Parte 1.- Genoma humano
organizacion, expresion y
regulacion génica.



Biologia = Informacién/ Genoma humano: ADN

k NAVEGLUE

Material genético de un ser
vivo. Es el juego completo de
Instrucciones hereditarias para
la formacion, desarrollo y
mantenimiento de un ser
humano, y pasar lavida a la
siguiente generacion.

Conjunto de genes que
especifican todos los caracteres
gue pueden ser expresados en
un organismo.

El material genético de
eucariotas esta formado por
ADN.



Localizacion del ADN en la célula eucariotica
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AN SE Unidad basica de los
o g8 organismos vivos pluricelulares.

Organismo humano formado
por 100 de trillones de células de
diversos tipos (piel, sangre,
epitelio intestinal...) y diversas
funciones.

Contiene una copia completa
del genoma o material genético
(ADN) en el nlcleo en forma de
cromosomas compactos
(cromatina, histonas). La célula
diploide contiene 46 cromosomas
agrupados en 22 pares y los
cromosomas X e Y (uno del padre
y uno de la madre).



Estructura molecular del ADN' -4
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, . =3
Molecula helicoidal de dos Aamly
cadenas antiparalelas iy
S A
compuesta de cuatro unidades ) SIS
basicas: nucledtidos. %

Cada nucleotido: grupo fosfato,
azucar y una base nitrogenada:

adenina (A), guanina (G), Sl
y timina (T). Two
Dos cadenas unidas por |-

puentes de hidrogeno entre las
bases Gcon yAconT. El
exterior de la molécula esta
cargado negativamente y el
Interior tiene naturaleza
hidrofobica.



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/ADN_animation.gif�

Propiedades del ADN

DMA 15 denatured

by heating Renaturation
on cooling

ENA strand DHNA strand

Nucleic Acid Hybridization

Una cadena doble de
ADN puede separarse
(desnaturalizacion): se
rompen los puentes de
hidrogeno entre los pares
de bases y las

La hibridacion consiste
en de
acidos nucléicos: ADN-
ADN, ARN-ARN o ADN-
ARN determinada por la
complementaridad de sus
bases.

INn Vivo, enzimas: in vitro, T



La replicacion del ADN




Elementos constituyentes del ADN

Genoma Humano: ~3.3 x 10° pb 150000 genes? 90000 proteinas= 90000genes?

Caenorhabditis elegans: ~1000 celulas, 19500 genes
Maiz: 40000 genes

20000-25000 genes
Transposons: 25% genoma (intron + exon):

45%

]

,////

Large
duplications; ~

s% O\ 1% genes (exon): codificante
| Exons; 1% de proteinas

Simple
repeats; 3%

Other J \Llntrons; 24% PI’OteomaZ ~9000O pI’OteI'naS 9

intergenic
DNA; 22%

Muchas cuestiones aun sin resolver:
» Funciones de una buena parte de los 25000 supuestos genes

» Papel de las alteraciones de la secuencia de ADN
» Papel de las secuencias no-codificantes




Secuencias no codificadoras de proteinas

La mayor parte del genoma
humano se transcribe en ARN
pero solo ~1% codifica proteinas

Chatarra genética o otras
funciones?

Como se consiguen tantas
| NS 2| T proteinas a partir de tan pocos
Procariotas  Eucariotas Hongos/  Invertebrados Cordados  Vertebrados Humanos
unicelulares  vegetales g en eS ’)

Porcentaje de ADN no codificador de proteina

Incremento de la complejidad reguladora

‘Alternative splicing’: edicion alternativa Proteinas y también
ARN como elementos reguladores



Flujo de informacion: dogma central

La expresion de lainformacion
genetica del ADN ocurre en

dos etapas:

D
NN

Transcripcion: el ADN
se transcribe a ARNm.

mRNA in the nucleus

€@ Synthesis of l

20-25 min

Traduccion: el ARNmM se
traduce en la formacion
T de protel’nas UES
nucleotidos: 1 aa).

@ Movement of ,
mRNA into cytoplasm o Ribosome FRNA La mayoria de los genes

via nuclear pore son codificadores de

j proteinas aunque entre un
© Synthesis _— >4 hours 2-5% son ARN funcional

of protein ,7 (ARN ribosémico, ARN
transferencia, miRNAs

Pol tid /' :::AAminotRNA regLI|aC|én de Ia
distia aclde expresion).







Transcripcion del ADN a ARNm

(40 nucledtidos seg?)

|

‘template’ .

Antsonsa sfang NApolymerace 1 gen de 10000 pb tarda
ATGACGGATCAGE CGCAAG GGAATTGGLGACATAA unos 5 min en transcribirse
UACUGCCUAGUCGG GUU

RNA Transcript

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT

Sense strand
‘cocfl?lcante’

Molécula de igual secuencia que la cadena codificante de ADN:
|la base | se sustituye por la base '/ (uracilo).



