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Nanobiologia 1

« Nanoindustrias celulares:
. ensamble de ADN.
l.ensamble de proteinas.

Il.Enzimas: nanomagquinarias de bajo consumo
de energia.

« ATP como fuente biologica universal de
energia.

« Motores moleculares: alto consumo de
energia.

* Fluctuaciones en la expresion genética.
* Fluctuaciones en la division genética. 2




Conexidon Nano/Bio

Nanotecnologia cubre un amplio espectro de ciencias, las
cuales aplicadas a un nivel de nanoescala que permiten la
fabricacion y manipulacion de materiales y dispositivos a partir
del ordenamiento de atomos y moléculas.

Nanoescala
1 nanémetro = 10° metros

Objetos al nivel de atomos y
moleculas




Biologia y hanoprocesos
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En el mundo bioldgico, los procesos de construccion
estructuras parten de entidades simples para obtener sistemas
mas complicados. Proceso de ensamble llamado de abajo
hacia arriba.



Biologia y hanoprocesos

Los procesos biologicos ensamblan estructuras complicadas
partiendo de atomos y moleculas simples.

Todos estos procesos biologicos ocurren al nivel de
nanoescala




Biologia y hanoprocesos

Algunos laboratorios tratan de imitar procesos biologicos, a
estas téecnicas se les llaman procesos biomimeticos
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“Nanoindustrias’ celulares:
Replicacion de ADN

Copyaght © Poarmco Eaucaton, ine | publishing s Bergamn Cummangs.

http://mww.wiley.com/college/pratt/0471393878/student/animations/dna_replication/index.html



“Nanoindustrias’ celulares:
Replicacion de ADN

(a)

Copyaght © Posrco Eaucation, ine | publishing m Bergamn Cummangs
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http://www.wiley.com/college/pratt/0471393878/student/animations/dna_replication/index.html

Replicacion de ADN
Paso a paso

1. ADN helicasa (asa) para rompimiento:
rompe enlaces de idrogeno debiles
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Replicacion de ADN
Paso a paso

2. Iniciacion: enlace de ARN primasa
atrae bases complementarias de acuerdo con la base
presente en la cadena de ADN

5" TACA
LEL I EEEET]. et

/

3’ ATGT />

5’
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Replicacion de ADN
Paso a paso

2.Elongacion:
Este proceso es diferente para cada una de las cadenas
de ADN. En la cadena molde que va en la direccion 5'-
3" de da de manera continua. ADN polimerasa puede
leer la secuencia continuamente.
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Replicacion de ADN
Paso a paso

2.Elongacion:
ADN polimerasa atrae bases nitrogenadas y las enlaza
de acuerdo a la secuencia presente en la cadena molde.
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Replicacion de ADN
Paso a paso

b) Elongacion de formacion de la cadena “lagging strand”

DNA Pol deita 3

5° TACA
LLLLTLLETLT A

3’ ATGT

Lagging Strand
DNA Pol epsilon

Este segmento no puede ser
leido directamente por la ADN
polimerasa. Aqui participa una
nueva enzima llamada RNA
polimerasa. Enlaza bases
nitrogenadas

complementarias para formar
pequenos segmentos de ARN,
llamados segmentos

“fragmentos Okazaki”.
14



Replicacion de ADN
Paso a paso

b) Elongacion de formacion de la cadena “lagging strand”

La ADN polimerasa continua
la  elongacion de los

segmentos “fragmentos

5’ Okazaki”.
NERRRRRRNN ,/*g*‘"asm Pero quedan algunos
3’ X/'/\ aberturas entre los segmentos
W, de OK y el ADN que se forma

57 de la elongacion.
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Replicacion de ADN
Paso a paso

4. En la cadena “lagging strand” la enzima ADN Pol |
exonucelasa lee los fragmentos y elimina todos los
segmentos de ARN.

. Las aberturas en la cadena

S’ TACA
IR son cerrados mediante la
3’ ATGT accion de ADN polimerasa.
. Y la ADN ligasa enlaza
. S fosfatos a los huecos que
00 0 ) R O quedan.

3’ ATGT
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Replicacion de ADN
Paso a paso

5. Terminacion: La ultima porcion de ADN original que
contenia la secuencia de complementaria de ARN no
puede ser leida por la ADN.

