 4 — Estratégia de PCR analitico

Protocolo experimental

« Partindo de uma cultura fresca, transfere-se uma colénia de um potencial

transformante para um tubo eppendorf.
« Incubam-se as células, durante um minuto, num micro-ondas, no maximo da poténcia.

« Arrefecem-se as células em gelo e resssuspendem-se na seguinte mistura reaccional:

Tampdo 1X

1,5 mM MgCl,

0,2 mM dNTPs

1,0 uM Primer 1

1,0 uM Primer 2

1U taq DNA polimerase
H,0 até 25 ul

«  Correr a reaccao de PCR nas seguintes condi¢des:

+ 120 segundos, 94°C (desnaturacdo inicial)
+ 30 segundos, 94°C (desnaturagio) Esta sequéncia
+ 30 segundos, 50°C (emparelhamento) é repetida 30 vezes

+ 90 segundos, 72°C (elongamento)
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Monitorizacao da expressao JENI::GFP

Neste trabalho as células serdo observadas por microscopia de epifluorescéncia usando o filtro
para a excitacdo de GFP. As imagens serdo gravados usando uma camara de video Leica DC
200 e processadas através do programa Adobe Photoshop. Para observacdao microscépica,

misturam-se 7 ul de cultura com 7 ul de 1% (p/v) agarose.

Protocolo experimental

« Crescer uma cultura da estirpe S. cerevisiae U2 urante a noite, a 30°C, em meio YNB,
suplementado com glucose 2%, p/v, até atingir D.O.,,, nm de aproximadamente 0,5.

- Lavar as células 2 vezes com dgua esterilizada e transferir a cultura para meio YNB,
suplementado com 4cido lactico (0,5%, v/v, pH 5,0).

« Recolher amostras da cultura de hora a hora, ao longo de 5 horas, e observar as células, ao
longo do tempo, por microscopia de fluorescéncia, efectuando o correspondente registo das

imagens observadas.

Envolvimento da via de endocitose na remoc¢ao de Jen1-GFP da membrana plasmatica

Seguidamente serd estudado o papel da via de endocitose relativamente ao seu envolvimento
na degradacdo de Jenlp por glucose. Mais especificamente, iremos utilizar um mutante
interrompido no gene end3. Estirpes com alelos end3-1 ou end4-1 exibem alteragdes

sensiveis a temperatura na via de endocitose.

Protocolo experimental

« Crescer culturas das estirpes S. cerevisiae U2 e S. cerevisiae 181 durante a noite, a
temperatura permissiva de 23 °C, em meio YNB, suplementado com glucose 2%, p/v, até
atingir D.O.¢,, nm de aproximadamente 0,5.

« Lavar as células 2 vezes com dgua esterilizada. e transferir cada cultura para meio YNB,
suplementado com 4cido lactico (0,5%, v/v, pH 5,0).
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- Dividir cada cultura em 4 aliquotas, manter duas a temperatura permissiva de 23 °C e
duas a temperatura restritiva de 37 °C.

« ApO6s 4 horas de inducao, suplementar uma das aliquotas de cada temperatura com 2% de
glucose.

« Observar as células, ao longo do tempo, por microscopia de fluorescéncia, efectuando o

correspondente registo das imagens observadas.

Materiais biologicos
S. cerevisiae U2 (MATa ura3-52 JENI::GFP)
S. cerevisiae 181 (MATa his4 ura3-52 barl-1 end3-1 JENI::GFP)
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Western Blotting

A técnica usada para detec¢do de uma proteina in vitro é conhecida pela designacao Western
Blotting (http://nationaldiagnostics.com/article_info.php/articles_id/91), por contraposi¢do com a
deteccdo de DNA, Southern, ou RNA, Northern Blotting. Basicamente, esta técnica
corresponde a extrac¢do das proteinas totais de uma suspensao celular, a sua separagdo por
electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Weber & Osborn, 1969; Laemmli,
1970), e a deteccao da proteina desejada mediante a hibridacdo deste material com um

anticorpo especifico marcado. (http://www bioc.unizh.ch/antibody/Introduction/Ab4Beginners html)