Flujo de informacion: dogma central a tiempo real



Procesado del ARNm: niicleo

Elements of Gene Structure

S ke For initiakicn of ik For
ranscripkion by tetmination of

RHA polymerase ranscripkion
TAA

T - TAG

ranscription TGA
RNApol

factors AlG Coding region STOF

Gene \‘ o Dpen Reading Frame

lSpIicing

Protein .
AN CArtoxy

Eermminus fEerminus

Las moléculas de ARNm son bastante estables (4-24 h de vida media).




Procesado del ARNm: niicleo

Structure of a Gene

En eucariotas la mayoria
de los genes estan
Interrumpidos en exones e
Tiadlon Intrones eliminados por

Primary transcripl (RNA) l ‘S p | |C| n g ’ .

Splicing

Mature franscript (mRNA) | , The RS-domain dependent and RS-domain independent
splice site selection.
Protein synthes:s Wild type protein
: Ex1 g Ex2 o BX3 \igiype !'=£*

A AIRND

In frame deletion
Exon skipping ‘=d:> *
F

—-\/,— Alternative Cterminus

Intron retention

‘Edicidon alternativa’ da e '

lugar a diferentes transcritos

Out-frame deletion
Alternative 3'site

W —_—
Alternative 5'site

e

1£12003 ExonHit Therapeutics

(diferentes proteinas).

Alternative initiation
Or

Qinitaion wdon + Stopcodon &= wildtype amino-acid sequence @  alternative amino-acid sequence
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74 74 MAIN LEVELS OF
gu cion de eyqyreszon
© Genome Gene amplification/deletion (rare)

g énica: miilt ip le )y comp [3]4 | |

Chromatin

Chromatin decondensation and
condensation
Histone modifications
(e.g., methylation, acetylation)
Changes in HMG proteins

1 . G en O m a' C ro m atl n a’ h I Sto n aS 2 — Gene available for expression
metilacion del ADN [ @ Tenscription l

(control by transcription factors)
Primary RNA transcript (pre-mRNA)

RNA splicing and other

2. Transcripcion: Factores de and naciear export (|| erocessing evers
transcripcion

3. Procesado y transporte del ARNm N CYTOPLASHM

T slatio
o ransiation == mRMNA degradation

4. Degradacion o inhibicion de la e b e
traduccion de ARNm por ARN de "

3
initiation factors and translational

i n terferen C i a O S i I en C i aC i c’) N repressors, including microRNAs)
(m I Cro A R N S) © Posttranslation

1

Polypeptide product in cytosol or ER —

Protein folding and assembly

ossible modification
Possible import into organelles

Functional protein

1
.

Factores externos

******* = Protein degradation

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.




Alteraciones en la secuencia del ADN

Cambios en la secuencia de ADN: (agentes mutagenos,
radicales) o (mal funcionamiento del sistema de

reparacion de ADN).

o Alteraciones puntuales
(cambio o delecion de una base)

o Inserciones (transposones) o
delecciones de fragmentos;
secuencias repetidas

o Cromosomas: roturay
recombinacion; pérdida y ganancia
(aneuploidias, poliploidias);
variaciones estructurales

o Metilacion inapropiada de
las bases (epigenética)



Single Nucleotide Polymorphisms: SNPs

Polimorfismo C/T
Es la forma mas comun de variacion de DS alelos: Cy T

la secuencia de ADN humana donde una v I
2 W
T (

(o unas pocas bases) difiere
entre individuos (sustitucion o delecidon).

Aparecen con una frecuencia de 1 cada
~100-300 pares de bases. Varios millones
de ‘snips’ posibles en el genoma humano [N U ——————
(< 10 millones). Frecuencia estable en la
poblacion.

Puede afectar a regiones codificadoras y
no codificadoras (reguladoras)
produciendo un efecto o ninguno. Puede
afectar a la calidad (funcion ) como a la
cantidad de una proteina (expresion).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2e/Dna-SNP.svg�

Polimorfismos de nucledtido simple (SNPs)

Individuos con diferentes SNPs (*

') tendran diferentes respuestas a agentes
xenobioticos (drogas o ), diferente
capacidad metabodlica, diferente susceptibilidad a
enfermedades (cancer, CDVs),

!

Diferentes requerimientos
(tratamientos con farmacos, ):
Medicina o



Dra. Maria Teresa Garcia Conesa

Parte 2.- Dieta, Genes y Salud:
Genomica Nutricional .



Nutricion y Salud (el pasado)

1.- “You are what you eat’

Niveles adecuados de energia y
materia para:
desarrollo y mantenimiento de la
estructura y funcionamiento celular
(homeostasis)

Alimentos
(proteinas, grasas,
carbohidratos, vitaminas y

minerales) Conjunto de procesos

de transformacion,
Absorcion, metabolismo,

asimilacion en tejidos
y eliminacion

2.- ‘Que tu alimento sea tu medicamento y tu medicamento tu alimento’
Hipocrates
Alimentos Salud vs Enfermedad

(vitaminas, minerales) "
Hip6crates

Médico griego s. V a.C.




