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« Proteinak kodetzen dituzten DNA sekuentzien
azterketa funtzionala burutzeko, Genetika
molekularreko hainbat teknika daude.

« Gali honetan, proteina errekonbinatu baten
(adibidez, MCI1R proteinaren aldaki batena)
adierazpena baimentzen duten teknika batzuk
aurkeztuko ditugu. Era berean,
gainadierazpenak adierazpen geniko mailean
daukan ondorio fenotipikoa aztertzea
baimentzen duten teknikak ere azalduko dira.

« Hurrengo diapositiban teknika molekular
batzuk agertzen direneko lanaren eskema
agertzen da. LAt



eolejelole

Lanaren eskema

Nadine90-enirudia (autorea) (commons.wikimedia
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:2ml e
endorf_tubes.jpg?uselang=es)-en argitaratua
Creative Commons BY-NC-SA lizentziapean)
v
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AZTERKRETA

P proteina adierazten
duten giza zelulak
Detekzioa /
Abgelahartsock-en irudia (autorea)

(commons.wikimedia Purutasuna
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hartsock . .
Genetic_Engineering Bacteria_Plasmid.png?uselang Kuantifikazioa

=es-en argitaratua) Creative Commons BY-NC-SA
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Gai honetan Lanaren Eskeman gorriz agertzen diren
teknikak labur aurkeztuko ditugu. Teknikak

hurrengoak dira:

1.DNAren erauzketa eta analisia

2.PCR-aren bitartezko sekuentzien anplifikazioa
3.Ugaztun  zelulen transfekzioa  adierazpen
plasmidoekin

4 Fenotipoaren azterketa: adierazpen genikoaren
kuantifikazioa
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1.- Azido nukleikoen erauzketa eta
analisia

« Azido nukleikoen erauzketa egiteko erabiltzen den ehunaren
arabera, aldez aurretik ehunak disoziatzeko eta zelulen
biderakortasuna neurtzeko teknikak erabiltzea komenigarria
liteke.

-Metodologia batzuk azaltzen dira hurrengoak lortzeko:

Ehunen disoziazioa

Zelulen banaketa

Zelulen biderakortasunaren analisia

Lisi zelularra

Azido nukleikoen erauzketa, purifikazioa eta kuantifikazioa
Zatien banaketa eta analisia

mmoNnwp



A.- Ehunen disoziazioa

- Fragmentazio mekanikoa: ebakidura, urradura, sonikazioa,

abrasioa (harea, albumina, beirazko bolatxoak,...)

- Liseriketa kimikoa: zelulen kanpoko matrizaren eta zelula-
zelula loturen liseriketa (detergenteak, Ca++ kelanteak-
EDTA,..)

- Liseriketa entzimatikoa: proteasak (kolagenasa, proteinasa K,

tripsina,...)



B.- Zelulen banaketa

Banaketa zelularra egiteko metodo batzuk daude. Erabilgarrienak
hurrengoak dira:

1.- Zentrifugazio diferentziala, sedimentazio-abiadurarena edo
isopiknikoa (Mark Frei. Centrifugation Separations. [Internet]. MO, USA:
Sigma-Aldrich. BioFiles Volume 6, Number 5 [citado el 25 oct. de 2016].
http://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biofiles/centrifugation-separations.html -tik
eskuragarri)

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

3.- Partikula magnetikoekiko afinatatez (MACS Technology [Internet].
Miltenyi Biotec [citado el 25 oct. de 2016].
http://www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/MACS_Technology_Flyer.p_
df-tik eskuragarri) tﬂ;



http://www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/MACS_Technology_Flyer.pdf
http://www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/MACS_Technology_Flyer.pdf

C.- Zelulen bideragarritasunaren analisia

Hainbat teknika daude zelulen bideragarritasuna neurtzeko
(Schwab, 2014). Ohikoena fase-kontrasteko mikroskopia da,
hurrengoak baimentzen dituena:

« Zelulen kontaketa, zelulen bideragarritasuna neurtzea,
funtzio metabolikoa aztertzea,...

« Zelulen analisirako molekula koloreztatuak (Tripan
urdina) zein fluorkoiak erabiltzen dira

- Informzio gehigarria: Nexcelom Bioscience [Internet].
Massachusetts, USA: Nexcelom [citado el 25 oct. de 2016].
http://www.nexcelom.com/Applications/measure-cell-
viability-using-trypan-blue-or-AOPIL.php#featurela-tik ..
eskuragarri LAt




D.- Lisi zelularra

Batzutan lisi zelularra laginaren prestaketarekin batera
egiten da (homogenizazioa)

Honetarako, medio hipotonikoak, detergenteak,...
erabiltzen dira

Prozesuan DNAren egonkortasuna mantendu behar da,
beraz nukleasen inhibitzaileak erabili ohi dira (EDTA,
DEPC.,...), eskularrak,...

RNArekin lan eginez gero: RNAsen aktibitatea eKiditen
dituzten jarrera gehigarriak bete behar dira (tenperatura

altuak, DEPC, e.a.), RNA oso sentikorra baita eta erraz

degradatzen baita erribonukleasen aktibitatez es (Brown _
& Audet, 2008) LAt



E.- Azido nukleikoen erauzketa

Helburuen arabera, metodologia desberdinak erabili daitezke (Nicholl, 2008,
Wink, 2011):

-Disolbatzaile organikoak: edozein azido nukleiko mota erauzi eta
prezipitatzeko teknikarik ohikoena da (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].
http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.prot4455.full-etik
eskuragarri)

«CsCl: DNA plasmidiko puruko kantitate handiak lortzeko erabili ohi da (Noles
SR.Traditional Methods for CsCl Isolation of Plasmid DNA by
Ultracentrifugation. [Internet]. USA: Thermo Fisher Scientific [citado el 25 oct.
de 2016]. https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/D17309~.pdf-
tik eskuragarri)

