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Protocolo para Preparacdo de Amostras via PreOmics iST (in-StageTip)
Baseado em: Kulak, N. A, et al. Nat Methods 11, 319-324 (2014) e manuais do fabricante (PreOmics GmbH).

Objetivo:Preparagéao rapida, robusta e reprodutivel de amostras para protedmica bottom-up com intervengdo manual

minima.
1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

¢ Kit PreOmics iST: Inclui cartuchos, tubos de recolha (Waste/Collection), adaptadores e reagentes.
¢ Bloco Térmico (Heating Block): Capaz de agitagao (ex: Eppendorf Thermomixer) para temperaturas de 37°C
e 95°C.
e Centrifuga: Para tubos de 1.5/2.0 mL (velocidade necessaria: 3.800 x g).
¢ Reagentes (Fornecidos no Kit):
o LYSE: Tampéao de lise/desnaturagado/reducao/alquilagao.
o DIGEST: Enzimas liofilizadas (Tripsina/LysC).
o STOP: Solugéo de paragem (acida).
o WASH 1 & WASH 2: Solugées de lavagem.
o ELUTE: Solugao de eluigo.
o LC-LOAD: Solugao para injegéo direta (opcional).

2. LISE E DESNATURAGAO

1. Preparagao da Amostra:
o Pellet de células, tecido ou fluido biolégico (Input recomendado: 1 a 100 ug de proteina).
o Adicione 50 pL do tampao LYSE a amostra.
o Nota: Para tecidos ou pellets celulares dificeis, recomenda-se sonicagdo (10 ciclos de 30s) para
cisalhar o DNA e facilitar a lise.
2. Incubacido (Desnaturagao/Redugao/Alquilagao):
o Coloque a amostra no bloco térmico a 95°C por 10 minutos com agitagéo (1.000 rpm).

o Atencgdo: Se a amostra ndo reduzir volume, certifique-se que o tubo esta bem fechado (travado).
3. DIGESTAO ENZIMATICA

1. Ressuspensao da Enzima:
o Adicione 210 pL de Agua Ultrapura (Ressuspension Buffer) ao frasco DIGEST (enzimas liofilizadas).
Agite levemente ou inverta para dissolver.
2. Digestao:
o Adicione 50 L da solucdo DIGEST preparada a amostra lisada (total ~100 pL).

o Incube a 37°C por 60 minutos com agitagédo (500 rpm).
4. PURIFICAGAO (CLEANUP)

1. Paragem (Stop):
o Adicione 100 pL da solugao STOP a amostra digerida.
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o Vortex misturar. (Isso acidifica a amostra e permite a ligagdo a membrana C18/SCX do cartucho).
2. Carregamento no Cartucho:
o Coloque o Cartucho iST num tubo de descarte (Waste).
o Transfira toda a amostra (~200 pL) para o cartucho.
o Centrifugue a 3.800 x g por 1 a 3 minutos.
o Descarte o flow-through.
3. Lavagens (Wash):
o Wash 1: Adicione 200 pL da solugao WASH 1 ao cartucho.
» Centrifugue a 3.800 x g por 1-3 min. Descarte o flow-through.
o Wash 2: Adicione 200 pL da solugdao WASH 2 ao cartucho.
» Centrifugue a 3.800 x g por 1-3 min. Descarte o flow-through.
= Dica: Remova qualquer liquido residual da ponta do cartucho tocando num papel absorvente

limpo.

5. ELUIGAO DE PEPTIDEOS

1. Preparagao:
o Transfira o cartucho para um Tubo de coleta (Collection Tube) novo.
2. Eluigao:
o Adicione 100 pL da solugao ELUTE ao cartucho.
o Centrifugue a 3.800 x g por 1 a 3 minutos.
o Mantenha o eluato (contém os peptideos limpos).
3. Finalizagao:
o Opcao A (SpeedVac): Seque a amostra completamente e ressuspenda em LC-LOAD ou no seu
tampao A (ex: 0.1% FA).
o Opcao B (Injegdo Direta): Se a concentragdo permitir, adicione o tampao LC-LOAD diretamente ao
eluato e injete. (Verifique compatibilidade de volume com o seu vial).
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CHECKLIST DE ACOMPANHAMENTO PARA PROTOCOLO PreOmics iST Kit - LETA

Responsavel: N° de Amostras: Data: / /

Centrifuga: 3.800 x g | Termobloco: 95°C e 37°C

1. Lise (LYSE)

Status Passo Detalhes Tempo / Temp
[ 1] Add Lyse Adicionar 50 pL LYSE a amostra (1-100ug). -
[ 1] Sonicagao (Opcional) Se houver DNA/Tecido. -
[ 1 | Aquecimento Incubagado com agitacédo (1000 rpm). 95°C, 10 min
[ 1] Resfriar Deixar chegar a Temp. Ambiente. -

2. Digestao (DIGEST)

Status Passo Detalhes Tempo / Temp

[ 1] Prep Enzima | Ressuspender frasco DIGEST c/ H,O (conforme kit). -
[ 1] Add Enzima Adicionar 50 puL DIGEST a amostra. -
[ 1] Incubacao Agitagéo (500 rpm). 37°C, 60 min

3. PURIFICAGAO (CARTUCHO)

Use tubo de descarte (waste).

Status | Passo Solugao / Agao Spin (3800 g)
[ 1] Stop Add 100 yL STOP a amostra. Vortex. -
[ 1] Load Transferir tudo para o Cartucho. 1-3 min
[ 1 | WashH1 Add 200 pL WASH 1. 1-3 min
[ 1 |Wash2 Add 200 pL WASH 2. 1-3 min
[ 1] Dry Tip | Remover residual de liquido da ponta. -

4. ELUIGAO (ELUTE)

Mudar para tubo de coleta (collection)!

Status | Passo Solucao Spin (3800 g)
[ ] Eluir Add 100 pL ELUTE. 1-3 min

[ 1] Descarte | Descartar o cartucho. Manter o liquido. -

5. Finalizagao

Status | Passo Detalhes
[ 1 | Secagem SpeedVac (45°C) até secar.
[ 1] Ressusp. Add LC-LOAD ou 0.1% FA.
[ 1] Transfer | Transferir para vial de autosampler.
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NOTAS E OBSERVAGOES:




