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* Flujo de informacion

Herencia

Estable /
Mutable

 células germinales
~100 millones de millones de celulas , y
en nuestro organismo  celulas somaticas



[FEE

Nucleo

Sugar-
plvoshate:
backbone

MNucleotide

Sugar-
phosphate
backbonea



* Replicacion, Transcripcion,
Traduccion




Objetivos:

m identificar los ~ 30,000 genes del DNA humano

m determinar la secuencia de los ~ 3000 millones nucleotidos del DNA
m almacenar y mantener la informacion en bases de datos

m crear y mejorar herramientas informaticas de analisis de datos

m estudiar los problemas eticos, legales y sociales (ELSI) relacionados

con el conocimiento del genoma humano

Hitos:

m 1990: Lanzamiento del HGP promovido por NIH y DOE

m Junio 2000: Primer borrador completo del genoma humano

m Febrero 2001: Publicacion de los primeros analisis del genoma
humano

m Abril 2003: La secuenciacion del genoma humano esta completa

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Human Genome Project



= Algunos Numeros
H o h‘&\ * genome humano: 3000 millones nucleotidos (A, C, Ty G).
*- {}’i « tamano medio: 3000 bases / gen, pero es muy variable... hasta 2.4M (distrofina)
i * numero total de genes: ~ 30,000 —muy inferior a predicciones ( 80-140,000)
* 99.9% nucleotidos son iguales entre dos humanos cualquiera

* la funcion de ~ 50% de los genes no se conoce bien

Distribucion

* el genoma humano tiene regiones ricas en genes, donde predominan
G/Cs (suelen ser bandas claras en cariotipo) y ‘desiertos’ pobres en
genes, de predominio A/T (suelen ser bandas oscuras)

* las concentraciones de genes en el genoma humano no se distribuyen
homogeneamente y hay grandes extensiones de DNA no codificante entre ellas (a
diferencia de otros genomas)

« areas de repeticiones C y G de hasta 30,000 a menudo flanquean zonas ricas en
genes, separandolas de areas pobres en genes. Posible funcion en regulacion
genica

« Cromosoma 1, el mas grande (2968 genes), y el Y, el mas pequeno (231 genes).



o ...el grano de la paja!
?7; "% ° menos del 2% del genoma codifica proteinas

2 o < mas del 50% del genoma consiste en secuencias repetitivas no codificantes
g™~ ' ("junk DNA") (mucho mas que otras especies: 7% C.elegans, 3% D.melanogaster)

H.sapiens 3.000 millones bp 30.000 genes
M.musculus 2.600 millones bp 30.000 genes
D.melanogaster 137 millones bp 13.000 genes
S.cerevisiae 12.1 millones bp 6.000 genes

 El genoma humano tiene la mayoria de las familias genicas similares a otras
especies, pero el numero de MIEMBROS de las familias ha aumentado mucho, sobre
todo en genes del desarrollo y la inmunidad.

* Los humanos tienen unas tres veces mas diversidad de proteinas que
D.melanogaster o C.elegans, fundamentalmente porque hay mas variabilidad en
‘splicing’ alternativo y modificaciones postraduccionales de proteinas: un mismo gen
puede dar una variedad de formas proteicas.

* El genoma humano parece haber dejado de acumular repeticiones de DNA hace mas
de 50 millones anos (no ocurre asi en roedores, con tamanio de genoma similar)



Bases de datos: NCBI

Taxono my FapSet

Canizer
Chromosomes

Unitzene
Baoks Genome
UnisST S HomoloGene
Stoueture et LB
Fhai Jaurnals

Congémred

20 amains Domains




“
?'* ;% ...variabilidad en nuestro genoma:
_j-'g.fj * 1 de cada 1000 bases es diferente entre dos individuos

» unos 3 millones de cambios de base catalogados (SNPs)

« cambios de secuencia mas frecuentes durante espermatogenesis que oogenesis
(2:1), probablemente por mayor numero de divisiones celulares

cuales son las implicaciones de estos polimorfismos
en la fisiologia, el origen de las enfermedades
y la respuesta a medicamentos?

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
FTI http://snp.cshl.org/

http://www.pharmgkb.org

http://geneticassociationdb.nih.gov/

http://www.genome.utah.edu/genesnps/




* Origenes de las mutaciones

L
Endogeno: Exégeno:
- deterioro @ 37C - tabaco, aflatoxina ...

