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Gregor Mendel, 1865
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Francis Crick y James Watson
Rosalind Franklin 1953

1950-1953



“PROYECTO GENOMA HUMANO”

1999

The book of genes

Peter Little
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news and views

The sequence of human chromosome 22, now published, is the first phase
in a biclogical revolution. Not least, the result will be a transformed

appreciation of human individuality.
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Def. genoma?

Genoma nuclear: 3000 mill de pb x 2



desarrollo de la Biologia Molecular

|

genes — estructura
— secuencia
— expresion
— regulacion

3

alteracion de secuencia - cambio genotipo

—

R ALTERACION
fenotipo clinico = 31 ECULAR



i Wit CROMOSOMA 8

Gpai.2 WT_00S092.+ 4 :
1, H
Gpadel | T
Fes 1 NT_023825.2 :
&p22 i : =+|X| HI_YAC #| X|GH99_GB4 #| X|5tanford_G3 X]
-azi;E WpRL HIES = HI-13426 -
Graled NT_015250.4 Bp23.2 Hr-a7En u z
Gpale2 : Spoiel EIEE =
Sp2la.l NT_023678+4 i ZH a
: Braa  cirerrsm =
grl2 T Spoles DRG0 = =
Gpll.23 Gp2la2 = C]
pli.az AT DI7aas. ! Gp2lel DEsi70 S =
Grlle2l : e UsEaIT £
Gpllsl pl2 = Cfasoile =
H N oaT T .
Bqllsl : g s AT =
Gqll.2i HT_0174%1.4 o Hplla 2l = -
Gall.22 : o] i~ - 3
Sqlls23 HT_0 25785, 2 Fq11.21 _ H .
- Sq11.22 HL-2N 5 =
Gal2.1 HT_d 282521 8a11.23 =
Gqla.2 H ezl DEL1TLE |
Sql2e3 HT_0051 664 s se12.2 = !
Gal3.1 : Bq12.3 SFH=38VES B AFHZS4eh =
Sq13.2 HT 0085253, 4 ] Bq13.1 £ =
F915+ 3 - P Fals.e CHLL BATAE . = =
: Fal3.3 ik I S
Sq21.11 : Gq21e11 W tIE2ET2L =
Gq21.12 i Fq21.+12 HI-955 s LIRARSE =
Gq21+13 WT_023700,.4 ; 5921415 ! -
F921+2 i Baal.2 nEseTl . —— S
§921.+3 i 592143 T .
NT_025250+1 H = T
'S Gq22+1 WL -G4sT B giTocince -
Bq2241 i GgRE. 2 = =
Bq22e2 WT_ 005056 4 : 82243 STk - I =
Ba22.3 FHEF Ba2del = =
5925+1 S Ba23.2 CHL G ATAZS 4 “ HLAF-1291 T
mm i Bq25.3 ] o LT =
9 NT_025257+1 - Fq24.11 F— = AFHEaS xS =
925+ =+ Fa24.12 L] =
- - -—
Gq24+11 WT_00S110.4 A a2 1S == e e v L
HI-E73
532412 e sa24s 21 . =
FH 4. 22 - =
§q24.13 NT_00E01 7,4 : B2 nAs1 395 Z :
- £
Sq2ds 21 WT_0 25581, 2 i G92443 WI-1951 * £
Bq24.22 B4z prosss -
Ga2d. 23 WT_007994. 4 HHH
G243

WT_023747+1 .




genoma haploide: 3000 millones de pb

.cromosoma 1: 250 millones de pb
ecromosoma X: 150 millones de pb

cromosoma 21: 50 millones de pb
*1 banda: 10 — 20 millones de pb

1 sub-banda: 2 — 5 millones de pb

*bacteriofago A: 50.000 pb

_ *gen eucariota medio: 20.000 pb
.exon: 50 — 1.000 pb

*mutacion puntual: 1 pb

Solo evidenciamos la patologia viable!!!



ADN nuclear

[—]
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e genoma: 6 x 10° pb
«23 pares de cromosomas
44 autosomas
2 sexuales
30 a 35.000 genes
*herencia mendeliana
esegregacion meiodtica



ADN mitocondrial

[———]

—

y

« genoma: 17.000 pb

ecircular

*hasta 10 copias / mitoc.
centenares de mitoc. / cel.

37 genes

*herencia materna

esegregacion mitotica



gen eucariota

CAAT ATG TAA/TAG/TGA
5 | | |
T E1 i1 E2 T
TATA ,GT AQ AATAAA
-Definicion
-Tamano

-Importancia de los intrones.



MRNA policistronico procariota
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Los mRNA policistronicos con frecuencia codifican
proteinas que cumplen funciones relacionadas.



Splicing

alternativo

(a) Corte y empalme alternativo
Intron 1 Intron 2

‘Transcripcién

l ~ Sitio de corte 3°

\
S Exon 1 EITER 3’

|

~ Sitio de corte y
poliadenilacion 3°

=

Sl Exon 1 [STTET AAAAA 3
s e B
' se eliminan para dar | exén 2 se eliminan para |
: - dar un mRNA diferente.

