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14. PROGRAMA ANALITICO (Leco) 2000

El objetivo de la presente materia es el adiestramiento de post-grado en técnicas generales de
uso tanto en el laboratorio académico de investigacién como en laboratorios comerciales e
industriales.

Cada alumno realiza un programa practico constituido por 2 Trabajos Practicos intensivos
(mdduios), de entre 16 posibles.

En cada médulo practico se desarrollan en forma minuciosa una o dos técnicas principales y
varias auxiliares en forma personal. Se considera que el alumno que aprueba un practico esta
en condiciones de llevar a cabo las técnicas aprendidas, en condiciones similares, en forma
profesional.

Teéricas:
Los alumnos asisten a las tedricas correspondientes a todos los médulos practicos no pudiendo
faltar a las clases teoricas correspondientes a los médulos practicos que realizara.

Pricticos:

De acuerdo a la orientacidn de su carrera y a las vacantes en cada combinacion, el alumno se
inscribe y realiza 2 practicos intensivos, con sus correspondientes seminarios y sesiones de
instruccion. Ademas el alumno realiza una exposicion frente al resto de alumnos y profesores
sobre uno o més trabajos de la bibliografia relacionados con el tema de la préctica realizada.

*  Dr. Luis Quesada Allué
TALLER GENERAL DE TECNICAS ELECTROFORESIS EN GELES.
TRANSFERENCIA DE PROTEINAS
Geles de poliacrilamida mono y bi-dimensionales nativos y desnaturalizados. Geles de
agarosa para ADN. Geles de actividad enzimdtica. “Western blot”.

* Dr. Héctor Carminatti /Dr. Radrizzani
LOCALIZACION CELULAR Y SUBCELULAR DE PROTEINAS AL
MICROSCOPIO CONFOCAL.
Inmunodeteccion de proteinas en cultivo de células y microscopia

* Dr. Victor Idoyaga ‘
DETERMINACION DE LOS EFECTOS DE CITOSTATICOS SOBRE LA  *
PROLIFERACION TUMORAL.

Cultivo de tejido. Medicion de sintesis de DNA
Determinacion del indice de proliferacién de las células tumorales en presencia de un
citostatico que actiia sobre la fase S del ciclo celular.

* Dr. Victor Idoyaga .
CLONADO E IDENTIFICACION DE UN FRAGMENTO DE ¢DNA DE
TOPOISOMERASA II EN CORTEZA EMBRIONARIA DE RATA.
Clonado en bacterias. Mapeo de restriccion.
Clonado de un fragmento de cDNA correspondiente a la topoisomerasa II de rata en E.
coli. Identificacion del fragmento purificado mediante miniprep y un mapeo de restriccion.



Dr. Luis Ielpi

SECUENCIACION DE UN FRAGMENTO DE ADN. ANALISIS DE LOS DATOS.
Determinacion de la secuencia de nucledtidos de un fragmento de ADN por
el método de Sanger, también conocido como el método de terminacion de la cadena.
Secuencia de un fragmento empleando el kit de Sequenasa IT y s-ATP, preparacion y
corrida de un gel de poliacrilamida con doble descarga de muestra, transferencia del gela
papel Whatman 3MM, autorradiografia, y revelado. Ensefianza practica de lectura de la
secuencia de nucledtidos. Andlisis de la secuencia obtenida(porcentaje de G+C, zonas
promotoras, andlisis de RNA-mensajero, en base de datos (blastn, blastp, blastx), marcos
de lectura abiertos, traduccion, posible funcién bioquimica, estructura secundaria,
hidrofobicidad, segmentos de aminodcidos.

Dr. Marcelo Dankert

ELECTROFORESIS PULSANTE

Una técnica para fraccionar particulas de alto peso molecular.
Su aplicacion a la separacién de cromosomas de levadura.

Dr. Fernando Goldbaum
CRISTALIZACION DE PROTEINAS
Método de “hanging drop” y “Sitting drop”.
Cristalizacion en geles

Dr. Gonzalo de Prat Gay

ESTUDIOS DE PLEGAMIENTO DE PROTEINAS POR ESPECTROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA Y DICROISMO CIRCULAR

Desnaturalizacién de proteinas en el equilibrio y espectroscopia de fluorescencia.
Dicroismo circular de proteinas.

Dr. Israel Algranati

DETERMINACION DE AMPLIFICACION GENICA POR ANALISIS DE
HIBRIDIZACION.

Preparacién de DNA — Digestién con enzimas de restriccion — hibridizacion - Southern —
Preparacion de sonda especifica por PCR..

Después de preparar DNA genémico de un parasito (Crithidia fasciculata) se lo digiere
con varias enzimas de restriccion y se prepara los Jragmentos por electroforesis en
agarosa. Se realiza la transferencia a una membrana de Nylon que se hibridiza con una
sonda especifica radiactiva preparada por PCR.

Dr. Pablo Wappner

TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA EN DROSOPHILA
MELANOGASTER. UTILIZACION DE LINEAS TRANSGENICAS.

Microscopia dptica, contraste de interferencia, contraste de fase, fluorescencia, Uso de
GFP, inmuno-deteccién in situ.

Manejo basico de lineas normales, mutantes Y transgénicas de Drosophila melanogaster.
Cruzamientos basados en el sistema binario de Gal4/UAS. Andalisis de los resultados por
inmunotincién de embriones revelando tanto con reaccién de peroxidasa como por
técnicas fluorescentes. Se observardn también lineas expresando la proteina verde
Sfluorescente.



Dr. Luis Quesada Allué 3 K
LIPIDOS: ANALISIS ELEMENTAL ~
Métodos de extraccion o eliminacion de lipidos. Cromatografia columnas y TLC:
Separacion y andlisis de lipidos neutros Y polares. Cromatografia de adsorcién en Ac.
silicico.Cromatografia de intercambio aniénico. Saponificacion e hidrélisis dcida..
Analisis en capa fina.

Dr. Marcelo Dankert
CELULAS ELECTROPORADAS COMO SISTEMA ENZIMATICO
Electroporacion. Cromatografia en columna. Cultivos.

Dr. Ricardo Wolosiuk

ANALISIS ESPECTROFLUOROMETRICO DE LA REDUCCION DE PUENTES
DISULFURO EN PROTEINAS.

Fluorescencia intrinseca y extrinseca en proteinas. Actividad protein disulfuro reductasa.
La reduccion de los puentes disulfuro en las proteinas serd analizada por las variaciones
en la fluorescencia de emisién de sondas intrinsecas (residiuo triptofano) o extrinsecas
(anilin naftalen sulfénico).

Dr. Roberto Staneloni

AMPLIFICACION DE ADN POR PCR

Mutaciones. Sustituciones, PCR.

Amplificacion de un fragmento de ADN por PCR. Este Jragmento corresponde al promotor
del gen Cab. Purificacion del fragmento en gel de Agarosa y ligado a un vector de alto
niimero de copias. Purificacién de ADN y andlisis de los clones por PCR.

Dra. Graciela Boccaccio

TRANSFECCION DE GENES EN CELULAS EUCARIOTAS CON VECTORES
PLASMIDICOS

Cultivo de lineas celulares.

Transfeccion de plasmidos mediada por liposomas.

Inmunofluorescencia.

GFP como reportero de transfeccion.

Dr. FERNANDO PITOSSI

UTILIZACION DE VECTORES ADENOVIRALES PARA TRANSFERENCIA
GENETICA

Generacién y utilizacién de adenovirus recombinantes.
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