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DESCRIPCION
Amplificacién universal de rna fragmentado.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos de preparacién de RNA para determinacion del perfil de la expresion
génica por una diversidad de métodos. Los métodos de la invencién son particularmente Utiles para amplificacion uni(
versal de RNA, con inclusién de RNA en el cual una o més especies de RNA esta(n) fragmentada(s) y/o bloqueada(s)
en su término 3', tal como se obtiene a partir de tejido fijado incrustado en parafina (FPET). Los métodos son utiles tam(]
bién para detectar especies de RNA que carecen de poliadenilaciéon. Adicionalmente, se proporcionan métodos RT-PCR
mejorados para determinacion del perfil dtiles en la expresién génica.

Deteccién de la Técnica Afin

La determinacion del perfil de la expresion génica esta adquiriendo una importancia creciente tanto en investigall
cidn bioldgica como en la practica clinica. La determinacion del perfil de la expresion génica ha sido utilizada para clasilJ
ficar diversos tipos de cancer (véase v.g. Golub et al., Science 286:531-537 (1999); Bhattacharjae et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 98:13790-13795 (2001); Chen-Hsiang et al., Bioinformatics 17 (Suppl. 1):S316-S322 (2001); Ramaswal |
my et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:15149-15154 (2001); Martin et al., Cancer Res. 60:2232-2238 (2000); West et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:11462-11467 (2001); Sorlie et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:10869-10874 (2001);
Yan et al., Cancer Res. 61:8375-8380 (2001)), y para predecir el desenlace clinico del cancer, tal como cancer de mama
(Van't Veer et al., Nature 415: 530-536 (2002)) y cancer de pulmoén (Beer et al., Nat. Med. 8: 816-24 (2002)).

Los métodos utilizados mas comunmente conocidos en la técnica para la cuantificacion de la expresion de
mRNA en una muestra incluyen transferencia Northern e hibridacién in situ (Parker & Barnes, Methods in Molecular
Biology 106:247-283 (1999)); ensayos de proteccién de RNasas (Hod, Biotechniques 13:852-854 (1992)); microrredes
(Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(2):106-149 (1996)), y reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) (Weis et al., Trends in Genetics 8:263-264 (1992)). Alternativamente, pueden emplearse anticuerpos
que pueden reconocer duplex especificos, con inclusion de duplex de DNA, duplex de RNA, y duplex hibridos DNA-RNA
o duplex DNA-proteina. De éstos, debido a su sensibilidad, reproducibilidad, e intervalo dinamico amplio, la RT-PCR en
tiempo real esta convirtiéndose en el método de eleccidon para determinacion del perfil con alta capacidad y expresion
exacta.

En muchas situaciones en las que es potencialmente util la determinacion del perfil de la expresion génica, existe
material insuficiente para analisis sin amplificacion previa del RNA. Dado que el RNA no puede servir como molde para
la PCR, el primer paso en la determinacién del perfil de la expresion génica por RT-PCR es la transcripcion inversa del
molde de RNA en cDNA, seguida por su amplificacion exponencial en una reaccion PCR. La conversion de mRNA en
cDNA se realiza tipicamente por cebado con oligo dT del mRNA en presencia de la enzima transcriptasa inversa (RT).
Este paso, sin embargo, no es eficaz si la fuente de mMRNA es una muestra de tejido fijada incrustada en parafina, que
puede haber estado archivada durante hasta 10-20 afios, y en la cual el RNA esta fuertemente degradado (Lewis et al.,
J. Pathol. 195: 66-71 (2001)).

Adicionalmente, si bien Frolova L et al., Nucleic Acids Research, enero 1978, vol. 5, no. 1, 10 enero 1978 (197801
01), paginas 285-295, describen "Enzymatic synthesis of DNA complementary to mitochondrial mMRNA via reverse trans-
cription”, Emtage J S et al., Nucleic Acids Research. abril 1979, vol. 6, no. 4, abril 1979 (1979-04), paginas 1221-1239,
describen "Polyadenylation and reverse transcription of influenza viral RNA", Hell A et al., Biochimica et Biophysica Acta,
vol. 442, no. 1, 1976, paginas 37-49, describen "Synthesis of DNA complementary to human ribosomal RNA poly adeny-
lated", y Amara Rama Rao et al., Nucleic Acids Research, Oxford University Press, Surrey, GB, vol. 25, no. 17, 1997,
paginas 3465-3470, describen "Specific polyadenylation and purification of total messenger RNA from Escherichia coli",
ninguna de dichas referencias describe los métodos para preparacién de RNA de la presente invencion.

Dado que las muestras de FPET son la fuente mas disponible generalmente de RNA para determinacion del
perfil de la expresion génica en oncologia clinica y debido a que las muestras archivadas de FPET son una fuente im(]
portante de RNA para la determinacion del perfil de la expresién génica en oncologia de investigacion, existe una necel
sidad clinica de métodos que hagan posible y mejoren la eficacia de determinaciéon del perfil de la expresidon génica
utilizando tales muestras de tejido.

Sumario de la Invencién

La presente invencion proporciona un método de preparacion de muestras que permite una amplificacion global
incluso de muestras de RNA muy pequefias o muy fragmentadas. El método de la invencion mejora la sensibilidad de
los métodos de analisis de RNA, con inclusion de RT-PCR y redes de hibridacién. Adicionalmente, los métodos de la
invencion permiten la medida de los niveles de mRNA de todos los genes expresados con inclusion de especies de
mRNA fragmentadas y/o bloqueadas en muestras de tejido archivadas incrustadas en parafina. Este método permite
también la medida de mRNA no-poliadenilado tales como histonas y RNAs no codificantes, tales como microRNAs
(miRNAs). La invencion puede incluir adicionalmente un paso de transcripciéon inversa mejorado y un paso de PCR
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modificado que aumenta la sensibilidad de la RT-PCR utilizado para determinacion del perfil de la expresion génica de
las muestras de RNA fragmentadas.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de procesamiento de
RNA fragmentado como se especifica en la reivindicacion 1.

Tipicamente, el tamafio de la especie de RNA en el RNA fragmentado esta comprendido entre aproximadamente
20 bases y aproximadamente 2000 bases, de modo mas frecuente entre aproximadamente 50 y aproximadamente 300
bases.

La poliadenilaciéon puede, por ejemplo, realizarse con poliA-polimerasa de E. coli.

Dado que al menos algunas especies de RNA dentro del RNA fragmentado pueden estar bloqueadas en sus
términos 3', el método de la invencién puede incluir adicionalmente un paso de desbloqueo. El desbloqueo puede realil]
zarse utilizando reactivos convencionales, tales como, por ejemplo, con una enzima fosfatasa, v.g. fosfatasa alcalina de
ternero (CIP), fosfatasa alcalina bacteriana, fosfatasa alcalina de camaron, o variantes de las mismas, o con una polinull
cledtido-quinasa (PNK), v.g. polinucleétido-quinasa T4 (T4 PNK), o variantes de las mismas.

En una realizacion, el RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) anterior se convierte en cDNA por
tratamiento con una transcriptasa inversa e iniciadores oligo-dT, donde los iniciadores oligo-dT pueden contener opciol]
nalmente una secuencia promotora de RNA-polimerasa (v.g. el promotor de RNA-polimerasa T7).

En ofra realizacion, antes de convertir en cDNA el RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) ante(’
rior, se elimina el agente de poliadenilacion, tal como CIP o PNK.

En una realizacion adicional, el RNA poliadenilado fragmentado se convierte en cDNA sin eliminacion previa del
agente de poliadenilacion, tal como CIP, o PNK.

En otra realizacion adicional, el RNA poliadenilado fragmentado se enriquece, v.g., por eliminacion de secuen(]
cias de rRNA, antes de la conversion en cDNA y subsiguientemente en cDNA bicatenario.

En ofra realizacion adicional, el RNA poliadenilado fragmentado se inmoviliza antes de la conversiéon en un
cDNA.

En una realizacion particular, el RNA poliadenilado fragmentado se hibrida a un formato de perlas en fase sdlida.
Si se desea, el RNA poliadenilado fragmentado inmovilizado se enriquece antes de la conversion en cDNA. El enriquel]
cimiento puede comprender la eliminacion de secuencias de rRNA por hibridacién a oligonucleétidos de rRNA complel]
mentarios inmovilizados en perlas.

En otra realizacién adicional, el RNA es un mRNA obtenido de una muestra de tumor, donde el tumor puede ser
cancer, tal como, por ejemplo, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de prostata, cancer hepatol]
celular, cancer gastrico, cancer de pancreas, cancer cervical, cdncer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga,
cancer del tracto urinario, cancer de tiroides, cancer renal, carcinoma, melanoma, o cancer de cerebro.

El método de la invencion puede comprender adicionalmente el paso de (c) amplificacion por PCR utilizando una
0 mas especies de cDNA presentes en el cDNA obtenido en el paso (b) anterior como molde.

En una realizacion particular, la amplificacién por PCR comprende aproximadamente 40 ciclos, de los cuales los
cinco primeros ciclos, o los primeros 2 a 5 ciclos, o los dos primeros ciclos se realizan a una temperatura de reasocial’
cion/extensién mas baja, tal como una temperatura de aproximadamente 40°C a 58°C, v.g. aproximadamente 50°C.

En otra realizacion, el método de la invencién comprende adicionalmente los pasos de:
(d) convertir el cDNA obtenido en el paso (b) en DNA bicatenario; y

(e) amplificar el RNA sometiendo en DNA bicatenario obtenido en el paso (d) a transcripcion in vitro con una
RNA-polimerasa para obtener RNA complementario (RNA) amplificado.

En otra realizacién del método de la invencion, el RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) se
convierte en cDNA por tratamiento con una transcriptasa inversa e iniciadores inversos extendidos, y el cDNA obtenido
se amplifica por PCR utilizando un iniciador PCR directo y uno inverso y una sonda, disefiada sobre la base de un am(]
plicon diana.

Adicionalmente, se describe un método para sintesis de cDNA mejorada, que comprende convertir RNA en
cDNA por tratamiento con una transcriptasa inversa e iniciadores extendidos, y amplificar por PCR el cDNA obtenido
utilizando un iniciador PCR directo y uno inverso y una sonda, disefiada sobre la base de un amplicon diana. EI RNA
puede estar fragmentado, al menos parte del cual puede estar no-poliadenilado.
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De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de procesamiento de
RNA que comprende una multiplicidad de especies de RNA como se especifican en la reivindicacion 21.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de procesamiento de RNA
gue comprende una multiplicidad de especies de RNA como se especifican en la reivindicacion 25.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 es un grafico que ilustra el flujo global de trabajo del proceso de amplificacion en la invencién utilizalJ
do para medida de la expresion génica. En esta Figura, FPET significa "tejido fijado incrustado en parafina", PNK signifiC]
ca "polinucleétido-quinasa”, CIP significa "fosfatasa alcalina de intestino de ternero", EPAP significa "poliA-polimerasa
de E. coli", TdT significa "transferasa terminal", IVT significa "transcripcion in vitro", rNTP significa "ribonucleosido-5'(]
trifosfato", dNTP significa "2'-desoxirribonucleosido-5'-trifosfato", ATP significa "adenosina-5'-trifosfato". T7-(T»4) es un
iniciador para sintesis de cDNA que utiliza transcriptasa inversa y representa la secuencia promotora de RNAL
polimerasa T7 unida al extremo 5' de un polidesoxiadenilato. T7-(N)15 es un iniciador para la sintesis de cDNA que
utiliza transcriptasa inversa y representa la secuencia promotora de RNA-polimerasa T7 unida al extremo 5' de un del]
soxipentadecamero aleatorio. En la Figura 1 se muestran tres protocolos representativos (A, B y C) de la invencion. Los
procesos A y B comienzan con FPET RNA e implican 1) desbloqueo directo o indirecto del 3'OH en el nucledtido termil]
nal, 2) adicién de colas poliA en el extremo 3', 3) sintesis de cDNA bicatenario cebado con oligo dT con la incorporacion
de un promotor de RNA-polimerasa T7, y 4) amplificacion del RNA por transcripcion in vitro. El proceso C (centro del
diagrama) comienza con FPET RNA e implica 1) sintesis directa de cDNA bicatenario utilizando iniciadores T7-(N)15
con un promotor de RNA-polimerasa T7, y 2) amplificaciéon del RNA por transcripcién in vitro.

La Figura 2 muestra una imagen en gel de FPET RNA aislado de 12 biopsias de pacientes de cancer de mama
diferentes. Las pistas M1 y M2 muestran marcadores de RNA con el tamafio de cada banda designado en bases. Las
pistas 1-4, 5-8 y 9-12 proceden de biopsias de tumores que han estado archivadas durante 1, 6 y 17 afos, respectival]
mente. Las muestras se analizaron por electroforesis capilar en un Bioanalizador Agilent 2100, utilizando un Nanochip
de RNA 6000.

La Figura 3 muestra analisis de la expresion génica seleccionados de FPET RNA de tumores de mama, RNA de
tumores de mama degradados aleatoriamente y RNA de tumores de mama intacto. La expresion se analizé por RT-PCR
cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un equipo ABI Prism® 7700. La sintesis del cDNA se inicié con iniciadores de
genes especificos (GSP) u oligo (dT)12-1s. Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct).

La Figura 4 muestra un andlisis seleccionado de la expresion génica de FPET RNA de tumores de mama. La
expresion se analizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un equipo ABI Prism® 7700. La sintesis del
cDNA se inici6é con GSPs u oligo (dT)12-1s utilizando RNA molde que no estaba poliadenilado (FPET/GSP y FPET/dT) o
se inici6 la sintesis del cDNA con oligo (dT)12.18 utilizando RNA molde que estaba poliadenilado (FPET-pA/dT). Los ren(]
dimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct).

