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Técnicas de Bioconjugacion

Grado Grado en Biotecnologia Ciencias

Complementos de
Biotecnologia

Modulo

Materia Técnicas de Bioconjugacion

Curso 4° Semestre  1° Créditos 6 Tipo Optativa

PRERREQUISITOS Y/O RECOMENDACIONES

Tener conocimientos adecuados sobre:

 Conocimientos basicos de Quimica General y de Quimica Organica.
« Comprension de textos en inglés cientifico

BREVE DESCRIPCION DE CONTENIDOS (Seglin memoria de verificacién del Grado)

Reactividad quimica de las biomoléculas. Modificaciones quimicas de las proteinas.
Bioconjugacion. Inmovilizacién de biomoléculas a soportes sélidos.

COMPETENCIAS ASOCIADAS A MATERIA/ASIGNATURA

COMPETENCIAS GENERALES

e CGo4 - Conocer los principios basicos de la estructura y funcionalidad de los sistemas
biolégicos.

e CGo5 - Capacidad para comprender los mecanismos de modificacion de los sistemas
biolégicos y proponer procedimientos de mejora y utilizacién de los mismos.

COMPETENCIAS ESPECIFICAS

e CE4O0 - Saber utilizar los conocimientos de los principios basicos de la estructuray
funcionalidad de los sistemas bioldgicos.

» CE41 - Capacidad para modificar los sistemas bioldgicos y proponer procedimientos de
mejoray utilizacion de los mismos.

COMPETENCIAS TRANSVERSALES
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» CT03 - Capacidad de aplicar los conocimientos en la practica y de resolver problemas
» CTo5 - Razonamiento critico
* CT09 - Capacidad de trabajar en equipo y en entornos multidisciplinares

RESULTADOS DE APRENDIZAJE (Objetivos)

« Conocer la reactividad quimica de las biomoléculas.

« Conocer las técnicas para llevar a cabo el etiquetado y marcaje de una biomolécula.

» Saber disefiar estrategias sencillas de bioconjugacién de biomoléculas.

« Conocer las técnicas para llevar a cabo la inmovilizaciéon de una biomolécula a un soporte
solido.

« Saber disefiar estrategias sencillas de inmovilizaciéon de biomoléculas.

« Acercase a la modificacion de las biomoléculas desde la perspectiva de la quimica
Organica

Los objetivos de la presente asignatura tienen interés con las competencias propias que un
biotecndlogo debe poseer en relacion a la investigacion y la actividad profesional propias de esta
disciplina. En ambas parcelas el conocer la quimica de biomoléculas y de como hacer uso de la
misma para la ejecucion de aplicaciones rutinarias en el actual estado del arte de la biotecnologia,
tales como el marcaje, etiquetado e inmovilizacion de biomoléculas a soportes de distinta
naturaleza son de obligado conocimiento

PROGRAMA DE CONTENIDOS TEORICOS Y PRACTICOS

TEORICO

Tema 1: Reactividad quimica de las biomoléculas.- En este tema se analizan los motivos
responsables de la baja reactividad quimica de las biomoléculas, se revisan los grupos quimicos
susceptibles de ser aprovechados en bioconjugacion, se analizan los factores que condicionan la
reactividad, se introduce a la prediccion in silico de estructura terciaria como herramienta para
estimar y discutir la reactividad de diferentes residuos de las proteinas. El tema 1 se articula en
los siguientes epigrafes:

« Introduccion a la reactividad quimica de biomoléculas
 Reactividad de las proteinas

e Grupos reactivos

» Generalidades sobre la reactividad de los aminoacidos
 Factores que afectan a la reactividad de las proteinas
 Prediccion in silico de estructura terciaria de proteinas
» Reactividad de carbohidratos

» Reactividad de acidos nucleicos

Tema 2: Reactividad quimica de grupos reactivos fundamentales.- Este tema presenta de forma
genérica las reacciones mas importantes que desde el punto de vista de la bioconjugacién pueden
sufrir las proteina, los carbohidratos y los acidos nucleicos. Introduce los conceptos de
reactividad y de quimioselectividad para

estimar los residuos/zonas mas reactivas de una proteina y las estrategias mas comunes para
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 Concepto de bioconjugacion

* Reactividad de Lys

e Reactividad de Glu/Asp. Agentes de acoplamiento

» Reactividad de Cys. Reacciones comunes de aminas y tioles: quimioselectividad y
regioselectividad en reacciones con proteinas

