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UNIVERSIDAD DE BUENGS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
DEPARTAMENTO: QUIMICA BIOLOGICA
ASIGNATURA: REGULACION METABOLICA - ARO 1987
CARRERA: CURSO DE GRADO Y POST-GRADO ORIENTACION: QUIMICA BIOLOGICA
CARACTER: optativa
DURACION DE LA MATERIA: cuatrimestral
HORAS DE CLASE: a) Tedricas 90 hs. b) Problemas 30 hs.
c) Seminarios 30 hs. d) Laboratorio 330 hs.
e} Totales L8O hs,

PROGRAMA

Dr.Norberto Judewicz

Cinética Enzimitica: Orden de reaccidn. Teoria de los equilibrios rapidos.
TeorTa del estado estacionario. Inhibicidn enzim3tica: sus tipos. Activacidn
enzimdtica. Teorfa de los sistemas alostéricos: modelos. Cat3lisis enzimatica.
Modelos. :
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Dra.Maria Teresa Téllez-IRdn

Regulacidn de la actividad enzimdtica: Niveles de regulacidn. Induccién vy
represion. Modificaciones covalentes de las enzimas, Proenzimas. Fosfori-
lacidn enzimatica. Interaccidn de las enzimas con macromoléculas y metabo-
litos. Circuitos de retroinhibicién y/o modulacién. Concepto de sistemas
de amplificacién en cascads. Concepto de isoenzimas.

Dr.Alejandro A. Paladini

Propiedades de las biomoldculas: Absorcidn y dispersidén. Interacciones
solvente croméforo y croméforo-croméforo. Hipocromismo. Actividad dptica:
ORD y CD. Determinacidn de la estructura secundaria en proteinas por
medio del CD. Espectroscopia de flucrescencia: principios y aplicaciones,
Propiedades de las biomoléculas en solucidn: modelos hidrodindmicos. Vis-
cocidad. Radio de Stokes. Velocidad de sedimentacidn. Electroforesis.
Filtracién por geles. Equilibrio de sedimentacioén.

Dr.Héctor N. Torres

Estructura y funcidn de las membranas biolégicas: Componentes y modelos
de estructura de las membranas. Modelo de Daniell] y Dawson. Unidad d=
membrana. Modelo de Singer y Nicholson: concepto de fluidez. M&todos para
ei estudio de las membranas, Sistemas modelos: interfases agua-aire, Mem-
branas negras. Liposomas.

Dra.Mirtha M. Flawi3

Regulacidn de las funciones asociadas a membranas

Receptores: Receptores de membrana y accidn hormonal. Relacién entre acti-
vidad biolégica y "binding'. Identificacidn: consideracicnes generales,
Ensayos de 'binding' a cé&lulas y membranas. Cinética de la interaccidn
hormona-receptor. Anidlisis del ''steady state'. Cooperatividad negativa
versus heterogeneidad. Plot de Scatchard. Solubilizacidn de receptores,
Purificacion.

Receptores localizados en las membranas. Insulina: Generalidades, ensayo
y localizacidn del receptor de insulina. Mod Ficaciones enzimdticas. Cro-
matografia de afinidad. Purificacidn de] receptor. Subunidades. Endocitos
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Funcidn de los distintos polipéptidos, Protefna quinasa del receptor, Rela-
cién con los oncogenes y la trasformacidn celular,

Toxina del cdlera: Receptores. GM,. Estructura de 1a toxina. Binding de las
subunidades. Activacidn de la adenilato ciclasa. Modelo del receptor movil,
Mecanismos de fusign celular. Transferencia de receptores. Coupling con 1a
adenilato ciclasa.

Receptor de glucagdn: Caracterizacién. Solubilizacién. Purificacidn.

Receptores alfa y_beta adrenérgicos: Farmacologta. Agonistas y antagonistas,
Activacién de la Gs de la adenilato ciclasa. Interaccidn receptor-enzima.

Receptores de narcéticos: Enkefalinas. Endorfinas. Mecanismos de analgesia,
Inhibicién de T1a ciclasa, Relacidén con hormonas hipofisarias,

Receptcres de acetilcolina: Muscarinicos Yy nicotTnicos. Estructura y loca-
lizacion. Actividad ionéfora del canal de acetilcolina. Interaccidn 1Tpido~
protefna. Farmacclogfa.

