BIO /TED

ADN-BIOINFORMATICA

1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

En esta practica, los estudiantes exploraran la popular herramienta BLAST
bioinformatics. En primer lugar se leeran las autorradiografias de secuenciaciones
automaticas de geles. A continuacién, se analizaran los datos resultantes utilizando las
bases de datos disponibles al publico (BLAST) para identificar los genes y productos
genéticos.

2. COMPONENTES

Esta practica contiene un total de 3 series de 4 autorradiografias de secuenciaciones
automaticas de geles. Los estudiantes pueden utilizar cualquier base de datos de
secuencias para llevar a cabo las actividades de esta practica En este protocolo se ha
utilizado la base de datos ofrecida por el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica, NCBI (National Center for Biotechnology Information).

COMPONENTES
Autorradiografias de secuenciaciones automaticas de geles | 3 grupos de 4 autorad.

2.1 Material requerido y no suministrado

e Una computadora con acceso a Internet.
e White Light Box (caja de luz blanca).

NOTA: Se recomienda como caja de luz blanca el sistema EDVOTEK GelVisualization
Luz Blanca, ya que consideramos que es muy adecuado para esta practica.

NOTA: Las autorradiografias también pueden ser colocadas en un retroproyector y ser
mostradas a toda la clase.

3. INTRODUCCION

La bioinformatica como piedra angular de la biologia moderna
La tecnologia de secuenciacion del ADN permite el analisis del ADN a nivel de

nucleotidos. Los nucledtidos son los bloques de construcciéon de mondmeros de ADN
(Figura 1). Cada desoxinucleétido (dNTP) comprende tres partes basicas: un grupo
fosfato, un azlcar desoxirribosa, y una base que contiene nitrégeno (adenina,
citosina, guanina, o timina). El 3' grupo hidroxilo en el azicar de un nucledtido forma
un enlace covalente con el 5' grupo fosfato de su vecino. La naturaleza de esta unién
resulta en cadenas muy estables con una polaridad distinta, haciendo del DNA una
estructura ideal para almacenamiento de informacién genética.
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Figura 1: Estructura del ADN.

Los métodos de secuenciacion automatizados de alto rendimiento han hecho que la
informacién obtenida en la generacidon de secuencias sea mucho mas eficiente. Por
ejemplo, el genoma humano, que consta de alrededor de tres mil millones de
nucleodtidos, inicialmente necesito mas de una década para secuenciarlo, pero ahora se
puede completar en menos de un dia. Como resultado hay un gran énfasis no sélo en
la generacion de datos de las secuencias, sino también en almacenar y analizar estos
datos. La bioinformatica representa la interseccion de la informatica y la biologia, que
supone un enfoque matematico o informatico que permite mejorar nuestra
comprension de los procesos bioldgicos. Uno de los principales objetivos en la
bioinformatica es el desarrollo de programas informaticos que permiten el acceso mas
eficiente y la gestion de grandes conjuntos de datos. Otros métodos tienen como
objetivo desarrollar nuevos algoritmos (formulas matematicas) y las medidas
estadisticas que evallan las relaciones entre los elementos de los grandes conjuntos
de datos. Estos programas a menudo incluyen el reconocimiento de patrones, la
mineria de datos, aprendizaje automatico y visualizacion.

El método de secuenciacion del ADN de Sanger
La secuenciacion de terminacion de la cadena, también llamado secuenciacion

de Sanger, permite a los investigadores generar DNA largo a partir de una secuencia
diana, también conocido como la plantilla o molde (“templete”). El molde de ADN se
combina con un cebador de ADN, el enzima ADN polimerasa I (ADN Pol I), y una
mezcla de dos tipos de nucledtidos libres, desoxinucledtidos (dNTP) vy
didesoxinucledtidos (ddNTPs). Es importante destacar que uno de los dNTPs a menudo
esta marcado con fdsforo-32 radiactivo o azufre-35 para permitir la visualizacion de
los fragmentos de ADN en las etapas posteriores del experimento. Durante la reaccién
de secuenciacion, el ADN Pol I copia el molde de ADN mediante la adicion de dNTPs al
cebador para formar una cadena complementaria de ADN. De vez en cuando, la ADN
Pol I en lugar de un dNTP afiadirda un ddNTP en la cadena de ADN.