-Materiala adsorbatzaileko zutabeak: edozein azido nukleiko motarako
erabiltzen dira eta erauzi eta purifikaziorako kit komertzialen oinarriak dira
(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]. http://bitesizebio.com/13516/how-dna-extraction-rna-miniprep-
Kits-work/-tik eskuragarri) ——

\
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Azido nukleikoen kuantifikazioa

Normalean, Kkuantifikazioa 260 nm uhin luzerako
ultramoreen espektrofotometriaz burutzen da: intereseko
azido nukleikoa daukan lagin akuoso baten dentsitate
optikoa (OD) neurtzen da. Absorbantzia edo OD azido
nukleiko motaren araberakoa da eta soluzio akuosoaren
kontzentrazioarekiko zuzenki proportzionala (Nicholl, 2008;
Wink, 2011):

DNA kate bikoizdun 1 mg/ml-K 20-ko A260 maila dauka,
beraz, 1 OD dsDNA= 50ug DNA/mL

RNA Kkate bakunekol mg/ml-k 25-ko A260 maila dauka,
beraz, 1 OD de ssRNA= 40 ug RNA/mL

\

11



Azido nukleiko laginaren purutasuna

-Laginean azido nukleikoak proteinekin batera ohi daude
eta hauen absobantzia pikoa 280 nm-ko uhin luzeran dago.

«Azido nukleiko lagin baten purutasunaren neurria
estimatzeko, A260/A280 eralzioa kalkulatzen da.

-DNA: erlazioa > 1,8 bada, soluzioa purutzat hartzen da

RNA: erlazioa >2,0 bada, soluzioa purutzat hartzen da

12



F.- Zatien banaketa eta analisia

«Azido nukleiko molekulak banatzeko hainbat metodo
daude

-Tamaina desberdineko zatiak elkarbanatzeko,
agarosazko gelen bidezko elektroforesia erabili ohi da

-Banaketarako metodoen gaineko informazio gehigarria :

Separation[Internet]. Vermont, USA: University of
Vermont. [citado el 25 oct. de 2016].
http://www.uvm.edu/~biology/Classes/296D/12_Separati
on.pdf-tik eskuragarri

(Leeetal.2012)

orman 1 Zabal 212U
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Elektroforesia agarosazko geletan

- Sare molekularraren gela egiten da, zeinak tamaina desberdineko DNA
edo RNA zatiak banatuko dituen, betiere korronte elektrikoa aplikatuta

- Gela prestatzeko, agarosazko %1-2-ko kontzentraziodun tanpoia (TAE)
egiten da, pH 8.2-8.4 artean dagoelarik.

«Agarosa disolbatzeko soluzioa irakiten jartzen da

«Arinki hozten utzi ondoren, EtBr gehitzen da, azido nukleikoen agente
tartekatzailea dena eta fluorkoia dela ultramore argiaz.

-Soluzioa eukarri batean isuritzen da, putzuak markatzen dira orrazi
batekin geroago laginak kargatu ahal izateko, eta gogortu arte hozten
uzten da.

«Agarosazko gelen elektroforesiaren gaineko tutoriala:Agarose Gel
Electroforesis [Internet] BioRad [11 oct. De 2012; citado el 25 oct. de 2016].
https://www.youtube.com/watch?v=vq759wKCCUQ-tik eskuragarri.

orman 1 Zabal 212U
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2.- PCR-aren bidezko sekuentzien
anplifikazioa

PCRa (polimerasaren erreakzio Kkateatua) DNA zatien
anplifikaziorako metodo eraginkor eta azkarra da.
Honetarako Taq DNA polimerasa erabiltzen da, zeina
polimerasa gehieneko aktibitatea tenperatura altuetan (75-
80°C) daukan.

15



PCR

In vitro berebiziko DNA zatiaren Kkopia anitz egiten dira
(eskualde genomiko konkretu baten anplifikazioa), molde
gisa DNA Kate bikoizduna erabiliz.

Anplifikatuko den eskualde genomikoaren berekotasuna
sekuentzia nukleotidiko motzak (oligoak) erabiliz lortzen
da. Oligoak anplifikatuko den eskualde genomikoaren
muturreko sekuentziekiko osagarriak dira (hasleak).
Hasleak DNA moldearekin hibridatzen dira eskualde
osagarrietan, hau da, anplifikatuko den eskualde
genomikoaren albo bietan.

DNA moldea in vitro erreplikatzen da entzima termo-
egonkor baten eraginez (Taq polimerasa entzima),
desnaturalketa eta hasleen hibridazioa burutu ondoren.

orman 1 Zabal 212U
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PCR erreakzioarako nahiaezko osagaiak

«dNTP

-Hasleak (oligoak edo primer-rak)

-Mg?2* (polimerasaren kofaktorea) \
-Tanpoia (erreakzioaren pH-a
mante ntZ ekO) Database Center for Life Science-en irudia (DBCLS)

(autorea) commons.wikimedia
(https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Thermo

.T a q p 0 lim e ra S a cyclers#/media/File:Thermal_cycler 2.png-en

argitaratua Creative Commons BY-NC-SA lizentziapean)

. . Automatikoki PCRaren
-DNA moldea (anplifikatu nahi den erreakzio ziklikoak

genoma) egiteko makina:
Termozikladorea ...

17
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PCRaren etapak

Ziklo bakoitza 3 etapa dauka:

Desnaturalketa: kate bikoizduneko DNA berotzen da 92-
95°C-tan harizpi biak banatzeko

Hibridazioa: tenperatura jaisten denean (50-55°C-tara)
hasleak DNA moldearen sekuentzia osagarriekin
hibridatzen dira

Hedapena: hibridaturiko haslearen 3~ muturretik Tag
polimerasa entzimak nukleotidoak gehitzen ditu,
moldearekiko osagarritasuna jarraituz. Erreakzioa T72-
75°C-tan burutzen da.

18



PCRaren zikloak

« Eskualde genomiko baten Kkopia anitz egin nahi direnez,
etapa bakoitzeko prozesua ziklo anitzetan errepikatzen da.

