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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del curso es introducir a los alumnos al enfoque 6mico del estudio de
sistemas bioldgicos, con énfasis en las tecnologias mas utilizadas, en el tipo de datos obtenidos,
y en el procesamiento e interpretacion de la informacién asociada

COMPETENCIAS A DESARROLLAR EN RELACION CON EL OBJETIVO DE LA CARRERA

C. 1 - Poder analizar problemas de Biolnformatica con conocimiento de los fundamentos
bioldgicos e informaticos, para luego resolverlos seleccionando los métodos y herramientas mas
adecuadas/eficientes para cada caso.

PROGRAMA

MODULO A. Plataformas de secuenciacion de segunda y tercera generacion (NGS).

Principios de funcionamiento y principales caracteristicas de las plataformas actuales de
secuenciaciéon de segunda y tercera generacion. El foco estard puesto en analizar los
fundamentos fisicos/quimicos asociados a cada una de las tecnologias de secuenciacién de
DNA. Se analizaran las ventajas y limitaciones de cada plataforma, su complementacién y sus
usos mas frecuentes (genomas, transcriptomas, metilomas). Capacidades y costos relativos.

- Contexto histérico. De los métodos de Sanger y Maxam y Gilbert a las plataformas de
NGS.

- Secuenciadores de segunda generacion: lon Torrent PGM. Tecnologia lllumina con sus
distintas plataformas. Secuenciamiento paired-end, secuenciamiento mate pair.
Capacidades, largo de las secuencias, tasas de error, limitaciones, costos.

- Secuenciadores de segunda generacion (single molecule): Tecnologia PACBIO.
Tecnologia Oxford Nanopore. Capacidades, tasas de error, largo de las secuencias,
limitaciones, costos.
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MODULO B. Ensamblado de genomas y metagenomas.

Uso de herramientas bioinformaticas para el analisis metagenomicos obtenidos por
secuenciacién al azar (shotgun). El foco estara puesto en el ensamblado de genomas a partir
de metagenomas. Estos métodos permiten ir mas alla de la descripcion de la composicion
taxondmica en ecosistemas microbianos, brindando una vision detallada de flujos metabdlicos
e interacciones microbianas, ademas de hacer posible el descubrimiento de nuevos linajes y
vias metabolicas.

- Archivos de datos. Control de calidad y procesamiento

- Ensamblado de metagenomas

- Binning

- Curado de genomas

- Clasificacién taxonémica y anotacién functional.

- Estimacién de dinamica de replicacién bacteriana a partir de datos metagenémicos

MODULO C.
Abordaje al uso de herramientas de NGS en estudios de regulacion de la expresion génica.

- Niveles de regulacion de la expresion génica en eucariotas. Epigenética: estructura
cromatina, dominios cromosomicos, codigo histonas y metilacion DNA. Transcripcion:
Factores de transcripcidn, enhancers, Pioneer TFs, clases de promotores, PolyA
alternativos. Splicing alternativo. Regulacién sobre RNAs.

- (Repaso) Introduccion a las secuenciaciones de alto rendimiento (NGS, Next Generation
Sequencing) y sus aplicaciones en biologia molecular. Historia reciente, tipos de
secuenciaciones, long reads. RNAseq vs microarrays.

- Transcriptomica (RNAseq). Preproceso de lecturas (reads), filtrado por
contaminaciones, calidad y trimming. Transcriptoma de novo y mapeo a referencia.
Estrategias, algoritmos (basico histérico). Limitaciones y requerimientos de
secuenciaciéon segln objetivo estudio. Cuantificacion: mapping y pseudo mapping,
algoritmos (bésico), genesl/isoformas. Meétricas, normalizaciones. Analisis replicas.
Analisis expresion diferencial. Gréaficos: MAplots, volcano plots y heatmaps. Estrategias
para relacionar genes de-regulados con procesos biolégicos. Analisis del splicing
alternativo, estrategias y limitaciones.

- Estudios de regulacion génica por NGS. Técnicas: ChiP-seq, CLIP-seq, ATAC-seq y Hi-
C. Fundamentos basicos de comunes a las diferentes técnicas. ChlPseq: wet-lab,
mapeo, input-control, limitaciones, peak-calling, tipos de picos, analisis cuantitativo y
cualitativo, motif discovery. Estrategias para la integracion con transcriptomica. Para las
restantes técnicas se dara una vision general: etapa wet-lab, secuenciacion requerida,
ventajas con técnicas precedentes, procesamiento in silico, resultados, visualizacién e
interpretacion.