Este ddNTP carece de un grupo 3 'hidroxilo que hace imposible a la polimerasa afadir
el siguiente nucledtido (Figura 2). Como resultado de ello se termina la sintesis de la



cadena de ADN. En la secuenciacion de Sanger se realizan cuatro reacciones
enzimaticas separadas, uno para cada nucleétido. Al final de la incubaciéon cada
muestra contiene un grupo de moléculas cada uno con idénticas terminaciones 5' y 3'
gue terminan con la misma base de ddNTP. Sin embargo, ya que cada reaccion finaliza
al azar la muestra contendrd una mezcla de diferentes fragmentos de tamafo
dependiendo del punto en que se incorpord el ddNTP. La figura 3 da un ejemplo de los
fragmentos producidos por una reaccién de ddGTP.
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Figura 2: Estructura de los nucledtidos.
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Figura 3: Incorporacion aleatoria de ddNTPs.

Una vez que las cuatro reacciones de la secuenciacion de Sanger se han
completado, las mezclas de fragmentos pueden ser analizados por electroforesis en
gel de poliacrilamida (PAGE). Las muestras se introducen en los pocillos de un gel de
poliacrilamida y se conecta una corriente eléctrica que pasa a través del gel. Debido a
gue la cadena principal de azlUcar-fosfato de DNA tiene una fuerte carga negativa, la
corriente impulsa el ADN a través del gel hacia el electrodo positivo. A primera vista,
un gel de poliacrilamida parece ser un solido a temperatura ambiente, sin embargo, a
nivel molecular el gel contiene pequefios canales a través de los cuales puede pasar el
ADN. Los fragmentos pequefios de ADN pueden moverse a través de estos canales
facilmente, pero los fragmentos grandes necesitan mas tiempo para atravesarlos.
Debido a que las moléculas con diferentes tamafios viajan a diferentes velocidades, se
separan y forman "bandas" diferenciadas dentro del gel. Esto permite a una técnica
como PAGE separar fragmentos que difieren en tamafio un Unico nucleétido. Juntas,
las cuatro reacciones de secuenciacién contienen fragmentos de ADN que cubren toda
la longitud de la secuencia del ADN.

Después de completar la separacion electroforética, se realiza autorradiografia. El gel
de poliacrilamida se coloca en contacto directo con una hoja de film de rayos x. Dado
que los fragmentos de ADN se marcan radiactivamente su posicion puede ser
detectada como bandas oscuras en el film de rayos X (Figura 4). Como los fragmentos
de ADN mas pequefios migran mas a través del gel la secuencia se debe leer de abajo
hacia arriba. Esto proporciona una secuencia complementaria al molde de ADN original
para su posterior analisis.
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Figura 4: Secuenciacion en gel simulada.

Comparacion de secuencias utilizando BLAST
Los datos de la secuenciacion de ADN tienen un valor limitado a menos que la

informacién sea util biolégicamente, por lo que la bioinformatica pasa a ser una parte
critica de la secuenciacion del ADN. Después de la recogida de datos de secuencias de
ADN, los bidlogos moleculares suelen buscar secuencias similares en bases de datos
publicas. La comparacion de secuencias puede conducir a la identificaciéon de los genes
y otros patrones de secuencias conservadas. Ademas, la comparacion de secuencias
se puede utilizar para establecer relaciones funcionales, estructurales y evolutivas
entre genes. Otra ventaja potencial es que la comparacion de secuencias proporciona
un método fiable para deducir las funciones bioldgicas de los genes recién
secuenciados.

Una de las bases de datos mas grandes y mas influyentes es la GenBank. Esta base
de datos de cddigo abierto contiene mas de un billén de secuencia de nucledtidos, son
datos publicamente disponibles. Cada entrada en GenBank contiene una secuencia y
un numero de acceso Unico, asi como la ayuda de anotaciones bibliograficas y
bioldgicas tales como referencias de autor y datos taxonémicos. El NCBI supervisa y
mantiene la base de datos, pero cada entrada la presenta directamente cada
laboratorio de forma individual. La presentacion directa ha permitido que la base de
datos mantenga un rapido ritmo de crecimiento en la cantidad de datos de secuencias.
Sin embargo, esto también significa que existe heterogeneidad en la calidad de las
entradas, especialmente en la certeza de la identidad de cada nucleétido y en la
medida de las anotaciones adjuntas. El impacto de esta incertidumbre puede variar en
funcion de los objetivos del estudio, las propiedades fisicas de la regién(es) de ADN, y
el método de secuenciacion elegido. Para solucionar esto, GenBank clasifica la



informacién de las secuencias en base a la estrategia de secuenciaciéon utilizada para
obtener los datos.

