DEPARTAMENTO
DE
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

|
UNIVERSIDAD DE

-

VIEDO

GRADO EN INGENIERIA QUIMICA

PRACTICAS DE BIOQUIMICA

Curso /

APELLIDOS:
NOMBRE:
GRUPO:

PDL - dic 2022



Normas generales

1. Las practicas empiezan todos los dias a la hora estipulada. Por favor, sea puntual.
2. El uso de la bata es obligatorio.

3. Sea cuidadoso con el material. Compruebe el primer y ultimo dia que el material esta
completo, segun la lista que se adjunta. Si falta algo, comuniquelo a los profesores de practicas.

4. Antes de cada practica, lea cuidadosamente el guion que le corresponde.
5. Al final de cada practica, lave y guarde en la taquilla todo el material que haya utilizado.

6. Los tubos y pipetas se deben lavar con abundante agua corriente en el grifo, posteriormente
aclararlos con agua destilada del frasco lavador, y luego dejarlos escurrir en posicion invertida y
estable.

7. Cada dia se debera completar el cuaderno en el que se recojan los procedimientos, resultados
y conclusiones de la practica correspondiente. Complete todos los apartados en el laboratorio o en
casa.

8. El dia del examen de practicas, se entregara este guion al profesor CON TODAS LAS
GRAFICAS REPRESENTADAS Y TODOS LOS APARTADOS CONTESTADOS. El
profesor devolvera el guion a los alumnos que no lo hayan completado, y las practicas no seran
validas.

Material de laboratorio

Pipetas de 10 o0 S ml

Pipetas de 1 0 0,5 ml

Probeta de 100 ml

Frasco lavador

Vasos de precipitados de 250 0 100 ml
Tubos Falcon

Gradillas

Tubos de ensayo

Pera para pipeta o propipeta

Juego de 3 micropipetas automaticas
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Practica 1.
Estudio de la composicion proteica de muestras biologicas

En esta practica se pretende analizar la composicion proteica de muestras de origen bioldgico
aportadas por los alumnos, como leche, saliva, lagrimas, suero sanguineo, u otras disoluciones que se
puedan conseguir en el entorno personal. Para ello, los alumnos deben aportar entre 0,2 y 0,5 ml de
la muestra en un tubo suministrado por el profesor.

Los rangos de referencia para la concentracion proteica de algunas de estas muestras son: clara
de huevo 100-120 mg/ml; leche 25-35 mg/ml; saliva 0,3-3 mg/ml; lagrimas 5-10 mg/ml; suero
sanguineo 60-80 mg/ml.

El andlisis se lleva a cabo usando dos técnicas distintas: una determinacioén cuantitativa de
proteina total usando el reactivo de Bradford, y un andlisis de la composicion proteica mediante
electroforesis en poliacrilamida con SDS.

Practica 1A.
Determinacion cuantitativa de proteina total por el método de Bradford.

Introduccion.

En esta practica cada alumno determinara la concentracion de proteina total en la muestra que
haya elegido analizar. Ademas del dato en si, ello permitira estimar el volumen de muestra a analizar
por electroforesis en la Practica 1B.

El ensayo de medida de la concentracion de proteina total de la casa comercial Bio-Rad por el
método de Bradford es un método colorimétrico simple, basado en que la unidon de un colorante a
proteinas provoca un cambio en sus caracteristicas de absorcion, cambio que tiene lugar de forma
proporcional a la concentracion de proteina presente.

El colorante mas utilizado para tefiir
proteinas, tanto en ensayos liquidos como en CBB R-250

geles de electroforesis, es el CBB, Coomassie <N®

Brilliant Blue, 0 Azul de Coomassie. EICBBR- 1038 O b )
250 y su derivado dimetilado CBB G-250 tifien @_\ >
las proteinas de color azul brillante. En medio N Q 4

acido se unen a ellas mediante interacciones <

electrostaticas con residuos aminoacidicos CH3 O

basicos (Lys, His y sobre todo Arg) y mediante o
interacciones hidrofobicas con los residuos CBB G-250 HN‘QO
aromaticos.

En el ensayo de Bradford, el maximo de absorbancia del colorante CBB G-250 en solucion
acida cambia desde 465 nm a 595 nm cuando se une a proteinas. El coeficiente de extincion de los
complejos colorante-proteina se mantiene constante durante un intervalo de concentracion de 10
veces. Por lo tanto, se puede aplicar la Ley de Lambert-Beer (Abs = ¢-c-1) para la cuantificacion de
la proteina presente en una muestra mediante la seleccion de la proporcion adecuada entre volumen
de colorante y concentracion de la muestra.

Tanto el cambio de color debido a la union del CBB G-250 a la proteina como la variacion en
la respuesta de color con la concentracion de la misma se pueden atribuir a que el colorante presenta
tres especies absorbentes: una cationica roja, una neutra verde, y una anionica azul. Al pH del ensayo,
las moléculas de colorante estan doblemente protonadas y por tanto en la forma cationica roja. La
union del colorante a la proteina estabiliza la forma azul anidnica, que se detecta a 595 nm. Las

interferencias de compuestos no proteicos con el ensayo se deben a su capacidad para desplazar el
equilibrio entre las tres especies. Asi, compuestos interferentes como algunos detergentes,



flavonoides y tampones basicos, estabilizan la especie neutra verde mediante union directa o mediante
cambio del pH.

La medicion de la absorbancia de las muestras a 595 nm, y la comparacién de sus valores con
los de una recta patron de absorbancia obtenida con distintas cantidades de una proteina estandar
permiten obtener una medida de la concentracion de proteina. Esta medida es precisa en un amplio
rango de concentraciones, aunque la respuesta no es totalmente lineal. El procedimiento de ensayo
que usaremos se utiliza para muestras con cantidades entre 1 y 20 ug de proteina.

Como con cualquier ensayo ——

colorimétrico de proteina, hay Asgg

variacion en la respuesta del color = 080

ante diferentes proteinas. La

mejor proteina para ser utilizada 0,40

como estandar para la obtencion

de la recta patréon es la propia 0,30

proteina que se estd ensayando. —# Recta
Como esto suele ser 0,20

impracticable, se debe escoger

otra proteina como estandar 0,10

relativo, idealmente una que de un

rendimiento de color similar a la 0.00 | | | |
de la proteina o proteinas que se 0 5 10 15 20
estd(n) ensayando. Si se desean Mg (BSA)

solo  valores relativos de
concentracion proteica (para comparar entre si muestras de naturaleza similar), cualquier proteina
puede ser usada como estandar. Se usa frecuentemente albimina de suero bovino (BSA).

Reactivos.
- Bio-Rad Protein Assay Dye. Reactivo de Bradfrod comercial.
- Albimina de suero bovino (BSA) 25 pg/ml.

