BIOQUIMICA AVANZADA -REGULACION METABOLICA

DIRECTORA: DRA MIRTHA M. FLAWIA

PROGRAMA TEORICO
1- Proteinas - Purificacion. Aminodcidos y polipéptidos. Estructura
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. Disociacion . Mondmeros vy
polimeros. Purifcacién de proteinas. Distintos tipos de resinas. Filtracion por
geles. Intercambio idnico. Ultracentrifugacién. Pardmetros moleculares e

hidrodindmicos. Cromatografia de afinidad. Secuenciacién de péptidos. Sintesis
de péptidos. E.L.I.S.A.

2- Enzimas. Cinética de Michaelis. Inhibidores  competitivos 'y no
competitivos. Sitios activos. Tipos de enzimas. Proteasas. Nucleasas. Lipasas, etc.
Enzimas alostéricas. Plot de Hill. Modelos de Monod y Koshland, etc.

3- Membranas bioldégicas. Estructura.  Fosfolipidos. Modelos de
membranas.

4- Receptores. Cinética de interaccion ligando - receptor. Receptores de
membranas y accién hormonal. Relacién entre binding y actividad bioldgica.
Ensayos de binding a células y membranas. Cinética de interaccion hormona-
receptor. Andlisis  del steady  state.  Cooperatividad negativa vVersus
heterogeneidad. Plot de Scatchard. Solubilizaciér de receptores. Purificacién.
Pardmetros moleculares e hidrodindmicos.

5- Receptor de insulina. Generalidades. Ensayo y localizacion.
Modificaciones enziméticas. Cromatografia de afinidaad. Purificacién del
receptor. Subunidades. Endocitosis. Funciéon de los distintos polipéptidos.
Protefnas quinasas de tirosina. Mecanismos de autofosforilacién del receptor.
Relacién con los oncogenes y la transformacién celular. Clonado molecular del
receptor. Anilisis de los diferentes dominios de la secuencia. Homologia con
factores de crecimiento. Accién de insulina en la transduccién de sefales.

6- Receptor alfa y beta adrenérgicos. Farmacologia. Agonistas y
antagonistas. Activacién de la Gs de adenilil ciclasa. Interacciéon  receptor
enzima. Purificacién. Topografia. Zonas transmembranas. Localizacién de los
sitios de binding. Glicosilacién. Fosforilacién. Coupling con la adenilil ciclasa.
Homologia con receptores de rodopsina 'y muscarfnicos. Clonado. Receptores

hibridos.
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FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

U.B.A.
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~ INSTITUTO: de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular -
-INGEBI-.

2 - CARRERA de: a) Licenciaturas en Cs. Quimicas y Cs. Biologicas

b) Doctorado y/o Post-grado en Cs. Quimicas y Cs. Biologicas
3 .- ler. Cuatrimestre de 1998.
4 - CODIGO DE CARRERA: 01 y 05.

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

6 .- PUNTAJE PROPUESTO: 5 puntos.

7 .- PLAN DE ESTUDIO Aiio 1982 (05).

8 .- CARACTER DE LA MATERIA: Optativa
9 .- DURACION: Un cuatrimestre.

10.- HORAS DE CLASES SEMANAL:

a) Teoricas: 8. d) Seminarios: 2.
b) Problemas: 2. e) Teorico-problemas: -
c) Laboratorio: 40. f) Teorico-practicas: -

g) TOTAL HORAS: 12.
11.- CARGA HORARIA TOTAL: 240.
12.- ASIGNATURAS CORRELATIVAS: Quimica Biologica.
13.- FORMA DE EVALUACION: Examen escrito.

14 - PROGRAMA ANALITICO:
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7- Receptor. de glucagén. Caracterizacién. Solubilizacién, Purificacidn.
Secuenciacidn.

8- Receptores de narcéticos. Enkefalinas. Endorfinas. Tipos de
receptores. Estructura. Segundos mensajeros. Inhibicién de la adenilil ciclasa.
Mecanismos de analgesia. Relacién con hormonas hipofisiarias.

9- Receptores de acetil colina. Muscarinicos y nicotinicos. Estructura
y localizacién. Interaccién lipidos-proteinas. Clonado. Zonas transmembranas.
Fosforilacion. Glicosilacién. Unién del ligando. Cooperatividad entre los sitios.
Formacién del canal iénico. Interaccién con la proteina Gi, etc.

