Practicas de Metodologia

Y

Bioguimica estructural

2. Cromatografia de filtracién molecular.

En este tipo de cromatografia los componentes de una muestra se separan de acuerdo a su tamafio y form
molecular. La base de esta cromatografia es el reparto que sufren las moléculas entre un solvente y una
fase estacionaria contenida en una matriz de porosidad definida. La columna se prepara con particulas de
una sustancia inerte que contienen poros pequefios. Al pasar una disoluciéon con moléculas de distintas
dimensiones a través de la columna, las moléculas con un tamafio mayor que el de los poros se moveran s
en el espacio que queda entre las particulas, y, por tanto, no sufrirdn retraso en su recorrido a través del
material de la columna. Sin embargo, las moléculas con un tamafio menor que el de los poros difunden hac
el interior y el exterior de las particulas con una probabilidad que aumenta a medida que disminuye el tama
molecular. Por lo tanto, las moléculas son eluidas de la columna por orden de tamafos decrecientes.

Para un determinado tipo de columna o matriz se puede calcular un parametro Kav de elucién de una
determinada molécula. La representacion grafica de Kav con respecto al logaritmo del peso molecular da ul
linea recta. Este parametro se define como:

Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo) donde,

Ve = volumen de disolvente necesario para eluir las moléculas de interés.

Vo= volumen vacio o volumen necesario para eluir una molécula que nunca entra en la fase estacionaria.
Vt = volumen total de columna.

Material de la practica.

» Tampén PBS (0,1 M de tampdn fosfato; 0,15 M de NaCl pH 7.2).
« Sephadex G-100.

e Azul dextrano (10 mg/ml). 2.106 Da

* Rojo fenol (10 mg/ml). 345 Da

* Lana de vidrio.

* Columnas de vidrio.

2.1.Preparacion de la columna de Sephadex G-100.
Nombre comercial de una matriz comercial constituida por polimeros de dextrano entrecruzados por

epiclorihidrina. El grado de entrecruzamiento va a determinar el tamafio poro y éste va a determinar el rang
de fraccionamiento de tamafios moleculares. Esta resina permite separar proteinas globulares cuyo peso

molecular esté entre 4.000 y 150.000 Da. Esto ultimo guiere decir que moléculas mayores de 150.000 Da
seran incapaces de entrar en el poro de la matriz.

Preparacion de la columna en la practica.

» Previamente, a 1,5 gramos de resina sephadex G-100 se le afladen 50ml de tamp6n PBS y se deja espc



72 horas. Paso realizado por los profesores de practicas.
El esquema de la columna es:
Los pasos que se siguen para preparar la columna para la filtracién molecular son:

« Se afladen a la columna, con la pinza cerrada, 25 ml de PBS y se hace una sefial de la altura a la que lle
en la columna esos 25 ml. Esta marca sera la altura hasta la que debe llegar la resina en la columna.

» Poner lana de vidrio en la parte de debajo de la columna, para que, al afiadir la resina, esta Ultima quede
retenida por la lana.

« El sephadex suspendido en PBS se echa en la columna, al principio en grandes cantidades y después pc
poco con pipeta Pasteur, hasta que la resina llegue a la marca anteriormente mencionada. Hay que tenel
extremo cuidado de que la columna no pierda demasiado PBS y se seque, de modo que siempre tiene q
haber algo de PBS por encima del frente de compactacion de la resina. También hay que tener cuidado ¢
echar la suspension de la resina para que no se formen burbujas en la columna, ya que estas burbujas
dificultarian la elucion de la muestra a través de la columna.

Lo que sucede al echar la resina en suspension y abrir la pinza es que el PBS pasa a través de la lana de v
y se pierde, mientras que la resina queda retenida por la lana y se va empaquetando poco a poco.

Terminado el empaquetamiento, siempre poniendo mas PBS por encima del frente del empaquetamiento p
gue la resina no se seque, se afiaden unos ml de PBS por encima de la marca que hicimos. Después se pc
parafilm y se deja hasta el dia siguiente.

Incidencias.

