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PRESENTACIO

Aquest recull de técniques no vol ésser un compendi de totes les metodologies
emprades en la separacid i caracteritzacié d'acids nucleics i proteines siné només, un resum
de les tacniques més basiques i usuals.

Aquest manual pretén ésser un guid de les practiques que es realitzaran durant el
curset de "Técniques analitiques per a la separacié i quantificacié d'Acids Nucleics i
Proteines” a la vegada que orientar a tots aquells que estlgum interessats en iniciar-se en
aquest camp de treball.

A grans trets, podrem observar que cada técnica que aquf es descriu esta estructurada
de la seglient manera : una introduccié inicial, on es comenta I'aplicacié de la técnica aixi com
els seus objectius, una descripcid dels materials necessaris per a dur-la a terme, una
“recepta” del protocol de la técnica, una discussié on s'expliquen els avantatges i els
inconvenients que té i finalment una bibliografia basica, concreta i orientativa.

Voidriem agrair a tots aquells que d'alguna manera han col.laborat directa o
indirectament en la realitzacié d'aquest curset, especialment al departament de Bioquimica i
Fisiologia de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona dirigit pel Dr. Maria
Alemany, que ha posat a la nostra disposicié tot allé que ens era necessarn per a la preparacié
i realitzacié d'aquest curset.

Agraim també la col.laboracié del ~departament de Genética de la Facultat de Biologia
de la Universitat de Barcelona per la cesié de material per a la realitzacié d'aquest curset.

Restem aftament reconeguts amb el Dr. Lluis Comudella (investigador del C.S.1.C.)
per a les seves gestions en la realitzacié d'aquest manual de técniques, i a_ la Dra. Silvia
Atrian ( professora del Dpt. de Genética ).

D'altra banda no podriem menys que expressar el nostre agraiment a aquelles
persones que han realitzat tasques no gens menys importants en la preparacié d'aquest
curset i volem aixi reconadixer al Sr. Agusti Bonet ( Cap de Consergeria de la Facultat de
Biologia de la Universitat de Barcelona )

Volem agrair també a C.T.A { Ciéncia i Tecnologia Apllcada ) per a totes les facilitats
donades en la impressié d'aquest recull. ‘

Finalment cal dir que aquest curset no s'hagués pogut realitzar sense el suport
institucional i econdmic de la S.C.B. ( filial de I.E.C.) la qual, constantment es preocupa per
estimular les activitats cientifiques dins el nostre pais.

JoaquimPrats i  Rafael Romero.

Barcelona, Maig 1987.
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MITJANCANT TECNIQUES ESPECTROFQTOMETRIQUES

J. Prats i R. Romero.
Departament de Genética .
Facultat de Biologia.
Universitat de Barcelona.

INTRODUCCIO

Aquesta técnica es pot dividir en dues parts; una extraccié dels productes dels acids
nucleics (ribonucledtids i desoxiribonucledtids) i una altra de valoracié prépiament dita.

La valoracié dels acids nucleics es realitza a través de la quantitaficacié dels productes
d' hidrolisi del RNA i del DNA, mitjangant I'analisi espectrofotomeétric del contingut de fésfor

dels ribonucledtids i d'una reaccid colorada dels desoxiribonucleotids (Difenilamina).
'~ Els ribonucledtids s'aconsegueixen a través d'una hidrdlisi basica amb KOH en calent
(37° C), posteriorment s'hidrolitza el DNA en condicions acides (PCA IN) i a temperatura
elevada (70°C).

La valoracié del contingut de DNA mitjantgant els seus nucledtids (reaccié de la
difenilamina) es basa, en la formacié d'un complex colorat quan fa difenilamina s'uneix a la
deoxiribosa (Reaccié de Dische, 1930). Posteriorment aquesta reaccié ha estat modificada
amb l'adicié d'acetaldehid (Burton K 1955) fent-la molt més sensible.

Aquesta técnica d'extraccié i valoracié, encara que bastant antiga, és molt Gtil per la
seva precisié i rapidesa, | perqué a partir d'una Unica extraccié en qué es separen nuclettids
de RNA i de DNA també s'obté una resta proteica que permet la seva valoracié per métodes
com Lowry, Bio-Rad, etc.

L'inconvenient perd, radica que no es realitza una separacié dels acids nucleics
intactes /o0 funcionals; per tant no pot ser utilitzada en treballs on siguin necessaries
aquestes condicions.

OBJECTIUS

- Valoracié quartitativa del contingut de DNA i RNA d'una maostra bioldgica.






APARELLS | REACTIUS
Reactius

- Acid percidric ( PCA) - Fluka -

- Etanol - Merck -

-Eter -Merck -

- Acid acétic - Merck -

- Acid sulfiric - Merck -

- Hidroxid de sodi - Merck -

- Hidréxid de potasi - Merck -

- Acetaldehid - Merck -

- Diphenylamine - Merck -

- DNA : Deoxyribonucleic acid from herring sperm.
Lyiph sodium salt. - Boehringer -

Aparelis

- Homogenitzador o sonicador.
- Centrifuga.

- Incubador ( Bany Maria )
- Balan¢a autdmatica.

- Estufa.

- Espectrofotdmetre.
MATERIAL

- Tubs de centrifuga.

- Tubs d'assaig i gradetes.
- Pipetes automatiques.

- Pipetes Pasteur.

- Pipetes normals.

- Rellotge.

- Tips.

- Parafilm.

- Paper de mesura de pH.
- Gel.

- Guants de plastic.






© 4°C.

SOLUCIONS

- Preparar PCA a les segients concentracions :
70%,1N,0,5N,2N,3N.

- -KOHO,3N.

- Etanol : Eter{1:1)

- Reactiu colorimétric de Diphenylamine (per100mi.):

Diphenylamine 15¢gr.
Acid acétic 100 mi.
Acid Suliiric 15ml

Guardar aquesta solucié en una ampolia fosca tapada amb paper d'estany a

- Solucié Standard de DNA (la preparem a una concentracié de 0.3 mg/ml)

DNA comercial 30mg
NaOH5mM 100 mi

Dissoldre bé tot el DNA en 80 ml de Na OH 5 mM ( Alerta costa bastant de dissolidre )
Portar-ho dasprés fins a un volum de 100 mi amb més Na OH 5 mM

Aquesta solucié ens permetra fer la recta patro.
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PROTOCOL

COMENGCAR ATREBALLAR A 4°C.

1 - Posar la mostra en un tub de centrifuga i afegir-hi 1 mi d'aigua
destil.lada. .

2 - Homogenitzar la mostra. ( Cal tenir els tubs en gel).

3 - Afegir 94.7 . de PCA 70 % fred.

4 - Afegir 4 mide PCA 1 N fred a cada tub.

5 - Centrifugar durant 15 minuts a 1500 pma 4° C.

6 - Despreciar el sobrenedant i resuspendre amb 4 mide PCA 1 N fred.

7 - Centrifugar durant 5 minuts a 1500 pma 4° C.

8 - Despreciar es sobrenedant i resuspendre amb 5 mi d'etanol absolut fred.

9 - Centrifugar durant 5 minuts a 1500 rpma 4° C.

10- Despreciar el sobrenedant i resuspendre amb 5 mi d'etanoi : Eter (1:1)
fred. ’ :

11- Centrifugar durant 5 minuts a 1500 pma 4° C.

12- Despreciar el sobrenedant i deixar assecar el sediment.

'APARTIR D'AQUI JA ES POT TREBALLAR A TEMPERATURA AMBIENT.
SI ES VOL PRECIPITAR NOMES EL DNA CONTINUAR AL PAS 21.

13 - Afegir a cada tub 1.5 mi de KOH 0.3 N. Comprovar amb un paper de pH
que aquest és basic.

14 - Deixar 2 hores a 37° C. ( Alternativament pot deixar-se tota la nit a

30°C).

15 - Refredar els tubs amb gel.

16 - Neutralitzar les mostres amb 0.12 mi de PCA 3 N.

17 - Ategir un volum igual al que tenim de PCA 2 N ( Aixi la concentracié
finalde PCAserad 1 N).

18 - Deixar reposar 20 minuts en fred.

19 - Centrifugar durant 15 minuts a 1500 rpm.

Ara indrem Sobrenedant : Determinacié RNA
Sediment : Determinacié de DNA i proteines.

20 - Decantar el sobrenedant i guardar-lo en fred fins a la determinacié
espectrofotometrica ( V0 radioactiva si s'escau ) del RNA.
(Veure pas 37).
21 - Afegir al precipitat 1 ml de PCA 0.5 N.
22 - Posar en un altre tub 1 ml de DNA standard
itmide PCA1N.
23 - Tapar tots els tubs amb taps o parafiim.

24 - Posar els tubs al Bany Maria ( a 70 °C ) durant 10 minuts
25-Deixar refredaricentrifugar 10 minuts a 1500 rpm.






26 - Treure el sobrenedant i posar-io en tubs d'assaig normals.

27 - Afegir al precipitat 1 mi de PCA 0.5 N.

28 - Tomar a posar els tubs al Bany Maria a 70 °C durant 10 minuts.
29 - Deixar refredar i centrifugar a 1500 rpm durant 10 minuts.
- 30 - Decantar el sobrenedant i afegir-lo als tubs del pas 26.

Alerta : Tots els tubs tindran ara 2 mi de solucid i estaran a

una concentracié 0.5 N de PCA.

Aqui es pot aturar el procés guardant els tubs a 4 °C

31 - Fer de cada mostra una réplica.

32 - Amb el DNA standard fer un banc de dissolucions :

TUB

1

.Bm

soLucio
1ml de DNA std.

0.5 mIDNAstd. +
0.5mide PCAOSN

0.25 mide DNA std. +
0.75 mide PCA 0.5 N.

