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14. PROGRAMA ANALITICO

PARTE TEORICA

1- Dr. Garcia Patrone

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
Generalidades de electroforesis. El gel de poliacrilamida.
Electroforesis disociante y no disociante. Estudio de pesos
moleculares: Grafico de Ferguson. Electroforesis con SDS. Efecto
de la difusidén. Stacking. Isoelectroenfioque.

2- Dra. Zorreguieta

AISLAMIENTO DE COMPONENTES CELULARES DE BACTERIAS GRAM.

Bacterias gram negativas, gram positivas y archaebacteria.
Ruptura celular. Lisis quimica. Detergentes idnicos y no idnicos.
Protoplastos yv esferplastos. Centrifugacidon diferencial.
Centrifugacidén zonal. Centrifugacidén isopicnica. Separaciodn del
flagelo y del pilus. Separacién de membrana interna y exXxterna, vy
citosol (citoplasma y periplasma). Obtencién de la mureina, del
lipopolisacarido y del exopolisacarido.

3- Dr. Ielpi

PLASMIDOS BACTERIANCS. Propiedades. Numero de copia. Tamafio.
Incompatibilidad. Purificacién y caracterizacion de plasmidos
bacterianos. Uso de vectores. Obtencidén de bancos gendmicos.
Complementacidn.

4- Dra. Zorreguieta

TECNICAS PARA LA UTILIZACION DEL BACTERIOFAGO M13 COMO VECTOR.
Ventajas. Regidn intergénica. Ciclo del M13. Replicaciodn.
Fasmidos. Fago helper. Bacteria huesped. Sus usos en la
mutagénesis in vitro y en la secuenciacién del DNA.

5- Dr. Ielpi
SECUENCIACION DE ADN. Deleciones con exonucleasa Bal 31 v Exoll.
Secuenciacidén simple y doble cadena. Eleccidén de iniciadores.

6- Dr. Algranati

BIOSINTESIS DE PROTEINAS EN SISTEMA LIBRE DE CELULAS. AISLAMIENTO
Y PURIFICACION. Componentes del sistema: ribosomas, polisomas,
m—RNA, t-RNA. Factores solubles. Iniciacidén, elongacidén y
terminacidn =n procariotes y eucariotes.

7- Dra. Gonzalez

BIOSINTESIS DE PROTEINAS: CARACTERIZACION DEL SISTEMA.

Métodos de andlisis de ribosomas. Gradientes de densidad.
Ultracentrifugacién. Inmunoproteccidén. Especificidad antigeno-

anticuerpo.
8- Dr. Cazzulo

LA CISTEINA PROTEINASA PRINCIPAL (CRUZIPAINA) DE TRYPANOSOMA
CRUZI. Estructura., propiedades, inmunogenicidad y posible funcidn

de la enzima.
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9- Dr. Idoyvaga Vargas

SINTESIS DE PROTEINAS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE RATA.
Uso de trazadores radioactivos, precauciones. Regulacidn de la
velocidad de sintesis durante el desarrolloc de la corteza
cerebral v cerebelo. Factores reguladores. Sefiales Trafico
intracelular y expresidn.

10- Dr. Parodi
ETAPAS INICIALES EN LA SINTESIS Y PROCESAMIENTO DE
N-GLICOPROTEINAS EN CELULAS DE TRIPANOSOMATIDOS

11- Dr. Quesada Allue

SINTESIS DE GLICOCONJUGADOS DURANTE LA METAMORFOSIS DE LA MOSCA
MEDTERRANEA. Maquinaria glicosilante hidrofilica. Maguinaria
glicosilante hidrofdbica: doliquil intermediarios. Otros
glicolipidos. Estrategias vy técnicas para el andlisis de lipidos
v glicolipidos. Biosintesis de glicoconjugados.

12- Dr. Parodi

PLEGAMIENTO DE PROTEINAS Y GLICOPROTEINAS EN EL LUMEN DEL
RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO. Participacidén de chapercnas y
mecanismos de retencién de estructuras mal plegadas.

13- Dr. Parodi

SINTESIS DE GLICOPROTEINAS Y GLICOLIPIDOS EN TRIPANQOSOMATIDOS.
Adicién de dcido sidlico por un mecanismo privativo de estos
microorganismos. Su efecto en la virulencia del paréasito.

