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1- INSTITUTO: DE INVESTIGACIONES EN INGENIERIA GENETICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR -lNGEBI_.

2.- CARRERA de: a) Licenciatura en Ciencias Qufmicas y Cs. Biol6gicas.
b) Doctorado y/o post-grado en Cs. Quimicas y Cs. BiolGgicas.

3.- ler. Cuatrimestre de 1994,

4.- CODIGO DE CARRERA: 01 y 05,

5.- MATERIA: BIOQUIMICA AVANZADA- REGULACION METABOLICA

Directora: Dra. Mirtha M. Flawia.
CODIGO: 6101

6.- PUNTAJE PROPUESTO: 5 puntos.
7.- PLAN DE ESTUDIO afio 1482 (05)
8.- CARACTER DE LA MATERIA: Optativa,
9.- DURACION: Un cuatrimestre.
10.- HORAS DE CLASES SEMANAL:

a) Teoricas: 12.

b) Problemas: 6.

c¢) Seminarios: 2

d) Total de horas de laboratorio: 40.

11.- CARGA HORARIA TOTAL: 240.

12.- ASIGNATURAS CORRELATIVAS: Qufmica Biolégica - Biologfa Celular.
13.- FORMA DE EVALUACION: Examen escrito.

14.- PROGRAMA ANALITICO
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PROGRAMA TEORICO

1994

REGULACION DE LAS ' FUNCIONES ASOCIADAS A MEMBRANAS.
TRANSDUCCION DE SENALES

Receptores. Receptores de membranas y accién hormonal. Relacién entre
binding y actividad biolégica. Identificacién. Consideraciones generales. Ensayos
de binding a células y membranas. Cinética de interaccibn hormona-receptor.
Andlisis del steady state. Cooperatividad negativa versus heterogeneidad. Plot de
Scatchard. Solubilizacién de receptores. Purificacién. Pardmetros moleculares e

hidrodindmicos.

Receptor de insulina. Generalidades. Ensayo y localizacién. Modificaciones
enziméticas. Cromatograffa de afinidad. Purificacién del receptor. Subunidades.
Endocitosis. Funciéon de los distintos polipéptidos. Protefnas quinasas de serina y
tirosina. Mecanismos de autofosforilacién del receptor. Relacién con los oncogenes
y la transformacién celular. Clonado molecular del receptor. Anélisis de los
diferentes dominios de la secuencia. Homologfa con factores de crecimiento. Acci6n
de insulina en la transduccién de sefiales.

Receptores alfa y beta adrenérgicos. Farmacologfa. Agonistas y antagonistas.
Activacién de la Gs de adenilil ciclasa. Interaccién receptor-enzima. Purificacién.
Topograffa. Zonas transmembranas. Localizaciébn de los sitios de binding.
Glicosilacién. Fosforilacién. Coupling con la adenilil ciclasa. Homologia con
receptores de rodopsina y muscarfnicos. Clonado. Receptores hfbridos.

Receptor del glucagén. Caracterizacién. Solubilizacién. Purificacién.
Secuenciacién.

Receptores de narcéticos. Enkefalinas. Endorfinas. Tipos de receptores.
Estructura. Segundos mensajeros. Inhibicién de la adenilil ciclasa. Mecanismos de
analgesia. Relacién con hormonas hipofisiarias.

Receptores de acetil colina. Muscarfnicos y nicotfnicos. Estructura y
localizacién. Interaccién Ifpidos-protefnas. Clonado. Zonas transmembranas.
Fosforilacién.  Glicosilacién. Unién del ligando. Cooperatividad entre los sitios.
Formacién del canal 1i6nico. Interaccién con la protefna Gi, etc.
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REGULACION DE LA ACCION HORMONAL. NUCLEOTIDOS CICLICOS.

Adenilil ciclasa. Localizacién. Peso molecular de la holoenzima. Caracterfsticas
termodindmicas de la reacién. Accién de los nucleétidos sobre la actividad
enzimética. efecto el GTP. GTP andlogos. F, Al, toxinas, y hormonas. Pardmetros
hidrodindmicos y moleculares.. Tipos de adenilil ciclasa; clonado, secuenciacién,
homologfas. Filogenia. Interaccién con las protefnas G. activadores e inhibidores

Toxina del célera. Receptores. GMi. Estructura de la toxina. Binding de las
subunidades. Activacién de la adenilil ciclasa. Modelo del receptor mévil. Toxina
pertussis. Estructura. Modo de accién. Interaccién con subunidades inhibitorias.

