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IV - Fundamentacion

A partir de lafinalizacion de la secuenciacion del genoma humano, se conoce que una pequefia parte del mismo codifica para
genes especificos, mientras grandes regiones tienen otras funciones. El establecimiento de un programa de diferenciacion
celular o de desarrollo de un organismo en formacion es parte del programa preciso de control de la expresién génica. En este
curso se estudian las bases molecul ares de |os mecanismos que regulan la expresién génica, su implicanciaen el control de
procesos de diferenciaicdn celular y desarrollo.

V - Objetivos

- Capacitar a aumno en la comprensién de los mecanismos de regulacion de la expresidn génica, anivel transcripciona y
traducciona.

- Estudio del control de procesos vitales como €l ciclo celular y el desarrallo.

- Capacitacion del alumno en el andlisisy evaluacion de trabajos publicados, promoviendo una actitud criticaen el andlisis de
[os mismos.

- Entrenar al alumno en el uso de recursos experimentales de uso comun en el estudio de los procesos de regulacion de la
expresion génica.

- Promover en el dlumno el andlisisy evaluacion de resultados experimental es con una actitud criticaeiniciarlo en € disefio
experimental.

VI - Contenidos

TEMA 1. Elementos genéticos que controlan la expresién génica. Organizacion de los genes en oper ones. Promotor es.
Represores. Enhancers. Diferentes niveles en el control de la expresion génica. Concepto de regionesregulatorias en
ADNy ARNm.
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TEMA 2: Ciclo celular. Etapas déel ciclo celular. Sistemas de control dela division celular. M odelos que sirven para €
estudio ddl ciclo celular. Levaduras como modelo. Eventos criticos en € ciclo celular. Regulacion delatransicion
G2/M. El activador delafase S. El gen CDC28/cdc2/cdkl, actividad proteina quinasa. Ciclinas mitéticasy ciclinas de
fase G1. CiclinasD y E, su regulacién einteraccion con otras proteinas. | nhibidores mitéticos. Rol de Rb en € control
del crecimiento. MPF, Ciclinasy su interaccion con CDC2. Roles del complejo CDC2/ciclina. M ecanismos de
fosforilacion que controlan la activacion del factor MPF. M étodos y sistemas modelos de estudio. fosforilacion de la
Histona H3.

TEMA 3: Ciclo celular. Efectos del dafio de ADN sobre el complejo ciclina E/CDC2. Proteinas antitumor ales; p53.
Control deladivision celular en organismos multicelulares. Control social dela division celular. M ecanismos de
division celular en organismos multicelulares: factores de crecimiento. Como ciclan las células hacia € cancer.
Conceptos de cultivo celular: cultivo primario vs. lineas celulares: ventajasy desventajas. Concepto de apoptosis,
importancia en el desarrolloy su regulacion: rol delas caspasas.

TEMA 4: Mitosis. fasesy su control molecular. Regulacion molecular del proceso de division celular. M PF,
activacion, enzimas participantes. Rol de las diferentes ciclinas. Control de la formacion del huso acr omético.
Proteinas motoras en €l ensamblaje del huso. Control del paso de M etafase a Anafase: degradacion delasciclinas.
Citocinesis. Concepto de arresto celular. M odelos experimentales.

TEMA 5: La complejidad del genoma. Organizacion de los genes. I ntronesy exones. Genes con informacion genérica
y genesde diferenciacion tisular. Regiones de control transcripcional. Regiones metiladasy control dela
transcripcion. Zonas de repeticiéon en tandem. Factores que regulan la expresion génica: agentestransy cis activantes.
Genesy secuencias que lo flanquean. Motivos estructuralesreconocidos por e ADN. Enhancersy su especificidad
tisular.

TEMA 6: Métodos de estudio de la regulacion génica. Gel Shift para el estudio de proteinas con propiedad de binding
al ADN y ARN. Ensayos deretardo en geles cualitativo y cuantitativo. Genesreporteros. CAT, luciferasa, proteina
fluor escente verde. Purificacion de factoresde transcripcion por cromatogr afia de afinidad. Footprinting de ADN:
principios, reactivosy andlisis. Determinacion de los contactos aminoacidos-nucledtidos. Reactivos de clivaje
sitio-especifico. Tecnicasde Fet+2-EDTA. Footprinting in vivo. Ensayo de inmunopr ecipitacién de la cromatina (Chip).