14- Dr. Idoyaga Vargas

ROL DE LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE EN EL DESARROLLO Y LA
DIFERENCIACION DE LA CELULA NERVIOSA. Uso de trazadores
radicactivos. Regulacién de la expresidn de moléculas de la
superficie neuronal. Adhesidn celular. Migracién neuronal durante
el desarrollo. Sinaptogénesis.

15- Dr. Sanchez

DETECCION POR PCR DE LA TRANS-SIALIDASA DE TRYPANOSOMA CRUZI .
Aplicaciones de la PCR en el labcratoric v en el diagndstico de
enfermedades, tipificacién de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad.

18- Dr. Dankert

UTILIZACION DE CELULAS ELECTROPORADAS COMC SISTEMA ENZIMATICO.
Distintas técnicas de preparacidén de sistemas enzimdticos: arena
sonicacién, celda de French, nitrégeno liquido, etc.
Particularidades.

La electroporacién. Objeto inicial, distintas aplicaciones,
viabilidad.

Variables a tener en cuenta: capacidad, resistencia, tensiodn,
edad de las células, tipo de células, etec.

Resultados obtenidos y futuras aplicaciones.




17- Dra Moreno

ESTUDIO DE LA FOSFORILASA DE AIMIDON DURANTE LA TUBERIZACION DE
PAPA: ESPECIFICIDAD DE TEJIDO E INDUCCION IN VITRO.

Factores que regulan la tuberizacién. Cultivos in vitro:
induccién de la tuberizacidén ¥ micropropagacién de plantas de
papa. Proteinas marcadoras bioquimicas de tubérculo (tejido
destino): Identificacidn bioguimica.

Tuberizacién y sintesis de almidén. Distribuciodn apoplastica o
simpldstica de los hidratos de carbono.

Fosforilasa de tubérculo de papa. Caracterizacién bioguimica de
las formas moleculares. Funcién metabdlica de las diversas
formas.

18- Dr. Wolosiuk
TECNICAS DE ESTUDIO DE CAMBIOS COMFORMACIONALES EN PROTEINAS.

Andlisis cinético ¥ estructural de enzimas regulatorias vy
caracterizacién de la protein disulfuro 6xido reductasa.

19- Dr. Staneloni

PCR Y SUS APLICACIONES

Obtencidén de deleciones en el promotor de un gen mediante la
utilizacién de DNA polimerasa, primers v la técnica de PCR.

20— Dr. Ugalde
OBTENCION DE mRNA Y EVALUACION DE EXPRESION DIFERENCIAL POR

RT-PCR.

21— Dra. Lepek - Dra. Tolmasky
(No se dicta tedrica)

n2_ Dr. Podhajcer

TRANSFERENCIA GENICA: UTILIZACION DE PLASMIDOS Y VECTORES
RETROVIRALES. CULTIVOS CELULARES.

Conceptos de terapia génica. Sistemas de transferencia de genes:
vectores retrovirales, adenovirus, virus asociado a adeno,
herpes. ~'Células empaquetadoras”. Vectores no virales. Concepto
de "ex vivo” e "in vivo". Uso de promotores especificos de tejido
para expresion de genes. Utilidad de la transferencia génica en
enfermedades hereditarias, neurolégicas, cardiovasculares, sida ¥y
céncer: modelos murinos ¥ ensayos iniciales en seres humanos.

23— Dr. Santa Coloma
(No se dicta tedrica)
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PARTE PRACTICA:

— Dr. Garcia Patrone
ANALISIS ELECTROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA PLASMATICA DE
BACTERIAS.

2—- Dra. Zorreguieta

ATSLAMIENTO DE COMPONENTES CELULARES DE BACTERIAS GRAM.
Separacidén de membranas ¥y analisis de la composicidén proteica de
los compartimientos celulares de bacterias Gram negativas.
Cultivo de A. tumefaciens. Centrifugacién diferencial. Ruptura
por French Press. Separacién del citosol por centrifugacidn
diferencial. Separacién de la membrana interna y exXterna por
ultracentrifugacién en gradiente discontinuo de sacarosa.
Separacién de las proteinas de las distintas fracciones
subcelulares en geles de poliacrilamida con SDS.

