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Sorucion a1, PRoBLEMA Broouivico
INTRODUCCION AL DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS
PARA LA PCR EN TIEMPO REAL

1.1. En el sitio WEB indicado (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) se debe introducir el nombre
de la proteina de interés junto con la especie (Sorcin Homo sapiens) y presionar la tecla
Entrar (4). Dentro de la seccién Genomes (enlistada abajo a la izquierda de la pagina:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=sorcin%20homo%20sapiens) se deben
obtener numerosos resultados en la pestafia de Nucleotide. Estos se deben revisar hasta
encontrar la secuencia de interés:

Homo sapiens sorcin (SRI), transcript variant 1, mRNA (1,972 bp linear mRNA,
Accession: NM_003130.4 GI: 1780222544).

Al presionar la tecla Entrar () de la variante 1, se encontrara la secuencia del transcrito,
al final de la pagina, con el siguiente formato:

1 gcagtctgca gcatggcgta cccggggcat cctggcgecg gcggcgggta
61 gggtatggag gggctcccgg agggcctgcg tttcccggac aaactcagga
121 ggttactttg ctgctgtagc tggacaggat gggcagatag atgctgatga
181 tgtctgacac agtctggcat tgctggagga tacaaacctt ttaacctgga
241 cttatggttt caatgctgga tagagatatg tctggcacaa tgggtttcaa

ctacccaggc
tccgctgtat
attgcagaga
gacttgccgg
tgaatttaaa

Los exones aparecen sefialados justo arriba de la secuencia del transcrito, al contarlos se
obtiene su numero. Adicionalmente, si se presiona la tecla Entrar (4) en cualquiera de
ellos, se obtiene su secuencia, longitud y posicion dentro del mRNA.

NUmero de Exones: 8

1.2 El numero de acceso de cada variante del transcrito se presenta con el siguiente
formato:

NM_XXXXXX.#. NM es el codigo para transcritos codificantes de proteinas;
XXXXXX representa el nimero Unico asignado a cada secuencia y # es la
version de dicha secuencia.

Variante 1: NM_003130.4
1.3 Para obtener la secuencia codificante, dentro de la misma pagina se deben localizar

las siglas CDs, del inglés coding sequence. Al presionar la tecla Entrar ({) sobre CDs
aparece sombreada la regidon codificante en la secuencia del transcrito que corresponde a:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

gggtatggag
ggttactttg

tgtctgacac
cttatggttt

gaactctggg
agtggaacag
agtccccagg
gacgactaca
gatactgctc
agtgtttaa...

¥ atggcgta
gggctccegg
ctgctgtagc
agtctggcat
caatgctgga
ctgtactgaa
tagacccaca
ctgtgaattc
tcgectgetg
agcaaggtgt

cccggggeat
agggcctgeg
tggacaggat
tgctggagga
tagagatatg
tggctggaga
agaattgcag
aattgcaaaa
cgtcaaactg
tgtgaatttc

cctggcgecg
tttcccggac
gggcagatag
tacaaacctt
tctggcacaa
caacacttta
aaggccctga
cgatacagca
agggctctta
ccatatgatg

gcggegggta
aaactcagga
atgctgatga
ttaacctgga
tgggtttcaa
tcagttttga
caacaatggg
ccaatggaaa
cagacagctt
atttcattca

tcgaagacgg
atgtgtcatg
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1.4. La secuencia de aminoacidos de la variante 1 se obtiene en la secciéon Related
Information, en la pestafia de Protein, a la derecha de la misma pagina; se presiona la
tecla Entrar () y se obtiene la secuencia al final de la pagina
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4507207:

1 maypghpgag ggyypggygg apggpafpgq tqdplygyfa avagqdgqid adelqrcltq
61 sgiaggykpf nletcrimvs mldrdmsgtm gfnefkelwa vingwrghfi sfdtdrsgtv

121 dpgelgkalt tmgfrispga vnsiakryst ngkitfddyi accvklralt dsfrrrdtaq
181 qgvvnfpydd figcvmsv

2. En Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se introduce el
codigo de acceso de la variante 1 en la pantalla ubicada en el extremo superior izquierdo
(alternativamente se puede introducir la secuencia del transcrito). Luego, se modifican los
parametros para el disefio de los cebadores en las secciones correspondientes, que se
indican abajo.

2.1. Para obtener cebadores con una Tm superior a 55°C, en la seccion Primer Parameters
establecer una temperatura minima de 56°C.

2.2. Para modificar el porcentaje de GC, en la seccién Advanced Parameters al final de la
pagina, presionar el simbolo de + para desplegar. En la subseccién Primer Parameters,
—Primer GC content (%) se establece el rango porcentual de GC, en este caso minimo:
40% y maximo: 54%.

2.3. El tamafio del amplicén se define en la seccidn Primer Parameters —PCR product size
introduciendo los rangos deseados, minimo: 70 bp, maximo: 200 bp.

2.4. Para que el amplicon generado posea una secuencia inter-exdnica, en la seccion
Exon/intron selection —exon junction span seleccionar la opcién Primer must span an
exon-exon junction, es decir, el cebador debe abarcar una unién exén-exon.

Primer Blast cuenta con varios parametros estandares predefinidos por lo que en muchos
casos no es necesario modificarlo. Al tener todos los parametros listos, presionar la opcidn
Get Primers al final de la pantalla, y esperar los resultados.

De manera predeterminada, el programa genera un maximo de 10 pares de cebadores que
cumplen con las condiciones solicitadas por lo que, idealmente, cualquier par seria éptimo
para el ensayo.

3. El alineamiento correcto permite una amplificacion adecuada a la que se esquematiza
en la Figura 1A. Una cantidad elevada de mutaciones desconocidas en el primer exén de
la variante 1 dificultarian, o incluso impedirian el correcto alineamiento del cebador en esta
region ya que éste es disenado para la variante ordinaria sin mutaciones (Figura 1B).
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Figura 1. Importancia del disefio de cebadores en una PCR. A) Representaciéon esquemdtica de las
diferentes etapas en una PCR tradicional. B) Impedimento del alineamiento correcto de los cebadores
debido a las mutaciones (representadas con rectangulos blancos en la hebra original).

4. Para amplificar una secuencia especifica dentro de un transcrito se deben disefar
cebadores que alineen en sus extremos. En este caso, para amplificar una secuencia
perteneciente al quinto exdn, se deben determinar los extremos de éste. Esta informacion
estd en la seccidon de exones descrita en la pregunta 1. Ya determinados los limites del exén
5, dirigirse a Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y especificar
el rango de amplificacion, senalando donde deben alinearse los cebadores forward y reverse.
Este parametro se encuentra justo al lado derecho de la pantalla donde se introduce el codigo
de acceso inicial y posee intervalos designados como from y to (desde y hasta) para cada
cebador. En el extremo from del cebador forward, introducir la base inicial del exén (base
262) y en el extremo to del cebador reverse introducir la base /Lnal del ex6n (base 409). Con
esto restringimos la regién de amplificacion solo a este exon. [f}gj
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