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Biologia Molecular y Celular
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Biologia Molecular y Celular

Trabajo Practico de Laboratorio N° 1

Purificacion de ADN humano y plasmidico

INTRODUCCION

Los plasmidos bacterianos son moléculas de DNA extracromosomales, circulares y autorreplicantes. En la
naturaleza existe una gran variedad de plasmidos, Escherichia coli porta plasmidos de resistencia a
antibiéticos, a metales pesados, de resistencia a bacteriéfagos, de producciéon de enzimas de restriccion,
de produccion de aminoacidos poco frecuentes o de catabolismo de moléculas organicas complicadas.
Algunos de estos plasmidos transfieren su DNA dentro de otras especies bacterianas, algunos soélo lo

transfieren a otras E.coli, y otros no lo transfieren nunca.

Durante la década del 70 se construyeron plasmidos artificiales a partir de pldsmidos naturales para ser
empleados en el laboratorio. Estos plasmidos artificiales y sus derivados son los vectores mas utilizados en
la tecnologia del DNA recombinante. Todos los plasmidos utilizados como vectores de clonacién, contienen
tres rasgos caracteristicos béasicos: un replicén, un marcador de seleccion y un sitio de clonado. El replicon
es un segmento de DNA que contiene el sitio donde comienza la replicaciéon del DNA (comiUnmente
llamado origen de replicacién, u ori) y que incluye genes codificantes de RNAs y proteinas necesarias para
la replicacion. El marcador de seleccion es un gen que codifica resistencia a algun antibiético. El sitio de
clonado es un sitio con mdltiples secuencias blanco de enzimas de restriccion, dentro del cual un DNA
fordneo puede ser insertado sin interferir con la habilidad del plasmido para replicarse y sin conferirle
ningun fenotipo de seleccidn en su huésped. El proceso por el cual los plasmidos se introducen dentro de
E. coli se denomina transformaciéon. Las células que se utilizan como receptoras de los plasmidos deben
ser “seguras”, en el sentido de que no deben ser patégenas. Las bacterias transformadas se hacen crecer
en agar en presencia del antibiotico adecuado, para su seleccién. El ADN plasmidico puede obtenerse a
partir de dos métodos diferentes, uno de los cuales se llevara a cabo en el trabajo practico y se explicara

detalladamente.
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
A. PURIFICACION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE: pGFP-LC3

A partir de 10 ml de un cultivo liquido (caldo) de medio LB (Luria Broth) con el antibidtico correspondiente,
se obtiene el ADN plasmidico empleando el kit Wizard Minipreps (Promega), basado en la extraccion

alcalina del ADN, seguido de purificacion mediante cromatografia de intercambio i6nico.

~
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Produccién del Lisado
Overnight culture

1. Centrifugar el cultivo 5 min a 1000 rpm. Descartar el sobrenadante. Centrifuge

2. Resuspender el pellet en 250 pl de la Solucién de Resuspensién, se

Remove culture media.
Resuspend cells.

Lyse cells.

Neutralize.

puede vortexear para asegurarse la resuspensién completa.
3. Agregar 250 pl de Solucién de Lisis y mezclar invirtiendo el tubo
varias veces.

4. Agregar 10 pl de proteasa alcalina y mezclar por inversion. Incubar 5 Clear lysate by

. . centrifugation.
minutos a temperatura ambiente. ies

Insert column in
Collection Tube.
Transfer cleared
lysate and bind DNA.

5. Agregar 350 ul de Solucién de Neutralizaciéon y mezclar invirtiendo el
tubo varias veces.

6. Centrifugar a 14000 rpm por 10 min (a maxima velocidad).

Wash, removing
solution by
centrifugation.

7. Insertar la columna de intercambio iénico en el tubo colector. _
Elute plasmid DNA.
8. Tomar el sobrenadante del cultivo y transferir a la columna.

Unién del ADN plasmidico a la columna

9. Centrifugar 1 min a 14000 rpm. Retirar la columna y descartar en
contenido del tubo colector.

Lavado

10. Agregar 750 pl de Solucién de Lavado a la columna. Centrifugar a 14000 rpm durante 1 min.
Descartar el contenido del tubo colector.

11. Agregar 250 pl de Solucion de Lavado y centrifugar nuevamente a 14000 rpm por 2 min.
Descartar el contenido del tubo colector.

12. Centrifugar nuevamente durante 1 min a 14000 rpm, para retirar el excedente de solucion de
lavado.

13. Retirar la columna y transferir a un tubo eppendorf limpio.
Elucion

14. Eluir el ADN con 100 pl de agua destilada limpia, incubando 1 min.
15. Centrifugar a 14000 rpm 1 min. Descartar la columna y guardar el eppendorf que contiene el

liquido (ADN puro) rotulado en freezer a -20°C.

~
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COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES DEL KIT WIZARD PLUS MINIPREPS

SOLUCION FUNCION

SOLUCION DE RESUSPENCION:
50 mM Tris-HCI

10 mM EDTA

100 pg/ml RNasa

Resuspender el pellet de bacterias.

SOLUCION DE LISIS:
0,2 M NaOH Lisis bacteriana
1% SDS

Inactiva endonucleasas y otras proteinas
PROTEASA ALCALINA liberadas durante la lisis bacteriana, que

pueden afectar el ADN plasmidico.

SOLUCION DE NEUTRALIZACION:
4,09 M clorhidrato de guanidina
0.76 M acetato de potasio Neutralizar el medio alcalino
2.1 M acido acético glacial
pH=4,2

SOLUCION DE LAVADO:
60mM acetato de potasio
10 mM Tris-HCI

0.1 mM EDTA

0.2 etanol 60%

pH=7.5

Lavado

B- PURIFICACION DE ADN HUMANO

1. Tomar 3 ml de sangre y colocarla en un Falcon de 15 ml con una gota de EDTA, llevar a 15 ml con
Buffer de Lisis | (BL I), mezclar, centrifugar a 2000 rpm 5 min.

2. Descartar sobrenadante y agregar 3-4 ml BLI, mezclar y centrifugar a 2000 rpm 5 min. Este paso
asegura la completa eliminacion de los eritrocitos y la hemoglobina, el preparado debe verse
trasparente, no rojo.

3. Descartar sobrenadante y resuspender el pellet en:

- 1,35 ml Buffer de Lisis Il (BLII)
- 38pulSDS10%
- 0,33 ml NaClO4 5M

Agitar vigorosamente por 10 seg. en vortex

~
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4. Agregar 0,6 ml NaCl 6M, agitar vigorosamente 15 seg. y centrifugar a 3000 rpm 10 min a

temperatura ambiente.

5. Recolectar el sobrenadante y pasar a un tubo limpio que contenga 2,1 ml isopropanol. Tapar,

mezclar suavemente y observar la aparicion de DNA precipitado de aspecto mucoso.

6. Tomar precipitado con pipeta, lavar 2 veces con 1 ml de etanol 70 % por vez.

7. Redisolver en 150 pl de agua estéril. Incubar a 55°C por 10-20 min para disolver. La molécula de

ADN gendmico es muy grande y no se disolvera si no se aplica calor.

8. Guardar rotulado a -20°C.

Los dos tipos de ADN obtenidos se guardaran a -20°C, ya que seran observados durante la realizacion

del T.P. 2 mediante electroforesis en geles de agarosa.

SOLUCION

FUNCION

BUFFER DE LISIS I:

0,3M Sacarosa

10 mM Tris-HCI (pH = 7,5)
5 mM MgClI

1% Triton X-100.

Lisa las células, pero estabiliza y conserva
los nudcleos. Los eritrocitos se lisan primero

y se libera la hemoglobina.

BUFFER DE LISIS II:
0,075M NaCl
0,024M Naz-EDTA
10% SDS

5m NaClOa4

Lisa los ndcleos y desnaturaliza las

proteinas tales como nucleasas e histonas.

~
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Biologia Molecular y Celular
Trabajo Practico de Laboratorio N° 2

Corte con enzimas de restriccion y electroforesis de ADN

INTRODUCCION

Las enzimas de restriccion constituyen una poderosa herramienta empleada en la tecnologia del ADN
recombinante. Fueron descubiertas en la década del 70 por las investigaciones pioneras de Smith, Arber
y Nathans quienes recibieron el premio nobel de medicina en 1978. Estas enzimas son endonucleasas de
ADN extraidas de organismos procariotas (bacterias) en los cuales actian como mecanismo de defensa
para degradar el material genético extrafio que ingrese en la célula, por ejemplo: infecciobn por
bacteri6fagos. Las bacterias tienen la capacidad de metilar su DNA, lo cual sirve para distinguir entre el
DNA extrafio y el DNA propio. Las enzimas de restriccion no pueden cortar DNA metilado, de este modo
solo afectan el DNA foraneo (ej.: bacteriéfago) y no el DNA bacteriano. Hay varios tipos de enzimas, las

més usadas en la tecnologia del ADN recombinante corresponden a las de tipo Il.
Tipo Iy Tipo IlI

Ambas tienen actividad de restriccion (corte) y modificaciéon (metilacion) del ADN. Cortan a cierta
distancia de la secuencia de reconocimiento. Las enzimas Tipo | cortan lejos del sitio de reconocimiento,
ya sea rio arriba o rio abajo. Las enzimas Tipo Ill cortan de 25-27 bases antes o después de la

secuencia que reconocen.

Ambos tipos necesitan ATP para moverse a través de la molécula de DNA, desde el lugar de

reconocimiento hasta el sitio del corte.

Tipo Il

Cortan en el sitio de reconocimiento y no metilan el ADN. Sdélo requieren Mg** como cofactor. No
necesitan ATP. Algunas enzimas producen extremos romos y otras extremos solapados. Estos ultimos
son muy Uutiles en la recombinacion de moléculas de ADN y son las que habitualmente se utilizan en

laboratorios de Biologia Molecular.

Electroforesis de ADN

La electroforesis en geles de agarosa es el método estandar utilizado para la separacion, identificacién y
purificacion de fragmentos de ADN. La técnica es simple y rapida de realizar; es capaz de resolver
fragmentos de ADN que no pueden separarse adecuadamente por otros métodos. Ademas, la
localizacion del ADN dentro del gel puede determinarse directamente mediante tinciones con colorantes
fluorescentes intercalantes como Bromuro de Etidio, SYBR Green, SYBR Safe, u otros. Si resulta
necesario las bandas pueden, asimismo, recuperarse del gel y utilizarse posteriormente con otros
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propositos. Los geles de agarosa pueden confeccionarse de varias formas, tamafios y porosidad; la
eleccién de estos parametros depende principalmente del tamafio de los fragmentos que se desean
separar. Mediante concentraciones variables de agarosa, se pueden separar fragmentos de ADN desde
200 hasta aproximadamente 500 kb de longitud. Este tipo de geles usualmente se corren en configuracion

horizontal, en un campo eléctrico de fuerza y direccién constante.

Los geles se preparan fundiendo la agarosa en el buffer elegido hasta que se consigue una solucion
limpida. Posteriormente la solucién se coloca en un molde y se deja solidificar. Una vez que esto sucede,
la agarosa forma una matriz, cuya densidad esta determinada por la concentracién de la misma. Cuando
se aplica un campo eléctrico a través del gel, el ADN, cargado negativamente a pH neutro, migra hacia el

anodo.

Muestra

cy—_

Patrén o
Ladder

Banda de DNA

+— Gel

Figura 1: Esquema representativo de la preparacion de un gel de agarosa (A) y la migracion de las moléculas
de ADN en el gel (B).

Las diferentes formas de ADN circular, circular abierto (1), lineal (2) y superenrollado (3) del mismo

tamafio molecular migran de forma diferencial a través de los geles de agarosa.

Conformacion del DNA

DNA circulares: 3 conformaciones posibles

CA —> Circular abierto

Lineal

CCC - Circular covalentemente cerrado
(superenrrollado)

0,6 a 1% agarosa
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Figura 2: Esquema representativo de la separacion de diferentes conformaciones de un ADN plasmidico.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A. DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

El ADN plasmidico GFP-LC3 obtenido en el practico anterior se sometera a la accion de la enzima de

restriccion Hind I, para ello se preparara la siguiente mezcla de reaccion:

Agua tridestilada 5ul

Buffer de reaccion 10x 2l

BSA acetilada 1ug/ul 2 pl (incrementa la actividad de la enzima)
DNA 10 pl

Enzima de restriccién 1pl

Mezclar con la pipeta, centrifugar por unos segundos. Incubar durante 20-30 minutos a 37°C en bafio

de agua.