- Zenbat eta ziklo gehiago egin, orduan eta DNA Kkopia gehiago
lortuko dira (sistema saturatu arte edo osagaiak agortu arte).
Ziklo kopurua normalean 30 da.

- Anplifikazio prozesua esponentziala denez, 30 ziklotako
erreakzio batean jatorrizko DNA harizpi bikoitz bakoitzetik
239kopia eskuratuko dira.

19
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PCR-aren inguruko informazio gehigarria

Interneten, PCR teknikaren gaineko detaile gehiago erakusten
duten tutorial anitz daude. Hurrengo, azalpenak ematen duen
bideoa eta tutorial bat agertzen dira:

« PCR-Polymerase Chain Reaction- Simple Animated Tutorial
[Internet]. Thermo Fisher Scientific [1jun. de 2012; citado el 25
oct. de 2016].
https://www.youtube.com/watch?v=DKT6 XHWne6E-tik
eskuragarri

« How to Set up the PCR Reaction[Internet]. Thermo Fisher
Scientific [28 feb. de 2013; citado el 25 oct. de 2016].

https:// www.youtube.com/watch?v=NVIT3f-
MZ508nohtml5=False-tik eskuragarri v
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Hasleen (edo primer-ren) diseinua

Berebiziko DNA genomikoa anplifikatzen duen PCR
erreakzioa burutzeko, hasleak modu egokian
diseinatzea ezinbestekoa da (Diffenbach et al 1993)

Horretarako, DNA moldearen sekuentzia ezaguna izan
behar da

Hasle bakoitzaren luzera 18-24 basekoa izan behar da.

Hasleen arteko distantzia (anplifikatuko den
eskualdearen tamaina) gehienez 1 kb-koa izango da.

22



Hasleen osagarritasuna

Anplifikazio egokia lortzeko, haslearen auto-osagarritasuna zein
hasleen arteko osagarritasuna ekidin behar da.

Auto-osagarritasuna (gutxienez 3 basekoa bada) haslearen tolesdura eta
kate bikoizduneko egiturak eratzea errazten du. Honek hasle eta DNA
moldearen arteko hibridazioaren efizientzia murrizten du.

TGTACGAGGCC
| U G
ACCGA
Bi hasleen arteko osagarritasuna: Hasleen dimeroek murrizten dute
anplifikazioaren eraginkortasuna, lehiakideak direlako (eragina bereziki
kaltegarria da 3 " muturretan gertatzen bada, DNA polimerasa han

bertan lotu behar delako).
TGTACGAGGCCAGCCCA

GGTTCACGCTGCAGGTCT

23



Hasleen diseinurako beste baldintza batzuk

- Hibridaziorako Ta (T annealing) hasleen Tm-ren araberakoa
da:

- Hasle bikotekidearen Tm baxuena baino 5°C gutxiagokoa

izan behar da.

« Gutxienez 50°C-takoaizan behar da

24



Hasleen Tm-a

« Tm (T melting) haslearen baseen erdia DNA ituarekin hibridatuta
dagoeneko tenperatura da.

- Hasle bikotekideak Tm antzekoa eduki behar dute (=5° C) eta 50-65°C
artean.

« Honek esaten digu G:C edukina antzekoa dela eta %50-%60 artean
dagoela.

« Tm balioa hurrengo ekuazioekin kalkulatu daiteke. Lehenengoa edo
bigarrena erabiliko da hasleen nukleotido kopuruaren arabera

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

Hasleen Tm-a automatikoki kalkulatzeko tresna bioinformatikoak
eskuragarri:

http://www.biophp.org/minitools/melting temperature/demo.php?formula=basic
http://www.promega.com/a/apps/biomath/index.html?calc=tm ‘h’

25



Hasleen sekuentziak

Haslearen sekuentziaren hasieran eta amaieran 1-2 base
puriniko egotea (adenina edo guanina)

Auto-osagarritasuna ekidin

5" muturrean sekuentzia gehigarriak (DNA moldearekiko
osagarriak ez direnak) gehitu daitezke (Tm kalkulatzerakoan
kontuan ez hartu)- "BUZTANAK-errestrikzio guneak
dituztenak”

Hasleen posizio batzuetan degenerazioak (mismatch) gehitu
daitezke

Ekidin T 3 "muturraren azken posizioan
Ekidin mismatch-ak 3" muturrean

26



Hasleen diseinua: Nomenklatura

S'CATTCCGTCAATTCCGG

[ o, / 3
CATTCCGTCAATTCCGG GATTCCAGCGTATAAGC
’ GTAAGGCAGTTAA;BGCC CT/?\AG GTCGCATATTCG -
[ o, / 3
CATTCCGTCAATTCCGG GATTCCAGCGTATAAGC

<= 3’CTAAGGTCGCATATTCGYS

Alderantzizko haslea
Hasle zuzena

3 GTAAGGCAGTTAAGGCC CT,?\AGGTCGCATATTCG 5

DNA MOLDE RATE
BIROIZDUNA,
DESNATURALIZATUA

HASLE BAKOITZAK
HARIZPI MOLDE
BATEKRIN
HIBRIDATZEN DA.
HASLE BIEK
INGURATZEN DUTE
ANPLIFIKATUKO
DEN ESRUALDEA

orman 1 Zabal 212U
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Hasleen diseinua

Gene bat anplifikatzeko hasleak diseinatzeko, hurrengo
pausuak proposatzen dira:

1.- Genearen sekuentzia NCBI web orrian bilatu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Adibidez, MCIR edo Melanocortin 1 receptor (Homo sapiens)
genearen sekuentzia bilatu

2.- Lanabesa bioinformatikoen bitarteko hasleak diseinatu,
NCBI eta Primer3 programa askea
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

28
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1.- MCIR edo Melanocortin 1 receptor giza
genearen sekuentzia bilatu