» Rotura de una pipeta Pasteur. Fragmento de unos 4 6 5 cm que quedé incluido en la resina, por det
de la mitad de la columna.

A la altura de ese fragmento de la pipeta hay unas burbujas no demasiado grandes y no en demasie
cantidad.

« En la parte superior de la columna se observan algunas burbujas pero muy separadas y pequefias.
Creemos que no estaban en un nimero suficiente ni tenian un tamafio suficiente para que la
separacion de proteinas se viera muy perturbada.

» Suciedades y particulas, (pelillos o fibras), podrian haber entrado en la columna por falta de limpiez:
en el material del que disponiamos.

2.2. Equilibrado de la columna.
Después del empaquetamiento tenemos que equilibrar la columna.
Procedimiento.

» Abrimos la llave para que salga el PBS sobrante hasta que queden 1 6 2 mm por encima del frente de la
resina.

» Se procede a la colocacién en la superficie de la resina de 200 | de una mezcla con 40 gr de azul
dextrano, cuyo peso molecular es 2 millones g/mol, y 20 gr de rojo fenol, cuyo peso molecular es de 345
g/mol.

« Se abre la pinza para que entre la muestra en la resina pero teniendo cuidado de que no se seque la resi
puesto que al eluir la muestra estamos eluyendo también el PBS. Tenemos que afiadir PBS para que la
resina no se seque, pero esperando a que hallan entrado los colorantes. Esta adicion de PBS se debe re
poco a poco, pues si echamos mucho PBS o lo echamos a destiempo podemos diluir la muestra de
colorantes, de modo que no entre todo a la vez en la resina y, como consecuencia, la elucién no seria



correcta.

« Una vez que se abre la pinza y la muestra ha entrado en la resina comenzamos a recoger fracciones de .
ml en tubos de ensayo hasta que salga la fraccién con mas cantidad de rojo fenol.

» Después se cuenta el nimero de fracciones hasta que salga el azul, que deberia salir en una sola fraccic
(que fue lo que nos pas6), y se multiplica ese nimero de fraccién por 1,5, obteniéndose asi el volumen di
elucién del azul dextrano, que tomaremos como el volumen inicial, Vo, el que nos marcara el volumen a
partir del cual podremos obtener proteinas al eluir la muestra problema.

» La misma operacion se hace con el rojo fenol, con la Unica diferencia de que el rojo se recoge en un
volumen de elucién mucho mayor que el del azul, puesto que al ser el rojo una molécula mucho menor p:
por la columna mas despacio. Al multiplicar por 1,5 el nUmero de la fraccidon con mas cantidad de rojo
fenol tenemos el volumen de elucién del rojo, que nos dice el volumen total, Vt, que nos marcara el
volumen hasta el que las proteinas problema pueden eluir, por encima del cual no deberian eluir proteine

Los colorantes nos sirven para delimitar el intervalo de volimenes entre los que deben eluir nuestras
proteinas, puesto que sus pesos moleculares se encuentran entre los del azul y los del rojo, y la columna
separa las proteinas en funcién de su peso molecular.

Aungue cogimos 2 ml por encima y por debajo de esos Vo y Vt para estar seguros de que recogemos las
proteinas, esto no deberia ser necesario si la elucion es correcta.

Resultados del equilibrado de la columna.

VeA= Vo= 6 x 1,5 ml = 9 ml, pues recogimos el azul en la fraccién 6.

VbR= Vt= 16 x 1,5 ml = 24 ml, pues recogimos el rojo en la fraccién 16.

Segun estos datos tendremos que recoger 15+2+2 ml de nuestra muestra para recoger las proteinas.
2.3.Separaciéon de proteinas.

Procedimiento.

» Después de recoger el rojo, hay que lavar con PBS la columna para eliminar el resto de rojo y limpiar la
columna. La teoria decia que teniamos que lavar con 20 ml de PBS, pero no lo hicimos asi, simplemente
lavamos con lo que ibamos echando para eluir el rojo y luego afiadimos sélo algunos ml de PBS (por
indicacion del profesor).

