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Existen diversas técnicas de Genética Molecular
gque permiten el andlisis funcional de secuencias
de DNA que codifican proteinas.

En este tema vamos a presentar algunas de las que
permitirian expresar una proteina recombinante
(por ejemplo, una version de la proteina MC1R) v,
posteriormente, analizar el efecto fenotipico que
se produciria a nivel de expresion génica.

El Esqguema de Trabajo en el que se incluyen varias
técnicas moleculares sobre las que se tratara en
este tema, aparece en la siguiente diapositiva.
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En este tema, presentaremos sucintamente Ilas
técnicas que pueden utilizarse para los apartados que
aparecen marcados en rojo en el Esquema de Trabajo
anterior, y que son los siguientes:

1.Extracciony analisis de DNA
2.Amplificacion de secuencias mediante PCR

3.Transfeccion de plasmidos de expresion en células de
mamifero

4.Analisis del fenotipo: cuantificacion de la expresion
de un gen
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1.- Extraccion y analisis de acidos
hucléicos

-« Dependiendo del tejido a partir del cual quiera realizarse la
extraccion de acidos nucléicos, es posible que deba aplicarse
alguna metodologia previa que permita disociar el tejido vy
analizar la viabilidad celular

«A continuacion se presentan algunas metodologias aplicables
para:

Disociacion de tejidos

Separacion de células

Analisis de viabilidad

. Lisis celular

Extraccion, purificacion y cuantificacion de acidos nucléicos
Separacion y analisis de fragmentos

TmoN®»
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A.- Disociacion de una muestra tisular

Fragmentacion mecanica: corte, triturado, sonicacion, abrasion en
mortero (con arena, albimina, bolas,...)

Disgregacion quimica: rotura de matriz extracelular e uniones
intercelulares (solucién isoténica, detergentes, quelantes de Ca++
como EDTA,...)

Digestién enzimatica: proteasas (como colagenasa, proteinasa K,

tripsina,...)



B.- Separacion celular

La separacion celular puede realizarse mediante diferentes métodos. Los
mas habituales son:

1.- Por centrifugacion diferencial, zonal o isopicnica (Mark Frei.
Centrifugation Separations. [Internet]. MO, USA: Sigma-Aldrich. BioFiles
Volume 6, Number 5 [citado el 25 oct. de 2016]. Disponible desde:
http.//www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biofiles/centrifugation-separations.ntml)

2.- Por citometria de flujo (Derek Davies. Cell Sorting by Flow Cytometry.
[Internet] New Jersey, USA: M.G. Macey Humana Press [citado el 25 oct. de
2016]. Disponible desde: http://www.facs.ethz.ch/docs/lit) (Davies 2007)

3.- Por afinidad con particulas magnéticas (MACS Technology [Internet].
Miltenyi Biotec [citado el 25 oct. de 2016]. Disponible desde:
http://www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/MACS_Technology_Flyer.pdf)
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C.- Caracterizaciony analisis de viabilidad
celular

La caracterizacion y analisis de viabilidad suele realizarse
mediante diferentes técnicas (Schwab, 2014). La mas habitual es
mediante microscopia de contraste de fases, que permite

« Contar las células, determinar su integridad y viabilidad,
funcion metabdlica,...

- Para el analisis celular se suelen utilizar colorantes (como el
azul tripan) o fluorocromos

- Masinformacion en: Nexcelom Bioscience [Internet].

Massachusetts, USA: Nexcelom [citado el 25 oct. de 2016].
Disponible desde:

http://www.nexcelom.com/Applications/measure-cell-
viability-using-trypan-blue-or-AOPl.php#featurela ".,1-"




D.- Lisis celular

A veces, se realiza la lisis celular de forma simultanea a la
preparacion de la muestra (homogenizacion)

Para ello, se usan medios hipotonicos, detergentes,...

En el proceso se debe garantizar la integridad del DNA, por lo
que es habitual es uso de inhibidores de nucleasas (EDTA,
DEPC.,...), guantes,...

Si se quiere trabajar con RNA: deben adoptarse medidas
adicionales que eliminen las RNasas (temperaturas
elevadas, uso de productos quimicos especificos como

DEPC, etc) ya que el RNA es especialmente degradable por
ribonucleasas (Brown & Audet, 2008) tﬂ-"



E.- Extraccion de acidos nucléicos

Pueden utilizarse diferentes metodologias, dependiendo de los objetivos (Nicholl,
2008, Wink, 2011):

-Disolventes organicos: es la técnica mas comuln para extraer y precipitar
cualquier tipo de acido nucléico (Sambrook J. and Russell DV. Purification of
Nucleic Acids by Extraction with Phenol:Chloroform. Protocols [Internet]. USA:
Cold Spring Harbor Press [citado el 25 oct. de 2016]. Disponible desde:
http://cshprotocols.cship.org/content/2006/1/pdb.prot4455.full)

«CsCl: se suele utilizar para obtener grandes cantidades de DNA plasmidico
purificado (Noles SR.Traditional Methods for CsCl Isolation of Plasmid DNA by
Ultracentrifugation. [Internet]. USA: Thermo Fisher Scientific [citado el 25 oct. de
2016]. Disponible desde:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/D17309~.pdf)

«Columnas con material adsorbente: se suelen utilizar para cualquier tipo de
acidos nucléicos y son la base de los kits comerciales para extracciony
purificacién (Kennedy S. How DNA extraction Kits works in the lab [28 jun. De
2010; citado el 25 oct. de 2016] In: The missing manual for bioscientists. USA:
BitesizeBio [Internet]. Disponible desde: http://bitesizebio.com/1351 6/how—d@’j‘“
extraction-rna-miniprep-Kkits-work/)




Cuantificacion de acidos nucléicos

Habitualmente, la cuantificacion se realiza por espectrometria
de luz u.v a 260 nm: se mide la densidad 6ptica (OD) de una
muestra acuosa que contiene el acido nucléico de interés. La
absorbancia u OD es dependiente del tipo de acido nucléico y
proporcional a la concentracion existente en la solucién acuosa
(Nicholl, 2008; Wink, 2011):

1 mg/ml de DNA duplexo tiene una A260 de 20, porloque 1 OD
de dsDNA corresponde a una concentracion de 50ug DNA/mL

1 mg/ml de RNA simplexo tiene una A260 de 25, porloque 1 OD
de ssSRNA correspode a una concentracion de 40 ug RNA/mL ...

11



Pureza de una muestra de acidos nucléicos

eL.as muestras de acidos nucléicos suelen estar asociadas a
proteinas, las cuales tienen una absorcion maxima a 280 nm.

-Para estimar el grado de pureza de una solucion de acidos
nucléicos, se estima la relacion A260/A280.