Hind Il proviene de Haemophilus influenzae
Reconoce esta secuencia: 5°... A’AGCTT... 3
3... TTCGAJA... &
La secuencia de corte para esta enzima se encuentra ubicada en el sitio de GFP, y solo reconoce un

lugar para cortar.

B. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 1% y VERIFICACION DEL TAMANO DEL
FRAGMENTO OBTENIDO

Pesar la cantidad adecuada de agarosa para preparar 50 ml de una solucién al 1% en Buffer TAE 1X.
Calentar en microondas hasta su disolucion y armar el gel. Sembrar las muestras de ADN diluidas en

Loading Buffer 6x. Ademas, sembrar paralelamente un marcador de pb (pares de bases).

Correr en cuba de electroforesis horizontal con buffer de corrida TAE durante 45 minutos a 100 V. Luego
desarmar el gel y tefiirlo con SYBR Safe. Observar al transiluminador. El reactivo SYBR Safe se intercala
entre las bases del ADN vy fluorece con la luz UV, se desarrollé como una alternativa al bromuro de

etidio (otro agente intercalante) altamente mutagénico.

En una electroforesis en agarosa de plasmido sin digerir con enzimas de restriccién puede observarse 3
diferentes conformaciones (relajada, enrollada y superenrollada), que corresponden a 3 bandas. Las
diferentes conformaciones tienen distinta movilidad electroforética. Cuando sometemos nuestro
plasmido a la accién de enzimas de restriccion con solo un sitio de reconocimiento y corte, el plasmido

adquiere una conformacion lineal y su movilidad electroforética se corresponde con el nimero de pares
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de bases indicado por el marcador de pares de bases.
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Biologia Molecular y Celular

Trabajo Practico de Laboratorio N° 3

Transformacion bacteriana

OBJETIVOS

e Explorar el proceso biolégico de la transformacion bacteriana utilizando células bacterianas de E. coliy

plasmidos.

e Observar y analizar los rasgos adquiridos por las células bacterianas transformadas. La presencia de

colonias bacterianas demostrara la expresion del gen especifico para el fenotipo GFPv.

INTRODUCCION

Los plasmidos se pueden introducir en la célula bacteriana mediante un proceso denominado
transformacion. En este proceso se usan células bacterianas con la pared debilitada, que denominamos
“‘competentes” al ser mas susceptibles de incorporar DNA exdgeno debido a la debilidad de su pared. El
ADN plasmidico se incuba con iones divalentes que neutralizan la carga de sus fosfatos facilitando la
interaccion con la membrana celular. Tras ser sometidas a un choque térmico (heat-shock), las bacterias
competentes incorporaran el ADN del plasmido. A continuacion, se inoculan las células en la superficie de
placas de agar y se dispersan con ayuda de una varilla. Sélo algunas células captan el ADN plasmidico y
se necesitara un método para la seleccion de las células que lo han incorporado. La estrategia mas comun
es insertar en el plasmido un gen, llamado gen de seleccién, que generalmente confiere a las células
resistencia a antibidticos. Solo las células de E. coli que hayan incorporado una o mas moléculas de
plasmido podran crecer en la placa de agar con antibiético y formar una colonia visible después de 12

horas de incubacién. El nUmero de colonias resistentes al antibidtico pueden ser contadas.

Eficiencia de la transformacion

En la practica la transformacion es altamente ineficiente, s6lo una de cada 10.000 células incorpora con
éxito el ADN plasmidico. Si las bacterias son transformadas con un plasmido que contiene un marcador
selectivo y sembradas en placas de agar con un medio selectivo y no-selectivo, observaremos diferentes
resultados. Las placas de agar con un medio no-selectivo permitiran crecer a las bacterias transformadas y
las bacterias no transformadas. Por el contrario, en las placas de agar con el medio selectivo sélo creceran
las bacterias que expresan el marcador selectivo.

Puesto que cada colonia se origina a partir de una Unica célula transformada, nosotros podemos calcular la
eficiencia de transformacion, o el nimero de células transformadas por microgramo (ug) de ADN

plasmidico. La eficiencia de transformacion generalmente oscila entre 1 x 105 hasta 1 x 108.

~
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Figura 1: Esquema representativo de la transformacién de bacterias con ADN plasmidico.

Las bacterias van a ser transformadas con un pldsmido que codifica para la Proteina Fluorescente Verde o
GFP, por sus siglas en inglés, green fluorescent protein. Esta proteina es producida por la medusa
Aequorea victoria y emite fluorescencia en la zona verde del espectro. El interés de la GFP desde el punto
de vista biotecnolégico reside en que esta proteina se comporta como una sefial luminosa capaz de
expresarse en células. Al llevar la fluorescencia incorporada en su estructura, la bioluminiscencia de la GFP
puede producirse y mantenerse espontaneamente en aquellas células vivas que incluyan el gen que la

codifica, sin necesidad de afadir otros agentes o croméforos.

Materiales
Plasmido GFPv Antibidtico (kanamicina)
Eppendorf estériles Mechero
Células competentes Tips blancos y amarillos
Hielo Placas de Petri
LB caldo Estufa de 37°C
Lb agar Calentador de 42°C

Espatula de Drigalsky

A. PREPARACION DE PLACAS CONTROL Y CON ANTIBIOTICOS
(KANAMICINA/AMPLICILINA)

Preparado previamente por los docentes:

1. Preparar el medio liquido LB (medio Luria-Bertani) segun la receta siguiente: a 950ml de agua destilada

afadir:

Triptona 10g Completar el volumen con agua hasta 1L.
Extracto de levadura 5¢g Esterilizar en autoclave, durante 20', 120°C.
NaCl 10g

~
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En el trabajo practico

2. Cuando el medio se retira de la autoclave, se agita suavemente para mezclar bien el agar con el medio.
Dejar enfriar el medio hasta unos 50°C y luego se afiade kanamicina/ampicilina a una concentracion de 0.1
mg/ml. Agitar bien sin hacer burbujas y rellenar las placas con unos 15 ml de medio aproximadamente.

3.- Cuando el medio haya solidificado totalmente, estan listas para usarse. Alternativamente, las placas se
invierten y almacenan a 4°C. Para prevenir la contaminacion todo el proceso debe realizarse utilizando un

mechero bunsen/fisher o una campana de cultivo.

B. TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Para la transformacion de células bacterianas con un plasmido se utilizaran células competentes,
pertenecientes a los tipos DH5 de E. coli, previamente preparadas con CaCl. y conservadas a -70°C en
alicuotas de 100 pl.

1. Descongelar las células en hielo y afiadir 50 ul en un tubo Eppendorf.

2. Anadir 1 pl del ADN del plasmido y mantener 25-30' en hielo.

3. Someter la mezcla a un choque térmico a 42°C, durante 90 segundos y poner en hielo inmediatamente,
durante 2 minutos.

4. Agregar 400 pl de LB caldo sin antibiético y llevar a bafio de agua o estufa a 37°C durante 15 minutos

5. Sembrar las células en placas de agar con kanamicina (antibiético de seleccion para GFPv) y extenderlas
sobre la superficie cuidadosamente con ayuda de la espatula de Drigalsky. Se cultivara las bacterias con y
sin ADN en placas con y sin antibiético (4 placas en total). En el trabajo practico se analizara el resultado
esperado para cada placa y la utilidad de éstas para controlar distintas variables del proceso de
transformacion.

6. Incubar toda la noche a 37°C, en una estufa.

7. Al dia siguiente, comprobar el crecimiento de colonias bacterianas, resistentes a kanamicina que ademas
deberan presentar fluorescencia verde al transiluminador UV.

8. Calcular la eficiencia de la transformacion, expresada en N° de transformantes/ug de DNA.

10pl
6. control ~s
buffer *

1ol

250 pl
Recovery
Broth
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PREGUNTAS

Para el aprovechamiento del trabajo experimental es imprescindible saber exactamente qué se esta
haciendo en cada momento y por qué. Recuerde que la experiencia de laboratorio es intransferible y no la
encontrara en ningun libro; por lo tanto, las oportunidades desaprovechadas durante el trabajo experimental
en el laboratorio dificilmente puedan recuperarse con posterioridad. Es por ello que sugerimos resolver el
siguiente cuestionario antes de venir al trabajo experimental. Por favor, consulte y despeje cualquier duda al

respecto con los docentes.

1) ¢ Qué funcion cumple cada una de las soluciones utilizadas en el TP?

2) ¢ Qué procedimientos puede emplear para cuantificar el ADN plasmidico?

3) ¢ Qué son las células competentes?

4) ¢ Por qué se realiza una incubacioén sin antibidtico selectivo inmediatamente después de transformar?

5) ¢ Coémo se hace para obtener colonias aisladas luego de la transformacion?

~
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Biologia Molecular y Celular

Trabajo practico de Laboratorio N° 4

Fagocitosis

OBJETIVOS

. Visualizar el fendbmeno de fagocitosis mediante microscopia Gptica.
. Comparar la eficiencia de la fagocitosis en diversas condiciones.

. Reconocer el requerimiento de actina y de PI-3K para el proceso fagocitico.

INTRODUCCION

La fagocitosis es una forma especial de endocitosis mediada por receptores que constituye el principal
mecanismo de defensa del huésped. Este proceso involucra la ingestion de grandes particulas
(microorganismos, restos celulares) formando grandes vesiculas, los fagosomas, cuyo didmetro varia entre 1
a varios micrémetros. En los protozoos, la fagocitosis constituye un sistema de alimentacién, las grandes
particulas atrapadas en los fagosomas, acaban en los lisosomas y los productos de los procesos digestivos

posteriores pasan al citoplasma donde son utilizados como alimento.

En mamiferos, la fagocitosis es llevada a cabo por células especializadas denominadas fagocitos
profesionales como los monocitos, macréfagos y neutréfilos que eliminan patégenos como bacterias o
levaduras y que limpian restos de células muertas y depésitos arteriales de grasa. También pueden

participar otros tipos celulares considerados fagocitos no profesionales.

La fagocitosis se inicia con el reconocimiento del ligando por receptores presentes en la superficie celular.
Dichos ligandos pueden ser componentes enddgenos de la particula a ser internalizada, por ejemplo,
lipopolisacéaridos de la pared bacteriana (conteniendo azUcares como manosa o fucosa) o la fosfatidilserina
(fosfolipidos) en células apoptoticas. La internalizacion provocada por este tipo de ligando enddgenos se
conoce como no opsonizada. En la internalizacion opsonizada, las particulas a ser fagocitadas estan
recubiertas por proteinas producidas por el huésped, llamadas opsoninas, tales como componentes del
complemento (C3bi) o la inmunoglobulina G (IgG). Los fagocitos profesionales tienen receptores de
reconocimiento especifico para azlcares, fosfatidilserina, complemento (CR3) e inmunoglobulina G (Fc Rs),

entre otros.

La interaccion particula-receptor desencadena una serie de eventos que involucran la activacion de kinasas
con fosforilacion de los fosfolipidos presentes en la membrana plasmética. La activacion de
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI-3Ks) produce derivados fosforilados del inositol que favorecen a la fusion de los
extremos de los pseuddépodos que rodean a la particula para finalmente formar el fagosoma. La Wortmanina

es un potente inhibidor de PI-3Ks, inhibiendo la internalizacién de las particulas.

