14. PROGRAMA ANALITICO

PARTE TEORICA:

Sintesis de proteinas y su regulacion:

Mecanismo de la sintesis proteica. Traduccién “in vivo” y en sistemas libres de células. Activacién de
aminoacidos. Estructura y funcién de los RNA de transferencia. Aminoacil tRNA sintetasas. RNA mensajero.
Magquinaria ribosomal: estructura. Proceso de traduccidn. Iniciacién, elongacién y terminacion de la sintesis
proteica. Ciclo de ribosomas. Regulacion y fidelidad de la traduccion.

Introduccion a la cristalografia de proteinas.

Analogia optica. Propiedades de los cristales de proteinas, simetria y grupos de espacio.

Los rayos X : generadores y detectores. La radiacién de sincrotrén.

Difraccion de rayos X por los cristales.

El problema de las fases en cristalografia. Métodos utilizados para la determinacion de estructuras cristalinas de
macromoléculas. El método de reemplazo molecular. El método de reemplazo isomorfo (dtomos pesados). El
método de difraccion anémala a diferentes longitudes de onda. Modelado de la estructura tridimensional.
Técnicas de refinamiento cristalografico. Validez del modelo molecular.

Estructura-funcion aplicada al estudio de mecanismos enzimaticos. Ejemplos de aplicacién de la cristalografia
de proteinas en enzimologia molecular y estructural.

Interaccion proteina-ligando por RMN

Estudio por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de procesos de intercambio y determinacion de la
conformacion de ligandos y contactos proteina-ligando. Técnicas de RMN para la caracterizacion de la
interaccion en términos de constantes de equilibrio y cinéticas. Determinacion de la superficie de contacto.
Técnicas de Transferencia de NOE: utilidad y limitaciones. Uso de marcacion selectiva con isétopos
magnéticamente activos para la determinacién de la estructura de complejos estables. Ejemplo de aplicacion:
estudio de la interaccion de péptidos inhibidores con la proteasa NS3 del virus de la hepatitis C.

Modelos de Evolucion Molecular
1) Evolucion molecular e inferencia filogenética. [1,2]
2) Modelos de sustitucién de nucledtidos.
3) Modelos de sustitucion de codones[3,4].
4) Modelos de sustitucion de aminoacidos.[5,6]
5) Modelos de sustitucion que tienen en cuenta la estructura protéica[7-9]
6) Modelos de divergencia secuencial con restricciones funcionales y estructurales [10]

Cristalizacion de proteinas:

Aspectos basicos teoricos sobre la cristalizacion de proteinas. Solubilidad, soluciones saturadas y
sobresaturadas. Parametros que modifican la solubilidad.

Parametros relacionados con la solubilidad de las proteinas en el equilibrio (aspectos termodinamicos) y fuera
del equilibrio (cinéticos).

M¢étodos convencionales de crecimiento de cristales. Enfoques racionales para estimar las condiciones de
cristalizacion.

Parametros que influencian las condiciones de cristalizacion de nuevas proteinas.



Anticuerpos: estructura-funcion y reconocimiento :
Bases genéticas de la diversidad de los anticuerpos. Relacion entre genética, estructura y funcién: dominios -
constantes y variables. Zonas hipervariables. Sitio de combinacién.

Bases estructurales del reconocimiento especifico:reconocimiento de haptenos, carbohidratos, péptidos y
proteinas. Termodindmica de la interaccién antigeno-anticuerpo.

Ingenieria de anticuerpos. Clonado y expresion recombinante de fragmentos de anticuerpos. Phage display,
ratones humanizados, anticuerpos de camélidos.

El control de calidad del plegamiento de glicoproteinas en el reticulo endoplasmico.

Esta clase trata de los diferentes pasos involucrados en la sintesis y procesamiento de oligosacaridos unidos a
asparagina que ocurren en el lumen del reticulo endoplasmico y de su relacion con la adquisicién por parte de
las glicoproteinas de su estructura espacial correcta. Se pone un énfasis en la glucosilacion transitoria de las
glicoproteinas catalizada por la UDP-Gle:glicoproteina glucosiltransferasa (GT) y la glucosidasa IT (GII). La
primera enzima tiene la propiedad especial de poner una sefial, unida covalentemente, a las glicoproteinas que
aun no se han plegado correctamente ya que cataliza la formacién de Glc1Man7GlecNAc2, Glc1Man8GIleNAc2
y Glc1Man9GIlcNAc2 unidos a proteinas, a partir de los oligosacéridos no glucosiladas. La GT es una proteina
soluble del reticulo endoplasmico que reconoce dominios expuestos en conformaciones desnaturalizadas pero
no en conformaciones nativas y el residuo GlcNAc mas interno de los oligosacaridos, que no es accesible a
sondas macromoleculares en la mayoria de las conformaciones nativas. /n vivo, los residuos Glc adicionadas por
la GT son removidas por la GII. Se hace también mencion de la influencia de oligosacaridos en el plegamiento
de glicoproteinas asi como también sobre la participacion de chaperonas-lectinas del reticulo endoplasmico
(calnexina y calreticulina), que reconocen oligosacaridos monoglucosilados, en el mismo proceso. Se discute un
modelo sobre el control de calidad del plegamiento de glicoproteinas en el reticulo endoplasmico, es decir,
sobre el mecanismo por el cual las células reconocen la estructura espacial de las glicoproteinas y permiten
unicamente el transito al aparato de Golgi de las moléculas bien plegadas. Los principales elementos de este
control son calnexina y calreticulina, que retienen estructuras mal plegadas, la GT, que actia como sensor de las
estructuras espaciales y la GII que es el agente liberador de las glicoproteinas con la estructura espacial correcta.

