Ministerio de Culturay Educacion (Programa del afio 2010)
Universidad Nacional de San Luis
Facultad de Quimica Bioquimicay Farmacia
Departamento: Bioquimicay Cs Biologicas
Area: Biologia Molecular
| - Oferta Académica

Materia Carrera Plan Afo Periodo

BIOQUIMICA AVANZADA LIC. EN BIOLOGIA MOLECULAR 11/06 2010 1° cuatrimestre

Il - Equipo Docente

Docente Funcion Cargo Dedicacion
CIUFFO, GLADYSMARIA Prof. Responsable P.Tit. Exc 40 Hs
ALVAREZ, SERGIO EDUARDO Responsable de Préctico A.lra Semi 20 Hs
VILLARREAL, RODRIGO SEBASTIAN Responsable de Préctico JTP Semi 20Hs
SEGUIN, LEONARDO ROQUE Auxiliar de Préctico A.2daSimp 10 Hs
TORRES BASSO, MARIA BELEN Auxiliar de Préctico A.2daSimp 10 Hs

[l - Caracteristicasdel Curso

Credito Horario Semanal

Teorico/Préactico |Tedricas| Practicasde Aula | Pract. delab/ camp/ Resid/ PIP, etc. | Total

120 Hs Hs Hs 40 Hs 8Hs
Tipificacion | Periodo
B - Teoriacon précticas de aulay laboratorio 1° Cuatrimestre
Duracion
Desde Hasta | Cantidad de Semanas | Cantidad de Horas
08/03/2010 25/06/2010 15 120

IV - Fundamentacion

Laasignatura esta destinada a alumnos de la carrera de Lic. en Biologia Molecular. Esta orientada al andlisis de |os procesos
de reconocimiento molecular, procesos que juegan un rol importante para determinar larespuesta de las células alos
diferentes estimul os provenientes del medio ambiente en que se desarrollo lamisma. En el curso se estudiaran procesos tales
como interaccion hormona-receptor, droga-receptor, moléculas de adhesion celular y procesos relacionados, desde el punto
de vista fisico-quimico, bioguimico y farmacol égico. Recepcidn del mensagje y transduccion del mismo a medio intracelular
gue desencadene la respuesta fisiol6gica. Se analizan las diferentes metodologias para €l estudio de lainteraccion
ligando-receptor y de sus mecanismos de transduccion. Andlisis del problema desde una metodologia bioquimicay de
biologia molecular.

El curso tiene una modalidad tedrico-préactica, con activa participacion de los alumnos, através de seminarios y discusion de
problemas. Los Trabajos Préacticos de laboratorio, requieren de una modalidad en un médulo compacto de 40 hs, que se
dictan en una semana dedicada exclusivamente a la practica.

V - Objetivos/ Resultados de Aprendizaje

Son objetivos del presente programa:

a. La capacitacion del alumno en la comprension de los procesos de reconocimiento y su importante rol en el funcionamiento
del organismo.

b. Capacitacion del alumno en el andlisisy evaluacion de trabajos publicados, promoviendo una actitud criticaen el andlisis
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delos mismos.

c. Capacitacion experimental del alumno en técnicas de laboratorio de uso comin en el estudio bioquimico de proteinas
receptoras.

d. Capacitacion del alumno para el procesamiento y evaluacion de resultados experimental es con una actitud criticay en €l
disefio experimental.

VI - Contenidos

Programa Desarrollado

TEMA 1. El problema del reconocimiento molecular subyacente en procesos bioquimicos, tales como:

hor mona-r eceptor, droga-receptor, enzima-sustrato, DNA-binding protein, etc. Procesos fisico-quimicos que
determinan el reconocimiento molecular. Tipos de ener gias de interaccién que participan en los procesos
mencionados.

TEMA 2. Técnicas bioguimicas. técnicas de uso comun del labor atorio bioquimico. M étodos separ ativos: filtracion
por tamices moleculares. Cromatografia por intercambio iénico. Cromatogr afia de afinidad: aplicacion ala
purificacion de proteinas, ARN, anticuerposy otros. Ultrafiltracion. Solubilizacion y concentracion de proteinas.
Principios de separacién y aplicaciones. SDS-Page. Separacion de proteinas. Western einmunaoblotting parala
identificacion de proteinas. Inmunopr ecipitacion como método de andlisis, identificacion y purificacién de proteinas.
Ultracentrifugacion: método delas velocidadesy métodos del equilibrio de sedimentacion. Aplicacionesala
purificacion de plasmidosy DNA. Ventajasy desventajas de las difer entes metodologias. Aplicaciones.

TEMA 3. Receptores. Concepto de receptor es. Propiedades que definen a un receptor biolégico. El enfoque
farmacoldgico vs. el enfoque bioquimico. Teoria de receptores. Curva de saturacion. Gr&fico de Scatchard.

I nterpretacién deresultados experimentales. Estimacién del Kd y N. Significado de los sitios de binding. Cinética del
binding de receptor es Curvas de asociacion-disociacion: equilibrio de lainteraccion ligando-receptor. Estimacion del
Kd apartir del estudio cinético. Estudios de competencia: curvas de desplazamiento. Estimacion de IC50y Ki.
Métodos de estudio y analisis deresultados.

