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DESCRIPCION

Un procedimiento comun de analizar fragmentos de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) es por la separacion
en una matriz de gel de agarosa o poliacrilamida. Tales matrices proporcionan un medio en que se pueden analizar
tales fragmentos de diferentes tamafios y formas. En presencia de una corriente eléctrica, los fragmentos de acido
nucleico migraran a través de dicha matriz de gel en la direcciéon del electrodo positivo. Debido a que pequefias
moléculas lineales migran mas facil y rapidamente a través de los poros de una matriz que las moléculas mas
grandes, la matriz actia como un tamiz molecular, lo que separa los fragmentos de diferentes tamafios. Los
fragmentos de acido nucleico mas grandes normalmente se someten a electroforesis en geles de agarosa de baja
concentracion, mientras que los fragmentos mas pequefios se separan en geles de agarosa de mayor concentracion
o0 en geles de poliacrilamida, debido a que la poliacrilamida tiene una mayor capacidad de resolucién que la agarosa.

La deteccion de moléculas de acido nucleico sometidas a electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida se
puede lograr por una variedad de técnicas, que incluyen el uso de colorantes fluorescentes tales como bromuro de
etidio y SYBR Green. Estos colorantes se unen a las moléculas de &cido nucleico y fluorescen cuando se exponen a
la luz ultravioleta (UV). En forma alternativa, las moléculas de acido nucleico se pueden detectar por el acoplamiento
guimico de estas con marcas radioactivas, fluorescentes o quimioluminiscentes.

Los estandares de peso molecular de acido nucleico son Utiles para estimar la calidad, tamafio y/o cantidad de la
muestra de acido nucleico. Un estdndar normalmente se fracciona en forma simultdneamente con la muestra (por
ejemplo, en paralelo con la muestra), y después de la deteccidn, se hace una comparacion entre las bandas de la
muestra y las bandas del estandar. EI conocimiento del tamafio (en pares de bases) del estAdndar permite estimar el
tamafio del fragmento desconocido.

Los estandares comunes usados para estimar el tamafio de los fragmentos de &cido nucleico incluyen digestos de
restriccion de moléculas de acido nucleico tales como ADN gendmico natural de los bacteriéfagos (por ejemplo,
bacteriéfago lambda) que dan origen a una poblacion de fragmentos de &cido nucleico de tamafio conocido. Estos
tipos de estandares se llaman comunmente "marcadores de &cido nucleico” (por ejemplo, "marcadores de ADN").

Otro tipo de estandar de acido nucleico es producido por la manipulacidon genética de los plasmidos para contener
sitios de restriccion/escisién para una o mas endonucleasas de restriccion especificas en intervalos particulares del
plasmido. Después de la digestion del plasmido con las endonucleasas especificas, se generan fragmentos de acido
nucleico de tamafios conocidos especificos. Para la precision de la determinacion de tamafio y la facilidad de uso, es
beneficioso tener numerosas bandas que aumentan de tamafio en intervalos uniformes y regulares. Estos tipos de
estandares se llaman comunmente "escalas de &cido nucleicos" (por ejemplo, "escalas de ADN"). Preferiblemente,
cada fragmento generado de la digestion forma una banda diferenciada y mas preferiblemente las bandas del
digesto son equivalentes o sustancialmente equivalentes en intensidad cuando se colorea para facilitar la deteccién
de cada banda.

Ninguna de las escalas de ADN disponibles en el comercio proporciona un intervalo de tamafios de fragmento
estandar en el que bandas electroforéticas de alto peso molecular de 1 kilobase (kb) o mayores y bandas de peso
molecular bajo de 1 kb o menores, especialmente bandas en el intervalo de 100-500 pb, se resuelven claramente y
son iguales o sustancialmente iguales en intensidad de modo que son capaces de dar fragmentos de acido nucleico
de tamafio que abarca un amplio intervalo de peso molecular mediante el uso de un estandar de acido nucleico.

Una escala de ADN de 1 Kb esta actualmente disponible en Life Technologies, Inc. (Rockville, Maryland). Esta
escala contiene doce bandas en aumentos de 1018 pb, una banda de 1636 pb, una banda de 517 pb, y varias
bandas de tamafio menor que varian en tamafio de 506 pb a 75 pb. Sin embargo, los fragmentos menores que 1 Kb
parecen menos intensos y menos diferenciados que las bandas de incremento de 1018 pb. Asimismo, la banda de
1.636 pb y la banda doblete de 517/506 pb se colorean mas intensamente que las otras bandas en la escala.

Otro producto disponible en el comercio es la "Escala de ADN de Kb", disponible en Stratagene (La Jolla, CA). Este
producto contiene doce bandas de incrementos exactos de 1 Kb y tres bandas menores que 1 Kb. La intensidad de
las bandas menores que 2 Kb es aproximadamente la mitad de las bandas de 2 Kb y mas grandes. Ademas, las
bandas de la escala mayores que 6 Kb se colorean con menos de intensidad que las bandas de 2 Kb - 6 Kb.

La Promega Corporation (Madison, WI) vende una escala de ADN de 1 Kb con ocho bandas de incremento de 1 Kb
gue varian de 1 Kb a 10 Kb (no hay bandas de 7 0 9 Kb en esta escala) y tres bandas inferiores de 1 Kb. Las bandas
de 1 Kby 3 Kb en la Escala de ADN de 1 Kb disponible en Promega tienen aumento de intensidad (>2 veces) para
servir como puntos de referencia dentro de la escala. Ademas de esto, las bandas de 8 Kb y 10 Kb son
significativamente mas intensas que otras bandas en la escala y las bandas de 0,25, 0,5, y 0,75 Kb son de varias
intensidades.

