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Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular

LUNES 24 SEPTIEMBRE
10:30-13:00 INSCRIPCION
15:00-15:15 INAUGURACION
15:30-17:00 CONFERENCIA INAUGURAL
Salén Pirigallo

SIGNAL TRANSDUCTICON FROM THE MEMBRANE TO THE NUCLEUS: NOVEL MOLECULAR MECHANISMS
"J. Silvio Gutkind, Oral and Pharyngeal Cancer Branch, NIDCR, National institutes of Health, Bethesda, MD 20892, USA.

17:00-17:30 Café
17:30-19:30 SIMPOSIOI
Salon Pirigalio

ESTRUCTURA, FUNCION Y EVOLUCION DE PROTEINAS
Coordinador: Dr. Emilio Cardemii

LA ACETIL XILANO ESTERASA Il DE Penicillium purpurogenum: ESTRUCTURA DE UNA PROTEINA OBTENIDA A UNA RESOLUCION
MENOR A 1 ANGSTROM. Eyzaguirre.J. Laboratotio de Bioquimica. Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catélica de
Chile.

MECANISMO DE ACCION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA. Cardemil. E., Jabalquinto, AM., Gonzalez-Nilo,F.D. y
Bazaes, S. Departamento de Ciencias Quimicas, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile y Departamento
de Qu{imica, UMCE, Santiago.

MECANISMO DE RENATURACION in vitro DE TUBULINA. Monasterio, O. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile.

Conferencia Severo Ochoa:

ANALISIS EVOLUTIVO DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCION EN PROTEINAS REDOX FOTOSINTETICAS (Evolutionary analysis
of the structure-function relationships in photosynthetic redox proteins) De la Rosa, M.A., Hervas, M., Navarro, J.A., Diaz-Quintana, A,
De la Cerda, B, Molina-Heredia, F.P., Balme, A., Murdoch, S.P., Lange, C., Diaz-Moreno, 1. Y Duran, R. Instituto de Bioquimica Vegetal
y Fotosintesis, Universidad de Sevilla y Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

19:45-20:45 SESIONDIAPOSITIVAS IHI

SESION DIAPOSITIVAS I: EXPRESION DE PROTEINAS EN SISTEMAS VEGETALES

Salon: Pirigallo
Presidente: Dra. Luz Maria Perez
Secretario: Dr. Xavier Jordana

19:45 11 EVALUACION DE LA PARTICIPACION DE LA PROTEINANPR1 EN LA ACTIVACION TEMPRANA DE GENES INDUCIDA
POR ACIDO SALICILICO EN Arabidopsis thaliana. (Evaluation of the NPR1 protein participation in early activation of
genes induced by salicylic acid in Arabidopsis thafiana}. Uquillas C., Blanco F., Letelier |., Holuigue, L. Dpto.
Genética Motecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catélica de Chile.

20:00 1.2 PARTICIPACION DE PROTEINA-G EN LA RESPUESTA DE HIPERSENSIBILIDAD DE Citrus limon FRENTE A Alternaria
alternata (Participation of G-protein in the hypersensitive response of Citrus limon against Altemaria alternata).
Ortega, X'?, Velasquez, JC', Pérez, LM'. 'Lab. Bioguimica, Fac, Cs. Salud, Universidad Andrés Bello, *Universidad
de Chile.
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20:15 1.3 FACTORES VIRALES QUE INDUCEN RESPUESTA TIPO-HR EN TABACOS SENSIBLES INFECTADOS POR TMV-
Cg.(Viral factors induce an HR-like respense in sensitive tobacco infected with TMV-Cg) Ehrenfeld, N., Stange, C.,
Medina, C., Cafidn, P., Espinoza, C. y Arce-Johnson, P. Dpto. Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de
Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

20:30 L4 INDUCCION DE UNA DESHIDRINAEN D. antarctica Desv. DURANTE LA ACLIMATACION AL FRIO (Induction of a
dehydrin in D, anfarctica during cold acclimation). Olave, N., ‘Ruiz, S., Estay, A., Bravo, L.A. y Corcuera, L.J. Departa-
mento de Botanica, Universidad de Concepcidn.’Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnelogia. Universidad de Talca.

SESION DIAPOSITIVAS Il: ESTRUCTURA DE PROTEINAS |

Salén: Nevado
Presidente: Dr. Juan Olate
Secretario: Dr. Juan Carlos Slebe

19:45 11 ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE LA CISTEINA SINTETASA (CysK) DE Bacillus stearothermophilus V (structural
studies about the cysteine synthase (CysK) of Bacillus stearothermaphilus V). Saavedra, C., Encinas, M.V., Araya,
M., Gonzélez, D. y Vasquez, C., Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile.

20:00 1.2 ROLDEL ASP-153 EN LA ACCION CATALITICA DE LA AGMATINASA DE Escherichia coli: MODIFICACION QUIMICA,
MUTAGENESIS SITIO-DIRIGIDA Y MODELAJE MOLECULAR (Role of Asp-153 in catalysis by Escherichia coli
agmatinase: Chemical modification, site-directed mutagenesis and homology modelling) Salas, M.!, Rodriguez,
R.2, Uribe, E.', Lépez, V', Lépez, N.2, Qrellana, M',, Pérez, E* Carvajal, N.?

'Departamento de Biologfa Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion. 2Centro de
ingenieria Genstica y Biotecnolegia, La Habana, Cuba. *Laboratorio de Bioquimica, Universidad de Valencia, Espafia.

20:15 1.3 IDENTIFICACION DE SUBTIPOS DE ADENILIL CICLASA EN OOCITOS DE Xenopus laevis. (ldentification of subtypes
of adenylyl cyclase in Xenopus lagvis cocytes). Guzmaén, L., Romo, X., Brito, M., Soto, X., Hinrichs, M.V y Olate, J.
Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Bicldgicas, Universidad de Concepcion, Concepcién.
Patrocinio: Juan Olate

20:30 1.4 LAMUTACION S*N EN EL DOMINIO HELICE DE LA PROTEINA Gas HUMANA AFECTA EL INTERCAMBIO BASAL
GDPI/GTP. (The S*N Mutation in the Helical Domain of Human Gas Affects Its GDP/GTP Exchange Rate). Brito, M.,
Soto, X., Guzman, L., Romo, X, Hinrichs, M.V y Olate,J. Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad de Concepcion, Concepcion. Patrocinio: Juan Qlate.

21.00 COCKTAILY CENA

MARTES 25 SEPTIEMBRE
9:00-11:00  SIMPOSIOI
Salén Pirigallo

TRANSDUCCION DE SENALES
Coordinador: Dr. Juan Olate

SIGNALLING DURING EGG ACTIVATION AT FERTILIZATION. Jaffe L.A.. Department of Physiclogy, University of Connecticut, Health
Center, Farmington, CT 06032 Connecticut, USA.

THE ROLE OF SRC FAMILY KINASES IN EGG ACTIVATION AT FERTILIZATION. Foltz. K. Department of Molecular, Cell and Develop-
mental Biology, University of California, Santa Barbara, California, USA.

CELL CYCLE ARREST OF UNFERTILIZED MATURE EGGS: META II-CSF OR G1-CSF. Kishimoto T. and Tachibana K. Laboratory of
Cell and Developmentat Biology, Tokyo Institute of Technology, Nagatsuta, Midoriku,Yokchama, 226-8501, Japan.
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FERTILIZATION BLOCKS APOPTOSIS OF STARFISH EGGS BY INACTIVATION OF THE MAP KINASE PATHWAY. Sasaki K. and
Chiba K. Department of Biology, Ochanomuzi University, 2-1-1, Bunkyo-ku, 112-8610, Tokyo, Japan.

11:00-11:30 Café
11:30-13:00 CONFERENCIA PABMB
Salén Pirigallo

ALFA-HIDROXIACIDO DEHIDROGENASAS Y METABOLISMO DE AMINOACIDOS AROMATICOS EN LOS TRYPANOSOMATIDOS.
Cazzulo. J.J., Universidad Nacional del General San Martin, Buenos Aires, Argentina.

13:00-14:3¢ Almuerzo

14:30-17:00 SESION DIAPOSITIVAS Ity IV

SESION DIAPOSITIVAS IIl: REGULACION GENICA

Salén: Pirigallo
Presidente: Dra. Jenny L_Fiedler
Secretaria: Dra. Paulina Bull

14:30 WM.1 MODELO DE INTERACCION ENTRE EL FACTOR DE TRANSCRIPCION RUNX2/PEBP2¢ AICBFA1 Y EL DOMI-
NIO DE TRANSACTIVACION MH2 DE SMAD-2 (Interaction model between transcription factor RUNX2/
PEBP2aA/CBFAt and MH2 transactivation domain of Smad-2) Villagra, A., Bunster, M. y Martinez-
Oyanedel, J. Laboratorio de Biofisica Molecular, Departamento de Bioiogia Molecular, Universidad de
Concepcion.

14:45 .2 MAPEO DE LOS DOMINIOS FUNCIONALES DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NURR1. (Functional domain mapping
of the transcription factor Nurr1). Galleguillos, D., Andrés, M.E.. Departamento de Biologia Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catolica de Chile.

15:00 .3 PARTICIPACION DE P300 EN LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DEL PROMOTOR DE
OSTEOCAL.CINA DE RATA. (Involvement of p300 in the regulation of the transcriptional activity in the rat osteocalcin
promoter). Sierra, J.; Villagra, A_; Arenas, F.; Puchi, M.; Imschenetzky, M. y Montecino, M. Dpto. Biologia Molecular,
Universidad de Ccncepcidn.

15:15 .4 REMODELACION NUCLEOSOMAL EN EL PROMOTOR PROXIMAL DEL GEN DE OSTEQCALCINA DE RATA MEDIADA
POR COMPLEJOS SWI/SNF. (Nucleosome remodeliing at the rat osteocalcin gene proximal promoter mediated by
SWI/SNF complexes). Gutiérrez, J., Imschenetzky, M., Montecine, M. Dpto. Biologia Molecular, Facultad de Ciencias ‘
Biolégicas, Universidad de Concepcién.

15:30 N5 EL RECEPTOR DE VITAMINA D3 INTERACCIONA DIRECTAMENTE CON EL FACTOR DE TRANSCRIPCION
Runx/Chfa FORMANDQ UN COMPLE.JO QUE SE UNE AL PROMOTOR DISTAL DE OSTEQOCALCINA DE RATA,
(The Vitamin D3 Receptor interacts directly with the transcription factor Runx/Cbfa and forms a complex
that binds to the distal rat osteocalcin gene promoter). Paredes, R., Gutiérrez, L., imschenetsky, M. y
Montecino, M. Departamento de Biclogia Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcién.

15:45 MlI.6 LAEXPRESION DE LA SUBUNIDAD NR1 DE LOS RECEPTORES PARA GLUTAMATO TIPO NMDA ES REGULADA
DIFERENCIALMENTE POR AGONISTAS GLUTAMATERGICOS EN CULTIVOS MESENCEFALICOS.
{The expression of NMDA glutamate receptor subunit 1 is regulated by glutamatergic agonists in mesencephalic
cultures), Campusano, J., Tapia-Arancibia, L. Andrés, M. y Bustos, G. Laboratorio Farmacologia-Bioguimica, Facultad
Ciencias Biologicas, P.Universidad Catoélica de Chile y Laboratoire de Plasticité Cérébrale, Université de Montpellier
I, Francia.
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CAMBIOS EN LA EXPRESION DE ARNm DE FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DE CEREBRO (BDNF) EN
SUBSTANTIA NIGRA EN ETAPAS TEMPRANAS DE UN MODELC DE ENFERMEDAD DE PARKINSON EN RATA.
(Changes in the expression of BDNF mRNA in substantia nigra of a rat model of early Parkinson's
disease.) Bustos V., Campusano J., Vecchiela A,, Abarca J., Bustos G. Pontificia Universidad Catdlica de
Chile. Facuitad de Ciencias Bioldgicas. Laboratorio de Farmacologia-Bioquimica. (Patrocinio por Xavier
Jordana).

EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS NIVELES DE ARNm DE GENES RELACIONADOS A LA
APOPTOSIS EN REGIONES ESPECIFICAS DEL HIPOCAMPO DE RATA. (Effect of adrenalectomy in mRNA
levels of apoptotic related-genes in especific areas of the hippocampus). Cardenas SP, Bravo JA, Morales P,
Lara HE y Fiedler JL. Lab. de Neurobicquimica. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Universidad
de Chile.

ESTIRAMIENTO MECANICO Y ANGIOTENSINA li: MODULADORES DE LA EXPRESION GENICA DEL IGF-l EN
CARDIOMIOCITOS NEONATOS IN VITRO (Mechanical strain and angiotensin |I: modulators of IGF-1 gene expression
in necnatal cardiomyocytes in vitro). Salinas M, Gonzalez-Jara, F & Meléndez J., Dep. Biog. y Biol. Mol., Fac. Cs.
Qcas. y Farmacéuticas., U. de Chile.

1110 EXPRESION DE UROCORTINA EN CEREBRO DEL RATON. (Urocortin expression in the mouse brain) Haeger, P,

VA

.2

v.3

V.4

Gysling K., Forray M.1., Daza C, Rojas R. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas,
P. Universidad Catélica de Chile. {Patrocinic Maria Estela Andrés)

SESION DIAPOSITIVAS IV: BIOMEDICINA

Salén: Nevado
Presidente: Dra. Pilar Carvallo
Secretaria: Dra. Amalia Sapag

EFECTO DE FOTOSENSIBILIZADORES FLAVINICOS HIDROFOBICOS SOBRE CELULAS TUMORALES HUMANAS EN
CULTIVO.(Effect of hydrophobic flavinic photosensitizers on human tumoral cell in culture) Edwards, A.M.*,
Pacheco,A.*, Chacon M.*, Zufiiga,S.* Deloannes A.E. ™, Becker,M.|.** *Laboratorio de Quimica Bioldgica, Facultad
de Quimica, P.Universidad Catolica de Chile. **Biosonda Biotecnologia S.A.

ANALISIS MOLECULAR DEL GEN BRCA2 EN FAMILIAS CHILENAS CON CANCER DE MAMA (Molecular genetic
analysis of the BRCAZ2 gene in Chilean families with breast cancer). 'Palma L., 'Gallardo, M., 'Egafia, L., ?Paredes,
H., *Rodriguez, M., “‘Rousseau, C., *King, M-C, 'Carvallo, P. 'Departamento de Biologia Celular y Molecular, Facultad
Ciencias Biologicas. P. Universidad Catolica de Chile, ? Instituto Nacional del Cancer, * Hospital Barros Luco, *
University of Washington, Seattle, USA

ALTERACION DE LAMININA EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO DE PACIENTES CON PARAPARESIA ESPASTICA
ASOCIADA AL HTLV-l. (Laminin alteration in the cerebrospinal fluid of patients with Spastic Paraparesis
associated to HTLV-1). Garcia' L., Collados’ L, Vasquez' F, Kettiun' AM, Cartier® L. y Valenzuela' M.A. (1) Depto
Bioquimica y Biclogia Molecular, Fac. Cs Quimicas y Farmacéuticas, U. de Chile, (2) Depto Cs Neurologicas,
Fac. Medicina, U. de Chile.

COMPARACION DE ACTIVIDAD METALOPROTEINASICA Y SUS PROTEINAS INHIBIDORAS EN
LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO DE PACIENTES CON PARAPESIA ESPASTICA TROPICAL Y
CREUTZFELD-JACOB (Comparison of metalloproteinase activity and their inhibitory proteins in
cerebrospinal fluid of patients with Tropical Spastic Parapesis and Creutzfeld-Jacob). Kettlun1 AM. Colla-
dos, L; Garcia L1, Vasquez1 F, Cartier L y Valenzuela M.A.{1). Depto Bioquiimica y Biologia Molecular, Fac,
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, U. De Chile, (2) Depto Ciencias Neurolégicas, Fac. Medicina. U. de
Chile.
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1530

15:45

16:00

16:15
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IV.5
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V.7
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17:00-17:30

17:30-19:30

17:30 VA1

18:00 V.2

18:30 V.3

FORMACION DE TRIPLE HELICE ENTRE EL GEN DE LA DESHIDROGENASA ALDEHIDICA MITOCONDRIAL (ALDH2)
DE RATA Y OLIGONUCLEGTIDOS DE DNA y RNA: PROYECCIONES PARA TERAPIA GENICA DEL ALCOHOLISMO.
(Triple helix formation between the rat mitochondrial aldehyde dehydrogenase gene and oligonuclectides.) Encina
G, Sapag A, Torres V, Moncada C, Israel Y. Laboratorio de Farmacoterapia Genica, Fac de Cs. Quimicas y Farma-
céuticas e Instituto Milenio de Estudios Avanzados en Biologia Celutar y Biotecnologia. Universidad de Chile.

INHIBICION DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA DESHIDROGENASA ALDEHIDICA MITOCONDRIAL {ALDH2) DE
RATA MEDIANTE OLIGONUCLEQTIDOS FOSFOROTIOATOS (S-ODNs) DE ANTISENTIDO. (Inhibition of the rat
mitochondrial aldehyde dehydrogenase gene expression by antisense phosphorothioate oligonucleotides.}
Lladser A, Sapag A, Moncada C, Israel Y. Laboratorio de Farmacoterapia Génica, Facultad de Ciencias Quimi-
cas y Farmacéuticas e Instituto Milenio de Estudios Avanzados en Biologia Celular y Biotecnologia. Universi-
dad de Chile.

SEROLOGIA DEL. VIRUS HANTA: ESTUDIOS DE EPITOPOS VIRALES MEDIANTE ANTICUERPOS MONOCLONALES
Y SUEROS DE PACIENTES (Serology of hantavirus: Studies of viral epitopes using monoclonal antibodies and
patient sera). Tischler, N., Rosemblatt, M., Jamett, A., Galeno H. y Valenzuela, P. Fundacién Ciencia para la Vida,
Instituto de Salud Publica de Chile e Instituto Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada.

EL DOMINIO CARBOXILO TERMINAL DE LA PROTEINA VacA DE Helicobacter pylori ES AUTOSUFICIENTE PARA
SU EXPORTACION A MEMBRANA EXTERNA EN E. coli. (The C-terminus domain of H. pylori VacA is self-sufficient
for its exportation to the cuter membrane in E. coli). Martinez, P., Diaz, M.l., Tobar, J., Bruce, E., y Venegas, A.
Departamento de Genetica Molecular y Microbiclogia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catolica de
Chile.

EL GEN cagA DE Helicobacter pylori EN CEPAS CHILENAS NO PRESENTA VARIACIONES DRASTICAS DE TAMARO
EN LA REGION HIDROFILICA (A17) NI EN SUS REGIONES ALEDANAS (The Helicobacter pylon cagA gene does not
show drastic size variations at the hydrophilic central region neither at the adjacent regions). Palacios', J.L..,
Valdivia', A., Harris?, P. Bruce', E. y Venegas’, A. Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago.
'Departamento de Genética Molecular y Microbiclogia, Facultad de Ciencias Biclogicas. 2Departamento de Pedia-
fria, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Café
SESION DIAPOSITIVAS Vy VI
SESION DIAPOSITIVAS V: INCORPORACIONES Y MISCELANEOS

Salén:Pirigallo
Presidente: Dr. Luis Burzio
Secretaria: Dra. Virginia Fernandez

TRABAJO DE INCORPORACION

16S rRNA EXTRAMITOCONDRIAL: UNA NUEVA MOLECULA RELACIONADA CON PROLIFERACION CELULAR
(Extramitochondrial 165 rRNA: A novel molecule related to cell proliferation). Villegas, J., Muller, |., Burzio, L.O.
Fundacién Ciencia Para la Vida, Millenium Institute for Fundamental and Applied Biology (MIFAB) y Bioschile
Ingenieria Genética S.A.

TRABAJO DE INCORPORACION

ELEMENTOS INVOLUCRADOS EN LA INDUCCION POR ESTRES DEL GEN HSP70 DE TILAPIA (O. mossambicus)
{Elements involved in stress induction of the tilapia (O. mossambicus) HSP70 gene.) Molina A, Martial J A*., Muller
M*. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Fac. de Ciencias de la Salud, Univ. Andrés Bello & Instituto Milenio
de Biologia Fundamental y Aplicada. * Lab. de Biol. Mol. et Génie Génétique, Université de Liege, Bélgica.

FUNCION DE LA PROTEINA QUINASA CK1 EN LA FORMACION DEL CARTILAGO DE LA MANDIBULA DEL PEZ
CEBRA (Danio rerio). (Function of the CK1 protein kinase in cartilage jaw formation). Antonelli, M'., Valenzuela, P'.,
Pino, L'. Allende, M2, Hopkins, N*. Programa de Biologia celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Chile', Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile® y Center Cancer Research,
MIT.
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19:00

19:15

17:45

18:00

18:15

18:30

18:45

V.5

V.6

Vit

V1.2

VI.3

Vi.4

VL5

V1.6

EFECTC DEL ESTRES OXIDATIVO HEPATICO INDUCIDO POR LINDANO SOBRE LOS NIVELES SERICOS DE TNFx
EN RATAS (Effect of liver oxidative stress induced by lindane on serum TNF-¢ levels in the rat)

Cornejo P, Fernandez V, Videla L.A, Santander M P, Tapia G. Programa de Farmacologia Molecular y Clinica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

EL ESTRES OXIDATIVO REPRESENTADO POR LIPOPROTEINAS OXIDADAS INDUCE APOPTOSIS EN LINFOCITOS
EN REPOSO: PARTICIPACION DE LAS CASCADAS DE MAP QUINASAS ({Oxidized low density lipoproteins induce
apoptosis in resting human lymphocytes: involvement of mitogen-activated protein kinases). 'Bustamante, M. E.,
'Diaz, F., 'Pincheira, S., 2Gross, H-J., 2Grilnert, A., 2Bachem, M., 'Gonzalez, M., #Ibafiez, P., "*Escobar, C., ‘Maulén, N.
&. “Vera, J. C. 'Laboratorio de Biclogia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad Catélica de la Santisima
Concepcion. 2Instituto de Quimica Clinica, Universidad de Ulm, Alemania, *Departamento de Quimica Clinica e
Inmunoclogia, Facultad de Farmacia, ‘Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Universi-
dad de Concepcion.

EVIDENCIAS DE ADAPTACION CROMATICA EN EL FICOBILISOMA DE Gracilaria chilensis (Evidence of chromatic
adaptation in phyceobilisomes from Gracilaria chilensis) Bruna, C.; Martinez-Oyanedel, J. y Bunster, M. Laboratorio
de Biofisica Molecular. Departamento de Biologia Molecular. Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad de
Concepcién.

SESION DIAPOSITIVAS VI: TRANSPORTADORES

Salén: Nevado
Presidente: Dr. Juan Carlos Vera
Secretario: Dr. Alejandro Reyes

INTERACCION DIFERENCIAL DE INHIBIDORES DE TIROSINAS QUINASAS CON SITIOS DE UNION ENDO- Y
EXOFACIALES DEL TRANSPORTADOR DE GLUCOSA GLUT1 (Differential interaction of tyrosine kinase
inhibitors with endo- and exofacial binding sites of GLUT1). Reyes, A. M., Andrade, C., Monsalve, R. y Llévenes, A.
Instituto de Bioguimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia.

CARACTERIZACION DEL TRANSPORTADOR DE ACIDO ASCORBICO SVCT2 EN CELULAS DE MELANOMA
HUMANO (Characterization of the ascorbic acid transporter SVCT2 in human melanoma cells). Godoy, A. S.,
Montecinos, VP y Vera, JC. Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcidn.

EXPRESION DIFERENCIAL DE TRANSPORTADORES DE GLUCOSA EN CELULAS ENDOTELIALES DE
MICROVASCULATURA CEREBRAL. (Glucose transporter expression and function in brain microvascular endothelial
cells). Azécar, L., Vasquez, O., Montecinos, V., Guzman, C., Vera, J.C., Carcamo, J.G. Departamento de Fisiopatologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcién.

PENTOXIFILINA BLOQUEA COMPETITIVAMENTE AL TRANSPORTADOR FACILITATIVO DE HEXOSAS GLUT1 EN
ERITROCITOS HUMANOS (Pentoxyfylline competitively blocks the facilitative hexose transporter GLUT1 in human
erythrocytes). Castro, M., Vera, J.C.' y Reyes, A.M. Instituto de Bioguimica, Facultad de Ciencias, Universidad
Austral de Chile, Valdivia y 'Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de
Concepcion.

EXPRESION Y REGULACION DIFERENCIAL DE TRANSPORTADORES DE VITAMINA C EN CELULAS INTESTINALES
HUMANAS CaCo-2. (Differential expression and regulation of vitamin C transporters in human intestinal celis
CaCo-2). ‘Henriquez, E.A., 'Kempe, 5.5., *Bustamante, M.E., "Vera, J.C., y *Maulén, N.P. 'Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcion, y 2Laboratorio de Biologia Molecular,
Facultad de Medicina, Universidad Catélica de la Santisima Concepcitn.

UNION ESPECIFICA DE PEROXIDASA A LA PROTEINA QUE UNE ACIDOS GRASOS (I-FABP) EN MEMBRANAS
APICALES DE ENTEROCITOS DEL PEZ Cyprinus carpio. (Specific binding of peroxidase to intestinal fatty acid-
binding protein ({-FABP) in apical membranes of Cyprinus carpic enterocytes). Santander, C., Concha, M.1., Villanueva,
J y Amthauer, R. Instituto de Bioguimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.
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19:00 VI.7

19.15 VI8

19:45-20:45

PAPEL ESENCIAL DEL TRIPEPTIDO GLUTATION EN LA ACUMULACION DE VITAMINA C EN CELULAS INTESTINALES
HUMANAS CaCo-2 (2001). (Vitamin C accumulation in human CaCo-2 cells is critically dependent on glutathione).
‘Kempe, S.S., 'Henriquez, E.A., "Vera, J.C., y 2Maulén, N.P. 'Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias
Biolégicas, Universidad de Concepcion, y *Laboratorio de Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad
Catdlica de la Santisima Concepcion.

GENES INVOLUCRADOS EN LA SINTESIS Y EXCRECION DE GLUTATION ESTAN COORDINADAMENTE REGULADOS
EN EL HIGADO DE RATON. (Genes involved in glutathione synthesis and excretion are coordinatedly regulated in the

mouse liver). Rocco,C., Wielandt,A.M., Vollrath,V. y Chianale,J. Departamento de Gastroenterologia. Facultad de
Medicina. Pontificia Universidad Catélica de Chile. Patrocinio: P.Carvallo

CONFERENCIA

Salén Pirigallo

NUCLEAR ENVELOPE BREAKDOWN.

Terasaky, M.

Department of Physiology, University of Connecticut Health Center, Farmington,CT 06032, USA.

MIERCOLES 26 SEPTIEMBRE

13:00-14:30

14:30-17:00

14:30 VI

14:45 VII.2

15:00 VIL.3

15:15 Vil.4

15:30 VIL5S

Almuerzo

SESION DIAPOSITIVAS VI Y Vil

SESION DIAPOSITIVAS ViI: BIOLOGIA MOLECULAR

Salén Pirigallo
Presidente: Dr. Claudio Vasquez
Secretario: Dr. Martin Montecino

LA SECUENCIA COMPLETA DEL GENOMA MITOCONDRIAL DEL SALMON CHINOOK Oncorhynchus tshawytscha.
(The complete sequence of the mitochondrial genome of the chinook salmon Oncorhynchus tshawytscha). Wilhelm,
V., Bernales, B., Villegas, J., Miquel, A., Martinez, R., Engel, E, Burzio, L.O. y Valenzuela, P. Fundacién Ciencia para
la Vida e Instituto Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada.

RNA QUIMERICO MITOCONDRIAL EN HUMANOS (Human Chimeric Mitochondrial RNA) Villota C., Villegas J.,
Martinez R., Miller I. y Burzio L. O. Fundacién Ciencia para la Vida, Millenium Institute for Fundamental and
Applied Biology (MIFAB) y Bios Chile Ingeneria Genética S.A.

ELEMENTOS C/S DE RECONOCIMIENTO DE LOS SITIOS DE EDICION EN RNAs MITOCONDRIALES DE PLANTAS
(cis-recognition elements in plant mitochondria RNA editing). Leon, G, Farré, J-C .2, Jordana, X.'y Araya, A.2
(1) Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica
de Chile. (2) Laboratoire de Réplication et Expression des Génes Eucaryotes et Rétroviraux. CNRS et Université
Victor Segalen-Bordeaux Il, France.