Endocitosis: Desensibilizacién hormonal. Internalizacidn de receptores,
R e - . .
""Clathrin coated vesicles' y Receptosomas. Reciclaje,

Regulacidn de la accidn hormonal. Nucledtidos ciclicos,

Adenilato ciclasa: Localizacidn. Relacian con los fosfolfpidos, Peso molecu-
tar de la holoenzima. Caracteristicas termodinamicas de 13 reaccién. Accidn
de los nucledtidos sobre la actividad enzimatica. Efecto del GTP, Gpp-NH-p.
Desensibilizacién. Activacién por fluoruro, glucagén, toxina del cdlera, etc.
Solubilizacién. Parametros hidrodinamicos y moleculares. Estipulacidn hormo-
nal. Acoplamiento de] receptor a la enzima. Papel del GTE, €5 » 1Tpidos vy
movilidad de la membrana, Subunidades de 1a enzima: Componente catalitico y
componentes regulatorios. Anticuerpos monoclonales,

Requlacidn del componente catalftico: Acoplamiento con el componente regula-
torio. Regulacidn hormonal de 1a Ge y Gi. Subunidades i s sy iy Bi
Subunidad x . Funciones. Toxina Pertussis. Estructura. Modo de accidn. Me-

canismos de inhibicidn de 'a adenilato ciclasa, Estructura del componente C,
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Forskolina. Regulacién de la enzima en eucariontes inferiores,

Regulacidn de la Subunidad G: Actividad de GTPasa. ADP ribosilacidn.
Toxinasdel cdlera y Pertussis. Hormonas inhibitorias de la adenilato
ciclasa. Gi y Subunidad B. Mecanismos de accidn.

Reconstitucion de sistemas: Interaccién entre las distintas subunidades.
VesTculas fosfolipicas. Actividad de GTPasa y de b de GTP, Sistemas
homélogos purificados. Sistemas heterdlogos. Coupling R-G-C. RGS de mem-

branas de eucariotes superiores y componente C de eucariotes inferiores.
Evolucidén de las distintas subunidades.

Sistema G de membranas: Rhodopsina, transducina. Relacidn con los genes
''ras''. Oncogenes. Protefnas target. P21. Receptor del Factor de crecimien-
to epidérmico (EGF). GTPasa de los genes ras. Localizacién. Relacidn con
la Gs. Fosforilacién. Actividad de proteins quinasa. Binding de GTP. Ex-
presion de los genes ras en E.coli. Purificacidén de las P21. Genes ras
humanos y de levaduras,

Dra.Maria Teresa Téllez-ifdn

Regulacidn de ios niveles de AMP ciclico: Proteinas quinasas y fosfodieste-
rasas. Tipos de quinasa. Localizacidn, Estructura. Regulacidn de las sub-

unidades. Proteinas quinasas dependientes e independientes de AMP ciclico.
Ca** y Calmodulina.

Proteina guinasa C: Rol como sefial de superficie, Actividad promotora de
Tumores. Turnovgr de ios fosfoiipidos dei inositol. Diacilglicerol, Movi-
lizacidn del Ca . Respuesta celular. Esteres de forbol.

Proteinas quinasas y fosfodiesterasas de Eucariotes inferiores: Tipos de
quinasas. Regulacidon de las distintas subunidades.
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Receptores de hormonas vegetales: Auxinas y citoguininas, Localizacidn
intracelular. Propiedades y Purificacidn. Funciones. Segundos mensajeros.
Nucledtidos ciclicos. Adenilato ciclasa de leguminosas. Caracterizacién
y Purificacidon. Localizacidn en los distintos tejidos vegetales.

Regulacion de la expresidon de genes que codifican para hormonas en
animales trasgénicos: Introduccion de genes heterdlogos en animales.
Construccidon de genes por fusidn. Secuencias reguladoras. Promotor de
la metalotioneTna. Integracidon de los genes heterdlogos al DNA cromosé-
mico. Induccidn de la expresién. Expresidn en ratones transgénicos. Me-
tilacidon de los nuevos genes. Transmisidn hereditaria. Expresién de la
hormona de crecimiento. Fusidn: metalotioneina-hormona de crecimiento
humana. Correccidn parcial de enfermedades hereditarias.

Mecanismos de regulacion del proceso de contraccidn muscular: Placa neu-
romuscular., Componentes proteicos del misculo: Actomiosina. Sistema Tro-
ponina. Troponina B. Rol de la Ca™ intraceluiar. ATPasas. Proceso de con-
traccidn y relajacidn muscuiar. Regulacidn nerviosa y hormonal. Fosforila-
cidn.

Bases moleculares de la variabilidad de las inmuncglobulinas: Sintesis
de inmunoglobuiinas. Anticuerpos. Recombinacidn. Reordenamiento.

Anticuerpos monoclonales: Fusidn celular. Métodos de generacidn de anti-
cuerpos monoclonales. Ensayo y deteccidn. Aplicaciones: purificacion
por columnas de afinidad. Distintos usos.