0.10 ml de DNA std. +
0.90 mide PCA 0.5 N.

0.05 mide DNA srd. +
0.95 mide PCA0.5N.

0.05mide PCA1N +

0.5 mide Na OH 5 mM.

1mide PCAOSN

[DNA]
360 Hg |
150ug.
75 pg.
30 ug.
15 ug.

0 ug.

0 ug.

(On B és el blanc per al banc de dilucions i By, el blanc per a les mostres ).






33 - Fer una dilucié 1 : 50 amb acetaldehid i aigua destil.lada.
Alerta ja que lacetaldehid és mott voliatil, fer aguesta dilucié a4° C.
Diluci6 : 1004 d'acetaldehid + 4300 A d'zigua destil.lada.
34 - Afegir 0.1 mil d'acetaidehid 1/ 50 ger cada 20 mi de Reactiu
colorimétric de Diphenylamine.
35 - Afegir a cada tub 2 mi del reactiu obtingut en el pas 34.
36 - Tapar els tubs amb parafilm i posar-los a incubar en una estufa a 30 °C
de 18 a 20 hores.

{ Altemativament es pot fer 16 hores a37°C)
37 - Llegir les mostres a I'espectrofotdmetre :

Per determinar el DNA llegir a 600 nm i 650 nm. Per determinar el RNA
flegira260 nmi1275 nm ( Fer el Blanc per RNA amb PCA 1 N).






CALCULS
Determinacié de RNA

Per calcular els pg de RNA-P cal corregir les lectures obtingudes a 260 nm i 275 nm tot
aplicant la seglent formula :

(A260 -B260) x 11.57 - (A275 - Bo75) X 10.60 = g RNA-P

Aquest valor s'ha de referir al volum total de ia mostra inicial.
El contingut en P ve a ésser un 10 % del RNA total de manera que :

ug RNA-P x 10 = ug RNA total
Determinacicé coiorimétrica d_e DNA

Llegir tots eis tubs a 600 nm i 650 nm. Aplicar després Ia segtient fdrmula

( Aso0-Be00) - ( Ags0-Besg) = AA

Sabem que : [DNAJorpy. = ( [PNAlstd. / AApNastd. ) X AA DNA prbl.
(1)

Aquest valor ( 1) pot calcular-se fent la mitjana dels increments de la concentracié
respecte la D.O. de la solucié Patré.

Aitrament pot representar-se 1a Recta Patré i extrapolar després els valors d' A
obtinguts de la mostra problema.

Quantitat de DNA per cél.lula = [([ DNA ] ug/ mi) / ( n® de cél. / mi)xVolum jnicial.






Relaclons teoriques

Algunes relacions tedriques d'interds son :

A260 / A280 =18perDNApur. A260 /A280= 2 per DNA
contaminat amb RNA

D. O. 260 nm / 20 = m DNA/ mi

SiA320 nm =0 voldir que no hi ha contaminacié de proteines.

CONTINGUT DE DNA PER GENOMA HAPLONT EN ALGUNS

ORGANISMES
Home 3.2 pg.
Pollastre 1,3 pg.
Rata 3,1 pg.
Ratoll 2,5 pg.
Granota 6,5 pg.
Planaria 0,5 a 3,5 pg. (segons

'espécie)

Drosophila 0,18 pg.
Planta del tabac 1,2 pg.
Levat 0,018 pg.
E. coli 0,0047 pg.

L'estratégia d'aquesta técnica consisteix en precipitar els acids nucleics d'una mostra
bioldgica per hidrolitzar-los després i quantificar aixi, els nucledtids que en resuitin
mitjancant técniques espectrofotométriques.

La precipitacié dels &cids nucleics la fem amb acid percloric (PCA) - passos del 1 al 12 - .
En aquests passos eliminem els mucopolisacarids i els lpids i ens quedem amb la
fraccié dels Acids nucleics i de les proteines.

El tercer pas es fa només per portar la mostra a una concentracié de 1 N de PCA.

La hidrolisi del RNA es realitza des del pas 13 fins al 20. Aquesta hidrolisi és basica
(KOH 0,3 N) i afecta exclusivament al RNA i en poca o en cap mesura al DNA,
donant com a resuitat un sobrenedant (pas 19) on hi tenim nuciedtids de RNA que
quantificaran el contingut de fésfor mitjangant I'espectrofotdmetre. La quantitat de
fésfor mesurada d'aquesta manera correspon al 10% del RNA total, ja que les fortes
condicions de la hidrdlisi son capaces d' alhberar fésfor en forma inorganica que
finalment no es valora.
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En les passes 21 - 30 es realitza la hidrolisi del DNA (PCA en calent) restant els
nucledtids en el sobrenedant i restes proteics en el precipitat. Aquesta operacié és
aconsellabie fer-la dos cops (passas 27 i 30 ) on es pot observar una segona
reextraccié dels nucledtids productes de la hidrélisi del DNA.

A partir del pas 33 es fa la reaccié colorimétrica de la Difenilamina que permetra la
quantificacié del contingut de DNA de la mostra a través dels seus nucledtids.

Finalment és interessant esmentar que es pot utilitzar TCA (Acid tricloroacétic) en
comptes de PCA perd aquest presenta l'inconvenient de donar interferéncies en la
mesura de la radiactivitat dels acids nucleics marcats ( 3H, 14C. etc).

PRECAUCIONS

- Totallo quetoqui la Diphenylamine s'ha de rentar primer amb etanol ja que
si ho rentem directament amb aigua queda un precipitat blanc que costa molt
de treure.
- Alerta amb el PCA, perqué és un acid atament comrosiu.
- Quan el reactiu de Diphenylamine prén una coloracié blava vol dir que esta
passat.
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DISCUSSIO DE LA TECNICA

Aquesta técnica permet quantificar d'una manera rapida el contingut d'acids nucleics
que té una mostra bioidgica. L'inconvenient més gran que presenta, és que no
permet aillar-los ni purificar-los en estat intacte, ja que aquests sén hidrolitzats
d'una manera drastica pel PCA o la KOH i romanen en forma de nucledtids.

Aixi doncs, els productes obtinguts després de I'extraccié no sén adequats per altres
estudis en qué siguin necessaris els acids nucleics intactes, ja que finalment
només en conservem eis seus nucledtids. Per contra podrem aplicar totes aquelles
técniques basades en I'estudi i quantificacié d'aquests.

La precipitacié dels acids nucleics es realitza amb &cid percléric en fred (PCA) (passes 1
al 12) on s'eliminen nucledtids lliures, mucopolisacarids, i altres molécules en el
sobrenedant (Fraccié soluble ). Els lipids i les molécules fiposolubles s'extrauen
amb dissolvents organics de manera que el producte final consisteix en una solucié
on tenim els acids nucleics i proteines que s'hidrolitzaran posteriorment en calent.

Es interessant destacar que ia precipitacid inicial s’ha de realitzar amb PCA en fred a fi
de no hidrolitzar els Acids nucleics abans d'hora. Aixd faria que perdessin
nucledtids en la fraccié soluble ( que es descarta)i per tant obtindriem una
sotavaloracié del contingut de RNA i DNA de 1a mostra problema.

BIBLIOGRAFIA

BURTON K. ( 1955 ) Biochem. J. 61; 473.

BURTON K. ( 1956 ) " A study of the conditions and mechanism of the Diphenylamine
reaction for the colorimetric estimation of Deoxyribonucleic Acid " Biochem. J. 62 :
315-323.

DAVIDSON, JN (1972) " The Biochemistry of tue Nucleic Acids " ( 7 th Ed.)

FLECK, A. and MURRO, H.N. { 1962) " Molecular Cloning. A Laboratory Manual *
Cold Spring Harbor Laboratory. U.S.A.

MANIATIS, T. et al. (1982) " Molecular Cloning. A Laboratory Manual

Cold Spring Harbor Laboratory. U.S.A.
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R. Romero | J. Prats.
Departament de Genética.
Facultat de Bioldgia.
Universitat de Barcelona.

INTRODUCCIO

El métode Bio-Rad entre d'altres (Biuret, Lowry, etc ), és un dels més utilitzats en la
quantificacié de proteines, a causa de la facilitat i rapidesa (15-20 minuts) de manipulacié, ja
que només és necessari un sol reactiu, aixi com per la seva precisié en I'analisi proteica.

L'assaig esta basat en la mesura de I'absorcié a 595 nm del compiex format per la unié
de la proteina i el Coomasie Brillant Blue G-250. Aquest colorant incrementa el seu maxim
. d'absorcié de 450 nm fins.595 nm, quan s'uneix a les proteines. Aixi doncs el métode esta
fonamentat en la mesura de la densitat dptica a 595 nm, d'un banc de solucions de proteina
( usuaiment B.S.A. ) de concentracié creixent i coneguda, a la qual es referira la densitat
dptica de la mostra problema.

El métode es descriu amb dues variants que estan en funcié de la previsible
concentracié de la mostra: I'assaig estandard ( 200-1400ug prot / ml) i el microassaig {20-
140 ug Prot/ mi), on I Unica diferéncia esta en utilitzar el reactiu concentrat ( microassaig ) o
bé diluit ( estandard ), a part que en el microassaig és necessari un volum major de mostra.

OBJECTIUS

- Valorar quantitativament el contingut proteic d'una mostra bioldgica.
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REACTIUS

- Reactiu Bio- Rad ( Bio- Rad Chemical division )
- B.S.A. ( Bovine Serum Albumin )

APARELLS

- Espectrofotdmetre.

- Balanga.
- Agitador.

MATERIAL

- Cubetes espectrofotometria ( vidre ).
- Tubs d'assaig.

- Micropipetes.