Interaccion genes y dieta (el presente)

G E N O MA Mantener una vida y larga
reemplazando nuestras células con nuevas células
gue tengan un y una expresion
(SaIUdabIe) génica apropiada al tejido y funcién celular.

- g
%4\!. 4
‘:f?" "".'

La dieta tiene un enorme y esencial en
nuestro genoma y en la expresion y regulacion de
nuestros genes desde que nacemos.

NUTRIENTES
(requerimientos)



Algunos de los problemas de salud actuales

Enfermedades croni
(multifactoriales):
"] Cancer
Alzheimer
Diabetes

| Obesidad
' Cardiovasculares [T S
Dafno inmunolégico




Epidemiologia

N

tail fibers end plate

Multiples factores

Factores:

» Agentes ambientales
(tabaco, radiaciones,
contaminates quimicos)

» Estilo de vida
(sedentarismo, stress)

» Dieta (alta en calorias,
grasa Yy azucares refinados)

» Agentes infecciosos
(virus)

» Mapa genético individual
(polimorfismos) y factores
epigeneéticos.



Dieta: factor fundamental - enfermedades

Dieta: mezcla de sustancias toxicas (contribuyen a la iniciacion y

desarrollo) y beneficiosas (protectoras) que alteran o modulan el equilibrio
salud/enfermedad.

1 Exceso de calorias Desarrollo

1 Exceso y naturaleza grasas (saturadas)

1 Carbohidratos refinados (indice glucémico)

1 Bajo consumo de micronutrientes

1 Mutagenos quimicos (procesado, cocinado, Enfermedades
conservacion) crénicas

1 Fibra fermentable (SCFA, butirato)

1 Acidos grasos mono- y poli-insaturados
(3: @6)

1 Micronutrientes (vitaminas, minerales)

1 Otros: folatos, glucosinolatos, compuestos
fenadlicos ...)

1 Probidticos y prebidticos

Prevencion/Retardo



La interaccion dieta-genes afecta al equilibrio

salud-enfermedad.

‘Nutricion adecuada’
para mantener la salud

Complejidad del
conjunto de
compuestos que
ocurren en los
alimentos.

(dieta equilibrada)

Variabilidad del
mapa genetico
humano (SNPs,
epigeneética,
Interaccion gen-

Complejidad y variabilidad
de la respuesta del
organismo, del estado de
salud o de la enfermedad.




DOS PERSONAS COMIENDO LOS MISMOS ALIMENTOS Y
HACIENDO EL MISMO EJERCICIO, NO TIENEN EL MISMO PESO

Las diferencias individuales en la respuesta
a la dieta pueden ser explicadas en parte por variaciones en el Genoma




MODELOS TRANSGENICOS: Ratones a los que se les suprime
algun gen relacionado con el metabolismo lipidico y presentan
mayor obesidad que ratones control de la misma edad, sexo, y
otras caracteristicas




Hipercolesterolemia familiar

Enfermedad del metabolismo de las lipoproteinas y modulada por la
dieta.

>700 mutaciones/alteraciones
diferentes descritas en el gen LDLR
(receptor de las LDL, cromosoma 19).

Diferentes mutaciones, diferentes
niveles de severidad en la enfermedad.

Incluso con la misma mutacion,
diferentes grados de enfermedad.

Otros factores intervienen: interaccion
gen-factores ambientales (estilo de vida,
) O interacciones gen-gen

Blockage in right
coronary artery




VARIABILIDAD EN LA RESPUESTA INDIVIDUAL FRENTE A
UNA INTERVENCION DIETETICA

Descenso en los niveles de colesterol en plasma
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Las recomendaciones dietéticas deben tener en cuenta la dotacion genética de cada individuo



Interaccion genes y dieta

Efectos de la dieta en los genes (regulacion
expresion): efectos moduladores de la exposicion a
la dieta (nutriente) en el riesgo de desarrollo de
enfermedades en personas con diferentes mapas
geneticos (genotipo).

Impacto de las diferencias genéticas en la
respuesta a la dieta: efectos diferentes del genotipo
sobre el desarrollo de la enfermedad en personas
expuestas a diferentes dietas.



Nutricion en el presente/futuro

&

Nutrientes

. F

Nutricion disefiada para cada genotipo.

Optimizar la salud del genoma y prevenir el desarrollo de enfermedades
causadas por dafio gendmico (CDVs, cancer, alzheimer...etc)



Genomica Nutricional

e La es la ciencia que estudia la interaccion funcional
entre los alimentos y sus componentes con el genoma de los individuos a
nivel molecular, celular y sistémico; su objetivo es utilizar una dieta
personalizada para prevenir o tratar la enfermedad.

