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Problemas del Tema 3: Técnicas isotopicas

3-1 (ejemplo resuelto)

Reacciones de la DNA polimerasa I de Escherichia coli.

Si se afiade DNA polimerasa I purificada a una mezcla de reaccion de pH tamponado que contenga Mg>*, DNA y los cuatro desoxirribonucledsidos-
5'-trifosfato marcados con *’P en la posicion o (es decir, junto a la desoxirribosa), y se incuba a 37°C, el *°P pasa a ser insoluble en acido
tricloroacético (TCA) al 10% y puede recogerse en un filtro de membrana —demostrando la formacion de DNA, puesto que éste es insoluble en TCA,
a diferencia de los nucledtidos. Obsérvese que el DNA de nueva sintesis puede distinguirse del DNA original debido a la radiactividad del primero.
Si s6lo estan presentes tres de los desoxirribonucledsidos-5'-trifosfato, o faltan los iones Mg®", o el DNA molde, o se afiaden ribonucleétidos en lugar
de desoxirribonucledtidos, el **P permanece soluble. Por lo tanto, la polimerizacion requiere los cuatro desoxirribonucledtidos, iones Mg®* y DNA.
Igualmente, si uno cualquiera de los trifosfatos es reemplazado por el monofosfato o difosfato correspondiente, el **P permanece soluble (es decir, no
hay polimerizacion). Por consiguiente, el grupo trifosfato es necesario en el sustrato. Si los desoxirribonucledsidos-5'-trifosfato llevan el *2P en
posiciones B o yy "“C en la unidad de desoxirribosa, el *C queda insoluble y el **P soluble (puede distinguirse entre '*C y **P mediante recuento por
centelleo liquido). Por lo tanto, los grupos fosfato B y y se eliminan en la reaccion y solo el fosfato a permanece en el polimero. De esta forma,
mediante la utilizacion de radiactividad, pueden distinguirse los diferentes atomos de fosfato.

3-2 (ejemplo resuelto)

Masa de una molécula de DNA por marcado del grupo terminal.

La enzima polinucleétido quinasa de Escherichia coli transfiere el grupo fosfato y de la adenosina-5'-trifosfato (ATP) al extremo hidroxilo-5' del
DNA. Por otra parte, el DNA contiene dos extremos fosforilo-5' (uno en cada cadena polinucleotidica), que pueden convertirse en grupos hidroxilo-
5" mediante la accién de la enzima fosfatasa alcalina. En un laboratorio se hicieron reaccionar, mediante la polinucledtido quinasa, 4,7 pg de DNA
del fago A, purificado y homogéneo (o sea, con todas las moléculas del mismo tamafio), que presentaba extremos hidroxilo-5', con [y-*P]ATP de una
actividad especifica de 3 mCi/pmol. La muestra se precipito con acido y se contd, dando un valor de 1870 cpm en un contador que detectaba el **P
con un 85% de eficiencia. Por consiguiente, se precipitaron 1870 / 0,85 = 2200 dpm de **P, que equivalen a 2200 / (2,2 x 10%) = 0,001 pCi = 1 nCi.
Teniendo en cuenta la actividad especifica, esto corresponde a 3,3 x 107 pmol de ATP, o sea, 1,98 x 10" moléculas. Como se afadieron 4,7 Hg de
DNA del fago A, el peso de una molécula de este DNA sera de 4,7 /9,9 x 10°=47x 10" pg, o sea, 31,0 x 10° unidades de masa atémica = 31000
kDa. Aqui la radiactividad ha servido para medir la fosforilacion de los grupos hidroxilo-5' con una sensibilidad muy elevada. Con este método
también pueden distinguirse los grupos fosforilo terminales de nueva formacion, con respecto a los antiguos.

3-3 (ejemplo resuelto)

Identificacién de tirosinas «enmascaradas» en una proteina hipotética.

La tirosina es el unico aminoacido que puede ser yodado. En una proteina hipotética se sabe, por el analisis de los aminoacidos, que existen seis
residuos de tirosina. Cuando 1 Ug de proteina purificada reacciona con "', tras precipitacion con écido tricloroacético y recogida en un filtro de
fibra de vidrio se detectan 2550 cpm. Si la reaccion tiene lugar en presencia de un agente desnaturalizante -de modo que la proteina esté totalmente
desplegada- en el precipitado insoluble en acido se detectan 3820 cpm. Por lo tanto, (2550 / 3820) x 6 = 4 tirosinas que pueden yodarse cuando la
proteina presenta su conformacion nativa. En consecuencia, 6 - 4 = 2 tirosinas que no se yodan y, por tanto, estan «enmascaradas» en la estructura
tridimensional. En este caso, la radiactividad permite la deteccion del yodo en la proteina en unas condiciones en que la cantidad de yodo es
demasiado pequeiia para su deteccion quimica.

