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14. PROGRAMA ANALITICO

PLEGAMIENTO DE PROTEINAS

Introduccion:

- El enlace peptidico y su espacio conformacional
- Periodicidad y estructura secundaria

- Estructura terciaria y cuaternaria

Fuerzas que determinan la estructura proteica:

Puentes de Hidrogeno. van der Waals. Interacciones idnicas. Efecto hidrofobico. AH, AS y
Cp de los procesos de plegamiento. Temperatura y plegamiento proteico. El papel del
solvente en la estructura proteica.

Teécnicas experimentales para el estudio de la estructura tridimensional de las proteinas en
solucidn:

- Cromatografia de exclusion por tamafio, Radio de Stokes

- Dicroismo circular

- Fluorescencia

-NMR

- Intercambio de Deuterio

La reaccion de Plegamiento

El problema del plegamiento in vitro. Intermediarios cinéticos e intermediarios cinéticamente
atrapados.

Estructura de los intermediarios de plegamiento. “Molten Globule states”.

Distintas teorias sobre el proceso del plegamiento. Plegamiento in vivo e in vitro: diferencias
y similitudes.

Aspectos biotecnoldgicos del proceso de plegamiento

- Estructura de los cuerpos de inclusion de E. Coli

- Plegamiento de proteinas desnaturalizadas por desnaturalizantes quimicos.
- Plegamiento y potencial Redox del medio.

Disefio de Proteinas

Breve resefia historica y potencialidad del método. Balance de situacion.
Que se aprendio sobre el plegamiento de proteinas a partir del disefio de proteinas.




APLICACION DE LA QUIMICA DE PROTEINAS AL ESTUDIO DEL ENSAMBLE
Y TRANSPORTE DE POLIPEPTIDOS

- Modificacion quimica de proteinas: bases metodologicas

- Reactivos bifuncionales: entrecruzamientos proteina-proteina.

- Digestion proteica por métodos quimicos o enzimaticos

- Aislamiento e identificacion de péptidos-HPLC

- Secuenciacion de péptidos

- Obtencién de proteinas transgénicas. Marcacion radiactiva de proteinas

INTERCAMBIO TIOL/DISULFURO

Constantes de equilibrio y cinéticas. Control de las actividades enzimaticas.

Formacion e isomerizacion de los puentes disulfuro en las proteinas. Protein disulfuro
isomerasa. Multifuncionalidad de la protein disulfuro isomerasa.

Tiorredoxinas. Estructura primaria y tridimensional. Conservacion evolutiva del sitio activo.
Comparacion etructural y funcional entre los estados oxidado y reducido. Comparacion
estructural y funcional con la protein disulfuro isomerasa. Reduccién de ribonucledtidos.
Reduccion de sulfato. DNA polimerasa del fago T7. Ensamble de los fagos f1 y M13.
Activacion de las enzimas fotosintéticas.

Tiorredoxinas eucaridticas. Funciones. Aspectos de la inclusion de tiorredoxinas en
proteinas quimeéricas.

Protein disulfuro oxidorreductas en bacterias. El grupo de proteinas DsbA. DsbA, DsbB,
DsbC. Estructura. Comparacion con la protein disulfuro isomerasa y las tiorredoxinas.
Implicaciones para el plegamiento de proteinas.

[somerizacion de la unién peptidica. Prolil-isomerasas. Catalisis. Sinergismo con la protein
disulfuro isomerasa. Rol en el plegamiento de las proteinas.

PROCESADO PROTEOLITICO Y PLEGAMIENTO DE PROTEINAS

1) Proteasas: Exo y endoproteasas. Proteinasas. Clases, inhibidores.

2) El péptido sefial. Funciones en “targeting” y plegamiento.

3) Proteasas que cortan el péptido sefal.

4) El pro-dominio: su papel como facilitador del plegamiento correcto y como inhibidor de la
enzima madura. Su importancia para la expresion de proteinas recombinantes.

5) Proteinasas de procesamiento. Especificidad.

6) Serin y cistein proteinasas como ejemplos de zimogenos y su activacion.
Autoprocesamiento. La cruzipaina de Trypanosama cruzi: mecanismo de procesamiento.

-




4

INFLUENCIA DE LA N-GLICOSILACION EN EL PLEGAMIENTO DE

GLICOPROTEINAS EN EL RETICULO ENDOPLASMICO

1) Sintesis y procesamiento de oligosacaridos unidos a asparagina (N-oligosacaridos) en el

reticulo endoplasmico.
2) N-oligosacaridos en glicoproteinas maduras.

3) Efecto de la N-glicosilacion y el procesamiento en el plegamiento, secrecion vy

degradacion en el reticulo endoplasmico de glicoproteinas.

4) Efecto de la composicién en monosacaridos y la remocién de restos de glucosa en la

maduracidn de glicoproteinas.

5) Efecto de mutaciones de la sintesis de N-oligosacaridos y del procesamiento de

glicoproteinas

6) Ciclo de re-glucosilacion y de-glucosilacion de glicoproteinas no correctamente plegadas.

7) Plegamiento de glicoproteinas in vivo”
8) Calnexina y sus propiedades semejantes a lectinas.
9) El ciclo de re-glucosilacion y de-glucosilacién y el rol de la calnexina.

10) Otros efectos de N-oligosacaridos en el plegamiento de glicoproteinas.