Regulacion de la fijacidn del nitrdgeno: Simbiosis bacteria leguminosa.
infeccion y nodulacion. Propiedades y estructura del nédulo. Bacteroides.,
Nitrogenasas bacterianas. Purificacidon. Cinética de la fijacidén, Subuni-
dades. Genes que codifican los distintos polipéptidos, Operdn nif. Genes
regulatorios y estructurales. Glutamino sintetasa. Utilizacidon del NH,.
Inhibicidn por el oxigeno. Regulacidn de la expresién de los genes ni%.
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BIBLIOGRAFIA:

- Enzyme Kinetics, lrwin Segel

M
- The [j~adrenergic receptor: Rapid purification and covalent labeling
by photoaffinity crosslinking. Robert G.L. Shorr, Sarah L. Heald,
Peter W. Jeffs, Thomas N.Lavin, Mark W. Strohsacker, Robert J.Lefkowitz
and Marc G.Caron. J.Biol.Chenm., vel.79, 2778-2783 (1982).

- Reconstitution of the primary action of an hormone receptor using
solubiiized components. Michael Schramm, Yoav Citri, Gera Neufeld,
Mira Korner and Sara Eimer]. Adv.in Cyclic Nucl.Res., vol.14 (1981).

- Genetic Analysis of hormone-sensitive adenylate cyclase. Gary L.
Johnson, Harvey R. Kaslow, Zvi Farfel and Henry Bourne. Adv.in Cyclic
Nucl.Res., vol.13 (1980).

- Biochemical Properties of hormone-sensitive adenylate cyclase. El]iot
M.Ross. Ann.Rev.Biochem., vol.49, 533-564 (1580).

= Physical Biochemistry. Kensal Eward Van Holde, Prentice Hall.

- Experimental Techniques in Biochemistry, J.M.Brewer, A.J.Pesce and
R.B.Ashworth, Prentice Hall.

- G Proteins and Dual Control of Adenylate Cyclase. Alfred G, Gilman
(1984). cell 38 (3), 577-579.

- Message transmission: Receptor Controlled Adenylate Cyclase System.
Michael Schram and Zvi Selinger (1984), Science 225, 1350-1356.
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- Effects of Guanine Nucleotides and Mg on Human Erythrocyte N; and
Ng, the regulatory components of Adenylyl Cyclase. Juan Codina,
John 0. Mildebrandt, Lutz Birnbaumer and Ronald D.Sekma (198L),
J.Biol.Chem. 259 (18), 11408-11418,

Purification and Properties of the Inhibitory Guanine nucleotide-
binding regulatory component of Adenylate Cyclase. Gary M. Bokoch,
Toshicki Katada, Shon K.Northup, Michio Ui and Alfred G. Gilman
(1984), J.Biol.Chem. 259 (6), 3560-3567.

Reconstitution of a Hormone-sensitive Adenylate Cyclase System,
the pure -adrenergic receptor and guanine nucleotide regulatory
protein confers hormone respcnsiveness on the resolved catalytic
unit. Richard A.Cerione, David R.Sibley, Juan Codina, Jeffrey L.
Eenovic, John Winslow, Eva J.Neer, Lutz Birnbaumer, Marc G.Caron
and Robert J.Lefkowicz (1984), J.Biol.Chem. 259 (16), 9979-9982.

- Mutant ''ras'' Proteins and cell transformation. Rob Newbold (1984),
Nature 310, 628-629.

- Comparative Biochemical Properties of Normal and Activated Human
''ras'' p21 protein. John P. McGrath, Daniel J.Capon, David V.Golddel
and Arthur D. Levinson (1984), Nature 310, 64L-6L49,

The Role of Protein kinase C in cell surface signal transduction
and tumor promotion. Nishizuka,Y., Nature 308, 693, (1984),

- Stimulatory GTP Regulatory Unit N_ and the Catalytic Unit of
Adenylate Cyclase are Tightly Associated: Mechanistic Conseguences
Hadas Arad, Jurg P.Rosenbusch and Alexander Levitzki. Proc.Nat].
Acad.Sci. USA, vol.81, 6579-6583 (1984),
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- Message Transmission: Receptor Controlled Adenylate Cyclase

System - Michael Schramm and Zvi Selinger - Science vol.225,
1350-1356 (1984).

Protein Kinase Activities in Neurospora crassa. Judewicz ,N.D.,
Glikin,G.C. y Torres,H.N. Arch.Biochem.Biophys. 206; 87, 1980.

= Mn2+ Dependent Adenylate Cyclase in Rat Testis: Purification
and Properties. Kornblihtt,A.R., Flawid,M.M. y Torres,H.N.,
Biochemistry 20; 1262, 1981,

Cyclic Nucleotide Phosphodiesterase Activities in Neurospora
crassa, Téllez-IAdn,M.T., Glikin,G.C. y Torres,H.N. Biochem.J.

203, 611, 1982.

