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¢, Quée es la Biologia Molecular?

La biologia molecular es el campo de la biologia que estudia la
composicion, estructura e interacciones de las moléculas, como
los acidos nucleicos (ADN, ARN) vy las proteinas, que llevan a
cabo los procesos biologicos esenciales para las funciones y el

mantenimiento de la célula.




Hitos de la Biologia Molecular

“It is not the
strongest of the
species that
survives, nor the

most intelligent,
but the one most
responsive to
change.”

-Charles Darwin, 1809

_______-u._________+__________F______

1859 1865 1871
Charles Darwin George Mendel Miescher
“Origin of Species” Leyes Mendelianas Descubrimiento del ADN

de la Herencia (“nucleina”)
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Dogma central de la Biologia Molecular



Estructura del ADN/ARN
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Dogma central de la Biologia Molecular
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Células e informacion L cibic ritas TN

Las células archivan informacion en el ADN, el cual sirve como un

conjunto maestro de instrucciones para construir proteinas.

Funciones de las proteinas: biosintesis de organelas, soportes

estructurales, catalizadores de reacciones bioquimicas y ayuda en

los entornos / senalizacion internos y externos de la célula e s
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Empagquetamiento del ADN LCIbIC Hemtas 5

El genoma humano haploide = 3 mil millones de pares de bases (pb)
de ADN empaquetados en 23 cromosomas.

La mayoria de las células del cuerpo son diploides, con 23 pares de
cromosomas = 6 mil millones de pb de ADN por célula.

Cada pb mide alrededor de 0,34 nandmetros de largo, cada célula
diploide contiene unos 2 metros de ADN.

Se estima que el cuerpo humano contiene alrededor de 50 billones de
células, lo que equivale a 100 billones de metros de ADN por humano
— ir de la tierra al Sol y regresar mas de 300 veces, o alrededor del

ecuador de la Tierra 2,5 millones de veces.
D
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Empaguetamiento del ADN: Histonas y Cromatina Lcibic e
Herlas s

Proteinas llamadas histonas se unen al ADN
formando un complejo ADN-proteina llamado

cromatina. ,

Octamero de histonas
Las histonas son una familia de proteinas H2AH2E /
pequenas cargadas positivamente: H1, H2A, H3| H4

H2B, H3 y H4.

El ADN esta cargado negativamente, debido a ' '

los grupos fosfato en su esqueleto fosfato- | "'.-His'tbha‘_. ) DNA
azucar, por lo que las histonas se unen con el . H
ADN de manera muy estrecha.




Empaquetamiento del ADN: Histonas y Cromatina LCIbICH'l""

j At the simplest level, chromatin 2nm M deh’;“taﬁws
is a double-stranded helical DNA double helix eqaicin precisl
structure of DNA. .
) v A /’ll l 1 - La cromatina es la forma en la que se
:’/f AV //"" AV ‘ 1| ‘ AV I Y ‘ [ / r ,
Sl A A A 'u Y ’ presenta el ADN en el nucleo celular.
2 - ADN + histonas =2 nucleosomas.
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A chromatosome consists
of a nucleosome plus the

= 1 histone h + histona H1.

6) : H1 histone. . .

TB,;ohmnn;:;?ﬁ,wgmg ‘ \d, . g 5 6.- el nucleosoma se pliega para producir
Chromatosome una fibra de 30 nm = forma bucles con un

eight histone molecules 3 i ‘

11 nm

\ 3 . .
T — promedio de 300 nm de longitud.
fold up to produce . .
a 30-nm fiber. 7 - estas se comprimen y pliegan para
o producir una fibra de 250 nm de ancho.

8 - el enrollamiento apretado de la fibra de
= = 250 nm produce Ila cromatida del
\‘7 The 300-nm fibers are CT/Tightcoiling of the 250-nm Cromosoma-

compressed and folded to fiber produces the chromatid
produce a 250-nm-wide fiber. of a chromosome,




Empaquetamiento del ADN: Cromosomas
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Representacion de un cariotipo humano con
sus 23 pares de cromosomas.
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Imagen de un cariotipo humano (XY) con sus
23 pares de cromosomas.