CARACTERIZACION DE GENES NUCLEOLARES EN C. carpio. (Characterization of C. carpio nucleolar genes).
Quezada, C., Alvarez, M., Molina, A., Pinto, R., Navarro, C., Vera, MI. Laboratorio Biologia Celular y Molecular,
Universidad Andrés Bello e Instituto Milenio de Biclogia Fundamental y Aplicada.

CLONAMIENTO, CARACTERIZACION Y PURIFICACION DEL COPEPTIN ASOCIADO AL PRECURSOR DE ISOTOCINA
EN Cyprinus carpio. (Cloning, characterization and purification of the copeptin, associated to the precursor of
isotocin in Cyprinus carpio.) Figueroa, J., Soto, M., Barra, V. y Kausel, G. Instituto de Bioguimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile.
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15:45 VIl.6

16:00 VILT

16.15 VI8

16:30 VIL9

16.45 VIL10

14:30 Vil

14:45 V.2

15:00 VIIL.3

15:15 VIil.4

COPEPTIN, UN POSIBLE FACTOR INDUCTOR DE LIBERACION DE PRL, INMUNOLOCALIZA EN AXONES ADYACEN-
TES A CELULAS LACTOTROPAS EN PITUITARIA DE C. carpio. (Copeptin, a possible PRL releasing factor, localizes
in axons adjacent to lactotrophs cells in pituitary of C. carpio.).Flores, C., Mufioz, D., Kausel, G., Barra, V., y Figueroa,
J. Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DE PROLACTINA Y DE SU EXPRESION DURANTE LA ACLIMATIZACION DEL
PEZ C. carpio. (Characterization of C. carpio prolactin receptor and its expression during acclimatization). San
Martin, R., Azocar, R., Molina, A. y Krauskopf, M. Laboratorio Biologia Celular y Molecular, Universidad Andrés Bello
e Instituto Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada.

LA SPH CISTEIN-PROTEASA ES NUCLEAR Y EXHIBE UN COMPORTAMIENTO MIGRATORIC POST-FECUNDACION.
(The SpH cistein-protease is nuclear and it exhibits a behavior migratory post-fecundation). Morin, V.; Concha, C ;
Geneviére, A.M.; Puchi, M.; Imschenetzky, M. Departamento de Biologia Molecular, casilla 160 - C, Universidad de
Concepcién. Observatorio de Oceanologia de Banyuls, UMR, Banyuls sur-Mer, Francia,

LA PERMANENCIA DE HISTONAS ESPERMATICAS POST-AMFIMIXIS BLOQUEA LA REPLICACION DE ADN DEL
CIGOTO Y ES LETAL PARA EL EMBRION (Sperm histone permanence after amfimixis blocks DNA replication of
zygotes and exhibits a lethal effect on further embryonic development). Concha, M.C., Puchi M., Morin V., Monardes
A, Montecino M. e Imschenetzky M. Departamento de Biologia Molecular, Universidad de Concepcion, Concepcion,
Chile.

LAS VARIANTES DE HISTONAS CS SE LOCALIZAN EN TERRITORIOS ESPECIFICOS DE LARVAS PLUTEI DE ERIZOS
DE MAR (CS histone variants are located in specific regions of plutei larvas in sea urchins) Oliver M.1., Puchi M.,
Bustos A., Rodriguez C., Montecino M. & Imschenetzky M. Departamento de Biclogia Mclecular, Universidad de
Concepcidon, Concepcidn, Chile.

SESION DIAPOSITIVAS Vill: ESTRUCTURA DE PROTEINAS Il

Salon : Nevado
Presidente: Dr. Jorge Babul
Secretaria: Dra. Ana Maria Jabalquinto

UNION DE 4', 6-DIAMIDINO-2-FENILINDOL (DAPI), AL MONOMERO Y AL OLIGOMERO DE FTSZ DE E. coli. (Binding
of 4.6 Diamidino-2-phenylindole (DAP1), to monomeric and oligomeric E. cofi FtsZ.) Nova, E. y Monasterio, O.
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias. Universidad de Chiie.

CARACTERIZACION PRELIMINAR DE UNA GLUCO-QUINASA ATP-DEPENDIENTE EN LA ARQUEA HIPERTERMOFILA
Sulfolobus acidocaldarius (Preliminary characterization of an ATP-dependent glucokinase in the hyperthermophilic
archeon Sulfolobus acidocaldarius). Preller, A., Saavedra, G., Medina, M y Ureta, T. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

CARACTERIZACION BIOQUIMICAY FISIOLOGICA DE FORMAS INACTIVAS DE LA MICROCINA E492. (Biochemical
and biologicat characterization of inactive forms of microcin E492). Baeza, M., *TSoto C., *Monasterio O. y *Lagos
R. *, Departamente de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. T, Serono Pharmaceutical Research
Institute, Ginebra, Suiza.

EXPRESION EN Pichia pastoris, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE a TUBULINA. (Expression in Pichia

YOO DY DeOpastois) purificatisnand whErasteczatian @ -tubulin). Pérez D. y Monasterio, O. Departamento de Biologia, Facultad

15:30 VIS

de Ciencias, Universidad de Chile.

DESNATURACION Y RENATURACION DE MUTANTES DE FRUCTOSA -1,6- BISFOSFATASA QUE CONTIENEN
RESIDUOS DE TRIPTOFANO. (Unfolding and refolding studies of fructose-1,6-bisphosphatase mutants containing
tryptophan residues.) Ludwig, H. C., Yariez, A. J., Asenjo, J. L., y Slebe, J. C. Instituto de Bioguimica, Universidad
Austral de Chile, Valdivia.
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15:45 VL6 ESTUDIO TEORICO - EXPERIMENTAL DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE Trypanosoma brucei.
(Thearetical and experimental study of Trypanosoma brucei phosphoenolpyruvate carboxykinase), Gonzélez-Nilo
D., Navarrete M. y Cardemil E.; Departamento de Ciencias Quimicas, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad
de Santiago de Chile.

16:00 V.7 FUNCION DE Thr248 Y Asp262 EN LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE Anaerobiospirillum
succiniciproducens. (Role of Thr249 and Asp262 in Anaerobiospirilum succiniciproducens phosphoenolpyruvate
carboxykinase).Jabalquinto, A.M., Encinas, M.V., *Laivenieks, M., *Zeikus, J.G. y Cardemil, E. Departamento de
Ciencias Quimicas, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile y *Michigan State University.

16:15 VII.8 DETECCION DE CAMBIOS CONFORMACIONALES INDUCIDOS POR LA UNION DE LIGANDOS A LA FRUCTOSA- 1,6
-BISFOSFATASA POR ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA. (A fluorescence study of ligand-induced
conformational changes in fructose-1,6-bisphosphatase). Asenjo J.L., Yafiez A.J., Ludwig H.C., y Slebe J.C. Insii-
tuto de Bioguimica, Universidad Austral de Chile.

16:30 VI8 UNION DE MgATP AL SITIO ALOSTERICO DE LA FOSFOFRUCTOQUINASA-2 DE E. coli Y MECANISMO DE
TETRAMERIZACION. (MgATP binding to the allosteric site of E. coli phosphofructokinase-2 and tetramerization
mechanism). Cabrera, R., Babul J. y Guixé, V. Departamento de Biclogia, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

16:45 VII.10 IDENTIFICACION DE RESIDUOS DE CISTEINA IMPLICADOS EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Y ESTRUCTURA
CUATERNARIA DE FOSFOFRUCTOQUINASA-2 DE E. coli. {Identification of cysteine residues involved in the enzymatic
activity and quaternary structure of E. coli phosphofructokinase-2) Baez, M., Guixé, V. y Babul, J., Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

17:00-17:30 Cafe
17:30-19:30 SIMPOSIO Il

Salén Pirigallo
REGULACION TRANSCRIPCIONAL EN CELULAS EUCARIOTICAS
Coordinador: Dr. Martin Montecino

CHROMATIN REMODELING AND TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION OF A BONE-SPECIFIC GENE. M. Montecino, Departamento de
Biologia Molecular, Facuktad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcién, Concepcion, Chile.

PERIODICITIES IN NUCLEOSOME POSITIONING ON THE GLOBIN AND BETA-LACTOGLOBULIN GENES: DETERMINANTS OF HIGHER-
CORDER CHROMATIN STRUCTURE? J. Allan, Institute of Cell and Motecular Biology, University of Edinburgh, Edinburgh, Scotland.

TRANSCRIPTION BY RNA POL II: THE BASIC TRANSCRIPTION MACHINERY. E. Maldonado, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Universidad de Chile, Santiago, Chile.

DEVELOPMENTAL FUNCTIONS OF THE MAMMALIAN SWI/SNF BAF CHROMATIN REMODELING COMPLEX. G. Crabtree, Howard
Hughes Medical Institute, Department of Developmental Biology, Stanford University School of Medicine, Stanford, California, USA.
19:45-21:00 SESION DIOAPOSITIVAS IX, X

SESION DIAPOSITIVAS IX: ESTRUCTURA DE PROTEINAS il

Salén: Pirigallo
Presidente: Dra. Ana Preller
Secretaria: Dra. Maria Antonieta Valenzuela

19:45 IX.1 ESTRUCTURAMINIMA DE LA SUBUNIDAD CATALITICA o DE LA PROTEINAQUINASA CK2 PARA FUNCIONAR COMO
UNA ENZIMA ACTIVA (Minimal structure of the catalytic subunit a of protein kinase CK2 to function as an active
enzyme). Tapia, J., Jacob, G., Connelly, Gy Allende, J.E. Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.
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20:00 IX.2

20:15 IX.3

20:30 IX.4

20:45 IX.5

19:45 XA

20:00 X.2

20:15 X.3

20:30 X4

CARACTERIZACION DE UNA LEVADURA (CLON 44A) TRANSFORMADA CON EL GEN DE LA ENDOXILANASA
A DE PewniciLLium purpuroGenum (Characterization of a yeast transformant (clone 44A) containing the
endoxylanase A gene from Penicillium purpurogenum). Bull, P., Chavez, R., Navarro, C., Peirano, A.,
Eyzaguirre, J. Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universidad Catélica de
Chile.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS SUBISOFORMAS DE LA PROTEINAQUINASA CK1a de PEZ CEBRA
(Danio rerio) (Biochemical characterization of subisoforms of protein kinase CK1a from zebrafish) Burzio, V,
Connelly, C, Allende, JE. Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

LOS NIVELES DE Gas REGULAN LA MADURACION DEL OOCITO DE Xenopus laevis. (Gas and Ggy levels
regulate Xenopus laevis oocyte maturation). Romo, X., Guzman, L., Brito, M., Soto, X., Hinrichs, M.V y Olate, J.
Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcién,
Concepcidn.

EXPRESION, PURIFICACION Y ANALISIS FUNCIONAL DE LA PROTEINA QUIMERA GaolGaS. (Expression, purification
and functional analysis of the chimeric protein Gao/Gas). Soto, X., Brito, M., Guzman, L., Romo, X., Hinrichs, M.V y
Olate,J. Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion,
Concepcién.

SESION DIAPOSITIVAS X: GENES Y ENZIMAS FUNGICAS

Saldn: Nevado
Presidente: Dr. Jaime Eyzaguirre
Secretaria: Dra. Ana Maria Edwards

EXPRESION HETEROLOGA DE UN cDNA DE LACASA DE Ceriporiopsis subvermipora en Aspergillus nidulansy
Aspergillus niger. (Heterologous expression of Ceriporiopsis subvermipora laccase cDNA in Aspergillus nidulans
and Aspergillus niger.) LarrondoL. F., Salas L. y VicufiaR. Departamento de Genética Molecular y Microbiologia,
Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.

CARIOTIPO ELECTROFORETICO DEL HONGO FILAMENTOSO Penicillium purpurogenum Y UBICACION
CROMOSOMAL DE VARIOS GENES XILANOLITICOS. (Electrophoretic karyotype of the filamentous fungus Penicillium
purpurogenum and chromosomal location of several xylanolytic genes). Chavez, R.", Fierro, F.®, Martin, J.F.@ y
Eyzaguirre, J."" Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Pontificia Universidad Catélica de Chile® y
Departamento de Ecologia, Genética y Microbiologia, Universidad de Leén e Instituto de Biotecnologia (INBIOTEC),
Ledn, Espaifia®.

REDUCCION DE QUINONAS POR EL HONGO BASIDIOMICETE Ceriporiopsis subvermispora. (Quinone reduction
by the fungus basidiomycete Ceriporiopsis subvermispora) Cortinez, G. y Vicuia, R.

Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

EFECTO DEL TRATAMIENTO ENZIMATICO DE LACASA DE Trametes versicolor SOBRE LAS PROPIEDADES
VISCOELASTICAS DE Pinus radiata (Effects of Trametes versicolor's laccase enzymatic treatment on viscolelastic
properties of Pinus radiata) Oses, R., Moya, C., Reyes, N, Burgos, C., Freer, J., Baeza, J., y Rodriguez, J. Laboratorio
de Recursos Renovables, Universidad de Concepcién, Concepcion, Chile.
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JUEVES 27 SEPTIEMBRE
9:30-11:30 SIMPOSIO IV
Salén Pirigallo

“ESTRES OXIDATIVO, RESPUESTAS CELULARES Y FACTORES MODULADORES”
Coordinadores: Dr. Luis Videla y Dra. Virginia Fernandez

HOMEOSTASIS CELULAR DEL HIERRO Y GENERACION DE ESTRES OXIDATIVO Ndfiez, T., Claudia Nanez-Millacura, Victoria
Tapia y Patricia Mufioz. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, e Instituto Milenio de Estudios
Avanzados en Biologia Celular y Biotecnologia.

VITAMINA C Y ESTRES OXIDATIVO: MECANISMO Y FACTORES MODULADORES. (Vitamin C and oxidative stress: mechanism and
modulatory factors). Vera J. C. Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcion.
REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE CITOQUINAS EN EL ENVEJECIMIENTO. Goémez, C., Walter, R. y Sierra, F. Programa
de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Universidad de Chile.

HORMONA TIROIDEA, ESTRES OXIDATIVO Y TNF-a (Thyroid hormone, oxidative stress, and TNF-¢) Videla L.A, Fernandez V,
Tapia G. Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
11:30-12:00 Café
12:00-12:30 Entrega Medalla Hermann Niemeyer.
12:30-13:30 CONFERENCIA OSVALDO CORI.
Saldn Pirigallo

13:30 TERAPIA GENICA POR ANTISENTIDO: BASES Y APLICACIONES EN INVESTIGACION EN ALCOHOLISMO.
Yedy Israel. Fac. de Cs. Quimicas y Farmacéuticas y Fac. de Medicina, e Instituto Milenio, Universidad de Chile.

13:30-14:30 Almuerzo
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CONFERENCIA INAUGURAL.

SIGNAL TRANSDUCTION FROM THE MEMBRANE TO THE NUCLEUS:
NOVEL MOLECULAR MECHANISMS. J. Silvio Gutkind, Oral and
Pharyngeal Cancer Branch, NIDCR, National Institutes of Health,
Bethesda, MD 20892, USA.

In the last few years we have witnessed a real explosion in the knowl-
edge of how cell surface receptors transmit signals to the nucleus
thereby controlling the expression of genetic programs involved in many
cellular processes, including normal and aberrant cell growth. In par-
ticular, our laboratory has focused on proliferative signaling through G
protein-coupled receptors (GPCRs). We have shown that certain GPCRs
can behave as potent ligand-dependent oncogenes and that expres-
sion of activated G4 and G712 can induce malignant transformation. In
an effort to dissect the pathway linking transforming GPCRs to the
nucleus, we found that these receptors activate MAP Kinase by PKC
and by G pratein ?7? subunits acting on Ras. However, we observed
that GPCRs induce the expression of ¢-jun independently of MAP ki-
nase. This lead to the finding that GPCRs can stimulate c-Jun N-terminal
kinases (JNKs) and the discovery that Rac1 and Cdc42 link many cell
surface receptors to this novel enzyme. More recently, we have learned
that a unique repertoire of signaling molecules hnk transforming GPCRs
to a network of newly discovered MAP kinase cascades, in many
cases through the activation of small GTP-binding proteins cf the Ras
superfamily. In turn, these kinases phosphorylate key molecules, in-
cluding transgription factors, which ultimately control gene expression.
Recent work on the regulation of these MAP kinases by GPCRs as well
as on novel mclecules linking GPCRS to transcriptional activation and
cellular transformation through the small GTP-binding protein Rho will
also be presented.

CONFERENCIA OSVALDO CCRI:

TERAPIA GENICA POR ANTISENTIDO: BASES Y APLICACIONES EN
INVESTIGACION EN ALCOHOLISMO. Yedy lsrael Fac. de Cs
Quimicas y Farmacéuticas y Fac. de Medicina, e Instituto Milenio,
Universidad de Chile

Se presenta estudias que demuestran un nuevo mecanismeo de accion
de los cligonucleotidos de antisentido. (&) Los antisentidoes
(desoxinucleotidos fosforoticatos) mas actives hibridizan con el
transcrito primario nuclear del RNA, (b) hibridizan con blancos que
presentan un tetranuciectido GGGA como parte de la secuencia y (¢)
destruyen el RNA (posibiernente por la accion de la polimerasa H}.
Hemos disefiado moléculas de antisentidc para inhibir la sintesis del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-7) responsable de |a hepatopatia
alcoholica. Qligonuclectidos de antisentido actuande sobre blancos
GGGA inhiben en 92% (p<0.001) la liberacién de TNF-a por células
Kupffer in vitro y entre un 50-70% la liberacién in vivo, sugiriendo gue
este tipo de terapia podra ser usada en la hepatitis alcohdlica humana.
Hemos ademas empleado oligonucieotidos de antisentido para replicar
la intolerancia al alcohol existente en ciertas poblaciones en Asia. Un
porcentaje reducido de personas en Asia (Japén, China. Corea) no
pueden beber grandes cantidades de alcohol y estan protegidos entre
un 66% a 100% contra el alcoholismo dada la existencia de una mutacién
puntual dominante inactivante de la deshidrogenasa aldehidica. Ratas
a las que se administra un cligonuclectido de antisentido elevan en
400% sus niveles de acetaldehido circulante al beber alcohol y
presentan un marcado rechazo al alcohol (-66% p<0.02) después de
haberse administrade los medicamentos de antisentide. Estos resultados
demuestran que ia terapia génica seréa factible en el future, siendo Ia
mantencion prolongada de este efecto lo que determinara su uso en
humanos. Finaciamiento, NIAAA, Fondecyt, Milenio.

CONFERENCIA PABMB:

ALFA-HIDROXIACIDO DEHIDROGENASAS Y METABOLISMO DE
AMINOACIDOS AROMATICOS EN LOS TRYPANOSOMATIDOS.
{Alfa-hydroxyacid dehydrogenases and aromatid aminoacid metabolism
in Trypanosomatids). Cazzulo, J.J. Inst. inv. Biotecnol. {{IBANTECH),
Univ. Nac. Gral. San Martin, 1360 San Martin, Buenos Aires, Argentina,
Los Trypanosomatidos son Protozoarios parasitos que causan
enfermedades como la enfermedad de Chagas, la enfermedad del suefio
y las leishmaniasis. E!metabolismo de los aminoacidos aromaticos en
estos organismos es mucho mas simple que el de los animaies
superiores: Phe, Tyr y Trp por transaminacion y ultertor reduccion dan
derivados aromaticos del L-lactato. que son excretados al medio. Enel
caso mejor estudiado, el de Trypanosoma cruzi, las enzimas gue
intervienen son una tirosina aminotransferasa (TAT) y una L-alfa-
hidroxidcido aromatico dehidrogenasa (AHADH). 1.a TAT es homdloga
con la enzima similar de mamiferos, pero presenta diferente
especificidad de sustratos y una alta actividad de alanina
aminotransferasa. La AHADH tiene aita homologia con las malato
dehidrogenasas citosdlicas (CMDHSs), pero es incapaz de reducir el
oxaloacetato. T cruzicontiene dos MDHSs, una mitoecondrial y la otra
glicosomal, pero no se ha encontrado una cMDH. Nuestra hipétesis de
que la AHADH proviene de la cMDH a través de un niimero limitado de
mutaciones se ha vista reforzada por estudios de mutagénesis dirigida.
Todas las MDHs {ienen un residuo de Arg en la posicion 102, que liga el
carboxilo distal del oxaloacetato. Las lactato deshidrogenasas (LDHs)
tienen, en cambio, GIn enesa posicion. La AHADH tiene Ala. El reernplazo
de esta Ala por Arg lleva a la aparicién de actividad de MDH,; la doble
mutante A102R/Y237G tiene una actividad de MDH comparable ala de
AHADH, que es superior a la de la enzima wild type. Estos datos, junto
con otros muy recientes de otros autores en Trichomonas y
Phylornanas, contribuyen a nuestras ideas scbre (a evolucion de las
alfa-hidroxiacido deshidrogenasas.

CONFERENCIA:

NUCLEAR ENVELOPE BREAKDOWN. Mark Terasaki. Dapt. of
Phystology, Univ. of Connecticut Health Center, Farmington, CT 06032
USA..

Starfish cocytes are an excellent system for investigating nuclear
envelope breakdown (NEBD). The nucleus is very large (70 microns)
and the oocyte is optically transparent, making it convenient for
confocal microscopy. NEBD occurs 20-30 min after application of the
maturation hormone 1-methyladenine. We manitored the nuciear entry
of luorescent 70 kD dextran, which normally cannot pass the nuclear
pores. We also imaged GFP chimeras of nuclear pore and nuclear
envelope proteins. Qur data suggests that nuclear pores are
disassembled before nuclear envelope breakdown, and that the
nuclear lamina is disassembled after NEBD. We propose that nuclear
pore disassembly, rather than lamina disassembly, causes the
disruption of the nuclear envelope membrane permeability barrier. In
more recent experiments, we have imaged the entry of cyclin B-GFP,
a molecule which is complexed to the cdc2 kinase. Cyclin B-GFP
begins to enter the nucleus approximately 5 min before the change in
nuclear pore permeability, and appears ta enter from the side of the
nucleus closest to the centrosomes. This suggests that activation of
the cde2 kinase oceurs in the region of the centrosomes,
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SIMPQOSIO I: ESTRUCTURA, FUNCION Y EVOLUCION DE PROTEINAS
Coordinader: Dr. Emitio Cardemil

LA ACETIL XILANO ESTERASA 1l DE Penicillium purpurogenum:
ESTRUCTURA DE UNA PROTEINA OBTENIDA A UNA RESOLUCION
MENOR A 1 ANGSTROM (Acetyl xylan esterase Il from Penicillium
purpurogenum; structure of a protein at a resolution better than 1
Angstrom). Eyzaguirre, J. Laboratorio de Bioguimica, Pontificia
Universidad Catélica de Chile, Santiago.

El hongo filamentase Peniciflium purpurogenum produce una gran
variedad de enzimas que degradan las hemicelulosas vegetales, entre
ellas dos acetit xilano esterasas (AXE | y II}. Estas dos enzimas han
sido purificacas y caracterizadas y corresponden a proteinas diferentes.
AXE Il ha sido secuenciada: fa proteina madura consiste en 207 residuos,
destacando la ausencia de triptofanos y la presencia de 10 cisteinas.
La enzima ha sido cristalizada v su estructura determinada por difraccion
de rayos X utilizando un derivado iodado para resolver el problema de
las fases, refinandose la estructura a una resolucién de 0,9 Angstrom,
resolucion no cbtenida hasta ahara con ninguna proteina de este tamario.
La estructura terciaria consiste en un "sandwich” /8 con una hoja
paralela de 6 hebras rodeada paor dos a-helices paraielos a cada lado.
La enzima &s una serina esterasa, y la triada catalitica ha sido
identificada como ser80, his187 y aspt57. Las cys forman 5 puentes
disulfuro. La alta resolucidn permite detectar varias conformaciones
de alguncs residuos. La triada catalitica esta expuesta, a diferencia de
una enzima homologa, la cutinasa, sugiriendo gue AXE Il es una esterasa
que actua sobre sustratos polares. Expresion heterbloga de la proteina
en Aspergilius nidulans y el uso de mutagénesis sitio-dirigida abren la
posibilidad de realizar estudias funcionales detallados de la enzima.
Financiamiento; FONDECYT 19602451 y 8330004; IR 79560006.

MECANISMO DE ACCION DE LA CARBOXIQUINASA
FOSFOENOLPIRUVICA (Mechanism of action of phosphoenolpyruvate
carboxykinase). Cardemil, €., Jabalquinto, A. M., Gonzdlez-Nilo, F. D.
y Bazaes, $. Departamento de Ciencias Quimicas, Facultad de Quimica
y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, y Departamento de Quimica,
UMCE.

Las carboxiquinasas fosfoenolpirdvicas catalizan la descarboxilacion
y fosforilacién reversible de oxaloacetato en presencia de un nucledsido
trifosfato y un metal divalente para dar fosfoenolpiruvato, CO, vy el
correspondiente nucledside difosforilade. En algunas especies, esta
reaccién forma pane de una de las primeras etapas de |a biosintesis de
glucosa, en tanto gue en otras especies es una de las etapas finales
de la glicolisis. Algunas carbaxiquinasas fosfoenolpirivicas (entre ellas
la de Saccharomyces cerevisige) catalizan, ademas de la reaccién
fisioldgica, dos reacciones minoritarias; una reaccion tipo gquinasa
piravica en que ADP es fosforilado por fosfoenolpiruvate con produccion
de ATP y piruvato, y otra de descarboxilacidn del oxaloacetato, La
relacion entre estas reacciones secundarias y la reaccion principal ha
permitide entender en mejor forma el mecanismo de accién de la enzima,
y nuestra vision actual indica que las reacciones secundarias
representan dos etapas de la reaccion principal, fosforilacidon y
descarboxilacién. La conexién entre estas reacciones y la reaccién
principal parece ser la existencia transiente de enolpiruvato, un posible
intermediario comun. Si bien no hay adn evidencia fisica de la formacién
de enolpiruvato, diversos experimentos realizados tanto en la forma
nativa como en mutantes de la carboxiquinasa fosfoenolpirivica de S.
cerevisiae apoyan su existencia y permiten ofrecer una explicacion
coherente al mecanismo de accién de esta enzima. Financiado por
FONDECYT 1000756 y DICYT-USACH.

MECANISMO DE RENATURACION in vitro DE TUBULINA. (In vitro
renaturation mechanism of tubulin). Monasterio, O. Departamento de
Biclogia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La tubulina, un heterodimero formade por e- y f-tubulina, autoensambla
para formar microtubutos. Hemos determinado que la denaturacidn y
renaturacion in vitro del heterodimero de tubulina es reversible. La
renaturacion de «-tubulina, g-tubulina, ¢- + g-tubulina recombinanies
(rec) y de! heterodirmero nativo muestra una conducta cooperativa. Los
valores de las concentraciones medias de GdmCt ([D]*™), permiten
establecer el siguiente orden de estabilidad: o-tubulina (rec) > - + 8-
tubulina (rec) > heterodimero nativo> g-tubulina {rec). La pérdida de la
estructura terciaria respecto a la secundaria, se produce a mencres
concentraciones de GdmCl lo que sugiere la presencia de intermediarios
o miultiples formas durante la renaturacién. Mediante espectroscopia
de fluorescencia resuelta en el tiempo y de correlacion se determind
que ai denaturar el hetercdimero este se disocia en sus monorneros,
los que al aumentar la concentracién de GdmCl aumentan de volumen
hasta alcanzar el estado denaturado. La renaturacion por filtracion
rapida muestra que las proteinas recombinantes se autoasocian y
forman homodimeros y agregados discretos de mayor masa molecular.
Estos resultados indican que el mondmero a-tubulina aislado es capaz
de autoasociarse en ausencia de f-tubulina (rec). Los resultados en
su conjunte demuestran que la renaturacion in vitro de la tubulina da
origen a dimeros ne funcionales lo que justifica la necesidad de
diferentes chaperonas para el correcto plegamiento y formacion del
heterodimero de tubulina. Se discutiran estos resultados en relacion a
la estabilidad de la proteina FtsZ, responsable de la division de
procariontes.