5 TACA @ Esta ultima parte no se
LU replica. La cadena original de
3' ATGT ADN contiene sequencias de
_ Spateguy eisme bases repetidas en esta ultima

Y R pate y son llamadas

3’ ATGT
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Replicacion de ADN
Paso a paso

6. Reparacion: La replicacion no se completa asta que no se
haga el control de calidad. Enzimas llamadas nucleasas

remueven las bases gue esten ocupando posiciones
erroneas.

5’ 3’
L
3’ 5’

5’ 3’
L
’

3 S’
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Transcripcion de ADN a ARN

El ADN se diferencia del ARN en gue la base nitrogenada
Timina es reemplazada por Uracilo.

También en que para la sintesis de proteinas solo se
necesita una cadena de ARN llamado mesajero. mMRNA
existe naturalmente en las celulas en la forma de cadena
individual.

AGCTGACCTAGCGGACAA

TCGACTGGATCGCCTGTT

mRNA

AGCUGACCUAGTCG GG GACAA-A 19



Traduccion de ARN a proteinas

DNA
molecule

Después de que el
ARN se ha formado es
transportado a través
de los poros nucleares

, DNA strand 3’ 5'
|

endoplasmatico donde

los ribosomas traducen |
esta secuencia en [ 1ol ol o I e e

mRNA 5 3

Codon

¢¢ .

¢
Pt

Amino acid

proteinas.

©100% AdSacn Wesey Longman. e 20



Codificacion de las proteinas
a partir de los codones

Varios codones
codifican el mismo
aminoacido

Existen codones de
parada y de Inicio,
algunas veces estos
son especificos para
cada especie.

En RNA, la cual es la plantilla para sintesis de proteinas: Timina se reemplaza por
uracilo 21









Proteinas: componentes basicos

\OH Grupo

Carboxilo

Grupo Variable
Cadena R

Estructura general de los aminoacidos
24



Proteinas: estructura general

Amino acido (arriba) and la estructura primaria de una proteina
(esqueleto de un polipeptido, abajo).

Lindsay, S. M. Nanobiology en Introduction to Nanoscience Oxford University Press Inc., New York, 2010 p 361



Proteinas: componentes basicos

Arnino acids with hydrophobic

Todas las proteinas se

forman a partir de la

combinacion de 20
aminoacidos.

Ao acids with hydrophilic s

= comportamiento
quimico y estructura 3D
depende de su
compaosicion.




Subunit A Subunit B




Cual es larelacion entre ADN
y las proteinas?
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Codificacion de las proteinas
a partir de los codones

Varios codones
codifican el mismo
aminoacido

Existen codones de
parada y de Inicio,
algunas veces estos
son especificos para
cada especie.

En RNA, la cual es la plantilla para sintesis de proteinas: Timina se reemplaza por
uracilo 29



Ensamble de proteinas

Ribosome

b.o’ﬁg'@} Peptide out
mRNAout | ¢ Q@

1 Folded
protein out

— : RNA polymerase

TAAACATGATATCCAGCTATACGCATATAGGAATCCCTAG TCCAGCTATACUCATATAGGAATCCCTAA

1 DNA gene in _
Regulation
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C:/Documents and Settings/genchem/My Documents/nanoscience seminar/DNA Transcription and Protein Assembly.flv

Origen de diversidad de
JEIGCINEE

1 mRNA out per exon

¥¢= Post translational mod

U B

Many folded

RNA splicing, proteins out

random anE requlated |
|

Regulation

g RNA polymerase
A\TTTGTACTATAGK : . TATCCTTAGGGACCTC
exon Intron exon intron exon intron exon

1 complex DNA gene in

Intrones y exones,
secuencias de bases en el
codigo geneético que estan
Involucrados en la
produccion de proteinas. La
secuencia de bases del
ADN en los exones son
convertidos VAV y
eventualmente codifican
amino  acidos en ER
proteinas . Los intrones son
secuencias de bases de ADN
gue se encuentran entre los
exones pero que no son
convertidos a ARN.
31



Abreviacion de nombres

Amino acidos Codigo de tres Codigo de una sola

letras letra
glycina €1}, G
alanina Ala A
valina Val \
leucina Leu L
Isoleucina lle I
methionina Met \Y/
fenilalanina Phe =
tryptofan Trp W
prolina Pro P