» La metodologia para la separacion de proteinas es la misma que para el equilibrado. Dejamos eluir el PB
gue guedaba después del equilibrado hasta que queden 1 6 2 mm por encima del frente de la resina.
Después aplicamos 200 | de la muestra problema con proteinas. Abrimos la pinza y dejamos que entre I
muestra en la resina sin que esta Ultima se seque Yy sin echar demasiado PBS que diluya mucho la mues

» De esta muestra hay que recoger fracciones de 1 ml en tubos ependorf, estos ultimos debidamente marc
con su numero de fraccién y pareja de practicas. La columna separara las proteinas en funcién de su
tamafio, de modo que las de mayor tamafio eluirdn antes y estaran en las primeras fracciones, y las men
estaran en las ultimas. Esto ultimo siempre dentro del intervalo Vo-Vt.

Segun los volumenes calculados en el equilibrado nosotros teniamos que recoger la primera fraccién 7 ml
después de aplicar la muestra en la columna, con lo que recogimos 19 fracciones de 1 ml en el intervalo de
voliumenes 7-26 ml.

Una vez que recogimos estas 19 fracciones, los ependorf se colocaron en una gradilla y se llevaron las
fracciones al frigorifico. El dejar las proteinas a 4°C se realiza para evitar que las proteinas se desnaturalice
pierdan su actividad, ya que la filtracion molecular separa las proteinas en su estado nativo. El que las



proteinas estén en su estado nativo y que conserven su funcionalidad nos sirve para poder identificar en la
fracciones determinadas actividades enziméticas.

Valores de Kav
A 0 F6 |0,2|F120,67
F3 |0 F7 0,338130,733
F4 10,066 |F10 |0,53F140,8

F5 10,133 |F11 [06(R |1

Incidencias.

» Quedo algo de rojo fenol entre la lana de vidrio y eluy6 junto con las primeras fracciones de la
muestra. Como consecuencia de esto en las dos primeras fracciones recogidas habia algo de rojo, |
este colorante al no tener naturaleza proteica no interfiere o falsea los datos de la absorbancia obtel
en la prueba de Bradford.

« La elucion del rojo y del azul se hizo bien, pero el rojo al llegar a la altura del trozo de Pasteur rota
difundié un poco y no iba tan junto o compacto que al principio, en cambio el azul no sufrié ninguna
difusién. No sabemos si la punta pudo influir negativamente en la separacion de las proteinas por la
columna de resina.

2.4.Regeneracion de columna.

Paso realizado por los profesores, consistente en vaciar la columna con ayuda de PBS, para que la resina |
seque, para ser reutilizada. Después se quita la lana de vidrio y se lava la columna.

3.Determinacién de proteinas y actividades enziméaticas.
3.1. Método de Bradford.
Este es uno de los métodos con mayor sensibilidad para la determinacion de proteinas.

Una de las cuestiones que se nos pedian para este punto es la de encontrar el fundamento de este métodc
a pesar de disponer del articulo original de Bradford y del libro de instrucciones del reactivo de Bradford
comercializado por Bio—Rad, nos ha sido imposible saber cual es el tipo de interaccion que le permite al azi
brillante de Coomasie unirse a las proteinas, lo cual si se sabe en los otros métodos de este tipo conocidos
(Lowry, Biuret). Esta claro que al unirse a la proteina, este reactivo, sufre un cambio en su maximo de
absorbancia que es el que medimos con el espectrofotdmetro, y que es proporcional, por tanto, a la cantida
de proteina. Asi, cudnto mas proteina halla en la disolucién mas cambio en la absorbancia habrd, es decir,
absorcion habra en el nuevo maximo que es 595 nm. El cambio es de 465 a 595 nm.

Segun lo encontrado en la bibliografia utilizada, podemos decir de este método que:

« Es un ensayo de unién proteina colorante basado en el diferencial cambio de color de un colorante
respuesta a varias concentraciones de proteina. Este es un método de determinacion de proteinas (
implica la unién de Azul Brillante de Coomasie G-250 con las proteinas. Esta unién del colorante cc
las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcién del colorante desde 465 a 595 nm. Por
tanto, se basa en la observaciéon de que el Azul Brillante de Coomasie G-250 existe en dos formas
con colores diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando se une el colorante a I;
proteina.

