PENERBIT USD Q
JI. Affandi, Gejayan (Mrican) Tromol Pos 29 appt I
Yogyakarta 55002; e-mail: publisher @usd.ac.id

APLIKASI NCBI DALAM
BIOINFORMATIKA

Buku Aplikasi NCBI dalam Bioinformatika ini
ditujukan untuk membantu mahasiswa dalam
memahami bioinformatika dasar yang terjadi dalam
sel meliputi struktur DNA, RNA, transkripsi, translasi,
modifikasi pasca translasi hingga protein fungsional.

Diharapkan buku ini dapat membantu pembelajaran
bioinformatika sederhana dalam pemahaman biologi
sel dan molekuler. Informasi yang disajikan dibuat
sederhana sehingga lebih mudah untuk dipelajari.
Buku ini juga dilengkapi dengan gambar-gambar
yang memudahkan pembelajaran mandiri para
mahasiswa. Bagi pemula, buku ini dijadikan
pegangan untuk mempelajari aplikasi virtualnya
secaraonline.

¥

78602011830

ISBN 978-602-0830-10-

100

0

WIILYIWYHO4NIOIG Ww1va I9IN ISYIITdY

nemenas euysnby

APLIKASI NCBI DALAM
BIOINFORMATIKA

Agustina Setiawati



APLIKASI

NCBI

DALAM
BIOINFORMATIKA

Agustina Setiawati

Sanata Dharma University Press



APLIKASI NCBI
DALAM BIOINFORMATIKA

Copyright © 2015
Agustina Setiawati. Podi Farmasi, F. Farmasi

Universitas Sanata Dharma.

Diterbitkan oleh:

Sanata Dharma University Press

JI. Affandi (Gejayan) Mrican,

Yogyakarta 55281

Telp. (0274) 513301, 515253;

Ext.1527/1513; Fax (0274) 562383 Universitas Sanata Dharma berlambangkan

. . . daun teratai coklat bersudut lima dengan
e-mail: publisher@usd.ac.id

sebuah obor hitam yang menyala merah,

sebuah buku terbuka dengan tulisan "Ad

Penulis: Maiorem  Dei  Gloriam” dan tulisan

Agustina Setiawati Universitas Sanata Dharma Yogyakarta

berwarna hitam di dalamnya. Adapun

artinya sebagai berikut.

llustrasi Sampul & Grafis: Teratai: kemuliaan dan sudut lima:

Skolastika Pancasila; Obor: hidup dengan semangat
Tata Letak: yang menyala-nyala; Buku yang terbuka:
Thoms ilmu pengetahuan yang selalu berkembang;

Teratai warna coklat: sikap dewasa yang
matang; "Ad Maiorem Dei Gloriam”: demi
kemuliaan Allah yang lebih besar.

Cetakan Pertama, September 2015

v ; 80 him.; 155 x 230 mm.

ISBN: 978-602-0830-10-0

EAN: 9-786020-830100

Penerbit Universitas Sanata Dharma Anggota APPTI

apptl (Asosiasi Penerbit Perguruan Tinggi Indonesia)

Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang.
Dilarang memperbanyak karya tulis ini dalam bentuk dan dengan cara
apa pun, termasuk fotokopi, tanpa izin tertulis dari penerbit.


mailto:publisher@usd.ac.id

Puji Syukur dan Terima Kasih

Tuhan Yesus,
pemilik genom abadi

Partner genomku:
Decky

Pewaris genomku:
Azel & Isaac




KATA PENGANTAR

Puji Tuhan atas terselesaikannya penyusunan buku Aplikasi NCBI
dalam Bioinformatika. Buku ini disusun dengan tujuan untuk membantu
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BAB I PENDAHULUAN

Kemajuan ilmu pengetahuan dibidang biologi molekuler telah berhasil
mengungkapkan pengetahuan dasar mengenai asam nukleat baik DNA
maupun RNA serta pengetahuan mengenai protein. Perkembangan ilmu
biologi molekuler sangat signifikan dipengaruhi oleh perkembangan ilmu
bioinformatika yang menerapkan analisis informasi biologis menggunakan
bantuan komputer. Bioinformatika meliputi beberapa bidang ilmu antara
lain biologi molekuler, kimia komputasi, statistika dan juga bioteknologi
yang mampu membantu mengungkap rahasia proses-proses biologis dalam

tingkat molekuler.

Seluruh proses dogma sentral dalam biologi sel dan molekuler dapat
dipahami melalui bioinformatika (Gambar 1.1). Kode-kode genetik yang
terdapat dalam DNA disalin menjadi mRNA (transkripsi) kemudian
diterjemahkan menjadi protein atau polipeptida (translasi). Protein
mengalami pelipatan menjadi struktur tersier atau kuartener untuk dapat
menjalankan fungsinya di dalam sel melalui proses transduksi sinyal. Selain
itu, dengan bioinformatika kita dapat mengetahui kemiripin suatu gen pada
organisme yang berbeda (homologi). Dengan demikian, memungkinkan kita
untuk melakukan skrining atau rekayasa genetika untuk mendapatkan

protein tertentu.

Transkripsi T

Replikasi

RNA Protein

Gambar 1.1. Dogma sentral dalam biologi molekuler



Perkembangan ilmu bioinformatika sangat mendukung kemajuan
bidang kesehatan. Aplikasi bioinformatika dapat digunakan untuk
membantu teknik diagnosis penyakit, analisis asam nukleat/protein dan
penemuan obat baru. Dalam diagnosis penyakit ataupun analisis asam
nukleat, teknik yang sering dilakukan adalah Polymerase Chain Reaction
(PCR). Teknik PCR adalah teknik untuk memperbanyak DNA hingga
jumlahnya menjadi jutaan kali lipat jumlah semula. Reaksi yang terjadi
dalam PCR didasari reaksi replikasi DNA dalam sel yaitu DNA diperbanyak
oleh enzim polimerase DNA dengan bantuan primer. Primer merupakan
nukleotida pendek yang digunakan sebagai awal untuk sintesis DNA baru.
Primer mutlak dalam replikasi DNA atau PCR karena enzim polimerase DNA
tidak bisa mensintesis DNA secara de novo (mulai dari nol). Primer yang
digunakan dalam reaksi PCR spesifik untuk perbanyakan DNA tertentu.
Bioinformatika sangat berguna dalam mendesain primer yang digunakan
untuk PCR. Dengan menggunakan basis data online, primer dapat didesain

dengan sesuai dengan susunan DNA yang diperbanyak.

DNA hasil perbanyakan reaksi PCR, selanjutnya dapat dianalisis lebih
lanjut dengan menggunakan elektroforesis ataupun southern blot. Pada
beberapa kasus kecelakaan pesawat atau penyelidikan kasus pembunuhan,
PCR sangat membantu untuk identifikasi korban ataupun pelaku
pembunuhan. Dengan mengisolasi DNA dari potongan jazad korban atau
bercak darah yang tercecer, jumlah DNA yang didapatkan terlalu sedikit dan
tidak mencukupi untuk dianalisis lebih lanjut. Oleh karena itu, supaya dapat

dianalisis harus dilakukan perbanyakan DNA dengan PCR.

Bioinformatika juga dapat digunakan untuk mengetahui homologi atau
polimorfisme suatu protein pada berbagai organisme yang berbeda.
Pengetahuan mengenai homologi itu dapat diketahui melalui teknik yang
disebut sebagai penyejajaran nukleotida atau protein. Hasil analisis

penyejajaran dapat diketahui tingkat kesamaan suatu protein pada



beberapa organisme yang berbeda, sebagai contohnya insulin. Insulin
merupakan protein farmasetik yang digunakan untuk terapi diabetes tipe II.
Penyebab dari diabetes tipe II adalah ketidakmampuan kelenjar pankreas
untuk menghasilkan insulin, sehingga pemberian insulin dari luar
membantu menurunkan kadar gula darah. Dengan menggunakan
bioinformatika, kita dapat mengetahui insulin berbagai organisme yang

mirip dengan insulin manusia.

Bagi seorang farmasis, bioinformatika membantu para ilmuwan untuk
mendesain molekul obat baru. Obat memberikan efek farmakologi apabila
obat tersebut dapat berikatan dengan targetnya, sebagai contoh protein dan
DNA. Dengan bioinformatika, struktur protein dapat diketahui termasuk sisi
aktif dan domain dari protein tersebut. Asam-asam amino pada sisi aktif
protein tersebut dapat diidentifikasi kemudian dapat diprediksi interaksi
sisi aktifnya dengan kandidat molekul obat. Proses pernautan protein target
dan molekul obat tersebut disebut sebagai ‘docking’. Docking telah banyak
digunakan untuk mensintesis obat baru dalam dunia kefarmasian. Prediksi
aktivitas suatu obat dapat dilakukan dengan bantuan komputer sehingga

mempersingkat waktu penemuan obat.

Pemahaman ilmu bioinformatika tidak lepas dari perkembangan basis
data online tidak berbayar yang berisi jutaan informasi mengenai DNA, RNA
dan protein dari berbagai organisme. Basis data tersebut berkembang
seiring dengan semakin banyaknya penelitian genetika. Beberapa basis data
online yang dapat digunakan antara lain:

1. NCBI (National Centre for Biotechnology Information) dalam situs
www.ncbi.nlm.nih.gov
2.  EBI (European Bioinformatic Institute) dalam situs www.ebi.ac.uk

DDB]J (DNA Data Bank of Japan) dalam situs www.ddbj.nig.ac.jp

4. PDB (Protein Data Bank)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/
http://www.ddbj.nig.ac.jp/

Salah satu basis data yang paling populer digunakan dalam
bioinformatika adalah NCBI. NCBI berisi informasi genetik berupa DNA,
RNA serta protein yang mempunyai urutan sama dengan EBI atau DDB].
Basis data tersebut berisi informasi asam nukleat (DNA dan RNA), nama
organisme yang berkaitan dengan asam nukleat tersebut. Pengguasaan
basis data NCBI dapat membantu untuk memahami berbagai proses biologi

molekuler yang terjadi dalam sel.



BAB II. PENGENALAN NCBI

A. SASARAN CAPAIAN
1. Mahasiswa mengenal dan menguasai NCBI dan berbagai fitur
sistem informasi yang disediakan.
2. Mahasiswa mampu menjelaskan aplikasi bioinformatika dalam

dunia kesehatan.

B. DASAR TEORI

Genom adalah susunan lengkap DNA, molekul yang berisi informasi
genetik yang dibutuhkan untuk perkembangan dan aktivitas kehidupan
suatu organisme. Dalam perkembangan penelitian mengenai genom,
pemerintah Amerika Serikat mendanai suatu proyek, yaitu Human Genome
Project (HGP). HGP merupakan proyek besar dengan tujuan untuk
mengetahui seluruh susunan genetika pada manusia dan telah berhasil
mengidentifikasi genom manusia yang dimulai pada tahun 1990. Susunan
genetik manusia tersusun atas 3 milliar pasang basa yang menempati 23
pasang kromosom dalam nukleus sel manusia (Gambar 2.1). Pada tanggal
26 Juni 2000, diumumkan genom manusia terdapat 25.000 hingga 45.000

gen, lebih banyak dibandingkan dengan perkiraan sebelumnya.

Gambar 2.1. Letak DNA dalam sel manusia

DNA merupakan molekul pembawa informasi genetik yang
strukturnya tersusun atas dua rantai yang saling berpasangan (double helix)

yang dihubungkan dengan ikatan hidrogen. Tiap nukleotida terdiri atas gula



deoksiribosa, basa dan fosfat yang dihubungkan melalui ikatan fosfodiester.
Basa pada DNA terdiri atas basa purin (adenin dan guanin) dan basa
pirimidin (sitosin dan timin). Basa-basa yang terdapat dalam DNA
diterjemahkan menjadi kodon pada RNA oleh proses yang disebut
transkripsi, kemudian diterjemahkan menjadi protein fungsional oleh
proses yang disebut translasi. Oleh karena itu, untuk memahami jalur
ekspresi protein dari DNA sangat penting diketahui sebagai pengetahuan

dasar ilmu biologi sel dan molekuler.

Kemajuan teknik biologi sel dan molekuler dalam mengungkapkan alur
ekspresi protein yang berguna untuk mengungkap perkembangan penyakit
genetik yang disebabkan oleh mutasi atau abnormalitas yang terjadi pada
DNA. Pengetahuan tersebut dijadikan sebagai dasar dalam penemuan obat
baru untuk pengobatan penyakit genetik tersebut. Pengobatan yang efektif
dan minim efek samping dapat tercapai apabila obat dapat langsung
berikatan dengan targetnya antara lain berupa DNA dan protein. Dengan
demikian, seorang calon farmasis harus menguasai ilmu biologi sel dan

molekuler dalam upaya penemuan obat baru.

Seiring perkembangan teknologi informasi dan komputer, muncul ilmu
bioinformatika yang menerapkan ilmu komputasional untuk mengelola dan
menganalisis informasi biologis yang tersedia dalam basis data online. Basis
data online tersebut dapat kita gunakan untuk berbagai tujuan yang
mendukung ilmu biologi sel dan molekuler antara lain; mengetahui urutan
DNA, RNA dan asam amino serta informasi yang terkait di dalamnya,
sequence alignment (penyejajaran urutan nukleotida), bentuk protein dan
transduksi sinyalnya. Oleh karena itu, penguasaan basis data online dapat
diaplikasikan untuk pengembangan penemuan obat baru sesuai dengan

target molekuler dalam sel tersebut.



Salah satu basis data yang dapat membantu pembelajaran biologi sel
dan molekuler adalah NCBI. NCBI (National Centre for Biotechnology
Information) merupakan suatu institusi yang konsen sebagai sumber
informasi perkembangan biologi molekuler. NCBI membuat basis data yang
dapat diakses oleh publik dan mengembangkan software penganalisis data
genomik. Keseluruhan  basis data tersebut diharapkan membantu
pemahaman yang lebih proses-proses molekuler yang mempengaruhi

manusia dan kesehatannya dengan lebih baik.

NCBI didirikan pada tanggal 4 November 1988, sebagai salah satu
divisi dari National Library of Medicine (NLM) di National Institutes of
Health (NIH). NIH merupakan sebuah lembaga penelitian dari Amerika
Serikat yang menjadi salah satu pusat penelitian medis terkemuka di dunia.
Sebagai sumber informasi biologi molekuler, misi NCBI ialah untuk
mengembangkan teknologi informasi baru yang membantu memahami
proses fundamental molekuler dan genetik yang mengontrol kesehatan dan

penyakit.



C.

PROSEDUR KERJA
1. Pengenalan situs www.ncbi.nlm.nih.gov; maka terbuka homepage

NCBI seperti tampilan berikut:
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3. Pencarian Nukleotida dalam NCBI
a) Urutan nukleotida dapat dicari dengan memilih nucleotide pada
kotak all database dan mengisi kotak search dengan nukleotida

yang ingin dicari, misalnya “ERALPHA” lalu klik search.
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b) Beberapa hasil pencarian terkait nukleotida ERALPHA yang

terdapat pada berbagai organisme ditampilkan seperti gambar

berikut:
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c) Klik salah satu hasil pencarian nukleotida tersebut, misalnya

“Canis _ familiaris partial mRNA for ERalpha protein

(eralpha gene)”. Informasi terkait gen tersebut muncul dalam

format genbank.
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601 geatactasg aagascaget caCCTTEtc ceTEACABEC ETCABECEE TeatCCEt
661 GUUABARECT ARCCCCECH TAMTCTATLC CRACTATEAC CEATCCABAC CCTTCAgTEM
721 agcticgaty atggecttge tgaccaac

EEC G 2 (¢ sl : LY e

Display Settings: ~ GenBank Send: =

Canis familiaris partial mMRNA for ERalpha protein (eralpha gene)

GenBank: AJ313195.1

A | Graphics

Accession Number
Lacus AI31319 748 bp  mRNA  linear  MAM 15-APR-20@5
DEFIN.TION Canis famild tial mRNA for ER lpha protein (erhlpha géhe).
ACCESSION  AJ313195
VERSTON AJ313195.1 GI:14488119 oleciielype

YWORDS ~ eralpha gene; transcriptior Sequence Length

URCE Canis lupus familiaris (dog) GenBank Division

is lupus familiaris
aryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Carnivora; Caniformia; Canidae;

Canis.
REFERENCE 1

AUTHORS  Telgmann,R.

TITLE Epididymal epithelium immortalized by Simian virus 48 large T
antigen: a model to study epididymal gene expression

Locus name: lokus letak suatu gen dalam kromosom

Accession number: nomor akses suatu gen/protein dalam NCBI
Sequence length: panjang sekuen nukleotida/protein

Molecule type: tipe molekul yang diakses; bisa berupa DNA, RNA
maupun protein

Modification date: tanggal terakhir data tersebut diubah

d) Klik FASTA pada bagian kiri atas (kotak merah, dibawah tulisan
GenBank) untuk melihat urutan nukleotida dalam format

FASTA. Urutan nukleotida ditampilkan dalam format FASTA.
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M 81 e piaphanGs )] 7 Cans fambars parial i % '
€ > € 1) wwwnchinim.nih gov/nuccare/ 1
Agpr @ Getting Stated.

Nucleotide Nuckeatice '
Advanced

Display Seftings = FASTA

Canis familiaris partial mMRNA for ERalpha protein (eralpha gene)
GenBank: AJ313185.1
GenBank  Graphics

>gi[14488119] emb |41313195 1| Canis familiaris partial mRMA for ERalpha protein (eralpha
gena)

CTCARCAGEGTGTCTCEGAGCCCOLCRGTECTGE TGCACKEGLCGECTEAGLTCTERTECTTCETEEALE
CCCACGECCAGLAGETECCCTATTACE TOEAGAA GAGCCGAGCEGC TACGLEGTECECCAGELCRARLL
COLCCGLCTTCTACAGECCARATTL CAGGETEECAGABAGAGAT TEGLCABTACCAG
TGACAANGGAACATGRCCATEGAGTC TG CANGEAGAC TEGL TAC T TGLAG TG TGCAATGAK TATGLC
TCAGGCTACCATTATGGAGT CTGGTCE TGTGAGGEE TETAAGECC TTCTTCAAGAGAAGTAT TCAAGBAC
ATAATGACTACATGTGTCOAGE TACCAACCAGTGEACAATTGATANGAAC AGGAGGAAGAGC TETCAGET
CTGTCGECTGGCAMGTGE TATGARGTTGECATGATGARAGGE GEGATAC GOAAAGAL COAAGAGGAGGA
AGAATGT TGAMCACARACG CCAGAGAGAT GATGEGOAGEGCAGGANTGARGT GGGGTECTCTRGAGATG
TOAGGACTTCCAGCCTTTEECCAAGCECTETCTTGATTAAGCATAC TAAGANGAACAGE CCAGE CTTGTC
CCTGACAGCCOATCAGATEETCAGTGE CTTGTTAGAGGE TGAGCCCCECATAATC TATTCCGAL TATGAC
CCATCCAGACCCTTCAGTOAAGC TTCATEATEGECTTGCTGACCAAL

O dui P BB IMDG: Tha 50 Mort B Gooie @ Freesrgmeic chami [ Save o Mandley 53 pebymorsium BN PSR 3 Comp

e G

Send «
Change region shown

Customize view

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers.

Highlignt Sequence Featuras
Find in this Sequence

Articles about the ESR1 gene

The ESR1 gane is associated with risk for

canine mammary tuma [

Homazygosily of single nucleotide

polymorphisnts in the 3 ra [Ann Sci J. 2011

Analysis of single nucleofide
in the ¥ region of the & [1 R

B e e e S L]

lymarphisms
od Dev. 2010

e) Ada beberapa cara untuk menyimpan data urutan nukleotida.

Untuk menyimpan file dalam format FASTA, maka klik send ->
complete record > File > FASTA - create file.

<3 NCBI  Resour

lastika

My NC

Nucleotide Nucleotide  +  Search |
Advanced
Display Settings: ~ FASTA Send:» o
ffffffffff own
* Complete Record
Canis familiaris partial mMRNA for ERalpha protein ( = Coding Sequences
Gene Features
GenBank: AJ313195.1
GenBank  Graphics Choose Destination -
>gi|14488119|emb| AJ313185.1| Canis familiaris partial mRNA for ERalpha prot @ File Clipboard uence
gene) Collections Analysis Tool
CTCAACAGCGTGTCTCCBAGCCCACCGATGCTECTGCACCCBCCACCTCAGCTCTCGTCCTTCCTECACE
CCCACGGCCABCAGGTGECCTATTACCTGGAGAACGAGE CGAGCGGL TACGCGGTECGCCAGGCCGAGCE
CGCOCBOCTTETACAGGLCAAAT TCABAT AATCBACGCCAGBETGEC ABAGABAGAT TGGCCAGTACCAG Download 1 itens Features
TGACAAAGGAAACATGECCATGGAGTCTGCCAAGGAGAC TCGCTACTETGCAGTETGCAATGACTATGEC Format "
TCABGCTACCATTATGGAGTCTGETCCTGTGAGGECTGTAAGGCCTTCTTCAAGAGAAGTATTCAAGEAC FASTA 0
ATAATGACTACATGTGTCCAGCTACCAACCAGTGCACAATTGATAAGAACAGGAGBAAGAGC TGTCAGGE
CTGTCGOCTGCGCANGTGCTATGAAGTTGGCATGATGAAAGECGAGATACGRARAGACCGRAGAGBAGGA Create File —
AGAATGTTGAAACACARACGCCAGAGAGATGATGGGEAGEGCAGGAATGAAGTGGGGTCC TCTGGAGATG e ESR1.
TGAGGACTTCCAGCCTTTEGCCAAGECCTCTCTTGAT TAAGCATAC TAAGAAGAACAGCCCAGECTTGTC e ESHT §ere s associate

CCTGACAGCCEATCAGATGETCAGTECCTTGT TAGAGGL TEAGCCCCCCATAATCTATTCCGACTATGAC
CCATCCAGACCCTTCAGTGAAGCTTCGATGATGGGCT TGCTGACCAAC

for canine mamma [BMC Ve

Homazygosity of single nuc
polymorphisms in the [Anim

Analysis of single nucleotide _

f) Bila telah mempunyai akun NCBI, maka data FASTA dapat

ditambahkan dalam akun dengan cara klik send = complete

record = collection = add to collection.



