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Prélogo

El material que estd a punto de analizar y seguir, fue pensado para permitir que los alumnos del nivel Licenciatura y las perso-
nas que se estan incorporando a la investigacion cientifica en general, puedan tener una guia simple para poder integrarse a la
corriente actual de la actividad de la investigacion.

En primer lugar, este manual esta enfocado a las necesidades de la Genética Molecular Humana. Sin embargo, dada la ge-
neralidad y estructura del texto, puede ser aplicable a otros campos. Las herramientas que se sugieren no son lo mas sofisticadas
que podrian encontrarse disponibles. De hecho, esta simplicidad permite su amplia aplicacion y la facilidad de interpretacion que
normalmente requiere un curso introductorio. En cada una de las paginas electronicas que se utilizan se encuentra material de
apoyo que permite un uso amigable.

La mayoria de las plataformas utilizadas permite que sean modificadas por lo que si se tienen los conocimientos avanzados,
permiten llenar los requerimientos de lo que seria el desarrollo de procesos de busqueda, comparacion, andlisis y evaluacion
de resultados especificos que requiera un laboratorio de investigacidn en alguna de las disciplinas “6micas” que se estén desa-
rrollando.

Los autores de este manual esperamos que les sea til y les permita adentrarse en el uso de herramientas que hagan atn
méds atractiva la actividad de investigacion que estén desarrollando.
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Capitulo 1

Busqueda de literatura especializada

La labor del investigador es una accion continua y que requiere en primera instancia de una documentacion adecuada, confiable
y que permita el avance del campo del conocimiento en el que se desempenia. En la mayoria de los casos, trata de ser vanguar-
dista por lo que es necesario mantener un acervo no solo de las evidencias experimentales que apoyan los resultados de uno
u otro grupo de trabajo, sino que abarque la importancia de ambos, evallie en la medida correcta los aciertos y remarque los
campos que son necesarios apoyar para dar congruencia a un fenomeno especifico.

Podemos dividir en dos grandes etapas la labor de documentacion del investigador a partir del desarrollo de una herramien-
ta brindada por la red de redes informaticas. Era comun que un investigador pasara varias horas en la biblioteca de la institucion
a la que pertenecia leyendo o fotocopiando los articulos de las revistas donde comtnmente se publicaban los resultados de su
campo. Esta costumbre tenia la limitante de la cantidad de revistas a las que estaba suscrita la institucion y era mas o menos
solventada por los intercambios bibliotecarios, con la consiguiente ampliacion del tiempo que requeria para leer un articulo que
muchas veces cuando llegaba, ya no tenia el impacto de cuando fue requerido.

Un servicio de alerta se ofrecio a través de una compafia denominada Institute for Scientific Information (ISI) que tenia sus
oficinas generales en Philadelphia, Estados Unidos. El servicio de documentacion Current Contents© primeramente por correo
ordinario y posteriormente apoyados por computadora permitian una actualizacion relativamente aceptable. De manera general,
con una sola suscripcion se podian atender varios laboratorios de una sola Institucion y cada uno de los miembros tenia un
tiempo v prioridad de revisidn especificado para hacer eficiente dentro de lo posible el sistema.

Con el desarrollo de una funcion alterna a la que se le denominé “Medline”, se entr6 en el uso de las comunicaciones via
computadora. Este servicio, que originalmente tenia un costo de suscripcidn permitia mantener busquedas retrogradas de hasta
5 afios de la literatura publicada en un tema particular o tener un listado semanal de los articulos publicados sobre temas especi-
ficos. Al igual que con Current Contents, el acceso era dependiente de la capacidad economica del laboratorio y la disponibilidad
de al menos un aparato de fax 0 acceso a la red institucional que en México a finales de la década de 1980, era restringido
solamente a la UNAM y CONACYT.

La fundacion del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) como una division especifica de la Biblioteca Na-
cional de Medicina (NLM) dependiente de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) utilizando la plataforma y base de datos de
Medline consolidaré la herramienta de btisqueda poderosa que conocemos como PubMed y su central de articulos sin costo
PubMed Central. Esta base de datos se actualiza cada 24 horas y es alimentada fundamental aunque no exclusivamente por las
oficinas editoriales de las revistas.

Objetivo
Mostrar el uso de la base de datos PubMed en el acopio de literatura especializada.
Desarrollo:

Acceda a la pagina principal del NCBI a través de la direccion http://ncbi.nlm.nih.gov

Puede llegar a la pagina de PubMed ya sea desplegando el ment en la casilla de Busqueda (SEARCH) o en la liga de Recur-
sos comunes (POPULAR RESOURCES) (Figura 1.1). Silo hace en la ventana del dialogo, puede incluir inmediatamente la palabra
clave que identifique su busqueda. Si lo hace por la liga de Popular resources, una vez que se despliega la pagina de PubMed
escriba la palabra clave.

Maria Dolores Garcia Suarez/Héctor Serrano 7
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En ambos casos, puede utilizar diversos tipos de entradas (AUTOR, KEY WORD, JOURNAL) ya que el identificador incorpora-
do tiene esta facilidad. Al presionar el botén SEARCH se despliega la informacién requerida. La duracion de la busqueda depende
de la complejidad del campo, la actividad que tenga en ese momento y el volumen de informacidn que se tenga.
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Figura 1.1b. Pantalla PubMed.

La buisqueda en PubMed Central brinda un menor niimero de articulos referidos pero casi siempre disponibles para ser adquiri-
dos inmediatamente sin costo o requerimientos (Figura 1.2). A esta iniciativa se le conoce como OPEN ACCESS v varias revistas
estan haciendo esfuerzos por poner a disposicion de la comunidad cientifica su contenido. Algunas otras permiten el Open Ac-
cess a revistas de sus archivos que fueron publicadas un lapso variable de tiempo atrds; finalmente, algunos autores han pagado
el costo que representa a los editores para que la informacion sea catalogada como Open Access, basicamente mediante apoyos
otorgados por el NIH o el gobierno de Estados Unidos.

Capitulo 1
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Figura 1.2b. PubMed Central.

En el desarrollo del curso, estaremos interesados en tres topicos fundamentales: la regulacion de la esteroidogénesis en mamife-
ros, el uso de marcadores moleculares de diabetes y enfermedades asociadas al aparato circulatorio y las pruebas de paternidad.

Para cada uno de estos topicos serd necesaria la documentacion de los antecedentes acumulados durante los 10 afios pre-
vios. Para llenar este requisito, abra la liga LIMITS y en la ventana de dialogo donde aparece “PUBLICATION DATE" indique 10
YEARS. Asegtirese de haber introducido la palabra clave en la ventana de didlogo principal (SEARCH). Si es necesario, indique
los pardmetros adicionales. Nuestro interés es con estudios en animales de sexo indistinto, articulos publicados tnicamente en
Inglés, Francés, Aleman, Italiano, Portugués y Espaiol. Indique la busqueda oprimiendo el boton SEARCH del final de la pagina
(Figura 1.3).
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Figura 1.3b. PubMed Central. PMC ofrece la opcion de delimitar la biisqueda utilizando los criterios que aparecen en esta ventana.
PubMed lo hace directamente en la ventana de resultados (vea el campo izquierdo de la figura de arriba).

Después que el buscador le entregue los resultados, seleccione sélo aquellos Open Access pulsando la liga FREE FULL TEXT
que aparece dentro del recuadro REFINE YOUR SEARCH localizado en la porcidn de herramientas (lado derecho de la pantalla).

Una vez que se tiene acceso al listado de articulos gratuitos, aumente el nimero de referencias que puede ver por pagina

abriendo el cuadro de dialogo localizado al inicio del encabezado del listado bajo el renglén DISPLAY SETTINGS. Obtendra un
cuadro. Al terminar de hacer la seleccion, pulse el botén APPLY que esté al fondo del cuadro de didlogo
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Actividad para reportar
Utilizando las palabras clave STEROID*, MOLECULAR MARKERS, TYPE 2 DIABETES MELLITUS, ADRENERG* RECEPTOR* y
PATERNITY TESTING haga una buisqueda de la informacion que se hubiese publicado sobre el tema en los dltimos 10y 5 afios.

Anote la cantidad de articulos originales, de revision y editoriales que se tenga en cada lapso. Anote la cantidad de articulos
disponibles bajo el esquema de OPEN ACCESS.

Anote la cantidad relativa de articulos que se escribieron en cada uno de los idiomas principales que estamos utilizando en
el curso.

Anote el nimero de estudios que se han realizado en animales y humanos asi como la proporcion de estudios que se
hicieron por sexo de los individuos.

En el caso de estudios en humanos, indique el nimero de articulos en los cuales estén contenidos datos de estudios con
aplicacion clinica.

Obtenga un articulo de investigacion relacionado con los temas de estudio del curso y uno de revision o meta-andlisis, si es

aplicable.
LTSN rmapaLAPA

(o) werwsamams
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Figura 1.4a. Ventana de acceso a las bases de datos de la biblioteca UAM-I.
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Figura 1.4b. Acceso a ISI Web of knowledge si se esta conectado a una computadora
de la Unidad o mediante el acceso remoto permitido.
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Utilizando la base de datos electronica ISI WEB of Knowledge (bases de datos disponible en linea dentro del portal de la Bi-
blioteca UAM-I ya sea mientras esta utilizando computadoras conectadas a la red de la Universidad o mediante el ingreso de
su clave de identificacion (DIRECCION IP) para poder tener acceso remoto), realice una busqueda similar (Figural. 4). Utilice al
menos otras dos bases de datos electronicas y realice busquedas similares. Como punto de partida, utilice la opcién de Google
Académico (http://scholar.google.com.mx ) y Microsoft Academic Search ( http://academic.research.microsoft.com , Figura 1.5),
las paginas electrénicas mas conocidas y de mayor consulta. En cada caso obtenga un articulo de investigacion de cada tema del
curso y una revision o meta-analisis, si es aplicable.

académico 8

@ Buscar en la Web Buscar sélo paginas en espaiiol

A hombros de gigantes

Figura 1.5a. Ventana de acceso a Google Académico.

Microsoft” =) 7
g Fields of Study ~ O
Acadernic | i)
Search Advanced Search
Al Fields of Study Authors  Publications ~ Journals ~ Keywords  Organizations
Biology Top publications in biology Most viewed publications in biology
Biophysics
= Cleavage of structural proteins during the... Molecular characterization and evolution o...
Biotechnology
5 Protein measurement with the Folin phenol ... The tomato gene Sw5 is a member of the coi...
Cell Biology
Ecology Molecular Cloning: A Laboratory Manual(2nd... Inter-cohort growth rate changes of common...
Eunlii Cloning: AL y Manual(3rd... ABERRANT TESTA SHAPE encodes a KANADI fami...
Studies Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generati... Amplification and direct sequencing of fun...
Genetics & . ) i
Genealogy CLUSTAL W: improving the sensitivity of pr...
Microbiology DNA Sequencing with Chain-Terminating Inhi...
Molecular Biology Basic local alignment search tool
Plant & Animal A Revised Medium for Rapid Growth and Bio ...
Science
Electrophoretic Transfer of Proteins from ...
Taxonomy
Toxicology See more
Virology

Figura 1.5b. Microsoft Academic Search popular buscadores.

Indique las ventajas y limitantes que presenta el uso de ISI Web of Knowledge y las otras dos bases de datos que consulté cuando
se comparan con PubMed y PubMed Central.
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Capitulo 2

Actualizacion automatizada de literatura cientifica

La generacion de conocimiento que implica la investigacion requiere de una actualizacion constante. La bisqueda en las bases
de datos puede ser repetitiva y para poder ser eficiente, deberia ser al mismo ritmo que es actualizada la base de datos en linea
que se consulta. En el caso de PubMed y PubMed Central, esta actividad diaria podria implicar que no se encuentren nuevos
articulos y la consulta sea improductiva.

Una posible alternativa es recibir el indice de las revistas en las cuales se publica normalmente o preferencialmente el tipo de
estudios en los cuales estamos interesados. Esto tiene como ventaja el estar no solo actualizado respecto a la literatura impresa
sino que incluso se puede tener acceso a los temas que la revista publicard en breve. La desventaja es que perderiamos aquellos
articulos en los cuales por no tener el enfoque particular y reportar sélo avances metodoldgicos, no sean aceptables para la
revista en cuestion.

Esta limitante podria tener una salida de busqueda compulsiva equivalente a ir a la biblioteca al menos una vez a la semanay
ver cuales son las novedades o, en la actual era tecnoldgica, recurrir a la busqueda rutinaria de las fuentes electrénicas confiables
(PubMed, PubMed Central, Scopus, etc) teniendo que iniciar una sesion cada vez que se haga la consulta haciéndolo tedioso y
en la mayoria de los casos, frustrante. Una posibilidad es utilizar un servicio de actualizacion que nos haga la busqueda rutinaria.
Varias compafiias han desarrollado diferentes buscadores de literatura con capacidades y costos diferentes. Sin embargo, la co-
munidad cientifica ha tratado de mantener una actitud mas abierta y sin fines de lucro. Con este objeto, varios servidores ofrecen
la posibilidad de ocupar un espacio en el cual se pueda recopilar la literatura especifica de un investigador para después enviarle
las caracteristicas minimas para que el investigador pueda tener acceso a ella, basicamente a través del correo electronico.

Objetivo
Mostrar un sistema automatizado de actualizacion bibliogréfica mediante un buscador remoto.
Desarrollo

En el inicio de su buscador, escriba la direccion http://pubcrawler.gen.tcd.ie

Después de que se visualice la ventana de acceso, registre la apertura de una cuenta ingresando los datos necesarios para
ello (Figura 2.1).

Una vez creada la cuenta y dado de alta el buzdn electrdnico, introduzca los términos de la bisqueda. Aseglrese que en el
despliegue del ment se seleccione “ALL FIELDS". Indique que el lapso de actualizacion como “WEEKLY”

Al terminar de introducir los términos de la misma manera que la sesion anterior, envie la consulta. En algunos casos, la
respuesta es inmediata por lo que puede abrir su direccidon de correo para analizar las referencias que sean depositadas en su
buzén.
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@ http://pubcrawler.gen.tcd.ie/

PubCrawler Is a free "alerting” service that scans daily updates to the NCBI Medline
(PubMed) and GenBank databases. PubCrawler helps keeping scientists informed of the
current contents of Medline and GenBank, by listing new database entries that match their
research interests.

New users - join PubCrawler’'s Web service:

It's free! Choose a username (case-sensitive!) and click the ‘join' button.

usemame: [ |

Existing users - log in:

If you have 'Easy Check' activated, click here:
Otherwise, enter your username and password and click the ‘log in' button.

usemame: [ ]
B . )

(rese)

PubCrawler was developed and is hosted by Ken Wolfe's lab in the Genetics
Department, Trinity College Dubin, Ireland.
‘This servics s frae and comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY.
Itis provided to the public in the hope that it is useful.
PubCrawler queries databases provided by the National Library of Medicine, but we have
no affifation with NCBI.
Pl look at L

and copyrights.

Last modified at $Date: 2008/10/23 22:08:58 $
For question or remarks, please e-mail com.

Figuras 2.1a. Ventana de inicio - registro.

[« [ ) (2 (O] (4]0 o rpuocrawer genscescor-ompubcramervamipl

Overview for user 'hectorserrano’ (log in as different user)

Results:
The latest results contain 183 new hits.

