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Rear Acapemia Espatora

biomedicina.
1. f. Conjunto de disciplinas como la bioquimica, la biologia
molecular y celular y la genética, que desempefian un papel
fundamental en la medicina actual.

La biomedicina es un término que engloba el conocimiento y la investigacién que es comun a los campos de la

medicina, veterinaria, odontologia y a las biociencias como bioquimica, quimica, biologia, histologia, genética,

embriologia, anatomia, fisiologia, patologia, ingenieria biomédica, zoologia, botanica y microbiologia.

La biomedicina no se relaciona con la practica de la medicina, sino con el estudio e investigacion de las
Gl ciencias de salud. Permite la creacion de nuevos farmacos, comprender a nivel molecular los mecanismos

w fisiopatologicos, etcétera. Todo esto se aplica a los avances en el diagnostico y el tratamiento.

» creacion de nuevos farmacos

» comprension a nivel molecular de los mecanismos fisiopatolégicos

La Quimica y su relacion con otras Ciencias

Ciencias
Medioambientales

Toxicologia

Ciencia de los

alimentos \ p
/ Geologia

\ Ciencias de la tierra

Agricultura | «———————— QUiMICA — Astrofisica

Veterinaria /
Bioquimica —
Biologia molecular
Quimica bioldgica \
/ /

Biologia Ciencias de los materiales |
Biomedicina Nanociencias
Medicina Nanotecnologia




“comprension a nivel molecular de los mecanismos fisiopatolégicos”

Quimica Biolégica

“Un area multidisciplinar que aborda problemas bioldgicos
fundamentales empleando una aproximacion intelectual que
se basaen la quimica”

» La Quimica es la ciencia del enlace (covalente y no covalente), la
reactividad y la estructura (nano)

» Histéricamente la bioquimica ha jugado este papel; sin embargo, en la
actualidad, la comprensién a nivel molecular de estos mecanismos requieren
un conocimiento mas profundo de quimica que el que generalmente se
requiere para aplicar las aproximaciones bioquimicas estandar.

e Quimica en organismos vivos

U ¢ Qué es la Quimica Click?

O Quimica click “in vivo”




LA NATURALEZA COMO FUENTE DE INSPIRACION

U La vida, al igual que la industria petroquimica, se basa en la
construccién modular de oligémeros.

= A partir de alrededor de 30 modulos la naturaleza crea biopolimeros de
asombrosa variedad tanto estructural como funcional.

» Estos modulos se unen entre si mediante largas secuencias de
reacciones INTERMOLECULARES

)
e Polynucleotides Polypeptides Polysaccharides

4 D-nucleotides 20 L-amino acids 8 D-pyranoses

¢, Qué es la “quimica click”?

“Es un concepto propuesto por K. B.
Sharpless (2001) y que define un tipo
de quimica pensada para generar
nuevos compuestos de una manera
rapida y fiable mediante la unién
entre si de unidades estructurales de
menor tamano via enlaces carbono-
heteroatomo (C-X-C).”

** Requisitos de las reacciones click:

» Rendimientos altos

» Condiciones de reaccion simples
> Alta economia atémica

> Aislamiento y purificacion sencilla




Reacciones Click

Q Apertura con nucledfilos de anillos muy tensionados
X X Epoxidos, aziridinas,
Nu + [/ —mm Y sales de aziridinio,
Nu sulfatos ciclicos...
U Reacciones tipo “proteccion” de grupos carbonilo

@

\ ,
)j\ + HX YH X)<Y Acetales y aza-analogos

 Reacciones de cicloadicion
» Cicloadiciones [1,3]-dipolares con heteroatomos presentes

R2 *

\N‘NSN A N'-N‘N‘Rz N R2'N.N’.N
1_+— R’ - R’ B
R—= 1,4-triazol 1,5-triazol

Cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen

Perspectiva histérica de las cicloadiciones azida/alquino

0 1933- Linus Pauling describe la naturaleza dipolar del grupo azida

R1\ R»]\
I‘\‘l - l|\l-)
N+ N+
N- N

O 1960- Rolf Huisgen describe la cicloadicion 1,3-dipolar entre
azidas y alquinos

7, ~ /N\
R—= + Ny—R' _80°C_ N*"N-R 4 N’ N-

alquinos catalizada por cobre

1
R—= + NyR _U_  NN-R
rt )4=/
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¢ Por qué azidas y alquinos?

~Ns e N o) Roy Moy
R \—

U Grupos funcionales con alto contenido energeético.