A extrac¢do das proteinas totais pode ser substituida por extraccdo selectiva de proteinas de
parede, de membrana, de mitocondrias, etc. apds fraccionamento celular. A separacdo de
proteinas faz-se em condi¢Ges desnaturantes, ou seja na presenga de um detergente, o SDS
(sodium dodecyl sulfate) que cobre a superficie externa da proteina com cargas negativas.
Deste modo, a carga intrinseca a proteina é mascarada, € a razdo carga/massa torna-se
constante. Assim, as proteinas sdo separadas em funcdo do seu tamanho, tal como no caso
das moléculas de DNA na electroforese de 4dcidos nucleicos, em que as amostras aplicadas
no gel migram no sentido do eléctrodo positivo. A separacdo faz-se por electroforese em gel

de poliacrilamida (PAGE).

Para poder detectar a proteina desejada é preciso que esta possa ser reconhecida por um
anticorpo marcado. Para isso existem duas alternativas. Pode-se mandar marcar o anticorpo,
sendo para isso necessdrio que ele ja exista ou seja produzido por imunizag¢do de ratinhos
com proteina purificada. Acima de tudo € preciso que esteja puro e em quantidade
aprecidvel. Este processo € demorado, dispendioso e acima de tudo muito falivel. Por isso, a
forma mais usada € a de promover uma constru¢do cromossomal que adicione uma cauda a
sequéncia aminoacidica da proteina que desejamos detectar que possa ser usada para
deteccdo com um anticorpo comercial. Esta metodologia tem a vantagem de poder ser usada
com outros fins para além dos Westerns, como por exemplo para cromatografia de afinidade
para purificacdo da proteina em causa. Um exemplo dessa multifuncionalidade € a cauda de
histidinas (com = 6 HIS) (http://en.wikipedia.org/wiki/His-tag), ou as HA, provenientes de uma

pequena parte das sequéncias aminoacidicas de  hemaglutininas  (epitopo)
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(http://www bioc.unizh ch/antibody/Introduction/Ab4Beginners.html), para as quais existe um conjunto

muito diversificado de anticorpos e metodologias disponiveis.

Esta constru¢do € obtida por introducdo de uma cassete de interrupcdo no locus do gene
correspondente, substituindo o gene por um alelo idéntico com os nucleétidos codificantes

para a cauda de aminoécidos clonados a jusante do, e in frame com, o coddo de terminagao.

No nosso caso vamos utilizar uma constru¢ao
em que se introduziu uma tag que corresponde
ao sub-dominio Z do dominio G da proteina A
de Staphylococcus aureus que promove a

ligacdo as imunoglobulinas (IgG-binding

ey i

domain Z) (Hearn & Acosta, 2001; http://www-

nmr.cabm.rutgers.edu/photogallery/proteins/htm/page16.htm).

PROTEIN A (AB)

Este dominio, € repetido duas vezes na
construgdo correspondente, para obtencdo de
uma estrutura semelhante a da imagem ao

lado.

Os anticorpos disponiveis comercialmente para cada rag podem ser marcados de diversas
formas, embora as empresas que os comercializam optem por estratégias moleculares que
limitam as escolhas. A marca¢do por ECL, ou Enhanced Chemiluminescence, baseia-se
numa reac¢cao complexa que permite a emissao e subsequente deteccdo de um sinal luminoso

pelo anticorpo ligado ao seu antigénio, ou seja a proteina a detectar.

Para além disso, esta metodologia permite a amplificacdo da deteccdo através da utilizagao

combinada de um anticorpo primério e outro secundario.
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Fig. 1 Representacdo da adi¢do em cadeia dos anticorpos primdrio e secunddrio

conjugado com a HRP.
A reaccdo segue a seguinte sequéncia:

1- Ligacdo da fag ao anticorpo primario.