* Dentro de ella se puede distinguir:
« Nutrigenética
« Nutrigenomica



Nutrigendmica

‘Entendimiento de los mecanismos moleculares y
genéticos por los cuales los componentes de la dieta
afectan la expresion, regulacion y estructura genética

de un individuo y como esta interaccion afecta a su vez

al balance entre salud y enfermedad’

extrahepatic
tissues Reverse Cholesterol Transport

cholesterol

hepatocyte

- Nutrigenética

‘Examina el efecto de la variacion genética en la
b ¢ interaccion entre dieta y enfermedad. Identifica y

caracteriza las variantes genéticas asociadas o
responsables de las diferentes respuestas a los
nutrientes.




Genomica Nutricional: establecer requerimientos
nutricionales adecuados/personalizados.

implicados en Factores genéticos
salud y enfermedad (Nutrigenética)

T
BIOMARCADORES

(sistemas bioldgicos)

—

Estudios a nivel individual y de poblacion

Adaptacion de la dieta a los requerimientos nutricionales para
prevenir, mitigar o curar enfermedades cronicas (cancer,
cardiovasculares...).



http://www.humannutrition.com/usana/index.php�

Interaccion genes y dieta (el futuro?)

totalidad el genoma humano y
establecidos los mecanismos bioldgicos
gue expliquen la relacion entre salud y
dieta...’

Futuro???
Chi PS

= Nutrigenémicos
=~ Personalizados
27?7

El Pais, Miercoles 5 de Abril, 2006



o

®

Parte 3.- Omicas. Microarrays
aplicados al estudio del

transcriptoma



Transcriptoma

Transcription Translation
N .

RNA RNA —— Protein ¢ |

D
NS A
<x\ D

y otros se reprimiran

(diversos ARNm en

No todos los genes se expresan
igual:

Algunos se expresan todo el
tiempo (procesos basicos): ‘House
Keeping Genes'.

Otros se expresan en un tipo de
tejido u otro, o en diferentes
estados de desarrollo, o en caso
de una enfermedad.

Otros se expresan frente a
determinados estimulos o senales
(hormonas, drogas...)

El TRANSCRIPTOMA es el conjunto de transcritos de ARN producidos a
partir del genoma en un momento dado y bajo unas condiciones

determinadas.



(Proteoma

de un organismo que puede ser conceptualizado como las
proteinas de todas las variedades de proteomas celulares. Es aproximadamente, el
equivalente proteinico del

la totalidad de expresadas en una bajo
condiciones de medioambiente y etapa de desarrollo especificas.

Secnencia de Aminnicidos

| | 1 | [ |

Module 128



http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma�
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas�
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula�

Metaboloma

= representa la coleccion de todos los gue se
hayan en una célula, tejido, 6rgano u organismo en un momento dado
(enddgenos y de origen externo) y que son los productos finales del
metabolismo y procesos celulares.

R

Vo

Froteama profeins: ?

Matabolome matabolites:

Function
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informacion complementaria de posiblemente cientos o miles de genes, proteinas y




Andlisis del pérfil transcriptomico

human sample collectios

tissue banks

Diferentes
.l, tejidos

Identificacion de genes
pathology

model systems
& 2 1 f— -I.- .-.-_ .-'-'- k-

Identificacion de perfiles

Efectos de un caumd El mismo tejidoy
tratamiento con de un organismg
tumoral v



Obtencion de ARN puro y cuantificacion

RMeasy Procedure

Srabilizarion with EMecsy Prolect KEis //
= 1ER

R Adater - i;:l-l‘-'::-lr_ll:-‘.“ o ' '
Stabil .;_F.';Tﬂ: T g 'l=
Il ARN puro
| S preparado
= ' para analisis
| & u-;.i-d"-_-ll'lr_lrl-'_ll
‘I' p | T T
=1 Bind rolal ]
= RMA te RMeoasy N
| membron L O
= . NI
T " ANANEE RN
il IR AR W
=3 R L MO N
: N S B

Ready FPo-us= EH&



Microarrays de ADN: principios bdsicos

Se basan en dos principios fundamentales:

Transcripcion reversa: convierte de
nuevo el ARNm en ADN.

Capacidad de hibridacion del ADN.



Propiedades del ADN

Una cadena doble de
ADN puede separarse
(desnaturalizacion) por

DMA 15 denatured

by heating o Renaturation q u e

on cooling

destruye los puentes de
hidrogeno entre los
pares de bases.

La hibridacion
consiste en
de ADN que se
complementan o de
ARNmM a su ADN del

que se origino
Nucleic Acid Hybridization (complemetario).

ENA strand DHNA strand




Microarrays: fundamento

Desde cientos a varios miles
Fragmentos de ADNc u

oligonucleotidos especificos
de un gen ('probes’ o
'sondas’) unidos
covalentemente al soporte

('spots’).
Soporte
estable
(cristal, ARN GUAAUCCUC
silicona) m 17' 1) Transcriptasa
7'4 Reversa
S
Polir:aras
3)
Molecula
marcado

ra



Microarrays: fundamento

Gen no se Gen se

------

|'||'|!'1“|||i|'|l|||'|||'|!