- Pipetes o dispensador.

SOLUCIONS

' Solucié del reactiu Bio-Rad ( 1 : 4) en aigua destil.lada i fitrada amb paper Wattman n®
1 o similar ( no es pot emmagatzemar un temps superior a 15 dies. Es perd recomenable que
es prepari en el mateix moment de [a seva utilitzaci6 ).

- Solucié stok de B.S.A. La concentracié d'aquesta solucié ha d'estar en relacié amb la
concentracié proteica de les mostres a analitzar. Normalment es prepara una solucié de
B.S.A. en tampé de treball ( pot ser qualsevol dels normalment utilitzats) d'una concentracié
al voltant d'un mg / mil. Aquesta solucié es pot conservar durant un mes congelada a- 20 °C .
A partir d'aquesta solucié es faran les dilucions estandar pertinents per a confeccionar la
corba de referéncia.

- Tampé de treball. Es pot utilitzar qualsevol tipus de tampé dels usuals. (Sén rares les
excepcions).

- Soluclons estandard de B.S.A. Es realitzen a partir de 1a soiucié stok mitjantgant
aliquotes creixents d'aquesta, diluides convenientment amb tampé.
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PROTOCOL
- Col.locar a cada tub dassalg 0.1mil { 0.8 ml ) de solucié estandar de B.S.A. de
diterents concentracsons creixents i de les mostres problema.

- Preparan ..n tub amb 0.1 mi ( 0.8 ml ) de.tampd { el farem servir com a blanc de les
mesures ).

- Afegir-hi a tots els tubs 5 mi de solucié diluUida del reactiu. ( Per lamicroanalisi,
0.2 mi del reactiu concentrat i filtrat).

- Barrejar correctament ( agitador ).

- Després d'un periode de 5§ minuts a 1 hora, mesurar la densitat dptica a 595 nm en
front del blanc. ’

"NOTA - Els valors entre paréntesi comesponen a la microanalisi ( < 25 ug prot/ mi).
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CALCULS

Confeccionar una grafica referéncia amb la densitat dptica i concantracié de les
solucions estandards de protgines ( fig. a)

14
£ 0.8 +
c
n 06+
[0}
[To)
.- 044
o
Q 0.2 -
b Il L ] L I

1 1 1

20 40 60 80 100 120 ug (Prot./ tub)

- La concentracié de la mostra problema s'obté a partir de [a recta estandard segons
s'indica a la fig. a. També es pot aconseguir 1a recta de regressié entre la D.O. i la
concentracié en les solucions estandard de proteina ( B.S.A. ); a partir d'aquesta equacié
s'obté la concentracid de la mostra probiema. '

- El valor obtingut correspon als ug de proteina que contenen 0.1 ml de mostra. 10
vegades aquest valor, ens donara la concentracié en pug prot/mi.
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DISCUSSIO DE LA TECNICA

Un punt important a tenir en compte, és la necessitat que les proteines de les mostres
a valorar estiguin en completa soiucié; la formacié de precipitats detectables per la turbidesa
o el sediment, duu a una sotavaloracié del contingut proteic.

D' aitra banda és imprescindible que l'interval de mesures de D.O. de les dilucions
estandard estiguin en relacié a la de la mostra problema; és a dir la D.Q. ha de caure dins de
l'interval de les lectures de les solucions estandard de B.S.A., ja que si no és aixi, poden
donar-se desviacions forga importants en la quantificacié.

La barreja de reactiu lligat a les proteines s'adhereix a la cubeta de mesura deixant-la de
color blau, per aixd és forga important, després de cada mesura, rentar-la amb alcohol i amb
aigua destil.lada les vegades que caigui, fins que resti perfectament transparent, a fi que
unes i altres mesures no s'interfereixin. Un aitre sistema no tan segur esta en comencar a
llegir tubs que presentin una menor coloracié, seguint de manera creixent fins arribar
finalment a mesurar el tub de major coloracié.
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BIBLIOGRAFIA

- BRADFORD. M. ( 1976 ).- Anal. Biochem. 72, 248.
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332-334 ) on s'avenen a qualsevol consulta i comanda.
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INTRODUCCIO

Aquesta técnica permet identificar, separar i adhuc purificar fragments i ml.lécules
sensers de DNA d'una manera rapida i senzilla ala vegada que pot fer-se extensiva al RNA.

L.a separacié dels diferents dels Acids nucleics s'esdevé al fer-los passar per un camp
eléctric utilitzant com a suport 'agarosa. Aquestes mol.lécules i fragments migren en funcié de
la seva grandaria i del seu estat conformacional a la vegada que, el porus del gel ( concentracié
d'agarosa ) i el voltatge aplicat  intensitat del camp eléctric) en sén també factors determinants.

_ Tenyint el gel amb bromur d'etidi i observant-lo a la llum ultraviolada,hom pot locditzar els
diversos fragments dels acids nucleics gracies a la fluorescéncia emesa per les diferents
bandes.

El bromur d'etidi és un compost que cont’e un grup capag d'intercalar-se entre les
bases del DNA | RNA incrementant-ne aix( l'intensitat daemissié de fluorescéncia (a 590 nm)
quan s'excita amb llum uitraviolada (300 a 360 nm). D'aquesta manera hom pot fins i tot
diferenciar entre el DNA de doble cadena ( alta intensitat de fluorescéncia ) i el RNA que en
ésser de cadena sanzilla presenta una fluorescéncia de menor intensitat.

Amb aquest métode es poden detectar petites quantitats d'dcids nucleics,
concretamem quantitats de l'ordre de 10 ug, athora que ens permet veure l'estat n que es
troben els acids nucleics en qualsevol moment d'una extraccié. Aixi doncs i fem correr un gel
RNA sovint veurem unes bandes molt difoses que hauran migrat molt ja que eis fragments sén
molt petits i aixd és degut a la forta degradacié que s'ha produit durant l'extraccié.

Finaiment val a dir que aquesta no és la técnica més escaient per a quantificar la
grandaria de les mol.ldcules dels acids nucleics sing, tan sols ens permet identificar-les alhora
que tenir-ne una idea aproximada de l'estat en que es troben.

OBJECTIUS

Identificar i caractsitzar mol.lécules d'Acids nucleics de diferents grandaries.
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REACTIUS

- Agarosa ( Tipus 2 ).

- Tris- hidroxiaminometa.

- Acid b:oric.

-E.D.TA.

- Dietilpirocarbonat ( DPC).
- Blau de Bromofenol.

- Glicerol.

MATERIAL

- Font eléctrica.

- Cubeta d'electroforesi i accesoris.
- Material divers de vidre. ’

- Guants.

SOLUCIONS

- TAMPO TBE ( Tris; Borat EDTA).
'Hi ha diferents tampons que es poden utilitzar per a la confeccié del gel ( TAE, TPE,
TBE etc. ). Nosaltre hem escollit el TBE.

Tris-hidroximetil aminometa 10,8g.
- Aad bavic 55g.
EDTA 05M(pH8) 20ml

Aigua destil.lada autoclavada fins 1 litre
( Si s'ha dutilitzar per correr RNA és necessari tractar 'aigua amb DPC)

- SOLUCIO D'AGAROSA PER AL GEL.

Agarosa (tipus 2) 239
Tamps TBE fins a 100 mL.
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- SOLUCIO DE BROMUR D'ETIDI.
Bromur d'etidi 10mg.
Aigua destil.lada 1mi

S'emmagatzema a 4 °C enampdles aillades de la flum.
- TAMPO ELECTROLIT.

TBE ( El mateix que I'utilitzat en la formacié del gel ).

- SOLUCIO DE BLAU DE BROMOFENOL.

Glicerol al 30 % en aigua on s'afegeix blau de bromofenol al 0,25 % de
concentracid final.

Preparacié del gel d'agarosa.

- La quantitat d'agarosa per a preparar el ge!l esta en funcié de la grandaria de les
mol.lécules que volem analitza. Nosaltres utilitzem agarosa al 0,3 % en tampé TBE que és
['utilitzat per a un interval prou gran de grandaries mol.leculars.

- Un cop s'ha fet la barreja s'escalfa a 50°C fins que resta una solucié transparent i
fluida.

- S'afegeix la solucié de Bromur d'etidi a una concentracié final de 0,5 ug / mi.

- S'aboca la solucié d'agarosa en el motllo i es deixa que gelifiqui per refredament. ( Es
important aconseguir un gruix de 0,5 cm aproximadament).

Preparacié de la mostra,

Barrejar 2-5 ml de Blau de Bromofenol en cada una de les mostres.

Aquesta barreja és necessaria per a augmentar la densitat de les mostres (glicerol) i per
utilitzar el Blau de Bromofenolkcom a marcador per a determinar el final de lelectroforesi.

La concentracié de la mostra ha d'estar en relacié al volum dels pouets preparats per a
elles. Usualment es posen de 5 a 10 ug d'acid nucleic per forat.
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PROTOCOL

- Col.locar el gel amb el suport a la cubeta d'electroforesi.
- Omplir de tampé TBE les cubetes de I'electrolit.
- Posar les mostres dintre dels pouets corresponents amb una micropipeta.

- Connectar les dues cubetes de manera que constantment estigui circulant
l'electrdlit d'una cubeta a l'altra. '

- Connectar la font eléctrica de manera que suministri un voltatge no
superior a 5 Vols per centimetre.

Quan el Blad de bromofencl arriba al final del gel es desconecta Ia font eléctrica i ja es
pot passar a il.uminar amb lium U.V.
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DISCUSSIO

Es molt important resaitar I'extrema perillositat del Bromur d'Etidi ja que és un agent
aftament mutagénic fet que fa necessari I'is de guants quan es manipula aquest producte o
les seves disolucions.