Tubo BSA problema ul H,O ug de Rect. Asos
25 pg/ml proteina | Bradford

blanco 0pul - 1600 0 400

1 160 pl - 1440 4 400

2 320 pl - 1280 8 400

3 480 pl - 1120 12 400

4 640 pl - 960 16 400

5 800 pl - 800 20 400

6 - leche 1 (1/20) 10 pl 1595 ? 400

7 - leche 2 (1/20) 10 pl 1595 ? 400

8 - salival 10 pl 1590 ? 400

9 - saliva2 10 pl 1590 ? 400

Procedimiento.

Utilizar tubos desechables de 10 ml. Para la recta patron, a partir de la preparacion de albimina
25 pg/ml preparar las muestras que se indican en la tabla. Respecto a las muestras problema, diluirlas
1/20 con agua destilada si es preciso, para que queden dentro del rango de medida. Dispensar el
volumen de cada muestra problema. Completar con agua destilada hasta un volumen final de 1600

ul.



Preparar en tubos de 10 ml las mezclas de reaccion con los patrones de BSA y los problemas.
Mezclar con agitador Vortex. Esperar 2 min y afiadir a cada tubo 400 pl del Reactivo de Bradford
Bio-Rad a todos los tubos, incluido el Blanco. Mezclar bien con el Vortex y esperar 15 min.

Determinar la Asos transfiriendo cada muestra a una cubeta del espectrofotometro. Primero
ajustar a cero el aparato con el Blanco y luego medir los valores del resto de los tubos.

Resultados.
a) Representar graficamente los datos de la recta patron.

b) Calcular la concentracion de proteina de los problemas usando los datos de la recta patron.

Muestra Vol. (ul) | Ases | pg prot. Conc. prot. (mg/ml)




Practica 1B.
Analisis de la composicion proteica por SDS-PAGE.

Introduccion.

Una vez conocida la concentracion de proteina en las muestras de interés, analizaremos su
composicion mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, polyacrilamide gel
electrophoresis), un método facil, rapido y econémico a nivel de muestra, pues para la deteccion de
las proteinas se requieren solo cantidades del orden de microgramos o inferior.

Los geles de poliacrilamida se forman por la
polimerizaciéon de mondmeros de acrilamida, que genera i vﬁ\ H, /ﬁ\/
largas cadenas, y por el entrecruzamiento de éstas por la \)kmb LN N/C SN 7
metilén-bisacrilamida, proporcionando una estructura acrilamida H H
reticular tridimensional inmersa en la solucion en que se
prepare. La polimerizacion es iniciada con persulfato de §,0g2~ persulfato
amonio y TEMED. Tras polimerizar, los geles son | TEMED
transparentes, quimicamente inertes, y estables en amplios -
rangos de pH, temperatura y fuerza ionica. " 2504" radical sulfato

El tamafio de poro del gel, y con ¢l su rango de
separacion, lo determinan las proporciones totales y
relativas de acrilamida y bisacrilamida, siendo menor el
poro cuanto mayor sea el porcentaje total de ambas y
cuanto mayor sea la relacion bisacrilamida/acrilamida. El
rango de tamafos de poro esta entre 0,5 y 500 nm. "

/
fos d ! | e
La acrilamida es neurotdxica, por lo que si es CONH, CONHy CONH, CONH,
necesario preparar los geles hay que proceder con mucha
precaucion.

Las proteinas pierden su estructura nativa funcional
en presencia de agentes desnaturalizantes. En la PAGE se pueden utilizar varios, como urea,
clorhidrato de guanidina o detergentes idnicos. El mas usado es el detergente anidnico lauril sulfato
sodico o SDS (sodium dodecyl sulfate), de forma que la electroforesis desnaturalizante en
poliacrilamida en presencia de SDS, 0 SDS-PAGE, es el sistema mas utilizado para separar proteinas.
El método original fue descrito por Laemmli en 1970.

En [SDS] > 8 mM la gran mayoria de las proteinas une aproximadamente una it
molécula de SDS por cada dos residuos aminoacidicos, formando complejos con o
caracteristicas comunes. En esos complejos la union del SDS provoca la desaparicion %
de las interacciones no covalentes que mantienen la estructura de las proteinas, que se
desenrollan y adoptan una forma de cadenas extendidas semirrigidas que solo difieren
en su longitud, acorde con el tamafio de cada una. Como cada molécula de SDS
proporciona una carga negativa (del grupo SOy’), las cargas propias de las proteinas
quedan enmascaradas o anuladas y los complejos proteina-SDS estan cargados
negativamente de forma uniforme. Asi, estos complejos se comportan como
polianiones que tienen la misma forma alargada y la misma densidad de carga (o
relacion carga/masa), que ademas tiene un valor muy alto.

Por otra parte, en algunas proteinas hay puentes disulfuro, que son enlaces covalentes
formados por la oxidacion de dos grupos —SH de cadenas laterales de Cys, bien entre residuos de la
misma cadena polipeptidica o de distintas cadenas. Para conseguir el desplegamiento total de las
cadenas polipeptidicas, los puentes diS se deben romper mediante tratamiento de las muestras con un
agente reductor como el B-mercaptoetanol o el ditiotreitol.

En un sistema de SDS-PAGE, la fuerte carga negativa de los complejos proteina-SDS los
impulsa a moverse rapidamente hacia el polo positivo. Al usar geles con el rango adecuado de tamafio
de poro, se produce el efecto de tamiz molecular, y se consigue la separacion de las proteinas a través
del gel de poliacrilamida exclusivamente en funcién de su Pmol: las de mayor tamafo presentaran

metilenbisacrilamida

73

C{\O
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mas resistencia a pasar por los poros del
gel y migraran mas lentamente que las de
menor tamafio. A menor masa mayor
distancia de migracion en el gel, y
viceversa: hay una relacion inversa entre
el log del Pmol de una proteina y su
movilidad electroforética.

Si se representan los valores de
log Pmol frente a la movilidad de un
grupo de proteinas, se obtiene una
relacion lineal. Asi, se puede utilizar un - e
conjunto de proteinas de Pmol conocido S el
y someterlo a SDS-PAGE en el mismo
gel en el que se analicen proteinas cuyo Pmol se desea conocer. En esas condiciones se obtiene una
recta patron que permite calcular el tamafio de una proteina problema.

La relacion lineal entre log Pmol y movilidad se mantiene en un intervalo limitado de Pmol,
que cambia para cada concentracion de acrilamida. Los tamafios mas habituales de las proteinas (entre
5y 150 kDa) se separan bien en los rangos de tamafio de poro generados con concentraciones de
acrilamida entre el 4% y el 15%, y la concentracion mas usada es el 10% (que discrimina entre ~ 15
y 70 kDa). Para mejorar la resolucion en un intervalo mas amplio de Pmol se usan geles con gradientes
de concentracion de acrilamida, como los del 4-15% que usaremos en la practica. Como son dificiles
de preparar se suelen comprar prefabricados.

log Pmol

Una vez separada en un gel de SDS-PAGE, para visualizar la composicion proteica
de una muestra, es necesario elegir un sistema de tincién o deteccion colorimétrica. El
mas habitual es el del Azul de Coomassie, que usa la variante CBB R-250 (ver pag. 4).
Esta tincion es simple y relativamente rapida, y permite detectar hasta ~ 0,1 pg por banda,
con respuesta cuantitativa (correspondencia entre cantidad de proteina e intensidad de la
banda) hasta 15-20 pg.