2- Ligacdo do anticorpo primdrio ao secunddrio, que contém ligada uma peroxidase de
largo espectro de afinidade, a Horseradish peroxidase, HRP (Fig. 2)

3- Reacg¢do desta enzima com a H,O, e o luminol — produz uma cadeia de oxidacdes
reducdes (Fig 2,I) que culmina na emissao de luminiscéncia (Fig 2,II; Fig. 3).

4- Deteccdo da emissdo de luz num filme sensivel.

0 B o] o} i
LNH 20H" I\N - N
I —_— | = I
NH 24,0 N =N
NH, O NH, O NH, O.
Luminol diazaguinone dianion
_ . (1)
0 0 hy 0
2H.0, SN o- /‘ J\O -
o LI — o| T o-
-N, -2H,0
NH, O. NH, O NH, O
peroxo dianion dicarboxylate dianion dicarboxylate dianion
excited state ground state

Fig. 2 Reacgdes de oxidacdo reducdo catalizadas pela HRP a partir da adicdo de

peréxido de Hidrogénio e de luminol.
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SDS-PAGE - Procedimento experimental

No presente trabalho, o nosso estudo ird incidir sobre o gene STLI, que codifica para o

transportador activo de glicerol na levedura Saccharomyces cerevisiae (Ferreira et al. 2005).

A expressdo efectiva do gene STL1, produzindo proteina detectdvel, vai ser analisada por

Western Blotting em extractos proteicos de células wt e mutante gpdlAgpd2A, colhidas em

diferentes condi¢des e fase de crescimento. O objectivo € saber se a proteina € expressao ou

nao nas diversas estirpes/condicoes.

1? Parte
Preparacao das amostras

. Inocular meio de cultura YPD com a estirpe FVVY28 (MATa leu2-3, 112ura3-1 trpl-

his3-11, 15 ade2-1 canl-100 stll::STLI1-2ZZ kanMX) e incubar a 30°C, 180 r.p.m.

Colher as células correspondentes a DOg,,=1 durante a fase exponencial de crescimento
(ODg,=0,6) por centrifugagdo a 4000g, Smin (considerar Iml o volume de cultura usado
para as medi¢des de DOy,)

Pode-se congelar o pellet a -20°C para utilizacdo posterior.

Ressuspender o sedimento em 200ul de NaOH 0,2M e 3-mercaptoetanol 2%
Incubar 10min a 4°C

Precipitar proteinas com 400ul de 4cido tricloroacético (TCA) 20% (usar luvas)
Arrefecer em gelo 10 min

Centrifugar a 13000 r.p.m., 5 min

Lavar o sedimento com 500ul de acetona

Centrifugar a 13000 r.p.m., 5 min

. Incubar 10min a 4°C para evaporagao da acetona restante
. Dissolver as proteinas com 100ul de tampao de amostra/duodecil sulfato de sédio (SDS)
.Juntar 3u1 DTT 0.01M para inibir proteases

. Incubar 10min a 95°C (furar a tampa do microtubo) se utilizar de imediato

Pode-se congelar a -20°C para utilizacdo posterior.
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Comentérios:
* A lise das células de levedura € obtida mediante a incubagcao em TCA.

* Neste caso usa-se o extracto total, incluindo todo o debris celular ndo proteico.

* Como se parte de uma quantidade de células definida e igual em todos os ensaios e apenas
se pretende verificar a presenca da proteina e ndo quantificd-la, ndo € necessario dosear a
proteina total. Caso contrario, o doseamento faz-se geralmente pelo método de Bradford.

2° Parte
Preparacao do gel de poliacrilamida

A tina de electroforese que vamos usar tem capacidade para 2 geis em simultaneo. Por seu
lado, cada um deles € constituido por duas partes com composi¢do em poliacrilamida
diferente e com fungdes distintas: a de separar amostras muito diferentes entre si — gel de
resolucdo - e a de concentrar estas amostras — gel de concentrag@o.

1- Preparar o sistema para fazer os geis. Estes sdo preparados entre duas placas de vidro
separadas por separadores. Todo o material deve ser bem lavado e seco para evitar
irregularidades no gel.