La concentracié en agarosa del gel esta en funcié de la grandaria de 1a mol.léculagque
volem identificar.si les mol.&cules sén petites ldgicament haurem d'augmentar la concentracié
en agarosa aconseguint aixi una migracié més lenta dintre del gel i per tant una major
ressolucié; per contra les mol.lécules de grandaria considerable practicament no correran per
efecte del camp eléctric, a causa de la forta concentracié en agarosa.

Per identificar diverses mol.lécules de RNA és fonamental que tot el material estigui
tractat especialment a fi d’eliminar el possible efecte de les ribonucleases que el degradarien i
provocarien una forta difussié de les bandes. Es per aquesta raé que aquest métode, si bé és
molt rapid en la identificacié de la grandaria mol.lecular dels acids nucleics no és normaiment
utilitzat en I'analisi d'alta precisid.
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: .

El primer problema amb que ens enfrontem a I'hora de caracteritzar una determinada
proteina és el de separar-la de tots aquells compostos que I'envolten, incloent aitres
proteines. :

En aquestes practiques hom parteix d'una mescla simplificada formada per dues
proteines i sals, ja que la purificacié real a partir de material bioldgic acostuma a ser un
procés costds i requereix un temps excessiu per a les finalitats d'aquest curset. De totes
maneres, s'’ha seguit un procés que pot considerar-se ldgic i aplicable a molts casos.

Es comenga amb la cromatografia liquida, una técnica que en quaisevol o,
normaiment, en diverses de les seves vanables s'utilitza per a 1a purificacié de proteines.
Segueix una electroforesi en gel d'acrilamida amb SDS de les fraccions obtingudes a la
primera practica. Aixl sabrem on esta cada proteina pura, o bé si no les hem aconseguit
separar. A

Les fraccions que continguin les proteines és freqUent que s'agrupin i es
quantifiquin en primer lloc per técniques espectofotomeatriques. Com sera ldgic que es
trobin diluides en un tampé que contingui certes sals que no ens interessa conservar es
procedeix a dialitzar-les fins a a seva eliminacid. Si ens interessa una quantificacié exacta,
efectuarem una analisi d'aminoacids i, per Ultim, si ens interessa guardar a proteina sola i
estable procedirem a la seva liofilitzacié.

Volem destacar que les segients pagines no pretenen ser un compendi exhaustiu,
ni molt menys, de les técniques descrites. S'ha intentat donar una visid molt global
pensant que van dirigides a estudiants que han tingut poques oportunitats de veure com
s'apliquen técniques de les quals només s'han sentit parlar a classes de teoria.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA
Angel Viliarroya
Departament de Geneética .

Facuitat de Biologia.
Universitat de Barcelona.

INTRODUCCIO

Generalitats

En realitat aquesta denominacié comprén diverses técniques experimentals, perd de
manera general s'entén per cromatografia liquida la separacié de dfferents compostos d'una
mescla mitjangant l'ds de dues fases :

a) Estacionria, lestatica
b) Mohbil, que flusix per lanterior.

La primera es troba dins d'una columna de vidre i a traves d'ella passa la fase mdbil.
Diverses classiticacions sén possibles, perd les més importants es basen en el tipus de fase
estacionaria. Nosaltres distingirem,segons aquest criteri, els tipus seglents :

- Cromatografia d'exclusié. En la qual la fase estacionaria no interactua
quimicament amb els compostos que s'han de separar, sind que es tracta d'un material
porés que va sent travessat més rapidament com més gran sigui el pes molecular del
compost.

- Cromatografia d'intercanvi idnic. La fase estacionaria posseeix grups amb
carrega enflagats quimicament. A ella s'hi enllagaran ions de signe contrari. Si la matriu
posseix grups positius se li uniran ions negatius { cromatografia anidnica ) i en el cas contrari
es denominara cromatografia catidnica. Els compostos es separen segons la seva absorcié
reversible. Primer es deixa que s'uneixin a la matriu i després es separen diferencialment
mitjangant canvis de pH, forga idnica, etc.

- Cromatografia d'afinitat. La fase estacionaria posseeix una afinitat especifica
per a la substancia que ens interessa purificar d'una mescla.

Cromatografia d‘'exclusié

En aquesta practica ens centrarem en la cromatografia d'exclusié. Es d'is molt general
perqué no depén de la naturalesa dels compostos a separar sind del seu pes molecular.
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La fase estacionana és sempre una sustancia amb porus de mida coneguda i escoliida
d'acord amb el rang dels pesos moleculars a separar

La longitud i diametre de la columna cromatografica depenen de la quantitat de mescla
que s'ha de separar, de la seva complexitat i del volum en qué es troba redissolta. A més a
més, el diametre de la columna ens determinara com de dilides han d'estar les mostres. Com
menor sigui el diametre menor ha de ser el volum de la mostra que s'hagi de separar i més
grans seran les atencions necessaries a 'hora de muntar la columna i d'utilitzar-la.

El flux depén del tipus de material que constitueix la fase estacionaria, de les
dimensions de la columna i de la precisié en la separacié que ens interessa. En general, per
a columnes grans i precisié petita s'utilitzaran fluxos elevats i vice-versa.

La fase mdbil s’escull en funcié de la solubilitat de la mostra, que no perjudiqui la fase
estacionana, de la seva absorbancia a la longitud d'ona amb qué efectuarem les lectures i
d'altres factors diversos com l'origen de la mostra, processos posteriors, etc.

Com que normalmert ens interessa visualitzar, enregistrar i recollir els productes
separats, a la columna se li ha d'afegir una série d'aparells :

- Dipdsit de fase mébil.

- Bomba peristaltica que ens permeti regular el flux a la velocitat desitjada.

- Espectrefotdmetre, que va mesurant 'absorbancia a una detemminada longitud
d'ona, del liquid que va sortint de la columna. Quan es treballa amb proteines se sol prendre
£ =280 nm. T '

- Conductimetre. S'utilitza quan ens interessa condixer els canvis de
conductivitat. Per exemple, si esperem que apareguin sals.

- Colector de fraccions, que anira canviant de tub automaticament segons un
determinat volum o temps fixat.

Un esquema de tot aixd seria :
B__
M
J
c .
E
F U | j
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A : Diposit. B: Columna. C: Fase estacionaria ( Sephacry S- 200 Superf()

D, E, F: Tap inferior de la columna G: "Pinga per aturar el flux. H: Conexié de silicona.:
Tub de polietitén. J: Espectrefotémetre. K : Colector de fraccions. L: Enregistrador. M: Forga
hidrostatica que determinara el flux. Una bomba peristaltica és més cdmoda.

Fig. de G. Allen. Sequencin of protein and peptides ( 1981 ). Elseviev / Worth- Holland.

La cromatografia liquida d'alta eficacia (HPLC) mereix una mencié especial , ja que
ultimament ha adquirit una imporntancia extraordinaria. Es basa en els mateixos principis que
la cromatografia liquida tradicional peré amb particules de gel de mida més reduida que
comporten una elevacié de les pressions de la columna i una reduccié del caudal del
sistema. Amb tot aixd s'aconsegueix una superior resolucié i un temps menor. Naturaiment
exigeix una major sofisticacié de tot el sistema.

OBJECTIUS

- Separar els corhponents que formen una mescla.
MATERIAL

- Varetes de vidre.
- Columnes per aprendre el seu muntatge.
- Sephacryl $-200. Supurfi.

- Columna de 1m x 1.5 cm de didmetre, on la fase estacionaria és Sephacryl
$-200 superfi.

- Bomba peristaltica.

- Espectrofotdmetre.

- Conductimetre.

- Enregistrador.

- Col.lector de fraccions.
- 100 tubs d'assaig.

- Pipetes Pasteur.

Edenmeyer d' 1 litre.

1 matras de Kitasat.

- Tampé Tris - HCI120 mH, pH = 8,6 que sera la fase mobil.
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PROTOCOL

Murttatge d'una columna:

- Desgasificar la fase mobil ( sobretot si la cokumna és de mida petita ) .

- Injectar fase mobil amb una xeringa per la part inferior de la columna de manera
que s'eliminin totes les possibles bombolles d'aire que poguessin quedar retingudes.

- Tancar la columna deixant una mica de fase mébil en el seu interior.

- Un cop inflada i feta la fase estacionana ( segons s'indiqui en els prospectes
comercials ) s'aboca amb I'ajut d'una vareta de vidre a l'interior de 1a columna de manera que
caigui suaument per les parets sense que es formin bombolles d'aire.

- Esdeixa que es dipositi la fase estacionaria.

- S'elimina 'excés de fase mobil.

- Es remou la part superior de la fase estacionaria i s'aboca més fase
estacionaria com abans.

- Es repeteixen les operacions anteriors fins que la fase estacionaria arribi a
lalcada desitjada.

- Un cop aconseguit aixd es fa que la fase mdbil passi a través de la columna a
una velocitat lleugerament superior a la que haurd d'anar quan es passi la mostra.
S'observara que una altra vegada el nivell de la fase estacionaria baixa.

- Es repeteix 'operacié anterior fins que la fase estacionaria arribi a l'algada
desitjada.

{ NOTA: En qualsevol cas per al muntatge i utllitzacié d'una determinada fase
estacionaria s’han de seguir les instruccions dictades per les firmes que les comercialitzen. )

Processament de la mostra problema.
- Muntatge de tot el sistema cromatografic necessari. La columna escollida és:
1 mx 1,5 cm de didmetre de Sephacry S-200 Supgni.
- S'slimina la fase mdbil que queda per sobre de la fase estacionaria.

- S'aplica la mostra amb una pipeta Pasteur deixartt que llisqui per les parets per a
no formar turbuléncies a la fase estacionaria.

