View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Universidade do Minho: RepositoriUM

Departamento de Biologia da Universidade do Minho

Mestrado em Genética Molecular

N EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES
u u
[} - - s = u
" Adiponectin Insulin "
= S l-' =
u u
u u
u u
u u
u u

Uu AdipoR1

%* ¥ MAPK

UFENARRIL @O  rowoy

* 1
Fatty Acid Glucose Uptake 11

Oxidation I

I"

¥
RmPK
*

pf FEENEEEESEEESEEEEEEEESR
M EEEEEEEEEEEEEEEEEEESR

Sinalizacdo, expressdo génica e regulacdo pos-transcricional
Guiao das aulas praticas

Ana Preto
Andreia Gomes
Cristina Aguiar

Rui Oliveira


https://core.ac.uk/display/55618325?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Mestrado em Genética Molecular Sinalizagao, expressao génica e regulacao pés-transcricional
2008/10

METODOS DE ANALISE E DETECCAO DE PROTEINAS

PRODUCAO E PURIFICACAO DE LITICASE
A.
1. Inocular E. coli DH50. em meio LB-amp e incubar overnight.

2. Fazer uma dilui¢do de 1/1000 da cultura anterior em LB-amp e incubar até ODy,,
0,5.

3. Adicionar IPTG para uma concentracdo final de 0. 4mM.

4. Incubar durante 5h a 37 °C.

B.

1. Centrifugar 200 mL da cultura anterior e ressuspender as células com 200 mL de
25mM Tris pH=7,4.

2. Centrifugar e desprezar sobrenadante.

3. Adicionar 8 mL de Tris - EDTA e 8 mL de Tris — Sucrose.

4. Agitar gentilmente por 20 min.

5. Centrifugar e desprezar o sobrenadante.

6. Adicionar 8 mL de 0,5mM MgSOy e agitar gentilmente durante 20 min.

7. Realizar uma nova centrifuga¢ao, transferir o sobrenadante para tubos eppendorf.

8. Congelar rapidamente com azoto liquido e guardar a -80 °C.

C.

1. Inocular em meio YPD a estirpe BY4741 a 30 °C até ODggo < 1.

2. Centrifugar a cultura e lavar as células com agua destilada.

3. Desprezar o sobrenadante e ressuspender em 50mM Tris pH=7,4 para uma ODg 5.
4. Fazer tampao fresco Tris — DTT.

5. Fazer uma mistura para ODg 0,2 de:
10 mL de Tris DTT + 9,2 mL de H,O + 0,8 uL de células
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6. Remover 1 mL da mistura anterior e definir ODgoy obtido como ponto “zero”.

7. Incubar, a 30 °C e durante 30 min, 1 mL da mesma mistura com volumes de liticase
obtida anteriormente (2, 5, 10, 15, 20 e 25 pL).

8. Determinar a actividade.

NOTA: 1 unidade de Liticase = 10% de diminui¢do de ODgyy ap6s 30 min a 30 °C.

Meios e Solucoes

Meio LB

5¢g Extracto de Levedura
10g Peptona

5¢g NaCl

Meio YPD

10g Extracto de Levedura
10g Peptona

20g Dextrose/ Glucose

Tris - EDTA 25mM Tris + 2mM EDTA):
25mL  50mM Tris

200uL  500mM EDTA

Agua até V; = 50 mL

Tris - Sucrose (25mM Tris + 40% Sucrose):
25mL  50mM Tris

20g Sucrose

Agua até V; = 50 mL

Tris - DTT (100mM Tris-Cl pH=74 + 1ImM DTT)
5mL IM Tris

77mg DTT

Agua até V; = 50 mL

Ampicilina
100 ng/mL meio sélido
50 ug/mL meio liquido

DOSEAMENTO DE PROTEINA TOTAL

A.
1. Preparar os tubos indicados na tabela da pdgina seguinte:

2. Adicionar 1 ml de solu¢do A e misturar de imediato no vértex. Incubar 10 min a
temperatura ambiente.
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3. Entretanto, preparar a solucdo B.
4. Adicionar 100 uL. de solucdo B a cada tubo e misturar de imediato no voértex.
Incubar durante 30 min a temperatura ambiente.