32
http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/jmol/aatable.html



Abreviacion de

serina
threonina
cisteina
tirosina
asparagina
glutamina
Acido aspartico
Acido glutamico
Arginina
Histidina
Lisina

Ser
Thr
Cys
Tyr
Asn
GlIn
Asp
Glu
Ar
His
Lys

nombres

A T T mMmOOzZz2<04dwm

33



Ejemplo:

Reemplazar T por U

TGC AGA ATG AAG GGT GAT TTA TGT GAT TTG CAT
CAC TTT TGG TGG GTA AAT TTA TGC AAC GCA

TTT GCG TCAT GGT GAT GGT ATC ACG AAA AAA
TGT TAA ACC CTT CGG TAA AGT GTC TTT TTG

CTT CTG ACT AAA CCG ATT CAC AGA GGA GTT GT
ATA TGT CCA AGT CTG ATG TTT TTC ATC TCG GCCT
CAC TAA AAA CGA TTT ACA AGG GGC TAC GCT TGC
CAT CGT CCC TGG

CRMLGDULCOCDL H

34



Ejemplo

Uridine Phosphorylase

Escherichia coli str. K-12

1

61l

121

181

241

msksdvtihlg
ttwraeldgk

pvivcstglg
tasvrldgas

lhfaplefpa
tysgrvvrht

kgsmeewgam
aetmkgtesh

avkivveaar

ltkndlggat laivpgdpdr

gpstsiavee laglgirtfl

vadfecttal veaaksigat

gvmnyemesa tlltmcasqg

rll

‘§"\

‘T-\
) ¥ 2
?

»
3,5 <

1%

vekiaalmdk pvklashref

!u

rigttgaigp hinvgdvlvt

thvgvtassd tfypggeryd

lragmvagvi vnrtggelpn

35



Propiedades mecanicas de
Proteinas

 Densidad:

Relacionada con volumen y peso molecular de las
macromoléculas. Se asume ~1.4 g/cm?

Densidad de empaguetamiento promedio tan alta como
la de un solido cristalino pero existen algunas

cavidades.

Asumiendo PM= 100KDa

[3PM 8" {7
Fr=3 o) PN
47822 AP P

r ~3nm | 3 \

J Liang, J.; Dill, K. A. Biophysical Journal 2001, 81(2), 751-66. 36
http://www.molsoft.com/gui/fag-structure.html



Propiedades mecanicas de
Proteinas

Dependencia de la densidad de las proteinas con el
peso molecular

Molecular weight (kDa)

37
Fischer, H.; Polikarpov, I.; Craievich, A. F.;Protein Science 2004, 13 (10), 2825-28.



Propiedades mecanicas de

Proteinas
* Rigidez:
Resistencia de un cuerpo elastico a
deformarse cuando se aplica una fuerza.

E _E @ E = Modulo de Young

A (
Proteina E (Gpa) Funcion
Actin 2 Esqueleto celular
Tubulin 2 Vias de Transporte en células
Seda 5 Tela de arana
Abductin 0.004 Ligamento muscular
Elastin 0.002 Musculo suave y ligamentos

38
Lindsay, S. M. Nanobiology en Introduction to Nanoscience Oxford University Press Inc., New York, 2010 p 361



Propiedades mecanicas de
Proteinas

 Difusion:
Si PM 100 KDa y radio ~3 nm. El coeficiente de friccion
en agua sera

y =0xrn Ley de Stokes

n = viscosidad del fluido 1x 103 Pa s

y =56 X 1012 Ns/m k= constante de Boltzmann
D = uk,T

M= (67za77)_1 D= 73 x 1012 m#/s 100KDa proteina
D= 10" m?/s proteinas pequenas

39
Karlsson, O. J.; Stubbs, J. M.; Karlsson, L. E.; Sundberg, D. C.; Polymer 2001, 42 (11), 4915-23.



Enzimas: nanomaquinarias
de bajo consumo energeético

Catalizadores biologicos.

Ejemplo: Proteasas hidrolizan enlaces peptidicos.