El colorante no se une a la poliacrilamida con alta afinidad, pero penetra en la
matriz del gel y se une con baja afinidad, por lo que se necesita también un paso posterior
de destincion. Las tinciones y destinciones con CBB se emplean habitualmente en
soluciones de metanol o isopropanol con acido acético, y dan como resultado final bandas
azules de proteina precipitada sobre un fondo transparente.

| 1
0 00| T

| |
i

En resumen, la SDS-PAGE es la electroforesis mas utilizada para el analisis de proteinas
porque: 1) la mayoria de las proteinas interacciona de forma parecida con el SDS, con el que forman
complejos que provocan la desnaturalizacion de las cadenas polipeptidicas; 2) si también se tratan
con agentes reductores, los polipéptidos se despliegan e individualizan totalmente; 3) los complejos
proteina-SDS tienen carga negativa y migran hacia el polo positivo en electroforesis; 4) su carga es
muy elevada, por lo que su velocidad de migracion también lo es y las electroforesis son muy rapidas;
5) la densidad de carga es la misma en todos los polipéptidos, por lo que su separaciéon depende
solamente del Pmol, cuyo log es proporcional a la movilidad, y 6) los complejos proteina/SDS se
tiien facilmente.

Los procesos de manejo y tincién de los geles de los geles son largos y complicados para
personas sin experiencia, por lo que corren a cargo de los profesores.

Soluciones.
- Tampon de reservorios (10x): Tris 248 mM, glicina 1,92 M, SDS 1%.
- Tampon de muestra (4x): Tris-HCI1 0,25 M pH 6,8; SDS 8%; -mercaptoetanol 2,5%; glicerol
35%; azul de bromofenol 0,05%.



- Soluciones de tincion y de destincion.

Procedimiento experimental.

Las muestras deben contener una cantidad baja de sales (si es necesario hay que dializar,
precipitar, etc). Las muestras deben tener un volumen entre 5 y 30 ul, y una cantidad de proteina entre
20y 100 pg. Para preparar las muestras se mezclan tres voliimenes del problema con un volumen de
tampon de la muestra. (ejemplo: 9 ul de muestra + 3 pl de tampon de muestra). La mezcla se incuba
durante 3-5 min a 95°C. También hay que tener una mezcla de proteinas patrén cuyos Pmol sean
conocidos.

Leche: 1 pl de leche + 14 ul de agua + 5 pl de t. de muestra.

Saliva: 15 pl de saliva + 5 pl de t. de muestra.

Lagrimas: 5 ul de lagrimas + 10 ul de agua + 5 pl de t. de muestra.

Suero sanguineo: 0,5 pl de suero + 14,5 ul de agua + 5 pl de t. de muestra.

Clara de huevo: 0,5 pl de clara + 14,5 ul de agua + 5 pl de t. de muestra.

Electroforesis.

Se utilizan geles comerciales preparados (Mini-Protean TGX; BIO-RAD) con un rango de
concentracion de poliacrilamida del 4-15%. Cada uno tiene 10 pocillos que admiten muestras de hasta
30 pl

Limpiar la parte externa de los de los moldes de pléstico que recubren los geles con agua
destilada. Con cuidado, quitar el peine superior que hace los pocillos y despegar la cinta adhesiva
de la parte inferior. Acoplar los moldes conteniendo los geles en el tanque de electroforesis.

Preparar 1 litro del tampon de los reservorios. Llenar con €l el reservorio superior del tanque
hasta que los pocillos queden sumergidos en el tampon, y verificar que no hay pérdidas a través de
las zonas de contacto. Rellenar luego el reservorio inferior con tampon.

Cargar las muestras en los distintos pocillos, apuntando a cual corresponde cada uno. Uno de
los pocillos de un extremo del gel se utiliza para cargar la muestra con la mezcla de proteinas patron
de Pmol conocidos.

Conectar los cables eléctricos entre el tanque de electroforesis y la fuente de alimentacion y
aplicar la corriente eléctrica. Normalmente se utilizan 100 V/gel, hasta que el marcador de frente azul
de bromofenol llegue al extremo inferior del gel.

Tincion.

Finalizada la electroforesis, se desarma el aparato y se separan los cristales que contienen el
gel. Se corta el gel de empaquetamiento y se deposita el gel analitico en la solucidon colorante durante
20 min a 55°C en agitacion. Después se devuelve el colorante a la botella, se lava rdpidamente el gel
con agua y se afiade solucion decolorante y trocitos de esponja para captar el colorante. Para el
desteiido, el gel se incuba a 55°C en agitacion hasta que el fondo del gel se aclare y permita ver las
bandas de proteina. Si la solucién decolorante se pone muy azul es necesario eliminarla y cambiarla
por otra para acelerar el proceso.

Calculo de tamafios y comparacion de datos.



Medir la migracion a partir del comienzo del gel analitico para cada una de las bandas de la
mezcla de patrones marcadores y de las proteinas analizadas.

100

90
80
70 |

Proteinas patron
Pmol (kDa) | distancia (mm)

60

50 |-

ol

Peso molecular, KDa (escala logaritmica)

0 -
3 Pmol
de la
proteina
20
Migracion

de la proteina
desconocida

10 1 1 1

0 4 8 12

Distancia migrada en el gel, cm

Representar en una grafica semilogaritmica el logaritmo del Pmol de los marcadores
(ordenadas) frente a su migracion en el gel (abscisas), y establecer un recta/curva patrén.

En base a su migracion, calcular por interpolacion con la recta patron el Pmol aproximado de
al menos tres de las proteinas mayoritarias (mas visibles) de las muestras analizadas de leche de vaca
y saliva humana.

Buscar informacién sobre la composicion proteica de la leche y saliva, e identificar las
proteinas escogidas en base a su Pmol.

Proteinas mayoritarias de las muestras
muestra distancia (mm) | Pmol calculado (kDa) posible proteina
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Representacion de la movilidad (en mm) de las proteinas patrén (abscisas) frente al logaritmo
de su Pmol (ordenadas), y calculo del tamafio de proteinas problema.
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Practica 2.
Efecto del pH sobre la actividad de la fosfatasa.

Introduccion.

En una reaccidn catalizada por un enzima hay varios factores que pueden afectar a la actividad
enzimatica, incluyendo el tiempo de reaccion, la concentracion de enzima, la temperatura, el pH, la
concentracion de sustrato, la concentracion de iones o la posible presencia de sustancias inhibidoras
de la accion enzimatica.