3-4 (ejemplo resuelto)

Permeabilidad de una bacteria al acido adenilico (AMP).

No todas las sustancias quimicas radiactivas que se afiaden a un cultivo bacteriano pueden entrar en las bacterias; algunas son excluidas. Si una
sustancia radiactiva penetra en la bacteria y se recogen dichas bacterias por filtracion, la radiactividad permanecera en el filtro, Si es excluida, la
radiactividad, soluble, pasara a través del filtro y cualquier residuo sera eliminado por lavado. Por ejemplo, si se afiade [*?PJAMP o [’HJAMP (con
’H en el anillo purinico) a un cultivo de Escherichia coli y después de un cierto periodo de incubacion se recogen las bacterias en un filtro de
membrana y se lavan con un tampon, no se encuentra en el filtro ni **P ni *H. Por lo tanto, las bacterias no incorporan el AMP. En este caso la
radiactividad permite distinguir el AMP afiadido del AMP presente previamente en la célula. Si se incorporase una cantidad igual al 0,1% de la
cantidad ya presente dentro de la bacteria, el aumento seria indetectable por métodos quimicos; sin embargo, mediante la utilizaciéon de material
radiactivo, el 0,1% se puede detectar debido a que el material interno de la célula no esta marcado.

Como se estan ensayando a la vez [*?PJAMP y [°’H]JAMP, que no se capte ninguno de los dos marcadores indica que la célula no hidroliza el AMP
exdgeno en adenosina mas fosfato, puesto que se sabe que estas dos sustancias pueden entrar en la célula. Esta es una puntualizacion de interés
debido a que hay muchos ejemplos, como la timidina, en que antes de su entrada en la célula tiene lugar una rotura (dando lugar, en este caso, a
timina).

3-5 (ejemplo resuelto)

Identificacion de una sustancia por precipitacion con un anticuerpo.

Si un cultivo de Escherichia coli, multiplicandose en un medio que contiene como tnica fuente de carbono ['*Clglucosa, es infectado con el fago T4
y se permite que contintien los procesos de sintesis en las células infectadas, se sintetizan proteinas codificadas por el genoma del fago. Si se lisan las
células infectadas y se afiaden anticuerpos especificos contra las proteinas de la cola de T4, se observa "“C en el precipitado. Si se lisan las células en
diferentes momentos, a partir de la cantidad de "*C precipitado se puede determinar la velocidad de sintesis de las proteinas viricas de la cola. Puede
hacerse un analisis similar con células infectadas por el fago T5 y anticuerpos contra las proteinas de su cola. Sin embargo, si las células son
infectadas simultaneamente con T4 y T5 y se lisan, se consigue precipitar el "“C usando el anticuerpo anti-T4, pero no con el anti-T5. Por lo tanto,
las proteinas de la cola de T5 no se estan sintetizando en la infeccion mixta. Un experimento como éste es practicamente imposible sin radiactividad,
debido a las pequefias cantidades que se manejan y a la dificultad en la identificacion de las proteinas de la cola en una mezcla tan compleja como es
un lisado celular mas antisuero.
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3-6 (ejemplo resuelto)

Purificacién de una proteina para la que no existen ensayos biologicos o quimicos.

En general, las proteinas se detectan en virtud de una actividad biologica medible (por €j., enzimédtica, o inhibitoria de alguna enzima) o por una
propiedad fisica distintiva (como la absorcion de la luz por la hemoglobina). Sin embargo, no siempre es posible la deteccion mediante este tipo de
procesos y en esos casos se utiliza el método de marcado doble.

Si una bacteria infectada por un fago, capaz de fabricar una proteina determinada, se multiplica en un medio de cultivo que contiene [*H]leucina,
todas las proteinas resultaran marcadas con *H. Si se hace lo mismo con una bacteria infectada con un fago mutante que fabrica sélo un fragmento de
la proteina, todas las proteinas resultaran marcadas, pero no habra proteina intacta que interesa marcada con '*C. Si se mezclan los dos tipos de
cultivo marcados, se aislan sus proteinas y se fraccionan por cromatografia, la mayoria de las fracciones tendran una misma relacion *H/™C, excepto
la proteina de interés, que se encontrara en la fraccion que tenga una razoén *H/'*C mas alta. Por lo tanto, los esquemas de purificaciéon pueden
basarse en conseguir un valor maximo de esta razon hasta que se obtenga una fraccion que contenga *H, pero no '*C. Si se habian marcado todas las
proteinas, esa fraccion contendra exclusivamente la proteina de interés.