Asociadas con esta base de datos encontramos la Herramienta de Blasqueda de
Alineaciones Locales Basicas o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). El
programa BLAST identifica regiones de similitud local entre la secuencia de ADN de un
usuario y las secuencias en la base de datos de GenBank. En la terminologia de
BLAST, secuencia de entrada del usuario se conoce como la secuencia de consulita,
las secuencias en la base de datos se conocen como secuencias diana, y secuencias
con similitudes con la secuencia de entrada son “hits”. El usuario puede extraer
conclusiones sobre la posible funcidn molecular de la secuencia de consulta al mirar
los “hits”. Las similitudes entre secuencias sugieren homologia, la existencia de una
ascendencia compartida entre los genes. Ademas, BLAST se puede utilizar para
identificar especies desconocidas, localizar los dominios de proteinas conocidas, y
encontrar posibles localizaciones cromosémicas.

El programa BLAST tiene un enfoque heuristico para el problema de la busqueda en la
gigantesca base de datos de secuencias diana. Esto significa que toma atajos con el
fin de hallar las secuencias que coinciden en un tiempo razonable. Estos accesos
directos se basan en el supuesto de que las secuencias biolégicamente similares
contendran fragmentos cortos con una coincidencia muy alta. Se analiza la base de
datos entera en busca de la presencia de estos fragmentos cortos, y las secuencias
que contienen estos dos fragmentos dentro de una distancia predeterminada se
separan. Estas secuencias se alinean entonces con la secuencia de consulta para ver si
el orden de los nucledtidos coincide mas alla de los dos fragmentos. Mediante este tipo
de busqueda en la base de datos de GenBank, el programa BLAST puede obtener
resultados muy rapidamente a pesar de sacrificar algo de exactitud y precision.

Esta practica introduce a los estudiantes a través de la bioinformatica al analisis de
datos de una secuenciacion. Con el fin de adquirir experiencia en la busqueda en
bases de datos, los estudiantes usaran el servicio gratuito ofrecido por el NCBI. En la
actualidad, GenBank comprende varias bases de datos, como las secuencias de
nucledtidos GenBank y EMBL (Laboratorio Europeo de Biologia Molecular), las
traducciones de ADN complementario no redundantes GenBank (secuencias de
proteinas) y la base de datos de EST (etiquetas de secuencia expresada). Los
ejercicios planteados incluyen el uso de BLASTN para comparar las secuencias de
nucledtidos.

4. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

En esta practica, los estudiantes exploraran la popular herramienta BLAST
bioinformatics. En primer lugar se leeran las autorradiografias de secuenciaciones
automaticas de geles. A continuacion, se analizaran los datos resultantes utilizando las
bases de datos disponibles al publico (BLAST) para identificar los genes y productos
genéticos.

5. PRACTICA

A. Guia para el uso de BLASTN

1. Escriba: www.ncbi.nlm.nih.gov para iniciar sesién en la pagina web del NCBI.

2. En la parte superior izquierda de la pantalla, haga clic en el apartado Resources”
(Recursos) del menu desplegable.



3. Haga clic en "Data & Software” (Datos y software), a continuacion, haga clic en
“"BLAST (Basic Local Alighment Search Tool)".
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4. En la nueva pantalla de inicio, seleccione "nucleotide blast” (Nucleodtido blast),
gue es la opinion primera opcién de la lista "BLAST Basic”.
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5. En la nueva pantalla asegurese de que la pestafia seleccionada es "BLASTN".
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6. Introduzca la secuencia de nucledtidos en la caja grande en la seccién "Enter
Query Sequence” (Entrar secuencia a consultar); tenga cuidado al escribir la
siguiente secuencia exactamente:

ggcaactgcccaaagtgtgatccagcctgtctcaacagaa

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) &
[

ggcaactgeccasagtotgatccagectgtetecaacagaa

7. En “Chosse Search Set” (Elija conjunto de busqueda) asegUrese que se ha
seleccionado “Others (nr etc.)" (Otros (nr etc.)) y que "Nucleotide collection (nr/
nt)” (Coleccién de nucledtidos (nr/nt)) aparece en el menu desplegable. Las entradas
restantes deben dejarse en blanco.

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript ~ Mouse genomic + transcript @Others (nr efc.):
|| Nucieotide coliection (nr/nt) >

Organism

Optional Exclude *

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &3

Exclude Models (XM/XP) ~ Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to Sequences from type material

Optional -

Entrez Query You“.in 4 Create custom database
Optional Enter an Entrez query to limit search &

8. En la seccion "Program Selection” (Seleccion del programa) seleccionar “Highly
similar sequences (megablast)" (Secuencia de alta similitud (megablast)).

