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ACOTANDO LA SECUENCIA DEL ARN GUÍA

- Localizar el PAM (la secuencia dependerá de la nucleasa que vayamos a utilizar).
- Es recomendable evitar PAMs con exceso de Gs (v. gr. NGGG).
- Copiar los 20 nucleótidos aguas arriba del PAM (hacia el extremo 5’). No incluir el PAM.

CARACTERÍSTICAS DEL ARN GUÍA

- Seleccionar, preferiblemente, aquellos ARNg que tengan una G en la primera posición. Esto 
intensifica la actividad de transcripción de la ARN Polimerasa III. Si no la tiene, añadirla a la 
secuencia. 

- La presencia de T/A cuatro bases aguas arriba del PAM aumenta la eficiencia de unión de Cas9.
- Evitar ARNg con >TTTT. Esto puede hacer que la transcripción se interrumpa prematuramente. 
- %GC no superior a 80%.
- Vigilar la presencia de complementariedad interna que pueda dar lugar a estructuras 2ias.
- BLASTear la secuencia contra el genoma de la especie en estudio para detectar off-targets.

RECOMENDACIONES PARA EL DISEÑO MANUAL DE ARNs GUÍA
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ALGUNOS ERRORES COMUNES

Fuente: Integrated DNA Techonologies
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2. Búsqueda de ARNs guía (por secuencia o usando el nombre del gen)
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https://chopchop.cbu.uib.no/



3. Selección de ARNs guía
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4. Diseño de primers
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https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/



Fuente: https://www.scbt.com/

5. Selección de vectores y ‘delivery’
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5. Selección de vectores y ‘delivery’

Manejo integral de secuencias,
para el diseño de ARNg y su
ensamblaje en vectores.



-----GAATTC---------
-----CTTAAG---------

-----G              AATTC---------
-----CTTAA              G---------

Diana de Restricción para EcoRI



GAATTCTATACTAGAAGTTCTCCTCGAGGGAATTC

Generación de dúplex de ADN para la integración del ARNg
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-----G              AATTC---------
-----CTTAA G---------

+



GAATTCTATACTAGAAGTTCTCCTCGGAATTCGAATTCCGAGGAGAACTTCTAGTATAGAATTC
AATTCTATACTAGAAGTTCTCCTCGG AATTCCGAGGAGAACTTCTAGTATAG

-----GAATTC---------
-----CTTAAG---------

-----G              AATTC---------
-----CTTAA              G---------

Generación de dúplex de ADN para la integración del ARNg



Para inserción de un fragmento por recombinación homóloga, se diseñan cebadores
híbridos que contienen, por un lado la secuencia complementarias a zonas
flanqueantes del gen reporter y, en los extremos, secuencias complementarias a la
zona de inserción.

Generación de casetes de clonación para la inserción de 
fragmentos de ADN

Brazo de homologíaBrazo de homología

Fuente: Marta Pardo Piñón, 2017. Universidade da Coruña
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