Estructura de un gen Eucariota Lc|b|c H@E‘Tas (
Transcription Transcription
initiation termination
+Exon 1 Exon 2 Exon 3 !
Intron 1
5 - Intron 2 3
Promoter ! t
region  Translation start Translation
codon (ATG) STOP codon

* Es un segmento de ADN que contiene el cdédigo para generar una
proteina especifica que realiza una funcion, también especifica, en uno
o0 mas tipos de células.

* Esla unidad fisica basica de la herencia.
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“Adquirir la informacion fundamental sobre nuestro material genético
para profundizar en el conocimiento de |la genética humanay el papel
de los distintos genes en la salud y la enfermedad”

" TR | ., 3”—"?}3"

Francis Collins
Director Human Genome Project




Proyecto Genoma Humano (1990 — 2003...2022)
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OBJETIVOS

* |dentificacion de = 30.000 genes (estimacion inicial)

* Determinar la secuencia de ADN

* Generacion de Bases de Datos publicas

* Mejorar herramientas para analisis de datos

* Transferencia de tecnologia asociada al sector privado

e Redefinir principios éticos, legales y sociales B




Proyecto Genoma Humano (1990 — 2003...2022)
HALLAZGOS
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Humans have fewer genes

In Thursday's issue of the journal Mature, researchers
who decoded the human genome concluded that
peaple have only 20,000 to 25,000 genes, a drop
from the 30,000 to 40,000 estimated in 2001.
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SOURCE: Makture L F
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* DNA: 3 mil millones de pb
 Entre 20,000-25,000 genes (50% con funcidon desconocida)

e 98-99% del genoma es no-codificante

 Secuencia génica: 99,9% idéntica entre individuos. Ademas,
compartimos mas del 99% con otras especies




Proyecto Genoma Humano (1990 — 2003...2022)
HALLAZGOS

* La complejidad del genoma no radica en el nro. de genes, sino en |a interaccion

entre ellos
= Genes reguladores
=» Genes con mas de una funcidén
=» Moléculas reguladoras (ADN,ARN,mARN,siARN)
=» La mayoria de los genes son polimérficos (variabilidad genética)

Estrategia biologica para la evolucion y para la supervivencia
(HGP 2001)

“It is not the strongest of the species that survives, nor the most
intelligent, but the one most responsive to change”
(Charles Darwin, 1809)
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La secuencia finalizada en 2003 estaba
Tell me the truth.  I'm._.I'm read ’
S toMesr it e completa en un 92%, con mas de
150,000 brechas de ADN por secuenciar.

—

Ese 8% contiene secuencias de tramos
complejos y repetitivos. = Limitaciones
The complets IMEnarn genocme sequence en la tecnologia de secuenciacion

is still missing base pairs
short-read
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Ahora si!

National Human Genome

a Begin your search here
Research Institute 2

About Genomics Research Funding Research at NHGRI Careers & Tra

critas |\

El consorcio #T2T termind de
secuenciar ese ultimo 8 %, gracias a
la tecnologia de secuenciacidon

| long-read. http://genome.gov/T2T

Researchers generate the first
complete, gapless sequence of a

human genome

MARCH 31, 2022 & PRESS CONTACT

PRABARNA GANGULY, PH.D. AND RACHAEL ZISK

Contiene numerosos genes y es
comparable en tamano a un
cromosoma completo.

Estas secuencias de ADN recién
agregadas estan cerca de los
teldomeros y centromeros



http://genome.gov/T2T
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« Las variaciones en el genoma humano son el conjunto de diferencias
geneticas que distinguen nuestros genomas, ya sea entre los individuos
dentro de una poblacidon o entre poblaciones.

« Contribuyen a la diversidad gendomicay fenotipica humana.

« Aunque también pueden estar directamente relacionadas con ciertas
patologias o susceptibilidad al desarrollo de las mismas, afectar la
respuesta ante infecciones o a farmacos.