Durante la fagocitosis, también se produce la remodelacién del citoesqueleto de actina. Tanto en la emision

de pseudépodos que se produce en el modelo de cierre relampago, como en la fagocitosis gatillo que
19



involucra la emision de grandes “rufles” de membrana plasmatica (que no solo engloban al microorganismo,
sino a parte del medio extracelular), es crucial la polimerizacién de actina. Debido a ello, agentes inhibidores
del ensamble de actina (Citocalasina D o Latrunculina) o agentes quelantes de calcio (EDTA o BAPTA)
suprimen la fagocitosis. Otro mecanismo que también suprime la fagocitosis es la alcalinizacion de la via

fagocitica, en este caso se usan agentes alcalinizantes como NH4Cl, metilamina, etc.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Se estudiardn preparados fijados y tefiidos de macrofagos que previamente fueron incubados con

particulas para ser fagocitadas en diferentes condiciones.

Se observaran fendmenos de fagocitosis in vivo por microscopia optica.

Materiales:
- Macréfagos Raw cultivados en T25 conteniendo aproximadamente 5 x 10° células.
= Medio de cultivo D-MEM solo (sin agregado de Suero Fetal Bovino (SFB).
- Particulas a fagocitar (particulas de latex o glébulos rojos de carnero)
- Buffer PBS.
* Wortmanina (200 pum).

A. FAGOCITOSIS in vivo

Crecer los macrofagos en suspension.

Lavar las células con buffer fosfato y agregar medio de cultivo celular.

Dividir las células en 2 tubos (A) control y (B) Wortmanina.

Agregar Wortmanina al tubo B (el volumen de la droga se indicara en el practico) e incubar 10 min.

Agregar las particulas a fagocitar (la proporcion macréfagos/particulas se indicara en el practico)

o g bk~ w NP

Incubar 1h a 37°C en bafio termostatico. Mezclar suavemente los tubos aproximadamente cada 10

minutos, para evitar que las células sedimenten en el fondo del tubo.

~

Montar 10 pl entre porta y cubre.
8. Observar al microscopio 6ptico, comparar el indice fagocitar (células que han fagocitado al menos una

particula/N° de células totales) en condiciones control respecto al tratamiento con Wortmanina.

B. OBSERVACION DE FAGOCITOSIS EN DIVERSAS CONDICIONES EN PREPARADOS
FIJADOS

1. Utilizar los preparados otorgados por los docentes, para visualizar el proceso de fagocitosis

2. Observar al microscopio a 40X.

3. Cuantificar el nimero de particulas fagocitadas (internalizadas) por célula.

4. Se entregaran 3 condiciones: A, B y C. Contar aproximadamente 50 células y calcular el promedio para
poder dilucidar qué condicion es control y cuales son las tratadas con inhibidores (Citocalasina D o

Wortmanina).
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CUESTIONARIO

1- Esquematice la via fagocitica.

2-  ¢Qué elementos del citoesqueleto estan involucrados en el proceso de fagocitosis?

3- ¢ Qué ocurre si células incubadas con bacterias para fagocitar se las trata previamente con un inhibidor
de la bomba proténica?

4- ¢ Qué ocurre si se incuban macréfagos a 4°C con bacterias a fagocitar?

5- La eficiencia de la fagocitosis bacteriana por los macréfagos se incrementa uniendo anticuerpos a la
superficie bacteriana. Sobre la base de descripciones previas de la estructura de anticuerpos, ¢a qué
porcién de la molécula de inmunoglobulina esta dirigido el receptor del macréfago para el anticuerpo

unido a la bacteria? Disefie un experimento para probar la propuesta.

21



Biologia Molecular y Celular
Trabajo préactico de Laboratorio N° 5
Microscopia electronica de transmision y barrido

Microscopia Confocal

Instituto de Histologiay Embriologia de Mendoza (IHEM)

F.C.M. UNCUYO
Los alumnos visitaran el Instituto de Histologia y Embriologia Mendoza (I.H.E.M), en las Jornadas de
Puertas Abiertas del Instituto, ubicado en la Facultad de Ciencias Médicas de la UNC para conocer

Microscopios electronicos, de Barrido y Confocal, asi como también las instalaciones del dicho instituto.

22



Biologia Molecular y Celular

Trabajo Practico de Aula N° 1

Autofagia, endocitosis y transporte vesicular

Cuestionario

1.-

11.-

12.-

13.-

14.-

15.-

16.-

17.-

18.-

19.-

20-

21-

Esquematizar y describir el proceso de endocitosis.

¢, Qué tipo de vesiculas con cubierta se conocen?

¢ Qué es la cubierta de clatrina? ¢ Cual es el mecanismo de formacion? ¢, Cual es su funcion?

¢, Qué funcion cumple la dinamina en el proceso de endocitosis y de qué manera la cumple?

¢ Por qué mecanismo se desarma la cubierta de clatrina en las vesiculas que la contienen?

¢, Qué son las COP y qué funcion cumplen?

¢, Qué son las SNAREs y qué funcién cumplen? ¢,Qué tipo de fusion entre endosomas se conocen?
¢, Qué son las proteinas Rab, qué funcién cumplen y como es su ciclo de activacién e inhibicion?
¢, Qué modelos de fagocitosis se conocen?

¢, Qué elementos del citoesqueleto estan involucrados en el proceso de fagocitosis?

¢, Qué mecanismos de citotoxicidad a bacterias presentan los fagocitos?

¢, Qué efecto tiene la baja temperatura (4°C) y la citocalasina B sobre la fagocitosis?

¢, Qué ruta de transporte sigue una enzima lisosomal y una de secrecion (amilasa pancreatica)

desde el momento de su sintesis?
¢, Qué son los receptores a manosa-6-fosfato y qué funcién cumplen?
¢ Cudl es el efecto de la brefeldina A sobre la ruta biosintética-secretoria?

Se desea conocer la localizacion sub-Golgi de una enzima, ¢Qué droga utilizaria? Si luego de
utilizarla, la enzima ahora tiene localizacion en el ER ¢ Cual era/n la/s cisterna/s en las cuales estaba

inicialmente?

Para investigar sobre la via de transporte de una proteina Rab recientemente descripta, ¢Cual de
los siguientes experimentos realizaria y por qué?

Fraccionamiento subcelular

Microscopia de fluorescencia

Video-microscopia

Uso de mutantes restrictas a GDP o GTP

Western Blot

¢, Qué tipo de ensayo/s realizaria para verificar si una proteina X viaja desde el ER al complejo de

Golgi utilizando vesiculas COPII?

¢, Cémo frenaria el transporte vesicular? ¢Y cémo frenaria o alteraria el transporte de un tipo de
23



22-

23-

vesiculas especificas?

¢, COmo seguiria la endocitosis de transferrina en una célula en cultivo? ¢Cémo veria si la

endocitosis esta afectada por una proteina de transporte en particular?

¢ Como alteraria la fusiéon de endosomas? ¢ Y la maduracion de endosomas?
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Biologia Molecular y Celular

Trabajo Practico de Laboratorio N° 6

Ciclo celular

OBJETIVOS:

¢ |dentificar las células meristeméaticas de la raiz de la cebolla en distintas fases del ciclo celular.
e Determinar la duracion del periodo S+G: en células meristematicas sincronizadas con hidroxiurea.
e Observar del efecto de la cafeina en la division del citoplasma (citocinesis) de las mismas células

antes mencionadas.

INTRODUCCION

La raiz presenta una estructura axial de forma cilindrica con un extremo distal ahusado. Desde el inicio del
crecimiento a lo largo del eje longitudinal, presenta zonas con caracteristicas morfologicas y funcionales
propias. Se distinguen cuatro zonas: la cofia, el meristema, la zona de elongacion y la zona madura. Los
meristemos estan compuestos por células no diferenciadas que se dividen activamente, también llamadas
células totipotentes por su habilidad de dar lugar a todos los tejidos vegetales. Tipicamente, las células
meristematicas son pequefias, poliédricas, mas o menos equidimensionales (dimensiones parecidas en
todas las direcciones). En ellas, el citoplasma ocupa la mayor parte de volumen celular ya que las vacuolas
son muy pequefias. No contienen cloroplastos ni ningun otro plastido diferenciado, la pared celular de las
células meristematicas es delgada y carece de pared secundaria. El meristema se ubica por encima de la
porcion proximal de la cofia, es un tejido que se auto perpetlla y mantiene el caracter proliferativo

indefinidamente generando el crecimiento de la raiz.

"i’.l — Regién d

(zona del
pelo radicular)

Fig. 12-4. Esquema del extremo de uaa
raiz joven. Izquierda, superficie de la raz.
Derecha, seccion longitudinal de laraiz, con
su estructura interna.

Regién de
alargamiento

Regién meristematica
(punto de
crecimiento)

Figura 1: Esquema del extremo de unaraiz joven.

25



Tratamiento de las raices previo al Trabajo Practico

Sincronizado de células meristematicas: raices de cebolla ain unidas al bulbo fueron inmersas en:

1- 0,75 mM hidroxiurea en agua por 13 hs (detiene las células en G1/S).
2- Luego se pasaron a agua a 25°C (para que las células meristeméaticas contindien el ciclo celular S,
G2, M).
3- La obtencién de muestras se realizé durante esta incubacion desde el tiempo 0 hasta 16 horas cada
2 horas identificandose como 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16. Una vez extraidas del agua al tiempo
indicado fueron fijadas.
La hidroxiurea inhibe las enzimas que convierten los nucleétidos en desoxinucleétidos, dejando la
célula depletada de los mismos. Al no poder comenzar la replicacion del ADN todas las células
meristematicas, se detienen al final de G1. Al remover la hidroxiurea (tiempo 0), las células vuelven a contar

con los desoxinucleotidos e inmediatamente ingresan y completan S, pasan por G2 e ingresan a M.
Efecto de cafeina en la citocinesis de células meristematicas

Tratadas: las raices de cebolla aun unidas al bulbo fueron inmersas por una hora, en una solucion

conteniendo 0,1% de cafeina y luego se fijaron.
Control: raices de cebolla aun unidas al bulbo fueron inmersas en agua.

Fundamento del uso de cafeina: cuando las células vegetales se dividen, realizan la division del citoplasma
(citocinesis) en forma particular. En el lugar donde se va a producir la citocinesis comienza a depositarse
material de la pared celular y a continuacion migran vesiculas del aparato de Golgi para formar la nueva
membrana plasmatica. De esa manera se observa la progresiva division del citoplasma en dos. La cafeina
inhibe la migracion de las vesiculas a la zona de citocinesis, las células en division no pueden dividir su

citoplasma y quedan con dos nucleos.

En el trabajo Practico: preparacion y tincion de células meristematicas para su observacion al microscopio
optico.

1- Coloracion de las células meristematicas de la raiz: con una pinza, colocar una raiz fijada en un tubo
con 20 ul de orceina e incubar 2 min a 60°C.

2- Aplastado de las raices: se deposita la raiz sobre porta objetos y se separa los primeros 3
milimetros con una hoja de afeitar (zona meristematica), el resto de la raiz se desecha. Se deposita
una gota de acido acético al 45% y un cubreobjetos sobre el meristema y con la punta de un lapiz
se presiona hasta que se logre una distribucién de una sola capa de células. Con una servilleta de

papel se presiona con el pulgar sobre el cubreobjetos y se observa la preparacién al microscopio.

Observaciones

Observar al microscopio las preparaciones

Con el lente de 10x identificar la forma de las células, el ndcleo y el citoplasma.

Células meristematicas (células con nudcleo claro que ocupa el 2/3 del citoplasma) en:
1. Interfase: dilucidar el tamafio del nicleo en el estado G1 o G2

2. Mitosis: identificar
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a. Profase, metafase, anafase y telofase
b. Cromosomas bivalentes y univalentes

3. Citocinesis (division del citoplasma)

1- Determinacién de la duraciéon S+G;

Determinar el indice mitético en células meristematicas: nimero de células meristematicas en division
(profase, metafase, anafase y telofase) cada 100 células meristematicas.

Interpretar los resultados comparando los indices para cada tiempo de incubacion.