3— Dr. Ielpi

PROPIEDADES Y PURIFICACION DE PLASMIDOS BACTERIANOS.
Purificacién de pldsmidos de alto y bajo numero de copia.
Determinacién del mapa fisico de plésmidos (Enzimas de
restriccién -geles de agarosa). Aislamiento vy clonado de un
fragmento en un vector.

4- Dra. Zorreguieta

TECNICAS PARA LA UTILIZACION DEL BACTERIOFAGO M13 COMO VECTOR.
Clonado de fragmentos de ADN en fago M13 de doble cadena y
preparacién de M13 simple cadena. Purificacién de plasmidos doble
cadena por el método alcalino. Infeccién de la célula huesped.
Purificacién de M13 simple cadena. Seleccidon de fagos
recombinantes en medio sdlido. Electroforesis en agarosa. Cortes
con enzimas de restriccidn. Ligacién de un fragmento de ADN al
M13 doble cadena lineal.

5- Dr. Ielpi

SECUENCIACION DE UN FRAGMENTO DE ADN Y ANALISIS DE LA SECUENCIA.
BUSQUEDA DE ANALOGIAS EN BASE DE DATOS.

Secuenciacién de un fragmento de ADN por el método de terminacidn
de la cadena por dideoxinucledtidos. Electroforesis en gel de
poliacrilamida. Andlisis de la secuencia obtenida. Identificacidn
de marcos de lectura abiertos. Comparacién con base de datos de
secuencia de ADN y de proteinas.

6— Dr. Algranati

BIOSINTESIS DE PROTEINAS EN SISTEMA LIBRE DE CELULAS AISLADO DE
HIGADO DE RATA.

Aislamiento y parcial purificacién del sistema:

a) Enzimas activantes ¥y factores solubles

b) Polisomas libres vy unidos a membrana.

Caracterizacidén del sistema:

a) Analisis de los polisomas por gradiente de sacarosa

b) Condiciones optimas de actividad con los distintos polisomas.




7- Dra. Gonzdlez

BIOSINTESIS DE PROTEINAS: CARACTERIZACION DEL PRODUCTCO OBTENIDO
EN SISTEMA LIBRE DE CELULAS.

Caracterizacidén del producto de la reaccidén utilizando
precursores radiactivos

a) Inmunopptacién con anticuerpo especifico.

b) Especificidad de la reaccidén antigeno-anticuerpo

c) Identificacién del producto por PAGE-5DS

d) Autorradiografia

8- Dr. Cazzulo

TECNICAS FUNDAMENTALES EN EL ESTUDIO DE PROTEINASAS: ESTUDIO DE
LA CRUZIPAINA DE TRYPANOSOMA CRUZI.

Electroforesis en gel de acrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE) en geles que contienen sustrato (gelatina) incorporado.
SDS-PAGE con muestras reducidas y hervidas.

Determinacién de la actividad de cruzipaina.

8- Dr. Idoyaga Vargas

SISTESIS DE PROTEINAS EN TEJIDO NERVIOSO: VELOCIDAD DE SALIDA DEL
RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO.

Medicién de la sintesis en tejido nervioso. Cinética de la
marcacién de proteinas con trazadores radioactivos.

Experimentos de pulso y chase para medir la velocidad de salida
del reticulo endopldsmico rugoso. Técnicas de fraccionamiento
celular y subcelular.

10- Dr. Parodi

ETAPAS INICIALES EN LA SINTESIS Y PROCESAMIENTO DE
N-GLICOPROTEINAS EN CELULAS DE TRIPANOSOMATIDOS.

a) Tamafio de la parte poliprenoide de dolichol-P derivados

b) Estructura del oligosacdrido unido a dolichol-P-P

c) Determinacién de defectos enzimdticos responsables de la
estructura de oligosaciaridos estudiada en el punto c

d) Estructura de oligosacadridos unidos a proteinas en las
primeras etapas de sintesis.

e) Medicién de la glucosiltransferasa gque sintetiza a uno de los
oligosacadridos cuya estructura fue estudiada en el punto .
Técnicas a utilizar: filtracién en gel, marcacidén celular in
viva, fraccionamiento subcelular, cromatografia en papel ¥y en
capa delgada, autoradiografia, medicidn de actividades de enzimas
con sustratos y productos lipidicos, acetdlisis y permetilaciodn
de oligosacaridos, estudio de la estructura de estos tultimos por
degradacién enzimdtica y quimica.

