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CUANTIFICACION Pi

Blanco | S5 || Sqg || S15 || So0 || S3o || Sao0 || Sso

2.85 3.7 5.55 7.4 111 14.8 18.5

nmol nmol nmol nmol nmol nmol nmol

Pi 370 uM --- Sul || 10ul || 25wl || 20l || 30wl || 40 pl || 50 pl

HZO MQ 143 pl || 138 pl || 133 pl || 128 pl || 123 pl || 113 pl || 103 pul || 93 pl
SOLUCION A 143 pl

Mezclar con vortex

SOLUCION BC 286 pl

Mezclar con vortex e incubar a RT durante 5 min.

SOLUCIONE 428 pl

| ” Mezclar con vortex e incubar a RT durante 20 min. |

| | Leer ABS 2 850 nm |

Notas: DISOLUCION A: SDS al 12 % (99.9 % pureza, Sigma L-4509)

DISOLUCION B: &cido ascorbico al 6 % en 1 N HCI, preparado en el momento.
DISOLUCION C: molibdato amonico al 1 %

DISOLUCION D: molibdato amonico al 1 % en SDS al 12 % (99.9 % pureza, Sigma L-4509)
DISOLUCION E: citrato sodico al 2%, metaarseniato sodico al 2%, acido acetico al 2%.

DISOLUCION BC (poca proteina) o BD (mucha proteina): se prepara justo antes de ser usada y debe tener en el inicio color amarillo
y no azul.

Standart Pi: PO,H,K, m.w.= 136.09 / 37 mM Pi , 100 ml = 0.1147 g

0.685 g de PO,H,K en 100 ml de H,O, se hace una disolucion 1:100 y se usa como standart

DISOLUCION A: 3 g de SDS 99.9 % puro 25 ml de H,O

DISOLUCION B: 180 mg de Vit. C 3 ml de HCI 1N.

DISOLUCION C: 25 mg de molibdato amonico 2.5 ml de H,O

MDR1 samples CONTROL samples
Sample | Verapamil VO4‘3. CHAPS | ATP buffer Sample | Verapamil VO4‘3. CHAPS | ATP | buffer
10 uM 4 mM 2mM 10 uM 4 mM 2mM
L 10 um R 10 um

(1) sasaL S5pl === === === 5ul 133 ul [|(2) easaL 5pl === === === S5upl [[133p

|
(3) vew 1| 5pl | Supl | - — | sul | 12801 |(4) vew 10| S5pl | 51 | - — | su1 1281

uM uM |
(5)vo,310 5ul ---- 5ul ---- 5ul 128 u 1 [ (6)vo,210 5ul ---- 5ul ---- 5ul 128 u

wM uM |
(7) BasaL +| 5pl === === 6l S5ul 127 !l | (8) easaL «| 5pl === === 6l S5upl [[127p




CHAPS 4mM CHAPS 4mM I
(9) verp 10| Sl 5ul ---- 6ul 5ul 122 w1 || (10) verap 10| 5l 5ul ---- 6ul S5ul [[122p
uM + CHAPS 4 UM + CHAPS 4 |
mM mM

(11)vo,210 S5pl === 5ul 6l 5ul 122 pl | (12)vo,310 5pl === 5ul 6l S5ul 122
uM + CHAPS 4 UM + CHAPS 4 |
mM mM

0) siNf - 5ul 5ul 6ul S5upl | 122l

MEMBRANAS

ACTIVIDAD ATPasa

1.- Incubar durante 20 (60) min a 37 °C la mezcla: 5 | (2-3 p g prot. Memb.) + 2 mM ATP + buffer (150 mM NH,CI, 50 mM Tris pH 7.4; 5
mM SO,Mg, 0.02 % NaNs,).

2.- Parar la reaccion afiadiendo 143 | de DISOLUCION A: SDS al 12 % (99.9 % pureza, Sigma L-4509)

Stock VO4'3 =10 mM, Cf =10 p M; Stock Varapamil = 10 mM, Cf =10 p M; Stock CHAPS =100 mM, Cf =4mM

VO4'3 en 5 p 1/143 p | = 28.6 veces dilucion / 10 p M x 28.6 = 0.286 mM / Stock 10 mM a 0.286 mM = 35 veces /
Tomar 10 p | de Stock 10 mM + 340 u | de H,0 = Stock 0.286 mM

verapamil 5 p 1/143 p | = 28.6 veces dilucién / 10 p M x 28.6 = 0.286 mM / Stock 10 mM a 0.286 mM =~ 35 veces /

Tomar 10 p | de Stock 10 mM + 340 u | de H,0 = Stock 0.286 mM

CHAPS en 6 p 1/143 p 1 = 23.8 veces dilucién / 4 mM x 23.8 = 95.33 mM / Stock 100 mM a 95.33 mM = 1.049 veces /

Tomar 100 p | de Stock 100 mM + 5 p | de H,0 = Stock 95.33 mM

ATP en 5 p 1/143 p 1 = 28.6 veces dilucién / 2 mM x 28.6 = 57.2 mM / Stock 200 mM a 57.2 mM ~ 3.5 veces /

Tomar 50 p | de Stock 2000 mM + 125 1 | de H,O = Stock 57.2 mM