Nucleotide Nucleotide .

Advanced
Display Settings: ~ FASTA Send:~
. shown

. . R . ® Complete Record
Canis familiaris partial mRNA for ERalpha protein (i « Coding Sequences
GenBank: AJ313185.1 Gene Features
GenBank  Graphics Choose Destination |
>gi|14488119|emb|AJ313195.1| Canis familiaris partial mRMA for ERalpha prot File Clipboard uence

gene) ® Collections Analysis Tool
CTCAACAGCGTGTCTCCBAGCCCGLLGETELTECTGCACCCGCCGLCTCAGCTCTCGTCCTTCCTGLACC
CCCACGGCCAGCAGGTGCCCTAT TACCTGRAGAACGAGCCGAGCGEC TACGCGATGCGCCAGRCCBAGCE
CGCCCGCCTTCTACAGGCCARAT TCAGATAATCGACGCCAGGGTGGCAGAGAGAGATTGGCCAGTACCAG Add 1 ftems. & Features
TGACAAAGGAAACATGGCCATGGAGTCTGCCANGEAGAC TCBCTAC TETGCAGTGTGCAATGAC TATECC

TCAGGCTACCATTATGEAGTCTGETCCTGTGAGGGETGTAAGGCCTTCTTCAAGAGAAGTAT TCAAGGAC Ak fo Cobeclions =
ATAATGACTACATGTGTCCAGCTACCAACCAGTGCACAATTGAT AAGAACAGGAGGAAGAGC TGTCAGGE

CTGTCOGCTEUBCAAGTGLTATGAAGT TGGCATEATGAANGGCGGEATACGGAMGACCGAAGAGBAGA
AGAATGTTGAAACACALACGCCAGAGAGATGATGGGEAGEGCAGGAATGAAGTGGGETCC TCTGGAGATG Articles about the ESR1
TGAGBACTTCCAGCCTTTEGCCAAGECCTCTCTTGAT TAAGCATAC TAAGAAGAACAGCCCAGECTTGTC The ESR1 gene is associate
CCTGACAGCCGATCAGATGGTCAGTGCCTTGTTAGAGGE TEAGCCCCCCATAATCTATTCCGACTATGAC for canine mamma [BMC Ve
CCATCCAGACCCTTCAGTGAAGETTCBATGATEGECTTECTGACCAAC Homazygosity of single nucle

pelymorphisms in the [Anim
Analysis of single nucleotide _

g) Selain itu, data FASTA juga dapat disimpan dengan cara klik send
= complete record 2 clipboard =2 add to clipboard. Data FASTA
secara otomatis tersimpan pada clipboard sehingga dapat

sewaktu-waktu dibuka.

Nucleotide Nucleotide  +  Search |
Advanced

Display Settings: = FASTA Send: = -
St---- -~~~ shown

* Complete Record

Canis familiaris partial mMRNA for ERalpha protein (i « Coding Sequences

GenBank: AJ313195.1 Gene Features

GenBank  Graphics Choose Destination k-
>gi|14488119|emb|AJ313195.1| Canis familiaris partial mRNA for ERalpha prot File # Clipboard uence
gene) Collections Analysis Tool

CTCAACAGCGTGTCTCCBAGCCCGCCGETGCTECTGCACCCGCCGLCTCAGCTCTCGTCCTTCCTGCACT
CCCACGGCCAGCAGGTGCCCTATTACCTGGAGAACGAGCCGAGCGECTACGCGGTGCGCCAGGCCGAGCT
CGCCCGCCTTCTACAGGCCAAATTCAGATAATCGACGCCAGGGTGGCAGAGAGAGATTGGCCAGTACCAG Add 1 items. B Feature:
TGACAAAGGRAACATGGCCATGGAGTCTGCCAAGGAGAC TCGCTACTGTGCAGTGTGCAATGACTATGCC

Add to Clipboard ce
TCAGGCTACCATTATGGAGTCTGGTCCTGTGAGGGCTGTAAGGCCTTCTTCAAGAGAAGTAT TCAAGGAC
ATAATGACTACATGTGTCCAGCTACCAACCAGTGCACAATTGATAAGAACAGGAGGAAGAGC TG TCAGGE
CTGTCGGCTELECAAGTGLTATGARGTTGGCAT GATGAAAGECGGGATACGGARAGACCGRAGAGBAGGA
AGAATGTTGAAACACARACGCCAGABAGATGAT AGGAATGAAGTGGGATCCTCTGRAGATG Articles about the ESR1
TGAGGACTTCCAGCCTTTEGCCAAGCCCTCTCTTGAT TAAGCATAC TAAGAAGAACAGCCCAGCCTTGTC The ESR1 gene is associate
CCTGACAGCCGATCAGATGGTCAGTGCCTTGT TAGAGGC TGAGCCCCCCATAATCTATTCCGACTATGAC for canine mamma [BMC Ve

CCATCCAGACCCTTCAGTGAAGCTTCGATGATGGGCTTGCTGACCAAL Homazygosity of single nuck

polymorphisms in the [Anim

Analysis of single nucleatide _

4. Pencarian Urutan Protein dalam NCBI
a) Langkah-langkah dalam mencari urutan protein hampir sama
saat mencari urutan nukleotida. Buka website NCBI:

htt www.ncbi.nlm.nih.gov

b) Pada kotak all database pilih protein dan pada kotak search tulis

nama protein yang ingin dicari. Misalnya, insulin lalu klik search.
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22 NCBI  Resource:

How To MyNCBI 5

=
HNCBI Protein +linsulin Search
hnt '
Biotechnology Information

NCBI Home I to NCBI Popular Resources
: R““"“’e L"“""z? . TheNaticnal Center for Biotechnology Information advances science and ~ Publed
All Resources health by providing access to biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News Publed Central
Data & Software PubMed Health
_DNABRNA R Submit Download Learn ELAST
) Nucleotide
Domains & Structures Deposit data or Transfer NCBldata  Find help
e " manuscripts into to your computer documents. attend Genome
- o NCEBI aclass or watch a SNP
Genetics & Medicine tutorial
- - - Gene
Protein
GErEE PubChem
NCEBI Announcements
e - Develop Analyze Research . 5
Taxonomy New NCBI video: "NCBI's 1000 Ge
N Use NCBI APls Identify an NCBI Explore NCB Browser: Introduction”
raininn 1 itnriale P Ty . PO T T VA TPy 1247

¢) Muncul beberapa hasil pencarian terkait protein yang dicari

yang terdapat pada berbagai organisme.

Protein Protein + insulin [ search |
Create alert Advanced Help
Species Display Settings: = Summary, 20 per page, Sorted by Dsfault order Filters: Manage Filters
Animals (25 646)
(116) Sendto:

Plants (116) M9%~  Results by taxon -
Fungi (1,749)
Protists (78) Top Organisms [Tree
Bacteria (3,749) Items: 1 to 20 of 47186 Homo sapiens (4170)
Archaea (23) S . Mus musculus (2417)
Virusas (110) Page 1 of 2360  Next Last Acetobacter pomorum
Customiza insulin precursor [Aplysia californica] DMo01 (2408)

1 Rattus norvegicus (1354)
Source - 156 aa protein Caencrhabditis remanei (604)
databases Accession: NP_DD1191615.1 Gl: 325296757 All other taxa (36233)
—— GenPept Identical Proteins FASTA Graphics More..
(2.451)

RefSeq (14,608)
UNiProtke / Swiss- insulin [Octodon degus

Prot (2,322) 2 109aa protein Find related data —
Customize ... Accession: AAA40590.1 GI: 202472 Database: | Select .

GenPept |dentical Proteins FASTA Graphics

Genetic
compartme... . .
Chioroplast (1) insulin preproprotein [Danio rerig]
Mitochondrion (1) 3 108aa protein
Plasmid (5) Accession: NP_571131.1 Gl: 18858895 Search details =
Plastid (1) GenPapt tical ins FASTA Graphics FA11 raaract M

d) Klik salah satu link, maka akan muncul informasi terkait gen

tersebut dalam format GenPept.



Protein

Resources ) How To (¥

Protein v
Advanced

Display Seftings: « GenPept

insulin precursor [Aplysia californica]
NCBI Reference Sequence: NP_001181615.1

Identical Proteins

FASTA  Graphics

Send to:

Change region shown

Customize view

Analyze this sequence

Goto:® Run BLAST
Locus NP_801191615 156 aa linear INV 27-APR-2014 Identify Conserved Domains
DEFINITION insulin precursor [Aplysia californica]. Highlight Sequence Features
ACCESSION  NP_P@1191615
VERSION WP_g@1191615.1 GI:325296757 Find in this Sequence
DBSOURCE REFSEQ: accession NM_881204686.1
KEYWORDS ~ RefSeq.
SOURCE Aplysia californica (California sea hare) Articles about the PIN ge
ORGANISM Aplysia californica The fiet Bamme-carboxyoll
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozos; Mollusca; Gastropoda; :nmmmgg neump“lwﬁgm
Heterobranchia; Euthyneura; Euopisthobranchia; Aplysiomorpha; SiEst
Aplysioidea; Aplysiidae; Aplysia. Insulin prohormone processi
REFERENCE 1 (residues 1 to 156) distribution, and relatic [J Net
AUTHORS ~ Jakubowski JA, Hatcher NG, Xie F and Sweedler JV.
T D P VT Y

e) Klik FASTA pada bagian atas untuk melihat urutan protein
dalam format FASTA.

= NCBI

Resources ¥ How To

Protein Protein 3l

Display Seftings: » FASTA Send to: +

Change region shown =

insulin precursor [Aplysia californica]

NCBI Reference Sequence: NP_001191615.1
GenPept

Analyze this sequence

Run BLAST

Identical Proteins ~ Graphics

>g1] 325296757 ref|NP_801191615.1| insulin precursor [Aplysia californical
MSKFLLQSHSANACLLTLLLTLASNLDISLANFEHSCNGYMRPHPRGLCGEDLHVIISHLCSSLGGHRRF
LAKYMVKRDTENVNDKLRGILLNKKEAF SYLTKREASGS ITCECCFNQCRIFELAQYCRLPDHFFSRISR
TGRSNSGHAQLEDNES

Identify Conserved Domains
Highlight Sequence Features
Find in this Sequence

Articles about the PIN ge

The first gamma-carboxyglut
containing neurop [Neuroche

Insulin prohermone processi
distribution, and relatic [J Ne.

Reference sequence

Tabel I. Asam Amino dan Kodenya (IUPAC, 1968)

Asam Kode Kode | Asamamino | Kode Kode

amino 3 huruf | 1 huruf 3 huruf | 1 huruf
Alanin Ala A Leusin Leu L
Arginin Arg R Lisin Lys K
Asparagin Asn N Metionin Met M
Aspartat Asp D Fenilalanin Phe F
Sistein Cys C Prolin Pro P
Glutamin GIn Q Serin Ser S
Glutamat Glu E Treonin Thr T
Glisin Gly G Triptofan Trp w
Histidin His H Tirosin Tyr Y
Isoleusin Ile [ Valin Val )
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f) Data urutan protein dapat disimpan dengan cara yang sama

seperti pada penyimpanan data urutan nukleotida.

Penyejajaran Urutan Nukleotida/Protein

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), yang terdapat pada sisi
kanan homepage NCBI, merupakan suatu alat pencari digunakan
untuk penyejajaran sekuen yang mirip dengan sekuen meragukan
yang kita miliki melalui perbandingan sekuen melalui GenBank
DNA.

e = oo mpers e % | 5 5 g o . % | 5 bt s %\ W AR o [T

nebinim.nihgov Qv o =
% gps [ Gestig Sarted (] DiemporcariFoefox 8 DB Tne S0Most [ Geegle O Fresorganic chemis.. [ SavetoMendeley 3 pofymomism NFCR 55 Comparatie Genc. » [ Ciher bookmarc

sholastka My NCBI Sign Out

%NCBI Al Databases v @

Matonal Center for
Bistzchnology informaion

NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
e The for gy Informaton ana health by providing access to Publed
e biomegical and genomic nformation Bosksnelr

Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Craanization | NCBI News Puaed Ceniral

Data & Software

DNA & RNA Submit Download
Domains & Structures Transfer NCBI gt to your
computer

Gones & B

Genetics & Medicine

Genomes & Maps

Homalogy

NCBI Announcements.

Develop Analyze Research New NGB video: NCBI's 1000 Genomes

axonomy
. ol for your

Usc NCBI APl and Idcntiy an
raining & Tutorials braries to buid appications cata ar

Variation

B Te Al Te @lal

6. Berikut merupakan tampilan basis data BLAST:

2 BLAST: Basc Loca Abgre =
€ = € [ blastncbinimnih gov,
Geting Staried (] Dimpor dori Frefor Dk The 50 Mot . [ Google 9 Free crgaic chemis.. | Sve o Mendely = pofymorpem () %

S cuEzed BLA ST

BT e e Clal«la]



7. Ada 5 program utama dalam BLAST, yaitu :

a) Nucleotide blast (blastn): membandingkan suatu sekuen
nukleotida yang kita miliki dengan database sekuen nukleotida.

b) Protein blast (blastp): membandingkan suatu sekuen asam
amino yang kita miliki dengan database sekuen protein.

c) Blastx: membandingkan produk translasi konsep 6-frame
sebuah sekuen nukleotida (translated nucleotide) yang kita
miliki dengan database sekuen protein.

d) tblastn: membandingkan suatu sekuen protein yang kita miliki
dengan database sekuen nukleotida yang secara dinamis
ditranslasi pada semua pembacaan 6 frame.

e) tblastx: membandingkan suatu translasi 6 frame dari

nukleotida.

Selain itu, pada bagian bawah terdapat program khusus yang makin

mempermudah dan mendukung pencarian.

PERTANYAAN DISKUSI

1. Mengapa Human Genome Project penting dalam perkembangan
ilmu biologi sel dan molekuler?

2. Apakah definisi ilmu bioinformatika?

3. Mengapa mahasiswa farmasi perlu mempelajari ilmu
bioinformatika?

4. Apakah yang dimaksud dengan BLAST dan aplikasinya?

5. Apakah yang dimaksud NCBI?
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BAB III. ANALISIS EKSPRESI GEN:
TRANSKRIPSI DAN TRANSLASI

A. SASARAN CAPAIAN

1. Mahasiswa memahami prinsip ekspresi gen yang meliputi
transkripsi dan translasi serta regulasinya.

2. Mahasiswa dapat mengidentifikasi bagian gen yang berperan
sebagai promoter, coding DNA sequence (CDS), intron dan ekson,
start dan stop kodon, serta regulating element.

3. Mahasiswa dapat memahami terjadinya mekanisme splicing dan

modifikasi post translasi.

B. DASAR TEORI

Sel-sel penyusun tubuh organisme mempunyai susunan kromosom
yang sama akan tetapi jenis protein yang diekspresikan sel tersebut tidak
selalu sama. Variasi jenis protein tersebut disebabkan oleh perbedaan pola
ketersediaan protein pada masing-masing sel, atau dengan kata lain
disebabkan karena perbedaan pola ekspresi gen. Dalam sel, protein tidak
selalu diekspresikan tetapi ada mekanisme pengaturan ekspresi suatu gen.
Proses ekspresi gen ini ditentukan oleh sel itu sendiri. Jika sel tersebut
membutuhkan suatu protein maka gen tertentu akan diekspresikan,
sebaliknya jika sel tersebut tidak membutuhkan protein maka gen tersebut

tidak diekspresikan.

Ekspresi protein diawali dengan proses transkripsi, yaitu proses
sintesis mRNA dengan menggunakan cetakan DNA. Proses ini terjadi dalam
nukleus menggunakan enzim DNA polimerase. Pada prokariotik, mRNA
langsung ditranslasi menjadi polipeptida. Transkripsi dan translasi
berlangsung bersamaan pada sel prokariotik sedangkan pada eukariotik

keduanya berlangsung tidak bersamaan. Dalam sel eukariotik, mRNA
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setelah selesai proses transkripsi mengalami proses pematangan sebelum

ditranslasikan menjadi polipeptida di sitoplasma.

Proses maturasi mRNA antara meliputi proses capping, splicing dan
tailing. Capping adalah proses penutupan ujuang 5P mRNA dengan
menggunakan molekul 7 metil guanosin oleh enzim guanilil transferase.
Tujuan capping adalah melindungi mRNA dari degradasi dari enzim
eksonuklease 5’- 3’. Selanjutnya mRNA dihilangkan intronnya dari ekson
melalui proses splicing. Intron adalah bagian nukleotida yang tidak bisa
diterjemahkan menjadi protein, sedangkan ekson sebaliknya. Proses
maturasi mRNA selanjutnya adalah tailing, yaitu menutup ujung 3’OH
dengan molekul poliadenil dengan bantuan enzim poli(A) polimerase.
Tujuan tailing adalah untuk melindungi mRNA dari degradasi dari enzim
eksonuklease 3’- 5. Molekul mRNA yang sudah matur siap untuk

diterjemahkan menjadi protein pada proses translasi.

Nukleus \ Sitoplasma

Splicing Q

Capping
Q//\ f \- Translokasi &
O/ O translasi

(/

Pemotongan
Gfppdlademlasn

Gambar 3.1 Proses pematangan mRNA: capping, splicing dan tailing
(sumber: http://bioinfo-fr.net/)

Translasi dari proses inisiasi, yaitu berikatannya dua sub unit ribosom
dengan mRNA pada daerah spesifik, yaitu 10-30 nukleotida pada daerah
upstream dari start kodon. Sebelum proses translasi berlangsung, terjadi
proses aktivasi yaitu proses melekatkan asam amino ke tRNA melalui
penambahan gugus adenil oleh ATP dengan katalisis enzim aminoasil tRNA
sintetase. Asam amino yang teraktivasi dapat membentuk ikatan ester

antara gugus COOH dan gugus 3’0OH tRNA yang menghasilkan aminoasil

19


http://bioinfo-fr.net/

tRNA. Aminoasil tRNA inilah yang melekat pada kodon mRNA dalam proses

translasi.

Proses inisiasi memerlukan suatu kodon spesifik yaitu AUG (menyandi
asam amino metionin). Setelah proses inisiasi selesai maka dilanjutkan
dengan terjadinya proses perpanjangan (elongasi). Pada proses
perpanjangan rantai polipeptida ini dapat dikatakan melewati siklus yang
terdiri dari 3 tahap. Pertama molekul aminoasil tRNA terikat pada A-site
dengan berikatan dengan kodon mRNA yang terdapat pada A-site. Kedua,
gugus karboksil akhir dari rantai polipeptida terlepas dari molekul tRNA
yang ada pada P-site dan membentuk ikatan peptida dengan aminoasil tRNA
pada A-site. Reaksi pembentukan ikatan peptide tersebut dikatalisis oleh
suatu enzim peptidil transferase. Ketiga, rantai polipeptida yang terbentuk
pada A-site tersebut kemudian dipindahkan ke P-site. Selanjutnya, tRNA
bebas yang semula menduduki P-site terlepas dari ribosom dan masuk
sitoplasma. Proses elongasi tersebut terjadi berulang dan saat ribosom
mengenali salah satu dari tiga stop kodon yakni UAA, UAG, dan UGA. Rantai

polipeptida yang terbentuk lepas dari ribosom.

— >Efree
:!at‘azlaa:'se /2 RNA Free
oy A polypeptide
(a protein) "rf
sf

= ¥—>

" 5 2 !
Stop codon 2 GDP

(UAG, UAA, or UGA)
Gambar 3.2. Proses elongasi translasi
(sumber: http://www.proteinsynthesis.org/)
Pada percobaan kali ini mahasiswa mempelajari dogma central dalam
biologi molekuler, yaitu transkripsi DNA menjadi mRNA dan translasi mRNA
menjadi protein yang dengan istilah ekspresi gen. Mahasiswa harus sudah
mendapatkan sekuen nukleotida dan protein pada Homo sapiens yang

ditugaskan. Percobaan ini akan dimulai dengan melihat gambaran genom
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dan sekuen nukleotid terkait untuk memahami prinsip dari ekspresi gen.

Selanjutnya, proses transkripsi dan translasi akan dilakukan tahap demi

tahap dengan menggunakan Open Reading Frame finder (ORF finder).

C. PROSEDUR KERJA

1. Buka situs web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ dan pilih pada kolom
Search: nucleotide, for: accession number nukleotida yang akan

dicari (seperti tertera pada soal) kemudian klik Go

22 NCBI  Resources (¥ HowTo (@
-
=NCBI

National Canter for
Biotechnolagy Information

Nucleotide

| NT_026437.13

skolastika My NCBI

NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-2Z) The National Center for Bictechnology Information advances science and ~ PubMed
All Resources health by providing access to biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News Publed Central
Data & Software PubMed Health
DNA & RNA Submit Download Learn BLasT

} X Nucleotide
Domains & Structures Deposit data or Transfer NCBI data Find help
Genes & Expression manuscripts into 1o your computer documents, attend Genome:
Goctics & Mdios NCBI databases aclass orwatch a SNP

tutorial
Gene
Genomes & Maps Protein
roteis
Homology PubChem
Literature
Proteins
T NCBI Announcements
Develoj Analyze Research
Taxonomy P o4 New NCBI video: "NCBI's 1000 Ge
Use NCBI APIs Explore NCBI Browser: Introduction”

Identify an NCBI

Traininn & Titnriale i il L

2. Tampilan yang muncul seperti gambar berikut:

Resources (¥} How To )

= NCBI

Nucleotide Nuclectide

Advanced

Display Settings: ~ GenBank Send:

iy Due to the size of this record, annotated features are not shown by default. Display features.

