. FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

LL.B.A.

1 .- INSTITUTO: de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular -
-INGEBI-.

2 - CARRERA de: a) Licenciaturas en Cs. Quimicas y Cs. Biol6gicas
b) Doctorado y/o Post-grado en Cs. Quimicas y Cs. Biologicas

- ler. Cualrimestre de 1997.

(¥8]

4 .- CODIGO DE CARRERA: 01 y 05.

5 - MATERIA: BIOQUIMICA AVANZADA - REGULACION METABOLICA
(Cod. 6076)

)

6 .- PUNTAJE PROPUESTO: 5 puntos.

~J

.- PLAN DE ESTUDIO Affo 1982 (05).
8 .- CARACTER DE LA MATERIA: Optmiva
9 - DURACION: Un cualrimestre.

10.- HORAS DE CLASES SEMANAL:

a) Tebricas: 8. d) Seminarios: 2.
b) Problemas: 2. e) Te6rico-problemas: -
c) Laboratorio: 40. {) Teérico-pricticas: -

g) TOTAL HORAS: 12.
11.- CARGA HORARIA TOTAL: 240.
12.- ASIGNATURAS CORRELATIVAS: Qufmica Biol6gica - Biologfa Celular -
13.- FORMA DE EVALUACION: Examen escrito. |

14.- PROGRAMA ANALITICO:
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PROGRAMA TEORICO

MEMBRANAS BIOLOGICAS.

Eslructura-biogénesis. Lipidos. Proteinas. Canales. Uniones. Componentes y modelos de
estruclura de membranns. Modelo de Danielli y Dawson. Unidades de membranas. ‘
Modelo de Singer y Nicholson: concepto de fluidez. Métodos para el estudio de

membranas. Sistemas modelos: interfases agua-aire. Membranas negras. Liposomas. |

Membranas. Dindmica.  Interaccién célula-célula. Matriz extracelular. Endocitosis.
Exocitosis. Transporte. Dominios clatrinas. Coated vesicles. Receptores. Reciclaje.

REGULACION DE LAS FUNCIONES ASOCIADAS A MEMBRANAS.

Receptores. Receptores de membrana y accién hormonal. Relacion enlre binding y
aclividad biolégica Identificacién. Consideraciones generales. Ensayos de binding n
células y membranas. Cinélica de la internccién hormona-receptor, Andlisis del steady
state. Cooperatividad negativa versus heterogeneidad. Plot de Scatchard. Solubilizacion

de receptores. Purificacion. Pardmetros moleculares e hidrodinfinicos.

Receptor de insulina. Generalidades. Ensayo y localizacién. Modificaciones enzimdlicas.
Cromatografia de afinidad. Purificacién del receptor. Subunidades. Endocitosis. Funcién
de los distintos polipéptidos. Protefnas quinasas de serina y tirosina. Mecanismos de
autofosforilacién del receptor. Relacién con los oncogenes y la transformacién celular.
Clonado molecular del receptor. Andlisis de los dilerentes dominios de la secuencia
Homologfa con factores de crecimienlo.

Toxina del cblera. Receptores. GMi. Estructura de la toxina. Binding de las subunidades.
Activacion de la adenilil ciclasa. Modelo del receplor mdévil. Toxina perlussis.
Estructurn. Modo de acci6n. Interaccién con subunidades inhibitorias.

Receptor del glucagén. Caracterizacién. Solubilizacién. Purificacién.

Receptores alfa y beta adrenérgicos. Farmacologfa. Agonistas y antagonistas. Activacién
de la Gs de adenilil ciclasa Interaccion receplor-enzima. Purificacién. Topogralla. Zonas
transimembranas. Localizacion de los sitios de binding. GliC(Tsilaci()u. Foslorilacion.
Coupling con la adenilil ciclasa. Proleinas quinasas del receplor. Desensibilizaciones
homélogns y heler6logns. Homologia con receplores de rodopsina y muscarinicos.

Clonado. Hibridos.

Receplores de narcolicos. Enkefalinas. Indorfinas. Tipos de receplores. Estruclura.
Segundos mensajeros. Inhibicién de la adenilil ciclasa. Mecanismos de analgesia.
Relacion con hormonas hipofisiarias.
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Receplores de acelil colinn Muscarfnicos y micolinicos. Estructurn v localizacion.
Interaccion  lipidos-proteinas.  Clonado.  Zonas  transmembranas.  Fosforilacion.
Glicosilacién. Unién al ligando. Cooperalividad entre los silios. Formacion del canal
i6nico. Interaccién con Gi, elc.

