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RESUMEN: (200 palabras)

Este proyecto pretende iniciar a los alumnos de bachillerato interesados en Biociencias en las
técnicas utilizadas en la actualidad para modificar genéticamente organismos modelo.
Mediante estas técnicas se pueden insertar, eliminar o cambiar genes en un organismo, y son
la base de estudio de un gran nimero de proyectos de investigacidn encaminados a resolver
problemas tanto del ambito de la salud como del biotecnoldgico.

En este proyecto se explicara en el laboratorio cdmo se consigue eliminar un gen concreto de
células humanas de hepatocarcinoma (HepG2) mediante la metodologia CRISPR/Cas9. A
continuaciéon, se trabajard con estas células a las que se les ha eliminado el gen de la
peroxirredoxina 6 humana (Prdx6), que se ha relacionado con cdncer. Se comprobard
mediante la técnica de Western-blot que estas células “knockout” no expresan el gen.
Ademas, se analizard alguna consecuencia fenotipica de esta mutacidn, como es la entrada de
glucosa en la célula. Se ha descrito que las células cancerosas asimilan mas glucosa que las
normales por lo que es interesante comprobar esta caracteristica en nuestra linea celular
carente de Prdx6 en comparacion con las células tumorales HepG2. También se determinara el
nivel de proliferacién celular en ambos tipos de células.
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OBJETIVOS: (General y especificos)

Objetivo general.- Este proyecto pretende iniciar a los alumnos de bachillerato interesados en

Biociencias en técnicas utilizadas en la actualidad para modificar genéticamente lineas

celulares humanas y su posterior analisis y comprobacion.

Para alcanzar este objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

1.

Aprendizaje del manejo del material basico de un laboratorio de Bioquimica y Biologia
Molecular.

Aprendizaje mediante herramientas interactivas de técnicas de manipulacién génica
de lineas celulares humanas y animales de experimentacién.

Aprendizaje de recogida de medios de cultivo y células HepG2 mediante tripsinizacion.
Aprendizaje del conteo de células usando la cdmara de Neubauer y azul tripan para
calcular la viabilidad celular.

Conocimiento y utilizacidn de la técnica de separacidn electroforética de proteinas en
gel de acrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE). Se utilizara para separar las proteinas
de las células recogidas anteriormente.

Conocimiento y utilizacidn de la técnica de Western-Blot para identificar la proteina
Prdx6 humana en las células recogidas. Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE
son transferidas a una membrana de nitrocelulosa, en la que se va a intentar detectar
la proteina Prdx6 mediante el uso de anticuerpos especificos.

Determinacion de los niveles de glucosa en medios de cultivo.
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RECURSQS: (Aulas, laboratorios, equipamiento)

Para llevar a cabo este proyecto disponemos de los laboratorios del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular equipados con todo el material necesario para alcanzar los
objetivos propuestos. También se utilizard de forma esporadica el laboratorio del grupo de
investigacion BIO-216, asi como aulas de trabajo preparadas para la puesta en comun y analisis
de los resultados obtenidos. Todos ellos localizados en el edificio Severo Ochoa del Campus de
Rabanales.

Equipamiento del Laboratorio de practicas de Bioquimica y Biologia Molecular

Micropipetas y puntas, vasos de precipitado, probetas, tubos eppendorf, termobloques,
campanas de flujo laminar, campanas de extraccién de gases, microscopio, centrifugas,
equipamiento para electroforesis de proteinas, sistema de transferencia semiseca, fuentes de
alimentacién, cubetas, espectrofotometros.

Equipamiento del Laboratorio de investigacion del grupo BIO-216

Equipamiento para la preparacion y esterilizacién de material de laboratorio, campanas de
flujo laminar, incubador de CO,, microscopio, sistema para visualizacion y analisis de los
resultados del Western-Blot.

Equipamiento del Aula de trabajo

Video-proyector y ordenador portatil para las presentaciones.
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DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD: (Méximo 5 hojas)

Cronograma detallado de la actividad

Primera sesion

Presentacién del proyecto por parte de los Profesores responsables del proyecto.

Segunda sesion

Lugar: Laboratorio 1-2 del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Laboratorio del Grupo BIO-216 y Aula de trabajo.

Objetivos: Se abordaran completamente los objetivos 1, 2, 3 y 4, y se iniciara el
objetivo 5.

Recursos y consumibles necesarios: Se detallara en los protocolos entregados a los

alomnos antes de cada sesion.
Actividades que desarrollar:

- Presentacién detallada del proyecto en el aula de trabajo.

- Familiarizacién con el uso del material de un Laboratorio de Bioquimica y Biologia
Molecular.

- Visualizacion de células HepG2 normales y “knockout” para Prdx6 al microscopio.

- Recogida de medio de cultivo y de las células de los frascos de cultivo.

- Contaje de las células vivas y muertas mediante la cdmara de Neubauer y azul
tripan. Calculo de la viabilidad celular.

- Preparacion de geles de poliacrilamida para la electroforesis de la sesion siguiente.

Tercera sesion

Lugar: Laboratorio 1-2 del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular.
Objetivos: Se acabara el objetivo 5 y se iniciara el 6.
Recursos y consumibles necesarios: Se detallara en los protocolos entregados a los

alomnos antes de cada sesion.
Actividades que desarrollar:

- Preparacidon de las muestras para la electroforesis.

- Aplicacién de las muestras en los pocillos del gel de poliacrilamida e inicio de la
electroforesis, que se dejara transcurrir durante 1 hora.

- Preparacion del material necesario para la transferencia semiseca.

- Transferencia de las proteinas del gel de acrilamida a la membrana de
nitrocelulosa mediante un sistema de transferencia semiseca.

- Bloqueo de la membrana de nitrocelulosa con leche en polvo.

- Incubacién con el anticuerpo primario anti-Prdx6 hasta la sesidn siguiente.
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Cuarta sesion

Lugar: Laboratorio 1-2 del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Laboratorio del Grupo BIO-216 y Aula de trabajo.

Objetivos: Se completara el objetivo 6 y se abordara completamente el 7.

Recursos y consumibles necesarios: Se detallara en los protocolos entregados a los

alomnos antes de cada sesidn.

Actividades desarrollar:

- Incubacién de la membrana de nitrocelulosa con el anticuerpo secundario

- Revelado de la membrana y anadlisis de los resultados en el sistema de analisis de

imagen del Grupo BIO-216
- Determinacion de glucosa en los medios de cultivo recogidos en la segunda sesion.
- Andlisis de los resultados y conclusiones.

uinta sesion

Los alumnos participaran primero en una sesién especifica en las que se les ensefiara a
tratar, analizar y presentar los resultados obtenidos de acuerdo con el método cientifico.
Posteriormente, en formato powerpoint, los alumnos presentaran al resto de participantes
los resultados obtenidos en su trabajo, comentando sus impresiones sobre la experiencia
desarrollada.
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