La Figura 5 muestra un analisis de la expresién génica de cRNAs transcritos in vitro. La expresion se analizé por
RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un ABI Prism® 7700. La poliadenilacion del RNA se realizé con 0,2
unidades de EPAP vy la sintesis del cDNA se realizd6 como en la Figura 4. Véase Materiales y Métodos para la GeneralJ
cion del cRNA Molde. Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct). Recuadro: imagen de gel Agilent
2100' de cRNAs tratados con 0, 0,1 0 0,2 unidades de EPAP. La pista M muestra marcadores de RNA con el tamafio de
cada banda expresado en bases.

La Figura 6A muestra una imagen de gel de FPET RNAs que han sido tratados con PNK (pista 1), control de
PNK tampén (pista 2), CIP (pista 3) o control de CIP tampdn (pista 4). La Figura 6B muestra una imagen en gel de FPET
RNAs que han sido tratados con control de PNK tampén seguido por control de EPAP tampén (pista 1), PNK seguido
por control de EPAP tampon (pista 2), control de PNK tampdn seguido por EPAP, o PNK seguido por EPAP (pista 4).
Las muestras se analizaron por electroforesis capilar en un Agilent 2100 utilizando un Nanochip RNA 6000. Las pistas
M1y M2 muestran marcadores de RNA, expresandose el tamafio de cada banda en bases.

La Figura 7 muestra un andlisis de la expresién génica seleccionada de FPET RNA de tumores de mama. La
expresion se analizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un ABI Prism® 7700. Antes del analisis de
la expresion génica, el RNA se tratd con PNK (+PNK) o control de tampdn (-PNK), seguido de poliadenilacion por EPAP.
El RNA se convirtié luego en cDNA con transcriptasa inversa e iniciadores oligo dT (+PNK/oligo dT y -PNK/oligo dT) o
iniciadores especificos de genes (+PNK/GSP y -PNK/GSP). Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct).
Recuadro: imagen de gel Agilent 2100 de FPET RNA tratado con PNK o control de tampodn, seguido por EPAP. La pista
M muestra marcadores de RNA expresandose en bases el tamafio de cada banda.

La Figura 8 muestra el andlisis de la expresion génica seleccionada de FPET RNA de tumores de mama. La
expresion se analizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un ABI Prism® 7700. Antes del analisis de
la expresion génica, el RNA se traté con CIP (+CIP) o control de tampdn (-CIP), seguido de poliadenilaciéon por EPAP. El
RNA se convirtié luego en cDNA con transcriptasa inversa e iniciadores oligo dT (+CIP/oligo dT y -CIP/oligo dT) o
iniciadores especificos de genes (+CIP/GSP y -CIP/GSP). Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct).
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Recuadro: imagen de gel Agilent 2100 de FPET RNA tratado con CIP o control de tampdn seguido por EPAP. La pista
M muestra marcadores de RNA expresandose el tamafio de cada banda en bases.

La Figura 9 muestra un analisis de la expresion en panel de 96 genes de FPET RNA de tumores de mama. La
expresion se analizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un ABI Prism® 7900. Antes del analisis de
la expresién génica, el RNA se traté con PNK, seguido por tratamiento con EPAP. Los RNAs se convirtieron luego en
cDNA con transcriptasa inversa e iniciadores oligo dT (pA_dT) o iniciadores especificos de genes (pA_GSP1). El RNA
no poliadenilado se convirtié6 también en cDNA como anteriormente (dT_ sin tratar y GSP1 sin tratar). Los rendimientos
relativos se miden por el ciclo umbral (Ct). Los analisis estadisticos de los resultados se muestran en la Tabla 1.

Las Figuras 10 A-C muestran un analisis de la expresion en panel de 46 genes de FPET RNA amplificado y no
amplificado. Se determino el perfil de tres RNAs diferentes. En la Figura 10A se muestra RNA total intacto universal
(Stratagene, La Jolla, CA), en la Figura 10B se muestra FPET RNA placentario (de placenta tratada durante 1,5-2 horas
con formalina e incrustada en parafina por BioPathology Sciences Medical Corporation, South San Francisco, CA) y en
la Figura 10C se muestra FPET RNA de tumor de mama (Clinomics BioSciences, Pittsfield, MA). La expresion se anal]
lizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un ABI Prism® 7900. Antes del analisis de la expresion génil]
ca, se trataron dos muestras separadas de RNA con PNK seguido por EPAP y se convirtieron luego en cDNA con
transcriptasa inversa e iniciadores oligo dT-T7. El cDNA se hizo bicatenario con DNA-polimerasa | y RNAsaH, se amplill
fico por IVT [IVT (con cola-1) y IVT (con cola-2)] y se analizé luego por (TagMan®). Como control, FPET RNA sin tratar
con PNK ni EPAP se convirtié en cDNA bicatenario y se amplificé por [IVT (sin cola)], como anteriormente, o se convirtid
en cDNA por GSPs (GSP) antes del analisis por TagMan®. Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct).
Las tablas del recuadro muestran el Ct global medio de los 46 genes cuyo perfil se determin6é para cada muestra de
RNA. Se representan también los coeficientes de correlacion de Pearson (R) entre las muestras de RNA sin amplificar
(GSP) y amplificadas (IVT) para los 46 genes cuyo perfil se determind.

La Figura 11 es un esquema que representa la estrategia para mejora del cebado especifico de genes del FPET
RNA fragmentado. En esta Figura, FPET significa "tejido fijado incrustado en parafina", Merpp hace referencia a la
estructura del guanilato-CAP metilado en 5' del mMRNA, A1go-300 S€ refiere al tramo 3' poliA de mRNA, RT significa trans(]
criptasa inversa, PCR significa reaccién en cadena de polimerasa, amplicén significa la region del mRNA amplificada
por PCR, y GSP significa iniciador especifico de genes. Los iniciadores extendidos inversos (10b, 20b y 30b) son idéntil]
cos al iniciador inverso pero se extienden aproximadamente 10, 20 y 30 bases mas alla en el amplicén. El 3' del inicialJ
dor 30b RT y el extremo 3' del iniciador directo estan separados por una sola base.

La Figura 12 muestra el analisis de la expresion génica seleccionada de FPET RNA de tumores de mama (Cli[J
nomics 168). La expresion se analizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un ABI Prism® 7700. La
sintesis del cDNA se inicié con iniciadores especificos de genes (iniciadores Std) o iniciadores extendidos inversos
(iniciadores 10b, 20b y 30b). Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct).

La Figura 13 es un diagrama esquematico que ilustra el flujo de trabajo global del proceso de amplificacion de
bases mejorado basado en perlas de la invencién utilizado para medir la expresion génica. En esta Figura, FPET signifilJ
ca "tejido fijado incrustado en parafina", PNK significa "polinucleétido-quinasa”, EPAP significa poliA-polimerasa de E.
coli", O-T7-(TTT) es un iniciador de fase sélida inmovilizado para sintesis de cDNA constituido por una secuencia pro-
motora de RNA-polimerasa T7 y una secuencia de oligodesoxitimidilato unida a una perla magnética de poliestireno, RT
significa "transcriptasa inversa", RNAsaH significa "ribonucleasa H", DNA pol | significa la "DNA polimerasa I", IVT signilJ
fica "transcripcion in vitro", cRNA significa "RNA complementario generado por IVT, y O-(-) rRNA se refiere a secuencias
de RNA ribosémico complementarias inmovilizadas en perlas (sintetizadas como oligos de DNA cortos). El protocolo
mejorado basado en perlas se muestra en la porcion central del diagrama (flechas de trazo continuo). El proceso col]
mienza con FPET RNA, generalmente 50-200 ng, e implica 1) desbloqueo del 3' OH en el nucledtido terminal con PNK,
2) adicioén directa de colas EPAP poliA del FPET RNA 3' sin depuracion después del paso PNK, 3) hibridacion de FPET
RNA poliadenilado a secuencias promotoras de RNA-polimerasa oligo dT-T7 inmovilizadas a perlas, seguido por 4)
sintesis de cDNA con RT, 5) degradacién parcial del RNA por RNAsa H y sintesis de la segunda cadena de DNA con
DNA-polimerasa |, y 6) amplificacion del RNA por transcripcion in vitro. Un procedimiento opcional para una segunda
tanda de IVT se muestra en el paso 7 (flechas discontinuas). Otro paso opcional, representado en el paso 2' implica el
empobrecimiento de los fragmentos ribosémicos de rRNA (flecha punteada).

La Figura 14 muestra los resultados de diversas modificaciones de depuraciéon del PNK seguidas por poliadenila
cion mediante EPAP. El panel izquierdo muestra el tamafio del FPET RNA por electroforesis microcapilar utilizando el
Bioanalizador Agilent 2100. Descripciones de las pistas: escalera, marcadores de peso molecular del RNA de 200 bases
(minimo) a 6000 bases; SN, FPET RNA sin modificar. 1-6, condiciones de depuracién de PNK descritas en el panel
derecho. P/C se refiere a fenol/cloroformo; la columna DEPC-30 se refiere a una columna CHROMA Spin™ DEPC-H,0
30, y las condiciones de desactivacion térmica eran 65°C, 20 min. El porcentaje de recuperacion después de la depural]
cién EPAP se refiere a FPET RNA de entrada (1000 ng).

La Figura 15 muestra un analisis de expresion de un panel de 47 genes de FPET RNA amplificado de tumores

de mama (Clinomics BioSciences, Pittsfield, MA). La expresion se analizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(TagMan®) en un ABI Prism® 7900. Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct). Las tablas de los rel]
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cuadros muestran el Ct global medio de los 47 genes cuyo perfil se determiné para cada condicién de depuracién y el
rendimiento de cRNA para cada IVT. Las condiciones de depuracién se describen mas adelante en el Ejemplo 2.

La Figura 16 muestra un analisis de la expresion en panel de 47 genes de FPET RNA placentario amplificados
por una IVT no basada en perlas (IVT libre) y una IVT basada en perlas (IVT en fase sélida) descrita en el Ejemplo 3.
Para comparacion, se muestra también el perfil de material de partida (SM) no amplificado. La placenta se traté durante
1,5-2 h con formalina y fue incrustada en parafina por BioPathology Sciences Medical Corporation, South San Francis[
co, CA. La expresion se analizé por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan®) en un ABI Prism® 7900. Los rendil]
mientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct). Las tablas de los recuadros muestran el Ct global medio de los 47
genes cuyo perfil se determiné para cada condicion de depuracion y el rendimiento de cRNA para cada IVT. Se mues(]
tran también los rendimientos después de normalizacion (rendimiento; Ct. adj.). La ecuacién para normalizacion de los
rendimientos es: rendimiento de cRNA/2(Ct Med-Ct SM)

Las Figuras 17 A-C muestran un analisis de la expresion de un panel de 47 genes de FPET RNA placentario
amplificado. La placenta se trat6é durante 1,5-2 h con formalina y fue incrustada en parafina por BioPathology Sciences
Medical Corporation, South San Francisco, CA. La expresion se analizé6 por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Tag-
Man®) en un ABI Prism® 7900. Los rendimientos relativos se miden por el ciclo umbral (Ct). Las tablas de los recuadros
muestran el Ct global medio de los 47 genes cuyo perfil se determind para cada condicién FRA y el rendimiento de
cRNA para cada IVT. Las tres condiciones FRA se describen mas adelante en el Ejemplo 4. Las Figuras 17A y 17B
muestran los resultados de la amplificacion primaria y secundaria, respectivamente. La Figura 17C muestra una compa
racion de una IVT primaria y secundaria (Condicién 3).

Descripcion Detallada de la Realizacion Preferida

A. Definiciones

A no ser que se defina de otro modo, los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria tienen el
mismo significado que es entendido generalmente por una persona con experiencia ordinaria en la técnica a la que se
refiere esta invencion. Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 22 edicién, J. Wiley & Sons
(Nueva York, NY 1994), proporcionan a un experto en la técnica una guia general para muchos de los términos utilizal
dos en la presente solicitud.

El término "poliadenilacién o adicién de colas poliA" se refiere a la adicién de un tramo de moléculas de adenilato
(poli(A)) al extremo 3' del RNA, v.g. mRNA.

"Eficiencia de poliadenilacion" se refiere a la facilidad con la que ocurre la adicion de poliA y depende de la dis(]
ponibilidad del grupo 3'-hidroxilo (3' OH) libre en el resto ribosa 3'-terminal del RNA.

"Bloqueo de la poliadenilacion" o "extremo 3' bloqueado" del RNA hace referencia al bloqueo de la disponibilidad
del resto ribosa 3'-terminal del RNA para una reaccion de poliadenilacion. Esto puede ocurrir, por ejemplo, debido a que
el término 3' del RNA contiene diversos ésteres fosfato, tipicamente 2',3'-fosfatos ciclicos, 2'-monofosfatos y 3']
monofosfatos que tienen que ser eliminados para permitir la adicién de una cola poliA al término 3' del RNA.

"Desfosforilacion" se refiere a la eliminaciéon de los ésteres fosfato (arriba descritos) por cualesquiera métodos
con inclusién, pero sin caracter limitante, de técnicas enzimaticas, tales como la utilizacién de fosfatasa intestinal de
ternero (CIP) o polinucleétido-quinasa (PNK) T4.

"Ciclo umbral (Ct)" se refiere a los rendimientos relativos de acido nucleico amplificados en una reaccion PCR.
Durante la PCR TagMan®, se utiliza la actividad de la 5'-nucleasa de la polimerasa Taq para escindir y liberar un tinte
informador extinguido presente en un tercer iniciador oligonucleotidico (que no es extensible por la polimerasa Taq) que
detecta una secuencia de nucleétidos localizada entre los dos iniciadores PCR. Se libera una molécula de tinte informal’
dor por cada molécula de acido nucleico nuevamente sintetizada, y la deteccion de este tinte informador no extinguido
proporciona la base para la interpretacion cuantitativa de la amplificacion o la cantidad de producto amplificada hasta
dicho punto en la reaccion de amplificacion. El punto en el que la sefial fluorescente se registra por primera vez como
estadisticamente significativa es el ciclo umbral (Ct). Cuanto menor es el valor Ct, tanto mas abundante es el mRNA, y
mejor la eficiencia del acido nucleico (cDNA o mRNA poliA o mRNA degradado) en la red de determinacién del perfil de
expresion.

