Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Quimica Biologica
DEPARTAMENTO DE QUIMICA BI ICA
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ENTE ] EN E! \ E S0O:
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4) FECHA DE INICIACION: Inicio ler. Cuatrimestre 2005.
FECHA DE FINALIZACION: Final ler. Cuatrimestre 2005.

b) SEMINARIOS: 2.
¢) PROBLEMAS: 2.
d) LABORATORIOQ: 40 (posteriores a las teéricas).
6) FORMA DE EVALUACION: Examen escrito.
7) LUGAR DE DICTADO: INGEBL
8) PUNTAJE QUE OTORGA PARA EL DOCTORADO: § puntos.
9) N° DE ALUMNOS: Minimo: 10. Miiximo: 50.

10) ARANCEL PROPUESTO: 20 médulos.

PROGRAMA TEORICO
1 - Membranas biolégicas. Estructura. Fosfolipidos. Modelos de membranas.

2 - Receptores. Cinética de la interaccion ligando-receptor. Receptores de membranas y
accién hormonal. Relacion entre binding v actividad biologica Ensayos de binding a
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células y membranas. Cinética de interaccién hormona-receptor. Andlisis del steady
state. Identificacion. Cooperatividad negativa versus heterogeneidad. Plot de Scatchard.
Estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. Disociacion. Mondmeros y
polimeros. Purificacién. Distintos tipos de resinas. Filtracion por geles. Intercambio
i6nico. Ultracentrifugacion. Solubilizacién de receptores. Purificacion. Parémetros
moleculares e hidrodinamicos. Cromatografia de afinidad. Secuenciacién de péptidos.

3 - Receptor de insulina Generalidades. Ensayo y localizacién. Modificaciones
enziméticas. Cromatografia de afinidad. Purificacién del receptor. Subunidades.
Endocitosis. Funcién de los distintos polipéptidos. Proteinas quinasas de tirosina.
Mecanismos de autofosforilacién del receptor. Relacion con los oncogenes y la
transformacién celular. Clonado molecular del receptor. Andlisis de los diferentes
dominios de la secuencia Homologia con factores de crecimiento. Accién de insulina
en la transduccion de sefiales. Sustratos del receptor de insulina: IRS, She, PI3K, SH-
PTP2, PKB, GSK3, etc. Receptores de PDGF, EGF, NGF interleukinas. IRS en
Drosophila: CHICO.
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Activacion de la Gs de adenilil ciclasa Interaccién -enzima. Purificacion.
Topografia Zonas transmembranas. Localizacion de los sitios de binding. Glicosilacion.
Fosforilacion. Coupling con la adenilil ciclasa Homologia con receptores de rodopsina
y muscarinicos. Clonado. Receptores hibridos.

Mecanismos de activacién de las catecolaminas. Induccién del ligando. Seleccién
conformacional. Unién secuencial y estabilizacion conformacional.

5 . Receptor del glucagén. Caracterizacion. Solubilizacion Purificacién.
Secuenciacion.

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

7 - Receptores de canales. Muscarinicos y nicotinicos. Estructura y localizacion.
Interaccién  lipidos-proteinas. Clonado. Zonas transmembranas. Fosforilacion.
Glicosilacion. Unién al ligando. Cooperatividad entre los sitios. Formacién del canal
ibnico. Interaccién con la proteina Gi, etc.