Tubos BSA (ug) Amostra (uL) H,O (uL)
1 0 -
2 4 -
3 10 -
4 20 - gbp
5 40 - volume final
6 60 - =200 uL
7 - 20
8 - 40
9 - 60

5. Transferir o conteido 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.

Solucoes

Solucio A

15mL Na,CO; 2% (p/v,em NaOH 0,1M)

150 uL. CuSO,.5H,0 1% (p/v)

150 uLL tartarato duplo de sédio e potdssio 2% (p/v)

Solucao B

600 uL. Reagente de Folin-Ciocalteau
600 uL.  4gua ultra-pura

B.

Utilizar o kit Bio-Rad Protein Assay [Bio-Rad] de acordo com as instru¢des do fabricante.

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 - gbp
6 16 - volume final
7 18 - =800 uL
8 20 -
9 - 5
10 - 10
11 - 20
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2. Adicionar 200 ul do reagente fornecido com o kit. Misturar no vortex e aguardar 10
min.

3. Transferir as amostras para cuvettes e proceder a leitura da absorvancia a 595 nm.

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 manipulacio de
acrilamida deve ser feita com extrema precaucio, uma vez que se trata de um poderoso agente
neurotoxico e cancerigeno.

1. Limpar cuidadosamente com alcool 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 resolucdo de acordo com a
tabela que se segue, adicionando todos 0s componentes excepto o persulfato de

amonio. Este s6 devera ser adicionado imediatamente antes da aplicacdo do gel entre
os vidros.

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

Gel concentrador Gel de resolugdo
Solugdes 3,75% 10%
Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8) 2mL 6 mL
Tris-HCI1 0,5 M; pH 6,8 5 mL -
Tris-HCI 1,5 M; pH 8,8 - 5 mL
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
(solug@o extemporinea)
TEMED 20 uL. 10 uL.

Nota: receita para quarto geis

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

5. Introduzir entdo o pente e perfazer o volume com gel concentrador, evitando a
retencdo/formacdo de bolhas de ar. Aguardar que o gel polimerize. Entretanto,
proceder ao tratamento das amostras.
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6. Adicionar, as amostras a aplicar no gel, igual volume de tampao de aplicacdo (2x) e
incubar a 100°C durante 5 min.

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

8. Proceder a aplicacdo dos padrdes de peso molecular e das amostras, tendo o
cuidado de lavar bem as seringas com dgua e dlcool entre as aplicacoes.

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

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

Solucdes:

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)
B-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

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 solugdao de colorac@o e incubar 15 min sob
agitacdo.

2. Remover a solugdo anterior e substituir pela solu¢do de descoloracao.

3. Incubar sob agitacdo até aparecimento das bandas e remog¢do completa da coloracdo
inespecifica.

4. Descartar a solugdo anterior e conservar o gel em dgua.
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Solucoes:

Solucio 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. Ap6s electroforese colocar o gel na tina de coloragdo.

2. Adicionar a solug¢do de coloracdo, preparada no momento, e incubar 15 min sob
agitacdo.

3. Descartar a solugdo anterior e cobrir o gel com dgua destilada.

4. Conservar o gel em 4gua destilada.

Solucoes:

Solucio de coloracao
CuCl, 0,3M (p/v) em dgua destilada

C.

1. Ap6s electroforese mergulhar o gel na solucido de acido acético e incubar durante
30 min a temperatura ambiente.

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

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

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

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

Solucdes:

Solucao de acido acético
Acido acético 7,5% (v/v)

Solucao de acido periddico
Acido peridédico 0,2% (p/v)

Reagente de Schiff
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D.

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

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

3. Descartar a solucdo 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 solucdo de tiossulfato de sédio e incubar 15 min.
Substituir por nova solugdo de tiossulfato sédico e incubar durante 2h30m.

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

6. Descartar a d4gua e colocar o gel em solugdo de coloragao durante 60 min.

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

8. Rejeitar a 4gua e colocar em solugdo redutora. Substituir esta solucao por nova
solucdo logo que fique amarelada e incubar até adquirir a intensidade de coloracao
desejada.

9. Substituir a solugdo anterior pela solucio de paragem.

10. Descartar a solu¢do de EDTA e substituir por 4gua.

Solucdes (preparar cerca de 100 ml de cada solugdo para cada gel):

Solucao de fixacao
Metanol 50% (v/v)
Acido acético 5% (v/v)

Solucio de metanol
50% (v/v) Metanol

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

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

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

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

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

2. Lavar brevemente com 4gua ultra-pura.

3. Adicionar a solu¢do de DTT e colocar no micro-ondas 1min.

4. Rejeitar a solucdo anterior e adicionar a solucdo de coloracdo e levar ao micro-
ondas 1min. Agitar, de seguida, durante 2 min.

