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El material genético en el nucleo celular

_~Endoplasmic
reticulum

Free ribosomes ——
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Conformacion 3D del ADN




Descubrimiento del ADN
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El ADN es una doble hélice (1953)
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Estructura a varias escalas

Chromatin and Condensed Chromosome Structure




Los cuatro “ladrillos” del ADN

Structure of the four DNA nucleotides

Purine nucleotides
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Un alfabeto con una “sintaxis” especial

Complementariedad

de bases

adenine << thymine

PO,

cytosine ((_ guanine

&

A seenlazaconT
C se enlaza con G



El resultado: una hélice de doble cadena
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Pairs of complementary bases form
hydrogen bonds that hold the two
strands of the DNA double helix together.

| T-A pairs have twi
hydrogen bonds

CH3

5'end

Each phosphate
group links the
3' carbon of

one sugar to the
5" carbon of the
next sugar aleng
the backbone.

TGAC
ACTG
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3t and N C-G pairs have three

13
hydrogen bonds. / i 5" end

The strands both runin a 5’-to-3'
direction - they are antiparallel.

5" end
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Una propiedad importante del ADN

Elevando temperatura o pH
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Bajando temperatura o pH



A. Diploide

B. Dividido en 46 fragmentos:
a) 22 pares de autosomas
b) 1 par sexual

C. ADN mitocondrial (circular,
extranuclear)

D. 3.200 millones de bases (letras)

E. 20.000-24.000 genes

Scientists Use Three Key Features
to Identify Chromosomes

1. SIZE

2. BANDING
] PATTERN

3. CENTROMERE
POSITION

Cariotipo humano
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Si la distancia entre dos nucleétidos es aproximadamente 0,34 nm (recuerda
gue 1 nm es 10° m)... ;qué longitud tiene el ADN de una Unica célula
diploide?

251 S

SOLUCION:
Como sabemos que una hebratiene aproximadamente 3,2 Giga bases...
Obtenemos que una hebra de ADN mide unos 2,5 m.

2,5m x 2 hebras =5 m en una Unica célula humana

Por cierto, ni el ADN ni la célula se ven a simple vista... La célula podria
verse con un microscopio de los que tienen los centros educativos en
sus laboratorios.
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Si extraemos el ADN de todas las células de mi cuerpo, ¢qué longitud total
tiene todo ese ADN?

Datos:

a) Estimamos unas 50 billones de células diploides en el organismo
humano.

b) La distancia promedio Tierra-Sol es de 150.000.000 km (1 u.a., unidad

astronomica).

estiramos todo este ADN, ¢podriamos enlazar la Tierra con el Sol?
¢, Cuantas veces?



| SOLUCION: - !
2,5m x 2 hebras =5 m en una Unica célula humana |
(5 m ADN/célula) x (50-10*2 células/persona) x (1 km/10® m) / (150-10% km) = ?

Es decir, el ADN empaquetado en los nlcleos de todas las células que forman |
nuestro organismo nos permitiria enlazar la Tierra con el Sol...

icasi 1700 unidades astrondmicas!

o >

Nota final: la distancia Sol-Neptuno se estima en 30,1 u.a. jPodriamos unir el -i
Sol y Neptuno 57 veces!
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A. Publicado en 2003
B. 3.000 millones de ddlares

C. Disponible en Internet




Del genoma al gen

Dogma central de la Biologia Molecular:

Gen — (ARN) — proteina

Genes Make Proteins

—

Human Human
Body Cell DNA Gene Protein

The body is made of cells. Cells contain DNA. Genes are made of DNA, and they make proteins.




Elementos de un gen

Dogma central de la Biologia Molecular: Beris

Gen —(ARN) — proteina

Longitud variable, mayoria en 2-200 kb, aunque solo una pequefia
proporcion codifica la proteina. Ejemplo: gen TP53

Elementos diferenciados

Destacan los exones; representados en ARN maduro

1 H B B
} \:TG\.\ A smp/ }

Promotar 5'ss 3'ss PolyA
Signal
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non-coding introns X
sequences :
RNA coding an protein-coding

regulatory sequences regions

Genoma



Nucleus

Chromosome

1 T ase pair
U™
A

Nucleosomes




Caodigo genético: codon

T (ADN)=U (ARN)
s Y
three bases
code for




Variacion genética
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P value
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Association mapping finds a
gene for body size in dogs
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Variacion genética