-Para DNA, si esta relacion es > 1,8 se considera que la solucion
es pura

-Para RNA, si esta relacion es 22,0 se considera que la solucion
es pura

12



F.- Separacion y analisis de fragmentos

«Existen diferentes métodos para separar moléculas de
acidos nucléicos

-Para diferenciar fragmentos de diferente tamanio, el
metodo habitualmente utilizado es la electroforesis en gel
de agarosa

«Informacion adicional sobre métodos de separacion:

Separation[Internet]. Vermont, USA: University of Vermont.
[citado el 25 oct. de 2016]. Disponible desde:
http://www.uvm.edu/~biology/Classes/296D/12_Separation

.pdf
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Electroforesis en gel de agarosa

« Se genera un gel con un entramado molecular que ayudara a separar
fragmentos de diferente tamafio en una mezcla de fragmentos de DNA o
RNA, tras la aplicacién de una corriente eléctrica

- Para generar el gel se prepara una solucion de agarosa al 1-2% en un tampon
(normalmente TAE) a un pH 8.2-8.4

-La solucion se hierve para homogenizar la agarosa

-Se deja enfriar ligeramente y se afiade EtBr, un agente que se intercala en
moléculas de acidos nucléicos duplexas y que es fluorescente a la luz
ultravioleta

-La solucidn se vierte en un molde en el que se marcan pocillos en los que
luego se introduciran soluciones de DNA o RNA Y se deja enfriar hasta su
solidificacién

-Tutorial sobre electroforesis en agarosa: Agarose Gel Electroforesis

[Internet] BioRad [11 oct. De 2012; citado el 25 oct. de 2016]. Disponible
desde: https://www.yvoutube.com/watch?v=vg759wKCCUQ

\
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2.- Amplificacion de secuencias mediante PCR

La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) es un método que
permite amplificar de un modo eficiente y rapido fragmentos
de DNA mediante el uso de un enzima denominada Taq DNA
polimerasa, que tiene capacidad de sintesis de moléculas de
DNA a partir de una hebra molde, a temperaturas optimas
elevadas (entre 75-80°C)

15



PCR

La técnica consiste en realizar in vitro multiples copias de un
fragmento de DNA especifico (amplificar una region
genomica concreta), utilizando para ello el DNA duplexo
original como molde.

La especificidad en la region gendmica a amplificar se
consigue utilizando pequenas secuencias de nucledtidos
(oligos) complementarios a las secuencias que flanquean la
region gendémica que se quiere amplificar (cebadores). Estos
cebadores hibridan con el DNA molde en las secuencias que
flanquean la region genOmica de interés.

El DNA molde se replica in vitro mediante un enzima termo-
resistente (enzima Taq polimerasa) tras su desnaturalizacion
e hibridacion de los cebadores.
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Elementos necesarios para realizar una reaccion
de PCR P
._./’/\H\“m
"“mhmh&& \>\

«dNTP Hm"]llﬂl
-Cebadores (oligo o primers) ]I]Hm
-Mg2+(co-factor de la polimerasa) ) //
«Tampon (para mantener el pH de la y

reaccion) imagen ce b\/f e Sience (98619) (aso)

publicada en commons.wikimedia
(https://lcommons.wikimedia.org/wiki/Category:Thermocyclers#

.Ta q p O | i m e ra Sa ﬁ:n;ic]jriséiilseémﬂgaslzgyclerj.png bajo Licencia Creative
. Equipo para realizar las
-DNA molde (el genoma que se quiere  (occiones ciclicas de PCR

amplificar) de forma automatica:
Termociclador ...

17



Etapas de una PCR

Cada ciclo contiene 3 etapas:

Desnaturalizacion: el DNA duplexo molde se calienta a 92-
95°C para que las dos hebras se separen

Hibridacion: cuando la temperatura baja (a unos 50-55°C) los
cebadores que estan en la reaccion hibridan con las
secuencias complementarias del DNA molde

Elongacion: a partir del extremo 3’ del cebador hibridado, el
enzima Taq polimerasa afiade nucledtidos por
complementariedad con la hebra molde. Esta reaccion se
realizaa 72-75°C

18



Ciclos de una PCR

Puesto que se trata de generar multiples copias de una region
genomica concreta, el proceso que sucede en cada etapa se
repite durante multiples ciclos.

Cuantos mas ciclos se realicen, mayor sera el niUmero de copias
gue contendra el producto final (hasta la saturacion del sistema
o el agotamiento de los productos necesarios para la sintesis).
Un nimero de ciclos habitual es 30.

Como el proceso de amplificacion es exponencial, en una
reaccion con 30 ciclos se obtendran 239 copias por cada doble
hebra de DNA original.
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Informacion adicional sobre PCR

En la web, existen numerosos videos que se pueden consultar para
obtener mas detalles sobre la técnica de PCR. Aqui recogemos un
video explicativo y un tutorial:

« PCR-Polymerase Chain Reaction- Simple Animated Tutorial
[Internet]. Thermo Fisher Scientific [1 jun. de 2012; citado el 25 oct.
de 2016]. Disponible desde:
https://www.youtube.com/watch?v=DKkT6 XHWne6E

« How to Set up the PCR Reaction[Internet]. Thermo Fisher

Scientific [28 feb. de 2013; citado el 25 oct. de 2016]. Disponible
desde: https://www.youtube.com/watch?v=NVYIT3f-
MZ508nohtml5=False

\
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Disefio de cebadores (o primers)

Para realizar una reaccion de PCR que amplifique
especificamente una regidOn gendmica, resulta
fundamental disenar correctamente los cebadores
(Diffenbach et al 1993)

Para ello, la secuencia del DNA molde debe ser conocida

Cada primer individual debe contar con una longitud de
18-24 bases.

La distancia entre los cebadores (tamafio del fragmento a
amplificar) no debe ser superiora 1 kb
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Complementariedad en cebadores

Para una correcta amplificacion, no debe existir complementariedad intra—
o inter— primers.

Complementariedad intra — primer (si es de mas de 3 bases), facilita que los
primers se plieguen y formen estructuras de doble cadena, lo cual interfiere

en su alineamiento al DNA molde TGTACGAGGCC

| G
Ackéa B
Complementariedad inter — primer: los dimeros entre los cebadores,
producen una disminucion en la formacién de producto, por competencia
(tiene mas efecto negativo si ocurre en extremos 3’, donde se une la DNA

polimerasa).
TGTACGAGGCCAGCCCA

GGTTCACGCTGCAGGTCT

23



Tm de los cebadores

« Tm (T melting) es la temperatura a la cual la mitad de las bases del primer
estan apareadas con el ADN molde.

« Es importante considerar el valor de Tm porque una pareja de cebadores
debe tener Tm parecidas (£5°C) y su valor debe estar entre 50-65°C. Esto
significa que el contenido GC debe ser similar entre ambos cebadores y que
debe estar entre 50% y 60%

« El valor de Tm se puede calcular utilizando las férmulas de abajo,
dependiendo de si el tamano del cebador es menor o mayor de 13
nucleoétidos (nt)

Tm=4xGC+2xAT <13 nt
Tm=64.9 +41*(yG+zC-16.4)/(WA+xT+yG+zC) »13 nt

Existen programas para calcular automaticamente el Tm de cebadores
http://www.biophp.org/minitools/melting_temperature/demo.php?formula=basic
http://www.promega.com/a/apps/biomath/index.html?calc=tm
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Secuencia de los cebadores

La secuencia de los primers individuales debe iniciarse vy
terminarse con 1 6 2 bases puricas

Deben evitarse regiones con potencialidad para formar
estructuras secundarias internas

Pueden agregarse secuencias adicionales en el extremo 5’ del
primer (no incluirlas cuando se estima la Tm del primer)

Se pueden agregar degeneraciones en algunas posiciones del
primer

Debe evitarse una T en la Ultima base del extremo 3’
Deben evitarse mismatches en el extremo 3’

25



Otras variables a considerar en el diseno de
cebadores

- La Temperatura de hibridizacion (T annealing) de la reaccion de
PCR depende de la Tm de los primers

« T annealing debe ser 52C menos que la Tm mas baja del par de
primers elegidos

- T annealing debe ser de, al menos, 50° C.