La escala de ADN de 1 Kb comercializada por Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) es practicamente idéntica
al producto Promega, excepto que solo contiene una banda inferior a 1 Kb (la banda de 0,5 Kb). Varias de las
bandas en la escala de ADN de 1 Kb comercializada por Sigma varian en sus intensidades y esta escala contiene
solo una banda menor que 1 Kb.
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Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ) comercializa un producto llamado "Marcador de ADN de Kilobase" que es
probablemente el mismo producto descripto antes y comercializado por Sigma.

Una "Escala de ADN de 1 Kilobase" esta comercializada por Bayou Biolabs (Harahan, LA) que tiene bandas con
incrementos de 1 Kb hasta 10 Kb. Este producto no contiene ninguna banda menor que 1 Kb. El producto de Bayou
Biolabs tiene una banda de intensidad triple de 5 Kb y no contiene ninguna banda menor que 1 Kb.

Dos versiones disponibles en el comercio diferentes de una Escala de ADN de 1 Kb, comercializadas por GenSura
(DelMar, CA) e Invitrogen (San Diego, CA) se consideran idénticas. Estas escalas tienen bandas de incremento de 1
Kb desde 1 Kb a 15 Kb y, como en el producto de Bayou Biolabs, no tiene bandas menores que 1 Kb y una banda
de intensidad triple de 5 Kb.

En consecuencia, en vista de lo anterior, existe una necesidad de una escala de ADN que abarque un intervalo de
longitud amplio y que, cuando se separe en un gel y se tifia, genere bandas diferenciadas que sean claras y visibles
y sean de intensidad igual relativa en comparacion entre si. Esto es especificamente significativo para las longitudes
de banda menores que 1 Kb (en particular las de 500 pb y menores).

La presente invencion proporciona una escala de acido nucleico que comprende una pluralidad de fragmentos de
acido nucleico en que la masa relativa de cada fragmento de dicha pluralidad es no mayor que 3 veces la masa
relativa de cualquier otro fragmento de dicha pluralidad, en la que: la masa relativa se define como la relacion de la
masa de cada fragmento en comparacion con la masa total de todos los fragmentos; y la masa de un fragmento se
define como el tamafio (nUmero de pares de bases) de cada longitud del fragmento multiplicado por el nimero de
copias del mismo fragmento. La escala de acido nucleico de la invencion es util para estimar el tamafio de
fragmentos de &cido nucleico desconocidos, especificamente para estimar el tamafio (en pares de bases) de los
fragmentos de acido nucleico que abarcan un intervalo amplio de tamafios de peso molecular. Las escalas de &cido
nucleico de la invencion incluyen ARN o ADN y pueden ser de cadena simple o doble, aunque se prefieren las
escalas de ADN de cadena doble.

Preferiblemente, las escalas de acido nucleico de la invencion tiene dos o mas bandas (preferiblemente cuatro,
cinco, seis, siete, ocho 0 mas bandas) que varian de aproximadamente 25 Kb a aproximadamente 100 pb o
menores, preferiblemente 20 Kb a 100 pb o menores, més preferiblemente 15 Kb a 100 pb o menor y de maxima
preferencia 12 Kb a 100 pb, aunque menores intervalos estan contemplados por la invencién.

Las escalas de acido nucleico de la invencion preferiblemente contienen una mezcla de fragmentos de acido
nucleico de diferentes longitudes en las que el nimero de copias de cada tamafio de fragmento se ajusta de modo
que la masa relativa de cada fragmento es sustancialmente igual, como se define a continuaciéon. Al tener
sustancialmente la misma masa relativa, las bandas de las escalas de la invencion tienen intensidad
sustancialmente igual cuando se tifien después de la separacién por electroforesis en gel. En otro aspecto, los
fragmentos de las escalas se producen por la escision de una o mas moléculas de &cido nucleico en uno o mas
sitios de restriccion de enzima. Estas moléculas pueden comprender cualquier vector que incluyen plasmidos,
césmidos, o fagémidos.

Mas especificamente, una escala de la presente invencion se produce de un plasmido, disefiado para contener 9
copias de una secuencia de 100 pb, 4 copias de una secuencia de 200 pb, 3 copias de una secuencia de 300 pb, 2
copias de una secuencia de 400 pb, 2 copias de una secuencia de 500 pb, una copia de una secuencia de 650 pb,
una de 850 pb, y una de 1650 pb y 12 copias de una secuencia de 1000 pb. Numerosos fragmentos de tamafio
diferente estan presentes en copias multiples del plasmido ya que cada fragmento fue generado por la digestion con
la endonucleasa apropiada. En consecuencia, las escalas de la invencién comprenden numerosas bandas diferentes
(cada banda que representa un fragmento de tamafio diferente), en las que cada banda tiene sustancialmente la
misma intensidad después de la electroforesis en gel y tincion. Los fragmentos en este aspecto preferido de la
invencion se preparan por la digestion del plasmido con endonucleasas de restriccion, de este modo se producen
fragmentos que varian de aproximadamente 12 Kb a aproximadamente 100 pb, que cuando se tifien, aparecen
como bandas distintas de intensidad sustancialmente igual después de electroforesis en gel.

La presente invencion también proporciona escalas de &cido nucleicos de la invencion que comprenden una mezcla
de fragmentos de acido nucleico de longitudes diferentes. Cada fragmento de tamafio diferente de las escalas de la
invencion puede diferir en tamafio en X pares de bases (pb), donde X es un nimero entero igual o mayor que 10.
Preferiblemente, la masa relativa de cada fragmento de tamafio diferente es sustancialmente equivalente de modo
que se produzcan bandas diferenciadas de intensidad sustancialmente igual cuando los fragmentos se resuelven en
un gel y se colorean.

Las escalas de la invencidon se pueden preparar por procedimientos que comprenden proporcionar suficiente
cantidad de copias de cada fragmento de un tamafio deseado de modo que la masa de cada fragmento sea
sustancialmente equivalente. Generalmente, se necesitan mas copias de fragmentos menores para equiparar la
masa de los fragmentos méas grandes. Los fragmentos mdltiples para preparar las escalas de la invencion se pueden
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proporcionar de modo separado o en una forma premixta. En cualquier caso, los fragmentos provistos por separado
se deben mezclar antes de la separacién en el gel.