- Es connecta la bomba peristaltica amb una velocitat aproximada de 8 mi/ hora
que préviament haura estat calibrada.
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- Just quan la mostra hagi penetrat en la fase estacionaria ( perd sense
permetre que aquesta quedi sense liquid ) s'ategeix suaumert fase mobil.

- Estapala columnai es connecta al dipdsit de fase mabil.

- Cal assegurar-se que les gotes que cauen dei col.lector ho facin a l'interior
dels tubs d'assaig.

- Connectar l'enregistrador i el col.lector que es fixa a 60 gotes / tub.

- Comprovar el sistema i deixar-lo funcionant fins que hagin passat els 100 tubs.
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DISCUSSIO DE LA TECNICA

Es tracta d'una técnica d'is moit general a causa de la seva gran versatilitat i que sol
donar una bona recuperacié de les mostres separades. Perd es pot generalitzar que la
cromatografia liquida tradicional s'aplica amb finalitats preparatives la majoria de les ocasions.
Essent el HPLC més adequat per finalitats analitiques.

Es una técnica tan universal que hom pot afirmar que és aplicable a qualsevol mostra
mentre la puguem solubilitzar en una determinada fase mobil.

BIBLIOGRAFIA -
- Es recomana llegir els prospectes comercials que solen ser ampliament
informatius.

- L. Fischer. Gel Fittration Chromatography ( 1980 ).
Elsevier Science Publishers B. V

- L. R. Snyder and S.S. Kirkland. Introduction to Modem Liquid
Chromatography, 2nd. ed., John Wiley and Sons inc, New York, 1979, .
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ELECTROFORESI EN GELS D'ACRILAMIDA AMB SDS

Angel Viilarroya
Departament de Genética.
Facultat de Biologia.
Universitat de Barcelona.

INTRODUCCIO

Es una de les técniques més utilitzades per tal d'analitzar barreges de proteines. Esta
basada en la unié de les proteines amb un detergent : el dodecilsulfat de sodi (SDS) formant
un complex carregat negativament. La quantitat de SDS que s'uneix a la proteina és
directament proporcional a la seva grandaria . A més, la unié del detergent provoca
generaiment la solubilitzacié i desnaturalitzacié de les proteines amb la qual cosa s'eliminen
possibles interferéncies degudes a les estructures secundaries, terciaries i quaternaries,
que serien indesitjables ja que ens interessa una separacié basada unicament en el pes
molecular. } _ :

Un cop tinguem les proteines en aquestes condicions, es separen per electroforesi
en gels d'acrilamida. La mostra s'aplica en un gel concentrador (normaiment del 3%
d'acrilamida) amb la misié de concentrar les mostres que s'introdueixen en volums excesius
per una bona resolucié. Al gel concentrador,li segueix el separador en qué ia quantitat
d'acrilamida és variable segons la mida de les mostres que s’han de separar; com més gran
sigui el porcentatge d'aerilamida millor es separaran els p&ptids més petits i viceversa.

L'aplicacié d'un camp eléctric fa que els complexos proteina-SDS es desplacin vers el
pol positiu atravessant el gel concentrador i el separador. L'espai recorregut és inversament
proporcional al pes molecular existint una correlacié perfecta entre la distAncia de migracié i
el logaritme del pes molecular, aixi doncs, podem establir una recta patré a partir de
proteines de pesos moleculars coneguts, i estimar el que correspon a qualsevol proteina
que s'hagi desplagat en el mateix gel.

OBJECTIUS
- Congixer la composicié proteica d'una mostra.

- Determinar pesos moleculars.
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APARELLS | MATERIAL
Aparelis

- Protean 16 CM (aparell comercial de BIO-RAD dissenyat per al montatge
d'aquest tipus de gels).

- Sistema de refrigeracié.
- Font d'alimentacié amb amperatge constant.

- Bomba de buit.

Materials

- 2 Kitasats.

- 1pipetade 1 mi

- 1 pipetade 2 mil.

- 1 pipeta de 5 mi.

- 2 pipetes de 10 mi.

- Pipetes automatiques de 200 i 20 ul.
- 2 gots de precipitats de 50 mi.

- Xeringues de 25 ml.

- Paper de filtre.






Solucions
- Tampd separador: Tris-HCI, 1,87 M, pH=88.
- Tampé concentrador: Tris- HCI, 0,6 M, pH=6,8.

- Tampé de mostres: 0,0625 M, Tris- HCI, 3% SDS, 20% glicerol,
5% mercaptoetanol.

- Tampd de les cubetes: 0,025 M Tris- glicina, 0,1 %, SDS, 0,1%
mercaptoetanol.

- Fixador format per 1 Metanol : Ac. acétic : Aigua. (5:1:5)
- Solucié de tincié: 0,1 % Commassie biue en fixador.

- Decolorant: 7% acid acétic i 5% de metanol en aigua.

41
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PROTOCOL EXPERIMENTAL.

1- Montar el Protean 16 CM
TREBALLAR SEMPRE AMB GUANTS | NO PIPETEJAR AMB LA BOCA.

2- Preparacié del gel separador ( per 15 mi)

a- Enun Kisatat s'hi posa:
-6 ml. d'una solucié Acrilamida : Bisacrilamida (30:0,8)
-3 mi de tampé separador.
-5,1 ml d'aigua destil.lada.
b- Es desgasifica aquesta solucié.
¢c- S'aboca en un vas de precipitats sense que es formin bombolles.
d- S'afegeixen 150 ul de SDS al 10 %.
e- Afegir 5 ul de TEMED.
- Afegir 80 ul de Persulfat amonic ( AMPS yal 10 %, és el
polimeritzador.
g- Succionar la solucié amb una xeringa, i s'aplica lentament les dues
plaques de vidre ( Protcan 16 CM ), procurant que no es formin
bombolles.
h- Acte seguit i amb la mateixa xeringa s'aboquen 2 ¢ 3 ml d'aigua
destil.lada molt suaument, de manera que quedi per damunt sense
barrejar-s'hi. Aixi s'aconsegueix que la superticie d'aquest sigui
llisa i horitzontal.
i- Esperar que gelifiqui. S'aprecia clarament per la diferéncia de
fases entre el gel i laigua.

3- Un cop gelificat es decanta l'aigua de la superficie del gel que s'acaba
d'eliminar per capilaritat amb un paper de filtre.

4- Col.locar les dents.

5- Preparacié del gel concentrador ( per 10 mi)
a- Enunkitasat s'hiposa :
- 1 ml d'una solucid acrilamida : bisacrilamida (30:0,8).
- 1,25 mi de tampé concentrador.
- 7,54 ml d'aigua destil.lada.

b- Desgasificar.

c- S'aboca a un vas de precipitats.

d- Afegir 100 pl de SDS 10%

e- Afegir 5 pl de TEMED.

{- Afegir 100 ul de AMPS 10 %.

g- S'aplica amb una xeringa com en el cas anterior.
h- Esperar que gelifiqui.

6- Retirar les dents moit lentament i aplicar tampé de cubetes amb una
pipeta Pasteur per sobre perqué no s'assequin els pouets.
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7- Preparacié de les mostres :
a- Esrecullen les aliquotas corresponents i es posen cadascuna en un
eppendorf, es marquen i es dessequen.
b- Un cop dessecades les mostres es redisolen en 10 ui de tampé de
mostres, i una quantitat infima de blau de bromofenol per
visualitzar lavang de I'ectroforési.
¢- Esposen a 80° C durant 15 minuts.

8- Cada mostra es col.loca en el pouet correspondent amb una xeringa
Hamilto ( Rentar-l a bé abans de cada aplicacié ).

9- Montar la cubeta superior.

10- Col.locar tot el conjunt en la cubeta gran que ja tindra 1'5 li de tampé de
cubetes.

11- Afegir el tampé de cubetes a la part superior.
12- Connectar el sistema de refrigeracié i la font d'afimentacié.

13- Fixar l'amperatge a uns 8 miliamperis per gel i deixar-ho cdrrer finsque el blau de
bromofenol arriba al limit inferior. A aquest amperatge ha de correr durant tota la nit.

14- Aturar tot el sistema i extreure amb cura el gel separador.
15- Col.locar-lo en un recipient amb fixador, 15 minuts a 37° C.

16- Cambiar el fixador per la sol.lucié de tincié, 15 minuts a 37°C en
agitacié. ’

17- Posar el gel a la sol.lucié decolorant ( 37° C) due es va canviant fins
eliminar la tincié de fons, quedant només les bandes de proteines.
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Calculs

A partir de les proteines preses com a patrons i amb pes molecular conegut , elaborar
una recta patré i calcular el pes molecular de les mostres problema.

Proteing Pes Molecular
Seroalbumina bovina 68.750
Ovoalbumina , 45.000
Anhidrasa carbdnica 31.000
Mioglobina . 17.800

CitocromC 12.300
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DISCUSSIO DE LA TECNICA

Es una técnica amb finalitats analitiques, és a dir, s'utilitza per a congixer la puresa o
composicié d'una mostra o per a determinar pesos mol.leculars, perd no s'acostuma a
utilitzar amb finalitats preparatives. Encara que el desenvolupament de técniques com el
Westemr biotting (transferéncia de les proteines d'un gel a un filtre de nitrocel.lulosa o
membranes d'un aitre tipus) o l'electroelucié, ambdues similars a les realitzades amb el DNA,
s'estan utilitzant per a aillar péptids i proteines encara que sempre en quantitats limitades.

Malgrat els avantatges de ser una técnica rapida, facil de realitzar i moit sensibie,
presenta els inconvenients de no ser adecuada per una quantificacié precisa de la quantitat
de cada proteina , tampoc és adequada per péptids petits, perqué sén dificils de ser fixats i
tenyits.