Program Selection

Optimize for © Highly similar sequences (megablast)
More dissimitar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm &4

9. Haga clic en el cuadro de consulta azul "BLAST".

( aus“’ ) Soarch databnse Nuclootide collection (nrint) using Magablast (Optimize for highly similar soquonces)

Show rewits in o now window

10. Una vez se ha hecho click en el cuadro de busqueda "BLAST", se le asignara un
ID#. Anotar este nUmero para poder comprobar los resultados en un momento
posterior.

11. Examine el informe de busqueda BLASTN. El informe incluye:
a. Informe Resumen de Busqueda muestra una visidén general de los
parametros de la busqueda BLASTN.
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b. Seccién del Grafico Resumen muestra la alineacién de las coincidencias de la
base de datos con la secuencia de consulta. El color de las cajas corresponde a la
puntuacion de la alineacion, siendo el rojo el que representa las puntuaciones de
alineacién mas altas.

Digtribwtion of 103 Bl ast Hits on the Query Sequence L

Mouso 0wt (D show defirg and soons. dhok o show alignmens

Celor Key for allgnment sceras
<40 3050 ~50-80 E0-200
Gwery

E|l

-
[=1]
-
=]
)
o
5]
bt
i
==

c. Seccion de Descripcion muestra todas las secuencias de la base de datos que
presentan una homologia significativa con nuestra secuencia. Por defecto, los
resultados se clasifican de acuerdo con el “E-Value” (Valor E), pero puede hacer
clic en el encabezado de columna para ordenar los resultados segun diferentes
categorias. Observar que puede haber varias entradas diferentes con una
idéntica puntuacion alta.
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d. Seccién de Alineamiento muestra bloques con los alineamientos de cada
“hit” del programa BLAST. Cada bloque de los alineamientos comienza con un
resumen que incluye la “Max score” (puntuacién maxima) y el valor esperado,
la identidad de la secuencia, el nimero de huecos en el alineamiento y la
orientaciéon de la secuencia de consulta con respecto a la secuencia sujeto.
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12. Seleccionar una secuencia para centrarse en un analisis mas profundo de la
misma. Para ello, hacer clic en la barra de color en la seccién Grafico Resumen, o
hacer clic en el nombre de la secuencia en la seccion de Descripcidn, o desplazarse
hacia abajo en la seccion de Alineamiento. A continuacidon, hacer clic en el
identificador de secuencia. Esto nos lleva a obtener informacion adicional acerca de la
secuencia sujeto, incluyendo el nombre del gen, el género y la especie de origen, vy
articulos escritos sobre el gen. Después de realizar esta busqueda, uno de los “hits”
debe ser “Bos taurus factor de crecimiento epidérmico (EGFR), ARNm’.
Secuencia ID: Ref |XM_002696890.4|. Si la parte superior del “hit” no coincide,
volver a entrar la secuencia. Asegurarse que los parametros de la busqueda del
BLASTN son los correctos.

B. Ejercicios

Ejercicio 1

Familiarizarse con la autorradiografia mediante la lectura de la secuencia de ADN de la
muestra #1.

1. Comenzar en la flecha y leer hacia arriba el gel durante 20 nucleédtidos. Escribir la
secuencia de ADN. Buscar la secuencia en la base de datos del NCBI utilizando el
programa BLASTN.

2. Comenzar en la flecha y leer hacia arriba el gel durante 30 nucleétidos. Escribir la
secuencia de ADN. Buscar la secuencia en la base de datos del NCBI utilizando el
programa BLASTN.



Algunas notas sobre la lectura de un gel de secuenciacion:

e Se puede introducir la secuencia directamente en el cuadro de consulta o
escribir la secuencia en un pedazo de papel y luego entrarla en el cuadro de
busqueda.

e Es muy importante que no confunda los carriles cuando lea la secuencia. El gel
contiene los carriles A, C, Gy T de izquierda a derecha.

e La lectura de un gel de secuenciacion requiere que leer los nucledtidos en la
direccion 5 —3'. Esto se puede lograr mediante la lectura hacia "arriba" del gel (a
partir de la parte inferior del gel a la parte superior).

e Observe que, en general, la separacién y la intensidad de la mayor parte de las
bandas es bastante constante. Ignore las bandas de colores claros y elegir los
s6lo el mas oscuros. En ocasiones, la secuencia serd oscura y los cuatro carriles
seran de intensidad relativamente similares. Esto se llama una compresién de la
secuencia de ADN y es comun cuando hay tramos de G y C. Este tipo de patrén
debe ser tratado como una posicion ambigua (ver nota siguiente).