Los procedimientos también pueden comprender

€)) mezclar una 0 mas enzimas de restriccion con una o mas moléculas de acido nucleico (preferiblemente
plasmidos, cosmidos, o fagémidos); y

(b) incubar la mezcla en condiciones que favorecen la escision de dichas moléculas de acido nucleico en uno o
mas de los sitios de restriccion, de este modo se proporcionan las escalas de la invencién. La escision puede ser
una digestion parcial, una digestion completa, o una combinacion de ambas, que dependen del disefio de la
molécula de acido nucleico. La digestion parcial genera una poblacién de multimeros (por ejemplo, repeticion de
monomeros, repeticion de dimeros, repeticiéon de trimeros, repeticion de tetrameros, etc.), de este modo se forma
una escala, mientras que la digestion completa genera bandas de tamafio distinto (de acuerdo con el lugar de los
sitios de restriccion).

La escala de &cido nucleico de la invencion se puede usar para determinar el tamafio de una molécula de acido
nucleico, por ejemplo, en un procedimiento que comprende:

€) separar de acuerdo con el tamafio la escala de acido nucleico de la invencion, y la molécula de acido
nucleico que se va ajustar por tamafio; y

(b) determinar el tamafio de la molécula de &cido nucleico por comparacion con los fragmentos o las bandas de
la escala de acido nucleico.

La escala de &cido nucleico de la invencion se puede proporcionar como kits que comprenden un medio portador, tal
como una caja, cartén o similares, que se compartimentaliza para recibir en aislamiento hermético uno o mas medios
de recipiente, tales como tubos, viales, ampollas, frascos, o similares, en el que un primer medio de recipiente
comprende la escala de &cido nucleico de la presente invencidn. El kit puede comprender la escala en un recipiente
individual (pre-mezclada) o puede comprender fragmentos de la escala en recipientes separados que se pueden
mezclar en un tiempo posterior.

Las moléculas de acido nucleico (ADN o ARN, preferiblemente, ADN de cadena doble) para preparar las escalas (o
fragmentos de estas) de la invencién incluyen plasmidos, césmidos, o fagémidos. Un plasmido preferido es
pKB1847. Se pueden proporcionar células huésped que contienen tales moléculas.

Breve descripcion de las figuras

Estos y otros rasgos, aspectos, y ventajas de la presente invencién se entenderan mejor con referencia a la
siguiente descripcion y las reivindicaciones anexas, y los dibujos acompafiantes en los que

La Figura 1 muestra un mapa de restriccion del plasmido pKB 1847;

La Figura 2 es una fotografia de un gel comparativo que ilustra las caracteristicas distintivas de la presente invencion
en comparacion con los estdndares de ADN existentes.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2357877 T3

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que se pueden usar como estandares para estimar el
tamafio (en pares de bases) y/o la masa de moléculas de acido nucleico lineales de cadena doble o simple
separados por tamafio, preferiblemente por electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. Las moléculas de
acido nucleico de la invencién pueden ser moléculas de ADN, moléculas de ARN o moléculas del hibrido ADN/ARN,
y pueden ser de cadena doble o cadena simple.

Las moléculas de acido nucleico (o fragmentos de las escalas o composiciones de la invencién) se pueden producir
a partir de uno o mas vectores (por ejemplo, plasmidos, cdsmidos y fagémidos) disefiados para contener copias de
fragmentos de diferentes longitudes. Sin embargo, cualquier molécula de acido nucleico o combinacién de moléculas
se pueden usar para producir las escalas de la invencién. Posteriormente se proporcionan los fragmentos de tamafio
diferentes (como una premezcla o en forma separada para la mezcla posterior) de modo que la masa relativa de
cada longitud del fragmento sea sustancialmente equivalente. La masa relativa se define como la relaciéon de cada
masa del fragmento en comparacion con la masa de todos los fragmentos. La masa de un fragmento se define como
el tamafio (nUmero de pares de bases (pb) de cada longitud del fragmento multiplicado por el nimero de copias del
mismo fragmento; por ejemplo, si una escala o composicion tiene tres (3) fragmentos de tamafio diferente
(fragmento 1, 100 pb con 50 copias; fragmento 2, 500 pb con 10 copias; y fragmento 3, 1000 pb con 5 copias) la
masa de cada fragmento debe ser 5000 (por ejemplo, 5 copias de un fragmento de 1.000 pb debe tener la masa de
5 X 1.000=5.000). La masa total en consecuencia deber ser 15.000 (5.000 + 5.000+ 5.000 = 15.000). La masa
relativa (en por ciento) se puede calcular por la divisién de la masa de un fragmento particular respecto de la masa
total de todos los fragmentos multiplicado por 100. En consecuencia, la masa relativa de cada fragmento debe ser
33%. La masa relativa es sustancialmente igual cuando la masa relativa de cada fragmento es no mayor que 3
veces la masa relativa de otro fragmento, preferiblemente, no méas de 2,5 veces la masa relativa de otro fragmento,
mas preferiblemente 2 veces la masa relativa de otro fragmento, aun mas preferiblemente 1,5 veces la masa relativa
de otro fragmento, y de maxima preferencia cada fragmento tiene aproximadamente la misma masa relativa.