Homo sapiens chromosome 14 genomic scaffold, GRCh38.p2
Primary Assembly HSCHR14_CTG1

NCBI Reference Sequence: NT_026437.13
FASTA Graphics

Goto: ©

Locus NT_828437 88660135 bp  DNA linear  CON 12-MAR-2015

DEFINITION Homo sapiens chromosome 14 genomic scaffold, GRCh38.p2 Primary
Assembly HSCHR14_CTG1.

ACCESSION  NT_926437 GPS_@83205538 NT_610082 NT_P16@19 NT_610028 NT_810108
NT_218113 NT_916148 NT_91@148 NT_816168 NT_919565 NT_825892
NT_823439 NT_B38137 NT_838139 NT_831830 NT_833264 NT_837845
NT_237846 NT_837848 NW_004166863

VERSION NT_@28437.13 GIL:568882206

DBLINK BioProject: PRINALGS

Assembly: GCF_©00061485.28

Change region shown

Customize view

Analyze this sequence
Run BLAST
Pick Primers

Highlight Sequence Features
LinkQut to external resot

Related information
Assembly

BioProject
Component Of
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3. Klik Graphics, akan muncul deretan sekuen. Zoom untuk melihat
informasi start kodon, dan stop kodon. Hijau adalah start kodon,

dan merah adalah stop kodon.

e LinkQut to -
resources
oM oM [40M
e ey Ensembl
Ensembl
- Ensembl
98- Q6D -m e i ATooss I | f¥conmoue & -
18 H 28 1 38 M [48 1 50 1 M 78 M 88,668,195 Ensembl
Uy [ x
LBALSZ i Elakz PSENI  §TSHR SERPINAL ané Ensembl
SO o< SO o O .-
LU | L UL LI [ i 1

' W ' "o
[ [

' (] 1

' 1

Ensembl

Ensembl

Ensembl

Ensembl

IR W

resources
Ensembl
' Ensembl
Ensembl
DB A IE@D| - il ¢ B RToosr | fpComioue 2 7+
|[48.121 K |48.121.850 |48.121 180 |48121158 | Ensembl
Six-frame translations x
Ensembl
IFENKELNGGNYITKSLYIIWASFVKKGIVCYCCYMTPKTRESRIMRST TCFVRELTYCSSWLI
SO KESDEWVVITSQKVYTSFGHHFGKKVEYVTAVIKPRRPVDREYKDQPLVLLGNELTVPHGS
EERNEVIDGWEILHHKKFIHHLGIILEKRY SMLLLLLNPEDPLIENIKINHLFCEVINLLFLMAP Ensembl
EPFHLSQHTTIVOCF TEVDNPCEKPFFTYYTVATILGRLGTSRSYLSEHGSTKNPLESVTGEPES
is:[sHNIPPL-UFLKVIIQADNQFFPITHIQQ-VGFVRanIVLDVVQKYLVHVIQEEHSG
FSTISPHYNCHLFNICHKPMMKSFLYLINSSHNNFGSSGNISFIFILWKNQETILKSNRMAG Ensembl
Genes W) el x
NG Alignments
gl Ensembl

oo oo S
Refseq Alignments oo x
STS Markers T} ] ®
e Ensembl




Kembali pada hasil penulusuran accession number. Scroll ke bawah,

klik menu Map Viewer di sebelah kanan.

Copley,R.R., Doerks,T., Eddy,S.R., Eichler,E.E., Furey,T.s.,
Galagan,J., Gilbert,).G., Harmon,C., Hayashizaki,¥., Haussler,D.,
Hermjakob,H., Hokamp,K., Jang,W., Johnson,L.S., Jones,T.A.,
Kasif,S., Kaspryzk,A., Kennedy,S., Kent,W.J., Kitts,P.,
Koonin,E.V., Korf,I., Kulp,D., Lancet,D., Lowe,T.M., Mclysaght,A.,
Mikkelsen,T., Moran,].V., Mulder,N., Pollara,V.]., Ponting,C.P.,
Schuler,G., Schultz,)., Slater,G., Smit,A.F., Stupka,E.,
Szustakowski,J., Thierry-Mieg,D., Thierry-Mieg,3., Wagner,L.,
Wallis, )., Wheeler,R., Williams,A., Wolf,Y.I., Wolfe,K.H.,

Related information
Assembly

BioProject
Component Of
Components (Core)
Full text in PMC

Yang,S.P., Yeh,R.F., Collins,F., Guyer,M.S., Peterson,J., Gene
Felsenfeld,A., Wetterstrand,K.A., Patrinos,A., Morgan,M.J., de GeneView in dbSNP
Jong,P., Catanese,J.)., Ososgawa,K., Shizuya,H., Choi,S. and

HomoloGene:

Chen,v.3.

CONSRTM  International Human Genome Sequencing Consortium Identical GenBank Sequence
TITLE Initial sequencing and analysis of the human genome
JOURNAL  Nature aagq(sszz),x 868-921 :zaan ¢
PUBMED  11237@11 Protein
REMARK  Erratum:[Nature 2081 Jun 7;411(6838):720. Szustakowki, 1 [corrected ——
to Szustakowski, 3]]
REFERENCE 5 (sites) PubMed (Weighted)
AUTHORS  Lowe,T.M. and Eddy,S.R. RNA
TITLE tRNAscan-SE: a program for improved detection of transfer RNA genes
in genomic sequence SNP
JOURNAL  Nucleic Acids Res. 25 (5), 955-964 (1997) Taxonomy
PUBMED 9823184
REMARK This is the methods paper for tRMAscan-SE.
COMMENT REFSEQ INFORMATION: The reference sequence is identical to

GLO98116.2. Recent activity

oOn or before Feb 3, 20814 this sequence version replaced Iu

gi:441431811, gi:224514833. F_Homn saniens chromosi™

4. Pada halaman Map Viewer, perhatikan bagian yang ada didalam

kotak merah, di klik satu per satu.

Z NCHl Blaarcieone {2 M 0014372 - et = | [ Google = 13 Downiosds

€ > € [ gov/may y
o ot D The S0 Mozt [ Cocgie @ Free

2 Map izt

i chems.

 appe [ Geating S

Saue 12 M 1 Gthes boolmarks.

SYNE) + OMIMHGNC s prdley bnsts SNP best RefSeq

2+ OMIMHGNC s dicr binsts SNPJest RefSieq

-
in Man) untuk

(7]
OMIM (Online Mendelian Inheritance

Klik

memperoleh  keterangan mengenai gen (penyakit yang
berhubungan dengan gen tersebut).

Klik sv untuk mengetahui lebih jelas posisi/letak gen dalam
kromosom.

Klik hm untuk mengetahui keterangan mengenai homologene gen
tersebut dengan organisme yang lain.

Simpan semua keterangan yang diperoleh untuk keperluan laporan.
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5. Tampilan OMIM untuk mengetahui peran gen tersebut dalam fungsi

biologi tubuh dan penyakit yang berhubungan dengan gen dan
protein tersebut. Jika OMIM tidak terdapat pada tampilan Map
viewer, kembali ke hasil penelusuran accession number dan scroll ke
bawah. OMIM akan berada di Related Information yang berada di
sebelah kanan. Bila tidak ada juga, maka sekuen yang anda

masukkan belum memiliki data OMIM.

. Tampilan sv menunjukkan lokasi gen di kromosom secara lebih

dekat, tampilannya bisa di zoom in/out dan digeser-geser jika ingin

melihat lokasi gen lain pada kromosom yang sama.

« T Esequene | » | % Cons nepor x

Homo saplens chromosome 14 genomic scaffold, GRCh38.p2 Primary Assembly HSCHR14_CTG1
EGETGISINT_I26437 13

NT_026437.43: A4S [165KDp) - | o miGd| - - @ Rroons I | Qpcomgue 2 7

4ot + Ht—H b

& [:I £ Tsago
W owor sa |

. Pada tampilan hm atau homologene akan muncul keterangan

organisme-organisme lain yang sehomolog dengan protein hasil
translasi gen query, klik pada bagian yang ditunjuk dengan tanda
panah, dan analisis hasilnya untuk mengetahui persentase
kemiripannya (identity), untuk keperluan laporan praktikum. Jika
hm (homologene) tidak terdapat pada tampilan Map viewer, kembali
ke hasil penelusuran accession number dan scroll ke bawah.

HomoloGene akan berada di Related Information yang berada di



sebelah kanan. Bila tidak ada juga, maka sekuen yang anda

masukkan belum memiliki data HomoloGene.

& nean 2 HomalaGene - hcel
& -+ @[5 wwwncbinim,

s EsR2. Hsamens

s
P 0HI7]  ——

PR T
o

sz
B 1P_001035101 1
8512071 ————

H WP TIT7] —
soimm

Protein Alignments Conserved Domains

oo

evoluonay ditances oy maniaat ssarching

St Mlipie Algment ERbeln_H(plam 12457)
= Eciogen recaptor bata.

S TR Mo e EAbam_N(pam12407)

= Esyogen receptor beta

Diganti satu per satu,

dianalisa kemiripannya

dengan query (Homo sapiens) jo-

Setelah BLAST diklik, akan muncul tampilan sebagai berikut:

BT T G GO S —— ]
€ & € [ blastachinlmnihgov ilastcql

5 Apps [ Gettrg Stated () Dimpor do Fireor M IMDG: The 50 Mot [ Google @ Free i chemi.. ) Swe to Mendeiey &2 potymorpeam (1% PCR | [ G bookmrks
= Descriptions.

Secprences predidv sgifcare digrments:

Seloct A1 None Seleciud 0

AT D P i s 2

Dasapion ey am | Accession
o emEnicrEn (Pt okt 1054 1054 100% 00 9% g gL
W0oeeioed - GanFam Gramie T e T § e

PREDICTED: esirogen recepeor beta ol X1 [Pan regladytes]
Sequense 1 P DD11TOII0 1] Lerger 530 mumbar orwaehes: 1
» 588 7 more teis)

NSO A TS AT SPLANRGLS L TS U SPEARSLETLPY 128
ST eTITIEA P W e L
it TS o, LA AP S LS L 138

QUery 121 BETUISPCASPY TSI A SDTASEOASCESCRAT RIS IUGH 108

Stict 121 PSP i 1

L ———_—
e e e e
TP AT TP SCEAC P LY E BB EHAERCT M VARAOREH 280
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Cara Memperoleh CDS

1. Kembali ke hasil penelusuran accession number dan scroll ke bawah.

Pada related information tools klik CCDS.

2 NCH Baarhuc X 72 enmogen recepr = 1 [ ot ANDER et

-+
E dops

7 o spera - % |

ww.nclsi nlm.nih.gov/n ™

Googe

Getting Stated (] Diempar dori Frefon ) IMD: The 50 Moot

single ssple supparts all introns
SiEALSES295, SAMEA1968540
[eco:e0348]

introns

3t vidence-Data-ENDS2

COMPLETENESS: complete -
PRIMARY  REPSEQ_3AN PRIARY_IDENTLYIER PRIMAEY_SPAN o
158 s 150
o201 1-2011
20622168 163227243358
FEATURES
gene
ey
Fdb_xrefa HERD: 21150
db_xref~"HIH: Ga1682"
o 1.3

“ER-BETA; Erb; ESA-BETA; ESRE; ESTRE; WA

yme"ER-BETA; Erb; ESR-BETA;

"5TmoAt Eraaicription SALLISEIon

EsTRE;

"Esmy
e "ER-BETA; Erb; ESA-BETA; ESAD; ESTRD;
ternative transcription initiation site”

“esm:
roryem"ER-BETS; Erb ESA.BETA; ESRB; ESTRE;

; ez
prion initistion site”

= (@ usegme el

© Free orgueic chamis.

WR3A2"

wR3Az"

oA e R SEUENCEVEL R) 2 oo sspien - x |

st | 0
) Otherbookemars

Snuz o Mendeley 2 pelymarpism (% PR

Related information
Annotated Garermic

Componants (Core
Full et in PHC

HameloGene

Map Viswer

onm

Frobe

Frotein

Fublled

Publted [Refseq)

Fubled Weightad]

s

Tasseomy

GEO Proies

Recant actrvity -

Lot cex

B Homs sapiens estiogen receptor 2 ER beta)
ESR2) 1 3 matiA

[e [T el

BTG Ta]

Jendela CCDS akan terbuka.

% estogen receer | [ o AINGER e

72 NeH Bt =

L c

7 Homa sapane « %

15 wwwncbinim nib.gov i

Gettng Stared | (] Diwpr dor et D T 50 Mot

v land Currers Releases

Semch ciecoce D ¢ P Jim Al Oganisme

Report for CCDS8762.1 (current version)

‘Sequence IDs included in CCDS 9762.1

Original Currens Searee  Nuclearide T

NESRMILL 030 QRS 50| 100 0
‘Chromosomal Locations for CCDS 9762.1
Assembly GRCW3E p2 (GLE_D00D0]405 28

On " stvand of Chromosome 14 (NC_100014.9)

= (@ Usgmence =

Gongle 8 Free cegaric chams

[ _COS Amnctation nrullni Yy -

|| oo | 5
0 =

(] Other bockmarts

T OR finder x| SEQUENCEVED = ] % CCOS Reperttc = |

Sove 1 Mendeey & pelymarpsm (Y PCR

v | Go | Clear

ccps NCEI Ememtt
DS sam Spede Chrom. Gene Amanion Amstsisn Links
Relense
Release
6Ll Pube  Howospiens 1 R 107 B CIEEES

‘Public since: CCDS release 1. NCBI annotstion release 35.1. Ensembl annotation release 23

. v ENSTO0000341099 EN$PO000033362¢
. v Bl 21 OTTRUMPIO0OI50647
v v neml 12 NE_D0La28 1

Refieg  Lemgih Relatmd UniProdkB/SminProt Length Tdensty Gaps Mismaiches

0

alE] e |l a[a]



3. Pada bagian bawah terdapat sekuen nukleotida CDS bersama

pasangan asam aminonya.

£ NCH Blackhuch % | 2 Home saens ¢ % | %2 estrogen recept. X

B Goople @ Frescrgarcchamss.. [ Seveto Maniely 55 pobmorpim 9 5CR

e.cg
D The 50

& = €[5 wwwnchinimnihgov/CCO
i

) Gettng Started (] Dimger dar Frefoe Mast

below ghied coden

Mousm over the nclaotsde or ret
orreside (o wlest the prr

Nucleoride Sequence (1593 ut):
ATGGATATAAARAL TCACCATCTACE TTATTC TCETTCCTCC TACAACTECARTCAATCCATCTTAC
1o (

COCTBBAGCACGL TCCATATACATACETTECT

COOCABACCACAABC CCAAATE 6T TATBACCAACACCTRGKACCTTTCTCCTTTAGY
AGTTATCACATC TGTATGGGAACL TCARANGAGT CCCTEGTETGAVGCANATLGL T

i % (DN Uimgthe el % | 2 ORefinder % [ SEQUENCEVEL X ] 7 <G5 Report - %

|tarane] || G

£ Othes ekt

AREI RS TR

Proses terjadinya ekspresi gen dengan menggunakan Open

Reading Frame finder (ORF finder)

1. Buka halaman awal pada

htt www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf

£ NCH Btackhucleatide Se- % | 7= Mo items found - BioProy: | [ et INDER nct - Google X || £ ORF fnder = Y& Lamg e e ®
€ |15 www.nchinimnih.gov/f g
£ ops [ Gettrg Started (] Diempordon Frefor BIMDt: The S0viost . [ Google @ Freecrgavc chems.. [ Seve o Mandeley 25 pobymarsm (9 CR

- ORF Finder (Open Reading Frame
L= NIGEIN Finder)

FubMed

The ORF Finder (Open Reading Frame Findar) is 2 graphical
analysis toal which finds all open reading frames of a selectab)
MIRIMUM SZ8 N & USArs SAQUANCe of in a sequence already in the

database
This ool identifies all apen reading frames using the standard or
aternative genetic codes. The deduced amin acid sequence can
be saved in various formats and searched against the sequence
database using the WWW BLAST server. The ORF Finder should
be helpful in preparing complete and accurate sequance
submissions. t s also packaged with the Sequin sequence
submission software

Enter Gl or ACCESSION OrfFind || Clear
or sequence in FASTA format

FROM: TO:

Gentic codes

1 Staredard .
Comments and suggestions fo; infof@inch ni nih gov

Credits to: Tatiana Talusov and Roman Tatusoy

|tarane] || G
0 =

£ Othes ekt

@@l ]elealal BRI
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/

3.

28

2. Masukkan data origin ke dalam kolom ORF finder.

23 NCH Busthuc. = | 73 oo sspeens % | 5 estrogen recep % 1[5 ol ANDER nct. x| B Using the NCE x | 3 ORF Fnder = | [ SEQUENCE ViEy % | &3 CCDS Repantte x | S || .
2 € [3 wwwncbinim nihgow/nucleotide,ad report=genbank&logs=nucltopéblast_rank=18RIC IXETAND14 20 =
£ Mpps [ Getting Staried (] Dimpordri Fircfon [l IMDbx The 50 Moot . [ Google O Free onganic chemis.. [ Sove ta Memdeley 52 polymorpism () PR 1 Gaher bookmads

db_xref=uni;

s = 16 A v | x

onzenn s T
T ——

Ceccgriags agpiagiies segceiggng

Sehaticens gupcossces camecactes

agtccctggt ghgasgcasg ot
41 sasaggengd TTARTERES
R —

magt e £ o
cgegececg GLECRRERRC R

ecreerggag
spsctcenty

£ WCB BlastNucl % | 72 Hame sapers ¢ % 1 23 estrogenrecept. x| [} arl ANDER nck: x ' B Using the NCEL x | 5 CRF Fnser [ SEQUENCEVIEY x 1 &5 CCDS Reparttc. x || WIS |sccadiliNaN
€ 2 €[5 wwwncbinimnihgov; jor 50 =
Apps [ Geting Staried ("] Dimpor dar Frsfor. [ M The 50 Mot [ Google © Free arganic chemi.. [ Save 1o Mendiey & poymorgizn (4 PCR 1 Other boatmarts
ORF Finder (Open Reading Frame
Finder)

The ORF Findar (Open Reading Frame Finder) is a graphcal
analysss tool which finds all open reading frames of a selectable
minimum Size i @ User's sequence of in a saquence already in the.

e ) This tool identifies all open reading frames using the standard or
alternative genatic codes. The deduced amino acid sequence can
be saved in varous formats and searched agains! the sequence
dalabase using the WWW BLAST server. The ORF Finder should
be helpful in praparing complete and accurate|
submssions. It is also packaged wilh the Seq: uence
submission software.
Enter Gl or ACCESSION OnfFind || Clean
or sequence in FASTA fnrmnt_

T crcggteres saaggasga -
st gty et
i recsgerger gperereegy
scacecocte corcgoiags SREoRtEC
fr—
nati
1 Standard .
Comments and suggestions fo. mfo@neli nim. i gov
Credits fo- Tatiana Tatusov and Roman Tatusov B
alaleTe lalal

Tampilan ORF akan muncul dengan menunjukkan 6 cara pembacaan CDS
(six frames). Untuk itu, klik frame untuk melihat urutan asam amino yang
dihasilkan. Frame yang tepat diketahui dengan mencocokkan arah
pembacaan dengan urutan asam amino yang muncul pada tampilan

sequence viewer


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=182192&dopt=GenBank&RID=CYHFW9JN011&log$=nucltop&blast_rank=18

2 WG Bt x| 5 Fomo et X 1 5 estogen ecest % | [l or AINDER nct x| 0 U e NGB %/ 5 O Frvder

AEETT TR T
€ 3 C 3 wwwncbinimnihgow/projects/gorf/orfig.cai .
Spps (3 Gening S (] DimpordrFcon [ Dt Tre 50 [ Google % Fee i chemis. () e endeley £ pobymongiom. {04 3 Otherbont

[+ ORF Finder (Open Reading Frame
Finder)

Anonymous

1 GenBank v | Rodraw | 100 v

KNG T al - Telalalal

£ NCB BustNuck % | 7 Homo sapiens « x 1| 7 estragen recept. x ' [ orf ANDER nch = | 108 Usng the MEEL x | 2 ORF finder £ CebsRaportto x || KA [
« C | [3 www.ncbinlmnih.gow/pic ort/orfig.cg)
ipps [ Gelting Staried () Diimpor dari Feefor B IMD&x Tre 50 Mozt .. [ Google © Free organic chemis.. [ Smve o Mendeley = polymorpam (1N PCR
e B Frun: am to Lenglh e
eI — T T
= :
|7 1 1
[ S— m— w—
: ——
Length: 530
Aecept | Alamaie it Codens
-1 @497
Urutan Asam Amino
Frame 1
Te T Tal=l e sz ]

Nucleotide Sequence (1593 nt):