3-7 (ejemplo resuelto)

Estudios de reacciones de intercambio.

Como las reacciones de intercambio producen una sustancia quimicamente idéntica al material inicial, el analisis quimico convencional no puede
proporcionar evidencias de la reaccion. Sin embargo, el intercambio -0, de modo mas general, la participacion- se estudia facilmente con isdtopos
radiactivos, como puede verse en los dos ejemplos que siguen.

El fosfato de piridoxal es un cofactor en muchas reacciones enzimaticas. Si se utiliza fosfato de [*H]piridoxal con el *H en determinadas posiciones,
se encuentra que el tritio aparece en el agua (*H,O). El fosfato de piridoxal marcado y unido a la enzima puede separarse del agua mediante
cromatografia de exclusion en gel y el agua tritiada se puede contar a continuacion introduciéndola directamente en una mezcla de centelleo que
acepte agua. Si se encuentra “H en el agua, es una evidencia directa de la participacion del fosfato de piridoxal en la reaccion mediante la
transferencia de un proton.

El DNA es un polinucleétido dicatenario que se mantiene unido por puentes de hidrogeno. Si se afiade DNA a agua marcada *H,0 y se extrae
después en momentos sucesivos empleando cromatografia de exclusion en gel, aparece *H en el DNA. A partir de la cinética de intercambio y los
efectos de varios agentes desnaturalizantes, puede demostrarse que los puentes de hidrogeno estan rompiéndose y volviéndose a formar
constantemente. Este fenomeno recibe el nombre de «respiracion» de las bases nitrogenadas y un efecto andlogo se ha usado también para
determinar la velocidad de plegamiento y desplegamiento de. proteinas.

3-8 (ejemplo resuelto)

Identificacion del lugar activo de las enzimas.

Los isétopos radiactivos pueden jugar un papel de importancia en la identificacion de los centros activos de las enzimas, debido a que las reacciones
enzimaticas requieren una concentracion de enzima tan baja que se necesitarian grandes volumenes para un andlisis quimico del tipo tradicional. El
siguiente parrafo da un ejemplo sencillo de la determinacion del numero de sitios de union.

Puede demostrarse con facilidad que el 1-amino-2-bromoetano se une covalentemente al centro activo de la aminooxidasa del plasma bovino si se
marca el segundo atomo de carbono con "“C. La medida de la relacion molar entre "*C unido y enzima determina el numero de sitios de union.
Hidrolizando la proteina hasta aminoacidos e identificando el tipo de enlace quimico puede identificarse el centro de unioén [es decir, el (los)
aminoécido(s) que participa(n) en él]. Si se conoce la secuencia de aminoéacidos de la enzima en cuestion, la hidrélisis parcial en péptidos identificara
la localizacion del aminoacido en la proteina.

3-9 (ejemplo resuelto)

Una muestra de acido ["*CJa-cetoglutarico sufre las transformaciones quimicas expuestas en el esquema siguiente, en el que se incluyen las
actividades especificas en cpm/pmol del CO, desprendido en cada paso. Determinese el marcaje isotopico del compuesto estudiado. (La actividad
del CO, desprendido se ha determinado mediante su precipitacion como BaCOs.)

1COOH ‘COOH 4COOH
| ] ‘
2CO0  A) CH; B) 3CIIH2 C) 1CHO D)
' N 0 del carb
3 . ZCHOH ZCH comb. total CO, prov1ene el carbono 1 de 4).
CIH2 i (I:H2 [ ’ CO,@ proviene del carbono 1 de C).
4CH; COOH 1 COOH 3 COOH
|
SCOOH [CO|® [co,l
612 c;fm - umol-1 208 cpm- y,mol -1 70 cpm - umol-! CO-,

El compuesto C) proviene de B), que presenta simetria molecular, por lo que la actividad de los carbonos simétricos ha de ser idéntica, ya que
quimicamente son indistinguibles. En consecuencia, el carbono 4 de C) posee la misma actividad que el carbono 1, igual a 208 cpm/pmol.