Pre-mRNA

| - alternativo
nmRNA-- ) L delRNA

i
mRNA O\ ¥ y

Intréon 1 Intron 2 Intron 1, exoén 2 e intron 2



gen eucariota

CAAT ATG TAA/TAG/TGA
5 | | |
T E1 i1 E2 T
TATA ,GT AQ AATAAA
-Definicion
-Tamano

-Importancia de los intrones.
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Fidelidad y Estabilidad de la secuencia de ADN.

 El DNA es una molécula estable.

* La replicacion, la reparacion, la recombinacion
homologa del ADN se producen con una gran fidelidad.

» Estos procesos aseguran que los genomas de un tipo

de organismo sean casi idénticos de una generacion a la
siguiente.

« Sin embargo, cabe destacar que hay procesos
genéticos que modifican la secuencia del DNA y asi
conducen a una estructura genomica mas dinamica.



cambio en la secuencia de bases del ADN

L informacion codificada

L sefiales — expresion
— maduracion transcriptos

l | EFECTOS | l
POSITIVO NEUTRO NEGATIVO
evolucion polimorfismos enfermedad

Herramientas para determinar susceptibilidad
de enf. o proteccion para otras.



Causas de
Mutaciones

Mutaciones espontaneas (10°-10 -11)

Errores durante la replicacion
‘Lesiones o danos fortuitos
-Elementos genéticos transponibles

Mutaciones Inducidas
-Agentes mutagenicos
quimicos
fisicos



MUTACIONES

CLASIFICACION POR TAMANO

macrolesiones: alteraciones cromosémicas

-estructurales
citogenética -numeéricas

‘microlesiones: alteraciones génicas

de megabases a
biol. molecular) 1 pb (mutacion puntual)



MACROLESIONES

CAUSAS 1m) accidentes meiodticos o mitdticos

NUMERICAS @) monosomia

I ’ trisomia (ei- Trisomia par 21
(viable)).
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ESTRUCTURALES @) translocacion

N @) insercion / delecion
S cneanons 2 =) amplificacion
Jg = =) inversion
Chromosoms 4 Insertion

Chromosome

Deletion Duplication Inversion - B |::::" \ %

Chramasama o0
Chramasame 20
X: Chmamasanma 4
Chramosame 4




MICROLESIONES

CAUSAS =) agentes quimicos y fisicos

* Analogos de base

-Agentes alquilantes e s T Mo
» Agentes intercalantes |
« Rayos X

» Radiacion gamma

« Radiacion UV

I3 errores en la replicacion



MICROLESIONES

EFECTOS =) regiones codificantes

=) regiones no codificantes



MICROLESIONES
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Ej. de microlesiones: Mutaciones puntuales
por sustitucion en region codificante

tyrosina
codon

UMAC

slop histidine
‘codon codon
Al A
" "

silent mufation nonsensa mutation missansea mulation




MICROLESIONES

) -
delecion: 1pb a genes completos
Cambio en el
. L L < marco de
sinsercidon: incluyen duplicaciones lectura

emutaciones dinamicas



Mutaciones que cambian el marco de
lectura (Inserciones o deleciones)

Ej. Delecion de un nucleétido

AAA TCA CTT GGC
Phe Ser Glu Pro

AAA \RCAC TTG GCG
Phe Val Asn Arg



deleciones
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mut. puntuales- region no codificante

*region promotora
region 5°no traducible

splicing ===»sitio aceptor y dador
== S|ti0S cripticos w=p €x0nico
== |ntronico
*senal de terminacion
sefnal de poliadenilacion



Quimica del Splicing

Intron
A
o N
" .. AG GUA/GAGU............... A........... (seg. PYy)AG|G...
' ) \ J
v Y
Sitio de splicing 5° Sitio de splicing 3°

v

Sitio de ramificacion

Secuencias dentro del RNAm determinan donde
se produce el splicing.



Errores de splicing

Salteo exonico Seleccion de pseudositio
de splicing
Ex. 1 2 3 Ex. 1 2
DNA
PreeRNAM5°[ | [ | [ |3 501 a3
RNAM 5 I 3 “Seudositio de empalme”
“incorrecto”

5" [ 3



mut. puntuales- region no codificante

*region promotora
region 5°no traducible

splicing ===»sitio aceptor y dador
== S|ti0S cripticos w=p €x0nico
== |ntronico
*senal de terminacion
sefnal de poliadenilacion



Mutaciones puntuales en el gen de 3-globina

-87 6 16 110 39 1 745
ooyl b )

B
o ex.1 ex.2 ex3 S

cododn sin sentido

delecion de 1 b = cambio de marco de lectura

aceptor de splicing

sitio criptico de splicing

region promotora




CLASIFICACION DE MUTACION
POR SU FUNCION
pérdida de funcion

son las mas frecuentes
distintas mutaciones 1@ = fenotipo

ganancia de funcion

homogeneidad mutacional
icm) por acumulacion (efecto toxico)
=) por interferencia con la proteina
normal