Por ejemplo, la masa relativa del fragmento de 100 pb se puede calcular por la divisién de la masa del fragmento de
100 pb, 9 copias x 100 pb = 900, respecto de la masa total de los fragmentos de la escala, 19.550 pb (ver Tabla 1),
multiplicado por 100 produce una masa relativa de 4,6%. En un segundo ejemplo, el fragmento de 1.650 pb (1.650 X
1 copia = 1.650) dividido por la masa total de todos los fragmentos de la escala, 19.550, multiplicado por 100 da una
masa relativa de 8,4%. En consecuencia, debido a que la masa relativa del fragmento de 1.650 pb es menor que
tres veces la masa relativa del fragmento de 100 pb, la masa relativa de los fragmentos se considera
sustancialmente igual que como se define en la presente.

Una molécula de &cido nucleico particularmente preferida genera una escala de 1 kb (incrementos de
aproximadamente 1 Kb) y contiene aproximadamente 9 copias de una secuencia de 100 pb, 4 copias de una
secuencia de 200 pb, 3 copias de una secuencia de 300 pb, 2 copias de una secuencia de 400 pb, 2 copias de una
secuencia de 500 pb, una copia de la secuencia de 650 pb, una de 850 pb y una de 1650 pb. La escala de 1 Kb se
genera por la digestion parcial del vector que contiene 12 copias de una secuencia de aproximadamente 1 kb (1000
pb), mientras que las copias multiples de fragmentos menores que 1 kb se generan por digestion completa. El
aumento de la cantidad de fragmentos de tamafio menor proporciona la equiparacion de la masa relativa de todos
los fragmentos, de este modo permite la intensidad de banda sustancialmente igual.

Como se indicd, una o mas moléculas de acido nucleico se pueden usar para preparar la escala de la invencién. Es
decir, uno o numerosos fragmentos se pueden obtener de una o mas moléculas, y los fragmentos se pueden aislar y
mantener por separado o premezclar.

Como sera entendido por los expertos en la técnica, las moléculas de acido nucleico usadas para formar la escala
de ajuste de tamafio de acido nucleico de la invencién son preferiblemente moléculas de ADN lineal o circular que se
escinden con una enzima de restriccion. Por ejemplo, las moléculas de &cido nucleico pueden derivar de un
cromosoma, un vector, un césmido, un plasmido o un genoma viral. Preferiblemente, las moléculas de &cido nucleico
son moléculas de vector o virales y sus derivados. Los acidos nucleicos presentes en la molécula del vector o viral
pueden incluir acidos nucleicos exdgenos que han sido unidos para producir la molécula del vector o viral. En una
realizacién preferida, el acido nucleico es ADN.

A fin de preparar las copias mdltiples de los fragmentos de la invencion, se puede usar el procedimiento descripto en
el Ejemplo 1. Los fragmentos mudltiples de un tamafio deseado se pueden clonar en un sitio de restriccion
seleccionado de modo cabeza a cola para evitar la formacion de una horquilla. El vector que contiene el nimero
apropiado de copias multiples deseadas de modo que tenga una masa relativa sustancialmente igual se puede
seleccionar de acuerdo con el tamafio. Las copias mdltiples estan preferiblemente flanqueadas con uno o mas sitios
de endonucleasa de restriccion de modo que estas se puedan remover de un vector e insertar en otro vector como
un "casete". Esto permite la preparacion de un vector individual que contiene los mdltiples fragmentos para obtener
la escala o composicion de la invencién. Este vector se puede usar posteriormente, por la digestion con las
endonucleasas apropiadas bajo las condiciones apropiadas, para preparar las escalas de la invencion. En forma
alternativa, los fragmentos de tamafo diferentes (o copias multiples de estos) se pueden insertar en vectores
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separados, los fragmentos se pueden aislar y posteriormente premezclar o almacenar para la mezcla posterior para
obtener las escalas o composiciones de la invencién. Estos fragmentos se deben mezclar en cantidades apropiadas
para proporcionar una escala o composicion, en la que cada fragmento de la escala tiene sustancialmente la misma
masa relativa. El procedimiento anterior se puede repetir para cualquiera de los multiples tamafios de fragmento, y
las copias mdltiples se combinan, segun sea deseado. Los sitios de restriccion que permiten el ligamiento cabeza a
cola de fragmentos son sitios de restriccion asimétricos conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, Aval y Banll.

Cuando las copias multiples de los fragmentos de la presente invencion son para insertar en uno o mas vectores, los
fragmentos se pueden ligar para producir repeticiones que se pueden separar por sitios de restriccion. Una o mas de
estas repeticiones se pueden separar posteriormente por la escision con una o mas enzimas de restriccion tal como
una endonucleasa de restriccion de extremo romo y/o extremo adhesivo. Una endonucleasa de restriccion es una
enzima que tiene la capacidad de reconocer una secuencia de base especifica (usualmente 4, 5, 6 pares de bases
de longitud o mayor) en una molécula de ADN, y escindir la molécula de ADN donde aparece esta secuencia. En la
practica de la presente invencién, se pueden elegir enzimas de restriccién y sitios de restriccibn que dan los
fragmentos de extremo romo o extremo adhesivos iguales o diferentes. Los ejemplos de enzimas de restriccion de
extremo romo adecuadas para el uso en la invencion, y sus sitios de escision, incluyen sin limitacion:

Alul, Dral, Eco47 lll, EcoRV, Fspl, Hpal, Mscl, Nrul, Pvull, Rsal, Scal, Smal, Sspl, Stul, Thal, Dral

Los ejemplos de enzimas de restriccion de extremo adhesivo para usar en la invencion, y sus sitios de escision,
incluyen sin limitacién:

Aval, BamHI, Banll, Bglll, Clal, EcoRlI, Hindlll, Hpall, Kpnl, Msel, Ncol, Ndel, Notl, Pstl, Pvul, Sacl/Sstl,
Xbal, Xhol.

Las enzimas de restriccion mencionadas anteriormente y otras que se pueden usar de modo equivalente en la
presente invencion, estan disponibles en el comercio, por ejemplo en Life Technologies, Inc. (Rockville, MD). Ver
también Roberts, R.J., Nucl. Acids Res. 17 (Suppl.):r347-r387 (1989), para otros ejemplos de enzimas de restriccién
y sus sitios de escision.