10- Regulacion de la accién hormonal. Nucleétidos ciclicos.
Adenilil ciclasa. Localizacién. Caracteristicas termodinamicas de la reaccidén.
Accion de los nucleétidos sobre la actividad enzimdtica. Efecto del GTP, GTP
andlogos, toxinas y hormonas. Pardmetros hidrodindmicos y moleculares. Tipos
de adenilil ciclasa; clonado, secuenciacidn, homologias. Genes quiméricos.
Dominios catalfticos y regulatorios. Filogenia. Interaccion con las proteinas G.
Activadores e inhibidores. Estructura molecular de la enzima. Interaccién con
las proteinas G. Protefnas truncadas.

11- Toxina del célera. Receptores. GMI. Estructura de la toxina. Binding
de las subunidades. Activacién de la adenilil ciclasa. Modelo del receptor mdavil.
Toxina pertussis. Estructura. Modo de accién. Interaccién con subunidades
inhibitorias.

12-  Proteinas G. Subunidades estimulatorios e inhibidoras  (Gs-Gi).
Subunidades. Criterios para caracterizar una proteina  G. Funciones reguladas
por G. Estructuras moleculares. Interacciones ligando-proteina  G. Receptores-
proteina  G. Proteina Gy efectores. Protefnas G y membranas. Modificaciones
covalentes. ADP ribosilacién. Actividad de GTPasa. Diferentes tipos de G (Gs, Gi,
Go, Gp, etc.). Clonado molecular, zonas de homologia de secuencias. Fusién de
membranas. Reconstitucién de sistemas. Liposomas. Proteinas G quiméricas.
Estructura  molecular de las proteinas G. Interacciones  con receptores,
efectores y subunidades.

13- Regulacion del mecanismo de vision. Receptor de rodopsina.
Transducina. Fosfodiesterasa y guanilato ciclasa. Interaccién entre las distintas
subunidades. Retinitis pigmentosa. Mutante rd. Proteinas quinasa de rodopsina.
Mecanismos de desensibilizacién.

14- Proteina G y canales iénicos. Apertura y cierre de canal K+ y
canal Ca++. Patch clamps. Receptores  olfatorios y gustativos. Regulacidn.
Caracterizacién y segundos mensajeros. PDE de AMP ciclico. Canales ionicos. G

gust.

15- Guanilil ciclasa. Receptores y ligandos relacionados



16- Regulacion de la contraccion muscular. Proteinas del tejidc
muscular. Miosina. Actina. Tropomiosina. B. Sistema Troponinas. Papel del Ca++
en la contraccion muscular ATPasa Ca++. ATPasa de las cabezas de miosina.
Modelos de contraccién muscular. (Davis, Power stroke, etc.). Transmisién del
impulso nervioso. Placa neuromuscular. Miisculo liso. Proteinas quinasas vy
fosforilaciones.

17- Segundos mensajeros del SNC. Senales concertadas. Aprendizaje
y memoria.

18- Sistema del éxido nitrico. El NO como segundo mensajeero. Rol
inmunolégico. Interaccion NO-GMP ciclico.  Transduccién de senales.
Caracterizacion de la NOS. Guanilil ciclasa soluble.

19- Genes ras. Protefnas target. P21. GTPasa. Localizacién. Binding de GTP.
Expresion de los genes ras en Escherichia coli. Mutantes. Relaciones con la
adenilil ciclasa, crecimiento celular y fuentes de carbono. Clonado vy
secuenciacion. Genes ras humanos. Protefnas small G.

20- Adenilil ciclasa en eucariotes inferiores y procariotes.
Control por el AMP ciclico del crecimiento y la diferenciacién. Proto y
holociclasas. Adenilil  ciclasa de Newrospora  crassa, Mucor  rouxii,
Trypanosoma cruzi, etc. Reconstitucién de sistemas: receptor G-C. Subunidades
homdélogas y heterélogas. Anticuerpos monoclonales. Evolucién de los distintos
componentes  proteicos.  Adenilil ciclasa de cianobacterias y rizobium.
Purificacién y caracterizacién.

21- GDF (globin derived factors). Novel sistema de activacién de la adenilil
ciclasa de T. cruzi. Efecto en la metaciclogénesis.

22-  Adenilil ciclasa de plantas superiores. Localizacién.
Purificaciéon. Regulacién por Ca y calmodulinas. Proteinas G. ADP ribosilacién.
Regulacion por la luz. Guanilato ciclasas. Localizacion, caracterizacion vy
regulacién por auxinas y citoquininas,

23- Proteinas G en plantas. Tipos de G. ADP ribosilacién. Regulacidn
por la luz.

24- Senales transmembranas y defectos genéticos.

25- Regulacion de los niveles de AMP ciclico. Proteinas quinasas
y fosfodiesterasas. Tipos de quinasas. Localizacién. Estructura. Separacidn.
Titulacién de las subunidades. Quinasas dependientes e independientes de AMP
ciclico. Fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos.