Nucleotide Mucleotide v m

Limits  Advanced Help

Display Settings: [+ GenBank

Change region shown hd
Homo sapiens melanocortin 1 receptor (alpha melanocyte stimulating hormone Customize view
receptor) (MC1R), RefSeqGene on chromosome 16
HMCEBl Reference Sequence: MiG_012026.1
- i -
FASTA  Graphics Analyze this sequence
Run BLAST
Go to: Pick Primers
LOCUS NG 012026 10099 bp DL linear PRI 05-NOV-2012 Highlight Sequence Features
DEFINITICN Howo sSapiens melanocortin 1 receptor (alpha melanocyte stimulating Find in thiz Sequence
hormone receptor) (MC1R), Reflecfene on chromosome 16.
ACCEZZION NG 012026
VERSION NG 012026.1 GL:237681094
| ielas ; -
KEYWORDS RefSeqtGene. Articles about the MC1R gene
SOURCE Homo sapiens (human) Alpha-melanocyte-stirmulating hormone
ORGANISM Homo sapiens suppresses oxidative stre [Mal Cancer Res. 2012
Eukarvyota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata:; Euteleostomi; Germline mﬂanoconm4-mcemorgenmypem
Marmalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; associated with severity [ Invest Dermatal. 2012]
Catarrhini; Hominidae: Homo. . . .
COMMENT FEVIEWED EEFSEQ: This record has been curated by NCEI staff. The Genome-wmtz_ab?_?solcwe_n;on analysﬁi'gem'? ;312
reference sequence was derived from ACO92143.4., new susceptibility 1oct for gen9|[ at lzenet. ]
This seguence is a reference standard in the RBeffeqgbens project. See all..

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 See a summary of MC1R wariations, including
black eumelanin. Gene mutations that lead to a loss in function are those of clinical significance.

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 Reference sequence infarmation
free radicals upon UV radiation. Binding of M3H to its receptor FVrf D e e UL AL

Variation viewer
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Lortutako interfaz grafikoa

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

chromosome 16
MCEBI Reference Sequence: NG_012026.1

GenBank  EASTA
Link Ta This Page | Feedback
] 500 1K 1,500 2K 2,500 3K 3,500 4K 4,500 5K 5,500 5K 5,500 TE 7,500 K &,5000 akK 9,500 10,0“
- HG_012026.1: 110K (10Kbp) = | Find on Sequence: QD [ + AT S Tools = | £¥ configure o P -
[500 1K 1,500 2K 2,500 Bk 3,500 [4 K 4,500 Bk [5.500 [k (S0 [k F500 Bk EE S | 10,09
SNE
I v TR r . , TERT AT : T W : :
Clinical Channel
2 [1 4] 1]
Cited Variants
1 + z 2 3 6 1 4+ 11 1
Genes
MC1R
O S |
i i I ]
MP_002377.4 s
nm - L]
eran 1 | e
lL1imuents
MM_002385 .3
» EA 16

Emaitza beti harizpi Kodetzailean: 57,3
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Interfaz partziala Genebank formatoan

exon

—» IE

Hasleak diseinatzeko
hautatu sekuentzia
kodetzailea (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.- Genearen sekuentzia FASTA formatoan lortu

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

[ ey LT Y m

32



3.- Primer 3 programan sekuentzia FASTA formatoan sartu

4.- Sartu hasle baten sekuentzia eta anplikonaren tamaina. Eskatu
hasleen azterketa

L o~ | Checks for mispriming in template.
Pl 1MCTY (v 0.4.0) Pick primers from a DA sequence. | Primer3ples mterface
inmersplus mreriace

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

GCCCCACGOTCTGCAGGARGAGATC ATGGGGGCOGGGAGTTGOTGCTGCGGCCTCOTTCCTCTCTGCAGT ~
GAGTGAACGATGTTTGTGGTC AGCAGGAGCCTGTGGGGAGCACAGGCTGETCCTCCTGETGTCCCACCCA .
CCCCTTTTTCCATGGGGGATC TGCACTCATC TCCAGGGAAGATGG TTGGGAGATALCCCCAGTCTGCTCT G enearens eku_e ntzia
AGGTCCCCACCCTCCACAGCCAGGGTGGTCCOTOETGAGC TTCAGCCATCGAGATGCGGGAGTC TECTAG T

AGTCTTCAGGGTCTTTTCTCTGAALATGACAGGC TAGC ARGGAGACCTGGGTCCCCTGCCTCTTCCATTC FASTA fo rmato an
CAGATGCCTTGAGTCCACCCALATAGGGGATGTGATGTTTGGAGC TGCAGCAGCCOCCCTACGGTTGGGA v

GTCAGAGARGAGCCGOTGTTCCAGGGACAATGCAGC AGAGGC TGAGCCCAGGCC TRCTGTCCTGAGAGET

| 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 Primarz J{_Resetbam Proposaturiko haslea aztertuko du eta
Hasle zuzenaren e A siing o identiy your outpit alderantzizkoa proposatuko du
. rlTa.rgets: 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
SekuentZIa 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
s Template Mispriming [12.00 | Pair Wax Template Mispritming | 24.00 Anpllkonaren tamalna ("' ]. 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
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Primer 3 programaren emaitzaren interfaz partziala:
hasleen ezaugarriak

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 SIZE: 10099
INCLUDED REGION SIZE: 10099 Ve Ve
Tamano de 5 —3

. - ——— » PFRODUCT IIZE: 986, PALIR ANY COMFL: 5.00, PAIR 3' COMPL: Z.00
amplicon

1 GCCCCACGCTCTGCAGGAAGAGATCATGGGGGCEGGEAGTTGGTSCTGCGGCCTCGTTCC
61 TCTCTGCAGTGAGTGAACGATGTTTGTGGTCAGCAGGAGCCTGTGGGGAGCACAGGCTGG
121 TCCTCCTGGTGTCCCACCCACCCCTTTTTCCATGGGGGATC TGCACTCATCTCCAGGGAL
151 GATGGTTGGGAGATAACCCCAGTCTGCTCTAGGTCCCCACCCTCCACAGCCAGGGTGGTC
241 COTGGTGAGCTTCAGCCATCGAGATGCGGGAGTCTGCTAGAGTCTTCAGSGTCTTTTCTC
301 TGAARATGACAGGCTAGCAAGGAGACCTGGGTCCCCTGCCTCTTCCATTCCAGATGCCTT