- antineoplasicos
- radiaciones ioniz.
- UV

- error replicacioén
- error recombinacion
- metilacion/deaminacion

Interaccion:
- metabolizacion toxicos
ej- CYP1A1 y tabaco

Mecanismos de reparacion DNA




* Reparacion del DNA

El DNA necesita reparacion continuamente
P aprox. 10000 bases/célula dia deterioro@ 37 C ©
P> replicacion 6000 milliones bp /divisiéon celular
P recombinacion / meiosis
P ambientales : -tabaco: BPDE G->T -

- UV: dimeros pirimidinas
- radiacion ionizante: deleccion



Reparacion del DNA

A. Reparacion de BASES MAL APAREADAS

ORIGEN del “mal-apareo” (mismatch):

1. Lesion del DNA: ej. deaminacién (espontaneo o por carcinégenos) de mC =T
2. Incorporacién defectuosa de nucleotido

3. Resbalén de la cadena durante replicacion

4. heteroduplex durante recombinacion

B. Reparacion mediante EXCISION de nucleétidos:

1. Alteraciones mas abultadas en la molecula de DNA: ej. dimeros por UV
2. Reparacion compleja: “cortar por lo sano”

-mediada por mas genes (>12)

-acoplada a la TRANSCRIPCION

C. Reparaciéon mediante EXCISION de BASE:
eliminacion de bases oxidadas y reposicion de nuevas:
-parte del complejo de replicacion (DNApol beta...)




*Reparacién del DNA

D. Reparacion mediante RECOMBINACION HOMOLOGA

1. rupturas del DNA, doble cadena (DSB): ej. radiacion
2. importante en meiosis

E. Reparacion mediante UNION NO HOMOLOGA (NHEJ):

1. rupturas del DNA, doble cadena (DSB): ej. radiacion
2. importante en maduracion linfoide



* Reparacion del DNA

» R. de bases MAL-APAREADAS (Mismatch)

e lesion DNA (deaminacion...) mC >T
e incorporacion defectuosa

e resbaléon de cadena

® heteroduplex durante recombinacion

» Problema: bases mal apareadas, bucles

» Reparacion: - hMSH2 (Mut S) @ 2p16; 60% HNPCC
- hMLH1 (Mut L) @ 3p21; 30% HNPCC
- hPMS1 @ 2931
- hPMS2 @ 7p22



* Reparacion de
BASES MAL APAREADAS

¢, Como lo soluciona E. Coli?

Cancer con inestabilidad en repeticiones @@ \

simples -dinucleotidos- (microsatelites) G

Cancer de colon hereditario sin
poliposis “Sind. Lynch” (HNPCC)

1:2000 individuos (15% de todos Ca. colon) ..
1:200 portadores de la mutacién ®@

G
*hMSH2: (MutS) @ 2p16; 60% HNPCC —
*hMLH1: (Mut L) @ 3p21; 30% HNPCC W
*hPMS1@ 2q31, hPMS2 @ 7p22 exontcleasa

g —

DNA pol Il



* Tipos de mutaciones

]
Point Mutations

1 Cambios de base CF (T)

- alt. transcripcidén
- S Sl e TN e .
- sin sentido

- alt. sp"cing Normal CF sequence
E B ' ®  *x

[] DEleCCi()n /lnserCi()n ATT ATC ATC TTT GGT GTT TCC
- con / sin cambio ORF s

7 DNA inestable 5 o *

ATT ATC T.'I'.T GGT GTT TCC

0 Cambios epigeneticos prmrrmmmmm
0 Reordenaciones cr. P

Deletion of a Chromosome Region

1 1 b ¢—i—I-B00

AAAAA

Spinobulbar Muscular Atrophy (androgen receptor)
5 — AAAAA
/\
(CAG)H 13

Myotonic Dystrophy (Myotonin kinase)
5 — TAAAAA

(CTG)s535

e
CTIDEETED

Huntington's Disease (huntington)
5

/\
(CAG)y1-34



* Epidemiologia molecular

los detalles de la mutacion producida informan
sobre su origen:

- tabaco: BP..BPDE ...G/T
- aflatoxina: G/T

-UV: C/ T dimeros pirimid.



[]
[]

Consecuencias: mutacion vs.

polimorfismo
L

Enf. Monogénica (mendeliana)
- cada mutacion es rara

Pérdida Fx. - origen reciente (< 2000 a)

. - determinante de fenotipo
Ganancia Fx.
FX. nueva

Ninguna
Variante (?)