Existeixen nombroses modmcacaons dei métode descrit orlgmalment per Laemmii (
1970) aphcables a diferents situacions.

En principi és aplicable a qualsevol tipus de proteina, perd si el contingut de sals de la
sol.lucié és elevat es poden produir interferéncies a I'electroforesi.

BIBLIOGRAFIA

- Laemmii, U. K. (1970) Nature, 227, 680-685.

- Methods in Molecular Biology Vol 1 : Proteins Edited by S. M. Walner. Human
Press. Clifton, New Jersey. ( 1984 ).
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DIALISI
INTRODUCCIO

La didlisi és un procés de separacié basat en ei transport diferencial de soluts de
diferents mides a través d'una barrera porosa (la membrana de dialisi) que sépara dos liquids,
quan la forga conductora és tan sois un gradient de concentracions que, légicament,
tendiran a igualar-se.

Se sol utilitzar per a separar soluts de mida molecular gran , que no poden difondre a
través de la membrana, d'altres que sén prou petits per a fer-ho. Per aixd també es pot
utilitzar per a canviar el tampé on es troba la mostra de manera suau , quan no és
aconsellable la seva liofilitzacié i posterior redissolucid.

E!l tampd de dilisi, el que envoita la membrana, ha de tenir un volum molt més gran
que la mostra. S'han d'evitar canvis bruscs de caracteristiques entre una i altra banda de fa
membrana. |, si el tampé final on ha de quedar la mostra ha de ser mott diferent de finicial, és
preferible fer el procés gradualment en una série de canvis de tampé.

El nombre de canvis de tampd i el temps de cadascun dependra de les
caracteristiques de la mostrai com d'exhaustiva desitgem que sigui la diisi.

Existeixen membranes de dialisi de diferents dimensions i amb diferents mides del
porus. L'eleccié en cada cas dependra de les caracteristiques de la mostra.

OBJECTIUS

- Eliminacié de soluts de mida petita que acompanyin les substancies que ens
interessen.

- Canvi de tampd on es troba una mostra.
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MATERIALS

- Membrana de dialisi.

- Vas de precipitats de 100 mi.
- Vas de precipitats de 2 litres.
- Agitador magnétic.

- Bec de gas Buntzen.

- Pipetes Pasteur.

- Solucié 1 MM EDTA

- Aigua destil.lada que sera el tampd de dialisi utilitzat.
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.PROTOCOL

- Es bull el tub de dialisi durant 10 minuts en la solucié 1 mM EDTA.
- Es renta amb aigua destil.lada.

- Es fan dos nusgs a Ia part inferior de la membrana.

- S'introdueix la mostra amb una pipeta Pasteur.

- Es lliga la part superior de ia membrana.

- Es col.loca en el vas de precipitats que contindra els dos litres d'aigua
destil.lada.

- Es col.loca a 4° C sobre lagitador magnéuc de manera que es produeixi una
agitacid molt suau.

- S'efectuen els canvis corresponents.

DISCUSSIO

La didlisi emprada en els casos ja citats, te els avantatges de ser una técnica facil i amb
una recuperacié de la mostra excel.lent . Com a desavantatge front a la cromatografia
liquida, que pot substituir-la en alguns casos, hem de dir que sol ésser més lenta.

Per a la seva aplicacié hem d'estar segurs que els productes que ens interessa
conservar siguin prou grans perqué no puguin difondre a través de la membrana, i que els
soluts que s’han d'eliminar han de ser prou petits per a que ho puguin fer.






LIOFILITZACIO
INTRODUCCIO

La liofilitzacid consisteix en la congelacié de la mostra i I'aplicacio .. = gran buit
mantenint sempre la mostra congelada. Aixi s'aconsegueix que l'aigua i tots els compostos
volatils passin directament d'estat sdlid a gasds i s'eliminen pel buit existent.

Evidentment abans de liofilitzar una mostra hem de pensar en els possibles compostos
no volatils que puguin acompanyar el producte que ens interessa liofilitzar. Per exemple, si
tenim un tampéd que contingui sals que no ens interessa que persisteixin s'ha de sotmetre
la mostra a una dialisi ( 0 bé una altra técnica amb el mateix propésit ) i posteriorment a la seva
liofilitzacid.

Un liofilitzador ha de posseir obligatdoriament :

- Un sistema de refrigeracié que impedeixi [a descongelacid de les mostres.
- Una bomba de buit que anira ehmmam Faigua i els compostos volatils.

Encara que és una técnica molt simple hx ha alguns punts en qué s’ha d'anar amb
compte:

- El primer és que el recipient utilitzat sigui I'adequat, tant per la seva forma i
capacitat com per ser capag de resistir les baixes temperatures i el buit interior a qué ha de
ser sotmés. Els matrassos de liofilitzacié ja estan dissenyats pensant en tot el que acabem
de dir.

- Hem d'estar segurs que la mostra que ha de ser liofilitzada estigui ben
congelada abans d'efectuar el buit, perqué si no fos aixi bulliria i es vessaria. El millor sistema
és submergir la part del matras fins on arribi la mostra ( mai tot ell ) en nitrogen liquid que s'ha
d'utilitzar amb maxima cura ( la seva temperatura és de -195,8°C ) .

- Un cop col.locada la mostra i fet el buit és convenient vigilar-la durant els
primers minuts, ja que és quan hi ha més possibilitats de descongelacions parcials.

- Es considera que la mostra esta liofilitzada completament quan ja no es
condensa aigua a les parets del matras.

OBJECTIUS

- Eliminacié de l'aigua i altres compostos volatils que acompanyen la proteina ( o les
proteines ) que ens interessa de manera que aquestes es vegin afectades el minim
possible.

- Concentracié de proteines en disolucid.






MATERIAL

Liofilidor.

Matrassos de liofilizacié.

Recipient on s'efectuara la congelacié del matras.

Nitrogen liquid.

PROTOCOL
- Connectar el liofilitzador. El buit no es connectara fins que Ia temperatt;ra
no hagibaixat a uns -50° C.
- Col.locar la mostra en un matras de congelacié.
- Congelar-la uniformement mitjangant una Immersié en nitrdgen liquid.
- Aplicar-ia al liofilitzador.
- Esperar que shagi eliminat tota aigua que contenia.

- Treure la mostra | desconnectar el liofilitzador, tenint en compte que s'ha
de fer entrar aire abans de desconnectar el buit.
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DISCUSSIO

La liofiltzacié és una técnica molt emprada en treballar amb proteines ja que
normalment estan dissoltes en algun tampé, perd per al seu emmagatzemament i
conservacié ens sol interessar tenir tans sols la proteina, perd de manera que es vegi
afectada el minim possible. Com a exempie il.lustratiu tenim Ia liofilitzacié de certs aliments.

Presenta els avantatges front una dessecacié normal que les proteines liofilitzades
solen conservar bona part de la seva activitat si hom les resuspén, donat que , normaiment,
la seva estructura no s'afecta gaire. Perd és frequent que la seva solubilitzacié sigui més
dificil que abans de ser liofilitzades.

Es pot aplicar a totes les proteines, encara que és convenient congixer els possibles
productes que puguin acompanyar-les.






INTRODUCCIO

La técnica que emprarem sera la hidrdlisi acida en HCI 6 N, que és la més utilitzada.

Mitjangant I'is de HCI, a una temperatura que sol ser de 105° C a 110° C,
s'aconsegueix el trencament d'enllagos peptidics. Aixi, passat un cert temps ( hom
acostuma a prendre temps de 24, 48, 72 i 96 hores) ens quedaran en forma lliure els
aminoacids que composaven la proteina. Per a la posterior identificacié i quantificacié
d'aquests aminoacids hi ha moltes possibilitats; perd no entrarem en detalls perqué és molt
llarg d'enumerar i com que sol estar moit automatitzat no ens preocupara. En quasi tots els
casos s'efectua una derivatitzacié quimica dels aminoacids a fi d'incrementar la seva
posterior deteccid. La seva separacid i quantificacid s'efectua a través d'un autoanalitzador
{(aparell dissenyat exclusivament per aquest propdsit) o d'un HPLC.

La tendéncia és a reduir cada cop més la quantitat de mostra necessaria per a obtenir -
una analisi fiable, ja que moltes vegades la quantitat de proteines o péptids de qué es
disposa és limitada i no convé oblidar que es tracta d'una técnica destructiva. Aixi en els
autoanalitzadors classics es treballa amb aliquotes que havien de contenir de l'ordre de
nanomols de cada aminoacid i, avui en dia, amb r'aplicacié del HPLC es pot treballar a nivell
de picomols.

S'acostuma a efectuar hidrolisi a diferents temps ja que existeixen aminoacids com Thr,
Ser i Tyr que s'hidrolitzen parcialment amb el HCI 6 N i per a la seva quantificacié es sol fer
una extrapolacié a temps zero. En canvi Val i lle si estan adjacents formen un enllag moit
estable, per aixd per a la seva quantificacié s'efectuen extrapolacions a temps infinit.

La hidrdlisi es realitza en tubs tancats al buit per evitar 'oxidacié de l1a mostra.

Es la técnica més segura i fiable per a la quantificacié de proteines aillades o per a
determinar la seva composicié.

Naturaiment per una analisi fiable és fonamental la total neteja del material utilitzat i I'is
de reactius altament purificats.

OBJECTIUS

- Determinacié de la quantitat de proteina ja purificada que disposem si la seva
composicié | nombre de cada aminoacid sén ja coneguts. En aquest cas pot servir també per
a comprovar la seva puresa.

- Determinar la composicié qualitativa i quantitativa dels aminoacids d'una mostra.






MATERIAL

- Foma105° C.

Liofilitzador.

