PROGRAMA DE BIOLOGIA MOLECULAR ( curso E ae)

Interacciones auinmicas intermedias v débiles ‘en la estructura

de las biomoléculas:
instantianeos.

Interacciones electrostiaticas.
Fuerzas de Van der Waals.

Dipolos
La interaccidén hidro-

fébica. Puente de hidrdgeno.

Técnicas exnerinmentales en

Biolosia Molecular:

Difraccidn de rayos X y de
Centrifugacidn preparativa
de intercambio idnico y de
y electroenfoque. Técnicas
Espectroscopias de IR, UV,
Otras técnicas auxiliares.

neutrones. Microscopia Electrdnica.

y analitica. Cromatografias de adsorci
afinidad. Gel filtracidn.Zlectrofores:i:

radioquinic¢as. Técnicas irnuno’d"i as.
NMR, EPR, Raman y espectgyofluorimetria

-

.

Las Proteinas(revisidn):

Revisién de los modelos actuales acerca de la estructura de las

proteinas. Estructura secundaria y supersecundaria:Teoria de Demin:

Clasificacidén de las proteinas segin sus dominios. Métodos de
prediccidn de la estructura secundaria. Estructura terciaria y
cuaternaria. Dominios y Evolucidn molecular de las proteinas.
Métodos generales de aislamiento y purificacién de proteinas.

Acidos Nucleicos:DVNA(I)
Los A.N. como portadores de la informacidn genética:introduccidn
hiztdérica. Métodos de aislamiento y purificacién del DNA. Caracte-

rizacién del DNA. La estructura del DNA:
Enzimas que modifican la conformacién del DNA.

formas A,B,C,D,¥Y v

DNACIT)

Métodos de secuenciacidn de los A.N. Método de Sanger-Coulson.
Método de Maxam-Gilbert. Modificaciones recientes.Secuenciacidn
de RNA. ;

DNA(III).Contenido en DNA de los organismos vivientes: La paradcie

del Valor C. Estimacidn del niimero de genes en los organismos euca-

riotas. Cineticas de Cot de reasociacidén de DNA. DNA repetitivec ¥
DNA gatcdlite. Otros métodos experimentales de est@dlur la organiza-
cidn interna del genoma. Implicaciones evolutivas del DNA repetitic

DNA"egoista".
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DNACIV).Inestabilidad interna del material génico:

Transposones. Secuencias de insercidn(elemento I1S)..Especificidad
de los elementos transponibles. Posible mecanismo molecular de la
insercién de los elementos transpoéibles. Posible papel regulatorio
y evolutivo. Plasmidos y Transposones..

DNA(V).E1l Problema del reconocimiento especifico a nivel molecular

entre los A.N. y las proteinas.

La Cromatina: Componentes de la cromatina eucariota. Las histonas:

caracteristicas y clasificacién. Las proteinas no-histonas. La
estructura discontinua de la cromatina. El nucleosoma. Niveles de
estructuracidén superiores. El"andamiaje"proteico del cromosoma
metafasico. g : -

!l .
Replicacidn del DNA:Caracteristicas:semiconservatividad, secuen-

cialidad, sentido. Sintesis discontinua. Complejo multifactorial
de replicacién. Metilacidn del DNA y replicacidn.’ Relacién entre
replicacién y membrana. Replicacidén en Eucariotas:El Replicdn.

Segregacién de los nucleosomas.

Ingenieria Genética. Operaciones bisicas de la I.G. Endonucleasas

de restriccidn. Obtencidn de genes o fragmentos de DNA a clonar.

Vectores para I.G. Métodos de deteccidn de recombinantes.Expresidn

~de genes recombinantes. Problemas de seguridad y regulaciones de
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los experimentos. Aplicaciones:de la I.G. ¥y resultados hasta el

momento. Una nueva técnica: Los Hibridomas.