 El complejo colorante—proteina tiene un alto coeficiente de extincién lo cual es imprescindible
aumentar la sensibilidad en la medicion de proteinas.



 La unién colorante—proteina es un proceso muy rapido (2min) y el complejo permanece estable
durante un tiempo relativamente largo, una hora. Haciendo de este un proceso muy rapido, y que nc
requiere un tiempo critico para el ensayo.

» Se pueden utilizar un gran namero de muestras (muy reproducible) y es adaptable a la automatizaci

» Es un ensayo que elimina casi todos los problemas que habia anteriormente con es tipo de ensayos

« Las interferencias o no existen o son minimas por cationes tanto sodio como potasio y carbohidrato:
como la sacarosa. Otras sustancias que interfieren en el ensayo son los agentes fuertemente alcalir
(cuestion facilmente solventable con la utilizacién de tampones). Los Unicos componentes
encontrados que dan una excesiva interferencia en el color del ensayo, son grandes cantidades de
detergentes como el SDS, Triton X-100, etc.

» Preparacion del colorante. Azul Brillante de Coomasie G-250 (100mg) es disuelto en 50 ml de etan
95%. A esta disolucion se le afiade 100ml de acido fosférico 85% p/v. La solucién resultante se diluy
llevandola hasta un litro de volumen final. La concentracion en la disolucion final es 0,01% p/v de
azul, 4,7% p/v de etanol y 8,5 % p/v de acido fosférico.

» Una dificultad observada en la realizacién del ensayo es la tendencia del complejo colorante—protei
a unirse a las cubetas. Esto resulta en una cubeta coloreada de azul: la cantidad de unién es poco
importante en lo que se refiere al resultado del ensayo. Se suele lavar el tubo o cubeta con agua
destilada entre medidas de diferentes muestras. Este azul se puede quitar y las cubetas se reutilizal
problemas.

« La sensibilidad del ensayo depende de la naturaleza de la proteina, y en muestras complejas (aunq
Nno es nuestro caso), en las cuales las proteinas se diferencian ampliamente en su respuesta al ens:
puede ser dificilmente cuantificable. Sin embargo, recientes modificaciones en el ensayo han
mejorado su eficacia en estas aplicaciones. Se aplica una cierta cantidad de SDS, el cual por si mis|
causa una falta de desarrollo de color, es afiadido a la muestra o al colorante. El SDS iguala la
reactividad de las distintas proteinas, asi que el ensayo puede ser utilizado para mezclas de protein
Esta igualdad produce tanto una disminucion de la reactividad de proteinas con alta respuesta, com
la albimina, como un incremento en la reactividad en las proteinas con baja respuesta.

« Aplicaciones: Cromatografia, electroforesis, soluciones de proteinas complejas, quimica clinica,
adaptable a la automatizacion.

Material de la practica.

* Reactivo de Bradford

* PBS

* Albamina bovina.

* Fracciones de proteina.

» Espectrofotémetro.

» Tubos de espectrofotometro.

Procedimiento.

» Preparar las muestras que tenemos que medir para la determinacion de proteinas. Tenemos que tomar
alicuotas de 500 | de cada fraccién.(5).

» Afiadir a esas alicuotas 3,5 ml de PBS.

« Afiadir 1ml de reactivo de Bradford. (6). Después de esto tenemos en cada tubo 5 ml. Esto ultimo es
importante, ya que todos los tubos deben tener la misma concentracién para que la medida de la
concentracion de proteina sea correcta.

» Después ésta disolucion se mezcla bien en el vortex.

» Preparar una curva patrén en la que conocemas las cantidades de proteina que ponemos y medimos su
absorbancia. Esta nos servira para extrapolar, a partir de la curva, los valores de concentracion de protei
en las fracciones, sabiendo sus valores de absorbancia. La curva se prepara a partir de una disolucién st
gue tiene 100 gr/ml, de modo que preparamos seis tubos con cantidades crecientes de albimina(uno sin



nada que utilizaremos como nuestro cero), y los llevamos a 4 ml con PBS y después les afiadimos 1 ml ©
reactivo Bradford.