2- Proceder a montagem do sistema de electroforese
com espagadores de 0,75mm.

3- Proceder a preparacdo das solucdes de acrilamida
que deverd polimerizar neste suporte. (Uma vez

que a acrilamida € um composto neurotéxico, a
preparacdo de géis de acrilamida podera
eventualmente ser evitada por recurso a géis pré- [

Hocfer

encastrados, disponiveis no mercado.)

4- Preparar o gel de resolucdo, juntando:

Tris-HCI 1,5M pH 8.8 5 ml
Solugdo de acrilamida 40%/Bis 29:1 6 ml
SDS 10% 2 ml
H,0 8,7 ml
TEMED 10 ul
APS (Persulfato de Aménia) 10% 100 ul

5- Misturar cuidadosamente e pipetar imediatamente a solugdo entre as placas de vidro
até uma altura de aproximadamente 6 cm. Colocar uma camada de 1 ml de
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isopropanol de forma a obter uma superficie plana. Deixar polimerizar 30-60min a
temperatura ambiente.

Ap6s polimerizagdo remover o isopropanol com papel absorvente.

Preparar o gel de concentracdo, juntando:

Tris-HCI 1,5M pH 6.8 5 ml
Solugdo de acrilamida 40%/Bis 29:1 2 ml
SDS 10% 200 pl
H,0 12 ml
TEMED 20 ul
APS (Persulfato de Aménia) 10% 100 ul

Misturar cuidadosamente, encher o espacgo entre as placas com esta solucao e colocar
o pente. Deixar polimerizar 30-45min a temperatura ambiente.

Aplicar as amostras nos poc¢os respectivos (15-20ul).

Separacao electroforética de proteinas

1-

Preparar as amostras para aplicacdo no gel, juntando o volume equivalente a 15 ug de
cada uma das frac¢gdes a um volume de tampao da amostra até perfazer 25 ul. Ferver
durante 5 min;

Aplicar as amostras e o marcador de pesos moleculares (LMW (BioRad)) nos pocos
do gel;

Proceder a electroforese aplicando uma corrente constante de 200 V, durante 1h.

Retirar um dos geis e colocd-lo numa solugdo corante — azul de Coomassie. Levar ao
micro-ondas 30 s e agitar 10 min.

Colocar o gel numa solucdo descorante. Levar ao micro-ondas 30 s e agitar 10 min.
Findo este tempo devem-se ver as bandas de proteinas.

O 2° gel vai ser usado para a transferéncia/Blotting.
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Transferéncia das proteinas para a membrana de blotting

Usa-se uma mebrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride) que tem de ser estabilizada
primeiro

Mergulhar a membrana em metanol 1 min
Lavar com H,O
Incubar em TBS 20 min

Montar o dispositivo de blotting:

Mergulhar as esponjas, os papéis de filtro (8), as membranas e o gel na solucdo de transferéncia.
Deixar equilibrar 30 min.

Preparar a cassete:

Colocar a cassete com o lado prreto para baixo

Sobre o lado preto colocar a 1* esponja

Colocar 2 papéis de filtro (remover bolhas de ar com 1 pipeta)
Colocar o gel (remover bolhas de ar)

Colocar a membrana de PVDF (remover bolhas de ar)
Colocar 2 papéis de filtro (remover bolhas de ar)

Colocar outra esponja

Fechar firmemente a cassete e manté-la mergulhada em tampao de transferéncia da BioRad (diluir
para 1X concentrado)

Colocar a cassete no médulo e este em posi¢do correcta dentro do tanque.
Adicionar gelo.

Adicionar uma barra magnética e tampao de transferéncia de forma a que o tanque fique bem cheio.

7- Ligar a 100V durante 1 a 2 h.