¢ Si una banda en una posicidén exacta es ambigua, puede introducir una N que
indica que podria ser cualquiera de las bases: A, C, Go T.

Con los resultados obtenidos de la autorradiografia #1 responder a las siguientes
preguntas:

a. éLos resultados obtenidos con BLASTN para la primera y la segunda
busqueda se parecen entre si?

b. éCudl es el nombre de este gen?

c. ¢A qué organismo es probable que pertenezca la secuencia de ADN de este
ejercicio?

Ejercicio 2

Ahora que estan familiarizados con el proceso de inscripcion y presentacion, leer el
analisis de la secuencia de ADN de la autorradiografia correspondiente a la muestra
#2. Tener en cuenta que a veces es dificil juzgar la distancia y la intensidad mas
fuerte de la banda en cada carril y por lo tanto es necesario utilizar su mejor juicio.

1. Comience el ejercicio mediante la lectura de la secuencia de ADN de la muestra #2,
aproximadamente 6 cm desde la parte inferior de la tira. Los primeros 12 nucleétidos
deben ser: 5'...GGACGACGGTAT...3'.

2. Buscar la secuencia en la base de datos del NCBI utilizando el programa BLASTN.

3. Después de obtener los resultados del programa BLASTN, desplacese hacia abajo a
la seccion de Alineamiento y mirar las entradas que tienen nucleétidos que coinciden
con su secuencia de consulta.

Algunas notas adicionales sobre la lectura de un gel de secuenciacion y la
interpretacion de los resultados del BLAST:

e Recuerde que la secuencia de ADN siempre se introduce en la direccidon 5'-3'.

e El ADN es de doble cadena y contiene una parte superior (5'—-3") y otra inferior
(3'=5") (a veces esto corresponde a las cadenas simples, codificante y no
codificante). Cuando una secuencia de consulta se busca en la base de datos se
examinan ambas cadenas de la consulta. La secuencia introducida se conoce
como la cadena positiva y el complemento inverso de esta secuencia es
conocida como la cadena negativa.

e Como regla general, las secuencias de nucleétidos idénticos que abarcan mas
de 21 pares de bases entre dos muestras indica, por lo general, que las
secuencias estan relacionadas o son idénticas.



Con los resultados obtenidos de la autorradiografia #2 responder a las siguientes
preguntas:

a. ¢Cudl es el nombre de este gen?

b. ¢Cudl es la cadena simple que representa la secuencia de consulta? ¢éCudl es
la cadena simple que representa la secuencia “hit"?
Ejercicio 3
1. Lea la secuencia de ADN de la muestra #3. Comenzar desde la parte inferior de la
banda y escribir la secuencia de ADN.

2. Buscar la secuencia en la base de datos del NCBI utilizando el programa BLASTN.

3. Haga clic en el numero de acceso de GenBank de la secuencia hit para acceder a
mas informacion sobre la secuencia de ADN y/ gen.

Con los resultados obtenidos de la autorradiografia #3 responder a las siguientes
preguntas:

a. ¢Cual es el nombre de este gen?

b. éCuantas pares de bases, aproximadamente, tiene este gen?
Ejercicio 4
En esta seccion se muestra la interaccion de dos proteinas codificadas por dos genes.

Las interacciones proteina-proteina desemperian un papel fundamental en
practicamente todos los procesos en una célula viva.

Por ejemplo, las senales del exterior de una célula estan mediadas en el interior de
esa célula por las interacciones proteina-proteina de las moléculas de sefializacion.
Este proceso, llamado transduccion de sefales, es muy importancia en muchos
procesos biologicos tales como la division celular y la formacion del citoesqueleto
celular. En este ejercicio, vamos a utilizar secuencias de ADN para caracterizar dos
genes humanos.

1. Lea la secuencia de ADN obtenido de la muestra #4. Comenzar desde la parte
inferior de la banda y escribir alrededor de 30 pares de bases de la secuencia de ADN.

2. A continuacién, suba alrededor de un tercio de la altura de la tira (~ 14 cm) y leer
una parte de esta seccion de la secuencia de ADN.