» Es muy importante afadir el Bradford a la vez en todos los tubos, tanto en los tubos de la curva patrén
como en los de las fracciones. Asi todos los tubos se disparan a la vez y la medicién de la absorbancia e
fiable y correcta. Este hecho es una consecuencia de la cinética caracteristica de esta reaccion, ya que
cuanto mas tiempo transcurre mas intenso es el color de la disolucién. Por eso, se preparan todos los tut
y después se afiade a todos los tubos el reactivo.

* Medir los valores de absorbancia de los distintos tubos.

» Representar con los datos de D.O.: 1. D.O. frente n° fraccion; 2. D.O. frente [prot]; 3. [prot] frente n°
fraccion.

Resultados del patrén obtenidos a partir de la mesa 3C.

Tubo Concentraciéon Albamina ABS595
1 0 0

2 20 g/ml, 200 | de stock 0,336

3 40 g/ml, 400 | de stock 0,542

4 60 g/ml, 600 | de stock 0,662

5 80 g/ml, 800 | de stock 0,701

6 100 g/ml, 1000 | de stock 1,02

Resultados de absorbancia de las muestras.

Tubo Absorbancia Tubo Absorbancia
1 -0,123 11 0,370
2 -0,212 12 0,313
3 0.783 13 0,272
4 -0,192 14 0,178
5 -0,182 15 -0,014
6 -0,197 16 -0,062
7 0,82 17 -0,125
8 -0,011 18 -0,158
9 0,074 19 -0,183
10 0,280

Incidencias.

» Problemas con los espectrofotometros, pues algunos no funcionaban (incomprensiblemente) y otros
daban medidas extrafas e il6gicas. Ademas de la falta de aparatos disponibles. Al final medimos en
uno que media perfectamente, aparentemente.

« Fallo al preparar las muestras de las fracciones 4,5, y 6. Este fallo nos impidi6é ver si tenian proteina
esas fracciones y complic6 mucho la realizacién del cuaderno. Deducimos que debian tener protein
a partir de la gréfica D.O. frente al nimero de fraccion, pues estas fracciones quedaban dentro del
primer pico que aparecia en esta grafica. Después comprobamos que si tenian proteinas al correr e
gel de acrilamida.

» Entendimos mal la aclaracion del profesor, en la que decia que habia que diluir 1/10 las muestras di
curva patron si la segunda (la primera después del blanco) daba un valor de absorbanciade 1,301
aproximadamente. Pero nosotros al entender mal, diluimos las muestras patrén, 1/10, al obtener en



tercera muestra 1,2. Después de esta dilucién, las medidas resultaron totalmente incoherentes. Por
falta de tiempo y por los nervios, no fuimos capaces de resolver este problema y decidimos tomatr,
Como nuestra, la recta patrén de la mesa 3C, y medir con su mismo aparato y con el mismo tubo.

3.2. Determinacion de la actividad catalasa.

Un método rapido para la determinacion de la proteina catalasa es la observacion de su actividad por la
formacion de burbujas en una solucién que contiene H202.

Procedimiento.

* Preparar un tubo con 1 ml de una solucién constituida por 1 ml de PBS + 10% de H202.

« Afiadir 100 | de las fracciones que, después de la realizacion del método de Bradford, sepamos que
contienen un alto contenido en proteinas.

» Aguellas fracciones que contengan catalasa produciran un burbujeo instantaneo en la solucién.

Resultados de la prueba de la catalasa.