El término "microrred" se refiere a una disposicion ordenada de elementos de red hibridables, tales como sondas
polinucleotidicas, en un sustrato.

El término "polinucledtido”, cuando se utiliza en singular o plural, hace referencia generalmente a un polirribonu(’
cleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser RNA o DNA sin modificar o RNA o DNA modificado. Asi, por ejem(]
plo, polinucledtidos como se definen en esta memoria incluyen, sin limitacion, DNA mono- y bicatenario, DNA con
inclusion de regiones mono- Yy bicatenarias, RNA mono- y bicatenario, y RNA con inclusion de regiones mono- Yy bical]
tenarias, moléculas hibridas que comprenden DNA y RNA que pueden ser monocatenarias 0, mas tipicamente, bicatel]
narias o incluir regiones mono- y bicatenarias. Adicionalmente, el término "polinucleétido” como se utiliza en esta
memoria hace referencia a regiones tricatenarias, que comprenden RNA o DNA o a la vez RNA y DNA. Las cadenas en

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2360 113 T3

tales regiones pueden proceder de la misma molécula o corresponder a moléculas diferentes. Las regiones pueden
incluir la totalidad de una o mas de las moléculas, pero mas tipicamente implican sélo una regién de algunas de las
moléculas. Una de las moléculas de una regién de triple hélice es a menudo un oligonucleétido. El término "polinucledtil
do" incluye especificamente DNAs y RNAs que contienen una o mas bases modificadas. Asi, DNAs o RNAs con cadel]
nas principales modificadas para estabilidad o por otras razones son "polinucleétidos" tal como dicho término se
contempla en esta memoria. Ademas, DNAs o RNAs que comprenden bases no usuales, tales como inosina, o bases
modificadas tales como bases tritiadas, se incluyen dentro del término "polinucledtidos" como se define en esta memol]
ria. En general, el término "polinucledtido” abarca todas las formas modificadas quimica, enzimatica y/o metabdlicamen(]
te de polinucleodtidos no modificados, asi como las formas quimicas de DNA y RNA caracteristicas de virus y células,
con inclusion de células simples y complejas.

El término "oligonucleétido" se refiere a un polinucleétido relativamente corto que incluye, sin limitacién, desoxilJ
rribonucledtidos monocatenarios, ribonucleétidos mono- o bicatenarios, hibridos RNA:DNA y DNAs bicatenarios. Los
oligonucledtidos, tales como oligonucleétidos sonda de DNA monocatenario, se sintetizan a menudo por métodos quil]
micos, por ejemplo utilizando sintetizadores automaticos de oligonucleétidos que estan disponibles comercialmente. Sin
embargo, pueden producirse oligonucledtidos por una diversidad de de otros métodos, que incluyen técnicas in vitro
mediadas por DNA recombinante y por expresién de DNAs en células y organismos.

Los términos "gen expresado diferencialmente”, "expresion diferencial de genes" y sus sinénimos, que se utilizan
de modo intercambiable, hacen referencia a un gen cuya expresion esta activada a un nivel mayor o menor en un indivil
duo que sufre una enfermedad, especificamente cancer, tal como cancer de mama, con relacién a su expresion en un
individuo normal o de control. Los términos incluyen también genes cuya expresion esta activada a un nivel mayor o
menor en diferentes fases de la misma enfermedad. Se entendera también que un gen expresado diferencialmente
puede estar activado o inhibido al nivel de acido nucleico o al nivel de proteina, o puede estar sometido a corte y em(]
palme alternativo dando como resultado un producto polipeptidico diferente. Tales diferencias pueden evidenciarse por
un cambio en los niveles de mRNA, expresién superficial, secrecion u otra particion de un polipéptido, por ejemplo. La
expresion diferencial de genes puede incluir una comparacion de la expresion entre dos 0 mas genes, o una comparal
cion de las relaciones de la expresion entre dos 0 mas genes, o incluso una comparacion de dos productos procesados
diferentemente del mismo gen, que difieren entre individuos normales e individuos que sufren una enfermedad, especifil
camente cancer, o entre diversas fases de la misma enfermedad. La expresién diferencial incluye diferencias tanto
cuantitativas como cualitativas en el patron de expresion temporal o celular en un gen o su producto de expresion entre,
por ejemplo, células normales y enfermas, o entre células que han sufrido sucesos de enfermedad o fases de enfermel]
dad diferentes. Para el propdsito de esta invencion, se considera que existe "expresion diferencial de genes" cuando
existe una diferencia de al menos aproximadamente dos veces, con preferencia al menos aproximadamente 4 veces, de
modo mas preferible al menos aproximadamente 6 veces, y de modo muy preferible al menos aproximadamente 10
veces entre la expresion un gen dado en individuos normales y enfermos, o en diversas fases de desarrollo de la enfer(]
medad en un individuo enfermo.

La frase "amplificacién génica" se refiere a un proceso por el cual se forman copias multiples de un gen o fraglJ
mento de gen en una célula o linea de células particular. La version duplicada (un tramo de DNA amplificado) se desig!(’]
na a menudo como "amplicén". Usualmente, la cantidad del RNA mensajero (mRNA) producida, es decir, el nivel de
expresion génica, aumenta también en la proporcion del nimero de copias producidas del gen particular expresado.

Los términos "corte y empalme" y "corte y empalme de RNA" se utilizan intercambiablemente y hacen referencia
al procesamiento de RNA que elimina intrones y une exones para producir mRNA maduro con secuencia codificante
continua que se mueve en el citoplasma de una célula eucariota.

En teoria, el término "exdn" hace referencia a cualquier segmento de un gen interrumpido que esta representado
en el producto RNA maduro (B. Lewin. Genes IV Cell. Press Cambridge Mass. 1990). En teoria, el término "intrén" se
refiere a cualquier segmento de DNA que se transcribe pero es eliminado del transcrito por corte y empalme de los
exones que se encuentran a cada lado del mismo. Operativamente, las secuencias de exones ocurren en la secuencia
de mRNA de un gen como se define por los nimeros Ref. Seq. ID. Operativamente, las secuencias de intrén son las
secuencias intercaladas dentro del DNA gendmico de un gen, horquilladas por secuencias de exén y que tienen sel|
cuencias de consenso de corte y empalme GT y AG en sus limites 5'y 3.

El término "tumor" como se utiliza en esta memoria, se refiere a todo crecimiento y proliferacion de células neo-
plasticas, sea maligno o benigno, y todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos.

Los términos "cancer" y "canceroso" hacen referencia a o describen la condicion fisiolégica en los mamiferos que
se caracteriza tipicamente por un crecimiento descontrolado de células. Ejemplos de cancer incluyen, pero sin caracter
limitante, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de préstata, cancer hepatocelular, cancer gastrilJ
co, cancer pancreatico, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario,
cancer de tiroides, cancer renal, carcinoma, melanoma, y cancer de cerebro.

La "patologia" del cancer incluye todos los fenédmenos que ponen en peligro el bienestar del paciente. Esto inclulJ
ye, sin limitacién, crecimiento celular anormal o incontrolable, metastasis, interferencia con el funcionamiento normal de
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las células vecinas, liberacién de citoquinas u otros productos de secrecion a niveles anormales, supresion o agravacion
de la respuesta inflamatoria o inmunoldgica, etc.

B. Descripcion Detallada

La practica de la presente invencion empleara, a no ser que se indique otra cosa, métodos convencionales de
microbiologia molecular (con inclusién de técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, y bioquimica, que
estan dentro de la experiencia en la técnica. Dichos métodos se explican detalladamente en la bibliografia, por ejemplo
en "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 22 edicién (Sambrook et al., 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (M.J. Gait,
ed., 1984); "Animal Cell Culture" (R.l. Freshney, ed., 1987); "Methods in Enzymology" (Academic Press, Inc.); "Handbo(]
ok of Experimental Immunology", 42 edicion (D.M. Weir & C.C. Blackwell, eds., Blackwell Science Inc., 1987); "Gene
Transfer Vectors for Mammalian Cells" (J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987); "Current Protocols in Molecular Biology"
(F.M. Ausubel et al., eds, 1987); y "PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis et al., eds., 1994). Protocolos especil]
ficos se describen mas adelante en la seccion Materiales y Métodos de los ejemplos.

Como se ha expuesto anteriormente, la determinacion del perfil de expresidon génica se ha convertido en una
herramienta importante de investigacion bioldgica y préactica clinica.

PCR con Transcriptasa Inversa en Tiempo Real (RT-PCR)

De las técnicas de determinacion del perfil de expresion génica, el método cuantitativo mas sensible y mas flexilJ
ble es la RT-PCR, que puede utilizarse para comparar niveles de mRNA en poblaciones de muestras diferentes, en
tejidos normales y tumorales, con o sin tratamiento con farmacos, a fin de caracterizar los patrones de expresién génica,
discriminar entre mRNAs estrechamente afines, y analizar la estructura del RNA.

El primer paso en la determinacion del perfil de expresion génica por RT-PCR es la transcripcion inversa del
molde de RNA en cDNA, seguido por su amplificacién exponencial en una reaccion PCR. Las dos transcriptasas inver(]
sas mas comunmente utilizadas son la transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT) y la transcrip(]
tasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV-RT). El paso de transcripciéon inversa se ceba
tipicamente utilizando iniciadores especificos de genes, hexameros aleatorios, o iniciadores oligo-dT, dependiendo de
las circunstancias y de la meta de determinacion del perfil de expresion. Por ejemplo, el RNA extraido puede transcribir-
se inversamente utilizando un kit de RNA PCR GeneAmp (Perkin Elmer, CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI cDNA derivado puede utilizarse luego como molde en la reaccion PCR subsiguiente.

Aunque el paso PCR puede utilizar una diversidad de DNA-polimerasas termoestables dependientes de DNA, el
mismo emplea tipicamente la DNA-polimerasa Taq, que tiene una actividad de nucleasa 5'-3' pero carece de actividad
de endonucleasa 3'-5' de lectura de pruebas. Asi, TagMan® PCR utiliza tipicamente la actividad de nucleasa 5' de Tag-
o TH-polimerasa para hidrolizar una sonda de hibridacién fijjada a su amplicén diana, pero puede utilizarse cualquier
enzima con actividad de nucleasa 5' equivalente. Se utilizan dos iniciadores oligonucleotidicos para generar un amplicon
tipico de una reaccion PCR. Un tercer oligonucleétido, o sonda, esta disefiado para detectar secuencias nucleotidicas
localizadas entre los dos iniciadores PCR. La sonda no es extensible por la enzima DNA-polimerasa Taq, y esta marcal]
da con un tinte informador fluorescente y un tinte de extincion fluorescente. Cualquier emision del tinte informador indulJ
cida por laser es extinguida por el tinte de extincién cuando los dos tintes estan localizados proximos tal como se
encuentran en la sonda. Durante la reaccién de amplificacién, la enzima DNA-polimerasa Taq escinde la sonda de una
manera dependiente del molde. Los fragmentos de sonda resultantes se disocian en solucién, y la sefial procedente de
tinte informador liberado esta exenta del efecto de extincion del segundo fluoréforo. Se libera una molécula de tinte
informador por cada nueva molécula sintetizada, y la deteccién del tinte informador no extinguido proporciona la base
para la interpretacion cuantitativa de los datos.

La TagMan® RT-PCR puede realizarse utilizando equipo disponible comercialmente, tal como, por ejemplo, el
Sistema de Deteccion de Secuencias™ ABI Prism 7700™ (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.),
o Lightcycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). En una realizacion preferida, el procedimiento de la
nucleasa 5' se ejecuta en un dispositivo de PCR cuantitativa en tiempo real tal como el Sistema de Deteccion de Sel]
cuencias™ ABI Prism 7700™. El sistema esta constituido por un termociclador, laser, dispositivo acoplado a carga
(CCD), camara y computadora. El sistema amplifica muestras en un formato de 96 pocillos en un termociclador. Durante
la amplificacion, la sefal fluorescente inducida por laser se recoge en tiempo real a través de cables de fibra dptica para
cada uno de los 96 pocillos, y se detecta en el CCD. El sistema incluye software para hacer funcionar el instrumento y
para analisis de los datos.

Los datos del ensayo de la nucleasa 5' se expresan inicialmente como Ct, o el ciclo umbral. Como se ha expues(]
to anteriormente, los valores de fluorescencia se registran durante cada ciclo y representan la cantidad de producto
amplificada hasta dicho punto en la reaccion de amplificacion. El punto en que la sefial fluorescente se registra por prilJ
mera vez como estadisticamente significativo es el ciclo umbral C..

Para minimizar errores y el efecto de variaciéon de muestra a muestra, la RT-PCR se realiza usualmente utilizan(’
do un patrén interno. El patrén interno ideal se expresa a un nivel constante entre diferentes tejidos, y no se ve afectado
por el tratamiento experimental. Los RNAs utilizados més frecuentemente para normalizar patrones de expresion génica
son mMRNAs para los genes propios gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y B-actina.
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Una variacidon mas reciente de la técnica RT-PCR es la PCR cuantitativa en tiempo real, que mide la acumulal]
cion de producto PCR a través de una sonda fluorigena de marcacion dual (a saber, la sonda TagMan®). La PCR en
tiempo real es compatible con la PCR cuantitativa competitiva, en la que se utiliza un competidor interno para cada
secuencia diana a fines de normalizacion, y con la PCR cuantitativa comparativa, utilizando un gen de normalizacién
contenido en la muestra, o un gen propio para la RT-PCR. Para detalles adicionales véase, v.g. Held et al., Genoma
Research 6:986-994 (1996).