3. Para este ejercicio limitar la busqueda a la base de datos de genes humanos. Para

ello vaya a "Choose Search Set” (Elija conjunto de blsqueda) y seleccione "Human
genomic + transcript” (Gendma humano + transcripcion). Ver Guia para el uso de

BLASTN, punto 7.

4, Buscar cada seccion de la secuencia de forma individual en la base de datos del
NCBI utilizando el programa BLASTN.

5. Una vez haya identificado el nombre de estos dos genes, realice una busqueda
general de Internet para recoger mas informacion acerca de las dos proteinas.

Con los resultados obtenidos de la autorradiografia #4 responder a las siguientes
preguntas:

a. Este ejercicico contiene dos secuencias de ADN (desde la seccion inferior y a
partir de la seccién central). éCudles son los nombres de los genes
correspondientes a estas dos secuencias?

b. ¢Cuadles son las funciones de las dos proteinas codificadas por estos genes?

c. ¢Como interactlian estas dos proteinas en una célula viva?



6. RESULTADOS Y PREGUNTAS DE LA PRACTICA

A continuacién se presentan las respuestas obtenidas mediante la realizacién de la
bisqueda con el programa BLASTN de las secuencias proporcionadas en este kit
partir de su publicacién (2015). Debido a que la base de datos GenBank esta en
constante revision, se recomienda que se realice la busqueda de las secuencias en la
base de datos de GenBbank antes de realizar esta practica con los estudiantes.

6.1 Resultados

Ejercicio 1

A. Las secuencias encontradas deberian ser casi idénticas para la primera y segunda
busqueda, pero los valores asociados a cada hit (puntuacion maxima, la puntuacién
total, Valor E, etc.) seran mas altos para la segunda busqueda.

B. Factor de replicacién C.

C. Mus musculus (Raton doméstico).

Ejercicio 2

A. UEV y dominios del lactato/malato deshidrogenasa.

B. La secuencia de consulta representa la cadena simple positiva (la secuencia
introducida). La secuencia hit representa la cadena negativa (la secuencia inversa
complementaria).

Ejercicio 3
A. Rho GTPasa activadora de la proteina 5.

B. 7933 pb.

Ejercicio 4

A. La primera secuencia de ADN es la de Bail. La segunda secuencia es la de Racl.
B. La secuencia Bail codifica BAI1, un inhibidor de la angiogénesis especifica del
cerebro. La angiogénesis implica el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir
de vasos pre-existentes, es un proceso normal en el crecimiento, desarrollo y
cicatrizacion de heridas. Sin embargo, la angiogénesis también ha demostrado ser
esencial para el crecimiento y la metastasis de tumores solidos. Con el fin de obtener
el suministro de sangre para su crecimiento, las células tumorales son potentemente
angiogénicas. La BAI1 se cree que inhibe el nuevo crecimiento de las células de los
vasos sanguineos, por lo que suprime el crecimiento de los glioblastomas (tumores
cerebrales malignos). La BAI1 también se cree que funciona en la adhesion celular y
transduccion de sefiales en el cerebro. La secuencia Racl codifica una pequefia
GTPasa llamada RAC1. La RAC1 actlia como un interruptor molecular en las vias de
sefializacion que pueden cambiar la transduccién de sefiales hacia dentro y fuera de
una célula. La RAC1 esta activo u "ON" cuando se une a una GTP e inactiva u "OFF"
cuando se une con a un PIB. La forma inactiva de RAC1 (PIB-forma) se activa
mediante el intercambio de GDP por GTP por los factores de cambio de nucledtidos de
guanosina (GEFs). La inactivaciéon de la RAC1 se consigue mediante la activacién de
las proteinas GTPasa (GAP), que revierten la conformacion de nuevo a la forma
inactiva unida a GDP a través de la hidrolisis del GTP.

C. En una célula viva, después que la RAC1 se activa mediante la unién de GTP,
interactia con BAI1l. Esta interaccion en la membrana citoplasmatica es crucial para
la funcion de BAI1, ya que se cree que participa en el crecimiento neuronal. La BAI1
también se asocia con otros efectores derivados de las proteinas G Rho pequefias, que
se asocian con la formacion de fibras y la citocinesis.



6.2 Preguntas
Responde a las siguientes preguntas en la libreta de practicas:

1. éQué es una secuencia de ADN?
2. ¢Qué representa cada banda en una autorradiografia?

3. ¢Qué es el programa BLAST? éPor qué se le considera una herramienta
bioinformatica?