Sp =3 x 70 cpm/pmol = 210 cpm/pmol
El carbono 3 de D) proviene del carbono 4 de C), que posee 208 cpm/pmol. Por tanto, todo el marcaje de D) esta en el carbono 3. En resumen, el
marcaje en el compuesto 4) es:
612 208 210
HOOC—CO—CH,—CH,—COOH
1 2 3 4 5

Merced a la simetria molecular de B), otras posibilidades serian:
a) C-1(612 cpm/pmol), C-2 (418 cpm/pmol).
b) C-1(612 cpm/pmol), C-5 (418 cpm/pmol).
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3-10 (dificultad media)

La actividad especifica de la timidina marcada con *H en el radical metilo es de 6 Ci/mmol. ;Qué fraccion de las moléculas de timidina es
radiactiva?. Si se marca con esta timidina un DNA de masa molecular 25 x 10° y si el 50% de sus pares de bases son AT, ;cuéantos nucleos de *H hay
por molécula de DNA? Si se dispone de un contador con un 52% de eficacia, /qué peso de este DNA daria 1000 cpm?

3-11 (facil)

Si se pudieran utilizar con la misma sencillez *H, '*C y P en un experimento de marcado doble, ;qué par de isétopos se escogeria? ;Por qué?

3-12 (dificultad media)

En un experimento para medir la sintesis de DNA, qué seria preferible, utilizar [*H]timidina o [**P]timidina? ;Por qué?

3-13 (facil)

Un contador de centelleo esta ajustado de forma que la relacion de cuentas entre los canales A y B es de 1000 para el *H y de 0,2 para el "C. Se
cuenta una mezcla, usando los mismos niveles, rindiendo 1450 cpm en el canal A 'y 1620 en el canal B. ;Cual es la relacion de *H con respecto a '*C
en esa muestra?

3-14 (dificultad media)

Haciendo referencia al problema 3-13, si la muestra contiene [*H]timidina a 6 Ci/mmol y ['*Cluracilo a 0,5 Ci/mmol y las eficiencias de recuento son
de un 25% para el *H y de un 82% para el '*C, ;cual es la relacion molar de timidina y uridina en la muestra? Supongase que la timidina pertenece a
un DNA con un 43% de contenido en GC y la uridina a un RNA con un contenido de un 28% en U; ;qué peso de RNA y DNA hay en la muestra?

3-15 (facil)
Supodngase que se dispone de un contador Geiger con una eficiencia de un 22% para el "*C y un ruido de fondo de 6 cpm, y de un contador de

centelleo con una eficiencia del 72% para el "C y un ruido de fondo de 38 cpm. En un experimento con "C se espera que la muestra tenga una
actividad muy baja -es decir, de 75 a 100 cpm. ;,Qué contador deberia utilizarse? ;jPor qué?

3-16 (facil)

Calculese la constante de desintegracion del **S teniendo en cuenta que su periodo de semidesintegracion es de 87,1 dias.

3-17 (facil)
El *?P tiene un semiperiodo de 14,3 dias. Determinese el valor de su constante de desintegracion y el porcentaje inicial que queda al cabo de 15, 25 y
50 dias en una muestra de este radioisétopo.

3-18 (facil)
En un contador Geiger se ha determinado la actividad de una muestra de *°S en diferentes dias. A partir de los valores obtenidos, determinense el
periodo de semidesintegracion y la constante de desintegracion de este radioisotopo:

Tiempo (dias) 0 1 2 3 4 5 10 15
Radiactividad (cpm) 4290 4247 4210 4180 4136 4110 3952 3796

3-19 (facil)

Calculese el nimero de atomos radiactivos y el peso en gramos de 1 Ci de **P.

3-20 (facil)

(Cual sera la actividad especifica méxima de la ["*C]glucosa? (Masa molecular: 192; semiperiodo del *C: 5700 afios)

3-21 (facil)

Calculese la actividad especifica maxima de la ['*C]valina en Ci/g

3-22 (facil)

.Cual sera la maxima actividad especifica teérica, en Ci/mmol, con la que se podria preparar uniformemente marcada la ['*C]tirosina? ;Qué
proporcion de moléculas estan realmente marcadas en una preparacion de ['*C]tirosina que posee una actividad especifica de 250 mCi/mmol?