Soplet.

Llapis de diamant.
- Pinces.
- Tubs d'assaig Pyrex.

- 6M HCI( suprapur_), 0.005 % 2-mercaptoetanol.

PROTOCOL

- Es determina el volum total de la mostra i es liofilitza una aliquota en un tub
Pyrex per a ser analitzada.

- A aquesta aliquota hom hi afegeix 300 pi de la solucié que conté el HCL.
- Aquest tub s'estira al foc amb el soplet.
- Es congela en nitrégen liquid.

- Es col.loca al liofilitzador i s'espera a que es produeixi el buit total a
Tinterior del tub.

- Es tanca el tub amb el soplet procurant que no hi riagi porus.
- Es col.loca a 105° C el temps comrespondent.

- S'obre el tub amb I'ajut del llapis de diamant i del soplet.

- Es desseca al buit sobre Na OH.

- Posteriorment la mostra es redissoldra en el tampé adequat i s'entrara a
l'analitzador.






DISCUSSIO

La hidrolisi al buit és la técnica més precisa per a la quantificacié d'una proteina pura o
per estudiar la seva composicié.

Respecte altres técniques emprades per a la quantiticacié d'una proteina pura com pot
ser ['absorbancia a una determinada longitud d'ona quan és conegut el seu coeficient
d'extincié molar, presenta 'avantatge de ser més fiable perd requereix més temps, la mostra
ha d'estar lliure de compostos que puguin interferir en la posterior deteccié dels aminoacids i
les aliquotes que es prenen es destrueixen. Encara que aixo ultim gairebé no és problema
en poder trebaliar a nivell de picomols.

La hidrolisi Acida amb HCI presenta l'inconvenient que destrueix el Trp i de que Gin i
Asn es converteixin en els seus acids corresponents ( Glu i Asp ). Per a la determinacié del
Trp una alternativa és 1a hidrolisi amb acid para-toludsulfonic i per Gln i Asn hi ha diferents
solucions a la bibliografia.

BIBLIOGRAFIA.
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- Methods in Molecular Biology. Vol. 1. Proteins. Edited by John M. Walker
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ESPECTRES D'ABSORCIO

INTRODUCCIO

La utilitzacié de l'espectrofotdmetre en el camp de les proteines presenta muiltiples
vanants.

En la cindtica enzimatica quan 'aparicié o desaparicié d'un dels productes, substrat,
cofactors, etc. provoca variacions quantificables en 'absorbancia a una determinada longitud
d'ona, hom pot seguir el curs de la reaccié enragistran els canvis en absorbancia.

Es ja sabut que l'enllag peptidic absorbeix fortament a la regié de 200 a 210 nm. A més.
a més els grups aromatics de certs aminoacids ( Tyr, Phe, His i Trp ) contribueixen a
augmentar I'absorbancia a longituds d'ona entre 220 i 230 nm. Malauradament, ia majoria de
solvents i tampons que podem utilitzar absorbeixen molt a aquestes longituds d'ona. D'aqul
que quan es treballa amb proteines es sol fer a 280 nm per ser una regié on la majoria de
proteines teneri un segon maxim i, en canvi, labsorbancia dels solvents on estan dissoltes
acostuma a ser moit menor. D'aqui que alguns processos de separacié de proteines i
péptids, com la cromatografia liquida, siguin seguits enregistrant 'absorbancia a la longitud
d'ona adequada.

Si podem disposar d'una proteina pura en solucid sempre ens sera Gtil determinar el
seu espectre d'absorcié entre dues longituds d'ona. D'aquesta manera, si en qualsevol altre
ocasié volem comprovar que tenim la mateixa proteina pura, un primer pas sera comprovar
que els espectres coincideixen ( encara que aixd a la practica no sempre és util ja que
diferents proteines poden presentar espectres similars ). També ens pot orientar a quina
longitud d'ona podem treballar en posteriors ocasions. Perd el més important és que si
coneixem la quantitat de proteina pura que tenim en solucié podem aplicar la férmula:

A.R-E,(xcxl

A: absorcié enregistrada a la longitud d'ona A
(280 nm a la majoria d'ocasions ).
¢: concentracié de la proteina expressada en mols/itre.
I: longitud travessada pel feix de llum ( amplada de la cubeta ).
E«:coeficient d'extincié molar a 4 nandmetres.
Calculem Eg i posteriorment sempre que tinguem aquesta mateixa proteina en solucid

podrem saber directament la seva concentracié llegint directament a la longitud d'ona A
Altres técniques espectrofotométriques de quantificacié de proteines en solucié ja
han estat descrites en aquest llibre.

OBJECTIUS _
- Determinar l'espectre d'absorcié molar d'una proteina.

- Quantificacié d'una proteina purificada en soluci.






MATERIALS

- Espectrofotdémetre que fagi "scanning” i enregistri 'espectre graficament.

- Cubetes de quars per a poder llegir I' absorbancia en el U.V.

PROTOCOL

- Connectar l'espectrofotdmetre i programar-lo perqué faci scannmg entre les
longituds d'ona desitjades.

- Col.locar com a blanc una cubeta que contingui el tampd on hi tenim dissolta la
proteina i a l'altra cubeta el problema.

- Iniciar I™scanning"”.

- Sl es pretén quantificar la concentracié de proteina anotar I'absorbancia a la longitud
d'ona desitjada i efectuar els calcuis corresponents.

DISCUSSIO

Es tracta d'una técnica rapida, simple i sense pérdues de mostra, ja que aquesta no es
distribueix ni reacciona amb cap compost. Es Util com a primera aproximacié per a condixer la
concentracié de proteina que posseim perd és menys exacta que una analisi d'aminoacids.

S'ha d'aplicar a solucions amb proteines pures si el que es pretén és la seva
quantificacié.






DETERMINACIO DEL RECANVI PROTEIC.
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INTODUCCIO

Les proteines sén macromol.lécules que continuament estan sotmeses a processos
de sintesi i de degradacié, processos que es verifiquen a una velocitat gairebé constant,
amb petites variacions tan sols sota situacions d'induccié amb una dieta rica en proteines

-durant el periode de creixement.A aquesta continuada sintesi i degradacié se 'anomena
recanvi (turnover”) . La velocitat o taxa de recanvi per a una determinada proteina o per a un.
conjunt de proteines varia en funcié de ia seva naturalesa, tot i sent forga constant; malgrat
tot, poden presentar lleugeres modificacions sota diferents situacions fisioldgiques /o
patoldgiques. Aquesta velocitat normalment es presenta com la "vida mitjana” (tv2), la qual
és el temps necessari per a que es degradi o es sintetitzi la meitat d'una determinada
proteina. Per a procedir al calcul d'aquest parametre "in vivo™ es determina la desaparicié de
la proteina després d'haver-la marcada radiactivament amb aigun tipus de tragador.

La técnica més utilitzada per a determinar la velocitat de recanvi proteic consisteix en
l'administracié d'un aminoacid radiactiu i quantificar a diferants temps la radiactivitat remanent
a la fraccié proteica. Diferents autors han proposat diversos procediments, com per exemple
la perfusié continuada del tragador, per a portar a terme aquesta determinacié, malgrat que
cap dells es pot considerar perfects. Eis principals problemes associats a aquestes
metodologies sén la dificultat per a mantenir constant la radiactivitat especifica durant
lexperiment, la possible reutilitzacié dels aminoacids alliberats com a oonsequéncia de la

/ degradacnd proteica, aixi com de les interconversions entre aminoacids i altres compostos
(glicids i lipids ). L'aproximacié més adient i alhora la més senzilla des del punt de vista
metodoldgic, consisteix en la utilitzacié de 'aminoacid L-(guanido-14 C)-argmma com a
tragador, donat que aquest compost és activament incorporat a les proteines i la probabilitat
que sigui reutilitzat és molt baixa, ja que és degradat a nivell del fetge per 'enzim arginasa;

d'aquesta manera s'elimina la radiactivitat amb l'orina en forma d'urea i no es pot incorporar a

les proteines.

OBJECTIUS.

L'objectiu principal d'aquest experiment és determinar la velocitat de recanvi proteic als
principals teixits de la rata. En funcié dels resultats obtinguts, hom pot donar una explicacié a
les diferéncies observadss entre els diversos teixits en funcié del seu paper fisioldgic.

Aquest métode es pot aplicar a d'altres espécies d'animals, principalment de mamtters.
La quantitat de radioactivitat administrada es modifica en funcié del pes corporal de 'espécie
estudiada. Per exemple, en el cas del ratoll la quantitat de radioactivitat relativa al pes
corporal és semblant a la de la rata, aproximadament 0,05 uCi per gram de pes; en canvi la
quantitat absoluta sera molt més petita (1.25 uCi), a causa del menor pes corporal d'aquest
animal.
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APARELLS | MATERIALS

Reactius

- L-(guanido- 14C )- arginina ( Amersham, Anglaterra).
- Sali: NaCl (Panreac ) 0,9%(p/v) en aigua destil.lada.
- Heparina (Analema).
- Acetona (Panreac).
- Solubilitzador de teixits NCS (Amersham Estats Units): és una solucié d'una base.
d’amoni quaternari en tolué

- Tolué (Fluka).
- Perdxid d’hidrogen (Foret) de 110 vol.
- Acid acétic (Panreac) al 25% (p/v).
- Liquid de escintil.lacié:

750 mi de xilé.

250 mi de trité X-100.

3 gde PPO ( 2,5difeniloxazol) .

100 mg de POPOP ( 1,4-bis-(2-(5-fenoxiloxazolit)-benzé).

- Nitrdgen liquid.

Material

- Xeringues.

Material de cirugia.

Pipetes Pasteur.

Pipetes de vidre.

