Proteinas recombinantes aula 1
pratica
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Multiplicacao do constructo
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BmTlsint-pET26B

Total de residuos de amincacidos: 83
Peso molecular da proteina: 92580 Da
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ATG GAT ATC GGA ATT AAT TCG GAT CCG CAC GTT AAC CCA TTC GCT TGT TAC GTT GCT CCA
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Comparacao com estruturas conhecidas

* A estrutura do inibidor de protease do tipo Kunitz 2 em complexo com a
mesotripsina humana (PDB = 4U32) foi a que apresentou o menor RMSD (0.6A)
quando alinhada com a estrutura do modelo gerado.

Com base nesse alinhamento é possivel que a R26 do modelo também se ligue no
sitio S1 da enzima.

Modelo (rosa)
4U32 = KTPI (ciano) + Mesotripsina (verde)
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~37ug/mL ssDNA

~20pg/mL oligonucledtidos em cadeia simples




A280 Proporcional a concentragdo de 1,8 <A260/A280 < 2;

fenol e proteinas corresponde a DNA ou RNA
puros




Procedimento experimental
1 - Ligar o espectrofotdbmetro e regular para 260nm.

2 - Fazer o zero de absorbancia com 1ml de agua ultra-pura em cubeta de
quartzo.

3 — Em um tubo de 1,5 mL preparar a amostra que sera quantificada, adicionar
998 uL de agua ultra-pura e, depois, 2uL do DNA a quantificar (diluicao de 500
X). Tapar o tubo e inverter varias vezes para misturar.

4 — Transferir a amostra diluida para a cubeta e realizar a leitura a 260 nm e 280

5 - Caso o aparelho ndo permita realizar as leituras simultamenamente repetir
as leituras a 280nm.



5. Exercicios:

1 — Determine a concentracao das amostras de DNA fornecidas e a relacao
A260/A280.

2 — Discutir em grupo que amostra esta mais concentrada e qual a mais “pura”.
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