(Show results!)
They were generated on Thu Aug 15 19:20:04 2013 -m
(Eire). )

Queries:

3 queries are defined. Last modified on D
Wed Oct 17 04:21:37 2012 (Eire).

Schedule:
Queries are carried out on Sundays.

Mail and results options:
Results are stored in Summary format.

Is sent to uam.mx only (en vions!)
when new hits were found.

Parameters:

Database entries from the last 180 days are searched.

The 800 most recent hits are retrieved, of which 100

entries are shown in full. Any excess number of hits can (Change parameters!)
be retrieved through a link combining up to 400 items.

Previous hits will be listed for 10 days.

Cookies:

Cookies for easy access are not set. ‘Set cookies!
Password:

Click the button to change your password. (Change password!)

Gefresh) (Log out))

Automatically generated on Fri Aug 16 01:54:28 2013 (EIRE)
For guestion or remarks, please e-mall pubcrawlerhelp@gmail.com.

Figuras 2.1b. Desarrollo de perfil de busqueda de PubCrawler.
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Cada una de las entradas (QUERY o ALIAS) puede tener varias palabras clave. Si la investigacion en la cual estd inmiscuido re-
quiere de la separacion o agrupacion de palabras clave, cada una de ellas puede obtenerse por separado.

Una vez acreditada la cuenta, puede ingresar a ella utilizando las caracteristicas de usuario y clave de acceso para ampliar,
modificar o suprimir las consultas y recopilaciones solicitadas (Figura 2.2)

Alo largo del curso, determine el impacto que tiene el campo de acuerdo al niimero de citas y la relacién con el curso que
tenga.

Query configuration for user 'hectorserrano’

Existing queries:

O 1 pubmed ‘phyotestrogens’ Phytoestrogen* [Al Fields) OR
phytoestrogen* [All Fields] OR coumestrol [All Fields) OR Estrogen
receptor [All Fields) OR Genistein [All Fields] OR Zearalonone

© 2 pubmed 'Sterold synthesis’ Sterold hormone [All Fields) OR
Aromatase [All Fields) OR Androgen* [All Fields] OR Progest* [All
Flelds)

O 3 pubmed "Placenta’ Placenta [All Fields] OR Steroldogenesis [All
Flelds] OR aromatase [All Fields) OR StAR [All Fields]

Action for selected query:  (C___8) (o)

New PubMed query:
Allas: [QueryAlas1 ] (replace with descriptive term)
search term search field ‘connector

C— (TR

(——) (R
——1

(avel) (Reser)

Type: gPubMed O PubMed Neighbour
0 Nucleotide o Nucleotide Neighbour

Terms: [T (G

Automatically generated on Fri Aug 16 01:56:29 2013 (EIRE)
For question or remarks, please e-mail pubcrawlerhelp@gmail.com.

Figura 2.2a. Ventana para especificar las revisiones y cambios.

(<[> ] U m Qhttp:IIpubcrawler.gen.ud.Ie/cgl-blnlpubcrawler_www.pl

Index of PubCrawler results:
phyotestrogens: 47 new hits today

.
« Steroid synthesis: 79 new hils today
* Placenta: 57 new hits today

[retrieval] [query box] [disclaimer and copyright]

800 hits after first visit for " Phybclmgnn (Al r-uq OR phyloestrogen® [All Fioids]
OR coumestrol [All Fiekis] OR Estrogen receplor [All Fiekis] OR Genistein (Al Fiokds]
OR Zearalonone

Warning: relrieved max number of #ems for this query!

< norease value of gotmax curenty 800) vis command-ins optin orin

o ool 4 o n ot st b Enes dt:

o nion LA, Wosthoff CL, Scocela B, Lemb EJ, Trabart B, Retsted Aricies
N1w| S, Moghissi KS.
Fortity drugs and ondom'lr-! cancer fisk: results from an extended follow-up of
ek nhmy

fod. 2073 A ‘A 13:. [Epub ahoad of prin]
P, 23543705 [PubMed - as supplied by publisher]

©2: Davis PJ, Mousa SA, Cody V, Tang HY, Lin HY. Related Articles
Small Molecule Homons or Homone-Lie Ligands of nlegrin Tavia:
Impiications for Cancer Coll Boh
Horm Cancer. 2 14:. [Epub shoad of print

PMID: 23943159 [Publod - as suppiad by publeher]

os: Autix i AcenFonmsan E, Oaroia-Segura L1 Ralated k\h:lu
d Effocts of Estrog
lnlhmfmhry Molecules by Astrocyles Emnd o e Insociiite Domeinoste.
Neurotox Res. 2013 Aug 14:. [Epub ahead of print]
PNID, 23043137 [Publiad - a5 supplied by publsher]

Figura 2.2b. Resultados acumulados por campo requisitado.
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El sitio le permite analizar un maximo de 800 citas que pueden ser modificadas en cantidad, forma (puede almacenar los rest-
menes de las diferentes citas recibidas, el resumen en formato gréfico, si estd disponible, etc). Cada 10 dias, se remueven las 100
citas més antiguas de cada uno de los campos de buisqueda requeridos. Sin embargo y con algunas limitantes, puede tener ac-
ceso a ellos utilizando la herramienta “PREVIOUS SEARCHES" que aparece una vez que ha accedido a los listados de resultados.

Actividades para reportar

A partir del portal de la Biblioteca 0 de PubMed, permita que al menos 10 revistas le envien su tabla de contenidos. Dentro de
ellas asegtirese de incluir Nature (varias de ellas ahora estan especializadas), Science y Nucleic Acids Research y para una lectura
ligera, Scientific American y La Recherche.

Haga una tabla en la cual muestre el nimero de articulos sobre el tema que selecciond y la frecuencia con la cual obtuvo
actualizaciones a lo largo del trimestre. Esta actividad sera evaluada y discutida en el grupo.
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Busqueda y analisis de bases de datos
Capitulo 3

Obtencion y analisis de secuencias de proteinas
utilizando un servidor en linea

En los laboratorios de investigacion en Genética Molecular, es necesario conocer los productos génicos con los que se estd
tratando, sobre todo si estdn asociados a patologias o caracteristicas morfoldgicas que pueden determinarse de manera simple.
Como se habia planteado desde el inicio del curso, se utilizardn marcadores moleculares asociados a diferentes patologias. En
una de ellas, el equilibrio hemodindmico proporcionado por la actividad de los receptores adrenérgicos se encuentra alterada.

Como producto del esfuerzo de la comunidad cientifica en conocer la secuencia de cada uno de los nuclectidos que confor-
man nuestro genoma, una gran cantidad de datos se han generado. Durante las Ultimas dos décadas, la informacion referente a
las secuencias de nuclectidos han dominado el escenario cientifico. Sin embargo, durante una buena parte del siglo pasado, la
funcion, regulacion y constitucion de las proteinas mantuvo ocupados a bioquimicos y fisiélogos de diversos campos.

Algunos de los mejores premios en Ciencia se otorgaron a grandes representantes del campo de estudio de las proteinas.
Pocas personas han recibido no uno sino dos premios Nobel por el impacto e importancia de sus investigaciones. El primer
premio Nobel de Linus Pauling sobre la estructura de una proteina fue seguido por el de Frederick Sanger sobre el desarrollo
de una metodologia para conocer la secuencia de aminodcidos de una proteina. Mientras Sanger obtuvo su segundo Nobel por
su metodologfa de secuenciacidn de ADN, Pauling lo obtuvo por su activismo a favor de la paz.

Las publicaciones de las secuencias de aminodcidos crecieron mucho antes de que se tuviese un acervo de secuencias
nucleotidicas importante. En ambos casos, la conformacion de bases de datos conteniendo informacidn estructural, de las se-
cuencias de aminodcidos, de las funciones y variaciones de las proteinas de diferentes sistemas celulares ha permitido el avance
de la investigacion con frentes, metodologias y estrategias basadas en la esencia de la investigacion basica.

Objetivo

En este ejercicio, haremos el andlisis de los diferentes receptores adrenérgicos que se presentan en el humano y se encuentran
depositadas en las bases de datos. El objetivo de este andlisis es determinar los participantes proteicos de este tipo de proteinas,
su alineamiento en cada aminodcido, las caracteristicas topograficas locales y la posible relacién filogenética existente entre ellas.

Desarrollo

En su buscador, ingrese la direccién http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html Esto desplegard la pagina
inicial de SwissProt and TrEMBL. En el segundo pdrrafo, active la liga UniProt Website lo que abrird la pagina de Uni-Prot en la
pestaia SEARCH (Figura 3.1).

Introduzca en la ventana de didlogo la palabra “Human adrenergic receptor” y pulse el botén SEARCH. Esto abrird una pagina
en la cual se encuentran diferentes proteinas asociadas. Marque los registros de las proteinas correspondientes a los diferentes
tipos de receptores adrenérgicos de humano. Al final de la revision de las paginas consta la busqueda, pulse el botén “RETRIEVE”.
En este momento, abrird la pestaiia “RETRIEVE" del servidor en la cual dentro de una ventana aparecen los identificadores de
las proteinas seleccionadas (Figura 3.2).

Maria Dolores Garcia Suarez/Héctor Serrano 21



Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
Casa abierta al tiempo

@ | (Q- swissprot

5\ DE)SF"AS\/ Home | Contact

UniProtKB/Swiss-Prot

s Porta Documents

UniProtKB/Swiss-Prot is the manually annotated and reviewed section of the UniProt Knowledgebase (UniProtKB).

Itis a high quality annotated and non-redundant protein sequence database, which brings together experimental results, computed features
and scientific conclusions.

Since 2002, itis maintai by the UniProt

andis via the UniProt website.

List of UniProtKB/Swiss-Prot (reviewed) entries.
Download - UniProt FTP sites.
Statistics.

Additional information:

« Why is UniProtkKB composed of 2 sections, UniProtKB/Swiss-Prot and UniProtKB/TrEMBL?
« Biocuration in UniProt.

« How do we manually annotate a UniProtKB entry?

« UniProt manual annotation program.

« UniProt general documentation.

« FAQ.

Around UniProtKB/Swiss-Prot

NextProt - Exploring the universe of human proteins.

Viralzone - A portal to viral UniProtKB/Swiss-Prot entries.

HAMAP - High-quality Automated and Manual Annotation of microbial Proteomes.
SwissVar - A portal to Swiss-Prot diseases and variants.

UniPathway - A metabolic door to UniProtKB/Swiss-Prot.

Enzyme - A repository of information relative to the nomenclature of enzymes.

Swiss-Shop - A service that allows you to automatically obtain (by email) new UniProtKB/Swiss-Prot entries relevant to your field(s) of
interest.

Protein Spotlight - One month, one protein.
Proteomics tools

Contactus

http/Avww.uniprot.org/contact

SIB Swiss Institute of Bloinformatics | Disclaimer Back to the Top

Figura 3.1a. Ventana del portal de inicio de Swissprot.

800
EE] @ @ [+ [ htp:/ jwww.uniprot.org/

UniProt

¢ | (@ swissprot

& M

Apple  4shared Yahoo! Google Maps Wikipedia Noticiasv Populares~ Flow.

Search Blast Align Retrieve 1D Mapping
Search in Query
(CProtein Knowledgebase (UniProtkB) |+ | Advanced Search »
WELCOME 5]

NEWS
The mission of UniProt is to provide the scientific community with a
comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence
and functional information.

UniProt release 2013_08 - Jul 24, 2013
Girls just want to have IFNE | Cross-references to GeneWiki |
Changes to cross-references to GlycoSuiteDB to UniCarbKB |

What we provide Removal of cross-references to GermOnline

UniProtkB > Statistics for UniProtkB:

Protein knowledgebase, consists of two sections:
 Swiss-Prot, which is manually annotated and
reviewed.
7 TEEMBL, which is automatically annotated and is
not reviewed.
Includes complete and reference proteome sets.

UniRef Sequence clusters, used to speed up sequence similarity
searches.
UniParc Sequence archive, used to keep track of sequences and

their identifiers.

Supporting data | Literature citations, taxonomy, keywords, subcellular
locations, cross-referenced databases and more.

Getting started

Text search
Sequence similarity searches (BLAST)
Sequence alignments

Batch retrieval

Database identifier mapping (ID Mapping)

© 2002-2013 UniProt Consortium | License & Disclaimer | Contact

Swiss-Prot - TEEMBL
> Forthcoming changes
> News archives
W Follow @uniprot | 648 followers |

SITE TOUR

Leamn how to make best use of the tools and data on this site.

PROTEIN SPOTLIGHT

the root of the problem
July 2013

There is not one living being on earth that doesn't need to eat.
And we all go about it in the most ingenious ways. Humans go
hunting in supermarkets. Dogs wait for food to appear in their
bowls. Mosqitoes suck blood. Plants seep in light...

% g9

Figura 3.1b. Arranque del sitio UniProt.
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Figura 3.2a. Listado resultante de la busqueda de receptores adrenérgicos.
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Figura 3.2b. Depuracion para humanos de UniProt.

Pulse el boton "ALIGN” localizado en el extremo inferior derecho de la pantalla. Esto abrird la pestana correspondiente en el
servidor. Si el niimero de selecciones es pequefio, se abrird un cuadro que contiene el codigo de una letra de los aminocidos
que forman las proteinas (Figura 3.3).

Al término de la revision, la pestaiia correspondiente se activa y muestra el alineamiento que tienen las diferentes proteinas
seleccionadas. El programa de alineamiento presenta un algoritmo que optimiza la “llamada” del aminoacido y, cuando no existe
un alineamiento adecuado, inserta un guion. En este punto es importante hacer notar las herramientas de analisis disponibles en
la zona derecha del inicio de la secuencia alineada. En esta herramienta es posible localizar los diferentes tipos de aminodcidos
o la presencia de modificaciones y dominios. En ejemplo mostrado en la figura 3.3, se ha pedido la localizacién de los dominios
transmembranales que se ha resaltado en amarillo.

Si activa las ventanas de las caracteristicas de los aminoacidos (polares, pequerios, hidrofdbicos, etc) se irdn marcando en

diferentes colores los aminodcidos que cumplan con los requisitos. Todo esto permitira hacer el andlisis de las diferentes regiones
que conforman las proteinas y que podrian estar asociadas con la funcion.
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Aigament

Figura 3.3a. Ventana de alineamiento.

Figura 3.3b. Dominios transmembranales del extremo amino terminal de los receptores adrenérgicos humanos.

Actividades para reportar

Utilizando el alineamiento del receptor adrenérgico humano, identifique los residuos hidrofébicos, dominios polares, variantes y
sitios de glicosilacion. Identifique los residuos de aminodcidos polares pequefios, de lipidizacién y los dominios funcionales que
pueda presentar el receptor.

Haga un andlisis similar utilizando por separado los diferentes tipos de receptores adrenérgicos resaltando las posiciones
donde tenga homologia.

Repita el andlisis utilizando las secuencias de Calpaina 10 humana y los receptores estrogénicos humanos.
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Actividad 2

Analisis de homologia y evolucion de grupos proteicos

Ademés de comparar e ingresar nuevas secuencias, la labor de los investigadores requiere el conocimiento de las alteraciones
que puedan presentarse en una proteina o enzima que afecta una funcién particular de la célula o tejido que se estd estudiando.
El estudio detallado de este tipo de alteraciones y que se realizé durante una buena parte del siglo XX, se ha facilitado por el
empleo de las metodologias de ADN recombinante y el posterior desarrollo de algoritmos que permiten su alineamiento, como
lo vimos en la actividad anterior.