Preferiblemente, las moléculas de acido nucleico usadas para obtener fragmentos de las escalas, contienen un
origen de replicacion (por ejemplo, ori) de modo que la molécula de &cido nucleico se puede replicar
auténomamente dentro de una célula huésped. También se prefiere que la molécula de acido nucleico contenga un
marcador seleccionable o detectable. El origen de replicacion y el marcador pueden estar presentes en el mismo
fragmento. Las células huésped que contienen la molécula de &acido nucleico de la invencion se pueden cultivar y
seleccionar con un agente de seleccion que corresponde al marcador seleccionable. Las células huésped
procariticas (gramnegativo o grampositivo) o eucariéticas se pueden usar de acuerdo con la invencién. Las células
huésped procarioticas preferidas incluyen las bacterias del género Escherichia, Salmonella, Pseudomonas o
Klebsiella. Preferiblemente, se usan las cepas de E. coli (por ejemplo E. coli sTBL2™ gue se pueden obtener de Life
Technologies, Inc. Rockville, MD). El huésped eucariético preferido incluye levaduras, células de planta, células de
mamifero o células de insecto.

De acuerdo con la invencién, las secuencias del fragmento se pueden ligar en un vector que se transforma
posteriormente en una célula huésped, mediante el uso de técnicas bien conocidas. Estas copias multiples se
pueden ligar entre si para formar multimeros, por ejemplo, dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros, hexameros y
similares. La célula huésped posteriormente se cultiva, lisa y se aisla el vector por protocolos estandares. Por favor,
ver por ejemplo, Maniatis, Fitsch and Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982) o ADN Cloning,
Volumenes | y Il (D. N. Glover ed. 1985) para los procedimientos de clonacion general. El vector posteriormente se
puede digerir en el sitio de la endonucleasa de restriccion, de este modo se separan las repeticiones para dar copias
multiples del fragmento repetido. En forma alternativa, la digestion parcial del vector proporciona multimeros de
tamafios variados. Las condiciones de digestién parcial que producen los multimeros deseados se pueden
determinar por procedimientos estandares tales como visualizacién de los productos de los digestos parciales
incubados con duracion variada. Tales multimeros de tamafio variado (por ejemplo, monémeros, dimeros, trimeros,
etc.) se usan para seleccionar por tamafo escalas de acuerdo con la invencién y formar "peldafios" de la escala.
Tales escalas de tamafio adecuado pueden ser de cadena doble o cadena simple. Las escalas de cadena simple se
pueden formar de moléculas de acido nucleico o escalas de cadena doble de la invencion por técnicas que son bien
conocidas por los expertos en la técnica.

De acuerdo con la invencion, los nucleétidos o sus derivados adecuados para preparar los oligonucleétidos y
moléculas de acido nucleico de la invencion incluyen, pero sin limitacion, dUTP, dATP, dTTP, dCTP, dITP, ATP,
TTP, UTP, GTP, CTP, 7-deaza-dGTP, adATP, adTTP, adGTP, adCTP, ddATP, ddTTP, ddCTP, y ddGTP. Otros
nucleétidos (desoxi y didesoxi) y sus derivados adecuados para usar en la formaciéon de las moléculas de acido
nucleico de la invencién seran familiares para los expertos en la técnica.

Como se describe con mas detalle en el siguiente Ejemplo 2, se puede producir una escala de acido nucleico
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preferida a partir del plasmido pKB 1847 (Figura 1) por la digestion primera del plasmido hasta la terminacién con la
enzima de restriccion Bglll para generar copias multiples de fragmentos de 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, y 500 pb
asi como fragmentos de 650 pb, 850 pb, y 1650 pb y un “casete” de repeticion de 12 kb que contiene 12 repeticiones
de 1 kb (ver Figura 1). El casete posteriormente se digiere parcialmente con BamHI para generar fragmentos que
aumentan de tamafio por incrementos de 1 kb, el fragmento mas grande es de 12 kb. Obviamente, las etapas de
digestion completa y digestion parcial se pueden invertir la secuencia.

De acuerdo con la invencién, las escalas pueden contener una o mas bandas o fragmentos destacados para los
fines de orientacion. Tales bandas o fragmentos destacados tendran sustancialmente mas masa relativa (mayor que
3 veces, preferiblemente mayor que 4 veces, y de maxima preferencia mayor que 5 veces) que los otros fragmentos
o bandas. En consecuencia, los fragmentos destacados tienen intensidad mejorada después de la tincién de modo
de distinguir las bandas o fragmentos destacados de las otras bandas o fragmentos dentro de la escala de la
invencion,

La escala de seleccidon de tamafio o composicion de la presente invencién se puede usar para estimar el tamafio
(en pb) de los fragmentos de &cido nucleico de cadena de doble (por ejemplo ADN o ARN), preferiblemente por
electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. Esta escala también se puede usar para seleccionar por tamafio
fragmentos de &cido nucleico de cadena simple cuando las cadenas se separan por desnaturalizacion térmica o
guimica. En particular, la escala de la presente invencién es Util como un estandar para seleccionar por tamafio
fragmentos de acido nucleico lineales de cadena doble y cadena simple en el intervalo de 25 Kb a 10 pb. La escala
de la presente invencidon también se puede marcar en forma detectable, por ejemplo con una radiomarca, marca
fluorescente, o marca quimiolumiscente como se describe mas adelante y se usa como un estandar de los ensayos
de é&cido nucleico tales como hibridacién Southern, o amplificacion por PCR en el que el tamafio de las bandas
esperadas esta dentro del intervalo de la escala de tamafio adecuado usada.