Variaciones en el Genoma Humano Lablc e
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% Variantes de Nucledtidos Simples - Simple Nucleotide Variants (SNVSs):
* Polimorfismos de una sola base - Single Nucleotide Polymorphisms

iy s &b
 Pequenas InDels (1-10 bp)
« Microsatelites (2-9bp) T # et *
0% |
s Variantes Estructurales: \
« Variantes de Numero de Copias - Copy-Number Variants (CNVs)
« Deleciones
 Inversiones
* Duplicaciones a Copy Number Variation (CNV) Other SV (Non-CNV) Unresolved
SV Class| Deletion Duplication Multiallelic CNV  Insertion Inversion Translocation Complex SV  Breakends
Abbrev.| =DEL =DUP =MCNV =INS ~INV =CTX CPX «BND
Rel| —iD> —iD> —B> — —B> T B> —
— e
. ?
| - D Sy, B —@ M B f
—SATD =D (See Figure 2) Discarded

Polymorphlsm
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< Variantes de Nucleétidos Simples - Simple Nucleotide Variants (SNVs):|
« Polimorfismos de una sola base - Single Nucleotide Polymorphisms PCR,

(SNPs) - Secuenciacién
 Pequenas InDels (1-10 bp)

Sanger / NGS
« Microsatelites (2-9bp) i ger/
< Variantes Estructurales: |
« Variantes de Niumero de Copias - Copy-Number Variants (CNVS) aCGH, FISH,
« Deleciones - MLPA

* Inversiones
* Duplicaciones




Genoma Mitocondrial
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El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula de ADN circular de -
16569 bp que contiene 37 genes.

La herencia es materna, debido a que durante la fecundacion el
gameto que aporta las mitocondrias es el ovulo.

Heteroplasmia: En general cada persona tiene un unico genoma
mitocondrial, sin embargo, en ciertas ocasiones una misma célula
puede tener mitocondrias con diferentes moléculas de ADNmt.

Alteraciones en el ADNmt estan asociadas con trastornos multi-
sistémicos, ej: Sme de MELAS, neuropatia hereditaria de Leber, etc.




Mutaciones vs Polimorfismos LCibic H"*{ S
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POLIMORFISMO GENETICO: cambio en la secuencia del ADN en donde al menos dos
secuencias diferentes pueden estar presentes, cada secuencia presente en al menos 1%

de |la poblacion sin asociarse en forma directa con el desarrollo de enfermedad
iR

DIFERENCIAS ENTRE
POLIMORFISMO Y MUTACION Polymorphism
Foly™ many “morphe”™ form

& & il

| — \\

~

MUTACION: MAF (Minor allele frequéncy) <1%
POLIMORFISMO: MAF >1%, existen por lo menos 2 alelos




Mutaciones vs Polimorfismos 5

Lcibic ¢erias

Los SNP (pronunciado "snip"), son un
tipo de polimorfismo que implica la
nature variacion de un solo par de bases.

articles
== e

A map of human genome sequence
variation containing 1.42 million Los SNP constituyen hasta el 90% de

single nucleotide polymorphisms . ..
,...._!.'_,..,.m,_. po P todas las variaciones gendmicas

humanas, y aparecen en promedio, cada

We describe a map of 1.42 million single nucleotide polymorphisms (SNPs) distributed throughout the

human genome, providing an average density on available sequence of one SNP every 1.9 kilobases. 1 000 b
These SNPs were primarily discovered by two projects: The SNP Consortium and the analysis of clone 4 p
overlaps by the International Human Genome Sequencing Consortium. The map integrates all publicly

available SNPs with described genes and other genomic features. We estimate that 60,000 SNPs fall

within exon (coding and untranslated regions), and 85% of exons are within 5 kb of the nearest SNP.

Nucleotide diversity varies greatly across the genome, in a manner broadly consistent with a standard

population gsnetic model of human bistor. This i density SNF man prowides s bl reowree o ESt@S - variaciones en la secuencia del
ADN pueden afectar la respuesta de los
individuos a enfermedades
hereditarias, enfermedades infecciosas

y respuesta a farmacos
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<
SNP codificantes: se localizan en la secuencia codificante y pueden modificar, o no, la
cadena de aminoacidos de proteinas> Variabilidad genética poblacional

SNP no-codificantes: en regiones intronicas, 5’UTR, 3’UTR, promotora. Consecuencias
en el proceso de traduccion (splicing, factores de transcripcion) > Reguladores