11- Dr. Quesada Allué

SINTESIS DE GLICOCONJUGADOS DURANTE LA METAMORFOSIS DE LA MOSCA
MEDITERRANEA.

Biosintesis in vivo e in vitro de glicoconjugados. Aislamiento e
identificacidén de productos. Separacidén en fases. Cromatografia
en columna de adsorcién y de intercambio anidnico, cromatografia
en capa fina. Técnicas para deteccidn e identificacidén de lipidos

v glicolipidos
7 5
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12- Dr. Parodi

PLEGAMIENTO DE PROTEINAS EN EL LUMEN DEL RETICULO ENDOPLASMICO
RUGOSO. PARTICIPACION DE CHAPERONAS Y MECANISMOS DE RETENCION DE
ESTRUCTURAS MAL PLEGADAS.

UDP-Glc: glicoproteina glucosiltransferasa de higado de rata y/o
de Schizc -

a) Purificacidn parcial usando técnicas tradicionales vy FPLC

b) Determinacidn de su actividad sobre glicoproteinas nativas ¥y
desnaturalizadas y sobre glicopéptidos.

c) Determinacidén de la estructura de los productos de reaccidn
obtenidos.

Técnicas a utilizar: fraccionamiento subcelular, purificacidn de
enzimas por resinas de intercambio idénico y por afinidad usando
FPLC, obtencidén ¥y purificacién de glicopéptidos por degradacidn
proteolitica vy cromatografia de afinidad, cromatografia vy
electroforesis en papel, filtracién en gel, determinacidén de la
estructura terciaria de proteinas por medicién de al
fluorescencia del triptofano, medicién de actividad enzimatica vy
estudio de la estructura del producto de reaccién obtenido
(oligosacéarido unido a proteina) por degradacion enzimdtica.

13- Dr. Parodi .

SINTESIS DE GLICOPROTEINAS Y GLICOLIPIDOS EN TRIPANOSOMATIDOS.
ADICION DE ACIDO SIALICO POR UN MECANISMO PRIVATIVO DE ESTOS
MICROORGANISMOS. SU EFECTO EN LA VIRULENCIA DEL PARASITO.
Determinacidén de:

a) Ensayo de la enzima ¥y pardmetros cinéticos

b) Accidn sobre glicolipidos con oligoscaridos de diferente
estructura

c) Accidén sobre N- ¥ O-oligosacéridos

Técnicas a utilizar: Medicién de parametros cinéticos de enzimas,
cromatografia v electroforesis en papel, cromatografia en capa
delgada, obtencién diferencial de oligosacdridos unidos a
asparagina 0 a serina/treonina, estudio de al estructura de
oligosacédridos por degradacidn enzimdtica o quimica.

14- Dr. Idoyaga Vargas

MARCACICN DE GLICOPROTEINAS SINAPTICAS DURANTE EL DESARROLLO
CEREBELAR. INMUNOCITOQUIMICA DEL Thy-1

Marcacidén e inmunoprecipitacion de una glicoproteina sindptica
durante el desarrollo cerebelar. Separacidn de la proteina en
geles bidimensiocnales. Inmunocitoguimica del Thy-1 en el
cerebelo.

16— Dr. Cazzulo - Dr. Sanchez

DETECCION POR PCR DEL GEN DE LA TRANS-SIALIDASA DE TRYPANOSQOMA
CRUZI A PARTIR DE ADN GENOMICO Y DE PLASMIDOS.

Andlisis del resultado de las PCR por electroforesis en geles vy
transferencia a filtros de nitrocelulosa (Southern blots).
Revelado de los distintos fragmentos amplificados por hibridacidn
utilizando sondas especificas.
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16- Dr. Dankert

UTILIZACION DE CELULAS ELECTROPORADAS COMOM SISTEMA ENZIMATICO.
a) Preparacidén de un cultivo de bacterias

b) Preparacidn de células tratadas con EDTA electroporadas.

c) Estudio de la formacién de prenil foafo aziucares y de polimero
con ambos sistemas.