La escala del marcador de acido nucleico de la presente invencion puede ser de cadena simple o cadena doble. La
escala de cadena doble se obtiene directamente del constructo de &cido nucleico de cadena doble de la invencion.
Las cadenas simples se pueden obtener por calentamiento del constructo de acido nucleico de cadena doble de la
invencién, o por el tratamiento de este con un agente caotrépico o con una helicasa. En forma alternativa, las
cadenas simples se obtendran cuando la escala se separa en SDS-PAGE.

La escala de la invencién se puede marcar en forma detectable por tincién con bromuro de etidio o SYBR green, o
por marcacion del extremo mediante el uso de procedimientos estandar conocidos en la técnica. Una ventaja
particular de la escala de cadena doble (por ejemplo, ADN) de la presente invencién es la presencia de un "extremo
adhesivo" que comprende los cuatro nucledtidos como resultado del digesto de restriccion, lo que permite el uso de
cualquier nucleétido marcado, A, C, T, G, para el fin de marcar en forma detectable las bandas de la escala o
composicion. En consecuencia, otro aspecto de la invencién se refiere a la escala de la presente invencion que se
marca en forma detectable con una tincion u otra marca detectable. Las marcas adecuadas para la marcacion en
forma detectable de la escala de la invencion incluyen, pero sin limitacién, radiomarcas (por ejemplo, **P, **C, *H y
similares), marcas fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rodamina, ficocianina y similares) y marcas
quimioluminiscentes (por ejemplo, mediante el uso de los sistemas de quimioluminiscencia PHOTO-GENE™ o
ACESTM, disponibles en el comercio de Life Technologies, Inc. Rockville, MD).

En otra realizacién, la presente invencion se refiere a un kit de marcador de acido nucleico que comprende un
portador significa tal como una caja o carton que tiene en aislamiento hermético al menos un recipiente tal como
viales, tubos, frascos, ampollas y similares. Tal kit puede comprender la escala de acido nucleico de la presente
invencién, opcionalmente en forma marcada. Los fragmentos de la escala se pueden proporcionar en recipientes
separados o en forma premezclada. Las escalas o fragmentos de estas se pueden proporcionar en un tampén de
conservacion tal como aproximadamente 10 mM de TRIS-HCI (pH 8,0), aproximadamente 1 mM de EDTA vy,
opcionalmente, aproximadamente 50 mM de NaCl. La escala de acido nucleico puede estar presente en una
concentracion de aproximadamente 1 uM, y se almacena preferiblemente a aproximadamente -20°C hasta el uso.
Un recipiente adicional puede contener un reactivo capaz de marcar en forma detectable la escala de la presente
invencién, tal como bromuro de etidio, SYBR Green, o T4 polinucleétido quinasa. Opcionalmente, la escala puede
estar en un tampdn de conservacion que contiene glicerol, o sacarosa, o un colorante tal como azul de bromofenol o
cianol Xileno,

Habiendo descripto en general la invencion, la misma se comprendera mas facilmente mediante la referencia a los
siguientes Ejemplos que se proporcionan a modo de ilustracién, y no se consideran una limitacion de la presente
invencion, a menos que sea especificado,

Los siguiente MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS se usaron en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

Produccién del plasmido "pKB1847"
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Etapa 1:

Una escala o composiciéon de ADN de acuerdo con la presente invencion se produce a partir de un plasmido
construido especialmente ("pKBI847") disefiado para contener 9 copias de una secuencia de 100 pb, 4 copias de
una secuencia de 200 pb, 3 copias de una secuencia de 300 pb, 2 copias de una secuencia de 400 pb, 2 copias de
una secuencia de 500 pb, una copia de una secuencia de 650 pb, una de 850 pb, y una de 1650 pb y 12 copias de
una secuencia de 1000 pb. Los fragmentos de tamafio variado estan presentes en las copias multiples en el
plasmido para obtener la masa relativa de cada fragmento proporcional. El mapa del plasmido se fija y se construyé
por las siguientes etapas: Un plasmido se disefié para contener el origen de replicacion pUC19 y el gen de
resistencia a ampicilina en un fragmento de un tamafio exacto de 1650 pb. Un fragmento que contiene el gen
ampicilina (936 pb) y un fragmento que contiene el origen de replicacién (694 pb) se prepararon por amplificacién
por PCR con cebadores especificos que contienen sitios de restriccion, seguido por la digestion por restriccion y el
ligamiento de los productos de PCR, posteriormente la transformacion de la mezcla de ligamiento en las células de
E. coli DH50E competentes. El plasmido resultante se designé "pHB 106".

Etapa 2:

Dos fragmentos de 1000 pb posteriormente se amplificaron por PCR a partir de ADN lambda para contener los sitios
de la enzima de restriccion de modo que cuando se digirieron con estas enzimas, se pudieron ligar entre si y clonar
en el vector "pHB 106" entre los sitios de restriccion Ecorl y Hindlll.

Etapa 3:

El pldsmido resultante contenia un sitio Aval asimétrico (CTCGGG) entre los dos fragmentos de 1 Kb que
posteriormente se usoO para ligar en otros fragmentos de 1 Kb que estaban flanqueados por el mismo sitio Aval
asimétrico. Esto asegur6 que los fragmentos de 1 Kb se ligaran en el plasmido de un modo cabeza a cola. Se aislé
un plasmido que contiene doce fragmentos de 1 Kb ("pKB 1603 ").

Etapa 4:

Un fragmento de 100 pb se amplificé a partir de ADN lambda y las multiples copias se clonaron en el sitio EcoRI de
pHB106 como se describié en las Etapas 2 y 3. Se aislo un plasmido que contiene nueve fragmentos de 100 pb
("pKB1213").

Etapa 5:

El procedimiento descripto en la Etapa 4 se repitié6 para clonar cuatro fragmentos de 200 pb ("pKB2110"), tres
fragmentos de 300 pb ("pKB3106”), dos fragmentos de 400 pb ("pKB4103"), y dos fragmentos de 500 pb
("pKB5006") en vectores pHB106.