Es posible seguir el camino evolutivo o divergente de una proteina o familia proteica utilizando la informacion contenida en
su propia constitucion. El marco tedrico en el cual se encuadra la presuncion bésica es que si cada una de las proteinas realiza una
funcion especifica en un organismo determinado, en el origen de ella, el proceso de mutacion que afecta al gen que la codifica
podria haber afectado una regién no importante para la funcién de la proteina. Si al mismo tiempo el gen codificante se duplicd,
el efecto de estas mutaciones y la seleccidon natural en cada uno de los genes seria diferente: mientras uno fuese fuertemente
seleccionado para sufrir cambios en lugares diferentes al sitio activo o de importancia para la funcion proteica, el otro tendria una
presion de seleccion menor. La acumulacion de los cambios en cada uno de los genes a lo largo de la historia evolutiva permitiria
que si bien se mantienen caracteristicas similares, existan diferencias que permitan no solo distinguir los genes que codifican a
estas dos proteinas, sino de las mismas proteinas que permitirian identificarlas como distintas.

Uno de estos escenarios podria implicar, por ejemplo, que una mutacion interna en la region codificante de un exon en-
samblara un codén de término. La proteina producto de este gen seria més corta que la proteina homdloga. Si el residuo de la
proteina alterada implica, por ejemplo una region de regulacidn alostérica, esta version de la proteina no responderia a este tipo
de regulacion, por lo que la funcién serfa diferente o se llevaria a cabo en un lugar diferente.

Mediante el uso de las herramientas desarrolladas a partir de las bases de datos, es posible hacer una estimacidn y simula-
cion de este tipo de eventos.

Objetivo

El objetivo de esta actividad es mostrar la forma de analizar las relaciones entre diferentes miembros de las familias proteicas
Cuyas secuencias se encuentran depositadas en los bancos de secuencias como UniProt.

Desarrollo

En la pagina inicial de SwissProt (http://www.uniprot.org ) direccione hacia la pagina de busqueda (SEARCH del punto 3 de la
actividad anterior) introduzca “Human Adrenergic Receptor” en el cuadro de didlogo; despliegue el cuadro de ment de la base
de datos localizada a la izquierda del cuadro de didlogo y seleccione “SEQUENCE CLUSTERS (UniRef)" como base de datos para
la bisqueda (Figura 3.4a). Pulse el botén SEARCH para desplegar la hoja de resultados en la pestafia SEARCH.
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Getting started

o Textsearch
« Sequence similarity searches (BLAST)

« Sequence alignments

« Batch retrieval

« Database identiier mapping (ID Mapping)

Learn how to make best use of the tools and data on this site.

PROTEIN SPOTLIGHT

the root of the problem
July 2013
® There is not one living being on earth that doesn' need to eat.
® And we all go about it in the most ingenious ways. Humans go
. hunting in supermarkets. Dogs wait for food to appear in their
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o0

bowls. Mosquitoes suck blood. Plants seep in light...

Figura 3.4a. Ventana de inicio de busqueda con el ment desplegado.
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Figura 3.4b. Resultados agrupados bajo el criterio UniRef.
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TS TUCT DT T T T T T T T
Chinchilla lanigera (Long-tailed chinchilla) (C... (1)
Cavia porcellus (Guinea pig) (5)

Capromys pilorides (Desmarest's hutia) (Isodon... (1)
brocoma bennettii (Bennett's chinchilla rat) (2)

.. Cuniculus (2)

Cuniculus i paca) (Agouti... (1)
.............................. Cuniculus paca (Lowland paca) (Agouti paca) (1)
idae (Old World @
Trichys (long-tailed porcupine) (1)
h (Asian brush-tailed porcupine) (1)
@ ........................... Ctenomyidae (tuco-tucos) (3) B
[ gliroides in degu) (2) |
Cluster: Alpha-28 adre Ctenomys i (Bolivian tuco-tuco) (1)
. [t spiny rats) (2)
Published July 24, 2013 y (Armored rat) (Echimys gymnurus) (1)
. Echimys chrysurus (White-faced spiny tree rat) (1)
Buitt on seed UPI00 (African mole-rats) (5) ol
. Heterocephalus glaber (Naked mole rat) (3) I
Y Cryptomys is (D mole rat) (Fuk... (1)
i%: Fllter - Members - Seq suillus (Cape dune mole rat) (1) I
Sciurognathi (37)
Fil ‘amias striatus (Eastern chipmunk) (1)
Filter 1 ... Ctenodactylus gundi (Northern gund) (1) L
1-250f236 from 1! Dipodidae (jerboas) (11)
naso (Long d jerboa) (1)
Dataset . Dipodinae (8)
UniProt (236) B telum (1) (
i i (L 's jerboa) (1)
... Dipus sagitta (Northern three-toed jerboa) (2)
Members jaculus (4)
| .. Jaculus jaculus (Lesser Egyptian jerboa) (3) £l
Cluster Jaculus blanfordi (1) P
{ Cardiocraniinae (2)
] P18089 Salpingotus kozlovi (1)
Cardis i [88]
uroidea (24)
8 ARUS0 . Calomyscus mystax (Afghan mouse-like hamster) (1)
= G3RMWE . Nesomyidae (6)
- Steatomys sp. Gautuni (1)
Petromyscus sp. RWM-2011 (1)
o H2P540 ... Nesomyinae (4)
{ Maci ingens (greater big-footed mouse) (1)
e G7PMQ1 antimena giant rat) (1)
] sscnss—— Eliurus sp. C24 (1)
o F7IPN4 albicauda (White-tailed rat) (1)
. Muridae (10)
Acomys (spiny mice) (2)
a UPI0002655ESA . Acomys russatus (Golden spiny mouse) (Acomys lewisi) (1)
.. Acomys cahirinus (Cairo spiny mouse) (1)
o UPI00027FB33B Murinae (6)
.. Mus musculus (Mouse) (4)
=] UPI00027431CF Rattus gicus (Rat) (1)
Otomys is (Angoni viei rat) (1)
0 UPIODO27FAEBB | weeeeeeeerssssssmssninans Gerbillinae (gerbils) (2)
Meriones jian jird) (Mongoli... (1)
.. Dipodillus dasyurus (Wagner's dipodil) (1)
8 @33002 icetidae (7)
Neotominae (2)
= UP10000047181 (Oldfield mouse) (1)
.. Neotoma fuscipes (Dusky-footed woodrat) (1)
e Q38PTO Arvicolinae (2)
.. Myodes glareolus (Bank vole) (Clethrionomys.... (1)
0 Q9GLO6 .. Microtus socialis (Social vole) (1)
Cricetinae 3)
= .. Mesocricetus auratus {Golden hamster) (2)
- GTNANE .. Cricetulus griseus (Chinese hamster) (Cricetulu... (1)
Primates (17)
=) QowsDs tolemur garnettii (Small-eared galago) (Garnet... (2)
miiformes (15)
e M3X1F7 Catarrhini (11)
... Cercopithecinae (4)
o Q8GL17 G solatus (S iled monkey) (1)
| Macaca @)
A F7IPR3 e Macaca mulatta (Rhesus macaque) (2)
Macaca fasci (Crab-eating macaque) (Cyno... (1)
- ... Hominoidea (7)
S GS5CVRE . Hylobates lar (Common gibbon) (White-handed gibbon) (1)
. Hominidae (6)
3] UPI0002C58146 Pongo abelii (Pongo pygmae... (1)
Homininae (5)
o UPI0003346C07 Corilla gorilla gorilla (Lowland gerilla) (2)
lomo sapiens (Human) (3)
a) G5CVT7 yrrhini (New World )
... Callithrix jacchus (White-tufted-ear marmoset) (2)
- QBHXM4 .. Ateles (2)

Figura 3.4c. Receptores adrenérgicos y la seleccion del filtro para primates.

En esta pestaria, se encontraran los grupos de proteinas agrupadas en relacion a la identidad de los residuos de aminodcidos y
longitud de la homologia (Figura 3.4 b). Active la liga que aparece como “UniRef50_ P18089" que abrird la pagina de resultados
parciales. En el listado del filtro, seleccione “PRIMATES” y active el boton “FILTER” para mostrar solamente los resultados de los
diferentes primates con que cuenta la base de datos. (Figura 3.4 ¢)

Cuando aparezca la pagina de resultados, active el botdn “ALIGN" para obtener los resultados con el algoritmo CLUSTALW
para andlisis de grupos (cluster analysis). Este algoritmo evaltia el grado de identidad, homologia y regiones de cambio. Para ver
los detalles de las distancias euclideanas entre los diferentes nodos, utilice la herramienta “TREE” que se encuentra al inicio de la
zona de alineamiento (Figura 3.5). Coloree los diferentes tipos de aminodacidos y obtenga las relaciones filogenéticas y distancias
entre las diferentes proteinas.
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You may add additional sequences to this alignment (im FASTA format)

Guide tree
F25098
Q55F73  QS9F7T3_HUMAN
P18083 ]
08913  ADA2A_HUMAN
I-| P18825  ADA2C_HUMAN
D6RGLO  DGRGLO_HUMAN
P25100 HUMAN
|_ 02320  B0ZBED_HUMAN
P35368
| B02BD3  BOZBD3_HUMAN
P35348  ADALA_HUMAN
EJEWL6  E7EW16_HUMAN
— (BBX6M1  BEXEN1 HUMAN
mﬂ: ADRB3_HUMAN
(6MD  BSK6NU_HUMAN
P07550  ADRB2_HUMAN
PO8588  ADRB1_HUMAR

Job information

Query sequences

>sp|P35348 | ADA1A_HUMAN Alpha-lA adrenergic receptor OS=Homo sapiens GN=ADRALA PE=1 SV=2
MVFLSCGHASDSSNCTQPPAPVNISKAILLGVILGGLILFGVLGNILVILSVACHRHLHSV
THYYIVNLAVADLLLTSTVLPFSAIFEVLCYWAFGRVFCNIWAAVDVLCCTAS IMGLCIT
SIDRYIGVSYPLRYPTIVTY LCVWALSLVIST QF ICQINE
EPGYVLFSALGSFYLPLAI ILVMYCRVYV RSGL TLRIHRKN

'SVRLLKF ARTLGIVVGCFVLCWLPFFLVMPIGSFFFD
FRPSETVFKIVFWLGYLNSCINPIIYPCSSQEFKXAFQNVLRIQCLCRRQSSKHALGYTL

I I VCEWKF ITVSKDQSSCT
TARVRSKSFLOVCCCVGPSTPSLOKNHQVPTIKVHTISLSENGEEV
>8p|POBY13|ADR2A_HUMAN Alpha-2A adrenergiec receptor OS=Homo sapiens GN=ADRAZA PE=1 SV=3
MGSLO! YSLOVTLTLVCLAGLLMLLTVFGNVLVIIAVET
SRALFAPQONLFLVSLASADILVATLVIPFSLANEVMGYWYFGRAWCE IYLALDVLFCTSS
IVHLCATSLDRYWS ITQATEYNLERTPRRIKAT ITTVWVISAVISFPPLISIERKGGGEG
PQPAEPRCEINDOKWYVISSCIGSFFAPCLIMILVYVRIYQIAKRRTRVPPSRRGPDAVA

PLPTQLX DL

JVEPG GIGT
RWRGRONREKRFTTVLAVVIGVEVVCWFPFFFTYTLTAVGCSVPRTLFRFFFWFGYCRSS
LNPVIYTIFNHDFRRAFKKILCRGDRXRIV

Figura 3.5a. Ventanas de relacion filogenética euclideana.
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" http://www.uniprot.org/align/2013081560XULBSRNG.dnd

sp|P25098 | ARBK1_HUMAN:0.0263889

'
tr|Q59F73|Q59F73_HUMAN:0.0263889
}:0.417971

.

(

(
sp|P18089 |ADA2B_HUMAN:0.271585

.

(
sp|P08913 |ADA2A HUMAN:0.262917

'
(
sp|P18825|ADA2C_HUMAN:0.0427807

’
tr|D6RGLO | DERGLO_HUMAN: 0.0427807
):0.220137

):0.00866759

):0.111746

p|P25100 | ADAL1D_HUMAN: 0

x|BOZBEO |BOZBEO_HUMAN: 0
:0.270575

p|P35368|ADALB_HUMAN:0.258446
r|B02BD3 |B02BD3_HUMAN:0.0232647

,
(
(
(
8
’
t
)
’
(
8
,
(
t
’
(
sp|P35348 | ADA1A_HUMAN:0.00468384
'

tr|ETEW16 |[ETEW16_HUMAN:0.00468384
):0.0185808

):0.235181

}:0.0121288

}:0.0917689

r|BE8X6EN1|B8X6N1_HUMAN:0.00183824

p|P13945|ADRB3_HUMAN:0.00122549

r |BSXENO |BSX6NO_HUMAN:0.00122549
:0.000612745
:0.28125

p|P07550 | ADRB2_HUMAN:0.256659

p|P08588 | ADRB1_HUMAN:0.256659
:0.0264297
:0.0792553
:0.0209878
:0.0610283

S e —— 0~ 0~ —— =~ 0 ~~ o~~~

Figura 3.5b. Resultado numérico para la distancia entre los nodos para el mapa.

Actividades para reportar

Haga un anélisis similar al que se mostro en la actividad 1 pero utilizando los receptores alfa y beta adrenérgicos por separado.
Utilizando los resultados del arbol filogenético de CLUSTALW, indique el posible origen de cada tipo de receptores y las posibles
razones que pudieron haber originado los diferentes tipos y variedades.

Haga un andlisis similar al ejercicio 2 para los receptores adrenérgicos alfa y beta por separado incluyendo el grupo de los
mamiferos. Coloree e imprima los resultados que obtenga al activar las regiones conservadas. Con los datos del drbol filogenéti-
co, indique la distancia que existe entre el humano y los roedores, en particular con la rata de laboratorio.

Utilizando esta herramienta, analice los siguientes marcadores: PPAR alfa, PPAR gamma y CAPN10.
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Capitulo 4

Simulacién de la estructura de genes a partir
de la secuencia de aminoacidos

En la mayoria de los casos, la obtencion de un gene proviene de la secuencia de aminoécidos de un fragmento de la proteina
que nos interesa. Actualmente, el uso de las herramientas bioinformaticas nos permiten no sélo hacer la buisqueda de la proteina
que nos interesa, sino también determinar el grado de conservacion que presenta en diferentes organismos, como se hizo en
el ejercicio de la sesion 3.

Partiendo del hecho que se conoce la proteina que se pretende estudiar, el andlisis experimental puede hacerse utilizando
una estrategia definida. Si quisiéramos hacer un mapeo fino de la proteina para determinar los pardmetros basicos de su funcion,
por ejemplo debida a la presencia de un dominio de aminodcidos polares que le den un dominio hidrofilico con una estructura
tridimensional especifica para que se exponga un residuo lateral de serina del cual depende la funcion, una estrategia adecuada
seria clonar especificamente o de manera restringida la region en cuestion y expresarla en cantidades abundantes o de manera
constante para realizar los experimentos en cantidad y niimero necesario para obtener resultados confiables.