La mayor parte de los enzimas poseen un pH caracteristico al que su actividad es maxima,
llamado pH dptimo. En la mayoria de los casos la actividad disminuye notablemente por encima y
por debajo de ese pH, aunque hay enzimas con distinto perfil de dependencia del pH. Por ejemplo,
algunas presentan mas de un pH 6ptimo y otras son insensibles al pH. Es frecuente que el pH 6ptimo
de un enzima coincida con el del entorno fisiologico en el que suele actuar.

uimotripsina
d b pepsina

papaina

actividad

colinesterasa

i 1 - ! 1 ! : I 1 I 1 1

6 g 10 4 b & 10 4 3 : 6 8
pH pH pH pH
En esta practica se va a averiguar el pH Optimo al que actia la fosfatasa, un enzima que cataliza
la eliminacion de grupos fosfato por hidrélisis de sustratos fosforilados.

N

Determinacion de la actividad de la fosfatasa.
Mediremos su actividad mediante la reaccion:

para-nitrofenil-fosfato + HO — para-nitrofenol + fosfato

NOZ NOZ :OH 0O o]
| acido | alcalino
i
H,0 + fosfatasa + HsPO, P | N
> N F
> H
o] OH |

&’O3H2 :8:/%\9: :8-‘/2’\9: ;8;/2)\;9‘?

El sustrato para-nitrofenil-fosfato no absorbe luz de A = 430 nm, pero el producto para-
nitrofenol si la absorbe. La forma no disociada del p-nitrofenol, presente en medio 4cido, no absorbe
radiacion en el rango visible, mientras que la estructura quinoide, presente en el medio alcalino, si lo
hace. En esas condiciones, el p-nitrofenol tiene color amarillo, con un méximo de absorbancia a 400
nm. No obstante, la determinacion se hara a 430 nm para evitar interferencias por parte del sustrato
p-nitrofenilfosfato, que absorbe algo de luz a 400 nm.

La determinacion de la actividad de la fosfatasa se realiza midiendo la concentracion del p-
nitrofenol liberado por accidon del enzima durante un periodo de tiempo determinado, en las
condiciones de ensayo empleadas. Para ello se mide la absorbancia del p-nitrofenol, que es
proporcional a su concentracion segin la Ley de Lambert-Beer (Abs = €-c-1).

Determinacion del pH optimo de la fosfatasa.

Con objeto de averiguar el pH 6ptimo al que tiene lugar la hidrélisis del p-nitrofenil-fosfato
catalizada por la fosfatasa, se incuban a 30°C concentraciones fijas de enzima y de sustrato en distintos
tubos con un tampon de amplio rango ajustado a diferentes pHs. En el tubo cuyo pH sea el 6ptimo
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para la accion de la fosfatasa, la cantidad de p-nitrofenil-fosfato hidrolizado sera mayor, y por tanto,
la cantidad y concentracion del p-nitrofenol liberado serdn mas elevadas.

Procedimiento.
Numerar nueve tubos de ensayo, colocarlos en la gradilla y poner los siguientes reactivos:

tubo tampon enzima fosfatasa agua

1 0,6 ml de pH =2 0,2 ml de 0,2 mg/ml —

2 0,6 ml de pH =3 " —

3 0,6 ml de pH =4 " —

4 0,6 ml de pH =5 " —

5 0,6 ml de pH =06 " —

6 0,6 ml de pH =7 " —

7 0,6 ml de pH =28 " —

8 0,6 mlde pH=9 " —
Blanco — — 0,8 ml

A continuacion, introducir la gradilla con los tubos conteniendo el tampdn y la fosfatasa en
un bano graduado a 30°C.

Anadir a todos los tubos, incluido el blanco, 0,2 ml de p-nitrofenil-fosfato 20 mM con un
intervalo de 30 segundos entre tubo y tubo. Mezclar bien con un agitador Vortex (~ 5 seg) tras iniciar
la reaccidn en cada tubo. Dejar transcurrir la reaccion durante 15 min en estas condiciones.

Detener la reaccion en cada tubo (incluido el blanco) con 3 ml de Na,CO3 0,1 M, empezando
en el mismo orden que en la etapa anterior, y también con intervalos de 30 seg.

Medir la A430 en un colorimetro previamente ajustado a cero con el blanco, anotando los datos
correspondientes a los distintos pHs ensayados.

Resultados.

Representar graficamente los resultados, poniendo en abscisas el pH y en ordenadas los
valores de absorbancia a 430 nm.

Teniendo en cuenta que el valor del coeficiente de extincion molar del p-nitrofenol a 430 nm
es €430 = 11000 M!'-cm™!, calcular los pmoles de p-nitrofenol liberados por minuto (U, unidades de
actividad enzimadtica), cuando el enzima funciona en condiciones Optimas de pH y a 30°C de
temperatura.

tubo Au30

=
s

(o<l IR e N LU, T} BN SN ILUS I I \O)
O |0 [([J|N|[n | |W]|
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Efecto del pH en la actividad del enzima fosfatasa.

Calculo de las unidades de actividad enzimatica para el valor optimo de pH:
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Practica 3.
Determinacion de la Kv de la fosfatasa acida para el p-nitrofenil-
fosfato y de la K; para su inhibicion por fosfato.

Introduccion.

La actividad enzimatica se ve afectada por varios factores, uno de los cuales es la
concentracion de sustrato. En la mayoria de los enzimas el aumento de la actividad enzimaética a
medida que aumenta [S] sigue una curva de tipo hiperbolico, con un tramo final asintético en el que
el enzima tiende a alcanzar su velocidad méxima Vmax a [S] muy altas.

La constante de Michaelis (Km) se define como la concentracion de vV [S]
sustrato para la cual la velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad max
maxima Vmax. Sirve pues para conocer la afinidad del enzima por el sustrato y
saber la [S] minima a la que hay que realizar los ensayos enzimaticos.

°IS] + Ky

La inhibicion enzimatica se define como la disminucién de la velocidad de una reaccion
enzimatica provocada por la presencia de una sustancia denominada inhibidor, que se une al enzima
provocando un efecto reversible o irreversible. La inhibicion reversible puede ser competitiva, no
competitiva, acompetitiva o mixta, lo que se refleja respectivamente en un aumento de la Ky, una
disminucién de la Vimax, 0 en efectos sobre ambos parametros.

La constante de inhibicidn (K;) se define como: E+1< EI Ki=[E]-[1] / [ET]

Cuando [E] = [EI], K;i = [I]. Asi, K es la concentracion de inhibidor necesaria para que esté
unido al 50% de las moléculas de enzima, por lo que mide la afinidad del enzima por el inhibidor.