Etapa 6:

El plasmido pKB3106, que contiene los multimeros del fragmento de 300 pb, y el plasmido pKB4103, que contiene
los multimeros del fragmento de 400 pb, se digirieron en dos sitios de restriccién y los fragmentos de cada plasmido
se purificaron en gel y se ligaron entre si. Se form6 un nuevo plasmido que contiene los multimeros de 300 pb y los
multimeros de 400 pb cabeza a cola.

Etapa 7:

Los multimeros de 100 pb, 200 pb y 500 pb posteriormente se clonaron en el plasmido que contiene los multimeros
de 300 y 400 pb mediante el uso de tres "ciclos" méas del procedimiento descripto en la Etapa 6. El plasmido
resultante contenia todos los multimeros de los fragmentos de 100, 200, 300, 400, y 500 pb.

Etapa 8:

El "casete" que contiene los multimeros de los fragmentos de 100 pb a 500 pb se cort6 del plasmido de la etapa 7 y
se lig6 en el plasmido, pKB 1603, descrito en la etapa 3 que contiene los doce fragmentos de 1000 pb.

Etapa 9:

Un fragmentos de 650 pb y un fragmentos de 850 pb, generados por PCR a partir de ADN Lambda, se clonaron en
los sitios de enzima de restriccién Unica en el plasmido descripto en la Etapa 8. El plasmido resultante se designé,
"pKB1847". Este plasmido contenido en las células de E. coli sTBL2™, se deposito el 20 de junio de 1997 con The
Collection, Agricultural Research Culture Collection (NRRL), 1815 North University Street, Peoria, IL 61604 USA
como Deposito Nom NRRL B-21791.
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Ejemplo 2
Produccién de la Escala de ADN

La Escala de ADN se produce a partir del plasmido pKB 1847 por digestion primero del plasmido hasta la
terminacion con la enzima de restriccién Bglll. Esto libera las copias multiples de los fragmentos de 100 pb, 200 pb,
300 pb, 400 pb, y 500 pb asi como los fragmentos de 650 pb, 850 pb y 1650 pb y el fragmento repetido de 12 Kb.
Esta mezcla posteriormente se digiere parcialmente con la enzima de restriccion BamHI para generar fragmentos
que aumentan en tamafio en 1 Kb, el fragmento mas grande es de 12 Kb (ver Tabla 1). Las enzimas de restriccion
BamHI y Bglll generan “extremos adhesivos" idénticos en cada fragmento de la escala con la secuencia, GATC.

Tabla 1: Escala de ADN de la presente invencion - Masa relativa de bandas de escala

Tamafio de banda | Namero de fragmentos Masa ( pb) Masa relativa
de la escala (pb) del plasmido (# de fragmentos x tamafio) ((masa/(tamafio del plasmido
total) x 100%1
12.000 *5,1%
11.000 *5,1%
10.000 *5,1%
9.000 *5,1%
8.000 *5,1%
7.000 *5,1%
6.000 *5,1%
5.000 *5,1%
4.000 *5,1%
3.000 *5,1%
2.000 *5,1%
1.650 1 1.650 8,4%
1.000 12* 12.000* *5,1%
850 1 850 4,3%
650 1 650 3,3%
500 2 1.000 5,1%
400 2 800 4,1%
300 3 900 4,6%
200 4 800 4,1%
100 9 900 4,6%

Tamafio del plasmido total = 19,550 pb
* = La masa de 12.000 pb comprende 12 bandas separadas.

Ejemplo 3
Electroforesis en gel y tincion con bromuro de etidio

El material se obtuvo de ocho compafiias con productos de escala de acido nucleico comparables y se analizd
simultaneamente con la escala de ADN o composicion de la invencion de la siguiente manera:

Se aplicaron 250 ng de ADN en los pocillos de un gel de agarosa 1% que contenia 1 ug/ml de bromuro de etidio. El
gel se sumergié en solucion tampén de Tris-Acetato-EDTA, que también contiene 1 ug/ml de bromuro de etidio, en
un aparato de electroforesis.

El gel se sometio a electroforesis a 100 V durante 40 minutos.
Las bandas se analizaron por la fotografia del gel bajo la exposicion de luz UV.

La Figura 2 es una fotografia del gel que ilustra la intensidad y nimero de bandas de ADN en diversas escalas. Lo
siguiente describe las diferencias entre la invencion y los productos relacionados disponibles en el comercio cuando
se analizan por electroforesis en gel:

El producto de la invencion se ilustra en la Figura 2, Calle 1. De modo significativo, todas las bandas de la escala, en
especial las bandas menores que 1 kb de longitud, se tifien con intensidad relativamente igual con bromuro de etidio
ya que la masa de ADN en cada una de las bandas es relativamente proporcional.

Como se puede observar en la Figura 2, Calle 2, la Escala de ADN de 1 Kb disponible en el comercio en Life
Technologies, Inc. (Rockville, MD) difiere de la invencion en que los fragmentos menores que 1 Kb parecen ser
menos intensos que las bandas de incremento de 1018 pb. Esto es porque la masa relativa de cada uno de estos
fragmentos (y en consecuencia la intensidad de estas bandas cuando se tifien) disminuye en proporciéon con su
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tamafo. Asimismo, la banda de 1.636 pb y la banda de 500 pb se tifien mas intensamente que las otras bandas de
la escala.

La Calle 3 ilustra la "Escala de ADN Kb" de Stratagene (La Jolla, CA). La intensidad de las bandas menores que 2
Kb es aproximadamente la mitad de las bandas de 2 Kb y mas grandes. Esta caracteristica se describe como un
marcador para los fines de referencia. Ademas, las bandas de la escala mayores que 6 Kb se tifien menos
intensamente que las bandas de 2 Kb - 6 Kb.