Proteinas G. Subunidades estimulatorias e inhibidoras (Gs-Gi). Subunidades.
Criterios para caracterizar una protefna G. Funciones reguladas por G. Estructuras
moleculars. Interacciones ligando-protefna G. Receptores-protefina G. Protefna G y
efectores. Proteinas G. y membranas. Modificaciones covalentes. ADP ribosilacién.
Actividad de GTPasa. Diferentes tipos de G (Gs, Gi, Go, Gp, etc.). Clonado molecular,
zonas de homologfa de secuencias. Modelo de Halliday. Fusi6én de membranas.
Reconstitucién de sistemas. Liposomas. Proteinas G quiméricas.

Regulacién del mecanismo de vision. Receptor de rodopsina. Transducina.
Fosfodiesterasa y guanilato ciclasa. Interaccién entre 1s distintas subunidades.
Retinitis pigmentosa. Mutante rd. Protefnas quinasa de rodopsina. Mecanismos de
desensibilizacién.

Proteina G y canales i6nicos. Apertura y cierre de canal K% y canal Cat+.
Patch clamps.

Receptores olfatorios y gustativos. Regulacién. Caracterizacién y segundos
mensajeros. PDE de AMP ciclico. Canales iénicos. G gust.

Regulacién de la contracciéon muscular. Protefnas del tejido musculat.
Miosina. Actina. Tropomiosina B. Sistema Troponinas. Papel del Ca++ en la

contraccién muscular ATPasa Ca++. ATPasa de las cabezas de Miosina. Modelos de

contraccién muscular (Davis, Power stroke, etc.). Transmisién del impulso

nervioso. Placa neuromuscular.Muscu,lo liso. Protefnas quinasas y fosforilaciones.

Fosfolipasas A2. Estructura. Funcién y regulacién.

Guanilil ciclasa. Receptores y ligandos telacionados.

Segundos mensajeros del SNC. Sefiales concertadas. Aprendizaje y memoria.




g M.M.FLAWIA

Sistema del éxido nitrico. EI NO como segundo mensajero. Rol inmunolégico.
Interaccién NO-GMP cfclico. Transduccién de sefiales. Caracterizacén de la NOS.

Guanilil ciclasa soluble.

Genes ras. Protefnas target. P21. GTPasa. Localizacién. Binding de GTP. Expresi6n
de los genes ras en Escherichia coli. "Mutantes. Relaciones con la adenilil ciclasa,
crecimiento celular y fuentes de carbono. Clonado y secuenciacién. Genes ras

humanos. Proteinas small G.

Adenilil ciclasa en eucariotes inferiores y procariotes. Control por el AMP
ciclico del crecimiento y la diferenciacién. Proto y holociclasas. Adenilil ciclasa de
Neurospora crassa, Mucor rouxii, Trypanosoma cruzi, etc. Reconstitucién de sistemas:
receptor G-C. Subunidades homélogas y heter6logas. Anticuerpos monoclonales.
Evolucién de los distintos componentes proteicos. Adenilil ciclasa de cianobacterias y
rizobium. Purificacién y caracterizacién.

GDF (globin derived factors). Novel sistema de activacién de la adenilil ciclasa de T.
cruzi. Efecto en la metaciclogénesis.

Adenilil ciclasa de plantas superiores. Localizacién. Purificacién.
Regulacién por Ca y calmodulinas. Protefnas G. Localizacién. ADP ribosilacién.
Regulacién por la luz. Guanilato ciclasas. Localizacién, caracterizacién y
regulacién por auxinas y citoquininas.

Proteinas G en plantas. Tipos de G. ADP ribosilacién. Regulacién por la luz.

Sefiales transmembranas y defectos genéticos.
REGULACION DE LOS NIVELES DE AMP CICLICO.

Proteinas quinasas y fosfodiesterasas. Tipos de quinasas. Localizacién.
Estructura. Separacién. Rotulacién de las subunidades. Quinasas dependientes e
independientes de AMP ciclico. Fosfodiesterasas de nucle6tidos cfclicos.