En la inhibicién competitiva, tanto el sustrato como el inhibidor se unen al centro activo del
enzima, y son mutuamente excluyentes. En presencia de un inhibidor competitivo aumenta la Km,
pero no disminuye la Vmax:

v
k=K, @+ 1)y = omexlS]
Ki Ky?® + [S]

Por el contrario, en la inhibicion no competitiva el inhibidor se une a un sitio distinto del
centro activo, por lo que no compite con el sustrato por la unién. Por ello no altera la Ky, pero
disminuye la Vmax. Asi, en presencia de un inhibidor no competitivo:

V.. a=V /(1+_[_Il) \V} =Vma_xap[3_]
max max Ki 0 KM+[S]

Determinacion experimental de la Km y 1a Viax.

La determinacion de la Km y la Vimax de la fosfatasa acida para el p-nitrofenil-fosfato se realiza
llevando a cabo varias reacciones en distintos tubos con una cantidad fija de enzima y en las mismas
condiciones de pH (el 6ptimo) y temperatura (30°C), pero con diferentes concentraciones del sustrato
p-nitrofenil-fosfato. Tras llevar a cabo la reaccion se determina la concentracion del p-nitrofenol
liberado en cada caso midiendo la A430 en medio alcalino.

A continuacion se usa la representacion de Lineweaver-Burk para determinar graficamente
los puntos de corte en los ejes de abscisas y ordenadas, que dan los valores de - 1/Km ¥ 1/Vimax,
respectivamente.
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Determinacion experimental de la Km? y la Ki.

La determinacion de la K para el fosfato se realiza incubando el enzima en las condiciones
anteriores, pero en presencia de una concentracion constante del inhibidor competitivo fosfato. Una
vez obtenidos los datos, se vuelve a usar la representacion de Lineweaver-Burk para calcular el valor

de - 1/ Km®, ya que 1 / Vimax debe ser el mismo.
1 (K ) 1,1
VO Vmax [S] Vmax
Luego se calcula el valor de K con la formula: 1]
KMap = KM (1 T )
|

Procedimiento.
Colocar los tubos de ensayo en la gradilla. Poner en cada tubo los siguientes reactivos:

tubo agua p-nitrofenil-fosfato | tampon (*¥)
1 575 ul 25 pl de 2 mM 200 pl
2 550 pl 50 ul de 2 mM 200 pl
3 500 ul 100 pl de 2 mM 200 pl
4 400 pl 200 pl de 2 mM 200 pl
5 200 pl 400 pl de 2 mM 200 pl
6 550 pl 50 pl de 20 mM 200 pl
7 500 pl 100 pl de 20 mM 200 pl
8 400 pl 200 pl de 20 mM 200 pl

tubo agua p-nitrofenil-fosfato | tampon (*) | KH,PO4 10 mM
9 375 ul 25 pl de 2 mM 200 pl 200 pl
10 350 ul 50 pul de 2 mM 200 pl 200 pl
11 300 pl 100 pl de 2 mM 200 pl 200 pl
12 200 pl 200 pl de 2 mM 200 pl 200 pl
13 — 400 pl de 2 mM 200 pl 200 pl
14 350 ul 50 pl de 20 mM 200 pl 200 pl
15 300 pl 100 pl de 20 mM 200 pl 200 pl
16 200 pl 200 pl de 20 mM 200 pl 200 pl

Blanco 600 pl 200 pl de 20 mM 200 pl —

(*) Tampon acetato 0,2 M pH = 5,0, que esté en la zona 6ptima de actividad del enzima

Seguidamente, introducir la gradilla en un bafio a 30°C y afiadir a cada uno de los tubos
excepto el blanco, 200 pl de la disolucion de fosfatasa 4cida 0,2 mg/ml (que contienen 0,1 U/ml de
actividad enzimadtica), con un intervalo de 30 seg entre tubo y tubo. Agitar los tubos en el agitador,
volverlos al bafio e incubar durante 15 min a 30°C.

Detener la reaccion en cada tubo con 3 ml de NaCO3 0,1 M (incluido el blanco), empezando
en el mismo orden que en la etapa anterior y también con intervalos de 30 seg. Medir la A430 en un
colorimetro ajustado con el tubo blanco, anotando los datos correspondientes a las distintas
concentraciones de p-nitrofenil-fosfato ensayadas, sin y con inhibidor.
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Resultados.

Calcular el porcentaje de inhibicion producida por el fosfato para cada concentracion de
sustrato y anotarlo en la tabla.

Representar los resultados segun Michaelis-Menten, poniendo en abscisas las concentraciones
iniciales (en mM) de p-nitrofenil-fosfato en la mezcla de reaccion, y en ordenadas los valores de A43o,
como medida de las velocidades de reaccion Vy en las series sin y con inhibidor.

Representar los resultados seglin Lineweaver-Burk, con los inversos de las concentraciones
en abscisas frente a los inversos de las A430 en ordenadas.

Calcular los valores de Km, Vimax, Km* y Kj, a partir de los puntos de interseccion con los ejes
de abscisas y ordenadas obtenidos en ausencia y en presencia del inhibidor. Sefialar la posicion de los
tres primeros en la representacion de Michaelis-Menten.

SIN inhibidor
tubo [So] 1/[So] Au30 1/A430

1 -

(ool IR o) N IV, T BN SN IUS I I \O)
|

CON inhibidor

tubo [So] 1/[So] Agzo  1/A430 % inh.
9
10
11
12
13
14
15
16

1. Valor de la Ky (en mM) de la fosfatasa para el p-nitrofenil-fosfato

2. Valor de Vmax (en umol de producto / ml-min = mM/min), sabiendo que €430 = 11000 M!-cm™!

3. Valor de K; (en mM) de la fosfatasa para el fosfato

4. Teniendo en cuenta la Vmax y la concentracion de la fosfatasa (0,2 mg/ml), calcular la actividad
especifica en unidades enzimaticas (umoles/min) por miligramo de proteina (U/mg).
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Representacion de Michaelis-Menten
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Practica 4.
Purificacion del DNA plasmidico de Escherichia coli.

Introduccion.

Los plasmidos son moléculas de DNA extracromosomico, circulares y de pequefio tamatfio,
que se encuentran en muchas especies de bacterias, arqueas y levaduras, en las que se replican de
forma independiente al cromosoma. A diferencia del DNA cromosomico, no son necesarios para la
viabilidad general de la célula, aunque suelen contener genes de supervivencia o adaptacion a
condiciones especiales, como los que confieren resistencia a antibidticos o los que permiten el uso de
nutrientes poco habituales.

Los plasmidos se transmiten de células madres a células hijas (transmision vertical), pero a
menudo también entre individuos compatibles entre si, mediante el proceso de conjugacion (t.
horizontal). Este es el origen de las cepas bacterianas multirresistentes a antibidticos, que han ido
incorporando, por transmision vertical u horizontal, muchos plasmidos de resistencia. Esto supone un
problema sanitario de primera magnitud y aboga por el uso responsable de los antibidticos, ya que
tratamientos incompletos, asi como la presencia de antibidticos en el medio ambiente, permiten
seleccionar y propagar las bacterias resistentes.