R

U “Invisibles”

...pero cuando se encuentran entre ellos en las
condiciones adecuadas... “CLICK"!I!I!

-11 -

O Aplicaciones de Quimica Click en Biomedicina

U ¢ Qué es la Quimica Click?

U Quimica click “in vivo”

-12 -




Quimica dentro de células y organismos vivos

% ¢ Por qué queremos hacer reacciones quimicas en células y organismos vivos?

-13-

Quimica dentro de células y organismos vivos

< ¢ Por qué es dificil realizar reacciones de manera selectiva en células y
organismos vivos?
» La Naturaleza emplea enzimas

»Inviable (hoy en dia) preparar nuevas enzimas para llevar a cabo nuevas reacciones

¢, Por qué no hacer una reaccion quimica como uno haria en un laboratorio de
sintesis convencional?

*Sensibles al agua #<

=Compuestos que reaccionen con )
aminas y tioles '

=Compuestos sensibles a condiciones redox

M ARCH’S sTemperatura > 37°C, presion o altas
>

ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY concentraciones

' =Reactivos sensibles a las enzimas “asas” x '
h _‘ ’ =Toxicidad / |

-14 -




La quimica click acude al rescate

EDMUND PURDOM

R'—= + N;—R' Cul N” "N-R'
—’rt —
RII
* Insensibles al agua J

= Compuestos que no reaccionen
con aminas y tioles /

= Compuestos insensibles a
condiciones redox ’/

= Temperatura = 37°C, sin presion o J
sin altas concentraciones

= Reactivos insensibles a las
enzimas “asas” ’/

= Toxicidad Y
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La heroina

+» Los carbohidratos de la superficie celular es una rica fuente
de informacion acerca del estado fisiolégico de la célula:

= Relacionados con el desarrollo embrional, desarrollo de
tumores, etc

» Biomarcadores para alteraciones en la expresion génica
durante el desarrollo y la progresion de enfermedades.

= Su abundancia nos da informacion relacionada con el estado
y funcionamiento de las rutas metabdlicas

» Dianas muy interesantes para ser estudiadas in vivo

Carolyn Bertozzi

= Aplicaciones directas en biomedicina

Necesidad de desarrollar técnicas para la visualizacién de
carbohidratos en la célula a tiempo real!!

-16 -




La solucion (Bertozzi)

1] N 1
- RN N7 ONR _
RU R .)>_< RN,
180° R320° R
o)
h%
( CNTPh N" N"Np,
N J—
CH4CN, rt N
— R

—  F —
k =g RO 4
rel Ko = 60
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Sintesis de alquinos funcionalizados (Bertozzi)

1) LDA; methyl- o 0
© 1) LHMDS 0 4-bromomethyl- 1) Selectfluor .
TESCI F benzoate C€5,C0;4 e
2) Sele-:(;luor 2) KHMDS; Ti,NPh o ,f\l COzMe
3 (‘N&_ o 32 29 th,ﬁ\/@/ w0 &
N B . )
F@ £ oTi _
OTi =. F F COMe
=._F F Foywa F 1) Hp, Pd/ C
) 1)LDA § o2 LibH A 2) KHMDS
73 2) LioH 7 7 I L/ | ThNeh
- - a2 = N
3 COzH 33 COMe ca.H COMe
OH Br
) NaH, #~Br 1)Se|eclﬂuor o 1) Zn, NaBHsCN < 1) Grubbs
2) PCC 2) LIHMDS (cat.) Ho _ N (2™ Gen)
=]
3) LIHMDS )KHMDS TESCI MO ome é,oc/\/COzME 2) PCC
TESCI 4) Selectfluor MEOMeO C 3) Hy, Pd/C
HO 43
36 N-Se 9
=F F Y o Nz 1) HeNHN" “NHp o
F 1) RuCl;, NalOy F 4 o 1 115°C o AcOH, aniline o
2) KHMDS, Tf,NPh MeO N<© 21 ioH meo N\f MeO Neg”
3)LDA MeG . Lk MaGy, . L), 2580 MG, L),
4 \’/23 35 d 38 HO,C MeO,C MeO.C
oH \'\ 47 16 45
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La solucion (Bertozzi)