'\"‘S i |.r. b




Microarrays: expresion diferencial

Muestra Muestra
Control Problema

Induccion de
la expresion

REpresion de

larexpresion

o =" =0,75
Ra.tloC =100

i:old-change: -
1,4



Microarrays: Affymetrix

st

GeneChip

50 squm

HG U133 Plus 2.0




Microarrays: andlisis de expresion diferencial

Datos

Lista sondas (Affymetrix:iDj}

Datos grupo Control

A

0000 |~ | 0| | | Ld kD —

ID Sonda
211518 = at
209101 at
217028 at
222802 at
210764 = at
218995 s at
22AT25 at
201289 at
225310 _at
204602 at
235183 at
222856 at

202207 at
207029 at

220266 s _at
220351 _at

209355 s _at
212226 s at
211124 s _at
206534 _at

221031 _s_at
222486 s at
205466 s _at
221841 s _at

B

145,31
110027
J2.0a
786,61
545,33
BE3.03
33.64
odB. 07
134.13
134.40
24.31
116.55

36815
27659
151.85
445 35
477 .55
748,02
246,19
1232.55
534,24
245 40
104.04
914,23

C

135 66
1064 .65
3000
53318
44193
B54.93
24 82
79565
1559.14
126.53
2268
107.80

407 .35
221.05
96.24
513.44
45577
7958.35
205.92
1184.70
520.80
1859.30
H5.57
g55.79

D

151.24
1081.18
o5
72218
45447
70710
38.28
g25.70
145.05
106,95
2583
95,68

376,35
188.07
96. 46
a4dhb. 34
456,05
335,86
168.52
1216.85
489,87
184.45
8567
GBS, 35

E

F

€}

1524 55
5959693
29545
BE32.04
4466 57
520565
22811
535092
77B.51
B93.22
1727
AB5.55

11224
59.85
34.40

124.54

118.43

185.28
52728

275,359

108.958
31.10
12.78
73.65

1676 &0
951537
245 0o
B245.31
3687 .15
5184.38
21275
465859.13
865,23
59218
123.79
556,37

105.61
b7 57
256,82

134.85

120.05

216.23
44 45

261.93

106.04
29.02
12,45
/.63

Control 1 Control 2 Control 3

167487
937039
2bd. 0o
B271.54
3614.43
5532.03
20969
472580
776.26
B53.45
134.17
434.75

113.17
5958
33.10

145 68

142 62

220.64
53.14

27027

107 .50
27.01
13.18
BE. 26

222162 s at |

570 14

757 G0

736 19

BG4

54 7R

5127

wed T

144,07
1085.35
dl.og
782,52
450.60
G5, 02
32.24
02245
146.10
122,63
247
105.74

390,64
228,70
114.85
a01.71
473,24
734,05
207 .55
1211.58
814497
206.41
9709
312,80

||

K

162538
SR A7
2ob.24
B449.97
39272
5305.37
21685
4921 .95
807.33
B4E. 28
12607
536.50

0,09
0.11
012
012
0.2
0.13
015
0.y
0.18
0.19
0.8
0.zo

110.34
B2.40
31.11

135.02

12703

207.39
49597

265.20

107 .81
2904 V.06
1281 7.5b
73.85 10.84

3.54
3.63
3.63
3.7
3.74
3.84
4.12
4.50
4.74

-3.50
-3.15
-3.0¢
-3.04
-3.03
-2.98
277
-2.58
-2 47
-2.40
=237
-2.34

1.82
1.86
1.86
1.84
1.50
1.94
204
2107
226
282
292
3.45

79755

B1.46 15.00

3.70

Media C T/CT Log?2 T/CT Feld change

-11.29 BMP4
887 CTGF
$39 CXCR4
£.25
816 CYR61
-1 87 EDN1
653
587 CYR61
553 MTMR10
528 DKK1
515
508 APLN

ARLAC
KITLG
KLF4
CCRL1
PPAPZ2B
PPAPZ2B
KITLG
KITLG
APOLD1
ADAMTS1
HS35T1
KLF4
[ADAMTS1




Pagquetes informdticos: Expresion diferencial



GEPAS: Andlisis de Expresion Génica

Gene Expression Pamern Awatvsis Sume For GEPAS v4.0, your browser has to accept cookies

Bioinformatics

Tools

GEPAS is the next station in microarray analysis, itis composed of the following interconnected tools

« MNormalization
Affymetrix, two- Two-colour

colors arrays
normalization r Blocks of
Multi classes genes
Preprocessing
Apply logarithrm,
impute values,
remave missing
values,
standardize. .