Analisis de Microrredes

Otro método de adicion utilizado frecuentemente para la determinacion del perfil de expresion génica es la técnil]
ca de microrredes. En este método, secuencias de polinucledtidos de interés (con inclusion de cDNAs y oligonucledti
dos) se extienden, o se disponen en red, sobre un sustrato de microchip. Las secuencias dispuestas en red se hibridan
luego con sondas especificas de DNA de células o tejidos de interés. Del mismo modo que en el método RT-PCR, la
fuente de mMRNA es tipicamente RNA total aislado de tumores humanos o lineas de células tumorales, asi como tejidos
o lineas de células normales correspondientes. Por tanto, el RNA puede aislarse de una diversidad de tumores primarJ
rios o lineas de células tumorales. Si la fuente de mRNA es un tumor primario, el mMRNA puede extraerse, por ejemplo,
de muestras de tejidos congeladas o archivadas incrustadas en parafina y muestras de tejido fijadas (v.g. fijadas en
formalina), que se preparan rutinariamente y se conservan en la practica clinica diaria.

En una realizacion especifica de la técnica de microrredes, se aplican inserciones amplificadas por PCR de clo
nes de cDNA a un sustrato en una red densa. Preferiblemente, se aplican al sustrato al menos 10.000 secuencias nul]
cleotidicas. Los genes dispuestos en microrredes, inmovilizados en el microchip a 10.000 elementos cada uno, son
adecuados para hibridacion en condiciones severas. Pueden generarse sondas de cDNA marcadas fluorescentemente
por incorporacion de nucleétidos fluorescentes mediante transcripcion inversa de RNA extraido de tejidos de interés.
Las sondas de cDNA marcadas aplicadas al chip se hibridan con especificidad a cada punto de DNA en la red. Después
de lavado severo para eliminar las sondas no fijadas especificamente, el chip se escanea por microscopia laser confocal
o por otro método de deteccidn, tal como una camara CCD. La cuantificacién de la hibridacién de cada elemento dis(]
puesto en red permite la evaluacion de la abundancia del mRNA correspondiente. Con la fluorescencia en color dual,
sondas de cDNA marcadas por separado, generadas por dos fuentes de RNA, se hibridan por pares a la red. La abun(]
dancia relativa de los transcritos de las dos fuentes correspondientes a cada gen especificado se determina asi simultar
neamente. La escala miniaturizada de la hibridacién proporciona una variacién cémoda y rapida del patréon de expresion
para grandes numeros de genes. Se ha demostrado que tales métodos tienen la sensibilidad requerida para detectar
transcritos raros, que se expresan a razén de un pequefio numero de copias por célula, y para detectar de manera rel]
producible al menos aproximadamente diferencias de dos veces en los niveles de expresion (Schena et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93(2): 106-149 (1996)). El analisis de microrredes puede realizarse mediante equipo disponible comer(]
cialmente, siguiendo los protocolos de los fabricantes, utilizando por ejemplo la tecnologia Affymetrix GenChip, o la
tecnologia de microrredes de Incyte.

El desarrollo de métodos de microrredes para analisis en gran escala de la expresion génica hace posible buscar
sistematicamente marcadores moleculares de clasificacion del cancer y la prediccion del desenlace en una diversidad
de tipos de tumor.

Extraccion y Amplificacién del RNA para Determinaciéon del Perfil de Expresién Génica

Un paso comun en la determinacion del perfil de expresion génica por las técnicas de RT-PCR y microrredes es
la extraccion de mRNA de muestras bioldgicas.

Los métodos generales para extraccion de mRNA son bien conocidos en la técnica y se describen en libros de
texto estandar de biologia molecular, con inclusion de Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology, John Wiley
and Sons (1997). Métodos para extraccion de DNA de tejidos incrustados en parafina se describen, por ejemplo, en
Rupp y Locker, Lab Invest. 56: A67 (1987), y De Andrés et al., Biotechniques 18:42044 (1995). En particular, el aislal]
miento del RNA puede realizarse utilizando kit de depuracion, juego de tampones y proteasa de fabricantes comerciales,
tales como Qiagen, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Por ejemplo, el RNA total de células en cultivo puell
de aislarse utilizando mini-columnas RNeasy de Qiagen. Otros kits de aislamiento de RNA disponibles comercialmente
incluyen el Kit de Depuracion Completa de DNA y RNA MasterPure™ (EPICENTRE®, Madison, WI), y el Kit de Aislal]
miento de RNA en bloques de parafina (Ambion, Inc.). EI RNA total de muestras de tejidos puede aislarse utilizando
RNA Stat-60 (Tel-Test). El RNA preparado a partir de tumores puede aislarse, por ejemplo, por centrifugacion en gral]
diente de densidad de cloruro de cesio.

En caso necesario, el DNA puede eliminarse en varias etapas de aislamiento del RNA, por DNasa u otros méto[]
dos bien conocidos en la técnica. Después del analisis de la concentracion de RNA después de depuracion, pueden ser
necesarios pasos de reparaciéon y/o amplificacion del RNA antes de someter el RNA a cualesquiera métodos de deter(]
minacion del perfil de expresion génica conocidos, con inclusién de RT-PCR acoplada con 5'-exonucleasa de sondas
informadoras (ensayos de tipo TagMan®), ensayos de endonucleasa de solapas (ensayos de tipo Cleavase e Invader),
redes de hibridacion de oligonucledtidos, redes de hibridacion de cDNA, ensayos de ligacion de oligonucleétidos, ensal
yos de extension de nucledtidos 3' simples y otros ensayos disefiados para evaluar la abundancia de secuencias es(]
pecificas de mRNA en una muestra biologica.
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A pesar de la disponibilidad de productos comerciales, y del extenso conocimiento disponible concerniente al
aislamiento de RNA de tejidos, el aislamiento de acido nucleico (RNA) a partir de especimenes de tejidos fijados incrus(]
tados en parafina (FPET) y su uso para determinacion del perfil de la expresién génica no carece de dificultades.

Es notoriamente dificil extraer mRNA y mantenerlo en su estado nativo; por consiguiente, el mMRNA recuperado
de diversas fuentes bioldgicas, y especificamente de tejido fijado incrustado en parafina (FPET) archivado esta a menu(!
do fragmentado y/o degradado. La Figura 2 muestra un ejemplo de RNA aislado de muestras de cancer de mama in(]
crustadas en parafina (PFE) y fijadas con formalina que estuvieron archivadas durante 1 a 17 afios. La degradacion del
RNA progresa con el tiempo de almacenamiento del archivo y da como resultado un RNA que tiene un tamafio medio de
aproximadamente 100 bases después de 17 afios de almacenamiento. En comparacion, el mRNA intacto tiene un tal|
mafio medio de aproximadamente 1800-2000 bases.

Como se ha expuesto anteriormente, la extraccion de mRNA va seguida tipicamente por conversion en cDNA
utilizando la enzima dependiente de iniciadores transcriptasa inversa (RT). La conversién universal de mRNA intacto en
cDNA es realizada eficientemente por cebado con oligo dT del mRNA en presencia de RT.

El cebado efectivo con oligo dT durante la reacciéon PCR se hace posible por la presencia de un tramo poliA en el
extremo 3' del mRNA. La Figura 3 muestra que puede determinarse eficientemente el perfil de mMRNA intacto por analilJ
sis TagMan® utilizando cDNA generado por RT y cebado con oligo dT. Como puede verse también, la determinacion del
perfil de RNA fijado incrustado en parafina (FPET) o degradado aleatoriamente (obtenido por hidrdlisis alcalina) por
sintesis de cDNA cebado con oligo dT es extremadamente ineficiente a juzgar por la sefial TagMan® mas baja (mayor
Ct) obtenida con relacién al RNA intacto. Para los genes cuyo perfil se ha determinado, las sefiales del RNA intacto son
por término medio 500-1000 veces mayores que las sefiales correspondientes del FPET RNA.

Los autores de la presente invencién han considerado que la conversién ineficiente de FPET mRNA en cDNA por
cebado con oligo dT podria ser resultado del hecho de que la mayor parte de los mRNAs degradados no contiene una
cola poliA. Es importante que como demuestra la Figura 3, el perfil del RNA degradado puede determinarse eficiente-
mente utilizando iniciadores especificos de genes (GSP). Esto indica que la mayoria de las regiones de los genes ex[]
presados estan presentes en el RNA fragmentado aleatoriamente en las proporciones esperadas para el mRNA intacto.
Este resultado sugiere que seria posible realizar la determinacion efectiva del perfil universal de la expresion génica
sobre extractos fragmentados, v.g. extractos de FPET mRNA.

A este fin, se ha intentado la transcripcion inversa global de FPET RNA por poliadenilacion inicial del RNA seguill
da por realizacién de RT cebada con oligo dT. Como se muestra en la Figura 4, la poliadenilacion de FPET RNA antes
del cebado con oligo dT aumentaba la conversion del RNA en cDNA aproximadamente 2-4 veces a juzgar por el analisis
TagMan de 3 mRNAs. Este resultado se ha interpretado como sugestion de que la poliadenilacion puede ser un método
util para preparar RNA fragmentado, v.g. FPET RNA para transcripcion global inversa y determinacion subsiguiente del
perfil de expresion génica. Sin embargo, esta amplificacion de la sefial era todavia solamente una pequefia fraccion de
la obtenida por cebado con iniciadores especificos de genes (GSP) que es el método de cebado mas eficiente utilizado
en la actualidad de la conversion de regiones seleccionadas de mRNA en cDNA por RT.

Un reconocimiento subyacente de la presente invencion es que la conversion limitada de RNA fragmentado en
cDNA se debe al hecho de que, en el RNA fragmentado, el extremo 3' de una gran proporcién de los fragmentos de
RNA esta bloqueado y por consiguiente no esta accesible a la poliadenilacion.

Se ha desarrollado un sistema modelo para monitorizar el nivel de poliadenilacion del RNA fragmentado, v.g.
FPET RNA y determinar su efecto sobre la determinacion del perfil de expresion génica cuando los extremos 3' del RNA
no estan bloqueados. Se generaron fragmentos de RNA (~ 100 bases) de tres genes por transcripcion in vitro (IVT), a
continuacion de lo cual se agruparon y poliadenilaron. La poliadenilacién se monitorizé por electroforesis capilar en el
BioAnalyzer Agilent 2100. El recuadro de la Figura 5 demuestra que la adicién de colas de RNA con 0,1 y 0,2 unidades
de poliA polimerasa de E. coli (EPAP) afiade entre 20 y 200 adenilatos al RNA. EI RNA poliadenilado se transcribié
luego inversamente en cDNA utilizando cebado con oligo dT y se ensayé por analisis TagMan (Figura 5). Como puede
verse, la poliadenilacion del RNA (0,2 EPAP/oligo-dT) dio como resultado un aumento espectacular en la sefial TagMan
con relacion al RNA no adicionado de colas.

Basandose en el resultado anterior, se ha emitido la hipotesis de que la mayor parte de los extremos 3' en el
FPET RNA fragmentado estaban bloqueados, debido probablemente a hidrodlisis enzimatica con RNAsas celulares que
producen comunmente 3' PO4 0 2'-3' PO, ciclico. Estas modificaciones bloquearian eficazmente la poliadenilacion del
FPET RNA.

De acuerdo con una variaciéon del método de la invencion, la conversion eficaz de mRNA fragmentado en cDNA
comienza con el desbloqueo del término 3' del RNA. Cualquier fosfatasa, como fosfatasa alcalina de ternero (CIP) o
polinucledtido-quinasa (PNK) T4 puede utilizarse para eliminar los 2',3'-fosfatos ciclicos, 2'-monofosfatos y 3'[]
monofosfatos, generados tipicamente en el resto ribosa 3'-terminal de los RNAs degradados. Esto asegura una adicion
eficiente de poliA por la poliA-polimerasa al término 3' del FPET RNA. La PNK, que es también una fosfatasa 3', cataliza
la hidrdlisis de los grupos 3'-fosforilo de los desoxinucleosido 3'-monofosfatos, desoxinucleosido 3',5'-difosfatos y de los
3'-fosforil-polinucledtidos. Otras fosfatasas como la fosfatasa alcalina bacteriana, la fosfatasa alcalina de camaron, y
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derivados de las mismas, pueden utilizarse también para efectuar dichas reacciones de desfosforilacion. El término 3'
tiene ahora un 3' OH libre disponible.

La poliadenilacién o "adicion de colas poliA" de mRNA o FPET mRNA después de reacciones enzimaticas como
la desfosforilacion implica la adicion de moléculas de adenilato o poli(A) al extremo 3' OH del RNA. En una realizacion,
esto se realiza utilizando poliA-polimerasa de E. coli. Sin embargo, como sera comprendido por los expertos en la técnil]
ca, pueden utilizarse también otras poliA-polimerasas.

Realizaciones Especificas

Tres protocolos representativos (A, B y C) de la invencion se ilustran en la Figura 1. Los procesos A y B comien(]
zan con FPET RNA e implican 1) desbloqueo directo o indirecto del 3'OH en el nucledtido terminal, 2) adicion de colas
poliA en el extremo 3', 3) sintesis de cDNA bicatenario cebado con poli dT con la incorporaciéon de un promotor de RNAL[
polimerasa T7, y 4) amplificacion del RNA por transcripcion in vitro.

El proceso C (flecha central en el diagrama) comienza con FPET RNA e implica 1) sintesis de cDNA bicatenario
cebada con T7-(N)15 con la incorporacion de un promotor de RNA-polimerasa T7, y 2) amplificacién del RNA por trans(]
cripcion in vitro.

Especificamente, el Protocolo A implica una sintesis de cDNA cebada aleatoriamente (hexameros) que genera
cDNA con 3' OH libre en el nucledtido terminal del FPET cDNA. El FPET cDNA se adiciona luego de colas con Transfel|
rasa Terminal (TdT) y dATP. EI cDNA adicionado de colas poli dA se convierte luego en DNA bicatenario con DNA[J
polimerasa | (Klenow) y el iniciador T7-(dT)2s. Este material se amplifica luego con RNA-polimerasa T7 y rNTPs para
generar FPET RNA en (cadena +). Este material es adecuado para analisis de la expresiéon génica por TagMan®. Para
ser una diana adecuada para microrredes que contengan sondas de cadena (+) el FPET RNA precisa convertirse en
cDNA de cadena (-) en presencia de dNTPs biotinilados, iniciadores aleatorios y RT. Este material es adecuado ahora
para hibridacién a microrredes a fin de realizar la determinacién universal del perfil de expresién génica. Para microrre(]
des que contengan sondas bicatenarias, este paso final no es necesario. En este caso, el paso IVT deberia incluir bioti[]
na-rNTP's como en el protocolo B (a continuacion).