* Reactividad de Tyr

» Reacciones de carbohidratos

» Reacciones de acidos nucleicos

 Reacciones para introducir grupos funcionales en proteinas

» Reacciones para bloquear grupos funcionales en proteinas: biotin-switch

Tema 3: Reactivos utilizados en bioconjugacion.- En este tema se desarrollan los conceptos
presentados en el tema anterior para entender la quimica que subyace a la bioconjugacion y para
abordar el problema de la regioselectividad de las reacciones de bioconjugacion. Se describiran
los reactivos comerciales mas importantes desde el punto de vista de la bioconjugacion y se
incidira en los aspectos claves para la eleccion del reactivo comercial y las condiciones de
reaccion adecuadas. Se introducen los conceptos de reaccién bioortogonal y de click chemistry. E1
tema 3 se articula en los siguientes epigrafes:

e Reactivos que reaccionan con el grupo amino

» Reactivos que reaccionan con tioles

» Reactivos que reaccionan con el grupo carboxilo

» Reactivos que reaccionan con fenoles

* Selectividad y bioortogonalidad:i) Estrategias basadas en funciones presentes en
proteinas y ii) Estrategias basadas en funciones no presentes en proteina: click chemistry

Tema 4: Aplicaciones biotecnoldgicas de la bioconjugacion.- En este tema se aplican los
conocimientos de reactividad de macromoléculas al marcaje y entrecruzamiento de las mismas.
Se incidira en los aspectos practicos clave a la hora de seleccionar de un catalogo los agentes de
entrecruzamiento o de marcaje. Se expondran los principios generales de los agentes de
entrecruzamiento quimico comerciales, asi como la aplicacion de la interaccion
biotina-(estrept)avidina como agente de entrecruzamiento. Se presentaran los principales
marcajes fluorescentes de aplicacion biotecnoldgica en el mercado y se incidira en la importancia
del marcaje con NIR en estudios in vivo. El tema 4 se articula en los siguientes epigrafes:

* Entrecruzamiento

 Cross-linkers: - Caracteristicas generales y tipos

» Criterios generales para la seleccion de cross-linkers

» Tecnologia biotina-(estrept)avidina

 Aplicaciones y ejemplos

e Marcaje

 Fluorescencia: derivados de fluoresceina, derivados de rodamina, quantum dots y otros
e NIR

 Aplicaciones: FRET, DIGE, protedmica cuantitativa

Tema 5: Inmovilizacion de biomoléculas a soportes sdlidos.- En este tema se aplican los
conocimientos de reactividad de macromoléculas a su inmovilizacién en soporte sélido. Se
describiran las estrategias generales de inmovilizacién y los soportes activados mas comunes. Se
incidira en la importancia biotecnolégica de la inmovilizacion de moléculas, se desarrollara el
concepto de array y se presentaran ejemplos de su aplicacion biotecnoldgica. El tema 5 se articula
en los siguientes epigrafes:

 Estrategia bioldgica (proteinas recombinantes)

e His-tag
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* GST-tag

 Aplicaciones y ejemplos: experimentos pull down

* Estrategia quimica (proteinas quimicas)

 Uso de reacciones quimioselectivas para promover la regioselectividad
e Native Chemical Ligation (NCL)

» Ejemplos

» Soportes activados

« Inmovilizacion de enzimas- Estrategias quimicas: concentracion efectiva, rigidificacion
 Soportes multifuncionales clasicos

* Soportes funcionales de segunda generacion

e Microarrays

» Quimica de superficie: especifica vs no especifica

 Tecnologia de fabricacién

PRACTICO

Seminarios:
Seminarios tematicos individuales o por grupos segin nimero de alumnos en la asignatura sobre
los siguientes temas:

« Disefio de agentes de transfeccion

 Trasporte dirigido de farmacos

Free Cu click chemistry: potencial y alternativas

» Modificacion de proteinas: estrategias quimicas frente a estrategias bioldgicas

e Disefio de arrays

 Estrategias para el estudio de modificaciones post-transduccionales: glicosidacion, S-
nitrosacion, Tyrnitracion.

 Cualquier tema propuesto por los alumnos que se ajuste al temario de la asignatura.

Practicas de laboratorio

« Estudio de la reactividad de proteinas con el grupo vinilsulfona.- El alumno hara
reaccionar el reactivo modelo remazol blue vinilsulfona con las proteinas modelo
lisozima, BSA, ferritina y HRP a distintos pH, temperaturas y tiempos de reaccion, y
analizara los resultados mediante SDS-PAGE. Discutira la influencia de la proteina y las
condiciones de reaccion sobre la bioconjugacion y definira las condiciones de reaccion
optimas para cada proteina.