Two classes Correlation

Clustering Expresso

Hierarchical

l[EfOT.i‘x. UEGT\JA. hr”mg trix arrays
WPGMA..), non-

hierarchical

(S0OM, K-means)

Differential
expression Herarchicd
T-Rex (Hest, |

Bayes, data
adaptive, Twosets of

CLEAR, AMOWVA, ) genes
Pearson's test, Normdization

Spearman’s test, Emtﬂmﬂ

regression, F . i

survival) Differentid expresion
Arrays-O6H

e Supervised




Andlisis de expresion diferencial: T-Rex.

? Differential Expression : form

On-line examples

wol.lasses AultiClasses  Comelation  Surviva ime/Dosage series
TwoCl MultiCl C lat 5 I T C

Select file from your computer

or select file from the server
Gene expression file

or enter your data

Select file from your computer

: or select file from the server
Sample info file
(classes, indep., time, censored...)

or enter your data

TTest| ®

Bayes I |

Data adaptive I |

sam | ©
CLEARest | ©

CLEAR }
Significance level I

Standardize I
Image parameters Rows I 100
Scalel -A+3 W

Job name I twoclasses

end comments

Browse... (clean text-box)

Browse... (clean text-box)




Resultados del andlisis diferencial (t-test con
e correccion de multitest ( T@Qj B-

} CLASSMIR
} CLASSCONTROL

umn Z
unn 5
unir &

Co.
Co.
o

59.0244522085 00040416661 205047 _=_at
460875930786 00049710703 201926_s_at.
42.6968375610 00048710703
41.4627990723  0.0049710703
37.5188476562 00058735663
326081352234 0.0074653235
323783603777 00074653235
30.5076408386  0.0074934991
29.1061649323  0.0074334991
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28.762007846L 00074934991 #AL GORITHH L-test
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16 isminn ooolearaing St o st 202847_at 28.7628078461 .6963e-06
16 oianest  ololeacaing Sotte et 200920 s at 25.93 16408966 .31379e-05
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174178352356 0 .0153665071 202833 5_at

1716782234182 00144987030 203656_at 201925 = at 20.4770698547
180782413963 00143143732 203024 _at — —
-18.0921749390 0.0143143732 200973 s at 201249 at 20.4728603363
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-21.6408067892  0.0120115845 201900 _s_at.

21.3039687347 00120115545 20175205 at 204620_s_at 18.830575943

-22.8875827789  0.0110632005 205697 _at
240817949577 0 0110532005 204008 5_at 201554 x_at 15.7747265677

LO130124114413043 005645444163 74516
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(1140345105
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The scale is presented in sigma units.
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Ingenuity Pathways Analysis

Search and Explore

Search |PA for genes, protaing,
diseazes, biological functions,
chamicals and maora.

»Search

¥ Build Pathways

‘\ | Create customized pathways for
your targets, biomarkers, biological
functions, and diseases of intarast.

»Build pathways
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FAQs

Guidalines for Citing [PA
Customear Support
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Analyze

%

Core
Interpret datasets in the context of biclogical
processes, pathways, and molacular networks,

»Analyze a dataset >Compare analyses

IPA-Tox
Assess toxicity and safety profiles of test compounds.
>Analyze a dataset >Compare analyses

IPA-Biomarker
Filter datasets and pricritize potential biomarker
candidates.

>Analyze a dataset >Compare analyses

IPA-Metabolomics
Gain biological insight into call physiology and
metabolism from metabaolite data.
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-log(Significance)

Cell Death
Organismal
Development
Development
rgan
Development
Cellular
Development

Call Cycle

Cellular Growth
and Proliferation
Tissue

Gene Expression
Cell Maorphalogy
Hematological
Disease
Reproductive
Systern Disease
Lipid Metabalism
Small Molecule
Biochermistry
Cellular Assembly
Cellular Function
and Maintenance

*N
Developrment and -

Development a...
DA Replication,
Recombination,
and Repair

and Crganization
Fervous System
Developrment and
Function
Connective Tissus

Cardiovascular

System

Cellular Maverment
Function

Furctions and Diseases Significance Associated Genes

[ ] Relevant Functions & Diseases 418
Cell Death 2,12E-10-1,15E-2 | 202
Cardiovascular System Development and Function 2,19E-10-1,15E-2 | 86

Cancer 4.02E-8 - 1,15E-2
Cellular Grawth and Proliferation 5.77E-7 - 1.15E-2
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» Secuencia, regulacion,

epigenoma, SNPs Nutrigenomicz

»Niveles de expresion

» Nutritranscriotornicel
Traduccion (MICROARRAYS) >
= |dentificacion, funcion,

modificaciones post- Nutriprotedmica

traduccion

Ocurrencia

\ ~ Actividad
“Metabolitos > Perfil de metabolitos,
4

funcion ~ Nutrimetaboldmica
o (Nutrimetabonémica)

\ 4

Respuesta fenotipica:
mecanismos celulares




COMPARATIVO ENTRE DOS CONDICIONES NUTRICIONALES

Determinacion simultanea de los niveles de expresion ( ) de cientos a miles
de genes en condiciones/tiempos determinados.

regulados/reguladores
(marcadores moleculares).

de
expresion especificos.