Por otra parte, la importancia de los plasmidos en Biologia Molecular es enorme, porque se
usan como vectores de clonacion, es decir, como moléculas de DNA capaces de replicarse de forma
independiente dentro de una bacteria, incluyendo los fragmentos ex6genos de DNA que hayan sido
insertados en ellas. Asi, si incluimos el DNA de un gen cualquiera en un plasmido (lo que se llama
clonacion del gen), e introducimos el plasmido en bacterias en cultivo, al crecer éstas obtendremos
en su interior muchas copias del plasmido con el gen de interés para su manipulacion, estudio o
expresion. Como sistema hospedador se suele usar una de las multiples cepas de laboratorio de la
bacteria Escherichia coli.

Para ser utilizado como vector de clonacién en bacterias, un plasmido debe poseer la
capacidad de replicacion autonoma en ellas, ser lo mas pequeflo posible para permitir un facil
aislamiento y manejo, presentar secuencias Unicas de corte por enzimas de restriccion, y contener
marcadores genéticos selectivos, como genes de resistencia a antibidticos. Muchas clases de
plasmidos poseen ademas la propiedad conocida como replicacion relajada, lo que les permite estar
presentes en un gran nimero de copias por célula; ello mejora mucho su productividad, y facilita su
aislamiento y purificacion, aspectos determinantes para su utilizacién como vector de clonacion.

Los plasmidos naturales no cumplen todas estas condiciones, por lo que se han desarrollado
multipleas plasmidos artificiales, combinando en una molécula pequefia caracteristicas utiles
procedentes de varios plasmidos naturales y cambiando algunas secuencias por mutacion dirigida.

El plasmido pcDNA3 es uno de los plasmidos artificiales que mas popularidad ha alcanzado
como vector de clonacion. Las caracteristicas mas importantes de este plasmido comercial son las
siguientes:

* tamafo relativamente pequefio: 5446 pb

» origen de replicacion de tipo relajado

» genes de resistencia a los antibioticos ampicilina
y neomicina, como marcadores genéticos de
seleccion en bacterias y en células animales,
respectivamente. Asi, la presencia de ampicilina en el
medio permite seleccionar las bacterias que portan
este plasmido gracias a su capacidad de crecer en
presencia de dicho antibidtico. Si se desea expresar el
plasmido en células animales, la presencia de
neomicina permite seleccionar aquellas que lo portan

* sitios unicos de reconocimiento para varios
enzimas de restriccion agrupados en un sitio miltiple
de clonacién, en los que se pueden insertar
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fragmentos de DNA exo6genos, previo corte con el enzima correspondiente y unidén gracias a una
ligasa

Adicionalmente, el plasmido pcDNA3 permite la expresion de genes en células animales, ya
que contiene el promotor eucariota CMV, y ademas permite llevar a cabo la sintesis in vitro de RNA
a partir del DNA insertado, al contener los promotores virales de la Polimerasas SP6 y T7.

El objetivo de esta préctica consiste en la purificacion del plasmido pcDNA3-TRHR, un
derivado del vector pcDNA3 que contiene clonado entre los sitios HindIIl y EcoRI un inserto de DNA
de 2129 pb correspondiente al receptor de TRH (TRH-R). El pldsmido esta contenido en la bacteria
Escherichia coli, de la que se ha crecido un cultivo que se usa como material de partida.

Vector:
pcDNA3 5446 pb

Nco | (611)
Hind 111 (889)
Sac | (944)

Xho 1 (971)

Eco RV (1435)

pcDNA3 TRH-R
7575 pb

Inserto:
TRH-R 2129 pb

Nco | (2531)
Sac | (2586)

Eco RI (3018)

Eco RV (3030)
Xho | (3051)
Sac | (3156)

Nco | (4841)

Nco | (4086)

El método con el que se llevara a cabo la purificacion se denomina /lisis alcalina, que se basa
en la desestructuracion de la membrana y la pared celular y la desnaturalizacion selectiva del DNA
cromosOomico mediante tratamiento con SDS y NaOH. En estas condiciones el DNA plasmidico
permanece en su estructura nativa. Después de neutralizar la mezcla, el DNA cromos6mico forma un
precipitado insoluble, y gran parte de las proteinas y del RNA también precipitan por tratamiento con
SDS vy alta concentracion de sales. Tras un proceso de centrifugacion se descarta el precipitado y se
obtiene el DNA plasmidico a partir del sobrenadante, mediante precipitacion con etanol en presencia
del acetato potésico, y posterior centrifugacion.
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Procedimiento.

El protocolo a seguir para la purificacion del plasmido pcDNA3-TRHR es el siguiente:

1. Poner en un tubo eppendorf 1,5 ml de un cultivo de bacterias Escherichia coli sembrado el
dia anterior, cuyas células contienen multiples copias del plasmido. Centrifugar dicho tubo 2 min en
una microcentrifuga a 13000 rpm. A continuacidn, eliminar el sobrenadante con el medio de cultivo,
dejando el sedimento de células lo mas seco posible.

2. Afadir 0,6 ml de agua, resuspender las células totalmente con el agitador, centrifugar 2 min
y quitar el sobrenadante.

3. Resuspender el sedimento de células en 100 pl de agua destilada usando el agitador.

4. Afadir al tubo 200 pl de la disolucion alcalina (SDS 1%, NaOH 0,2 M), que lisar4 las
células (el SDS es un detergente que rompe la membrana bacteriana; el NaOH sirve para
desnaturalizar el DNA cromosomico). Mezclar invirtiendo el tubo varias veces. La muestra debe
quedar clara y viscosa. Dejarlo incubar 3 min a temperatura ambiente. Si se incuba mas tiempo, parte
del DNA plasmidico se desnaturaliza.

5. Neutralizar con 150 pl de acetato potasico 3 M, pH 5. Mezclar por inversion. Apareceran
agregados blancos al precipitar el DNA cromosomico. Incubar 2-3 min a temperatura ambiente.

6. Centrifugar 5 min en la microcentrifuga a 13000 rpm.

7. Pasar cuidadosamente utilizando una micropipeta (preferentemente de tipo P200) el
sobrenadante (aproximadamente 400 pl) a otro tubo eppendorf, evitando tocar el sedimento. En este
sobrenadante se encuentra el DNA plasmidico.

8. Precipitar el DNA anadiendo 1 ml de etanol absoluto frio (—20°C). Mezclar por inversion.

9. Centrifugar durante 10 min a 13000 rpm.

10. Eliminar el sobrenadante utilizando una micropipeta y evitando tocar el fondo. El plasmido
se encuentra en el sedimento junto con parte del RNA bacteriano.

11. Afiadir 0,5 ml de etanol al 70% frio. Invertir el tubo para lavar los restos de sal, centrifugar
2 min a 13000 rpm y eliminar el sobrenadante.

12. Secar los tubos con el plasmido en una estufa a 60°C durante al menos 15 min. (*)

(*) Mientras tanto se prepararan los geles de agarosa que serviran para realizar la
electroforesis de DNA en la Prdactica 5. En ella se explica como se preparan.