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT# 1010848

CONFERENCIA SEVERO OCHOA:

ANALISIS EVOLUTIVO DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCION
EN PROTEINAS REDOX FOTOSINTETICAS (Evoistionary analysis of
the structure-function relationships in photosynthetic redox proteins)
De la Rosa, M.A. Hervas, M., Navarro, J.A., Diaz-Quintana, A., De la
Cerda, B., Molina-Heredia, F.P., Balme, A., Murdech, S.P., Lange, C.,
Diaz-Moreno, . Y Duran, R, Instituto de Bioguimica Vegetai y Fotosintesis,
Universidad de Sevilia y Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Américo Vespucio s/n, 41092, Sevilla Espafia

En los organismos fotosintéticos oxigéniceos, la transferencia de
etectrones desde e! complejo de citocromos b6-f hasta ef fotosistema
I, inmersos en la membrana, se realiza mediante una metaloproteina
soluble locatizada en el interior de las vesiculas tilacoidales, En plantas
superiores, el transportador movil es la plastocianina, mientras que
en algas verdes y cianobacterias esta misma funcién la realiza de
forma alternativa el citocromo ¢6, sintetizado por ias células en ausencia
de cobre. Desde el punto de vista evolutivo, las dispanibilidades
relativas de hierro y cobre en el planeta pudieron ser la causa de esta
transicién de la proteina heminica a la proteina de cobre. La
plastocianina y el citocromo c6 constituyen, pues, un ejemplo tipico
de evolucién de proteinas que es no sélo convergente (dos estucturas
distintas que se adaptan para jugar la misma funcidn), sino también
paralela {dos moléculas gue evolucionan al unisono en cianobacterias
y algas verdes para interaccionar con los mismos complejos de
membrana). Referencias recientes: De |la Cerda et al. JBC (1899) 274,
13292; Sun et al. JBC (1999) 274, 19048; Molina-Heredia et al. JBC
(1989) 274, 33565; Moiina-Heredia et al. JBC (2001) 276, 601; Navarro
et al. JBC (2001} en prensa.

i mmmmmmmmmimmmm,




XXIV Reunién Anual

SIMPOSIO 1l: TRANSDUCCION DE SENALES
Coordinador: Dr. Juan Ofale

SIGNALLING DURING EGG ACTIVATION AT FERTILIZATION
Laurinda A, Jaffe, Dept. of Physiology, Univ. of Connecticut Health
Center, Farmington, CT 068032 USA.

At fertilization, the sperm activates the egg to reenter the cell cycle and
begin embryonic development. The egg activation process is mediated
by a rise in cytosolic free Ca?, which results from the release of Ca®
from the egg’s endoplasmic reticulum in response to inositol
trisphosphate (IP,). In echinoderm and ascidian eggs, the production of
IP, requires the sequential activation of a Sr¢ family kinase and phos-
pholipase C?." Recent evidence from studies of ascidian fertilization
suppoits the hypothesis that these events are initiated when fusion of
the sperm and egg plasma membranes allows a protein from the sperm
cytoplasm to enter the egg cytoplasm.2

"Jaffe, L.A., Giusti, A.F., Carroll, D.J., and Foltz, KR. {2001) Sem. Celi
Develop. Biol. 12: 45-61.
FRunft, L.L., and Jaffe, LA, (2000} Development 127, 3227-3236.

THE ROLE OF SRC FAMILY KINASES IN EGG ACTIVATION AT FER-
TILIZATION

Kathy Foltz, Department of Molecular, Cell and Developmental
Biology, UCSB, Santa Barbara, CA 83106 USA.

In echinoderm eggs, the sequential activation of a Src family kinase
(SF¥9-anpshRLGC is both necessary and sufficient for the release of
Caz+ from the egg endoplasmic reticulum at fertitization™ Microinjection
of Src inhibitors or dominant-interfering Src family proteins specifically
inhibits Ca2+ release while microinjection of aclive Sr¢ causes Ca2+
release through the PLC? mediated pathway. However, the endog-
enous Src family tyrosine kinase(s) responsible for this activity has not
yet been identified. Using homology-based screening of an arrayed
cDNA library, we have cloned a full-length Strongylocentrotus purpuratus
¢DNA (designated SpSFK1) encoding an SFK. The conceptual transla-
tion predicts a protein of Mr 57 K exhibiting ~68% similarity and ~59%
identity to human ¢-Sre, Fyn and Yes. Northern blot anailyses confirm
the presence of the SpSFK1 transcript (estimated size ~10 kb) in S,
purpuratus eggs. An antibody raised against the C-terminal peptide of
the SpSFK1 protein recognizes a protein of ca. Mr 57 K in eggs, which
is highly enriched in the particulate fraction. Interestingly, the antibody
specifically stimulates SFK aclivity when added to egg lysates. When
microinjected into unfertilized eggs, the affinity-purified antibody trig-
gers release of Ca2+ through the PLC?-medialed pathway. Recombi-
nant SpSFK1 SH2 domains are being produced for use as dominant-
interfering reagents to investigate the necessity of SpSFK1 in the regu-
lation of calcium release at fertilization in sea urchin eggs. We also are
investigating the localization of this protein in specialized egyg mem-
brane microdomains {rafts) that have been implicated in fertlization®.
'Jaffe, L.A., Giusti, A.F., Carroll, D.J., and Foltz, K.R. (2001) Sem.

Cell Develop. Biol. 12 45-51.

?Belton, R.J., Adams, N.L., and Foltz, K.R. (2001) Mol. Reprod.
Develop. In Press.

CELL CYCLE ARREST OF UNFERTILIZED MATURE EGGS: META I)-
CSFORG1-CSF

Takeo Kishimoto and KAZUNORI| TACHIBANA. Laboratory of Cell
and Developmental Biolegy, Tokyo Institute of Technology, Nagatsuta,
Mideriku, Yokohama 226-8501, Japan.

In mast animals, immalture cocytes are arrested at prophase of meiosis
I. After release from the prophase arrest by maturation-inducing hor-
mene, mature eggs are, unless fertilized, again arrested at a stage
depending on animal species. In vertebrates, unfertilized mature eggs
are arrested at metaphase of meiosis |l {meta-ll), and the activity re-
sponsible for the meta-1l arrest has been calied CSF (cytostatic factor).
A major component of CSF is c-mos prote-oncogene product (Mos),
and accordingly, Mos functions as “meta II-CSF” in vertebrate eggs. In
comtrast, unfertilized mature eggs of the starfish are arrested at the
egg pronucleus stage which corresponds to Gi-phase. The G1 arrest
depends on MAP kinase activity, and in search of the upstream regula-
tor for MAP kinase in starfish eggs, we have isolated starfish Mos as
the first invertebrate homolog. In the absence of Mos, starfish meiosis
| is followed directly by repeated embryonic mitotic cycles, while re-
covery of Mos restores meiosis |l and the arrest at the egg pronucleus
stage. These observations imply that Mos functions as “G1-CSF” in
starfish eggs. We propose that a conserved role of Mos in invertebrate
and vertebrate eggs is to function as "CSF” irrespective of the arrest
phase, thus preventing the parthenogenetic activation until fertilization.

FERTILIZATION BLOCKS APOPTOSIS OF STARFISH EGGS BY IN-
ACTIVATION OF THE MAP KINASE PATHWAY

Kayoko Sasaki AND KAZUYOSHI CHIBA. Department of Biology,
Ochanomizu University, 2-1-1 Ohtsuka, Bunkyo-ku, Tokyo. 112-8610,
Japan.

Removal of unnecessary or damaged cells through apoptosis is crucial
to the normal development and the health of multicellular organisms.
Occurrence of apoptosis is regulated by extracellular death-activating
signals, suc h as cytokines, adhesion molecules, or molecules on the
surface of other cells. While apoptotic signaling pathways seem to
differ between cell types, there are only a few cases where the mecha-
nism is known. Fully grown starfish oocytes are arrested at prophase
of meiosis |. The hormonal stimulation of 1-methyladenine (1-MA) in-
duces meiosis reinitiation and germinal vesicle breakdown (GVBD).
Optimal development occurs when maturing cocytes are fertilized be-
tween GVBD and first polar body emission. In the absence of sperm,
oocytes complete both meiotic divisions to yield haploid G1 phase-
arrested eggs. Entry into S-phase is blocked by MAP kinase activity in
the starfish eggs, while it stimulates proiiferation of mammailian somatic
ceils without preventing DNA synthesis. MAP kinase in starfish oo-
cytes is activated after GVBD by a newly synthesized starfish ho-
moleg of Mos functioning as a MAP kinase kinase kinase (MEK kinase).
MAP kinase activity is maintained even after meiotic divisions unless
fertilization occurs. Fentilization triggers a isappearance of Mos and a
decrease in MAP kinase activity , which initiates DNA synthesis and
embryonic development. In this study, we found that spontaneous and
synchronous activation of caspase-3 in starfish eggs occurs 9-12 h
after 1-MA stimulation. Then caspase-dependent membrane blebbing
and egg fragmentation occur, indicating that mature eggs undergo
apoptosis if not fertilized. Activation of caspase-3 and induction of
apoptosis are biocked both by a MEK inhibitor and by emetinetreatment
which inhibits MEK kinase {Mos) synthesis. Conversely, when recom-
binant G8T-Mos is injected into the emetine-treated eggs. apoptosis is
induced. These results indicate that persistent activation of the Mos/
MEK/MAP kinase cascade gives the death-activating signal in starfish
eggs. Fertilization inactivates the MAP kinase pathway and suppresses
apoptosis, followed by normal development. Starfish eggs may un-
dergo apoptosis and then may be degraded and abscrbed, when matu-
ration occurs accidentally in the ovary without spawning,
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SIMPOSIO !ll: REGULACION TRANSCRIPCIONAL EN CELULAS EUCARIOTICAS
Coordinador: Dr. Martin Montecino

CHROMATIN REMODELING AND TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION
OF A BONE-SPECIFIC GENE. M. Montecino, Departamento de Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion,
Concepcidn, Chile.

The rat osteocalcin (OC) gene encodes for a 10 KDa bone-specific
protein that is expressed at cnset of mineralization during osteoblast
differentiation. Transcription of the OC gene is controlled by modularly
distributed regulatory elements which are included within twe DNase |
hypersensitive sites that are only present in the promoter region (-600
to -400 and -170 10 -70) of bone-derived cells expressing this gene.
Hence, chromatin remadeling accompanies transcriptional activation of
the OC gene.

Here, we address the molecular mechanisms involved in this chromatin
remodeling pracess. Using experimental approaches that include either
cell-free or intact cell systems, we found that the bone-specific tran-
scription factor CBFA/RUNX may play a principal role in the early events
that lead to both changes in chromatin structure and transcription activ-
ity of the OC gene in osteoblastic cells. In addition, we defined how the
activity of chromatin remodeling complexes from the SWI/SNF family
combined with nucleosome positioning sequences present at the OC
promoter can produce a specific chromatin organization that supports
basal and steroid-enhanced OC expression. Together our results sup-
port a model where distal and proxima! promoter regions of the OC
gene functionally interact through protein-protein interactions to regu-
late the tissue-specific expression of this gene.

FONDECYT 1000361

PERIODICITIES IN NUCLEOSOME POSITIONING ON THE GLOBIN AND
BETA-LACTOGLOBULIN GENES: DETERMINANTS OF HIGHER-OR-
DER CHROMATIN STRUCTURE? J. Allan, Institute of Csll and Molecu-
lar Biclogy, University of Edinburgh, Edinburgh, Scotland.

As the bulk of DNA in sukaryotic cells is packaged into nucleosomes
and folded into higher order structures, the ragulation of transcription
must take place within this context. A complete explanation of regulatory
events has therefore to consider not only the binding of sequence-
specific proteins, but must ultimately deal with aspects of chromatin
structurs such as nucleosome placement and the conformation of the
riucleoprotein fibre over regions of DNA many kilobases long. A detalled
understanding of the nature of the chromatin fibre, particularly with
referance to specific genes or domaing, would enhance our
understanding of gene regulation.

We have developed technigues which permit the mapping of histone
ocatamer binding sites on DNA to be determined at high ressclution and
over long stretches of DNA. Using this approach we have mapped
histone octamer binding sites throughout the entire -globin gene and
its flanking sequence. This map has now been extended to include the
adjacent, e-globin gane. Results from thesae studles suggest a function
for non-coding, non-regulatory DNA sequences in controlling gena
exprassion by determining inactive, higher order chromatin structure
{Davey at al., (1895) PNAS, 92, 11210-11214),

Recently, wa have been studying the chromatin structure of the ovine
B-lactoglobulin (BLG) gene. This gene is contained within a 10 kb DNA
fragment which embodies all the sequence information required to di-
rect its specific expression and to protect it from position effects. We
have investigated how the BLG gene sequence organises chromatin
both in vitro and in vivo. The results again suggest that a pericdic
distribution of nucleosome positioning sites inherent in the DNA se-
quence contributes to the distinctive structure of the gene when pack-
aged into chromatin in vivo. Further studies on a series of well
characterised BLG transgenes have allowed us to assess the specific
roles of flanking ONA and introns.

TRANSCRIPTION BY RNA POL ll: THE BASIC TRANSCRIPTION MA-
CHINERY. E. Maldonado, Instituto de Ciencias Biomedicas, Universidad
de Chile, Santiago, Chile.

Transcription by RNA polymerase H requires of six factors named TFIIA,
TFHB, TFIID, THIE, TFIIF and TFIIH. These factors form a complex on the
promoter DNA, which is called preinitiation compiex. The first factor
that binds to the TATA box of the promoter is the factor TFIID through the
TATA-binding protein which is a subunit of TFHD. After TFIID binds the
TATA box follows the binding of TFIIB. To the complex fermed by TFIID-
TFHB-promoter DNA follows the binding of TFIIF-RNA polymerase Il. The
preinitiation complex is completed by the binding of TFIIE and TFIIF.
Recently, it has been found that mammalian RNA polymerase il can be
purified as preassembled complex from nuclear extracts that contains
TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFiH and several polypeptides named the mediator
Transcription on naked DNA templates in vitro require the general tran-
scription factors and RNA polymerase. However, the general tran-
scription factors and RNA polymerase is not sufficient to transcribe
when the template is assembled inte chromatin. Two other complexes
are necessary to transcribe templates assembled inte chromatin. The
RSF factor which remodetates the chromatin at the promoter and FACT
which facilitates the elongation of the transcript.

DEVELOPMENTAL FUNCTIONS OF THE MAMMALIAN SWI/SNF BAF
CHROMATIN REMODELING COMPLEX. Gerald Crabtres, Howard
Hughes Medical Institute, Department of Developmentat Biclogy, Stanford
University School of Medicine, Stanford, California, USA.

Several chromatin remodeling complexes have been identified in recent
years. Most of these are related to the yeast SWI/SNF complex by
virtue of the fact that they contain a catalytic subunit that is homologous
to SWI2 or SNF2. Mammalian cells contain at least two of these genes,
BRM and BRG1 that are part of indepandent complexes, which have
chromatin remodeling activity similar to yeast complex. Furthermore, a
group of protains tightly associatsd with BRG1 and BRM called BAFs
(BRG or BRM associated factors) are related to subunits of the yeast
complex. [n this presentation, the functions of the SWI/SNF BAF com-
plex in mammalian cells will be analyzed. The studies presanted will be
specially focused on the rale of the components of this complex during
deveiopment.
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SIMPOSIO IV: “ESTRES OXIDATIVO, RESPUESTAS CELULARES Y FACTORES MODULADORES”
Coordinadares: Dr. Luis Videla y Dra. Virginia Fernandez

VITAMINA C Y ESTRES OXIDATIVO: MECANISMQ Y FACTORES
MODULADORES. (Vitamin C and oxidative stress: mechanism and
modulatory factors). Juan Cartos Vera. Departamento de Fisiopatologia,
Faculad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcidn.

La vitarnina C s un antioxidanie cuyo rol preciso en la defensa celular
contra el estrés oxidative es aon motive de controversia. Estudios de
suplementacidn in vivo han falkado en demostrar un efecto protector de
la vitamina C. Por otro lado, la interpretacién de resultados in vitro ha
sido dificultada por una accién pro-oxidante de la vitamina C, el rol
complementario del giutation como antioxidante, la generacion de
oxidantes biolégicas que conllevan a la consiguiente oxidacién y
consumo de 1a vitamina, y la existencia de mecanismos de reduccion
especificos gue permiten el reciclaje y recuperacidn de la vitamina C.
Hemos utilizado como modelo experimental diversas células leucémicas
para determinar el rol de la vitamina C y del glutatién en Jos mecanismos
celulares de defensa contra el estrés oxidativo, y el posible papel
modulador de citoquinas y factares estimuladeres de colonia en estos
procesos. Ademds de lo anterior, hemos analizado el rol de interacciones
especificas célula-célula y de fenémenos de activacion celular, y de la
expresidn de los diferentes transportadores de vitamina C en la
adquisicion, reciclaje y funcidn de la vitamina C como antioxidante.
Nuestros resultados sugieren gue la vitamina C es un potente
antioxidante gue ejerce una funcién protectora a través de mecanismos
que parecen ser tanto dependienies como independientes de glutation,
¥y que un elevado contenido intracelular de vitamina C estaria
directamente asociado a un aumento en la capacidad de defensa celular
contra el estrés oxidativo. En este contexto, las propiedades
antioxidantes de una célula dependeran de un delicado equilibrio entre
la generacion de especies oxidantes intra- y extracelulares, las que
tisnen un efecto pro-oxidante, y el contenido intracalular de moléculas
antioxidantes tales como la vitamina C y el glutation y sus enzimas
asociadas.

FONDECYT 1990333, 3000024, 3990007, DIUC 201034006-14.

HORMONA TIROIDEA, ESTRES OXIDATIVO Y TNF-a (Thyrold hormone,
oxidative stress, and TNF-q) Videia L.A, Fernadndez V, Tapia G.
Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

La calorigénasis tiroidea involucra una mayor generacion de especies
reactivas del O, en tejidos blancc que aumenta el consumo de
antioxidantes e inactiva enzimas antioxidantes, determinando asi una
condician de estrés oxidativo celular. En el higado, ei estrés oxidativo
inducide per la hormona tiroidea (T,) provoca dafio celular, exacerba la
toxicidad del hierro, xenobidticos o de la isquemia-reperfusion, y aitera
varias funciones hepdticas. En esta situacion, T, provoca una
hiperplasia e hiparirofia de las células de Kupffer, con el consecuente
aumento en su capacidad de fagocitosis de particulas y Ia respuesta
respiratoria asociada [Videla LA, Redox Report 2000,5:285-275].
Debideo a la mayer actividad pro-oxidativa inducida en las células de
Kupffer an esta situacién, se podria estimular la expresion genica de
varios productos bicactivos. Es asi como el incremento en los niveles
cirgulantes de TNF-rz, inducido por la administracion de T, a ratas, es
practicarnente aboiido por el pre-tratamiento con clorure de gadolinio
(inactivador de células de Kupffer), con re-tocoferal o N-acetilcisteina,
0 con un oligonucledtido antisertido cuyo blanco es el RNAmM para el
TNF.c. Estos resultados demuestran que (i) T, proveca un marcado
aumento en !a produccidon de TNF-«a, {ii) este efecto es ejercido
principalmente en las células de Kupffer y (iii) el estrés oxidativo media
la preduccion y liberacion de TNF-a en @i estado hipertiroidec. Ademas,
ellos podrian explicar como el efecto hepatotdxico del acetaminofeno,
tetraclorure de carbono o del etanol es exacerbado por el hipertiroidismo
¢ eliminado por la terapia antitircidea, agentes téxicos que promuaven
el estrés oxidativo y cuya toxicidad estd mediada por las céiulas de
Kupffer con liberacién de TNF-«.

{(Financiado por FONDECYT 1000887).

REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE CITOQUINAS EN EL
ENVEJECIMIENTO: Christian Gémez, Robin Walter y Felipe
Sierra. ICBM, Universidad de Chile.

El envejecimiento es un fentmeno que afecta a la mayoria de los
organismos vivientes, en el cual participan componentes tanto
extrinsecos como intrinsecos. El proceso en su canjunto esta
caracterizado por una declinacion general en varias funciones
fisiologicas y por una progresiva y acumulativa pérdida de la capacidad
del organismo para responder a los desafios del medio ambiente.
Frente a una variedad de injurias como infeccion ¢ dafio tisular se
generan profundos cambios en las concentraciones de varias
proteinas plasmaticas sintetizadas principalmente en el higado.

Esta respuesta inflamateria fisiolégica, temprana e inespecifica se
conoce como “respuesta hepatica de fase aguda’ y tiene un efecto
benefico, pues contribuye a destruir patégenos microbianos, y a la
activacidén de mecanismos de reparacion. Una serie de antecedentes
seffalan que la respuesta de fase aguda (APR) esta atenuada en
individuos de edad avanzada. Utilizando el modelo de inyeccion de
lipopolisacarido, hemos demostrado que las ratas de edad avanzada
presentan una significativa disminucién en |la expresion hepatica de
proteinas de fase aguda, asi como en la activacién de vias de
transduccidn de sefales involucradas. Estos datos sugieren que
alteraciones en la capacidad de respuesia de determinadas rutas de
comunicacién intracelular pueden ser parcialmente responsables de
la declinacion de la APR observada durante la edad. Muy recientemente,
el uso de cDNA microarrays nos ha permitido detectar expresion
génica diferencial durante la APR hepética de animales de edad
avanzada, con respecto a sus contrapartes mas jovenes. Las
principales diferencias de expresidn corresponden a mensajeros de
factores transcripcionales, receptores, proteinas involucradas en el
recambio proteico, asi como mensajeros intracelulares. En particular,
la proteina inflamatoria de macrofagos-1 a {MIP-1a), citoquina
quimiotactica involucrada en quimictaxis y hematopoyesis. mostro la
mayor induccion en su expresién desde sus niveles basales, asi
como una disminucidn significativa de 4slos en ratas senescentas,

HOMEOSTASIS CELULAR DEL MIERROY GENERACION DE ESTRES
OXIDATIVO. Marco Tulio Nuftez, Claudia Nunez-Millacura, Victoria
Tapia y Patricia Mulioz. Departamento de Biologia, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile, @ Institutoc Milenio de Estudios Avanzados
an Biologia Celular y Biotecnologia.

Por su capacidad de catalizar la ganeracion de especies reactivas
del oxigeno, el hierro intracelular es un potencial promotor de dafio
oxidativo. Este dafio puede ser prevenido por un mecanisme
traduccicnal que regula la homeostasis caelular del hierrg, dencminade
sisterna IRE/IRP. En este trabajo analizamos 105 componentes de la
homeostasis celular de hierro y el posible dafio oxidativo generado
por su acumulacion en células de epitelio intestinal (Caco-2) y células
de neuroblastoma 2 A (N2A). Ambos tipos celulares presentaron
caracteristicas propias de regulacién del hierro intracelular. Sin em-
bargo, ambos tipos celulares acumularon hierro en el tiempo, lo que
se correlaciond ¢on dafio oxidative. Esta acumulacién pudo ser con-
secuencia de la cantinua actividad de IRP2 {Caco-2) o de IRP1 (N2A)
a altas concentracionas de hierro intracefular. Estas observaciones
indican que el sistema de horneostasis ceiular de hierro no responden
efectivamente a condiciones de sobrecarga de este, & implican al
hierro como un importante promotor de dafio oxidativa, Financiado por
proyectos FONDECYT 1010657 (MTN) v 2000100 (CNM )y por pro-
yecto P92-031 al Instituto Milenio de Estudios Avanzados en Biologia
Celular y Biotecnologia.
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I. EXPRESION DE PROTEINAS EN SISTEMAS VEGETALES

| -1 Evaluacion de la participacion de la proteina NPR1 en la
activacién temprana de genes inducida por acido salicilico en
Arabidopsis thaliana. (Evaluation of the NPR1 protein participation
in early activation of genes induced by salicylic acid in Arabidopsis
thaliana). Uquillas C., Blanco F., Letelier |., Holuigue, L. Dpto. Genética
Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universi-
dad Catdlica de Chile.

El 4cido salicilico (SA) y otras hormonas vegetales activan la transcrip-
cién de genes tempranos con actividad detoxificante y antioxidante,
como el gen gue codifica para la enzima glutatién S-transferasa (GST).
La expresion de estos genes esta regulada por la secuencia promotora
as-1 que responde a SA y auxinas. Esta secuencia se ha encontrado
también en promotores de genes PR (proteinas relacionadas con
patogénesis) los cuales son activados tardiamente por SA. Se ha iden-
tificado una proteina NPR1 que interacciona con factores de transcrip-
cién que unen a la secuencia as-1 y que participa en la via de activa-
cion de genes PR por SA. En este trabajo se evalla la participacion de
NPR1 en la via de transduccién que lleva a la activacién de genes
tempranos por SA. Al tratar plantas mutantes de Arabidopsis thaliana
npr1 con SA y auxina (2,4D) se activé la transcripcion del gen gst8, al
igual como ocurre en plantas silvestres. Esto indicaria que SA activa
los genes PR por una via distinta a la que comparte con auxinas para
activar los genes GST y que |a proteina NPR1 no estaria involucrada en
el mecanismo de activacién transcripcional de este gen GST. Con el
propdsito de caracterizar el grupo de genes que se activa por SA en
forma concertada con gst6, se analizé la informacion disponible sobre
perfiles de expresion realizados mediante experimentos de microarrays
en Arabidopsis por ofros investigadores. De este analisis se seleccio-
naron 7 genes que podrian cumplir un papel en defensas antioxidantes
y detoxificantes. Se realizard un analisis de perfiles y cinéticas de
expresion de estos genes por efecto de condiciones de estrés, me-
diante hibridacion tipo Northern.

Financiado por Proyecto Fondecyt en Lineas Complementarias N°
8980005

|-2 PARTICIPACION DE PROTEINA-G EN LA RESPUESTA DE
HIPERSENSIBILIDAD DE Citrus limon FRENTE A Alternaria
alternata (Participation of G-protein in the hypersensitive response of
Citrus limon against Alternaria alternata). Ortega, X'?, Veldsquez,
JC', Pérez, LM'. 'Lab. Bioguimica, Fac. Cs. Salud, Universidad Andrés
Bello, *Universidad de Chile.

Las plantulas de limonero enfrentadas al hongo A. alternata desarro-
llan una respuesta de hipersensibilidad que incluye la induccién de la
via fenilpropancide cuantificada por la induccién de la fenilalanina
amonio liasa (PAL) y la sintesis de la fitoalexina escoparona. En el
desarrolio de esta respuesta defensiva participan Calcio, calmodulina,
y se produce un aumento en los niveles de IP, de la planta a los 7 y 25
minutos de inoculacion con el hongo. Este IP, seria producido por una
fosfolipasa-C, la que puede ser dependiente de proteina-G o estar
asociada a un receptor con actividad de proteina tirosina quinasa. Para
estudiar la participacion de una proteina-G en el desarrollo de esta
respuesta, las plantulas de limonero se inocularon con los activadores
de proteina-G toxina de colera y mastoparan y en ellas se cuantificé IP,,
actividad de PAL y sintesis de escoparona. Las plantulas sometidas a
este tratamiento indujeron a la PAL y sintetizaron escoparona; sin em-
bargo no aumentaron sus niveles de IP,., a diferencia de lo que ocurre
en respuesta a la inoculacion con el hongo. Estos resultados sugieren
que la fosfolipasa-C involucrada en la transduccion de la sefial genera-
da por A. alternata seria independiente de proteina-G, sin embargo,
ésta participaria en una ruta alternativa para la induccién de PALy
sintesis de escoparona.

FONDECYT 2990090 y DI 75-00 Universidad Andrés Bello.

I-3 FACTORES VIRALES QUE INDUCEN RESPUESTA TIPO-HR EN
TABACOS SENSIBLES INFECTADOS POR TMV-Cg.(Viral factors in-
duce an HR-like response in sensitive tobacco infected with TMV-Cg)
Ehrenfeld, N., Stange, C., Medina, C., Cafén, P, Espinoza, C. y Arce-
Johnson, P, Dpto. Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Cien-
cias Bioldgicas, P. Universidad Catdlica de Chile.