« Sintesis quimica de glicoproteinas y deteccion mediante ELLA.- El alumno hara
reaccionar las tres proteinas modelo con el reactivo manosa vinilsulfona en las mejores
condiciones de pH, temperatura y tiempo identificadas en la practica anterior. Los
neoglicoconjugados obtenidos se analizaran mediante ELLA

« Sintesis de una resina funcionalizada con concanavalina A y aplicacion al aislamiento
de glicoproteinas. El alumno hara reaccionar silica vinilsulfona con concanavalina A para
sintetizar un soporte de cromatografia de afinidad apto para aislar glicoproteinas que
presenten manosa. Realizara un experimento de pull down.

BIBLIOGRAFIA

BIBLIOGRAFIA FUNDAMENTAL
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Bioconjugate Techniques. Gregg T- Hermanson, Academic Presss, Elsevier, (accesible en
formato electrénico a partir de la biblioteca de la ugr)

BIBLIOGRAFiA COMPLEMENTARIA

Chemoselective and bioorthogonal ligation reactions: Concepts and applications. W. Russ Algar,
Philip Dawson & Igor L. Medintz (Eds), Willey

ENLACES RECOMENDADOS

Bioconjugate Techniques (Third
Edition): http://www.sciencedirect.com/science/book/9780123822390

Molecular Probes
Handbook: https://www.thermofisher.com/es/es/home/references/molecular-probes-
thehandbook.html?icid=fr-molprobeshandbook-main

PRADO2: https://prado.ugr.es/

METODOLOGIA DOCENTE

e MDo1 Clases de teoria

e MDo2 Clases de practicas: Practicas usando aplicaciones informaticas
» MDo03 Clases de practicas: Practicas en laboratorio

e MDo/ Clases de practicas. Clases de problemas

e MD06 Trabajo autéonomo del alumnado

e MDo07 Tutorias

EVALUACION (instrumentos de evaluacidn, criterios de evaluacién y porcentaje sobre la

calificacion final)

EVALUACION ORDINARIA

La calificacion del estudiante (0 a 10 puntos) resultara de la evaluacion de las diferentes partes de
la asignatura que se realizara segun los siguientes criterios.

« Evaluacion directa. Un 10% de la nota procedera de la evaluacion directa por parte del
profesor en las clases presenciales, seminarios y las tutorias. En esta evaluacion se
tendran en cuenta distintos aspectos, entre los que cabe destacar: a) Participacion en
clases presenciales y en las discusiones planteadas en los seminarios; b) Progreso en el
uso de conceptos y terminologia propios de la asignatura; c¢) Desarrollo de la vision critica
de los conceptos y aplicaciones desarrollados durante el curso.

+ Evaluacion de los seminarios. Un 10% de la nota se obtendra como resultado de la
exposicion y participacion en los seminarios de exposicion tematica que seran expuestos
en los seminarios y/o presentados de forma escrita. Se evaluara la capacidad de sintesis y
de exposicion de una forma global del tema, el aporte de bibliografia y el desarrollo de
conocimiento.

« Evaluacion de clases practicas. La asistencia a las clases practicas es obligatoria. Estas
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supondran un 10% de la nota y se realizara con evaluacion continuada del trabajo en el
laboratorio, con la valoracion del cuaderno de laboratorio y, opcionalmente, con un
examen tras la finalizacién de las mismas.

* Pruebas escritas. Un 70% de la nota se obtendra a partir de los resultados obtenidos en
pruebas escritas. En las pruebas escritas se plantearan preguntas (preguntas cortas,
desarrollo de temas, resolucion de problemas, etc.) correspondientes a los contenidos del
programa de la asignatura de forma que obliguen al estudiante a relacionar aspectos de la
asignatura que aparezcan en distintos temas.

EVALUACION EXTRAORDINARIA

Los alunos que no superen la asignatura en la convocatoria ordinaria dispondran de una
convocatoria extraoridinaria, como recoge In articulo 19 de la Normativa de evaluacion y de
calificacion de los estudiantes de la Universidad de Granada. Las pruebas y criterios de evaluacion
seran:

» Prueba escrita sobre los contenidos teéricos desarrollados en la asignatura. Contribuyen
con un 70% a la calificacion final.

* Prueba escrita sobre los contenidos desarrollados en las clases practicas. Contribuyen con
un 30% a la calificacion final

EVALUACION UNICA FINAL

Aquellos alumnos que, amparandose en el articulo 8 de la Normativa de evaluacion y de
calificacion de los estudiantes de la Universidad de Granada, se acojan a su derecho a evaluacion
Unica, las pruebas y criterios de evaluacion seran:

» Prueba escrita sobre los contenidos teéricos desarrollados en la asignatura. Contribuyen
con un 70% a la calificacion final

* Prueba escrita sobre los contenidos desarrollados en las clases practicas. Contribuyen con
un 30% a la calificacion final
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