26- Regulacion de las seiiales extracelulares. Mecanismos
asociados a Ca+2 y calmodulina. Calmodulina. Estructura vy funcién. Activacién
de enzimas. Regulacién de la concentracion intracelular de Ca+2. Hormonas
que lo movilizan. Inhibidores del sistema Turnover de los fosfolipidos del
inositol. Ciclo de los inositoles fosfato. Fosfolipasa C: tipos y funcidn.




27- Proteina- quinasa C. Rol como sefial de superficie. Actividad
promotora de tumores. Diacilglicerol. Respuesta celular. Esteres de forbol. MAP
quinasas. Relacién con otros moduladores de la transduccién de seifiales.
Proteinas quinasas que fosforilan tirosina. Sustratos. Interrelacién  del
sistema quinasas de serina, tirosina y treonina. Receptores de factores de

crecimiento. Fosfatasas de proteinas.

28- Fosfatasa de proteinas.

29- Ciclo celular. Regulacién del crecimiento celular. Relaciéon con
factores de crecimiento. Sistema de fosfoinositidos. Regulacion del ciclo en
ovocitos de  Xenopus, levaduras y células de mamiferos. Ciclinas.
Caracterizacién y participacién en las distintas etapas del ciclo. Ubiquitinacidon
de ciclinas. Sustratos de p34. Regulacién del ciclo por Rb.

30- Oncogenes. Oncogenes ras, Src,P53, fos, jun, myc CREM-CREB.
Mecanismos de transformacién celular . Actividad transformante de insulina vy
factores de crecimiento.

31-  Regulacion de la expresion de genes. Animales

transgénicos. Introduccién de genes heterélogos en animales. Construccién
de genes por fusién. Secuencias reguladoras. Promotores. Produccion de
ratones  transgénicos por microinyeccidn pronuclear. Metalotioneina.
Integracién de los genes heterélogos en el DNA cromosémico. Induccién de la
expresion. Expresién en ratones transgénicos. Metilaciéon de los nuevos genes.

Transmisién  hereditaria.  Andlisis de la expresion de genes en ratones
transgénicos. Modelo de ratones transgénicos para el estudio de fisiopatologias
humanas. Oncogénesis  dirigida:  expresién de oncogenes en ratones

transgénicos y estudio del desarrollo de tumores. Ratones transgénicos y genes
que participan en el desarrollo embrionario y en la diferenciacién celular.
Modelo de animales transgénicos para uso de la farmacologia experimental:
MDR, beta Adrenérgicos, anemias, hipercolesteronemias, epilepsia, hemofilia,
etc.

32-  “Knock-out” de genes. Células embrionarias  totipotentes.
Produccién de ratones mutantes como modelo de estudio de enfermedades
genéticas  hereditarias. “Knock-in” de genes. “Knock-out” condicionales:

espacial y temporal.

33- Animales de granja transgénicos. produccién de proteinas
recombinantes de interés econémico en la leche de animales transgénicos.
Produccién de cerdos transgénicos: xenotransplantes. Clonado de animales de

granja.
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34-  Regulacion de la expresiéon de genes en plantas.
Agrobacterium  tumefaciens. Infeccién. Plismido Ti. T-DNA. Genes vir.
Regulacién. Induccién. Siringonas y flavonoides. Proceso de transferencia.
Octopinas, nopalinas. Genes marcadores. Genes quimeras.  Promotores vy
expresion de genes heterélogos en plantas. Plantas transgénicas. Resistencia a
plaguicidas, antibiéticos e insectos. Clonado de genes. Genes regulados por
fitocromos y luz.

35- Regulacion de la fijacion de nitrogeno. Simbiosis bacteria-
leguminosa. Infeccién y nodulacién. Propiedades y estructura del nédulo.

Genes.  Bacteroide.  Nitrogenasas.  Purificacién.  Cinética de la fijacion.
Subunidades. Genes que codifican los distintos polipéptidos. Operon nif. Genes
regulatorios y estructurales.  Glutamino  sintetasa.  Utilizacién del NHA4.

Inhibicién por el 02 Regulacién de la expresion de los genes nif. Mutantes.
Genes Fix. Regulacién. Interaccién con genes Nif. Clonado y secuenciacion.

PROGRAMA PRACTICO

- Caracterizacién, purificacién vy regulacién de adenilil ciclasas de eucariotes
inferiores 'y superiores.

- Proteinas G: purificacién y caracterizacién, actividad GTPasa. unién de GTPy
ADP  ribosilacién.

- Reconstitucion de sistemas heterélogos R-G-C.

- Transduccién de senales en plantas.
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