Motores moleculares, moléculas Unicas, y super-resolucion.
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Los motores moleculares son proteinas o complejos proteicos que convierten la energia
quimica en movimiento. Sus actividades son esenciales dentro de la célula, por ejemplo para
replicar, segregar, transcribir or reparar el ADN, o fuera de la célula, por ejemplo las kinesinas
y dineinas responsables de la contraccion muscular . El trabajo realizado por los motores
moleculares los hace particularmente sensibles a la accion de fuerzas externas. En las ultimas
dos décadas, una serie de métodos experimentales de manipulacion de moléculas Unicas-
pinzas oOpticas o magnéticas, o la microscopia de fuerza atomica, entre otras- han sido
desarrollados para comprender la mecanoquimica de estos motores. Las primera parte del
curso cubrira las bases biolégicas de los motores moleculares, técnicas de manipulacion de
molécula Unica, y ejemplos de la utilizacion de estas técnicas para comprender el mecanismo

fisico de funcionamiento de estos motores .

Estas técnicas de manipulacién no permiten, sin embargo, el estudio de motores moleculares
in vivo. Para ello, una nueva clase de técnicas basadas en la deteccién de moléculas Unicas en
células se ha desarrollado en la ultima década. Estas técnicas permiten la caracterizacién de la
dindmica de motores moleculares y de las estructuras que estos forman a la escala
nanométrica 8. La segunda parte del curso se dedicara a la introduccion de tecnicas de
deteccion de molecula unica por fluorescencia, seguido de una descripcién mas detallada de
las técnicas de microscopia de localizacion de molécula Unica. Esta segunda parte se
terminarad con una descripcion de ejemplos de aplicacién de estos métodos experimentales al

estudio de motores moleculares, y la organizacion del ADN en la célula.

La tercera parte del curso serd dedicada a un modulo experimental en donde se realizaran
experiencias de deteccion de moléculas Unicas por fluorescencia y se utilizardn microscopias
de localizacion para la determinacion de estructuras nanométricas en células y el seguido de

trayectorias dinamicas de moléculas en células vivas (single-molecule tracking) 42"
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Propuesta de contenido

1.

Biofisica de Motores Moleculares. Principios basicos de la mecanoquimica. La
polimerasa de RNA, replisoma, translocasas y helicasas, condensinas [6h].

Técnicas de manipulacion de moléculas Unicas: pinzas Opticas, magnéticas, AFM.
Modulacion del ciclo mecanoquimico con fuerza. Aplicaciones de técnicas de
manipulacion al estudio de motores moleculares [8h].

Técnicas de deteccion de moléculas Unicas: Principios basicos de microscopias
(confocal, widefield, etc), origen del limite de resolucion en un sistema dptico.
Técnicas de microscopias de super-resolution. Introduccién a la détection de
moléculas Unicas por fluorescencia (SHREC, FIONA, PALM, STORM, DNA-PAINT,
etc) [4h].

Deteccion de moléculas unicas en 3D. Astigmatismo, doble hélice, ingenieria de la
PSF, microscopia multi-focal [6h].

Caélculo de la resolucion en super-resolucién. Single-particle tracking. Aplicaciones
[4h].

Aplicaciones de técnicas de microscopia de molécula Unica al estudio de motores
moleculares in vivo [6h].

Modulo experimental [8h].
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