5. Rejeitar a solucdo anterior e colocar em solucdo redutora. Logo que fique
acastanhada, descartar e adicionar nova solu¢do. Incubar até adquirir a intensidade de

coloragdo 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
Metanol40% (v/v)
Etanol 10% (v/v)

Soluciao de DTT
32 mM DTT

Solucio 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 suspensdo de resina e transferir 1 ml para (A) um tubo Falcon ou
para (B) uma seringa de plastico 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.
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5. Repetir o procedimento 4.

6. Adicionar 1 ml de amostra e, no caso (A), promover a adsorcdo 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 (Al).

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

7. Adicionar 1 ml de tampao de lavagem e, no caso (A), misturar sob agitacio 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)
apds 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 eluicdo num tubo Eppendorf apds
passagem na coluna (B3).

Quer no caso (A) quer no (B) sdo obtidas trés frac¢oes diferentes, correspondentes ao material
que nio adsorveu a resina (1), a lavagem da matriz (2) e ao material eluido (3).

9. Se pretender utilizar mais que um tampao de elui¢do (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.

Solucoes:

Tampao de equilibrio e de lavagem
25 mM Tris, pH 7,6

Tampoes de eluicio

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

10
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Construgcao de um plasmideo com o gene da GFP sob
regulagcao do promotor da catalase

Rui Oliveira

Ligacao

1. Num microtubo fazer a seguinte mistura:
plasmideo digerido 9,5ul
DNA “insert” 9,5ul
tampao de ligagcéo (10x) 2,5ul
T4 DNA ligase (1U/ul) 1l
agua ultrapura 2,5ul

2. Incubar durante a noite a 16°C. Guardar a 4°C

3. Usar 2ul da mistura de ligagdo para transformar E. coli (ver protocolo abaixo) e

espalhar em placas de LBamp diferentes diluicbes da suspenséo celular

Referéncias

* Sambrook J, Fritsch EF, and Maniatis T. 1989. Molecular Cloning. A Laboratory
Manual, 2" edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York

* Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA and Struhl
K. Eds. 1995. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.,

Chichester, NY, Brisbane, Toronto, Singapore

Meios de cultura e solugbes
Consultar as fichas técnicas do fabricante das enzimas.

Purificacao de plasmideo de Escherichia coli

1 - Inocular 2ml de meio LBamp com uma coldnia da estirpe bacteriana. Incubar a 37°C
com agitacéo forte (~200r.p.m.) durante a noite

2 - Transferir 1,5ml da cultura para um microtubo e centrifugar a 12000g, 30seg a 4°C
numa microcentrifuga

3 - Remover o sobrenadante por aspiracdo, deixando o sedimento 0 mais seco
possivel

4 - Ressuspender o sedimento em 100yl de solugdo | a 4°C. Agitar bem em vortex
para completa dispersdo do sedimento

5 - Adicionar 200ul de solugdo II. Misturar por inversdo rapida do microtubo cinco
vezes (ndo usar o vortex), assegurando-se que toda a superficie interna do

microtubo tenha entrado em contacto com a solugéo. Colocar o microtubo em gelo

11
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6 - Adicionar 150ul de solucéo lll. Misturar mantendo o microtubo invertido e agitando
lentamente com movimentos circulares durante ~10seg

7 - Centrifugar a 12000g, 5min a 4°C numa microcentrifuga. Transferir o sobrenadante
para um novo microtubo

8 - Precipitar o DNA com 2 volumes de etanol absoluto a temperatura ambiente.
Misturar no vortex e incubar 2min a mesma temperatura

9 - Centrifugar a 12000g, 5min a 4°C numa microcentrifuga

10 - Aspirar lentamente o sobrenadante. Colocar o tubo em posicdo invertida sobre
papel absorvente. Remover gotas de sobrenadante que tenham ficado aderidas as
paredes do microtubo

11 - Lavar o sedimento de DNA com 1ml de etanol 70% a 4°C. Repetir o passo 10.
Deixar o sedimento secar ao ar durante ~10min

12 - Dissolver o DNA em 50ul de tampao TE (contendo RNAase A 20ug/ml), misturando

brevemente em vortex. Armazenar o DNA a 4°C

Referéncias

* Sambrook J, Fritsch EF, and Maniatis T. 1989. Molecular Cloning. A Laboratory
Manual, 2™ edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York

* Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA and Struhl
K. Eds. 1995. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.,

Chichester, NY, Brisbane, Toronto, Singapore

Meios de cultura e solugbes

*Meio LB com ampicilina (LBamp)
triptona 1% (p/v)
extracto de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Ajustar pH 7,5 com NaOHagq
Autoclavar 20min, 120°C, 1bar
Antes de distribuir o meio pelas placas e quando estiver a uma temperatura
de 50°C-60°C, adicionar ampicilina 100mg/ml em agua ultra-pura esterilizada
para uma concentragao final de 100ug/ml
*Solucgéo |
Glucose 50mM
tris:HCI 25mM, pH8,0
EDTA 10mM, pH8,0
*Solucgéo Il
NaOH 0,2N (diluido previamente dum "stock" 10N)
12
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SDS 1%
*Solucgéo Il
acetato de potassio 5M 60mi
acido acético glacial 11,5ml
H,O (ultra-pura) 28,5ml
*Tampéao TE
Tris-HCI 10mM, pH8,0
EDTA 1mM, pH8,0

Digestao de DNA com enzimas de restricédo
1. A um microtubo colocado no gelo adicionar:
0,2-1ug de DNA
2ul de tampéo conveniente (10x conc.)
agua ultrapura esterilizada g.b.p. 19yl
2. Misturar suavemente agitando no vortex. Manter o microtubo no gelo
Adicionar 1ul da enzima de restricdo e agitar novamente como em 1
4. Incubar a mistura a temperatura conveniente de acordo com a enzima (normalmente
a 37°C) durante ~1,5h
5. A reaccédo pode ser parada através da adicdo de EDTA 0,5M para uma concentracao
final de 10mM ou, no caso de se tratar duma enzima termolabil, através do
aquecimento da mistura a 65°C durante 10-15min

6. Analisar os produtos da reac¢do em electroforese em gel de agarose

Referéncias

* Sambrook J, Fritsch EF, and Maniatis T. 1989. Molecular Cloning. A Laboratory
Manual, 2" edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York

* Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA and Struhl
K. Eds. 1995. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.,

Chichester, NY, Brisbane, Toronto, Singapore

Meios de cultura e solugbes

Consultar as fichas técnicas do fabricante das enzimas.
Transformacéao de Escherichia coli

I) Preparacao de células competentes

1. Inocular 50ml de meio LB (em Erlenmeyer de 250ml) com uma s6 colbnia da estirpe

de E. coli. Incubar durante a noite a 37°C, a 250rpm

13
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N o o &

10.
11.

Inocular 400ml de LB (em Erlenmeyer de 2000ml) com 4ml da cultura e incubar nas
mesmas condi¢des de temperatura e agitagcdo até DOgo=0,375

Transferir a cultura para 8 tubos de 50ml de polipropileno pré-arrefecidos e deixar no
gelo durante 5-10min

Centrifugar a 1600g durante 7min, a 4°C

Ressuspender lentamente cada sedimento em 10ml de solugéo de CaCl, gelada
Centrifugar a 1100g, 5min a 4°C

Ressuspender cada sedimento em 10ml de solucdo de CaCl, gelada. Manter a
suspensao em gelo durante 30min

Centrifugar a 1100g, 5min a 4°C

Ressuspender cada sedimento em 2ml de solu¢édo de CaCl,

Distribuir aliquotas de 250ul por microtubos esterilizados e arrefecidos

Congelar imediatamente a -70°C

II) Transformacéo das células competentes

12.

13.

14.

15.
16.

Faze

Descongelar uma aliquota de células competentes em banho de gelo e colocar 100yl
num microtubo arrefecido. manter no gelo

Adicionar 10ng de DNA (10 a 25ul) e misturar com movimentos circulares da ponta
da micropipeta. Manter em gelo durante 10min

Provocar um choque térmico as células, colocando o microtubo num banho a 42°C e
deixar durante 2min

Adicionar 1ml de meio LB. Incubar 60min, 37°C a 250rpm

Espalhar em placa de LB suplementado com o antibiético apropriado (ampicilina).
Incubar a 37°C durante 12 a 16 horas

r um controle com células competentes sem adicdo de DNA

Eficiéncia esperada: 10”-10° transformantes/ug pDNA

Referéncias

Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA and Struhl
K. Eds. 1995. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.,
Chichester, NY, Brisbane, Toronto, Singapore