AT ..~ A ACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTTCC TCC TACAACTGCAGTCAATCCATCTTAC

cCCTGGAGCACGGcchA‘rATAcATAccTchTccTATGTAGACAGCcAccA‘rGAATAchAGccATGAc
AAG GG

AGTTATCACATCTGTATGCGGAACCTCAAAAGAGT CCCTGGTGTGAAGC AAGAT CGCTAGAACACACCTT

ACCTGTAAACAGAGAGACAC TGAAAAGGAAGGT TAGTGGGAACCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCCA

GGTTCAAAGAGGGATGCTCACTTCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACG CATCGGGATATCACTATGGAGTC T
T

GAAGTGGEOAATGETGAAGTGTGGL TCCCOOAGAGAGAGATGTOEETACCGCCTTGTOLGCAGACAGAGAA
GTGCCGACGAGCAGC TGCACTGTGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGLGECCACGCGCCCCGAGTGCGEGA
GCTGCTGCTGEACGCCCTGAGCCCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGGAGGCTGAGCCGCCCCATGTG
CTGATCAGCCGCCCCAGTGLGCCCT TCACCGAGGCCTCCATGATGATGT CCCTGACCAAGT TGECCGACA
AGCGAGTTGGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTGGAGCTCAGCCTGTTCGACCA
AGTGCGGCTCTTGCAGAGCTETTGGATGGAGG TG T TAATGATGGEGLTCATGTGGCGCTCAATTGACCAC
CCCEGCAAGCTCATCTTTGCTCCAGATCTTGT TCTGGACAGGGATGAGGGGAAATGCGTAGAAGGAATTC
TOGAAATCTTTGACATGCTCCTGGCAACTACTTCAAGGTTTCGAGAGT TAAAACTCCAACACAAAGAATA
TCTCTGTGTCAAGGCCATGATCCTGC TCAATTCCAGTATGTACCCTCTGGTCACAGCGACCCAGGATGCT
GACAGCAGCCGGAAGCTGGCTCACTTGCTGAACGCCGTGACCGATGCTTTGGTT TGGGTGAT TGCCAAGA
GLGEGCATCTCCTCCCAGCAGCAATCCAT GCGCCTEECTAACCTCCTGATGCTCCTEGTCCCACGTCAGGCA
TGCGAGTAACAAGGGCATGGAACATC TGCTCAACATGAAGTGCAAAAATGTGGTCCCAGTGTATGACCTG
CTGCTGGAGATGCTGAATGCCCACGTGCTTCGCGGETGCAAGTCCTCCATCACGGGGTCCGAGTGCAGCC
CGGEC AGTAAAAGC TCCCAGAACCCACAGTCTCAGTGA

Translation (530 aa):

I.KNSF‘S SLNSPSSYNCSQSILPLEHGSIYIPSSYWDSHHEYPAMTFYSPAVMNYSIPSNVTHNLEGGPG
RQTTSPNVLWPTPGHLSP LVVHRQLSHL YAEPQKSPWCEARS LEHTLPVNRETLKRKVSGNRCASPYTGP
GSKRDAHF CAVCSDYASGYHYGVIWSCEGCKAF FKRSIQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKCY
EVGMVKCGSRRERCGYRLVRRQRSADEQLHCAGKAKRSGGHAPRVRELLLDALSPEQLVLTLLEAEPPHY
LISRPSAPFTEASMMMSL TKLADKELVHMISWAKK IPGFVELS L FDQVR LLESCWMEYLMMG LMWRSIDH
PGKLIFAPDLVLDRDEGKCVEGILEIFDMLLATTSRFRELKLQHKEYLCVEAMILLNSSMYPLVTATQDA
DSSRKLAHLLNAVTDALVWYIAKSGISSQQOSMRLANL LMLLSHVRHAS NKGMEHL LNMKC K NVWPVYDL
LLEMLNAHVLRGCKSSITGSECSPAEDSKSKEGSQNPQSQ
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PERTANYAAN DISKUSI

1. Pada tahap apakah ekspresi suatu gen dalam sel diatur? Jelaskan!

2. Apakah yang disebut sebagai promotor?

3. Apakah yang dimaksud sebagai faktor transkripsi?
Berikan contohnya!

4. Sebutkan proses maturasi mRNA dalam eukariotik berikut dengan
fungsinya!

5. Apakah yang dimaksud dengan polisistronik dan monosistronik?



BAB IV. DOMAIN FUNGSIONAL DAN TRANSDUKSI SINYAL

A. SASARAN CAPAIAN
1. Mahasiswa dapat memahami karakteristik dari protein target yang
meliputi struktur tiga dimensi dan plot hidropati.
2. Mahasiswa dapat mengetahui domain fungsional dari protein target
dan fungsinya.
3. Mahasiswa dapat memahami peran protein target dalam transduksi

sinyal di dalam sel.

B. DASAR TEORI

Informasi genetik yang tersimpan dalam DNA disampaikan ke sel
berupa ekspresinya sebagai protein. Protein merupakan makromolekul
yang memegang peran penting dalam kehidupan tingkat seluler.
Pemahaman struktur protein menjadi fundamental untuk memahami
berbagai proses biologis yang terjadi dalam sel. Protein merupakan salah
satu target spesifik aksi obat baik berupa enzim, reseptor dan hormon. Oleh
karena itu, penting bagi seorang ahli biologi atau peneliti kesehatan

mengetahui struktur suatu protein.

Ketika protein selesai disintesis melalui proses translasi, protein
berada dalam bentuk struktur primer. Asam-asam amino penyusun struktur
primer dihubungkan oleh ikatan peptida yang terbentuk antara gugus COOH
dan NH; antar asam amino. Protein selanjutnya membentuk struktur
sekunder. Dalam struktur sekunder, terbentuk ikatan-ikatan hidrogen antar
asam-asam amino yang tidak bersebelahan. Struktur sekunder protein ada
dua macam, yaitu o helix dan [ sheet. Beberapa protein seluruhnya
mempunyai struktur helix, dan beberapa protein lainnya murni g sheet.
Struktur protein ada yang berupa campuran antara struktur « helix dan g
sheet yang disebut struktur super sekunder atau disebut MOTIF. Berbagai

macam bentuk motif, antara lain: fa.f motif (yang paling umum), B hairpin

31



(anti parallel strands connected by reverse turns), ao. motif (two successive
anti-parallel « helices which are packed with their axes inclined), 3 barrel (S
sheet rolling up into barrels), helix-loop-helix (helix turn helix), leucine zipper
motif (dimerization/trimerization motif). Motif-motif tersebut bergabung

membentuk suatu struktur protein yang disebut domain.

DOMAIN merupakan suatu unit penyusun protein yang berupa
domain struktural ataupun domain fungsional. Protein berukuran kecil pada
umumnya hanya mempunyai satu domain, sedangkan protein berukuran
besar mempunyai lebih dari satu domain (multi domain). Protein eukariotik
lebih cenderung multi domain dibandingkan prokariotik. Bentuk domain
antara lain: a/p barrel, four helix bundle, o/ saddle, 5/ sandwich. Domain
bertanggung jawab terhadap aktivitas protein dan biasanya memiliki fungsi
yang spesifik. Pembagian domain menurut fungsinya: DNA binding domain,
RNA binding domain, ligand (regulatory) domains, oligomerization domains.
Basis data dalam GenBank dapat dimanfaatkan untuk melacak keberadaan
motif dan domain tersebut. Dari database tersebut dapat diketahui protein
yang berbeda yang memiliki motif dan domain yang sama, dan mereka

digolongkan dalam satu FAMILY.

Gambar 4.1. Struktur tersier hemoglobin pada Arabidopsis thaliana
(sumber: www.ncbi.nlm.nih.gov/structure)

Protein dapat berfungsi ketika protein berada dalam lokasi yang
seharusnya dalam sel. Letak protein dalam sel sangat beragam, di membran
sel atau dalam sitoplasma. Letak protein dalam sel bergantung asam-asam

amino penyusun protein tersebut. Masing-masing asam amino mempunyai
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skala hidropati yang berbeda-beda. Protein yang hidrofilik cenderung
berada di dalam sitoplasma sedangkan protein hidrofobik cenderung
berada di membran sel. Selain itu, protein yang karakteristiknya sangat
khas adalah protein transmembran. Asam-asam amino yang menyusun
protein transmembran terlokalisasi sesuai dengan hidrofobisitas. Asam
amino hidrofobik tertanam dalam fosfolipid sedangkan asam amino

hidrofilik berada di sitoplasma.

Analisis letak protein dapat dilakukan dengan analisis hidropati.
Definisi hidropati adalah hidrofobisitas relatif dari suatu protein. Menurut
Kyte dan Doolittle, karakteristik hidropati asam-asam amino dikategorikan
menurut tabel II. Semakin besar hidropati suatu protein, maka
kecenderungan protein tersebut berada dalam lingkungan yang hidrofobik
seperti fosfolipid membran. Hidropati juga mempengaruhi pelipatan
protein, rantai samping yang hidrofobik berada dalam struktur protein
sedangkan residu yang hidrofilik berada pada permukaan. Bioinformatika
sangat membantu untuk menentukan letak suatu protein berdasarkan
karakteristik asam-asam amino penyusunnya. Berdasarkan basis data
protein, NCBI dirancang untuk mengetahui hidropati suatu protein untuk
mengetahui letak dan karakteristik protein tertentu. Selain menggunakan
NCBI, program lain yang dapat digunakan untuk analisis hidropati antara
lain HYDRO, ExPASy dan MPEX (Membrane Protein Explorer).

Tabel II. Indeks Hidropati Asam Amino (Kyte & Doolittle 1982)

Residue asam Indeks Residue asam Indeks
amino Hidropati amino Hidropati

Ile 4,5 Ser -0,8
Val 4,2 Tyr -1,3
Leu 3,8 Pro -1,6
Phe 2,8 His -3,2
Cys 2,5 Glu -3,5
Met 1,9 Gln -3,5
Ala 1,8 Asp -3,5
Gly -0,4 Asn -3,5
Thr -0,7 Lys -3.9
Trp -0,9 Arg -4.9
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Setelah mengetahui letak suatu protein, maka hal penting yang harus
diketahui ketika memperlajari biologi molekuler adalah bagaimana protein
tersebut dapat menimbulkan efek fisiologis bagi sel. Protein dapat berperan
untuk komunikasi sel dengan lingkungan luar dalam organisme
multiseluler. Komunikasi antar sel dilakukan protein dengan berikatan
dengan reseptornya pada membran atau sitoplasma untuk menimbulkan
respon spesifik pada sel target. Dalam bab ini, dipelajari aplikasi
bioinformatika untuk mempelajari jalur transduksi sinyal dari protein

tertentu.

C. PROSEDUR KERJA
1. Buka situs web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ dan pilih pada kolom

Search: protein, for: accession number protein yang akan dicari

conserved domainnya (seperti tertera pada soal) kemudian klik

Go
-
—=NCBI Protein | AAZ0B351.1 search |

National Center for
Biotechnology Informaion

NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Biotechnology Information advances scienceand ~ PubMed
All Resources health by providing access to biomedical and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News Publed Central
Data & Software PublMed Health
DNA & RNA Submit Download Learn BLAST

= Nucleotide
Domains & Structures Deposit data or Transfer NCBI data Find help
T manuscripts inte to your computer documents, attend Genome
Genetics & Med NCBI databases aclass or watch a SNP

enetics & Medicine
tutorial Gene
Genomes & Maps
Protein
Homology PubChem
Literature
Proteins
NCEI| Announcements
Sequence Analysis
e - e i Develop Analyze Research . .
Taxonory New NCBI video: "NCBI's 1000 Ge
Use NCBI APls Identity an NCBI Explore NCBI Browser: Introduction”

Traininn R Titnriale i ande Bhamdaa PR Ty R |
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2. Tampilan yang muncul seperti gambar berikut:

£ NCBI
Protein Prots .
Advanced
Display Settings: «+ GenPept Sendto: =
play 4 p Change region shown
OPG [Gallus gallus]
Customize view
GenBank: AAZ0D6361.1
Identical Proteins EASTA  Graphics
Analyze this sequence
Golo:¥) Run BLAST
Locus AAZOE36L 492 aa linear  VRT 16-UL-2085 Identify Conserved Domains
DEFINITION OPG [Gallus gallus]. Highlight Sequence Features
ACCESSION  AAZO6361
VERSION AAZ@6361.1 GI:70672288 Find in this Sequence
DBSOURCE  accession [Q998913.1
KEYWORDS . —
SOURCE Gallus gallus (chicken) Articles about the TNFRS
ORGANISM Gallus gallus gene
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Archelosauria; Archosauria; Dinesauris; Saurischia; Theropods; i"';‘;:ﬂcmg"f\[g’;efgﬂf
Coelurosauria; Aves; Neognathae; Galloanserae; Galliformes; ]
Phasianidae; Phasianinae; Gallus. Characterization of chicken
REFERENCE 1 (residues 1 to 482) s [Biochem Biophys Res Cor
AlTUABE Voo o o B ond Thooo N

3. Klik FASTA untuk melihat sekuen asam amino dan simpan.

Protein Protein '  Search |
Advanced Help
Display Seftings: » GenPapt Send fo -
" ? i Change region shown -
OPG [Gallus gallus]
Customize view -
GenBank: AAZDS351.1
\dentical Proteins  FASTA ~ Graphics
Analyze this sequence -
Gow @ Run BLAST
Locus anzos 102 an Linesr VAT 16-3UL-2005 dentity Conserved Domins
DEFINITION OPG [Gallus gallus]. Highlight Sequence Features
ACCESSTON  AAZO6361
VERSION  AAZOS361.1 61:70672188 Find n this Sequence
DESOURCE  accession
KEVWORDS ———
SOURCE. Gallus gallus {chicken) Artleles about the THFRSF118 -
ORGANTSH Gallus go gene
Eukaryota; Metazos; Chordata; Craniata; Vartebrata; Euteleostoni; ot of manganese defcisncy on e
Archelosauria; Archasauria; Dinosauria; Saurischia; Theropada; R
Coelurossuria; Aves; Neognathae; Galloanserse; Galliformes; e
Phasianidae; Phasisninae; Gallus. Characterization of chicken TNFR
REFERENCE 1 (residuss 1 to 402) supe [Biochem Biophys Res Commun. 2003]
AUTHORS  Yao,3., Jia,F. and Zhang,1. —
TITLE Clone and sequence analysis of chicken 0PG :
JOURNAL  Unpublished
REVENEMCE 3 (residues 1 to d82) —_—
AUTHORS  Yao, ., Jia,F. and Zhang,l. Pathways for the TNFRSF118
TITLE Direct Submission gene
JOURNAL  Submitted (17-1UN-2005) College of Veterinary Medicine, Manjing Cytokine-cylokine recaplor ineraction .

4. Selanjutnya klik conserved domain di bagian kanan.

Advanced

Display Setings. v FASTA

OPG [Gallus gallus]

GenBank: AAZ0§351.1

GonPept |

lcal Prote Graghics

384|76672288 | gb | 44706361.1| 076 [Gallus gallus]

MNKFLECTLVL LDISVKWS TQDTSPPKYL)

HQCPPGSYVKQHC TAASFTVCAPYPOQ)

AEDWNSNDECQYCSAVCKE LQY IKQECTSTQORVCECTEGHYLELEFCLKHTECPPGF GYAQPGTPESDT
VCKSCPEGFFSHETSSKAVCQKHTNESALGFKTALKGNAVRONICQENTDTSPOKCGIDITLRE EAMF RF

AVPTRSTPHKLI

ISTENT LIQDIDHCEN

SWLEHLGQPSLTFEHLNTLIASLPGRKVGKEDT ERTHIEL CQHAEQULILLNLHR IKNGOQDT IKGLIVGL

KHLETVHEPERE

TQSLKKVIKFLHGFANYAL QKL FLEHUGSQLKSVKVRCY

Help
o — -
Choose Destination
Ciipbosra
Analysis Tool buence R
Download 1 tems
Domains
Fomat
FASTA v o Foatures
Create File 2
Articles about the TNFRSF11B o

gene

Effects of mangan
microstructure of p [V

deficiency on the
Res Co 20

Characts

zation of chicken TNFR
supe [Bioche os Co

Pathways for the TNFRSF118 =

Gytokine-cylokine raceptor interaction
Cylokines are soluble extracellular protains
or giycoproteins that are crucial intercaliular
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Protein Protein v
Advanced

Display Settings: » GenPept

OPG [Gallus gallus]

GenBank: AAZ06361.1
Identical Proteins FASTA  Graphics

Goto: ¥

Locus AAZOE36L 402 =3 linear  VRT 16-JUL-2005

DEFINITION OPG [Gallus gallus].

ACCESSION ~ AAZBE361

VERSION AAZOE361.1 GI:706722

DBSOURCE  accession DQ@9813.1

KEYWORDS .

SOURCE Gallus gallus (chicken)

ORGANISM Gallus gallus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Archelosauria; Archosauria; Dinosauria; Saurischia; Theropoda;
Coelurosauria; Aves; Neognathae; Galloanserae; Galliformes;
Phasianidae; Phasianinae; Gallus.

REFERENCE 1 (residues 1 to 4@2)

ATHABE Mo 4 180 £ i Thone 3

sendtor - Change region shown

Customize view

Analyze this sequence
Run BLAST

Highlight Sequence Feature:
Find in this Sequence

Articles about the TNFR$
gene

Effects of manganese deficie
microstructure [Vet Res Cor

Characterization of chicken *
< [Bicchem Biophys Res Cor

5. Jendela conserved domain terbuka dengan tampilan seperti

berikut:

22 NCH Conservea Domain x| 22 National Canter o Bote: | 22 NCBICED x 22 Welcome to NCBI Domar |t | o | 5
€ > € [ wwwncbinimningoy i/ wrpsb.cg oL o=
dpps [ Gettng Stated (] Diwpor dr Freon i IMDB: Tre 30Mast . [ Google @ Free crgoic chemis. || Soveta Mendeiey 2 palymorpam (I3 PCR 5 Compar - =)

1
< Conserved _ :
<3 NCBI Domains E‘a%

BT HERE TE RS SR OV Doy

i3 LT

Graphical summary

[£i[70672285gbIAAZ06361.1] visw [Conclsa Resuits v B

L
Query sew. =

Speciis bt “nrsrim - ey
THERSF
superfaniling TNFRSF superfamily L  werten
TWREF serfanily

Searc for e domain srnchrns | @ ot soarch | 0

Hama Descriptien
b INERSF IR G Turnor necrosis facke eceplon supesfamy meesbes 118 (TNFRSF118) alea known a5

b TNPRSF Turor Hermbers of ity (TNFRSF)
Bl Desm DTG70 DS Do 3 DIofin-S¥olain ISrACHon 0ma i, D#ah Domaing (DD &rs profsin-raain
] B0 superfamily  cit D Domain Supariamily ofproain-seolain intaraction domains: Tha Doaih Domain D1

E-value
220e-103
eI a0
2 1sesd

B Marchier & n Dt

., Nuclsic Acids Rles. 32041327351,

auer 4, Bryant 5K (200

e Qend T\ B2 cdore et

# Show sl dounioas, %

lalcJelr[wle[a]s]

6. Berdasarkan tampilan di atas, sebutkan domain (superfamily)

apa saja yang terdapat pada protein query!

7. Klik link-link yang berada di dalam kotak merah untuk melihat

keterangan lebih lanjut mengenai domain tersebut.



Hewsearch Stucture Home 20 Stuctures I Consenved Domains Pubchem __BioSystems

Conserved domains on [ui70672288/b AAZ06361.1]] View [ConcsaResulls +| B
PG [Gallus gallus]

Query seq.
Specific hits TNFRSF116 H
LR
TN RS Super fami 10 ) ——
[ ieRSF superianily

Search jar domain archectures | © | ®
ist of domain
Nam Desoription Interval

H TNFRSF118 cd10681 Tumar necrosis factor receptor superfamily member 118 cWFRSF“E\\ also knawn as. 6152
H TNFRSF cd00185. Tumor necrosis factor receptor superfamily (TNFRSF). Members of SWW('NFHEFJ 124-186
H Death cd01670 Death Domain nteraction domal (! Ds\ 324-354
1+ DD super famity  cl14633 Death D of pr DO} 232.279
References:

B0 Marchier-Baver A et ai. (2015), “COD: NCBI's conserved domain database.”, Nuclelc Acids Res.43(D)222-5.

B Marchier-Bauer A et al. (2011), "CDD: a Canserved Demain Database for the functional annotation of proteins.”, Nudelc Adkds Res.39{0)225-9.

BN marchier-Bauer A et al, (2008), 'COD: spedific functional annotation with the Conserved Domain Database.”, Nucleic Acids Res.37(0)205-10.

B Marchier-Bauer A, Bryant SH (2004), "CD-Search: protein domain annotations on the fly.”, Nucleic Acids Res.32(W)327-331.

Conserved Protein Domain Family
fis)s) Struciure Protein Help

Tumor necrosis factor receptor superfamily (TNFRSF)

“ewlwnanV\FR-up‘lhml}ITNFR‘QF;\rll-\.vlvllxw h THF superfamily (TNFSF) ligands (TNFL) ¢
dfferentiation, prolferation, lcoll growth. Dysreguiation of these patiways has been shawn to result 1 a wic
pathological conitons, inchading autoummune dieases, indammation, cancer, bn wial infection. There are 20 vary dwerse family members
af TNFRSF reported in humans: 22 are type @ receptars (single pass with the N terminus on mt-?::‘lhlla\ e o the col
membrane) and have a clear signal pep m 7 members ars aither type Il ransmembrane receptors( pass with the N
Torminis o oxtroreluiar Sde of the membiane bt o Sl sequence: TNFR 38, THF NFR17, and XEDAR), or atta he
via o ghycosylphosphatidyinasitol (GPT) inker (wrn C), or secreted as soluble rece ‘\-l»‘T\FRi!FﬂHLI THFRG8). All THFRs contain relatively
RDs) in the et . e invelved in interaction with the THF homolagy d HD) of their | TNFRs often have
‘the most nm.wm conlauraions ofthre or four coptes; most CROS possess idges, but could ha
e-wide duplication and evolution of the TNFRSF members appear to have paralleled the emergence of the adaptive
fish), which possess an immune system with B and T cells, possess primary and secondary ek orgens,
and are lrpamg of sdante reop a s lso display several charactenstics that are different from the mammalian immune system, makin
teleost TN unhuLg> and paralogs of interest to better understand immune system evolution and the immunological pathways elicted to pathogens.
Superfamily @
+ oot @ . i
332 finks 1
Relacad Prot @cdoo1ss  THFRSF
Related Structure i
THERSFIA
nersras
Accession: cl22855 THFRSF3
PSSM I 277570 THERSFE
Mame: TNFRSF THRSFI0
Created: 23-Apr-2015 ekl

tampilan sebagai berikut:

Conserved Protein Domain Family
stn_TNFRSF12A

Entrez (=1} Structire

Frotein Tl

pfam12191: stn_TNFRSF12A

tumor necrosis factor receptor stn_TNFRSF12A_TNFR domain
This family of proteins is found in eukaryotes. Proteins in this family are typically between 129 and 184 aming acids in length. This is the
stn_TNFRSF12A_TNFR domain from the tumor necrosis factor receptor. The function of this domain is unknown

-

pfam12191 is a member of the superfamily cl22855.

kOut - more resources

Sequence Alignment include

Reformat | Format: [Hypertest = Row Display: Al 2rows 7| Color Bits: 205t 7| Type Selection: top isted sequences .