361 GAGTCCACCCAAATAGGGGATGTGATGTTTGGAGCTGCAGCAGCCGCCCTACGETTGGGEA -
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Primer 3 programaren emaitzaren interfaz partziala: hasleen hibridazio lekua

Forward
edo zuzena

5

6241

6301

TGCCCAGATGGAAGGAGGCAGGCATGGGGGACACCCAAGGCCCCCTGGCAGCACCATGAL

CTAAGCAGGACACCTGGAGGGGALGAACTGTGGGGACCTGGAGGCICCALACGACTCCTT
B

6381

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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Klonazio molekularra egiteko PCRa : errestrikzio ituak
barneratzen dituzten hasleak

A errestrikzio
gunea

S N S
CATTCCGTCAATTCCGG GATTCCAGCGTATAAGC
I CTAAGGTCGCATATTCG!
Alderantzizko haslea
Hasle zuzena
S’ CATTCCGTCAATTCCGGY
CTAAGGTCGCATATTCG

B ef

restrikzio
itua

Diseinaturiko hasleei sekuentzia motz bat gehitzen zaie 5°

muturrean, sekuentzia motza honek errestrikzio entzima
baterako itu gunea daukalarik

orman 1 Zabal 212U
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Klonazio molekularra egiteko PCRa : errestrikzio ituak
barneratzen dituzten hasleak

Anplifikazioaren ondoren, PCRaren anplikonaren muturrek
errestrikzio gune bana edukiko dute

5 3 5 3

3 5 3 5’

Diana Diana Diana Diana
A B A B

Entzima biekin liseritzen badugu, mutur desberdineko DNA zatiak
lortzen dira, A+B entzimekin liserituriko adierazpen bektore
batean sartu daitezkenak.

51

3!

5!
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3.Ugaztun zelulen transfekzioa

* Tranfekzioa: DNAren Kkonstruktoen bidezko geneen transferentzia
zelula eukariotikoetan. Tranferentziarako plasmido errekonbinanteak
edo beste tresna molekular batzuk erabil daitezke eta euren nukleorako
garraioa baimentzen duten teknologiak ere bai.

e Plasmidoak erabiltzeko errazak, merkeak eta toxikotasun baxukoak
dira, beraz, transfekziorako plasmidoak erabiltzen dira gehien

Adierazpen plasmidoek klonaturiko sekuentziaren adierazpena
proteina mailan Kantitate altuan lortzea baimentzen dute, beraz, modu
erraz batean gainadierazpenak sortzen duen fenotipoa aztertu daiteke.

- Adierazpen plasmido batzuek proteinaren adierazpen mailak eta
baldintzak erregulatzea baimentzen dute. lmmim
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Ugaztun sisteman adierazpen plasmido baten adibidea

Anpizilinarekiko
erresistentzia (bakterio
transformatuen
hautespena)

Erreplikazio hasiera
gunea (bakterioaren
kromosoma nagusiarekiko
independentea)

Promotore birikoa,
adierazpen konstitutiboa
ugaztun zeluletan

N

HinDIlI
Kpnl
BamHI
BstXI
EcoRlI
EcoRV

Polylinker-ra
(errestrikzio gune bakar
/ batzuen talde-sekuentzia)

pcDNAS3
5446 bp

R Neomizina

— (transfektaturiko

ugaztun zelulen
hautespena)

Plasmidoa bakterioetan
erabiltzeko seinaleak

orman 1 Zabal 212U
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erabiltzeko seinaleak ﬁ’
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Ugaztun zelulen transfekzio
metodoak
Ugaztuen zelulen tranfkzio plasmidoekin burutu daiteke metodo kimikoen

bidez (liposomak erabiliz) edo fisikoen bidez (elektroporazioa,
bonbardeaketa, DNAren mikroinjekzio zuzena, e. a.)

METODOAK OHARRAK

Liposomak Eraginkorra, ez-toxikoa, erraza

KRalzio fosfatoa eraginkortasun baxua

Elektroporazioa | eraginkorra, biziraupena murriztuta

Mikroinjekzioa garestia, zaila, eraginkorra

Biobalistika landare zeluletan

Erretrobirusak 0so eraginkorra, lana eta trabetasuna eskatzen du

(RKim & Eberwine, 2010) —ie
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Liposomen bidezko transfekzioa

-Liposomen bidezko transfekzioa eraginkortasun altukoa eta toxikotasun
baxukoa da, hortaz, maiz erabiltzen da.

-Rarga positiboko poliamidoaminen eta lipopoliaminen polimeroak dira, beraz,
karga negatiboko DNAri lotzen dira geruza anitzeko besikulak eratzeko.
-Besikulek, DNA barruan daukatela, mintza zelularren lipidoekin elkarrekiten
dute eta horrela DNAren tranferentzia baimentzen dute.

-Adibidea: One focus. Transfection [Internet]. USA: Mirus Bio LLC [citado el 25 oct.
de 2016]. https://www.mirusbio.com/transfectopedia/methods-etik eskuragarri

«Transfekziorako tutoriala:

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-tik eskuragarri
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Tranferituriko geneen adierazpena

Tranfektaturiko plasmido errekoninatuek sekuentzia
bereziak barneratzen dituzte, hurrengoak baimentzen

dituztenak:

1.- intereseko plasmidoa lortu duten zelulen hautaketa
2.- Klonaturiko genearen gainadierazpena

Informazio gehigarria: Patrick M. Plasmids 101:
Mammalian Vectors [25 mar. de 2014; citado el 25 oct. de

2016].In: Addgene” s Blog [Internet] Addgene.
http://blog.addgene.org/plasmids-101-mammalian-

vectors-etik eskuragarri t..]-"
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4. Proteina gainadierazi osteko fenotipoaren analisia: adierazpen
genikoaren aldaketak neurtzeko metodo erraza

