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“Control de la homeostasis celular del colesterol”.
Técnicas empleadas

Cultivos celulares

Biosintesis de colesterol: incubacion de células con acetato o mevalonato
radiactivos y separaciéon de los productos mediante HPLC: &cidos organicos
(mevalodnico, acetoacetato, HMG-CoA, etc.); farnesol y geranilgeraniol y otros
alcoholes isoprenoides; y esteroles. Deteccion de la absorbancia UV (detector de
diodos) y de la radiactividad.

Expresion de proteinas: Western blot en lisados celulares; expresién de antigenos
intracelulares y de membrana mediante citometria de flujo; deteccion con
anticuerpos marcados y microscopia de fluorescencia y confocal.

Actividad de receptor de LDL: unidén e internalizaciéon de LDL marcadas con Dil
(citometria de flujo); unidn de anticuerpo fluorescente anti-receptor LDL (citometria
de flujo); Western y northern blots; actividad funcional del receptor LDL en células
proliferantes (ensayo de proliferacion)

Eflujo de colesterol: marcaje de los esteroles celulares con radioisotopos y analisis
de su extraccion por aceptores .extracelulares.

Distribucion intracelular de colesterol: separacion de fracciones celulares y analisis
de su contenido de esteroles; deteccion de esteroles mediante analisis citoquimicos.

Técnicas basicas de biologia molecular: clonacion, secuenciacion, extraccion de
RNA, northernblot, transfecciones, RT-PCR a tiempo real, etc.

Ensayo de promotores mediante luciferasa o EGFP y citometria de flujo.

Impresidon y analisis de microarrays de DNA.