La interaccion planta-patégeno esta determinada por el reconocimiento
de factores de avirulencia (avr) del patégeno y el producto del gen de
resistencia (R) en la planta. Cuando los correspondientes genes avry
R estan presentes, la planta induce una respuesta de resistencia activa,
conocida como respuesta de hipersensibilidad (HR). Una de las HR
mejor caracterizada es la que se produce en plantas de tabaco que
llevan el gen de resistencia N, ante la infeccién con la cepa silvestre del
virus del mosaico del tabaco (TMV-U1). En plantas de tabaco Xanthi
NN se induce la activacién de una serie de genes de defensa con la
formacién de lesiones locales, restringiendo al virus al sitio de la
infeccién. En plantas de tabaco sensibles Xanthi nn el virus se disemina,
estableciendo una infeccion sistémica. Nosotros hemos clonado el virus
TMV-Cg, una cepa de tobamovirus que infecta normalmente cruciferas
y actualmente estamos caracterizando su desplazamiento y desarrollo
de sintomas en plantas de tabaco. La inoculacién de TMV-Cg en tabaco
Xanthi NN indujo HR en la hoja inoculada. En cambio, en plantas tabaco
sensibles Xanthi nn inesperadamente el virus indujo la formacion de
lesiones locales en la hoja inoculada y mosaico con lineas necroéticas a
nivel sistémico, sintoma cuya intensidad es dependiente de la
temperatura. Estudios histoquimicos muestran muerte celular y depésito
de callosa asociada a estas lesiones necréticas, ademas, de la induccion
de proteinas PRs, caracteristicas de la respuesta HR. Hemos construido
virus hibridos entre TMV-U1 y TMV-Cg que son capaces de replicarse
en protoplastos de células BY-2 y se mueven sistémicamente en plantas
de tabaco sensibles. La infeccién de tabaco con estos virus hibridos
indica que la proteina de la capside del TMV-Cg participaria en la
induccién de una respuesta tipo HR en plantas de tabaco sensibles.
Esta respuesta podria estar asociada a la presencia de un gen analogo
al gen N en plantas de tabaco sensibles. Fondecyt L.C. N° 8980005 y
Fondecyt N° 2000-078.

I-4 INDUCCION DE UNA DESHIDRINA EN D. antarctica Desv. DU-
RANTE LA ACLIMATACION AL FRIO (Induction of a dehydrin in D.
antarctica during cold acclimation). Olave, N., ‘Ruiz, S., Estay, A, Bra-
vo, L.A. y Corcuera, L.J. Departamento de Botanica, Universidad de
Concepcidn.’Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia. Universidad
de Talca.

Las deshidrinas son proteinas que se sintetizan durante la aclimatacion
al frio y otros estreses. Sus genes se expresan tardiamente en la
embricgénesis y desecacion de las semillas. La Deschampsia
antarctica es una de las dos plantas vasculares de la Antartida. Se
propone que D. antarctica presenta genes para deshidrinas y que su
expresion esta regulada por frio. Los analisis Southern, con una sonda
heteréloga para deshidrinas, muestran 14 bandas en D antarclica,
sugieriendo la existencia de multiples genes para deshidrinas. Para
confirmar este resultado, se obtuvo una sonda homéloga por PCR,
utilizando partidores especificos para deshidrinas. El fragmento
producido (426pb) fue clonado en el vector pGEM-T, tuvo un 60-85%
de homologia con otras deshidrinas. El analisis Southern con dicho
fragmento, mostré 7 bandas, confirmando la existencia de uno o méas
genes para deshidrinas. Para saber si su expresién estd modulada por
frio, se realizé andlisis Northern en plantas aclimatadas a 4°C. Se
detectd expresion a las 24 horas. El analisis Western mostré que la
proteina se detectd también a las 24 horas. La induccion de deshidrinas
inducidas por frio es tardia y por ello su funcién no seria importante en
las primeras horas del estrés. FONDECYT 2000144.
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Il. ESTRUCTURA DE PROTEINAS|

{l.1 Estudios estructurales de la cisteina sintetasa {CysK} de
Bacillus stearothermophifus V (Structural studies about the cysteine
synthase (CysK) of Bacillus stearothermophilus V). Saavedra, C.,
Encinas, M.V., Araya, M., Gonzalez, D. y Vasquez, C., Facultad de
Quimica y Biologfa, Universidad de Santiago de Chile,

Durante nuestros estudios sobre resistencia a ielurito de potasio
(K,TeQ,) en B. stearathenmophilus V se encontrd que la enzima cisteina
sintetasa dependiente de piridexal fosfate (PLP) confiere cierto grado
de resistencia a esta sal toxica cuando su gen estructural {cysK) es
expresado en Escherichia coli. La proteina recombinante fue purifica-
da a homogeneidad y un estudic cinético mostrd que la catalisis sigue
un mecanismo de tipo ping-pong.

En este trabajo se evalué la estabilidad de la enzima frente a los agentes
desnaturantes urea e hidroclorure de guaniding. Se encontrd gue al
tratar la proteina con estos agentes pierde el cofactor, cbteniéndose la
apoenzima. Interesantemente la desnaturacion es un proceso reversible
ya gue la proteina recupéera su actividad al ser incubada en la presencia
de PLP a 50°C.

Paralelamente, se construyé un modelo molecular de fa CysK de 8.
stearothermophilus V por homolagia, utilizande como estructura de
referencia los datos cristalograficos de la CysK de S. typhimurium.
Este modelo fue utilizado para establecer 1a extensién del extremo
carboxilo terminal requerida para que la enzima retenga la capacidad
de unir el cofactor. Los resultados obtenidos con enzimas mutantes
(truncadas en 40 y 60 aminodcidos en el extremo carboxilo terminal}
indican que éstas son inactivas y no retienen el PLP. Recientemente
hemos ¢btenide un gen cysk delecionado en 30 pb y se espera que el
analisis de la proteina correspondiente permita definir mejor el proble-
ma. De acuerdo a la prediccion del modelo, ésta nueva enzima deberia
retener el cofactor y ser activa.

Agradecimientes: Proyecto Fondecyt 1990817 y Dicyt.

1.2 ROL DEL ASP-153 EN LA ACCION CATALITICA DE LA
AGMATINASA DE Escherichia coli: MODIFICACION QUIMICA,
MUTAGENESIS SITIO-DIRIGIDA Y MODELAJE MOLECULAR {(Role of
Asp-153 in catalysis by E. coli agmatinase: Chemical modification, site-
directed mutagenesis and homology modelling) Salas, M.", Redriguez,
R.2, Uribe, E.*, Lépez, V.", Lépez, N.2, Crellana, M'., Pérez, E3. Carvajal,
N.', '"Departamento de Biclogia Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Universidad de Concepcién. 2Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnoiogia, La Habana, Cuba, *Laboratorio de Bioguimica, Universidad
de Valencia, Espafia.

La agmatinasa (EC 3.5.3.11) de E. coli es inactivada por modificacion
de un residuo con e reactivo K de Woodward y la inactivacién
desaparece al reemplazar el Asp153 por Asn. La mutacién genera
especies que expresan ~3 % de la actividad de la enzima silvestre y no
implica cambios en (a fluorescencia de triptofanos ni en los espectros
de dicroismo circufar. Tampoco varian los valores de K para agmatina
(1.6 £ 0.1 mM), K para la inhibicidn por putrescina (12 £ 2 mM), nila
interaceidn con et metal activador. Un modelo tridimensional, generado
portécnicas de modelaje moiecular, indica que las cadenas laterales de
Asp-153 y Asn-153 se acomodan perfeclamente en la misma posicion
en el sitio activo de la agmatinasa, manteniéndose practicamente
inalteradas las distancias con el sustrato v los iones metalicos.
Considerando la disposicion del nitrégeno Né2 de la Asn en el modelo,
las diferencias de actividad, y los mecanismos postuiades para la
reaccién homologa catalizada por la arginasa, sugerimos que el Asp-
153 participa ya sea en la estabilizacién de un hidroxilo unido a metat,
favoreciendo su ataque nuclesfilice sobre el carbono guanidinico de ia
agmatina, o en la generacién del hidroxilo nucleofilico, actuando como
una base.

Proyecto FONDECYT 2950049

II.3'DENTIFICACION DE SUBTIPOS DE ADENILIL CICLASA EN OCITOS
DE Xenopus faevis. (Identification of Subtypes of Adenylyl Cyclase in
Xenopus laevis oocytes). Guzman, L., Romo, X, Brite, M, Soto, X,
Hinrichs, M.V y Olate, J. Departamento de Biclogia Molecutar, Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion, Concepcién.

El proceso de maduracion del oocito de Xenopus faevis inducide por
progesterona es un evento temprano e invelucra la inhibicidn det sistema
efector adenitit ciclasa (AC). Se ha propuesto que la hormona esteroidal
interfiere, a través de un mecanisme descenocide autn, con la activacién
canstitutiva de fa AC por la subunidad Gas y el heterodimero Ggy. En
mamiferocs solamente las AC de tipo Il y IV son activadas por Gy en
presencia de la subunidad Gas activa (Gas-GTP), las cuales podrian
ser la proteina blanco para progesterona. Hasta el momento en oocitos
de Xenopus laevis ha sido clonada solamente la AC de tipo IX (Torrején
y col., FEBS Letters 404:91-94, 1997). Como una manera de identificar
otros posibles subilipos de AC presentes en el cocito de Xenopus
fagvis, en este trabajo se utilizo la técnica de RT-PCR para ampilificar, a
partir de RNA total de oocito, una regidn presente en todas la AC, pero
caracteristica para casa isotipo. Esta estrategia experimental permitic
identificar dos nuevas AC, el subtipo V y VI. De los 52 fragmentos de
ADN analizadas por restriccion y secuenciacion, 14 correspondieron a
la AC de tipo IX, 11 al subtipo V y 4 al subtipo Vi. No se detectd por RT-
PCR, como se esperaba, el subtipo Il y IV. Sin embargo por analisis de
“Western blot”, utilizande anticuerpos especificos para AC de mamiferos,
s& detectaron los tipos |l y 1V. Lo anterior permite sugerir que: a) el nivel
de mRNA para las AC de tipo Hy IV es muy bajo para ser detectados
por RT-PCR, pero suficientes para ser traducidos, b) los mRNA se
traducen en etapas tempranas de la oogenesis, para posteriormenie
ser degradados en el estado VI.

Financiado por Proyectc HUMAN FRONTIER N° RG0112/2000-M 103.

(1.4 LA MUTACION S%N EN EL DOMINIO HELICE DE LA PROTEINA
Gas HUMANA AFECTA EL INTERCAMBIO BASAL GDPIGTE. (The
S%N Mutation in the Helical Domain of Human Gas Affects Its GDP/GTP
Exchange Rate}. Brito, M., Soto, X., Guzman, L., Romo, X., Hinrichs,
M.V y Olate,J. Departamento de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Biotogicas, Universidad de Cencepcién, Concepcidn.

Las preteinas G estan formadas por un dominio conservado similar al
oncogen ras (Dras) y por un dominic mas variable y unico para las
proteinas heterotriméricas, denominado dominio hélice (DH), Existen en
la estructura tridimensional de la subunidad Gj cuatro regiones que
sufren cambio conformacional al unir la proteina GTP, denominadas
regiones “switch” I, 11, It y IV. Las switch |, Il y Il estan presentes en el
Dras y la switch IV en el DH. Recientemente hemos encontrado que la
mutacién de residuos en el switch |V afecta el intercambio det nucleétido
de guanina {J. Cell. Biochem. 76:368-375, 2000). En relacién a esto,
otros grupos han propuesto gue el intercambio basa! GDP/GTP puede
estar controlado por la interaccion entre el dominio Dras y DH, a través
de residuos localizados en la interfase entre estos dos dominios.
Durante la construccion de quimeras Gao, hemos identificado una nueva
mutante Ges, S96N, la cual presenta una reducida afinidad por GTPyS,
ura disminuida velocidad de disociacién de GDP y una disminuida
capacidad de activacion de la adenilil ciciasa. Lo anterior indica que
esta mutante tiene afectada su velocidad basal de intercambio de GDP
por GTP. La mutacion S96N esta localizada en el extremo carboxilo de
la hélice aA del DH, la cual es una estructura importante gue contribuye
a estabilizar ¢l DH y su interaccion con &) DRas.

Financiade por Proyecto FONDECYT N° 1000359
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. REGULACION GENICA

1.1 MODELO DE INTERACCION ENTRE EL FACTOR DE
TRANSCRIPCION RUNX2/PEBP2::A/CBFA1 Y EL DOMINIO DE
TRANSACTIVACION MH2 DE SMAD-2 (Interaction model between
transcription facter RUNX2/PEBP2«A/CBFA1 and MH2Z transactivation
domain of Smad-2) Villagra, A., Bunster, M. y Martinez-Oyanedel. J.
Laboratorio de Biofisica Molecular, Departamento de Biolegia Molecular,
Universidad de Concepcién. (jmartine@udec.cl)

Elfactor de transcripcion RUNX2/PEBP2«A/CBFA1 es una proteina de
gran importancia en procesos de diferenciacion ostecblastica. La
asociacion de distintas iscformas de ella a otras proteinas reguladoras,
dirigiria diferencialmente la expresion de genes involucrados en
osteogénesis. Cbfat interaccionaria, entre otras, con proteinas de la
familia R-Smad, las que mediarian sefiales desde receptores de
membrana al nucleo. Nosotros estamos interesados en conocer ia
estructura del complejo Cbfa1-Smad como modelo de transactivacién
para genes blanco de Cbfa1. Se conoce la estructura del dominio MH2
de Smad que interaccionaria con Cbfal, pero sole se concce la zona
de la proteina Cbfa1 que interacciona con el ADN. Por ello se obtuvo un
modelo mediante modelaje molecular para la regidn 340-424 de Cbfa1
potencialmente responsable de la interaccion con Smad. Este modelo
se utilizo para estudiar la posible interaccidén con el dominio MHZ de
Smad2 mediante "docking” utilizando el programa Gramm v1.03. Elmodelo
de interaccion entre ambas proteinas, una interaccién de hojas beta,
fue muy semejante al encontrado en otros factores de transcripcion de
estructura conocida. Nuestros resultados nos permiten postular un
modelo de interaceion entre ambas proteinas gue intentaria explicar la
participacion directa de proteinas Smad en la arquitectura local de
complejos transcripcionales en los que participe Cbfatl.

1.2 MAPEQ DE LOS DOMINIOS FUNCIONALES DEL FACTOR DE
TRANSCRIPCION NURR1. (Functional domain mapping of the
transcription factor Nurr1). Galleguiltos, D., Andrés, M.E.. Departa-
mento de Biologia Ceiular y Molecular, Facultad de Ciencias Biolégicas,
P Universidad Catélica de Chile.

£l factor de transcripcién Nurrl pertenece a la superfamilia de
receptores nucleares, al subconjunto huérfane o sin ligando conocido.
Ratones deficientes en Nurrl carecen de neuronas dopaminergicas
ventrales, estableciendo un papel fundamental de este factor en la
adquisicion de este fenotipo neuronal. Nurr1 junto a sus homdlogos
Nurr77 y Nor1 corresponden al producto de genes tempranos. Dentro
de esta subfamilia se ha determinado la existencia de dominios de
activacion transcripcional tanto en el extreme carboxilo, estructuralmente
conservado, como en el amino, altamente divergente. Por otra parte,
Nurr1 presenta dos variantes alternativas con deleciones tanto en el
amino como en el carboxilo terminal. Dado et potencial de una compleja
regulacion transcripcional ejercida por Nurrl, hemos mapeado sus
dominios funcionales usando ensayos de transactivacion. Para elio,
una familia de proteinas de fusion entre los dominios de unién a ADN de
LexA, Gald y diferentes segmentos de Nurrl fue transfectada
transitoriamente en levaduras y en ceiulas 293, respectivamente.
Encontramos que tanto el dominio amine como el carboxilo terminal de
Nurr1 poseen capacidad transactivadora. Los Gltimos 110 aminoécidos
de Nurr1, son esenciales en la actividad del dominio carboxile terminal,
sugiriendo que las variantes alternativas, carentes de ellos, podrian
tener un rol regulatorio sobre |a actividad de Nurrl. Ademas, para
establecer el papel jugado por los distintos dominios de Nurr1 en un gen
blanco. hemos subclonado el promotor de la ticosina hidroxilasa, enzima
limitante de |a sintesis de dopamina, en un vector reportero, para realizar
ensayos de transactivacién y competencia.

FONDECYT 1000722

1.3 PARTICIPACION DE P300 EN LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL DEL PROMOTOR DE GSTEQCALCINA DE RATA.
(involvement of p300 in the regulation of the transcriptional activity in
the rat osteocalcin promoter). Sierra, J.; Villagra, A.; Arenas, F.; Puchi,
M.; Imschenetzky, M. y Montecino, M. Dpto. Biologia Molecular,
Universidad de Concepcion. Casilla 160-C, Concepcién.

La proteina p300 tiene una funcidn clave en procesos como la diferen-
ciacion celular y control del crecimiento. A través de sus regiones Ny
C-terminal esta proteina es capaz de interaccionar con una serie de
activadores transcripcionales que poseen dominios de unién a DNA.
Ademas p300 tiene actividad acetiliransferasa (AT), la cual es capaz
de acetilar histonas y factores de transcripcion, modulando la funcién
de eslos.

Osteocalcina (OC), es la proteina nocolagena mas abundante de Ja
matriz extracelular 0sea, se expresa primariamente durante la etapa de
minerzlizacidn del tejido 6seo y esta expresion es estimulada por vita-
mina D3.

Para estudiar la participacion de coactivaderes como p300 en la regu-
lacion tejido-especifica de OC, hemos realizado experimentaos de
transfeccién transiente en los que se ha evaluado el efecto de la
sobreexpresion de p300 scbre la actividad transcripcional del promo-
tor de OC.

Nuestros resultados demuestran que p300 produce un incremento sig-
nificativo en la estimulacion de la transcripeion de OC por vitemina D3,
También se cbservt un efecto menor de p300 scbre la actividad basal
de este promotor. Estos resultados indican que el ¢oactivador
transcripcional p300, tendria una participacion relevante en la regula-
cion de la actividad transcripcional de OC en células dseas.
Fondecyt: 2000140 y 1000361

1.4 REMODELACION NUCLEOSOMAL EN EL PROMOTOR PROXINMAL
DEL GEN DE OSTECCALCINA DE RATA MEDIADA POR COMPLEJOS
SWI/SNF. (Nucleosome remodeling at the rat osteocalcin gene proximal
promoter mediated by SWI/SNF complexes). Gutiérrez, J_,
Imschenetzky, M., Montecino, M. Dpto. Biclogia Molecular, Facultad de
Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

La regién promotora del gen de osteocalcina (OC) activo
transcripcicnalmente posee una estructuracion nucieosomal distinta
de la que posee el gen inactivo. El gen activo contiene una regidn
proximal del promotor (-170 a 70} libre de estucturacidén nucleosomal,
mientras que en el gen inactivo esta region se presenta como parte de
un nucleosoma. Enla transicién entre un estado y otro podrian participar
complejos con actividad remodeladora de nucleosomas. Se estudio la
influencia que e! complejo remadelador de nucleosomas SWI/SNF posee
sobre segmentos del promotor proximal de OC reconstituidos come
nucleasomas in vitro, definiendo los tipos de remodelacion que permitan
la interaccion de factores de transcripcién de OC con sus secuencias
de recanccimiento especificas. Para estudiar la actividad que posee
SWI/SNF de movilizar octameros de histonas en cis, se trabajd con
nuclecsomas traslacionalmente posicionadoes sobre los segmentos de
ADN en estudio. Los resultados obtenidos nos permiten postular que la
accidn de complejos con actividad remodeladera puede centribuir a
definir la estructuracidn nucleosomal en el promotor del gen activo y
facilitar la union de factores de transcripcion especificos, necesarios
para la expresion det gen.

FONDECYT 2990066 y 1000361
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H1.5 EL RECEPTOR DE VITAMINA D3 INTERACCIONA DIRECTAMENTE
CON EL FACTOR DE TRANSCRIPCION Runx/Cbfa FORMANDC UN
COMPLEJO QUE SE UNE AL PROMOTOR DISTAL DE
OSTEQCALCINA DE RATA. (The Vitamin D3 Receptor interacts directly
with the transcription factor Runx/Cbfa and forms a complex that binds
to the distal rat osteocalcin gene promoter). Paredes, R., Gutiérrez, L.,
Imschenetsky, M. y Montecino, M. Departamento de Biologia Molecular,
Facultad de Cinecias Biologicas, Universidad de Concepcién.

La proteina osteocalcina (OC) se expresa en los estados tardios de la
diferenciacién osteoblastica y paricipa activamente en la formacion de
la matiz extracelular del tejido 6seo. Su expresidn es regulada por el
factor de transcripcion tejido especifico Runx/Cbfa vy es estimulada por
vitamina D3 a través del Receplor de Vitamina D (VDR) que se une aun
alemento de respuesta a vitamina D (VDRE) en el promotor de OC. El
VDRE se encuentra flangueado por dos sitios de unidn para Runx-Cbfa
(CBFA-A y CBFA-B), sugiriendo que existiria algun tipo de interaccidn
entre ambas proteinas. Ademas, in vivo el VDRE y el elemento CBFA-B
forman parte de un sitio hipersensible a DNasa |, reflejando un
remodelamineto previo de este promotor.

Mediante ensayos de GST-Pull down y His-Pull down demostramos
que VDR y Runx/Cbfa pueden interaccionar directamente. A su vez, se
observd que VDR y Runx/Chfa, forman un complejo que se une al
promotor de OC. Ademas, utilizando nucleosomas recenstituidos in
vitro, demostramos que Runx-Cbfa puede unirse a sus sitios CBFA-Ay
CBFA-B cuando se encuentran en el borde interior del nucleosoma, lo
que podria representar un evento temprano en el proceso de
remodelacion del promotor y posterior reclutamiento de VOR, facilitan-
do la estimulacidn por vitamina D3.

Financiado por FONDECYT 2010103 y FUNDACION ANDES.

111.6 LA EXPRESION DE LA SUBUNIDAD NR1 DE |.OS RECEPTORES
PARA GLUTAMATO TIPO NMDA ES REGULADA DIFERENCIALMENTE
POR AGONISTAS GLUTAMATERGICOS EN CULTIVOS
MESENCEFALICOS. (The expression of NMDA glutamate receptor
subunit 1 is regulated by glutamatergic agonists in mesencephalic
cultures). Campusano, J., Tapia-Arancibia, L. Andrés, M. y Bustos,
G.Laboratorio Farmacolegia-Bioguimica, Facultad Ciencias Biologicas,
P Universidad Catdlica de Chile y Laboratoire de Plasticité Cérébrale,
Université de Montpellier [1, Francia. Patrocinio: Dr. Xavier Jordana.

Los receplores para glutamate (Glu) han sido clasificades en dos grupos,
ionotropices (IGIUR) y metabotrépicos (MGIUR). Es sabido que el ARNm
de los receptores para Glu puede sufrir modificaciones post-
transcripcionales que son reguladas en et desarrollo. El objetive de
este trabajo es evaluar la expresidn génica de la subunidad NR1 de los
iGIUR tipo NMDA, en cultivos mesencefalicos expuestos a ligandos
glutamatérgicos.

Cultivos mesencefalicos fueron expuestos durante 48 horas a distintas
concentraciones de los agonistas t-ACPD (ligangdo de mGIUR) y NMDA.
La expresién del transcrito fue evaluada por RT-PCR semicuantitative,
utilizande partidores dirigidos contra los exones 10 y 11 de NR1,
separados en el gen por 5 Kb.

Nuestros resultados demuestran la aparicion de dos bandas en
preporcion 1:1; una esperable de 213 pb y una segunda de 295 pb. La
secuenciacidn de esta dltima indica la existencia, entre los exones 10
y 11, de 82 pb adicionales que contienen secuencias consensc de
«splicing». En cultivos estimulados con t-ACPD, aparece aumentada la
de 213 pb. Por otro lado, en animales adultos sélo es detectada la
banda de 213 pb, mientras que en mesencéfalo de fetos de rata se
aprecia principalmente (a de 295 pb. Nuestros resultados sugieren que
el ARNm inmaduro para NR1 sufre un mecanismo de «splicing»
recurrente o «resplicing», que puede ser regulado por agonistas de
Glu y por el estadio del desarrollo. (FONDECYT 1010986).

1.7 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE ARNm DE FACTOR
NEUROTROFICO DERIVADO DE CEREBRO (BDNF) EN SUBSTANTIA
NIGRA EN ETAPAS TEMPRANAS DE UN MODELO DE ENFERMEDAD
DE PARKINSON EN RATA.(Changes in the expression of BDNF mRNA
in substantia nigra of a rat model of early Parkinson's disease.) Bustos
V., Campusano J., Vecchiola A., Abarca J., Bustos G.Pontificia
Universidad Catélica de Chile. Facultad de Ciencias Biolégicas.
Laboratorio de Farmacologia-Bioquimica. (Patrocinado por Dr. Xavier
Jordana de Buen)

El factor neurotrdfico derivado de cerebro (BDNF) es una proteina de la
familia de las neurotrofinas capaz de proteger a las neuronas
dopaminérgicas del dafio inducido por 6-OH-DA. Durante la enferme-
dad de Parkinson se produce una degeneracién progresiva de la via
dopaminérgica nigroestriatal, y se ha postulado un efecto de BONF
sobre Jos fendmenos de plasticidad y remodelacion sindptica que alli se
han descrito. El gen de BDNF contiene cinco exones. En 5 de cada ung
de los cuatro primeres exones (1, |1, 1l y 1V) estan presentes promotores
independientes, Cada uno de estos exones se une mediante “splicing”
aun exdn comdan (exdn V) generdndose cuatro transcritos distintos ({I-
V-V Y IV

En el presente trabajo se ha estudiado mediante RT-PCR los niveles
relativos de los transcritos 11-V, 11-V y V en sustantia nigra (SN} de
ratas con lesiones parciales de la via nigroestriatal . Se encontrd una
induccidn temprana (1, 3 y 7 dias) de los ARNm de BDNF proveniente
de los exones 1y V en la SN ipsilateral de la rata Tesionada. Ademds, se
observd una induccion transitoria del ARNm [11-V a un dia postlesion ,
que se normaliza a cuatro dias, y luego disminuye bilateralmente hasta
niveles no detectables a siete dias postlesidn. Los resultados presen-
tados apoyan |a hipotesis que BDNF en SN participa en eventos
neuronales tempranos que permiten la compensacion funcional en res-
puesta al dafio dopaminérgico nigroestriatal de tipo parcial.(Fondecyt
1410886}

{11.8 EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS NiVELES DE
ARNm DE GENES RELACIOCNADOQS ALA APQPTOSIS EN REGIONES
ESPECIFICAS DEL HIPOCAMPO DE RATA, (Effect of adrenalectomy
in mRNA levels of apoptotic related-genes in especific areas of the
hippocampus). Cardenas SP, Bravo JA, Morales P, Lara HE y Fiedler
JL. Lab. de Neurobiocquimica. Facultad de Cs Quimicas y Farmacéuti-
cas. Universidad de Chile.

Elhipocampo es una estructura esencial en aprendizaje y memoria y es
sensible a glucocorticoides adrenales mediante la participacion de re-
ceptores a corticosterona definides como GR y MR, los cuales presen-
tan baja y alta afinidad por la hormona respectivamente, Estos actoan
como factores transcripcionales modulande la expresién de genes
neuronales. Hemos observado que luego de 5 dias de adrenaiectomia
(ADX) se induce apoptosis en el hipocampo, especificamente en el giro
dentado (GD) evidenciado por técnicas morfoldgicas y de TUNEL,

Al estudiar cambios en los niveles de ARNm de genes de la familia bel-
2 por hibridacidn in situ, observamos que la ADX induce un aumento en
los niveles del ARNm del gen pro-apoptotico bax en el GD, efecto que
es prevenido por niveles altos de corticostercna. Esto sugiere un efec-
to represor de GR sobre 1a expresion de bax. Este aumento en los
niveles de bax, explicarian la induccion de apoptosis por la ADX en el
GD. También observamos que el nivel de ARNm de bcl-2 es regulado
en forma dependiente de la concentracion de corticostercna. Asi, ia
ADX promueve un leve aumento del ARNm y en animales ADX con un
suplemento hormonal que activa preferencialimente a MR se observa
una mayor expresion de este gen. En cambio animales suplementados
con altos niveles de corlicostercna, presentan una represion en la
expresién de bel-2. Se sugiere que la corticosterona es capaz de
inducir un aumento de bel-2 a través de su receptor MR y es capaz de
reprimir este efecto a través de su receptor GR. En el GD aparece otro
mecanismo, que también induciria un aumento en bel-2, ei cual seria
activado por la ADX lo que podria explicar la proteccion de apoptosis a
los § dias post-operacidn. Memorias 2000,
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1.3 ESTIRAMIENTO MECANICO Y ANGIOTENSINA Il: MODULADORES
DE LA EXPRESION GENICA DEL IGF-1 EN CARDIOMIOCITOS
NEONATOS IN VITRO (Mechanical strain and angiotensin Ii: modulators
of IGF-| gene expression in neonatal cardiomyocytes in vitro}. Salinas
M, Gonzalez-Jara, F & Melendez J., Dep. Biog. y Biol. Mol., Fac. Cs.
Qcas. y Farmaceuticas., U. de Chile.