13. Después de secar la preparacion que contiene DNA plasmidico y RNA, se afiaden 20 pl
de tampon TE conteniendo 0,1 mg/ml de RNasa y se agita vigorosamente en el vortex durante varios

minutos para la resuspension homogénea del DNA. Una vez resuspendido, tomar 10 pl y pasarlos a
un tubo nuevo para el corte con la enzima de restriccion correspondiente.

Digestion del plasmido con enzimas de restriccion.

Se inicia la digestion del DNA con enzimas de restriccion tal y como como se indica en la
Practica 5, y se deja incubar en una estufa a 37°C hasta el dia siguiente.
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Aar en estufa a 65°C > 15 min
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DNA plasmidico
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Practica 5.
Digestion de DNA plasmidico con endonucleasas de restriccion y
visualizacion de los fragmentos mediante electroforesis en agarosa.

Introduccion.

Una enzima o endonucleasa de restriccion es aquella que reconoce una secuencia
caracteristica de nucledtidos dentro de una molécula de DNA, llamada sitio o diana de restriccion, y
corta ambas hebras dentro de ¢l (de ahi que sean endonucleasas). Los sitios de restriccion suelen tener
4-8 pares de bases (0 mas), aunque lo mas frecuente es que sean seis.

Las enzimas de restriccion se encuentran de forma natural en bacterias y arqueas, donde
proporcionan un mecanismo de defensa contra DNAs exdgenos invasores, normalmente virus. Para
ello cortan de forma selectiva el DNA extrafio en el proceso llamado restriccion, mientras que el
DNA del huésped esta protegido gracias a la accién de un enzima metiltransferasa de modificacion,
que metila bases especificas del DNA propio y bloquea la restriccion. Juntos, estos dos procesos
forman el sistema de restriccion-modificacion.

El mecanismo del corte de ADN se realiza a través de la ruptura de dos enlaces fosfodiéster
en la doble hebra, lo que da lugar a dos extremos de DNA. Estos pueden ser cohesivos (cuando
sobresale un trozo de cadena sencilla) o romos (cuando los enlaces rotos coinciden).

Digestion con BamHI (extremos cohesivos): Digestion con Pvull (extremos romos):

5’...CGGATCCG...3’ 5°..CG GATCCG...3’ 5..ACAGCTGT...3’ 5°...ACAG CTGT..3’
J—— —

3’..GCCTAGGC...5’ 3’..GCCTAG GC..5 3. TGTCGACA...5’ 3. TGTC GACA.Y>S

Se han identificado y estudiado miles de enzimas de restriccion y sus secuencias diana, y
muchos cientos de ellas se han clonado y estan disponibles comercialmente. Se denominan con las
iniciales del nombre de la especie y cepa de la que provienen y un nlimero de orden. P.e. EcoRI es el
primer (I) enzima aislado de la cepa RY 13 de la bacteria Escherichia coli. Estas enzimas se utilizan
habitualmente para el corte de fragmentos de DNA en los laboratorios, y son una herramienta basica
en la clonacion molecular y otros procesos de Biologia Molecular.

Dos fragmentos de restriccion de DNAs de distinta procedencia pueden ser unidos a voluntad
cuando se ponen en una mezcla de reaccion gracias a la accion de un enzima llamado /igasa, que
forma enlaces fosfodiéster entre hebras de DNA. Para ello tienen que haber sido cortados con un
mismo enzima de restriccion y tener extremos cohesivos complementarios, o bien tener extremos
romos. En la practica esto se traduce en la posibilidad de obtener moléculas de DNA recombinantes
o hibridas, lo que constituye la base de la fecnologia del DNA recombinante y la clonacion génica, al
poder insertar fragmentos génicos en vectores de clonacion.

Otro de los campos en los que las enzimas de restriccion son esenciales es el diagndstico de
enfermedades genéticas relacionadas con cambios en la secuencia del DNA, ya sean mutaciones
puntuales, inserciones o deleciones. Estas pueden afectar a uno o mas sitios de restriccion,
aumentando o disminuyendo el tamano de los fragmentos que generan, o incluso eliminando o
agregando sitios de corte. El procedimiento para el diagndstico consiste en amplificar por PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) una region concreta del DNA del cromosoma donde
sospechamos un cambio genético, e incubar con una o mas enzimas de restricion para que corten en
sus sitios diana. Al analizar electroforéticamente los resultados obtenidos de una persona normal y
una afectada se observan distintos patrones de fragmentos para cada caso.

Este tipo de andlisis también se usa para el andlisis de RFLP (restriction fragment length
polymorphism), pequefias diferencias individuales que se dan de forma natural en las secuencias de
bases de un gen o un fragmento cromosoémico, y que permiten realizar distintas pruebas genéticas,
p.e. de paternidad.

En nuestro caso realizaremos un mapa de restriccion del plasmido, en el que se muestra éste
linearizado, sobre el que se indican los sitios de restriccion de las enzimas de interés.

24



El objetivo de esta practica consiste en la digestion con endonucleasas de restriccion del
plasmido pcDNA3-TRHR obtenido el dia anterior y el analisis de los fragmentos generados
mediante electroforesis en geles de agarosa, indicando su posicion en un mapa de restriccion.

El DNA y el RNA son cadenas polinucleotidicas con una carga negativa en cada nucledtido
debido a la presencia de los grupos fosfato (pKa = 2,12). El método de separacion de moléculas o
fragmentos de DNA se basa en que, a pH neutro o alcalino, estos grupos fosfato confieren a la
molécula una fuerte carga negativa, que ademas estd uniformemente distribuida y proporciona la
misma relacion carga/masa (o densidad de carga) a todas las moléculas, por lo que tienen una carga
proporcional a su longitud o Pmol.

La electroforesis de DNA se suele llevar a cabo en geles de agarosa, un soporte restrictivo
para la movilidad de los 4cidos nucleicos. La agarosa es un polisacarido lineal formado por
repeticiones de agarobiosa, que a su vez consiste en unidades alternas de galactosa y
anhidrogalactosa. Los geles se forman calentando la agarosa en un tampo6n acuoso y dejando enfriar
la solucion resultante. La formacion y propiedades del gel se deben al establecimiento de puentes de
H entre las grandes cadenas de agarosa. :

Estos geles permiten la separacion de fragmentos de DNA agarosa (%) | tamanos (Kb)
desde aproximadamente 500 hasta 50000 pares de bases (0,5-50 kpb

o kb), lo que cubre el rango de tamafos mas habitualmente usados en 0,3 5-60
Biologia Molecular. En todo caso, dependiendo del rango de tamafios 0,6 1-20
a separar se usan distintas concentraciones de agarosa, que 0,7 0,8-10,0
proporcionan distinto grado de reticulacion o tamafio de poro. Para 0,9 0,5-7,0
separar fragmentos mas pequenos (entre 10 y 500 pb) se suelen usar }'g 8';’ g'g

geles de poliacrilamida. 20 01-20

Puesto que la densidad de carga es igual en todas las moléculas - R
de DNA, al separar una mezcla de ellas en una electroforesis en
agarosa, el efecto de tamizado molecular determina la movilidad de cada molécula de forma
proporcional a su longitud. Las diferencias de movilidad entre ellas seran debidas exclusivamente a
su tamafio y las moléculas mayores tendran mas dificultad para atravesar los poros del gel que las
mas pequefias, lo que permite separarlas. Dentro de cierto rango, la movilidad electroforética de un
fragmento de DNA es inversamente proporcional al logaritmo de su longitud o Pmol. Gracias a esto,
utilizando una mezcla de patrones de DNA de tamafios conocidos, se puede obtener una recta patron
y se podran calcular las longitudes de fragmentos de DNA problema, p.e. los obtenidos al digerir un
plasmido con enzimas de restriccion.