MUTACIONES DINAMICAS

« expansion de tripletes inestables

=) regiones no codificantes:
sindrome de X-fragil (gen FMR1) (CGG)n
normal: n < 50, mutado: n > 250

=) regiones codificantes:
Corea de Huntington
expansion (CAG)n — (glutamina)n
normal: n: 11 a 26 , mutado: n > 39




Enfermedad de Huntington

-Dr. George Huntington en Long Island (1.872)
-origen en Nueva Inglaterra
-mas de 1.000 casos

ecomienzo: en adultos (40 £ 10 anos)
sprogresa por 15 a 20 anos

forma juvenil: comienza antes de los 20 anos,
trastornos de aprendizaje y movimiento, rigidez

‘las nhuevas generaciones tienen cuadros mas
graves 0 comienzo mas precoz.



Enfermedad de Hungtinton

Clinica

trastorno neurodegenerativo - demencia
'muerte neuronal selectiva y progresiva
*movimientos involuntarios

deterioro de funciones intelectuales y disturbios
cognitivos, episodios maniacos, tendencia suicida



“ Diagnostico “

Confirmatorio en pacientes.

*Puede elaborarse a corta edad, en la etapa
presintomatica, mayores de 18 anos, en
pacientes de riesgo .

Problemas éticos.



den.: 1115 o huntingtina (67 exones y 66 intrones)
350 kDa, 3144 aa

exon 1
promotor intron 1

CAG)n

}

(glutamina)n

Normal = 11 a 26 repeticiones
Fenotipo Enfermo= > 39 repeticiones

herencia: autosdémica dominante




Errores en la duplicacion por “Slipagge” de la polimerasa

JCACACACACA. .

/‘ GTGTGTGTGT ...

SOACACACACA, ..

GTGTGTGTGT
' CACP'{'ALALP' v Additonal repeat unit
L GTGTGTGTGT... . f
It licat
. I:E;;q; repcation CACACACACACA. ..
FIAPLENT r om I; ||||| I; » & m
MOLECULE | /. GTGTGTGTGTGT
C-A
.CACACACACA. ..
GTGTGTGTGT
DAUGHTER \ CACACACACA
MOLECLUILES LJGTGTGTGTGT ...
GRAMDDALGHTER

MOLECULES



" electroforesis
L LML

(¢ Muestras

-+

secuencia
de fago M13




GACT

(CAG) n = 66

(CAG) n=41a50

(CAG)n=142a23 <




Polimorfismos ALTERAR

neutros

FUNCION

PROTEINA
VARIANTES
/ GENOMICAS

(VG) ALTERAR
EXPRESION
Mutaciones L DEL GEN
asociadas a
enfermedades .
g J

Y
MUTAGENESIS IN VITRO SITIO DIRIGIDA

Cambio de
sentido

Sin sentido

Técnica mediante la cual se puede
introducir una mutacion definida in vitro,
en una secuencia de ADN clonado




CLASIFICACION DE
ENFERMEDADES GENETICAS




FACTORES GENETICOS

FACTORES PREDISPONENTES

v

ALTERACION MOLECULAR

FACTORES DESENCADENANTES

FACTORES AMBIENTALES



PATOLOGIA MOLECULAR

¢+ AUTOSOMICAS { Familiares

¢+LIGADAS AL CROMOSOMA X “De Novo™

¢ SOMATICAS



Dominantes Recesivas



PATOLOGIA HEREDITARIA RECESIVA

ol £ ol £ ol £ o £
ol 2 | 2 gl 2 gl 2
gH = SH = S = SH =
c c - c c c e c
@
genotipo
Homocigota Heterocigota Homocigota Doble Heterocigota
fenotipo
&} Normal Normal — Portador!!! Enfermo Enfermo

@ . Mutacion




PATOLOGIA HEREDITARIA DOMINANTE

ofl 2 off 2

5| o sh| 2

N e

c c - c

S & SH &
genotipo

Homocigota Heterocigota
fenotipo
&} Normal Enfermo

@® . Mutacion




PATOLOGIA HEREDITARIA

§— AUTOSOMICA =

dominante recesiva
enf. Huntington fibrosis quistica
poliquistosis renal talasemia mayor
ataxia espinocerebelosa fenilcetonuria

|~ LIGADA AL CROMOSOMA X =

dominante recesiva
hipofosfatemia daltonismo
hemofilia A, B

X- fragil



PATOLOGIA HEREDITARIA

MONOGENICAS
¢ monoalélicas e polialélicas
drepanocitosis hemoglobinopatias
defecto de a1- anti tripsina fibrosis quistica
Distrofia Muscular de
Duchenne / Becker

COMPLEJAS

diabetes mellitus ateroesclerosis
hipertension arterial esclerosis multiple




PATOLOGIA HEREDITARIA

ADN mitocondrial
*poCo frecuentes

emutaciones puntuales
atrofia optica de Leber
genes de ARNTt: g|. lisina y leucina

rearreglos complejos
miopatia mitocondrial
encefalomiopatia
episodios de acidosis lactica




PATOLOGIA MOLECULAR

resumen

= =
= =

Il il
HEREDITARIA SOMATICA

dominanté
Ioenstiponiencipom —> (_rccesiva

monogénica
_ . Comp|eja
_ — monoalélica
polialélica

autosdmica
b ligada al X




DIAGNOSTICO
MOLECULAR

.