26



Diseno de cebadores: Denominacion

S’ [ o, / 3
CATTCCGTCAATTCCGG GATTCCAGCGTATAAGC

3 GTAAGGCAGTTAA;BGCC CT/?\AG GTCGCATATTCG -

S’ [ o, / 3
CATTCCGTCAATTCCGG GATTCCAGCGTATAAGC

<= 3’CTAAGGTCGCATATTCGYS

Cebador reverso
Cebador directo

S'CATTCCGTCAATTCCGG s
3 GTAAGGCAGTTAAGGCC CT/?\AGGTCGCATATTCG 5

DNA MOLDE
DUPLEXO,
DESNATURALIZADO

CADA CEBADOR
HIBRIDA CON UNA
HEBRA MOLDE
DIFERENTE. AMBOS
CEBADORES
FLANQUEAN LA
REGION QUE
AMPLIFICARA
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Diseho de cebadores

Para disefiar cebadores especificos para un gen determinado,
se proponen los siguientes pasos:

1.- Buscar la secuencia del gen en la web NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Por ejemplo, buscar la secuencia del gen MCT1R o Melanocortin
1 receptor, de Homo sapiens)

2.- Disenar los cebadores empleando herramientas
bioinformaticas, como la pagina del NCBl y el software libre
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

28



1.- Buscar la secuencia del gen MCTR o Melanocortin
1 receptor humano

Nucleotide

Mucleotide h
Limits  Advanced

Display Settings: [+ GenBank

Homo sapiens melanocortin 1 receptor (alpha melanocyte stimulating hormone

receptor) (MC1R), RefSeqGene on chromosome 16

HMCEBl Reference Sequence: MiG_012026.1
FASTA  Graphics

Go ta:

LOCU3
DEFINITICN

ACCESSION
VERSION
EEYWORDS
SOURCE
CORGLNISH

COMMENT

Niz_01z0z26 10099 hp IHL linear PRI 0O5-NCV-201Z
Homo sapiens melanocortin 1 receptor (alpha melanocyte stimulating
hormone receptor) (MC1ER), Ref3eqbene on chromosome 16

NG 01zoze

NG 012026.1 GI:2376810594

RefSeqGene .

Homo sapiens (huwoan)

Homo sapiens

Eukarvyota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata:; Euteleostomi;
Marmalis; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini:
Catarrhini:; Hominidae: Homo.

REVIEWED REFSEQ: This record has been curated hy NCEI staff. The
reference sequence was derived from ACO92143.4.,

This seguence is a reference standard in the RBeffeqgbens project.

Summarv: This intronless gene encodes the receptor protein for
melanocyte—-stimilating hormone (M3H). The encoded protein, a seven
pass transwewbrane G protein coupled receptor, controls
melanogenesis. Two types of melanin exist: red pheomelanin and
black eumelanin. Gene mutations that lead to a loss in function are
azsociated with incressed pheomelanin production, which leads to
lighter skin and hair color. Eumelanin is photoprotective hut
pheowe lanin may contribute to TW-induced skin dawage by generating
free radicals upon UV radiation. Binding of M3H to its receptor

Help
Change region shown v
Customize view >
Analyze this sequence =
Run BLAST
Pick Primers
Highlight Sequence Features
Find in this Sequence
Articles about the MC1R gene —

Alpha-melanocyte-stimulating hormone
suppresses oxidative stre [Mal Cancer Res. 2012

Germline melanocartin-1-receptar genatype is
associated with severity [J Invest Dermatol. 2012]

Genome-wide association analyses identify 13
new susceptibility loci for gener [Mat Genet. 2012]

Seeall.

Variation viewer

See a surnmary of MC1R variations, including
those of clinical significance.
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Interfaz grafico obtenido

Homo sapiens melanocortin 1 receptor (alpha melanocyte stimulating hormone receptor) (MC1R), RefSeqGene on

chromosome 16

MCEBI Reference Sequence: NG_012026.1
GenBank  FASTA

Link Ta This Page | Feedback

MM_002356.3
>

] 500 1K 1,500 2K 2,500 3K 3,500 4K 4,500 5K 5,500 6K 6,500 7K 7,500 5K 3,500 aK 9,500 10,0“
- HG_012026.1: 110K (10Kbp) = | Find on Sequence: QD [ + AT S Tools = | £¥ configure o P -
500 1K [1,500 K |2,500 K |3,500 4K 4,500 5K 5,500 K [BS00 7K 7,500 [B K |a,500 [a kK | 10,08
SHEP
Clinical Channel
2 |14 ] n
Cited Variants
1 + 2 2 3 6 1 4+ 11 1
Genes
MCIR
b 0023865 | L L T
MFP_002377 4 s
o - 1
e | e s
lL1imuents

La secuencia corresponde siempre a la hebra

codificante:

5" 537
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Interfaz parcial en formato Geneban

_— > =

Para diseriar los
cebadores, seleccionar

exon

la secuencia codificante

(CDS): 6381-7334
(~ 1 kb)

CORIGIN

1 gooococacgot
61 teotoctgoagt
121 tooctoctgght

fdb_xref="HGNC:§923"

Jib_xref="MIM:155555"

5001, .8099

/gene="HMC1R"

/gene_synonym="CHMMS; M3H-R; SHEPz"
finference="aligmment:3plign:1.39.8"

/number=1

6381..73534

/gene="HMC1R"

/gene_synonyw="CMMS; MSH-R; SHEP2"

finference="similar to LL sSequence [Same

species) :RefSeq:NP_002377.4"

fexception="annotated by transcript or proteomic data™
/note="melanotropin receptor; MC1-R"

/oodon_start=1

Jprodust="melanocyte-stimulating hormone receptor™
fprotein id="NP 002377.4"

/db_xref="GI:193083134"

Jfdb_xref="CCDS:CCDE56011.1"

Jdb_xref="GeneID:4157"

fdb_xref="HGNC:§923"

/db_xref="HIH:155555"
ftranslation="MAVQGIQRRLLGSLNSTPTAIPQLGLAANQTGARCLEVSISDGL
FLELGLVSLVENALVVATIAFKNRNLHSPHVCFICCLALSDLLVIGSNVLETAVILLLE
AGALVARAMYLOOL DNV IDVITCS ML 3LCFLGATAVDRY IS IFYALRYHSIVTLER
ARRAVARITVASVVFSTLF IAYYDHVAVLLCLVVFFLANLVLNAVL YWHNL AR ACOHA
QGIARLHERQRPVHOGF GLEGAVTLTILLGIFFLCWGPFFLHELTLIVLCPERPTCGCT
FENFNLFLALIICHNAIIDPLIYAFHSQELRRTLEEVLTCIW™

6482..6781

/gene="HMC1R"

/gene_synonyw="CMMS; MSH-R; SHEP2"

/standard name="M73K"

fdb_xref="UnisTS:254151"

T7312..7451

/gene="MC1R"

/gene_synonyw="CMMS; MSH-R; SHEP2"

/etandard name="3IHGC-61142"

/db_xref="UniSTS:15695"

7945, .8069

/gene="HMC1R"

/gene_synonym="CMMS; M3H-R: SHEPzZ"

/standard namwe="RHI2296"

fdb_xref="UniST3:54616"

crtycagyaay agatcatyoyy JUCdyyyadt LOgLOCtgoy goctogntoo
gagtyaacoa COLLLOULOOL Ccagoadyadce CLOLOUyUay Cacscgctod
gLCoCCAascca CCCCLULLLLC Catgyyyoat chgcactoat ctocaggyas
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2.- Obtener la secuencia del gen en formato
FASTA

Nucleotice

Mucleatice B’

Limits  Advanced

Display Settings: [v] GenBank

Homo sapiens melanocortin 1 receptor (alpha melanocyte stimulating hormone

receptor) (MC1R), RefSeqGene on chromosome 16

Reference Sequence: NG_012026 1

raphics

Goto

Locus NG 012026 10099 hp DML linear PRI O5-NCV-2012

DEFINITICM Howo sapiens melanocortin 1 receptor (&alpha melanocyte stimulating
horwmone receptor) (MC1R), REefSeqGene on chromosome 16,

ACCESSION NG 012026

VERSICON NG _012026.1 GI:2376810594

EETWORDS RefleqGene.