REGULACION DE LA ACCION HORMONAL. NUCLEOTIDOS CICLICOS.

Adenilil ciclnsn. Localizacién. Peso moleculor de ln holoenzimg Caracleristicns
termodindminas de la reaccion. accién de los nucle6tidos sobre la actividad enzimdlicn.
Efecto del GTP. GIP andlogos. F, Al, toxinag y hormonas. Parfimetros hidrodinfmicos y

moleculares.

Componente catalitico. Internceiéon can el componente regulntario. Regulacion.
Purificacion. Forskolina y M+,

Componentes regulatorios. Subunidndes estlmulptorins e inhibidoras (Ga-Qi). Subunidades
Crilerios para carncterizar unn protefng (. Funciones reguladae por G. Eglructwrgs
moleculares. Inferacciones liganda-protefna (. Receptores profeina Q. Protelnag O v
efeclores. Prolefnas G y membranus. Modifjenciones covujeutaa.‘ APP ribosilacion.
Actividnd de GTPasa. Diferentes tipos de A (Us, Gi, Go, Op, ele.) Clonado moleculsy;
zonns de homologln de secuencins, Modelp de Halliday. Fusion de membranag.
Reconstitucion de sistemng. Liposomas.

Regulucién del mecanismo de  visign.  Receplor de rodopainn. Transducing.
Fosfodiesterasn v guanilato ciclasa. Interpepidn entre las distintas subunidades. Relinit|s
pigmentosa. Mutante rd.

Receplares olfidorios y gustativos. Regulaejon. Capnclerizacion y pegundor mensnjeros,

Adepili} ciclasa en eucarfoles inferioren y progariotes. Control por el AMP ciclico dsl
erecimiento y ln diferencingién. Proto y holociclnsas. Adenilil ciclasa de Neyrospora
crassa, Mucar rouxil, Trypanpsonia cruzi, ele. Regonstitucién de sistemns: receptor G-C.
Subunidades homologns v heterdlogns. Amticuerpos monoclonales. Evolucion de los
distintos componentes prafeicos. Adepilil ciclnsa de cianobactering v rizobium.
Purificacion y caracteylzacidn.

Adenilil ciclasn de planins superiores. Localizacién. Purilicacion, Regulacion por Ca vy
calmodulinas, Protefnas G. Localizacién. ADP ribosilacion. Regulpcion por Ia luz
Guanilato ciclasgs. Localizagion, earncterizacion y yegulueion por puxinos y citoqufnings.

Qenes ras. Profeinas target, p21. GTPasa de Jon genes ras. Loeplizacion. Relncion con Ga.
Fosforilacién. Binding de GIP. Expresion de genes ras en £. cofi. Mulantes. Relaciones
con: adenilil ciclasa, crecimiento celular, ulilizacién de fuentes de carbono, ete. Clonado

y secuencincion. Genes rag humanos. Oncogen ras. {
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REGULACION DE LOS NIVELES DE AMP CICLICO.

Prolefnas quinasas y fosfodiesterasns. Tipos de quinasas. Localizacion. Estructura,
Separncién. Rolulacién de las subunidades. Quinasas dependientes e independientes de

AMP ciclico.

Regulacién de las sefinles exlracelulores. Mecanismos asociados a Ca y calmodulina.
Calmodulina. Estructura y fimeién. Activacion de enzimas. Regulacion de la concentracion
intracelular de Ca2+. Hormonas que lo movilizan. Inhibidores del sistema.

Prolefna quinasa C. Rol como sefinl de superficie. Actividad promotora de tumores.
Turmover de los fosfolipidos del inositol. Diacilglicerol. Respuesta celular. Esleres de

forbol.

Protefnas quinasas que fosforilan tirosina. Sustralos. Interrelacion del sistema quinasas de
sering, lirosina y lreoning.

Ciclo celular. Regulacién del crecimiento celular. Oncogenes. Relacion con factores de
crecimiento. Sistemas de fosfoinosilidos. P

REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES.

Animales transgénicos. Introduccion de genes helerdlogos en animales. Conslruceion de
genes por fusién. Secuencins reguladoras. Promotores. Metalotioneina. Integracién de los
genes heterélogos en el DNA cromosémico. Induccién de la expresion. Expresion en
ratones transgénicos. Melilacion de los nuevos genes. Transmision hereditaria.