IranNnsScripiion Tactor

binding sites Splicing signals miRNA binding sites
TRAMSFAC, JASPAR ESEfinder, Ace\Wiaw miRanda, miRBase, miRDEB
f |
v v
i 5" 3"
| | - - | E T
Long-range Amino acid substitutions Polyadenylation
enhancers __-A-__ Polyapred, Polyadg, Erpin
EEL -
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HSFERWVCGCP
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Seqguence analysis Structure analysis
SIFT, Pmut, FPANTHER, MutD& PolyPhan, SNPs3D, LS _MUT
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Genet Med. Author manuscript; available in PMC 2015 Nov 1. PMCID: PMC4544753
Published in final edited form as: NIHMSID: NIHMS6S97 486
Genet Med. 2015 May; 17(5): 405-424, PMID: 25741868

Published online 2015 Mar 5. doi: 10.1038/gim.2015.30

Standards and Guidelines for the Interpretation of Sequence Variants:
A Joint Consensus Recommendation of the American College of
Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular
Pathology

Sue Richards, Chair, ACMG, Mazneen Aziz, CAP, Sherri Bale, ACMG, David Bick, ACMG, Soma Das, ACMG,
Julie Gastier-Foster, AMP, Wayne W. Grody, ACMG, Madhuri Hegde, ACMG, Elaine Lyon, AMP, Elaine Spector,
ACMG, Karl Voelkerding, CAP, and Heidi L. Rehm, Co-Chair, ACMG, On behalf of the ACMG Laboratory Quality
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Se han utilizado ampliamente, pero a menudo generan confusion debido a
suposiciones incorrectas de efectos patogenos y benignos, respectivamente.
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Se recomienda que ambos términos (mutaciones y polimorfismos)
sean reemplazados por el término “variante” con los siguientes
modificadores:

(1) patogénica

(2) probablemente patogénica

(3) significado incierto

(4) probable benigna

(5) benigna

Si bien estos modificadores pueden no abordar todos los fenotipos
humanos, comprenden un sistema de clasificacion de cinco niveles
para las variantes relevantes en las enfermedades mendelianas.



REGULACION GENICA
Definicion

- La regulaciéon génica es la forma en como una
célula controla qué genes, de los muchos genes en
su genoma, se "encienden" (expresan).

- Asegura que los genes apropiados se expresen
en los momentos adecuados.

- Puede ayudar a un organismo a responder a su
entorno.

- Se logra mediante una variedad de mecanismos
qgue incluyen la modificacion quimica de genes y
el uso de proteinas reguladoras.
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¢Como deciden las células cuales genes activar o desactivar?
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é¢Como deciden las células cuales genes activar o desactivar?

* Muchos factores pueden afectar quée genes expresa una célula.

* En general, el patron de la expresion génica de una célula lo

determina:

* |a informacion tanto del interior (proteinas heredadas de su
célula progenitora, cantidad de ATP, etc)

e como el exterior (senales quimicas de otras células, senales
mecanicas de la matriz extracelular y niveles de nutrientes de Ia
misma).

D
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ADN —— Pre-ARNMm — ARNMm —— Proteina —— Proteina
l activa
Transcripcion Splicing Traduccidn Modificaciones
post-traduccionales

v v
Cromatina Estabilidad
ADN-B
ADN-Z

v
Nivel principal Splicing
de regulacion alternativo

Transcripcional Post-transcripcion Post-Traduccional
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REGULACION EPIGENETICA
Definicion Acibic Hemag

Cambios mitoticamente y meidticamente heredables de |la
expresion génica que ocurren sin que se presenten
modificaciones en la secuencia de ADN
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Chromosome 3 Pairs
3-year old twins vs. 50-year-old twins

3-year-old twins

twins have epigenetic tags
in the same place.

the twins have epigenetic
tags in different places.
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”Ebigcnclics

DNA methylation

DNMTs
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DNA Methylation
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Metilacion del ADN S .

» Metilacién del ADN

. =] @@ .

| CTACGTACGTACCATGCGT

 GATGCATGCATGGTACGCA
& @ oy

La metilacion del ADN ocurre cuando un grupo metilo (-CH3) se une covalentemente al
carbono 5 de la citosina en el ADN gendmico por medio de una enzima conocida como ADN

metiltransferasa (DNMT).