El estirarmiento mecanico (EM} y la angiotensina 1l (Ang Il) inducen per
se el desarrollo de la hipertrofia cardiaca in vivo e in vitro, sin embargo,
se desconocce si regulan la expresién y sintesis de otros mediadores
de accién hipertréfica come el factor de crecimiento andlogo a insulina
tipo 1 ({GF-1). Este {rabajo postula que el EM y Ang Hmodulan la expresién
génica del IGF-1 y que su expresién se correlaciona con el desarrollo de
la hipertrofia en el cardiomiocito neonato de rata in vitro.
Cardiomiocitos neonatos de rata, en ausencia de suero, fueron
sometidos a estiramiento estatico biaxial (12%) o tratados con Ang Il (1
al} entre 3-12h y se determinaron los cambios en los niveles del mMRNA
para IGF-l por RT-PCR semicuantitativo. La correlacion con la hiperirofia
cardiaca ejercida por el estiramiento mecanico y 'a Ang il se evaluod a
través de la expresion y contenido de 4-MHC vy la evaluacion de la
sintesis de proteinas totales.

Los resultados mostraron gque: 1.- el cardiomiocito es el componente
celular responsable de la sintesis del IGF-l. 2.- los cardiomiccitos
estirados biaxialmente o tratados con Ang |l inducen tempranamente
(3h}1a expresidn de! mRNA para IGF-I. 3.- La expresién génica del IGF-
| precedié el desarrollo de la hipertrofia del cardiomiocito bajo 1as
condiciones de estudio.

Se concluye que el cardiomiocito es el componente celular responsable
de la sintesis del IGF-1 y que el EM v la Ang Il actuan como moduladores
de su expresidn génica en el miocardio de rata neonata.

Memorias 2000 Fac. Cs. Qcas y Facs, U. de Chile y FONDECYT 2960046

1i1.10 EXPRESION DE URODCORTINA EN CEREBRO DEL RATON.
{Urocortin expression in the mouse brain) Haeger, P, Gysling K., Forray
M.1., Daza C. Rejas R. Laboraterio de Biologia Celular y Molecular, Facultad
de Ciencias Bioldégicas, P. Universidad Catdlica de Chile.
phaeqer@aenes bio.puc.cl (Patrocinio: M.E. Andrés).

Urocortina (UCN) es un neuropéptido con aita afinidad por los receptores
del factor liberador de corticotrofina {CRF). Los nucleos del sistema
limbico como Septum presentan aila densidad de dichos receptcres.
Se ha mostrado gue los receptores a CRF participan en 1a respuesta de
ansiedad. Recientemente, se ha infermado que ratones deficientes en
CRF presentan las mismas caracteristicas ansiogénicas que ratones
normales, sugiriendo que UCN podria estarinvolucrada en la modulacion
de respuestas conductuales como ansiedad. Nuestro objetivo es
estudiar la expresion de UCN en cerebro de ratén. Para ello, usamos
ias técnicas de hibndacidn in situ, RT-PCR e inmunocitequimica (ICC),
Los resultados muestran una significativa expresion in situ de UCN y
su ARNm en neuronas localizadas en Septum latero dorsal y medial del
ratén. Por ICC se cbservd una alta densidad de fibras y terminales
nerviosos positivos @ UCN en el Lecho de la estria terminal. Para
confirmar la expresién de ARNm de UCN en Septum, se aisio ARN total
y se amplificsd por RT-PCR anidado un fragmento de 400 pb de dicho
gen. La secuenciacién del fragmento amplificade confirmo la expresion
de ARNm de UCN en Septum. Adicionalmente, por RT-PCR se amplificé
ARNm de UCN en cuerpo estriado, regidn donde no se observé expresion
evidente por las otras técnicas utilizadas. Finralmente, el estrés inducido
por restriccidn de movimiento ingremeantd la expresion de ARNm de
UCN en el Septum medial y laterc dorsal de) raton. Este estudio sugiere
que UCN estaria participando en conductas relacionadas al estrés que
previamente se le habian atribuido a CRF. Financiade per proyecte
Fondecyt 1011017

IV. BIOMEDICINA

IV.1 EFECTO DE FOTOSENSIBILIZADORES FLAVINICOS
HIDROFOBICOS SOBRE CELULAS TUMORALES HUMANAS EN
CULTIVO.(Effect of hydrophobic flavinic photosensitizers on human
tumoral cell in culture) Edwards,A.M.*, Pacheco A.*, Chacon,M.”,
Zufiiga,S.* Deloannes,A.E.*", BeckerM.I.** ‘*Laboratorio de Quimica
Bioldgica, Facultad de Quimica, P.Universidad Catolica de Chile.
“*Biosonda Biotecnologia S.A.

La riboflavina {RF) es una vitamina hidrosoluble, que forma parte del
complejo vitaminico B, y es esencial para 1as células aerdbicas ya que
es precursora de importantes cofactores redox (FMN y FAD). Al mismo
tiempe, RF es un sensibilizador fotoquimico: Absorbe 1a luz visible
provocando la modificacion de otras motéculas las que en su ausencia
no serian alteradas por la luz. Al irradiar directamente cultivos de
células tumorales en presencia de RF se provoca muerte celularla que
aumenta considerablemente al adicionar aminoacidos como Tyry Trp, v
algunos de sus derivados como et acido 3-indof acético (I,A). Debido a
la funcidn catalitica de los cofactores flavinicos, los requerimientos
celulares de RF son muy bajos lo mismo que su incorporacién a la
célula. Con el cbjeto de aumentar la incorporacian del fotosensibilizador
a celulas tumorales hemos sintetizados ésteres de RF para aumentar el
caracter hidrofdbico, los que conservan ias propiedades fotofisicas y
fotoquimicas de RF. Los ésteres de cadena larga se adicionaron ai
cultivo celular incorporados en liposomas. La incorporacion aumenté
con la hidrofebicidad del compuesto, y se observo la mayor toxicidad
para {ps cultivos a los que se adiciond el tetrapropionate de RF. La
toxicidad aumenta cuandc las células se incuban por 24 h con el éster
flavinico, antes de la irradiaciéon. Al adicionar Trp junto a los ésteres se
observé un impertante aumento en la toxicidad, el que también es mayor
si se irradia despues de 24 h de incubacion,

Se agradece el financiamiento Proy. Fondecyt 1000310

IV.2 ANALISIS MOLECULAR DEL GEN BRCA2 EN FAMILIAS
CHILENAS CON CANCER DE MAMA (Molecular genetic analysis of
the BRCAZ gene in Chilean families with breast cancer). 'Palma L.,
'Gallardo, M., "Egafia, L., Paredes, H., “Rodriguez, M., *Rousseau, C_,
“King, M-C, 'Carvalle, P. 'Departamento de Biologia Celular y Molecular,
Facultad Ciencias Bioldgicas. P. Universidad Catélica de Chite, ? Instituto
Nacional del Cancer, * Hospital Barros Luco, 4 University of Washington,
Seattle, USA.

Se estima que cerca del 5% de los casos de cancer mamario son
hereditarios; y una parle de ésios se explica por mutaciones en dos
genes supresores de tumores conocidos hasta ahora, BRCA1 y BRCA2.
La frecuencia de mutaciones en uno u otro gen varia segun el origen
etnico de ia pablacién analizada. Estos genes han sido implicados en
mantener la integridad gendmica y en la reparacion del DNA. El gen
BRCAZ2 se iocaliza en el cromosoma 13q12, codificando una proteina
de 3418 aminoéacidos, presenta exones centrales de gran tamafo y
contieng sefales de locatizacion nuctear, por [0 que en condiciones
normales se localiza en el nucleo. En este trabajo se analizé la estruc-
tura melecular del gen BRCAZ en pacientes de 12 famiiias Chilenas. El
estudio incluyé amplificacion per PCR de todos los exones del gen,
incluyendo las regiones de unién intron-exén, y su andlisis posterior
por SSCP o por formacidn de heterodcbletes Posteriormente se
secuenciaron todos los fragmentos de DNA que sugerian tener alguna
mutacion, Se encontraron dos pacientes que presentaban mutacion en
elgen BRCAZ. Una de éstas, 6174delT esta presente enelexon 11 yes
muy frecuente en familias con ancestros Judic-Ashkenazi La ofra
mutacion 6857delAA, esta también presente en el exdn 11 del gen, y ha
sido descrita previamente en tres familias Espafiolas. Es muy probabie
que la mutacion encontrada en esta familia Chilena. y en las familias
Espafiolas tenga un origen comun. (Financiado por Fondecyt 1011076}
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V.3 ALTERACION DE LAMININA EN LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO
DE PACIENTES CON PARAPARESIA ESPASTICA ASQCIADA AL
HTLV-.. (Laminin alteration in the cerebrospinal fluid of patients with
Spastic Paraparesis associated to HTLV-I). Garcia' L., Collados' L,
Vasquez' F, Kettlun' AM, Cartier? L. y Valenzuela' M.A. (1) Deplo
Bioguimica y Biologia Moiecular, Fac. Cs Quimicas y Farmaceuticas, U.
de Chile, (2) Depto Cs Neuroldgicas, Fac. Medicina, U. de Chile.

En el 1-2% de los individuos infectados con el virus HTLV-| se produce
la enfermedad crénica conocida como Paraparesia Espastica Tropical,
caracterizada por la degeneracion de los axones de los haces corticales.
Et mecanismo de este dado axonal no se conoce, pere pensamos que
en parte podria deberse a la alteracién continua de la matriz extracelular
(MEC), cambiando el medio ambiente favorable para la regeneracion
axonal. Laminina es uno de los constituyentes de la MEC gue promueve
el crecimiento axonal. La proteinasa de matriz extracelular conocida
como MMP-3 tiene como sustrato preferencial la faminina. En conse-
cuencia, se midieron los cambios en los niveles de MMP-3 y laminina en
el liguido cefalorraquideo (LCR) de pacientes y se determiné si habian
diferencias en el patrén de productes protesliticos de laminina median-
te inmunoandlisis; v finalmente, en el LCR se midié actividad proteolitica
sobre laminina estandar, comparande con el efecto de MMP-3 pura.
Nuestros resultados indican que en ¢l LCR de pacientes hay un aumen-
to de MMP-3 y de laminina comparado con los controles. Estos resulta-
dos junto con el efecto proteolitico del LCR de pacientes scbre laminina
pura sugieren gque hay una mayor degradacién o modificacion de la
laminina en ellos, lo que podria estar dificultando la regeneracion axonal
por disminucién local de dicha proteina en la MEC. Los cambios en el
nivel de MMP-3 podrian explicarse por la accidn transactivadora de
genes de la proteina regulatoria viral conocida como Tax. Financiado
por proyecto Fondecyt N° 1000-874.

V.4 COMPARACION DE ACTIVIDAD METALOPROTEINASICA Y SUS
PROTEINAS INHIBIDORAS EN LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO DE PA-
CIENTES CON PARAPARESIA ESPASTICA TROPICAL ¥
CREUTZFELD-JACOB. (Comparison of metaloproteinase activity and
their inhibitory proteins in cerebrospinal fluid of patients with Tropical
Spastic Paraparesis and Creutzfeld-Jacob). Kettiun' AM, Collados’, L
Garcia' L, Vasquez' F, Cartier? L. y Valenzuela' MA. (1} Depto
Bioguimica y Biologia Molecular, Fac. Ciencias Quimicas y Farmaceuticas,
U. de Chile, {2) Depto Ciencias Neurolégicas, Fac. Medicina, U. de Chile.

En Chile existe una alta incidencia mundial de infeccion por el virus
HTLV-l que produce la denominada Paraparesia Espastica Tropical (TSP/
HAM) y también de Creutzfeld-Jacob, enfermedad producida por prion.
En ambas enfermedades existe neuro-degeneraciéon, por lo que se ha
propuesto que podria habar dafios en la matriz extracelular (MEC) del
SNC que dfficultaria la regeneracidn neuronal. Las metaloproteinasas
de matriz extracelular (MMPs) junto con sus protelnas tisulares
inhibitorias (TIMPs) tienen un papel fundamental en el recambio normal
de la MEC, por lo que alteraciones en el balance de MMPs y TIMPs
podrian ser responsables de la dificultad en la neuroregeneracion
después de dichas infecciones.

Se ha determinado en liguido céfalorraguidec (LCR) de ambos tipos de
pacientes (HTEV-l, n=21; Creutzfeld-Jacob, n=5) y en controles, fa
presencia de MMP-2 y MMP-9 mediante analisis zimografico, y los nive-
les de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4, junto con MMP-7 mediante
inmunoanalisis.

En este estudio preliminar de 5 pacientes con Creuzifeld-Jacob hemos
encontrado que no hay aumente de TIMP-4 y hay una tendencia {(aun-
que no estadisticamente significativa) de mayor nivel de TIMP-1, a dife-
rencia de o encontrado en LCR de pacientes con TSP/HAM. Ademas,
en estos Ultimos enfermos hay una mayor incidencia de actividad de
MMP-8 y mayor proporcién de forma activa de MMP-2,

Financiado por Proyecto Fondecyt N° 1000-874.

IV.5 FORMACION DE TRIPLE HELICE ENTRE EL GEN DE LA
DESHIDROGENASA ALDEHIDICA MITOCONDRIAL (ALDHZ2) DE RATA
Y OLIGONUCLEQTIDOS DE DNA y RNA: PROYECCIONES PARA TE-
RAPIA GENICA DEL ALCOHOLISMO. (Triple helix formation between
the rat mitochondrial aldehyde dehydrogenase gene and
oligonucleotides.) Encina G, Sapag A, Torres V, Moncada C, tsrael Y.
Laboratorio de Farmacoterapia Génica, Fac de Cs. Quimicas y Farma-
céuticas e Instituto Milenio de Estudios Avanzados en Biologia Celular y
Biotecnologia. Univ. de Chile.

La inactivacion farmacelégica de la ALDH2 con disuffiram se utiliza
como terapia para el alcoholismo porgue resulta en una acumulacién
del acetaldehido circulante cuyos efectos sintométicos producen aver-
sidn al consumo de alcohol. Una alternativa de mayor especificidad vy
menos efectos secundarios es el uso de oligonucledtidos formadores
de triple helice (OF Ts} para inhibir la transcripcién del gen. Los OF Ts se
unen antiparalelamente a secuencias de bases purinicas en el surco
mayor del DNA blanco de doble hebra. Se disefiaron 6 OFTs
fosforotioatos segun las reglas G- G:C y TAT y se estudié la unién a
sus secuencias blanco mediante ensayos de retardo electroforético.
Uno de ellos se une especificamente a su secuencia blance en el intrén
8. Se disefiaron dos OF Ts adicionales dirigidos al mismo blanco: uno de
RNA (fosfodiéster) segun las reglas G-G:C y U-A:T y otro de DNA
(fosforotioato) segun las reglas G-G:C y A'/A'T. Ambos forman triple
hélice aungue con menor afinidad que ¢l primero. Se determind la ex-
presién del gen en un cultivo de la linea celular H4-11-E-C3 de hepatoma
de rata transfectado con los OFTs midiendo: a) ios niveles de transcrito
mediante RT-PCR y analisis con nucleasa 31 y b} la actividad enzimatica
mediante un ensayo con “C-etanol en el que se cuantifica la produc-
cion de “C-acetato.

Proyecto Milenio P-99-031-F; FONDECYT 1981047, C4tedra Presidente
de la Republica.

V& INHIBICION DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA DESHIDROGENASA
ALDEHIDICA MITOCONDRIAL (ALDH2) DE RATA MEDIANTE
OLIGONUCLEOTIDOS FOSFOROTIOATOS (S-CDNs) DE
ANTISENTIDO. (Inhibition of the rat mitochondrial aldehyde
dehydrogenase gene expression by antisense phosphorothioate
oligonucleotides.) Lladser A, Sapag A, Moncada C, Israel Y. Labora-
torio de Farmacoterapia Génica, Facultad de Ciencias Quimicas y Far-
macéuticas e Instituto Milenio de Estudios Avanzados en Biologia Celu-
lar y Biotecnologia. Universidad de Chile.

El etanol es oxidade en el higado a acetaldehido por [a deshidrogenasa
alcohdiica y luego a acetato por la ALDH2 (homotetramero). La variante
alelica ALDH2-2 (E487K), presente en la poblacién asidtica, genera
una proteina inactiva {deminante negativa) que produce una acumula-
cion de acelaldehido Juego del consumo de alcohol. Sus efectos, enro-
jecimiento facial, disforia, nduseas, generan aversion a la ingesta de
alcohel y una proteccion contra el alcoholismo.

El objetivo de este trabajo es desarrollar una terapia de aversion al
alcohal inhibiendo especificamente la expresion del gen ALDM2 me-
diante S-ODNs de antisentido. Se disefiaron 19 S-ODNs contra 4 regio-
nes blanco del RNA (3 intrénicas y una exdnica) con une o mas motivos
GGGA en su secuencia. La inhibicién se determiné en cultivo de célu-
las de hepatoma de rata H4lIEC3 previamente transfectadas con los S-
ODNSs, cuantificando la cantidad de "“C-acetato producido a partir de
"“C-etanol. Tres 5-ODNs {dirigidos a los intrones 6,4 y 11, con 1, 2y 3
GGGAs respectivamente) son 10s mas potentes en reducir la actividad
de la ALDHZ {~5Q0%} y sen candidatos para estudios in vivo. Los resul-
tados se confirmaron determinando por HPLC la acumulacién de
acetaldehido no metabolizado y cuantificando los niveles de mRNA.
Proyecto Milenio P99-031F, FONDECYT 1981047, Catedra Presidente
de la Republica.




XXV Reuniéon Anual

Iv.7 SEROLOGIA DEL VIRUS HANTA: ESTUDIOS DE EPITOPOS
VIRALES MEDIANTE ANTICUERPOS MONOCLONALES Y SUEROS
DE PACIENTES (Serology of hantavirus: Studies of viral epitopes using
manoclonal antibodies and patient sera). Tischier, N., Rosemblatt, M.,
Jamett, A., Galeno H. y Valenzuela, P. Fundacién Ciencia para la Vida,
Instituto de Salud Publica de Chile e Institute Milenio de Biologia
Fundamental y Aplicada, Av. Maratdn 1943, Santiago.

El virus Hanta causa el Sindrome Pulmonar Agudo que es martal en
aproximadamente un 50% de los pacientes. Este virus pertenece a la
familia Bunyaviridae y tiene tres hebras de RNA que codifican cuatro
proteinas. Estas son las glicoproteinas G1 y G2 que forman la envoltura
y dos proteinas internas, la nucleoproteina y la RNA polimerasa. En un
primer esfuerzo hacia el desarrollo de una posible inmunoterapia estamos
estudiando la localizacién de dreas inmuncdominantes dentro las
proteinas virales con el fin de identificar epitopos que nos orienten en
la preparacién de anticuerpos moncclonales que permitan la
neutralizacién del virus durante la fase aguda de la infeccién. Para
estos estudios se prepararon anticuerpos monoclonales contra peptidos
sintéticos y proteinas de la nucleoproteina y la glicoproteina G1. Se
cbtuviercn 10 anticuerpos monoclonales contra la nucleoproteina que
pertenecen a seis grupos epitdpicos distintos demoestrados por sus
reactividades en ensayos de Western blot de la proteina viral digerida
con enzimas protecliticas y por ensayos con peptidos sintéticos.
Ademas se obtuvieron 11 anticuerpos monoclonales contra un peptido
de 42 aa, gue representa un area aparentemente inmunodominante de
la nucleoproteina. Estos anticuerpos forman 2 grupos epitopicos
diferentes. Contra la glicoproteina G1 se obtuvieron tres anticuerpes
monoclonales, los cuales reconocen a dos epitopos diferentes. La
caracterizacién de 10 hibridomas adicionales para G1 esta en progreso.
Epitopos reconocidos por anticuerpos de pacientes se identificaran
mediante dot-blot con 137 dodecapéptidos sintéticos que representan
la secuencia completa de la nucleoproteina y de las 2 glicoproteinas.
Resultados preliminares indican una posible diferencia entre pacientes
fallecidos y sobrevivientes.

V.8 EL DOMINIO CARBOXILO TERMINAL DE LA PROTEINA VacA
DE Helicobacter pylori ES AUTOSUFICIENTE PARA 5U
EXPORTACION A MEMBRANA EXTERNA EN E. cofi. (The C-terminus
domain of H. pylori VacA is seif-sufficient for its exportation to the
outer membrane in E. cofi). Martinez, P., Diaz, M.1., Tobar, J., Bruce, E.,
y Venegas, A. Departamento de Genética Molecular y Microbiologia,
Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universidad Catdlica de Chile,
Alameda 340, Santiago.

H. pylori exporta una citotoxina que causa vacuolizacion de las células
epiteliales con el consiguiente dafio para el epitelic gastrico. La citotoxina
(VacA) es un oligémero con estructura hepta o hexamérica semejante
a una flor que deja un poro central. Cada mendmero esta formado por
2 subunidades disimiles. El monémero se produce como un precursor
de 140 kDa que es autosecretado. Esta funcién reside en el extremo
carboxilo terminal del precursor (apreximadamente ualtimos 340 aa).
Hemaos aislado el gen VacA de una cepa chilena CHCTX-1 para estudiar
independientemente los dominios presentes en el precursor. Mediante
PCR se amplificaron las regiones correspondientes a las 2 subunidades
y al extremo carboxilo terminal. Estas se clonaron y expresaron en £.
coli IM109(DE3). Se aislaron 5 clones que expresan el carboxilo terminal
(340 aa) de 39kDa detectado por PAGE-SDS. A pesar de carecerde un
péptido sefial, este dominio polipeptidico es detectado en la fraccion de
membrana externa de E. coli. Curiosamente, su expresion inhibe la
expresion de las porinas OmpF y OmpC de £ cofi detectables por
Western blot. Previamente se ha detectado que sobreexpresién en E.
coli de porinas heterologas inhibe la sintesis de las porinas del
hospedero. Se sugiere que |a estructura beta plegada del dominio C-
terminal de VacA imita una estructura de porina, lo que explicaria en
parte la inhibicion. A la fecha se realizan estudios de RT-PCR para
determinar si la inhibicién ccurre a nivel transcripcional o traduccional.
Financiado per FONDECYT 1000730.

V.9 EL GEN cagA DE Helicobacter pylori EN CEPAS CHILENAS NO
PRESENTA VARIACIONES DRASTICAS DE TAMANO EN LA REGION
HIDROFILICA (A17) NI EN SUS REGIONES ALEDANAS (The
Helicobacter pylori cagA gene does not show drastic size variations
at the hydrophilic central region neither at the adjacent regions),
Patacios’, J.L... Valdivia', A., Harris?, P. Bruce', E. y Venegas', A.
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago. 'Departamento de
Genética Molecutar y Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas.
?Departamento de Pediatria, Facultad de Medicina.

Las cepas de H. pylori mas agresivas (CagA+) transfieren la proteina
CagA al epitelio gastrico luego de contacto directo. CagA es fosforilada
por una Tirosina-quinasa eucaridtica, inteffiriendo en vias regulatorias
de proliferacién celular y del proceso inflamatorio past-infeccion. El
gen cagA se ubica en un islote de patogenicidad de 40 kb que contiene
los genes del aparato secretor de esta proteina. Existe gran variabilidad
en la arquitectdonica de los genes del islote de cepas de diverso origen
geografico, lo que se ha relacionado con variaciones en la agresividad
microbiana. Un analisis de PCR del gen cagA y sus regiones aledaiias
en cepas de pacientes chilenos con diversas afeccicnes gastricas
reveld que su secuencia y arreglo en el islote no difiere marcadamente.
Esto contrasta con hallazgos en otros paises que indican gran
variabilidad. Al secuenciar el gen de una cepa chilena se encontrd gran
similitud con cagA de la cepa H. pylori 26695 (uno de los genomas
bacterianos secuenciadas). Un analisis de restriccion prelimilar de cagA
de 8 cepas chilenas reveld patrones muy conservades. La comparacion
de secuencias aminoacidicas de CagA de cepas de diverso origen
permite proponer la ocurrencia de deleciones que explican diversos
genotipos.

Financiado por grants FONDECYT 1000730 y 1000734 .
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V. INCORPORACIONES Y MISCELANEOS

INCORPORACION

V.1 165 rRNA EXTRAMITOCONDRIAL: UNA NUEVA MOLECULA
RELACIONADA CON PROLIFERAGION CELULAR. (Extramitochondrial
165 rRNA: A novel molecule related to cell proiiferation) Villegas, J.,
Muller, |y Burzig, L. O. Fundacitn Ciencia Para La Vida, Milienium Institute
for Fundamental and Applied Biclogy (MIFAB) y Bioschile Ingeniernia
Genética 5.A. Av. Marathon 1943, Nuoa. Santiago.

Amplificacién mediante RT-PCR de RNA extraido de cabezas de
espermatozoides humanos y ensayos de hibridacién in situ en
esparcidos de espermatozeides demostraron claramente la localizacién
nuclear del rRNA 1688 mitocondrial. Esta localizacién nuclear no
corresponde a la transcripcidn de un pseudogen mitocondrial presente
en el nucleo lo que sugiere un fendémeno de transferencia de este RNA
desde el organele al nicleo del gameto. Nuestra hipdtesis es que este
RNA “paternc” tendria un rol en proliferacién celular posterior a
fecundacién. Linfocitos humanos estimulados con el mitdgeno PHA
mostraron un alte nive! de expresion del rRNA 165 cuando se
compararon con {as células controles no estimuladas. Células HL-60
mostraron un alto nivel de expresién de este RNA. Cuando estas células
san diferenciadas a macréfagos por tratamiento con ésteres de forbol
(TPA), el nivel de expresién disminuyé drasticamente. De igual modo,
células Hela depletadas de suero fetal por 24 hr mostraron un bajo
nivel del rRNA 16S. Expresién que es rapidamente recuperada posterior
a la adicion de suero. Por otro lado, células Hela incubadas con oligos
correspondientes al rRNA 168 muestran evidencias morfologicas
caracteristicas de apoptosis. Este efecto es especifico, ya que
tratamiento con oligos correspondientes at rRNA 125 o para el mMRNA
de ND1 no mostrd efecto. Estos resultados sugieren que el fRNA 16S
extramitocondrial tendria un rol active en proliferacion celular.
FONDECYT 199-0230, 296-0062, MIFAB P-3007-F,

INCORPORACION

\/2 ELEMENTOS INVOLUCRADOS EN LLA INDUCCION POR ESTRES
DEL GEN HSP70 DE TILAPIA {D. mossambicus) (Elements involved
in stress induction of the tilapia (Q. mossambicus) HSP70 gene.) Molina
A., Martial J.A*., Muller M*. Laboratorio de Biclogia Celular y Molecular,
Fac. de Ciencias de la Salud, Univ. Andrés Bello e Instituto Milenic de
Bioiogia Fundamental y Aplicada. * Lab. de Biol. Mol. et Génie Génétique,
Université de Liége, Bélgica.

La proteina de shock témico HSP70 esta involucrada en el plegamiento
de polipéptidos durante la sintesis de novo, et ensamblaje de proteinas
a multi-subunidades, la transiocacién de protelnas a través de
membranas, la estabilizacién de formas inactivas de ciertas proteinas
(algunos receptores nucleares) y principaimente la estabilizacion de
proteinas durante estrés celular.

Se aislo el gen, incluyendo 1kb de regidn reguladora, que codifica para
1a forma nuclear/citosélica de la proteina HSP70 de tilapia (HSP70) y
se elabord el primer estudio funcional de un promotor HSP en peces.
Estudios de expresion transitoria en células en cultivo y en embriones
de pez cebra revelaron que el prometor aislado es capaz de conferir
una regulacion transcripcional por estrés térmico a un gen reportero.
Por otro lado, via experimentos de deleciones y mutacionaes puntuales,
se demostré que el elemento HSE (heat shock element) distal es
absolutamente necesario para la respuesta al shock térmico del gen
tiHSP70.