9
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ica y Biol. Molecular
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DIAGNOSTICO MOLECULAR

Objetivo:

Busqueda de variaciones de secuencia en el ADN

-asociadas o0 no a patologia.

codificantes
-en regiones yd

No codificantes



DIAGNOSTICO MOLECULAR

Etapas:

- Ildentificar el gen

- ldentificar mutaciones en los individuos con
la patologia

- Determinar la frecuencia de mutaciones en la
poblacion

- Armar un sistema de diagnostico util para la
patologia de intereés.



Para qué sirve conocer el gen implicado en una
enfermedad?

Gen mutado identificado

Mejor comprension de la enfermedad

1

Posibilidad de diagnostico Posible tratamiento

! !

En pacientes asintomaticos,

sintomaticos o prenatalmente, Terapia convencional mas racional
busqueda de mutacion en Terapia génica y modelos animales
otros miembros de la familia 'y para desarrollo de tratamientos.

consejo genético.

o

Implicancia en el pronostico, calidad de vida




Situacion 1

Gen asociado a patologia ya caracterizado

]

Analizo el ADN de pacientes con la patologia.

Situacion 2

Gen asociado a patologia NO caracterizado

]

Identifico gen asociado



Estrategia General para la identificacion de genes asociados
con enfermedades.

Situacion 2a Situacién 2b
Se conoce la proteina NO se conoce la proteina
Proteina purificada Analisis de ligamiento
Clonar el gen Identificacion region cromosomica

\ Gen candidato
|

Busqueda de mutaciones

1

Probar que la mutacion causa la enfermedad




Clonacion funcional

Defecto bioquimico conocido

1

Aislamiento de la proteina, Proteina purificada y secuenciada

—

Produccion de anticuerpos Sondas de ADNc

1

Identificacion de clones + a partir de genotecas.

1

Caminata cromosomica para caracterizar el gen.

1

Busqueda de mutaciones en individuos afectados



Clonacion posicional

Defecto bioquimico desconocido

l

Sin datos cromosomicos

1

Busqueda de ligamiento (linkage)

1

Encontrar ligamiento a marcadores polimorficos

1

Situar el gen lo mas precisamente posible preferentemente
con menos del 1 % de recombinacion.

1

Situar el gen en un punto concreto de un cromosoma.



expresjda

!

| diagnostico |

GENETICA

fuRcion
alte}ada

| tratamiento |

protgina . | diagnostico |




Marcadores moleculares

Caracteristicas

-Se conoce la precisa ubicacion en el genoma
-Polimorficos

Tipos
-SNP: Cambio de base uUnica

-RFLP: Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccion.

-VNTR: Numero Variable de Repeticiones en Tandem
Minisatélites y Microsatélites



Armado de un sistema de diagnostico

Cual es la utilidad de un estudio de ADN?

Que tipo de muestra necesito y en qué condiciones?

Qué técnica de diagndstico voy a realizar?

Qué cantidad de ADN necesito?

Que técnica de purificacion de

acidos nucleicos voy a desarrollar?




Purificacion de ADN

ceél. nucleada (ADN)
diploide: 6 pg (6 x 1012 g)

135.000 cél. diploides

genoma diploide: 6 x 10° pb



Consejo genético a nivel de células embrionarias.

Vellosidades
del corion
frondoso







Estrategia

gen l mutacion | diagnostico l
caracterizado conocida @y  directo
Caracterizado =) indirecto

no caracterizado desconocida



Diagnostico directo

tamano de la mutacion

egrandes mutaciones
(Southern Blot)
*pequenas mutaciones

(PCR + técnicas
complementarias)



‘Diagnostico indirecto

\
eanalisis de RFLP

sidentificacion de STR o VNTR



SOUTHERN BLOT




SOUTHERN BLOT

hibridacion

especifica

]

| —

.

SONDA
PRIMERS

corte

especifico

]

| —

.

ENDONUCLEASA
DE RESTRICCION




*ADN o ARN

*por lo menos 15 nucledtidos

*homologa a ADN o ARN

*se hibrida en forma estable y especifica
por reasociacion de bases complementarias

*ADN genomico

tipos de

*ARN ADN complementario
sondas

*oligonucledtidos sintéticos




endonucleasa de restriccion

Extremo pegajoso

(¢) —* Hind 111




endonucleasa de restriccion

——glelo A: 11,0y 3,5 Kb
——]  glelO B: 14,5 Kb

(on (on (on
(4] (4] 1+
- - -
--------------- M 3
exon 1 exon

GenOtipOS BB



>

Purificacion del ADN

Corte con ER

Radioautografia

—

Electroforesis en

gel de agarosa

~_

Hibridacion

—

Papel

.......................... =-Membrana de nylon

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Transferencia

!