0
N
HO ijl\’ ° hoQ on  GOs
dne g ManNAz Ng™ T H
My > )
Metabolism Stz

Cytosol

o

AcO— HN JL‘—"N*

o M3
h:gﬁ:h,m -

o Ac,ManNAz ® " DIFO - *
- Bioorthogonal
Martah_ullc reaction *
labeling N,
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Quimica click en células vivas de ovario de hamster

DIFO-488




Quimica click en embriones de pez cebra

| Probe
probe) "
| Probe |
NH 0
AcO _Opc o #'\ Fi/—\fo

AcO =0 OAC F

AN~ Y NON
3
O Na X
_ ) AcsGalNAz DIFO
pez cebra (Danio rerio) W W
& metabolic click chemistry
labeling

Science, 2008, 320, 664-667
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Quimica click en embriones de pez cebra

T " ! 'I-- 2 Z —

Science, 2008, 320, 664-667
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Quimica click en ratones vivos!!!

A ALO-FLAG
Liver Heart Intestines

Az — + — + — +

260—'s
ebelng 10— R -
80— .-
BO— JEEE
50— EEc
kDa anti-FLAG
C DIFO-FLAG

Liver Heart Intestines

Az —+ — + — +

280—

WS 10— -

\ \ 60__--

B o 50— -
Lo e S0 &
O " A Meo" kDa

anti-FLAG
OCT-FLAG ALO-FLAG DIMAC-FLAG N
HN-R

Az
160—
10—

60—
50—

kDa

Az —

260—
110—
60—
50—
kDa

DIMAC-FLAG
Liver Heart Intestines

-+ — 4+ — +

anti-FLAG

1

-

|

PHOS-FLAG
Liver Heart Intestines

+ + — +
:-'l

anti-FLAG

© e oncse_l_co- Los ratones son el
o =l ) Wfig"fx organismo modelo de

MOFO-FLAG DIFO-FLAG

. eleccion a la hora de
MTQP)‘H-,MW.W estudiar enfermedades
FLAG
T ian humanas

PNAS, 2010, 107, 1821
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“While the field of bioorthogonal chemistry has expanded rapidly, there
remains a pressing need for new reagents with fewer side reactions and
increased efficiencies. Where will these new reactions come from?
Using history as a guide, they are found in the least likely of places,
buried in a piece of purely academic scholarship that is being written up

at this very moment”

Jewett, J. C.; Bertozzi, C. R.. Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1272-1279.
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® Quimica en organismos Vvivos

o0 Quimica “click”
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Quimica para modificar proteinas

Algunas aplicaciones de proteinas quimicamente

modificadas
+¢ Aplicaciones para la modificacion ¢+ Aplicaciones para la modificacion
de proteinas aisladas de proteinas en sistemas vivos
»Sondas »Modificaciones post-
fluorescentes traduccionales

> Entrecruzamiento
quimico »Sondas de afinidad

»Sondas radioactivas

»Sondas magnéticas

-26-




Proteinas: algunos conceptos basicos

Las proteinas son polipéptidos plegados con modificaciones

H Primary structure
postraduccionales el il
H
Atoma e hidragens H\ |
N—C
- |
H R [ . -
ebailo ENLACE ©
PEPTIDICO
hY n-
\, {18 St
Cadena Lateral H o

Secondary structure
regular sub-structures

v Las proteinas se fabrican en los
ribosomas localizados en la
superficie del

v Posteriormente, sufren numerosas ":
modificaciones postraduccionales =
(MPT) en el RE, Golgiy
citoplasma.

