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SERVICIO DE QUIMICA DE PROTEINAS
Preparaciéon de muestra

e La cantidad minima requerida es ~50 pmoles de muestra pura (proteina/péptido)
transferida a membrana de PVDF. No obstante, siempre que sea posible se
recomienda preparar ~100-200 pmoles.

La pureza de la muestra es un factor critico, si ésta contiene varias proteinas, en cada
ciclo de reaccién aparecerdn varios aminodcidos y no sera posible asignar la secuencia.

e Transferencia a membrana de PVDF

1. Utilizar geles comerciales prefabricados o dejar reposar los geles durante la
noche anterior a su uso para eliminar los radicales libres que se forman
durante la polimerizacion de la acrilamida. Afiadir tioglicolato sddico 0.1 mM al
tampdn del catodo. Estas medidas minimizan el riesgo de bloqueo del extremo
N-terminal.

2. Concentrar la muestra al maximo en el minimo area de membrana posible (no
mayor de 3 x 10 mm). Si es necesario, la muestra puede repartirse entre 3-4
pocillos de un mini gel. Conviene cargar el gel con proteina de mds para
compensar la pérdida que tiene lugar, en mayor o menor medida, durante la
transferencia posterior. Es importante tener presente que una Unica banda
puede contener varias proteinas, cada una de las cuales dara una secuencia
distinta.

3. La membrana se puede tefiir con Coomassie Blue R-250%*, Ponceau S* o Amido
black” (no tefiir con plata). Se recomienda no tefiir en exceso y utilizar
soluciones de tincidn preparadas recientemente.

4. Después de desteiir, lavar extensivamente con H,O Milli-Q para rebajar al
maximo la concentracién de glicina, Tris y otros restos de tampones
provenientes de la transferencia que puedan interferir con la secuenciacién de
la proteina.

5. Secar la membrana a temperatura ambiente y recortar la/s banda/s de interés
con un bisturi limpio, evitando tomar membrana sin proteina. Poner las
bandas recortadas en un tubo Eppendorf sellado con Parafilm. Enviar a
temperatura ambiente.

*Coomassie blue R-250 (0.1% solution in 40% methanol/10% acetic acid)
staining is carried out for 5 minutes followed by destaining (5-10 minutes) in a
methanol solution (50% methanol).

*Ponceau S (0.2% solution in 1% acetic acid) staining is carried out for 1-2
minutes followed by a simple rinse with deionized water.
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*Amido Black (0.1% Amido Black in 30% methanol/ 10% acetic acid). Destain by
several washes in distilled water.

A rough and ready guide is if you can photocopy the bands then they can be
sequenced.

e Todos los reactivos y solventes que se usen deben ser de la maxima pureza posible
(grado HPLC, grado secuenciacion o grado electroforesis). No utilizar reactivos grado
biologia molecular.

e Usar siempre guantes y trabajar en una zona limpia y libre de polvo. El polvo y las
manos son la principal fuente de aminodcidos contaminantes.

Numero de residuos (ciclos de reaccidon) a solicitar:

v" Determinar el punto de corte en una proteina conocida: 4-6 residuos
v" Confirmar la identidad de una proteina conocida: 5-10 residuos

v Disefiar un oligonucledtido para clonacién: 10-20 residuos

v’ Identificar una proteina desconocida: minimo 15 residuos
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