B )

Protocolo de Preparo de Amostras via MAP (Miniprep Assisted Proteomics)
Baseado em: Mousseau, C. B., et al. Anal. Methods, 15, 916 (2023).

Objetivo: Preparo rapido e de baixo custo de amostras protedmicas utilizando colunas de miniprep de DNA para
limpeza de detergentes (SDS) e digestao.

1. MATERIAIS E REAGENTES CRITICOS

e Colunas de Spin: Colunas de silica para miniprep de DNA (e.g., Epoch Life Science, Bioneer ou equivalentes
genéricos de kits de plasmideo).
o Acetato d Aménio (AmAcet): Solugéo estoque 5 M, ajustada para pH 5.0.
¢ Tampao de ligagao/lavagem (Binding/Wash Buffer): 95% Metanol : 5% Bicarbonato de Amédnio (ABC) 500
mM.
o Preparo: Misturar 95 mL de Metanol com 5 mL de ABC 500 mM.
o SDS (Dodecil Sulfato de Soédio): Para solubilizagao (até 6% é tolerado).
o Agentes de redugao/alquilagao: TCEP e lodoacetamida (IAA).
e Enzima: Tripsina (Sequencing Grade).
e Solugoes de Eluigao:
o E1:0.1% Acido Férmico (FA) em agua.
o E2:0.2% FA em 50% Acetonitrila (ACN).

2. PREPARO DA AMOSTRA (LISE, REDUGAO E ALQUILAGAO)

1. Solubilizagdo: Ressuspenda/dilua a amostra em 50 mM ABC contendo SDS (concentragao final de SDS pode
ser de 1% a 6%).
o Volume sugerido de trabalho: 50 pL.
2. Redugao: Adicione TCEP para uma concentracao final de 10 mM.
o Incube a 95°C por 3 min (desnaturagao térmica).
3. Alquilagao: Adicione IAA para uma concentragao final de 20 mM.

o Incube no escuro por 30 min a temperatura ambiente.
3. PROTOCOLO MAP: LIGAGAO E LAVAGEM

1. Ajuste de forga idnica: Adicione Acetato de Amoénio 5 M (pH 5.0) a amostra na proporgao de 1:10 (v/v).
o Exemplo: Para 50 yL de amostra, adicione 5 yL de AmAcet 5 M.
o Nota: Se necessario, complete o volume com ABC 50 mM para manter um padrdo (e.g, 50 L totais
antes da adicédo do solvente).
2. Precipitagaol/ligagao: Adicione 7 volumes do Tampao de Ligagao (95% MeOH : 5% ABC 500 mM).
o Exemplo: Para ~50 uL de amostra, adicione 350 pL do tampéao.
o Misture bem (vortex).
3. Carregamento (loading):
o Transfira a mistura para a coluna de miniprep.
o Centrifugue a 1.200 xg por 30 segundos.

o Descarte o flow-through.
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4. Lavagem (washing):
o Adicione ao filtro o mesmo volume usado no passo de ligagao (e.g., ~350-400 pL) ou volume suficiente
para cobrir (e.g., 500 pyL) do Tampao de Lavagem (95% MeOH : 5% ABC 500 mM).
o Centrifugue a 1.200 xg por 30 segundos.
o Repita a lavagem mais uma vez (Total de 2 lavagens).

o Descarte o flow-through e coloque a coluna em um tubo limpo se necessario.
4. DIGESTAO ENZIMATICA (ON-COLUMN)

Preparo da Enzima: Ressuspenda a tripsina em ABC 50 mM.
2. Adigao: Adicione a solucao de tripsina diretamente sobre a membrana da coluna.
o Proporgao: 1:100 (enzima:proteina).
o Adicione tamp&ao ABC 50 mM extra se necessario para cobrir a membrana (volume total ~50 pL).
3. Incubagdo: Feche a coluna (use Parafilme se a tampa ndo vedar bem) e incube a 37°C por 8 horas (ou
Overnight) em camara umida.

o Nota: Certifique-se de que a membrana nao seque.
5. ELUIGAO DE PEPTIDEOS

1. Recuperacao Inicial: Transfira a coluna para um tubo coletor novo (LoBind).
o Centrifugue a 1.200 xg por 30 segundos para coletar o digerido.
2. Lavagem/Eluigao 1: Adicione 100 pL de Solugao E1 (0.1% FA em agua) a coluna.
o Centrifugue e colete no mesmo tubo.
3. Lavagem/Eluigao 2: Adicione 150 uL de Solugao E2 (0.2% FA em 50% ACN) a coluna.
o Centrifugue e colete no mesmo tubo.
Secagem: Seque o eluato combinado em SpeedVac.

Finalizagao: Ressuspenda em 0.1% FA para dessalinizagédo (StageTip/C18) ou injegéo direta.



CHECKLIST DE ACOMPANHAMENTO PARA PROTOCOLO MAP - LETA

Responsavel:

N° de Amostras:

Data: /
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Centrifuga: 1.200 xg (Baixa velocidade para ndo compactar demais a resina/membrana)

1. PREPARO DE SOLUGOES

Status Item

Detalhes

[ 1] AmAcet 5 M

pH 5.0.

[ 1 | Binding Buffer | 95 mL Metanol + 5 mL ABC 500 mM. (Manter fechado - volatil).

[ 1] Amostra

Vol: 50 pyL. Tampao: 50 mM ABC + SDS (até 6%).

2. REDUGAO E ALQUILAGAO (PRE-COLUNA)

Status Passo Condicao Tempo
[ 1] Redugéo Add TCEP (10 mM final). 95°C, 3 min.
[ 1] Resfriar | Deixar chegar a Temp. Ambiente. -
[ 1 | Alquilagao Add CAA (20 mM final). 30 min, escuro.

3. LIGAGAO (BINDING) E LAVAGEM
Use colunas de Miniprep de DNA.

Status Passo Acéao / Volume Spin (1200 x g)
[ 1 | Sal (AmAcet) | Add 5 uL de AmAcet 5 M (para 50 uL amostra). -
[ 1] Solvente Add 350 pL de Binding Buffer (7x vol). Vortex. -
[ 1] Load Transferir tudo para a coluna. 30 seg
[ 1] Wash 1 Add 350-500 uL Binding Buffer. 30 seg
[ 1] Wash 2 Add 350-500 uL Binding Buffer. 30 seg
[ 1] Descarte Eliminar todo o flow-through. -

4. DIGESTAO (ON-COLUMN)

Status Passo Detalhes
[ 1] Enzima | Add Tripsina (1:100) em 50 pL de ABC 50 mM.
[ 1 | Incubagéo 37°C, 8h - Overnight. (Camara umida).
Inicio: i




5. ELUICAO (DIA SEGUINTE)
Usar tubo coletor novo!

Status | Passo Solugiao Spin (1200g)
[ 1] Eluigdo 1 | Centrifugar o liquido da digestao. 30 seg
[ 1] Eluigdo 2 Add 100 pL 0.1% FA (Agua). Spin
[ 1 | Eluigdo 3 | Add 150 pL 0.2% FA /50% ACN. Spin
[ 1 | Secagem SpeedVac até secar. -
[ 1] Prox. Dessalinizagéo (Se necessario). -

NOTAS E OBSERVAGOES:
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