Secrecion de Proteinas en Bacterias

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos para translocar proteinas cuyo destino final es la superficie
celular o el medio extracelular. Dentro de estos sistemas se encuentran los sistemas de "autotransportadores”
utilizados para transportar al medio extracelular factores como proteasas, invasinas y toxinas. Otros sistemas
utilizan solo dos componentes (una chaperona y un acomodador) para secretar structuras de adherencia como
los pili. Otros secretan sus substratos solo a través de 3 componentes y en unico paso desde el citplasma hasta el
medio extracelular. Al menos otros 3 sistemas mucho mas complejos formados por desde 11 a 20 componentes
son responsables de la secrecion de una gran diversidad de proteinas, que usualmente consituyen factores de
virulencia. En esta seccion del curso se describiran los ultimos avances en el conocimiento de los sistemas de
secrecion de proteinas en bacterias, especialmente en detalle se describiran los sistemas de autotransportadores,
el sistema chaperona-acomodador, el sistema tipo I y el sistema tipo IV.

Plegamiento de proteinas in vivo.
Reacciones de glicosilacion en el ER y Golgi. Secrecion de proteinas. Control de calidad de plegamiento mas
alla del ER. Degradacion de glicoproteinas mal plegadas en proteasomas y/o Golgi. Enfermedades asociadas a
mal plegamiento de glicoproteinas.

Metaloproteinas.
lones metalicos como cofactores en proteinas. Esencialidad y toxicidad. Relacion estructura-funcion. Geometria
v preferencias de coordinacion. Proteinas de zinc. Zinc en sitios estructurales. Enzimas de zinc: liasas e

hidrolasas. Mecanismo de accion.



Modulacion de Ia actividad enzimdtica. Disefio racional y evelucién dirigida.

Disefo racional de proteinas vs. disefio por mutagénesis al azar. Técnicas de mutagénesis al azar. Mutagénesis
quimica. Mutagénesis en una cepa “mutadora” de E. coli. Mutagénesis por PCR (“PCR error-prone”). Técnicas
de recombinacién in vitro. “DNA shuffling”. Staggered extension process (StEP). Sequence homology-

independent protein recombination (SHIPREC). Aplicacién de la evolucién dirigida de proteinas en la industria
y en la investigacion basica.

Analisis funcional de proteinas de membrana por mutagénesis dirigida.

Identificacion de proteinas blanco. Mapeo de la interfase lipido-proteina. Analisis de interacciones lipido-lipido
y lipido-proteina. Estudio de fendmenos dindmicos. Penetracién de proteinas en bicapas.. Translocaciéon de
proteinas a trav és de membranas. Fusién de membranas mediada por péptidos y proteinas

M¢todos para el estudio de plegamiento de proteinas. Mecanismos de plegamiento de proteinas.
Introduccion de métodos de estudio: fluorescencia y dicroismo circular. Métodos al equilibrio, modelo de dos
estados y criterios para definirlo. Métodos cinéticos, desplegamiento y replegamiento. Modelos de plegamiento:
difusion-colision, embudos y paisajes conformacionales

Expresion y actividad de proteinas de la matriz extracelular

Estructura de la matriz extracelular. Componentes estructurales de la membrana basal: laminina, colageno y
entactina. Rol de proteoglicanos. Integrinas: estructura y funcién como moléculas de sefalizacién. Relacién con
Jnk y Mapk. Efecto sobre migracion y proliferacién celular. Rol de caveolinas. Anoikis.

Factores de transcripcion bHLH-PAS, desarrollo y respuesta a hipoxia.

Las proteinas de la familia bHLH-PAS son factores de transcripcion que desempefian diversas funciones en el desarrollo y
en la fisiologia celular. En esta clase se discutiran los mecanismos que determinan la especificidad transcripcional de cada
una de estas proteinas, como asi también la manera en que estén reguladas. A modo de ejemplo, se analizarin en detalle las
proteinas Trachealess y Single minded de Drosophila melanogaster y el Factor Inducible por Hipoxia-1 (HIF-1). Se hara
enfasis sobre los mecanismos post-traduccionales de regulacién, en particular sobre el control de la estabilidad proteica.

Parte Practica:

Trabajo de iniciacién a la investigacién en alguno de los laboratorios del Instituto de

[nvestigaciones Bioquimicas, bajo la supervision de los encargados de la materia y del profesor
correspondiente.
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