Hanahan D, Jessee J, and Bloom R. 1995. Techniques for Transformation of E.
coli. In: DNA Cloning 1, A Practical Approach. Core Techniques, 2" Edition.
Glover DM and Hames BD ed. IRL Press. Oxford, UK

Meios de cultura e solugbes

*Meio LB ("Luria broth")
triptona 1% (p/v)
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extracto de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
ajustar pH 7,5 com NaOHaq.
autoclavar 20min, 120°C, 1bar
*Solugéo de CaCl,
CaCl, 60mM
glicerol 15% (p/v)
LB s6lido com ampicilina
meio LB
agar 2% (p/v)
autoclavar a 120°C, 1bar durante 20min
Antes da distribuicdo pelas placas, adicionar ampicilina 100mg/ml
esterilizada por filtracdo, para uma concentragao final de 100ug/ml. Guardar

as placas a 4°C.

Transformacao de Saccharomyces cerevisiae

1.
2.
3.

10.
11.

12.

Inocular 5ml de meio YPD com uma sé col6nia da estirpe de levedura a ser
transformada. Incubar durante a noite a 30°C, 160rpm

Inocular 300ml de YPD em baldao Erlenmeyer de 1000ml com a cultura de 5ml.
Incubar a 30°C, 160rpm até DOgq entre 0,3 € 0,5 (~1x107células/ml)

Colher as células por centrifugacao 5min a 4000g. Ressuspender em 10ml de agua
ultra pura e transferir para um tubo de centrifuga de polipropileno de 50m|

Centrifugar 5min a 6000g e rejeitar o sobrenadante

Ressuspender em 1,5ml de solucédo de litio

Misturar 200pg de DNA "carrier" com 5ug de DNA para transformar num microtubo (o
volume total de DNA néo deverd exceder 20ul)

Adicionar 200ul da suspenséao celular

Adicionar 1,2ml de solucao de PEG e incubar com agitagdo a 30°C durante 30min
Provocar choque térmico de 42°C durante, exactamente, 15min

Centrifugar em microcentrifuga & maxima velocidade durante 5seg a temperatura
ambiente

Ressuspender as células em 200ul de tampéo TE e espalhar em placas contendo

meio selectivo apropriado (YNBD com suplementos auxotréficos convenientes)

Fazer controle com células sem adicdo de DNA.

Eficiéncia esperada: 105-106transformantes/pg pDNA.
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Referéncias

* Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA and Struhl
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Inc., Chichester, NY, Brisbane, Toronto, Singapore

Materiais biolégicos

* S cerevisiae BY4741 (MATa; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0)
* Plasmideo Pro41

* "Carrier" DNA: DNA de esperma de salmao

Meios de cultura e solugbes

*YPD
Extracto de levedura 1% (p/v)
peptona 2% (p/v)
glucose 2% (p/v)
*YNB (Yeast Nitrogen Base, Difco)
YNB 0,67% (p/v)
glucose 2% (p/v)
agar 2% (p/v)
suplementos auxotréficos 40mg/L
Preparar o YNB, glucose e suplementos auxotréficos em solugcdo concentrada 10x e
esterilizar por filtracdo. Adicionar ao agar mais agua esterilizados por autoclavagem
para fazer o volume total antes da distribuicao pelas placas.
*Solugao de litio:
Tampao TE, pH7,5 (10x) 1vol.
acetato de litio (10x) 1vol.
agua ultra-pura esterilizada 8vol
Tampao TE, pH7,5 (10X)
Tris-HCI 100mM, pH7,5
EDTA 10mM, pH7,5
Acetato de litio (10x)
Acetato de litio 1M, pH7,5 ajustado com acido acético diluido
Esterilizar por filtracao
*Solucéo de PEG (polietilenolicol)
PEG 4000 ou 3500 (esterilizado por filtragdo) 50% (p/v) 8vol.
tampao TE, pH7,5 (10x) 1vol.
acetato de litio (10x)
*Tampéao TE, pH7,5
16
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Tris-HCI 10mM, pH7,5
EDTA 1mM, pH7,5

Inducéo da expressao da GFP sob regulacao do promotor da catalase
1. Inocular 5ml de YNBDUra- em baldo de 10ml ou tubo Falcon de 50ml com a estirpe
de S. cerevisiae (BY4741) e incubar a 30°C, 200rpm
2. Lavar as células dos pré-inéculos por centrifugacdo em tubos Falcon de 15ml e
ressuspender em igual volume de agua desionizada esterilizada. Ap6s nova
centrifugacao, eliminar o sobrenadante e ressuspender as células em 5ml do meio de

cultura indicado de acordo com a tabela seguinte:

