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14. PROGRAMA ANALITICO

Parte Tedrica:
Plegamiento asistido y localizacién intracelular de proteinas

El congestionado ambiente celular. ;No serd que existe una actividad de foldasa? Chaperones moleculares,
diversidad de estructuras y funciones. Hsp100, Hsp90, Hsp70 y Hsp60 en el plegado proteico y en la respuestas
al "stress". Identificacién de sitios de unién a Hsp70. Localizacién intracelular de proteinas. Los protein-
translocasa de mitocondrias y plastidos. Modelos de translocacion de polipéptidos y participacion de
chaperones. Expresion transgénica para la produccién de precursores. Utilizacién del sistema de carnada para
detectar interacciones. Protedlisis para el estudio de la interaccion y el plegado de proteinas en sistemas
complejos.

Plegamiento de glicoproteinas in vivo

Reacciones de glicosilacion en el ER y Golgi. Secrecién de proteinas. Control de calidad de plegamiento mas
alla del ER. Degradacién de glicoproteinas mal plegadas en proteasomas y/o Golgi. Enfermedades asociadas a
mal plegamiento de glicoproteinas.

Control de calidad de plegamiento en el RE

Sistemas de chaperonas en el RE: BiP, CNX/CRT, PDI Control de calidad de plegamiento: GT. N-
glicosilacién: un posible codigo del estado de plegamiento de glicoproteinas. Métodos experimentales para el
estudio in vivo de interacciones proteicas. Division de trabajo entre chaperonas.

Introduccién al plegamiento de proteinas

Introduccién de métodos de estudio: fluorescencia y dicroismo circular. Métodos al equilibrio, modelo de dos
estados y criterios para definirlo. Métodos cinéticos, desplegamiento y replegamiento. Modelos de plegamiento:
difusion-colision, embudos y paisajes conformacionales

Mecanismo de plegamiento y formacién de amiloides

Enfermedades asociadas a plegamiento normal de proteinas. Mecanismos de formacién de amiloides. Cinética
y termodindmica. Relacién entre estabilidad proteica, intermediarios de plegamiento y tendencia a la formacion
de amiloides. Caracteristicas de las protofibras e intermediarios globulares y patogenicidad asociada. Formacion
de amiloides a partir de proteinas no asociadas a enfermedades amiloides. Modelo de formacién de fibras.

Amiloides y enfermedades degenerativas

Proteinas amiloides: definicién, propiedades, organizacion fibrilar. Tipos de amiloidosis humanas.
Amiloidogénesis in vivo: balance produccién-eliminacién, estructura primaria, mutantes, proteinas asociadas.
Toxicidad celular. Enfermedades neurodegenerativas y amiloides.

Modelos de evolucion de proteinas

Evoluciéon molecular e inferencia filogenética. Modelos de sustitucion de nucledtidos. Modelos de sustitucion
de codones. Modelos de sustitucién de aminoacidos. Modelos de sustitucién que tienen en cuenta la estructura
protéica. Modelos de divergencia secuencial con restricciones funcionales y estructurales.




Ingenieria de proteinas por evolucién dirigida

Disefio racional de proteinas vs. disefio por mutagénesis al azar. Técnicas de mutagénesis al azar. Mutagénesis
quimica. Mutagénesis en una cepa “mutadora” de E. coli. Mutagénesis por PCR (“PCR error-prone”). Técnicas
de recombinacién in vitro. “DNA shuffling”. Staggered extension process (StEP). Sequence homology-
independent protein recombination (SHIPREC). Aplicacién de la evolucién dirigida de proteinas en la industria
y en la investigacion bésica.

Cristalizacién de proteinas

Conceptos termodindmicos bésicos. Conceptos de solubilidad. Teoria de la nucleacion. Métodos de crecimiento
cristalino. Anélisis de datos experimentales. Prediccién de las condiciones de precristalizacién de proteinas.
Difraccion de rayos-X. Métodos y aparatos utilizados para difraccion. Andlisis de datos de difraccion de
cristales de proteinas. Resolucién de estructuras mediante métodos computacionales. Construccién de modelos
moleculares.

Introduccion a la cristalografia de proteinas

Fenémenos de interferencia y difraccion. Instrumental utilizado. Difraccién de rayos X: el Factor de estructura.
El problema de las fases. Resolucién de estructura: Método de Patterson. Calculo de mapas de densidad
electronica: Building. Refinamiento. Validacién: Ramachandran, RMS-Z, factores B, Rfree, etc.