2- Efecto de la cafeina en la citocinesis de células meristematicas:
Preparado de raices controles: observar las caracteristicas de las células meristematicas en citocinesis.
Preparado de raices tratadas con cafeina: observar si hay células con dos ndcleos y en qué estado de

mitosis se encuentran.
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Biologia Molecular y Celular

Trabajo practico de Aula N° 2

Bioinformatica

OBJETIVOS

e Comprender los conceptos tedricos y practicos que son area de estudio de la bioinformatica.
e Aprender el manejo de PubMed para busqueda de articulos cientificos.

e Aprender a manejar bases de datos disponibles on line para determinar homologia de secuencias,

comparacion de secuencias y disefio de primers.
INTRODUCCION

La bioinformética es la aplicacion de la tecnologia computacional a la gestidon y andlisis de datos biol4gicos.
Esta disciplina requiere el uso y/o el desarrollo de diferentes técnicas entre las que se incluyen informética,
matemética aplicada, estadistica, quimica y bioquimica.

Es una disciplina muy utilizada actualmente para resolver problemas experimentales en las ciencias
biologicas, y tiene utilidad para muchas especialidades desde la taxonomia, pasando por la fisiologia hasta

la biologia molecular.

El uso de la bioinformatica en el area de la Biologia Molecular ha permitido simplificar los métodos de
clonado y secuenciacion del ADN generando una enorme cantidad de datos de secuencias de nucleotidos.
Este crecimiento explosivo en la cantidad de informacién bioldgica hizo necesario el uso de computadoras y
el desarrollo de nuevos programas para poder almacenar, clasificar y acceder a los datos almacenados.
Ademas, permite realizar el andlisis de expresion de miles de genes en un solo experimento. Mientras que
antes un cientifico investigaba la expresion de un gen en particular implicado en una determinada

enfermedad y actualmente puede estudiarse la expresion de varios genes simultaneamente.

Las aplicaciones de las técnicas bioinformaticas son multiples, pero se pueden citar algunos ejemplos:

e Comparacion y alineamiento de secuencias de ADN y proteinas, para determinar homologia y
relaciones de parentesco entre especies (Taxonomia-Sistematica).

e Enbase alas secuencias de genes presentes en las bases de datos se pueden hacer predicciones
sobre la secuencia, estructura y propiedades de las proteinas codificadas por los mismos de genes
(Biologia Molecular).

e Andlisis de genomas.

¢ Interacciones proteina-proteina teniendo en cuenta las animaciones 3D generadas a partir de las

secuencias de aminodacidos presentes en las bases de datos.
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ACTIVIDADES PRACTICAS

En esta clase presentaremos programas de utilidad en Internet para el analisis de secuencias y bldsquedas

de informacion.

PARA BUSQUEDA DE SECUENCIAS HOMOLOGAS
— http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST
PARA COMPARACION DE DOS SECUENCIAS

—  http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST
DISENO DE PRIMERS PARA SER UTILIZADOS EN PCR Y/O RT-PCR

— http://insilico.ehu.es/
BUSQUEDA DE PUBLICACIONES CIENTIFICAS

— https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

1. BUSQUEDA DE SECUENCIAS HOMOLOGAS

En esta primera actividad, vamos a buscar la secuencia de ADN que codifica para la proteina alfa
hemolisina (Hla) de Staphylococcus aureus en la base de datos NCBI y veremos si el programa encuentra
alguna secuencia homdéloga.

El National Center for Biotechnology Information (NCBI) es parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de
Estados Unidos (National Library of Medicine), una rama de los Institutos Nacionales de Salud (National
Institutes of Health, NIH, Bethesda, Maryland, USA). El NIH Almacena y actualiza la informacion referente a
secuencias gendmicas en GenBank, un indice de articulos cientificos referentes a biomedicina,
biotecnologia, bioquimica, genética y genémica en PubMed, una recopilacién de enfermedades genéticas
humanas en OMIM, ademas de otros datos biotecnoldgicos de relevancia en diversas bases de datos.

El NCBI ofrece algunas herramientas bioinforméticas para el andlisis de secuencias de ADN, ARN vy
proteinas, siendo BLAST una de las mas usadas. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un
programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN o de proteinas. El
programa es capaz de comparar una secuencia problema (denominada query) contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en una base de datos. El algoritmo encuentra las secuencias de la base de
datos que tienen mayor parecido a la secuencia problema. Es importante mencionar que BLAST usa un
algoritmo heuristico por lo que no nos puede garantizar que ha encontrado la solucién correcta. Sin
embargo, BLAST es capaz de calcular la significacion de sus resultados, por lo que nos provee de un

parametro para juzgar los resultados que se obtienen.

Ingresa a http://www.ncbi.nim.nih.gov

Elige la opcién “Nucleotide” y en el buscador ingresa “Staphylococcus aureus strain USA300 Hla gene”.
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Se observa la secuencia correspondiente al gen Hla pero para poder trabajar con secuencias en todos los

programas se debe usar el formato FASTA, para ello arriba en a la derecha se encuentra el link para

convertir la secuencia en secuencia FASTA. Hacer click en FASTA.
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Luego vamos a buscar utilizando el algoritmo BLAST si se encuentra alguna secuencia con similitud. Para

ello debemos copiar la secuencia e ingresar en https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi elegir la opcién

“nucleotide BLAST” y pegar la secuencia query.
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2. COMPARACION DE DOS SECUENCIAS

Analizaremos las similitudes de dos proteinas secretadas por Staphylococcus aureus: alfa hemolisina (Hla)
y beta hemolisina (HIb). Para ello primero debemos buscar la secuencia de aminoacidos que componen la

proteina. Se realiza de maneramuy similar a lo anterior:

Ingresar a https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Elegir la opcién “Protein” y en el buscador ingresa “Staphylococcus aureus strain USA300 Hla gene”. En
otra pestafia realizar el mismo proceso pero ingresar en el buscador “Staphylococcus aureus beta-

hemolysin”
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Ingresar en el link y copiar la secuencia en formato FASTA de ambas proteinas para copiarlas en el
programa BLAST
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Subject Length
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Query Length 188

Other reports: b Search Summary [Multiple alignment] [MSA viewer
[ Analyze your query with SmartBLAST
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3. DISENO DE PRIMERS

En este practico, aprenderemos a cémo disefiar los oligonucleétidos para realizar una reaccién de PCR
para detectar detectar el gen de la enzima Superdxido Dismutasa de Niquel (SodN) en la cepa
Streptomyces coelicolor A3.

1. Busqueda en base de datos de secuencias de la B-actina.

a. Abrir un navegador de internet

b. En la barra de direcciones pegar: http://www.ncbi.nim.nih.gov/

c. En la pestafia All databases seleccionar Nucleotide

d. En la pestafia Search escribir Ni-containing superoxide dismutase Streptomyces coelicolor A3. Presionar
Search.

e. Elegir la 4ta opcién.

e. Copiar la secuencia en formato FASTA

22 Ni-containing superoxid: X @] %
& c ‘ @ Esseguro | httpsy//www.ncbinlm.nih.gov/nuccore/?term = Ni-containing+superoxide + dismutase + Streptomyces+coelicolor + A3
iE Aplicaciones @ Frontiers |Manage 2 M Gmail [4 Outiook G Google = GoogleMaps [[d Facebook @@ Redlink-BANCOD: [3) httpsi/ebankperson SantanderRic =2 Home - PubMed - I »
Nucleotide Nuckeotide v |Ni-containing superoxide dismutase Streptomyces coelicolor A3 Jf search |
Create alert  Advanced Help
Species Summary » Sort by Default order + Send: = Filters: Manage Filters
Bacteria (5)
Customize N
See A3 A3 In the Gene database Results by taxon
Molecule types a3 reference sequences Top Organisms [Tree]
genomic DNA/RNA. (5 Streptomyces coslicolor A3(2) (4)
Customize N s Amycolatopsis japonica (1
Source databases ems:
INSDC (GenBank) (4)
Rersea 1) : coelicolor A3(2) complete genome Analyze these sequences -
Costomze 8,667,507 bp linear DNA Run BLAST
Accession: AL6458E2.2 GI: 30407153
Sequence length GenBank FASTA Grephics
Custom range.
licolor A3(2) 1. complete genome Find related data =
Release date )
Custom range 8,667,507 bp linear DNA Database: | Select v
Accession: NC_003888.3 Gl 32141095
Revision date GenBank FASTA Graphics
Custom range.
licolor A3(2) complete genome: segment 20/29
Clear all 3. 300,100 bp linear DNA . -
[ Accession: ALO30123.1 GI: 24430032 search details
— GenBank FASTA Graphics Ni-containing[All Fields] AND
superoxide dismutase[All Fields] AND
. ("Streptomyces coelicolor”[Organism] OR
coelicolor A3(2) binding protein (atrA). permease (AtrB). ATP-binding |5 e oL EE2 80 T TR 4T
4. protein (airC (meiZ)._signal peptidase. N D A3[ALL Fields] §
(s0dN). puromycin N-acs (pat). and geranyl (gtr) genes. complete cds:
and unknown genes Search See more
8,568 bp linear DNA
Accession: AF104994.1 G- 6706989 .
= Streptomyces coelicolor X =|@]
&« c ‘ @ Esseguro | https://www.ncbinim.nih.gov/nuccore/AF104994.1 & fr| B s
> I [P Outlook G Google °® Google Maps [[d Facebook @ RedLink-BANCOD: [} httpsy/ebankperson Santander Rio =2 Home - PubMed - I »

i Aplicaciones @ Frontiers | Manage £ M G

/p! _id="AAF25534.1°
/translat NADTTTATTAGTTAT TTATAGADNQAKCR SUDRQRE HYIPDR
EERFRIVLDHVEALVGPAPRVLDLACGTGT I TARLLORFPDATSTGVDLOPAL LATAE
GTFAGDDRVSFYAADL KDPDHPAK LPYDAYDAVLTATALHWFHAE P LADLYGRVAELY
DWAEHUQLAAEDPVLPT

TPR
HRPPLRDLRRARDGRIPSAAWHARVLREKGF GEARPVICSPSDTLLLAVK™
s complement (3966. .4256)
Inote="0rfY; similar to splicing factors, putative
RNA-binding protein with serine/arginine-rich domain”
Jcodon_start=1

/translation="1AANPAVAL EGLISARCHCHSGLPS SVRWSIPEICGLTGNSRSSE
FSRSTARVS SPPSAASKTARSRPR TERNRVT SASDARRAADHLAPKSSRTAS TEVRES
CPRDGSSVLTRATA"

s complement (4415, .4861)
/note="orfx; similar to signal peptidases and to
translational initiation factor 1 (IF1)"
Jcodon_start=1
Jtrans]_table=LL

ignal peptidase”