Adicionalmente se obtuvo una linea celular conteniendo el promotor
tiHSP70 fusionade a un gen reportero y se evalud su capacidad de
detectar una amplia variedad de inductores de estrés celular. El conjunto
de estudios presentados revelan que el promotor tiHSP70 puede
representar una interesante herramienta para dirigir la expresion, en
células de peces, de un gen de interés en condiciones controiadas y
para la deteccién de estrés celular.

V.3 FUNCION DE LA PROTEINA QUINASA CK1 EN LA FORMACION
DEL CARTILAGO DE LA MANDIBULA DEL PEZ CEBRA (Dania rerio).
{(Function ofthe CK1 protein kinase in cartilage jaw formation). Antonelli,
M’ Valenzuela, P'., Pino, L. Allende, M*., Hopkins, N*. Programa de
Biclogia celular y Molecular. ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile', Departamento de Biologia, Facuitad de Ciencias, Universidad de
Chile? y Center Cancer Research, MIT®. PEW, Latin American Feliows
Program, Proyecto DID REIN-02/2001.

El progreso en el estudio del desarrollo embrionario de los organismas
pluricelulares se ha fundamentado en la caracterizacion de un pequefio
grupo de sistemas vivientes que nos han permitido utilizar una bateria de
técnicas moleculares, bioquimicas y genéticas. El sistema del pez cebra
es el candidato ideal para |la busqueda vy el estudio de genes regulacores
involucrados en el contrel del desarrollo. Durante los dltimos afios ha
sido desarrollada una técnica que consiste en mutagenizar €l genoma
del pez cebra en gran escaia utilizando secuencias de DNA retrovirales
para interrumpir los genes impartantes para el desarrollo y producir un
fenatipo anormal observable, Esta nueva tecnolegia pemite identificar el
gen responsable de un determinado fenotipo. La secuencia exégena de
DNA insertada (o retrovirus) en el genoma del pez cebra, presenta la
ventaja de permitir la rapida identificacion molecular del gen mutado. De
las mutantes encontradas, una de ellas presenta un fenotipo que afecta
¢l desarrollo de las estructuras cartilaginosas relacionadas con la for-
macién de la mandibuta y de las aletas pectorales del pez cebra, Analisis
de PCR y secuenciacion del DNA que rodea el segmento retroviral inser-
tado en el genoma del pez cebra, muestra que esta insercion produce
una interrupcion dentro ¢e un intrén en el gen codificante de la proteina
quinasa CK1e. Una segunda mutante con caracteristicas similares en el
desarrollo del cartilago de la manditula y de la aleta pectoral fue aislada
dentro del mismo screening. El gen interrumpido en esta segunda mutante
por la insercion viral es también CK1«, en el mismo intron de la primera
mutante encontrada. El aislamiento de estas dos mutantes confirman que
el fenotipo encontrade es efectivamente producido por una interrupcién
del gen de CK1. En estos momentos nos encontramos en la etapa de
caracterizacion de estas mutantes.

V.4 EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO HEPATICO INDUCIDO POR
LINDANO SOBRE LOS NIVELES SERICOS DE TNF- EN RATAS (Effect
of liver oxidative stress induced by lindane on serum TNF-« levels in
the rat) Cornejo P, Fernandez V, Videta L A, Santander M P, Tapia G.
Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

La administracion de lindano desencadena un estrés oxidativo hepatico
en ia rata, aumentando la produccion de especies reactivas derivadas
del oxigeno y del nitrdgeno y disminuyendo la actividad antioxidante del
tejido. Esta condicion pro-oxidativa activaria a NF-~B, factor de
transcripcién que regula la expresién de diversos genes refacionados
con la respuesta inflamatoria, entre ellos el de TNF-.

Para evaluar el efecto del estrés oxidativo, inducido por lindano, sobre
la liberacion de TNF-, se cuantificaron los niveles séricos de la ¢itoquina
(ELISA) luego de la administracién ip dei insecticida (50 mg/kg) como
también luego del pre-tratamiento con los antioxidantes c-tocoferol
(100 mg/kg) o N-acetilcisteina (1 g/kg), resultados que fueron
cerrelacionades con la oxidacidn de proteinas hepaticas (indice de
estrés oxidativo). Ratas Sprague Dawley recibieron (a) lindana; (b) «-
tocoferol; (c) N-acetilcisteina; (d) a-tocoferol y lindano (e) N-acetilcisteina
y lindana y {f) vehiculos de lindano, «-tocoferol y N-acetilcisteina
(controles). Los resultados muestran incrementos significativos en la
oxidacidn de proteinas (4,6 veces) y del TNF-« sérico (45 veces), con
disminucién a vaiores control iuego del pre-tratamiento con
antioxidantes, lo que permite concluir que la mayor liberacion de la
citoquina estaria mediada por el estrés oxidativo inducido por lindano.
Financiado por FONDECYT 1000887,
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V5 EL ESTRES OXIDATIVO REPRESENTADO POR LIPOPROTEINAS
OXIDADAS INDUCE APOPTOSIS EN LINFOCITOS EN REPOSO:
PARTICIPACION DE LAS CASCADAS DE MAP QUINASAS (Oxidized
low density lipoproteins induce apoptosis in resting human fymphocytes:
involvernent of milogen-activated protein kinases). 'Bustamante, M.
E.. 'Diaz, F., 'Pincheira, S., 2Gross, H-J., IGriiner, A.. 2Bachem, M.,
‘Gonzalez, M., "“Ibaftez. P, “*Escobar, C., *Maulén. N. & “Vera, J. C.
'Laboraterio de Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad
Catélica de la Santisima Concepcidn. 2Institute de Quimica Clinica, Uni-
versidad de Ulm, Alemania, ‘Departamento de Quimica Clinica e
Inmunoclogia. Facultad de Farmacia, *Departaments de Fisiopatologia,
Facultad de Ciencias Biclégicas, Universidad de Concepcidn.

l.a apoptosis juega un importante rol en varios procesos biologicos,
tales como 1a homeostasis tisular, desarrollo fetal o diferenciacion de
céiulas inmunes. El estrés oxidativo aumenta las especies reactivas
del oxigeno, lo que provoca la oxidacidn de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL). Las lipoproteinas cxida-
das son citctoxicas e inducen ia apoptosis celular, activando las cas-
cadas de transduccion de sefales. Hemos investigado la paricipacion
de las cascadas de MAP quinasas (p*™* y p*) sobre la apoptosis
inducida por VLDL y LDL exidadas en linfocitos humanos en reposo.
Para ello, ensayamos el efecto de inhibidores de las MAP quinasas
(Inhibidor de MEK e inhibidor de p38 MAP} sobre linfocitos aislados de
sangre periférica. La apoptosis se monitored por microscopia de
inmunofluorescencia y citometria de flujo, determinandose unidn de
anexina V, expresion de Apo 2.7 y TUNEL. Se complementd, con ensa-
yos Western blot, el clivaje de Poli ADP ribosa polimerasa (PARP) y la
expresion de BCL-2, Nuestros resultados demuestran que las
lipoproteinas oxidadas inducen la apoptosis de linfocites, aumentan el
clivaje de PARP y disminuyen ia expresion de BCL-2. Mas aun, estos
efectos pueden ser bloqueados por inhibidores de las cascadas de
MAP guinasas. En conclusion, el estrés oxidative, representado por las
lipoproteinas oxidadas, es capaz de inducir apoptosis en linfocitos
humanos en reposo y en este proceso apoptdtico participarian las
cascadas de las MAP quinasas.

V.5 EVIDENCIAS DE ADAPTACION CROMATICA EN EL
FICOBILISOMA DE Gracilaria chifensis (Evidence of chromatic
adaptation in phycobilisomes from Gracilaria chilensis} Bruna, C.;
Martinez-Oyanedel, J. y Bunster, M. Laboratorio de Biofisica Molecular.
Departamento de Biologia Molecular. Facuitad de Ciencias Bioldgicas.
Universidad de Concepcién. DIUC 99081084-1 0

Los Ficobilisomas {PBS), o complejos auxiliares de fotosintesis, estan
compuestos por proteinas fluorescentes o ficobiliproteinas (PBPs) y
proteinas de unién, las cuales se organizan formando un sisterna que
capta y conduce luz eficientemente hacia los centros fotoactivos en
cloroplastos de aigas eucaridticas.

Se estandarizé un protocolo de extraccién de PBS desde el alga roja
pluricelular Gracilaria chifensis. Estos contienen 3 PBPs: ficoeritrina
(PE), ficockanina (PC) vy aloficocianina (APC); y |a espectroscopia de
fluorescencia confirma que APC es el aceptor final de energia. Utilizando
SDS-PAGE se determind que ademas esta compuesto por 8 proteinas
de union. Al cuantificar las PEPs de PBS obtenidos en distintas épocas
del afo, se detectaron diferencias en |a relacién porcentual entre estas,
revelando que 1a PE unida disminuye de invierno a verano. Lo cual se
confirma, en micrografias de muestras de verano, en las que se
chservan complejos incompletos. Ficoeritrina es la PBP periférica. Debido
a que es la que contiene el mayor nimero de croméforos/mel, su
liberacion desde el PBS constituye una adaptacion ata diferente calidad
y cantidad de {uz.

Se han planteado evidencias de adaptacidn cromatica en algas
unicelulares, y nuestros resultados indican que este concepto también
es aplicable a algas eucaridticas pluricelulares, demostrando que el
PBS de Gracilaria chilensis es un complejo dindmico que responde a
las condiciones luminosas con cambios en su composicién
ficobiliproteica.

V1. TRANSPORTADORES

V1.1 INTERACCION DIFERENCIAL DE INHIBIDORES DE TIROSINAS
QUINASAS CON SITIOS DE UNION ENDO- Y EXOFACIALES DEL
TRANSPORTADOR DE GLUCOSA GLUT1 {Differential interaction
of tyrosine kinase inhibitors with endo- and exofacial binding
sites of GLUT1). Reyes, A. M., Andrade, C., Monsalve, R. y Llévenes,
A. Institutc de Biocquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de
Chile, Valdivia {email: areyes@uach cl).

Inhibidores de tirosinas quinasas, tanto naturaies como sintéticos, inhiben
el transponte de hexosas mediado por GLUT1 (Vera et al. Biochemistry
40, 777-790, 2001). Estos inhibidores pueden catalogarse en dos tipos,
dependiendo de sus efectos sobre el transporte: los de tipe | bloguean
en forma competitiva la actividad de transporte de GLUT1, mientras los
de tipo Il lo hacen en forma no competitiva. Estas diferencias pueden
explicarse por interaccion selectiva de los distintos inhibidores a sitios
de unidn endo- o exo-faciales en GLUT1. Analizamos este punto estu-
diando eltransporte de metilgiucosa en eritrocitos humanos, en condicio-
nes de intercambio en equilibrio y trans-cero de entrada y saiida en
presencia de los inhibideres. Seleccionamos como inhibidores de tipo |
genisteina y tirfostina B46, y tifostina A47 come inhibidor tipe Il Genisteina
y las tirfostinas inhibieron competitivamente el intercambic en equilibrio
de metilgiucosa a 4°C, con valeres de K enire 10y 30 uM, indicando que
estos compuestos compiten por la unién con el sustrato en un sitio
externo ¢ interng del transportador. Asimismo, genisteina y tifostina B46
fueron capaces de bloguear compelitivamente en ensayos de entrada
de metilglucosa, perc ambos mostraron ser inhibidores no-competitivos
en ensayos de salida. En contraste, tiffostina A47 se comportd comao un
inhibidor ne-competitivo en ensayos de entrada, pero inhibio
competitivamente la salida de metilglucosa desde las células. Nuestros
datos indican que genisteina y tiffostina B46 se unirian a un sitioc accesi-
ble externamente en GLUT1, mientras tirfostina A47 se ligaria a un sitio
del transportador accesible por su cara interna.

{Financiado por FONDECYT 1981018 y DID-UACH PEF 2001-02.)

V1.2 CARACTERIZACION DEL TRANSPORTADOR DE ACIDO
ASCORBICO SVCT2 EN CELULAS DE MELANOMA HUMANO
(Characterization of the Ascorbic Acid Transporter SVCT2 in Human
Melanoma Cells). Godoy,AS ., Montecinos, VP y Vera, JC. Departamen-
to de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepeion.

La forma reducida de la vitamina C (acido ascérbico), es transportada
por una familia de proteinas denominadas SVCTs, con dos miembros
descritos hasta el memento, SVCT1 y SVCT2. Estudios preliminares de
caracterizacion funcional en ovocitos de X. faevis han revelado
resuitados contradictorios respecto a los parametros cinélicos
asociados al transporte de L-ascorbato. Asimismo, no existen estudios
funcionales detallados en células que expresen enddgenamente cada
uno de estos transportadores en forma aislada. Hemos fHlevado a caho
un compieto analisis funcional para caracterizar el transporte de L-
acido ascorbico en células de melanoma humang {(GMEL). Los
experimentos de transpene, RT-PCR e inmunolocalizacion revelaron la
presencia de SVCT2 en células GMEL. La K _ de transporte fue de 18
WM, conunaV__ de 230 pmoles/10° células/min. La dependencia de la
dosis para la activacién por sodio demostré una relacion sigmoidal
entre la velocidad de captacién de ascorbale y la concentracion de
sodio, El coeficiente de Hill para el efecto del scdio fue de 1.9, lo que
sugiere una cooperalividad positiva. La K_ para el transporte de
ascorbato fue fuertemente dependiente de la concentracion de iones
sodio bajo 50 mM, sugiriendo gue la accidn del sodio estaria relacionada
con la modificacion de la afinidad del transportador por el sustrato. El
transporte de ascorbato fue afectado por valores de pH bajo 7.0, con
un pH optimo entre 7 y 7.5, lo que estaria relacionado con el efecto del
sodio. La importancia de estos estudios radica en la obtencidn de
informacién basica inicial para futuros andlisis de estructura-funcién.
FONDECYT 1950333 y DIUC 201034006-14.
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V1.3 EXPRESION DIFERENCIAL DE TRANSPORTADORES DE GLUCO-
SA EN CELULAS ENDOTELIALES DE MICROVASCULATURA CERE-
BRAL. (Glucose transporter expression and function in brain
microvascular endothelial cells). Azécar, L., Vésquez, O., Montecines,
V., Guzman, C., Vera, J.C., Carcamo, J.G. Departamenio de
Fisiopatologia. Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Con-
cepcion.

Para modelar in vitro el comportamiento de las células endoteliales de la
barrera hematoencefilica hemos utilizado lineas celulares inmontalizadas
de endotelio de microvascutatura de cergbro humano. Estudios cinéticos
del transporte de los analegos de glucosa DOG y OMG en dos lingas
endoteliales de cerebro humano revelan la presencia de dos
componentes cinéticos, uno de alta afinidad y otro de baja afinidad,
mientras que $0lo un components se detecta en una linea celular de
endotelio vascular periférico. El componente de alta afinidad
corresponderia a Glut1, previamente descrito en endotelio cerebral y
endolelio periférico, mientras que el componente de menor afinidad
pareciera no corresponder a alguno de los transportadores de glucosa
caracterizados hasta ahora. Estudios de captacidn en presencia del
inhibidor genisteina muestran un efecto diferencial sobre estos
componentes, permitiendo caracterizar funcionalmente el componente
de baja afinidad. Estudios de RT-PCR e inmunofluorescencia revelaron
la expresiénde GLUT1 y GLUTO en las dos lineas de endotelio cerebrat,
mientras que solamente GLUT1 estaria presente en las celulas de
endotelio periférico. Asi, GLUTY seria expresado selectivamente en las
células endotetiales de barrera hematoencefalica pero no en endotelio
periférico. Estos estudios sugieren que la captacidon de glucosa a nivel
del endotelic cerebral, y por ende el transporte vectorial de glucosa
desde la circulacién hacia el cerebro, seria a un proceso altamente
complejo que requeriria la panticipacion de al menos dos transportadores
de giucosa.

FONDECYT 1890333 y 3000024, y DIUC 201034006-14.

V1.4 PENTOXIFILINA BLOQUEA COMPETITIVA- MENTE AL
TRANSPORTADOR FACILITATIVO DE HEXOSAS GLUT1 EN
ERITROCITOS HUMANOS (Pentoxyfyiline competitively blocks the
facilitative hexose transporter GLUT1 in human erythrocytes). Castro,
M., Vera, J.C.T y Reyes, A.M. Instituto de Biequimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia y TDeparamento de
Fisiopatologia, Facullad de Ciencias Biolbgicas, Universidad de

Concepcidn. {(email: areyes@uach.cl).

GLUT1 es una proteina transportadora de hexosas que se expresa
ubicuamente en células y que es responsable del transporte basal de
glucosa. GLUT1 transporta también vitamina C oxidada. En esta comu-
nicacién presertamos evidencia indicande gque pentoxifilina, una
metilxantina que se ha empleado en el tratamiento de enfermedades
vasculares periféricas, es un eficiente inhibidor de la actividad funcio-
nal de GLUT1. Con el propdsitc de caracterizar el mecanismo de la
inhibicion por pentoxifilina, estudiamos el efecto de esta molécula en el
transporte de metilglucosa, desoxiglucosa y de acido deshidroascorbico
en eritrocitos humanos, células que contienen niveles elevados de
GLUT1. Pentoxifilina inhibid la entrada de los sustratos de GLUT1 con
un valor de K=3 mM, el bloqueo fue de caracter competitivo y la accion
inhibidora fue instantanea. Al probar octras metilxantinas encontramos
que cafeina fue menos eficiente en bloquear la actividad de GLUT1
(K=30 mM), mientras tecfilina y teobromina no inhibieron. Asimismo,
estudios de unidn muestran que pentaxifilina inhibié en forma competi-
tiva la unién desplazable por D-glucosa de citocalasina B a las membra-
nas de eritrocitos. Los datos indican entonces que estos compuestos
bloguean la actividad del transportador GLUT1 por unién directa con ta
proteina. Estos resuitados enfatizan la propiedad de GLUT1 de
interactuar con moléculas no relacionadas estructuraimente con los
sustratos transportabies.

FONDECYT 1981018, 1990333, DID-UACH PEF 2001-02 y DIUC
201034006-1.4,

VI.5 EXPRESION Y REGULACION DIFERENCIAL DE
TRANSPORTADORES DE VITAMINA C EN CELULAS INTESTINALES
HUMANAS CaCo-2. (Differential expression and regulation of Vitamin
C transporters in human intestinal cells CaCo-2). 'Henriquez, E.A.,
'Kempe, 5.5., *Bustamante, M.E., 'Vera, J.C., y *Maulén, N.P.
‘Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad de Concepcién, y Laboratorio de Biologia Molecular,
Facultad de Medicina, Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion,

El transporte transcelular a través de la barrera intestinal es !a etapa
limitante en la adquisicién de la vitamina C por los seres humanoes. Las
células CaCo-2 han sido utilizadas para modeiar el comportamiento in
vitro de células de intestino humano. Hemos identificado v caracterizado
las propiedades funcionales, y estudiado la expresién de
transportadores de vitamina C en células CaCo-2. Estudios de transporte
revelaron que las células CaCo-2 transportan vitamina C reducida {4cido
ascorbico) a través de transportadores de sodio-dcido ascérbico, y
vitamina C oxidada (acido deshidroascérbeco) a traves de
transportadores facilitativos de glucosa. Andlisis de expresidn utilizando
RT-PCR e inmunoiocalizacién permitié identificar los transportadores
de sodio-ascorbato SVCT1 y SVCTZ, y los transportadores de acido
deshidroascorbico GLUT1 y GLUTZ2 en las células CaCo-2.
Cuantificacion por RT-PCR de tiempo real seguida por andlisis funcional
reveld que la diferenciacidn in vitro de las células CaCo-2 esta asociada
a laregulacién de la expresién de os transportadores SVCT1y SVCT2.
Estos resultados tienen un impacto directo sobre nuestro entendimiento
de la regulacion de |a adguisicion de vitamina C a nivel intestinal. Asi, es
pasible que la expresion y segregacidn diferencial de transportadores
SVCT/GLUT en el enterocito diferenciado permita el transporte vectorial
de vitamina C desde el lumen intestinal a la sangre, similar al fendmeno
descrito en el sistema SGLT/GLUT para el transporte de glucosa.
FONDECYT 39390007 y 1390333, y DIUC 201034006-14.

V1.6 UNION ESPECIFICA DE PEROXIDASA A LA PROTEINA QUE UNE
ACIDOS GRASOS (I-FABP) EN MEMBRANAS APICALES DE
ENTEROCITOS DEL PEZ Cyprinus carpio. (Specific binding of
peroxidase to intestinal fatty acid-binding protein (I-FABP) in apical
membranes of Cyprinus carpic entérocytes). Santander, C., Concha,
M.l Villanueva, J y Amthauer, R.. instituto de Bicquimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile.

En elintestino del pez Cyprinus carpio, peroxidasa (HRP} es endocitada
y luego por transcitosis alcanza la membrana basolateral donde es
liberada en forma intacta. Estos antecedentes sugieren la participacion
de receptores en la intesnalizacién de HRP. Consistente con esta
hipotesis hemos demostrado que HRP se une en forma especifica a
membranas de ribete en cepillo (BBM) aisiadas del intestine de la carpa.
Mas aun, utilizando un ensayo de “ligangd blot”, hemos detectado en
diferentes preparaciones de BBM, [a unién de HRP en forma especifica
a una seola banda de proteina de 15,3 kDa. Adicionalmente, se demostrd
que ésta corresponde a una proteina periférica de membrana. La
identificacion de esta proteina se realizé mediante una digestion triptica
fn situ de la banda y secuenciacidn de los péptidos generados. Estos
representaron en conjunto el 25% de la secuencia total y presentaron
sobre un 90% de identidad de residuos con la I-FABP del pez cebra. I-
FABP pertenece a una familia conservada de proteinas de 14-15 kDa
de localizacion preferentemente citoplasmatica, que unen acidos grasos
y otros ligandos. Andlisis de Western e inmunohistogquimica demostraron
que en la carpa, |-FABP se localiza tanto en el citoplasma como en
membrana apical en enterocitos. Ademas se demostrd que ambas
fracciones de 1-FABP unen dcido palmitico. Los resultados sugieren
que I-FABP corresponde al putativo receptor para HRP y que en la
carpa esta proteina tiene una localizacion atipica.

Financiamiento: Fondecyt 1980993, DID-UACH S-200121
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VI.7 PAPEL ESENCIAL DEL TRIPEPTIDO GLUTATION EN LA
ACUMULACION DE VITAMINA C EN CELULAS INTESTINALES
HUMANAS CaCo-2 (2001). (Vitamin C accumulation in human CaCo-2
cells is critically dependent on glutathicne). ‘Kempe, S.8., 'Henriquez,
EA. Wera, JC y *Maulén, NP 'Departamento de Fisiopatologia,
Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion, y
-‘Laboeratoric de Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidac
Catélica de la Santisima Concepcién.

Estudios de acumulacidon de vitamina C en distintos tipos celulares
apuntan a la existencia de una serie de mecanismos celulares distintos,
dependientes e independientes de glutation, con ia capacidad para
mantener la vitamina C intracelular en su forma reducida. Las células
CaCo-2 representan un modelo ampliamente utilizado para el estudio in
vitra de las propiedades de células intestinales humanas. Las células
CaCo-2 transportan las formas reducida (2cido ascorbico) y oxidada
(adcido deshidroascoérbico) de la vitamina C, pero aparentemente
acumulan solamente vitamina C reducida. Evaluamos el rol del glutatién
en la captacién y acumulacion de vitamina C en las células CaCo-2
utilizando tratamiento con L-Butioninsulfoximina (BSO), un inhibidor de
la sintesis de glutation. El tratamiento con BSO disminuyd el conterndo
intracelular de glutation desde aproximadamente 15 mM a valores
inferiores a 0.1 mM, sin afectar el crecimiento y la viabilidad celutar.
Células CaCo-2 depietadas de glutation fueron incapaces de acurnular
concentraciones elevadas de vitamina C intracelular, y también
mostraron cambios en su capacidad para reciclar 1a vitamina sin que,
por otro lado, se afecte el transporte de la vitarnina. Nuestros resultados
indican que el elevado contenide de giutation de las células CaCo-2
estaria relacionadoe con su participacion en los mecanismos que regulan
la capacidad de estas células para reciclar y mantener elevadas
cancentraciones intracelulares de vitamina C.

FONDECYT 3980007 y 1990333, y DIUC 201034006-14.

VI8 GENES INVOLUCRADOS EN LA SINTESIS ¥ EXCRECION DE
GLUTATION ESTAN COORDINADAMENTE REGULADOS EN EL
HIGADO DE RATON. (Genes invoived in glutathicne synthesis and
excretion are coordinatedly regulated in the mouse liver). Roceo,C.
Weelandt,A.M., Vellrath,V. y Chianale,). Departamento de
Gastroenterologia. Facultad de Medicina. Pontificia Universidad Caldlica
de Chile. Patrocinante: P.Carvalio

La excrecidn de diversos aniones organicos conjugados con glutation
{GSH) a la bilis esta mediada porel transportador canalicular de aniones
organicos multiespecifico (cMoat). Hemos mostrado previamente que
el antioxidante fendlico BHA aumenta la excrecion y sintesis de G5H en
el higado de ratdn debido a una induccion transcripcional de los genes
cMoaty y-glutamilcisteina sintetasa {»GCS-HS), enzima Iimitante de la
sintesis de GSH. Observamos ademas, un aumento de la expresion del
gen GST-Ya, responsable de la conjugacion de xenobibticos con GSH,
sugiriendo que estos tres genes estan coordinadamente regulados en
el higado de ratdn. Por otro lade, se& ha comumicado que la expresion de
mRNA de cMoat esta disminuida en higado de ratas inyectadas con
endotoxina (lipopoksacarido, LPS). Con estos antecedentes, estudiamos
el efecto de LPS en la regulacién de la expresion de los genes cMoat,
vGCS-HS y GST-Ya, en el higado de ratones gue consumieron dieta
suplementada con BHA. En ratones tratados con BHA y que fueron
inyectados con LPS i.p. observamos, a las 16 h., una significativa
inhibician de la sobreexpresion, mediada por BHA. de los tres genes
estudiados.

Estos resultados sugieren que los genes involucrados en la sintesis y
excrecion de GSH comparten mecanismos comunes de regulacion
transeripcional en respuesta a xencbidtices.

Trabajo financiado por FONDECYT 1990510,

VII. BIOLOGIA MOLECULAR

VIl.1 LA SECUENCIA COMPLETA DEL GENOMA MITOCONDRIAL
DEL SALMON CHINOOK ONCORHYNCHUS TSHAWYTSCHA. (The
complete sequence of the mitochondrial genome of the chinook salmon
Oncorhynchus tshawytscha). Wilhelm, V., Bernales, B., Villegas, J.,
Miguel, A., Martinez, R., Engel. E, Burzio, L.O. y Valenzueia, P. Fundacién
Ciencia para la Vida e Instituto Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada,
Av. Maraton 1943, Santiago.

El salmén chinook es una especie importante en (a industria
salmonicultora en Chile. Elgenoma mitocendrial es un excelente marcador
para estudios filogenéticos y pobiacionales de esta especie. Esto
debido a su escasa actividad de recombinacion y a su modo de herencia
de tipa maternal.

Recientemente hermos determinado la secuencia completa del genoma
mitocendrial de esta especie. EI DNA mitocondrial se purificé mediante
un precedimiento que utiliza desoxinbonucleasa para eliminar el DNA
cramosomal. La secuencia se realizé en fragmentos de
aproximadamente 1000 pares de bases obtenidos por nebulizacién y
clonados en el vector plK-96.