El protocolo B implica un desbloqueo del 2' OH y/o 3' OH del nucledtido 3'-terminal del FPET RNA con polinul
cledtido quinasa (PNK) o [tratamiento a pH 2 (HCI 0,01M o acido maleico)] seguido por fosfatasa alcalina de intestino de
ternero (CIP). Esto hace posible que el RNA pueda poliadenilarse eficientemente en el nucleétido 3' terminal con poliALl
polimerasa de E. coli y ATP. A continuacion de la poliadenilacion, el RNA se convierte en cDNA mediante transcriptasa
inversa utilizando o bien oligo dT u oligo dT-T7 como iniciadores. EI cDNA cebado con oligo dT puede utilizarse directal]
mente para andlisis de la expresion génica por analisis TagMan®. Este método se prefiere si la cantidad de FPET RNA
no es limitante. Si la cantidad del FPET RNA es limitante, entonces el método preferido consiste en utilizar el cDNA
cebado con oligo dT-T7, convertirlo en DNA bicatenario con DNA-polimerasa | y RNAsa H y amplificarlo subsiguiente-
mente con RNA-polimerasa T7 y rNTPs. Si la muestra debe utilizarse para analisis de microrredes, entonces el cDNA
cebado con oligo dT-T7 se convierte en DNA bicatenario como anteriormente, y se amplifica subsiguientemente con
RNA-polimerasa T7 y rNTPs-biotinilados. De nuevo, este protocolo permite la determinacion universal del perfil de ex[]
presién génica, utilizando FPET RNA o, en un sentido mas general, RNA fragmentado de cualquier origen.

Un protocolo adicional de la invencion se muestra en la Figura 11. En este protocolo, el paso RT se mejora por
utilizacién de iniciadores inversos mas largos como se muestra (10 bases, 20 bases y 30 bases) siendo normales las
restantes condiciones de la RT. Los iniciadores mas largos permiten un aumento en el cebado de los RNAs fragmental]
dos dando como resultado mas cDNA diana para el paso PCR. Adicionalmente, los iniciadores mas largos pueden ayu(|
dar en la transcripcion inversa por formacion de puentes de bases modificadas con formalina que podrian bloquear en
caso contrario la actividad enzimatica. Una modificacién adicional incluye la realizacion de los dos ciclos iniciales de la
PCR a 50°C. Esto hace posible la amplificacién de mas cDNA diana debido a la menor temperatura de reasociacion.
Los dos pasos anteriores dan como resultado sefiales de expresion génica mas fuertes.

Otras realizaciones proporcionan varias mejoras adicionales con respecto a la amplificacién universal del protol]
colo del RNA fragmentado (FRA), como se ha expuesto anteriormente. Estos procedimientos mejorados hacen posible
la transcripcion inversa global y amplificacién de cantidades menores (50 ng) de muestras de FPET RNA incluso muy
fragmentadas en un formato automatizable de perlas en fase sélida. Las mejoras reducen también el nimero de depul]
raciones entre los pasos enzimaticos implicados en el FRA expuestos anteriormente, haciendo del proceso un procedil’
miento de mayor capacidad. Adicionalmente, las mejoras permiten el archivado de transcriptomas de RNA completos
fragmentados en perlas. Aunque fragmentados, los RNAs archivados se reamplifican facilmente, permitiendo asi la
medida reproducible de los niveles de mRNA de todos los genes expresados en muestras de tejido procedentes de
biopsias o de tejidos tumorales resecados y archivados incrustadas en parafina. Por ultimo, el procedimiento puede
incorporar también facilmente un paso de enriquecimiento para mRNA que permite una sensibilidad incrementada del
analisis de expresion génica.

Un procedimiento de amplificacion de FPET RNA universal y rapido podria aumentar notablemente el nimero de
genes cuyo perfil de expresion puede determinarse y el numero de estudios que pueden realizarse con cantidades tipill
camente limitantes de muestras clinicas valiosas.
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Las mejoras y cambios especificos en el protocolo basico que se incorporan para crear el protocolo mejorado
basado en perlas son las siguientes:

(a) eliminacién del paso de Depuracién entre el desbloqueo de los términos 3' del FPET RNA con PNK vy la polialJ
denilacion del RNA con EPAP;

(b) hibridaciéon del RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) a un formato de perlas en fase solida;
el paso permite facilmente un paso opcional del enriquecimiento para mRNA por eliminaciéon de las secuencias rRNA
mediante hibridacion con anterioridad al paso (c);

(c) conversion del RNA inmovilizado en perlas en el paso (b) en cDNA y subsiguientemente en DNA bicatenario;

(d) amplificacién del RNA por sometimiento del DNA bicatenario obtenido en el paso (c¢) a transcripcion in vitro
con una RNA-polimerasa. La realizacién de los pasos (c) y (d) en perlas reduce también el tiempo de Depuracién entre
los pasos enzimaticos;

(e) reduccion del tamafio de la muestra inicial de FPET RNA desde 200 ng a 50 ng;

(f) posibilidad de archivar los bibliotecas de FPET RNA como DNA bicatenario inmovilizado en perlas y reamplifil]
car el material para producir RNA adicional.

Las mejoras se ilustran en la Figura 13. El proceso comienza con FPET RNA, generalmente 50-200 ng, e implica
1) desbloqueo del 3' OH en el nucledtido terminal con PNK, 2) adicion directa de colas EPAP poliA del FPET RNA 3' sin
Depuracion desde el paso PNK, 3) hibridaciéon de FPET RNA poliadenilado a secuencias promotoras de RNA[J
polimerasa dT-T7 inmovilizadas en perlas seguido por 4) sintesis del cDNA con RT, 5) degradacion parcial del RNA por
RNAsa H y sintesis de la segunda cadena del DNA con DNA-polimerasa |, y 6) amplificaciéon del RNA por transcripciéon
in vitro. Un procedimiento opcional para una segunda tanda de IVT se muestra en el paso 7 (flechas discontinuas). Otro
paso opcional, representado en el paso 2' implica el empobrecimiento de fragmentos de rRNA ribosémicos (flecha de
puntos).

Las perlas utilizadas para hibridacién de acido nucleico pueden ser microperlas disponibles comercialmente,
tales como, por ejemplo perlas magnéticas de estreptavidina Dynal de 2,8 ym (M-280) o Dynabeads® MyOne™ Strep(]
tavidin (Dynal Biotech, Oslo, Noruega). Las perlas de estreptavidina pueden fijarse facilmente a acidos nucleicos biotini]
lados 5' o 3'. El oligo dT inmovilizado basado en perlas ha sido muy util en la depuracion de mRNA (Hornes, E. y
Korsnes, L. (1990), Genet. Anal. Tech. Appl. 7:145; Jacobsen,K., Breivold, E. y Hornes, E. (1990) Nucleic Acids Res.
18:3669) y para amplificacion subsiguiente de aRNA (Eberwine, J.(1995), Biotechniques 20:584).

Detalles adicionales de la invencién, con inclusion de la desfosforilacion del término 3' del RNA fragmentado,
poliadenilacién, transcripcion inversa subsiguiente utilizando iniciadores extendidos, y PCR mejorada se ilustran por los
ejemplos no limitantes siguientes.

Ejemplo de Referencia 1

En el Ejemplo 1 expuesto a continuacion se utilizaron los métodos siguientes.

Procedimiento de extracciéon de FPET RNA

Se extrajo RNA de secciones de 3-10 um (para cada paciente). Se eliminé la parafina por extraccién con xileno
seguida por lavado con etanol. Se aislo el RNA de los bloques de tejido seccionados utilizando el kit de Depuracion
MasterPure™ (Epicentre Technologies, Madison, WI) y se incluy6é un paso de DNasa I. EI FPET RNA se depur6 ultel]
riormente por filtracion a través de una columna CHROMA SPIN™ DEPC-H,O 30 de acuerdo con la Descripcion de los
suministradores (Clontech, Palo Alto). Resumidamente, se cargaron en una columna 30 yl de FPET RNA de 50-300
ng/ul (centrifugados previamente a 2500 rpm (664 x g) durante 5 min en una centrifuga Eppendorf 5417C), se centriful]
garon en la columna (en las mismas condiciones de la pre-centrifugacion) y se guardaron a -80°C. La Figura 2 muestra
un ejemplo de RNA aislado de muestras de cancer de mama fijadas con formalina e incrustadas en parafina (FPE) que
estuvieron archivadas durante 1 a 17 afios.

Sintesis _del RNA Complementario (cRNA) de Control Positivo

Se generaron en dos pasos fragmentos pequefios de RNA complementarios a amplicones para los genes HER2,
GAPDH, y CYP: 1) fragmentos de DNA monocatenario complementarios a los amplicones para estos genes y que con(|
tenian un sitio de RNA-polimerasa T7 en su extremo 5' se sintetizaron (IDT, Coralville, I1A) y se amplificaron por PCR. 2)
Los productos PCR se depuraron utilizando columnas CHROMA SPIN™ TE-30 y se generd cRNA mediante el kit de
transcripcion AmpliScribe™ T7 (Epicentre Technologies) y se depuré utilizando una columna CHROMA SPIN™ DEPC
H.O 30.
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Desfosforilacion del término 3' del FPET RNA

El término 3' del FPET RNA se tratdé con polinucleétido-quinasa (PNK) T4 o HCI 0,01M y fosfatasa alcalina de
ternero (CIP) para eliminar los 2',3'-fosfatos ciclicos, 2'-monofosfatos y 3'-monosfosfatos. Estos diversos ésteres fosfato
se encuentran tipicamente en el resto de ribosa 3' terminal de los RNAs degradados y es necesario eliminarlos a fin de
asegurar una adicion eficiente de poliA al término 3' del FPET RNA.

Tratamiento con PNK

En un volumen de reaccion de 20 pl, 100-5000 ng de FPET RNA se incuban a 37°C durante una hora con 20
unidades de PNK (NEBiolabs, Beverly, MA) en 1X tampdn PNK (Tris-HCI 70 mM de pH 7,6, MgCl, 10 mM, ditiotreitol 5
mM) y 40 unidades de RNasaOUT™ (Invitrogen, Carlsbad, CA). La reaccion se termina por adicion de 20 ul de H,O
exenta de RNAsa y extraccion con 40 ul de fenol: CHCI3:IAA (25:24:1) de pH 6,6 (Ambion, Inc., Austin, TX). Después de
centrifugacién a 14.000 x g durante 1-2 min, se elimina la fase acuosa, se pasa a través de una columna CHROMA
SPIN™ DEPC-H20 30 y se reduce su volumen a 12,5 pl utilizando un vacio Savant-Speed.

Tratamiento con CIP

En un volumen de reaccién de 20 pl, se incuban 100-5000 ng de FPET RNA durante 2 horas en HCI 10 mM a
25°C. ElI FPET RNA se pasa luego a través de una columna CHROMA SPIN™ DEPC-H,O 30 como anteriormente y se
incuba con 10 unidades de CIP (New England Biolabs, Beverly, MA) durante 30 min a 37°C en 1X NEBuffer 3 (NaCl 10
mM, Tris-HCI 5 mM, pH 7,9, MgCl; 1 mM, ditiotreitol 1 mM) y 40 unidades de RNAsaOUT™ (Invitrogen, Carlsbad, CA).
La reaccion se termina por adicion de 20 yl de H,O exenta de RNAsa y extraccion con 40 pl de fenol: CHCI3:1AA
(25:24:1), de pH 6,6 (Ambion, Inc., Austin, TX). Después de centrifugacién a 14.000 x g durante 1-2 min, se elimina la
fase acuosa, se pasa a través de una columna CHROMA SPIN™ DEPC-H,0 30 y se reduce el volumen a 12,5 pl utiliCJ
zando un vacio Savant-Speed.

Poliadenilaciéon del FPET RNA

Se incubaron a 37°C 100-5000 ng de FPET RNA desfosforilado (20 pl de volumen rxn) con 1,0 unidades de pol’
liA-polimerasa de E. coli (EPAP) en 1X tampén EPAP (Ambion, Inc., Austin, TX), ATP 1 mM y 40 unidades de RNAsa-
OUT™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 15 minutos. La reaccién se termind por adicion de 20 ul de H,O exenta de
RNAsas y extraccion con 40 pl de fenol: CHCI3:IAA (25:24:1), de pH 6,6 (Ambion, Inc., Austin, TX). Después de centriful
gacion a 14.000 x g durante 1-2 min, se eliminé la fase acuosa y se paso a través de una columna CHROMA SPIN™
DEPC-H20 30.

Andlisis del FPET RNA

El RNA se cuantifico utilizando el método de fluorescencia RiboGreen (Molecular Probes). El tamafio del RNA se
analizé por electroforesis microcapilar utilizando el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, CA).

Iniciador/sonda TagMan®

Para cada gen, se identificé el nUmero de acceso de la secuencia de referencia (REFSEQ) del mRNA apropiado
para el gen y se accedi6 a las secuencias a través de la base de datos NCBI Entrez Nucleotide. Los iniciadores y las
sondas se disefiaron utilizando los programas Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA) y Primer 3 [Steve
Rozen y Helen J. Skaletsky (2000), Primer 3 en la WWW para usuarios generales y para programadores bidlogos. En:
Krawetz S, Misener S (eds) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa,
NJ, pp 365-386]. Los oligonucledtidos fueron suministrados por Biosearch Technologies Inc. (Novato, CA) e Integrated DNA Tech(
nologies (Coralville, IA). Los tamafios de los amplicones se limitaron a 85 bases. Las sondas fluorégenas se marcaron de
modo dual con 5-FAM y 3'-BHQ1.

