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CURSO DE REGULACION METABOLICA

- Denominacidn: REGULACION METABOLICA 1

- Cardcter del Curso: Para Doctorado - Ampliacidn de conocimientos

- Fecha de iniciacidn: 6 mayoo 1985.

- Fecha de finalizacidn: 26 julio 1985, -
- Lugar: Insatituto de INvestigaciones en Ingenierfia Gendtica y

Biologia MOlecular (INGEBI-CONICET)
Bacultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA
Obligado 2490 - 20 piso - (1428) Buenos Aires.

~ Directora: DRA, MIRTHA MARIA FLAWIA,.
- Cantidad de horas semanales: 35
- Corndiciones de ingreso: Egresados de la Facultad de Ciencias Exactas Y

Naturales de la U.B.A.; Bioquimicos, Quimicos y M&dicos de la U.B.A. y
Universidades Nacionales del Interior del pafis.

- Requisitos: enviar curriculum Vitae; una carta de recomendacidn de pro-

fesores de las distintas universidades.

- Fecha final de receptidn de solicitudes: 15 abril 1985.°
- Puntaje para el doctorado para alumnos de F.C.E. yN. = U.B.A.: 5 puntos.

- Forma de evaluacidn: Exdmen parcial - Ex&men final.
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REGULACION METABOLIC/ .

PROGRAMA :

Curso tedrico ' i

Cinética enzimdtica: Orden de reaccién.Teorfa de Tos equilibrios rapidos.

Teoria del estado estacionario. Inhibicién enzimdtica: sus.tipos. Activacidén-
enzimdtica. Teorfa de los sistemas alostéricos: modelos. Catdlisis enzimitica.
Modelos. -

Regulacién de la actividad enzimdtica: Niveles de regulacién. Induccicdn y

represidn. Modificaciones covalentes de las enzimas. Proenzimas. Fosforila-
cidn enzimdtica. Interaccidn de las enzimas con macromoleculas y metabolitos.
Circuitos de refroinhibicién y/o modulacién. Concepto de sistemas de amplifi-
cacién en cascada. Concepto de isoenzimas.

Propiedades de las biomoléculas: Absorcién y dispersién. Interacciones sol-

vente cromoforo y cromoforo-croméforo. Hipocromismo. Actividad Gptica: ORD y
CD. Determinacion de la estructura secundaria en protefnas por medio del CD.
Espectroscopfa de fluorescencia: principios y aplicaciones. Propiedades de las
biomoléculas en solucién:Modelos hidrodinamicos. Viscosidad. Radio de Stokes.
Velocidad de sedimentacion. Electroforesis. Filtracién por geles. Equilibrio
de sedim entacidn. :

Estructura y Funcidn de las membranas biol6gicas : Componentes y modelos de

estructura de Tas membranas. Modelo de Danielli y Dawson. Unidad de membrana.

Modelo de Singer y Nicholson: concepto de fluidez. Métodos para el estudio de
las membranas. Sistemas modelos: interfases agua-aire. Membranas negras. Lipo-

. somas.

Requlacitn de las funciones asocjadas a membranas

Receptores:  Receptores de membrana y accién hormonal. Relacién entre acti-
vidad bioldégica y "binding". Identificacién: consideraciones generales. Ensa-
yos de "binding" a células y membranas. Cinética de la interaccidn hormona-
receptor. Andlisis del "steady state". Cooperatividad negativa versus hetero-
geneidad. Plot de Scatchard. Solubilizacién de receptores. Purificacidn.

-

Receptores localizados en las membranas. Insulina: Generalidades, ensayo y

tocalizacion del receptor de insulina. Modificaciones enzimaticas. Cromato-
grafia de afinidad. Purificacién del receptor. Subunidades. Endocitosis .
Funcidn de los distintos polipéptidos. Proteina quinasa del receptor. Rela-
cidn con los oncogenes y latransformacién celular.
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Binding de
receptor
Transferencia de receptores. Coupling

Toxina del c6lera: Receptores. GM, . Estructura de la toxina.
las subunidades. Activacién de la“adenilato ciclasa.Modelo del
movil. Mecanismos de fusign celular.
con la adenilato ciclasa.

1

Purificacién. Recep-
Activacién de 1la

Receptor del glucacén: Caracterizacién. Solubilizacién.
tores alfa y beta adrenérgicos.Agonistas Yy antagonistas.
Gs de la adenilato ciclasa. Interaccién receptor- enzima. Receptores de nar-
coticos: Enkefalinas. Endorfinas. Mecanismos de analgesia. Inhibicién de

la ciclasa. Relacién con hormonas hipofisarias.

Regulacién de la accién hormonal. Nucledtidos ciclicos .

Adenilato ciclasa: Localizacign. Relacién con Tos fosfolipidos. Peso mole-
cular de Ta holoenzima. Caracteristicas termodindmicas de 1a reaccion.Accidn
de Tos nucledtidos sobre la actividad enzimdtica. Efecto del GTP, Gpp-NH=p
Desensibilizacidn. Activacién por fluoruro, glucacén, toxina del colera, etc.
Solubilizacidn. Pardmetros hidrodindmicos y moleculares. Estimg]acfﬁn hormo-
nal. Acoplamiento del receptor a la enzima. Papel del GTP, Ca ', 1ipidos Y
movilidad de la membrana. Subunidades de Ta enzima: Componente catalitico

Yy componentes regulatorios.