Enf. Multifactorial (poligénica)

- variantes alélicas comunes
- origen antiguo (> 10.000 a)
- influye en fenotipo



Amplio Espectro, segun repercusion
Mutacion causal ...... Polimorfismo neutro

- mutacion causal (enf.mendeliana)
determinante de fenotipo
- genes modificadores

- polimorfismo patologico (enf.multifactorial),
predisponente, riesgo
- sinergismo polimorfismo-mutacion

- polimorfismo neutro
- en condiciones ambientales probadas



* Historia natural

0 Islas Galapagos, pinzones, Darwin...

0 Teoria neutra / seleccion natural
- 104 - 10-8 cambios / gen / generacion
- grado diversidad depende de tamano poblacion
- adaptacion: 10-50 generaciones, segun especie
- en humanos: 200-2000 a. / historia: 100.000 a.

[ Grupos humanos: no confundir, peligro de racismo!
- genéticos (demes)
- sociales

0 Proyecto Diversidad de Genoma Humano



* Polimorfismos balanceados

o O O oo O

variante alélica > 1%: ventaja selectiva?

- dieta

- resistencia a patogenos

- supervivencia prenatal / postnatal

- heterocigoto favorecido a costa de homocigoto

anemia falciforme / paludismo

déf. G6PD / paludismo

hemocromatosis / ferropenia

fibrosis quistica / colera

hiperplasia adrenal congénita / H.influenza B



Polimorfismos como
MARCADORES del genoma

1ces are the basis of highly Southern blot ~ PCR RF LP:

tes in human DNA of 1 NA o INA . . . .
variacion de secuencia en dian

de restriccion

}:.lI...J ;;.....I-'-:

r
'—Bh:-t DNA —l Amplify DNA

VNTR (minisatelites)
SSR, CA-rep (microsatelites)




* Medicina genomica

0 “diatesis no es mas que individualidad
quimica” (A. Garrod)

0 el conocimiento de la individualidad
geneéetica del paciente mejora la calidad de
la asistencia sanitaria

1 estratificacion / subclasificacion de
individuos y riesgo de enfermedad

0 adecuacion de recursos terapeuticos a
pacientes que se pueden beneficiar



* Enf. multifactoriales

0 Mayoria de enfermedades: hipertension,

arteriosclerosis, diabetes, osteoporosis,
neurodegenerativas, cancer...

0 la susceptibilidad genética depende de variantes
frecuentes (polimorfismos) de varios genes

0 busqueda de genes de susceptibilidad:
- analisis de genes candidato
- analisis de ligamiento
- analisis de expresion génica




¥ Analisis del GEN == PRODUCTO

DNA

Toda célula nucleada

® |ndirecto:
* anal. Ligamiento
(polimorfismos)

® Directo
* mutacion frecuente
* mutacion “privada”

MRNA Proteina

Expresion: ubicua / especifica - tiempo, espacio

H |n situ B Anticuerpos
* Inmunoblot (Western)
@ En filtro * Inmunocitoquimia
- Northern * Elisa, RIA ...
- Dot / Slot

H Afinidad (Binding)
H En solucién

- RPA B Actividad Ez

E RT - PCR



¥ Analisis de DNA vs. mRNA

0 DNA:

- seleccion de genes candidatos (fisiopatologia)

- analisis de ligamiento (poblacion, familias)

- sensibilidad: requiere variantes frecuentes, con efecto sustancial
- escapan fenémenos epigenéticos, tejido especificos, mutaciones
somaticas...

7 mRNA (cDNA):

- limitada disponibilidad, acceso a células cuya expresion interesa
- seleccion de tejido / momento desarrollo



* Estudio Pedigree

diabetes insipida nefrogenica

O mO O

O [HO O WO O MO

N R TR T T
-no X - - AR -

Heterogeneidad Genética : - V2R @ Xq28
-AQP2 @ 12q13

DIN no-hereditaria: - enf. renal
- medicamentos



Diagnostico Molecular de
Enfermedades Hereditarias:

INDIRECTOS: ANALISIS DE LIGAMIENTO

l marcador

distancia
= prob. recombinacion

/ 8

Polimorfismo

1. RFLP

2. VNTR

3. MICROSATELITES (CA)n




* Ligamiento genético

enfermo

* Polimorfismo
* Fase

* Patrén de herencia

I recombinante

MEIOSIS

% recombinacién es
funcién de la distancia
l cM = 1% recombinantes
~ 1 Mb



* Dx. Indirecto

Using a OMA
chron

Male

Tumar cslls

wthem bloting or PCR

—— DNA st
during
turmori-




Diagnostico Molecular de
Enfermedades Hereditarias:

DIRECTOS: GEN CLONADO

Mutacion conocida:
* reordenacion / translocacion 1. Southern
* DNA inestable

* deleciones / inserciones > 5 kb

*

*

deleciones / inserciones < 5 kb ‘ 2. PCR:

cambios de base simple
+ restriccion

+ hibridacién oligo
alelo-especifica




Diagnostico Molecular de
Enfermedades Hereditarias:

DIRECTOS: GEN CLONADO

PCR +:

Mutacidn desconocida:

* cambios de base

* deleciones / inserciones pequenas
* (deleciones / inserciones grandes)

1. Polim. Conform. (SSCP)
Analisis heteroduplex (HA)
Corte quimico (CMC)
Proteccion Rnasa (RPA)
Gradiente desnaturalizane
(DGGE)

Secuenciacioén directa

R

e




* Aislamiento DNA y RNA

D NA 2 Cytosine and - eliminacion de proteinas
Thymine . . Ty
I'"'I . W ) - polimeros: precipitan con alcoholes
O |eC u I €. " ot Bases — S’ -afinidad por matrices de silice a alta [sales]

——

Adenine and
Guanine

Phosphate
group & ©




single-strandead ]
DMNA probes

mixture of

B - temperatura

| - conc. NaCl

- conc. Formamida
- longitud

BO% formamide
at 35°C

Temp.

Tm

anly A forms stable A, C, and E all form
double helix stable double helices

STRINGENT REDUCED-STRINGENCY
HYBRIDIZATION HYBRIDIZATION

% ssDNA



Amplificacion DNA y RNA: PCR, RT-PCR

sEpamate DMA
straris and amnneal
arimied

fragmiant ol
chiroomaanrmal DA

FIRST CYCLE
12 doubde-sirsnded DRA molacobes)

soparaio Nk LePals
girangds and gl S mvihaggrg
snparate DO | Bt SN T r
Steandda and adiraa aynihasis =
T r III L L&
DA, .~ )
syrithesis

SECOMD CYICLE THIRD CY'CLE
4 doutde-girendad DNA molaculas) {8 doubla-gtranded DMNA maolecules)




PCR alelo-especifica (SS-PCR)

Wild-Type Sequence Mutant Sequence
Wild-type primear Downstream primer

GLASTCT. =il o

GTTAGA

Mo PCR *- ! [ ; Mo PCR +

WT rMUT WT MUT WT MUIT




PCR simple o PCR-Southern

Wild type

Premutation

Full mutation

'_HQE-‘h'iEﬁEII'I—QI'II!.-TI'IE recognition sites

CG0G repeat region

Coding saquence

-

E
Asymp-
Wild tornatic
type carier

o
PCR primears

L ]
Asymp-
Wild tomatic
type carriear

Southern blot

PCR




¥ PCR+RFLP

Restriction-enzyme recognition site
created by mutation

PCR primer




Hemocromatosis
* Mutacion His63Asp
——S—T

—> H GATC

Asp63

HLAH-5: ACT TCT TGC ACT ACCTCT TC Tm: 60°
HLAH-': GCC ACA TCT GGC TTG AAA TT Tm: 58°

Condiciones de PCR: 95° 5 min......
(94°/54°/72°) 1 min cada x 30 ciclos

Electroforesis Acrilamida 5%

# digerir Producto PCR con DpnlI ( GATDC )
(ORYARTERER & Alelo H: 101 + 71 pb

Alelo D:171 pb



x

Electroforesis gel de Acrilamida.
His63Asp

a [T | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

— e e H e <«— 171 pb

A— W e N E—— ——  — <«— 101 pb

TR S —— 70 pb




Hemocromatosis
Mutacion Cys282Tyr

—

I
Tyr282

HLAH-1: TGG CAA GGG TAA ACA GAT CC Tm: 60°
HLAH ’: CTC AGG CACTCC TCT CAA CC Tm: 64°

Condiciones de PCR: 95° 5 min......
%( (94°/60°/72°) 1 min cada x 30 ciclos

(GT AC)
# digerir Producto PCR con Rsal @ 37° toda la noche

Electroforesis Acrilamida 5%

Alelo C (Normal): 247 pb + 140 pb
Alelo Y (Patologico): 247 pb + 111 pb + 29 pb



Electroforesis gel de Acrilamida
Cys282Tyr

247 pb

140 pb
_ 111pb

CC CC CY CY YY CY Yy cCcC



Hibridacion: sondas moleculares

Deoxyribonucleic Acid (DMNA) Mitrogenous Bases

. ' P

-
O
©
O
O
a

Mucleatide '
replaces Thymina in BMNA




Marcado de sondas DNA: random primer

Crouble-stranded

.. Template . |: :| ' ' @
AR EEEEEE e e EEEFEERRAAEEELE

e = denature . add hexarmers
augar-phosphale 3 % andlet bas e-pair
backbone Base pairs

2 3 =) £
i 1] U] 3 O 1100 ©

base-paired /ﬂ -

-
hexamers ~ - Polymetize with  Mew, radioactive Dhl2,
o bl _denature

3‘ EI 3' |j I:.
""""" """" radioacire ' 3
3 5 hucleatides 53 AR o

. S e —r—
ternplake Radioactive copy of termplake =

5!