Somatic mutation — non-heritable

e normal soma: daughter cells
carry mutation — ‘somatic mosaic’

o cancer: clonal expansion

of mutant cells

Germ-line mutation — heritable

Sangre periférica
(linea germinal)

DNA
Tejido tumoral/sano

(linea somatica)
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Variacion genética simple: SNP

Copia 1 del chr5

Copia 2 del chr 5
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Variacion genética estructural

Relocation of Loss of

genetic material C Deletion ) genetic material
SINONONINTNGTNGTNTN

Translocation

W T Missing chromosome(s)

From another
chromosome

Wild-type sequence

W Extra chromosome(s)
Inversion S / l \ (IR NIIIrN)
AR~ (AINNAIIGN)

(e R ") Gain of

Duplication genetic material




Indels, STR
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Genotipo -
Dos copias de un cromosoma (padre y madre)

En un punto concreto,
interrogamos los dos alelos
gue contiene el individuo.



L
SNPs:
eventos
l,]n |COS evento de mutacion

J u

n generaciones

Frecuencia actual
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Variacion para estimar la ascendencia

Insertion (T W wW )

Deletion (@ —/—m)
Copy Number Variant Cl____® =& ]

Inversion (BT T W)

Reference (A3 17 ]
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¢,De donde venimos?

Mitochondrial haplotypes can be used to trace human origins to Africa
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Fundamento

Cromosoma ancestral
@ 0 & @0 @

. Recombinacidn/n generaciones

1 El desequilibrio de ligamiento generalmente se
reduce con la distancia parcialmente debido a

procesos de recombinacion.
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Variacion genética estructurada

La variacion génica esta estructurada en nuestras poblaciones:

Miles de marcadores en poblaciones europeas:
asignacion de individuos a aprox. 700 km del
origen
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Variacion genética y enfermedad

Simple (monogénica, efectos drasticos)

Complejas (multigénicas, efectos leves)

Deletion, 21 8%

Insertion &
Duplication
6.8%

Complex
Rearrangement,
1.8%

Repeat
Vanations, 0 1%

Missense &
Nonsense,
58 9%

Informacion conocida gracias a
estudios en familias

A  GWAS SNPs not in

LD w/ SNPs in DHSs
(n=1,204)«_

GWAS SNPs in DHSs
(|}=2,931 )

s
GWAS SNPs in perfect LD
with SNPs in DHSs (n=099)

Informacion conocida por estudios de
asociacion

Solo el 16% de las variantes en regiones
exonicas
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Gracias a varios avances

Secuencia del genoma humano

Desarrollo de chips de ADN

Primer borrador en 2003




Alelo C

Alelo T

Chips de ADN




Secuelas
Mapa

International

3,5 Millones de SNPs
3 poblaciones (N=270)

38 Millones de SNPs
14 poblaciones (N=2504)

genomes



omz>

® X OO e )
DORLIG OOOBRS) .a.\uu
frMr= o= “-..ﬁuﬁ-ﬂw-.nmyvx
Q
vejol lelufy

ﬁ

Identificacion de cientos de genes de

enfermedad (complejas)




Coste por genoma

Moore's Law

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

e —_ -

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
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Aplicacion clinica?

Estudios de asociacion Secuenciacion clinica

Normal variation

Differences in response
to diet/medication

Eye colour

Influence likelihood of
Obesity disease
Effect of antidepressants Directly result in a
Diabetes genetic condition

Coeliac disease
PKU

Familial hypercholesterolaemia
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Secuenciacion de ADN

SangerJ Masiva (NGS”
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1a Humano Con la secuenciacion de
bases nueva generacion el
genoma humano en
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' \ - Reaccion secuenciacion y lectura simultanea
) . . .
Miles de millones de fragmentos por carrera

N
-
L1

1° Reaccidn secuenciaciony 2° Lectura
De 1 a 96 fragmentos por carrera Objetivo: por

$1.000/genoma
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Asi lo ve un secuenciador NGS

Tienen al menos dos bases alternativas (A, G, C, T)-> Alelos
Aprox. 40 millones descritos

ad Trace display.

W Lock" ' Columns: r_LU Rows: JJ_L‘r_I .| Show confidence Save settings I a Onmpact - T ‘ |
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También asi...




Asl lo vemos con la Bioinformatica...

61 71 81 91 101 111 121 131
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Secuenciacion de nueva generacion
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TB de datos en un sélo estudio = fibra 6ptica, almacenamiento...