Soluble Adenylate Cyclase Activity in Neurospora crassa. Reig,J.A.,
Kornblihtt,A.R., Flawid,M.M. y Torres,H.N. Biochem.J. 207, 43, 198z,

Reconstitution of a Hormone-Sensitive Adenylate Cyclase with Membrane .
Extracts from Neurosporg and Avian Erythrocytes. Flawia,M.M.

Kornblihtt,A.R., Reig,J.A. and Torres,H.N. J.Biol.Chem. 258, 8255,
1983.°

- Monoclonal Antibodies to Neurospora Adenylate Cyclase. Molina y
Vedia,L., Torruella,M., Attar,R., Podestd,E., Reig,J.A., Flawia,M.M.
y Torres,H.N. Biochem.Biophys.Res.Commun. 113, 778, 1983.

Activation of Neurospora crassa Soluble Adenylate Cyclase by calmodulin.

Reig,J.A., Téllez-1fon,M.T., Flawid,M.M. y Torres,H.N. Biochem.J., 221,
541, 1984,
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- Characterization of N.crassa cAMP Phosphodiesterase Activated by
calmodulin. Tellez~Inen, N. 7., Ulleoa,R., Glikin,6.0. y Torres,H.N.
Biochem.J. 232, 425-430, 1985,

- Calmodulin and Ca2+ Dependent Cyclic AMP phosphodiesterase Activity
e fachizi Téllez-1/6n,M.T., Ulloa,R., Torruella,M. y Torres,H.N.
Mol.Biochem.Parasitol., in press, 1985,

- Chemical Probing of the Light-induced Interaction between Rhodopsin
and G-protein. Klaus P.Hofmann and Johannes Reichert. J.Biol.Chem.,

260, 7990-7995, 1985.

- The G-protein of Retinal Rod Outer Segments (Transducin). Nelly
Bennett and Yves Dupont. J.Biol.Chem.260, 4156-4168, 1985,

- Pertussis toxin inhibitor of chemoctaxis and the ADP-ribosylation of
a membrane protein in a human-mouse hybrid cell line. Peter S.Backiund
Jr., Bruce D. Meade, Charles R, Manclark, Giulio L.Cantoni and Robert
R. Aksamit. Proc.Natl.Acad.Sci. USA. 82, 2637-2641, 1985,

- Tyrosine phosphorylation within the amino-terminal domain of pp6o~ =Fe
molecules associated with polyoma virus middle-sized tumor antigen,
W.Yonemoto, M.Jarvis-Morar, J.S.Brugge, J.B.Bolen and M.A.lsrael.
Proc.Natl.Acad.Sci. USA. 82, L568-4572, 1985,

- Mutaticns of the ras genes product p21 that abolish guanine nucleotide
binding. Clanton,D. et al. Proc.Natl.Acad.Sci. USA. 83, 5076-5080, 1986,

- T.cruzi Adenylate Cyclase Activity. Purification, Characterization and
Preparation of Monoclonal Antibodies. Torruella,M., Flawia,M.M.,
Eisenschlos,C., Molina y Vedia,L., Rubinstein,C. y Torres,H.M.
Biochem.J. 234, 145, 1986,

ra. MIRTHA MARIA FLAWIA
Profesora Asociada
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- Reconstitution of a Hormone-Sensitive Adenyléte Cyclase with Membranes
from Rat Liver and Trypanosoma cruzi. Flawid,M.M., Torruella, M.,
Eisenschlos,C. y Torres,H.N. Biochem.J. 236, 185, 1986.

- Evidence on the Existence of a Gs Regulatory Protein in Trypanosoma
cruzi membranes. Eisenschlos,C., Paladini,A.A., Molina y Vedia,L.
Flawia,M.M. y Torres,H.N. Biochem.J. 237, 913, 1986.
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Curso Practico:
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Purificacién de la adenilato ciclasa de Neurospora crassa

Determinacién de pardmetros cinéticos y moleculares
Regulacidn hormonal de la adenilato ciclasa de higado

Técnicas fisicas para el estudio de macremolé&culas: Ultra=-
centrifugacidn en gradientes; gradientes isopTcnicos vy
sedimentacidn en gradientes, Concepto de densidad, volumen
parcial especifico y constante de sedimentacién. Filtracidn
en geles; concepto de radioc de Stokes, Cromatografia de
intercambio iénico e hidrofdbica. Electroforesis en geles.
Enfoque isceléctrico. Espectrofotometria y espectrofluoro-
metria de macromoléculas; sus distintos tipos

Purificacidn de enzimas por coiumnas de afinidad de anti-
cuerpo monoclonal=-sefarosa,

Electroblotting y precipitacién "in sity!

Adenilato ciclasa de Trypanosoma cruzi

Reconstitucién de sistemas heterdlogos R-G-C

app3? ribosilacién en s de T,cruzi y N.crassa

Nucledtidos ciclicos en sistemas vegetales,
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