TEMA 7: Regulacion en procariotes. Motivos Estructurales de proteinas de binding al ADN. El represor lac como
modelo de estudio. Revisién de conceptos. El fago lamdba: factoreslambday cro en el control delas faseslisogénicay
litica del fago. Andlisis de experiencias que per mitieron definir su mecanismo de control. CAP, lambay cro
pertenecen a lafamilia de motivos helice-turn-helice. Andlisis estructural dela interaccién DNA-proteina.

TEMA 8: Motivos Estructuralesde proteinas de binding al ADN.

Determinacién de la estructura de una proteina. Motivos hélice-turn-hélice. Hélice-loop-hélice. Cierre de leucina. Motivos de
dedos de zinc. Aspectos determinantes de la estructura proteica. Reconocimiento especifico de bases del ADN a secuenciasy
estructuras proteicas. Ejemplos de |os diferentes motivos. Homodimeros y heterodimeros de cierre de leucina.

TEMA 9: Interacciones ARN-proteinas. Estructura primariay secundaria del ARN. Tipos comunes de inter acciones.
I nter acciones aminoacil-tARN, nucleasas, funcion delosribosomasy ensamblaje del complejo ribosomal. Control
postraduccional. Regulacion deferritinay el receptor detransferrina. M etabolismo del Fe. Proteinasinvolucradas.
Evidencias delaregulacion traduccional. Estrategias para identificar elementosrespuesta en el ARNm. Estudio de
interacciones de binding. Aislamiento de proteinas con propiedad de binding al ARN.
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TEMA 10: Interaccién de ADN con receptor es comple os de esteroides, tiroides y acido retinoico. Biologia de los
receptores. Estructura del dominio y funcion. Subdominio. I nteracciones ADN-receptor. Especificidad de secuenciay
reconocimiento. Dimerizacién dereceptores. Ejemplosy aplicaciones.

TEMA 11: Laestructura de la cromatina como elemento regulatorio. Papel de las histonas, histonas acetilasasy
deacetilasas, metilacion, fosforilacion. Formacién de complejostrnascripcionales.

TEMA 12; Mecanismos celularesy moleculares que controlan el desarrollo. Drosofila como modelo de estudio. El
conocimiento de genes que regulan car acter es mediante técnicas de busqueda de genética clasica. Clonado de los
primeros genes por técnicas de DNA-recombinante. Tipos de genes queregulan el desarrollo. Polaridad
antero-posterior y dorso ventral. Genes que definen la subdivision del embrion: genes maternos, genes de
segmentacioén y genes homeoticos. Concepto de discos embrionarios. M ecanismos de transduccion de sefial que
involucra una proteina quinasa. Genes de segmentacion. M ecanismo queregula la polaridad dorso-ventral.

TEMA 13: Mecanismos celularesy moleculares que controlan €l desarrollo en animales superiores. Movimientos
morfogeneticos y mapa cor poral. Centro organizador de Stemman. Células madre embrionarias o stem cell. Usos en
la generacion de animales knock-out. Stem cell como células pluripotenciales. Stem cell neurales en el adulto.
Memoria celular, determinacién celular y valores posicionales. M odelos de estudio. Aplicaciones a tejidos especificos.

VI1I - Plan de Trabajos Practicos

Laboratorio

- Preparacion de ARN total, extraccion de tejidos animales. Medicion y célculo de la concentracion de ARN obtenido. indice
de pureza de |la preparacion.

- Purificacion de ARNm apartir del ARN total, mediante cromatografia de afinidad. Separacion en geles de agarosa
desnaturalizantes.

- RT-PCR. Amplificacion de un gen a partir de cDNA obtenido por metodol ogia de transciptasa reversay amplificacion.
Control del resultado en geles de agarosa no desnaturalizantes.