\

El RNA:Clases y caracteristicas generales. Obtencidén y purificacicn
de cada uno de ellos.mRNA:experimentos que llevaron a su’ prediccifn
y a.la demostracién de su existencia. Caracteristicas generales del
mRNA: vida media, tamafio, mono y policistronismo. Complementariedad

-~

respecto al DNA.

mRNA eucariota. Su precursor nuclear: el hnRNA. Extremo 5':CAP su

estructura y posible funcidn. Secuencias leader e hipdtesis de la

-

- h .’ . .

sefial’ en relacidén con el mecanismo de la traduccidn. Extremo 3':
poli A y posible funcidn. Secuencias del extremo 3!, Asociacidn
con proteinas(mRNP). Metilacidn. El mecanismo de rotura y empalme:

exones e intrones y su posible significado funcional y evolutivo.
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tRNA. La hipStesis del Adaptador. Reconocimiento del coddn.
Aislamiento y secuenciacién de tRNA. Estructura secundaria y
terciaria e importancia de las mismas en relacidén con su funcidn.
Problema del reconocimiento por parte de las aminoacilsintetacas.
Regulacidn de la produccidn de tRNA en funcién de la demanda.
Aspectos evolutivos relacionados con el tRNA.

rRNA v ribosomas. Componentes del ribosoma: caracteristicas de

las proteinas y P$NAS de procariotas y eucariotas. Métodos de

- ! = ! ., . .
~estudio y localizacidn de los componentes. Métodos de reconsti-

tucidén de la particula ribosomal "nativa'". Experimentos que demos-
traron que la sintesis proteica tiene lugar en los ribosomas. Reco-
nocimiento mRNA. Ribosoma en eucariotas:hipdtesis del"mecanismo de

barrido"deslizante o saltatorio.

0tros RNAs. RNA cromosdémico. cRNA. dsRNA. snRNA. Otros RNAs menore:
reguladores.

La Sintesis protefca(I). Primeras hipbétesis(enzimatica, del modelo

de copia directa, etc.). El cbdigo gendtico:introduceidn histérica

Experimentos previos que permitieron su posterior determinacidn.
Métodos de Niremberg'y de Khorana. Cédigo y excepciones a su
universalidad. Relaciones entre aminodcido y triplete y problemas

evolutivos que plantea.

Transcripcidn:lLos RNA pdimerassprocariotas y eucariotas. Aislamien

y caracteristicas. Sentido. Inhibidores de la transcripecidn.

Traducciédn. Sentido. Etapas:activacidén, iniciacidn, elongacidn y

terminacién. Factores que intervienen en procariotas y en eucariot:
problemas de aislamiento y estudio de su funcidn. Energética de la
traduccidén. Modificaciones postraduccionales de las proteinas.

Inhibidores de la traduccidén. Sintesis proteica no ribosomal:siste:
mas enzimiticos en los que tiene lugar. Utilizacidn de aminodcidos

D. y L . Implicaciones evolutivas.

Regulacidn de la expresién génica:(I)Procariota. Fendmenos de

adaptacidén enzimdtica en procariotas. Experimento de Monod-Jacob y
Pardee que les llevd a postular el modelo del operon lac. Aislamie
del represor y del operador. Caracteristicas de ambos. Promotores.
Represidén por catabolito. Generalizacidén del modelo del operon y

posibles sistemas de control. Mecanismo del Atenuados.Mecanismo de
regulacién autbgena. Mecanismo de antiterminacién. Control positiw
(operon ara). Oligonucleotidos reguladores en procariotas. Regulac

de la replicacién.
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II.Resulacidn en eucariotas: generalidades y problemas que plantea

su determinacién. Nivel transcripcional y postranscripcional.
Relacidén con la complejidad del mRNA eucariota y sus precursores.
Fendmenos de la determinacidn y de la diferenciacidn celular:Modelos
de Britten-Davidson y de Georgiev. El pro!’ema de las proteinas
reguladoras en eucariotas:posibles enfoques experimentales.Proteinas
no histonas como ‘reguladoras. Hormonas y regulacidn:Sistema de las
hormonas esteroides. Sistema TAT. Amplificacidn génica durante la
diferenciacién celular. Regulacién a nivel Traduccional. Sistema
Hemin: dsRNA y tcRNA: Modelo de Britten-Davidson.dsRNA y proceso

de traduccién en reticulocitos. Interferdn y dsRNA. Oligonucleotide:
reguladores en aucariotas. Regulacidn de la peplicacidén y de la
divisidn celular.
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