18 20 E a8 o

gL 81873424 1 WA
i 82088232 1 MT

i B1873824 80 PILC v
i 82098232 72 VIGFSAGGVFLIIVILSL

Citing COD.

B Marchler-Bauer A et al. (2015), “COD: NCAI's conserved domain

Klik link yang di tunjukkan oleh panah merah. Maka akan muncul
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Conserved Protein Domain Family
TNFR_cé6

Entrez €oD Structure Protein

Statistics ?

& Structure

pfam00020 Is a member of the superfamily cl22855.

Sequence Alignment B include consensus seq

Reformat | Format: | Hypertext | Row Display: |up to 10 *| Color Bits: 2.0 bit *| Type Selection: the most diverse members *

18 28 38 48
| - | - | .

Klik tanda + yang di tunjukkan oleh panah yang terdapat di sisi kiri
sebelah tulisan Structure lalu pilih structure view. Maka struktur

protein akan terdownload. Buka file yang telah terdownload.

% NCE COD Conseneapr. =\ 5 NCBICOD Comserve P | 7 Weceme ta NGB Doma: = | By Geogi Tranate x e | G )
& & C |1 wwwncbinim.nih.gov/Structure/cdd/cddsov. f aw @ =
1 dops @ Geting Stated () Dimpordor Foefon 8 D00 The 50 Most . ] Google © Free rganicchami.. [ S 1o Mandeley 53 pobymomam N PCR 5 e e =)

pfam00020: TNFR_c6

TNFR/NGFR cysteine-rich region

@ Statistics ?
7

= Structure

rogram: oo .
Drawing: |All Atoms .
Aligned Rows: |upto 10 .

B wd Mend

Bl TS el [« alalalale]

pfam00020 is a member of the superfamily cl22855.




THPR_c6 - Cn3D 431

:, Conserved Protein Domain Family
“> NCBI TNFR_c6

plam00020: TNFR_c6

TNFR/NGFR cysteine-rich region

o Struclure 2|

W include consensus sequence 2

...... t: [Fypered v R Display: (U9 10 1 . Bits: 206k 7] Type Selection: [the mast diverse members +

Giting COD

Pada link pfam maupun smart, ditampilkan susunan asam amino
protein yang homolog pada organisme yang berbeda. Asam amino
yang berwarna merah menunjukkan kemiripan asam amino yang
tinggi sedangkan yang berwarna biru menunjukkan perbedaan

yang lebih tinggi. Masing-masing kode akses dapat diklik lebih
lanjut.

39



40

Conserved Protein Domain Family
TNFR

s T ot T ErTERTT T Praan I g
smart00208: TNFR B
rosi= factor receptor / nerve grawth factor receptor repeats.
Growth factor recentors that are nuoned I Growth factor binding. THE/THIR

PubMed References @

A v sup arfamiy of cal surface protein s rebted to the nerve g rowth factor receptar, immunol Today 1991
bt 17220220

1 chacisr choning and @xpression of s receptarfor human tumer necresis factor. Gel 1990 Apr 20 612136 T
370

Thedhergent rezeptors for TNF, Trende Sioche:

o 1990 Oct, 15(10). 366368

BB Marciver-Baver A e i, (2015), "COO: NG Ve domahr usiatase.”, Nueleie Acids Res. 43(Databose fawe) : 02238

Klik pada search for similar domain architecture untuk melihat
tampilan CDART-nya. Pilih 3 protein lain yang memiliki similar
domain architecture dengan protein query dan sebutkan

domain-domain lain yang terkandung di dalamnya!

CONSERVED Domain Architecture Retrieval Tool

OT—
A
uncharacterzed protein 5 " " Bl " " w m
h‘_..:u‘- :T




HYDROPATHY

1. Buka situs http://www.tcdb.org/progs/hydro.ph

% 0P (Gatus gas] - ezt | 7 Welcome ta NGB Domas %}/ - winatc
€ 3 C ) wwwicdborg/p ;
£ dgps @ GetingStated ] Digor o Freon [ IMDb: The 50Most - [ Google 9 Free crgaric chems

e e e G

Seveto Mendeley = polymorpsm Y PCR 2 Compnr

Hydropathy Analysis

Window: |19 - Angle: Alpha -
Helical Wheel: EMBOSS + Ourtput Data as Text: No -+

Please enter the protein sequence with FASTA format you want to analyze:

Click here to plot = Clear

L smcpomnce Tiesta | O amesart | O st

20 AalcJe[r[aJa[[a]e]s]a]x]

2. Masukkan FASTA Format sequence asam amino dari protein query,

kemudian klik Click here to plot.

0Q 0PGifacts - Micrset Vius Sudic | v =)y P8 x

ME O VEW PROKCT DEUG O T00IS TGN AMADE WINDOW HELP s B
B M| DT b A - A, n

QPGiata &

>gi|7@672288 | gb|AAZO6361.1| OPG [Gallus gallus)
MNKFLCCTLVLLDISVKWSIQDISPPKYLHYDPGTSRQVMCNQCPPGSYVKQHCTAASPTVCAPYPDQYY
AEDWNSNDECQYCSAVCKELQYIKQECTSTQDRVCECIEGWYLELEFCLKHTECPPGFGVAQPGTPESDT
VCKSCPEGFFSNETSSKAVCQKHTNCSALGFKTALKGNAVRDNICQENTDTSPQKCGIDITLREEAMFRF
AVPTRSTPNWLNTLADNLPGTKISTENIERTKQRHSSQEQTFQLLKLWKQQNKEQDMVKKIIQDIDHCEN
SVLKHLGQPSLTFEHLNTLMASLPGKKVGKEDTERTMKLCQHAEQVLKLLNLWRIKNGDQDTIKGLMYGL
KHLKTYHFPKRIIQSLKKVIKFLHGFAMYRL YQKLFLEMVGSQLKSVKVRCY

b

41


http://www.tcdb.org/progs/hydro.php

42

3 0PG (Gatus gaiias] - ron. % | 23 Weleame to NCH Doma IR

€ 3 €@ [ wwwicdborg
£ tops (@ Geting Suted (] Dimpor i Felox [ MDb: The 0bost... [ Google @ Freeonpaic chemis. [ Sove o Mendeey % polymorpom (9% PCR 2 Companative G

Hydropathy Analysis

Window: 19 - Angle: Alpha -
Helical Wheel: EMBOSS - Output Data as Text: No -
Please enter the protemn sequence with FASTA format you want to analyze:

MNKFLCCTLVLLDISVKWSIQDISPPKYLHYDPGTSRQVMCNQCPPGSYVKQHCTAASPTVCAPYPDQYY
AEDWNSNDECQYCSAVCKELQYIKQECTSTQDRVCECIEGWYLELEFCLKHTECPPGFGVAQPGTPESDT
VCKSCPEGFFSNETSSKAVCQKHTNCSALGFKTALKGNAVRDNICQENTDTSPQKCGIDITLREEAMFRF
AVPTRSTPNWLNTLADNLPGTKISTENIERIKQRHSSQEQTFQLLKLWKQQNKEQDMVKKIIQDIDHCEN
SVLKHLGQPSLTFEHLNTLMASLPGKKVGKEDIERTMK LCQHAEQVLKLLNLWRIKNGDQDTIKGLMYGL
KHLKTYHFPKRIIQS LKKVIKFLHGFAMYRLYQKLFLEMVGSQLKSVKVRCY

Click here to plot | Clear

seotnce ZHurta i Inda-stct anuitat

BTG a[ J«c]J L‘J‘JJQ‘JJ

Satn] || T
0 =

=[] Goher bockmerks

¥ shom slgouniond. %
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Tty g
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Blue Curve = Hydropathy

Red Curve = Hydrophobic Moment (Amphipathicity)

Blue Bars = putative transmembrane segments (TMSs)

Putative TMSs can be clicked to plot a helical wheel diagram of the TMS

I
iR

Amphipahticity

Interpretasi tampilan data yang diperoleh, mengenai sifat

protein query, apakah hidrofob atau hidrofil dan bagaimana

kemungkinan lokasi dari protein tersebut.

Analisis menggunakan situs lain seperti tertera pada petunjuk

praktikum dapat dicoba sendiri.



TRANSDUKSI SINYAL
1. Buka situs http://cgap.nci.nih.gov/
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Pathways

iocarta
intermediary metabaiite
Pathways and Tools
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R pathwars for human callular processss, such 25 PO

Related Links
 Expisy
MK signaling

Seorch: + The Path
» 0

thevays by gene ide
Quick Links:

.l
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® NCE Home

 NCICE Homs.

® NCEl Home
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Cancer GenomE Anatomy Proji

CGAP Info
» Educational Resources
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ceAP Data The CGAP Website
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Quick Links:
o106

& i Home
 NEICE Home
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Dlagrams of biological pathways
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3. Klik Pathway Searcher (di bagian kiri tampilan)

ooty

o

Pathways

Pathways and Tools
o BioCarta

&
A8

R vers

PATHWAYS

Pathways on the CGAP web site have beon obtained directy from BioCarta and KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes). In addition, CGAP has inked each human gene in BioCarta
and each human enzyme in KEGG to ts CGAP Gene Info page, and each intermediary metaboite
in KEGG to a CoaP Compound Info page.

View Pathways: + BioCarta Pathways on CGAP provide displays of gene interactions within

P pathways for human callular processes, such as apoptosis and signal
transduction

Related Links
o Expasy

© MaPKsignaling
o sPaD

Quick Links:
o1

o NC Home
o NCICB Home
o Ncet Home
o ocs

4. Masukkan nama protein yang akan dicari

+ KEGG Pathways on CGAP display interactions between enzymes and
intermediary compounds within metabolic and regulatory pathways, such as
alycolysis and cel cycle regulation, and diagrams of molecular assembies.

Search: + The Pathway Searcher allows you to search
o BioCarta and KEGG pathways by keyword in pathway name.
o BioCarta and KEGG pathways by gene identifer.

KEGG pathways by enzyme or compound.

KEGG pathways for a lst of pathways connecting two enzymes or
compounds.

+ BioCarta and KEGG pathways are curated by theirindividual owners.
+ Academicians and non-academicians must refer to BioCarta Terms and Conditions and
KEGG Terms and Conditons for addtional use of this materia,

query) pada kolom keyword dan klik Go

Cancer G

| ceapHowto [l Genes | chromosomes | Tissues | SAGE Genie | RNAi [LEUNEIRY Tools |

(DL

Pathways

Pathways and Tools
 BioCarta

Related
* ExPaSy

* MAPK signalling
* spaD

ks

Quick Links:
L3}

# NCI Home
® NCICB Home
® NCBI Home

Pathway Searcher
What the Pathway Searcher Can Do

The Pathws

ay Searcher is designed to find pathways in one of two ways:

+ Search BioCarta
+ se

nd KEGG pathways by keyword in pathway title.
d KEGG p

ch BioCarta

hways by ge
+ Search K

G by enzyme or compound.

+ Search KEGG for 2 list of pathways connecting either two enzymes or two compounds.

Meed help! If this is your first time using the Pathway Searcher and you need help and examples, please visit All About the

Pathway Searcher.

use th

: Pathway Searcher
Select ONE of the following search options and enter & search temm:

* Search BicCarta and KEGG by keyword in pathway title

Keyword: ER D

a and KEGG by gene identifier

* Search BioC:

Gena -

pathwaynya (protein




Cancer GenomE ANaToMY PrOJEGT £

CGAP How To Genes | Chromosomes | Tissues | SAGE Genie L.UTYR Pathways

(v \*\' Pathway names containing 'ER'
e
%

Pathways

BioCarta Pathways

« Agrin in Postsynaptic Differentiation Ll I

» Alternative Complement Pathway &l &

Pathways and Tools - Angiotensin-converting enzyme 2 regulates heart Funt[lnr\.u M)
« Blockade of Neurotransmitter Relase by Botulinum Toxin Bl

® BioCarta "
« Bystander B Cell activation il B

® Pathway Searcher _—
+ Cadmium induces DNA synthesis and preliferation In macrophages il &

= CARM1 and Regulation of the Estragen Receptar bl

« Ceramide Signaling Pathway Ll &

« Chaperones modulate interferon Signaling Pathway &l

® MAPK signalling » Corticosteroids and cardioprotection kil &l

Related Links
® ExPASY

5. Bila hasil lebih dari satu, pilih salah satu jalur transduksi sinyal

yang berhubungan dengan protein query, kemudian ceritakan

jalurnya!

CGAP How To Genes | Chiromasame sues | SAGE Genie | RNAT FEUTRRSY Tools

Pathways

Pathways and Tools
o Botarta

 NCICB Home

® NCBI Homs

® 0

D. PERTANYAAN DISKUSI

1.

2
3
4.
5

Apakah yang disebut dengan domain?

Apa perbedaan domain fungsional dan domain struktural?
Apa perbedaan motif dan domain?

Bagaimana karakteristik hidropati protein transmembran?

Apakah yang disebut sebagai transduksi sinyal?
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BAB V. ANALISIS PENYEJAJARAN NUKLEOTIDA
DAN PROTEIN

A. SASARAN CAPAIAN
1. Mahasiswa mampu melakukan analisis penyejajaran urutan
DNA atau protein menggunakan BLAST secara online.
2. Mahasiswa mampu memahami homologi, orthologi dan paralogi
gen.
3. Mahasiswa mampu memahami polimorfisme DNA pada

organisme tertentu dari sekuen nukleotide.

B. DASAR TEORI

Peran biologis sebuah protein ditentukan oleh struktur protein
tersebut, terutama konformasi 3 dimensi protein. Sekuen nukleotida
atau protein yang mirip dapat diidentifikasi sebagai protein homolog.
Homologi gen atau protein dapat didefinisikan sebagai 'kemiripan
sekuen’; suatu sekuen dikatakan homolog apabila lebih dari 80% sekuen
identik. Gen homolog yang ditemukan pada dua spesies yang berbeda
disebut sebagai ortologi sedangkan gen homolog yang terduplikasi
dalam satu spesies disebut sebagai paralogi. Spesies dengan gen ortholog
kemungkinan berasal dari nenek moyang yang sama yang mengalami
evolusi genetik. Gen paralog kemungkinan mempunyai struktur dan
fungsi yang berbeda. Homologi suatu gen atau protein dapat ditentukan

melalui analisis penyejajaran sekuen (sequence alignment).

Analisis penyejajaran adalah proses membandingkan urutan basa
pada dua atau lebih nukleotida atau protein. Analisis bioinformatika
untuk penyejajaran urutan nukleotida atau asam amino dengan
menggunakan sistem sederhana secara online, yaitu BLAST. BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) adalah sebuah software sederhana

berdasarkan basis data untuk membandingkan informasi biologis primer
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seperti basa nukleotida atau asam amino pada protein. Sebuah pencarian
BLAST memungkinkan peneliti untuk membandingkan urutan QUERY
dengan basis data dan mengidentifikasi urutan tersebut dengan basis
data yang tersedia online. Dengan demikian, BLAST memungkinkan
peneliti untuk mencari urutan nukleotida maupun protein yang mirip.

Prinsip dasar yang mendasari kerja BLAST adalah sebagai berikut:

CCAT...GAAG

CAAT...ACAG

BLAST adalah program online yang paling banyak digunakan untuk
membandingkan urutan nukleotida atau protein. Dengan menggunakan
program blastn dan blastp yang terdapat pada situs NCBI ini kita dapat
mencari protein homolog dari berbagai macam organisme. Analisis
BLAST dalam NCBI juga dapat digunakan sebagai alat untuk mencari gen
homolog baik ortolog maupun paralog. Gen ortolog merupakan gen-gen
yang mirip serta menghasilkan protein yang berfungsi sama dalam
spesies yang berbeda. Sedangkan, gen paralog merupakan gen-gen yang
mirip dalam 1 spesies tetapi menghasilkan protein yang berbeda fungsi.
Gen paralog dapat dijelaskan melalui proses penurunan gen dari nenek
moyang sama sedangkan gen ortolog dapat dijelaskan melalui proses

duplikasi gen (Gambar 5.1).

Mutasi

I SPESIES X }——"{ SPESIES Y
L J —_—)

Gen A*
Fungsi protein A* sama dengan
Duplikasi protein A (ortolog)

Gen A

[ SPESIES X

Gen A berubah menjadi A, fungsi

Gen A |Gen A
' protein A" berbeda A (paralog)

SPESIES X ‘

GenA GenA

Gambar 5.1 Homologi Gen
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Aplikasi BLAST dapat digunakan untuk mencari protein farmasetik
untuk terapi suatu penyakit; misalnya insulin untuk terapi diabetes.
Sebelum insulin dapat diproduksi dengan teknik rekayasa genetika,
insulin diambil dari beberapa organisme lain yang mirip seperti babi
ataupun sapi. Urutan nukleotida dan protein pada insulin babi dan sapi
tidak sama persis dengan insulin manusia. Oleh karena itu, terapi
diabetes militus pada manusia menggunakan insulin yang berasal dari

spesies lain, dapat memicu reaksi alergi.

Selain untuk analisis homologi gen/protein, BLAST juga dapat
digunakan untuk analisis polimorfisme. Polimorfisme adalah variasi
dalam sekuen DNA tertentu pada individu yang berbeda. Polimorfisme
disebabkan oleh mutasi genetik seperti delesi (penghilangan) dan insersi
(penyisipan) juga bertanggung jawab atas variasi dalam urutan DNA.
Salah satu akibat dari polimorfisme gen adalah perbedaan efek obat
pada individu yang berbeda. Pada satu individu pada dosis tertentu
sudah memberikan efek farmakologi sedangkan pada individu lain
dibutuhkan dosis yang lebih rendah atau tinggi. Kejadian tersebut
disebabkan oleh polimorfisme pada gen-gen yang menyandi enzim

pemetabolisme obat.

C. PROSEDUR KERJA

Contoh soal

Nukleotida query

Sekuens nukleotida:

CTCGGTCTTT AAAAGGAAGA AGGGGCTTAT CGTTAAGTCG CTTGTGATCT
TTTCAGTTTC TCCAGCTGCT GGCTTTTTGG ACACCCACTC CCCCGCCAGG
AGGCAGTTGC AAGCGCGGAG GCTGCGAGAA ATAACTGCCT CTTGAAACTT
GCAGGGCGAA GAGCAGGCGG CGAGCGCTGG GCCGGGGAGG GACCACCCGA

48



GCTGCGACGG GCTCTGGGGC TGCGGGGCAG GGCTGGCGCC CGGAGCCTGA
GCTGCAGGAG GTGCGCTCGC TTTCCTCAAC AGGTGGCGGC GGGGCGCGCG
CCGGGAGACC CCCCCTAATG CGGGAAAAGC ACGTGTCCGC ATTTTAGAGA
AGGCAAGGCC GGTGTGTTTA TCTGCAAGCC ATTATACTTG CCCACGAATC
TTTGAGAACA TTATAATGAC CTTTGTGCCT CTTCTTGCAA GGTGTTTTCT
CAGCTGTTAT CTCAAGACAT GGATATAAAA AACTCACCAT CTAGCCTTAA
TTCTCCTTCC TCCTACAACT GCAGTCAATC CATCTTACCC CTGGAGCACG
GCTCCATATA CATACCTTCC TCCTATGTAG ACAGCCACCA TGAATATCCA
GCCATGACAT TCTATAGCCC TGCTGTGATG AATTACAGCA TTCCCAGCAA
TGTCACTAAC TTGGAAGGTG GGCCTGGTCG GCAGACCACA AGCCCAAATG
TGTTGTGGCC AACACCTGGG CACCTTTCTC CTTTAGTGGT CCATCGCCAG
TTATCACATC TGTATGCGGA ACCTCAAAAG AGTCCCTGGT GTGAAGCAAG
ATCGCTAGAA CACACCTTAC CTGTAAACAG AGAGACACTG AAAAGGAAGG
TTAGTGGGAA CCGTTGCGCC AGCCCTGTTA CTGGTCCAGG TTCAAAGAGG
GATGCTCACT TCTGCGCTGT CTGCAGCGAT TACGCATCGG GATATCACTA
TGGAGTCTGG TCGTGTGAAG GATGTAAGGC CTTTTTTAAA AGAAGCATTC
AAGGACATAA TGATTATATT TGTCCAGCTA CAAATCAGTG TACAATCGAT
AAAAACCGGC GCAAGAGCTG CCAGGCCTGC CGACTTCGGA AGTGTTACGA
AGTGGGAATG GTGAAGTGTG GCTCCCGGAG AGAGAGATGT GGGTACCGCC
TTGTGCGGAG ACAGAGAAGT GCCGACGAGC AGCTGCACTG TGCCGGCAAG
GCCAAGAGAA GTGGCGGCCA CGCGCCCCGA GTGCGGGAGC TGCTGCTGGA
CGCCCTGAGC CCCGAGCAGC TAGTGCTCAC CCTCCTGGAG GCTGAGCCGC
CCCATGTGCT GATCAGCCGC CCCAGTGCGC CCTTCACCGA GGCCTCCATG
ATGATGTCCC TGACCAAGTT GGCCGACAAG GAGTTGGTAC ACATGATCAG
CTGGGCCAAG AAGATTCCCG GCTTTGTGGA GCTCAGCCTG TTCGACCAAG
TGCGGCTCTT GGAGAGCTGT TGGATGGAGG TGTTAATGAT GGGGCTGATG
TGGCGCTCAA TTGACCACCC CGGCAAGCTC ATCTTTGCTC CAGATCTTGT
TCTGGACAGG GATGAGGGGA AATGCGTAGA AGGAATTCTG GAAATCTTTG
ACATGCTCCT GGCAACTACT TCAAGGTTTC GAGAGTTAAA ACTCCAACAC
AAAGAATATC TCTGTGTCAA GGCCATGATC CTGCTCAATT CCAGTATGTA
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CCCTCTGGTC ACAGCGACCC AGGATGCTGA CAGCAGCCGG AAGCTGGCTC
ACTTGCTGAA CGCCGTGACC GATGCTTTGG TTTGGGTGAT TGCCAAGAGC
GGCATCTCCT CCCAGCAGCA ATCCATGCGC CTGGCTAACC TCCTGATGCT
CCTGTCCCAC GTCAGGCATG CGAGTAACAA GGGCATGGAA CATCTGCTCA
ACATGAAGTG CAAAAATGTG GTCCCAGTGT ATGACCTGCT GCTGGAGATG
CTGAATGCCC ACGTGCTTCG CGGGTGCAAG TCCTCCATCA CGGGGTCCGA
GTGCAGCCCG GCAGAGGACA GTAAAAGCAA AGAGGGCTCC CAGAACCCAC
AGTCTCAGTG ACGCCTGGCC CTGAGGTGAA CTGGCCCACA GAGGTCACAG
GCTGAAGCGT GAACTCCAGT GTGTCAGGAG CCTGGGCTTC ATCTTTCTGC
TGTGTGGTCC CTCATTTGG