_— Tertiary structure
three-dimensional structure

Quaternary structure
complex of protein moleculas
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Aplicaciones de proteinas quimicamente modificadas

SONDAS FLUORESCENTES

» Herramienta muy poderosa para la visualizacién y
seguimiento de proteinas en células vivas

» Muy utiles en ensayos basados en fluorescencia: cribado de
actividad de compuestos con potencial actividad biologica

» Deteccion de cambios conformacionales mediante la medida
de distancias (en la proteina o en sistemas mas complejos)

empleando técnicas como Forster (o Fluorescence) Resonance
Energy Transfer (FRET)

! ' Binding event

-28 -




Aplicaciones de proteinas quimicamente modificadas

Marcadores de afinidad (affinity labels)

Biotina: la “supeestrella” de los marcadores de afinidad

» Biotina (vitamina H): sonda de afinidad muy util y ampliamente

O
)I\ empleada

HN NH % Afinidad extrema por una proteina llamada avidina
H +« Una de las interacciones no covalentes mas fuertes que se
conocen
"""/\/\COOH

+ Esta propiedad se emplea en para el aislamiento (“pull-down”)
de proteinas.

Targeat protein
immabilised on beads

" = Avidin bound alher preteins are
. Protein to solld beads washed suay
—_—
el
-29-

Aplicaciones de proteinas quimicamente modificadas

Entrecruzamiento Quimico (Cross-linking):
estudio del sitio de unién de un ligando

»Aplicable a complejos ligando-proteina, proteina-proteina, ADN-proteina, etc

++ El complejo ligando-proteina es atrapado mediante una funcionalidad quimica que puede
ser “activada” en unas condiciones especificas (por ejemplo, irradiaciéon con luz ultravioleta)

&

UV irradiation
Irreversible

photoreaction
‘ ﬂ Nzrcn

Reversible ligand binding

Diazirinas
Ligand covalently
bound to protein, at
the native binding site
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Aplicaciones de proteinas quimicamente modificadas

SONDAS MAGNETICAS
» Preparacién de agentes de contraste

» Aplicaciones en Imagen por Resonancia Magnética (MRI)
Basados en Gd3* (paramagnético)

Los agentes de contraste alteran los tiempos de relajacion del agua en los tejidos
donde estan presentes

NS
o &
Acido gadobénico Gadoteridol
(Multihance) (ProHance)

% Inconvenientes:

» Baja eficiencia: altas dosis de Gd téxico
» Baja selectividad

» Baja biodisponibilidad

-31-

Aplicaciones de proteinas quimicamente modificadas

SONDAS MAGNETICAS EN PROTEINAS

+« Incrementar los valores de relajacion para incrementar el contraste generado, permitiendo el uso
de dosis mas bajas de Gd y disminuir la posibilidad de efectos toxicos.

» Aumentar biodisponibilidad

» Aumentar selectividad

-32-




Aplicaciones de proteinas quimicamente modificadas

SONDAS RADIOACTIVAS
Tomografia por Emisiéon de Positrones (PET)

Deteccién de rayos gamma procedentes de la desintegracidén de radionucléidos
(18F’ ggTC, 68Ga’ 124|, 64Cu’ etc)

OH

HO
HO

2-['8F]Fluor-2-desoxi-D-glucosa
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Aplicaciones de proteinas quimicamente modificadas

SONDAS RADIOACTIVAS

Selectividad, selectividad y selectividad!!

El receptor tipo-2 del factor de crecimiento epidermico humano (HER2) es una proteina
sobre-expresada en el 25-30% de los canceres de mama en humanos.

DOTA-MUT-TS

“A 2-helix small protein labeled with 68Ga for PET imaging of HER2 expression” J. Nucl. Med. 2009, 50, 1492

-34-




Quimica de las proteinas

¢, Coémo podemos modificar quimicamente las proteinas?

