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EJERCICIO PRACTICO

INSTRUCCIONES:

1. No abra este cuestionario hasta que se lo indiquen.
2. Este examen consta de tres casos practicos, debera elegir dos de ellos.
3. El tiempo de realizacion de este ejercicio es de tres horas.
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Ejercicio 1:

En diferentes zonas de un hospital se identifican varios pacientes que muestran sintomas de
infeccion respiratoria grave. Se sospecha que la infeccion es causada por una bacteria aerobia
gue crece bien en una gran variedad de medios de cultivo y que la cepa implicada en dicha
infeccion porta en su genoma una variante alélica en el gen penA (2,4kb de fase de lectura) que
ha sido previamente caracterizado por otros laboratorios y cuya secuencia es bien conocida y esta
depositada en las bases de datos. La proteina codificada por el gen penA esta implicada en el
desarrollo de resistencia a antibidticos. Los investigadores observan que esta variante es
causante de resistencia a la zeocina.

1. Indique, de forma esquematizada y con un razonamiento breve, como procederia a la obtencion
de muestras procedentes de tres puntos diferentes del hospital (mobiliario de habitacion, sistema
de aireacion y sistema de agua sanitaria), asi como al cultivo de las bacterias presentes en las
muestras y a la determinaciéon de su sensibilidad a antibiéticos. (4 puntos)

2. Una vez identificada la bacteria entre las diferentes muestras. Se selecciona uno de los aislados
y se procede a determinar la secuencia nucleotidica del gen penA en dicha cepa. (6 puntos).
Describa los pasos a seguir para:

a) Realizar la extraccion del DNA bacteriano. Describa esencialmente el procedimiento
describiendo los pasos basicos hasta conseguir una muestra de DNA bacteriano en solucion
10mM Tris HCI, 1mM EDTA pH8, indique también como cuantificaria el rendimiento final de
ADN. (3 puntos)

b) Realizar la amplificacion por técnicas de PCR de la regién codificante del gen penA.
Incluya nimero y las caracteristicas de los cebadores para la amplificacion y posterior
secuenciacion del fragmento, asi como los materiales y equipamiento que se precise.
Mencione también los controles necesarios para determinar, tras el envio a secuenciar de
las diferentes muestras, los posibles cambios en la secuencia nucleotidica que se
identifiquen en la regidn codificante del gen penA en la cepa aislada causante del fenotipo
de resistencia a antibiético. (3 puntos)

3. El andlisis de las secuencias recibidas muestran que la mutacion del gen penA causante del
fenotipo de resistencia a antibiéticos genera una diana de restriccion para la enzima Hindlll. La
amplificacién mediante PCR con oligonucleo6tidos especificos, denominados PenAUP y PenADW,
del fragmento del gen penA que contiene la mutacién tiene un tamafio total de 600 pb y genera
dos fragmentos de 150 pb y 450 pb tras su digestion con Hindlll. Tras el andlisis por amplificacion
y digestion de muestras de varios pacientes que muestran sintomas de infeccién, obtenemos los



MINISTERIO ,
DE CIENCIA, INNOVACION
Y UNIVERSIDADES

estar infectados con la bacteria patégena. (4 puntos)
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Figura 1. SD indica sin digerir, D digerido con Hindlll.

4. Queremos realizar la expresion de la proteina codificada en el gen penA en la bacteria E. coli.
Para ello se requiere introducir la secuencia codificante del gen penA en el plasmido de expresion
pET-21b. (6 puntos)

a) Disefie un protocolo para obtener un plasmido recombinante que sirva para expresar la
proteina PenA con una cola de histidinas en la cepa adecuada de E. coli a partir del
promotor T7. Tenga en cuenta las dianas de restriccion presentes en el sitio de multiclonaje
del plasmido que se indican en el diagrama de abajo y sabiendo que la secuencia
nucleotidica del gen PenA carece de la diana EcoRlI, aunque posee dianas Unicas para las
enzimas de restriccion BamHI y Notl a 700pb y 1,2kb, respectivamente, del ATG iniciador de
penA: (2 puntos)
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b) Describa como procederia para la transformacion de la cepa més adecuada de E. coli con
este vector y la seleccion de transformantes teniendo en cuenta que la proteina PenA-6xHis
puede expresarse y es completamente funcional. (2 puntos)

c) Describa sucintamente los pasos esenciales para proceder a la expresion de la proteina
PenA-6xHis y para su purificacion. (2 puntos)
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Ejercicio 2:

Un investigador quiere caracterizar la localizacion intracelular de dos proteinas (PDK1 y Akt) y su
posible interaccidén. Para eso dispone de tres tipos de células (1) en las que PDK1 se expresa con
GFP; (2) en las que Akt se expresa con mCherry; (3) en las que expresa simultdneamente PDK1-
GFP y Akt-mCherry.