8- Verificar a eficiéncia da transferéncia com coloracdo de Ponceau':

Incubar 1 a 2 min com o corante

Lavar com TBS-T

I Detecta a presenga de pontes bisulfito (SS)

30



Mestrado em Genética Molecular Biologia Molecular
2007/09 I° Bloco. Expressdo Genética

4° Parte
Hibridacao do anticorpo

1- Colocar a membrana de PVDF em TBS-T com 5% de leite magro em p6 (leite em po
magro Molico) para bloqueamento de locais de ligagdo nao especifica. Agitar durante 1
a 2 h a temperatura ambiente.

2- Lavar a membrana duas vezes com TBS-T.

3- Diluir 1/100 o anticorpo antiperoxidase de coelho (PAP, Dako-Cytomation), conjugado
com a Horseradish peroxidase (HRP) com TBS:

Tubo Falcon com: 10 ml TBS-T + 100 g1 anticorpo

4- Incubar as membranas com o imunocomplexo solivel HRP/PAPA 4°C overnight.

5- Lavar brevemente duas vezes a membrana com TBS-T e incubar 15min em excesso de
TBS-T a temperatura ambiente para remover os excessos de anticorpo ndo ligado.

6- Fazer mais 2 lavagens da membrana com TBS, 15 min a temperatura ambiente.

7- Revelar as reac¢des com “ECL Plus Western Blotting Detection System" (Amersham
Biosciences).
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Anexo

’Reagentes e tampoes

* Tampao de amostra/SDS
Tris HC10,125M pH 6,8
SDS 2% (p/v)
EDTA 5mM
Azul de Bromofemol 0.005%

* Tampao de aplicacdo
Tris.HCI 125mM
Glicerol 20%
SDS 4%
Azul de bromofenol 0,01%
p-mercaptoetanol 1% (pH 6,8)

¢ TBS (Transference Buffer solution)
8g NaCl
20ml Tris HC1 1M, pH 7,6
Diluir com 4gua desionizada para 1000ml (verificar pH)

e TBS-T
1% de Tween 20 em TBS

* Solu¢ao de Coomassie
Metanol 50%
Acido acético 10%
Coomassie R258 0,25%

* Solugdo de descoloracao
Metanol 25%
Acido acético 5%

* Solug¢ado de Ponceau
2g de Ponceau
30g TCA
30g Acido Sulfosalicilico
100 ml H,0

Biologia Molecular
I° Bloco. Expressdo Genética
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Anexo

Construgdo da estirpe FVV28

A PCR-generated fragment encoding a duplicated IgG binding domain (Z) of protein A, and
containing a KanMX cassette, was amplified from plasmid pFZ according to Whyte and
Munro (2001) using primers 5> CAA ACA TCA AAA ATG AAG ATA CAG TGA ACG
ATA AAG CAA ATT TTG AGG GTG GAG CAG GGG CGG GTG 3’ and 5° AAT GCT
TTC TTA AGT AAA TTA CAA AAT ATG ATT TGT GAG TTG TGT GTG AAG GTC
GAC GGT ATC GAT AAG 3’. This was used to transform yeast to construct the epitope-
tagged strains. Correct integration was verified by PCR. For Western blots, cells (0.2 mg dry
weight) were collected by centrifugation, and protein extracts were prepared according to
Burke et al. (2000), separated by SDS-PAGE (10%) and transferred to nitrocellulose filters
(Sartorius) according to Kyhse-Andersen (1994). The filters were incubated with a
commercial mixture of horseradish peroxidase and anti peroxidase rabbit antibody (PAP, cat.
no. Z0113, Dako-Cytomation A/S, Copenhagen, Denmark), and reacting polypeptides were
visualized using ECL Plus Western Blotting Detection system (Amersham Biosciences) and

a Storm 860 Scanner (Molecular Dynamics).

*  Whyte, J.R., and Munro, S. (2001). The Sec34/35 Golgi transport complex is related to the exocyst,
defining a family of complexes involved in multiple steps of membrane traffic. Dev. Cell 1, 527-537.

* Kyhse-Andersen, J. (1994). The semi-dry electroblotter. J. Biophys. Biochem. Meth. 10, 203-209.

* Burke, D., Dawson, D., and Stearns, T. (2000). Methods in Yeast Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory

Press.
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