\

Ry
o ©

N e
7 _I\

O

Marcacion de la sonda









Deleciones en los

genes de a-globina | A torradiografia

1 2 3 4 5

14Kb s s w9 B9 W

| 10,3Kb s W W
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Desnaturalizacion ﬂ
B e ———— 3
G e ——— 5
Annealing
5 SRR 3 3
C o o .
3’ ..................... 3 :i:i:i:i:i:i:i 3 ~ > > 5
Polimerizacion Taq pol jl
dNTPs
5 cexeses 3 ,<ﬁ~ UL 3
v




5’ ............... 3. ’..:... e 3’
LT S A 5
Desnaturalizacion ﬂ
5’ .................................... 3’
RIE 5
5% >
B e ——— e 5
Annealing y Polimerizacion [k
5’ ............... 3. ;.:.. e 3’
J = 5
> 31 fragmentos limitados
3 5 por primers
5845 3
5% > 3’




_____________

desnaturalizacion

polimerizacié

45 - 60 °C

annealing

45 - 60 °C

Primer ciclo

Segundo ciclo

) ) 2



Unidad de transcripcion

En direccion 5' En direccion 3'
Cadena no
otor Region codificadora de RNA

molde Prom
DNAS DD /

3!’
/ L
Cadena molde Sitio de iniciacion Terminador Sitio de terminacion
de la transcripcion de la transcripcion

RNA transcripto 5° - IH
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PCR Multiplex

491 pb
' N\

— -
. J

425 pb




Deteccidn de mutaciones puntuales

Dot-Blot e hibridacion con
sondas de oligonucledtidos aleloespecificas

ADN — PCR = desnaturalizacion
alcalina
. _, siembra en
hibridacion <“— membrana de
con ASO

nylon




Sonda Normal AAGTTGTACCTTCTAGGCGT

i

Sonda Mutada AAGTTGTACGTTCTAGGCGT

Resultado de hibridacion

1 2 3 4 5 6
Sonda Normal ® O e O

Sonda Mutada ® 6 0 ©o @




1 2 3 4

Codon 39-normal . @ E ]

Codon39-mutado # ® & l] 0

1-padre 2-madre

IVS-I nt 1-normal . . . .

IVS-I nt 1-mutado * | é)

IVS-I nt 110-normal . . . . 3-hijo 4-hermana

IVS-I nt 110-mutado




Screening de mutaciones puntuales

SSCP, Heteroduplex

ADN — PCR — electroforesis en geles de
poliacrilamida
(8-10 %)

}

o deteccion de
secuenciacion <— bandas andmalas

(tincion con plata)






Single Strand Conformation Polymorphism

_I_

s (+)
(-)

M
s (+) y

=0

©311910}04}99]9
Bp1110D B| 9p UO0I293lIQg




Estudio poblacional por SSCP del exén 10
del receptor beta de hormonas tiroideas

N1 N2 N3 M1 M2 N4 N5 N6 N7

N1 a N8: normales, M1 y M2: mutados

DA PL AE SF OC GF CS PD LJ LC GA CR AD SA TM N3 N22 N30 N2 N14

.

Gel de poliacrilamida al 10 % sin glicerol.




SECUENCIACION




Método de Sanger

ADN cadena simple 3’ CGTATACAGTCAGGTC %
Cebador marcado 5> GCAT 3’

ADN polimerasa I (Fragmento Klenow)

dATP dATP dATP dATP
dCTP | y4ATP dCTP | 441TP dCTP | g4cTP dCTP + ddGTP
dGTP — dGTP dGTP dGTP
dTTP f dTTP dTTP dTTP

GCATA GCATAT GCATATGTC GCATATG

GCATATGTCA GCATATGT GCATATGTCAGTC GCATATGTCAG

GCATATGTCAGTCCA GCATATGTCAGT GCATATGTCAGTCC  GCATATGTCAGTCCAG

—1°




Cubas de Electroforesis Vertical




Secuenciacion de la region genomica del exén 30
de Tg en la familia con bocio hereditario

N1 At H Ac N2

Cadena TCAG TCAG TCAG TCAG TCAG

Codificante

g

~~020>PO>>P




1357

Mutacion en el exon 10
p-P453T

F.B. Ve.B. ViB. Padre Madre
TCAG TCAG TCAE TCAG TCAG

Alelo Normal Alelo Mutado
CCT ACT
Pro (453) Thr (453)

Familia 1



Nueva delecion en el exon 10 : ¢.1297-1304delGCCTGCCA

Familia 4

N M Hna 1

“
“

Padre

Madre C.B.

