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PRACTICA EXPERIMENTAL
Sintesis in vitro de proteinas fluorescentes mediante la
tecnologia de Cell-Free

Objetivos

-Utilizar el sistema in vitro de sintesis proteinas (cell-free) mediante la produccién de cuatro proteinas
fluorescentes.

-Comparar el método tradicional de produccién de proteinas recombinantes vs sistema cell-free
-Discutir pros y contras de cada una de las metodologias

Materiales

e Guantes

e Micropipetas (0.2-2 pL, 2-20pL, 20-200 pL)

e Puntas para micropipeta

e  Microtubos de 1.5 mL o Microtubos para PCR
e Incubadora o termoblock a 29°C

e Mezclador tipo Vortex

e Transiluminador o fuente de luz azul

e Marcador permanente

Reactivos

e Agua libre de nucleasas (MQ)

e Extracto celular de E. coli.

o 4Ax Wizard Mix

e  40% PEG 8000 (almacénese a temperatura ambiente)
e 20 nM DNA circular (plasmidos)

= sfGFP

= eforRED

= Agquamarine
= dTomato

Metodologia
A cada equipo se le hara la entrega de un kit de cell-free el cual contiene el extracto celular, el buffer

wizard asi como los 4 plasmidos que codifican para diferentes proteinas fluorescentes. Por separado
se les proporcionara un tubo que contiene el PEG 8000.



1. Antes de usar, agite suavemente cada tubo proceda a centrifugar brevemente los tubos. Si se ve
algan precipitado, pipetee suavemente la mezcla hacia arriba y hacia abajo hasta garantizar la
homogeneidad. Evite la formacién de espuma.

2. Etiquete 6 tubos vacios de 1.5 mL como se indica a continuacion:

a) Control Reportero
b) sfGFP

c) eforRed

d) Aquamarine

e) dTomato

f) Master Mix

3. En el tubo etiquetado como Master Mix, prepare el equivalente a 6 reacciones de cell-free de
acuerdo a los voliumenes descritos en la siguiente tabla.

REACTIVO VOLUMEN (pL) VOLUMEN (pL)
1 reaccion 6 reacciones
4x Wizard Mix 3.0 18
H-0 1.4 8.4
40% PEG8000 0.6 3.6
Extracto Celular 4.0 24
Volumen total 9 54

4. Del Master Mix que se prepar6 en el punto anterior, afiada 9 uL de Master Mix a cada uno de los
5 tubos restantes (previamente etiquetados).

5. A cada tubo agregue 3 uL del DNA plasmidico (20 nM) respectivo (un tubo por cada plasmido) y
al tubo etiquetado como control reportero agregue 3 uL del H,0 libre de nucleasas (éste servird como
control negativo del experimento).

6. Agitar suavemente y centrifugar brevemente (un pulso) los tubos.

7. Incubar los tubos a 29 °C utilizando un “termoblock” o incubadora. Pasados 1-2 horas de incubacién
y utilizando un transiluminador o alguna fuente de luz azul verifique cada uno de los tubos. El plasmido
que codifica para sfGFP ya debe presentar fluorescencia. Los tubos del resto de proteinas
fluorescentes se pueden dejar incubar a 29°C o a temperatura ambiente toda la noche para observar
fluorescencia.

NOTA: Los alumnos también se pueden llevar los tubos y con el paso del tiempo se puede observar
las proteinas fluorescencia a simple vista
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Material Elaborado por: Dr. Fernando Guzman Chavez y el Dr. José Antonio Pedroza Garcia, los
plasmidos fueron exclusivamente creados para esta practica por el Dr. Fernando Guzman Chavez.
Se agradece el apoyo del PROYECTO DGAPA-PAPIME (PE202023) para el desarrollo de este material.