3-23 (facil)

Con objeto de determinar el volumen de sangre de un ave se le inyectaron 2 ml de una suspension de eritrocitos marcados radiactivamente con una
actividad de 1,77 x 107 cpm/ml. Tras cinco minutos se aislé una pequefia muestra de sangre del animal, obteniéndose en ella una actividad de 1,5 x
10° cpm/ml. Determinese el volumen sanguineo del ave estudiada.

3-24 (facil)

Un cultivo de un microorganismo se incubé en presencia de [*C]dATP (1 nCi/umol), aislandose a continuacion el DNA de dicho microorganismo.
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Por tratamiento de este acido nucleico con endonucleasas se obtuvo un polinucledtido cuya composicion cuantitativa de bases es A;C4G;T,. (Cual
serd la actividad especifica de dicho polinucledtido? (El tiempo de incubacion fue suficiente para obtener todo el DNA uniformemente marcado.)

3-25 (facil)

1 ml de una disolucion acuosa de ["*CJuridina tiene una actividad especifica de 200 Ci/mol y una actividad total de 50 pCi. ;Cuéntos mililitros de
una disolucion de uridina fria 5 mM y cuéntos de agua es necesario afiadir a la de uridina marcada para obtener una disoluciéon de concentracion 2
mM vy actividad especifica 5 Ci/mol? Describase la preparacion de 1 ml de disolucion de uridina 1 mM y actividad especifica 2 Ci/mol.

3-26 (facil)

Para valorar la cantidad de glicina presente en un hidrolizado de proteina se tomaron 152,6 mg de éste y se mezclaron con 6,0 mg de [**C]glicina con
una actividad especifica de 120 cpm/mg. Después de aislar parte de la glicina y purificarla totalmente, se encontr6 que su actividad especifica era de
59 cpm/mg. Determinese la proporcion de glicina que habia en el hidrolizado inicial.

3-27 (dificultad media)

Una tnica cadena de DNA (+) de composicion de bases 19% A, 31% G, 31% C y 19% T se incuba en presencia de DNA polimerasa y ['*C]dATP
(1 mCi/mol), obteniéndose la cadena complementaria (-). El DNA de doble hélice obtenido es utilizado como molde por la RNA polimerasa, en
presencia de [“*C]CTP (2 x 10° cpm/g), la cual transcribe la cadena (-). ;Cual sera la actividad especifica del DNA dicatenario y del RNA obtenido
en la transcripcion? La eficacia en todos los recuentos es del 50%.

3-28 (facil)

En la determinacién del aminoacido N-terminal de una proteina que consta de dos cadenas polipeptidicas idénticas se utilizé cloruro de [**C]dansilo
(0,1 puCi/umol). La reaccion se llevé a cabo con 100 nmol de proteina. Mediante cromatografia se aislo el dansilaminoacido N-terminal en un
volumen de 2 ml. Una alicuota de 0,1 ml de éste proporciond una actividad de 1385 cpm en un contador de centelleo liquido. Calctlese el
rendimiento de la reaccion, sabiendo que la eficacia del recuento es del 80%.

3-29 (facil)

Por el método de sintesis en fase solida de Merrifield se ha tratado de sintetizar el péptido Gly-Val-Pro-Ala a base de ["*C]glicina. Debido a un mal
acoplamiento con la resina se han originado en el proceso dos péptidos cuya composicion de aminoécidos es: 1) Gly, Val, Ala, Pro, y 2) Gly,, Pro,
Ala. El péptido que se trataba de sintetizar se ha obtenido con una pureza del 90%. ;Cual sera la actividad especifica de la mezcla de péptidos
obtenidos, en Ci/g?. La actividad especifica de la ["*C]glicina utilizada es 10* cpm/mmol. La eficacia del recuento es del 80%. La masa molecular
media para todos los aminoacidos considérese 110.

3-30 (facil)

Determinese el nimero de atomos de *'I'y 3P que dan lugar a 1 dpm, sabiendo que los periodos de semidesintegracion son, respectivamente, de 8,1
y 14,3 dias.

3-31 (facil)

Para la carboximetilacion de una proteina se ha utilizado yodo['*Clacetato (1 mCi/mmol). Teniendo en cuenta que la proteina contiene cinco
residuos de cisteina y que la reaccion precisa un exceso dos veces molar de yodoacetato, ¢cuantos mCi de yodo['*Clacetato se precisaran para
carboximetilar 1 nmol de proteina? ;Cuadl sera la actividad especifica de la proteina carboximetilada? Considérese que en la reacciéon sélo se
modifican las cisteinas.
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