Southern, Northern:

stock of paper toweds niitrocolhifase poper wwith

ughily bowsnd nucless acids
unilaboaled i nitroceliulosa

RMA ar DMA o, X paper

atelod FMA
Ataredadcds Bs
Safd Farkods
FE b

ol
| P&APER WITH SEPARATED

MUCLEIS ACIDS HYBRIDIZED

WITH LABELED PROBE
soniod

NUCLEIC ACIDSE SEFARATED ACCORDING SEFARATED MUCLEIC ACIDE ELOTTED QNTO plasias

T SIZE BY ELECTROFHORESIS IN MITROCELLULDEE PAPER BY SUCTION OF
AN AGARADSE GEL BUFFER THROWGH BOTH GEL AND PAPER

AFTER REMOW AL OF UNBOUMND
PROBE, BANDS COMPLEMENTARY
T LABELED PRUEBE ARE
REVEALED BY SPECIFIC
DETECTION OF THE LABEL

POSITIONE
ol
1=
markers

L ibstecied
bnnsls




¥ Oligo-hibridacion

Site of mutation

W LF)FOe=ik
CRRREES T

Nild-ty

oligonucleotide

Fiietimmd
I iniE=ki
CIRAT S e T

Mutant
aligonucleatide

-
=
[F=]
L]
1=
1
b=
1=
1574
(B3]
licd
[p==]
[
1=
(<]

TITTTTIINTIT .

FlEdrid

IS EEEEEEENIIEEN

—— e
T DGR & P =0T
- _ TTi

CRINNTRK

INNO-LIPL CFTRE? prawdt ISONO-LaP g CTFTRIY dmd CFTRI T T ovmle




T-PCR con RTasa +
aq DNApol
mRNA

purificacion RNA
‘ primer, dNTPs, AMV-RTasa

- oligo (dT)
- N6

cDNA

—>

e @ primers, dANTPs, Taqg DNApol




Clonaje molecular

Plasmid Insertion

Gene for Foreign DNA with
antibiotic

Fesistance - (e ormtoest VECtO res

_ Cutting sites
-~ for endonuclease

ESE enzimas restriccion
ligasa

N\ transformacion

recombinant
1 id
plasmi Bacterial
chrumusume

) (& @ X i\{}’zﬂ'

[,l:;_ »@ )

Recorbinant
plasmid




Transformacion

many plasmids sach containing
@ chifferent DMNA& rnsert, omg of
wehich is of interest

1irvi g
o and

culiure




ondas de cRNA: transacripcion in vitro

engineared double-stranded
DNA molecule A\ Vi W aTallleaT2)d= I~ 1

€ - especificidad por promotor
iraJ pi'-;:-rru';ter S'EC;LJE'FIEE " = T3, T7, SP6

specifying RMA

l CUT WITH RESTRICTION MUCLEASE Sense / Antisense:
(G —) - MRNA (sense)

INCUBATE WITH VIRAL

RMA POLYMERASE PLUS d -
NUCLEOSIDE TRIPHOSPHATES Marca 0.

(P ————— - radiactivo
- no-radiactivo

. digoxygenin
[8) ?} 'y

airin:

REMOWVE DA
AMD PROTEIM

] pure
eSS U] RMNA
———————————— maolecules



* Western:

bargyet

rrivture  of irrerohbilize

rroleciles

nitroc=llulose

heawy chain

— Vo domain —__

light chain — —{!
\
™

-:::_:4 f

-

y -6/L_/!/’ ;

add probe

r, =i\

unbound

prokbe

detect probe




* Busqueda de mutaciones:

Strand to be sequenced

e - secuenciacion

roplication-

Primer

22 P o,
w{wm

=l

containing labelad sramnds




wl= —p OF CF OF CF

ddATP  ddTTP

W

- > 0O

G €

— -




* mutacion o polimorfismo?
analisis funcional de las variantes DNA

-prediccion teorica

-analisis de dominios funcionales
-conservacion evolutiva
-bioinformatica: “modeling”
-estructura 3D

# experimentacion
http://www.bork.embl-heidelberqg.de/

http://swissmodel.expasy.orq/SWISS-MODEL.html

http://www.mutdb.orq/AnnoSNP



http://www.bork.embl-heidelberg.de/
http://www.bork.embl-heidelberg.de/
http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html
http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html
http://www.mutdb.org/AnnoSNP