La electroforesis en agarosa se realiza en geles horizontales sumergidos totalmente en tampdn,
en el que se han preparado una serie de calles donde introducir las muestras a analizar. A las muestras
con DNA se les afiade un tampo6n que contiene un agente densificante como el glicerol, que permite
a la muestra caer al fondo del pocillo, y un colorante como el azul de bromofenol, que permite ver la
muestra durante la aplicacion. Ademas, el azul de bromofenol actia como marcador del frente de
avance de la electroforesis, ya que tiene carga negativa y alta movilidad,
migrando como si fuera un DNA de pocos nucledtidos. Normalmente, en pb
una de las calles del gel se coloca la mezcla de patrones de tamaio
conocido para tener referencias de tamafio y si es preciso dibujar una recta

patron. .
, . . . , . . 603 | M- -
El método habitual para visualizar los acidos nucleicos es la z
deteccion con el compuesto fluorescente GelGreen, que se anade al gel 310 oY

., P ) l'“"".
de agarosa durante su preparacion. Este compuesto se une al DNA y g — “ Y

permite detectar a simple vista bandas de DNA de hasta 0,1 ng. Como las 12 ;’f - ™
bandas de DNA so6lo son visibles mientras estan expuestas a un sistema J
de iluminacidn, es necesario fotografiar la imagen para tenerla de forma e
permanente. Por otra parte, los geles pueden ser usados con fines 72

preparativos, puesto que la porcion de gel que contiene el fragmento o
banda de interés puede ser recortada y el DNA extraido de la agarosa.

OX-174 Hhal EcoRV Haell
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Procedimiento.

Digestion con endonucleasas de restriccion.
La reaccion se lleva a cabo en tubos eppendorf. Afiadir a un tubo:
- 10 pl de la disolucion de DNA plasmidico pcDNA3-TRHR de la Practica 4.
- 10 pl de una mezcla que contiene agua destilada, el tampdn adecuado y un enzima de restriccion
(HindlIll, Xhol, EcoRV o Sacl) en proporcion 7:2:1, respectivamente.
Mezclar suavemente golpeando el tubo con el dedo e incubar en un bafio a 37°C durante al
menos dos horas (puede hacerse dejarse incubando durante la noche).
Una vez digeridas las muestras de DNA, y antes de cargarlas en el gel, afiadir a cada una 5 pl
de tampon de la muestra. Esta disolucion contiene glicerol y azul de bromofenol.

Preparacion del gel y electroforesis.

El gel que se utiliza es de agarosa al 1 % en tampdn TBE (Tris 50 mM, &cido borico 50 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0). Para cada gel, pesar 0,75 g de agarosa, y ponerla en un erlenmeyer. Anadir 75
ml de tampon TBE, tapar con un erlenmeyer pequeno invertido y fundir en un horno microondas,
sacandolo y agitdndolo cada poco para que no hierva.

Cuando enfrie un poco, anadir 7,5 pl de la solucion GelGreen (dilucién 1/10000).

Mientras, limpiar con etanol un molde y cerrarlo por los lados con cinta adhesiva. Verter la
mezcla en el molde y colocar el peine cerca (~ 1 cm) de uno de sus bordes, de forma que quede
paralelo al mismo. Dejar que la agarosa solidifique sin mover el molde.

Una vez solidificado el gel, retirar el peine con cuidado y verificar que los pocillos formados
no tengan el fondo roto. Retirar las cintas adhesivas. Si no se va a utilizar el gel hasta el dia siguiente,
envolverlo en un pléstico y dejarlo en la nevera. Usar guantes.

Colocar cuidadosamente cada muestra en un pocillo del gel usando una micropipeta. Reservar
un pocillo para colocar la muestra de patrones con los fragmentos de DNA de tamafios conocidos.
Finalmente, conectar los electrodos del aparato a la fuente de alimentacion, aplicando un voltaje
constante de ~ 80 V durante 2-3 horas.

Finalmente, se coloca cada gel sobre un transiluminador que emita radiacion ultravioleta o
visible intensa. Protegidos con una pantalla se pueden visualizar los geles durante unos segundos.
Posteriormente se obtiene la imagen con un sistema fotografico.

v v
cinta adhesiva
molde echar agarosa fundida afiadir peine
al molde
P los fragmentos de DNA migran
hacia el polo positivo
una vez solidificado el gel, catodo
quitar la cinta y el peine
- - fuente
poner el gel en un tanque de eléctrica
electroforesis con tampoén
@ | anodo

aplicar las muestras mezcladas
con tampon de carga

gel sumergido en tampdn de electroforesis
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Determinacion del tamaiio de los fragmentos de DNA.

Mientras corre el gel, usar una fotografia de un gel anterior ya tefiido para medir la distancia
recorrida por las bandas de DNA, desde el centro del pocillo hasta la banda, tanto de las muestras
cortadas con los distintos enzimas de restriccion, como de cada uno de los patrones de tamafo.

Representar graficamente las distancias migradas por las bandas de DNA patron frente al
logaritmo de su tamafio en pares de bases. Trazada la recta patron, interpolar las distancias migradas

por las bandas de DNA problema para estimar su tamafio.

Resultados.

DNA patron:
GeneRuler™ 1 kb Ladder

tamafio (pb) distancia (mm)

Fragmentos de pcDNA3-TRHR

distancia (mm)

tamafio calculado

tamafio tedrico

HindIII

Xhol

EcoRV

Sacl

Dibujar el mapa de restriccion de pcDNA3-TRHR linearizado con Hind III con los sitios
de los enzimas empleados en la practica, indicando la distancia (en pares de bases) de cada uno

respecto a los sitios Hind III de los extremos.




Calculo de los tamaiios de los fragmentos de pcDNA3-TRHR usando como patrones los
marcadores de GeneRuler

10 10
9 9
8 8
? 7
6 6
5 5
& L
3 T T +— 3
2 2

10 10
9 9
8 8
1 7
6 6
5 5
4 6
3 3
2 2
1 1

28