Pipetes automatiques.

Tubs de vidre Pyrex amb tap de rosca.
Tubs d’homogenitzacié.

- Vials de comptatge de radiactivitat.

- Guants de plastic.

Aparells

- Centrifuga Coolspin MSE.

- Comptador de radiactivitat Packard TriCarb 460C.
- Homogenitzadors.

- Balanga automatica.

- Bany dincubacié.

Animals

- Rates ( Rattus norvegicus ) mascles de la soca Wistar, de 150 grams de
pes aproximat.






PROTOCOL EXPERIMENTAL

- Administrar 10 uCi de L-(guanido-14C)-arginina a quatre rates per via intraperitoneal
(concentracié de la solucié del tragador: 20 uCi/mt).

Sacrificar els animals per decapitacié a les 12, 24, 36, i 48 hores des del moment de
I'administracié , recollint la sang , que es centrifuga a 2000 rpm durant 15 minuts.

- Extraccié dels teixits (fetge, muscul, teixit adipds blanc i marrd, cor, pulmé, cervell i
ronyd). Els teixits as congelen amb nitrdgen liquid.

- Homogenitzar els teixits: 250 mg de teixit amb 2 mil d'aigua destil.lada.

- Precipitar les proteines: agafar 1,5 mi de 'homogenat i barrejar amb 1,8 ml d'acetona
en tubs amb tap de rosca. Centrifugar a 2000 rpm durant 30 minuts, eliminant el
- sobresurant.

. Digestié de les proteines del precipitat amb NCS afegir al precipitat o 1 ml d'aigua
destil.lada i 0,25 ml de NCS.

- Incubar 2 hores a 50° C.

- Decolorar les mostres: afegir als tubs 0,25 mi de tolué, 0,2 mi de perdxid d'hidrdgen.
Incubar 15 minuts a les mateixes condicions.

- Neutralitzar les mostres: afegir als tubs 0,05 ml d'acid acatic al 25%.

- Comptatge de les mostres: afegir 10 ml de liquid d'escintil.lacié, deixar a les fosques
12 hores i comptar les mostres durant 5 minuts.
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PROTOCOL EXPERIMENTAL
Preparacio i administracié del tracador.

La solucié comercial de L-(guanido-14C)-arginina és de 50 uCi en 1 mi d,aigua amb 2%
d'etanol. Aquesta solucié es liofilitza i el residu solid es resuspén en 2,5 mi de sall, amb la
qual cosa s'obté una concentracié final de 20 uCi/ml. Aquesta solucié de treball es conserva
a 4° C fins el moment de la seva utilitzacio.

S'administra a cadascun dels quatre animals experimentals una dosi consistent en 10
uCi de L-(guanido-14C)-arginina per via intraperitoneal (0,5 ml de la solucié de treball).
L'administracié intraperitoneal t& com objectiu fer més lenta I'absorcié del tragador,
perllongant-hi aixf el temps de marcatge de les proteines.

Sacrifici | obtencio de ies mostres

A les 12, 24, 36, i 48 hores des del moment de I'administracié del tragador es
procedeix al sacrifici dels animals per decapitacié amb una guillotina manual de doble fulla. La
sang que vessa de la ferida del coll es recull amb un got heparinitzat i posteriorment es
centrifuga a 2000 rpm durant 15 minuts a 4° C; el plasma obtingut s'agafa amb una pipeta
Pasteur i es guarda a -20° C.

Simuiltaniament es procedeix a I'extraccié dels diferents teixits a estudiar: fetge,
muscul, teixit adipds blanc, teixit adipds marrd, cor, pulmé, cervell, ronyé. Els teixits sén
inmediatament congelats amb nitrdgen liquid i finalment es guarden al congelador a -40°C
fins al moment del seu processament.

Homogenitzacio deils teixits

Es pesen exactament trossos dels teixits congelats de aproximadament 250 mg, i sén
posats dins del tub d’homogenitzacié amb 2 mi d'aigua destil.lada; seguidament
s’homogenitzen amb el tub ficat dins d'un recipient amb gel. De 'homogenitzat s'agafen 1,5
ml | es col.ioquen en un tub de vidre Pyrex amb tap de rosca amb 1'8 mi d’acetona,
barrejant-ho bé. Els tubs es centrifuguen a 2000 rpm durant 30 minuts a 4° C, i finalment
s'elimina el sobresurant amb una pipeta Pasteur.

Per al processament de les mostres de plasma s'agafen directament 1,5 mi de plasma i
8s segueix el protocol indicat anteriorment.






Digestio de les proteines i comptatge

El precipitat obtingut amb el tractament assenyalat i constituUit per les proteines del
teixit, es digereix per addicié de 0'25 mi del solubilitzador NCS i 0'1 mi d'aigua destil.lada, tot
deixant els tubs a 50° C en un bany durant 2 hores. Un cop digerides les mostres, s'hi
afegeixen 0'25 mi de tolué i 0'2 ml de perdxid d'hidrogen, (agent decolorant) i 15 minuts
més tard 0,05 mi d'acid acétic al 25% ( agent acidificant ). Finaiment, el contingut dels tubs,
que ja és transparent i incolor, es posa en vials d'escintil.laci6 amb 10 mi de liquid
d'escintil.lacié. Els vials es deixen un minim de 12 hores a les fosques, per a reduir al maxim
els efectes de la quimioluminiscéncia, i @s compten durant 5 minuts.

La desaparicié de 1a radioactivitat especifica de les proteines segueix una corba de
tipus exponencial:

R=Ry x eH (1)

éssent Ro la radioﬁctivitat especifica al moment de 'administracié dei tracador (t=0)i R
la radioactivitat especifica a un moment determinat t.

Si es procedeix a la transformacié logaritmica de l'equacié (1)

nR=hRo-k @
i ara es transformen els logaritmes naturals a logaritmes decimals

logR=log Ro-k/2303 (3)
es pot obtenir 'equacié d'una recta el pendent de la qual és :

m= /2,303 )]

La vida mitjana de les proteines és el temps necessari perqué es redueixi a 1a meitat la
radioactiviat especifica, és a dir perqué R = R0/2. D'acord amb l'aquacié (1):

Ro/2 = Ro x e Kt 12=0K (5

i si es fa la transformacié logaritmica corresponent

In1/2 = -kt t= 0,693/ k (6)

ja que es coneix el valor de k a partir del valor del pendent de la recta (m), es pot
determinar la vida mitjana de les proteines.
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Calculs

Amb les dpm obtingudes al comptatge pels diferents teixits, tot coneixent el contingut
de proteines de cada teixit, es calcula el logaritme de la radiactivitat especifica (radiactivitat
per gram de proteina) i s representa sobre paper mil.limetrat en front del temps passat des
del moment de I'administracié del tragador. Un cop representats els diferents punts pels
diferents teixits, s'hi representen les correspondents rectes de regressid, el pendent de les
quals ens permetra de calcular ia velocitat de recanvi proteic.

D'aquesta forma, amb els valors de radiactivitat (dpm) de cadascuna de les mostres, es
calcula la radiactivitat especifica (dpm per miligram de proteina )i, per a un determinat teixit es
representa graficament e! logaritme decimal de la radiactivitat especifica en funcié del temps
passat des del moment de I'administracié del tragador:

Essent mel pendent de la recta obtinguda per a un determinat teixit, calculem el valor
de k de 1a seglient manera:

k-z,aos xm
| ara, amb aquesta dada ja podem calcular la vida mitjana de les proteines del teixit (t,2):

tyo=0,693/k

Precaucions de ia radiactivitat

Donat el perill potencial que representa la utilitzacié de la radiactivitat en qualsevol
técnica de laboratorl, és necessaria 'observacié d'unes minimes normes de precaucio.

Totes les manipulacions de les mostres s’han de fer amb guants de plastic d'un sol us.
En especial s'ha d’'anar en compte durant el procés d'extraccid de les mostres; aquestes
operacions es faran damunt un paper de filtre, i alhora es cobrira la taula amb un full de
plastic, per tal d'evitar que es contamini.

El material contaminat (tubs, vials de comptatge, etc) es descontaminaran pel metode
de la dilucié infinita, deixant-ho dins d'un cubell amb aigua corrent durant un dia sencer. El
material no recuperable i les deixalles bioldégiques s'eliminaran utilitzant unes bosses de
brossa especials, d'acord amb la normativa de ia instalacié radiactiva.
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DISCUSSIO

Els métodes més utilitzats en la determinaciéd de la velocitat de recanvi proteic
mitjangant I'is d'isdtops es poden classificar en dos tipus, en funcié que I'administracié del
tragador es verifiqui en forma d'una Gnica dosi 0 bé per administracié continua. El principal
inconvenient d'aquestes metodologies és la dificultat d'assolir una radioactivitat especifica
constant del tragador, malgrat la qual cosa continuen essent els métodes emprats més
sovint.

L'administracié d'una Gnica dosi de tragador presenta l'avantatge de la seva major
simplicitat en el moment de I'administracié, que es porta a terme principaiment per via
intraperitoneal i, de vegades, per via intravenosa. A més a més la quantitat de radioactivitat
utilitzada és més petita, amb la qual cosa es redueixen les despeses econdmiques de
Fexperiment. En canvi, l'administracié continuada del tragador és, metodoidgicament pariant,
més complexa i econdmicament molt més costosa.

El principal desventatge del métode de I'administracié tnica és la possible reutilitzacié
dels aminoacids marcats alliberats com a conseqaéncia de la degradacié de les proteines. La
solucié d’'aquest problema s'assoleix mitjangant I'is d'aminoacids que tinguin una baixa
probabilitat de reutilitzacid, com és el cas de la L-guanido-arginina, que és el que s'utilitza
més freqientment.
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