> Cadenas laterales

Small

Nucleophilic
OH

SH

. . HH oHa { I"“
00
GrUpOS qU|m|camente He NXCOOH HeN" ~COCH HoN~ ~COOH HeN" “COCH COOH
reaCtIVOS (en pOtenCIa) de Glycine (Gly, G) Alanine (Ala, A) Serine (Ser, S) Threonine (Thr, T) Cysteine (Cys, C)
una proteina
. Hydrophob 7
% Solo los residuos v 3
expuestos al disolvente f f L
son accesibles para ser HN" “COOH COoOH CooH H.N" cooH §§~ “cooH
mOdiﬁcadOS Valine (Val, V) Leucine (Leu, L) Isoleucine (lle, 1) Methionine (Met, M) Proline (Pro, P)
» Aminas
o . Aromatic Acidic
«» Extremo N-terminal, 0y_OH
cadenas laterales de
lisina (Lys)
H.N" ~GOOH COOH COOH COOH COOH
. HoN . NH,*
> TIOIes Amide Basic NH3+ ’ \f ’
. . NH
% Cisteina (Cys) 0 " HNY
o, H NH
+» Mantienen bastante ﬁLNHz =
su rgacftl\_/ldad_en el HpN" "COOH COOH H,N” COOH H,N” ~COOH HoN" “COOH
medio fisiologico _ _ o ) !
Asparagine (Asn, N)  Glutamine (Gln, Q) Histidine (His, H} Lysine {Lys. K} Arginine (Arg, R)
-35-

¢ Qué tipo de quimica podemos realizar en cualquier proteina
de manera genérica para modificarla?

» Pequeio margen de posibilidades:

O Kits comercialmente disponibles (cajas negras)

O Ignorancia total a nivel quimico (en general) por
los consumidores finales (bidlogos)

» Reacciones en cisteinas (Cys)

O Disulfuros

O Ataques nucleofilos

» Reacciones en aminas (lisinas)

U Ataques nucleofilos

4 Dificil de controlar por la abundancia de

lisinas en las superficies

Jﬁo
yo
N

.
H

=]

&,

Maleimidas: reaccionan con tioles

|EN,C¢‘S

> Dificultad para realizar transformaciones
en residuos especificos de la proteina

> No aplicables (en general) al etiquetado

de proteinas en sistemas vivos

Isotiocianatos: reaccionan con aminas
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Modificacién de proteinas “en el ribosoma”

% Etiquetado mediante proteinas recombinantes

» Introduce una sondaletiqueta codificada en el material genético

Ventajas Desventajas
»Especifico en posicién y barato »Se debe hacer el etiquetado proteina a proteina

»No requiere técnicas “especiales” »El tamafo si importa: interferencias con la funcién de la proteina a estudiar

Proteina verde fluorescente (GFP)

Sy
S

Aequorea victoria Osamu Shimorhura 238 aminoacidos
Forma de barril

Grupo croméforo que
absorbe luz UV
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Modificacién de proteinas “en el ribosoma”: GFP

Columbia University in the Cite of New York | New York, N ¥ 10027

DEPARTMENT OF BIOLOGICAL SCIENCES SHLELAN FAACHILD CFNTER
FOR THE LIFE SCIENCES

Martin Chalfie
Dept. of Biolog
Columbia Univer;
New York, N.Y.

Mart|n Chalﬂe Dear Marty, 7 1993
It is perfe R Bind my
unpublished res| Hed you
meet the follow! iH = |
1. You mak - \ bkt two
months, ready bh - |
2. You prepare a spedc inner at a time of your

choosing
3. You empty the Qarbage nigl

Dotigias Prasher”

t month.

s
S

fageln oae
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Modificacién de proteinas “en el ribosoma”:

-39-

Modificacién de proteinas “en el ribosoma”:

Humano con GFP en sus células
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Modificacién de proteinas “en el ribosoma”: GFP