*MPGDAGATVAGDRARQRGVAFGPAEVTGPSHVPTLHHGDVLLUH

RHPFQQDLL TDYGVVPQDL
AVVRHALS RAR"
gene
cos
"SodN; NisoD"
_start=:
taining superoxide dismutase”
AAE2S537.1"
SRLFAPKVTVSAHCDLPCGVYDPAQARTEAESVKAVQEKMAG
NDDPHFQTRATVIKEQRAELAKHHVSVLIS DY FKPPHF EKYPELHQLVNDTLKALSAR
KGSKDPATGOKALDYTAQIDKIFNETKKA™
cos complement (5747, .6256) .
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! Aplicaciones @ Frontiers |Mansge . M Gmail [ Outlock G Google [} GoogleMaps [ Facebook @ Red Link-BANCOL [} hitps//ebsnkpersor: [ SantanderRic = Home - PubMed - I »
90T TegRAtTacE CCRUACETET CRTEABCACC EAREBSCCEY CRCAREESCH BEBCTCCCTE .
3961 acctcggtgg IECCELCCE LEIELCLC GECGCCIACT IGLCEECEEC CCRECHCRCE
4021 tecgacgeeg acgtgacgcg GLLCCRCteg ELCCEEEsse gECtECEcRe EEtettegag
081 gecectegec 5
4141 TCCCEETEM BECCECIGAT CLCCEECCAC GOCCACCEIA CEEIZEICEE CABCCCRCTE
4201 tggeacatge acct, ceaceectee ceggattege
4261 gegatgggec tggecticcs cotcaccgap tcEEEtCES CCRECLEERC CLEYECEORS
1 CGETCCCCty CCGCABCECC tacctggaca CCtoCaccas CCgCtcccgg Cgetactget
4381 cgecaccege
CBEICCEELC GECCERCOCT BRCCHEACCE CCRACIGCRT CCIGEEBICE ASERCEIRTE
gecggcegst gaccegaceg
4561 cctgegsgac teggtactgt teccegogea
4621 CCCACCOBCE BECCCCACET CRLECEECCE CCCECTTEac CACEIGTIRE tCCtgetess
ass1 cageacgace acet: tgeacgagea
4741 geacgteace gtagtacope tegacggece g8 5
4891 aggeaacgcc CCTCTgReEe GELCgEtete CTgegacagt tECtacggea teacccggea
4861 cctcceeggt ctttecteea coagteteag teteaccecy gacttttgte ct
88888CaCCC gegasatcag grcteccy satgtc ccccctgagn agac
1 gaggaageas | tttcccgeet grttgeccce aaggteacgy tCagegeeca
ctgegocety coctgcgEcy tEtacgacce tgcccaggce CECatcgags CREABtcgst
IIEECCELC CagEIRIIRS tRECCRECAD CRICEACCCR CACTLCCARS CECRCRLCAC
getcatcaag gageagcgcy ccgagctoge gasgeaccac CEcglge tgtggogega
ctacttcang cceccgeact togogaagta cccggapcty caccagctgg tcaacgacac
cctgasgece Ctgtegeccy CCAsgEECtc gAIBEACCCE GUEACCRECT
1 geactacatc gcccagstcq acasgatctt ctegagsce ssgasgecct
gCateccEs BECCEECERT CEETECACCH LCECIGRTCE CIRIBPBCC O
gecgecatee tggecgggce ccttcggegt tgtegtagte aggggtLcte ggtgaccatt
tecegggest ceegsgeese eggegsecee
5581 ccgggacccg cctcgractt cgggtigccy cacgggcccy gEECCeattc cggtacccat
atgeccagcg tettgtggcy ccggacgace geticgacts GCtgticgea cacgggacag
5701 gegtacgtpt cgctgtccat acccccaggt tagagcEscs SECEECLCaR CRCLEgCEst
5761 gecg cgaatcegge
se21 tgeeggtgee sestagstet
5881 tgacgaccag tEcgEcgoce tegtcgacca GEECECCRRC CACEECcgat ccgecgeaca
5541 gatagatgce gasgeactty tecteggect teageteceg gaccctgccg accagateeg
6001 tcgagatgat ctcgacgttc
6081 ctggtgacse togetggeec
6121 geceetgeac gategtyteg saccgetigt teggeaggte gregatgcee agcggacgac
6181 ggccgtggRt cgEcagtstc tccggatact ccgacttcag gasctcgeag sactcctcgt
6241 Cgacgaacgg BACCAtEAAC BACECELCEC CELCCERECC GCCEATEARg CCELCgAtCy S

Es sequro | https//www.ncbinim.nih.gov/n

f. Copiar la secuencia desde 4997 a 5392 y colocarla en un archivo

g. Ingresar a http://insilico.ehu.es/

% Insilico molecular biolo: X

€& S5 C | D httpyinsilicoehu.es/ we s

Aplicaciones @ Frontiers | Manage 4 ™M Gmail [J4 Outlook G Google 2 Google Maps [ Facebook @ Red Link - BANCO Df [} https//ebankperson= Y Santander Rio & Home - PubMed - N_ gy Google Drive  »

In silico simulation of molecular biology experiments

About, Citing this site Last update: 2015/07/30 (2760 prakaryotic gsnomes)

Experiments against Microsatellite Repeats Restriction digest of DNA
prokaryotic genomes Eind ORF by name Iranslate BINA to protein
PCR smolffication Sort sequence logator Palindromic sequences finder

Restriction digest and PFGE Coloured sequences for presentations

Experiments against

ECR-RFLP user's sequences Discriminatory Power Calculator
TREP Molecular Weight Calculator

Hain Basic Tm calculation

RCF / rpm conversion

Dice + UPGMA analysis of PFGE patterns

SRE Duzzian of PCR 2nc DNA/Protein Alignment (Smith-Waterman)
_PCR-RFLP experiments.

Double Digestion fingerprinting

Online exercises

insilico.ehu.eus

Experiments aqainst eukaryotic genomes
bosL Counting Chamber

resAP-PCR Multple Sequence Alignment (Clustalw:
DNA fingerprinting primer design (Primer3

conaare

Recommended sites:
GScompare.ehu.cus
BacterialGenomics.org

Biophp.ora
Prokaryotic genomes: data retrieval
i
Strain G+C Length ORFs. Graphs and data
Gordonia polyisoprenivorans VH2 67 sessaos a3 O eV T

Select a different genome

2003-2017@University of the Basque Country. All ri

£ Homo sapiens beta-act X 1§ Primerd Input

ights reserved.

g l@lnsllicuehuas prime:
Aplicaciones  Fronbers | Manage & M Gmail [ Outiook G Google 3 Goagle Maps [ Facebook @ Red Link - BANCO DF

Primer3: design of detectio

Length of primers:  Mininwm 15 % Optimum 18 ¥
T of primers: Minimum 87 ¥|°C Optinum 60 ¥

Length of amplicon
First option 150250

CRal -
[ hitps//ebankperson: [ Santander Ria = Home - PubMed - 'y Google Drive  »

n primers

- Pegar secuencia

Maximun 21 v
°C Maximun 63 ¥ |°C

Aditional defult options: 150-230, 100-300. 301400, 401.500. 501600, 601-700, 701-50, 31-1000.

Pick Primers -

NOTE:
This form has been simplified from the origial primer? form .

Evaluar las caracteristicas de los pares de primers generados por el programa. Analizar cuél seria el primer

mas adecuado.
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http://insilico.ehu.es/

Para saber si los oligos disefiados permiten amplificar la secuencia de interés, tienes que realizar una PCR
in silico (virtual, utilizando herramientas bioinformaticas) utilizando el genoma disponible del organismo

similar al modelo que tienes. Para ello, debes ingresar en http://insilico.ehu.es/PCR/

De la lista de genomas que se te despliega debes elegir “Streptomyces” y luego ingresas a una pagina
donde debes pegar la secuencia de los primers que disefiaste anteriormente.

€ > C | insiicoehues/PCR) % ﬂ,‘ D e

g Aplicaciones @ Frontiers |Manage 2 ™M Gmail [J3 Cutlook G Google 3 Google Maps [ Facebook (@ Red Link- BANCOD: [ https:/ebankpersor Santander Rio =2 Home - PubMed - I »

In silico PCR amplification

PCR may be simulated against up-to- | Spiroplasma 5
date sequenced prokaryotic genomes. Spirosoma
This service allows a maximum of 2 | Stackebrandtia
mismatches between primers and Stanieria
template. so the stringency of in Staphylococcus
silico PCR must be consider high Staphylothermus
Starkeya
Experiments against user's sequences | onotrophomenas
may be simulated, and downloadable | Siomatella
Strawberry

PHP seript is available at biophp org Streptobacillus

Streptococcus

Citing this site Next step >>

PCR against viral sequences

= (¢} ‘@Ir\s\\lcoehu.es':ﬂi index.php?mo=Streptomyces 3] f:r‘ B s

£ Aplicaciones 3 Frontiers | Manage # M Gmail [ Outiook & Google 3 GoogleMaps [ Facebook @ Redlink-BANCOD: [3 httpsi//ebankperson Santander Rio & Home - PubMed - N »

In silico PCR amplification

Ioput primers in facta format.

Primer1' s e
Primer2' s e
Migroorganism

[Streptomyces coelicolor A3(2) v

Include plasmids (if available)
Allow 0 v |mismatches, but in 17| nucleotides in 3' end

Maximum length of bands
3000 nucleotides

? Degenerated nuclectides are allowed; A~T+~G~C must be 10 or more.

E

Suggestions are welcome

@

Info

Luego de apretar el boton “Amplify” te aparecera una nueva ventana, contesta las siguientes preguntas:
a- ¢ Cuantas bandas se amplifican?
b- ¢ Qué tamafio tienen?

c- Si haces un BLAST de esas secuencias, ¢,a qué genes corresponden?

4. BUSQUEDA DE PUBLICACIONES CIENTIFICAS

Ingresar a https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

PubMed es un motor de busqueda de libre acceso a la base de datos MEDLINE de citaciones y resumenes
de articulos de investigacién biomédica. Ofrecido por la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos como parte de Entrez. MEDLINE tiene alrededor de 4800 revistas publicadas en Estados Unidos y
en mas de 70 paises de todo el mundo desde 1966 hasta la actualidad.
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2 NCBI  Resources(® How To (@ ian in to NCBI
Publmed.gnu Publded v

US National Library of Medicine
National Institures of Hez Advanced

Help

PubMed

PubMed comprises more than 27 million citations for biomedical literature from MEDLINE, life science journals, and online
books. Citations may include links to full-iext content from PubMed Ceniral and publisher web sites

Using PubMed PubMed Tools More Resources

PubMed Quick Start Guide PubMed Mobile MeSH Database

Full Text Articles Single Citation Matcher Journals in NCBI Databases

PubMed FAQs Batch Citation Matcher Clinical Trials

PubMed Tutorials Cli | Queries E s (AP

New and Notewerthy Topic-Specific Queries LinkOut

Latest Literature Trending Articles PubMed Commeons

New articles from highly accessed journals PubMed records with recent increases in activity Featured comments

Blood (3) Nuts and Dried Fruits: An Update of Their Beneficial Effects on ~ Selectivity check? Author § Casola replies to @jwoodgett on
Type 2 Diabetes contribution of GSK3-alpha in targeting GSK3-beta

Circulation (2) MNutrients. 2017 bit. ly/2trA8AR

Jun 30

Cochrane Database Syst Rev (8) Health, Wealth, and the U.S. Senate.




Biologia Molecular y Celular
Trabajo Practico de Laboratorio N° 7

Purificacion de proteinas recombinantes

OBJETIVOS

e En este experimento los estudiantes exploraran el proceso biolégico y bioquimico de la purificaciéon de
una proteina recombinante expresada heterélogamente en bacterias E coli.

e Durante la actividad los estudiantes tendran la posibilidad de conocer distintos tipos de purificacion de
proteinas.

¢ Alfinalizar la actividad, los estudiantes habran realizado una de las purificaciones mas comunes en un
laboratorio de biologia celular y molecular, y de amplio uso en la industria, como es la purificacién de
proteinas en columnas de afinidad.

INTRODUCCION

La purificacion de proteinas es una practica muy comun en la industria y en la investigaciéon. Lo que se
debe tener en cuenta siempre al momento de planificar la purificacion, son las propiedades y caracteristicas
fisico-quimicas de la proteina a purificar. Luego, hay que considerar diversos factores que se explican

brevemente:

1. Origen de la proteina

La proteina puede ser nativa, es decir, propia del organismo o célula, o sobre-expresada, donde
genéticamente se ha manipulado la célula u organismo para que sintetice una proteina exégena.

También dependera del tipo de célula utilizada el protocolo de lisis necesario para la ruptura celular. Las
bacterias, las células de mamifero, las células vegetales, cada tipo celular tendra una lisis que se ajuste al

tipo de membrana y la existencia de pared celular.

2. Localizacion de la proteina

Para su purificacién, podemos distinguir tres grandes grupos: citosélica, de membrana o secretada.

Si la proteina es citosdlica, indica que es soluble. Por lo tanto, debemos lisar la célula y nuestra proteina
de interés estard en solucién, junto con otras proteinas solubles. Si la proteina es de secrecion,
obtendremos nuestra proteina soluble directamente del medio de cultivo, sin necesidad de romper la célula.
Son el tipo de proteina mas simple de purificar. Finalmente, si nuestra proteina es de membrana, debemos
considerar que, en primer lugar, hay que disgregar la membrana en la que ésta se encuentra. En segundo
lugar, tiene una solubilidad muy baja, debido a la/s region/es de transmembrana que posee. Es el tipo de
proteinas mas complejo de purificar, y generalmente requiere la desnaturalizacion y renaturalizacion de la
misma.