Expresién del gen de la honmona del crecimiento. Promolores.' Regulacion. Integracion.
Andlisis del DNA-RNA y prolefnas de fusion. Inducei6n de la expresion. Correccion de
enfermedades hereditarias. ‘Thyl: elastasa. Antigenos de SVA40; ¢ myc; ¢ fos; alfa
foloprotefna, insuling, gamma y betn globina; protaming, bela lactoglobuling, elc.
Regulacién de promolores. Terapins génicas. Correccién v oblencion de mutantes.

Regulacién de la expresién de genes en plantas. Agrobacterium tumefaciens. Infeccion.
Plasmido Ti; T-DNA; genes vir. Regulacién. Induccion. Siringonns y {lavonoides. Proceso
de transferencin. Octopinas y nopalinas. Genes marcadores. Genes quimeras. Expresién de
genes bacterianos en plantas. Plantos resistentes a plaguicidas, antibiélicos e insectos.
Clonado de genes lux. Expresion. Genes regulados por fitocromos y luz.

Regulacion de la fijacion de nitrégeno. Simbiosis bacterin-leguminosn. Infeccidn v
nodulacion. Propiedades y estructura del nédulo. Genes. Bacteroide. Nilrogenasos.
Purificacion. Cindlica de la fijacion. Subunidades. Genes que codifican los distintos
polipéptidos. Operon nif. Genes regulatorios y estruclurales. Glutnmino sintelasn.
Utilizacién del NI . Inhibicién por el O . Regulacién de la expresion de los genes ijf.
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PROGRAMA PRACTICO

- Caraclerizacion, purificacion y regulacién de adenilil ciclasas de aucariotes inferiores v

superiores.

- Protelnas G: purificacion y caracterizacion, aclividad GTPasa, union de GIP y ADP
ribosilacion.

- Reconstitucion de sistemas helerélogos R-G-C.

- Transduccién de sefiales en plantas.

- Purificacion parcial de quinosas de protefna C de cerebro. Dependencia de Ca2+ v
fosfolipidos.
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- M2+ - dependent adenylate in rat testis: Purification and properties. Kornblihtt, AR,
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- Reconstitulion of an hormone-sensitive adenylate cyclase with membrane extracts fiom
Neurospora crassa and avian erylhrocyles. Flawid, M.M., Komblihtt, A. R Reig, J.A.
and Torres, HLN. J. Biol. Chem. 258, 8255 (1983).

- Monoclonal antibodies to Neurospora adenylate cyclase. Molina y Vedin, L., Torruella,
M., Altar, R.. Podests, E., Reig. J.A., Flawid, M.M. y Torres, ILN. Blochkem. Blophys.
Res. Commun. 113,778 (1983).

- G proleins and dual control of adenylate cyclase. Alfied G. Gilman. Cell 36 (3), 577-579
(1984).

- Message transmission: Receplor controlled adenylate cyclase system. Michael Schram
and Zvi Selinger. Science 225, 1350-1356 (1984).

- Stimulatory GTP regulalory unit Ng and the catalytic unit of adenylate cyclase are tightly
asgocinted: mechanistic consequences. Hadns Arad, Jurg P. Rosenbusch and Alexander
Levilzki. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 81, 6579-6583 (19841).

- Effects of guonine nucleotide and Mg on human erythrocyte Ni aud Ns, the regulatory
components of ndenylyl cyclage. Juan Coding, John O. Mildegrandl, Lutz Birnbauwmer and
Ronald D. Sekma. J. Biol. Chem. 259, 11408-11418 (1984).

- Purification snd properties of the inhibitory fuanine nucleotide-binding regulatory
component of adenylate cyclase. Gary M. Bokoch, Toshicki Katada, Shon K. Northup,
’ Michio Ui and Alfied G. Gilman. J. Biol. Chem. 259 (6), 3560-3567). '

- Reconslitution of a hormone-gengilive adenylale cyclase system, the pure  -adrenergic
receplor and guanine nucleofide regulatory protein confers hormone responsiveness on the
resolved calalytic unit. Richard A. Cerione, David R. Sibley, Juan Codina, Jefliey L.
Benovic, John Winslow, Eva J. Neer, Lulz Binbaumer, Marc G. Caron and Robert J.
Lefkowicz. J. Biol. Chem. 259 (16), 9979-9982 (1984).

- Mutant "rag" proleins and cell transformation. Rob Newbold. Nature 3/0. 628-629
(1984).

- The role of prolein kinage C in cell surlace signal transduction and tumor promolion.
Nishizuka, Y. Nature 308, 693 (1984).