Usualmente, la clonacion de genes o fragmentos de genes requiere el uso de sitios de restriccion especificos tanto en el ve-
hiculo molecular (plasmido, bacteriofago, cosmido, etc.) por lo que es necesario conocer el sitio potencial de clonacién asi como
aquellas enzimas de restriccion que pueden ser utilizadas en el andlisis o mapeo fino del gene y asi disefar alelos modificados
(mutantes), que carezcan de una region (con deleciones) o que contengan un coddn de paro al inicio que evite ser traducido.

Objetivo

Que el alumno pueda desarrollar una estrategia de investigacion de un gen a partir del conocimiento de su secuencia de ami-
noécidos

Desarrollo

Obtenga la secuencia de la proteina aromatasa de la oveja (Cytochrome p450 19A1) utilizando el cddigo de acceso NP_001116472
en la base de datos PROTEIN del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein Fig 4.1) 0 Q9XS28 de UniProt (http://www.uniprot.

org Fig 4.2).
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Home - Protein - NCBI
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Protein (Protein =]
Advanced Help
Protein
The Protein database is a collection of sequences from several sources, including transtations from
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function.
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Figura 4.1a. Ventana de acceso a Protein del NCBI.
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Protein (Protein ;.;q\ m
Advanced Help
Risolay Setfings; () GenPept Change region shown e
cytochrome P450 19A1 [Ovis aries] -
Customize view &

NCBI Reference Sequence: NP_001116472.1
EASTA  Graphics

Analyze this sequence
Run BLAST
Locus NB_001116472 503 aa linear MAM 18-APR-2013 \dentify Conserved Domains.
DEFINITION cytochrome P450 19A1 [Ovis aries].
ACCESSION  NP_001116472 Highlight Sequence Features
VERSION NP_001116472.1 GI:172088165 Find in this Sequence
DBSOURCE REFSEQ: accession NM_001123000.1
KEYWORDS RefSeq.
SOURCE Ovis aries (sheep) e
ORGANISM Ovis aries Articles about the CYP19 gene |
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Aromatase immunoreactivity in fetal
Mammalia; Butheria; L iatheria; Cetartiodactyla; i ia; ovine neuronal ct[Eur J Histochem. 2009]
Pecora; Bovidae; Caprinae; Ovis.
REFERENCE 1 (residues 1 to 503)
AUTHORS Roselli,C.E. and Stormshak,F.

The ovine sexually dimorphic nucleus,
aroma [J Steroid Biochem Mol Biol. 2010]

TITLE The ovine sexually dimorphic nucleus, aromatase, and sexual partner DNA methylation and chromatin
preferences in sheep accessibility of th [Mol Reprod Dev. 2008]
JOURNAL  J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 118 (4-5), 252-256 (2010)
PUBMED 19883759 Seeall...
REMARK ~ GeneRIF: The study used the domestic ram to study the role of
aromatase for the sexual differentiation of the brain in this long
gestation species and, in particular for the development of |dentical proteins for
male-typical sexual partner preferences. NP_001116472.1

Review article e .
REFERENCE 2 (residues 1 to 503) RecName: Full=Cytochrome P4¢[Q6Y121)

AUTHORS ~ Mura,A., Gadau,S., Lepore,G., Balzano,F., Zedda,M., Mura,E. and aromatase cytochrome P450 [AAN23836]

Farina,V.
TITLE Expression and distribution of P450-aromatase in the ovine RecName: Full=Cytochrome P4[Q0X$28]
hypothalamus at different stages of fetal development Seeall

JOURNAL ~ Neuro Endocrinol. Lett. 31 (5), 690-699 (2010)

PUBMED 21173749

REMARK  GeneRIF: In conclusion, the sheep can be included among the species
in th thal

where is highly e b during the Reference sequence
whole period of sexual differentiation. information
REFERENCE 3 (residues 1 to 503) RefSeq mRNA
AUTHORS Lepore,G., Gadau,S., Mura,A., Zedda,M. and Farina,V. See reference mRNA sequence for the
TITLE Aromatase immunoreactivity in fetal ovine neuronal cell cultures CYP19 gene (NM_001123000.1).

exposed to oxidative injury
JOURNAL Eur J Histochem 53 (4), E28 (2009)
PUBMED 22073360

REMARK ~ GeneRIF: Aromatase immunoreactivity in fetal ovine neuronal cell More about the gene CYP19
cultures exposed to oxidative injury. CYP19 gene
REFERENCE 4 (residues 1 to 503) Also Known As: CYP19A1
AUTHORS Vanselow,J., Selimyan,R. and Furbass,R.
TITLE DNA methylation of placenta-specific Cypl9 promoters of cattle and
sheep - G
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Figura 4.1b.

esplegado de la aromatasa de oveja.
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Figura 4.2a. Venatana de acceso a UniProt.
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© Send feedback
© Read comments (0) or add your own

 texc | xm | rdt/xml | off | fastal

Names and origin

Protein names Recommended name:
Cytochrome P450 19A1
EC=1.14.14.1
Alterative name(s):
Aromatase
CYPXIX
Cytochrome P-450AROM
Estrogen synthase

Name:  CYP19A1
Synonyms:CYP19

Gene names
Organism Ovis aries (Sheep)
Taxonomic identifier 9940 [NCBI)

Taxonomic lineage

Protein attributes

Eukaryota » Metazoa » Chordata » Craniata » Vertebrata » Euteleostomi » Mammalia » Eutheria » Laurasiatheria » Cetartiodactyla »
Ruminantia » Pecora » Bovidae » Caprinae » Ovis**!

503 AA.
Complete.
Evidence at transcript level

Sequence length
Sequence status
Protein existence

General annotation (Comments)

Function
Catalytic activity
Cofactor

Subcellular location

Heme group (BZSmamy).
Membrane; Peripheral membrane protein.

Sequence similarities Belongs to the cytochrome P450 famiy.

Catalyzes the formation of aromatic C18 estrogens from C19 androgens.
RH + reduced flavoprotein + Op = ROH + oxidized flavoprotein + Hy0.

Figura 4.2b. Desplegado de la aromatasa de oveja.

Maria Dolores Garcia Suarez/Héctor Serrano

35



m Universidad Auténoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

En cualesquiera de los casos que hubiese seleccionado, active la liga para obtener la secuencia en formato FASTA (Figura 4.3)
Seleccione la secuencia de aminodcidos de la proteina y copiela en un archivo de Word o wordpad. El archivo que obtenga de
UniProt requiere que elimine los nimeros de los aminodcidos y los espacios que separan los grupos.

Historial Favoritos Ventana Ayud
cytochrome P450 19A1 [Ovi

s aries] - Proten - NCBI

ehtt :/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1720881657report=fasta

Protein | Protein Q‘ |
Advanced
Display Settings: (v] FASTA Send to:

cytochrome P450 19A1 [Ovis aries]

NCBI Reference Sequence: NP_001116472.1
GenPept  Graphics

>gi|172088165|ref|NP_001116472.1| cytochrome P450 19Al [Ovis aries])
MLLEVLNPREYNVTSMVSEVVPIASIAILLLTGFLLLVWNYEDTSSIPGPSYFLGIGPLISHCRFLWMGI
GSACNYYNKMYGEFMRVWVCGEETLIISKSSSMFEVMKESHYISRFGSKLGLQFIGMEEKGIIFNNNPAL
WKAVRPFFTKALSGPGLVRMVTICADSITKELDRLEEVCNDLGYVDVLTLMRRIMLDTSNILFLGIPLDE
SAIVVKIQGYFDAWQALLLKPDIFFKISWLCRKYEKSVKDLKDAMEILIEEKRERISTAEKLEDCIDFAT
ELIFAEKRGELTKENVNQCILEMLIAAPDTMSVSVFFMLFLIAKEPQVEEAMMREIQTVVGERDIRIDDM
QKLKVVENFINESMRYQPVVDLVMRKALEDDVIDGYPVKKGTNIILNLGRMERLEFFPKPNEFTLENFAK
NVPYRYFQPFGFGPRACAGKY IAMVMMKVILVTLLRRFEVQTLQGRCVEKMOKKNDLSLEPDETSDRLEM
IFIPRNSDKCLEC

Figura 4.3a. Ventana que muestra la secuencia en lenguaje FASTA de la base PROTEIN NCBI.

Cytochrome P450 19A1 - Ovis aries (Sheep)

f\(\

\ <> | |Z\ \g\ + | http://www.uniprot.org/uniprot/Q9XS28 CW (Q~ Google
&9 [1] HH# Apple 4shared Yahoo! Google Maps kipedia Noticias v D v Flow

us: Names - Attributes - General annotation - Ontologies - Sequence annotation - Sequences - References - Cross-refs - Entry info - Documents

Sequences
Sequence Length Mass (Da) Tools
) Q9XS28 [UniParc). FASTA 503 57,970 [Blast =)

Last modified November 1, 1999. Version 1.
Checksum: FASFC7510691B3D8

10 20 30 40 50 60
MLLEVLNPRH YNVTSMVSEV VPIASIAILL LTGFLLLVWN YEDTSSIPGP SYFLGIGPLI

70 80 90 100 110 120
SHCRFLWMGI GSACNYYNKM YGEFMRVWVC GEETLIISKS SSMFHVMKHS HYISRFGSKL

130 140 150 160 170 180
GLQFIGMHEK GIIFNNNPAL WKAVRPFFTK ALSGPGLVRM VTICADSITK HLDRLEEVCN

190 200 210 220 230 240
DLGYVDVLTL MRRIMLDTSN ILFLGIPLDE SAIVVKIQGY FDAWQALLLK PDIFFKISWL

250 260 270 280 290 300
CRKYEKSVKD LKDAMEILIE EKRHRISTAE KLEDCIDFAT ELIFAEKRGE LTKENVNQCI

310 320 330 340 350 360
LEMLIAAPDT MSVSVFFMLF LIAKHPQVEE AMMREIQTVV GERDIRIDDM QKLKVVENFI

370 380 390 400 410 420
NESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNLGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK

430 440 450 460 470 480
NVPYRYFQPF GFGPRACAGK YIAMVMMKVI LVTLLRRFHV QTLOGRCVEK MQKKNDLSLH

0 500
PDETSDRLEM IFIPRNSDKC LEC

« Hide

Figura 4.3b. UniProt.
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Abra el servidor del sitio GeneDesign en la URL http://54.235.254.95/gd/ que lo llevard al menu de operaciones del sitio. Selec-

cione la opcion “REVERSE TRANSLATION" que abre la ventana correspondiente (Figura 4.4).

» OO0 GeneDesign

(<[> |[2][O] [+ ] nttp://54.235.254.95/gd/

design a gene

GENE

DSIGN

reverse Py "
translation restriction site short sequence
5 addition addition
now FASTA friendly
codon restriction site short sequence
juggling subtraction subtraction
new algorithm, new visualization improved algorithm improved algorithm
codon bias restriction enzyme
graphing filter
all new and FASTA friendly more enzymes, more criteria

gen?’;alf‘:lscu vector
all new and FASTA friendly fiter

email: notadoctor@jhmi.edu report an error

get the paper

download the source from github

¢ | (Q~ Google

read the manual

Building Block Design
(restriction site overlap)

Building Block Design
(USER overlap)

Building Block Design
(constant length overlap)

sequence
analysis

ambiguous sequence
translation

random nucleotide
sequence generation

need the old GeneDesign?

3.0 Rev 12/07/09

Figura 4.4a. Ventana de ingreso a Gene Design.

& OO0 CeneDesign: Reverse Translation

that you specify.
Please Note:

«If you input a codon table the pulldowns will be ignored.
«Please use T instead of U in the codon table.
See the manual for more information.

Reverse Transla

To use this module you need at least one amino acid sequence and an organism name or codon table.
You can paste in FASTA amino acid sequences. All amino acid sequences will be reverse translated to nucleotides using the codon definitions

«The default codon in each pulldown menu is the most optimal codon for expression in the organism you select.

nter your amino acid sequence:

MLLEVLNPRHYN LLTGFLLLY ISHCRFLWMGI
SAC GEETL GLQI

WKAVRPFFTKALSGPGLVRMVTICADSITKHLDRLEEVCNDLGYVDVLTLMRRIMLDTSNILFLGIPLDE
SAIVVKIQGYFDAWQALLLKPDIFFKISWLCRKYEKSVKDLKDAMEILIEEKRHRISTAEKLEDCIDFAT
ELIFAEKRGELTKENVNQCILI

QKL QPVVDLVMRKALE NLGRMHRLI LENFAK
NVPYRYFQPFGFGPRACAGKYIAMVMMKVILVTLLRRFHVQTLQGRCVEKMQKKNDLSLHPDETSDRLEM

IFIPRNSDKCLEC]
4
Select Your Organism: Or paste a table of codons here
Os. cerevisize OE. coli OH. sapiens (example: A GCT):
OC. elegans O D. melanogaster (B. subtilis
stp (*) [TAA TS Met () [ATG %
Ala (a) [GCA % Asn (N) [AAC %
cys () [TGC % Pro (p) [CCA %
Asp (D) [GAC [+ Gln (@) (car &)
clu () [GAA 5 Arg (R) [AGA %
Phe (F) [TTC 1% ser (s) [AGC [%
cly (6) [(GGA % Thr (T) [ACA [+
His () [CAC[% val (V) [GTA %
11e (1) (ATA9) Trp (W) [TGG %
1ys (x) (AaATE) Tyr (¥) [TAC %
Leu (r) [CTA[S
J

Figura 4.4b. Herramienta REVERSE TRANSLATION con la secuencia FASTA de la aromatasa ovina.
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En esta nueva pestaria, se encuentra un encabezado con inscripciones simples y una ventana de didlogo en el cual debe
pegar el archivo FASTA que hizo en Word o wordpad. En este sitio, puede seleccionar las caracteristicas de los codones preferen-
ciales que son utilizados en algunos de los modelos celulares més utilizados sin embargo, tiene la capacidad de utilizar los de la
especie con la que se estd trabajando. Para una referencia sobre los codones mas utilizados en diferentes especies, puede consul-
tar el articulo Sharp. PM, Cowe E, Higgins DG, Shields DC, Wolfe KH. Wright F. Codon usage patterns in Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogaster and Homo sapiens; a review of the
considerable within-species diversity. Nucl. Acids Res. 16:8207-8211. 1988. Disponible en la URL http://www.ncbi.nim.nih.gov/
pmc/articles/PMC338553/pdf/nar00159-0016.pdf

Seleccione “H. sapiens” para el andlisis. Pulse el boton “REVERSE TRANSLATE” lo que traerd una ventana en la cual se tiene
la secuencia de nucledtidos que tendria el mRNA que codificaria para la proteina. Guarde esta secuencia en un archivo con
formato FASTA.

Regrese a la pagina de resultados y pulse el boton “SEQUENCE ANALYSIS” lo que traerd una ventana en la cual estd en una
ventana simple la secuencia del mRNA que obtuvo, dos mapas verticales en el cual se indican los sitios de restriccidn que estan
presentes en el gene que codifica a este mRNA y uno més en el cual se encuentran las posibles pautas de lectura que pueden
codificar a la proteina (ORF del inglés Open Reading Frame). En el espacio lateral se encuentra un listado de los sitios de res-
triccion que no se encuentran en las ORF del gen que codificaria para la proteina (Fig 4.5). Guarde toda esta informacion en un
documento que pueda visualizar posteriormente.