La Resonancia Magnética Nuclear como herramienta de la Biologia Estructural

El fenomeno RMN. Interaccién entre nicleos: pardmetros estructurales. Asignacion espectral de proteinas.
Marcado isotdpico y experimentos multidimensionales. Calculo estructural de proteinas. RMN dinamico:
experimentos y calculo de pardmetros dindmicos

Regulacion de proteinas por sistemas redox

Tioles: pKa, potencial redox. Intercambio tiol/disulfuro. Protein-disulfuro éxido-reductasas. Tiorredoxina.
Glutarredoxina. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Proteinas de membrana

Identificacion de proteinas blanco. Mapeo de la interfase lipido-proteina. Analisis de interacciones lipido-lipido
y lipido-proteina. Estudio de fenémenos dinidmicos. Penetracién de proteinas en bicapas.. Translocacion de
proteinas a trav és de membranas. Fusién de membranas mediada por péptidos y proteinas

Interacciones lipido-proteina

Caracteristicas de la interfase lipido-proteina. Modelo de adsorcién de anfifilos en monocapa. Métodos para la
evaluacion de afinidades relativas. Caracteristicas de las interacciones: Especificidad vs. Promiscuidad. El

desajuste hidrofébico en membranas naturales vy artificiales. Efectos sobre la funcién bioldgica de proteinas de
membrana. :

Interaccion proteina-proteina




Andlisis estructural y funcional de las interfaces de unién entre proteinas. Especificidad y afinidad. .
agua. Métodos utilizados para estudiar cuali y cuantitativamente interacciones entre proteinas. La interaccién
antigeno-anticuerpo como modelo de interaccién proteina-proteina.

Interaccién proteina-DNA

Estructura y propiedades de 4cidos nucleicos. Fuerzas de interaccién entre acidos nucleicos y proteinas
Interacciones no especificas. Ejemplos. Reconocimiento especifico. Ejemplos

Interaccion proteina-carbohidratos

Bases moleculares de la interaccién de proteinas con carbohidratos. Ejemplos: lectinas, moléculas de adhesién
celular, enzimas.

Proteinas de union a RNA

Funciones celulares en que intervienen. Dominios proteicos de reconocimiento de RNA (RBDs). Elementos en
la molécula de RNA blanco de RBDs. Especificidad de la unién.

Métodos para estudiar la interaccion entre macromoléculas.

Conceptos constantes de interaccién cinéticas y al equilibrio. Biosensores, principio y utilizacién. Calorimetria
de titulacion (ITC), principios y aplicaciones. Fluorescencia, utilizacién in vitro e in vivo.

Microscopia de fuerza atémica de macromoléculas

Principios, disefio y operacién del AFM. Componentes basicos de un AFM: sensor de fuerza, barredor
piezoeléctrico, sistema de deteccion. Interacciones entre el sensor de fuerza y la muestra. Regimenes de trabajo:
contacto, no-contacto y contacto intermitente. Modos de operacion y tipos de imagenes: fuerza constante (altura
calibrada), fuerza variable (resolucidén atdmica). Mecanismo de formacién de la imagen en AFM. Ventajas y
limitaciones de AFM. Aplicaciones biolégicas: 1-Observacién de macromoléculas, células, tejidos, procesos
dinamicos como actividad enzimética, replicacién de ADN, etc. 2-Curvas de fuerza: aplicacion en el estudio de
propiedades mecdnicas de macromoléculas, estudios de elasticidad en células.

Proteémica y espectrometria de masa.

Concepto de proteémica, consideraciones préacticas y aplicaciones. Utilizacién de espectrometria de masa en
sistemas bioldgicos.

Parte Practica:

Trabajo de iniciacion a la investigacién en alguno de los laboratorios del Instituto de
Investigaciones Bioquimicas, bajo la supervisién de los encargados de la materia y del profesor
correspondiente.
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Trabajos novedosos, relevantes, recientemente publicados en revistas de nivel internacional
(Nature, Science, Cell, J. Biological Chemistry, Embo J., J. Molecular Cell Biology, Plant
Phisiology, PNAS, J. Mol. Biol. Biochemistry, etc.) '

Reviews sobre el tema publicados en revistas de nivel internacional (Current Opinion,
Inmunology Today, Current Biology, etc.).
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