Tyre6

tha? Ciclacion
— {N
_( =s_/ o “‘?3_/
il

H Ser 65

B NN
Y N
. [s] K _<0_HN\//I\/€"‘l 397 nm
Roger Tsien " s |
-41 -
" e Vé 11 . ”.,
Modificacién de proteinas “en el ribosoma”: GFP
» Visualizacion danos ) The Nobel Prize in Chemistry 2008
cerebrales por Alzheimer
> EStUdiO Cé|U|aS beta deI ‘;pl::or‘ler;:!cgsl:c;yery and development of the green fluorescent
prancreas
» Desarrollo neuronal
»Desarrollo de tumores
Photo: 1 Hu'm-(sscn.-‘ECAr\Pi Photo: J I“L'] kssan/! ..AI\PL‘)’ Photo: UCSD

Osamu Shimomura

@ 1/3 of the prize
usa

Marine Biological

Laboratory (MBL})

Woods Hole, MA, USA

b. 1928

Titles, data and places giv

Martin Chalfie

@ 1/3 of the prize
usa

Columbia University
New York, NY, USA

b. 1947

en above refer to the time of the award.

Roger Y. Tsien

@ 1/3 of the prize
UsA

University of California

San Diego, CA, USA

b. 1952
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Ribosomas para modificar proteinas

Aminoacidos no naturales

N._CO,H COH COH co2 N__COH
: ~

., o \@ N

¢ Seria posible introducir aminoacidos no naturales en proteinas aprovechando
la maquinaria sintética de la célula (ribosomas)?

HaN— — Indicates new peplide
1) aa, bond forming between
a3, aag and aag H
3 H:—-N-‘.?r
H H Ry
ra M A \ !
8] g B 6-Fs F RS
~ H \C-’Dﬁ' % Jgoo
e, =
C.C| 2 H (0] I

A A

G c

G G

tRNA, <) P site A site T, |\ aartRANA;
leaving 00\ \ fa)  arriving
\ £
k UUUAGG ‘/

(o O P e ]
5'.IIIIIIIIJIIIIIIIEI[IIIIII3-
mRNA GGGAAAUCGGUC

Codon Codon Codon Codon Codon Codon Godon Meovement of ribosomes
ady aas ady aay ads aag aay
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ALGUNAS DEFINICIONES

Dogma central de la biologia molecular

Transcripcion Traduccion
ADN » ARN— Proteina

B The Nobel Prize in Chemistry 2009

“for studies of the structure and function of the ribosome"

r

> Traduccion

+» Proceso de sintesis de proteinas a partir del
codigo contenido en moléculas de ARN mensajero

«»+ Transcurre en el ribosoma

++ Se llama traduccién porque implica el cambio del

y of - el Credi
“* il 74 H H ular Biolos arslan i Pell
lenguaje” de los acidos nucleicos (ADN y ARN) al
“ ] ’ . P Venkatraman Thomas A. Steitz AdaE. Yonath
lenguaje” de las proteinas (aminoacidos) Ramakrishnan
® 1/3 of the prize @ 1/3 of the prize @ 1/3 of the prize
United Kingdom usa Israel
MRC Laboratory of rale University Weizmann Institute of
Malecular Biolagy New Haven, CT, USA; Science
Cambridge, United Haward Hughes Medical Rehavot, Israel

Kingdom Instituts

-44 -




ALGUNAS DEFINICIONES

El cddigo genético

H,N 0
» Compuesto por “palabras” de tres N =S | NH
letras denominados codones (AUG, Q \ N/) N/&O
UGG, etc) H H

