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OBJECTIUS

Laboratori Il és una assignatura de practiques integrades corresponents a les
matéeries generals impartides en I'ensenyament de Bioquimica durant el primer i
segon semestre.

Inclou un conjunt de practiques de laboratori i un recull de temes d’introduccio
tedrica a determinades técniques que s'utilitzen als laboratoris de Bioquimica, en
general, i en les practiques d’aquesta assignatura, en particular.

L’objectiu de I'assignatura és adquirir un conjunt d’habits de treball al laboratori de
Bioguimica i Biologia Molecular. Les practiques han estat dissenyades per tal
d’aplicar técniques i metodes generals a problemes concrets en cada cas:
extraccido de biomolécules de medis complexos, manipulacié de dissolucions de
proteines i d'acids nucleics, utilitzaci6 de cultius bacterians, caracteritzacio
funcional i fisicoquimica de proteines i d’acids nucleics, etc.

L’estudiant s’ha de distribuir el temps per dur a terme una série d’experiments que
ha de plantejar, fer i discutir-ne els resultats, seguint les directrius dels guions de
les practiques i comptant amb I'ajut del professorat.

METODOLOGIA
L’assisténcia a les diferents sessions practiques i teoriques és obligatoria.

= Per tal de facilitar i optimitzar el treball, I'alumnat es distribuira en 3 grups de
practiques de 20 a 24 estudiants.

» Dins de cada grup, les practiques es desenvoluparan per parelles.

= Préviament a la realitzacié de les practiques, cada alumne disposara d’'un
guio detallat que li permeti la preparacio prévia i li faciliti la realitzacio i la
comprensio de les practiques.

» Cada alumne tindra el seu quadern personal de practiques, on anotara els
diferents processos efectuats, amb atencié especial als resultats obtinguts,
calculs realitzats i discussio de resultats, de forma concisa i clara.

= El professorat explicara el fonament teoric de les diferents practiques i
tecniques que es desenvoluparan al laboratori, aclarira tots els dubtes que
puguin sorgir, i guiara I'estudiant al llarg de les diferents sessions.

» En finalitzar les sessions de practiques caldra posar en comu els resultats
obtinguts pels diferents grups, com també discutir-los per posar de manifest
el possible significat que puguin tenir.

» Les sessions d'explicacié dels fonaments de les diferents practiques i
tecniques es faran de forma intercalada amb les sessions practiques.



» En una mateixa sessio practica, les diferents parelles d’alumnes duran a
terme practiques diferents per tal d’optimitzar la utilitzaci6 del material i
aparells disponibles

CRITERIS D'’AVALUACIO CONTINUADA

L’assisténcia a les sessions practiques i teoriques és obligatoria 1 requisit
indispensable per a I'avaluacio de I'assignatura.

L'avaluacié constara de:

" Avaluacié quantitativa del seguiment individualitzat de cada alumne al
laboratori pel que fa a I'assistencia (obligatoria) i puntualitat, I'interés mostrat
davant les practiques, la capacitat de treballar en equip i la destresa
mostrada en la planificacié i I'execucié de cada practica. El fet que els grups
de practiques siguin relativament poc nombrosos permetra fer el seguiment.
Aquesta avaluacio constituira el 15% de la nota final  (imprescindible
aprovar aquesta avaluacio)

. També es fara una avaluacié dels resultats obtinguts, els calculs efectuats i
la discussio dels resultats, a partir del quadern de laboratori personal de cada
alumne; l'avaluacié del quadern constituira el 15% de la no ta final
(imprescindible aprovar aquesta avaluacio)

. La prova se sintesi consistira en un examen de tipus test sobre els
conceptes teorics i practics treballats al llarg de I'assignatura; aguesta prova
constituira el 70% de la nota final  (imprescindible aprovar aquesta
avaluacio)

PROGRAMA DE TEORIA

Introducci6

* Presentacio dels programa del curs. Métode d’avaluacio i estrategia docent
 Organitzacié del curs, distribucio de practiques i grups

 Tecnigues de DNA recombinant

* Aillament de DNA i RNA

*“Llibreries” de DNA (DNA Libraries). Tipus de “‘llibreries”. Construccié de
“llibreries”

» Fonaments de la reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

» Mutagénesi dirigida

 Sequenciaci6 d’acids nucleics

Expressio de proteines en sistemes heterolegs
* Sistemes d’expressio recombinant
» Expressio en procariotes. Transformacio d’E. coli



* Vectors d’expressio procariota. Proteines de fusio. Nanses de purificacio
* Extraccio de proteines recombinants.
 Problemes i optimitzacio dels resultats.

Técniques cromatografiques |l

» Cromatografia d’afinitat

» Metal-chelate affinity chromatography

» Cromatografia d’'interaccio hidrofobica (HIC)

Tecniques electroforetiques Il

» Electroforesi en gel de poliacrilamida en condicions nadiues (PAGE) i en
condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE). Revelatge general i especific

* Isoelectroenfocament

* Electroforesi bidimensional

* Electroforesi d’acids nucleics en gels d’agarosa

* Gels de sequenciacio d’'acids nucleics

Técniques espectroscopiques I

» Aplicacié de l'espectrofotometria d’'UV/VIS a l'analisi cinetica de sistemes
enzimatics

» Caracteritzacié d’enzims. Determinacié del tipus d’inhibicié

» Metodes de regressio no lineal per obtenir els valors de les constants cinetiques.
Analisi d’errors

» Fonaments d'Espectrometria de masses. Tecniques basiques i instruments

PROGRAMA DE PRACTIQUES

» Expressié del cDNA de la malat-deshidrogenasa citosolica de porc en E.coli.
Determinaciéo de la grandaria molecular per revelatge general de proteines en
SDS-PAGE

* Electroforesi en gels de poliacrilamida dels isoenzims de la lactatdeshidrogenasa:
revelatge especific de I'activitat enzimatica

e Caracteritzacio del tipus d’inhibici6 de la catalisi enzimatica per inhibidors
reversibles. Avaluacio de la Ki del sistema piruvat-NADH-lactatdeshidrogenasa per
oxamat. Calcul de la IC50

» Expressio recombinant i purificaci6 cromatografica de la proteina verda
fluorescent (GFP)

» Determinacié del grup sanguini huma Rh (Rhesus) per amplificacio i analisi del
DNA
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