Tubo Actividad Catalasa Tubo [|Actividad catalasa
Muestra |++++++++++ 10 -
3 ++++++++ 11 -
++++++ 12 -
5 ++++ 13 -
6 + + 14 -
7 +

Segun los resultados obtenidos en la prueba tenemos que la catalasa se encuentra en las primeras fraccior
sobre todo en la 3y en la 4 que se corresponde con el mililitro 9 y 10. Esto nos dice que la catalasa es una
proteina de gran peso molecular al eluir pronto en la columna. Con la columna separamos las proteinas en
fracciones segln su peso y después con experimentos como este y como el siguiente de la lisozima,
identificamos la presencia de determinadas proteinas en esas fracciones.

3.3. Determinacion de la presencia de lisozima.

Un método rapido para la determinacion de la actividad lisozima es la medida de la disminucién de
turbidez de una suspension de pared bacteriana al agregar dicha proteina. Al incubar la suspension con
lisozima la pared celular se hidroliza originando fragmentos pequefios, reduciéndose la dispersion de la luz
gue se manifiesta en una reduccion de la absorbancia a la longitud de onda de 450 nm. Asi, la actividad
enzimatica serd, por lo tanto, proporcional a la disminucién en absorbancia.

En nuestro caso concreto se va a analizar la presencia de esta enzima en las mismas fracciones en las que
realizamos el ensayo de la catalasa.

Procedimiento.

 Colocar 100 | de la fraccion sobre un tubo que contenga 5 ml de suspension de pared bacteriana, mezcla
incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

» Como tubo blanco tomamos uno solamente con la suspension que nos dara el maximo de absorbancia. F
el ajuste a 0 del densiémetro o espectrofotometro se utilizara el tubo en el que se colocaron 100 | de la
muestra inicial, que l6gicamente tendra un maximo de actividad lisozima (si es que esta proteina existier:
en la muestra).



» Medir DO450.

La suspension de pared bacteriana se prepara a partir de la pared del microorganismo Micrococcus
lysodeikticus (preparado comercial). 20 mg de este preparado se mezclan con 100 ml de tamp6n fosfato (1
mM; pH 6.2). (A nosotros se nos dio la suspension ya preparada).

Los resultados de este ensayo.

Tubo Absorbancia Actividad Tubo Absorbancia Actividad
Muestra 0,00 100% Blanco 0,38 0%

3 0,38 0% 10 0,285 25%

4 0,378 0,52% 11 0,28 26,3%

5 0,373 1,8% 12 0,242 36,3%

6 0,375 1,3% 13 0,28 26,3%

7 0,377 0,78% 14 0,307 19,21%

Para calcular la actividad de cada fraccion tenemos que utilizar una regla de tres inversa.

Se puede ver como en este caso la actividad lisozima se encuentra en las fracciones 10, 11, 12, 13, 14 que
corresponden con los mililitros 16, 17, 18, 19, 20. Esta es, por tanto, una proteina de menor tamafo que la
catalasa. El hecho de identificar en estos dos grupos de fracciones dos proteinas, mediante los ensayos de
actividad, no quiere decir que no pueda haber méas proteinas en esas fracciones, pues al separar las proteil
en funcion del peso molecular, puede haber en esas fracciones otras proteinas a parte de las ya mencionac
con pesos parecidos. Los dos grupos de fracciones se corresponden, como ya vimos, con dos picos en la
gréfica de D.O. frente a numero de fraccidn, que son las fracciones donde hay mayor concentracion de
proteinas y con las que tenemos que trabajar para ver cuantas y cuales son las proteinas presentes en ella

6.Deteccion inmunologica de proteinas.

En ocasiones, cuando la cantidad de material biol6gico disponible es pequefia, muchos de los métodos
guimicos habituales para la identificacion de moléculas fracasan. Los procedimientos inmunologicos dan
solucion a estas dificultades, pues posibilitan la determinacion de cantidades pequefias de proteinas en
mezclas complejas. En esta practica se trata de ilustrar la utilizacion de anticuerpos especificos para la
identificacion de proteinas de interés, previamente transferidas a una membrana de nitrocelulosa.

Material de la practica.

* PBS

 Anticuerpo anti-albumina (conejo).

« Leche en polvo.

 Anticuerpo anti-lgGs de conejo (cabra) unido a peroxidasa.
* 4—cloro—naftol.

« Agua oxigenada.