Asam amino query

Sekuens asam amino

MDIKNSPSSL NSPSSYNCSQ SILPLEHGSI YIPSSYVDSH HEYPAMTFYS
PAVMNYSIPS NVTNLEGGPG RQTTSPNVLW PTPGHLSPLV VHRQLSHLYA
EPQKSPWCEA RSLEHTLPVN RETLKRKVSG NRCASPVTGP GSKRDAHFCA
VCSDYASGYH YGVWSCEGCK AFFKRSIQGH NDYICPATNQ CTIDKNRRKS
CQACRLRKCY EVGMVKCGSR RERCGYRLVR RQRSADEQLH CAGKAKRSGG
HAPRVRELLL DALSPEQLVL TLLEAEPPHV LISRPSAPFT EASMMMSLTK
LADKELVHMI SWAKKIPGFV ELSLFDQVRL LESCWMEVLM
MGLMWRSIDH PGKLIFAPDL VLDRDEGKCV EGILEIFDML LATTSRFREL
KLQHKEYLCV KAMILLNSSM YPLVTATQDA DSSRKLAHLL NAVTDALVWV
[AKSGISSQQ QSMRLANLLM LLSHVRHASN KGMEHLLNMK CKNVVPVYDL
LLEMLNAHVL RGCKSSITGS ECSPAEDSKS KEGSQNPQSQ
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HOMOLOGI PROTEIN

Langkah Kerja dengan BLASTn

1. Buka situs www.ncbi.nlm.nih.gov

=

Resources ¥ How To

SNCBI

National Center for
Biotechnalogy

All Databases  ~

Information
NCBI Home Welcome to NCBI
Resource List (A-Z) The National Center for Bistechnalogy Information advances science and
All Resources health by providing access to biomedical and genomic information.
_ Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | O 1| NCBI News
Data & Software
B — Submit Download Learn
Domains & Structures Deposit data or Transfer NCBl data  Find help

manuscripts into
NCBI databases

to your computer documents, attend
aclass or waich a

tutorial

__Genes & Expression
Genetics & Medicine
Genomes & Maps
Homology
Literature
Proteins V

Sequence Analysis Develop

Use NCBI APIs

Analyze
Identify an NCBI

Research
T
‘axonomy Explore NCBI

Traininn & Tidariale

skolastika My NCBI

Popular Resources
PubMed

Bookshelf

PubMed Central
PubMed Health

Nucleotide
Genome
SNP
Gene
Protein
PubChem

NCBI Announcements

GenBank release 208.0 is now avz
via FTP

2. Pilih tool "BLAST” (klik satu kali), akan muncul tampilan pilihan

program BLAST. Untuk mencari gen suatu sekuen nukleotida

dari database nukleotida

+NCBI BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more.

BLAST Assembled Genomes
Find Genomic BLAST pages:
o Human o Rabbit o Zebrafish
o Mouse a Chimp o Clawed frog
o Rat o Guinea pig o Arabidopsis
a Cow o Fruit fly o Rice
a Pig o Honey bee o Yeast
o Dog o Chicken a Microbes
Basic BLAST

Choose a BLAST program to run

ide database using a nucleotide query

Search a
blast /
l l : blastn , discontiguous

rotein blast | SEArCh protein database using a protein query
protein blast Algorithms; blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

ilih "nucleotide blast” (blastn).

Your Recent Results Newd

1 All Recent results..

News
SmarBLAST

Use SmarBLAST for
taster BLASTp search
results in a graphical
view

Wed, 20 Jul 2015 18:00:00

EST

£ More BLAST news...

Tip of the Day

Using Tree View to
Examine Relationships.

Tha naw Tree View

oplion on the NCBI Web

BLAST service prasents

a dendroaram or tree -
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Setelah tampilan muncul, entri sekuen nukleotida (query) yang
akan dicari; pilih setting pencarian dari database "others” (jika
belum diketahui spesiesnya); pilih program “megablast”; klik

"BLAST” untuk memulai proses searching.

< BLAST ) My NCBI 2]

~ Home RecentResulis Saved Strategies  Help
+NCBI/ BLASTI blastn suite Standard Nucleotide BLAST

_blastn | blastp | blastx | thlastn | tblastx |

BLASTN programs search nucleatide databases using a nucleotide query. more... Beselpage
Bookmark

Enter Query S

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
CTCGGTCTTT AMMGGARGA AGGGECTTAT CGTTAAGTCG CTTGTGATCT TTTCAGTTTC
TCCAGCTGET GGCTTTTTGE ACACCCACTC CCCCGCCAGE AGGCAGTTGL AMGCGCGGAG From
GCTGCGAGAA ATAMCTGLCT CTTGAAACTT GCAGGGCGAA GAGCAGGCGE CGAGCGLTGE
GECGOOGAGG GACCACCEGA GCTGUGACGS GCTCTGOGGE TECGGGRCAG GACTEGIG0T
COGAGCCTGA BETECAGGAG GTGCECTCGE TTTCCTCAME AGGTGOCGGE GEGOLGLGCE

uence

= To

Or, upload file Choose File |No file chosen @

Enter a descriptive title for your BLAST search &
Align two or more sequences

Choose Search Set
Database

Human genomic + transcript Mouse genomic + transcript * Others (nr efc )]
Nucleotide collection (nr/nt) | @

rganism
Optional Exclude .+

Enter organism commen name, binomial, of tax id. Only 20 top taxa will be shown &

Organism -
Optional Exclude

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown @
Exclude Models (XM/XP) =) Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Limit to Seguences from type material
Optional
Entrez Query Youllfif} Create custom database

Optional Enter an Entrez query to limit search @

Program Selection

Optimize for l * Highly similar sequences megablastil

More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast {Optimize for highly similar seque:

‘Show results in a new window

Algorithm parameters



4. Hasil searching/pencarian mendapatkan tampilan seperti
berikut: Hasil blast umumnya akan menghasilkan lebih dari satu

sekuen yang bersesuaian. Pilih hasil dengan skor paling tinggi.

s BLAST®

Homa  Rocont Results  Saved Statogios | Help
+NCBU BLAST biastn sulls Farmating Resuls - XARZMF 25016
Edl s Resubenil  Save Sesech Stislegies  »Eomnatting ogtions  »Downioed. VouhiliZ) How to vesd this page  Dlast recut descrigtion
Nucleotide Sequence (2169 letters)
RID XARZMFZS015 (Expives on 08-21 12:48 pen)
Query ID kijquery_45753 Database Name 1
Description Hore Description. Nudectide collection (nt]
Molecule type nuckc acid Program  BLASTN 2.232+ b Citation
Query Length 2166
Other reports: p Saarch Summany [Taxonemy raperts] [Distanss tres of resuits]
S Graphic Summary

Distibusion of 103 Biast His cn the Qusry Sequence &

[Mouss-ovar 1o shaw sl and sceres, chek 1o show sigrmants

Calor key for alignment sceres

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments o

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Description

100%

PREDICTED: Pan paniscus estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2) transcriptva 3916 3916 99% 0.0 99% qil§757978221XM_003831616.2

Pan frog f) I tor 2 (ER ) 2). transcript 3901 3901 100% 0.0 99% gil634956472[xXM_001170310.2
PREDICTED Gorilla gorilla gorills esirogen receptor 2 (ER beta) transcript vari 3853 3853 100% 0.0 99% gil426377136(XM_004055283.1
PREDICTED: Nemascus leucogenys estrogen recepior 2 (ER beta) (ESR2). trar 3720 3720 100% 0.0 98% gil332237300/XM _003267794.1
Homo saplens estrogen recepior beta MRNA, complete cds 3714 3714 92% 0.0 100% gi2970563|AF051427 1
PREDICTED: Pongo abelii estrogen receplor 2 (ER beta) (ESR2). transcript var 3690 38690 100% 0.0 97% 74 2
PREDICTED: Rhinopithecus roxellana estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2). tr 3618 3618 100% 0.0 97% gil724924188XM_010383688 1
PREDICTED: Mandrillus leucophasus estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2).tn 3613 3613 100% 0.0 97% gi|795127609(xM_011978290.1

PREDICTED: Colobus angolensis paliiatus astrogen receptor 2 (ER beta) (ESR: 3596 3596 100% 0.0 97% qil7953146631XM_011961967.1
PREDICTED: Chiorocebus sabaeus estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2), tran 3585 3585 100% 0.0 97% gi6351274441xXM 007986933 1
M mulatta estrogen or 2 (ER beta) (ESR2), mRNA 3530 3530 97% 0.0 97% gil402766370INM_001265821.2
PREDICTED: Homo sapiens estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2) transcript v 3461 3461 86% 0.0 99% gi|767979985/xXM_011536545.1
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5. Klik “Accession” gen terpilih (hasil blastn) untuk keterangan

lebih lanjut, (tanda panah menunjukkan bagian yang berisi

informasi penting).

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

ii Alignments

Max
score

Description
Home sapiens estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2), transcript variant a, mRN: 4006
PREDICTED: Pan paniscus estrogen receplor 2 (ER beta) (ESR2), transcript va 3916
PREDICTED: Pan troglodytes estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2). transcript 3901
PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla estrogen receplor 2 (ER beta). transcript vari: 3853
PREDICTED: Nomascus leucogenys esirogen receptor 2 (ER beta) (ESR2). rar 3720
Homa sapiens estrogen receptor beta mRNA, complete cds 3714
PREDICTED: Pongo abelii estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2). tfranscript var 3690
PREDICTED: Rhinopithecus roxellana estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2). tr 3618
PREDICTED: Mandrillus leucophaeus esfrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2) tn 3613
PREDICTED: Colobus angolensis palliatus estrogen recaptor 2 (ER beta) (ESR 3596
PREDICTED: Chicrocebus sabaeus estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2), tran 3585

M mul trogen « 2 (ER beta) (ESR2), mRNA 3530

PREDICTED: Homo sapiens estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2) transcriptv 3461

=
=

Resources [¥] Hx

Nucleotide Nuclectide [
Advanced

Display Seftings: » GenBank

Homo sapiens estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2), transcript

ariant a, mMRNA
NCBI Reference Sequence: NM_001437.2
EASTA  Graphics

Total
score

4006
3918
3901
3853
3720
3714
3690
3818
3613
3596
3585
3530
3481

Query
cover

100%
99%
100%
100%
100%
92%
100%
100%
100%
100%
100%
a7%
86%

value
0.0
00
0o
0o
0.0
0.0
00
0o
0o
0o
0o
0.0
0o

Ident

100%|
99%
9%
9%
98%
100%
7%
7%
7%
7%
7%
ar%
99%

Accession

gil675797822/X)_003831616 2
QII694956472/X1_001170310.2
gIl426377136|XM_004055283.1
Qi|332237300{XM_003267794. 1
i FO51427.1
gI3957459781XM, 2824836.2
gil724524188]XM_010383688.1
gil795127609(XM_011978290.1
i[T953144 XM_011961967.1

gIITET9799861XM_011536545.1

Send: =
"% Changs region sh

Customize view

Analyze this sequt
Run BLAST

Goto. ¥

variant a, mRNA.
ACCESSION  NM_8@1437 XM_495993
VERSION NM_8@1437.2 GL:94538323
KEYWORDS RefSeq.
SOURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens

»;.o:us NM_p@1437 2169 bp  MANA  linear PRI 15-MAR-2015
DEFINITION Homo sapiens estrogen receptor 2 (ER beta) (ESR2), transcript

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;

Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2169)

Pick Primers
Highlight Sequence F
Find in this Sequenc

Articles about the

Loss of heterozygosit
hormonal receptor [C

RSRC1 SUMOQylatior
SUMOylation and ink

ERp-dependent neur



2062-2169

> rearincs

source

gene

-p-on

misc_featurs
misc_feature

misc_feature

»(DS

AL161756.6 143227-143334
Location/Qualifiers
1..2169
forganisn="Homo sapiens"
/mol_typs RNA™

/db_xrefs"taxon: 506"

fchromosome="14"

/map="14g23.2"

1..2168

/gene="ESRZ"

/gene_synonym="ER-BETA; Erb; ESR-BETA; ESRB; ESTRE; NR3A2"
/note="estrogen receptor 2 (ER beta)"
/db_xrefs"GenaID: 2100"

/db_xref="HGNC :HGNC : 3468"

/db_xref="HPRD:83390"

/db_xrefs"NIM:681863"

1..378

/gene="EsR2"

/gene_synonyms"ER-BETA; Erb; ESR-BETA; ESRE; ESTRE; NR3AZ"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"

1

/gene="ESRZ"
/gene_synonym="ER-BETA; Erb; ESR-BETA; ESRB; ESTRE; NR3AZ"
/note="5'-most transcription initiation site”

64

/gene="ESR2”

/gene_synonym="ER-BETA; Erb; ESR-BETA; ESRB; ESTRE; NR3A2"
/note="alternative transcription initiation site”

287

/gene="ESR2"

(PMLU: 20920096 .

469..2061

/gene="ESR2"

nonym="ER-BETA; Erb; ESR-BETA; ESRB; ESTRB; NR3AZ"
soform 1 is encoded by transcript variant a;
estrogen receptor beta 4; nuclear receptor subfamily 3
group A member 2"

/codon_start=1

/product="estrogen receptor beta isoform 1"
in_id="NP_2@1428.1"

/db_xref="MIM: 601663"

»/translatium "MDIKNSPSSLNSPSSYNCSQSILPLEHGSIYIPSSYVDSHHEYP

AMTFYSPAVMNYSIPSNVTNLEGGPGRQTTSPNVLWPTPGHLSPLVWHRQLSHLYAEP
QKSPWCEARSLEHTLPVNRETLKRKVSGNRCASPVTGPGSKRDAHFCAVCSDYASGYH
YGVWSCEGCKAFFKRSIQGHNDYICPATNQCTIDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMVKCG
SRRERCGYRLVRRQRSADEQLHCAGKAKRSGGHAPRVRELLLDALSPEQLVLTLLEAE
PPHVLISRPSAPFTEASMMMSLTKLADKELVHMISWAKKIPGFVELSLFDQVRLLESC
WMEVLMMGLMWRSIDHPGKLIFAPDLVLDRDEGKCVEGILEIFDMLLATTSRFRELKL
QHKEYLCVKAMILLNSSMYPLVTATQDADSSRKLAHLLNAVTDALVWVIAKSGISSQQ
QSMRLANLLMLLSHVRHASNKGMEHL LHMKCKNVVPVYDLLLEMLNAHVLRGCKSSIT
GSECSPAEDSKSKEGSQNPQSQ™

Asam Amino atau
Sekuen Protein
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ORIGIN
1 ctcggtcttt aaaaggaaga aggggcttat cgttaagtcg cttgtgatct tttcagttte

61 tccagetget ggctttttgg acacccactc ccccgocagg aggcagttge aagegeggag

121 gctgegagaa ataactgoct cttgasactt goagggogaa gageaggegg Cgagogctgg

181 gccggggagg gaccacccga gotgogacgg gotctggege tgcgeggcag gectggegec

241 cggagcctga getgeaggag gtgcgetege tttcctcaac aggtggcgec geegcecges

301 ccgggagace ccccctaatg cgggasaagc acgtgtccgc attttagaga aggce

361 ggtgtgttta tctgcaagec attatacttg cccacgaatc tttgagaaca gac»Promoter
421 ctttgtgoct cttcttgcaa gEtgtTtict cagotgttat ctcaagacat atataaaa»

481 aactcaccat ctagocttaa ttotecttee tcctacaact geagtcaatc catcttace atg’ Start Kodon
541 ctggagcacg gctccatata cataccttce toctatgtag acagccacca tgaatatcca
601 gccatgacat tctatagccc tgetgtgatg aattacagca ttcccageaa tgtcactaac
661 ttggaaggty gECCTEELCE goagaccaca agoccaaatg tEUtgtggec aacacctggg
721 caccttictc ctttagtggt ccatcgecag ttatcacatc tgtatgcgga acctcaaaag
781 agtccctggt gtgasgcaag atcgctagaa cacaccttac ctgtasacag agagacactg
841 aaaaggaagg ttagtgggaa ccgttgegec agecctgtta ctggtccagg ttcaaagagg
901 gatgetcact tCtgogotgt Ctgcagcgat tacgoatcgg gatatcacta tggagtotgg
961 tcgtgtgaag gatgtaagge cttttttaaa agaagcattc aaggacataa tgattatatt
1821 tgtccagcta caaatcagtg tacaatcgat aaasaccggc goaagagetg ccaggcctge
1881 cgacttcgga agtgttacga agtgggaatg gtgaagtgtg getcccggag agagagatgt
1141 gggtaccgcc ttgtgcggag acagagasgt gocgacgagc agetgcactg tgccggcaag
1201 gccaagagaa grggoggcca cgogocccga gtgcgggagc tECtgctgga cgocctgage
1261 cccgagcage tagtgotcac cotcctggag gotgagooge cocatgtget gatcagocge
1321 cccagtgege ccttcaccga ggcctccatg atgatgtocc tgaccaagtt ggecgacaag C DA
1381 gagttggtac acatgatcag ctgggccaag aagattcccg gettigtgga getcagectg
1441 ttcgaccaag tECgEctctt ggagagctgt tggatggagg tgttastgat ggggotgatg
1501 tggrgctcaa ttgaccacce cggraagotc atctttgetc cagatcttgt totggacagg
1561 gatgagggga aatgcgtaga aggaattctg gaaatctttg acatgctcct ggeaactact
1621 tcaaggtttc gagagttasa actccaacac aaagaatatc tctgtgtcaa ggecatgatc
1681 ctgctcastt ccagtatgta CCCLCTEETC acagogacce aggatgctga Cageagocgg
1741 aagctggctc acttgetgaa cgocgtgacc gatgetttgg tttgggtgat tgocaagage
1881 ggcatctcct cccageagca atccatgege ctggctaacc toctgatget cotgtoccac
1861 gtcaggcatg cgagtaacaa gggcatggaa catctgctca acatgaagtg casaaatgtg
1921 gtcccagtgt atgacctgot gotggagatg ctgaatgecc acgtgcttcg cgggtgcasg
1981 tcctecatca cggggtocga grEcagcccg gragaggaca gtaaasgcaa agagggctcc
2041 cagaacccac agtctcagtg acgcctggcc ctgaggtgaa ctggeccaca gaggtcaca
2181 gctgaagcgt gaactgagt gtgtcaggag cctgggcttc atctttctge tgtgtggtee
2161 ctcatttgg

tga, Stop Kodon

/

6. Pada related information klik gene, didapat deskripsi lebih lanjut

mengenai gen tersebut.

polymorphisms with human idiopathic thin endometrium

Genet. Mol. Res. 12 (4), 5978-5985 (2013)

24338391 Annctated Genomic
GeneRIF: A potential role of the ER-beta gene polymorphisms in the BicSystems
etiology of idiopathic atrophic endometrium.

publication Status: Online-Only ccos

6 (bases 1 to 2169) Components (Core)
Smith L, Brannan RA, Hanby AM, Shaaban AM, Verghese ET, Peter M8, Eull text in PMC
Pollock S, Satheesha S, Szynkiewicz M, Speirs V and Hughes TA.
Differential regulation of cestrogen receptor beta isoforms by 5'

Related information

untranslated regions in cancer Gora\View In dbSNP
3. Cell. Mol. Med. 14 (8), 2172-2184 (281@)

20920096 HomoloGene
GeneRIF: Data demonstrate that two alternative ERbeta 5'UTRs have Map Viewer

potent and differential influences on expression acting at the OMIM
level of translation.

7 (bases 1 to 2189) Probe
Chen H, Lin RJ, Schiltz RL, Chakravarti D, Nash A, Nagy L,

s " Protein
Privalsky ML, Nakatani Y and Evans RM.
Nuclear receptor coactivator ACTR is a novel histone PubMed
acetyltransferase and forms a multimeric activation complex with PubMed (RefSeq)
P/CAF and CBP/p3e@
Cell 9 (3), 569-588 (1997) PubMed (Weighted)
9267636 SNP
8 (bases 1 to 2169)
Mosselman S, Polman J and Dijkema R. Taxonomy
ER beta: identification and characterization of a novel human UniGene
estrogen receptor GEO Profiles

FEBS Lett. 392 (1), 49-53 (1998)
8769313



7. Jika ingin melihat lokasi gen tersebut pada kromosom, klik “map

viewer”.

polymorphisms with human idiopathic thin endometrium

Genet. Mol. Res. 12 (4), 5978-5985 (2813)

24338391 Annotated Genomic
GeneRIF: A potential role of the ER-beta gene polymorphisms in the BioSystems
eticlogy of idiopathic atrophic endometrium.