I [
=0F =0F
N

N
Lero zelular P gainadierazten
kontrola duen lerro zelularra
RNA osoaren RNA osoaren
ERAUZKETA ERAUZKETA
RNA RNA

Erretrotranskripzioa | Erretrotranskripzioa

cDNA cDNA
PCR PCR
Intentsitatea
Migrazio :konparatu; Migrazio E’"""”“g”“
elektroforetikoa elektroforetikoa



RNA erauzketa TRIzol® erreaktiboa erabiliz

« TRIzZol® erreaktibo komertziala da (Life Technologies Inc., Gibco BRL).
TRIzol-ak daukan fenolaren eta guanidina tiozianatoaren bidez RNA
osorik erauzi daiteke pausu batean zeluletatik edo ehunetik abiatuta.
« Prozesuan zehar, TRIzol-ak RNA banatzen du DNA-tik, proteinetatik eta
beste osagal zelularretatik. TRIzol-aren osagaiak hurrengo azaltzen dira:
a) Fenol asea: lipidoen banaketa eta egonkortasuna lortzen du eta fase
desberdinetan banatzen ditu proteinak, DNA eta RNA (ikusi gero).
b) Guanidina tiozianatoa: proteinak (RNasak barne) desnaturalizatzen
ditu, mintza zelularra desegiten du eta erribosomak eta RNA
banatzen ditu.
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RNA erauzketa TRIzol® erreaktiboa erabiliz

RNA-ren erauzketa hurrengo pausuetan egiten da:

1. Laginaren HOMOGENIZAZIOA: zelulak TRIzol-ean bersuspenditzenan,
zelulen lisia eta zelulen osagaien egonkortasuna bermatzen da.
Inkubazioaren bidez, azido nukleiko-proteina konplexuak desegiten
dira.

2.- BANARETA FASETAN: TRIzol-ari kloroformoa gehitzen zaio eta
zentrifugazioa egin ondoren polaritate desberdineko bi fase agertzen
dira: fase organiko gorria behean (fenola-kloroformoa) eta fase
gardena goian (urtsua). Lipidoak fase organikoan, proteinak eta DNA
interfasean eta RNA fase urtsuan banatzen dira (normalean, fase
urtsua erabili den TRIzolaren %60a da).

orman 1 Zabal 212U
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RNA erauzketa TRIzol® erreaktiboa erabiliz

3.-RNAren PREZIPITAZIOA: fase urtsuaren RNA isopropanola gehituz
prezipitaten da. Isopropanola uretan erraz nahasten da eta RNA
deshidratatzen du. Hurrengo, zentrifugazioaren bidez, RNA prezipitatzen
da. Prezipitatuak “pellet”-a osatuko du hodiaren hondoan.

4.- RNA-aren GARBIKETA

Prezipitatutako RNA gatzekin nahastuta egon ohi da. Gatzak kentzeko,
RNA garbitzen da etanol %75 erabiliz. Gatzak disolbatzen dira ura %25-
ean eta RNA prezipitatuta mantentzen da etanol %75-ean.

5.-RNA-ren BERSUSPENSIOA: RNAsik gabeko ura erabiltzen da RNA-ren

degradazioa ekiditeko. RNA, DNA ez bezala, oso desegonkorra da.
Informazio gehigarria:

Benson C. RNA extraction Tutorial [Internet] [3 ene. de 2015; citado el 25 oct. de
2016]. https://www.youtube.com/watch?v=MgNicWbANKA&nohtml5=False-tik....
eskuragarri
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Adierazpen genikoaren analisia

- Adiergazpen genikoa metodo batzuen bidez aztertu
daiteke.

« Metodo ohikoen bidez, geneen adierazpena banan banan
aztertzen da.

- Beste metodo batzuen bidez, aldiz, gene anitzen
adierazpenak aldiberean aztertu daitezke.

Informazio gehigarria:

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-etik eskuragarri tﬂ’
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Adierazpen genikoaren azterketa RT-PCRaren bidez:
Erretrotranskripzioa eta PCRa

Genearen adierazpena aztertzeko metodorik ohikoena RT-PCRa da,
non PCRaren bidez gene baten adierazpena eman osteko mRNA
anplifikatzen den (Pfaffl, 2004).

Tag-polimerasak DNA sintetizatu dezake moldea DNA baino ez
denean. Beraz, lehenengoz, DNA osagarria (cDNA) ekoiztu behar da
MmRNA-tik abiatuz. Pausu hau lortu ahal izateko alderantzizko
transkriptasa edo RT (Reverse Transcriptase) erabiltzen da, zeinak
RNA mode gisa erabiliz DNA ekoizten duen.
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Adierazpen genikoaren azterketa RT-PCRaren bidez:
Erretrotranskripzioa eta PCRa

« RT erreakzioaren bidez cDNA molekulen lagina lortuko da, non
transkribatu diren mRNA-en adierazgarria izango den.

« Normalean "random primers“-ak (zorizko sekuentzia daukaten
hexanukleotidoak) erabiltzen dira. Izan ere, hasle hauek ea RNA
molekula guztien 5° zein 3~ eskualdeen sintesi adierazgarria
baimentzen dute.

- Informazio gehigarria:

Simplified RT- Reverse Transcription Animation [Internet].
Thermo Fisher Scientific [6 dic. de 2012; citado el 25 oct. de 2016].
https:// www.youtube.com/watch?v=0M]IbrS4fbQ&nohtml5=Fal
se-tik eskuragarri
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-

Erretrotranskripzioa

D p—————— 3
11T 11T 11T 11 Iaaaan

l Hasleen hibridazioa

D p————— 3
11T T 1T 11T 11 Iaaaan

F<NNNNNN 5 < NNNNNNGE

l Alderantzizko

transkriptasa
O’ et —r——— L 3
HEEEN LT 11T T 1 1aaaan
3 NN N N NN N.NNNNN 5§

- eDNA

Alkali edo RNAsa H

Y A I I I A I I I ™ o
cDNA El’
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Adierazpen genikoaren azterketa RT-PCRaren bidez:
Erretrotranskripzioa eta PCRa

«Behin cDNA-ak ekoizirik, RT soluziotik alikuotak hartzen dira
transkrito desberdinak aztertzeko; mRNA bakoitzarekiko PCR-rako
hasle espezifikoak diseinatuta. PCRaren bidez berariazko cDNA bat
anplifikatu daiteke (aztertu nahi dugun mRNAaren adierazgarria),
RNA kantitatea oso baxua izan den arren.

