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ELECTROFORESIS
/

La electroforesis se define como el movimiento o dispersion ; ; Atri ;
Moléculas  cargadas  se Se aplica corriente eléctrica a través del gel para

de particulas tras ser sometidas a un campo eléctrico.. =~ T— mueven a través de un gel, T—— dUe un extremo del gel tenga una carga positiva y

/ \ el otro extremo tenga una carga negativa

Para separgr fragmentos
En una matriz o gel de ADN, ARN, moléculas o Pasa una corriente
proteinas
c

. & C
Tamafio y carga eléctrica

Gel consiste en una matriz
permeable, un poco como un

tamiz.

y
Moléculas  migran

Moléculas mas pequeiias migran a través del gel mas / hacia Ia -
rapidamente vy, por lo tanto, viajan mas lejos que los 4

opuesta.

fragmentos mads grandes que migran mas lentamentey, por lo

tanto, recorreran una distancia mas corta. como resultado, las
moléculas se separan por tamafo.

Moléculas pueden viajar

cuando pasa una corriente
eléctrica a través de él.




ELISA L

TIPOS DE PRUEBAS DE ELISA

Ensayo inmunoabsorbente

ELISA directo /

Indirecto

ligado a enzimas (ELISA)

19 El antigeno se inmoviliza sobre una placa

32 Se afade el sustrato que al reaccionar

A
19 El antigeno se inmoviliza sobre una placa

. . ) . 22 Se afiade un anticuerpo primario sin marcar que se une al
Una enzima como marcador para 22 Se afade un anticuerpo primario , . 2
. g ) o antigeno de interés
mediar la formacion de marcado con una enzima que se unira al
complejos antigeno-anticuerpo antigeno de interés 32 Se afiade un anticuerpo secundario marcado con una enzima

gue se unira al anticuerpo primario3

. M . .
19 El anticuerpo de captura se inmoviliza sobre la placa

22 Se afiade la muestra que contiene el antigeno de interés que se unira
al anticuerpo de captura

32 Se aflade el anticuerpo de deteccién que se unira al antigeno unido
a su vez al anticuerpo de captura

42 En caso de que el anticuerpo de deteccién vaya conjugado a una
enzima, procederemos directamente con el 52 paso. En caso contrario
(que es lo mas habitual en los ELISA tipo sandwich), sera necesario
afadir un anticuerpo secundario marcado con una enzima que se unira
al anticuerpo de deteccion.

592 Se afiade el sustrato que al reaccionar con la enzima proporcionara
una sefal visible que permitird la deteccién y/o cuanticacién del

antigeno de interés

Tioo séndwich con la enzima proporcionara una sefial 42 Se afiade el sustrato que al reaccionar con la enzima

PO SaNCNI visible que permitird la deteccién y/o proporcionara una sefial visible que permitird la deteccién y/o
I' cuanticacion del antigeno de interés S : - .
Compe}'itivo

19 El antigeno de referencia se inmoviliza sobre la placa

292 Por otro lado, un exceso de anticuerpo primario sin marcar se incuba con la muestra
que contiene el antigeno de interés, dando lugar a la formacién de complejos antigeno-
anticuerpo

32 Se anade la mezcla antigeno-anticuerpo a la placa, donde el antigeno de referencia
competird con el antigeno de la muestra por unirse al anticuerpo

49 Se lava la placa eliminando los complejos antigeno-anticuerpo solubles

59 Se afade a la placa un anticuerpo secundario marcado con una enzima que se unira al
anticuerpo primario anclado al antigeno de referencia. 62 Se afiade el sustrato que al
reaccionar con la enzima proporcionara una seial visible que serd inversamente
proporcional a la cantidad de antigeno de interés presente en la muestra




SOUTHERN BLOT J

Escision de

Se extrae ADN
cromosomico como k=

muestra.

/

v
/ Se debe escindir el

. v . ADN
Permite detectar la presencia |

de una secuencia de ADN l

concreta en una mezcla

compleja de este acido nucleico
endonucleasas de

restriccion.

( Hibridacion.

1)

Electroforesis.