Regulacién de las sefiales extracelulares. Mecanismos asociados a Ca+2 y
calmodulina. Calmodulina. Estructura y funcién. Activacién de enzimas.
Regulacién de la concentracién intracelular de Ca2+. Hormonas

que lo movilizan. Inhibidores del sistema. Turnover de los fosfolfpidos del inositol.
Ciclo de los inositoles fosfato. Fosfolipasa C: tipos y funcién.

Proteina quinasa C. Rol como sefial de superficie. Actividad promotora de
tumores. Diacilglicerol. Respuesta celular. Esteres de forbol. MAP quinaasas,
Relacién con otros moduladores de la transduccién de sefiales.

Protefnas quinasas que fosforilan tirosina. Sustratos. Interrelacién del
sistema quinasas de serina, tirosina y treonina. Receptores de factores de
crecimiento.
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Fosfatasas de protefnas fosforiladas en serina, treonina y tirosina,

CICLO CELULAR

Ciclo celular. Regulacién del crecimiento celular. Relacién con factores de
crecimiento. Sistemas de fosfoinosftidos. Regulacién del ciclo en levaduras y
células de mamiferos. s

Oncogenes. Oncogen ras. Src. P53. Jun. Fos. Myc. CREM. CREB. Oncogenes y
mecanismos de (ransformacién celular. Actividad transformante de insulina y

factores de crecimiento.
REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES.

Animales transgénicos. Introduccién de genes heter6logos en animales.
Construccién de genes por fusién. Secuencias reguladoras. Promotores.
Metalotioneina. Integracién de los genes heterélogos en el DNA cromosémico.
Inducciéon de la expresién. Expresién en ratones transgénicos. Metilacién de los
nuevos genes. Transmision hereditaria.

Regulacién de la expresion de genes. Hormona de crecimiento. Promotores.
Regulacién. Integracion. Anélisis del DNA-RNA y protefnas de fusién. Induccién de
la expresién. Correccién de enfermedades hereditarias. Thy 1, elastasa. Antfgenos
de SV40; cmyc; cfos; alfa fetoprotefna, insulina, gamma y beta globina; protamina,
beta lactoglobulina, etc. Regulacién de promotores. Terapias génicas. Correccién y
obtencién de mutantes. Mutagénesis dirigida para suprimir genes en animales
transgénicos.

Regulacién de Ia expresién de genes en plantas. Agrobacterium
tumefaciens. Infeccién. Pldsmido Ti; T-DNA; genes vir. Regulacién. Induccién.
Siringonas y flavonoides. Proceso de transferencia. Oclopinas y nopalinas. Genes
marcadores. Genes quimeras. Expresién de genes bacterianos en plantas. Plantas
resistentes a plaguicidas, antibidticos e insectos. Clonado de genes lux. Expresién.
Genes regulados por fitoctomos y luz.

Regulacion de la fijacion de nitrégeno. Simbiosis bacteria-leguminosa.
Infeccién y nodulacién. Propiedades y estructura del nédulo. Genes. Bacteroide.
Nitrogenasas. Purificacién. Cinética de la fijacién. Subunidades. Genes que
codifican los distintos polipéptidos. Operon nif. Genes regulatorios y estructurales.
Glutamino sintetasa. Ulilizacién del NH. Inhibicién por el 02. Regulacién. de la
expresion de los genes nif. Mutantes. Genes Fix. Regulacién. Interaccién con genes
Nif. Clonado y secwuenclacion.
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PROGRAMA PRACTICO.

- Caracterizacién, purificacién y regulacién de adenilil ciclasas de eucariotes
inferiores y superiores.

- Protefnas G: purificacién y caracterizacién, actividad GTPasa, unién de GTP y ADP
ribosilacidn.

- Reconstitucién de sistemas h.elerélogos R-G-C.

- Transduccién de sefiales en plantas.

- Purificacién parcial de quinasaas de protefna C de cerebro. Dependencia de CaZ+ y
fosfolipidos.

- Adenilil ciclasa de T. cruzi. Activacién por péptidos derivados de globina.

En cada tema se desarrollardn clases de problemas y seminarios.
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