Secuenciacion de nueva generacion
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Secuenciacion de nueva generacion

atshirt, app:. shirt, appruximately 6’2" 1¢
-e have not yet named « *yet named any suspects
- ™ation is welr Is welcomed. "'ease cai

© Phillip Compeau & Pavel Pevzner



Secuenciacion de nueva generacion

atshirt, appruximately 6'2” 1¢
.e have not yet named any suspects
- mation is welcomed. "'ease cai

© Phillip Compeau & Pavel Pevzner



Alineado > Ensamblado > Mapeado

.| | .|
| ] |
— — —
| | |
[ — E——
— —

Contig 1 : Contig 2 : Contig 3 :
——————————] ——————] ————————————]

= -

Paired-end reads ‘ Paired-end reads

Scaffold AA A AA A

Sequenced Sequenced Sequenced
contig 1 GAP contig 2 GAP contig 3



NGS: escalas de produccion

l

-

MiSeq

Dirigido

(20-50 genes, Exomas (12)

pequenos
genomas)

NextSeq 500

MiSeq

l

HiSeq 2500

HiSeq 3000,/4000 HiSeq X

Exomas (>96)
Genomas completos (humanos)




Male infertility (USPSY),
Y-finked.
Defect of sperm celis.

F8), X-finked
Inactive blood clotting factor.

Neurofibromatosis type 2 (NF2),

tumors of the nervous system.

Lou Gehrig's disease (SODT),
aubbsomal dominant
Progressive muscle degeneration.

Base genetica de las enfermedades

Early-onset
Parkinson's disease
PARK?),
‘autosomal Ehlers-Danlos syndrome
recessive. type IV (COL3AT),
Stretchy collagen.
Alkaptonuria (HGD), |
astosomal recessive. Black urine.

/ Late-onset neurodegeneraton.

Huntington disease (HTT),
aubsomal dominant.

N\

Cockayne syndrome (ERCCS),
autosomal recessive.
Short staturs, premature aging.

Maple syrup urine
disease (BCKDH),

/ Meatabolic disorder.

Cystic fibrosis (CFTH),

4 /
5 /
autosomal recessive.
Abnormal chiorine and
sodium

transport;
mucus in the kungs.
interferes with breathing.

Wemer syndrome
(WRN), autosomal
recessive. Premature

aging.

Nail-patella syndrome LMX18),
autosomal dominant. Disorder
indudes poorly developad

nalis and kneecaps.

Crouzon syndrome FGFRZ2),
autosomal dominant. Disorder of pharynx.

\ Sickle-cell anemia (HES),

austosomal
Hemoglobin defect affecting red blood
cell funcon.

recessive.

Heart muscle defect.

Breast cancer

BRCAZ),
autosomal dominant Tumor
suppressor defect giving
predisposition o breast and

other cancers.

PAH).
Inability to metabolize phenytalanine,
leading © impaired mental function.
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Analisis de datos “Omicos”

Transcriptome Metabolomics
Exome W

OH

o
CH,

p Profeins  >Metabolite ) Phenotype

Genome Protfeome Disease
Epigenome protein interactions

N

S




¢ Para qué?

~30,000 variants

Exclude comr

~200 rare

Likely pathogenic variant(s) /
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Diseno de experimentos

Rasgos Discretos (Discrete Traits)

mm"® moe
0% mogo®pm
Cases o0 ] .. on .. = O @ © [ Controls
Io==oo He " m m
HegY 00 me OH
Rasgos Continuos (Continuous Traits) LEGEND
Individual not carrying the risk factor
o R .. L] ying
. [ .. . O Individual carrying the risk factor
ndividual wit |Isease
mm® O Individual with di
O Individual without disease
L X
m N .. m O Healthy > Disease
©Tge ©@ = e TI1
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Biologia + Estadistica, Informatica...
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Patients

e B N Non-patients
Woziad =

Patient DNA Non-patient DNA

¥ N

Compare :
differences - ¥
- to discover - T

) SNPs associated
with diseases

Disease-specific SNPS Non-disease SNPS



Ciclo de analisis NGS

Obtencidén de la
muestra

b Q
<
\ .

Secuenciacion de ADN
de nueva generacion

teideHPC

Generacion del informe






El superordenador teideHPC

< ~ - ~

SRRy T =
<>

"And that's why we need a computer.”
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