* Principales grupos de patologia

. Patologia de proteinas enzimaticas

. Patologia de canales, transportadores
y receptores de membrana

. Patologia de proteinas estructurales

. Enfermedades conformacionales

. Enfermedad DNA mitocondrial

. Enfermedades complejas

. Patologia del desarrollo

. Patologia del ciclo celular

. Patologia infecciosa

N =

OCoo~NOOOP~OW



* Enf. Aut.Rec. principales

-Nervioso: atrofias neuromusculares, atrofia
muscular espinal, ataxia Friedreich

-Hematopoyetico:falciforme, talasemias
-Esqueletico: Enhlers-Danlos (algunos)
-Endocrino: Hiperplasia adrenogenital

-Metabolismo: Fenilcetonuria, Hiperoxaluria,

Galactosemia, Homocistinuria, enf.acum. lisosomal,

Glucogenosis, Def. Alfa-1-antitripsina,
hemocromatosis, enf. Wilson

- Respiratorio: Fibrosis quistica




Mecanismos moleculares

-perdida Fx. tipos mutaciones
ENZIMAS: niveles << 50%, cgsi nulos

acumulo deficit
TRANSPORTADORES:

Heterogeneidad alelica



Alanina:Glioxilato
Aminotransferasa (AGXT)

/ AGXT \

Glioxilato waessp Glicina

Peroxisoma

\4
OXALATO

\- /

: Hepatocito
v
RINON: hiperoxaluria primaria
nefrolitiasis...... insuficiencia renal cronica
... oxalosis



Hiperoxaluria Primaria t.1
en Canarias ACGT

- Analisis de ligamiento y rastreo SSCP

+/+ +/+ +/- +[+ +/+ /- /- -[- /-

- Secuenciacion directa productos PCR
- 26 / 28 PH1 cr. (93%):
1244T (e7, T853C)

- mismo haplotipo: “ efecto fundador”
Pro11Leu, i1ins., C386T, lle340Met

Polimorfismos comunes (alelos minor): Prollleu, ilins., C386T, Ile340Met




-ibrosis Quistica

- glandulas epit.respitatorio
- conductos pancreaticos

]l Mleamilenane

- gl. sudoriparas

CFTR Gen
5 - EEE = H E B = = L B Em B - o O . - e .
25 Kiksla
I
| | Tt
CFTR —
rrrrr | .
“rr:”“'l‘:’f AR RR RR L T TR L LY L
L]
Ly sl o [
___.-"" .'-.'|_| TR
CFTR /-
Il ng -"f
Cedll
Membrame
Cytaplasm
- Tramsrrsm birare - =4 k | - B[ Wrriain
Sp Bincing Fokd



*Segun el epitelio, CFTR media absorcion o

excrecion _
Gl.sudoripara: Gl.respiratoria, conductos:
(CFTR: absorcion) (CFTR: excrecion)
FQ: sudor > CI, Na FQ: no sale ClI, entra Na y

H20O... deshidratacion
de secreciones




Mendeliana no significa sin efecto

ambiental

-enf. Pulmonar
-enf. Pancreatica

-Esterilidad
-lleo meconial

Aalke bnbertilicy

Fancreatic Dvsiunciion Pulmonary Dysiunciion
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’ far GF-related mutations are ic. Pancraat
=nler) is freaquant. Althawgh it show rralation wi
re LFTH mulatio = . 2, or 3 in Figura 5), :
d. as suggesied by a mouses CGF model implicating
ped survival withoul infestinal obstrection. For its parf,



Mirrmal
Chresmissome 7 Erckgilas

meA It al }L‘ el Cicntos de mutaciones
BE e <l L L IRl diferentes

i
Length B W | I |
F miA O P CFTR || || |

e rotated o - -pero una muy frecuente
P Tt it ‘ Iy Rl e 500 = # -alelica
1 II|| ﬂ

y r:'i ..... < ‘I'i= !, ‘ | | I|II
/ ! -nl-!N.-IL J': IIF l|| |||| I

*50% enf. homoZ

*40% enf. heteroZ.Comp

' | aFsoB 'I; \ '-I b \_= -.|| ||III| ||‘ | i . - . .
BE -1t ‘..l ” 1 -desequilibrio ligamiento
- | W 0 .
T L,/ L || A marcadores vecinos
. A It ol U |- |
| | GEs1D E \ qI I» !'.||. ||i|| ‘ d i_ o
'I -“_ | I | = .r_}:_--\. )
B /__;* 4 : ~ i ||'||h| ""'| el - por que delF508 tan frec.?
Gl 2 Dt Conin _I_ Tan "ﬁ- sl Ventaja selectiva heteroZ
| R3a7m 1 i 'ql n i._n_l | il ,;.: ?
B _{} -fi |.I||IH| || Y (colera?)
| o ; |I |
) 1% LGN e
ey =TI ||!||
| R celicne o I|:"‘ !;“' |I| | . -
| LJ)I_}"! [ - _;..‘ ||'i ||| |II I_ L . A
fond ... 10 | i | .".
=) =18 HMIOH -