3. Uso de la proteina

Dependiendo del uso de la proteina purificada, sera importante el tipo y grado de purificacién de la misma.
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Algunos usos de proteinas purificadas son:

Estudio de la misma: el grado de pureza dependera del tipo de ensayo posterior a realizar. Siempre se
deben eliminar posibles interferentes. Ejemplo: ensayos de cristalografia para determinar su estructura
requieren alto grado de pureza, para ensayos de interacciones con otras proteinas, el grado de pureza
puede ser menor.

Usos industriales: generalmente se requieren proteinas con actividad enzimatica. Mientras la proteina
tenga actividad, el grado de pureza es variable. Se necesita maximizar su actividad disminuyendo costos
de purificacion. Dependerd ademas si la propia proteina sera utilizada o si se utilizara su producto
enzimatico

Usos clinicos: cuando la proteina serd inoculada en organismos vivos, por ejemplo, en terapias

enziméaticas, se necesitan grados de pureza extremadamente altos, para evitar cualquier reaccion adversa.
4. Caracteristicas de la proteina

Solubilidad: para optimizar el medio de purificacién (acuoso, con solventes apolares, etc.)

Estabilidad: para realizar ajustes de temperatura acordes a la misma.

Punto isoeléctrico: es el valor del pH en el cual la proteina tiene carga neta cero. Se recomienda trabajar
enunpH=pl+/-1

Afinidad: para utilizar moléculas tales como sustratos de la proteina, otras proteinas que interaccionen con
ella, anticuerpos, para aislarla y purificarla.

Carga: se puede utilizar la carga de la proteina para retenerla selectivamente

Tamafio: existen diversas técnicas que nos permiten purificaciones por el tamafio de la proteina

La separacién de las proteinas se realizara teniendo en cuenta sus caracteristicas fisico-quimicas.
Las técnicas se pueden agrupar en:

Peso molecular: cromatografia de filtracidn en geles, didlisis, ultracentrifugacion, electroforesis
Afinidad: cromatografia de afinidad por el sustrato, anticuerpos especificos

Carga: cromatografia de intercambio idnico, electroforesis, isoelectroenfocado

Solubilidad: extraccion por solventes

Polaridad: cromatografia de adsorcién, cromatografia en papel, cromatografia en fase reversa.

En nuestro caso, haremos una purificacion de proteinas recombinantes, expresadas
heter6logamente en bacterias E. coli, donde nuestra proteina de interés es soluble, unida a GST, una
proteina de fusidon que aumenta su estabilidad y solubilidad, ademas de ser (til para su purificacion. A
continuacion se explica el procedimiento completo, pero en el laboratorio haremos solamente la purificacion

proteica.

Materiales

Cultivo bacteriano PIC-bacteria 1000X

Eppendorf DTT 1M

Jeringas de 5milLisozima

Hielo Tips blancos, amarillos y azules
Centrifuga Pipetas automaticas

Algoddn PBS

Soporte universal Tubos Falcon 15mi
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A. CULTIVO E INDUCCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

Preparado previamente por los docentes:
Dia 1

- Inocular una simple colonia a partir de un cultivo sélido en 10ml de LB/Amp (50ug/ml), Incubar toda la

noche (ON) a 37°C.
Dia 2

- Agregar 90ml de LB/Amp al cultivo ON. Incubar 1h 30 min a 37°C (OD600= 0,9)
- Agregar IPTG, hasta una concentracion final de ImM. Incubar 4h a 37°C

- Centrifugar 15 min a 6000g a 4°C para colectar las bacterias. Descartar el sobrenadante

- Resuspender el pellet en 10 ml de PBS frio
- Centrifugar 15 min a 6000g a 4°C
- Congelar el pellet en N2 liquido y guardar a -80°C.

Buffers:

Buffer de Lavado
20mM Hepes pH=7,5
2mM MgCl»

150mM NacCl

Buffer de Elucién

50mM Hepes pH=7,5

1mM MgCl2

150mM NacCl

15mM GSH (agregar antes de usar)

B. PURIFICACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

Dia 3
- Descongelar el pellet en hielo
- Agregar 5ml de PBS frio
- Agregar 5uL de PIC bacteria 1000X
5uL DTT 1M (final 1mM)
50puL Lisozima 100mg/ml (final 2mg/ml)
- Incubar 20 min a 4°C
- Sonicacion (opcional): 1min al 30% (0,5 x 0,5).
- Centrifugar 20 min a 4000g a 4°C. Rescatar el SN

Preparacion de las GSH-beads
Colocar 1ml en un tubo Falcon 15ml
2 lavados con 5ml de PBS frio
Centrifugar 5 min a 500 RPM a 4°C
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- Agregar el SN a las beads
- Incubar 1h a 4°C con agitacion
- Centrifugar 5 min a 500 RPM a 4°C

Lavado

- Lavar 2 veces con 5ml de Buffer de Lavado frio

Elucion
- Eluir con 15mM de GSH/Buffer de Elucion frio
- Colectar 5 fracciones de 500uL

- Congelar en N2 liquido, guardar a -80°C.

PREGUNTAS

Para el aprovechamiento del trabajo experimental es imprescindible saber exactamente qué se esta
haciendo en cada momento y por qué. Recuerde que la experiencia de laboratorio es intransferible y no la
encontrara en ningun libro; por lo tanto, las oportunidades desaprovechadas durante el trabajo experimental
en el laboratorio dificilmente puedan recuperarse con posterioridad. Es por ello que sugerimos resolver el
siguiente cuestionario antes de venir al trabajo experimental. Por favor, consulte y despeje cualquier duda al
respecto con los docentes.

1) ¢ Qué tipos de promotores conoce?

2) ¢Qué tipos de célula huésped conoce para la sobreexpresion de proteinas? Mencione ventajas y
desventajas de cada uno

3) ¢ Qué tipo de funciones cumplen las proteinas?

4) ¢ Como caracterizaria la pureza de la proteina obtenida? ¢ Cémo la cuantificaria?

5) ¢ Para qué se realiza cada paso en la purificacién?

6) ¢ Qué aplicaciones conoce para proteinas recombinantes?
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Biologia Molecular y Celular
Trabajo préactico de Laboratorio N° 8

Deteccion de proteinas por Western Blot

OBJETIVOS

e Comprender el fundamento de la separacién de proteinas mediante una electroforesis.
e Aprender los pasos de la técnica de western blot y su utilidad para la deteccién de proteinas.

e Conocer la utilidad de la interaccién antigeno-anticuerpo para la deteccion de diversas proteinas.

INTRODUCCION

A. Separacion de proteinas: ELECTROFORESIS

La técnica de electroforesis en gel es un método para separar, identificar y purificar DNA, RNA o proteinas.
Entre las matrices mas utilizadas se encuentra la de agarosa (para acidos nucleicos) y la de poliacrilamida
(para proteinas y acidos nucleicos pequefios). La localizacion de la biomolécula en el gel puede ser
determinada mediante la utilizacién de distintos colorantes que tienen afinidad especifica por la biomolécula

a resolver.

El fendbmeno denominado electroforesis sucede cuando una molécula con una carga neta en solucion se
desplaza por accién de un campo eléctrico; de esta manera la molécula migra hacia uno u otro electrodo
segun su carga: los aniones (-) iran hacia el 4nodo (+) y los cationes (+) hacia el catodo (-). En estas
condiciones la velocidad de migracion a través del campo eléctrico dependera de: carga neta, tamafio y

forma de la molécula, fuerza del campo eléctrico, fuerza iénica, viscosidad y temperatura del medio

Las separaciones electroforéticas generalmente se realizan sobre matrices o geles que sirven de tamices
moleculares que potencian la separacion. Las moléculas mas pequefias que los poros se desplazan
facilmente a través de él, mientras que las de mayor tamafio quedan retenidas y las intermedias se

desplazan con distinto grado de dificultad dependiendo de su tamafio.

Los geles de poliacrilamida son utilizados para separar la mayoria de las proteinas o pequefios
oligonucleotidos. En presencia de radicales libres, que son proporcionados por el persulfato de amonio
(APS) y estabilizados por el TEMED, se genera una reaccion en cadena que es iniciada con monémeros de
acrilamida que polimeriza en largas cadenas que son entrecruzadas con la bis-acrilamida para formar la
matriz del gel. Para la electroforesis en gel de poliacrilamida de muestras proteicas se puede utilizar un
sistema de buffers continuo o discontinuo. El discontinuo esta formado por dos geles distintos. En la parte
de arriba se coloca un gel separador con un tamafio de poro mayor que sirve para concentrar las muestras
(en una banda) antes de que ingresen al gel concentrador. El sistema discontinuo otorga una mayor
resolucién ya que las proteinas ingresan como una banda discreta al gel de separacion. La polimerizacion
de los geles se realiza entre dos vidrios verticales, que funcionan como moldes, para dar un gel de un

espesor definido. Inmediatamente después de preparar la mezcla de acrilamida/bis acrilamida, buffer, APS y
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TEMED; se coloca entre los vidrios y el borde superior del gel se cubre con agua y para evitar el contacto

con el oxigeno que inhibe la polimerizacion.

Catodo calles

“% Buffer
Gel . ‘ 4 e T T U =
separador

Gel - vidrio
concentrador

-+
\
4
|
|
O="
Anodo ﬁl

Buffer

Figura 1: Esquema de una cuba de electroforesis y un gel de poliacrilamida.
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

La mayoria de las electroforesis analiticas de proteinas se llevan a cabo bajo condiciones que aseguren la
disociacion de las proteinas en sus subunidades individuales y que minimicen la agregacion, para ello se
utiliza la combinacién de un detergente anidnico como el SDS (dodecilsulfato de sodio), un agente reductor
(B-mercaptoetanol o DTT) y calor para disociar las proteinas. Los polipéptidos desnaturalizados unidos al
SDS obtienen una carga neta negativa. El tratamiento conjunto de SDS (rompe uniones no covalentes)
mas el agente reductor (rompe puentes disulfuro) eliminan los efectos de las diferentes conformaciones de
las proteinas tal que la longitud de la cadena, que refleja la masa, es la Gnica que determina la velocidad de
migracién en este sistema. Las proteinas de menor tamafio se resuelven en la parte inferior del gel, y las de
mayor tamafio van quedando retrasadas al atravesar la malla del gel, observandose en la parte superior. Ya
gue el desplazamiento de las cadenas polipeptidicas esta correlacionado con su masa, es posible estimar el
peso molecular de una proteina comparandola con la distancia de migracién de un patrén de proteinas de
peso molecular conocido (Markers).

Figura 2: Ejemplo de una electroforesis de proteinas en
geles de poliacrilamida. En la primera y Gltima calles se
corrié un patrén de peso molecular.

B. Deteccion de proteinas por Western Blot.
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La transferencia de proteinas o blotting consiste en la inmovilizacion de las proteinas sobre membranas
sintéticas, seguido de la deteccion empleando sistemas especialmente disefiados para la tincién de las
membranas. El método para proteinas méas potente es el denominado western blot en el que las proteinas
son separadas en primer lugar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posteriormente se transfieren a una membrana, mediante la aplicacién de
un campo eléctrico perpendicular al gel. Una vez completada esta operacion las proteinas de interés son

reveladas por el agregado de un anticuerpo especifico.