Se deben separar los
fragmentos mediante
electroforesis en gel
agarosa.

—Ah

. . e \
Visualizacidn. r

4 ‘ )

Se afiade la muestra de ADN

marcado radiactivamente
para hacer la hibridacién con
el ADN complementario,

Se expone la
pelicula de rayos

X a la membrana. :
luego se incuba con sonda y

K ca lava /

(
L

y
Transferencia.

v
Se desnaturaliza

el ADN y es
transferido a

una membrana

da nulan




Affinity Chromatography to Separate mRNA
Paly{ U} Attached Bulk RNA added Hight Selt added

RHNA without Polyia) RHA
Foly(A) tail | Eluted
pass through

column S

NORTHERN BLOT

2.Transferencia e inmovilizacién del RNA
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INCUBAR

3. Pre-hibridacion e hibridacién de la sonda

LAVADO

TENIR LAVAR INCUBAR 0

4. Deteccion del RNA

@ m LAYADO
-Asmctom

Hibridacién Ultrahyb

INCUBAR O

E * EXTRAER MEMBRANA
@

DETECTAR miRNA Hibridacién Ultrahyb
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CITOMETRIA DE
FLUJO

( )
[ Método de Iaborat;rio ] Determinar el marcador intracelular Determina que marcador nuclear te
| L ) conviene ma’:s utilizar
Determinar el nimero, el porcentaje / \ l
v ciertas caracteristicas de las células Fijacion previa para provocar que Los factores de transcripcion son
' las proteinas se entrecrucen y se proteinas que se unen al DNA y
Las células se tifien con un tinte sensible a la luz, estabilice la membrana celulary la regulan la expresion génica,
se colocan en un liquido, se pasa una a una por un permeabilizacion celular para que modulando la sintesis de RNA
haz de luz. La citometria de flujo se usa en los anticuerpos puedan tener LIS e,
investigacion basica y para el diagnéstico y acceso a los componentes
tratamiento de enfermedades, como el cancer. intracelulares. /
Afiade a tu flujo de trabajo las bolitas
Seleccion del tampén de marcaje (;Citometria de flujo para el estudio de de compensacién UltraComp™
intracelular L' sefializacién celular eBeads

/ v \ K Andlisis marcadores especificos de vias de \

Cuando realizamos un marcaje . Reaccionan con los anticuerpos de

. . g sefalizacion.

intracelular seguido de un analisis por ratén, rata y hamster. Son
, .

. q . e e Analisis de marcaje célula-especifico.
citometria de flujo, la seleccién de los ) P

tampones de fijacion y e Dependiendo de la aplicacion: Western blot,
ELISA o immunohistoquimica (IHC).

immunoglobulinas de cadena ligera-

independiente.
permeabilizacién son esenciales y

tienen un gran impacto en la calidad y e Utilizando diferentes tipos de tampones
k la precision del resultado final. j intracelulares de fijacion y de
permeabilizacién.

k Reactividad cruzada entre ratén y humano. /




SECUENCIACION

|

Determinar la secuencia exacta ’]

/

v

Nucleétidos Bases de una
molécula de ADN.

\

v
Codifica la informacién biolégica

que las células usan

v

Desarrollarse

Funcionar

La secuenciacion de Sanger

consiste en hacer muchas copias
de una region blanco de ADN.

&

Primero se calienta la Se enfria para que el

mezcla para cebador pueda unirse al

desnaturalizar el molde
de ADN

molde de cadena
sencilla.

o

p—

na vez que se ha unido el

cebador, se eleva la
temperatura para que la
ADN polimerasa pueda
sintetizar ADN nuevo a

partir del cebador.

~

J

>

Establecer |la secuencia de ADN

Comprender la funciéon de los
genes v otras partes del genoma.

2

"\

La ADN polimerasa
afadira nucledtidos a la
cadena hasta que
aleatoriamente agregue
un nucleétido didesoxi
en lugar de uno normal.

~

~

A partir de ese
momento, no es
posible agregar mas
nucledtidos y la
cadena termina con el

Knucleétido didesoxi. /