El laboratorio tiene a su disposicion equipos de microscopia confocal, campo amplio, super-
resolucion STED y super-resolucion STORM/PALM y camaras con control de temperatura y CO2.
Los microscopios estan dotados con laseres y lamparas con las longitudes de onda y cubos de
filtros necesarios y control de autofoco.

1. El investigador quiere hacer una reconstruccién 3D de la localizacion intracelular de PDK1 y Akt
en células vivas con resolucioén limitada por difraccion.
Justifique: (1,6 puntos por pregunta)

a) La técnica microscoépica de fluorescencia que usaria para obtener mayor contraste.
b) El tipo de objetivo para maximizar la resolucién (agua, aceite o glicerol).

c) La magnificacién del objetivo y abertura numérica aproximada.

d) El tipo de fuente de excitacion (laser o lampara/led).

e) La longitud de onda (el color) de excitacién para cada proteina.

f) Describa las caracteristicas del cubo de filtros que emplearia.

g) ¢Cudl es la resolucion aproximada que obtendria en el plano XY y en el eje Z?

2. El investigador quiere hacer una secuencia (time-lapse) de 12 horas durante una noche,
priorizando la supervivencia de las células durante la adquisicion de imagen.
Justifique: (1,4 puntos por pregunta)

a) La técnica microscépica que usaria.
b) El material que necesitaria para mantener vivas las células durante el experimento.
c) Eltipo de objetivo de inmersion que usaria: de aceite, de agua o de glicerol.

3. El investigador quiere observar las estructuras intracelulares en las que se localiza la proteina
marcada con GFP con resolucion 80 nm en el plano y 100 nm en el eje Z. (1,2 puntos por
pregunta)

a) Justifique la técnica microscépica que utilizaria.

b) Describa a grandes trazos la preparacion de la muestra.

c) Si quiere reducir la resolucién a unos 50 nm, ¢qué técnica de procesado de imagenes
usaria?

4. Finalmente, el investigador quiere observar la interacciéon en la célula entre las proteinas PDK1-
GFP y Akt-mCherry usando un microscopio confocal. Justifique si escogeria una técnica de
colocalizacion o metodologia FRET (transferencia de energia) (1 punto)
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Ejercicio 3:

En un laboratorio de biologia molecular y celular, se esta llevando a cabo un estudio para
investigar las modificaciones post-traduccionales de las proteinas en células de cancer de mama.
Se sospecha que ciertas modificaciones como la fosforilacion y la glicosilacion pueden
desempefiar un papel crucial en la progresion del cancer.

1. Cita qué técnica de protedmica o disefio experimental se podria utilizar para identificar y
caracterizar estas modificaciones. ¢Por qué? (3 puntos)

2. En el caso de utilizar un primer paso de cromatografia liquida y posteriormente espectrometria
de masas, ¢,qué procedimientos se llevarian a cabo sobre las proteinas antes de la cromatografia
liquida para poder analizarlas posteriormente por espectrometria de masas? (3 puntos)

3. Para la separacioén en la fase cromatografica se va a utilizar una columna de alta resolucién en
fase reversa. Explica los principios de este tipo de separacion cromatogréafica y algun ejemplo de
fase estacionaria. (3 puntos)

4. Una vez separadas por HPLC, el hidrolizado de proteinas se sometera a espectrometria de
masas para su identificacion. Para ello, los fragmentos proteicos obtenidos tras la hidrélisis con
tripsina se ionizaran en el espectrometro de masas. Explica brevemente alguna de las principales
diferencias entre ionizacion tipo electrospray (ESI) e ionizacion tipo MALDI (lonizacion por
Desorcién Laser Asistida con Matriz). (4 puntos)

5. Durante la espectrometria de masas, los péptidos ionizados se fragmentan y se registra el
espectro de masas de los fragmentos. Explica que es un espectro se masas y coOmo se
representa. (3 puntos)

6. Los espectros de masas se analizan utilizando software especializado y se comparan con
bases de datos de secuencias proteicas para identificar las proteinas presentes en las fracciones.
Desarrolla brevemente dando ejemplos de tipos de software y bases de datos. (4 puntos)