TEMA 4. Receptores de membrana: aspectos practicos del estudio dereceptores de membrana. Métodos de
preparacion. Ensayo de binding. M étodos de separacion del ligando “libre' del ligando 'unido'. Solubilizacién de
receptor es. Aspectos experimentales. Caracterizacion bioquimicay molecular delosreceptores. Analisis de casos.
Resolucién de problemas. Clonado de receptores: diferentes metodologias.

TEMA 5. Clasificacion delos receptores sobre la base de su estructuray mecanismos de transduccién. M ecanismos de
transduccion. Estructura de los receptoresy mecanismos de transduccién. Diferentes tipos de sefiales segun €l tipo de
receptor. Receptor es acoplados a canales iénicos. Ejemplos. Receptor es acoplados a proteina G (GPCRs). Receptores
con propiedades autocataliticas: autofosforilacion y fosforilacion de proteinas.

TEMA 6. Modelos dereceptor. Modelo de dos estados del receptor y modelo detres estados. Mutantes CAM:
mutantes constitutivamente activadas. Significado biolégico de las mismas. Situaciones patol6gicas. Resolucion de
problemas. Regulacion “up’y "down” del nimer o de receptores. Reciclado de receptoresvs. sintesisde novoy
regulacién de la sintesis. Desensibilizacion.

TEMA 7. Proteinas G. Diferentestipos de proteina G y su acoplamiento. Estructuray rol de las diferentes
subunidades. Biologia Molecular de proteinas G. Homologia entre las diferentes proteinas G. | dentificacion

Péagina 2




immunologica de las difer entes subunidades. Control dual de la adenilato cidasa. Acoplamiento a la adenilato cidasa
viala subunidad alfa s (estimulatoria) o alfai (inhibitoria). Activacion de proteina quinasa A (PKA).

TEMA 8. Equilibrio del acoplamiento receptor-proteina G. Efecto del sustrato. Estudios de reconstitucién. Sitios
regulatorios mediante toxina del clleray toxina pertusis. Lafamilia de las proteinas G. Proteinas G menores,
transducinas, protooncogenes. M étodos de estudio y car acterizacion de la asociacién receptor-proteina. Alteraciones
en la expresion de proteinas G durante el desarrollo, transformacion, diferenciacién y estados patol 4gicos.

TEMA 9. Mensajerosintracelulares: formas de acoplamiento, sefializacién intracelular y sus métodos de estudio.
Ensayosin vitrooin vivo para el estudio delarespuesta biolégica. M etabolismo deinositol fosfato como respuesta ala
activacion dereceptor es. Recambio de fosfolipidos. Proteinas G involucradas. Diferentes niveles deregulacion.
Activacion de proteinas quinasas por DAG (diacilglicerol). Movilizacion deiones Cay activacion de proteina quinasa
C. Interaccion entre mobilizacion de Cay PI turnover. Propiedades de las diferentes proteinas quinasas y formas de
estudio delas mismas.

TEMA 10. Receptor es autocataliticos. Autofosforilacién y proteinastirosina quinasas. M ecanismos de fosforilacion y
defosforilacion de proteinas, un delicado equilibrio. Activacién detirosina quinasas. Estructura del dominio catalitico.
Proteinastirosina fosfatasas. Cascadas de proteinas fosforiladasy activacion de MAP quinasas. Activacién delavia
JAK-STAT y activacién de genestempranos. Relacion con procesos de desarrolloy regulacion génica. | nteraccion en
la activacion de diferentes proteinas quinasas.

TEMA 11. El NO como intermediario en la transduccién de sefiales. Interrelacion entre distintas células mediada por
laformacion de NO. Rol neuroprotector y neur odegenerativo. NO sintetasa. Diferentesisoformas. Modelo estructural,
compar acion con citocr omo P450. I nhibidores de NOS. Guanilato ciclasa soluble. Secuestradores de NO.

TEMA 12. Integracion celular delas sefialesrecibidas. Cross-talk entre receptores. Diferentes niveles de integracion:
viadelasMAPK, via PI3K- Akt, acoplamiento con viasintracelulares.

VII - Plan de Trabaj os Practicos

TRABAJOS PRACTICOS:

1. Préctico de Bioenformética: busgueda bibliogréfica através de laMedline.

2. Cdlibracion de una columna de exclusion por tamafio molecular.

Separacion de proteinas del suero en una columna P-100.

3. Preparacion de membranas a partir de tgjido de rata.

4. Solubilizacion de proteinas.

5. Determinacion de la concentracién de proteinas mediante absorbancia a 280 nm y mediante la metodol ogia de Bradford.
6. Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE.

7. Transferencia de proteinas a una membrana de nitrocelulosa o PVDF.

8. Fosforilacion de proteinas mediada por 1a activacién de receptores de membranay reconocimiento de proteinas tirosin
fosforiladas mediante Western blot.