-

Mayor entendimiento de los
procesos celulares (respuestas a
los componentes de alimentos,
efecto en patologias).

Descubrimiento de nuevas y
mejores ‘dianas’ para el
tratamiento y/o prevencion de
enfermedades.
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Mononuclear Cell Transcriptome Response after Sustained
Virgin Olive Oil Consumption in Humans:
An Exploratory Nutrigenomics Study

Olha Khymenets,'? Montserat Fit6,23 Maria-Isabel Covas 22 Magf Farré,'# Maria-Antonia Pujadas,'?
Daniel Mufioz,® Valentini Konstantinidou,?® and Rafael de la Torre!28

TasLe 1. Prasma Lirio Prorie, OxipaTivE Stress, INFLAMMATION, AND GLYCEMIC

Homeostasis Biomarkers® mv VoLunteers Durmic Dierary INTERVENTIOND

Male group Male and female combined group
mn==6) n=10)

Biomarkers

Values

Baseline

3-wweek diet

Baseline

3-week dict

Plasma lipid profile:
total cholesterol

LDL cholesterol
HDL cholesterol
triglycerides (TG)

Oxidative stress:
oxidized LDL

lipid peroxides?

Inflammation:
C-reactive protein

Glucose homeostasis:

Serum Glucose

mg,/dL
mg,/dL
mg,/dL
mg,/dL

U/L

pmol /L

mg/L

mg,/dL

164.00
(17 45)
92.28
(20.48)
57.23
(16.35)
68.45

(51.85-109.20)

66.96
(21.85)
5.37

(2.94-8.46)

0.025
(0.015-0.033)

89.67
(5.29)

174.67
(30.08)
104.30
(20.03)
57.02
(12.44)
62.80
(47.53-86.38)

80.37
(34.48)
3.82
(2.92-9.70)

0.020
(0.010-0.065)

91.65
(6.24)

169.10
(27.98)
98.07
(21.37)
56.73
(14.50)
68.45
(47.15-87.87)

63.33
(18.90)
3.47
(2.76-7.27)

0.020
(0.015-0.033)

87.01
(5.89)

171.80
(27.26)
103.09
(20.46)
56.55

61.00°
(39.88-69.60)

(0.010-0.038)

87.5
(7.49)




Micrearray normalization and

Additional cutoff: B-probabilityz 20%

qPCR varification:

filtering _ |B-statistics) _ microarray pooled samples -
Guttoffs: P< 0,05 (t-statistics) n=1859 Data mining: Published reports n=317 individual volunteers samples =it repunc
[log2(ratio)], = 0.5 (M-statistics) (PubMed database) Cutoffs: P<0.05 & [log2(ratio)], = 0.5
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TarLE 2.

OVER- AND UNDERREPRESENTED (GO) CATEGORIES AMONG THE DIFFERENTIALLY EXPRESSED GEMES

D

Category
+ Significant subcategory in this branch

Reference list®
n = 13,568)

Hit (n)

Ulgm’gl.'.fmedb
n=1,034)
Exp (n)

*e rrrf

Hit in}

Downregulated®

n = 628
Exp (n)

+e

Differentially c’.\'presse.:fd

Hit (n)

(n = 1,659]

Exp (n)

+E

o

BPO0O0O20

* Fatty acid metabolism

BPOOD31  Muclecside, nuclectide and nucleic acid metabolism 2110
BPOO04T ¢ Pre-mBIMNA processing 250
BPOO0438  » mRNA splicing 194
BPOOOSS  » yRNA metabolism 73
BPDO0S0  Protein metabolism and modification

BPO00A1 ¢ Protein biosynthesis ]
BPO0072  « Protein complex assembly 70
BPOOO19  Lipid, fatty acid and steroid metabolism 375

93

Biological Process

3
=L s LD
LalEI N

161

19.1
14.8
5.6

52.4
5.3

28.6

7.09

0.000
0.000
0.000
0.031

0.007
0061
0055
1.000

75 97.7
3 116
2 8.9
6 34

30 31.94
1 3.2

21 17.36

13 43

0.187
0.435
1.000
1.000

1.000
1.000
1.000
0.073

307
45
37
22
57
16

a5

17

[}

(SRR
el e
e -

o

844

8.6
459
114

++ + +

+ 1+

0.020
1.000
1.000
0.021

0.114
1.000
1.000
1.000

Molecular Function

MEFO00042
MEOD07S
MEO00&E
MEFO0036
MF00228
MEODO8T
MEFO0077
MEOD07S

Nucleic acid binding

Transcription factor

2147

* Ribosomal protein 570
. Rlbnnuc]eopmt in a7
1084

+ Basal transcription factor 42
Transfer /carrier protein 192
162

¢+ Other chaperones 74

181
14
23

115
15

4
36
13

163.6

434
74
826
32
14.6
124
6.1

4+ +

1.000
0.000
0.000
0.007
0.000
0.031
0.000
0.009

99.37

26.38
449

50.17
1.94
B.89
7.5
36

[ e |
[ ]

