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Dinâmica da Localização do Factor NF-kB em células HeLa

estimuladas com TNF-a

C M Farinha
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Dia 1 
Extracção diferencial de proteínas do citosol e do núcleo 

§ Células HeLa

§ Tratamento com TNF-α, com e sem inibidor do proteassoma (MG-
132).

§ Lise das células (membrana plasmática) a vários tempos (tampão 
contendo NP-40)

§ Sedimentação dos núcleos

§ Lise da membrana nuclear (elevada força iónica)

§ Quantificação da concentração de proteína total nas amostras
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P Matos

Dia 2
Western blot das fracções nuclear e citosólica

SDS-PAGE e Transferência



Dia 2
Western blot das fracções nuclear e citosólica

Bloqueio, e incubação com Ac primário

P Matos

Block with 5% 
Milk in PBS-T 

1h

Incubação O/N a 4oC



Dia 3
Western blot das fracções nuclear e citosólica

Ac secundário e Autoradiografia

P Matos

Wash with 
PBS-T

Wash with 
PBS-T

Incubate with
Secondary Ab+HRP

1 h

ECL reaction 



Tempos Grupo

15, 45, 75 e 105 min Grupo 1 (placas A) / Grupo 3 (placas B)

30, 60, 90 e 120 min Grupo 2 (placas A) / Grupo 4 (placas B)

2 conjuntos de 9 placas  de 35 mm

• Placas A: TNF-α
• Placas B: TNF-α + MG-132

Distribuição tempos experimentais por grupo



Distribuição tempos experimentais por grupo



Avaliação contínua específica 

§ Mini-teste (30 min)
9h30-10h 

1º dia do trabalho prático

14 Março
4 Abril
18 Abril
2 Maio

Sala 3.2.16

• Desempenho laboratorial

• Comportamento no laboratório