Grupo Cultura
1 YNBMethUra-
2 YNBDUra-+H,0, 0,5mM
3 YNBDUra- (incubar a 39°C)
4 YNBOIUra-
YNBDUra- (incubar a 30°C)

Transferir as culturas para Erlenmeyers esterilizados de 50ml

4. Logo apéds a transferéncia das células (t0), retirar 15ul da cultura e colocar entre
lamina e lamela para observagéo por microscopia de fluorescéncia. Contar 0 numero
de células com fluorescéncia citoplasmatica punctiforme (peroxissomas)

5. Incubar as culturas a 30°C, 180 rpm

6. Repetir o procedimento ao fim de 6h (i6)

Materiais
* Material biolégico: Saccharomyces cerevisiae estirpe BY4741 (MATa; his3D1;

leu2D0; met15D0; ura3D0)

* Plasmideo: Pro41 (derivado do Pca41)

Meios de cultura

*  YNBMethUra-: Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), metanol 0,5% (v/v), L-leucina
40mg/L

*  YNBDUra- + H,O, 0,5mM: Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), glucose 2% (p/v), L-
leucina 40mg/L

*  YNBDUra-: Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), glucose 2% (p/v), L-leucina 40mg/L
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*  YNBOIUra-: Yeast Nitrogen Base 0,67% (p/v), acido oleico 0,1% (p/v), tween 80
0,5% (p/v), L-leucina 40mg/L

BamHI

Prod1 (5703 bp)

18
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TRANSFECCAO DE CELULAS ANIMAIS

LIPOFECQAO DE CELULAS 293T COM PLASMIDEO CONTENDO
GENE REPORTER DA BETA-GALACTOSIDASE

As células serdo previamente plaqueadas em pocos de placas (de 24 pocos), ou seja 2x10°
cels/pogo num volume de 500 pl, o que vai corresponder a 50-80% de confluéncia das
células no dia seguinte.

A cada poco serd adicionado 0.5 yg de DNA plasmidico e 1.25 ul de Lipofectamine® LTX.

Apbs a transfecgdo, as células serdo incubadas até ao dia seguinte na incubadora a 37 °C,
com 5% CQO,.

1. Preparar as solugdes:

a. Para cada poco, diluir 0.5 pg de DNA plasmidico em 100ul Optimem

Reduced Serum Medium e misturar bem (com a pipeta).

b. Misturar Lipofectamine® LTX Reagent cuidadosamente antes de usar,

adicionar 1,5 pl por pogo directamente a solucdo com DNA e misturar bem.
c. Homogenizar as solugdes e deixar a temperatura ambiente durante 30-45 min.

d. Remover o meio de cultura em cada pogo por aspiracdo, adicionar meio de

cultura fresco.

e. Cuidadosamente, adicionar a mistura (100ul por pogo) e incubar 48 h.

- Al1-A4: Controlol
- B1-B4: Lipofectamin® plasmideo 1
- Cl1-C4: Lipofectamin® plasmideo 2
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QUANTIFICACAO DA ACTIVIDADE DA BETA-GALACTOSIDASE

1. Adicionar 4 volumes de dgua a 1 volume de RLB 5X para obter solu¢do stock 1x
2. Aspirar o meio de cultura das células a serem testadas (pogos Al-2; B1-2; C1-2).
Lavar as células duas vezes com PBS 1x, cuidadosamente. No final da dltima
lavagem, aspirar o mais possivel do poco.

3. Adicionar 200x1 de RLB 1x a cada poco. Garantir que o tampao banha todas as
células.

4. Incubar a temperatura ambiente durante 15 min, rodando suavemente a placa.

5. Raspar todas as areas da superficie do poco, inclinar suavemente e raspar o lisado
para a porg¢ao inferior do po¢o. Com uma micropipeta, transferir o lisado para um
microtubo, colocando-o em gelo.

6. Colocar o microtubo no vortes 10-15 seg, depois centrifugar a velocidade maxima
durante 2 min a 4°C.

7. Transferir o sobrenadante para um tubo limpo.

8. Os lisados podem ser analisados directamente ou armazenados a -70°C surante

dois meses.

