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Se extrae ADN
cromosémico
como muestra.
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Visualizacion.

Se expone la
pelicula de rayos
X a la membrana.

Escision de

ADN.

Se debe escindir el

ADN con ayuda de

endonucleasas de
restriccion.
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Electrofor
esis.

Se deben separar los
fragmentos mediante
electroforesis en gel
agarosa.

Transferen

Hibridacio
n.

Se aflade la muestra de ADN

marcado radiactivamente
para hacer la hibridacién con
el ADN complementario,
luego se incuba con sonda y
se lava.

cia.

Se desnaturaliza
el ADNy es
transferido a
una membrana
de nylon.
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Separacion
del RNA.
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Se hizo un corrido
electroforético en gel de
poliacrilamida 15%
utilizando el sistema
Mini-protean y el
marcador de peso
molecular para miRNAs.

Transferencia e
inmovilizacion
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Pre-
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del RNA.
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Al e hibridacio
metleno

B "

e—— Memévara de Nrior:

« P Ge =
= a TENIR LAVAR TiNcusR O
INCUBAR O iﬂ | e ddrascne » " con e i et
(@] *k ) E sk :]
Una vez finalizado el corrido electroforético, el RNA e s PRI o e
separado fue transferido a una membrana de Nylon nCE e
=~ o

cargada positivamente, utilizando el equipo Trans-Blot
SD Semi-Dry Transfer Cell , en este equipo se hizo un

montaje tipo sandwich con 3 hojas de papel Whatman
cromatografico 3MM, la membrana de Nylon, el gel y

: : ; » Transcurrida la hora de
finalmente 3 hojas mas de papel cromatografico.

inmovilizacion la

membrana se lavd con
Agua desionizada.

Deteccion
del RNA. | , 3

Para realizar el proceso de deteccion
se retird la membrana de la botella
de hibridacion, se lavo dos veces con
tampon de baja astringencia a 37°C
con agitacion durante 15 min.



[ Método de laboratorio }
l

Determinar el nimero, el porcentaje
y ciertas caracteristicas de las células
I

Las células se tifien con un tinte sensible a la luz,
se colocan en un liquido, se pasa una a una por un
haz de luz. La citometria de flujo se usa en
investigacion basica y para el diagndstico y
tratamiento de enfermedades, como el cancer.

Seleccion del tampdn de marcaje W

CITOMETRI
A DE FLUJO.

Determinar el marcador intracelular Determina que marcador nuclear te

conviene mas utilizar
|

l

Fijacidn previa para provocar que Los factores de transcripcion son
las proteinas se entrecrucen y se proteinas que se unen al DNA'y
estabilice la membrana celulary la regulan la expresion génica,
permeabilizacién celular para que modulando la sintesis de RNA
los anticuerpos puedan tener mensajero.

acceso a los componentes
intracelulares.

intracelular

Ty )

Afade a tu flujo de trabajo las bolitas
de compensacion UltraComp™
eBeads

Citometria de flujo para el estudio de
sefializacion celular




Determinar la secuencia exacta
Codifica la informacion bioldgica Establecer la secuencia de ADN

gue las células usan

Nucleétidos
Comprender la funcién de los
genes y otras partes del genoma.

Funcionar

Bases de una
molécula de ADN.

Desarrollarse

A partir de ese
momento, no es
posible agregar mas
nucledtidos y la

Primero se calienta la

mezcla para La secuenciacion de Sanger .
desnaturalizar el molde consiste en hacer muchas copias —— cadena,tfarmw.]a con.el
de ADN \ de una regién blanco de ADN. nucleotido didesoxi.

Una vez que se ha unido el La ADN polimerasa

Se enfria para que el cebador, se eleva la afiadira nucledtidos a la
aelvader [pud wniis &l temperatura para que la cadena hasta que

molde de cadena ADN polimerasa pueda aleatoriamente agregue

sencilla. sintetizar ADN nuevo a un nucledtido didesoxi

partir del cebador. en lugar de uno normal.



ELISA directo

12 E| antigeno se inmoviliza sobre una
placa

29 Se afiade un anticuerpo primario
marcado con una enzima que se unira al
antigeno de interés

32 Se afiade el sustrato que al reaccionar
con la enzima proporcionard una sefial
visible que permitird la deteccién y/o
cuanticacion del antigeno de interés

TIPOS DE PRUEBAS DE ELISA

Indirecto

Tipo sandwich

Competitivo
|

12 El antigeno se inmoviliza sobre
una placa

22 Se afiade un anticuerpo primario
sin marcar que se une al antigeno de
interés

32 Se afade un anticuerpo
secundario marcado con una
enzima que se unird al anticuerpo
primario6

42 Se afade el sustrato que al
reaccionar con la enzima
proporcionara una sefial visible que
permitird la  deteccion  y/o

AiantinaniAn AAl antlicana AA intkarAs

12 El anticuerpo de captura se inmoviliza
sobre la placa

29 Se afiade la muestra que contiene el
antigeno de interés que se unird al
anticuerpo de captura

39 Se afiade el anticuerpo de deteccion
gue se unird al antigeno unido a su vez al
anticuerpo de captura

42 En caso de que el anticuerpo de
deteccion vaya conjugado a una enzima,
procederemos directamente con el 52
paso. En caso contrario (que es lo mas
habitual en los ELISA tipo sandwich).

52 Se afiade el sustrato que al reaccionar
con la enzima proporcionara una sefial
visible que permitira la deteccién y/o
cuanticacion del antigeno de interés.

12 El antigeno de referencia se inmoviliza sobre la
placa

22 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 formacion de
complejos antigeno-anticuerpo

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

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

52 Se afiade 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 proporcionard una sefial visible que sera
inversamente proporcional a la cantidad de antigeno
de interés presente en la muestra.




ELECTROFORESIS