8 - Regulacion de la accién hormonmal Nucledtidos ciclicos. Adenilil ciclasa.
Localizacién. Caracteristicas termodinaminas de la reaccion. Accién de los nucledtidos
sobre la actividad enzimatica. Efecto del GTP. GTP anilogos, toxinas y hormonas.
Parametros hidrodinamicos y moleculares.
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9- Tipos de adenilil ciclasa. Clonado, secuenciacion, homologias. Genes quiméricos.
Dominios cataliticos y regulatorios. Filogenia Interaccion con las proteinas G.
Activadores e inhibidores. Estructura molecular de la enzima Proteinas truncadas.
Regiones C1 y C2. Estructura de sitio activo. Estructura sandwich ap, BB, aB.
Mecanismos de accién de la forskolina Unién molecular de la forskolina a los
aminodcidos de sitio activo. Dominios regulatorios con proteina G. Dominios
regulatorios y cataliticos. Cinética de la produccién de cAMP. Clasificacién topologica
y funcional

10 - Toxina del célera. Receptores. GM1. Estructura de la toxina. Binding de las
subunidades. Activacion de la adenilil ciclasa Modelo del receptor mévil. Toxina
pertussis. Estructura. Modo de accién. Interaccion con subunidades inhibitorias.

11 - Proteinas G. Subunidades estimulatorias e inhibidoras (Gs-Gi). Subunidades.
Criterios para caracterizar una proteina G. Funciones reguladas por G. Estructuras
moleculares. Interacciones ligando-proteina G. Receptores proteina G. Proteinas 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 homologia de secuencias. Fusién de membranas. Reconstitucion de sistemas.
Liposomas. Proteinas G quiméricas. Interacciones con receplores, efectores y
subunidades. Estructura de las subunidades fy. Modelo propulsor W-D. “Toum-on” ¥
“tourn-off” del sistema. Mecanismos moleculares de liberacién de la ADP e hidrélisis
de la ATP.

12 - Regulacién del mecanismo de la visién. Receptor de rodopsina. Transducina.
Fosfodiesterasa y guanilato ciclasa. Interaccién entre las distintas subunidades. Retinitis
pigmentosa. Mutante rd. Proteinas quinasa de rodopsina Mecanismos de
desensibilizacion.

13 - Proteina G y canales iénicos. Apertura y cierre de canal K+ y canal Ca++. Patch
clamps. Receptores olfatorios y gustativos. Regulacién. Caracterizacion y segundos
mensajeros. PDE de AMP ciclico. Canales iénicos. G gust.
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serina/treonina. Familia de receptores TGF p.

15 - Genes ras. Proteinas target. P21. GTPasa Localizacion. Binding de GTP.
Expresion de los genes ras en Escherichia coli, Mutantes. Relaciones con la adenilil
ciclasa, crecimiento celular v fuentes de carbono. Clonado y secuenciacion. Genes ras
humanos. Proteinas small G, EPAC. Sistema ras/MAPK-GRb2-SOS-sistema ras/GAP-
via metabolica CSW. Factores de transcripcion jun y fos (AP1)-Ink. AMPy activacion
del CREB. Mecanismo JAK-STAT.

16 - Adenilil ciclasa en eucariotes inferiores y procariotes. Control por el AMP
ciclico del crecimiento y la diferenciacion. Proto y holociclasas. Adenilil ciclasa de
Neurospora crassa, Mucor rouxii, Trypanosoma cruzi, etc. Reconstitucién de sistemas:
receptor G-C. Subunidades homoélogas y heterdlogas. Anticuerpos monoclonales.
Evolucion de los distintos componentes proteicos. Adenilil ciclasa de cianobacterias.
Purificacién y caracterizacién. Hemiciclasas. Pasos transmembranas. Mecanismos
moleculares de formacion del cAMP. Caracterizacion molecular por el método del
doble hibrido del adenilil ciclasa de T. cruzi. Isoformas-T. brucei-ESAG. Transduccién
de sefiales en Saccharomices.

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

17 - Seilalizacién en plantas superiores. Sistemas fotomorfogenéticos. Fitocromo y
Criptocromos. Hormonas vegetales. Transduccién de sefiales hormonales: Auxinas,
Etileno, Giberelinas, Brasinoesteroides. Induccién vs Desrepresion como forma de
activacion en plantas.

1s-muMnmumm.mqmym&m
Tipos de quinasas. Localizacion. Estructura. Separacién. Titulacion de las subunidades.
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nucledtidos ciclicos. Fosfatasas de proteinas.