Transcripcion inversa

La transcripcion inversa se realizo utilizando un Kit de Sintesis de la Primera Cadena SuperScript™ para RT[
PCR (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Las reacciones se llevaron a cabo con FPET RNA total (3-50 ng/ul) e iniciadores
especificos de genes agrupados (100 nM de cada uno) o iniciadores oligo(dT) (25 ng/ul) o iniciadores oligo(dT)-T7
(0,25-5,0 uM). Para la transcripcion inversa de iniciadores extendidos, la reaccion se efectud utilizando el kit OmniScript
Reverse Transcriptase para sintesis del cDNA de la primera cadena (Qiagen, Valencia, CA) como se ha descrito. El
FPET RNA total (3-50 ng/ul) y los iniciadores especificos de genes extendidos agrupados se utilizaron a concentraciol]
nes de 3-50 ng/pl y 100 nM (de cada iniciador), respectivamente.

Sintesis del DNA de |la segunda cadena

Los productos de sintesis de cDNA de la primera cadena derivados de 100-5000 ng de FPET RNA se incubaron
a 16°C (volumen de reaccién 150 pl) en 1X tampén de la segunda cadena [Tris-HCI 20 mM, pH 6,9; MgCl; 4,6 mM; KCI
90 mM; B-NAD" 0,15 mM; (NH4)2SO4 10 mM], mezcla de dNTP 0,2 mM, 10 unidades de DNA-ligasa, 40 unidades de
DNA-polimerasa |, y 2 unidades de RNasa H (todos los reactivos de Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 2 horas. Se afialJ
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dieron luego 9 unidades de DNA-polimerasa T4 (NEBiolabs); la mezcla de reaccién se incubd durante 15 minutos mas.
Se precipité el DNA con acetato de amonio 5M y etanol 100%, con 5 ug de glucégeno como portador.

Transcripcion in vitro (IVT)

El ds-DNA precipitado (del paso anterior) se resuspendié en 8 yl de H,O exenta de nucleasa y se llevd a cabo
una reaccion IVT (20 pl en total) utilizando el kit MEGAScript™ T7 (Ambion, Austin, TX), dejando que transcurriera la
reaccion durante 4 horas a 37°C. Subsiguientemente, se aumentd el volumen de reacciéon a 40 pl con H,O exenta de
nucleasa y se precipité el cRNA con acetato de sodio 3M y etanol 100%. El cRNA precipitado se resuspendié en 20-40
pl de H20 exenta de nucleasa.

Determinacién del perfil de expresién génica TagMan®

En el caso de las operaciones con ABI 7900®, las reacciones TagMan® se efectuaron como reacciones duplicall
das de 5 pl constituidas por 1X Universal PCR Master Mix y cDNA producido a partir de una cantidad equivalente de 1
ng de RNA total. Las concentraciones finales de iniciador y sonda eran 0,9 uM (de cada iniciador) y 0,2 uM, respectivall
mente. La ciclacion de la PCR se llevo a cabo en el equipo ABI Prism® 7900 como sigue: 95°C 10 minutos x 1 ciclo,
95°C 20 segundos, 60°C 45 segundos x 40 ciclos. Para las operaciones 7700, las reacciones TagMan® se efectuaron
como reacciones triplicadas de 25 pl constituidas por 1X PCR tampén A, MgCl, 4 pM, dNTPs 0,2 uM, 0,025 U/ul de
DNA-polimerasa AmpliTag Gold™ (Applied Biosystems, Foster City, CA), y el cDNA producido a partir de un equivalente
de 2,5 ng de RNA total. Las concentraciones finales de iniciador y sonda son como anteriormente. La ciclacion PCR se
llevé a cabo en un ABI Prism® 7700 como anteriormente. Para los experimentos de cebado PCR modificados, la ciclal]
cion PCR se realizé en el ABI Prism® 7700 como sigue: 95°C 10 minutos x 1 ciclo, 95°C 20 segundos, 50°C 2 minutos x
2 ciclos, 95°C 20 segundos, 60°C 45 segundos x 38 ciclos.

Ejemplo 1

Protocolo estandar

Se traté RNA con polinucleétido-quinasa (PNK) o fosfatasa alcalina de intestino de ternero (CIP), enzimas con
actividad de fosfatasa ciclica 2'-3' y actividad de fosfatasa 3', respectivamente. El andlisis por electroforesis capilar [Agil]
lent 2100] del FPET RNA tratado sugeria que el tratamiento del FPET RNA con PNK o CIP eliminaba los fosfatos blol |
queantes, a juzgar por una disminucion sutil en la movilidad del RNA tratado con enzimas con relacion a la del RNA sin
tratar (fig. 6A). La movilidad electroforética reducida era de esperar debido a que la eliminacion del grupo fosfato cargall
do podria haber reducido la relacién carga/masa del FPET RNA.

Si los fosfatos bloqueantes del extremo 3' de los FPET RNAs se eliminaran eficazmente, entonces deberia ser
posible la poliadenilacién del RNA. El tratamiento de FPET RNA con PNK seguido por tratamiento con EPAP
(+PNK/+EPAP) dio como resultado una disminucién significativa en la movilidad electroforética del FPET RNA (fig. 6B).
Para confirmar que el cambio de movilidad era debido a poliadenilacion y no debido simplemente a desfosforilacién, se
incluyeron controles de tratamiento con PNK solo (+PNK/-EPAP) y sin tratamiento alguno (-PNK/-EPAP). La Unica dis[]
minucion significativa de movilidad se observé con ambos tratamientos de PNK y EPAP. Asi pues, la combinacién de un
paso de desbloqueo y desfosforilacion (tratamiento con PNK o CIP) seguido por un paso de poliadenilacion con EPAP
convertia muy verosimilmente el FPET RNA en una forma poliadenilada eficientemente. Este RNA poliadenilado deberia
ser adecuado para la sintesis universal de cDNA utilizando iniciadores oligo dT y RT.

Para testar la eficacia de la poliadenilacién en la sintesis universal de cDNA, se poliadenilé FPET RNA por EPAP
después de tratamiento con o sin PNK o CIP, y se midi6 la abundancia de cDNA por TagMan® RT-PCR. El tratamiento
con PNK (Figura 7) o CIP (Figura 8) seguido por poliadenilacion y RT-PCR cebada con oligo-dT dio como resultado un
aumento significativo en los rendimientos de cDNA con relacion a las muestras sin tratar con PNK (4-32 veces) o sin
tratar con CIP (8-16 veces). Esto indicaba que el desbloqueo del extremo 3' aumenta espectacularmente la eficiencia de
la poliadenilacién y la sintesis del cDNA cebada con oligo-dT. Como era de esperar, la poliadenilacion tenia muy poco
efecto sobre la sintesis de cDNA cebada con GSP. Es importante que los controles positivos GSP indicaban que este
método de cebado universal amplificaba el cDNA con una eficiencia del 25-50% de la eficiencia alcanzada con el métol]
do de cebado mas eficiente actualmente, el cebado GSP.

En un experimento ulterior, se sintetiz6 cDNA a partir de FPET RNA poliadenilado (tratado con PNK y EPAP) y
FPET RNA no poliadenilado utilizando iniciadores oligo dT o iniciadores GSP, respectivamente. En este experimento, se
utilizaron 96 iniciadores GSP agrupados y se realizé la expresién de los 96 genes por RT-PCR TagMan® (utilizando 1
ng de FPET RNA/pocillo, 384 pocillos; instrumento ABI Prism® 7900). Los datos presentados en la Figura 9 demuestran
que el FPET RNA poliadenilado se convertia eficientemente en cDNA (pA-dT) a juzgar por la semejanza en los valores
Ct con el cDNA cebado con GSP (pA_GSP1). Para muchos genes, el FPET RNA poliadenilado daba una sefial mejor
con cebado oligo-dT que el cebado GSP. La tabla 1 muestra un sumario estadistico de los datos de la Figura 9. El panel
izquierdo indica que la poliadenilacion del FPET RNA antes de la RT con oligo dT da como resultado la deteccién del
77% de los genes (Ct < 38) mientras que el RNA no poliadenilado produce solamente 16% de genes detectables. Adi’]
cionalmente, existe una correlacion significativa entre el perfil de expresion génica del cDNA generado por GSP y el
cebado con oligo dT del RNA poliadenilado (R de Pearson = 0,77). No existia correlacion alguna entre los perfiles de
expresion génica del cDNA generado por GSP y la RT no poliadenilada, cebada con oligo dT (R = 0,11).
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Otra mejora util de este método fue la inclusion de un sitio de RNA-polimerasa T7 en el iniciador oligo dT de tal
modo que el FPET RNA pudiera amplificarse universalmente después de la poliadenilacién. La Figura 10 (A-C) demues(]
tra el efecto de la poliadenilacion y la transcripcion in vitro (IVT) [amplificacién con RNA-polimerasa T7 (Van Gelder et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87(5):1663-7 (1990)] sobre la expresion de 46 genes procedentes de tres fuentes de
RNA diferentes. La Figura 10A muestra los perfiles de expresion del RNA intacto de alta calidad (Stratagene). La IVT
aumentaba la sefal media TagMan® de la totalidad de los 46 genes (véase el recuadro) ~ 6 veces cuando se comparal]
ron cDNA generado por RT cebada con GSP (GSP; control no amplificado) y cDNA generado por RT cebada con oligo
dT-T7 que se amplificé subsiguientemente por IVT (No EPAP IVT). La poliadenilacion del RNA antes de la sintesis del
cDNA e IVT no tenia efecto adicional alguno sobre la sefial TagMan® global (EPAP IVT-1 e IVT-2). Las Figuras 10B y
10C muestran perfiles de expresion génica generados a partir de FPET RNA degradado moderadamente (BioPath Plal]
centa) y FPET RNA fuertemente degradado (Clinomics 168), respectivamente. En estos casos, la poliadenilacion era un
paso necesario para la amplificaciéon IVT del RNA. Como se muestra, las sefiales TagMan medias de experimentos
duplicados (EPAP IVT med.) eran ~ 2,5 Cts mas bajas (6 veces) que las sefales generadas por IVT a partir de RNA no
poliadenilado (No EPAP IVT). Es importante que los perfiles génicos se mantienen después de la IVT como se indica
por el coeficiente de correlacion de Pearson (R = 0,91-0,96). En suma, la poliadenilacion del FPET RNA degradado es
un método util para sintetizar globalmente cDNA correspondiente a cada gen presente en la muestra. Este cDNA puede
utilizarse para amplificar ulteriormente las sefiales génicas con exactitud y reproducibilidad por IVT.

Otra mejora para el aumento de las sefiales de expresidon génica se muestra en la Figura 12. En este ejemplo, la
deteccién de 6 genes aumentaba a medida que se alargaban los iniciadores. La extension de las longitudes de los inill
ciadores a 20-30 bases mas alla de la longitud del iniciador inverso estandar (GSP), incrementaba las sefales de exprel]
sion génica de 10 a 15 veces. Adicionalmente, si los dos primeros ciclos de la PCR subsiguiente se realizaban a 50°C
en vez de 60°C, las sefiales de expresion génica aumentaban auln varias veces mas.

Ejemplo de referencia 2

A no ser que se indique otra cosa, en los ejemplos 2-5 siguientes, se utilizaron los materiales y métodos que
siguen.

Materiales

Microesferas MyOne recubiertas con estreptavidina: Dynal, 2 ml @ 10 mg/ml.

Iniciador Biotina-Eberwine: IDT, 100 pmol/ul stock (100 uM). 5'-biotinall
GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGTTTTTTTTTTTITTTTTTT
TTTVN-3’ (SEQIDNO: 1)

Polinucledétido-quinasa (PNK) T4: New England Biolabs, 2500 unidades @ 10 U/ul. Se suministra con un tampén
de reaccién 10X.

Inhibidor de RNasa: Applied Biosystems, 20 U/pl.
H2O exenta de nucleasas: Ambion.

Kit de Adicién de Colas poli(A): Ambion. Articulos utilizados en el kit: enzima poli(A) polimerasa de E. coli (EPAP)
(2 U/ul), 5X tampdn de reaccion, ATP 10 mM.

Sistema de la Primera Cadena SuperScript RT: Invitrogen. Articulos utilizados en el kit: 10X tampon RT, DTT
0,1M, mezcla de dNTP 10 mM (nota: la mezcla de dNTP se utiliza también en la sintesis de la segunda cadena), 2 U/ul
de RNasaH (utilizada en la sintesis de la segunda cadena).

Enzima SuperScript 1l RT: Invitrogen, 200 U/ul. Se suministra con 5X tampén RT, que se utiliza para crear el 1X
tampoén RT para el paso de lavado pre-RT.

MgCl, 0,1M: Ambion. Se suministra como stock 1M y se diluye subsiguientemente 1:10.
5X tampon de la segunda cadena: Invitrogen. DNA-ligasa: Invitrogen, 10 U/pl.
DNA-polimerasa I: Invitrogen, 10 U/ul.

DNA-polimerasa T4: Invitrogen, 5 U/pl.

Glucégeno: Ambion, 5 mg/ml.

Acetato de amonio 5M: Ambion.
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Etanol 100%: SigmaMEGAScript-Kit IVT T7: Ambion. Articulos utilizados en el kit: tampoén 10X IVT, NTPs 75 mM,
mezcla de enzimas.

Acetato de sodio 3M: Ambion.
Métodos

Tratamiento con PNK y EPAP

Para 210-200 ng de FPET RNA: Se incubd FEPT RNA en 1X tampdn PNK (Tris-HCI 70 mM de pH 7,6, MgCl> 10
mM, ditiotreitol 5 mM), 1 U/l de inhibidor de RNasa (Applied Biosystems, Foster City, CA) y 1 U/ul de PNK (NEBiolabs,
Beverly, MA) a 37°C durante 30 min en un volumen de reaccion de 20 ul. Después de tratamiento con PNK, el FPET
RNA se poliadenil6 directamente por adicidon a la mezcla de reaccion hasta una concentracion final; y 1X tampén EPAP
(Ambion. Austin, TX), ATP 1 mM, 1,5 U/ul de inhibidor de RNasa y 0,025 U/ul EPAP (Ambion. Austin, TX). La mezcla se
incubd a 37°C durante 15 min en un volumen de reaccion de 40 pl, y luego a 70°C durante 5 min.