- Regulalory protein. Miles D. Houslay. Trends Biochem. Sci., vol. 9, 39-10 (1984).

- Aclivalion of Neurospora crassa soluble adenylale cyclase by calmodulin. Reig, J.A.,
Téllez-In6n, M.T.. Flawia, M.M. y Torres, HLN. Biochem. J. 221, 541 (1984).

- Charncterization of Neurospora crassa ¢AMP  phosphodiesterase naclivated by
calmodulin. Téllez-Ifon, M. T., Ullon, R., Torruella, M. y Torres, [LN. Mo/ Bm[ hiem.

Parasitol. 17,143 (1985). K }
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- Calmodulin and Ca2+-dependent cyclic AMP  phosphodiesterase aclivity in
Trypanosoma cruzi. Téllez-I6n. M. T., Ulloa, R., Torruelln, M. y Torres, H.N. Mol
Biochem. Parasitol. 17,143 (1985).

- The G-protein of retinal rod oufer segments (Transducin). Nelly Bennett and Yves
Dupont. J. Biol. Chem. 260, 4156-4168 (1985).

- Involvement of circular intermediates in the transfer of T-DNA fiom Agrobacteritim
tumefaciens to plant cells. Konkilikova, Z., Wang, K., Van Montagu, M. and Zembryski, P.

Nalure 313, 193 (1985).

- Trypanosoma cruzi adenylate cyclase activity. Purification, characterization and
preparation of monoclonal antibodies. Torruella, M., Flawid, M.M. Eisenschlos, C.,
Molina y Vedin, L., Rubinstein, C. y Torres, 1LN. Biochen. J. 234, 145 (1980).

- Reconstitution of a hormone-sensitive adenylale cyclase willh membranes fiom rat liver
and Trypanosoma cruzi. Flawi, M.M., Torruella, M.. Eisenschlos, C. y Torres, H.N.
Biochem. J. 236, 185 (1986). "

- Evidence for the existence of an Ns fype regulatory protein in Trypanosoma cruzi
membranes. Eisenschlos, C., Paladini, A., Molina y Vedia, J., Torres, HN. y Flawid,
M.M. Biochem. J. 237, 913 (1986).

- Studies and perspectives of protein kinase C. Nishizuka, Y. Science 233, 305-312
(1986).

- A new pelunia flower colour generaled by wransformation of a mulant with maize gene.
Mever, P., Forkmann, G. y Saedler, I1. Nature 330, 667 (1987).

- Expression and assembly of fumctional bacterial luciferase in plants. Konez, C., Olsson,
0. Landridge, W., Szdey, A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84,131 (1987).

- Did vertebrate signal transduction mechanisms originate in eukaryotic microbes. Jansses,
P. TIBS 12,457 (1987).

- Regulation of cilinry adenylate cyclase by Ca2-+ in Paramecinm. Justing M. and Nelson,
D. Biochem. J. 246, 337 (1987).

- Hormone genes nd crown gall disease. 7185 12,271 (1987).

- G proteins: transducers of receplor-generated signals. Ann. Rev. Biochem. 56, 615
(1987). !

- The multiple membrane spanning topography of the 2 adrenergic receplor.Dohlman, 1

Benovie, J., Caron, M. y Lefkowilz, R., /. Biol. Chem. 262, 11282 (1987). ML{
' o W

Drn. MIRTHA|M. FLAWIA

PROFESQR|TITULAR
FACULTAD DE CIENCIAS FXACTAS Y HATUNALEY
UBA




- Molecular basis of transmembrane signal transduction in Dictyostelium discoideum.
Janssens, P., Van Haasterb, P. Microbiological Reviews, vol. 51,396 (1987).

- The protein kinase family: conserved features and deduced phylogeny of the catalytic
domains. Hanks, S.K., Quinn, A.M. y Hunler, T. Science 241, 42-52 (1988).

- Cellular regulators. Methods in Enzymol. 139 Eds. A.R. Means and Conn. P.M. (1987).

- Heart and bone tumors in transgenic mice. Behringer, R., Peschon, J., .Mes:ning, A,
Garside, C., Palmiter, R. and Brinster, R. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2648 (1988).

- Receplor classes and the trangmiter gated ion channels. Barnard, E. 778S 17, (1992).
- G prolein-coupled receptors. Shine et al. Current in Cell Opinion 4, (1992).
- Rhodopsin of the rod cell. /. Biol. Chem. 267 (1992).

- On target with a new mechanism for the regulation of protein phosphorylation. 7/3S 18
(1993). g
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