SOURCE Homo sapiens [(human)

CORGANISM Homo sapiens

Eukaryota:; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi:
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires:; Primates; Haplorrhini:
Catarrhini; Hominidae; Homo.

COMMENT REVIEWED EEFSEQ: This record has been curated by NCEI staff. The

reference sequence was derived from ACO9Z21435.4.
This sequence is a reference standard in the RefSegbens project.

Summary: This intronless gene encodes the receptor protein for
melanocyte-stimalating hormone (M3H). The encoded protein, a seven
pass transwmembrane F protein coupled receptor, controls
melanogenesis. Two types of melanin exist: red pheowelanin and
black eumelanin. Gene mutations that lead to a loss in function are
associated with increased pheomelanin production, which leads to
lighter skin and hair color. Eumelanin is photoprotective bhut
pheomelanin may contribute to UW-induced skin damage by generating
free radicals upon UV radiation. Binding of M3H to its receptor

Send:

Help
Change region shown -
Customize view S
Analyze this sequence =
Run BLAST
Pick Primers
Highlight Sequence Features
Find in this Sequence
Articles about the MC1R gene —

Alpha-melanocyte-stimulating hormane
suppresses oxidative stre [WMol Cancer Res. 2012]

Germling melanocortin-1-receptor genotype is
associated with severity [J lnvest Dermatol. 2012]

Genome-wide association analyses identify 13
new susceptibility loci for gener [Mat Genet. 2012]

See all..

Variation viewer

See a summary of MC1R variations, including
those of clinical significance.

-

Reference sequence information
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3.- Introducir la secuencia en formato FASTA en el programa Primer3

4.- Proponer un cebador, el tamafo de amplicon que se quiere obtenery

pedir analisis de cebadores

/

Secuencia de
cebador directo

L - | Checks for inispriming in template.
Pl 1MCTY (v 0.4.0) Pick primers from a DA sequence. |

Primer3plus mterface

Paste source sequence below (3'->3', string of ACGTITacgtn -- other letters treated as IM -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok, Please I-out undesirable sequence (vector, ALTTs, LI
NOMNE A

GCCCCACGCTCTECAGGALGAGATC ATGGGEGCOGEGAGTTGOTGCTGCHGCC TCOTTCCTCTCTGCAGT ~
GAGTGAACGATETTTGTGHTC AGCAGGAGCC TETGEGGAGCACAGGCTGETCC TCCTEGTGTCICACCCA .
CCCCTTTTTCCATGGGGGATC TGCAC TCATC TCCAGGGARGATGGTTGGGAGATAACCCCAGTCTGCTCT Secuencia del genen
AGGTCCCCACCOTCCACAGCCAGGATGGTCCOTOGTGAGC TTCAGCCATCGAGATGUGGGAGTCTGCTAG T

AGTCTTCAGGGTCTTTTCTC TGARRATG ACAGGC TAGC AAGGAGACCTGGETCCCCTEACTCTTECATTC formato FASTA
CAGATGCCTTGAGTCCACCCARATAGGGGATGTGATGTTTGGAGC TGCAGC AGCCOUCCTACGHTTGGGA v

GTCAGAGAAGAGCCGGTGTTCCAGGGACAATGCAGCAGAGGCTGAGCCCAGGCCTGCTGTCCTGAGAGGT

| Pick left primer, or use left primer below: | [ Pick hybridization probe (internal olige), or use oligo below: | Pick right primer, of use right primer below (5" to 3' on opposite strand):
|caacaacTCCTTCCTGETTC | |

[ Pick Primers 4{—ResstFam—] Analizara el cebador propuesto y propondra

Secuence Id: A string to identify your output. el Cebador reverso

Targets: E.g 50,2 requires primers to surround the 2 bases at posttions 50 and 51 Or mark the source sequence with [ and | e.g . ATCT[CCCCITCAT. me
Ezxcluded Regions: E.g 4017 68,2 forbids selection of pritmers in the 7 bases starting at 401 and the 2 bases at 68, Or mark the source sequence with < and > e.g . AT

Product Sire Ranges |955-986
Mumber To Return |5

Max Repeat Mispriming [12.00 Pair Max Fepeat Misprimmg 24.00
Ilax Template Mispriming (1200 | Fair Max Template Misprimung | 24.00 Tamaﬁo de ampllcén (,_, 1 kb)
[ Pick Primers H Feset Form ]

General Priiner Picking Conditions

Primer Size  Min: |18 Opt: (20 Ilas: |27

Primer Tm  Min: 57.0 Opt |ED.D Ilaz (3.0 Mlax Tm Difference: (1000 | Table of thermodynatnic parameters: | Breslauer etal. 1985
Product Tm  Iin: Cpt: Iola

Primer GC% Min: 20.0 Cpt: Ilas: |80.0

orman 1 Zabal 212U
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Interfaz parcial de la respuesta de Primer 3: caracteristicas de
cebadores

Primer3 Output

No mispriming library specified
Uzing l-based sequence positions

. OLIGO start len T = {=2] any
Cebador directo  LEFT PRIMER §349 20 59.90 55.00 5.00 0.
RIGHT PRINER 7334 15  61.02 S57.89 4.00 3.

SEQUENCE 3IIZE: 10099
INCLUDED REGICHN IIZE: 10039 5' 3'
Tamaio de —
« 7 ——— » PFRODUCT IIZE: 986, PALIR ANY COMFL: 5.00, PAIR 3' COMPL: Z.00
amplicon

1 GCCCCACGCTCTGCAGFALGAGATC ATGGGGGCGEGEAGTTGGTGCTGCGGCCTCGTTCC

61 TCTCTGCAGTGAGTGAACGATGTTTGTGGTCAGCAGGAGCCTGTGGGGAGCACAGGCTGG

121 TCCTCCTGGTGTCCCACCCACCCCTTTTTCCATGGGGGATC TGCACTCATCTCCAGGGAL

151 GATGGTTGGGAGATAACCCCAGTCTGCTCTAGGTCCCCACCCTCCACAGCCAGGGTGGTC

241 COTGGTGAGCTTCAGCCATCGAGATGCGGGAGTCTGCTAGAGTCTTCAGSGTCTTTTCTC

301 TGAARATGACAGGCTAGCAAGGAGACCTGGGTCCCCTGCCTCTTCCATTCCAGATSCCTT

361 GAGTCCACCCAAATAGGGGATGTGATGTTTGGAGCTGCAGCAGCCGCCCTACGETTGGGEA " -
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Interfaz parcial de larespuesta de Primer 3: lugar de hibridacion de cebadores

Forward
o Directo

7
5 6241

6301

TGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACACCCAAGGCCCCCTGGCAGCACCATGAL