(]

e ] ha D

0.014
1.000
1.000
0.016
1.000
1.000
1.000
1.000

251
a7
27

144
17
11
i)
19

262.5
69.7
119

132.5

5.1
235
198

9.66

4+t o+

1.000
0.001
0.017
1.000
0.004
0.094
0.002
0.797

2All primary IDs, presented in comparison analysis of baseline to intervention level, were used as a reference list for estimation of under- and overrepresented GO categories for differentially ex-
pressed primary IDs according to the cutoffs defined by - and M-statistics (see v;vxp].\nauon in Material and Methods).
*Upregulation was defined by p < 0.05and log2 (ratic) =05.
“Downregulation was defined by p < 0,06 and log2 (ratic) =05
ADifferentially expressed, up and dmmmgu]nt@u. atp < 0.05 and [log2 (ratioh]; = 0.5.
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An antiinflammatory dietary mix modulates inflammation and oxidative
and metabolic stress in overweight men: a nutrigenomics approach’™

Gertruud CM Bakker, Marjan J van Erk, Linette Pellis, Suzan Wopereis, Carina M Rubingh, Nicole HP Cnubben,
Teake Kooistra, Ben van Ommen, and Henk FJ Hendriks

15609-41dy fotosearch.com




TABLE 2
Overview of number of detected and significantly affected variables for

cach measurement platform DIETARY MIX AND INFLAMMATORY STATUS IN OVERWEIGHT MEN

Number of variables A

1. Amino Acid Metabolk

Significantly p—

D{‘:LIDL‘,[EIIJ. Ch;l[]gg}d: 2. Molecular Transport :

. .. " A Small Molkecule |
Metabolites, lipids platform 108 71 Biochemisty ]
Metabolites, free fatty acids platform 21 4 4 CeII-TnI-Lianslumanng and

- “ . - = ntaraction  —
Metabolites, GC-MS platform L43 60

i i 5. Hematological System [
Metabolites, ratios or sums 29 | 6 Development and Function T

Proteins, multiplex analysis 79 15 6. Anligan Prasentalion E
Genes, transcriptome adipose tissug 11,283 195
e r . |
Genes, transcriptome PBMCs 10,812 217 - inflammeatony Rasponse
Clinical chemistry 47 8 TABLE 4
Significantly altered metabolites, proteins, and genes in response to the
antiinflammatory dietary mix (AIDM) associated with oxidative stress

Supplementary

MName Tissue® Change’ table” Platform

Myeloperoxidase Pl 24 1.91
2.3.4-Trihydroxybutanoic Pl 24 2.108
acid
8-lsoprostaglandin Fo-x ] —0.8
Indole-3-propionic acid Pl 28
Uric acid Pl -9
Vitamin E Pl 53
Ferritin Pl —11
LACTE 12
4 HEFPH AT 19
N NDUFS1 AT -22
SLC25A27 AT
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|A]DM| PUFA IA!DM capsule

vascular
endothelial cells

AIDVIsa s

Alpha ketoglutaric acid, 1,5-Anhydro-glucitol

glucose

% Succinyl-CoA L

. _. j / insulin

(63) Cj’]swz?m] = @ 4/ @ BCAA
| NASPAT & ‘

LoLR] L2111 pguc e |DHTKDY
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e

€
TR Sl
Adiponectin R “:‘\

FABP3 \

energy ELOVL7
metabolism @ APOL2 }}
lipid taboli 4
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» Perilipina (PLIN) rodea las gotas lipidicas en adipocitos y regula metabolismo de
estas células (inhibe lipolisis, promueve acumulacion de grasa, TG).

» Gen de interés en relacion con la obesidad.

» Variantes genéticas de PLIN afectan el metabolismo de adipocitos y riesgo de
obesidad.
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Perilipin Polym|orphism Interacts with Dietary Carbohydrates to
Modulate Anthropometric Traits in Hispanics of Caribbean
Origin:1.2
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Leydig cell Polimorfismos de genes
relacionados con metabolismo de
andrégenos:

* CYP1B1, g355t: sustitucion de
1 aa

« SRD5A2, g888a: sustitucion de
1 aa

Circulation ' * HSD3B2, N367T: sustitucion de
1 aa

Cholesterol

Cyp1B
Breakdown TESTOSTERONE

hydroxylation

Prostate cell SRDASA2

Polimorfismos de AR:

B e gl733a: 1 riesgo de cancer
Dihydrotestosterone |— 3B-androstanediol e a748t: | estabilidad de AR
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Nucleus

\Reguliation of cgll proli ion — prostate
cancer
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