TCAG TCAG TCAG TCAG

Hna 2
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Alelo Normal

1145
................................................. ATCGCCCGGGG
R P G

CTTGCCTGTGTTGAGAGAATAGAAAAGTACCAAGATAGTTTCCTGCTGGCCTTTGAACAC
L A Cc v E R I E K Y Q D S F L L A F E H

TATATCAATTACCGAAAACACCACGTGACACACTTTTGGCCAAAACTCCTGATGAAGGTG
Y I N Y R K H H v T H F w P K L L M K v
ACAGATCTGCGGATGATAGGAGCCTGCCATGCCAGCCGCTTCCTGCACATGAAGGTGGAA
T D L R M I G A C H A S R F L H M K v E

TGCCCCACAGAACTCTTCCCCCCTTTGTTCCTGGAAGTGTTCGAGGATTAGACTGACTGA

(o] P T E L F P P L F L E v F E D *
1413
ATTCATTCTCATAATTCC

Alelo Mutado

1145
................................................. ATCGCCCGGGG
R P G

CTTGCCTGTGTTGAGAGAATAGAAAAGTACCAAGATAGTTTCCTGCTGGCCTTTGAACAC
L A Cc v E R I E K Y Q D s F L L A F E H

TATATCAATTACCGAAAACACCACGTGACACACTTTTGGCCAAAACTCCTGATGAAGGTG
Y I N Y R K H H v T H F W P K L L M K v

ACAGATCTGCGGATGATAGGA TGCCAGCCGCTTCCTGCACATGAAGGTGGAA
T D L R M I G C] Q P L P A H E G G M

TGCCCCACAGAACTCTTCCCCCCTTTGTTCCTGGAAGTGTTCGAGGATTAGACTGACTGA
P H R T L P P F v P G S v R G L N *
1413
ATTCATTCTCATAATTCC . . . . . i ittt it et e et e et e et et e e et e et e et e e e

ol

538 pb

502 pb




Sec. Automatica en gel

Sec. Automatica capilar




Sistema de deteccion

Four of o fime: The AE] PRISM 377 system
datects the fluorescent emissions of lobeled



Cromatograma
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Secuenciacion del exon 30 y de sus
intrones flanqueantes

cagagtctaagattttgccatcccataatttttaggacttcctggggeccttctgaactattcctgtctgacccaactce
ccagctctactgacttcaatcctgctctggtttcacacagcataaaaatgtectectgtctctatctetgacactttete
tctetgtectetetetgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtttctttcttgtgtttttctcatattcactagagttaaaggtgce
aggaagttgactccctgcecttctttttcag GTTTGACAACAGAACTTTTCTCCCCTGTGGACCTCAACCAGGTCATTG
Exon 30 L. T T E L F S P V D L N Q V I V
TCAATGGAAATCAATCACTATCCAGCCAGAAGCACTGGCTTTTCAAGCACCTGTTTTCAGCCCAGCAGGCAAACCTAT

N G N O S L S S Q K H W L F K H L F S A O Q A N L W
GGTGCCTTTCTC gtaagtatccttagaactcattcttcttcttccagacactgtagtcaggcatcacaggccaagtc
tggcaactcctgagacacagataaggccaaattttgtgtcataactcatggatcactgtggatgatataaaagaaaga
tagcacataacccatatcttcaagaaggttacagtgtagttaatctctactctgcttccataacctatcttcatccac
ctgtctctccatctatccgtccattcacccatccatccatccatccatctacccatccatecccattcateccatecatce
tacccatttatccatcccatccatcctteccatceccatccacccatccatccateccatccateccateccateccatteat
ccgtccatctttgecatcccatccatccateccattecgatccatccateccateccateccateccateccatecateccatecat
ccacccatccaaccatccatccatccatgtatccatgtatccatcccatccaaccatccatccateccatecateccate
catccatccatccatccatctatccatccatccatttggecagttattaagtatgecattatgttcaaagetttgtgttt
gattttggagaagaaagagaacacccaaaatgaatcaaatcaaccatgttccttgcecccttggggagectcatatatacc
aggggcacaggctgacttgggcacaggtgcagggagaccattcacaaagttcacagtttttacagtcctgtgacctct




Genotipificacion de los marcadores microsatélites

29.4:
29.3:
29.2:
29.1:

AtSN HSN AeSN C, C, C; C

f
I

203 pb
201 pb
199 pb
197 pb

140 cromosomas analizados 304 cromosomas analizados



Geneética Molecular del Receptor
de Hormonas Tiroideas.




| |
>&Mncia a Hormonas Tiroideas (RTH)

Incidencia: 1/50000 nacidos vivos

Diagnostico:
+ Elevados niveles de T3 y de T4 séricas
* Niveles de TSH normales o levemente elevados

Sintomas y signos:
Indicativos de hipotiroidismo e hipertiroidismo



Frecuencia de Hallazgos clinicos

Sintomas
Hallazgos Clinicos Frecuencia(%o)

Bocio 65-95
Bajo IQ 46
Baja Estatura 18-26
Edad Osea retrasada 29-47
Pérdida de audicion 21
Taquicardia 50-80
Déficit de Atencion 40-46
Hiperactividad/Dificultades en el 19-42
Aprendizaje

Elevada FT4 séricay 100

TSH normal/alta



Causa molecular de RTH

Mutaciones en el gen que codifica para
el receptor beta de hormonas tiroideas.