Para 50 ng de FEPT RNA: Los tratamientos con PNK y EPAP fueron idénticos a los anteriores, excepto por los
volumenes de reaccion, que se redujeron a escala hasta 5 pl y 10 ul (1/4 de volumen), respectivamente.

Transcripcion Inversa del FPET RNA poliadenilado con complejo iniciador T7-oligo dT- perlas magnéticas

Preparacion de los complejos iniciador T7-oligo dT-perlas magnéticas

Se retird un recipiente de stock de perlas Dynabeads® MyOne™ Streptavidin (Dynal, Biotech, Oslo, Noruega) del
almacenamiento a 4°C y se agitdé enérgicamente para resuspender por completo las perlas. Se retiraron perlas de 40 pl
(400 pg) a un tubo de microcentrifuga de 0,5 ml; las perlas se centrifugan en una microcentrifuga de sobremesa (< 5
segundos) para recoger el liquido en el fondo del tubo. Debe evitarse una centrifugacion excesiva de los tubos que
contienen perlas paramagnéticas, dado que ello hara que las mismas se reduzcan a un sedimento y se agreguen, lo
cual puede reducir la eficiencia de las perlas. Los tubos se pusieron en una bandeja magnética MPC-S (Dynal, Biotech,
Oslo, Noruega) con las charnelas de los tubos orientadas hacia el iman y dejando que las perlas se recojan contra la
pared del tubo (~ 2 min). Se abrieron los tubos sin retirarlos de la bandeja; y se pipeted el sobrenadante. Se retiraron los
tubos de la bandeja; se lavaron las perlas por resuspension en 100 pl de 1X tampdén B&W (Tris-HCI 5 mM de pH 7,3,
EDTA 0,5 mM, NaCl 1M). Los tubos se centrifugaron brevemente para recoger el liquido, y se pusieron luego en una
bandeja de tubos magnética. Se dejo que las perlas se agruparan contra la pared del tubo y se enfrié el sobrenadante
como anteriormente; y se repitid el lavado con 1X tampén B&W durante un total de dos lavados. Se retiré el sobrenal]
dante del lavado final, y las perlas se resuspendieron luego en 40 ul de 1X tampdn B&W que contenian 25 uM de iniciall
dor Eberwine T7 oligo dT (5'-biotina

GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGTTT
TTTTTTTTITTTTTTTTTTTVN-3"). (SEQID NO: 1) Laincubacion se efectud a la tem(

peratura ambiente durante 15 min en un termomezclador Eppendorf (850 rpm). Las perlas se suspendieron sobre un
iman (~ 2 min); se retird el sobrenadante y se lavaron dos veces las perlas con 100 pl de 1X tampon B&W. Se resus
pendieron las perlas en 80 yl de Tampon de Almacenamiento de Perlas (1X PBS, 70% EtOH) y se guardaron a 4°C
hasta el momento de su utilizacién.

Hibridacién de perlas T7-oligo dT a FPET RNA poliadenilado

Para 200-300 ng de FPET RNA: Durante las incubaciones con PNK/EPAP, la solucién iniciador-cuenta previall
mente preparada se retird del almacenamiento a 4°C. Se sacudio el tubo para resuspender las perlas y se centrifugd
brevemente para recoger el liquido. Se pasaron alicuotamente 20 pl (100 pg) de perlas a un tubo de 0,5 ml y el tubo se
dispuso sobre un iman durante aproximadamente 2 minutos. Se retird el sobrenadante; las perlas se lavaron dos veces
con 100 pl de 1X tampdn B&W. El sobrenadante del lavado final se retiré durante el paso de desactivacion de EPAP a
70°C. Después que se hubo completado la incubacién a 70°C, el tubo que contenia la reaccion con EPAP se centrifugd
concienzudamente para recoger el liquido, y los contenidos de la reaccidn se transfirieron luego a un tubo que contenia
el complejo iniciador-perla. Se invirtié el tubo para resuspender las perlas y se centrifugé brevemente; se incubé a la
temperatura ambiente en el termomezclador (850 rpm) durante 5 minutos. El tubo se dejé en una bandeja magnética
durante aproximadamente 2 minutos; se retird el sobrenadante.

Para 50 ng de FPET RNA: Lo mismo que anteriormente, excepto que se utilizaron partes alicuotas de 5 pl (25
ug) de perlas.
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Sintesis del cDNA de la Primera Cadena

La transcripcion inversa se llevd a cabo utilizando un Kit de Sintesis de la Primera Cadena SuperScript™ para
RT-PCR (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

Para 200-300 ng de FPET RNA: Se lavaron las perlas una sola vez con 100 pl de 1X tampén RT (Tris-HCI 20
mM de pH 8,4, KCI 50 mM). Se resuspendieron las perlas en 20 yl de mezcla de reacciéon RT constituida por 1X tampoén
RT, MgCl, 5 mM, DTT 10 mM, dNTPs 0,5 mM, 1 U/ul de inhibidor de RNasas, y 10 U/ul de SuperScript Il RT, y se incul]
baron a 42°C en el termomezclador (850 rpm) durante 50 min.

Para 50 ng de FPET RNA: Lo mismo que anteriormente, a excepcién que las perlas se resuspendieron en 5 ul de
1X tampodn RT.

Sintesis del cDNA de la Segunda Cadena

Para 200-300 ng de FPET RNA: La reaccion del cDNA de la primera cadena se retiréd del termomezclador y se
afnadieron 130 pl de la mezcla de reaccion siguiente de la segunda cadena: 1,15X tampoén de segunda cadena, mezcla
de dNTP 0,23 mM, 0,077 U/ul de DNA-ligasa, 0,31 U/ul de DNA-polimerasa | y 0,015 U/ul de RNasa H. Se sacude el
tubo para mezclar su contenido; y se centrifuga brevemente. Se incuba durante 2 horas a 16°C en el termomezclador
(850 rpm).

Para 50 ng de FPET RNA: Lo mismo que anteriormente excepto que se afaden 32,5 ul de la mezcla de reaccion
de la segunda cadena.

Depuracion del DNA de la Segunda Cadena/Transcripcion in Vitro

Para 200-300 ng y para 50 ng de FPET RNA: El tubo de reaccién de la segunda cadena se retird del termomez(]
clador; se centrifugdé brevemente y se mantuvo en la bandeja magnética durante aproximadamente 2 minutos. Se retird
el sobrenadante y las perlas se lavaron dos veces con 100 pl de tampén de lavado 1X IVT (Tris 400 mM de pH 7,3,
MgCl, 70 mM, NaCl 100 mM, espermidina 20 mM).

Se utilizé el kit MEGAScript-T7 IVT (Ambion, Austin, TX) para la transcripcion in vitro. Se resuspenden las perlas
en 20 pl de mezcla madre IVT (preparada como se describe por Ambion) y se inverti6 el tubo para mezclar el contenido.
Se centrifuga brevemente y se incuba a 37°C durante 4 horas en el termomezclador (1000 rpm).

Depuracién IVT

Se retiré el tubo del termomezclador; se centrifugé brevemente y se dejé en la bandeja magnética durante
aproximadamente 2 minutos. Se transfirié el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y se afiadieron los
reactivos siguientes por este orden:

H20 exenta de nucleasas: 20 ul
Glucdgeno de 5 mg/ml (Ambion): 1 pl

Acetato de sodio 3M (Ambion): 4 pl

Etanol 100% (Sigma): 100 pl

El tubo se agitd enérgicamente y se incubo a -20°C desde 1 hora hasta toda la noche. Se centrifugé el tubo en
una centrifuga Eppendorf refrigerada a 14.000 rpm durante 20 min (4°C) para reducir el cRNA a un sedimento. Se retiré
el sobrenadante y se afiadieron 500 pl de solucion de etanol al 70% para lavar el sedimento. El tubo se centrifugd en
una centrifuga Eppendorf refrigerada a 14.000 rpm durante 3 minutos (4°C). Con una pipeta, se retird del tubo tanto
alcohol como fue posible, y a continuacion se dejé el tubo (con el extremo superior abierto) en una vitrina de humos para
permitir que se evaporara el alcohol restante (5-10 min). El sedimento de cRNA se resuspendié en 40 pl de H.O exenta
de nucleasas.

Andlisis del FPET RNA

El RNA se cuantifico utilizando el método de fluorescencia GriboGreen (Molecular Probes). El tamafo del RNA
se analizé por electroforesis microcapilar utilizando el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, CA).

Determinacion del perfil de expresién génica TagMan®

Las reacciones TagMan® se efectuaron en reacciones duplicadas de 5 pl constituidas por Mezcla Madre 1X
Universal PCR y 1 ng de cRNA. Las concentraciones finales de iniciador y sonda eran 0,9 uM (de cada iniciador) y 0,2
uM, respectivamente. La ciclacion PCR se realizé en el equipo ABI Prism® 7900 como sigue: 95°C 10 minutos x 1 ciclo,
95°C 20 segundos, 60°C 45 segundos x 40 ciclos.
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Ejemplo 2

Eliminacién del paso de depuracién entre la desfosforilacion y la poliadenilacion del término 3' del FPET RNA

El término 3' del FPET RNA se trata con polinucleotido-quinasa (PNK) T4 para eliminar los 2',3'-fosfatos ciclicos,
los 2'-monofosfatos y 3'-monofosfatos. Estos diversos ésteres fosfato se encuentran tipicamente en el resto ribosa 3'(]
terminal de los RNAs degradados y tienen que eliminarse para asegurar una adicion eficiente de poliA al término 3' del
FPET RNA.

Como se ha descrito previamente, el paso estandar de desfosforilacion con PNK se termina por adicion de 20 pl
de H2O exenta de RNasas y extraccion con 40 pl de fenol:CHCI3:IAA (25:24:1) , pH 6,6 (Ambion, Inc., Austin, TX). Des[]
pués de centrifugacion a 14.000 x g durante 1-2 min, se retira la fase acuosa, se pasa a través de una columna
CHROMA SPIN™ DEPC-H,0 30 y se reduce su volumen a 12,5 pl utilizando un vacio Savant Speed. EI RNA esta aholJ
ra listo para la reaccién estandar de poliadenilacién con EPAP en un volumen de 20 pl.

Para perfeccionar el método, los autores de la invencién probaron varias modificaciones del procedimiento, como
se muestra en la Figura 2. A continuacién de la reaccion PNK utilizando 1000 ng de FPET RNA de céncer de mama
(Clinomics), se testaron seis condiciones de depuracion antes de la poliadenilacion con EPAP. La condicion de depural]
cion 1 es esencialmente la misma que el protocolo estandar expuesto anteriormente, pero omitiendo el paso de reducl]
cién de volumen de la muestra (Speed-Vac). Esto da como resultado un mayor volumen de muestra y por tanto requeria
un aumento en el volumen de la reaccion final EPAP (40 pl). El volumen de reaccion de 40 ul se mantuvo constante
para la totalidad de las cinco condiciones de depuracién como se muestra en la Figura 14. El analisis por electroforesis
microcapilar (Figura 14, panel izquierdo) de los RNAs poliadenilados en las cinco condiciones de depuracion modificall
das indicaba que, por término medio, se afiadian 50-140 adenilatos a los RNAs con relacién al material de partida (SM),
que tenia un tamafio medio de 90 nucleétidos (nt). Por ejemplo, para la condicion 1; 150-90 = 60 adenilatos. Estos resul(]
tados indican que la totalidad de las cinco condiciones producian FPET RNA poliadenilado de tamafio aceptable. Es
interesante que el porcentaje de RNA recuperado después del paso de depuracion EPAP indicaba que las cinco condil]
ciones de depuracion PNK eran mejores que el método estandar, condicién 6 (Figura 14, lado inferior derecho). Adiciol]
nalmente, la condicidon exenta de depuracion (5) proporcionaba el rendimiento maximo. El porcentaje de recuperacion se
refiere al RNA de entrada y en algunos casos es mayor que 100% debido a un aumento de peso por la poliadenilacion.
Para evaluar ulteriormente la calidad de los RNAs poliadenilados, se llevaron cuatro muestras a lo largo del resto del
proceso IVT estandar y se determind el perfil de expresién por TagMan® RT-PCR como se resefia en la solicitud de
patente anterior de los mismos inventores (39740.0003PR). La Figura 15 muestra un perfil de paneles de 47 genes de
los RNAs amplificados para las condiciones 2-5. Todos los perfiles exhibian una concordancia alta (R = 0,91) con el
RNA sin amplificar (SM) y el RNA estandar tratado (condiciéon 6). La condicién 5, exenta de depuracion, daba el Ct
minimo medio (36,0) y el rendimiento IVT maximo (95,8 ug), por lo que se adopté como el procedimiento estandar para
el tratamiento EPAP (paso 2, Figura 13).