adeni A uracilo U
denina il

pueden combinar para dar lugar a Q NH;
i NH
64 codones dlfert-ente-s. E{)\NHE | \/L
» Estas 64 combinaciones son N~ N N0
suficientes para codificar los 20 H H
aminoacidos diferentes e G awosna G
_45_
El codigo genético
_ u C A 6
d .
c Codén 1 uuu ucu uAU uGU u
U u uuc} Rhe UEC}SER uac S TYr uﬁc}cus C |
én UuA UcCA T
g= coden UUE} et 4 % Trp [6]
S Codén 3 cuu ccu cnu}His cGU | U |
G_| cuc [ 4, [ cce | ppy | CAC C6C | arq [C
o codsna Clcu cca caal . - [cea A |
u | o CUG CCB EAE} " |ces R
S| coddns AUU ACU AAU}AS“ ABUY oo U]
a_ 2 | auc e | acc Thr | #AC AGC &
A i AlA ACA AAA Lys ABAY | " |
g | et [BUE] ret | ace AAG AEE} "
v . [~ [Guu GCU GAU GGU u
a | 6UC | yor [BEC L arg EAE}ASD G6C | g1y [C
- € | sua GCA 6AAY oo | 6BA A |
ARN GUG GCG CAG GGG =

Acido ribonucleico

+ Caracteristicas del codigo genético

» Universal

» Especifico: un codén — un aminoacido

> Degenerado: varios codones — un aminoacido
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VUELCO EN LA INVESTIGACION DE DOS HOMICIDIOS

El ADN vincula la muerte de Sonia Carabantes y
de Rocio Wanninkhof

La piel hallada bajo una uiia de la joven de Coin es de alguien que vio el crimen de Mijas Las
pruebas descartan que la chica asesinada en agosto fuera violada antes de morir

02/09/2003 SALOME MACHIO SEVILLA
G comentarios 2 enviar Eimprimir éva\urar [ afiade a tu blog

Los resultados de las pruebas de ADN que la
Guardia Civil ha practicado sobre restos de piel
hallados bajo una uiia de Sonia Carabantes han
dado un vuelco sorprendente a la investigacion
sobre el asesinato de la chica de Coin (Malaga),
cuyo cadaver aparecid el pasado 20 de agosto. El
codigo genético de la piel analizada coincide con el
de los restos de saliva de un cigarrillo que los
agentes encontraron hace cuatro afios en Marbella
(Malaga) junto al cadaver de Rocio Wanninkhof, la
joven de 19 afios de Mijas que fue asesinada en Sonia Carsbantes.
octubre de 1999 y cuyo cuerpo aparecié un mes
mas tarde. Es decir, una misma persona —-no se
sabe quién-- estuvo presente en ambos crimenes

Las nuevas pruebas pueden dar un giro al caso
Wanninkhof. Especialmente, en lo que se refiere a
la tnica imputada, Dolores Vazquez, que esta en
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El proceso de traduccion

“ ARN mensajero (mARN)

Transporta la informacién (secuencia de
codones) del ADN al ribosoma

+ ARN transferente (tRNA)

Descodifica un codén del mMRNA emparejandolo
con un anticoddn

Ester bond

Intramolecular
base-pairing

ARNt,
saliente

< Aminoacil tARN sintetasa

correspondiente tRNA

Anticodon Aminoacyl tRNA
synthetase

0 Amino acid

—

22,-ARN-t,
entrante

Movimiento del
ribosoma

H_JLW_)

i { T Y
| —~D—C—-CHR——Amino acid
Codén Coddén Codén Codén Codén Codén Codén
aa, aa, a8, aa, a8, Ay a8,
tRNA
molecule

Transfiere de manera especifica un aminoacido al

tRNA Aminoacyl-tRNA
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Ribosoma para modificar proteinas

Expansion del cédigo genético con aminoacidos no naturales: hipétesis de trabajo
»Para un organismo dado, algunos codones son poco usados o redundantes
++ Algunos codones “stop” que generalmente finalizan el proceso de traduccion (ej. UAG o UGA)

+ Codones “raros” (ej, AGG, el cual codifica la arginina)

u

c
uuu ucu UAU usU
Ph Cys
u uuc} ¢luce | gpp [uac s Ty usc} .
uay | uca
uuG ucG UGE Trp

| U |

C

| A |

G

cuu ccu EAU}HiS CGU 1]

g cuc [; oy | ECC | po|CAC C6C | orq [©
CUA CCA CAAN o |CBA A1
CUG CCG CAG CG6 =
AUU ACU FYATR N FY-TR T

a | auc e Jace | [AAC AGC C
AUA ACA RTIT UL W iy
[BBE| ret |acs AAG AGG 9 &
B E GCU EAU} asp| 66U u
f BUC | |BCC |44 | BAC B6C | gy [ C
GUA GCA BAAY o1, | 6BA 2 |
GUG GCG CAG GGG 5]