[®& 0 O GeneDesign: Reverse Translation
[«[> ][ 2] [©] [+]@ nttp://54.235.254.95/cgi-bin/gd/gdRevTrans.cgi ¢ ) (@~ Google )
&3 [J] i Apple d4shared Yahoo! Google Maps ikipedia Noticias v D v Flow

Reverse Translation

Your amino acid sequences have been successfully reverse translated to nucleotides.
See the manual for more information.

Your reverse translated nucleotide sequences:

ATGCTACTAGAAGTACTAAACCCAAGACACTACAACGTAACAAGCATGGTAAGCGAAGTAGTACCAATAGCAAGCATAGCAATACTACTACTAACAGGATTCCTACTACTAGT
ATGGAACTACGAAGACACAAGCAGCATACCAGGACCAAGCTACTTCCTAGGAATAGGACCACTAATAAGCCACTGCAGATTCCTATGGATGGGAATAGGAAGCGCATGCAAC
TACTACAACAAAATGTACGGAGAATTCATGAGAGTATGGGTATGCGGAGAAGAAACACTAATAATAAGCAAAAGCAGCAGCATGTTCCACGTAATGAAACACAGCCACTACAT
AAGCAGATTCGGAAGCAAACTAGGACTACAATTCATAGGAATGCACCAAAAAGGAATAATATTCAACAACAACCCAGCACTATGGAAAGCAGTAAGACCATTCTTCACAAAAG
CACTAAGCGGACCAGGACTAGTAAGAATGGTAACAATATGCGCAGACAGCATAACAAAACACCTAGACAGACTAGAAGAAGTATGCAACGACCTAGGATACGTAGACGTACT
AACACTAATGAGAAGAATAATGCTAGACACAAGCAACATACTATTCCTAGGAATACCACTAGACGAAAGCGCAATAGTAGTAAAAATACAAGGATACTTCGACGCATGGCAAG
CACTACTACTAAAACCAGACATATTCTTCAAAATAAGCTGGCTATGCAGAAAATACGAAAAAAGCGTAAAAGACCTAAAAGACGCAATGGAAATACTAATAGAAGAAAAAAGA
CACAGAATAAGCACAGCAGAAAAACTAGAAGACTGCATAGACTTCGCAACACAACTAATATTCGCAGAAAAAAGAGCAGAACTAACAAAAGAAAACGTAAACCAATGCATAC
TAGAAATGCTAATAGCAGCACCAGACACAATGAGCGTAAGCGTATTCTTCATGCTATTCCTAATAGCAAAACACCCACAAGTAGAAGAAGCAATGATGAGAGAAATACAAACA
GTAGTAGGAGAAAGAGACATAAGAATAGACGACATGCAAAAACTAAAAGTAGTAGAAAACTTCATAAACGAAAGCATGAGATACCAACCAGTAGTAGACCTAGTAATGAGAA
AAGCACTAGAAGACGACGTAATAGACGGATACCCAGTAAAAAAAGGAACAAACATAATACTAAACCTAGGAAGAATGCACAGACTAGAATTCTTCCCAAAACCAAACGAATTC
ACACTAGAAAACTTCGCAAAAAACGTACCATACAGATACTTCCAACCATTCGGATTCGGACCAAGAGCATGCGCAGGAAAATACATAGCAATGGTAATGATGAAAGTAATACT
AGTAACACTACTAAGAAGATTCCACGTACAAACACTACAAGGAAGATGCGTAGAAAAAATGCAAAAAAAAAACGACCTAAGCCTACACCCAGACGAAACAAGCGACAGACTA
GAAATGATATTCATACCAAGAAACAGCGACAAATGCCTAGAATGC

_Base Count : 1509 bp (677 A, 250 T, 305 C, 277 G)
_Composition : 39% GC

You can take this sequence to another module now.
Take this sequence to: (RE Site Addition ) (RE Site Sublraclion) Codon Juggling\ CSequence Analysis)

(BB Design (RE Overlap)) (BB Design (USER Overlap)\ (BB Design (Sequence Overlap})

You can save this output as a (FASTA file

Figura 4.5a. Secuencia de nucledtidos.
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e 0O 6 GeneDesign: Sequence Analysis

(2] [©] [+ hutp://54.235.254.95/cgi-bin/gd/gdseaAna.cai ¢ ] (@ Google

&3 [0 H# Apple 4shared Yahoo! Google Maps Wikipedia Noticiasv Popularesv Flow

E E Sequence Analysis

For a description of the formulas used, see the manual.
Please Note:

«You do not have to go back to put in a new sequence. Simply type or paste the new sequence into the box and hit ‘Analyze Again'.

Your

ATGCTACTAGAAGTACTAAACCCAAGACACTACAACGTAACAAGCATGGTAAGCGAAGTAGTACCAATAGCAAGCATAGCAATACTACTACT
AACAGGATTCCTACTACTAGTATGGAACTACGAAGACACAAGCAGCATACCAGGACCAAGCTACTTCCTAGGAATAGGACCACTAATAAGCC
| ACTGCAGATTCCTATGGATGGGAATAGGAAGCGCATGCAACTACTACAACAAAATGTACGGAGAATTCATGAGAGTATGGGTATGCGGAGAA |
GAAACACTAATAATAAGCAAAAGCAGCAGCATGTTCCACGTAATGAAACACAGCCACTACATAAGCAGATTCGGAAGCAAACTAGGACTACA
ATTCATAGGAATGCACGAAAAAGGAATAATATTCAACAACAACCCAGCACTATGGAAAGCAGTAAGACCATTCTTCACAAAAGCACTAAGCG |7
| GACCAGGACTAGTAAGAATGGTAACAATATGCGCAGACAGCATAACAAAACACCTAGACAGACTAGAAGAAGTATGCAACGACCTAGGATAC

_Base Count : 1509 bp (677 A, 250 T, 305 C, 277 G)
_Composition : 39% GC, 61% AT

Analyze Again

§

Absent Sites Unique Sites ol
Aarl AatlI Acce51 Acll Acul Afel AfIIT =155
AFILIL Agel AhdI Alel Alwl AIWNI Apal
ApalLl Ascl Asel AsiSI Asull Aval BaeGI
BamHI Banl BanII BbvClI BeeAl Bell BuAl o Pt
Bgll BglII BlpI BmgBI BmtI BpmI BpuET ==

BsaBI BsaH1 Bsal BsaWI BseMII Bsgl e R e e
BSiEI BsIHKAI BsiWI BsmBI BsmFI BsoBI

Bsp12861 BSpCNI BSpEI BspMI BspQl
BsrBI BsrFl BSrGI BssHII BssSI BStAPI
BStBI BStEII BStUI BstYI BstZ171 Bsu361 | BeeYL (410) BSXI (411)
Btgl BtgZI Btrl Clal Dpnl DpnlI Dral
Dralll Drdl Eael Eagl Earl Ecil Eco311
Eco53KI Eco57MI ECoNI Eco01091 EcorV. |1 snas1 (549)
Esp3I Faul Fsel FspAl Haell Haelll Hincll
HindIII Hpal Hpall Hphl HpyAV KasI Kpnl
Mfel MIuI MiyI Mscl Msel MspA1I Nael
Narl Ncil Ncol Ndel NgoMIV Nhel NlalV.
NmeAIII NotI Nrul Pacl Pasl Pcil PAFI
PfIMI Pfol Plel Pmel PpuMI PshAI Psil
PspOMI PspXI Pvul Pvull RsrIl Sacl Sacll - ((:;32))
Sall SanDI Sbfl SexAl Sfil Sfol SgrAl 7
Smal SmiI Srfl Stul Swal Taul Tsp451

1 Taa1 (661)

TspMI Tth1111 Xbal XemI Xhol Xholl {——{ HpyCH4III (1011)
Xmal Xmnl Zral [~ BsmAI (1027)
1 Bmr1 (1157)
|| mMmer (1279)
SfaNI (1396)

Bpu10! (1427)

L L B LRI RN R L R i et || -u

|

You can take this sequence to another module now.
Take this to: (RE Site Addition ) (RE Site Subtraction ) ((Codon Juggling
BB Design (RE Overlap) ) (BB Design (USER Overlap) ) (BB Design (Sequence Overlap) )

Figura 4.5b. Mapa de restriccion obtenidos después de ingresar la secuencia de aminoécidos de la aromatasa de ovinos.

Con la secuencia de nuclectidos en FASTA que guardd, compérela con la que se encuentra depositada en el GenBank. Abra la
pagina de inicio del NCBI y espere a que aparezca la pagina de inicio. En el campo de las herramientas disponibles, active la liga

que lo lleve a la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Esta activacion lo llevard al ment de inicio de la herra-
mienta. Identifique la porcién correspondiente a “nucleotide blast” dentro de la seccion “Basic BLAST" y active la liga.

La nueva ventana tiene una ventanilla donde puede pegar la secuencia en FASTA que obtuvo con GeneDesign. Aseglirese de
que no se tienen espacios en la secuencia pues de otra forma el programa lo reconoce como una proteina independiente que
debe alinear y provocar que se utilice un bucle del algoritmo que reporta un mensaje de error.

Maria Dolores Garcia Suarez/Héctor Serrano
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BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

+ | £ htp://blast.ncbi.nim.nih.gov/

Home | Recent Results | Saved Strategies || Help

»NCBU BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

‘ [ DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search (o)

BLAST Assembled RefSeq Genomes
Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.
o Human o Oryza sativa o Gallus gallus
o Mouse a o Pan troglod)
o Rat a o Microbes
a is thaliana a o Apis mellifera
Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide query

nucleotide blast n @ nucl
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

Search protein database using a protein query

protein blast
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

blastx ‘ Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn

Search translated nucleotide database using a protein query

thlastx ‘ Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Specialized BLAST
Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

Make specific primers with Primer-BLAST

Search trace archives

Find conserved domains in your sequence (cds)

Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)
Search sequences that have gene expression profiles (GEO)
Search ins and T cell receptor (IgBLAST)
Search using SNP flanks

Screen sequence for vector contamination (vecscreen)

Align two (or more) sequences using BLAST (bl2seq)

Search protein or nucleotide targets in PubChem BioAssay

Search SRA by experiment

Constraint Based Protein Multiple Alignment Tool
Needleman-Wunsch Global Sequence Alignment Tool

Search RefSeqGene

coooooooooooooao

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine.
Copyright | Disclaimer |

acy | Accessibilty | Contact | Send feedback

¢ [(Q~ Google

My NCBI C]
[Sign In] [Register]

News

Update to SRA-BLAST

SRA-BLAST has undergone a
dramatic update, both in terms of
user interface and search
porformance.

Thu, 20 Jun 2013 11:00:00 EST

21 Moro BLAST nows..

Tip of the Day

U
the genomic co:

Ifyou are interested in the
evolution of a particular gene or
gene famil itis often intetesting
to examine the intro-exon
structure even across species.

21 Moro tips...

INCBI | NLM | NIH | DHHS

Figura 4.6a. Pagina de inicio de la herramienta BLAST.

Nucleotide BLAST: Search nucleotide databases using a nucleotide query

2 http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?P! AST_§ £

¢ Q- Google

» NCBU BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST
blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |
AST! h i Resetpage Bookmark
Enter Query Sequence S —
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange ©
GTACCATACAGATACTTCCAACCATTCGGATTCGGACCAAGAGCATGCGCAGGAAAATAC | From
ATAGCAATGGTAATGATGAAAGTAATACTAGTAACACTACTAAGAAGATTCCACGTACAAA
CACTACAAGGAAGATGCGTAGAAAAAATGCAAAAAAAAAACGACCTAAGCCTACACCCAG 4| 1o
ACGAAACAAGCGACAGACTAGAAATGATATTCATACCAAGAAACAGCGACAAATGCCTAG v
AATGC| 4
Or, upload file Seleccionar archivo ) ningin ...ionado &)
Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search @
() Align two or more sequences ©
Choose Search Set
Database (OHuman genomic + transcript OMouse genomic + transcript @ Others (nr etc.):
(Nucleotide collection (nr/nt) e
Organism
Optional ganism name or d-cor O Exclude [+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude O Models (XM/XP) O Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Entrez Query
Optionsl Enter an Entrez query to limit search @
Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
O Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &
Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
(0 Show results in a new window
Algorithm parameters
4

Figura 4.6b. Consulta en donde se incorpora la secuencia FASTA obtenida en GeneDesign.
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600 NCBI Blast:Nucleotide Sequence (1509 letters)

E]E (2] @ [+ [ & nttp://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi ¢ ] (Q Google
=

le 4shared Yahoo! Google Maps Wikipedia Noticiasv Popularesv Flow.

o BLAST® wncs @

> [ Home || Recent Results | | Saved Strategios [Sian In] [Reaister]

» NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - 0X974VD501N

[© Your search is limited to records matching entrez query: txid9940 [ORGN]. |
Edit and Resubmit _Save Search Strategies > Formatting options > Download YoullE How to read this page _Blast report description

Nucleotide Sequence (1509 letters)

Query ID [cl[21435 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.28+ P Citation

Query Length 1509

Other reports: »> Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of resuits]

©Graphic Summary

Distribution of 21 Blast Hits on the Query Sequence ©
Mouse over to see the defline, click to show alignments ]

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
Query | 1 1 | 1
1 300 600 900 1200 1500

©Descriptions

Select: All None Selected:0
it Alignments o
Max | Total Query E

Description Ident  Accession
score score cover value
O Ovisaries P450, family 19 (CYP19), mRNA 1045 1045 100% 0.0 75% NM 001123000.1
O Ovis arles mRNA for aromatase (cyp19 1045 1045 100% 0.0 75% AJO12153.1

O Ovis aries aromatase P450 mRNA, partial cds 206 206 17% 5e52 77% AF193858.1

Figura 4.6¢. Alineamiento de las secuencias y grado de homologia.

Una vez terminada la depuracion, indique que se trata de una secuencia para oveja (Sheep) en el cuadro de didlogo correspon-
diente. Marque el cuadro que indica que quiere los resultados en una nueva ventana y pulse el boton BLAST (Fig 4.5). En la
nueva ventana aparecerad un mapa a color de los resultados del alineamiento y los genes o porciones de genes con las que se
tiene alineamiento, junto con parametros importantes para hacer la evaluacién. Copie a un archivo los resultados para tener un
registro permanente.

Actividades para reportar

Obtenga las secuencias de las proteinas de los receptores adrenérgicos humanos. Clasifiquelos y haga un analisis similar al reali-
zado en las actividades descritas. Identifique las diferencias primordiales que se obtendria si se hiciera una estrategia de clonacién
en un bacteriéfago del tipo Agt11 en un sitio diferente al reconocido por EcoR!.

En un andlisis redundante, obtenga la secuencia de nuclectidos del mRNA de la calpaina 10 y replique la actividad realizada.
Discuta las diferencias que encontrd en el proceso.
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Aplicacion de datos para el disefo de experimentos
de genotipificacion

Capitulo 5

Busqueda de informacion general de enfermedades genéticas

Una de las metas de la investigacion en Genética Humana es encontrar la razén fundamental de las enfermedades o la predispo-
sicion a desarrollarlas. Los estudios y esfuerzos continuos de Victor McKusick utilizado las metodologias basicas de la citogenética,
inicié el acopio de las relaciones entre las alteraciones cromosomicas y el desarrollo de enfermedades (o sindromes) y que se
asociaban a una herencia mendeliana clasica. McKusick plasmd estas asociaciones en su libro “Mendelian Inheritance of Man”
y a quien se referfa en forma coloquial como “EL MAPA MORBIDO DEL HUMANQ" que concret6 primeramente en un texto de
12 volimenes.