El genoma circular censiste de 16.664 pares de bases las cuales
codifican para 13 proteinas, los RNA ribosomales de 125 y 165 y 22
RNA de transferencia. Estos genes estén ordenados dei mismo modo
que en el genoma mitocondrial de otras vertebrados. La secuencia
nucleotidica de los genes y las secuencias aminoacidica de las proteinas
correspendientes se han comparado con aquetlas de otros peces,
incluyendo especies salmonideas tales como Oncorhynchus mykisss,
Saimo salar, Salvelinus alpinus y Coregonus lavaretus. Se describen y
discuten las caracteristicas estructurales de la regién de control y el
origen de la repiicacion de la hebra L. La secuencia se ha depositado
en Gene Bank bajo el ndmero AF 392054,

VI.2 RNA QUIMERICO MITGCONDRIAL EN HUMANOS (Human
Chimeric Mitochondrial RNA) Villota €., Villegas J., Martinez R., Miller
|. y Burzio L. Q. Fundacidn Ciencia para la Vida, Millenium Institute for
Fundamental and Applied Biology (MIFAB) y Bios Chile ingeneria Genética
S.A. Avenida Marathon 1943 Nufioa, Santiago, Chile

Previamente se aislé de testiculo de ralén clones correspondiente al
RNA mitocondrial 165 mas un repetido invertido (Rl) de 120 nucledtidos
unido al extremc 5'. Como la transcripcion de ambos componantes del
transcrito dependen de diferentes promotores mitocondriales, hemos
sugerida denominarlo RNA quimérice. Hemos ¢lonado el RNA quimérico
humano a partir de RNA total de testiculo y de ¢élulas HL-80, HepG2 v
Hela. Las secuencias nucleotidicas de 14 clones tienen un 100% de
identidad y muestran que el Rl es de 184 nucledtidos. Estos resultados
sugieren que el tamano del R parece estar relacionado cen la especie,
lo cual ha stdo confirmado con la secuencia de algunos clones obtenidos
de células COS-7 de mono verde africano (Cercopithecus aethiops).
En esta especie el Rl es de 188 nucledtidos muy semejante al humanc
y mayor que el de roedores que fluctua entre 110 y 120 nucledtidos.
Mediante hibridacion in situ, se determiné que el RNA quimérico esta
localizado en el niclec de espermios y células espermatogénicas
humanas. Ademas en células tumorales existe una marcada
sobreexpresion de este RNA, lo que sugiere una correlacién funcional
entre la presencia de este y proliferacién celular. Se discutiran resultados
que muestran la importancia de la expresién de este novedoso transcrite
mitecondrial y la mantencion del estade proliferative de la célula
(FONDECYT 1990230; MIFAB P-93007-F)
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VI.3 ELEMENTOS C/S DE RECONOCIMIENTO DE LOS SiTIOS DE
EDICICN EN RNAs MITOCONDRIALES DE PLANTAS {cis-recognition
elements in plant mitochondria RNA editing). Ledn, G'., Farré, J-C2,
Jordana, X.' y Araya, A2

(1) Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de
Ciencias Biologicas, P. Universidad Catdlica de Chile. (2) Lahoratoire de
Reéplication et Expression des Génes Eucaryotes et Retroviraux. CNRS
et Université Victor Segalen-Bordeaux |l, France,

La edicién de RNAs en mitocondrias de plantas consiste en fa
modificacidn de C a U en sitios especificos de los RNAs. Para determinar
los elementos en cis involucrados en el reconocimiento de un sitio de
edicién se utilizaron construcciones que contenian al gen mitocondrial
coxll silvestre y al gen cox!l en que se medifico el entorno de un sitio de
edicion por mutagénesis sitio dirigida o deleciones. Estas construccicnes
fueron introducidas mediante electroporacion en mitosendrias aisladas,
una técnica recientemente descrita en nuestro laboratorio (Farré y
Araya, Nucl. Acids Res. 29, 2484, 2001). Se demostré que los genes
introducidos son transcritos, los transcritos son procesados (splicing
de un intrén) y editados. El analisis de los mutantes establecio gue solo
un numero restringido de nucledtidos adyacentes a la C editada son
necesarios para el reconocimiento del sitic de edicién. Estos estudios
constituyen por ahora los méas detallados respecto a la definicion de los
elementos de secuencia que determinan ia especificidad de la edicién.
Financiado por el “Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la
Recherche” (Francia), el "Conseil Régional d'Aquitaine (Pdle Génie
Biologique et Médical )» (Francia) y el proyecto CS8B01 ECOS-CONICYT.

VIl.4 CARACTERIZACION DE GENES NUCLEOQLARES EN C. carpio.
{Characterization of C. carpio nucleolar genes). Quezada, C., Alvarez,
M., Malina, A., Pinto, R., Navarro, C, Vera, Ml. Laboratorio Biclogia Celular
y Molecular, Universidad Andrés Bello e Instituto Milenic de Biologia
Fundamenial y Aplicada.

La segregacion de los componentes nucleolares en célufas hepaticas
y de pituitaria es uno de los rasgos fenotipicos mas peculiares que se
observa en carpas adaptadas a las condiciones ambientales de invierno.
La segregacion nucleclar refleja la inactivacién temporal de ia biogénesis
ribosomal. No obstante en verano, los componentes nucleclares
entremezclados muestran una actividad de sintesis normal.

La regulacion estacional de la expresion génica nucleolar de la carpa
se ha abordado a iravés de la caracterizacion de genes como el que
codifica para la proteina ribosomal L41 y nucleolina. Esta Gitima es la
proteina mas abundante en nucléolo y participa en multiples etapas de
la biogénesis ribosomal, incluyendo la regutacion de la transcripcion de
rRNA. Asi, es de particular interés correlacionar la reprogramacion
nucleolar observada en la carpa con la actividad de nucleolina durante
aclimatizacién.

Con este propdsito, hemos aislado y secuenciado un cion de cDNA de
nucieolina en higado de carpa que codifica para los cuatro dominios de
unién a RNA ademas del dominio rico en glicina y arginina del extrema
C-ferminal, existiendo aparentemente dos transcritos de distinto tamarno.
Asimismo, utilizando como sonda un clon de ¢cDNA conteniendo la
totalidad de la regién codificante del gen de L41, se rastred una biblicteca
genémica de carpa obteniéndose dos recombinantes positives que
estan siendo caracterizados. La expresion estacional de ambos genes
esta siendo evaluada por northern blot y RT-PCR en diferentes tejidos.
FONDECYT 1000-081, DI-UNAB 58-A/99, 59-A/09, 61-A/09. (E-
mail:mvera@abello.unab.cl}

VIl 5 CLONAMIENTO, CARACTERIZACION Y PURIFICACION DEL
COPEPTIN ASOCIADO AL PRECURSOR DE ISOTOCINA EN Cyprinus
carpio. (Cloning, characterization and purification of the copeptin,
associated to the precursor of isotocin in Cyprinus carpio.)
Figueroa, J., Soto, M., Barra, V. y Kausel, G. Instituto de Bioguimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.
(ifiguero@mercuric.uach.cl)

Prolactina (PRL) hipofisiaria en el pez C. carpio, presenta un dramatico
cambio en su expresion durante la aclimatizacion estacional reversible
motivada por el fatoperiode y la temperatura, lo que sugiere un rol vital
de esta hormona en |la adaptacidn de este pez. Entre los factores que
afectan la liberacion de PRL se ha postulado al Copeptin, un motive
polipéptidico de aproximadamente 30-40 amino acidos que forma parte
de! extremo carboxilo terminal de las poliproteinas arginina-vasotocina
e isotocina.

A partir de una biblicteca gendmica de carpa se aisid, subclond y
obtuvo la secuencia parcial de Isotocina (Ac.N°® AF32651}). De la
secuencia aminoacidica deducida, se generaron anticuerpos
policlonales contra un péptido sintético de 16 amino acidos
correspondiente al extremo carboxile del Copeptin (cCp).

A partir de extractos en acido acético de proteinas de pituitaria de
carpa, se purifico este peolipéptido por HPLC a través de una columna
de C18 utilizando el anticuerpo cCp come herramienta para identificar
el pick correspondiente. Paralelamente, se monté la técnica de cultivo in
vitro de explantes de pituitaria en medio L189 a 24°C, en los cuales
estamos probando el efecto inductor del Copeptin en Ia liberacién de
PRL por métodos inmunogitoquimicos y analisis de Western-blot con
anticuerpos anti-PRL de carpa.

Financiado por Proyecte FONDECYT 1990710

Vil.6 COPEPTIN, UN POSIBLE FACTOR INDUCTOR DE LIBERACION
DE PRL, INMUNQLOCALIZA EN AXONES ADYACENTES A CELULAS
LACTOTROPAS EN PITUITARIA DE C. carpio. (Copeptin, a possible
PRL releasing facter, localizes in axons adjacent to lactotrophs cells in
pituitary of C. carpioc.).

Flores, C., Mufioz, D., Kausel, G., Barra, V., y Figueraa, J. Instituto de
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.
(ifiguero@mercurio.uach.cl)

En el ectoterma C. carpio, prolactina (PRL) presenia una dramatica
variacidn en su expresion durante su aclimatizacion. En la regulacion
podria estar involucrado el copeptin, un dominic de aproximadamente
30 amino-acidos que en peces esta presente en el carboxile terminal
de los precursores polipeptidicos de arginina-vasotocina (AVT) e
isotocina (IT).

De ia secuencia aminoacidica derivada de la secuencia génica dei
precursor de IT (Ac.N°.:AF322651), se disefiaron oligopéptides v se
prepararon dos anticuerpos, uno contra el dominio copeptin (cCp) vy
otro contra el dominio neurofisina {¢Np). Por Western blot ambos sue-
ros, detectan una banda de 29kDa en extractos de proteinas totales de
pituitaria de carpa, sugiriendo que el copeptin no esta disociado del
precursor polipeptidico. En cortes de hipdfisis los anticuerpos ¢Cp y
cNp claramente inmunactifien axones que ingresan a la pituitaria y que
se desvian hacia la rostral pars distalis. La relacién morfolégica de
células que producen PRL con los axanes que reaccionan ¢on cCp y/
0 ¢Np se corrobora por inmunocitoquimica doble, estableciendo una
intimidad estructural entre células lactotropas (anti-PRL} y los axones
hipotalamicas (anti-cCp y/o —cNp). Actualmente realizamos ensayos in
vitro de induccidn de la liberacion de prolactina en explantes de pituitaria.
Financiado par Proyecte FONDECYT 1990710.
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VI1.7 CARACTERIZACION DEL RECEFTOR DE PROLACTINA Y DE SU
EXPRESION DURANTE LA ACLIMATIZACION DEL PEZ C. carpio.
(Characterization of C. carpio prolactin receptor and its expression
during acclimatization) San.Martin, R., Azocar, R., Mclina, A. y
Krauskopf, M. Laboratorio Bioclogia Celular y Molecular, Universidad
Andrés Bello e Instituto Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada.

El pez tetedsteo euritermal C. carpio es capaz de compensar las
variaciones estacionales de su habitat, donde la temperatura vy el
fotoperiodo son de particular relevancia. A nivel molecular, postulamos
que la hipdfisis juega un importante papel en la transduccién de las
sefiales ambientales. En particular, la hormona prolactina seria un
mediador de la respuesta sistémica del pez. Estudios previos han
demostrado que en carpas aclimatizadas a invierno tanto (a transcripcién
como el contenido de la hormona decrece. Del mismo modo, en carpas
aclimatadas a cortos fotoperiodos y temperaturas invernales la
expresion de prolactina disminuye.

Con el propdsitoc de correlacionar la expresidn de la hormona con su
sefalizacion, durante la achmatizacion del pez, hemos abordado el
estudio del receptor de prolactina de carpa (cPRLR). Consecuentemente,
hemos obtenido una secuencia de cDNA correspondiente al cPRLR.
Este cDNA codifica para una proteina de 604 aminoacidos similar a la
forma larga del receptor descrito previamente en mamifercs y peces.
Mediante analisis de hidrofobicidad determinamos que ¢cPRLR consiste
de un péptido sedal {22 aa). un dominio extracelular {208 aa), un solo
dominio de transmembrana (24 aa) y un daminio intracelular (350 aa).
La proteina receplora presenta los dominios conservados que activan
la via Jak-Stat. Ensayos de northern blot revelan la existencia de
isofarmas del transcrito del receptor. Consistente con nuestra hipétesis
demostramos que la expresion de cPRLR en diferentes tipos celulares
es modulada estacionalmente. UNAB D 60-A/99

VIi.8 LA SPH CISTEIN-PROTEASA ES NUCLEAR Y EXHIBE UN
COMPORTAMIENTO MiGRATORIO POST-FECUNDACION. (The SpH
cistein-protease is nuclear and it exhibits a behavier migratory post-
fecundation). Morin, V., Concha, C.; Geneviére, A.M.; Puchi, M ;
Imschenetzky, M. Departamento de Biologia Molecular, casilla 160-C,
Universidad de Concepcion. Observatorio de Qceanologia de Banyuls,
UMR, Banyuls sus-Mer, Francia.

Hemos caracterizado una cistein-proteasa (SpH-proteasa) que parti-
cipa en la remodelacion delf pronucleo masculino en cigotos de erizo de
mar. Esta enzimna se activa post-fecundacién y degrada en forma se-
lectiva histenas de espermatozoides (SpH), sin afectar a las variantes
de histonas maternas (CS). Estas variantes de histonas CS se prote-
gen de la protedlisis debido a que se encuentran extensamente poli-
ADP-(ribosiladas). Paralelamente se ha determinado gue la presencia
de fosforilacién en histonas de espermatozoide las protege transitoria-
mente de la protedlisis. La SpH-proteasa se purificd a homogeneidad y
se determind la secuencia aminoacidica parcial a partir de su extremo
N-terminai. Analisis en la base de datos indican que esta secuencia
presenta homologias con cistein-proteasas de otros origenes. En base
a esta secuencia se obtuvieron anticuerpos anti-SpH-proteasa que
reconoce especificamente a la SpH-proteasa en la fraccion cromatina
tanto en dvuios no fecundados como en cigotos presentes durante el
primer ciclo celular post-fecundacion. Andlisis de inmunolocalizacion
utilizando este anticuerpo, mostré que la proteasa presenta una distri-
bucién perinuclear en ovules no fecundados. Post-fecundacion y pre-
vio a la primera mitosis la proteasa se localiza al intenior del nucleo (10-
50 min.), distribucion que varia durante las dos primeras mitosis (60
min. y 120 min.}, donde se localiza en los centriolos del huso mitdtice,
volviendo posteriormente a su posicion intranuclear.

Proyectos: FONDECYT 2980038; 1980141; 1011073

V1.9 LA PERMANENCIA DE HISTONAS ESPERMATICAS PQST-
AMFIMIXIS BLOQUEA LA REPLICACION DE ADN DEL CIGOTO Y ES
LETAL PARA EL EMBRION (Sperm histone permanence after amfimixis
blocks DNA replication of zygotes and exhibits a lethal effect on further
embryonic development). Concha, M.C., Puchi M., Morin V., Monardes
A, Montecine M. e Imschenetzky M. Departamento de Biologia Molecular,
Universidad de Concepcidn, Concepeion, Chile.

Post-fecundacién el nuclec espermatico se decondensa
transformandose en pronucleo masculino, el cual al fusionarse con el
pronucleo fermenino restablece la diploidia del embrién. Durante este
proceso las histonas espermaticas (SpH) son normalmente degradadas
y reemplazadas por variantes de histonas CS de origen materno. Hemos
postulado que tal degradacién es catalizada por una SpH-cistein proteasa.
Esta enzima se encuentra a la forma de zymégeno en dvulos sin fecundar
y es activada post-fecundacion. Ademas su actividad es modulada por
modificaciones post-traduccionales de su sustrato, Al inhibir la actividad
de la SpH-cistein proteasa con E64-d se bloguea la degradacion de SpH
post-amfimixis, manteniéndose éstas en el nicleo del cigote. Con el fin
de investigar el efecto de la mantencion de SpH post-amfimixis sobre la
primera onda replicativa se incubaron cigotos con E-64-d y se siguid (a
replicacién determinando la incorporacién de H3-fimidina y de
bromodeoxiuridina {Budr) al ADN, Con el objeto de descartar potenciales
paralelos de E64-d sobre la replicacion de ADN se realizaron experimentos
controles en que ovulos sin fecundar fueron activados con ionéforo
A23187 (Ca ll) y sometidos a E64-d. Tal activacion induce normalmente la
primera onda replicativa en ausencia de espermatozoides. Los resultades
obtenidos demuestran que E-84-d bloguea totalmente ia primera onda
replicativa embrignaria en ¢vulos fecundades, en cambio no la altera en
ovulos activados con iondforo A23187. Adicionalmente se observd gque
aunque ocurre la amfimixis, a cromatina del cigoto permanece condensada
y se frena el desarrollo embrionario. Estos resultados nos conducen a la
conclusion que la persistencia de histonas espermaticas post-amfimixis
blogquea la primera onda replicativa y aborta el desarrollo embrionaria.
Proyectos FONDECYT 1011073 y DIUC 200.031.088-1.0

Vil.10 LAS VARIANTES DE HISTONAS CS SE LOCALIZAN EN
TERRITORIOS ESPECIFICOS DE LARVAS PLUTEI DE ERIZOS DE
MAR (CS histone variants are located in specific regions of plutei
larvas in sea urchins} Oliver M.I., Puchi M., Bustos A, Rodriguez C.,
Mantecino M., e Imschenetzky M. Departamento de Biologia Molecular,
Universidad de Concepcidn, Concepcion , Chile,

Tres grupos de genes para histonas son secuencialmente expresados
durante el desarrollo embrionario de erizos de mar: las variantes CS
son particulares de dvulos sin fecundar y se expresan durante los
ciclos iniciales de segmentacion embrionaria. Luego las variantes
tempranas (E) aumentan su expresién hasta la etapa de 16/32
blastormeros v finaimente las variantes tardias (L) se expresan post-
eclesion. Con €l fin de investigar ef destino de las variantes CS en
etapas tardias de desarrollo se obtuvo anticuerpos policlenales contra
estas variantes. Estos fueron ensayados contra histonas tardias
obtenidas desde larvas plutei demostrandose por weslern blots que
ambos grupos de histonas no presentaban reacciones cruzadas entre
si. Subsecuentemente utilizando tos anticuerpos anti variantes-CS se
realizé su inmuno-deteccidn en larvas plutel observandose que estas
variantes se localizan en territorios especificos de la larva.
Paralelamente se marcd el ADN replicado in vivo durante los ciclos
iniciales de segmentacion, concordantes con la expresién de variantes
CS, con bromodeoxiuridina (Budr). EL ADN replicado fue posteriarmente
localizado en territorios especificos de la larva plutei con anticuerpos
anti-Budr acoplados a un fluorecromo. Al confrontar la localizacion de
las variantes de histonas CS en larvas plutei con la obtenida para el
ADN sintetizado durante el primer ciclo de segmentacion embrionaria
se constata que ambpas sefiales se localizan en la misma regidn deal
embrién. Consecuentemente postulamas segregacidn de variantes CS
constituye una sedal de diferenciacion de cromatina que se genera
desde fos primeros ciclos de segmentacidn embrionaria.

Proyectos FONDECYT: 2890067; 1980141
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VIH. ESTRUCTURA DE PROTEINAS |l

VIII.1 UNION DE 4', 6-DIAMIDINO-2-FENILINDOL {DAPI}, AL
MONOCMEROQ Y Al. OLIGOMERQ DE FTSZ DE E. coli. (Binding of 4'6
Diamidino-2-phenylindole (DAPI), to monomeric and cligomeric E. coli
FtsZ .} Nova, E. y Monasterio, O. Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias. Universidad de Chile.

La FtsZ es una GTPasa, muy conservada presente en todos los
organismos procariontes, mitocondrias y cloroplastos de ecuariontes,
que forma un anillo (anille Z) en la mitad de la célula, para dirigir el
proceso de septacion de la membrana celular durante la divisidn
bacteriana. Hemos determinado que FisZc de E. coli (FtsZc), en su
estado monomérico y oligomérice, al igual que tubulina, une la sonda
fluorescente DAPI, El maximo de excitacién y de emisién de ig sonda
libre es 344 nm y 454 nm, respectivamente y presenta un rendimiento
cudntico (Q) de 0,023. En presencia de la proteina se observa un
peguefic corrimiento de la emisién hacia el azul y un aumento de Q a
0,051, La sonda se une a un sitic de FisZe con una constante de
afinidad de 8,1 x 104 M-1, La unién de Ia sonda al oligoméro induce un
aumento de Q a 0,06 y ng perturba su morfologia. La oligomerizacion
inducida por GTP en presencia de DAPI muestra una disminucién de |a
concantracién critica. Los parametros cinéticos de la actividad GTPasa
de FtsZc muestran que 10 uM DAPI no afecta la Km (35 uM) pero sila
Vméx que varia de 25 a 21,4 pM min-1 en presencia de DAPI. Estos
resultados indican que DAP| es una sonda fluorescente apropiada
para caracterizar la estructura, la cinética y el mecanismo de
cligomerizacién de FisZc.

Financiado por el proyecto FONDECYT N° 1010848

VIIl.2 CARACTERIZACION PRELIMINAR DE UNA GLUCO-QUINASA
ATP-DEPENDIENTE EN LLA ARQUEA HIPERTERMOFILA Sulfolobus
acidocaldarius (Preliminary characterization of an ATP-dependent
glucokinase in the hyperthermophilic archeon Suffolobus
acidocaldarius). Preller, A., Saavedra, G., Medina, M y Ureta, T.
(Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).

En los genomas de 10 micro-organismos del dominio Archaea no se
detectan genes con secuencias similares a los genes para enzimas
fosforilantes de glucosa de eucariontes o bacterias. Sin embargoe, esos
gencmas contienen los genes para enzimas de la via de Entner-
Doudoroff que degrada la glucosa a gliceraldehido y piruvato. En
Pyrococcus furiosus y Thermococcus hittoralis se ha identificado una
glucoquinasa inusual, ya que utiliza ADP y no ATP como las enzimas
fosforilantes de glucosa de la mayoria de los organismos. Estas enzimas
no presentan similitud de secuencia con ninguna de las proteinas
existentes en las bases de datos.

En un esfuerzo por entender la evelucion de las enzimas fosforilantes
de glucosa en los tres dominios de los seres vivos (Archaea, Bacteria
y Eucarya) hemos detectado una actividad fosforilante de glucosa en
Sulfolobus acidocaldanius. Se presentard la caracterizacion preliminar
de la enzima parcialmente purificada. Como era esperable, la enzima de
Sulfolobus funciona muy bien entre 60 y 80°. Al igual que algunas
hexoquinasas de vertebrados, la K aparente para glucosa es 60u M.
A diferencia de otras arqueas, el donador de fosforilo es ATP-Mg,
aunque GTP y UTP pueden reemplazarlo con menor eficiencia. CTP,
ADP, UDP y pirofosfato no fosforilan glucosa. La glucoquinasa de
Sulfolobus por lo tanto es diferente a las glucoquinasas ADP
dependientes conocidas en arqueas.

Financiado por FONDECYT, Proyecto 1000804.

VIII.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y FISIOLOGICA DE FORMAS
INACTIVAS DE LA MICROCINA E492. (Biochemical and biological
characterization of inactive forms of microcin E492}. Baeza, M., *TSoto
C., "Monasterio O. y *Lagos R. =, Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile. T, Serono Pharmaceutical Research
institute, Ginebra, Suiza.

La microcina E492 presenta actividad bactericida sobre bacterias gram
negativas mediante la formacién de canales idnicos en la membrana
interna, Para ello, debe reconocer un receptor en la membrana externa
y ser translocada a través de ésta. La produccién de microcina activa
requiere de los productos de los genes mceC y mced, ya que mutantes
por transposicidn en dichos genes (np133 y np221) producen una
forma inactiva de |la microcina. En estudios de compatencia, las
microcinas aisladas desde las mutantes no presentaron un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la microcina silvestre, sugiriendo que la
forma inactiva no reconoceria el receptor. La microcina silvestre
presentd una masa de 7886.3, que es la esperada a partir de su
secuencia de DNA (7886.5), lo que descarta la existencia de
meodificaciones postraducgionales. Las masas de las formas inactivas
de la micrecina fueron practicamente idénticas a la silvestre (np133 =
7886.5, np221 = 7886.8), por tanto la falta de actividad de estas formas
no se deverla a la ausencia o presencia de modificaciones de tipo
covalente. Mediante anélisis por UV-CD la microcina silvestre mostrd
un espectro caracteristico de estructura hoja-8 mientras que las formas
inactivas presentaron espectros caracteristicos de hélice-z. Estas
diferencias en estructura secundaria serian responsables de la pérdida
de actividad de las microcinas producidas por las mutantes np133 y
np221,

Financiado por Proyecto FONDECYT 1991017 y 2990028,

VIIl.4 EXPRESION EN Pichia pastoris, PURIFICACION Y
CARACTERIZACION DE y~TUBULINA. (Expression in Pichia
pastoris, purffication and characterization of y-tubulin). Pérez D. y
Monastetio, O. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

EJ cDNA de y-tubulina humana fue insertado en el vector de expresidn
plB4. Celulas de P. pastoris fueron transformadas por electroporacion
y se probaron varias condiciones de crecimiento. Las curvas de
crecimiento muestran que a una temperatura de 28°C el cultivo alcanza
la fase estacionaria al cabo de 20h. Para su purificacion se disefié un
protocolo, pues aunque se ha intentado, no se ha lograde obtener la
proteina recombinante pura a homogeneidad con caracteristicas
funcionales. La ruptura, homogeneizacién y centrifugacion del extracto
de levadura muestran gue [a proteina existe como agregado ¢ unida a
una fraccion particulada coloreada. Para solubilizar la y-tubuiina se
trato el extracto con detergentes y agente reductor y aun la proteina
permenecid en la pella de la centrifugacién a 6.000.000 g min. Este
resultado sugirid que la proteina se encontraba mas bien agregada, por
esto se utilizd alta fuerza ionica a una concentracion de MgCI2 de 4 M
con lo que se logro solubilizar la proteina. Esta solucion se filtré por una
columna de afinidad de niquel aprovechando que la proteina posee en
su extreme aming-terminal un peptido de pelihistidina de 6 residuos v la
proteina no se retuva. Para eliminar el agente que interferia con la unién
se intentaron varios pasos tradicionales de purificacién en bigquimica
siguiendo ei protocolo de purificacion del heterodimero de tubulina,
como precipitacion con sulfate de amonio. Se mostrara una tabla de
purificacién y la caracterizacion realizada mediante espectrescopia de
fluorescencia, inmunodeteccion y funcionalidad in vive. Con esta proteina
se validaran los modelos de interaccion con a/8-tubulina derivados det
modelo estructural obtenido por modelaje comparativo.

Financiado por proyecto FONDECYT # 1010848
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Vill.5 DESNATURACION Y RENATURACION DE MUTANTES DE
FRUCTOSA -1,6- BISFOSFATASA QUE CONTIENEN RESIDUOS DE
TRIPTOFANO. (Unfolding and refolding studies of fructose-1,6-
bisphosphatase mutants containing tryptophan residues.) Ludwig, H.
C., Yadez, A. J., Asenjo, J. L., y Slebe, J. C. Instituto de Bioguimica,
Universidad Austral de Chile, Valdivia.

Se empleé a la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) como modelo para
caracterizar el plegamiento de una proteina oligomérica, proceso que
involucra, ademas del plegamiento de las subunidades, su asociacion
especifica para lograr una estructura estable. Para analizar el meca-
nismo de asociacion entre las subunidades de la FBPasa hemos usado
mutantes de la enzima. Por mutagénesis sitio dirigida reemplazamos
por triptéfano los residuos de fenilalanina 6 y 89, adyacentes a la
interfase intersubunidades C,-C, , y los residuos de fenilalanina 219 y
232, adyacentes a la interfase C,-C,. Este reemplazo nos pemitio sensar
mediante la fluorescencia de los triptéfanos, los cambios
conformacionales locales que suceden en la proteina durante los pro-
cesos de su desnaturacion y plegamiento in vitro, caracterizando las
perturbaciones que afectan a cada interfase en forma especifica. Al
analizar los espectros de emision de las mutantes F219W y F232W, se
detectaron transiciones a concentraciones de GdnCl entre 1y 1,2 M.
Por otra parte, al estudiar el desplegamiento por cromatografia de ex-
clusion molecular de HPLC, se detectd la aparicién de dimeros a partir
de una concentracion de 1,2 M del desnaturante. Los resultados sugie-
ren que la interfase C,-C, seria la primera en disociar. La renaturacion
de las mutantes muestra una cinética de primer orden, independiente
de la concentracion de proteina, lo que sugiere que la etapa limitante de
la reactivacion corresponde a la isomerizacién de un intermediario
tetramérico inactivo a tetramero activo.

(FONDECYT 1010720 y DID-UACH 199901; 200178).

VIIl.6 ESTUDIO TEORICO - EXPERIMENTAL DE LA CARBOXIQUINASA
FOSFOENOLPIRUVICA DE Trypanosoma brucei. (Theoretical and
experimental study of Trypanosoma brucei phosphoenolpyruvate
carboxykinase); Gonzalez-Nilo D., Navarrete M. y Cardemil E.; Depar-
tamento de Ciencias Quimicas, Facultad de Quimica y Biologia, Univer-
sidad de Santiago de Chile.