TRAFICO INTRACELULAR DE PROTEINAS

- Equilibrio celular

- Principios y mecanismos del transporte de proteinas.
- Transporte a mitocondrias y a plastidos.

- Transporte reticulo endoplasmico

- Ensamble in organello

ENSAMBLE DE PROTEINAS IN VIVO

- El paradigma del plegamiento de proteinas.

- Ensamble de proteinas in vivo

- Chaperonas moleculares (familias de chaperones: HSP90, 70, 60, etc)
- Modelos propuestos. Rol secuencial de chaperones.

- Modificacion post-traduccional in vivo

PROTEINAS DE MEMBRANAS

Bacteriodospina. Rodopsina. Centro de reaccion fotosintético. Colicina A. Receptor

nicotinico. Bomba de calcio. Péptidos. Gramicidina A.

s
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BIOQUIMICA VEGETAL

Modulacion de la asimilacion fotosintética de CO2. Regulacion de la expresion génica por la
luz. Particion de los compuestos entre la fuente y el destino. Formacion d elos 6rganos de
reserva. Ciclo celular. Organogénesis. Rol de las plantas transgénicas en la caracterizacion
de los mecanismos. Redisefio de los productos vegetales para biotecnologia. Interaccion
planta-bacteria. Fijacion simbiotica de nitrogeno atmosférico. Patogenicidad.

Asimilacion fotosintética de CO,. Ciclo de Benson - Calvin. Modulacion por la luz.
Histiéresis enzimatica. Regulacion mediante Rubisco-Activasa y el sistema de ferredoxina -
tiorredoxina.

Particion del fotosintato. Biosintesis del almidon plastidico. Exportacion de las triosas
fosfato. Translocador fosfato.

Biosintesis de la sacarosa.

Regulacion de la distribucion del fotosintato en el citoplasma.

Reduccion del sulfato y el nitrato.

Distribucién de hidratos de carbono en plantas. Concepto de tejido fuente y destino.

Vias de conduccion: simplastica y apoplastica, estructura de plasmodesmos.

Puntos de regulacion en la distribucion de hidratos de carbono. Control de la carga al floema.
Antisentido de genes que interfienen con el proceso. Identificacion de los trasnportadores .
Antisentido de los translocadores.

Regulacion de la expresion de proteinas de reserva por sacarosa. ADP-glucosa
pirofosforilasa, patatina, fosforilasa. Secuencias en cis y factores en trans involucrados en la
induccion por sacarosa.

Regulacion de la sintesis y degradacion del almidon.

Reacciones biosintéticas de sintesis de almidon. Iniciacion de la biosintesis de almidon.
Regulacion de la sinteis de ADP-glucosa. Localizacion de las enzimas de biosintesis de
almiddn en tejidos vegetales no fotosintéticos y en amiloplastos. Propiedades de las enzimas
de biosintesis de almidon. Identificacion del locus waxy como el gen estructural para la
almidén sintasa I unida al grano de almidéon. Aislamiento del gen estructural de la proteina
waxy. ADP-glucosa pirofosforilasa: Propiedades regulatorias y estructurales.

Aspectos moleculares del crecimiento y division de la célula vegetal. Meristemas. Polaridad
celular. Elongacion y neoformacion de pared celular. Microtbulos. Trafico vesicular.
Reconocimiento célula -célula. Incompatibilidad. Continuidad citoplasmatica. Funcion de la
pared celular: desarrollo del concepto de matriz exocelular.




Regulacion de la expresion de genes en plantas por fitocromo. Introduccién. Diferentes
especies de fitocromo. Pfr 1abil y estable. Familias de genes de fitocromo. Expresién de los
genes de fitocromo. Estudio de expresion en plantas transgénicas. Sobreexpresion de
fitocromo A y B. Mutantes de fitocromo A y B. Vias de traduccidn de la senal de fitocromo.
Interaccion con hormonas.

Interaccion Rhizobium-leguminosas

Clasificacion . Eventos tempranos én la interaccion.

Flavonoides. Estructura. Funcion. Factores nod. Estructura. Biosintesis. Genética.
Regulacion de la expresion de los factores nod.

Polisacaridos bacterianos (succinoglucano, LPS, -1,2-glucano)

Vias de infeccion y tipos de nédulos.

Curvamiento del pelo radicular e iniciaciéon del tubo de infeccion.
Induccién y formacion del nodulo.

Ocupacion del nédulo por las bacterias. Bacteroides.

Fijacion de nitrogeno.

Nitrogenasa. Genética y regulacion de la expresion de los genes nif'y fix.
Polisacaridos bacterianos. Biosintesis. Pared celular. Exopilisacaridos.

Interaccion Planta - Bacteria

Agrobacterium y la transformacion de la célula de la planta.

Proceso de infeccion. Interaccion productiva. Colonizacion, adherencia. Genes de
Agrobacterium involucrados en la tumorigénesis.

Genes virG, vird. Regulacion de la expresion de los genes vir.

Moléculas sefiales liberadas por Agrobacterium. Moléculas sefiales liberadas por la planta.
Procesamiento del T-DNA. Transferencia del T-DNA. Integracion del T-DNA al cromosoma
de la planta.

Expresion del T-DNA en la célula de la planta. Produccion de opinas.

Rango del huesped.

Comparacion con la conjugacion bacteriana.

Manipulacion genética con Agrobacierium.
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