* Tiempo de vida de un
enlace peptidico en
agua, 300 a 600 anos

* Velocidad maxima de
rompimiento de un
enlace es 1 ms-?
(concentraciones altas)

Catalyzed by enzyme

H
.|
T
H




Enzimas: nanomaquinarias
de bajo consumo energetico

*Que hacen? D e 2O

G ror . o ‘::"Q’;.::O,!.‘;;",.;’":\ "’"
‘Proveen "siti0 aCliVO' mreedtfetdoney  ** (27 £,

A t‘l?»'is'.': 7 SN ) .""5'.’. e
donde moléculas de 7 SRTROEE AN
= e - “l’a.. ",, y

reactivo permanecen en .'-,” it ‘}:c'.'f:.\:“‘,.’f*."z.g‘f.'

' . PN S aeT B
contacto. Ejemplo: agua + RO s ._;'
cadena pepitica. STty A Py

 Trabaja sobre sitios substratos especificos

Ejemplo: Proteasas rompen enlaces pepitidicos, |la proteasa
HIV rompe Unicamente los enlaces peptidicos de poli-proteina
recién sintetizada en la células que contienen el virus HIV.

41
Seelmeier, S.; Schmidt, H.; Turk, V.; von der Helm, K.; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1988, 85 (18) 6612—6.



Enzimas: que hacen?

Actian como  “super
solventes” facilitando la
formacion del estado de
transicion de la reaccion y
acelerando la reaccion.

« Optimizan las
propiedades mecanicas Yy
polarizacion alrededor de
sitio activo.

Aclivation energy of non-calalyzed reaction

Transition state

ST

=— Reation without enzyme

Substrate = Reaction catalyzed by enzyme

S

Product

P

activation energy of catalyzed reaction



Combustible de las nanomaquinarias:
ATP fuente de energia celular

Hidrolisis de ATP

12 kcal/mol
20 KT a 300K
ADPI|P
e | AT]P[ | =4.9x10°> mmmdp (.52 eV/ molecula
[ ] 8.3 x 10-20 J/ molecula
82 pN.nm

43
http://mwww.wiley.com/college/pratt/0471393878/student/animations/actin_myosin/index.htmi



Motores moleculares: alto consumo
de energia

Procesos de contraccion y relajacion muscular son el
resultado de la interaccion entre myosin y actin (proteinas), la
energia necesaria es suministrada por la hidrolisis de ATP.

sarcomere

thick filament thin filament
{myosin filament) {actin filament)
|

Z disc
RELAXATION CONTRACTION



http://www.wiley.com/college/pratt/0471393878/student/animations/actin_myosin/index.html

Motores moleculares: contraccion

muscular.

in cross bridge attaches o the actin
ofilament

ADP ar
||pr_ar "
phoaphats)
releasad

As ATF is split into P.DF' and P cocking ki 3 yosin head pivots
i v hesad ooy and bands as i pulls on the aetin flament,
of the myosin hea sliding it teward the M line

(3} As new 2
Dﬂ‘m cross baidge

Coapyrighl & 2001 Banjamin Curmmings, an imprnt of Addisen Weslsy Langman, Ine.
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Motores moleculares: alto consumo
de energia

Imagen de moléculas de miosin
obtenidas en un microscopio de

-~ barrido electronico.
-1 molécula de ATP = ~5 nm

“ % ~5 nm = amplificado ~36 nm

1 molécula de ATP = 1.5 pN



Motor de Rotacion: ATP Sintasa

« Gradiente de protones
generado a través de la
membrana hace migrar
los protones a través de la
membrana hacia el
Interior, Impulsa la
rotacion de F1 generando
la energia necesaria para
la sintesis de ATP a partir
de ADP y Pi

47
http://www.nanonet.go.jp/english/mailmag/2004/027a.html



Motor de Rotacion: ATP Sintasa

« Concentraciones altas
de ATP hacen girar el
motor molecular en
direccion contraria lo
cual implica hidrolisis de
ATP mas energia.