Modelo molecular para la represidon basal por co-
represores en la ausencia de T3

Complejo co-represor

HDACSs ——— Deacetilacion de histonas

Co -represores

Co-represores: NCoR, SMRT



Activacion transcripcional por coactivadores en la
presencia de T3

Complejo SRC/p 160 Complejo DRIP/TRAP

Acetilacién_
de histonas

CBP/P300

Co -activador

[ TRAP 220/]
DRIP205




Genes que codifican a los Receptores de
Hormonas Tiroideas (TRs)

Gen Cromosoma Isoformas Localizacion del TR
() —
- TR al Generalizada
TR o z Ch.17 <<
_ TR o2 Generalizada
-
TR B1 Generalizada
TR B Ch.3 <

TR 32 Pituitaria/SNC
N—




Representacion esquematica del gen TR y su proteina TRf3 1

Cromosoma 3

3p22-24
171 72 64 261 101 148 206 147 259 269 pb
5’ 44 4~ vrda 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gen: 372 Kb
5° 3’ ARNm: 1.698 b

v, [ coon | Proteina: 461 aa

DBD LBD




Localizacion de mutaciones en el gen TRf

1 461 aa

NH,

«<— DBD— Hinge < LBD >

l

12 hélices

nteraccion con co-represores / /




Mutaciones identificadas en el gen TRj3

¢.1297-
1304del
GCCTG
CCA

¢.1305-
1306ins
T

¢.1358-
1359ins
C

@ Tipo de mutacion: Germinal

@ Presencia alélica: Heterocigota

@ Tipo de Herencia: Autosomica




Evidencias geneéticas y clinicas para la actividad
dominante negativa ejercida por los TR} mutados

f

TRp heterocigota

Herencia autosOmica
dominante

< TRo TR
| | | | RTH
| | @
L Mutacion puntual
( TRp heterocigota
§ | | | | Fenotipo Normal
£ —_—
D o | | X1 Tests de funcién tiroidea
L2 Delecién normales
= 0
c o <
c :
g = TRP homocigota
< | X T
T —_—
| | X1

Doble delecion

Dicha actividad disminuye introduciendo mutaciones en el dominio DBD






Nueva delecion en el exon 10 : ¢.1297-1304delGCCTGCCA
Paciente CB

N M Hna 1

“
“

Padre

Madre C.B.

TCAG TCAG TCAG TCAG

Hna 2
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|
i

e

203 pb

201 pb
199 pb

197 pb

|
"

|
\

Lanty
il

|
i

i
]

llll
nim

p= .
T
—
-
— - -
= y
-
- - - — - -
- -— o 90
T— — -
» JR— . S
-
‘A- -
= - -

R I:Ii ",‘
yt

i

{
ot

!

|

W\
|y

“
»

\

ll‘l
"l

' 1) |
| 0
e

\N

\

— //
- -
vy

Alelo Normal

1145
................................................. ATCGCCCGGGG
R P G

CTTGCCTGTGTTGAGAGAATAGAAAAGTACCAAGATAGTTTCCTGCTGGCCTTTGAACAC
L A Cc v E R I E K Y Q D S F L L A F E H

TATATCAATTACCGAAAACACCACGTGACACACTTTTGGCCAAAACTCCTGATGAAGGTG
Y I N Y R K H H v T H F w P K L L M K v
ACAGATCTGCGGATGATAGGAGCCTGCCATGCCAGCCGCTTCCTGCACATGAAGGTGGAA
T D L R M I G A C H A S R F L H M K v E

TGCCCCACAGAACTCTTCCCCCCTTTGTTCCTGGAAGTGTTCGAGGATTAGACTGACTGA

(o] P T E L F P P L F L E v F E D *
1413
LNHWGAWWEWEGAWILNAWINEG 6 6 5 6 6 6000000900000 00000006000006090000G0900006G03 0

Alelo Mutado

1145
................................................. ATCGCCCGGGG
R P G

CTTGCCTGTGTTGAGAGAATAGAAAAGTACCAAGATAGTTTCCTGCTGGCCTTTGAACAC
L A Cc v E R I E K Y Q D s F L L A F E H

TATATCAATTACCGAAAACACCACGTGACACACTTTTGGCCAAAACTCCTGATGAAGGTG
Y I N Y R K H H v T H F W P K L L M K v

ACAGATCTGCGGATGATAGGA TGCCAGCCGCTTCCTGCACATGAAGGTGGAA
T D L R M I G C] Q P L P A H E G G M

TGCCCCACAGAACTCTTCCCCCCTTTGTTCCTGGAAGTGTTCGAGGATTAGACTGACTGA
P H R T L P P F v P G S v R G L N *
1413
ATTCATTCTCATAATTCC . . . . . i ittt it et e et e et e et et e e et e et e et e e e

ol

538 pb

502 pb




Paciente CB

Wild Type
1 Py 461 aa
Cluster 3 Cluster 2 CIu:tFe-r21
«——DBD__, LBD
1297-1304delGCCTGCCA
1 iy 460 aa
Cluster 3 Cluster 2 Cluster 1
«—DBD__, LBD



