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14 . PROGRAMA ANALITICO
PROGRAMA TEORICO-PRACTICO

Teoria vy metodologia general de la modificacidn gquimicza v
mutagénesis sitio-dirigida de proteines. Reactivos de griuoos

b f
marcadores de afinidad.: Complementacidén del uso de mutagenssisz
dirigida v modificacién quimica. Uso de la modificacidon quimica
N4 de la mutagénesis sitio-dirigida como herramienta para
dilucidar Lla relacion entre estructura y funcion de proteinas.
Ejemplos: protelna guinasa A de mamifercs y ADP-glucose

pirofosforilasa de bacterias, algas y plantas supericores. Usc
industrial de snzimas modificadas.

Identificacidén de los sitiocs regulateorios alostéricos de la ADP-
glucosa pirofosforilasa de E. coli a través de modificacién
quimica.

Caracterizacidn cinética de la activacién de la ADP-glucosa
pirofosforilasa (purificada a partir de E, ¢coli) por medio de
fructosa-1,8-Pz y PLP. Empleo de fosfato de pirodoxal como
marcador de afinidad de la ADP-glucosa pirocfosforilasa.
Interaccidén de estos activadores con el inhibidor fisiologico
AMP. Modificacidn quimica covalente de la snzima por medio de
PLP a través de la piridoxilacidén reductiva. Caracterizacidn de
la enzima modificada vy comparacion de sus propiedades;con las de
la enzima nativa. Efectos de los sustratos, activadores e
inhibidores en la modificacidn de la proteina. Marcacion con
[(3H]PLP, digestidén triptica y fraccionamiento de los péptidos
por HPLC (high pressure ligquid chromatography).

Determinacién espectrofotométrica de actividades enzimaticas y
concentracion de metabolitos involucrados en sintesis de

sacarosa.
Medicion de actividad enzimdtica vy contenido de metabolitos en
hojas de tabaco como modelo. Comparacidén de la actividad

enzimdatica =en hojas mantenidas en oscuridad.

Mutagénesis sitio-dirigida (método de Eckstein) de la enzima
ramificante de maiz.

Seleccidn de sitios para la mutagénesis en base a la informacién
disponible en la literatura vy bancos de datos.Expresion de las
enzimas ramificantes de maiz en la bacteria E.coli, seleccidn de
vectores adecuados, uso de la reccidn en cadena catalizada por
la Tagq polimerasa para la sintesis del fragmento de cDNA a
integrar en el vector. Comparacion de 1la secuencia de
aminodacidos de las enzimas ramificantes de wvarias especies
vegetales, bacterias y de otras enzimas involucradas en la
hidrélisis de «a-glucosa (amilasas, isocamilasas, pululanasas,
enzima derramificante de glucdgeno) en diversos organismos. Uso
de computacidén vy modelos moleculares en la comparacidon de
estructuras enzimaticas. Estudio detallado de 1la estructura de
los glucanos producidos por el cultivo bacteriano como resultado
de la accidén de la proteina recombinante, comparacidn con el
glucogeno bacteriano y la amilopectina presente en el endosperma
de maiz.
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