El inicio de la aplicacién de las metodologias de manipulacion y modificacién de los dcidos nucleicos que actualmente con-
fundimos con “Ingenieria Genética” 0 ain mas con “Biologia Molecular” permitié que se encontrara el sustrato fino de algunas
enfermedades cuya atencion médica era imperante. Asi pues, la clonacion del gene normal que se encuentra alterado en la
Fibrosis Quistica y su funcién como transportador (CFTR) permitio visualizar el potencial que tenia esta aplicacion metodoldgica
y que superaba pero no reemplazaba a su predecesora.

Con la implementacion del proyecto HUGO, el desarrollo de las bases de datos, los adelantos en la informatica, los algorit-
mos de correlaciones entre genes expresados (EST), porciones transcritas (ORF), mapeo de genes por cercania (CONTIGS) y
variaciones de un solo nuclecdtido (SNP) han permitido que el asentamiento fisico de los genes cuya expresion andmala pueda
ser asociado a una region y secuencia especifica de genes.

La unidad encargada de mantener actualizada estas relaciones se encuentra en la Universidad John Hopkins, ultima insti-
tucion a la que pertenecid el Dr. McKusick. El proyecto forma parte del acervo en linea que maneja el NCBI. Al estar disponible
en linea, la base de datos permite no sélo hacer una revision de las regiones que han sido asociadas al desarrollo de una en-
fermedad, sino que también tiene una referencia cruzada con la base de datos en la cual se reportan los diferentes marcadores
moleculares asociados, principalmente del tipo SNP y loci microsatelitales.

Ademés de las anotaciones propias, OMIM (Online Mendelian Inheritance of Man), se puede tener acceso a otras bases de
datos, algunas de acceso abierto como las asociadas a las mutaciones del genoma mitocondrial (MITOMAP) mientras que otras
requieren de un registro, aunque son libres de pago (Human Gene Mutation Database, HGMD).

Objetivo

Manejar una base de datos especializada en informacién médica. Utilizar la informacion relevante para disefiar una estrategia
experimental que permita aportar conocimiento de punta al Area de la Salud.

Desarrollo

Adquiera el acceso a la pagina principal del NCBI ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov ). Despliegue el ment de la ventana de seleccién
de la base de datos. Seleccione OMIM. Opcionalmente, puede acceder ingresando directamente la direccion (http://www.ncbi.
nim.nih.gov/omim ). En la ventana de didlogo, escriba “Non-insulin dependent Diabetes mellitus” y oprima el botdn “SEARCH".
Esto abrird la pagina de OMIM y le brindaré en una ventana los primeros 20 registros de la enfermedad. Debajo de cada una de
los diferentes registros, se encuentra la localizacion de los genes asociados, incluyendo los de susceptibilidad (Fig 5.1). Modifique
la pagina para poder ver los diferentes genes que recibe la pagina. Abra aquellos genes que no sea explicita su participacion en
la enfermedad.
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Figura 5.1b. Registros iniciales de Diabetes no dependiente de insulina.
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Seleccione los registros asociados a la enfermedad. Elabore una lista de aquellos directamente asociados. En la pestaiia de
OMIM UniSTS confirme que su listado sea el asociado de acuerdo a la expresion de genes nicos. Haga un listado de la localiza-
cion de estos genes. Abra la pestafia de OMIM dbSNP para ver la posicion de los marcadores (Figura 5.2).
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Figura 5.2a. Ventana de resultados de las bases de datos de secuencias estandarizadas tinicas, UniSTS.
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Active la liga de los genes asociados para desplegar el mapa que muestra la localizacion del gene. Active la liga del niimero
MIM para desplegar las caracteristicas del gen (estructura, funcion, evidencias de asociacion con la enfermedad, etc). Identifique
el papel que tienen en la posible causa de la enfermedad (Figura 5.3). Utilizando la liga MAPVIEWER que aparece, indique la
busqueda de los genes asociados a DIABETES MELLITUS. Identifique por cromosoma la cantidad de genes que se han asociado.
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External Links:

# 125853 o » Clinical Resources
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» Cellular Pathways

DIABETES MELLITUS, TYPE II; T2D
NONINSULIN-DEPENDENT DIABETES MELLITUS
MATURITY-ONSET DIABETES

Other entities represented in this entry:

INSULIN RESISTANCE, SUSCEPTIBILITY TO, INCLUDED

Phenotype Gene Relationships

Location Phenotype Phenotype  Gene/Locus Gene/Locus
MIM number MIM number
2q24.1 {Diabetes, type 2, susceptibility to} 125853 GPD2 138430
2q31.3 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 NEUROD1 | 601724
2q36.3 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 IRS1 147545
3p25.2 {Diabetes, type 2} 125853 PPARG 601487
3q27.2 {Diabetes mellitus, noninsulin-depend; ptibility to} | 125853 IGF2BP2 608289
4p16.1 {Diabetes mellitus, noninsulin-depend; iation with} | 125853 WES1 606201
5q34-q35.2 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 NIDDM4 608036
6p22.3 {Diabetes mellitus, insulin-dependent, ptibility to} | 125853 CDKALI1 611259
6p21.31 {Diabetes mellitus, insulin-dependent, ptibility to} | 125853 HMGA1 600701
6q23.2 {Diabetes mellitus, non-insulin-dependent, susceptibility to} | 125853 ENPP1 173335
7p13 Diabetes mellitus, noninsulin-dependent, late onset 125853 GCK 138079
79321 Diabetes mellitus, type 2 125853 PAX4 167413
8g24.11 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent, susceptibility to} | 125853 SLC30A8 611145
10925.2-q25.3| {Diabetes mellitus, type 2, susceptibility to} 125853 TCF7L2 602228
11p15.1 {Diabetes mellitus, type 2, susceptibility to} 125853 KCNJ11 600937
11p15.1 Diabetes mellitus, noninsulin-dependent 125853 ABCC8 600509
11p11.2 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 MAPKSIP1 | 604641
11q14.3 {Diabetes mellitus, type 2, susceptiblity to} 125853 MTNRI1B 600804
12q24.31 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent, 2} 125853 HNF1A 142410
13q12.2 {Diabetes mellitus, type I, susceptibility to} 125853 IPF1 600733
13g34 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 IRS2 600797
15g21.3 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 LIPC 151670
17p13.1 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 SLC2A4 138190
17q12 Diabetes mellitus, noninsulin-dependent 125853 HNFI1B 189907
17925.3 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 GCGR 138033
19p13.2 {Hypertension, insulin resistance-related, susceptibility to} | 125853 RETN 605565
19p13.2 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent, susceptibility to} | 125853 RETN 605565
19q13.2 Diabetes mellitus, type I 125853 AKT2 164731
20q12-q13.1 | {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 NIDDM3 603694
20q13.12 {Diabetes mellitus, noninsulin-dependent} 125853 HNF4A 600281
20q13.13 {Insulin resistance, susceptibility to} 125853 PTPN1 176885

Figura 5.3a. Ventana informativa sobre el registro 125853 de diabetes mellitus no dependiente de insulina.
Genes asociados a la enfermedad.
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TEXT

A number sign (#) is used with this entry because of evidence that more than one gene is
involved in the causation of noninsulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM).

See 601283 for description of a form of NIDDM linked to 2q, which may be caused by
mutation in the gene encoding calpain-10 (CAPN10; 605286). See 601407 for description of a
chromosome 12q locus, NIDDM2, found in a Finnish population. See 603694 for description
of alocus on chromosome 20, NIDDM3.

A mutation has been observed in hepatocyte nuclear factor-4-alpha (HNF4A; 600281.0004)
in a French family with NIDDM of late onset. Mutations in the NEUROD1 gene (601724) on
chromosome 2q32 were found to cause type II diabetes mellitus in 2 families. Mutation in
the GLUT4 glucose transporter was associated with NIDDM in 1 patient (138190.0001) and
in the GLUT2 glucose transporter in another (138160.0001). Mutation in the MAPKSIP1
gene, which encodes the islet-brain-1 protein, was found in a family with type Il diabetes in
individuals in 4 successive generations (604641.0001). Polymorphism in the KCNJ11 gene
(600937.0014) confers susceptibility. In French white families, Vionnet et al. (2000) found
evidence for a susceptibility locus for type II diabetes on 3q27-qter. They confirmed the
diabetes susceptibility locus on 1q21-q24 reported by Elbein et al. (1999) in whites and by
Hanson et al. (1998) in Pima Indians. A mutation in the GPD2 gene (138430.0001) on
chromosome 2q24.1, encoding mitochondrial glycerophosphate dehydrogenase, was found
in a patient with type II diabetes mellitus and in his glucose-intolerant half sister.
Mutations in the PAX4 gene (167413) have been identified in patients with type II diabetes.
Triggs-Raine et al. (2002) stated that in the Oji-Cree, a gly319-to-ser change in HNF1-alpha
(142410.0008) behaves as a susceptibility allele for type II diabetes. Mutation in the HNF1B
gene (189907.0007) was found in 2 Japanese patients with typical late-onset type I diabetes.
Mutations in the IRS1 gene (147545) have been found in patients with type II diabetes.
Reynisdottir et al. (2003) mapped a susceptibility locus for type II diabetes to chromosome
5q34-g35.2 (NIDDM4; 608036). A missense mutation in the AKT2 gene (164731.0001) caused
autosomal dominant type Il diabetes in 1 family. A (single-nucleotide polymorphism) SNP
in the 3-prime untranslated region of the resistin gene (605565.0001) was associated with
susceptibility to diabetes and to insulin resistance-related hypertension in Chinese
subjects. Susceptibility to insulin resistance has been associated with polymorphism in the
TCF1 (142410.0011), PPP1R3A (600917.0001), PTPN1 (176885.0001), ENPP1 (173335.0006),
IRS1 (147545.0002), and EPHX2 (132811.0001) genes. The K121Q polymorphism of ENPP1
(173335.0006) is associated with susceptibility to type II diabetes; a haplotype defined by 3
SNPs of this gene, including K121Q, is associated with obesity, glucose intolerance, and
type II diabetes. A SNP in the promoter region of the hepatic lipase gene (151670.0004)
predicts conversion from impaired glucose tolerance to type II diabetes. Variants of
transcription factor 7-like-2 (TCF7L2; 602228.0001), located on 10q, have also been found to
confer risk of type II diabetes. A common sequence variant, 1510811661, on chromosome
9p21 near the CDKN2A (600160) and CDKN2B (600431) genes has been associated with risk
of type II diabetes. Variation in the PPARG gene (601487) has been associated with risk of
type 2 diabetes. A promoter polymorphism in the IL6 gene (147620) is associated with
susceptibility to NIDDM. Variation in the KCNJ15 gene (602106) has been associated with
T2DM in lean Asians. Variation in the HMGA1 gene (600701.0001) is associated with an

increased risk of type II diabetes. Mutation in the MTNR1B gene (600804) is associated with

» Table of Contents - #125853
External Links:

» Clinical Resources

» Animal Models

» Cellular Pathways

Centers for Mendelian Genomics.

Figura 5.3b. Descripcion de sintomas clinicos, localizacién cromosdmica y asociacion génetica para Diabetes

no dependiente de insulina.

Actividades para reportar

Utilizando las herramientas desarrolladas en esta sesion, haga el analisis de las patologias asociadas a los receptores adrenérgicos

Alfa.

De la misma manera, analice los genes asociados al sindrome vasovagal.
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Capitulo 6

Disefio de oligonucleétidos para amplificacion

Una de las metodologias que ha permitido el avance de la Biologia Molecular y la Genética Molecular es la reaccion en cadena
de la polimerasa, mejor conocida por sus siglas en inglés, PCR. Esta reaccion permite la obtencion de cantidades de ADN en
cantidades adecuadas para ser utilizadas o analizadas por otras técnicas a partir de pequefias cantidades de material inicial. Si
simplificamos el procedimiento, se trata de una reaccion de replicacion del material genético bajo condiciones in vitro. Como en
el caso del proceso in vivo, se requiere de un sustrato que puede ser ADN o ARN, reactivos necesarios que servirdn de unidades
estructurales a partir de las cuales se construirdn las nuevas cadenas de ADN, componentes que inician las reaccion y aquellos
que la mantienen, incluyendo las sales que permiten tener una fuerza ionica adecuada para que el funcionamiento de la enzima
pueda realizarse bajo las mejores condiciones. Podemos encuadrar en cada uno de estos rubros a los desoxinucleétidos trifosfa-
tados (dNTP), iones Mg, glicerol, amortiguadores de Tris-hidroximetil-amino-metano (Tris), los cebadores de la polimerasa y la
propia enzima, comunmente se utiliza la ADN polimerasa termoestable proveniente de la arqueobacteria Thermus aqcuaticus,
mejor conocida como Taq polimerasa.

Bajo condiciones naturales, las polimerasas requieren de un oligonucledtido producido por la enzima DNA primasa por
lo que se denomina “primer” que puede ser traducido como cebador o iniciador. Este es un oligonucledtido de s6lo 30 a 50
bases que proporcionan el sitio de reconocimiento de la ADN polimerasa: el extremo 3’hidroxilo de un nucleétido pareado a
la cadena que se copiard. Al unirse a este extremo, la ADN polimerasa continta con la elongacion de la cadena incorporando el
desoxinucledtido trifosfatado que complemente la doble cadena, de acuerdo a las reglas de apareamiento de Watson-Crick: si
el molde tiene Adenina, en la cadena complementaria se incorpora Timidina; si el molde presenta Citosina, la complementaria
incorporara una Guanina.

En la caso de la reaccion in vitro, se copia Unicamente una region especifica por lo que se utiliza un par de iniciadores cuya
secuencia es complementaria a las zonas que se van a amplificar. La especificidad, eficiencia y posibles variaciones dependen
entonces de un disefio adecuado de estos oligonucledtidos. A manera de caracteristicas generales, los aspectos que deben cui-
darse en el disefio de estos oligonucledtidos son su secuencia, temperatura de alineamiento, que no sean autocomplementarios,
que no formen estructuras tridimensionales complejas de més de 3 bases, que no se unan a secuencias similares internas (sitios
secundarios de hibridizacién), y que la union en el extremo 3del propio oligonucledtido esté estabilizado por una base capaz de
formar 3 puentes de hidrogeno con su base complementaria.

Objetivo

Disefar un par de cebadores capaces de ser utilizados en una reaccion de amplificacion, determinar las caracteristicas que tendria
la reaccion de amplificacion y la posible longitud que tendria el fragmento amplificado (amplicon) utilizando un recurso en linea.

Desarrollo
Obtencién de iniciadores mediante el uso de un portal de herramientas bioinformaticas

El inicio del andlisis implica tener una secuencia blanco a la cual estard dirigida la metodologia. Obtenga la secuencia en FASTA
del acceso NM_023085 correspondiente a la calpaina 10 humana depositada en el GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/
gene). Obtenga la secuencia en FASTA activando la liga que se encuentra en la parte superior derecha del mapa cromosomico
(figura 6.1). Seleccione todo el contenido, copie y guarde ya sea en la memoria temporal de su computadora o en un archivo
de un procesador de textos.
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Limits Advanced Help

Gene

Gene integrates information from a wide range of species. A record may include nomenclature,

Reference Sequences (RefSeqs), maps, pathways, variations, phenotypes, and links to genome-,
phenotype-, and locus-specific resources worldwide.