En este trabajo se presenta un analisis exhaustivo de 21 secuencias
de las carboxiquinasas fosfoenolpirivicas (PEPCKs) dependientes de
ATP. El alineamiento de estas secuencias de PEPCKs nos ha permitido
caracterizar los motivos de mayor relevancia estadistica (GCG,
SegWeb2). Estas proteinas se encuentran agrupadas en una familia
gue presenta secuencias altamente conservadas, estas secuencias
estan organizadas espacialmente en torno al sitio activo, las cuales
son analizadas segun su relevancia estructural y funcional. Este ali-
neamiento de secuencias ha permitido construir diferentes modelos
por homologia de esta familia. En este trabajo, se presenta el modelo
estructural PEPCK de T. brucei. Esta proteina ha sido recientemente
expresada en nuestro laboratorio, y debido a su importancia
farmacolégica es de nuestro interés la busqueda de inhibidores para
esta proteina. Una etapa preliminar a la busqueda de inhibidores es el
estudio estructural de la proteina. Estudios teéricos nos han permitido
proponer la posible zona de contacto para la formacién del complejo
dimerico de esta proteina. La zona de contacto proteina-proteina, junto
con el sitio activo, podrian ser de importancia en la interaccion de los
inhibidores. De esta forma, la actividad de los mejores inhibidores en-
contrados experimentalmente (HPLC, UV-visible) son contrastadas con
la caracterizacion estructural y energética del complejo T. brucei -
inhibidor hecha a través de simulacién molecular (Discover, MSI).
Financiado por FONDECYT 1000756 y DICYT-USACh # 30141GN.

VIII.7 FUNCION DE Thr249 Y Asp262 EN LA CARBOXIQUINASA
FOSFOENOLPIRUVICA DE Anaerobiospirillum
succiniciproducens. (Role of Thr249 and Asp262 in Anaerobios-
pirillum succiniciproducensphosphoenolpyruvate carboxykinase).
Jabalquinto, A.M., Encinas, M.V,, *Laivenieks, M., *Zeikus, J.G.y
Cardemil, E. Departamento de Ciencias Quimicas, Facultad de Quimica
y Biologia, Universidad de Santiago de Chile y *Michigan State University.

La carboxiguinasa fosfoenolpiruvica cataliza la descarboxilacion y
fosfarilacién de oxaloacetato en presencia de ATP y Mn* para dar
fosfoenolpiruvato, ADP y CO, Estudios de difraccién de rayos X en la
enzima de E. coli han indicado que el metal en el complejo metal-
nucledtido esta coordinado a los oxigenos de los grupos fosforilos 8 y
y del ATP, al Oy de una treonina y a tres moléculas de agua, una de las
cuales esta unida a un acido aspartico.

Para dilucidar la funcién de estos residuos de aminoacidos se obtuvie-
ron las siguientes mutantes: Thr249Asn, Thr249Ala, Asp262Asn y
Asp262Glu. El analisis cinético mostro disminuciones de 3 a 4 ordenes
de magnitud en la Vmax para las mutantes, excepto para la enzima
Asp262Glu. Todas las enzimas unen al mant-ADP con constantes de
disociacion que son comparables a las determinadas para la enzima
nativa, lo que indica que los sitios activos de todas las mutantes estan
intactos y permite sugerir una funcion catalitica para Thr249 y Asp262.
Financiado por DICYT-USACH 029941JL y FONDECYT1000756.

ViIl.8 DETECCION DE CAMBIOS CONFORMACIONALES INDUCIDOS
POR LA UNION DE LIGANDOS A LA FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA
POR ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA. (A fluorescence study
of ligand-induced conformational changes in fructose-1,6-
bisphosphatase). Asenjo J.L., Yafiez A.J., Ludwig H.C., y Slebe J.C.
Instituto de Bioguimica, Universidad Austral de Chile.

Un aspecto fundamental en el estudio de la regulacion de las enzimas
alostéricas es la comprension de los mecanismos de interaccion entre
los distintos sitios funcionales de la enzima. Debido a que la fructosa-
1,6-bisfosfatasa de rifidn de cerdo no contiene residuos triptéfano,
decidimos introducir por mutacién sitio dirigida esta sonda fluorescente
cercana al sitio de unidn del inhibidor AMP (FEW y FBOW) y al sitio
activo (F219W y F232W). Los datos cinéticos indican que los residuos
triptéfanos introducidos no alteraron la actividad catalitica o la estruc-
tura de la enzima en forma importante. Los cambios en la fluorescencia
intrinseca de los residuos de triptéfano permitieron estudiar la unién de
AMP, Fru-1,6-P, y Fru-2,6-P,. Las mutantes FEW, FBOW y F219W fue-
ron capaces de sensar la unién del AMP, lo que indica que el AMP
induce cambios en la regién amino terminal, sitio activo y sitio de unién
a AMP. Es destacable que los triptéfanos 219 y 232, cercanos al sitio
activo, mostraron diferentes respuestas frente al sustrato y al inhibidor
Fru-2,6-P,. Aunque se ha sugerido que ambos azdcares se unen al
mismo sitio, nuestro laboratorio ha postulado, en base a estudios de
modificacién quimica, que estos ligandos se unirian a sitios diferentes.
Los estudios de fluorescencia mostraron que la mutante F219W fue
capaz de sensar la union de Fru-1,6-P, pero no la union de Fru-2,6-P,.
Ademas, Fru-2,6-P, no impidi6 la transicion de fluorescencia debido a la
unién del sustrato. En cambio, la mutante F232W sensé la unién de
Fru-1,6-P, y Fru-2,6-P,, y no la unién de AMP. Estos datos apoyan la
existencia de dos sitios de unién con caracteristicas diferentes, los
cuales podrian compartir algunos determinantes de unién del sitio
catalitico.

(FONDECYT 1010720 y DID-UACh 200178).
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VIIL.g UNION DE MgATP AL SITIO ALOSTERICO DE LA
FOSFOFRUCTOQUINASA-2 DE E. coli Y MECANISMO DE
TETRAMERIZACION. {MgATP binding to the allosteric site of £ coli
phosphofructokinase-2 and tetramerization mechanism}

Cabrera, R., Babul J. y Guixé, V. Departamento de Biclogia, Facullad
de Ciencias, Universidad de Chile.

La unién de MgATP a un sitio alostérico en la Pik-2 de E. coli esta
relacionada con la inhibicién de 1a actividad enzimatica y con el cambio
de un dimero a tetramero. En este trabajo se estudiaron las propiedades
del sitio alostérico para MgATP (numero de sitios y conslante de
disociacidn) y se determind si el mecanismeo de agregacion corresponde
a uno mediado o facilitade por la unidn del ligando. El analisis de Scatchard
de la unién de MgATP a la Pfk-2, utilizandoe el método de Hummel y Dryer,
rmuestra una curva convexa, lo que sugeriria union delligandeo a multiples
sitios con cooperatividad positiva. Sin embargo, |a union es dependiente
de la concentracién de proleina, de manera que la oligomerizacion
incrementa la unién a todas las concentraciones de MgATP utilizadas.
Elintercepto con la ordenada es independiente de la concentracion de
proteina, en concordancia con ia prediccidn analilica para sistemas
con agregacion mediada por ligande. Los resultados indican que existe
sdlo un sitio alostérico por mondmero con una constante de disociacion
de 70 7M. Por otra parte, estudios de filtracion motecular mostraron que
en ausencia de MgATP, la Ptk-2 eluye como un dimero en un ampiio
intervalo de concentracién de proteina (0,05-30mg/ml). Para determinar
la constante de formacién del tetramero, se estudio el efecto de la
concentracién de proteina sobre la cligomerizacidn en presencia de
diferentes concentraciones de MgATP y se extrapolé a concentracion
cero. Los resultados estan de acuerdo con un mecanisme de
tetramerizacion mediado por ligando donde la unién de MigATP aldimero
induce la formacion del tetramero.

(Proyecto Fondecyt 1010645)

Viil.10 IDENTIFICACION DE RESIDUOS DE CISTEINA IMPLICADOS
EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Y ESTRUCTURA CUATERNARIA DE
FOSFOFRUCTO- QUINASA-2 DE E. coli. (Identification of cysteine
residues involved in the enzymatic activity and quaternary structure of
E. coli phosphofructokinase-2) Baez, M., Guixe, V. y Babul, J.,
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La unién de MgATP al sitio alostérico Pfk-2 de E. coli provoca la inhibicion
de su actividad y el cambio del estado de agregacion de dimerc a
tetrdmero. La modificacion de 2 grupos SH con pirenomaleimida provoca
la inactivacién de la enzima y su disociacion a monomeros que no
tetramerizan en presencia de MgATP. En este trabajo se identificaron
los residugs modificados y se determiné su importancia en la actividad
enzimatica y en el estado de agregacién de la enzima. En ausencia de
ligandos los residuos modificados son C295 y C238, en tanto que en
presencia de MgATP se modifica s6lo C238. La modificacion de la C238
no inactiva la enzima ni afecta Ja inhibicion atostérica por MgATP.
Experimentos de filtracidn molecular muestran que en ausencia de
ligandos la enzima modificada es un mondmero, mientras que en
presencia de MgATP es un tetramero y en presencia de fructosa-6-P y
ATP* (complejo ternario) es un dimero, lo que sugiere que la actividad
de la enzima modificada resulta de la asociacion de los mondmeros
para generar un dimero activo en presencia de los sustratos. Por otra
parte, experimentos de apagamiento de fiucrescencia por acrilamida,
muestran un aumento en la accesibilidad al solvente de C238 modificada
en el mondémero con respecto al tetrdmero. Los resultados muestran
que C238B es esencial para la mantencion de la estructura dimérica y
que su modificacion no interfiere con la actividad catalitica, la inhibicion
alostérica y la tetramerizacion provocada por MgATP.

(Proyecto Fondecyt 1010645)

[X. ESTRUCTURA DE PROTEINAS Ilf

[X.1 ESTRUCTURA MINIMA DE LA SUBUNIDAD CATALITICA « DE
LA PROTEINAQUINASA CK2 PARA FUNCIONAR COMO UNA ENZIMA
ACTIVA (Minimal structure of the catalytic subunit ¢ of protein kinase
CK2 to function as an active enzyme). Tapia, J., Jacob, G., Connelly, C.
y Allende, J.E. Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile. Patrocinado por Fondecyt: 1000624,
2000066; ICGEB.

La proteinaquinasa CK2 participa en el control de |a proliferacion celu-
far. Esta formada por subunidades cataliticas (¢ 0 ') y requladoras (8),
constituyendo tetrdmeros a8 , «a'f, 0 «' 8,. Se ha demostrado que la
CK2a de Zea mays, carente dé 80 arnmoacndos en su extremo carboxilo
comparada con otras CK2z que generalmente poseen entre 391 o mas
aminoacidos, muestra una actividad semejante a la de la holoenzima
humana y otros vertebrados. Mas aun, la CK2«', gue es mas corta que
la CKZc en 43 residuos, es igualmente activa al formar una holoenzima.
Por estas razones, el rol que cumple el extremo carboxioterminal de ja
subunidad & es importante de estudiar. Hemos analizado un ndmero de
mutantes de delecion del extremo carboxilo de la CK2« de Xenopus
faevis (392 aminoacidos), disefiadas sobre la base de la estructura
cristalina de la proteina de Z. mays. Un estudic cinético de las mutantes
€ a0 ¥ 4.4y, MOSHO s6lo una leve diferencia en sus valores de kcat con
respecte a la subunidad nativa. La subunidad « ... sola o en asocia-
cion con CK2#, no mostré diferencias significativas de estabilidad tér-
mica con respecto a la forma nativa. Se observo que lamutante &, . no
tiene actividad propia detectable pero, analizada en presencia de la
subunidad CK24, muestra una respuesta débil de actividad. Estos es-
tudios muestran que los aminoacidos 328 a 391 no son esenciales para
ung estructura activa minima de la CK2. Por su parte, ei papel de la
isoleucina 327 en mantener la forma de Ja quinasa activa esta en estu-
dio,

[X.2 CARACTERIZACION DE UNA LEVADURA (CLON 44A) TRANS-
FORMADA CON EL GEN DE LA ENDOXILANASA A DE PenrciLLim
PurpuroGenumM (Characterization of a yeast transformant (clone 44A)
containing the endoxylanase A gene from Peniciilium purpurogenurm).
Bull, P, Chavez, R., Navarro, C., Peirano, A, Eyzaguirre, J. Laboratorio
de Bioguimica, Facuttad de Ciencias Biologicas, P. Universidad Catolica
de Chile.

Saccharomyces cerevisiae ha sido transformada con un plasmido que
contiene insertado un fragmento de DNA genémico de Peniciflivm
purpurogenum, y se ha obtenidoe una levacura transformante que crece
en xilanc y xilosa como unica fuente de carbono. Este clon, llamado
44A, se estudié con mas detalle. Haciendo un zimograma, se demostrd
que se secreta al medio de cultivo una actividad endoxilanasa, y por
Western blot que se trata de la endoxilanasa A de P. purpurogenum.
Ademas, por CHEF y por Southern blot usando DNA gendmice digerido
con varias enzimas de restriccion, se demostro que el clon 44A contiene
elgen xynA. Con el objeto de determinar si la regulacion de la expresién
en la levadura es a nivel transcripcional como en el caso del hongo, se
determind por northern blot que hay expresion del RNA mensajero de
xynA al ¢recer en xilosa o xiHlano, no asi en glugosa o fructosa; por lo
tanto, se mantiene la regulacién a nivel transcripcional. Par otro lado, se
aislo RNA mensajero del clon 44A crecido en xilosa y se cbtuve ei
cDNA. DNA gendmico y cDNA de la 44A se amplificaron por PCR
usanda partidores especificos del gen, y se demostré que en el primer
caso, todos los intrones (8 en total) estan presentes en el genoma de
la levadura transformada asi como la regidn rio arriba y que en e
segundo caso, el gen es transcrito y procesado correctamente. Esto
ultimo se confirm& por secuenciacion.

Financiamiento. FONDECYT 2990078 y 8990004.
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[X.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS SUBISOFORMAS DE
LA PROTEINAQUINASA CK1a de PEZ CEBRA (Danio rerio)
(Biochemical characterization of subisoforms of protein kinase CK1a
from zebrafish) Burzio, V, Connelly, C, Allende, JE. Programa de Biologia
Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
Proyectos Fondecyt 1970253 e ICGEB CRP/CHI99-04(t1) CRP/BRAS9-
03(t2)

La Proteinaquinasa CK1 es una familia de 7 isoformas en vertebrados,
denominadas CK1a, 8, y1, 2, ¥3, 6 y ¢.. De CK1a existen cuatro
subisoformas generadas por el procesamiento alternativo de su
mensajero. Estas se definen segun la presencia o ausencia de una o
dos inserciones, denominadas L y S. La insercién L comprende una
extension de 28 residuos aminoacidicos ubicados en medio del dominio
catalitico de la enzima, especificamente en la regién bisagra y la insercién
S esta formada por 12 residuos en la region carboxiterminal. En este
trabajo, se aislaron, de una genoteca de cDNA de embrion de pez
cebra (Danio rerio), clones de las cuatro subisoformas, CK1a, CK1aS,
CK1aL y CK1alL$S, las que fueron subclonadas en vectores de
expresion en E. coli. Las proteinas expresadas fueron sometidas a una
serie de estudios bioguimicos para definir las caracteristicas particulares
de cada subisoforma. Se pudo determinar que, mientras todas ellas
exhibian una cinética similar de fosforilacién de sustratos proteicos o
peptidicos como caseina, fosvitina, péptido PPI2 y péptidos derivados
de NFAT4, el comportamiento con ATP era diferente, observandose un
aumento de la Km en las subisoformas que contienen la insercion L.
Estas también mostraban una menor sensibilidad a los inhibidores
especificos de CK1, CKI-7 y CKI-8. Las propiedades fisicas también se
ven alteradas por la presencia de esta insercién, ya que las formas
gue la contienen exhiben una menor termoestabilidad y una temperatura
optima de fosforilacion levemente menor que las que no la poseen.
Estas diferencias podrian explicarse por la posicién de la insercion L.

[X.4 LOS NIVELES DE Gas REGULAN LA MADURACION DEL OOCITO
DE Xenopus Laevis. (Gas and Gfy levels regulate Xenopus laevis
oocyte maturation). Romo, X., Guzman, L., Brito, M., Seto, X., Hinrichs,
M.V y Olate, J. Departamento de Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcién, Concepcion.

Progesterona, producida por las celulas foliculares, induce la
maduracion del oocito de Xenopus laevis a través de un evento
temprano, que es la inhibicion de la actividad del sistema efector adenilil
ciclasa. Esta inhibicion es dependiente de GTP, por lo que se ha propuesto
gue progesterona inhibe la proteina Gas presente en la membrana
plasmaética. En este trabajo se analizo como la variacion en los niveles
de Gao pueden afectar el proceso de maduracion inducido por
progesterona. Sobrexpresion de la proteina Gas silvestre y mutante
G(s(QL) bloguearon la maduracién inducida por progesterona,
resultando ser mas efectiva la mutante Gas(QL). Por otra parte, la
deplecién de Gas, utilizando oligonucleétidos sin sentido, causoé
activacion de la via de las MAPK. Expresién de dos receptores
muscarinicos, m4 y m5, que se acoplan a las proteinas Gai y Gaqg
respectivamente, inhibieron la maduracion, indicando que estos
receptores al inducir la liberacién de Gfy desde Gi y Gq, activarian la
adenilil ciclasa en conjunto con Gas. Al contrario, la sobrexpresion de
Gai y Gao silvestre causaron maduracion, indicando que estas
proteinas secuestran GBy e inducen la inhibicion de la adenilil ciclasa.
Estos hallazgos demuestran una directa correlacién entre los niveles
de Gas y GBy y la accién de progesterona, sugiriendo la presencia de
un mecanismo donde Gas y Gy en conjunto activan la adenilil ciclasa,
manteniendo altos niveles intracelulares de cAMP los cuales bloguean
la maduracion del oocito. Progesterona a través de un mecanismo auin
no determinado, inhibiria la accién conjunta de Gas y Ggy.

Financiado por Proyecto HUMAN FRONTIER N°® RG0112/2000-M 103.

IX.5 EXPRESION, PURIFICACION Y ANALISIS FUNCIONAL DE LA
PROTEINA QUIMERA G(o/G(S. (Expression, purification and
functional analysis of the chimeric protein Gao/Gas). Soto, X., Brito,
M., Guzman, L., Romo, X., Hinrichs, M.V y Olate,J. Departamento de
Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de
Concepcién, Concepcién.

La estructura terciaria de la subunidad Ga de la proteina G ha sido
determinada recientemente y se han identificado dos dominios, uno
denominado dominio similar a ras (DRas) y otro Unico para las proteinas
G heterotriméricas, denominado dominio hélice (DH). La interfase entre
estos dos dominios forma una cavidad donde se realiza el intercambio
GDP/GTP. Distintas subunidades Ga poseen diferentes velocidades
basales de intercambio GDP/GTP, y se ha propuesto la hipétesis que la
interfase y los residuos que la forman estarian determinando esta
caracteristica. Para comprobar esta hipétesis, hemos construido una
proteina quimera que posee el DRas de la proteina Gas humana y el DH
de la proteina Gao de raton (Gao/Gas). Ambas proteinas silvestre
poseen una velocidad de intercambio de nucleétido similar (0.2 min-1),
por lo que la quimera Gao/Gas deberia mantener esa propiedad. En
este trabajo se construyé la quimera Gao/Gas y se expreso en E.coli,
la cual presentd una baja solubilidad (entre un 15-30%). El analisis a
través de digestion con tripsina no permitié visualizar el cambio
conformacional inducido por la unién del nucleétido, indicando
posiblemente una baja proporcion de proteina funcional. Sin embargo,
los estudios cinéticos de union de GTPyZ permitieron obtener la
constante aparente de union (Kapp), cuyo valor fué menor al esperado
(0,046 min-1).

Estos resultados indicarian que: a) el DH de Gao y el DRas de Gas
estarian formando una interfase diferente a la encontrada en las
respectivas proteinas silvestres, con la consecuente disminucion en la
velocidad de intercambio GDP/GTP, y b) es necesaria una correcta
interaccion entre los residuos que forman la interfase para poder
mantener la velocidad de intercambio de las proteinas silvestres.
Financiado por Proyecto FONDECYT N° 1000359

AR




Sociedad de Bioguimica y Biologia Molecular

X. GENES Y ENZIMAS FUNGICAS

X.1 EXPRESION HETEROLOGA DE UN ¢DNA DE LACASA DE
Ceriporiopsis subvermipora en Aspergilius nidulans vy
Aspergillus niger. (Heterologous expression of Ceripcriopsis
subvermipora laccase cDNA in Aspergifius nidulans and Aspergitius
niger.) LarrondoL. F., Salas L. y VicuiiaR. Departamento de Genética
Moiecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile, Santiage, Chile.

El sistema ligninelitico de C. subvermispora esta constituido por las
enzimas extracelulares Mn-peroxidasa (MnP} v lacasa (fenol exidasa).
Ambas proteinas se expresan como un cenjunto de isoenzimas cuyo
patron de isolectroenfoeque varia de acuerdo al medio de crecimiento
utilizado. Para MnP se ha detectado la presencia de al menos 3 genes,
con sus respectivos alelos, que pueden dar cuenta de la muitiplicidad
enzimatica abservada. Por otra parte, solo se ha detectado la presen-
cia de un gen para lacasa (jcs-7). no siendo claras las causas que
explican la presencia de varias isoformas con marcadas diferencias
cataliticas. Con el objetivo de poder entender mejor este fenémeno, asi
comao también de estudiar en forma mas detallaga el producto génico
codificado por los-1, se procedid a su expresion en Aspergifius nidulans
asi como en A. niger. Para estc se sometié el cDNA fcs-7 al control del
proemotor para alfa-amilasa y de un terminador propio de Aspergifius.
En ambos hospederos se logro la eficiente produccién de lacasa
recombinante activa y extracelular, La lacasa producida en A nidulans
mostré la misma masa molecular que la enzima nativa. Este sistema
heteréiogo nos permitié también comprobar que el cobre, ademas de
jugar un rol fundamental en la transcripcion de fcs-1, es también vital a
nivel postranscripcional para ta correcta produccién de la enzima acti-
va.

Trabajo financiado por FONDECYT 2000076 y 8990004, *Becaric Fun-
dacion Andes

X.2 CARIOTIPO ELECTROFORETICO DEL HONGO FILAMENTOSO
Penicillium purpurogenum Y UBICACION CROMOSOMAL DE
VARIOS GENES XILANOLITICOS. (Electrophoretic karyotype of the
filamentous fungus Peniciliium purpurogenum and chromosomal location
of several xylanolytic genes). Chavez, R.'", Fierro, F.“1, Martin, J.F." 2y
Eyzaguirre, J.\"" Departamento de Genética Molecular y Microbiclogia,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile!" y Departamento de Ecologia,
Genética y Microbiologia. Universidad de Leon e instituto de Biotecnologia
{INBIOTEC), Ledn, Espafia™™.

Penicifllium purpurogenum secreta numerosas enzimas xilanoliticas,
entre ellas 3 arabinofuranosidasas, 2 acetil xilano esterasas y varias
endoxilanasas, sin que el porqué de la existencia de isoenzimas o la
funcién biologica de ellas haya sido aclarado. Para estudiar si a nivel
genético existe algun tipo de relacién estructural que ayude a
comprender la funcion de este sistema, se determind el cariotipo
electroforético del hongo por CHEF {contour-clamped homogeneous
electric field). Se generaron matrices de agarosa con cromosomas
intactos usando diversas soluciones liticas. Las electroforesis se
realizaron aplicando distintos programas de voltaje y pulsc por varios
dias, determinandose la existencia de 5 cromesomas de 7,1 {}}, 5,2 (I,
3,7 (1), 2,9 (IV) y 2.3 (V) Mb, con un tamafio total det genoma de 21.2
Mb, el mas pequefio registrado a la fecha para una especie de
Penicillium. Experimentos de Southern blot usando sondas de genes
xilanoliticos de P purpurogenum demostraron gue el gen de acetil xilano
esterasa Il se ubica en ei cromosoma lll, el gen de endoxilanasa A se
encuentra en el cromoesoma |l y les genes de endoxitanasa B y
arabinofuranosidasa se encuentran en el crcmosoma {. Este es el primer
trabajo en el que se establece la ubicacidon cromosomal de enzimas
xilanoliticas en un genoma fungico.

Financiamiento: DIPUC y FONCECYT N° 2990078 y 8990004,

X.3 REDUCCION DE QUINGNAS POR EL HONGO BASIDIOMICETE
Ceriporiopsis subermispora. (Quinone reduction by the fungus
basidiomycete Ceriporiopsis subvermispora) Cortinez, G. y
Vicufia, R. Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad
de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Ceriporiopsis subvermispora es un basidiomicete ligninolitico de
pudricidn blanca altamente selectivo para la degradacion de Ia tignina.
Su sistema ligninolitico estd formadec por una fenoloxidasa (lacasa) y
una peroxidasa dependiente de manganesoe (MnP) La
despolimerizacion de lalignina ccurre en el medio extracelular del hongo
a través de mecanismos oxidativos no especificos. La degradacién del
polimero da origen a quinonas, las cuales son altamente tdxicas para
los organismos debido a que pueden experimentar reacciones de oxido
reduccion generando especies reactivas de oxigeno. La reduccion de
las gquinonas es un primer paso para su eliminacidn, En este trabajo se
establece la existencia de un mecanisme asociado a la membrana de
C. subvermispora, el cual es capaz de reducir duroquinona (DQ),
benzoguinona (BQ) y metil-benzoquinona (MBQ). Las estudios no
maostraron una variacidn significativa de su poder reductor en funcion
del pH. Los K para la reduccion de BQ y DQ son 1,12 mM y 2,90 mM
respectivamente  presentando inhibicion por Fe(CN). Ademas se
demostrd que estas quinonas reducidas pueden experimentar oxidacion,
regenerando a la guinona y produciendo M ., el cual puede ser utilizado
por la MnP del hongo para degradar la lignina, constituyendo de este
mode un mecanismo alternativo de generacién de H O,

FONDECYT 8990004 en lineas complementarias.

X.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO ENZIMATICO DE LACASA DE
Trametes versicolor SOBRE LAS PROPIEDADES VISCOELASTICAS
DE Pinus radiata (Effects of Trametes versicolor's laccase enzymatic
treatment on viscolelastic properties of Pinus radiata)

Oses, R, Moya, C., Reyes, N., Burgos, C., Freer, J., Baeza, J. y
Rodriguez, J. Laboratorio de Recursos Renovables, Universidad de
Concepcién, Cancepcién, Chile. Casilla 180-C FAX 56-41-247517 emait:
roses@udec.cl.

La madera como material viscoelastico muestra baja plasticidad tanto
bajo condiciones naturales como de medificacion. Las modificaciones
de la plasticidad a través de tratamientos quimicos y enzimaticos pueden
mejorar sus aplicaciones con especial énfasis en procesos de
transformacién via temperatura y esfuerzo de cizallamiento. L.a técnica
de Analisis Dindmico Mecanico (DMA) es capaz de monitorear la
viscoelasticidad de rnateriales sometidos a aigun tipo de tratamiento.
Se realizaron tratamientos enzimaticos sobre hojas de madera usando
extractos de lacasa del hango Trametes versicolor. £l objetive fue
maodificar fn sittr la madera y evaluar sus cambios en viscoelasticidad.
Las maderas ensayadas corresponden a madera de primavera y
verano de Pinus radiata. Se evalué el efecto del pH sobre la modificacién
de la madera. Ambas muestras presentaron distintos patrones de curva
€n el modulo de almacenamiento asi como el de pérdida. Las muestras
tratadas mgstraron aumento de la termoplasticidad y rigidez bajo los
110°C. El anatisis de pH sugiere gue los procesos de difusion y
reacciones enzimaticas dentro de la matriz fueron mejorados.
Diferencias entre la termoplasticidad de las maderas de primavera y
verano después del tratamiento enzimatico fueron atripuidas a las
diferencras en las proporciones de los componentes quimicos de las
maderas tratadas y no tratadas.
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