«RT-PCRa o0so teknika sentikorra denez, maiz erabiltzen da
adierazpen genikoaren azterketa egiteko. RT-PCRa ren bidez, mRNA-
ak detektatzeko ahalmenak ea mugarik ez dauka.
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cDNA anplifikatzeko PCRa: berariazko hasleen
diseinua gakoa da

- Hasleek cDNA anplifikatu behar dute eta ez laginean egon daitekeen DNA
genomiko Kkutsagarria

- cDNA-Kk DNA genomikoaren sekuentzia bera dauka, eskualde eregulatzaileak eta
introiak salbu

Promotorea5"UTR exoia introia exoia  introia exoia 3°'UTR
3° 5
Transkripzioa eta .
moztitsasketa I[nvivo

st 3”

l Erretrotranskripzioa In vitro

2>y

3’ 5
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cDNA anplifikatzeko PCRa: berariazko hasleen
diseinua gakoa da

DNA barik, cDNA anplifikatzen duten hasleak diseinatzeko 2
aukera:

A) Hasle baten hibridazio gunea bi exoien harteko lotura ematen deneko
sekuentzian egotea. Kasu honetan, haslea ezin da hibridatu DNA genomikoarekin.

5 5 cDNA

B) Hasleak exoi banarekin hibridatzea. cDNArekin hibridatzen badira, esperotako
tamaina duen anplikona lortu dugu, baina DNA genomikoarekin hibridazen
badira, anplikona esperotakoa baino askoz ere luzeagoa izango da, introien
tamainaren menpekoa. Introia 1 Kb baino luzeagoa bada, PCRa ez da aterako,
anplifikatu beharko den sekuentzia handiegia izango baita.

5 37 ——
I | o 5
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-d
Tirosinasa cDNA anplifikatzeko hasleen diseinua:
Ensembl (nttp://www.ensembl.org/index.ntml) €ta Primer 3

1.- Bilatu Tirosinasa genearen sekuentzia Ensembl-en

BLAST/BLAT | BioMart | Tools | D ds | He curmentation | Blog | Mirrors

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
v

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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2.- Aurkitu exoiak

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.

Exoiak

orman 1 Zabal 212U
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3.- Aurkitu exoien arteko lotura guneak

Exoiak

v WD

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-a

Proteina

orman 1 Zabal 212U
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4.- Ezarri introen tamaina eta bilatu exoien arteko mugen sekuentziak

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

orman 1 Zabal 212U
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5.- Primer 3 programa erabili hasleak lortzeko

Primer3 Output

Mo mispriming library specified
Using l-bhased sequence positions
OLIGD s=tart len Tin oo any 3!
Cebador directo LEFT FRIMER 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

orman 1 Zabal 212U
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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.introia: 8,494 kB
Beraz, hasle hauek erabiliz cDNA baino ez dugu anplifikatuko

Exoiak

orman 1 Zabal 212U
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Barne kontrola “Housekeeping gene”

Adierazpen genikoa aztertzeko barne kontrol aproposak (karga
kontrolak) erabili behar dira. Kontrol hauek hurrengo 2 irizpideak
betetzen dituzte:

-Gene Konstitutiboak dira, beraz, euren adierazpena ez da aldatzen
baldintza zelularrak aldatzen diren neurrian(tratamendua)

-Euren adierazpen maila aztertzen dugun genearenaren parekoa
izan behar da

Adibideak

- Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) - Glikolisian parte

hartzen duen entzima
« 3-actin - Zitoeskeletoaren osagaia

« Ribosomal RNA (rRNA): 28S, 18S - RNA erribosomikoa
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RT-PCRaren datuen tratamendua

Kontrol P gainadierazpen
zelulak duten zelulak
e | A genea
= | Barne kontrola (B)

P proteina gainaderazten duten zeluletan ematen den A genearen
adierazpen erlatiboa kontrol zelulekiko kalkulatzeko:

1.- Elektroforesi burutu ondorengo banden dentsitate optikoaren balioak
ateratzen dira

2.- A genearen adierazpen normalizatua lortzen da bi baldintzetan (A/B)

balio normalizatuarekin A/B tratamendua

3.- Trataturiko zelulen balio normalizatua zatitzera kontrol zelulen J

A/B kontrola

61



BIBLIOGRAFIA

- Agarose Gel Electroforesis [Internet] BioRad [2012-ko Urriak 11; 2016-ko Urriak
25-ean zitatua]. https://www.youtube.com/watch?v=vq759wKCCUQ- tik
eskuragarri

- Benson C. RNA extraction Tutorial [Internet] [2015-eko Urtarrilak 3 ; 2016-ko
Urriak 25-ean zitatual.
https:// www.youtube.com/watch?v=MgNicWbANKA&nohtml5=False-tik
eskuragarri.

« BrownR and Audet]. Current techniques for single-cell lysis. ] R Soc Interface.
2008; 5(Suppl 2): S131-S138

« Derek Davies. Cell Sorting by Flow Cytometry. [Internet] New Jersey, USA: M.G.
Macey Humana Press [ 2016-ko Urriak 25-ean zitatual.
http://www.facs.ethz.ch/docs/lit-etik eskuragarri.