17- Dra. Moreno

ESTUDIO DE LA FOSFORILASA DE ALMIDON DURANTE LA TUBERIZACION DE
PAPA: ESPECIFICIDAD DE TEJIDO E INDUCCION IN VITRO
Electrotransferencia. Western Blot. Cromatografia de intercambio
aniénico en FPLC. Micropropagacidén de segmentos nodales de papa.
Tuberizacién in vitro de papa. Cultivo en condiciones axénicas de
tejidos de plantas crecidas en tierra.

Relacién entre cambios morfolégicos y cambios bioquimicos (en
relacién con la sintesis de almidén) durante la tuberizacidén de
papa.

Caracterizacidn bioguimica de formas moleculares de fosforilasa
en tejidos de papa. Analisis de la tejidoespecifidad e induccidn
in vitro de una de las formas moleculares de fosforilasa en
diversos sistema biolégicos modelo: a) distintas etapas de la
tuberizacidén, b) plantulas de papa micropropagadas in vitro, ¥ c)
cultivo de tejidos en condiciones axénicas.

18- Dr. Wolosiuk

ANALISIS CINETICO Y ESTRUCTURAL DE ALS ENZIMAS REGULATORIAS DE
L.OS CLOROPLASTOS. Histiéresis enzimatica. Tiorredoxina.
Sensibilidad de la enzima a las proteasas. Espectrofluorometria
con sondas extrinsecas € intrinsecas.

Espectrofotometria diferencial

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEIN DISULFURO OXIDO
REDUCTASA. Purificacidén de las proteinas con actividad PDOR
obtenidas en el laboratorioc ¥ caracterizacidon de la funcionalidad
de las mismas.

19- Dr. Staneloni

OBRTENCION DE DELECIONES EN EL PROMOTOR DE UN GEN MEDIANTE LA
UTILAZACION DE LA DNA POLIMERASA, PRIMERS, Y LA TECNICA PCR.
Deleciones en el promotor del gen Cab de plantas de tabaco.
Amplificacidén del DNA con la enzima Tag polimerasa. Subclonado en
el pldsmido pUC18.

20- Dr. Ugalde
OBTENCION DE mRNA Y EVALUACION DE EXPRESION DIFERENCIAL POR
RT-PCR.



21- Dra. Lepek - Dra. Tolmasky

BIOSINTESIS DEL GLUCOGENO. Enzimas involucradas. Glucogenia.
Glucdgeno Sintetasa. ‘

Medicién de la actividad in situ en geles nativos de
poliacrilamida. Andlisis de los productos formados.
Medicidén de la actividad de glucdgeno sintetasa in sgitu.
Andlisis de los productos sintetizados in vitro en geles
disociantes.

Deteccidén de proteinas separadas por PAGE-SDS mediante la
utilizacidn de anticuerpos. (WESTERN BLOT).

22— Dr. Podhajecer

TRANSFERENCIA GENICA: UTILIZACION DE PLASMIDOS Y VECTORES
RETROVIRALES. CULTIVOS CELULARES.

Preparacidén de vectores retrovirales. Transfeccidn de células
"empaquetadoras” por el método de precipitacidén con fosfato de
calcio. Clonado celular en presencia de antibidético de seleccidn.
Transduccidén con retrovirus recombinante anfotrdépico vy
ecotrépico. Aislamiento de clones estables en presencia del
marcador de seleccidn. "ring cloning" y "“clonado por dilucién".
Expresidén del transgen.

23- Dr. Santa Coloma

DETECCION DE LA EXPRESION GENICA (DETERMINACION DE mRNA) INDUCIDA
POR FACTORES DE CRECIMIENTO.

BILIOGRAFIA GENERAL:

— Articulos recientes en revistas de Bioquimica, Biologia
Molecular v Biologia Celular.

— Molecular Cloning; Sambrook et al (Cold Spring Harbor), 1989

- Biochemical Calculations; Segel I (Wiley), 1876

BIBLIOGRAFIA ESPECIAL:

— Dr. Ielpi
- K.G. Hardy. Ed., Plasmids, a practical approach, IRL Press,

Oxford. Washington, D.C., (18987).