Publication Status: Online-Only ccobs

6 (bases 1 to 2169) Components (Core)
Smith L, Brannan RA, Hanby AM, Shaaban AM, Verghese ET, Peter ME, Full text in PMC
Pollock S, Satheesha S, Szynkiewicz M, Speirs V and Hughes TA.

Related information

Differential regulation of ocestrogen receptor beta isoforms by 5' Gene
untranslated regions in cancer GeneView in dbSNP
J. Cell. Mol. Med. 14 (8), 2172-2184 (201e)

28920096 HomoloGene

GeneRIF: Data demonstrate that two alternative ERbeta 5'UTRs have
potent and differential influences on expression acting at the
level of translation.

7 (bases 1 to 2163) Probe
Chen H, Lin RJ, Schiltz RL, Chakravarti D, Nash A, Nagy L,

OMIM

s " Protein
Privalsky ML, Nakatani ¥ and Evans RM.
Nuclear receptor coactivator ACTR is & novel histone PubMed
acetyltransferase and forms a multimeric activation complex with Publed (RefSeq)
P/CAF and CBP/p30@
cell 9@ (3), 569-580 (1997) PubMed (Weighted)
9267036 SNP
8 (bases 1 to 2169) T
Mosselman S, Polman J and Dijkema R. axenomy
ER beta: identification and characterization of a novel human UniGene
estrogen receptor GEO Profles
FEBS Lett. 352 (1), 49-53 (1996)
8769313

8. Klik Uni gene pada gen terpilih tersebut, akan didapat homologi
protein dari gen terpilih. Pilih spesies yang dikehendaki,
misalnya human, klik untuk keterangan lebih lanjut. Selanjutnya
dari masing-masing protein yang homolog dengan protein
query bisa di klik lebih lanjut untuk mengetahui sekuens gen

dan sekuens asam aminonya.

polymorphisms with human idiopathic thin endometrium Related information
Genet. Mol. Res. 12 (4), 5978-5385 (2813)

24338391 Annotated Genomic
GeneRIF: A potential role of the ER-beta gene polymorphisms in the BioSystems
etiology of idiopathic atrophic endometrium.

Publication Status: Online-Only ccos

& (bases 1 to 2169) Components (Core)
Smith L, Brannan RA, Hanby AM, Shaaban AM, Verghese ET, Peter ME, Full text in PMC
Pollock S, Satheesha S, Szynkiewicz M, Speirs V and Hughes TA.

Differential regulation of ocestrogen receptor beta isoforms by 5' Gene
untranslated regions in cancer GeneView in dbSNP
J. Cell. Mol. Med. 14 (8), 2172-2184 (2010)

20920096 HomoloGene
GeneRIF: Data demonstrate that two alternative ERbeta 5'UTRs have Map Viewer

potent and differential influsnces on expression acting at the o
level of translation.

7 (bases 1 to 2169) Probe
Chen H, Lin R, Schiltz RL, Chakravarti D, Nash A, Magy L,

3 " Protein
Privalsky ML, Nakatani Y and Evans RM.
Nuclear receptor coactivator ACTR is a novel histone Publed
acetyltransferase and forms a multimeric activation complex with PubMed (RefSeq)
P/CAF and CBP/p3e@
Cell 90 (3), 569-580 (1997) PubMed (Weighted)
9267036 SNP
8 (bases 1 to 2169)

Taxonomy

Mosselman S, Polman J and Dijkema R.
ER beta: identification and characterization of a novel human

estrogen receptor GEQ Profiles
FEBS Lett. 392 (1), 49-53 (1996)
8769313
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2 (ER beta) (ESR2), tran Nucleotde
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Q. AAZ_026437.13 (0)
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1. Buka situs www.ncbi.nlm.nih.gov

NCBI Home
Resource List (A-Z)
All Resources
Chemicals & Bioassays
Data & Software
ONABRIA
Domains & Structures
Genes & Exprassion
Genetics & Medicine
Genames & Maps
Homology

Literature

Proleins

Sequence Analysis
Taxonomy

Training & Tutorials
Variation

2. Pilih tool

All Databases +

Welcome to NCBI

‘The Mational Center for Biotechnology Information advances science and health by providing

access to biomadical and genomic information

About the NCBI | Mission | Qrganization | NCBI News

Submit

Deposit data of
manuscripts into NCBI
databases

Download

Transfer NCBI data to
your computer

Develop Analyze

Use NCBI APs and code
libraries to busld
applications.

‘your data analysis task

Identify an NCE tool for

Popular Resources
PubMed

Bookshell

PubMed Cantral
PubMed Health
Learn BLAST

Find help documents, Nucleolide

attend a class or watch a
tutorial SNP
Gene

Ganome

Protein
PubChem

NCBI Announcements
Research
GenBank release 200 0 is now avalable
Explore NCBI research via FTP
and collaborative projects

Tree Viewer 1.6 now available

NCBI Tree
several new

je1 version 1
s, improw

"BLAST” (klik satu kali). Untuk mencari protein

homolog dari query asam amino gunakan “protein blast”

(blastp).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

+NCBI/ BLAST Home

Your Recent Results New!
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more.

) All Recent results...

BLAST Assembled Genomes
Find Genomic BLAST pages News
E g g SmartBLAST
Use SmariBLAST for
o Human o Rabbit o Zebrafish taster BLASTp search
o Mouse o Chimp o Clawed frog resuts in.a graphical
o Rat o Guinea pig o Arabidopsis s
o Cow o Fruit fly o Rice Wed, 20 Jul 2015 18.00.00
o Pig o Honey bee o Yeast EST
o Dog a Chicken o Microbes .
£ More BLAST news...
Basic BLAST
h AST i
Choose a BLAST program to run Tip ofthe Day
nucleotide blast | S8a7ch a nucleotide database using a nucleotide query Ysing Treg Viewto
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast Between Sequences.
Protein blast] Search protein database using a protein query The new Tioe Visw

Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast option on the NCBI Web

- - BLAST W
blastx | Search protein database using a translated nucleotide query adpmr::;:c;::“i

Setelah tampilan muncul, entri sekuen protein (query) yang akan
dicari; pilih seting pencarian dari database (jika membatasi
hanya ingin mencari pada spesies tertentu, ketik nama
organisme); pilih program “blastp”; klik "BLAST” untuk memulai

proses searching.
",.; BLAST®

» NCBV BLAST! blastp suite Standard Protein BLAST
blasin [blastp | blastx | tblastn | tblsstx |
BLASTP programs search protein databases using a protein query. more... Besalonge
Bookmark
Enter Query Sequence

[Enter gi(s), or FASTA iy Clear Query subrange &
CAGKAKRSGG MAPRVRELLL DALSPEQLVL TLLEAEPPHV LISRPSAPFT EASIMISLTE g
LADKELVHHT SWAKKIPGFV ELSLFDQURL LESCHMEVLM MGLMWRSICH PGKLIFAPDL From
VLDRDEGKCY EGTLETFDML LATTSRFREL KLOWKEYLCW KAMILLNSSH YPLUTATGDA
DSSAKLAALL WAVIDALVHY TAKSGISSQQ QSMRLANLLN LUSHVRHASH KGHEHLLNE = To
CRMWPWDL LLEMLNARVL RGEKSSITGS ECSPAEDSKS KEGSQHPQS]

My HCEI u [
Home RecentResulls = Saved Strategies Help

Or. upload file Choose File |Nofile chasen 9

Enter a descriptive title for your BLAST search @

Align two or more sequences &

Choose Search Set

[b“"‘“” + Protein Data Bank proteins(pdb) ]
Organism
Seh - Exclude *
Enter organism commeon name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
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Database

+ Protein Data Bank proteins(pdb) ME "
Organism .
Optional 31 Organis e or id—comple 5 Exclude .+

Enter arganism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. @

Exclude Models (XM/XP) L Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Entrez Query Create custom database
Optional foullim

Enter an Entrez query to lmit search &

Program Selection
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &

Search database Protein Data Bank

Show results in a new window

using Blastp (pr

with ¢ sign

P

BLAST)

4. Hasil searching akan didapat tampilan seperti berikut:

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

o o)
e Il Kl 53
» NCBI/ BLAST) blastp sustel Formatting Results - XAZGTMTDO 16
Editand Resbmit  Save Search Swrategies - Formating options > Download YoullliT) How to read this page  Blast report descripgon
Protein Sequence (530 letters)
RID XAZGIMTUOLG (Expires on 08-21 13:13 pm)
Query ID. ici|Query_83765 Database Name  pab
Hare Description FOB protein database
Molecule type amina acid Program BLAST? 2.2,32+ & Ciation
Query Length 530
Other reports: b Search Summary [Tax reparts] [ casults] [Mutols aligmert]
S graphic Summary
) Show Canservesd Diomaing
Putative h elick.
- b [ " i . T — i
o —————
L —
Specific hits
Superfanilics MR_LBD superfamily
Distribuion of 100 Blast Hits on the Cuery Sequence &
Monise over i see the define, dick o show aignment
Color key for alignment scores
Select: All None Selected:0
Alignments 2}
Description Max | Total | Query) E | ) |5 s amsion
score score cover value

hain A Are aceptor Bata Agonists (Serbas) With Novel Activity

Chain A, Estrogen Recaplor Beta With Selective Triazine Modulator

Chain A A Second Binding Site For Hydroxytamoxifer

hin The Coaclivator-Binding Groove OfE
Chain A, Crystal Siructure Of Estrogen Receptor Beta Complexed With Way-357

Chain A, Human Estrogen Receptor Beta Ligand-Sinding Domain In Complex With Compound 45
Chain A, Crystal Structure Of Estrogen Receptor Beta Complexed With Way-557

Chain A, Crystal Siructure Of Phosphorylated Estrogen Receptor Bata Ligand Binding Domain
Chain A Crystal Structure Of Estrogen Receptor Beta Complexed With Way-555

Chain A, Crystal Siructure Of Estrogen Receptor Beta Complexed With 3-Bromo-6-Hydroxy-2-{4-Hy
Chain A Sulfonamides As Selective Estrogen Receptor Beta Agonists

Chain A, Structure Of Estradiol-bound Estrogen Receptor Beta Lbd In Complex With Lyl Motif Fror

505
497
492
489
488
487

484
483
482
482
477

48%
4T%
46%
46%
45%
45%
45%
45%
44%
44%
45%
48%

1e-178
Te-178
1e-174
8e-173
8e-172
2e-1M1
Ge-171
1e-169
2e-168
Se-169
Te-168
1e-168

100%
97%

100%

100%
88%

100%
100%
100%




5. klik pada accession number yang memiliki skor paling tinggi

maka akan muncul tampilan sbb:

2 NCBl BastProme S 1 Google = lomrars || o |5 ji
S [ www f B 0=
¥ dops [ Gettng Saried ] Dimpar dar Frsfor. [ IMDG: Toe S0 Most . [ Google @ Free crganicchemie. ) Save to Merdisey & polymarpiem (% PR 71 Oths boskrmarks
Chain A, Crystal Of Estrogen Receptor Beta Complexed With 1-Chloro- -
6-(4-Hydroxy-Phenyl)-Naphthalen-2-O1 Ll
PoB: 1YY A -
gonil Posies EASTA  Conas Anaiyzs this saquence -
fun BLAST
L idertify Canserved Domains

Highligft Sequence Features

Find i ths Sequence

Protain 30 Structure

LR, 3r., Yang,C., Masas,E.E., Nu,TE.,
. Kelth,.C. 30, ang Harris,H..

LinkOut to extemal resources

r Beta
Lacation/qualifiers
1.8

BTl el

POLIMORFISME
1. Pada jendela BLAST pastikan database yang digunakan

berasal dari satu organisme. Seperti pada gambar dibawah
menggunakan database human genomic+transcript, sehingga

hasil Blast yang muncul berasal dari organisme homo sapiens.

From
’ To
Or, upload file Choose File No file chesen @
Job Title
Enter & descrptive e for your BLAST search @
Align two or more sequences &
Choose Search Set
atabase ® Human genomic + transcnpt . Mouse genomic + franscnpt . Others. nr tc )
+[Humen genomic plus iranscript (Humen G+T) +| (163425 sequences) @|
Exclude Models (XM/XP) © Uncultured/anviranmental sample sequences
optional
Liit to Sequences from type material
optional
s Gy YoullT Creste custom dalabase
Optional Enter an Entrez query to imi search @

Program Selection
Optimize for ® Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat smilar sequences (blasin)

Choose a BLAST aigorithm &)

— Sorch database Human GeT using egablast (Optimize for highly simiar sequences)
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2. Pada tampilan hasil BLAST, dibagian atas terdapat tools

formatting options. Klik tools tersebut.

(o s oy % | o 518 NCH_% | o @
0 =

oogie @ Freeorpanc hems.. [ Saveto Mendeley 5 pobymorgam @ PCR & Comparate Geno = (1 Othes boskmacks

% N Bt ecnte 5. | 5 Gene ks forGenome | | 2 BUAST GuikStart - Gom, % 1 & BLAST QurckStart~Con

€ - @ [ blastnchinimnibgov/Bla:
dogs [ Geting Siated (] Dimpor do

< BLAST
~ Home RecentResulis = Saved Strategies Help

+NCBI BLAST biastn suitel Fermarting Results - W3Saliegg
Editand Resubmit  Seve Search Strategies & Download YoulfiT) How to rend tivs.page  Blast repor descoption
Nucleotide Sequence (2169 letters)

RID W3S1U160014 (Expires on 08-06 18:06 pm)
Query ID cljQuery_23973 Database Name 10
Description None Description Nucleotide collection (t)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.32+ b Citation
Query Length 2159

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of resuits
© Graphic Summary

Distribution of 103 Blast Hits. on the Query Sequence &
Mouse-aver to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query

I

400 800 1200 1600 2000

1745

Bl TGTal- (el lalalela]

3. Akan muncul tampilan seperti berikut.

Gene Lok for Gemome | * | 2 BLAST QuichStrt - Gom | % BLAST QuickStart - Com. 1 [0 how o e pymory % | 25 bome - SHB- WCEL

M hitzmarn, | || G i
ask @ =

= (1 Othes boskmaks

£ HOBl Besthucecnde Se ¥ | 5

€ 5 @ [ blastncbinimnih gov/Bla
 Acps [ Geting Sarted ) Dimpordar Frefor. 8 MDD Toe S0Most . [ Google @ Fres cgmicchemi.. ) Save o Mendeley 2 poymorsam (Y PCR %2 Comparatve Gena.

+NCBI BLAST blastn suite! Formatting Results - W3S1UJ60014

Edit and Resubrd  Save Search Sialegies ¥ Emating ptioss. » Downioad YoulE) How 10 rend this page  Hias rapor dessption
Formatting options “Reforma
Show  Adgmentas [HTWL v claViow R o i
Al Viow [ Fist asryanchored i ot for deris v @
Displyy @ Graprical Ovenvisw | @ Sequancs Rarioval & NCBigi ™
Masking  Character | X for protsn, n for raxcleotide v | Godor | Gray *| -
Limitresults  Dscriptions' | 100 v| Graphical ovsevisw | 100 v | Adgnmants: [100 v Lina gt [0 v ] ™
OBINAM.  Type common e, bromiel, Wi, o grup name. Ol 20 4p e wHl b shown
Exclude +. @
Enfrez query. 9
Expect Min Expct M. @
Porsart Idndly Wi Percat dniy Max @
Nucleotide Sequence (2169 letters)
RID W351UJ60014 (Expires on 05-D6 18:06 pm)
Query ID |cl|Guery_23973 Database Name nr
it Description  Nucleatide callection (nt)
Molecule type nucleic acid Program  BLASTN 2.2.32+ & Citation B

BN TS TaT Te[alalalela]




4. Pada bagian Alignment view pilih Flat Query-anchored with dot
for identities. Klik Reformat yang terletak disebelah kanan atas.

£ NCBI Bsthvlect 5 % {5 Gene Links for Genome | {2 BUAST QuekStat - Gomy % | 5 BLAST

st~ Cons % {0 o o seach by 3¢ {5 e - SN -NCR_ % | o) @ i

(- @ | blast nchinimnih. Q 0=
55 dops [ Geting Saried (] Dampordan Frefox [ IMDi The 50 ost . [ Googie @ Free orgamc chems... [ Save 1o Mendeley & polymorpism (4 PR Comparatne Geno.. = 1 Other bookmaks
. BLAST® My B! u [l
~ Home RecentResults Saved Strategies  Help
» NCEV BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - W3S1UJ60014
Edit and Resubmit Save Search Strategies ¥ Formatting options b Downlead Youlfll@ How to read this page  Blast report.
Formatting options “Reformat™ |
Show  Ajignmentas  HTML M Old View Reéssat form 1o detaults L
»Almnm-n(\hm Flal query-anchored with dots for identities  * @
Pairwise
Display  Painwize with dots for identities zval ¥ NCBLgi @
Masking | Query-anchored with lefters for identities jolor: | Grey L
Flal quéry-anchared with dots. 100 Identites
umtresuts IEERCIR TN, | Aperts (100 | L lengin (60 + @
Organism  Type common name, binomal, taxid, or group name. Only 20 top taxa will be shown
Exclude .. @
Entrez query @
Expect Min. Expect Max. Lt
Nucleotide Sequence (2169 letters) g
Bl (olal-lel:lalallelsal
5. Scroll kebawah pada bagian alignment, akan terlihat
polimorfisme seperti gambar berikut:
22 NOBI BisstNuclorae S+ % {25 Gene Links for Gemome | % | 2 BLAST GuickStart - Gom ¥ ' 75 BLAST QuickStart - Com: % | [ seroll- Google Search X | 25 Home - SNP- NGB % e | 3
- €@ 1 blast nchinimnih gow/dla: Q 0 =
¥ Apos [ Gettmg Staried () Dompor daei Frefor. [ IMDb: Toe 50Most. [ Guogle 1 Free crganic chemis.. ) Swwe to Mendeiey & polymorem (VPR 22 Compeatve Geno = (] Othes bookmars

Query 179 GGGCCOGGGAGGEACCACCCGAGCTGCGACGEGCTC TRGEGETOLGGOECAGEGCTERCG 238
24538321 179 238

179 238

179 238

179 238

179 238

129 188

179 238

179 237

179 238

179 238

a26 285

9 134 193

i 248 307

179 238

181 228

179 238

129 188

179 238
426377138 179 238
817298291 179 238
1 15 179 238
195595772 190 249
27629 179 238

724924191 179 237

B G (a] [e] i[alalleln]

D. PERTANYAAN DISKUSI
1. Apakah yang dimaksud dengan homologi protein?
2. Apakah perbedaan homologi, ortologi dan paralogi?
3. Apakah yang disebut sebagai polimorfisme?
4. Sebutkan manfaat seorang farmasis memahami tentang
polimorfisme?

5. Apakah yang disebut sebagai CDS?
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BAB VI. DESAIN PRIMER UNTUK PCR

A. SASARAN CAPAIAN

1. Mahasiswa memahami dan menjelaskan Polymerase Chain Reaction
(PCR) dan aplikasinya dalam bidang kefarmasian.

2. Mahasiswa mampu mendesain urutan DNA primer sesuai dengan

urutan gen yang diinginkan.

B. DASAR TEORI

PCR (Polymerase Chain Reaction), merupakan teknik perbanyakan
(amplifikasi) potongan DNA secarain vitro. Teknik PCR ini sangat
berguna untuk berbagai macam analisis DNA untuk berbagai macam
kepentingan antara lain penelitian, forensik dan diagnosis penyakit.
Jumlah DNA yang diisolasi dari sampel jumlahnya terbatas sehingga
tidak dapat langsung dideteksi. Dalam bidang penelitian, PCR dapat
digunakan untuk membandingkan urutan nukleotida pada spesies yang
berbeda. Dalam bidang forensik, PCR dapat memperbanyak DNA yang
digunakan untuk identifikasi pelaku atau korban pembunuhan atau
kecelakaan. Selain itu, PCR dapat membantu untuk diagnosis penyakit

yang terjadi akibat mutasi pada tingkat DNA.

. a— DNA lama
20T W
WV 2\ 4 \(L DNA baru
L/ AW/ AN

Q@
DNA baru

e - SOOK ...

\\0\\‘ \ Semi-konservatif

»: F—— DNAlama

W &— DNA baru

\< i\% DMNA baru

E 4 m ~—— DNAlama
M Dispersif

YO0z

DNAlama

Gambar 6.1 Teori Replikasi DNA
(sumber: http://www.slideshare.net/ichottt28/substansi-genetika)

Konservatif
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Reaksi dalam PCR pada dasarnya adalah reaksi replikasi DNA
secara semi-konservatif (Gambar 5.1). DNA memerlukan primer dalam
sintesis strand DNA baru karena enzim DNA polimerase tidak dapat
mensintesis DNA secara de novo. Mekanisme PCR sebagai berikut: DNA
cetakan dikendorkan dengan enzim topoisomerase dan dibuka oleh
enzim helikase, DNA baru disintesis oleh enzim DNA polymerase. Seperti
halnya replikasi DNA, reaksi dalam PCR membutuhkan primer. Selain itu
juga dibutuhkan DNA sampel yang digunakan sebagai template, Taq
polymerase, deoksiribonukleotida (dNTP) dan buffer. Perbedaannya,
pada PCR pembukaan double strand DNA dilakukan dengan manipulasi
suhu reaksi. PCR tergantung kemampuan primer berhibridisasi secara
spesifik pada DNA target. Secara umum, proses PCR dibagi menjadi 3
tahap yaitu:

1. Denaturasi
Denaturasi adalah pemisahan double stranded DNA menjadi single
stranded DNA. Denaturasi dilakukan dengan menaikkan suhu tabung
reaksi sampai dengan 95°C. Tabung reaksi ini berisi DNA yang
diamplifikasi, primer, enzim Taq polymerase dan buffer.