9. Activacion de Proteina quinasa C (PKC) y deteccidn por traslocacion a membrana mediante Western bl ot.

10. Uso del programa de andlisis estadistico de datos experimentalesy su graficacion.

SEMINARIOS: se propondran seminarios de discusion de trabajos de
reciente publicacion sobre los temas desarrollados durante €l curso de lasrevistas Cell, J.Biol. Chem., Nature u otros de
interés para el desarrollo del curso.
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VIII - Regimen de Aprobacién

EVALUACION: Se propone una evaluacion continua del curso con posibilidad de Promocion sin examen, paralo cual se
deben cumplir los siguientes requerimientos:

a. Serequiere una asistencia del 80 % alas clases tedrico-préacticas.

b. Se realizara una evaluacion continua del alumno através de su participacion en clase y mediante seminarios a presentar por
los alumnos.

c. Aprobacion de tres eval uaciones parciales, con caracter tedrico- préactico y metodologia alibro abierto combinada con
preguntas de opcién mdltiple.

d. Para mantener la condicidn de alumno promocional, los parciales deben ser aprobados en primerainstancia.

e. Aprobacion de los trabaj os précticos de laboratorio, los cuales tienen el caracter de irrecuperables por sus caracteristicasy
el costo de los mismos.

f. Evaluacién integradora que puede consistir en un seminario final, investigacion bibliografica o propuesta de un plan de
trabajo y seminario, determinado por el profesor oportunamente.

Para alumnos regulares:

Se deben cumplir los requisitos anteriores, a excepcién del f, con las siguientes modificaciones:
a. Asistencia requerida 70%.

b. Régimen de recuperaciones: de acuerdo alas ordenanzas vigentes.

I X - Bibliografia Basica

[1] BIBLIOGRAFIA.

[2] 1. BiologiaMolecular de la Célula- 3ra. Edicién. Autores: Albert y col.

[3] 2. Recombinant -DNA- 2nd. Edition. Autores: Watson, J.D, Gilman, M., Witkowski, J. and Zoller, L Editorial: Scientific
American Books-.

[4] 3. Biologia Celular y Molecular- Lodish, y col. 4ta. Ed. 2003.

[5] 4. G-proteins as mediators of cellular signalling processes.

[6] M.D. Houdlay and G. Milligan.

[7] 5. Receptor-effector coupling. Hulme E.C.(Ed.). IRL Press

[8] 6. Receptor-Ligand interactions. A practical approach. Hulme E.C. (Ed.)IRL Press
[9] 7. Protein purification. A practical approach.IRL Press

[10] 8. Affinity Chromatography. Pharmacia.

X - Bibliografia Complementaria

[1] 1. Phosphatasesin Cell metabolism and signal tranaduction. Vincent J.B.y Crowder, M.W. Springer-Verlag, Germany.
1995.
[2] 2. Céll, Nature, J. Biol. Cell. Publicaciones periddicas. de donde se elegiran los seminarios.

X1 - Resumen de Objetivos

Son objetivos del presente programa:

a. La capacitacion del alumno en la comprension de los procesos de reconocimiento y su importante rol en el funcionamiento
del organismo.

b. Capacitacion del alumno en el andlisisy evaluacion de trabajos publicados, promoviendo una actitud criticaen el andlisis
delos mismos.

c. Capacitacion experimental del alumno en técnicas de laboratorio de uso comin en el estudio bioquimico de proteinas
receptoras.

d. Capacitacion del alumno parael procesamiento y evaluacién de resultados experimentales con una actitud criticay en €l
disefio experimental.

X1l - Resumen del Programa

TEMA 1. El problemadel reconocimiento molecular subyacente en procesos biogquimicos.
TEMA 2. Técnicas bioquimicas: técnicas de uso comin del Iaboratorio bioguimico.
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TEMA 3. Receptores. Concepto de receptores. Propiedades que definen a un receptor biolégico. El enfoque farmacol 6gico
vs. €l enfoque bioquimico. Teoria de receptores.

TEMA 4. Receptores de membrana: aspectos précticos del estudio de receptores de membrana.

TEMA 5. Clasificacion de los receptores sobre la base de su estructuray mecanismos de transduccién.

TEMA 6. Modelos de receptor. Model o de dos estados del receptor y model o de tres estados.

TEMA 7. Proteinas G. Diferentes tipos de proteina G y su acoplamiento. Estructuray rol de las diferentes subunidades.
TEMA 8. Equilibrio del acoplamiento receptor-proteina G.

TEMA 9. Mensgjeros intracel ulares. formas de acoplamiento, sefializacion intracelular y sus métodos de estudio.
TEMA 10. Receptores autocataliticos. Autofosforilacion y proteinas tirosina quinasas. Mecanismos de fosforilacion y
defosforilacion de proteinas, un delicado equilibrio.

TEMA 11. El NO como intermediario en la transduccién de sefiales.

TEMA 12. MAPKs. Cross-talk entre receptores.

X111 - Imprevistos

La programacion podria verse afectada en caso de huelgas o enfermedad de docentes.
Larealizacion de los Trabaj os Practicos esta condicionada a la disponibilidad de recursos.

X1V - Otros
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