- Ensayo de retardo en geles. Reconocimiento DNA-proteina en geles de poliacrilamida no desnaturalizante.

. Northern blot: Separacion de RNA en geles desnaturalizantes. transferencia por capilaridad a membranas de Nylon.
Visualizacion de latransferencia por tincion.

Practicos de Aula
- Resolucion de problemas, discusion de metodologias y sus usos potenciales.

- Andlisis de casos.

- Seminarios: Andlisis critico y discusion de diferentes trabajos publicados referidos a los temas en estudio.
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VIII - Regimen de Aprobacién

EVALUACION: Se propone una evaluacion del curso por promocién sin examen, paralo cual se deben cumplir los
siguientes requerimientos:

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

b. Se realizara una eval uacion continua mediante seminarios a presentar por los alumnos y participacion activa en clases.
c. Aprobacidn de tres evaluaciones parciales, con caracter tedrico-préctico y metodol ogia combinada de opcion mdltipley
preguntas a desarrollar.

d. Evaluacion integradora que puede consistir en un seminario final, investigacion bibliogréfica o propuesta de un plan de
trabgjo.

e. Para mantener la promocion, € alumno no puede reprobar ninguno de los parciales en primerainstancia.

L os alumnos que pierdan la opcién de promaocion o que no retinan los requisitos de materias correlativas, podran regularizar
laasignatura. Para ello, deben cumplir con los requisitos a-d y los siguientes.

f. Siendo el curso de caracter teorico-préctico, se requiere una asistencia a clases del 70%.

0. Recuperaciones: El alumno tiene derecho a cuatro recuperaciones en total.

I X - Bibliografia Basica

[1] 1. Molecular Cell Biology. Albertsy col. 3ra. Edicion.

[2] Biologia Molecular de la Célula. Lodish- 4ta. edi. 2003

[3] 2. Recombinant DNA. Watson y col .2nd Edicion (1992).

[4] 3. Molecular Biology of the Gene. Watson y col. 4ta. Edicion..
[5] 4. Eukaryotic Transciption factors - $ta- Ed. Latchman.

[6] 5. Principios de Genética - Tamarin - Reverte 1996.

[7] 6. Genética- Griffithsy col- Interamericana 1993.

X - Bibliografia Complementaria

[1] DNA-protein: structural interactions.- Oxford - 1995

[2] 8. RNA-protein interactions.- Nagai y col.- Oxford 1994.

[3] 9. Mechanism of Protein Folding.- Painy col.- Oxford 1994

[4] 10. Seleccidn de trabajos recientes para seminarios de las revistas: Nature, Sciencey Cell.

X1 - Resumen de Objetivos

Capacitar al alumno en la comprension de los mecanismos de regulacion de la expresion génica, anivel transcripcional y
traducciona.

- Estudio del control de procesos vitales como €l ciclo celular y el desarrollo.

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

- Conocimiento de los recursos de laboratorio de uso comun en el estudio de |os procesos de regulacién de la expresion
génica.

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

X1l - Resumen del Programa

TEMA 1: Elementos genéticos que controlan la expresién génica
TEMA 2: Ciclo celular- Modelos de Estudio.

TEMA 3: Ciclo celular- Etapas- Dafio al ADN.

TEMA 4. Mitosis- Regulacion molecular de lamitosisy citocinesis.
TEMA 5. Lacomplejidad del genoma. Organizacion de los genes.
TEMA 6. Métodos de estudio de laregulacion génica.

TEMA 7. Regulacion en procariotes.

TEMA 8. Motivos estructurales de proteinas de binding a ADN.
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TEMA 9. Interacciones ARN-proteinas- Regulacion a nivel traduccional.

TEMA 10. Interaccién de ADn con receptores de esteroides.

TEMA 11. Estructura de la cromatina.

TEMA 12. Mecanismos celulares y moleculares que controlan €l desarrollo. Drosofila como modelo de estudio.
TEMA 13. Mecanismos celulares y moleculares que controlan el desarrollo en animales superiores.

X1 - Imprevistos
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