¢Podemos emplear estos codones para introducir aminoacidos
no naturales en proteinas aprovechando la maquinaria del
ribosoma?
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EXPANSION DEL CODIGO GENETICO

» Metodologia para expandir el codigo genetico
1. Disenar un tRNA que reconozca uno de esos codones de terminacion (complicado)

Afortunadamente, ciertos organismos (arqueobacterias) genéticamente sin relacion
con los organismos tipicos (el resto) han evolucionado para usar esos codones

e

2. Disenar un tRNA aminoacil sintetasa que afiada un amino acido no natural de manera
espécifica a ese tRNA (muy complicado!!!) x

Aminoacil '"’"

tRNA sintetasa :
Ug H,N/\f
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Como obtener una Aminoacil tARN sintetasa artificial

Mutaciones
aleatorias de los
residuos implicados
en el reconocimiento
del aminoacido

L

Expresion en un
organismo (E. coli)

L

Seleccion de los
mutantes que
pueden unir el
aminoacido no

natural de interés

Aminoacil tARN
sintetasa
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EXPANSION DEL CODIGO GENETICO

» Metodologia para expandir el codigo genetico
1. Disefar un tRNA que use uno de esos codones (complicado)

Afortunadamente, ciertos organismos (arqueobacterias) genéticamente sin relacion
con los organismos tipicos (el resto) han evolucionado para usar esos codones

2. Disenar un tRNA aminoacil sintetasa que afiada un amino acido no natural de manera
espécifica a ese tRNA (muy complicado!!!) x

*H. N
Aminoacil ™

tRNA sintetasa :
*H,N

3. Introducir ambos en un organismos (levadura, bacterla células de mamiferos...) (facil)

4. Crecer el organismo en un medio con el aminoacido no natural presente, de manera que las

células lo tomen y lo empleen en la nueva maquinaria traduccional (en principio, facil)
x
X

Aminoacil '"'" o
Traduccion — «un

tRNA sintetasa protelnlca c.‘\ 2
5 —UAG—s @
*u,n mRNA
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EXPANSION DEL CODIGO GENETICO

> Resultados

+ Clonando el coddn de “uso extendido” en una proteina, el aminoacido no natural se podria
introducir a discrecion en cualquier punto de la secuencia peptidica

+ Nuevos organismos que posean un coédigo genético expandido y usen mas de los 20 aminoacidos
naturales!!
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EXPANSION DEL CODIGO GENETICO

Alrededor de 30 _ o : o |
nuevos aminoacidos [ =y : , : q
han sido introducidos e e

en organismos

empleando este . _ :
método . o il I v P aiiall [ oo N

Entrecruzamiento ~
quimico _ t LA

Sondas 13 14 15 16 17 18
fluorescentes

Modificaciones post- 1 2 3 # 2 “
traduccionales

(introducidas durante
la traduccion!! o coo o ~com

25 26 ki 28 29 30

Chemical By
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EXPANSION DEL CODIGO GENETICO

s Esta técnica permite la sintesis de proteinas con nuevas
propiedades biolégicas, quimicas y fisicas con consecuencias
significativas en areas como la biotecnologia y la biomedicina.

El origen del codigo genético, tanto si cred en un momento puntual
como si es el resultado de la expansion de un cédigo primigenio con
menos aminoacidos, es un enigma.

» ¢ Hay alguna razon para que el codigo genético sea de solo
20 aminoacidos?

» Y por qué esos 20 en particular?
> ¢ Y por qué no ha evolucionado?

» ¢ Organismos con aminoacidos adicionales tendran ventajas
con respecto a otros que no los tienen...?

-55-

% “MUCHAS GRACIAS-POR
\* VUESTRA ATENCION!!!

-56 -