Por lo general la metilacidon se da en mayor grado en las islas CpG (regiones con alta
concentracion de citosina y guanina) las cuales forman parte de la region promotora de los

genes.

NH, NH,
H,C
S DNMT iy
— :
)\ Metilacion del ADN J\
N N
H “ H g

Citosina S5-metil-citosina

Figura 1: Metlacion de la citosina del ADN mediante la ADN metiltransferasa (DNMT).




REGULACION EPIGENETICA L cibic =5
Metilacion del ADN Heﬂtas

» Metilacion del ADN i Transcription possible

Quimicamente muy estable
Mecanismo de silenciamiento de genes, J'T
impronta gendmica, inactivacion
cromosoma X

T Transcription impeded T




REGULACION EPIGENETICA
Metilacion del ADN

SERETTFNNTS O

Life-point DNA methylation factors

Fertilisation Pregnancy Infancy Young Adult Senior
Parent-of-origin Maternal diet Early life Environmental, Age-related
(imprinted genes) exposure to diet, lifestyle changes

microbes
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Metilacion del ADN IOTas \Ss

Metilacidon aberrante Metilacion fisioldgica |
Cancer: hipometilacion {inestabilidad del ADN, ek
activacidn de ancogenes) e hipermetilacidn Inactivacion del cromosoma X
{mutacidn de genes v silenclamiento

de genes supresores de tumores)

- q
‘ Silenciamiento de transposones

‘ Mantenimiento de la estabilidad cromosomica
HModulaciin de la estructura de la cromatina \
Sindromes de X fragil,

Bockwith Wiedemann, Prader ‘

Mutaciones

Willifabgelman, ICF, ATREX, Rull . ..
4 S : Regulacidn transcripcional
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Modificacion de Histonas LIRS e

» Modificacidon post-traduccional de Histonas

Octamero de histonas
Histonas: unidades fundamentales de la cromatina

CORE: histonas del cuerpo central del Nucleosoma
(H2A, H2b, H3, H4)
LINKER: Histonas de enlace (H1)
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REGULACION EPIGENETICA

Modificacion de Histonas

» Modificacidon post-traduccional de Histonas

Ricas en residuos de lisina y arginina, susceptibles a
modificaciones quimicas.

o an ; %q% HAT - Acetilacién
S N . _ Ll E e g
Acetilacion: incorporacion de grupo acetilo mediada por .

. . o . . 7 Grupo acetilo — &
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Desacetilacion: remocion de grupo acetilo mediada por
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MicroARN (mIARN)

» Silenciamiento de genes mediados por microARN

Son ARN pequefos de apenas 18 a 26 nt no

codificantes, su funcion es reguladora.

Hibridan complementado con sus secuencias
blanco loclizadas en las regiones 3’UTR de ARN

mensajeros (MARN) especificos.

Complejo mARN/miARN->bloqueo
traduccion / degradacion del mARN.
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with 3’-UTR of
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Histone

RNA
regulation

micro

Methylation

modifications

Lines of evidence supporting a role of

epigenetics in etiology and pathogenesis

of specific NDGs

Reduced DNA methylation
in the anterior temporal
neocortex neuronal nuclei

Hypermethyation of HTERT
gene

Hypomethylation of
inflammatory genes iNOS,
IL-1, and TNF-a in the AD
cortex

increased phosphorylated
histone H3 in hippocampal
neurons

Modulation of histone
acetylation by HDAC
inhibitors improved learning
and memory in mouse
models

Deregulation of several
miRNAs in brain

Ovwverall reduction of
methylation potential

Hypomethylation of SNCA
gene in brain tissue

a-synuclein related reduction
of Dnmtl1 methyltransferase
availability

Differential methylation of
ARK16, GPNMB, STX1B and
CYP2E1

Response to treatment with
HDACIs in disease models

a-synuclein related
reduction in histone
acetylation and histone
gene expression

Differential expression of
dapaminergic neuron specific
miRNA miR-133b

Differential Expression of
miR-7, -10a, -10b, -34b/c -212,
-132, -495 miRNAs in brain
tissues