El electroblotting es el método donde las proteinas son transferidas desde el gel a la membrana mediante
un campo eléctrico. El procedimiento se inicia apilando sucesivamente sobre una esponja plana, papel de
filtro empapado en buffer de transferencia, el gel, la membrana en contacto directo con el gel, mas papel de
filtro y finalmente otra esponja plana. Este conjunto se recoge entre dos capas de plastico perforado
(cassette) y se introduce en una cuba en la que se encuentra una solucion salina (buffer de transferencia) y
dos electrodos planos (disefiados para conseguir un campo uniforme en toda la superficie del gel). Se
dispone de forma que el gel quede hacia el anodo (-) y la membrana hacia el catodo (+) (Figura 3). La carga
neta de las proteinas en el caso de los geles de SDS-PAGE es negativa debida a la carga del SDS. La
electroforesis se realiza a 100 V de 1 a 4 horas. La velocidad de transferencia es inversamente proporcional
al tamafio de la proteina. El proceso provoca un fuerte calentamiento de la solucion por lo que se
recomienda refrigerar el sistema y recircular el buffer (se agrega un agitador magnético y un refrigerante

congelado en la cuba). Una vez realizada la transferencia se debe chequear la transferencia de las

proteinas.
Gel Buffer de transferencia Membrana
SDS-PAGE 25 mM Tris, 192 mM glicina, | Nitrocelulosa
20% v/v metanol, pH 8.3 Papel de intercambio ionico
PVDF
ca'ssette % .
esponjas —\, (: ~ ——
papel de filtro B : [l

membrana de -
nitrocelulosa
: cuba de fuente de
! transferencia tranferencia poder
. de proteinas

gel

Figura 3: Esquema del armado del sistema de transferencia.
1. Deteccidn inespecifica de proteinas totales sobre la membrana

Habitualmente se emplean técnicas de tincién de proteinas sobre las membranas como control de la

transferencia. En este caso, se tifien la totalidad de las proteinas presentes, de manera inespecifica.
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Los colorantes que permiten tefiir las proteinas en los geles de poliacrilamida no son utilizables en las
membranas pues se unen irreversiblemente a éstas. Para tefiir las proteinas en las membranas se emplean:
Rojo Ponceau, Tinta china o Negro Amido. El Rojo Ponceau es el mas empleado y se prepara en forma de
solucion acuosa. La tincién es rapida pero no es permanente y puede desaparecer en el procesamiento
posterior. Como la tincién desaparece es compatible con casi todos los procedimientos de deteccion con

anticuerpos.

2. Bloqueo de la membrana

La membrana posee gran afinidad por las proteinas, lo que es una ventaja al momento de transferir las
proteinas de interés en el protocolo de Western blot. Sin embargo, los pasos posteriores de deteccion
involucran la incubacién de la misma con anticuerpos que deberian unirse especificamente con las
proteinas a detectar. Una etapa comun a todos los procedimientos de inmunodeteccion es el bloqueo, para
evitar que los anticuerpos se peguen inespecificamente a la membrana, con el riesgo asociado de tener un

elevado background o falsos positivos.

El blogueo implica la saturacion de la membrana con proteinas no especificas. Se han descripto numerosas
soluciones bloqueantes que han resultado efectivas. Las dos soluciones de bloqueo que son compatibles
con casi cualquier sistema de deteccion son las soluciones de leche descremada y las soluciones de
albumina sérica bovina (BSA). También se recomienda el bloqueo en Tween-20 (detergente no i6nico) si
hay demasiado background. Sin embargo, es conveniente usar con cuidado los detergentes no idnicos ya

gue pueden solubilizar las proteinas transferidas a la membrana.

Soluciones de bloqueo cominmente empleadas:

Agente bloqueante Caracteristicas

Leche en polvo 5% de leche descremada en PBS /TBS. Muy econdmico.
Con poco 'background. Se deteriora con rapidez. Es

posible que tape algunos antigenos.

Leche / Tween-20 Econémico. 5% de leche descremada en PBS/TBS — 0.1%
Tween-20. Con poco 'background'. Se deteriora con

rapidez. Es posible que tape algunos antigenos.

Tween-20 0.1% Tween-20, 0.02% azida sodico en PBS/TBS.
Econémico. Permite la tincion después de Ia
inmunodeteccion. Puede quedar un 'background' residual.

BSA 3% BSA, 0,02% azida soédico en PBS. Bueno.

Relativamente econémico.
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El bloqueo puede llevarse a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente, o bien se puede detener el
Western blot en este paso, bloqueando la membrana toda la noche a 4°C. Es (til en este paso contar con un
agitador para asegurar el intimo contacto del agente bloqueante con todos los posibles puntos de la

membrana.

3. Deteccidn especifica de proteinas sobre la membrana (REVELADO)

En la técnica de western blot se emplea cominmente el sistema de inmunodeteccién indirecta. En este
método se emplea un anticuerpo para localizar la proteina de interés (anticuerpo primario) y un segundo
anticuerpo que detecta el anticuerpo primario (anticuerpo secundario). El anticuerpo secundario posee

una marca capaz de producir una sefal detectable.

El anticuerpo primario es un anticuerpo dirigido contra la proteina de interés. Si se trabaja con muestras de
origen humano se necesita un anticuerpo que sea capaz de reconocer proteinas humanas. De este modo
se generan anticuerpos monoclonales en ratones, capaces de reconocer proteinas humanas. Segin la
especie donde haya sido producido el anticuerpo primario, sera la eleccién el anticuerpo secundario que
utilizaremos (por ejemplo, si el anticuerpo primario es generado en ratones, tendremos que utilizar un

anticuerpo secundario “anti-raton” que puede ser producido inoculando un conejo).

En primer lugar, la membrana debe ser incubada con el anticuerpo primario. Este anticuerpo suele diluirse
en la solucién de bloqueo para asi evitar el pegado inespecifico. El contacto de la membrana con el
anticuerpo puede ser de 1 hora a temperatura ambiente, o bien toda la noche a 4°C. Luego del tiempo de
exposicion de la membrana al anticuerpo primario se procede al lavado de dicha membrana. Se utilizan 3
lavados de 10 minutos con solucion buffer de lavado (PBS/TBS-Twen 0.1%). Luego del lavado, la
membrana se incuba con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente y se realizan

nuevamente 3 lavados de 10 minutos con el objeto de eliminar todo el anticuerpo secundario no unido.

Eleccion del sistema de revelado

El sistema de revelado empleado comidnmente en western blot esta asociado a enzimas, que catalizan una
reacciéon en la que se forma un precipitado coloreado, o en la que se emite luz. Las dos enzimas mas

empleadas para marcar los anticuerpos son la peroxidasa de rdbano y la fosfatasa alcalina.

La utilizacién de sustratos colorimétricos se basa en la formacién de un producto coloreado insoluble que
precipita sobre la membrana en el lugar de accion de la enzima. Este tipo de reacciones es irreversible ya

gue una vez formado el precipitado no puede reutilizarse la membrana.

La reaccidn quimioluminiscente ocurre cuando la energia de una reaccién quimica se emite en forma de luz.
El sustrato quimioluminicente méas utilizado es el luminol. La reaccion de oxidacién de este sustrato es
catalizada por la peroxidasa de rdbano (HRP) en presencia de perdxido de hidrégeno. Inmediatamente
después de su oxidacién, el luminol se encuentra en un estado excitado del que pasa a la situacion basal,
reducida, més estable, emitiendo luz. Si esta reaccion se produce sobre una membrana, y ésta se pone en

contacto con una pelicula de autorradiografia, queda marcada la banda sobre la placa radiografica.
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sefial de deteccion
d (colorimétrica o quimioluminiscente)

anticuerpo secundario — sustrato de la enzima
conjugado con una enzima

anticuerpo primario
proteina a detectar

membrana con las proteinas tranferidas

Figura 4: Sistema de deteccién antigeno-anticuerpo y sistema de revelado enzima-sustrato en el que se basa la
técnica de Western Blot.

PROTOCOLO DE REALIZACION DEL WESTERN BLOT

EQUIPAMIENTO

Fuente de poder

Cuba para electroforesis vertical

Cuba para transferencia

Sistema de armado de sandwich para transferencia
Membranas de nitrocelulosa

Papeles absorbentes

Probetas para medir los voliimenes de las soluciones
Balanza analitica

Micropipetas automaticas

Tips azules y amarillos.

Reactivos

> Solucion de acrilamida 36,5% (p/v) y metilenbisacrilamida 1% (p/v). (Mantener la solucion en frio y
protegida de la luz) 30%.

> Persulfato de amonio (APS) 10% (p/v).

> Buffer del GEL SEPARADOR: Tris-HCI 1,5 M, pH 8.8 y SDS 0,4%

> Buffer del GEL CONCENTRADOR: Tris-HCI 0,5 M pH 6.8 y SDS 0,2 %

> Buffer de MUESTRA 5 X: Tris-HCI 0,6 M pH 6.8, SDS 6% (p/v); glicerol 30% (v/v); 2-mercaptoetanol 10%
(v/v), azul de bromofenol 0,01% (p/v).

> SDS 10% (p/v).

>N, N, N’, N'-tetrametil-etilendiamina (TEMED)

> Buffer de CORRIDA ELECTROFORETICA: Tris 0,025 M; glicina 192 mM, pH 8,3; SDS 0,1% (p/v).

> Buffer de TRANSFERENCIA: Tris 0,025 M; glicina 192 mM, pH 8,3; SDS 0,1% (p/v); metanol 20%.

47



> Solucién de ROJO PONCEAU: Rojo Ponceau 0.1% (p/v), acido acético 5%(v/v)

> Anticuerpo primario anti-GST de conejo

> Anticuerpo secundario “anti-conejo” de cabra conjugado con peroxidasa.

> Sistema de deteccion y revelado: luminol y peréxido de hidrégeno.
> Buffer de LAVADO (TBS-Tween): 3gr Tris, NaCl 8 gr, KCI 0,2 grcsp 1 L. Para 1 L: 1000 ml de TBS 1x +

1ml Tween20.

A. Preparacion del gel

1. Ensamblar los vidrios de acuerdo con las instrucciones del equipo y marcar el limite superior del gel

separador (aproximadamente 1 cm después de los dientes del peine).

2. Preparar 13 ml del gel separador (10%) mezclando las soluciones de acuerdo a la tabla. Recordar

agregar el APS y el TEMED exactamente antes de verter el gel entre los vidrios (son los catalizadores de la

reaccién de polimerizacién). Colocarlo inmediatamente entre los vidrios con pipeta Pasteur y dejar

polimerizar a temperatura ambiente.

Solucion

Volumen para 8%

Buffer del gel separador

1,25 ml

SDS 20% 0,1 ml
Solucion acrilamida — bisacrilamida 30% 1,33 ml
Agua 2,234 ml
APS 10% 80 pl
TEMED 6u

3. Afiadir una capa de 2 - 3 mm de etanol 95% o agua destilada sobre la superficie del gel en

polimerizacion.

4. Retirar el etanol 6 agua depositados sobre la superficie del gel separador.

5. Preparar 2,5 ml del gel concentrador (4%).

Solucién

Volumen para 4%

Buffer del gel concentrador

0,625 ml

SDS 20% 0,025 ml
Solucién acrilamida-bisacrilamida 30% 0,333 ml
Agua 1,472 ml
APS 10% 40 ml
TEMED 5u

6. Verter el gel concentrador e introducir el peine para formar los pocillos y dejar polimerizar.
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B. Preparacion de la muestra

7. Mezclar 1 volumen de la muestra de proteinas con 1/5 de volumen de Buffer de muestra.

8. Desnaturalizar las proteinas a 100°C durante 3 minutos.

9. Colocar las muestras en hielo hasta su utilizacion.

C. Siembray corrida electroforética

10. Llenar la cuba con el buffer de electroforesis, asegurando cubrir todo el gel, antes de cargar la muestra.

11. Usando una micropipeta automatica sembrar en los pocillos del gel las muestras, sin exceder el limite de

volumen del pocillo (no mas de 30 a 35 pl aproximadamente).

12. Realizar la corrida electroforética a 20 mA. La electroforesis se detiene cuando el frente de corrida
alcanza la parte inferior del gel separador.

13. Sacar el gel entre los vidrios y proceder con la transferencia de las proteinas a la membrana de

nitrocelulosa.

D. Transferencia

14. Sumergir los papeles de filtro y las esponjas en buffer de transferencia durante 5 minutos. Sumergir el
gel luego de la migracién en el mismo buffer.

15. Cortar la membrana de nitrocelulosa a la medida del gel (no tocar la membrana con las manos, usar
guantes) y colocarla en el buffer de transferencia encima de uno de los papeles de filtro.

16. Colocar el gel encima del otro papel de filtro sumergido en el buffer de transferencia.

17. Formar el “sandwich”. Organizarlo del siguiente modo: una parte del sistema de formacion del sandwich
se ubica hacia el catodo (polo negativo, en general de color negro), a partir de éste colocar 1 esponja, un

papel de filtro, el gel, la membrana, el otro papel de filtro y finalmente la otra esponja.