B.

Para preparar padrdes contendo 0 a 5.0x10” unidades de B-galactosidase.
Preparar a série de diluicdes em RLB 1x imediatamente antes de usar.

1. Adicionar 10u1 de 1u/ul B-galactosidase a 990u1 de RLB 1x. Vortex. (dilui¢do
1:100)

2. Adicionar 10ul desta diluicdo 1:100 a 990u1 de RLB 1x. Vortex. (dilui¢do 1:10
000)

3. Com este stock, preparar 50u1 de cada padrio para 3-galactosidase conforme a
tabela:
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Padroes de p-galactosidase (Miliunidades)

Volume de solu¢ao Volume
stock 1:10000 (z1) de RLB 1x

0.0 0 50

1.0 10 40

20 20 30

30 30 20

40 40 10

50 50 0

4. Adicionar 50u1 do tampao Assay 2X Buffer a cada pogo na placa de 96 pocos.

5. Misturar bem as amostras pipetando os contetdos dos pocos. Cobrir a placa com
papel de aluminio.

6. Incubar a placa a 37°C durante 30min ou até se desenvolver uma ligeira cor
amarela (no maximo 3h).

7. Parar a reaccao adicionando 150u1 de carbonato de s6dio 1M. Misturar bem
pipetando o contetido de cada poco. Evitar bolhas, que interferem com a leitura da
absorbancia.

8. Fazer a leitura da absorbancia a 420 nm imediatamente apds adicdo de solucdo de
carbonato de sédio no leitor de microplacas.

C. QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE CELULAS TRANSFECTADAS

Para quantificar as amostras, o procedimento é exactamente o mesmo que para 0s
padrdes. O volume maximo por amostra serd de 50ul, diluida ou nio.

Solucoes:

PBS, Tween 20 0,5%, BSA 0,05% (guardar a 4°C)
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111. QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DO GENE EGFP

A.PREPARACAO DOS EXTRACTOS PARA RNA

1. As células transfectadas serdo lisadas directamente no poco de cultura: aspira-se o
meio e induz-se a lise com 500 1 de Lysis buffer (RNeasy mini kit, QTAGEN).
2. Com a P1000, homogenizar e recolher o lisado para um eppendorf estéril e sem

RNases.
3. Congelar a -80°C.

B. PURIFICACAO DO RNA TOTAL

O RNA total serd purificado de acordo com o protocolo standard para isolamento de
RNA total de células animais com o kit RNeasy mini (QIAGEN).

C.TRANSCRICAO REVERSA

A conversao de RNA em cDNA serd realizada com a enzima Superscript III

(Invitrogen).
RNA total: 2ug
oligo(dT),,: 1ul
dNTPs: 1pul

Summary of Procedure

Denature: RNA + Primer + dNTPs (10 pl)
65°C for 5 min
Place onice for atleast 1 min
l l cDNA Synthesis Mix:
Anneal: i
| Oligo(dT),, or GSP | I Random Hexamersl 10X RT Buffer
Add 10 | cDNA Synthesis Mix Add 10 p| cDNA Synthesis Mix 351 r&MD'\T/'gCIz

v RNaseOUT"
25°C for 10 min SuperScript™ Il RT

cDNA Synthesis:

Terminate Reaction:

Remove RNA:

PCR Amplification:

|—x—x|\>h|\>

1

=]
E

.

50°C for 50 min

v

85°C for 5 min
v

Add 1 pl of RNase H
37°C for 20 min

v

Remove 2 pl aliquot for PCR
(up to 10 pl may be used)

Adaptado das instrucoes do fabricante
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D. PCR PARA DETECCAO DE TRANSCRIPTOS DE EGFP

5x Go Taq Flexi buffer 4
25mM MgCl, 0.8
dNTP 10mM 0.5
Primer mix (10uM each) 2
H,O 10.25
Go Taq pol. 03
cDNA 2
Amplicdo 233bp
Condicoes do PCR:
94°C 5min

35 ciclos (94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s)
72°C 7min

Preparar um gel de agarose 1% para electroforese.

Colocar 20ul de cada produto de PCR por poco e 10ul de marcador de pesos

moleculares.
Electroforese 70V, 45-60min.
Visualizar.

Solucdes:

Tampiao TAE1x

242 g base Tris

57.1 ml de 4cido acetic glacial
100 ml de 0.5 M EDTA (pH 8.0)
em 1000ml H,O.
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