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¥  ° Introduccién

Contexto historico

e Periodo Neolitico: agricultura y sedentarismo.
e Pastoreoy ganaderia en el norte de Europa.
e Agricultura en el Sur de Asia.
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Actividades econémicas antepasadas...
iRepercusion en modos de digestion
de alimentos en la actualidad?



Ak
Lactosa

e ;Qué es?
e ;Por qué estudiar esta sustancia? ‘
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Lactasa

e Enzima que descompone a la lactosa.

e Codificada por el gen LCT, cromosoma 2. La secuencia esta modulada
por MCM6 (minicromosoma de mantenimiento del complejo).

e Dos sitios activos

LCT promoter region

.[ LCT  49336bp >
MCM6 36816 bp >

333 kb : 45kb 8.1 kb 15.5'b 136.4 kb
5' | ; [ T | 1 3
I : I * % : I I/
chro 2
' | | |




Con lactasa

Intestino delgado

Sin lactasa

Intestino delgado




e En mamiferos, disminuye su
produccion luego del
destete.

DEFICIENCIA (hipolactasia).

¢Problema?

e Colon
Jejunum @ o Tleum

@ Glucose @ Galactose @@ Lactose & Lactase [ Bacteria

% e g Colon
Jejunum Tleum

a9
@8 Laciose I'1 Bacteria  ~ Metabolites (SCFAs, gas) @ Water
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o La alta o baja prevalencia de la enzima lactasa ¢ podria .
estar relacionada a las actividades diarias de la
poblacion antepasada?

Lactasa persistente (LP): T lactasa (adulto)

Lactasa no persistente (LNP): 1 lactasa (adulto) ---> IL: intolerante a lactosa

;EVOLUCION?



@ Persistencia de la expresion de lactasa = polimorfismo puntual C/T 13910
@® Nuevo sitio de unién para OCT-1

Genotipo CC (WILDE TYPE): hipolactasia (LNP)
Genotipo TT o CT (MUTACION): persistencia de actividad de la enzima (LP).

3’ MCM6 Gene 5’ Lactase Gene
Coct1 D
L;!Tj el
EXON 12 |pemccccesessnesas MFE;ON1 —_—
-2000

-13910

o (Gomez st al. 2014) @ A




Fenotipo de intolerancia a la lactosa (LNP) es heredable
como rasgo autosémico recesivo

Herencia autosomica recesiva

Madre no afectada
(portadora)

Padre no afectado
(portador)

Par de cromosomas

Gen mutado Gen normal

Hija no afectada Hijo no afectado Hija no afectada Hijo afectado
(portador) (portadora) ~

E




Observacion

Existe una mayor frecuencia de personas con intolerancia a la
lactosa en el sur de Asia en comparacion con el Norte de Europa
y de EEUU.

PREGUNTA: ;Hay diferencias en las frecuencias genotipicas del
gen que regula la produccion de lactasa entre poblaciones del sur
de Asia en comparacion con personas locales de Estados Unidos?



;Qué se espera?

@® Individuos del sur de Asia (Israel) presentan con mayor frecuencia un
genotipo CC, indicador de la no persistencia a la lactasa, en comparacion
con personas pertenecientes al norte de América.

@® Ciertos individuos con genotipo CC no presenten intolerancia a la lactosa,
debido a otras mutaciones en un sitio del gen LCT diferente del
regulador




Hipoétesis

@® Existen diferencias en las frecuencias genotipicas del gen que PY
regula la lactasa en poblaciones de dos sitios distintos (cuyos
antepasados diferian en dieta y actividades economicas).




Objetivos

1- Determinar como son las frecuencias genotipicas actuales, del gen que regula la
producciéon de lactasa, de dos poblaciones cuyos antepasados diferian en dieta y
actividades econdmicas, y ver sus diferencias.

2- Observar cobmo son las actividades enzimaticas, derivadas de cada uno de los tres
genotipos distintos y compararlas.

3- Evaluar la existencia de:
--Silenciamiento del gen LCT por metilaciones en el ADN (individuos TT con IL)

4- Comparar cédmo repercute un cambio de base en el sitio regulador MCM6 para otro
mamifero distinto del humano (raton), y registrar los sintomas.