CTAAGCAGGACACCTGGAGGGGALGAACTGTGGGGACCTGGAGGCICCALACGACTCCTT
B

COTGCTTCQIGGACAGGAC TATGGC TG TGCAGGGATCCCAGAGAAGAC TTC TGGGCTCCC
b=l S

6421

6451

6541

6601

BEEL

67E1

6751

6541

6901

6961

TOE1

TOE1

T1l41

7201

7261

el

TCAACTCCACCCCCACAGCCATCCCCCAGCTGGGGCTGGUTGCCALCCAGACAGGAGCCT

GOTGCCTGGAGGTGTCCATCTCTGACGGGCTCTTCCTCAGCC TGGGGC TGGTGAGCTTGE

TGGAGALCGCGCTGGTGGTEGGCCACCATCGCCALGAACCGGAACCTGCACTCACCCATGT

ACTGCTTCATCTGCTGCCTGGCCTTGTCGGACCTGC TGO TGAGCGGEAGCAACGTGCTGE

AGACGGCCGTCATCCTCCTGC TGGAGGCCGGTGCACTGETGECCCGEGCTGCGGETGC TG

AGCAGCTGGACAATGTCATTGACGTGATCACCTGCAGCTCCATGCTGTCCAGCCTCTGCT

TCCTGGECGCCATCGCCGTEGGACCOC TACATCTCCATCTTCTACGCACTGCGCTACCACA

GCATCGTGACCCTGCCGCGEGCGCEGCGAGCCGTTGCGGCCATC TGGGTGGCCAGTSTCG

TCTTCAGCACGCTCTTCATCGCCTACTACGACCACGTGGCCGTCCTGCTGTGCCTCGTGS

TCTTCTTCCTGGCTATGCTGG TGO TCATGGCCGTGCTGTACGTCCACATGCTGGCCCGGE

CCTGCCAGCACGCCCAGGGCATCGCCCGGCTCCACAAGAGGCAGCGCCCGGTCCACCAGG

GCTTTGGCCTTARAGGCGCTGTCACCCTCACCATCCTGCTGEGCATTTTCTTCCTCTGCT

GGGGCCCCTTCTTCCTGCATC TCACACTCATCGTCCTCTGCCCCGAGCACCCCACGTGCG

GCTGCATCTTCAAGALC TTCAACCTCTTTCTCGCCCTCATCATC TGCAATGCCATCATCG

ACCCCCTCATCTACGCCTTCCACAGCCAGGAGUTCCGCAGGACGC TCAAGGAGRATGCTGA

T

CATGCTCCTGGTGAGYGCGGETGCACGCGGCTTTAAGTGTGCTGGGCAGAGGGAGGTGGTG
Bttt sy

orman 1 Zabal 212U
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PCR para realizar una clonacion molecular: cebadores con
colas portando dianas de restriccion

Diana de
restriccion A

CATTCCGTCAATTCCGG

Cebador directo

S'CATTCCGTCAATTCCGGI’

.............. / 3
GATTCCAGCGTATAAGC
3 CTAAGGTCGCATATTCG!
Cebador reverso
CTAAGGTCGCATATTCG

O
res

)iana de
triccion B

A los cebadores diseiados, se les puede afadir una corta
secuencia en el extremo 5’ que incluya una secuencia diana de
un enzima de restricciéon concreto

orman 1 Zabal 212U
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PCR para realizar una clonacion molecular: cebadores con
colas portando dianas de restriccion

Tras la amplificacién, cada fragmento obtenido por PCR estara
flanqueado en cada extremo por una diana para un enzima

5 3 5 3

3 5 3 5’

Diana Diana Diana Diana
A B A B

Si digerimos con ambas enzimas, se obtienen fragmentos con
extremos diferentes que pueden ser clonados en un vector de
expresion digerido con A+B

51

3!

5!

orman 1 Zabal 212U
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3.Transfeccion de células de mamifero

 La transfeccion es la introduccion de genes en células eucariotas mediante
el empleo de constructos de DNA, utilizando para la transferencia plasmidos
recombinantes (u otras herramientas) y alguna metodologia que facilite la
introduccion de estas construcciones en el nucleo celular.

* Los plasmidos muestran una baja toxicidad y, en general, son de bajo coste
y facil manejo, por lo que suelen ser frecuentemente utilizados.

Los plasmidos de expresion permiten obtener gran cantidad de la proteina
obtenida a partir de la secuencia nucleotidica clonada e investigar el
fenotipo que se produce por esa expresion.

« Algunos plasmidos de expresion permiten regular los niveles y las
condiciones en las que expresar la proteina de interés. ‘-"-'-mgw
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Ejemplo de un plasmido de expresion en mamiferos

Promotor virico, expresion
constitutiva en células de

. . mamifero
Resistenciaala
Ampicilina (seleccion de \
bacterias transformadas) HinDIII

Polylinker
8 (agrupacion de dianas
amHI J O, .
/ Unicas de enzimas de
restriccion)

pcDNAS3
5446 bp

Origen de replicacion R Neomicina (seleccion de

bacteriano / T células de mamifero

(independiente de la transfectadas)
replicacion del
cromosoma bacteriano)

Senales para el uso del plasmido
en bacterias

orman 1 Zabal 212U

Senales para el uso del plasmido
en células de mamifero
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Métodos de transfeccion en células de
mamiferos
La transfeccién con plasmidos se puede realizar utilizando métodos quimicos

(como la utilizacién de liposomas) o fisicos (como la electroporacion, el
bombardeo de particulas, la micro-inyeccién directa de DNA, etc.)

METODOS COMENTARIOS
Liposomas eficaz, no téxico, sencillo
Fosfato calcico baja eficiencia

Electroporacion eficaz, supervivencia comprometida

Microinyeccion cara, dificil, eficaz
Biobalistica células vegetales
Retrovirus muy eficaz, trabajoso, requiere habilidad

(Rim & Eberwine, 2010) —ie
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Transfeccion mediante liposomas

-La transfeccion mediante liposomas tiene una alta eficiencia y una reducida
toxicidad por lo que suele ser un procedimientos de eleccion.

-Se trata de polimeros de poliamidoaminas y lipopoliaminas con cargas positivas
qgue se unen a las cargas negativas del DNA formando vesiculas multilaminales.

-Las vesiculas portadoras de DNA interactuan con los lipidos de la membrana celular,
facilitando la transferencia de su carga (los acidos nucléicos) al interior de los
nucleos de las células eucariotas.

-Ejemplo: One focus. Transfection [Internet]. USA: Mirus Bio LLC [citado el 25 oct. de
2016]. Disponible desde: https://www.mirusbio.com/transfectopedia/methods
«Tutorial de transfeccidn:

DNA transfection using jetPRIME reagent [Internet]. USA: Chain de Polyplus
Transfection . Polyplus [15 mar. de 2011; citado el 25 oct. de 2016]. Disponible desde:
http://www.youtube.com/watch?v=G39wNXaZPX4&feature=em-share_video_user

orman 1 Zabal 212U
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Expresion de genes transfectados

Los plasmidos recombinantes transfectados llevan
secuencias que permiten:

1.-la seleccion de las células que portan los plasmidos de

interes
2.- la sobre-expresion del gen clonado

Informacion adicional: Patrick M. Plasmids 101: Mammalian
Vectors [25 mar. de 2014; citado el 25 oct. de 2016]. In:

Addgene’s Blog [Internet] Addgene. Disponible desde:
http.//blog.addgene.org/plasmids-101-mammalian-vectors

orman 1 Zabal 212U
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PCR PCR
Comparar
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» Migracion en
electroforesis
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4. Analisis del fenotipo tras sobreexpresar una proteina: método sencillo
para evaluar camblos en la expre5|on génica
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Extraccion de RNA con el reactivo TRIzol®

«El TRIzol® es un reactivo comercial (Life Technologies Inc., Gibco BRL),
consistente en una solucion de fenol y tiocianato de guanidina que permite
aislar RNA total intacto a partir de células y tejidos mediante un solo paso de
extraccion.
« Durante el proceso, el TRIzol permite separar el RNA del DNA, las proteinas y
demas componentes celulares. El reactivo TRIzol contiene los siguientes
componente.
a) Fenol saturado: provoca la separacion y estabilizacion de lipidos vy
permite la separacion de las proteinas, DNA y RNA en diferentes fases
(ver después)
b) Tiocianato de guanidina: provoca la desnaturalizacion de las proteinas
(incluidas RNasas), la ruptura de membrana plasmética y la separacion
del RNA de los ribosomas. ‘;.'I’
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Extraccion de RNA con el reactivo TRIzol®

La extraccion de RNA se realiza en varios pasos:

1. HOMOGENIZADO de la muestra: la resuspension de las células en
trizol permite su lisado y la estabilizacion de sus componentes
celulares. Cuando se incuba en trizol la muestra homogenizada, se
consigue la disociacion completa de los complejos de nucleoproteina.