- Visualizacion en entorno gendmico (Genome Browsers). Local (IGV) y remoto (UCSC).
Informacion disponible, tipos de pistas (bed, wig, bam, etc), carga de datos propios,
compartir resultados y vistas. ENCODE project. Ejercicio sobre el browser: genes,
expresion en tejidos, estructura, sintenia, conservacién, estructura secundaria y splicing
alternativo.
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MODULO D. Abordaje a estudios proteémicos.

Uso de estrategias de espectrometria de masas para la identificacion y cuantificaciéon de
proteinas

Protedmica. Conceptos Generales.

- Introduccién a la espectrometria de masa y protedmica. Introduccién a la técnica -
Equipamiento - Ejemplo de espectros. Concepto de masa monoisotopica y promedio.
lonizacion por MALDI (iones +1); lonizacion ESI (iones multicarga). Identificacién de
proteinas por MS - Fragmentacion - MS/MS- Breve introduccion al abordaje
experimental.

- Bases tedricas de la identificacion de proteinas por espectrometria de masa:
identificacion por MS y MSMS. Proteomica global y dirigida. Conceptos generales:
Shotgun vs targeted. Identificacion de proteinas puras, mezclas simples y complejas.
Introduccién a la protedmica cuali y cuantitativa emPAl.

- Ejemplos de Usos y aplicaciones: Estrategias de pull down y coinmunoprecipitacion,
Interactomica, PTMs, protedmica diferencial por geles 2D MALDI, Biotyping,
biosimilares.

- Programas de analisis de datos - MASCOT y Proteome Discoverer. Criterios de
basqueda para identificacion - Mostracién con datos concretos utilizando Mascot y
visualizacion de datos en PD.

Introduccidn a la protedmica cuantitativa

- Perspectiva historica de la protedmica cuantitativa: evolucion de metodologias.

- Generalidades de la aproximacidon actual al estudio cuantitativo del proteoma.
Estrategias de separacion, identificacion y cuantificacion de péptidos y proteinas.
Abordaje bottom-up, separacion de péptidos por MD-LC acoplado a su andlisis por MSn,
adquisicion de datos del tipo shotgun.

- Origen de los datos cuantitativos. Cuantificacion basada en identificacion o en sefal en
MSn. Conceptos de XIC (extracted ion chromatogram) y Spectral Counting.

- Dimensiones de cuantificacion: relativa y absoluta. Estrategias de cuantificacion relativa
con marcaje isotdpico o libre de marca. Métodos de marcaje metabdlicos y quimicos.

Procesamiento informéatico de los datos crudos de ensayos de protedmica cuantitativa

- Descripcion de la arquitectura e interfaz de usuario del software. Descripcion del motor
de busqueda integrado Andromeda para la identificacion de espectros. Descripcion de
los algoritmos para la cuantificacion relativa y absoluta de péptidos y proteinas
identificadas. Interpretacion de tablas output.

- Procesamiento de datos espectrales crudos. Flujo de trabajo en software MaxQuant para
recuperar datos cuantitativos a partir de un dataset de espectros obtenido en un abordaje
de protedmica cuantitativa del tipo shotgun libre de marca.

Andlisis estadistico de datos cuantitativos de un ensayo protedmico
- Introduccién al software Perseus y flujo de trabajo. Descripcion del software. Carga de
datos y anotaciones funcionales. Workflow para curado de los datos, imputacion de
valores nulos, y analisis estadistico de los resultados. Generacion de gréaficos de
correlacion, analisis multivariado, diagramas de Venn. Elaboracién de volcano-plots.
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ACTIVIDADES EXPERIMENTALES y DE INVESTIGACION

Los trabajos experimentales se desarrollaran en una o varias clases en las salas de informatica,
y mediante conexién remota a los servidores utilizando los lenguajes Bash, R y/o Python.
Finalizada cada actividad, habrd una sesion de discusién conjunta donde cada participante
comunicara los resultados obtenidos. La evaluacion se realizard mediante la entrega de un
trabajo final.

METODOLOGIA Y MODALIDAD DE EVALUACION

Para aprobar el curso se requiere un 80% de asistencia a las clases presenciales (teéricas y
practicas).

La evaluacién se realizar4 mediante un examen escrito al final de las clases del curso para
evaluar el grado de conocimientos del alumno (20%), el proyecto/desarrollo experimental que
debera entregar el alumno al final de las horas programadas (70%) y la participacién y
aportaciones de calidad/excelencia a las soluciones propuestas (10%). El proyecto/desarrollo
experimental consistira en un reporte técnico (simil articulo cientifico) producto de un estudio
tedrico o experimental especifico.
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