Metodologia

OBJETIVO 1: o
% Obtencién de la secuencia del gen MCM®6 para observar cual se considera

“estandar” (TT, CC, CT)

Homo sapiens cromosoma 2, ensamblaje primario GRCh38.p14

Secuencia de referencia NCBI: NC_000002.12
GenBank FASTA

Enlace a esta vista | Comer
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% Muestras de sangre de 150 individuos de Estados Unidos y 150 individuos de
Israel.
% Aislamiento, purificacién, amplificacién del ADN. LT~

PCR
Para amplificar la porcion
reguladora de 220 pb del gen de
interés, usando un primer forward
y un primer reverse.




* Observar si existe o no dicha mutacion

TECNICA RFLP

s CviJl
% Analisis de fragmentos en gel de poliacrilamida
Lactase Nonpersistence
CIT 5, variant
122bp 34bp | 54bp

- + :
. GAGTGTAGTTGTTAGACGGAGAC.. JEGECC. AGEC.. CTGGACTCAAAGGAACTCTCCTCCTTAGGTTGCATTTGTATAATGTTTGAT

5 Cvidl site 3

invariant
| : : |
5’ primer Complement of the 3’ primer

(Fitzgerald et al. 1992)
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Dos bandas indica TT, tres bandas,indica CC, cuatro bandas indica C/T).

CIIIDCI:DCI]]])EI])

M c/C T/T C/T
SO D SD D SO D




Lactase Nonpersistence

C _mmvariarll
|< 122bp 34bp 54bp '|
GAGTGTAGTTGTTAGACGGAGAC... .080CC.. ~AGCC.. .CTGGaCTCAAAGGAACTCTCCTCCTTAGGTTGCATTTGTATAATGTTTGAT
5 CviJl site (AGTT) 3
invariant .
®




LT ‘

Dos bandas indica TT, tres bandas,indica CC, cuatro bandas indica C/T).

CIIIDCI:DCI]]])EI])

M c/C T/T C/T
SO D SD D SO D




Lactase Nonpersistence

CT _mmvarianl
|< 122bp 34bp 54bp .|
GAGTGTAGTTGTTAGACGGAGAC.. .GGCC.. .AGCC.. .CTGGaCTCAAAGGAACTCTCCTCCTTAGGTTGCATTTGTATAATGTTTGAT
5 CviJl site . )
invariant AGTT
®




® Determinacion de frecuencias genotipicas
RESULTADO ESPERADO:
ESTADOS UNIDOS:

e Mayor proporcion de genotipo TT (110/150)

e Baja proporcion de genotipo CT(10/150)

e Baja proporcion de genotipo CC (30/150) :Qué

> De estos 30 CC, 10 no seran IL — |;odr|’a

> Deestos 110 TT, 3 seran IL ocurrir?
ISRAEL.:

e Mayor proporcion de genotipo CC (120/150)
> De estos 120 CC, 20 no seran IL )
T~ = Qué

podria
ocurrir?
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Dentro de unas diapositivas
lo sabremos...




(“Pruebas genéticas - Intolerancia a la lactosa (Lactose intolerance) — Genes LCT y MCM6.
- IVAMI” 2023)

OBJETIVO 2
Medicién enzimética: ensayo bioquimico de los tres

tipos de actividad enzimatica

Preparacion de inserto de ADN

@® Muestras de un individuo tipo CC, Otro | Prmerwed cuo . stsems ey b

Select the Task for primer selection | generic v

TT y Ot r O CT === > P C R Template masking before primer design (available species)

Select species | Example: Mus musculus ||| Nucleotides to mask in 5' direction | 1
Primer failure rate cutoff  <|0.1 Nucleotides to mask in 3' direction 0

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs,

@® Primers que flanqueen el gen LCT, [hoedsisisior -
Agregar secuencias que incluyan sitios
d e co rt e p ara B am H | y H | N d I I I y un 8 Pick left primer, or use left primer below| O Pick hybridization probe (iaternal oligo). or use oligo below| @ Pick right primer, or use right primer below (5' o 3' on opposite strand)

codon para una etiqueta GST. Rl T i

Sequence Id Asstring to identify your output.