Using Gene Gene Tools Other Resources
Gene Quick Start Submit GeneRIFs HomoloGene

EAQ Submit Correction OMIM

Download/FTP Statistics RefSeq

RefSeq Mailing List BLAST RefSeqGene

Gene News F Genome Workbench UniGene

Factsheet Splign Protein Clusters

Representative queries

Find genes by... Search text
free text human muscular dystrophy
chromosome and symbol (lifchr] OR 2[chr]) AND adh*[sym]

alive[prop] AND transporterftitle] AND ("Drosophila melanogaster[orgn] OR "Mus musculus"[orgn

partial name and multiple species

d i M11313[accn]
gene name (symbol) BRCA1[sym
publication (PubMed ID) 11331580[PMID]

“cell adhesion"[GO]
Gene Ontology (GO) terms or identifiers

10030[GO]

genes with short variants of medical
interest

chromosome and species Y[CHR] AND human[ORGN
Enzyme Commission (EC) numbers 1.9.3.1[EC]

gene_snp_clinffilter

Figura 6.1a. Ventana de acceso al GenBank.
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Visualizacion Historial Favoritos Ventana Ayuda
CAPN10 calpain 10 [Homo sapiens (human)] - Gene - NCBI

?_, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11132
] 100! 1 . N

;j NCBI Resources (v) How To (v

Gene CTNT]

Limits Advanced

Display Settings: ) Full Report Send to:

CAPN10 calpain 10 [ Homo sapiens (human) ]

Gene ID: 11132, updated on 4-Aug-2013

»
>

|+ Summary

Official Symbol CAPN10 provided by HGNC
Official Full Name calpain 10 provided by HGNC
Primary source HGNC:1477
See related Ensembl:ENSG00000142330; HPRD:05595; MIM:605286: Vega:OTTHUMG00000133358
Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism Homo sapiens
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria;
Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; Homo
Also known as CANP10; NIDDM1
Summary Calpains represent a ubiquitous, well-conserved family of calcium-dependent cysteine
proteases. The calpain proteins are heterodimers consisting of an invariant small subunit and
variable large subunits. The large catalytic subunit has four domains: domain I, the N-terminal
regulatory domain that is processed upon calpain activation; domain Il, the protease domain;
domain lll, a linker domain of unknown function; and domain 1V, the calmodulin-like calcium-
binding domain. This gene encodes a large subunit. It is an atypical calpain in that it lacks the
calmodulin-like calcium-binding domain and instead has a divergent C-terminal domain. It is
similar in organization to calpains 5 and 6. This gene is associated with type 2 or non-insulin-
dependent diabetes mellitus (NIDDM), and is located within the NIDDM1 region. Multiple
alternative transcript variants have been described for this gene. [provided by RefSeq, Sep

2010
~| Genomic context 22
Location: 2q37.3 See CAPN10 in Epigenomics, MapViewer

Sequence: Chromosome: 2; NC_000002.11 (241526133..241538526)

Chromosome 2 - NC_000002.11

[ 241499471 P [ 241612514 p
DUsSP23 CAPNL () sl LOC100420500
RNPEPL1 GPR3S
~| Genomic regions, transcripts, and products NIk

Genomic Sequence [ NC_000002 chromosome 2 reference GRCh37.p10 Primary Assembly [+ 80 to reference sequence details

Go to nucleotide Graphics FASTA GenBank
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)

" TR ) oo O T NI I

5) NC_000002.11: 242M..242M (16Kbp)~ | 4 | Q) | - =[] )+ ATs HeTooks~ | ¥ Configure & 7 ~
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Figura 6.1b. Region del cromosoma 2 humano donde se localiza el gen de la calpaina 10.
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Limits Advanced
Display Settings: ] FASTA

Homo sapiens calpain 10 (CAPN10), transcript variant 1, nRNA

NCBI Reference Sequence: NM_023083.3
GenBank  Graphics

>gi|305855091|ref|NM_023083.3| Homo sapiens calpain 10 (CAPN10), transcript
variant 1, mRNA
CGCCTGGTTACCAATGGGAGACTAGCGGGCCGGCGTACTGGCCTGGTCCAGCACCTGCGGGGCCCTCGGG
CTTGGAGGGCTGGGCCCGGGCGGCGGAACGCGGCGGGGCGGGCCGCAGGCGGCGGCGGCTGACTCGCCTTCTC
TCCGGGGCTGCGACCCCGAGGCAACCGGCTGCAGATGGGAGCCCGCGGAGCCGAGGATGCGGGCGGGLCCG
GGGCGCGACGCCGGCGAGGGAGCTGTTCCGGGACGCCGCCTTCCCCGCCGCGGACTCCTCGCTCTTCTGC
GACTTGTCTACGCCGCTGGCCCAGTTCCGCGAGGACATCACGTGGAGGCGGCCCCAGGAGATTTGTGCCA
CACCCCGGCTGTTTCCAGATGACCCACGGGAAGGGCAGGTGAAGCAGGGGCTGCTGGGGGATTGCTGGTT
CCTGTGTGCCTGCGCCGCGCTGCAGAAGAGCAGGCACCTCCTGGACCAGGTCATTCCTCCGGGACAGCCG
AGCTGGGCCGACCAGGAGTACCGGGGCTCCTTCACCTGTCGCATTTGGCAGTTTGGACGCTGGGTGGAGG
TGACCACAGATGACCGCCTGCCGTGCCTTGCAGGGAGACTCTGTTTCTCCCGCTGCCAGAGGGAGGATGT
GTTCTGGCTCCCCTTACTGGAAAAGGTCTACGCCAAGGTCCATGGGTCCTACGAGCACCTGTGGGCCGGG
CAGGTGGCGGATGCCCTGGTGGACCTGACCGGCGGCCTGGCAGAAAGATGGAACCTGAAGGGCGTAGCAG
GAAGCGGAGGCCAGCAGGACAGGCCAGGCCGCTGGGAGCACAGGACTTGTCGGCAGCTGCTCCACCTGAA
GGACCAGTGTCTGATCAGCTGCTGCGTGCTCAGCCCCAGAGCAGGTGCCCGGGAGCTGGGGGAGTTCCAT
GCCTTCATTGTCTCGGACCTGCGGGAGCTCCAGGGTCAGGCGGGCCAGTGCATCCTGCTGCTGCGGATCC
AGAACCCCTGGGGCCGGCGGTGCTGGCAGGGGCTCTGGAGAGAGGGGGGTGAAGGGTGGAGCCAGGTAGA
TGCAGCGGTAGCATCTGAGCTCCTGTCCCAGCTCCAGGAAGGGGAGTTCTGGGTGGAGGAGGAGGAGTTC
CTCAGGGAGTTTGACGAGCTCACCGTTGGCTACCCGGTCACGGAGGCCGGCCACCTGCAGAGCCTCTACA
CAGAGAGGCTGCTCTGCCATACGCGGGCGCTGCCTGGGGCCTGGGTCAAGGGCCAGTCAGCAGGAGGCTG
CCGGAACAACAGCGGCTTTCCCAGCAACCCCAAATTCTGGCTGCGGGTCTCAGAACCGAGTGAGGTGTAC
ATTGCCGTCCTGCAGAGATCCAGGCTGCACGCGGCGGACTGGGCAGGCCGGGCCCGGGCACTGGTGGGTG
ACAGTCATACTTCGTGGAGCCCAGCGAGCATCCCGGGCAAGCACTACCAGGCTGTGGGTCTGCACCTCTG
GAAGGTAGAGAAGCGGCGGGTCAATCTGCCTAGGGTCCTGTCCATGCCCCCCGTGGCTGGCACCGCGTGC
CATGCATACGACCGGGAGGTCCACCTGCGTTGTGAGCTCTCACCGGGCTACTACCTGGCTGTCCCCAGCA
CCTTCCTGAAGGACGCGCCAGGGGAGTTCCTGCTCCGAGTCTTCTCTACCGGGCGAGTCTCCCTTAGCGC
CATCAGGGCAGTGGCCAAGAACACCACCCCCGGGGCAGCCCTGCCTGCGGGGCGAGTGGGGGACCGTGCAG
CTACGGGGTTCTTGGAGAGTCGGCCAGACGGCGGGGGGCAGCAGGAACTTTGCCTCATACCCCACCAACC
CCTGCTTCCCCTTCTCGGTCCCCGAGGGCCCTGGCCCCCGCTGCGTCCGCATCACTCTGCATCAGCACTG
CCGGCCCAGTGACACCGAGTTCCACCCCATCGGCTTCCATATCTTCCAGGTCCCAGAGGGTGGAAGGAGC
CAGGACGCACCCCCACTGCTGCTGCAGGAGCCGCTGCTGAGCTGCGTGCCACATCGCTACGCCCAGGAGG
TGAGCCGGCTCTGCCTCCTGCCTGCGGGCACCTACAAGGTTGTGCCCTCCACCTACCTGCCGGACACAGA
GGGGGCCTTCACAGTGACCATCGCAACCAGGATTGACAGGCCATCCATTCACAGCCAGGAGATGCTGGGC
CAGTTCCTCCAAGAGGTCTCCGTCATGGCAGTGATGAAAACCTAACAGGGTGGCCCCCTGTGCCAGCTCA
GGTGACTGGAGCCCGAGGGCCTGACAGGTTCCCAGCAGCTGGGCCGGCCAGCCTTGCACTGTGGGGGCTG
GTCCTGAGTCTTGGCCTGCCTCCCAGCCCTGCCAGGAGGCTGCGGCCTAGGGGTCCACGGGAAGCCTCCG
TCAGGAGAGACGCAGCCCTGGGGGCCAGCTGGTGCTGCAAGGAAGGGTGGGAAGCTTGCTGGCTTCTGTT
GCGCCACTGAGACGGCAGAGACCCCAGGATCCCAGAGCTTCCCAGGATCCCTCCCAGATCCTCTGCTGAC
TCCATATGGAGGCCTCACACCCAGAGGGTAGGGCAGCAGATCTTCTTTATAACTATTTATTGTTCGAATC
ACTTTTAGGATGTAACTTTATAAATAAACATGAGCGCTGATGATTTGCAGATCAAAAAAAAAAAAAAAAR
AR

Figura 6.1c Secuencia de nucleétidos del gen capn10.

Ingrese al portal de herramientas de ciencia y tecnologia de Israel en la URL http://www.scienc.co.il/Biomedical/Primer-Tools.asp
lo que le abrird la pagina que se muestra en la figura 6.1 Dentro del mend de sitios, seleccione la opcién PRIMER3 que lo llevard a

la URL http://frodo.wi.mit.edu/primer3 y le desplegard la ventana que se muestra en la figura 6.2 En la ventana de didlogo, pegue
la secuencia FASTA que obtuvo del GenBank, identifique su secuencia como “Calpainal0” y la regidn que queremos amplificar
que en este caso corresponde a la region 4 bases alrededor del nucledtido 1469. Haga esta indicacion ingresando “1469,4" en el
cuadro de dialogo marcado como “TARGET". Delimite a un amplicon de 300 a 400 nuclectidos de longitud seleccionando este

valor en el cuadro marcado “Product size ranges”
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Primer design tools

~Tools.asp

Israel Science and Technology Homepage
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Gene Expression

Analyzer performs Blast
Databases

IDT PrimerQuest Primer and probe design and selection.
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Plasmid Databases

NetPrimer Java applet for primer design.
Genome, Plant PathoGene A CDS Finding and Primer Design Tool for Microorganisms.
Genome, Prokaryotic Primer3 Utility for locating primers for PCR of DNA
Glossaries Primerx Automated design of mutagenic primers for site-directed mutagenesis.
Lipid Databases Primo Pro PCR Primer Design.
Wetabolic Pathways Q Automatic higl primer pair design and specificity testing for realtime qPCR on any organism.
RF-Cloning Online tool for the design of primers for restriction-free cloning projects.
Mutation Databases . i
RNAi Design  Design duplexed RNA oligos for RNA interference.
Nomenclature - Gene SiteFind Design of oligonucleotide primers for site-directed-mutageneis that include a novel restriction site for use as a
Organelle Databases marker of successful mutation.

UCSC In-Silico  In-Silico PCR searches a genome sequence database with a given pair of PCR primers.
PCR

Protein Databases Web Primer Primer design and sets for amplifying yeast ORFs.
Protein
Protein Interaction Primer Design Considerations
Databases
Desired istics of DNA primer design.

RNA Databases
« Based on accurate sequence
Melting temperature (Tm): 52°C to 65°C

Sequence Databases

.

Species Databases

.

Absence of self-hybridization
Structure Databases

.

Absence of significant hairpin formation (>3 bp)
Virus Databases

.

Lack of secondary priming sites
Primer Tools
« Working with PCR

Protein Tools . . .
® PrimerBank: PCR primers for gene expression detection or quantification

Sequence Tools

How Real-Time PCR Works

.

.

Notes on Primer Design in PCR

.

Primers for Automated Sequencing

+ Low specific binding at the 3' end (ie. lower GC content to avoid mispriming)

Copyright © 1999-2013 Israel Science and Technology Directory. All Rights Reserved. Terms of use.

This web site is validated for HTMLS.

Figura 6.2a. Ventana de aceso al portal de apoyo bioinformatico en el drea de la Biomedicina de Israel.
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Q- Google

Select the Task for primer selection ( generc o)

undesirable sequence (vector, ALUs, LINES, etc.) or use a

OO CCT O CACEACCCTCCCCCCTACCCTCCACCCCARGECTCCS
GG

TCCATATGGAGGCCTCACACCCAGAGGGTAGGGCAGCAGATC TTCTTTATAACTATTTATTGTTCGAATC
ACTTTTAGGATGTAACTTTATAAATARACATCAGCCCTGATGATTTGCAGATG

Paste source sequence below (>3, string of ACGTNacgtn - other leters treated as N -- numbcls und blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out
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Figura 6.2b. Consulta del algoritmo Primer3 del MIT.