- Diffenbach CW, Lowe T M and Dveksles G S. General Concepts of Primer
Design. Genome Res.1993; 3: S30-S37

- DNA transfection using jetPRIME reagent [Internet]. USA: Chain de Polyplus
Transfection . Polyplus [2011-ko Martxoak 15; 2016-ko Urriak 25-ean zitatual.
http://www.youtube.com/watch?v=G39wNXaZPX4&feature=em-
share_video_user-tik eskuragarri. E’;’

62



BIBLIOGRAFIA

« How to Set up the PCR Reaction[Internet]. Thermo Fisher Scientific [2013-ko
Otsailak 28; 2016-ko Urriak 25-ean zitatua].
https:// www.youtube.com/watch?v=NVYIT3f-MZ508nohtml5=False-tik
eskuragarri.

- Kennedy S. How DNA extraction Kkits works in the lab [2010-ko Ekainak 28; 2016-
ko Urriak 25-ean zitatua] In: The missing manual for bioscientists. USA:
BitesizeBio [Internet]. http://bitesizebio.com/13516/how-dna-extraction-rna-
miniprep-kits-work/-etik eskuragarri.

« Kim TE and Eberwine JH. Mammalian cell transfection: the present and the
future. Anal Bioanal Chem, 2010; 397(8): 3173-3178

« LeePY, Costumbrado J, Hsu CY, Rim YH. Agarose gel electrophoresis for the
separation of DNA fragments. J Vis Exp. 2012; (62).

« MACS Technology [Internet]. Miltenyi Biotec [2016-ko Urriak 25-ean zitatua].
http:// www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/MACS_Technology_ Flyer.pdf-tik
eskuragarri

- Mark Frei. Centrifugation Separations. [Internet]. MO, USA: Sigma-Aldrich.
BioFiles Volume 6, Number 5 [2016-ko Urriak 25-ean zitatual.
http://www.sigmaaldrich.com/technical- ‘S_”g
documents/articles/biofiles/centrifugation-separations.html-tik eskuragarri

63


http://bitesizebio.com/13516/how-dna-extraction-rnaminiprep-kits-work/
http://bitesizebio.com/13516/how-dna-extraction-rnaminiprep-kits-work/

BIBLIOGRAFIA

- Nexcelom Bioscience [Internet]. Massachusetts, USA: Nexcelom [2016-ko Urriak
25-ean zitatua]. http://www.nexcelom.com/Applications/measure-cell-viability-
using-trypan-blue-or-AOPIL php#featurela-tik eskuragarri

« Noles SR.Traditional Methods for CsCl Isolation of Plasmid DNA by
Ultracentrifugation. [Internet]. USA: Thermo Fisher Scientific [2016-ko Urriak
25-ean zitatual.
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/D17309~.pdf-tik
eskuragarri

« One focus. Transfection [Internet]. USA: Mirus Bio LLC [2016-ko Urriak 25-ean
zitatua). https://www.mirusbio.com/transfectopedia/methods-etik eskuragarri

- Patrick M. Plasmids 101: Mammalian Vectors [2014-ko Martxoak 25; 2016-ko
Urriak 25-ean zitatua]. In: Addgene”s Blog [Internet] Addgene.
http://blog.addgene.org/plasmids-101-mammalian-vectors-etik eskuragarri

- Pfaffl MW. Quantification strategies in real-time PCR. In: A-Z of quantitative
PCR. 2004 (Editor: S.A. Bustin): 87 - 112

« PCR-Polymerase Chain Reaction- Simple Animated Tutorial [Internet]. Thermo
Fisher Scientific [2012-ko Ekainak 1; 2016-ko Urriak 25-ean zitatua]. -
https:// www.youtube.com/watch?v=DkT6XHWne6E-tik eskuragarri ﬁg

64


https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/D17309~.pdf
http://www.mirusbio.com/transfectopedia/methods

BIBLIOGRAFIA

« Robertson S. Gene Expression Techniques. News Medical Life Sciences
[Internet] USA: AZO NEtwork [2014-ko Abenduak 2; 2016-ko Urriak 25-ean
zitatua]. http://www.news-medical.net/life-sciences/Gene-Expression-
Techniques.aspx-etik eskuragarri

« SambrookJ.and Russell DV. Purification of Nucleic Acids by Extraction
with Phenol:Chloroform. Protocols [Internet]. USA: Cold Spring Harbor
Press [2016-ko Urriak 25-ean zitatual.
http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.prot4455.full-etik
eskuragarri

« Schwab S.in Animal Cell Culture. Edited by: Mohamed Al-Rubeai,
Springer, 2014.

- Separation[Internet]. Vermont, USA: University of Vermont. [2016-ko
Urriak 25-ean zitatual].
http:// www.uvm.edu/~biology/Classes/296D/12_Separation.pdf-tik
eskuragarri

- Simplified RT- Reverse Transcription Animation [Internet]. Thermo Fisher
Scientific [2012-ko Abenduak 6; 2016-ko Urriak 25-ean zitatua].
https://www.youtube.com/watch?v=0M]JIbrS4fbQ&nohtml5=False-tik E"'“’
eskuragarri

65


http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.prot4455.full
http://www.uvm.edu/~biology/Classes/296D/12_Separation.pdf

GOMENDUTARO IRARURGAIAKR

« Huggett], Dheda K, Bustin S and Zumla A. Real-time RT-PCR
normalisation; strategies and considerations. Genes and Immunity (2005)
6,279-284

« Kim TK and Eberwine JH. Mammalian cell transfection: the present and
the future. Anal Bioanal Chem. 2010; 397(8): 3173-3178.

« Klug, William S; Cummings, Michael R.; Spencer, Charlotte; Palladino
Michael A. Concepts of Genetics (2008) 92 edicion. Pearson Higher
Education. http://www.aw-bc.com/klug/

« Nicholl D.S.T. An introduction to Genetic Engineering. Cambridge
University Press (2008) (32 edicion) ISBN-10: 0521615216.

- Pierce B.A. Genetics. A conceptual approach. (2008) 3rd Edition. Freeman
and Co.

«  Wink M. (redactor) An introduction to Molecular Biotechnology:
Fundamentals, Methods and Applications (2011) Ed. Wiley ISBN-10: o

3527326375 tﬂ_-)

66