E.g. 50.2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and ]: e.g.
.ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers must flank the central CCCC.

vl TG Tt E.g. 27 requires one primer to overlap the junction between positions 27 and 28. Or mark the source sequence with -: e.g. ..ATCTAC-
fpiuncionst|  ITGTCAT. means that primers must overlap the junction between the C and T.

@® Gel de agarosay purificacion ®

* Untergasser A, Cutcutache |, Koressaar T, Ye dyFaircloth BC, Remm M.and-Roze
Primer3--new capabilities and interfaces.
Nucleic Acids‘Res. 2012 Aug 1;40(15):

Targets




(“CONICET _Digital_Nro.ff1dc9bc-1437-43df-be1a-34e0a4a0@871_A.pdf” 2023) mm Primer

dMTP
Am[ﬂif"' l.-,._ﬁ'
@® Producto se clona en vector pGEM-TEasy. e
@® Analisis de integridad del inserto. - Primer
@® Transformacién, purificacion plasmidos. l
@® Obtencidén del inserto, purificacion .
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Ligacion a pET28a

Transformacion

Induccion de la expresiéon de la proteina de fusién
GST/mLCT

Purificacion (columna glutation)

Chequeo

Bl Elute w8 (USH
roal et Feorrun

' (“CONICET _Digital_Nro.ff1dc9bc-
‘ E""l“"> 1437-43df-be1a-
L -

34e0a4a02671_A.pdf’ 2023)




Comparacion de actividades enzimaticas
@® Kit de ensayo de lactosa comercial”: Determinacién colorimétrica de lactosa.
(Determinacion indirecta de la actividad enzimatica)

bis] 20000 RESULTADO ESPERADO.:
| Lactose |
g 0.6 15000 Lactose Lactasa tipo CC= mucha
S coloracién
(c: 0.4+ E 10000+
< . -
4 o R?= 0.998 o R? = 0.992 Lactasa tipo CT= coloracion
intermedia
OO T T T T 0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 & B W = B A Lactasa tipo TT= poca coloracién
[Lactose], uM [Lactose], uM

96-well colorimetric assay ek



.

Retomando...

RESULTADO ESPERADO:
ESTADOS UNIDOS:
e Mayor proporcion de genotipo TT (110/150)
Baja proporcion de genotipo CT(10/150)
Baja proporcion de genotipo CC (30/150)
De estos 30 CC, 10 no seran IL
De estos 110 TT, 3 seran IL iEpigenética?

VV..

ISRAEL:

e Mayor proporcion de genotipo CC (120/150)
® > De estos 120 CC, 20 no seran IL
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Amplificacion de ADN de esas tres personas (TT)

Aplicaciéon de técnica MS-HRM para evaluar metilaciones
en promotor LCT, con un kit comercial: EpiMelt Methylated
test assay specific control

. METHYLDETECT

h ° DNA METHYLATION ASSAYS
(“Forside - Methvldetect com” 2023)
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TECNICA: MS-HRM, se basa en un método de deteccion
de metilacién por PCR.

e N° citosinas en un producto de PCR depende del
estado de metilacion de las citosinas en la plantilla
no modificada.

e Bisulfito de sodio conserva citosinas metiladas y

modifica las citosinas no metiladas
Locus metilado= producto de PCR rico en C

Locus no estaba metilado= producto de PCRricoen T
- ®




. ' A: producto de PCR obtenido de la versién metilada del locus:
a

. 5’'— TteGTTAAtLttcGGGCcGeGTTTcGeGATLELELTGG —3 7 ® vers | c') N nNno met | I a d a:

3'— AagCAATTaagCCCgCgCAAAgCgCTAaaaACC —5' .,
temperatura de fusidn

relativamente baja y se derrite
antes en el gradiente de
temperatura (curva roja)

B: producto de PCR obtenido de la versién no metilada del locus:

5’— TttGTTAAtttGGGtGLGTTTLGLGATLLLTGG -3

3’— RaaCAATTaaaCCCaCaCAAAaCaCTAaaaACC —5' ® version metilada: funde a
temperatura mas alta (curva
Figura 1: azul) .

e POSIBLES RESULTADOS:
Silenciamiento del gen LCT
por metilaciones

M
1%2)
(=]

g

g

-{d/dT) Fluorescence
-
@
(=]

60 65 70 75 80 85 90 95

Temperature (“C)

— Methylated PCR product —Non-Methylated PCR product




. OBJETIVO 4

Comparaciéon humano y ratén

Un ratdn adulto WT sera LNP, vy
otro tendra el ADN mutado, tal
como presentan los individuos LP.

@® Presentar proyecto a un bioterio para la obtencion de dos ratones
adultos.

@ Aislar ADN, amplificar (PCR) y secuenciar.

@® Analizar si presentan la misma secuencia entre los especimenes.




ECRELRED

5 6 7 8 9 10!112131415161?13192021 2)(

HOMOLOGIA
CON Comienzo
HUMANOS o Final

Ubicacion de genes ( ratén)

Gt

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 X Y MT
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o @® A unraton:

o Modificacion genética

Mutacion dirigida en la region reguladora del gen codificante para la lactasa.

@® Dietarica enlactosa a ambos ratones por 15
dias. Registro

RQIMPC

International Mouse Phenotyping Consortium

(“About the IMPC | IMPC | International
Mouse Phenotyping Consortium” 2023)



e @ Ratdén mutado:

¢ Posibles resultados

Y ENZIMA

@Malestares con la dieta rica en lactosa
@® Ratdon mutado

QENZIMA

“Malestares con la dieta rica en lactosa

- Se adaptan a la dieta rica en lactosa luego de un tiempo



Cierre

- Existiria una diferencia en las frecuencias genotipicas del gen que regula la
lactasa en ambas poblaciones, y podria deberse a las actividades de sus

antepasados.

¢Por qué ocurrio la mutacién en latitudes altas?

= Existiria un cambio de base, fuera del sitio regulador de lactasa ,que podria
asociarse a un fenotipo LP, aun siendo genotipo CC O

] O -



Estudios a futuro

1. Investigar si existen otros cambios de basea asociados
a la intolerancia a la lactosa, dentro del sitio regulador,
distintos del cambio C por T

] O -



.

* Retomando...

RESULTADO ESPERADO:
ESTADOS UNIDOS:

e Mayor proporcion de genotipo TT (110/150)
Baja proporcién de genotipo CT(10/150)
Baja proporcién de genotipo CC (30/150)
De estos 30 CC, 10 no seran IL
De estos 110 TT, 3 seran IL

VV..

ISRAEL:
e Mayor proporcion de genotipo CC (120/150)
> De estos 120 CC, 20 no seran IL

iQué podria ocurrir? ;Existe
otra variante en la secuencia
no reguladora del gen LCT que
permita la digestiéon de lactosa?




(“Estudio de variantes alélicas asociadas a persistencia de Lactasa, ancestria y consumo de
lacteos en poblacion adulta de Uruguay” n.d.)

Amplificacion y secuenciacion del gen LCT de esas 30 personas

=> Cambio de base en un sitio del gen LCT distinto al regulatorio
-> ¢ Explicacion?

MEJOR INTERACCION CON EL SUSTRATO Y

— LA ENZIMA SEA MAS EFICIENTE

LCTpromoter region

‘ LCT 49336 bp >
MCMS  36,816bp > '

Cambio de base
45kb B1kb 155kb 136.4 kb
| || ] 1] | 3'
| % X N | u |
| =1 1
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2. Investigar cual es la mutacion, en otro sitio
distinto al MCM6 , que podria generar un fenotipo
de lactasa persistente, a pesar de no tener el
cambio de C por T en el sitio regulador.

B - .



2 4 R

3. Insertar en ratdon el mismo cambio de base (fuera del sitio
regulador) que se encontrd en los individuos que no

presentaban intolerancia a la lactosa con el genotipo CCy
evaluar sus sintomas.
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