19 - Regulacién de las seiales extracelulares. Mecanismos asociados a Ca+2 y
calmodulina. Calmodulina. Estructura y funcién. Activacion de enzimas. Regulacién de
la concentracion intracelular de Ca+2. Hormonas que lo movilizan. Inhibidores del
sistema. Ciclo de los inositoles fosfato. Fosfolipasa C: tipos y funcién.

20 - Proteina quinasa C. Rol como sefial de superficie. Actividad promotora de
tumores. Diacilgliceron. Respuesta celular. Esteres de forbol. MAP quinasas. Relacion
con otros moduladores de la transduccién de sefiales. Proteinas quinasas que fosforilan
tirosina. Sustrato. Interrelacion del sistema quinasas de serina, tirosina y treonina
Receptores de factores de crecimiento.

21 - Receptores del olfato. Localizacion. Epitelio y bulbo olfatorio. Neuronas
sensoriales. Tipos de odorantes, aislamiento y caracterizacién. Puntos importantes de la
modulacién. Expresion de los receptores por cada neurona Reconocimiento de un
odorante a multiples receptores y modelos. Proteina Golf y adenilil ciclasa
Combinatorial de la olfacién. Cédigo de odorantes. Receptores de vamillin

22 - Receptores de gusto. Tipo de receptores. Sensores para los distintos sabores:
agrio, salado, dulce, amargo, umami. Gustducina. Estructura molecular de los receptores
TRI1 y TR2. Receptores de capsaicina. Receptores para el dulce. Estructura molecular.
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Receptores para somatostatina y dopamina.
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Tipos de receptores: receptores para aminas biogénicas, nucledtidos, eicosanoides,
lipidos y fosfolipidos. Receptores para hormonas peptidicas de alrededor de 40
hormonas glicoproteicas y receptores para neurotransmisores.

25 - Cide celular. Regulacién del crecimiento celular. Relacion con factores de
crecimiento. Sistemas de fosfoinositidos. Regulacion del ciclo en ovocitos de Xenopus,
levaduras y células de mamiferos. Ciclinas. Caracterizacién y participacién en las
distintas etapas del ciclo. Ubiquitinacion de ciclinas. Sustratos de p34. Regulacién del
ciclo por Rb.

Pmdl:;s Rac, Rho, Cdc42. Oncogenes ras, Src, P53, fos, jun, myc, CREM-CREB.
Mecanismos de transformacién celular. Actividad transformante de insulina y factores
de crecimiento.

PROGRAMA PRACTICO

- Puﬁﬁe:ibnpm’dﬂdelaquhmadepmtdmdepaﬂimdeAMPc(PKA)de
corazon bovino.

- Caracterizacion bioquimica de la PKA (dependencia de AMPc, binding a AMPc,
especificidad de sustratos y autofosforilacion de la subunidad regulatoria).

. Caracterizacién inmunologica utilizando anticuerpos especificos contra la subunidad
catalitica (ensayos de Western Blot). )

- Purificacién parcial de la fosfodiesterasa de AMPc (PDE) de corazén bovino.

. Caracterizacion bioquimica de la PDE (dependencia de calcio-calmodulina y Km de
AMPc)

- Puriﬁeaciénparcialdelnmlmduﬁmdecomzénbovﬁmydmimdéﬂdesu
actividad.

- Extraccion de membranas de segmentos externos de bastones (ROS).

- Purificacién parcial de transducina

- Ensayo de binding de GTP-y-[355].

- Obtencion de la constante dt afinidad (KA) de la transducina por el GTP utilizando
el método de Scatchard.

- Ensayo de ADP ribosilacion catalizada por toxinas. .

. Medicién de actividad de adenilato ciclasa Activacién por hormonas, forskolina,
nucleotidos, etc.

Universidad de Buenes Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Departamento de Quimica Biologica
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