Importante: al armar el sandwich el gel debe quedar sobre la tapa negra y la membrana sobre la tapa

blanca o transparente.

18. Cerrar el sistema de “sandwich” y colocarlo en la cuba de transferencia. Recordar que las proteinas
migraran hacia el anodo por lo que el sdndwich debe ser ubicado con la tapa negra hacia el electrodo negro
(catodo) y la tapa blanca o transparente hacia el electrodo rojo (anodo).

19. Aplicar el campo eléctrico durante 1 hora a 100 V.
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20. Al terminar la hora, abrir el “sandwich” y retirar la membrana (tener especial cuidado de no tocar la

membrana con la mano porque contiene las proteinas transferidas).

21. Colocar la membrana en un recipiente y lavarla con el buffer de lavado 10 minutos en agitacion.

E. Tincidn de la membrana

22. Colocar la solucion de Rojo Ponceau sobre la membrana e incubar durante 5 minutos en agitacion.

23. Retirar la solucién de Rojo Ponceau y lavar la membrana con aguados veces.

24. Observar las bandas de las proteinas transferidas a la membrana.

En el TP se realizaran todos los pasos hasta la visualizacién de proteinas transferidas a la membrana
mediante la coloracion con Ponceau. Los pasos siguientes no seran realizados por cuestion de tiempo, pero
si detallan a continuacion para describir el desarrollo completo del western blot, hasta el revelado especifico

de la proteina Ral-GST en la membrana.

F. Blogueo de la membrana

25. Preparar leche descremada al 5% en TBST.

26. Colocar la solucién de leche y la membrana en un recipiente durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. En este paso se puede suspender el western blot, permitiendo el bloqueo de la membrana
durante toda la noche a 4°C.

G. Anticuerpo primario

27. Preparar la dilucién del anticuerpo primario (1:5000): colocar 1 ul de anticuerpo de conejo anti-GST en 5
ml de TBS.

28. Colocar sobre la membrana la dilucién de anticuerpo primario e incubar durante 1 hora a temperatura

ambiente con agitacién constante.

H. Lavados

29. Luego de permitir la interaccidn antigeno-anticuerpo primario, retirar la solucion del anticuerpo y lavar la

membrana 3 veces con buffer de lavado durante 10 minutos cada una con agitacion.

I. Anticuerpo secundario

30. Preparar la dilucién del anticuerpo secundario (1:5000): colocar 1 pl de anticuerpo de cabra anti-conejo
acoplado a HRP en 5 ml de TBS.
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31. Colocar sobre la membrana la dilucién de anticuerpo secundario e incubar durante 1 hora a temperatura

ambiente con agitacién constante.

32. Retirar la solucién del anticuerpo y lavar la membrana 3 veces con buffer de lavado durante 10 minutos

cada una con agitacion.
J. Deteccién y revelado

36. Revelar mediante el agregado del reactivo quimioluminiscente que contiene luminol y perédxido de
hidrégeno, el cual al exponer la membrana sobre una placa radiografica permitird la deteccién de la banda

proteica.

250-
150-
100-
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Figura 5: Ejemplo de una membrana revelada
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con el sistemaluminol-peréxido de hidrégeno.
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Biologia Molecular y Celular

Trabajo préactico de Laboratorio N° 9

Diagndstico molecular de Mycoplasma genitalium

OBJETIVOS

e Comprender el fundamento tedrico de la técnica de PCR.
e Conocer la aplicacion de la técnica en el diagnoéstico de enfermedades infecciosas.
o Determinar la presencia de la bacteria Mycoplasma genitalium en muestras humanas.

e Aprender a interpretar los resultados obtenidos a partir de la reaccion de amplificacion.

INTRODUCCION

Los métodos de amplificacion y deteccién de &cidos nucleicos son Utiles para el diagnéstico y manejo de
una variedad de enfermedades. De estas metodologias la mas ampliamente utilizada es la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Mediante esta técnica es posible amplificar cantidades diminutas de acidos
nucleicos y generar millones de copias idénticas de la secuencia del ADN o ARN blanco en cuestion de

horas. Esto permite tener una alta sensibilidad y una gran especificidad.

Recientemente el desarrollo de la PCR ha tenido un impacto significativo en el diagnostico y manejo de
muchas enfermedades infecciosas. Los ensayos de PCR pueden detectar directamente en los especimenes
clinicos, de forma rapida y precisa, la presencia de microorganismos patdgenos de lento crecimiento, tales
como Chlamydia, micoplasmas, micobacterias, etc., o que no pueden ser cultivados tales como el virus del
herpes, hepatitis, papilomavirus y citomegalovirus. También se han desarrollado ensayos para la medicion
de la carga viral, los cuales han sido de gran utilidad para un mejor pronostico de vida de los pacientes con
infecciones por VIH o hepatitis C. Por lo tanto, esta técnica constituye una poderosa herramienta para el

diagndstico rapido y preciso de una serie de enfermedades infecciosas.

Fundamento

La técnica de PCR permite, mediante la utilizacion de una ADN polimerasa, la amplificacion de regiones
especificas de ADN de simple cadena que actia como molde para la sintesis de una nueva cadena
complementaria. Estas hebras moldes se obtienen cuando el ADN a amplificar se calienta a la temperatura
de desnaturalizacién (94°C), produciéndose la separacion de la doble hebra de ADN. Para comenzar con la
sintesis de la cadena complementaria se requiere de la presencia de cebadores o primers, que son
secuencias cortas de nucleotidos sintéticos (oligonucléotidos), los cuales hibridan de forma especifica con
las dos hebras complementarias de ADN. Los cebadores se disefian de tal manera que hibriden en los
extremos opuestos de cada hebra de la region de interés. Una vez hibridados los primers, una ADN
polimerasa termoestable produce la extensién de ambas cadenas complementarias. Concluido el primer

ciclo de amplificacién, la mezcla de reaccién se calienta nuevamente para separar la cadena original de la
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nueva, las cuales quedan disponibles para nuevos ciclos de hibridacién del primer, sintesis de ADN,

separacion de las cadenas, y asi sucesivamente.

Es decir que basicamente, la amplificacién de la secuencia de interés se consigue al realizar una serie de
ciclos repetitivos que consisten en:

1. Desnaturalizacion del ADN molde.

2. Hibridacién de los primers con el molde.

3. Sintesis del ADN complementario mediante la accién de la enzima ADN polimerasa termoestable.

e

J/ Decnatoralizacion (aeec)

J/ Templar cebadores (55°0) Pepets
epetir

25-35 X

\L Extender cebadores (#2°C)

Figura 1: Pasos de lareaccion de amplificacién por PCR.

El resultado de una reacciéon de PCR es que al final de n ciclos, la reaccion contiene un maximo tedrico de
2" moléculas de ADN de doble cadena que son copias de la secuencia de ADN comprendida entre los
primers especificos. Si se realizan 20-30 ciclos del proceso de PCR, se pueden obtener varios millones de

copias de la secuencia de interés, flanqueada por los primers utilizados en la amplificacion.

4to ciclo
s (e buscado <:
<kr ciclo Ampliacién exponencial
2do ciclo
— <= Figura 2: Amplificacion
. <:_— exponencial del ADN
———————( lerciclo ----p= Ciclo 35
Plantilla de ADN 1 fp— durante lareaccion de PCR.
= 2= S

2 copias 8copias  8copias 16 copias
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Ventajas y usos

- Se dispone, en forma rapida y eficaz, de cantidades suficientes de una determinada secuencia de DNA
para su posterior estudio molecular.

- Diagnéstico de patologias genéticas o adquiridas

- Investigacion sobre los defectos moleculares todavia no definidos

- Aplicacién a la medicina forense y legal

- Deteccidn de patdgenos responsables de enfermedades infecciosas

En el Trabajo Practico utilizaremos la técnica de PCR como método diagnostico de un microorganismo
patégeno de transmision sexual. Mycoplasma genitallium es una bacteria de transmisién sexual que causa
uretritis en hombres y mdaltiples sindromes inflamatorios del tracto reproductor en la mujer. El diagndstico de
esta infeccion mediante métodos bacterioldgicos convencionales resulta laborioso y poco préactico, ya que
demora hasta 90 dias en crecer en medios de cultivo especificos debido a su limitado metabolismo. Por
este motivo, el método de eleccién en la clinica para la deteccién de este patégeno es la PCR, ya que

constituye una herramienta sensible, rapida y especifica.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A- AMPLIFICACION POR PCR DE MUESTRAS DE ADN

La muestra a amplificar corresponde a ADN total extraido a partir de muestras de secreciones cervicales
recolectadas mediante raspado vaginal de mujeres en edad reproductiva.

M. genitallium serd detectado mediante amplificacién por PCR de un fragmento de 281 pb correspondiente
al gen que codifica para la adhesina bacteriana MgPa con el juego de primers especificos:

MgPa-1: 5'-AGT TGA TGA AAC CTT AAC CCC TTG G-3'
MgPa-3: 5-CCG TTG AGG GGT TTT CCATTITTTG C-3'

Los pasos son los siguientes (utilizar guantes para todas las operaciones: la piel contiene DNAsas y
RNAsas que degradan la reaccion):

1. Preparacion de la mezcla de reaccién de PCR:

Agregar en un tubo de PCR de 0,5 ml los siguientes reactivos:

Reactivos pl
H20 24.6 ul
Buffer 10X 5ul
Cl2Mg 50 mM 5ul
dNTPs 5ul
Primer MgPa-1 25ul
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Primer MgPa-3 2.5 ul
DNA 5ul

Taq 0.4 pl
Volumen final 50 ul

Nota:

- Los 5 pl de ADN gendmico del paciente corresponden a unos 200 ng de ADN.

- Mezclar bien y asegurarse que todo el material quede en el fondo del tubo.

- Agregar sobre la mezcla (sin tocarla) 20 pl de aceite mineral (vaselina liquida) en caso de no poseer hot lid

el termociclador.

La mezcla final contendra

- dATP 125 uM, dTTP 125 pM, dCTP 125 pM, dGTP 125 uM (los dNTP son nucleétidos activados que se
usan para construir las hebras de ADN)

- Primer 5' 1 pM (define el extremo 5’ del sector de ADN a amplificar)

- Primer 3' 1 uM (define el extremo 3’ del sector de ADN a amplificar)

- Taqg polimerasa 1 unidad (extiende la hebra de ADN naciente)

- Cl2Mg 5 mM (actia como cofactor de la enzima Taq polimerasa)

- ADN gendmico 200 ng (es el molde donde van a hibridar los primers)

- Buffer (Tris 200 mM pH 8.4, KCI 500 mM), (otorga las condiciones de pH e iones necesarias para la

reaccion)
2. Programacién del termociclador:
El termociclador sera programado de la siguiente manera:

> Iniciacion 94 °C durante 3 min (desnaturalizacién del ADN inicial)

> 35 ciclos de 94 °C durante 1 min (desnaturalizacion del ADN para iniciar cada ciclo)
60 °C 1 min (temperatura de hibridacién de los primers con el ADN)
72 °C 1 min (temperatura 6ptima para que la Taq polimerasa extienda las cadenas)

> Finalizacion 72 °C durante 5 min (brinda el tiempo necesario para que se completen todas las cadenas
gue se estan sintetizando)

dNTPs

primers buffer
2+ wy
¢ W § "

3
2 |

Termociclador

Muestra clinica Extraccion
de ADN Mezcla de PCR Amplificacion

Figura 3: Pasos de lareaccion de amplificacion por PCR.

55



B- ANALISIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DEL PRODUCTO DE PCR AMPLIFICADO

Se correra una electroforesis en gel de agarosa al 1% en Buffer TAE a 100 Volts hasta que el frente de
corrida alcance 2/3 del gel. Seran sembrados 5 pl de cada una de las muestras. Antes de sembrar, las
muestras deben ser mezcladas con Loading buffer 6X (0.25% azul de bromofenol en glicerol al 30%). Luego

de terminada la corrida, el gel se tefiira con SYBR Safe para su posterior andlisis en el transiluminador.

Resultados esperados: se espera detectar la presencia de una banda amplificada de 281 pb en las

muestras que resulten positivas para la infeccion con M. genitallium.
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