Ejemplo 3

Hibridacién de FPET RNA poliadenilado a perlas promotor T7-oligo dT, sintesis del cDNA de la sequnda cadena
e lVT

Otra mejora del método estandar de la presente invencion incluye la hibridacion del FPET RNA poliadenilado a
iniciadores promotor T7-oligo dT que estan conjugados a perlas magnéticas de poliestireno. Esto permite que todos los
pasos enzimaticos subsiguientes se realicen facilmente sobre un soporte sélido con pasos de depuracion minimos. Por
ejemplo, elimina la necesidad de extracciones con fenol-CHCIs y la cromatografia centrifuga en columna entre las reacl]
ciones. El uso de perlas se presta también por si mismo a un proceso automatico, lo que podria aumentar notablemente
la capacidad. Adicionalmente, bibliotecas de cDNA archivadas y conjugadas a perlas pueden reamplificarse facilmente
para producir cRNA adicional. La Figura 16 muestra el perfil de expresién de 47 genes para cRNAs placentarios genel]
rados por la solucion estandar, el método IVT no basado en perlas (IVT exenta) y el cRNA generado por el método IVT
en fase solida basado en perlas (IVT en fase solida) resefiado en la Figura 13. Para comparaciéon, se muestra también
FPET RNA placentario no amplificado (SM). De nuevo, ambos procesos IVT proporcionaban cRNA que exhibia una
concordancia alta con el RNA sin tratar (R > 0,94). Aunque el método IVT tradicional no basado en perlas producia 1,74
veces mas cRNA que el método IVT basado en perlas, el Ct medio era 0,74 mayor. Cuando las cantidades de RNA se
ajustan para proporcionar el mismo Ct medio como el material de partida RNA, los rendimientos relativos (Ct ajustado)
son aproximadamente iguales (21,66 frente a 20,79). Por tanto, el método IVT basado en perlas es casi tan eficiente
como el método no basado en perlas en términos de amplificacion y fidelidad. Aunque ambos métodos IVT no alcanzan
el mismo nivel de sensibilidad RT-PCR (Ct med./masa de RNA) como material de partida cuando se utilizan cantidades
equivalentes de RNA (1 ng/pocillo), los mismos alcanzan todavia una amplificacion de 100 veces del RNA después de
ajuste por la pérdida de sensibilidad.

Ejemplo 4
Una comparacion de la amplificacion de RNA utilizando 50 ng y 200 ng de FPET RNA

Las muestras de FPET archivadas con historias clinicas son extremadamente valiosas para estudios clinicos
retrospectivos. Como tales, es dificil a menudo tener méas de 1 6 2 secciones FPET de 5 micrometros por paciente prol]
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cedentes de colaboradores clinicos para los estudios. Por tanto, existe la necesidad de optimizar la amplificacion IVT del
FPET RNA partiendo de menos de 1 microgramo de RNA vy preferiblemente menos de 100 ng de RNA. La Figura 17
muestra el perfil de expresion de 200 ng de 47 genes (condicién 1) y 50 ng (condiciones 2 y 3) de FPET RNA amplificalJ
do por el protocolo basado en perlas. Para la primera amplificacion de RNA de 50 ng (condiciéon 2), la relacion de RNA a
masa de perlas y los volimenes de reaccion de cada paso eran idénticos a la amplificacion estandar de 200 ng de RNA.
Para la segunda amplificacion de RNA de 50 ng (condicion 3), la relacion de RNA a masa de perlas era idéntica, pero
los volumenes de reaccién se redujeron proporcionalmente a escala hasta 2 de su volumen. Ambas amplificaciones de
50 ng de RNA produjeron aproximadamente la misma cantidad de cRNA, aunque 10 veces menos que la amplificacion
de 200 ng de RNA. Si se esperara un rendimiento 4 veces menor a partir de las reacciones de 50 ng, dado que se partia
con Y42 de la cantidad de FPET RNA, entonces se tiene todavia una pérdida de eficiencia de 2,5 veces no justificada
cuando se reduce a escala nuestra amplificacién desde 200 ng a 50 ng de FPET RNA. No obstante, ambos perfiles de
expresion derivados de la amplificacion de 50 ng exhiben todavia una fuerte correlacion con la amplificacion de 200 ng
de RNA (R = 0,97). Asimismo, el Ct medio para la amplificacién escalada en volumen de 50 ng (condicion 3) era equivall
lente a la amplificacion de 200 ng de RNA. Por esta razén, se adopté la versién a escala reducida (V4 vol) como el prol
cedimiento de amplificacion para 50 ng de FPET RNA.

Ejemplo 5

Una comparacion de una amplificacion secundaria utilizando 50 ng y 200 nanogramos

de FPET RNA

Como se ha mencionado previamente, una ventaja adicional del archivo de bibliotecas de cDNA FPET en perlas
es que las mismas pueden reamplificarse facilmente. Como ejemplo de una IVT secundaria, perlas archivadas que
contenian cDNA conjugado procedente del experimento anterior se lavaron una sola vez, se resuspendieron en tampdn
IVT y se amplificaron de acuerdo con el protocolo IVT original. La Figura 17B muestra los resultados de este experimen(]
to. Una vez mas, ambas amplificaciones de 50 ng de RNA proporcionaron aproximadamente la misma cantidad de
cRNA, aunque 10 veces menos que la amplificacién de 200 ng de RNA. Adicionalmente, las tres amplificaciones secun(]
darias proporcionaban aproximadamente 1/3 del RNA proporcionado por sus correspondientes amplificaciones primal]
rias. Se mantuvo un alto nivel de fidelidad entre las tres amplificaciones secundarias (R = 0,95). Las amplificaciones
primaria y secundaria para cada condicion individual mantenian también un alto nivel de concordancia (R = 0,97). Los
perfiles de expresion para las IVTs primarias y secundarias de la condicion 3 (FRA- %4 vol: 50 ng/25 ug) se muestran en
la Figura 17C.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método de procesamiento de RNA fragmentado que comprende una multiplicidad de especies de RNA
obtenidas de una muestra de tejido fijada e incrustada en parafina para analisis de la expresién génica, que comprende
los pasos de:

(a) poliadenilacion del RNA fragmentado, y
(b) conversién del RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) en cDNA.

2.- El método de la reivindicacion 1, en el que el tamafio de las especies de RNA en el RNA fragmentado esta
comprendido entre aproximadamente 20 bases y aproximadamente 2000 bases; en particular, en el que el tamafio mel]
dio de las especies de RNA contenidas en el RNA fragmentado esta comprendido entre aproximadamente 50 y aproxil
madamente 300 bases.

3.- El método de la reivindicacién 1, en el que la poliadenilacidn se efectia con poliA-polimerasa de E. coli.

4.- El método de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente el paso de desbloquear los términos 3' de las
especies de RNA fragmentado antes del paso (a) con un agente desbloqueante.

5.- El método de la reivindicacion 4, en el que dicho agente desbloqueante es una enzima fosfatasa, en particul]
lar, en el que dicha fosfatasa se selecciona del grupo constituido por fosfatasa alcalina de ternero (CIP), fosfatasa alcalil’
na bacteriana, fosfatasa alcalina de camardn, y variantes de las mismas; o, en el que dicho agente desbloqueante es
una polinucleotido-quinasa (PNK), o una variante de la misma, en particular, en el que dicha polinucleotido-quinasa es
polinucleotido-quinasa T4 (T4 PNK), o una variante de la misma.

6.- El método de la reivindicacién 4, en el que dicho agente desbloqueante se elimina antes de realizar el paso
de poliadenilacion (a); o, en el que el paso de poliadenilacion (a) se realiza sin eliminacion previa del agente desbloquell
ante, en particular, en el que dicho agente desbloqueante es una polinucleotido-quinasa (PNK).

7.- El método de la reivindicacion 1, en el que el RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) se con(]
vierte en cDNA por tratamiento con una transcriptasa inversa e iniciadores oligo-dT.

8.- El método de la reivindicacion 7, en el que dicha transcriptasa inversa se selecciona del grupo constituido por
transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT), transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina
de Moloney (MMLV-RT), y transcriptasas inversas recombinantes heterodimeras expresadas en E. coli.

9.- El método de la reivindicacion 8, en el que dichos iniciadores oligo-dT contienen una secuencia promotora de
RNA-polimerasa, en particular, en el que dicho promotor es un promotor de RNA-polimerasa T7.

10.- El método de la reivindicacion 7, en el que dicho RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) se
inmoviliza antes de la conversion en cDNA; en particular, en el que dicha inmovilizacion se realiza sobre perlas; mas
particularmente, en el que el RNA poliadenilado fragmentado inmovilizado se enriquece antes de la conversion en
cDNA; de modo muy particular, en el que el enriquecimiento comprende eliminacion de secuencias de rRNA por hibridal]
cion a oligonucledtidos de rRNA complementario inmovilizados en perlas.

11.- El método de la reivindicacion 7, en el que dicha muestra de tejido procede de un tumor, mas particularmen
te, en el que dicho tumor es cancer; muy particularmente, en el que dicho cancer se selecciona del grupo constituido por
cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de préstata, cancer hepatocelular, cancer gastrico, cancer
pancreatico, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de
tiroides, cancer renal, carcinoma, melanoma, y cancer de cerebro.

12.- El método de la reivindicacion 9, que comprende adicionalmente el paso de (c) amplificacién por PCR utilil
zando una o mas especies de cDNA presentes en el cDNA obtenido en el paso (b) como molde; particularmente, en el
que la amplificacion PCR comprende 40 ciclos, y los cinco primeros ciclos se llevan a cabo a una temperatura de reasol]
ciacion/extension mas baja, en particular, en el que los dos primeros ciclos se realizan a una temperatura de reasocial
cidn/extension mas baja; o, en el que la amplificacion PCR comprende 40 ciclos, y los primeros dos a cinco ciclos se
realizan a una temperatura de aproximadamente 40°C a 58°C, en particular, en el que dichos ciclos iniciales se llevan a
cabo a una temperatura de aproximadamente 50°C.

13.- El método de la reivindicaciéon 9 que comprende adicionalmente los pasos de:
(d) conversion del cDNA obtenido en el paso (b) en DNA bicatenario; y

(e) amplificacion del RNA por sometimiento del DNA bicatenario obtenido en el paso (d) a transcrip(]
cién in vitro con una RNA-polimerasa para obtener RNA complementario (cCRNA) amplificado.

14.- El método de la reivindicacion 13, en el que en el paso (d) cDNA se convierte en DNA bicatenario utilizando
RNasa H y DNA-polimerasa |.
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15.- El método de la reivindicacion 13, en el que el cRNA amplificado del paso (e) se utiliza directamente como
molde en un ensayo de determinacion del perfil de expresion génica por RT-PCR.

16.- El método de la reivindicacion 13, en el que el paso (e) incluye marcacion del cRNA amplificado con un marr
cador detectable; en particular, en el que el marcador detectable es biotina o un marcador fluorescente.

17.- El método de la reivindicacion 13, que comprende someter el cRNA amplificado obtenido en el paso (e) a
hibridacion en una microrred.

18.- El método de la reivindicacion 1, en el que el RNA poliadenilado fragmentado obtenido en el paso (a) se
convierte en cDNA por tratamiento con una transcriptasa inversa e iniciadores inversos extendidos, y el cDNA obtenido
se amplifica por PCR utilizando iniciadores PCR directos e inversos no extendidos y sondas, disefiados sobre la base de
amplicones diana.

19.- El método de la reivindicaciéon 18, en el que los iniciadores inversos extendidos se extienden 10, en particull
lar 20, mas particularmente 30 bases adicionales en el amplicon que el iniciador PCR inverso especifico del gen.

20.- El método de la reivindicacion 18, en el que los iniciadores inversos extendidos se extienden en el amplicén
dentro de una base del iniciador PCR directo.

21.- Un método de procesamiento RNA que comprende una multiplicidad de especies de RNA obtenidas de una
muestra de tejido fijada e incrustada en parafina para analisis de la expresion génica, que comprende los pasos de:

(a) poliadenilacion de dicho RNA; y
(b) conversion del RNA poliadenilado en cDNA por transcriptasa inversa e iniciadores oligo dT u oligo dT-T7.

22.- El método de la reivindicacion 21, en el que dicho RNA comprende especies de RNA con términos 3' blo[J
queados; comprendiendo en particular desbloquear dichas especies de RNA bloqueadas antes del paso (a).

23.- El método de la reivindicacién 21 que comprende adicionalmente el paso de utilizar el cDNA cebado con
oligo dT directamente para analisis de la expresion génica; en particular, en el que dicho analisis de la expresién génica
se efectua por TagMan®.

24 - El método de la reivindicacion 21 que comprende adicionalmente el paso de conversion del cDNA cebado
con oligo dT-T7 en DNA bicatenario con DNA-polimerasa | y RNAsa H, y amplificacion del DNA bicatenario con RNA[]
polimerasa T7 y rNTPs; o que comprende adicionalmente el paso de conversion del cDNA cebado con oligo dT-T7 en
DNA bicatenario, y amplificacion del DNA bicatenario con RNA-polimerasa T7 y rNTPs biotinilados.

25.- Un método de procesamiento de RNA que comprende una multiplicidad de especies de RNA obtenidas de
una muestra de tejido fijada e incrustada en parafina para analisis de la expresion génica, que comprende los pasos de:

(a) poliadenilacion de dicho RNA; y

(b) conversion del RNA poliadenilado en cDNA por medio de transcriptasa inversa e iniciadores oligo dT-T7 que
contienen un promotor de RNA-polimerasa T7; y

(c) sometimiento del DNA bicatenario obtenido en el paso (b) a transcripcion in vitro con una RNA-polimerasa T7
para obtener RNA complementario (cCRNA) amplificado.
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Figura 17C

Condicion 3: FRA-1/4 vol. (50 ng/25 pg)

\

|

\/

[

/|

\

/

WA
VAN

R

\

\[ |/

\/

]

A

WA

A\

4
I
|

\

\

=
-
e
o
3
3
-
L
b
b

45

L LdSIM
SWIA

I IvaL
ZidrL
£'edNIL
1'ZdALL
g'oMdlL
Vi3l
ZANNS
SEANLS
ZTSINLS
1'd3ud
£ 3INVAd
9'¥d
VZIGAN
ZELN
€61 LM
Z'BLLiYN
Z'L9
TOVH
1'18da-VIH
£2u3H
1'SN9
FLNLSD
880 4
+'HAdVD
L LAIXO4
€L
bLIHA
s
L'O3M3
z'sua
z'vda
ZPYEDAD
Z'802dAD
121810
1’8810
1'Zv110D
1'LVLT0D
L'NNO
Z'1d930
2’8900
Z'LENDD
£6Y0
zzPe
Z1ova
Zupoe-g



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