* Metanol.

* Detergente Tween-20.

« Bolsa de plastico.

« Selladora de plastico.

6.1. Incubacién con anticuerpos.



 Bloquear con PBS + 0,5% Tween 20 + 5% leche en polvo. Afadir 10 ml de esta solucién de bloqueo. Est
sirve para evitar las uniones inespecificas del anticuerpo, puesto que la membrana tiene mucha afinidad
las proteinas y los anticuerpos son proteinas. Al saturar la membrana con las proteinas de la leche, nos
aseguramos que el anticuerpo se una a su proteina especifica. Este blogueo se realiza en unas bolsas q
nos hacemos con un plastico (con doble capa) al que, después de colocar el filtro entre sus capas se
termosellan tres lados de la bolsa. Después de afiadir la solucién se sella el Ultimo lado de la bolsa. Incul
de 30 min a 12 horas a temperatura ambiente, nosotros lo dejamos de un dia de practicas para otro.

« Afiadir (10 1) 20ml de disolucién 1/1000 del primer anticuerpo (anti—albdimina de conejo), (podemos
hacerlo en la misma bolsa). El anticuerpo esta disuelto en solucién de blogueo. Incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente.

 Lavar 3 veces durante 5 min cada una con solucién de lavado (0.5% Tween 20 en PBS).

» En el paso del primero al segundo lavado, se cambiara de bolsa. Es importante que durante el proceso e
filtro no se seque.

« Afiadir (10 1) 10ml de una disolucién 1/1000 del segundo anticuerpo, anti-lgGs de conejo (de cabra)
unido a peroxidasa. El anticuerpo disuelto en la solucién de bloqueo. Incubar de nuevo 1 h a temperatura
ambiente.

* Lavar 3 veces 5 minutos con la solucién de lavado.

* 1 lavado so6lo con PBS de 5 minutos.

6.2. Revelado de anticuerpos unidos a peroxidasa.

El segundo anticuerpo presenta la enzima peroxidasa unida, siendo esta actividad enzimatica la que se va
utilizar para detectar la unién antigeno—anticuerpo. La solucién de revelado contiene el compuesto
4—cloro—naftol que al actuar sobre él la peroxidasa va a dar lugar a un producto insoluble de color
azul-violeta.

* Preparar la solucion de revelado que contiene:

« 20 mg de 4—cloronatftol.
« 8 ml de metanol.

« 32 ml de PBS.

* 20 | de H202 (30%).

Es importante que los componentes se vayan afiadiendo en el orden indicado, debido a que el
4-cloronaftol es insoluble en agua y debe solubilizarse inicialmente en metanol.

« Afiadir la solucion de revelado sobre la cubeta, en la que tenemos el filtro.

» Esperar hasta que aparezca la coloracion, este proceso puede ser instantaneo o requerir de 15-30 min,
dependiendo de la cantidad de antigeno unido al filtro.

» Cuando se considere que ha aparecido coloracion suficiente, parar la reaccion sumergiendo el filtro en ag
destilada.

Resultado de la transferencia después de la inmunodeteccion.

7. Conclusiones.

« Gréficas y resultados de los apartados 2 y 3.

Antes de empezar a sacar conclusiones sobre estos resultados, tenemos que recalcar que, debido al fallo
cometido en la preparacion de las muestras, para el Bradford, de las fracciones 3, 4, 5, y a que la recta patt

no era nuestra, todas nuestras conclusiones estan condicionadas a ese fallo. Tuvimos que revisar las gréfic
de otras parejas para imaginarnos como seria la nuestra. Debido a esto no estamos muy seguros de algune



nuestros resultados y conclusiones.
Los apuntes que hacemos aqui son:

« Las fracciones caracteristicas del primer pico son: 3, 4, 5, 6, 7. Dentro de estas las que tienen mayo
concentracion son: .

Se va echando resina resuspendida en PBS, y con la llave abierta sale el PBS y se espera a que la resina ¢
empaquete, pues la lana de vidrio impide que salga.

Patron
Muestra
F3

F5

F12
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