Maria Dolores Garcia Suarez/Héctor Serrano

53



m Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

Casa abierta al tiempo

Las caracteristicas que queremos de los cebadores son tamafio comprendido entre 20 y 30 nucle6tidos con un 6ptimo de
25, la temperatura de linearizacion entre 54 y 64 °C con una 6ptima de 60, contenido de CG entre 40y 60% con 6ptimo de 58.
Coloque estos pardmetros en los cuadros correspondientes en la seccion “GENERAL PRIMER PICKING CONDITIONS". De los 3
métodos para calcular las caracteristicas de correccion en el calculo de la temperatura de linearizacion (Tm), utilice el modelo de
Santalucia (1998) de correccion de interacciones secuenciales miiltiples dependiente de las condiciones de la reaccion. Al final
de estas indicaciones, active el botdn de accion localizado en el final de la seccion como “PICK PRIMERS". El programa le indicard
que se encuentra trabajando en el disefio de los cebadores. Cuando encuentre algunos, se desplegara la pagina de resultados
(figura 6.3). La tabla de resultados le indica las caracteristicas de los cebadores con mejor eficiencia. Ademas de la secuencia, le
indica la temperatura de hibridizacion y en la parte inferior de la tabla, el posible tamafio del amplicon seguido de la secuencia
del gene que estd tratando de amplificar. Dentro de ella, marcado con una serie de simbolos “>>>". Después de esta sugerencia,
el programa regresa pares de iniciadores adicionales. Esto permite hacer una seleccién dependiendo del interés del investigador.

| cASA®) Primer3 OUtput (primer3_results.cqr release 4.0.0)
| > E] @ [+ ]8 http://bioinfo.ebc.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_results.cgi
&9 [ HE Apple 4shared Yahoo! Google Maps Wikipedia Noticiasv Popularesv Flow

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start _len tm gct _any _th _3' th hairpin seg
LEFT PRIMER 1399 20 55.93 45.00 4.15 0.00 0.00 TGACAGTCATACTTCGTGGA
RIGHT PRIMER 1770 20 58.44 55.00 0.00 0.00 0.00 ACTCTCCAAGAACCCCGTAG

SEQUENCE SIZE: 2662
INCLUDED REGION SIZE: 2662

PRODUCT SIZE: 372, PAIR ANY_TH COMPL: 0.00, PAIR 3'_TH COMPL: 0.00
TARGETS (start len

1 c CA. TA TGGCC! GCACCTGCGC
61 GGCCCTCGGGCTTGGAGGGCTGGGCC ACGGGCGGGGCGGGCC GGCGCC
121 GGC GCCTTCTCTCC GACCCCGAGGCAACCGGCTEC. TGGGA
181 GCCCGCGGAGCCGAGGATGCGGGCGGGCCGGGGCGCCACGCCGRC TGTTCCG

241 GGACGCCGCCTTCCCCGCCGCECACTCCTCCCTCTTCTGCCACTTGTCTACCCCGCTGGC

301 CCAGTTCCGCGAGGACATCACGTGGAGGCGGCCCC TTGTGCCACACCCCGGC T

361 GTT CCACGGGAAGGGCAGGTGAAGCAGGGGCTG T

421 CCTGTGTGCCTGCGCCGCGCTGCAGAAGAGCAGGCACCTCCTGGACCAGGTCATTCCTCC

481 GGGACAGCCGAGCTGGGCCGACCAGGAGTACCGGGGCT 'CCTTCACCTGTCGCATTTGGCA
541 GTTTGGACGCTGGGTGGAGE! AC. 'CGCCTGCCGTGCCTTGC T
601 CTGTTTCTCCCGCTGCC CCCTTACTGGAAAAGGTCTA
661 CGCCAA CGAGCACC GGGC CCTGGT
721 GGACCTGACCGGCGGCCT! GAA ACCTGAAGGGCGTAGCAGGAAGCGGAGG
781 CCAGCAGGACAGGCCAGGCCGC CAGGACTTGTCGGCAGCTGCTCCACCTGAA
841 GGACCA AGCCCCAGAGCAGGTCCCH

901 GGAGTTCCATGCCTTCATTGTCTCGGACCTGCCGCAGCTCCAGCCTCAGGCCCGCCAGTE

961 CATCCTGCTGCTGCGGATCCAGAACCCCTGGGGCCGGCGETGCTCGGCAGGGGCTCTGGAG

1021 o) AGC TGAGCTCCTGTCCCA

1081 GCTCCAGGA T T GAGCT

1141 CACCGTTGGCTACCCGGTCACGGA CGGCCACCTGCAGAGCCTCTACACAGAGAGGCT

1201 GCTCTGCCATACGCGGGCGCTGCCTGGGGCCTGCGTCAAGGGCCAGTCAGCAGGAGGCTG

1261 CCGGAACAACAGCGGCTTTCCCAGCAACCCCAAATTCTGGCTGCGGGTCTCAGAACCGAG

Figura 6.3a. Resultados iniciales del disefio Prime3 con la secuencia y caracteristicas de los oligonucledtidos iniciadores asi como la
posible longitud del amplicon.
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B 00 Primer3 OUtput (primer3_results.col release 4.0.0)
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2641 ATCAAAAAAAAAAAAAAAARAR

Figura 6.3b. Secuencia comprendida entre los inicadores correspondientes a la region que se amplificaria utilizando
los iniciadores sugeridos.

Disefio de iniciadores utilizando la herramienta “Primer-BLAST” del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica, NCBI

Acceda a la pagina principal del NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov) y en el campo de las herramientas populares, active la liga
“BLAST" que lo llevard a la HERRAMIENTA LOCAL BASICA DE ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS (figura 6.4a). En la seccion de
BLAST Especiales, active la liga de “Primer-BLAST” que despliega la ventana de la herramienta que utilizaremos (figura 6.4b). En
el cuadro de dialogo, ingrese el nimero “3046857" correspondiente al mRNA de la aromatasa de raton. Modifique el organismo
sobre el cual se hard el disefio. De manera habitual, el programa hace el disefio en humanos, en este caso, cambie a “Mus mus-
culus” y conforme va ingresando esta informacion, el programa le da algunas opciones de taxa, dependiendo de la subespecie
(no importante para este ejercicio).

Active la liga de disefo avanzado (figura 6.4¢) para indicar ademés que se requiere un iniciador interno que nos permitiria
disenar un experimento de PCr cuantitativa, también denominada de “tiempo real” y que en la literatura podemos encontrar
como gPCR o RTPCR. Introduzca en las ventanas de dialogo de los iniciadores internos el tamafio (20 nucleétidos de longitud
como optimo), la temperatura de alineamiento (60°C) y contenido de CG (50%). Active la liga “GET PRIMERS" localizada en el
margen inferior izquierdo.
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avo e a A

BLAST: Basic Local Alignment Si

earch Tool

<> BLAST®
Home | Recent Results || Saved Strategies || Help

» NCBI/ BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

| DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search  [So)

BLAST Assembled RefSeq Genomes

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

o Human o Oryza sativa o Gallus gallus
o Mouse o Bos taurus o Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes

o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide query

nucleotide blast . A "
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

Search protein database using a protein query

protein blast
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query

tblastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Specialized BLAST
Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

Make specific primers with Primer-BLAST

Search trace archives

Find conserved domains in your sequence (cds)

Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)
Search sequences that have gene expression profiles (GEO)
Search immunoglobulins and T cell receptor sequences (IgBLAST)
Search using SNP flanks

Screen sequence for vector contamination (vecscreen)

Align two (or more) sequences using BLAST (bl2seq)

Search protein or nucleotide targets in PubChem BioAssay

Search SRA by experiment

Constraint Based Protein Multiple Alignment Tool

Needleman-Wunsch Global Sequence Alignment Tool
Search RefSeqGene

0O 00D0DODODODODOODOODOTQG ORGSO

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine.

_.Copyright | Disclaimer | Privacy | Accessibility | Contact | Send feedback

Figura 6.4a. Ventana de acceso a la herramienta de disefio de iniciadores.
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Primer melting temperatures
(Tm)

Exonl/intron selection
Exon junction span

Exon junction match

Intron inclusion

Intron length range

Specificity check
Database

Organism

Exclusion (opional)
Entrez query (optional)

Primer specificity stringency

Misprimed product size
deviation
Splice variant handling

A refseq mRNA sequence as PCR template inputis required for options in the section @)

e

[ No preference

Exonat5'side Exonat 3’ side
1 [+ ]
Minimal number of bases that must anneal to exons atthe 5' or 3' side of the junction g

(0 Primer pair must be separated by atleast one intron on the corresponding genomic DNA @)

Min Max
1000 1000000 | &)

Resetpage Save search parameters Retrieve recent results
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @) Clear Range
3046857 From To
Forward primer © Clear
Reverse primer
4
Or, upload FASTA file ningn ...ionado
Primer Parameters
Use my own forward primer ) Clear
(5'->3' on plus strand)
Use my own reverse primer @ Clear
>3' i
(5'->3' on minus strand) Min .
PCR product size i 1089
# of primers to return 3
Min Opt Max Max Tm difference
57.0 80.0 3.0 3 ()]

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

Primer Pair Specificity Checking Parameters

™ Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template @)

e

[ Refseq mRNA

Mus musculus (taxid:10080)
Enter an organism name, taxonomy id or select from the suggestion list as you type. )

Add more organisms

() Exclude p Refseq with XM, XR prefix) (] Exclude

@

Primer must have at least [ 2 | #] total mi hes to ded targets, includi
at least [E mismatches within the last | 5 B‘ bps at the 3'end. @)

Ignore targets that have ( 6 [+ or more mismatches to the primer. &

4000 ©
() Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) &)

sample ©)

(" Get Primers )

[ (] Show results in a new window @I Use new graphic view &)

p Advanced parameters

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

Copyright | Disclaimer | Pri

| Accessibility | Contact | Send feed

Figura 6.4b. Caracteristicas de la ventana de dialogo inicial.
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Primer designing tool

'V Advanced parameters

Max number of Blast target
cos

Blast expect (E) value

Blast word size

Max primer pairs to screen

Max targets to show (for
designing new primers)

Max targets to show (for pre-
designed primers)

Primer Parameters
PCR Product Tm
Primer Size

Primer GC content (%)
GC clamp.

Max Poly-X

Max 3' Stability

Max GC In primer 3' end
Secondary Structure
Alignment Methods

TH: Max Template
Mispriming

TH: Max Self
Complementarity

TH: Max Pair
Complementarity
TH: Max Primer Hairpin

Max Tomplate Mispriming
Max Solf Complementarity
Max Pair Complementarity

Excluded regions

Overlap Junctions

Concentration of
monovalent cations
Concentration of divalent
cations

Concentration of dNTPs
Salt correction formula

Table of thermodynamic

Annealing Oligo
Concentration
SNP handling
Repoat filter

Low complexity filter

Hybridization oligo
Hyb Oligo Size
Hyb Oligo tm

Hyb Oligo GC%

/index.cgi?LINK_LOC= ¢ | (@~ Google

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

Primer Pair Specificity Checking Parameters
©

°
e

1000

Min Opt Max
Min Opt Max
15 =] 25

Min Max

20.0 80.0

° e

s e

C)

5 e

igo Algnment O Use Template Alignment (warning: search may ba very slow with this option on) &
Primer Pair
[4000 ]  [70.00 | (For thermodynamic alignment model only)

2
£3 (For thermodynamic alignment model only)
Any 3
w0 %0

(For thermodynamic alignment model only)
240 (For thermodynamic alignment model only)

Primer Pair
20 2100 | (For old secondary structure alignment model only)
Any 3
800 300 | (For old secondary structure alignment model only)
Any 3
.00 3.00 | (For old secondary structure alignment model only)
©
@

5'side overlaps _3'side overlaps
1 ]

Minimal number of nucleatides that the left or the right primer must have at the 5' or 3' side of the junctions

0.0 ©
E @
)
Santalucia 1998 0
X @
) Primer binding site may not contain known SNP &

AvoK repeat region for primer selection by fitering with repeat database

& Avoid low complexily region for primer selection &

Internal hybridization oligo parameters

O Pick intemal hybridization oligo.

Min opt Max
B £ 27

Min opt Max
w6 | [%0 @0

Min opt Max

.0

| (cetprimers )

 Show results n a new window & Use new graphic view &

| Privacy |

on new interfa

Figura 6.4c. Ventana de caracteristica Avanzadas.
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; C Favoritos Ventana _Ayuda
800 Primer-Blast results
EIE] [I] @ [+ |8http://www.ncbi.nlm.nih‘govltoolslprimer—bIas(/primertool‘cgi?ctg_lime=1376706036&job_ke c] (Q' Google
&> [1] i Apple 4shared Yahoo! Google Maps Wikipedia Noticiasv Popularesy Flow

<, Primer-BLAST

» NCBI/ Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_363478_130.14.22.21_9004_primertool more...

Input PCR template D00659.1 Mus musculus CYP mRNA for aromatase P450, complete cds
Range 1-2394
Specificity of primers primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Refseq mRNA
(Organism limited to Mus musculus)...help on specific primers
Other reports >Search Summary

¥ Graphical view of primer pairs

) D00659.1: 1..2.4K (2.4Kbp)~ | Find on Sequence: | <ZI I:}] Sl 4 i RTools~ | #Conﬁgure 2 P~

T.mwh |200 |300 |400 |3)0 ‘&JO ‘700 |BQO |9C|0 |1K |1.100 ‘1,200 ‘143)0 |14400 |1.500 |1.600 ||.700 ‘1.800 “L%O |2K |2.100 i2.200 2,394

Cenes ®
CYP

\A0D551.1

rimer pairs for D00659.1 %
Primer 1 B 4
Primer 2 B> 4
Primer 3 > 4
Primar 4 P
Primer 5 B> 4

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template Length StartStopTm GC% Self . i Self 3. .
strand ity ity
:’i:'::" CGTGGATGTGTTGACCCTCA Plus 20 598 617 50.9755.003.00 3.00
::\:::e GGCCACACCTCTTCACTGTT Minus 20 15701551 60.1855.004.00 1.00

Product length 973

Products on p ially uni ded
>NM_007810.3 Mus musculus cytochrome P450, family 19, subfamily a, polypeptide 1 (Cyp19a1), mRNA

product length = 973
Forward primer 1 CGTGGATGTGTTGACCCTCA 20

Template 593 ticicceccctcccncones 612
Reverse primer 1 GGCCACACCTCTTCACTGTT 20
Template 1565 .ceceveee Teeeeaonanne 1546

>NM_001128151.1 Mus musculus cat eye syndrome chromosome region, candidate 2 (Cecr2), mRNA
product length = 3424

Reverse primer 1 GGCCACACCTCTTCACTGTT 20

Template 7972 CC.veeCitevecnncane G 7953

Reverse primer 1 GGCCACACCTCTTCACTGTT 20
Template 4549 T..TCeivveeeccencane G 4568

>NM_028801.2 Mus musculus mucin 5, subtype B, tracheobronchial (Muc5b), mRNA
product length = 972

Forward primer 1 CGTGGATGTGTTGACCCTCA 20

Template 12759 Geeeeo V- P A.... 12740

Reverse primer 1 GGCCACACCTCTTCACTGTT 20
Template 11788 CCeveeTuvnnnnn C...A. 11807

>NM_001177464.1 Mus musculus zinc finger protein 516 (Zfp516), transcript variant 2, mRNA

product length = 4371
Figura 6.4d. Ventana de resultados Primer-BLAST para el gene de la aromatasa de raton.

Después de que se haga el trabajo, se abrird una ventana mostrando los resultados (figura 6.4d). De manera gréfica, puede
verse la posicidn de los mejores iniciadores. Recuerde que en este caso se pidio el disefio de un tercer iniciador que actuaria
como sonda para la region. En cada caso, el apartado que marca cada par de iniciadores brinda la informacion adicional sobre
la especificidad con la especie que se desea. En esta misma seccion de resultados el programa muestra las caracteristicas del
amplicon que se obtendria asi como las especificaciones necesarias para diseiar el perfil térmico para realizar la amplificacion.
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Actividad para reportar

Utilizando el programa Primer3 del MIT, obtenga 5 pares de iniciadores que podria utilizar para hacer la amplificacion del recep-
tor estrogénico beta del raton a partir de ADN. Localice dentro del mRNA producto de la transcripcion del gen cada uno de los
pares de iniciadores sugeridos. Realice un andlisis similar utilizando la herramienta Primer-BLAST.

Construya el perfil térmico que deberia programar en el Termociclador para cada par de iniciadores obtenido en cada uno de
los programas suponiendo que utiliza Taq polimerasa como enzima de amplificacion. De acuerdo a las caracteristicas anotadas
en cada uno de los programas relacionadas a la concentracion de iones monovalentes y bivalentes, indique la concentracion de
MgCl, y dNTP necesarias para la reaccion de amplificacion.
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