


PROPOSITOS

Aprender metodo general de
sobreexpresion de enzima
recombinante (inductor).

Aprender estrategia metodologica
para extraer fracciones proteicas de
cultivo bacteriano.

Determinar la actividad de la enzima
recombinante (parametros cinéticos)
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Las bacterias poseen
mecanismos naturales
para intercambiar
informacidén genética, lo
que favorece la rapida
adquisicion de ventajas
evolutivas como la
resistencia a
antibioticos.




PLASMIDO

Moléculas pequenas de ADN
circular, independientes del
cromosoma bacteriano, que
se replican de manera
autonoma y pueden
transferirse entre bacterias




Resistencia a
antibioticos: Algunos
plasmidos contienen
genes que confieren
resistencia a
antibidticos.

radacion de

FUN CEOMES thitat OS GE NESE Algunos

pueden A LD O 8

que permiten a las
bacterias degradar
sustancias toxicas.

plasmidos pueden
contener genes que
aumentan la virulencia
de las bacterias.
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INTRODUCCION

La obtencion de
enzimas recombinantes
ofrece ventajas sobre
fuentes naturales:
sobreexpresion
controlada e ingenieria
genética para facilitar
deteccion, extraccion,
purificacion y
caracterizacion.




IMPORTANCIA

* Vectores: Los plasmidos se utilizan como vectores para introducir

fragmentos de ADN en bacterias, facilitando la clonacion y expresion
de genes.

* Manipulacion de genes: Permiten la manipulacién y estudio de genes,
asi como la produccion de ADN plasmidico
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SOBRE-EXPRESION DE LA ENZIMA RECOMBINANTE

* Preparar un dia antes de la practica un preindculo de 10 mL (para

todo el grupo) de un cultivo de E. coli BL21(DE3) en LB liquido con
kanamicina (30 pg/mL), de una clona transformada con el vector
PET28b-EcLDH, en tubo de 50 mL.




* Incubar toda la
noche a 37 °C con

agitacion a 225
rpm.




KanaCare
WMMYCIN SULFATE FOR M[mll

A la mafnana siguiente escalar 500
uL de cultivo en 15 mL de cultivo LB-
kanamicina esteril y fresco.




* Incubar a 37 °C con
agitacion a 225 rpm

por un periodo de 2
horas o hasta que se
alcance una
densidad optica a
600 nm de 0.5.




* Agregar al cultivo IPTG a una
concentracion final de 100 uM, 1.5 uL al
cultivo de 15 mL.

* EI IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido) es un compuesto
quimico que se utiliza en biologia
molecular. Se usa para inducir la
expresion de proteinas recombinantes
en E. coli




Incubar a 37 °C con agitacién a 225 rpm por un
periodo de 4 horas, el cultivo resultante después de
esta incubacion, es el que se usara el diay hora de

la practica.

Colocar otro tubo en el que no se le agrega IPTG,
para comparar con el tubo en donde si se
sobreexpresa la enzima.



COSECHA Y LISIS DE LAS CELULAS




Centrifugar a 6,000 rpm

por 15 minutos los tubos LYSIS
que contienen los 15 mL

de cultivo de la actividad -

anterior (con IPTG y sin ;ﬁ o

IPTG). s 10

l / +— Lysate

Retirar el sobrenadante

sobre un vaso de
precipitados conteniendo
una solucién de
hipoclorito de sodio al 4
%, para eliminar las
bacterias que quedan en
este.

LIi'rreaking down of the membrane

NORMAL CELL LYSIS




Resuspender el precipitado (células) en 500 pyL de PBS.

Agregar 0.5 mg de lisozima a la suspension celular e incubar el
tubo en hielo por 15 minutos, con agitacion.

Sonicar la suspension celular 1 minuto a maxima potencia.
Centrifugar a 10,000 rpm por 25 minutos.

Recuperar el sobrenadante en tubos limpios y rotulados como
extracto soluble libre de células.

Reservar en hielera hasta su uso en la siguiente actividad.



DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA LACTATO
DESHIDROGENASA'Y
PARAMETROS CINETICOS

* Determinar la actividad
de dicha enzima como

se ha realizado en
protocolos anteriores y
obtener parametros
cineticos como la VO, km
y Vmax

GENERALIDAD DEL LDH

La lactato deshidrogenasa es una enzima intracelular que cataliza la
interconversion del lactato y piruvato, usando la coenzima NAD+.

NADH 0. .20
+ H*  NAD* C
1 . |
0,-’ - HO—C—H
Lactato ‘
CHs deshidrogenasa CHs
Piruvato Lactato

Enzima tipo : OXIDOREDUCTASA



S QUE ES ELLDH ?

El lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima distribuida por todo el cuerpo
humano, las mayores concentracines se encuentran en:

musculo
esqueletico




ACTIVIDAD

Hacer un mapa mental a mano de los conceptos clave de la
sobreexpresion de una enzima recombinante

Qué es un plasmido
Importancia de la expresidon de proteinas recombinantes

Importancia de kanamicina en la correcta expresidon de plasmido de
intereés

Inductor de proteinas recombinantes
Lisis celular bacteriana

LDH y su importancia biologica
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Strategic Sample prep Enzyme Ligation Transformation i Picking & Sequencing Diata analysis
design digestion screening

Custom oligos & gene fragments

AUTOMATED
LAB COMPONENTS

Mext Generation Assay development

[f"‘l—t QPix Microbial Sequencing software
! Colony Picker

! ! Automation _F
ol scheduling !r—

Labware hotels software masne..

Automated liguid handler &

Autamated incubators
Robot arm and shakers
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