2.- SEPARACION EN FASES: si al trizol se le afiade cloroformo, tras
centrifugacion aparecen dos fases: una roja en la parte inferior (fase
de fenol-cloroformo) y otra superior (fase acuosa) y transparente. Los
lipidos quedan en la fase organica, las proteinasy el DNA en |la
interfase y el RNA en la fase acuosa (la fase acuosa suele representar
el 60% del volumen de trizol utilizado en la homogenizacion).

orman 1 Zabal 212U
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Extraccion de RNA con el reactivo TRIzol®

3.- PRECIPITACION DEL RNA: el RNA de la fase acuosa puede precipitarse
con isopropanol, un alcohol miscible en agua que provoca la deshidratacion
del RNA, de forma que se puede precipitar mediante centrifugacion. El RNA
precipitado forma un ligero pellet en el fondo del tubo

4.- LAVADO DEL RNA: EI RNA precipitado suele estar acompaiiado de sales.
Para la eliminacion de las sales el RNA se lava con etanol 75%. El lavado
reduce las sales porque éstas son solubles en el 25% de agua, mientras el 75%
de etanol mantiene el RNA precipitado.

5.- RESUSPENSION DEL RNA: se emplea agua libre de RNasas, para evitar la
degradacion del RNA, que a diferencia del DNA es muy inestable.

Informacion adicional:

Benson C. RNA extraction Tutorial [Internet] [3 ene. de 2015; citado el 25 oct. de 2016].
Disponible desde: e
https://www.youtube.com/watch?v=MgNicWbANKA&nohtml5=False ‘h’
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Analisis de la expresidon génica

- Laexpresion génica puede analizarse mediante diversos
métodos.

« Los métodos tradicionales se centran en analizar la
expresion de un gen cada vez en un momento

« No obstante, existen diversos métodos para analizar la
expresion de multiples genes simultadneamente

Informacioén adicional:

Robertson S. Gene Expression Techniques. News Medical Life
Sciences [Internet] USA: AZO NEtwork [actualizado 2 dic. de
2014; citado el 25 oct. de 2016]. Disponible desde:
http://www.news-medical.net/life-sciences/Gene-
Expression-Techniques.aspx tﬂ’
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Analisis de expresion génica mediante RT-PCR:
Retrotranscripciony PCR

Uno de los métodos habituales para analizar la expresion de un gen es
la RT-PCR, que consiste en amplificar mediante PCR el mRNA obtenido
tras la expresion de un determinado gen (Pfaffl, 2004).

El enzima Taq polimerasa empleado en la reaccion de PCR sélo es capaz
de sintetizar DNA a partir de un molde de DNA, por lo que para poder
utilizar esta técnica para amplificar moléculas de RNA es necesario
generar previamente una cadena de DNA complementario (cDNA) a
partir de cada molécula de mRNA, mediante una DNA polimerasa
dependiente de RNA, un enzima conocida como transcriptasa inversa o
RT (Reverse Transcriptase).

orman 1 Zabal 212U
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Analisis de expresion génica mediante RT-PCR:
Retrotranscripciony PCR

Mediante la reaccion de RT se consigue una muestra de moléculas
de cDNA que sera representativa de los tipos de mensajeros
expresados en la muestra de estudio.

Los cebadores o primers habitualmente utilizados para esta
reaccion de RT suelen ser random primers (hexanuclebtidos de
secuencias aleatorias) que permiten la sintesis representativa de
regiones 5’y 3’ de la practica totalidad de los RNAs.

Informacion adicional:

Simplified RT- Reverse Transcription Animation [Internet]. Thermo
Fisher Scientific [6 dic. de 2012; citado el 25 oct. de 2016].

Disponible desde:
https://www.youtube.com/watch?v=0M]IbrS4fbQ&nohtml5=False

\
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-

Retrotranscripcion

D p—————— 3
11T 11T 11T 11 Iaaaan

Alineamiento de
cebadores

D p————— 3
11T T 1T 11T 11 Iaaaan

F<NNNNNN 5 < NNNNNNGE

l Transcriptasa inversa

D p————— 3
I 1T 1111 1aaran
NNNNNN 5

Zag—
raguu—
-
-

3’ NN

Alcali

YR AN I I I I I A I ™
cDNA £

50




Analisis de expresion génica mediante RT-PCR:
Retrotranscripciony PCR

- Una vez sintetizados los cDNAs mediante RT, se toman alicuotas de esa
reaccion para estudiar transcritos concretos mediante PCR, eligiendo una
pareja de primers especificos para cada mensajero que se quiera
amplificar. Amplificando un cDNA (especifico del mMRNA en estudio) se
consigue obtener una sefal apreciable incluso partiendo de cantidades
de RNA muy pequenas.

- La posibilidad de detectar con gran sensibilidad un mRNA mediante la
estrategia RT-PCR representa la mayor aportacion de esta técnica al
estudio de la expresion génica. Practicamente no existe limite para su

ta pabal 2azy

poder de deteccion. ‘;.'I’
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PCR para amplificar cDNA: el diseno de cebadores
especificos es clave

 Los cebadores deben amplificar cDNA, y no el DNA gendmico que pudiera estar
contaminando la muestra

« El cDNA tiene la misma secuencia que el DNA gendmico, excepto porque no contiene
zonas reguladoras e intrones

Promotor 5°UTR exon intron exon intron exon 3"UTR
I BN e
37 5
Transcripciony .
splicing In vivo
5L 37
l Retrotranscripcion In vitro

[
%

3’ 5
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PCR para amplificar cDNA: el diseno de cebadores
especificos es clave

Dos posible estrategias para disefiar cebadores que amplifiqguen cDNA,
pero no DNA

A) Disenar un cebador que hibride con una zona "“a caballo” entre dos exones. En
este caso, es imposible que hibride en el DNA gendmico y sélo hibridara con el cDNA

5 37
5 _ 5 cDNA

B) Disenar cebadores de los que cada uno hibride con un exon. Si hibrida en el cDNA
obtendremos un amplicon del tamano esperado, pero si hibrida en el DNA gendmico,
el tamano del amplificado sera mucho mayor que el esperado y dendiente del tamano
de los intrones. Si el intron tiene mas de 1Kb, la PCR no funcionara, porque la
secuencia a amplificar sera demasiado grande.

5 37 ——
I | o 5
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-
Diseno de cebadores para amplificar el cDNA de
Tirosinasa: Ensembl (nttp.//www.ensembl.org/indexhtml) Y Primer 3

1.- Buscar la secuencia del gen Tirosinasa en Ensembl

BLAST/BLAT | BiolMart | Tools | Daownloads | Help & Documentation | Blog | hirrars

Search: | Mouse v| for tyrosinase

e.g. BRCAZ or rat X:100000..200000 or coronary heart disease

Browse a Genome

The Ensernbl project produces genorme databases for vertebrates and other eukaryotic species, and makes this information freely
available online.

Popular genomes

S Human Mouse
E GRCK3T GRCM3E
Zebrafish

za

o Login to costamize this list

All genomes
|—Se|edaspecies— &
Wiew full list of all Ensembl species s ta bl 242

Other species are available in Ensembl Fref and EnsemblGenormes v
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Técnicas de Genética Molecular Tema 4

2.- Localizar los exones

Lagin - Regi

EN - Search Mouse...