- P. Gerhardt,Ed., Methods for General and Molecular
Bacteriology, American Society for Microbiology, Washington,
D.C., (1984).

- Sambrook, Fritsch, Maniatis, Molecular Cloning. A laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1989).

- Adams, Knowler, Leader, The Biochemistry of the Nucleic Acids,
Chapman &Hall Ltd (18992).
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_ J.H. Miller, Ed., Methods in Enzymology, Vol 204, Bacterial
Genetic Systems, Academic Press, Inc. (1891).

- Sequenase, version 2.0, Instruction Manual, USB (1992)

- M13 Cloning/Dideoxy Sequencing, Instruction Manual, BRL (1990)
_ P. Gerhardt,Ed., Methods for General and Molecular
Bacteriology, American Society for Microbiology, Washington,

D.C., (18894].

- Sambrook, Fritsch, Maniatis, Molecular Cloning. A laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1988).

- Adams. Knowler, Leader, The RBiochemistry of the Nucleic Acids,
Chapman &Hall Ltd (1994).

- Dr. Algranati - Dra. Gonzalez
- G. Blabel and U.R. Potter, J. Mol. Biol. 28, 539, (1967).

- R.B. Arlinghaus and R. Ascione, Protein Biosynthesis in
nonbacterial Septems (Crast, J. A. and Craskin A. J., Ed.), B2,
(1972).

- J. C. Ramsey and W,J. Steele, Anal. Biceh. 92, 305, (18973).

- H. Noll, Technigues in Protein Biosynthesis (Campbell and
Sargent, ED.) Vol 2, 101, (1969).

_ B.M. Goldman and G. Blobel, PNASC 75, 5068, (1978)..

- D. Shields and G. Blobel, J. Biol. Chem. os8. 3753, (1878]) .
- Methodos in Enzymology. Vol. 26, Secc. 1, 3 - 24, (1993).
- Methodos in Enzymology. Vol. 86 Secc. 8. 111 = 120 , (1983).,

- Dr. Cazzulo — Dr. Sanchez

- J.J. Cazzulo and A.C.A. Frasch: SAPA/trans-sialidase and
cruzipain: two antigens from Tryvpanosoma_cruzi contain
immomodominant but enzymatically inactive domaims. FASEB J. 6.
32689 - 3264, (18992).

- B.M. Franke de Cazzulo, L. Sferco, M.J. North, G.H. Coombs and
J.J. Cazzulo: Effect of proteinase inhibitors on growth and
differentiation of Trypanosoma Cruzi. IX International Congress
of Protozoology, Berlin, Abstract Nr. 155, (1893).

- J. Martinez, 0. Campetella, A.C.C. Frasch and J.J. Cazzulo: The
major cysteine proteinase (Cruzipain) from Trypapnosoma_cruzi is
antigenic in human infections. Infect. Immun. 59. 4275 - 4277,
{1991 )..




- J. Martinez, O. Campetella, A.C.C. Frasch and J.J. Cazzulo:
reactivity of sera from chagasic patients against different
fragments of cruzipai, the major cysteine proteinase from
Trvpanosoma cruzi, suggests the presence of defined antigenic and
catalytic domains. Immunol. Lett. 35. 191 - 196, (1893).

The

— Dr. Idoyaga Vargas

— C. Goodman and S. Shatz: Developmental mechanisms that
generates precise patterns of neuronal connctivity. Cell/Neuron
72/10 77-98 (1983).

— @. Edelman Topobiology. An introduction to Motecular
Embryology. Basis Books Inc. Publishers 1889.

- D. M. Alperin, V.P. Idoyaga Vargas and H. Carminatti: Rate of
protein glycosylation in rat cerebral cortex. J. Neurochem 47,
355 — 362 (18886).

- 3. Rossi, V. Idoyaga Vargas and H. Carminatti: Development
modulates the serum induced effect on the incorporation of Z-SH
monnose into chick optic lobe protein: the possible role of glia.
Neurochem. Int. Vol 21 NO2 281 -286 (1992). '
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