Mutaciones identificadas en el gen TRj3

Exén Pacientes Mutaciones Nuevas Instituciones
9 PC c.991A>G p-N331D H. Gutiérrez
(AAT>GAT) ARGENTINA
9 MF ¢.1022T>C p.L341P H. Gutiérrez
(CTG>CCG) ARGENTINA
9 AS ¢.1036C>T p-L346F H. Gutiérrez
(CTT>TTT) ARGENTINA
10 MA c.1293A>G p-1431M H. Garrahan
(ATA>ATG) ARGENTINA
10 CB c.1297- p-A433fs H. Militar
1304delGCCT X461 Central
GCCA ARGENTINA
10 ED ¢.1358C>T p.P453L H. Gutiérrez
(CCT>CTT) ARGENTINA
10 MF c.1339C>A p-P447T H. R. Mejia
(CCC>ACO) ARGENTINA
9 EM ¢.1003G>C p.A335P IDIMI
GCA>CCA) CHILE

Exoén | Pacientes Mutaciones conocidas Instituciones

9 MA ¢.1012C>T p-R338W | H. Garrahan
(CGG>TGG) ARGENTINA

10 GC c.1357C>A p.P453T H. Durin
(CCT>ACT) ARGENTINA

10 VB c.1357C>A p-P453T | H. Eva Peron
(CCT>ACT) ARGENTINA

10 NL c.1357C>A p.P453T | H. M.Central
(CCT>ACT) ARGENTINA

10 AE c.1376T>G p-F459C H. Clinicas
(TTC>TGCO) Uruguay

8 GF ¢.803C>G p-A268G H. Clinicas
(GCC>GGC) ARGENTINA




Validacion de la mutacion p.P453T por digestion con Xcml

Amplificacion por PCR

l MK  Ndig GC BGL s/enz
|
Exon10 |—
—_ )
i@ Xcml
_mnnnniimnmJ
Xc|m|
v
L A J
" Y

262pb S0pb Agarosa 3%




Analisis predictivo de la estructura secundaria del receptor

THRB-WT QIILLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSDAIFDLGMSL

ESP EEEE--EHHH-———

E: lamina f3 H: o hélice -: aa conectores



Analisis evolutivo del receptor

p.L341P

p.N331D | p.R338W || p.L346F

Homo sapiens
Macaca mulatta
Macaca fascicularis
Mus musculus
Rattus norvegicus
Equus caballus
Canis familiaris
Conger myriaster
Danio rerio
Gallus gallus
Xenopus laevis

296
296
296
296
296
296
302
232
230
204
208

LPCEDQIILLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQEKNGGiGVVSD351
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGOQLKNGGLGVVSD 351
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 351
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPDSETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 351
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPDSETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 351
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 351
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 357
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 2877
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESDTLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 285
LPCEDQITLLKVCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 259
LPCEDQITLLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVTRGQLKNGGLGVVSD 263

p.P453T

p.I431M p.P447T | p.P453L

Homo sapiens
Macaca mulatta
Macaca fascicularis
Mus musculus
Rattus norvegicus
Equus caballus
Canis familiaris
Conger myriaster
Danio rerio
Gallus gallus
Xenopus laevis

407
407
407
407
407
407
413
343
341
315
319

INYRKHHVTHFWPKLLMKVTDLRM}GACHASRFLHMKVEC;TELFP;LFLEVFED 401
INYRKHHVTHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 461
INYRKHHVTHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 461
INYRKHHVTHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVGCPTELFPPLFLEVFED 461
INYRKHHVTHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 461
INYRKHHVTHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 461
INYRKHHVTHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 467
INYRKHKVSYFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 397
INYRKHKVAHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 395
INYRKHHVAHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 369
INYRKHNIAHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFED 373




Determinacion de Estructuras 3D

SWISS-MODEL









Conclusiones

v

El analisis poblacional indica que la mutaciones
identificadas no se tratan de polimorfismos
frecuentes.

El analisis de la estructura secundaria de las
proteinas mutadas, los estudios evolutivos proteicos,
modelado molecular permiten inferir que las
mutaciones identificadas son de tipo inactivante.




Expresion in vitro de los alelos TRp
conteniendo las mutaciones identificadas.

Binding a co-activadores Binding a co-represores

Determinacion de la afinidad de las hormonas
tiroideas por los receptores mutados.