-nf. Duchenne / Becker

O 1/3 cromosomas con mutacion se pierden cada generacion
L

i - éjﬁﬁmmmmcuencia de
O mut.de novo debe ser 1/3 x 1/3,300 = 1/ 10,000

. — Extracallular maltriz i ) DMD:

2.3 Mbp

> 70 exones

-14 kb mRNA

-400 kDa distrofina

Mutacion mas frec.:
deleccion de varios exones,
perdida de ORF

Enf. Becker: deleccion que mantiene ORF, mutacion sentido erroneo



Membrane-Associated Proteins And Their Dystrophies

Farmm al Conganital MD

Sarcoglycanapathies -
w-=5 = Chr. 17g12-21
-SG5 = Chr. 412
w3 = Chr. 1312
5-SG = Chr. 5033-34

Extracellular Matrix

Limb-Girdle MD Type 2B and Miyashl Myopathy
Chr. 2p13

d Muscle Membrane B

ol "

Sarcospan

Limb-Girdle MD Type 24
Chr. 15q15-21 E Drystrobrevin o
- = . TANOS
; - —— o
i T
.,:.-r.._‘s.'t'f':'1FL MEWWI}FNHE

9 + - e Limb-Girdle MO Type 15
Ii_ﬁl.n:henne ! Becker MDY ‘ Chr. 3p25 |

chir, J{:_:-E'-I.E
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Degeneracion musculo
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Pseudohipertrofia



tivacion cromosoma X: mujeres portadoras = mosaico
malias cromosomicas (XO, translocaciones): mujer enferma

dystrophin

Utrofina
Union neuro-
muscular

Musc.ocular!!




Enfermedad conformacional

SInteSIS ® Conformacion
Proteica @ thaperones.” Funcional

_—\J .
Conformacion

No-Func"onaI

espuesta a proteina malplegada

N\

rd

Degradacion: Eoteasomzj

Agregacion: - Fibrosis Quistica (DF508)
- Aner;"a Falcrforme = HIpGI‘COleSteI‘OL Fam.
-Alfa1-Antitripsina (ZZ) - Fenilcetonuria

- Huntington

-Alzheimer

- PH1 (1244T)



* Enf. Aut.Dom. principales

-Nervioso: enf. Huntington, Neurofibromatosis
Distrofia miotonica, Esclerosis tuberosa

-Urinario: enf. Poliquistica Renal A.D.
-Gastrointestinal: poliposis coli familiar
-Hematopoyetico:esferocitosis, enf. vWillebrand

-Esqueletico: Osteogenesis imperfecta,
acondroplasia, Marfan, Ehlers-Danlos

-Metabolismo: Hipercolesterolemia familiar,
Porfiria cutanea tarda




*Mecanismos moleculares

~0ANANC I X RS OUIACIONE S
- dosis genica (PMP22 dupl., CMT-t.1A)
- aumento actividad (FGFR3, acondroplasia)

-perdida Fx. tipos mutaciones
- haploinsuficiencia:

- dosis genica (sin regulac.compens.) (LDLR, FHC)

- proporcion subunidades: complejos multiprot.
(COL1A, Ost.Imp.)

- efecto dominante negativo:
- Interaccion proteina-proteina

- FX. nueva: toxicidad tipos mutaciones
- agregacion proteica (poliQ-HD)




-nf. Huntington

1:10-25,000
-mutacion original=noressiesssepeemiaiesgesnovo

-presentacion tardia (40-50a)

-anticipacion
-formas de presentacion temprana: transmision paterna
F _ e -_ —'—. —_— e =
s ragile-X Syndrome (FMR-1) — Huntington
7N N o=l = 36/CAG
(CGG)750 —
Spinobulbar Muscular Atrophy (androgen receptor) =1 |
o —AAAAA o |
=y
(CAG)1-31 =
Myotonic Dystrophy (Myotonin kinase) ez
o ——AAAAA —
a
(CTG)s5 35

Huntington's Disease (huntington)

-
/N

(CAG)1134




oliglutamina..... Agregacion proteica: toxicidad

muerte neuronal (GABA+)
nucleos basales (caudado>putamen)

1997 Cornell Medical College ©FF T
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Enf. mitocondrial

Matrix
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Neuropatia optica Leber

Epilepsia mioclonica con fibras rojas
desflecadas (MERRF)

Sind. Leigh...