Transcript: Tyr-201 ensmusTo0000004770

Description tyroginase [Source:MG| Symbal;Acc: MGI198350]
Location Chromosame 7: 87 427 405-57 493 411 reverse strand.
Gene B This transcript is a product of gene ENSMUSGO0000004651 - This gene has 1 transcript

Srouise cotrrns

Name Transcript 1D Length (bp) Protein 1D Length (aa) Biotype Ccps

Tyr-201 ENSMUSTO0000004770 3307 ENSMUSPO0D00004770 533 Pratein coding  CCDS52304

Transcript and Gene level displays (]

“iews in Ensembl are separated into gene based views and transcript based views according to which level the information is more appropriately associated with, This view is a transcript level view. To flip between the two sets of views you
can click on the Gene and Transcript tabs in the menu bar at the top of the page.

Transcript summary @

=+ +—— 4 1}

—=miReverse strand 66.01 Kb i
4

Statistjcs Exons: 5 Coding exons: 5 Transcript length: 3,307 bps Translation length: 533 residues
CCDs Thig transcript is a member of the Mouse CCDS set: CCDS562304

Enseifibl version EMSMUSTO0000004770.5

Type Known protein coding

Predjction Method Annotation produced by the Ensembl genebuild.

Exones

orman 1 Zabal 212U
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3.- Localizar los limites entre exones

Exones

o ~AOWDN

CCDS Sequence Data
Elue highlighting indicates alternate exons.
Fed highlighting indicates amito acids encoded across a splice junction.

Mouse over the nucleotide or protein sequence below and click on the highlighted codon or
residue to select the pair.

Nucleotide Sequence (1602 nt):

ATGTTCTTGGC TG TTTTGTAT TG CCTTC TG TG GAGTTTC CAGATC TC TGATGGCCATTTTCCTCGAGCCT
GTGCCTCCTCTALGA LM TTGTTGGCARAAGAATGCTGCCCACCATGGATGGGTGATGGGAGTCCCTGCGE
CCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGCCAGGATATCCTTC TG TCCAGTGCACCATC TGGACCTCAGTTCCCC
TTCAAAGGGG TG ATGACCGTGAGTCC TG e T TG TG TTTTATAATAGGACC TGO CAGTGC TCAGGC L
ACTTCATGGGTTTC AL TEC GG A A A TG TAAGTTTGGATT GGG CC A LA TTGTACAGAGAAGCGAGT
CTTGATTAGAAGA A A A TTTTTGATTTGAGTGTC TCCGAALAGRATALGTTCTTTTCTTACC TCACTTTA
GCAA A A TAC TATCAGC TCAGTC TATGTCATCCCCAC AGGCACC TATGGCCARATGARC AATGGGTCLL
CACCCATGTTTAATGATATC AR ATC TAC GACCTCTTTGTATGGATGCATTAC TATGTGTCALGGGACAC
BTG TTGGG G TCTGAR A TATGGAGGGAC AT TGATTTTGC CCATGAAGCACC AGGETTTCTGCCTTGE
CARCAGACTTTTC TTGTTAT TG TG GGAAC AAGALATTCGAGAACTAMC TGGEGATGAGAACTTCACTGTTC
CARTACTGGGATTGGAGAGATGC AGAL R A TCTGACATTTGCACAGATGAGTAC TTGGGAGSTCGTCACCC
TGAAAATCCTAACTTACTCAGC CCAGCATCCTTCTTC TCCTCCTGGCAGATCATTTGTAGCAGATCAGRL
GARGTATAATA G AT ARG T T TTAT GO GAT A A A TGAGGGAC CAC TATTACGTAATCCTHGARLCC
ATGACAALNGCCAL A A CCCC A TCCCATC TTCAGC AGATGTEGAATTTTGTC TEAGTTTGAZ CCAGT
TEAATCTGGATC A A TG TAGA L TGO C AL TTTCAGC TTTAGARAC ACACTGGALGGATTTGCCAGTCCA
CTCACAGGGATAGC AGATCCTTC TCAAAGTAGCATGC ACAATGCCTTACATATC TTTATGALATGGAACRN
TETCCCALMGTACAGGGATC GG C A GATCCCATTTTTC TTC TTCACCATGC TTTTGTGGACAGTATTTT
TEAACAAT GG TG GARGGC A G C T TTT TG AL TTTACC CAGAAGC CAATGCACCTATCGECCAT
A A A A T TTACATGE T T T T T AT A G Te TATAGAA A TG TGATTTC TTCATAACATCC LA
ATCTGEEATA T GA S TAC AGC TACC TG T AGATCCAGGC TTTTACAGAALTTATATTGAGCCTTL
CTTGGAACAAGCCAGTCGTATC TGGCCATGGCTTCTTGGGGCAGCACTGETGGEAGCTGTTATTGCTGC L
GCTCTCTCTGGGC TTAGC AGTAGGC TATGCC TTCAGALGALGARGAAGRAGAAGC AACCCCAGGAGGADD
GGECAGCCACTCC TCATGGAC AR AGACGAC TACCACAGC TTGC TGTATCAGLGCCATCTGTGL

Translation (533 aa):
MFLAVLYCLLUAFOISDGHFPRACASSENLLAEECCPPWMGDGEPCGOLIGRGECODILLESAPIGPOFP
FEGVDDRESWPIVFYNRTCOCICNFMGFNCGHNCEFGFGGPNC TEEEVLIREN IFDLAVSEENEFFSYLTL
LAEHTISSVTWIPTGTYGOMINGE TPMFND INIVDLFVTMHY YW RD TLLGGSEIWEDIDF AHEAPGFLEPW
HELFLLLWEQEIRELTGDENF TVPYWDWRDAENCDICTDEYLGGRHPENPNLLEPASFFEEWOQIICSRESE
EYNSHOVLCDGTPEGPLLENPGHNHDEAETPELPSSADVEFCLELTOVESGSMDRTANFSFENTLEGF ASE
LTGIADPSOS S MHNALHIFMNGTMSOVOGIANDP IFLLHHAFVD S IFEQULEREHEREFLLEVYPE ANAF TGH
MNELEYMVPFIPLYREMNGDFF ITEKDLGY DY SV LOESDPGF VRN Y IEPYLEQASRIWP WLLGAALWVGAVIAL
ALEGLESRLCLOEEKEEEQPOQEERQPLLMDEDDVHELL VOSHL

CDS

Protein
a
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I Técnicas de Genética Molecular Tema 4

4.- Buscar el tamaino de los intrones e identificar las secuencias donde
termina un exdny comienza otro

Exons @

No. Exon / Intron Start End Start Phase End Phase Length Sequence
Shupstrearn SeqUence e tatatagotottageoaasacatytgatagtoactocagyygttgotggs
1 EMSMUSENNO00894739 87 493 411 87 492 532 - 0 880 LAAGRAGTCTGTGACACTC ATTAACCTATTGGTGCAGATTTTGTATGATC TALLGGAGLE