2. Penempelan primer (annealing/hibridisasi)
Suhu reaksi diturunkan hingga antara 37-60°C. Pada tahap ini
diperlukan optimasi suhu supaya primer dapat menempel pada
sekuen DNA target yang akan diamplifikasi. Hibridisasi primer pada
oligonukleotida target dipengaruhi oleh kekuatan ionic (konsentrasi
ion K* dan Mg?* dalam buffer) dan suhu. Suhu hibridisasi perlu
dioptimasi supaya primer dapat menempel tepat pada DNA target.
Suhu hibridisasi sangat dipengaruhi oleh desain primer yang
digunakan pada PCR.

3. Polimerisasi
Pada tahap ini terjadi perpanjangan rantai DNA pada ujung 3’-OH

bebas pada primer. Suhu reaksi kembali dinaikan menjadi 72°C.
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Berikut adalah contoh pengaturan suhu dan siklus pada PCR

Original double-stranded DNA containing target sequences

© Denature to single strands
and anneal primers

Primer B Primer A

5’ TTT TTT TTT TTT TT1 TTT 3'
i 3
3’ Ll L1l L1l Lil L1l L1l 5'
eExtend the primers with
Tag DNA polymerase & | o
S H I
+
’ 3
g
QHapeatthe
denaturation and .
annealing of primers New l'*"_"""'-’“A v
3‘III LIl LIl LLL Ll 5’;
5 ARRRRERRARERAR T 3
35

9 Extend the primers with
Tag DNA polymerase

New p}imer B
, Unit-length strand

BB

Lil L LAY th

g unitlength.
T

e Repeat the denaturation
and annealing of primers

unit-length
: strand
Unit-length
! strand
B | TTTTTTTT 1T 3'
5
Ll {1 Ll Ll 5

TTT TTT I3
Ll 5 Unit-length,

5
3

© Extend the primers with

Tag DNA polymerase

5
3
3
5

5'[ double-stranded

3’| DNA

A
Continued cycles to amplify the DNA

Gambar 6.2. Reaksi dalam siklus PCR
(sumber: http://www.life.illinois.edu/ib/335/MolSyst.html)

66


http://www.life.illinois.edu/ib/335/MolSyst.html

Siklus Denaturasi Annealing Polimerisasi

1 94 °C, 10 menit 55°C, 2 menit 72°C, 2 menit
2-29 94 0C, 1 menit 55°C, 2 menit 72°C, 2 menit
30 94 C, 1 menit 55°C, 2 menit 72°C, 2 menit

Jenis PCR ada 4 macam; antara lain: Real time/quantitative PCR,
Nested PCR, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) PCR dan
Reverse transcript (RT) PCR. Real time PCR merupakan PCR yang dapat
digunakan untuk tujuan kuantitatif sehingga disebut kuantitatif PCR (q-
PCR). Pada PCR konvensional, data yang diperoleh berupa data kualitatif.
Real time PCR lebih aplikatif digunakan untuk analisis ekspresi suatu gen
akibat perlakuan tertentu. Berbeda dengan PCR yang lain, nested PCR
adalah modifikasi PCR yang bertujuan untuk mengurangi resiko
kontaminasi akibat primer salah menempel. Pada PCR konvensional,
primer menempel pada terminal DNA target. Problem yang sering
muncul adalah penempelan primer pada sekuen non spesifik sehingga
kemungkinan terjadi positif palsu. Nested PCR menggunakan 2 pasang
primer selama proses PCR, primer kedua bertujuan mengamplifikasi
DNA target yang berada diantara DNA target amplifikasi pertama.
Dengan demikian, sekuen DNA yang diperbanyak lebih spesifik.

Reverse  transcript-PCR  (RT-PCR) merupakan PCR yang
menggunakan sampel mRNA untuk diamplifikasi. Molekul mRNA
kemudian ditranskripsi balik menjadi c¢DNA yang kemudian
diamplifikasi menggunakan teknik PCR. Teknik PCR yang lain adalah
Retriction Fragmen Length Polymorphism PCR (RFLP PCR) menggunakan
teknik amplifikasi PCR secara umum. Pada akhir proses PCR, DNA hasil
PCR dipotong menggunakan enzim retriksi. RFLP PCR berguna untuk

membedakan DNA yang mengalami mutasi pada basa tertentu. Berbagai
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macam penyakit yang disebabkan oleh mutasi dapat dideteksi

menggunakan RFLP PCR.

Dalam bab ini, dilakukan desain primer dengan tujuan untuk
mendapatkan primer yang spesifik supaya hanya dapat memperbanyak
daerah DNA yang diinginkan. Metode PCR dapat meningkatkan jumlah
urutan DNA ribuan bahkan jutaan kali dari jumlah semula, sekitar 106 -
107 kali. Primer dapat disusun secara manual. Primer akan disintesis
sebagai oligonukleotida sepanjang 15 - 32 bp dengan urutan dari ujung-
5 ke ujung-3’ dan primer ini harus mampu mengenali urutan yang
diamplifikasi. Untuk standar amplifikasi sepanjang primer mempunyai

kisaran pasangan basa sekitar 20 basa panjangnya pada tiap primernya.

Beberapa syarat yang harus dipenuhi oleh primer yang baik antara
lain: urutan primer mengandung urutan basa GC sebanyak 45-60%.
Primer yang kandungan GC-nya kurang dari 50% perlu diperpanjang
menjadi lebih dari 18 basa sehingga Tm menjadi diatas 50°C. Presentase
GC, selain mempengaruhi Tm juga suhu annealing (Temperature
annealing-Ta). Ujung-3’ dari setiap primer harus G atau C, tetapi hindari
susunan nukleotida G/C berturut-turut tiga pada ujung ini, misal CCG,
GCG, GGC, GGG, CCC, GCC. Ujung 3’ penting untuk menghindari miss-

priming.

Urutan basa dalam primer tidak saling komplementer sehingga
membentuk dimer-primers, berikatan satu sama lain, atau membentuk
hairpins. Selain itu, untuk menghindari menyusun primer pada daerah
DNA repetitif. Selain itu, faktor homologi urutan nukleotida dengan
urutan DNA target sangat mempengaruhi kestabilan ikatan keduanya.
Semakin tinggi persentase homologi semakin stabil ikatan yang

terbentuk.
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Penempelan (annealing) suatu primer terhadap DNA target
tergantung pada ujung untai, banyaknya kandungan GC, dan konsentrasi
primer itu sendiri. Optimalisasi annealing temperature dihitung dengan
kalkulasi melting temperature (Tm) dari ikatan primer dan DNA
template. Annealing temperature sangat tergantung pada primer dengan
Tm yang tertentu. Cara melting temperature dapat menggunakan

persamaan matematika sebagai berikut:

Tm={(G+C)Xx4}+{(A+T) X2}

Annealing temperature umumnya 5°C dibawah Tm primer yang
sebenarnya. Secara praktis, Tm ini dipengaruhi oleh komponen buffer,

konsentrasi primer, dan DNA template.

Dewasa ini, desain primer dilakukan dengan menggunakan software
baik pada computer maupun website secara online. Software yang
digunakan untuk bidang biologi memberikan wacana tersendiri pada
bidang bioinformatika. Dalam buku ini ditunjukkan salah satu cara

mendesain primer yang sederhana menggunakan basis data online tidak

berbayar.

C. PROSEDUR KERJA
1. Buka situs web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ dan pilih pada

kolom Search: nucleotide, for: nama gen kemudian klik search

e | O
o =

Sers 1 Marteley £ pobrcapions (G PR 52 Gommpuitios Gose | C O okt

skolastika My NCBI

£ NCBI  Resources @ How T

-
=NCBI - Nuclectide + | insulin receptor [ search |
Nafionai Center for
Buotechnology nformation f
NCBI Home . Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Bictechnology Information advances science and ~ PubMed
All Resources health by providing access to biomedical and genomic information. Bookshelf
_Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News PubMed Central

Data & Software PubMed Health
DNA & RNA Submit Download Learn BLAST

= N Nuclectide
Domains & Structures Deposit data or Transfer NCEI data Find help
Genes & Expression manuscripts into to your computer documents, attend Genome

NCBI databases aclass or watch a SNP
Genetics & Medicine tutorial
utoria Gene
Genomes & Maps fron
rotein

Homolagy PubChem
Literature
(3] 2 © W B
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2.

Hasil pencarian akan muncul. Klik salah satu gen yang

diinginkan.

Y ——— [
@ 0 wwncbinim.nihgovin
e S (1 D o B

Nucleotide Nucleotide » | insulin receptor |
Create alert  Advanced

Species Display Settings: « Summary, 20 per page, Sorted by Default order Filters: Manage Filters
Aviats 3,003
Plants (8) Send i~ o esults by taxon -
Protists (2) Top Organisms [Tree]
Bacteria (8) Items: 1 to 20 of 8546 Homo sapiens (573)
Customize .. . . Mus musculus (372)
Pace 1 |oraas mox- | Lo M musculus 372
Molecule @ Found 8868 nucleotide sequences. Nuclectide (8546) EST (318) GSS (3) Rattus norvegicus (243)
types Bos taurus (142)
genamic s Human insulin receptor INSR) gene, exon 1, clones lambda-hINSR-(1: ememx(,u?ozw
DNA/RNA (3,856) 113 More.
MRNA (4.475) 2,085 bp linear DNA
Customize Accession: M23100.1 Gl 188441
GenBank FEASTA Graphics Find related data -
Source
databases Database: Select r
INSOC (GenBank) Human insulin receptor (INSR) gene, exon 22, clones lambda-hINSR-
(2,740) 2. w
[ o e e e R E o o

Pilih pick primers yang terdapat pada bagian kanan.

2 Human rsutn recesior (| % [ BECETORINGANCER - % () sy | o |6 e
& & € [ wwwncbinim.nih.gev/nuccoreMzam at; @ =
pps || Gerting Started (7] Dimpor dan Firefox {8 IMDb The 50 Most [ Googre @ Free crganic chemis. Save to Mendeiey = polymarpism (I PCR 22 Comparative Geno.. u [ Other boskmank:

Nucleotide Nucleotide . @
Advanced

Display Settings: » GenBank Send: v E—
Human insulin receptor (INSR) gene, exon 1, clones lambda-hINSR-
(1-13)

GenBank: M23100.1

FASTA Graphics

Customize view

Analyze this sequence

Run BLAST
Goto: @ > Pick Primers
Locus HUMINSR@1 2085 bp  DHA linear PRI 88-JAN-1995 Highlight Sequence Features
DEFINITION Human insulin receptor (INSR) gene, exon 1, clones Find in this Sequence

lambda-hINSR-(1-13).
ACCESSION ~ M23180 M32822
VERSION  M23180.1 GI:186441
KEYWORDS ~ Alu repeat; insulin receptor.
SEGMENT 1 of 22

Reference sequence
information

I G 2  lelzlmliol SRS




5.

Selanjutnya jendela primer BLAST akan terbuka. Scroll kursor

kebawabh. Klik Get primers.

& Pomeamgm e = \ B RCEPTORIN CAGE % (T a0
& 5 € ) wwwncbinimnihgov/io ISM =606 &INPUIT_SEQUENCE =M23100 L&LINK_LOC=nuceen ad: @ =
pps ) Geting Stated ] Dimpordan Frefor 8 Db The 30 . [ Googe @ Freecrgaie chemis. [ Saveto Mendeley %2 pobymorgiom (P PCR. 22 Comparaie Gena.. = £ Other bockmar:

Primer-BLAST

»NCBI Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record s preferred) & Clear Range
M23100.1 . From To
Forward primer @c
Reverse primer
e Choose File | No fils chosen
Primer Parameters
Use my own forward primer Y o
(5'->3" on plus strand) @
Use my own reverse primer Clear
(5'->3" on minus strand) @
Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10
Min opt Max Max Tm difference
- G & el lwliod L e ]
I & Prmer deogring ol B RECEPIORIN GGG S sy || 6 e
£ @ ) wwwncbinlmnihgov/iooks/p: plast/index cqi?ORGANISM = 9606 EINPUT_SEQUENCE =M23100 1&LINK_LOC =nuccorn av; @ =
pgs [ GettingStarted (] Dumgorn Frefor [ IMDb The 50 Mcst [ Google @ ree organc chemis.. [ Saveto endeley 25 polymarpiom (% PCR._ 5 Comparatve Gena.. = (3 Otherbosimarks
. = e Chferelo Beaderll =15 L

Search mode Automatic -l@
Database Refseq mRNA Te
Organism 0608

Enter an organism name, taxonomy id or select from the suggestion list as you type. g

Add more organisma
Exclusion (opionsi) Exclude precicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) ) Exclude uncultured/environmental sample sequenc
Entrez query (optional) @
Primer specificity stringency  primer must have at least|2 + total mismatches to unintended targets, including
atleast 2 - mismatches within the last 5 - | bps at the 3'end. &

Ignore targets that have & - or more mismatches to the primer. g

Max target size 4000 Note the parameter change &
Splice variant handling L1 Allow primer to ampiify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) (@
| Get Primers < Show results in a new window ¥/ Use new graphic view (&)
» Advanced parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted
B G = Jeol.lmlol ]

Berikut contoh tampilan hasil:

£ Primeetusvets x| RECEPIGRINGANGER - X st | | o 6
& = € | [ wwwncbinim.nih.gov/tools/primer-bla irct 4394B86878j0b_key=BAYGIA DBeSsnBjq a0 =
E dpps [ Getting Started [ Dinpor dacs Fowton. [ IMD: The 50 Mot [ Googfe 8 Fres oogunic chamin. [ Save o Miandaley 53 poymorpim (PN PCR 2 Comparatoe Gano. o [ Oer bockmarts

»NCBU Primer-BLAST : resubts: Job ide6YGJM SO YBjgWAZK4I_n-DBedsnBjy mote.

Input PCRtemplate  M23100.1 Human insulin receptor (INSR) gene, exon 1, clones lambda-hINSR-(1-13)
Range  1-2085
Specificity of primers  Primer pairs are specific to inget template as na ather targets were found in selected database: Refseq mANA (Organism limited ta
Homo sapiens)
=

21K @.1Kbp) = | o e @
aso oo e fee e [k juce

Ganes

Frimer pairs £

QWAZRAI_n-TBedenBiq

Pasangan primer
yang disarankan

TG E T e I Ella]
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6. Scroll ke bawah untuk melihat urutan nukleotida pasangan

primer.

———— litzare | o | G i
€ 5 @ [ www. gow/tooks/ giretg, 3 vy =
! dogs [ Gettrg Stated () Dompor dor Frefor [ 4D Toe S0Most . [ Google. @ Free oganic chemi.. ) Swve o Memcley & pobymorpiam (PR 2 Compatoe Geno = 3 Other bookmas

Primer pair 1

Sequence (53] Template strand Length StartStop Tm _ GC% Self 3
Forward primer GAGTCCCTTCCTAGGCCAGA Plus 20 1284 130360.0360.006.00 200
Reverse primer ACAAGCGGGGGATCGATTTT Minus 20 2007 198860.0350 00600 0.00
Product length 724
Primer pair 2

(5'>3) pl ength Start Stop Tm  GC% Self 3'

Forward primer TCCCTTCCTAGGCCAGATCG Plus 20 1287 130660.1060 00 6.00 200
Reverse primer CAAGCGGGGGATCGATTTTG Minus 20 2006 1967 59,6255 006.00 0.00
Product length 720
Primer pair 3

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CAGAGTCCCTTCCTAGGCCA Plus 20 1282 130160.3360.006.00 200
Reverse primer GGGGGATCGATTTTGGCTTG Minus 20 2001 198259.2555.00 6.00 0.00
Product length 720
Primer pair 4

Sequence Template strand Length StartStop Tm  GC% Self Self 3
Forward primer ARAATCG. GCTTGT Pls 20 1985200760 0350.006.00 000
Reverse primer CGATGCAGGAGCTACCETE Minus 19 2066204860.3063 164.00 200
Product length 79
Primer pair 5

a (5>3) ength Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity

Forward primer AGGGCCTCCGCTCAGTATTT Plus 20 1604 162360.9855 005.00 0.00
Reverse primer GGTTCTCAGTCCACAAGCGG Minus 20 2019200060.9560.00 .00 200

Product length 416

NG 5 e olelia)

D. PERTANYAAN DISKUSI
1. Sebutkan aplikasi PCR dalam dunia kesehatan!
2. Mengapa dalam PCR diperlukan primer?
3. Sebutkan dan jelaskan 4 jenis PCR!
4. Mengapa mendesain primer adalah kunci keberhasilan proses
PCR?

5. Sebutkan persyaratan primer yang baik!
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YANG DAPAT DIGUNAKAN UNTUK PEMBELAJARAN

Protein: NP_002677.1/NM_002686.4 (phenylethanolamine N-
methyltransferase). Transd: SAM (S-adenosylmethionine-
dependent methyltransferases).

Protein: NP_005949.1/ NM_005958.3 (melatonin receptor).
Transd: MTNR1A.

Nucleotide: NM_000912.3/ NP_000903.2 (opioid receptor kappa
1). Transd: OPRK1.

Protein: NP_009163.2/NM_007232.2 (histamine H3 receptor).
Transd: HRH3.

Nucleotide: NM_004224.3 (Homo sapiens G protein-coupled
receptor 50). Transd: GPR50.

Protein: NP_006158.2/NM_006167.3 (protein Nkx-3.1 isoform 1).
Transd: NKX3-1.

Protein: NP_001287.2/NM_001296.4 (atypical chemokine
receptor). Transd: ACKR2.

Protein: NP_001020018.1/ NM_001024847.2 (TGF-beta receptor
type-2). Transd: TGFBR2.

Protein: NP_000537.3/ NM_000546.5 (cellular tumor antigen
p53). Transd: TP53.

Protein: NP_000029.2 (adenomatous polyposis coli protein).
Transd: APC.

Protein: NP_032897.2 (plasminogen activator inhibitor 1
precursor). Transd: Serpinel.

Protein: NP_000292.1 (plasminogen isoform 1 precursor). Transd:
PLG.

Protein: NP_003591.2 (aurora kinase A). Transd: AURKA.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Protein: NP_001091679.1/ NM_001098209.1 (catenin beta-1).
Transd: CTNNB1.

Protein: NP_000917.3/ NM_000926.4 (progesterone receptor).
Transd: PGR.

Protein: NP_001138303.1/ NM_001144831.1 (prohibitin-2).
Transd: PHB2.

Protein: NP_000066.1/ NM_000075.3 (cyclin-dependent kinase
4). Transd: CDK4.

Protein: NP_000651.3 (transforming growth factor beta-1).
Transd: TGFB1.

Protein: NP_001175.2 (serine/threonine-protein kinase ATR).
Transd: ATR.

Protein: NP_000042.3 (serine-protein kinase ATM). Transd: ATM.
Protein: NP_000624.2 (apoptosis regulator Bcl-2 alpha isoform).
Transd: BCL2.

Protein: NP_001278357.1 (apoptosis regulator BAX isoform 1).
Transd: BAX.

Protein: NP_001218.1 (caspase-7 isoform alpha precursor).
Transd: CASP7.

Protein: NP_004313.1 (bcl2 antagonist of cell death). Transd:
BAD.

Protein: NP_009041.2 (telomerase protein component 1). Transd:
TEP1.

Protein: NP_001180305.1 (telomerase reverse transcriptase
isoform 2). Tansd: TERT.

Protein: NP_001171601.1 (epidermal growth factor). Transd:
EGF.

Protein: NP_000866.1 (insulin-like growth factor 1 receptor).
Transd: IGF1R.

Protein: NP_001092.1 (actin). Transd: ACTB.
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30.

31

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.
47.

48.
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Protein: XP_011530308.1 (nuclear factor NF-kappa-B). Transd:
NFKB1.

Protein: NP_001231063.1 (mitogen-activated protein kinase).
Transd: MAP3KS8.

Protein: NP_004351.1 (cadherin-1). Transd: CDH1.

Protein: XP_011518955.1 (GTPase Kras). Transd: KRAS.
Protein: NP_000068.1 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A).
Transd: CDKN2A.

Protein: NP_000591.1 (interleukin-6). Transd: IL6.

Protein: NP_954592.1 (histone-arginine methyltransferase
CARM1). Transd: CARM1.

Protein: NP_000585.2 (tumor necrosis factor). Transd: TNF.
Protein: NP_000169.1 (glutathione synthetase). Tansd: GSS.
Protein: NP_000628.2 (glutathione reductase). Transd: GSR.
Protein: NP_000302.1 (major prion protein). Transd: PRNP.
Protein: NP_001019978.1 (amyloid-like protein 1). Transd:
APLP1.

Protein: NP_001138884.1 (nuclear factor erythroid 2-related
factor 2). Transd: NFE2L2.

Protein: NP_001124491.1 (glial fibrillary acidic protein isoform
2). Transd: GFAP.

Protein: NP_001181883.1 (matrin-3 isoform a). Transd: MATR3.
Protein: NP_001020278.1 (double-stranded RNA-specific
adenosine deaminase). Transd: ADAR.

Protein: NP_000570.1 (chemokine receptor). Transd: CCR5.
Protein: NP_001186078.1 (lactotransferrin isoform 2). Transd:
LTF.

Protein: NP_005912.1 (mitogen-activated protein kinase kinase).
Transd: MAP3K1.



49,

50.

51.

52.

53.

54.

Protein: NP_001269.3 (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase
subunit alpha). Transd: CHUK.

Protein: NP_001020413.1 (interleukin-1 receptor-associated
kinase 1). Transd: IRAK1.

Protein: NP_001166037.1 (myeloid differentiation primary
response protein MyD88). Transd: MYD88.

Protein: NP_004611.1 (TNF receptor-associated factor 6). Transd:
TRAF6.

Protein: NP_000954.1 (prostaglandin G/H synthase 2). Transd:
PTGS2.

Protein: NP_000953.2 (prostaglandin G/H synthase 1). Transd:
PTGS1.
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