Fibras
tojas
desflecad
as
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Mitochondrnial defects

Point mutations
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* Enf. infecciosas

0 causa principal: agente vivo (ambiental)

0 susceptibilidad: determinada genéticamente
- monogeénica (excepcional):
Inmunodeficiencia congeénita
- poligénica (usual): ej.
# CCR-5 (deleccidén 32bp): co-receptor HIV, 1%
homocigoticos (resistencia a HIV)

- —— -7

# HLA, homocigosidad : susceptibilidad




* Xenobioticos: toxicos, farmacos

1 Activacion (fase I): pro-carcinégeno... genotdéxico

- genes del complejo P450:
CYP1A1, tabaco
CYP2D6, complejo debrisoquina ... (>30 farmacos)
CYP2E1, nitrosaminas
CYP34A, FK506, antineoplasicos

0 Eliminacion (fase Il): hidrosolubles

- NAcetilTransferasas
- Glutation- UDP- glucuronosil transferasa
- Metilasas y Metil transferasas

metabolismo de mercaptopurinas y

tioguaninas
: 10% portadores

— ) — 1/300 déf. TPMT

‘ — toxicidad médula 6sea




¥ Enf. Alzheimer

1 Familiar (A.D.) (<10%)
- APP ﬁp
] PS1 alfa-secretas \PS1

- PS2 — s
0 Esporadica (>90%) ) )
- APOE beta- gamma-

A2 M secretasas
] > iloide 40 (solubl
) LRP amiloide 40 (soluble)
> amiloide 42(43) (fibrilar)
- >

APP m APOE
m Placa amiloide




* Escrutinio del genoma (GWS)

0 Panel de ~ 300 marcadores distribuidos
homogéneamente por el genoma

0 Parejas de hermanos - afectos -no-afectos

estudio de ligamiento

- Diabetes: IDDM1 = HLA, cr.6p
IDDM2 = Insulina, cr.11p
IDDM4, 5,... 18

- Asma

- Celiaquia

- Enf.Inflamatoria Intestinal....



Enf. Multifactoriales
caracteristicas de variacion continua

<1 RIESGO AMBIENTAL

UMBRAL

Enfermos

RIESGO GENETICO

» Genotipos DESFAVORABLES



* Patologia del desarrollo

-organismo multicelular complejo: expresion genica regulada tiempo / espacio
-primeros 2 meses decisivos: sensibilidad a teratogenos
-linea celular vs. tejidos definitivos (participan varias lineas)

-contribucion de organismos modelo: mosca, gusano, pez, raton

ej. genes HOMEOBOX: mutaciones homeoticas (cambio identidad segmentos)
*colinearidad: patron expresion / localizacion cromosomica

humanos: familias de genes HOX (>38 genes) factores transcripcion

“evolucion molecular”, conservacion de dominios funcionales “homeobox”

(60 Aa, union DNA)

ej. Enf. WAARDENBURG (sordera, parches blancos...) / raton Splotch
*regiones sintenicas 2q37 ... chr.1prox

-Pax3: expresion neural, chr.1 prox

-PAX3 humano, ortologo, mutaciones en enf.Waardenburg



GENETICA MOLECULAR DE LAS NEOPLASIAS

crecimiento —— diferenciacion —_

apoptosis
¢« . HIPERPLASIA
: NEOPLASIA BENIGNA
Hllliples peses 1 NEOPLASIA MALIGNA
Mutaciones somaticgs
(GRumeles) METASTASIS
Clonal
Seleccion

Factores etiologicos:
-Hereditarios
-Hormonas
-Mutagenos

-Virus




Requerimientos de un cancer

angiogenesis




* Enf. infecciosas

1 causa principal: agente vivo (ambiental)

0 susceptibilidad: determinada genéticamente
- monogénica (excepcional):
Inmunodeficiencia congeénita
- poligénica (usual): ej.
# CCR-5 (deleccion 32bp): co-receptor HIV, 1%
homocigoticos (resistencia a HIV)

# HLA, ho#igosidad : susceptibilidad z




* Pat.Molecular Forense

-estudios de paternidad

-identificacion de muestras:

sangre, manchas (sangre, semen, otros), pelos, saliva, huesos,
dientes, tejidos...

# exclusion: 1/3

# identif.positiva: - identidad — coincidencia —error
- polimorfismos
- estadistica



¥ Polimorfismos DNA

-RFLP
-VNTR: -monolocus
-multilocus
-Microsatelites (STR)
-SNPs 13 CODIS Core STR Loci
-secuencia ~ with Chromosomal Positions
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