Reguiacién del componente catalitico: Acoplamiento con e] componente regu-
latorio. Regulacién hormonal de 1a Gs y Gi. Subunidades s ¥ 58 1% 1.
Subunidad . Funciones. Toxina Rertussis. Estructura. Modo de accion. Me-
canismos de inhibicidn de la adenilato ciclasa. Estructura del componente
C. Forskolina. Reguldcidn de Ta enzima en eucariontes inferiores. '

Regulacidn de la subunidad 6. Actividad de GTPasa. Relacidn con los genes .

‘ras' Oncogenes. Proteinas target. P21. Receptor del Factor de crecimiente

epidérmico (EGF). GTPasa de los genes ras. Localizacién. Relacidn con la Gs
Fosforiiacidn. Actividad de proteina quinasa. Binding de GTP. Expresish de

los genes ras en E. coli. Purificacién de las P?21. : - .

Regulacion de los niveles de AMP ciclico:
rasas. Tipos de quinasa. Localizacian.
unjdades.,

Proteinas quinasas y fosfodieste-
Estructura. Regulacién de las sub-

i Proteinas quinasa dependientes e independientes de AMP ciclico.
Ca™" y Calmodulina. Fosfatasas. Proteina quinasa C. Rol somo sefial de sy-
perficie. Actividad promotora de tumores. Turg ver de los fosfolfpidos del
inositol. Diacilglicerol. Movilizacign del Ca . Respuesta celular, .

Regulacidén de la expresidn genética en procariotes: Concepto de operén y

de RNA mesajero policistrénico. RNA polimerasa y subunidades constitutivas.
Los promotores y la iniciacién de la transcripcién. Terminacién Y antitermi-
nacion. E1 operén lactosa. Induccién Y represién. E1 oper6n triptofano.E]
fenémeno de atenuacién.Operones galactosa Yy arabinosa. Ciclos 1itico y hi-

sogénico de los fagos.
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Organizacion y control de la expresidén genética en eucariotes: Secuencias
repetitivas y no repetitivas. Genes estructurales y su organizacion intér-
na. "Clusters“genéticos. Genes midltiples y pseudogenes. Procesamiento de
los RNAs. Mecanismos de splicing. hn RNA y mRNA. Nucleosomgs y cromatina
activa. Metilacion y expresidn genética.

4
Regulacién de la replicacién y dindmica del genoma : Concepto de repli-
cén. Topologia del proceso dg replicacién. Complejidad del sistema de re-
p11cac1on y reparacién. Modelos de replicones: bacterias y fagos. Replica=
cién y ciclo celular. Transpos1c1onen procariotes y eucariotes. Los re-
trovirus. : -

Bases .moleculares de la variabilidad de las inmunoglobulinas: Sintesis
de inmunoglobulinas. Anticuerpos. Recombinacidon. Reordenamiento..

t

Anticuerpos monoclonales: Fusidn celular. Métodos de generacion de an-
ticuerpos monoclonales. Ensayo y deteccidn. Aplicaciones: purificacidn
por columnas de afinidad. Distintos usos.

Regu1ac1on de la fijacion de nitrégeno: Nitrogenasas bacterianas, Purifi-
cacion. Cinética de la fijacion. Subunidades. Genes que codifican los
distintos polipéptidos. Operdn nif. Genes regulatorios y estructurales.
Glutamino sintetasa. Utilizacidn del NH4 . In hibicién por el oxigeno.
Clonado y expresion de los genes nif.

- Profesores participantes

Dr Héctor N Torres- Profesor Titular FCE y N UBA. Invesfigador Superior
CONICET. Director del’ Inestituto de Investigaciones en Ingenierfa Gené-
tica y Biologia Mo1ecu]ar

Dra M1rtha Mar1a F]aw1a‘ Erofesora Asociada. FCEy N UBA Invest1gadora

Dr Norberto D Judewicz- Profesor Adjunto FCE y N UBA- Investigador Ad-
junto-CONICET.

Dra Susana Passeron. Profesora Titular- Investigadora Principal CONICET.
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Curso Practico

T
2

. Regulacién hormonal de la adenilato ciclasa de higado.

Purificacidén de la adenilato ciclasa de Neurospora crassa.

Determinacidén de pardmetros cinéticos y moleculares. ‘!

1

. Técnicas fisicas para el estudio de macromoléculas: Ultracen-

trifugacidén en gradientes; gradientes isopicnicos y sedimen-
tacién en gradientes. Concepto de densidad, volumen parcial
especifico y constante de sedimentacidn. Filtracidn en geles;
concepto de radio de Stokes. Cromatografia de intercambio
ionico e hidrofébica. Electroforesis en geles. Enfoque iso-
eléctrico. Espectrofotometria y espectrofluorometria de ma-
cromoléculas; sus distintos tipos.

. Purificaci6n de enzimas por columnas de anticuerpo moncclonal-

sefarosa.

. Electroblotting y precipitacién "in situ".
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Chem. 259 (18), 11408-11418. '
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Reconstitution of a Hormone-sensitive Adenylate Cyclase System,
the pure -adrenergic receptor and guanine nucleotide regulatory
protein confers hormone responsiveness on the resolved catalytic
unit . Richard A.Cerione, David R.Sibley, Juan Codina, Jeffrey L.
Benovic, John Winslow, Eva J.Neer, Lutz Birnbaumer, Marc G. Caron,
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