Las bandas de 1 Kb y 3 Kb en la escala de ADN de 1 Kb disponible de Promega (Madison, WI) (Calle 4) tienen
aumento de intensidad (>2 veces) para servir como puntos de referencia dentro de la escala. Ademas de estos, las
bandas de 8 Kb y 10 Kb son significativamente mas intensas que otras bandas de la escala y las bandas de 0,25,
0,5, y 0,75 Kb son de diversas intensidades.

Varias de las bandas de la escala de ADN de 1 Kb comercializada por Sigma (St. Louis, MO) (ver Calle 5) varian en
sus intensidades y esta escala contiene solo una banda menor que 1 Kb.

La escala de ADN de 1 Kb comercializada por Pharmacia (Piscataway, NJ) (Calle 6) es idéntica a la escala Sigma y
es probablemente el mismo producto.

El producto de Bayou Biolabs (Harahan, LA) de la Calle 7 tiene una banda de 5 Kb de intensidad triple y no contiene
ninguna banda menor que 1 Kb.

Las dos escalas de ADN de 1 Kb de las Calles 8 y 9 (GenSura (DelMar, CA) e Invitrogen (San Diego, CA)) son
productos idénticos que tienen bandas de 5 Kb de mayor intensidad y ninguna banda menor que 1 Kb.
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REIVINDICACIONES

1. Una escala de acido nucleico que comprende una pluralidad de fragmentos de acido nucleico en la que la masa
relativa de cada fragmento de dicha pluralidad es no mayor que 3 veces la masa relativa de cualquier otro fragmento
de dicha pluralidad, en la que:

la masa relativa se define como la relaciéon de la masa de cada fragmento en comparacion con la masa total de
todos los fragmentos; y

la masa de un fragmento se define como el tamafio (nUmero de pares de bases) de cada longitud del fragmento
multiplicada por el niUmero de copias del mismo fragmento.

2. La escala de acido nucleico de la reivindicacién 1 que comprende dos o mas fragmentos que varian de 25 Kb a
100 pb.

3. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 2 que comprende dos o mas fragmentos que varian de 20 Kb a
100 pb.

4. La escala de &cido nucleico de la reivindicacion 3 que comprende dos o méas fragmentos que varian de 15 Kb a
100 pb.

5. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 4 que comprende dos o mas fragmentos que varian de 12 Kb a
100 pb.

6. Una escala de &cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que los
fragmentes difieren en longitud por x pares de bases en donde x es un nimero entero igual o mayor que 10.

7. Una escala de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 6 en la que el nimero entero es igual o mayor que
100.

8. La escala de &cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la que dicha escala esta
compuesta de fragmentos de acido nucleico que tienen incrementos entre tamafios de fragmento de
aproximadamente 1 kb y uno o mas fragmentos de acido nucleico menores que 1 Kb.

9. La escala de &cido nucleico de la reivindicacion 8 en la que dichos fragmentos de acido nucleico menores que 1
Kb estan en incrementos de 10 pb, 20 pb, 30 pb, 40 pb, 50 pb, 60 pb, 70 pb, 80 pb, 90 pb 0 100 pb.

10. La escala de &cido nucleico de la reivindicacion 8 que comprende copias multiples de uno o méas fragmentos
seleccionados del grupo que consiste en 100 pb, 500 pb, 50 pb, y 10 pb de longitud.

11. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 1 que comprende 9 copias de una secuencia de 100 pb, 4 copias
de una secuencia de 200 pb, 3 copias de una secuencia de 300 pb, 2 copias de una secuencia de 400 pb, 2 copias
de una secuencia de 500 pb, y una copia de una secuencia de 650 pb, una de 850 pb, una de 1650 pb y un
fragmento de 12 Kb que se digiere parcialmente para generar fragmentos que aumentan de tamafio en 1 Kb, el
fragmento mas grande es de 12 Kb.

12. La escala de acido nucleico de cualquier reivindicacion precedente en la que dicha escala comprende una marca
detectable y en la que dicha marca detectable es bromuro de etidio.

13. La escala de acido nucleico de cualquier reivindicacion precedente en la que dicha marca detectable es SYBR
green.

14. La escala de acido nucleico de cualquier reivindicacion precedente en la que la escala esta en un tampoén de
conservacion que comprende un colorante.

15. La escala de &cido nucleico de la reivindicacion 14 en la que dicho colorante se selecciona del grupo que
consiste en azul de bromofenol, verde de xileno.

16. La escala de acido nucleico de cualquier reivindicacion precedente, en la que la masa relativa de cada fragmento
de dicha pluralidad es no mayor que 2,5 veces la masa relativa de cualquier otro fragmento de dicha pluralidad.

17. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 15, en la que la masa relativa de cada fragmento de dicha
pluralidad es no mayor que 2 veces la masa relativa de de cualquier otro fragmento de dicha pluralidad.

18. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 17, en la que la masa relativa de cada fragmento de dicha
pluralidad es no mayor que 1,5 veces la masa relativa de de cualquier otro fragmento de dicha pluralidad.
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19. La escala de acido nucleico de la reivindicacién 18, en la que la masa relativa de cada fragmento de dicha
pluralidad es aproximadamente la misma.

20. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 19 en la que el nimero de copias de cada fragmento de dicha
pluralidad es tal que la masa relativa de cada fragmento es no mayor que 2,5 veces la masa de cualquier otro
fragmento de dicha pluralidad.

21. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 20 en la que el nimero de copias de cada fragmento de dicha
pluralidad es tal que la masa relativa de cada fragmento es no mayor que 2 veces la masa de cualquier otro
fragmento de dicha pluralidad.

22. La escala de acido nucleico de la reivindicacion 21 en la que el nimero de copias de cada fragmento de dicha

pluralidad es tal que la masa relativa de cada fragmento es no mayor que 1,5 veces la masa de cualquier otro
fragmento de dicha pluralidad.
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