AATGTTCTTGGC TG TTT TG TAT TGO CTTC TG TGGAGTTTCCAGATC TCTGATGGCCATTT
TCCTCGAGCCTGTGCCTCC TCTAMGAACTTGTTGGC AAAAGARTGC TGCCCACCATGGAT
GEGTGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGETTCC TGO CAGGATATCCTTCT
GTCCAGTGCACCATCTGGACCTCAGTTCCCC TTCAAAGGGGTGGATGACCGTGAGTCCTG
GoCCTCTGTGTTTTATAAT AGGACCTGCCAGTGC TCAGECARCTTCATGGETTTCAACTG
COGLAACTGTAAGTTTGGATTTGGGGGCCCALATTGTACAGAGLAGCGAGTCTTGATTAG
AAGAAACATTTTTGATTTGAGTGTC TCCGARLAGARTALGTTCTTTTCTTACCTCACTTT
AGCAAAACATACTATCAGC TCAGTC TATGTCATCCCCACAGGCACCTATGGCCARLATGAR
CAATGGGTCAACACCCATGTTTAATGATATCAACATCTACGACCTCTTTGTATGGATGCA
TTACTATGTGTCAAGGGAC ACACTGCTTGGGGGCTC TGAALTATGGAGGGLCATTGATTT
TECCCATGLAGC A CAGGGTTTC TGO TTGGC ACAGAC TTTTCTTGTTATTGTGGGALCA
AGALATTCGAGALC TAACTGGGEATGAGAAC TTCAC TGTTCCATAC TGGGATTGGAGAGA
TECAGALALC TG TGACATTTGCACAGATGAGTACTTGGGAGGTCGTCACCCTGAALATCC

TAACTTACTCAGCCCAGCATCCTTCTTCTCC TCCTGGCAG
Intron 1-2 a7 492 531 a7 484 038 8494 gtaagatgoactatatagagagagt. ooy . atttaacatasattgttttboacag

2 ENSMUSENNNN0Z200412 57 484 037 57 483 521 ] 1 217 ATCATTTGTAGCAGATCAGALGAGTATAATAGCCATCAGGTTTTATGCGATGGAACACCT
GAGGGACCACTATTACGTAATCCTGGARACCATGACARAGCCARRACCCCCAGGCTCCCA
TCTTCAGCAGATETGEAATTTTGTCTGAGTTTGACCCAGTATGAATC TGGATC AATGEAT
AGAACTGCCAATTTCAGCTTTAGAALCACACTGGLAG

Intron 2-3 a7 483820 87 472 547 gtaatatcocttgbgtteattaattt., ... ... ... tttasatttoootttatttoaacay
3 ENSMUSEDDO00200414 87 472 545 87 472,399 1 2 148 GATTTGCCAGTCCACTCAC AGGGATAGC AGATCCTTCTCALAGTAGCATGCACAATGCCT
TACATATCTTTATGAATGGAACAATGTCCCAAGTAC AGGGATCGGCCAACGATCCCATTT
TTCTTCTTCACCATGCTTTTGTGGACAG
Intron 3-4 a7 472 398 a7 438,119 34,280 [t e {o t b s ETut=N ok o ottt ol TR o= T=T= o chotgagtiaacoottooetotgtag
4 ENSMUSEDDO00200410 87 438,118 87 437 937 2 1 : TATTTTTGAACAATGGCTGCGARGGCACCGCCCTCTTTTGGAAGTTTACCCAGRAGCCAL
TGCACCTATCGGCCATARC AGAGACTCTTACATGGTTCCTTTCATACCGCTC TATAGLAL
TGETGATTTCTTCATALCATCCAAGGATC TGGGATATGAC TACAGC TACCTCCAAGAGTC
AG
Intron 4-5 a7 437 936 a7 429 285 g Ea2 [ ATt (d At Te:d o o [turd o o =T r=X e - DN acagottigatotottiotacttoag
5 ENSMUSEONO00200411 87 429 284 87 427 405 1 . 1,880 ATCCAGGCTTTTACAGARATTATATTGAGCC TTACTTGGALCALGCCAGTCGTATCTGGE

CATEGCTTCTTGGGGCAGC ACTGGTEEGAGC TGTTATTGC TGCAGC TCTCTCTGGGCTTA
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5.- Emplear Primer 3 para obtener la pareja de cebadores

Primer3 Output

Mo mispriming library specified
Using l-bhased sequence positions
OLIGD s=tart len Tin oo any 3!
Cebador directo LEFT PRIMEER 5e5 20 59.52 EO.0o 4.00 Z.0
RIGHT FPRIMEER 891 20 E7.55 E5.00 5.00 1.0
SEQUENCE 3IZE: 1602
INCLUDED REGICN ZIZE: 1602

==

—» PRODUCT 3IZE: 327, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: Z2.00

1 ATGTTCTTGGCTGTTTTGTATTGCCTTC TG TGGAGTTTCCAGATC TCTGATGGCCATTTT

61 CCTCGAGCCTGTGCC TCC TCTAAGAAC TTGTTGGCARRAAGAATGC TGCCCACCATGGATG

121 GGTGATGGGAGTCCCTGCGECCAGC TTTCAGGC AGAGGTTCCTGCCAGCATATCCTTCTG

131 TCCAGTGCACCATC TGGACC TCAGTTCCCC TTCAAAGG GG TOGATGACCGTGAGTCC TGS

CTTGGEEGCTCTGAAATATG
TAGTGGTCCCTCAGGTGTTC
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4z1

431

541

601

6al

Tzl

T3l

g41

201

961

1021

AR A ATAC TATCAGC TCAGTC TATGTCATCCCCACAGGCACCTATGGCCAAATGARC

AATGGGTC AL A ATGTTTAATGATATCAACATC TACGACC TCTTTGTATGSATGCAT

TACTATGTGTCAAGGGACACAC TGC TTGGGGGC TCTGAAATATGGAGGGACATTGATTTT

e e e e e e e e e

GCCCATGAAGC ACCAGGGTTTC TGO TTGGCAC AGAC TTTTC TTGTTATTGTGGGAACAL

GAAATTCGAGAAC TAAC TG GG GATGAGAAC TTCACTGTTCCATACTGGGATTGGAGAGAT

GCAGARR A TG TGACATTTGCAC AGATGAGTACTTGGGAGETCGTCACCCTGAAAATCCT

AACTTACTCAGCCCAGCATCCTTCTTC TCCTCC TG GC AGATCATTTGTAGC AGATCAGAL

GAGTATAATAGCCATCAGGTTTTATGCGATGGAACACCTGAGGGACCACTATTACGTAAT

LT

CCTGARACCATGACAAAGCCARAACCCCCAGGCTCCCATCTTCAGCAGATGTGEAATTT

TGTCTGAGTTTGACC CAGTATGAATC TGGATCAATGGATAGAACTGCCAATTTCAGCTTT

AGAAACACACTGGAAGGATTTGCCAGTCCACTCACAGGGATAGC AGATCCTTCTCARAAGT

1€ intron: 8,494 kB
Por tanto, empleando estos cebadores Unicamente amplificaremos el cDNA

Exones
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Control endégeno “Housekeeping gene”

Para el analisis de expresion génica debe utilizarse un buen control
endégeno (control de carga). Estos controles cumplen 2 requisitos:

-Son genes constitutivos, cuya expresion no varia al modificar las
condiciones celulares (tratamiento)

-Deben tener un nivel de expresion similar a la del gen en estudio

Ejemplos

- Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) - Enzima componente

de la ruta de glicolisis
- -actin > Componente del citoesqueleto

« Ribosomal RNA (rRNA): 28S, 18S - RNA ribosémico £
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Tratamiento de los datos obtenidos mediante RT-PCR

Células Células que
control sobreexpresan
P
| gen A
s | control enddgeno (B)

Para medir [a expresion relativa de un gen A en las células que
sobreexpresan la proteina P con respecto a las células control:

1.- Se obtienen los valores de densidad optica de las bandas que aparecen
tras la migracion electroforética

2.- Se calcula la expresion normalizada del gen A en ambos casos (A/B)

3.- Se calcula el ratio entre células tratadas y control{ A/B tratamiento J

A/B control -
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