Alzhemier’s disease Parkinson’s disease Hun!:nngton >
I | I l I disease |

Early reports of increased
variability at HTT gene locus

Beneficial effect of HDACIs in
disease models

Sequestration of proteins with
HDAC activity (CBP)

Increase of histone proteins
carrying H3K9 marks in brain
and blood tissues

Down-regulation of nine
miRNASs in animal models of
HD (AC128 and R&6/2 mice)

High 3" terminal sequence
wvariability of miRNAs in HD

miR-34b unregulated in
plasma of pre manifest HD
patients
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BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA AL DIAGNOSTICO IR,

El diagndstico es una etapa critica en el manejo de un paciente, que
Implica decisiones médicas que definiran el progreso del cuidado de un
individuo.

El concepto de “diagnostico molecular” es un término amplio que
Incluye tecnicas de biologia molecular aplicadas al beneficio de la salud
humana.

¢ Como?, detectando, cuantificando y/o determinando secuencias
especificas ADN, ARN o proteinas.
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LCi bic H@mag

El desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico en medicina
tiene su origen en los problemas clinicos que requieren con
urgencia un meétodo de diagndstico, idealmente con una

alta sensibilidad y especificidad.
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Aplicaciones LCIbIC Hertas L

 Genética de Poblaciones

* Medicina Forense

 Enfermedades Hereditarias Mendelianas
* Infectologia

 Farmacogenética

* Cancer hereditario y somatico

* Fertilidad y Reproduccion
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Aplicaciones

Se han desarrollado técnicas moleculares que pueden ser aplicadas a
diferentes etapas del cuidado del paciente:

HIV (trasplante) B. pertussis KRAS Carga viral CMV

MRSA (IAS) CT/NG BRAF BCR-ABL

HPV (CCU) VRS Her2 Carga viral HIV
SARS-CoV-2

HIV, virus de la inmunodeficiencia humana; MRSA, Staphylococcus aureus resistente a meticilina; I1AS, infecciones
asociadas a atencion de salud; virus del papiloma humano; CCU, cancer del cuello uterino; CT, Chlamydia trachomatis; NG,
Neisseria gonorrhoeae; CMV, citomegalovirus. SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.




BIOLOGIA MOLECULAR APLICADA AL DIAGNOSTICO e 2%
Aplicaciones LCIbIC Heritas \

)
Medicina de precis Q,ROSP&\/

MOLECULAR DIAGNOSTICS IN ONCOLOGY

HEREDITARY CIRCULATING CARCINOMAS OF
PREDICTIVE Zecrdgs
CANCER MARKERS JWVIOR UNKNOWN
SYNDROMES FRAGMENTS PRIMARY
ASSAYS ASSAYS ASSAYS ASSAYS
= DNA
= RECURRENT MUTATIONS = RNA = CTCs = SINGLE MARKERS
(PCR) = PROTEINS = ctDNA = INTEGRATIVE ASSAYS
= SINGLE-GENE ANALYSIS = CELLS = RNA
(SANGER SEQUENCING, = TISSUE SLICES = PROTEINS
MLPA) = PDXs L /
= MULTIGENE PANELS (NGS) g TISSUE-SPECIFIC MARKERS
= WHOLE EXOME CANCER PATIENTS . | = RNA
SEQUENCING MOLECULAR TARGETS S ROTERG
E gé?: o = CONTROL OF TUMOR
- -MU ERADICATION
CANCER PATIENTS = BRAF-MUT = MONITORING OF TUMOR
= RISK OF 2"° MALIGNANCY = ALK BURDEN TUMOR-SPECIFIC MARKERS
= ROS = CHOI F THERAPY
= CHOICE OF TREATMENT CHOICEO E ‘ = POINT MUTATIONS
E | = GENE REARRANGEMENTS
HEALTHY PEOPLE Tumg"ﬂ""mow"is HEALTHY PEOPLE = COPY NUMBER VARIATIONS
kY -
= |DENTIFICATION OF = BRCAness = EARLY DIAGNOSIS
SUBJECTS AT-RISK = MUTATION BURDEN _
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iMuchas gracias!

agomez@cibic.com.ar
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