48
http://www.nanonet.go.jp/english/mailmag/2004/027a.html



Dos funciones de ATP sintasa

membrane

ADP

ATP
ATP | [ATP

ATP Synthesis ATP Hydrolysis

49
Lindsay, S. M. Nanobiology en Introduction to Nanoscience Oxford University Press Inc., New York, 2010 p 361



ATP Sintasa en accion

Quantum dots
2-10nmd

-

Streptavidin
Actin

Noji, H.; Yasuda, R.; Yoshida, M. ; Kinosita, K. Jr. Nature 1997 386, 299-302 .
Lindsay, S. M. Nanobiology en Introduction to Nanoscience Oxford University Press Inc., New York, 2089p 361



Estructura de Anticuerpos

Basic structure of an Antibody

Light chain Variable region

Heavy chain Constant region

Ky =[ab-Agl 41 antibody, Ag=Antigen
[Ab][Ag]

http://www.odec.ca/projects/2003/lange3c/public_html/background.html



Reconocimiento de patdogenos

Los anticuerpos  son
proteinas producidas en
las células para luchar

contra agentes
patdgenos. Los
‘anticuerpos  reconocen
ciertas proteinas
presentes en las
superficies de los

4 4 patdogenos y se enlazan a
~ ellas.
Interaccion.
Anticuerpo-Antigeno

./lwww.youtube.com/watch?v=cL9KY ECzfo&feature=channel >


C:/Documents and Settings/genchem/My Documents/nanoscience seminar/3D Medical Animation  Antibody Immune Response.flv

©2008 VF
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Con la invencion de los nanotubos ahora finalmente,
podremos tomar Coca Cola con pitillos.



Fluctuaciones en |la expresion de
genes.

Fluctuaciones: el mismo genoma, diferente genotipo

Huellas digitales de
gemelos

Raser, J.M. and E.K. O'Shea,
Science,2005, 309: 2010-2013.

Gato clonado y su madre.

Lindsay, S. M. Nanobiology en Introduction to Nanoscience Oxford University Press Inc., New York, 2010 p 373



Expresion genetica vs estadistica

e
.,e
.
04
e
s

Variaciones en expresion genética en células conteniendo el
mismo material genético

55
Tyagi, S.; Genomics 2010 329, (5991) 518-19



Expresion genetica vs estadistica

B RP22+IPTG = C RP22ArecA+IPTG
- . \

Genes codificando proteina
fluorescente verde y violeta
se dividen en varios genes
en E. Coli. los dos genes se
leen a la misma velocidad
en ambas direcciones al

rededor del genoma
circular.
Expresion genética

equitativa resulta en
fluorescencia amarilla.

Numero pequeio de copias
resulta en diferentes
colores.

56
Elowitz, M.B., Levine, A. J.; Siggia, E.D.; Swain, P.S.; Science 2002, 297, 1183-1186.



Division al azar: Anticuerpos y el
sistema iInmune

« El sistema Iinmune detecta Invasores previamente
detectados. La vacunacion le confiere “memoria” al
sistema.

 Los anticuerpos son los primeros sensores del sistema de
deteccion del sistema inmune.

S7



Division al azar: Anticuerpos y el
sistema iInmune

eLos anticuerpos tienen secuencias sensoras “aleatorias”
en sus regiones variables y las “regiones de enlace” se
encuentran repartidas en forma aleatoria debido al
mecanismo de ‘“reparticion” de los exones durante el
ensamble de los anticuerpos.

 El anticuerpo que presenta un evento de enlace positivo
con el antigeno desencadena una cascada de sefales en
la células haciendo que estas sean clonadas rapidamente

58



KA = [Ab-Ag]
[Ab][Ag]

Antigen
Binding Site

Ab=Antibody, Ag=Antigen

Antigen
Binding Site

Fab Region

Carbohydrate Region

Fc Region

59



Ensamble de anticuerpos

B Cell DNA

RNA transcript

Spliced transcript —————w—— —

cAnticuerpos poseen secuencias sensoras “aleatorias”™ en
sSus regiones variables y las “regiones de enlace” se
encuentran repartidas en forma aleatoria debido al
mecanismo de ‘“reparticion” de los exones durante el
ensamble de los anticuerpos.

60
Lindsay, S. M. Nanobiology en Introduction to Nanoscience Oxford University Press Inc., New York, 2010 p 373



Reconocimiento de patdogenos
en macrofagos

w«ﬁ#
*a,* g

./lwww.youtube.com/watch?v=cL9KY ECzfo&feature=channel
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