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DESCRIPCIÓN  

 
Genes control para la normalización de datos de análisis de expresión génica 
 

La presente invención se refiere a un procedimiento para la normalización de una cantidad de ARNm en varias 5 
muestras de acuerdo con la reivindicación 1, a un kit con una selección de secuencias de acuerdo con la 
reivindicación 9, a un uso de ácidos nucleicos como genes control para la normalización de datos de análisis de 
expresión génica de acuerdo con la reivindicación 10 así como a conjuntos de genes control para la normalización 
de análisis de expresión génica de acuerdo con la reivindicación 11 y 12. 
 10 
Igual que antes existe una necesidad de identificar genes, en particular de células sanguíneas, que muestran 
variación sólo mínima en su expresión en condiciones distintas. Estos denominados genes “constitutivos” se usan 
como referencias, controles internos y valores de referencia en la cuantificación de la expresión génica y de ARN y 
ARNm con procedimientos tales como inmunotransferencia tipo Northern, ensayo de protección de ribonucleasa, 
electroforesis capilar, micromatrices y PCR en tiempo real cuantitativa así como por medio de otros procedimientos 15 
para la medición directa de la transcripción y medición tras amplificación anterior. 
 
A continuación se resumen los términos genes constitutivos y genes control de expresión en el término genes 
control. Esta simplificación se realiza por motivos de legibilidad y no representa ninguna limitación de la invención. 
 20 
Una normalización de datos cuantitativos por medio de genes control tiene numerosas posibilidades de uso. Los 
genes control permiten una identificación de genes cuya actividad se regula de manera diferencial en distintos 
estados patológicos así como el desarrollo de diagnósticos que se basan en esto. 
 
Un gen control es un gen que muestra modificación mínima de la expresión y transcripción a través de distintas 25 
muestras de ARN y con ello sirve como control para la medición de actividades génicas variables a través de 
distintas muestras. Ningún gen muestra actividad no modificada por todos los tejidos. Por tanto existe una alta 
necesidad de nuevos genes control, en particular para sangre, dado que los valores de expresión de sangre se usan 
de manera diagnóstica. 
 30 
Aunque distintos genes control se conocen en la bibliografía [1], no se conocen genes control y sus transcritos así 
como su uso combinado para la normalización de la expresión génica y la transcripción de muestras de sangre 
completa y células sanguíneas. Los transcritos (también ARNm y microARN así como otros ARN) con concentración 
constante en células sanguíneas y en células de órganos y tejidos periféricos que están localizados en la sangre 
completa, representan una condición previa para la normalización de actividades génicas y para la determinación de 35 
las modificaciones de otras actividades génicas y por consiguiente una condición previa para el diagnóstico basado 
en sangre. Del mismo modo están publicados ya distintos estudios para la medición de la actividad génica para el 
diagnóstico/pronóstico de SIRS y septicemia, por ejemplo [2, 3], sin embargo no se ha descrito aún un uso y una 
cuantificación de estas señales de actividad génica por medio de genes control de sangre. 
 40 
Por consiguiente existe una necesidad de genes control de sangre y células sanguíneas robustos y que dispongan 
de una estabilidad, que permita una normalización y cuantificación de la expresión génica de genes o agrupaciones 
de genes específicos de enfermedad. 
 
El punto de partida para la invención dada a conocer en la presente solicitud es el conocimiento de que se detectan 45 
actividades génicas de distintos genes, que se producen en células sanguíneas, en muestras de un individuo 
durante las apariciones de enfermedad típicas de septicemia (que corresponden a la definición en [4]), no se 
diferencian de las actividades génicas de los mismos genes de individuos, en los que no se diagnosticó septicemia y 
pueden usarse conjuntamente o de manera individual como genes control para la normalización de actividades 
génicas de células sanguíneas y para la determinación de la concentración de transcritos de sangre. Esto permite la 50 
normalización y la cuantificación relativa de las actividades de otros genes, lo que puede usarse para el diagnóstico, 
pronóstico, terapia y control de desarrollo. 
 
Por consiguiente, la presente invención se basa en el objetivo de facilitar medios y procedimientos que posibiliten un 
punto de referencia para la diferenciación de modificaciones de expresión génica condicionada por la enfermedad y 55 
con ello un diagnóstico o control de desarrollo de la terapia. 
 
De manera técnica de procedimiento se soluciona este objetivo mediante las características de la reivindicación 1. 
 
El objetivo se soluciona además mediante un kit de acuerdo con la reivindicación 9 así como un uso de acuerdo con 60 
la reivindicación 10 y mediante conjuntos de genes control de acuerdo con las reivindicaciones 11 y 12. 
 
La invención describe la identificación de nuevos genes control de sangre, sondas de micromatriz adecuadas y 
cebadores para PCR y su uso, también en combinación, para la normalización de datos de expresión cuantitativos 
de sangre y células sanguíneas en micromatrices, ensayos de PCR en tiempo real y otros sistemas con o sin 65 
amplificación y con distintas posibilidades de visualización para la determinación así como su uso para el diagnóstico 
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de modificaciones condicionadas patológicamente en inflamaciones locales de distinta localización y en la reacción 
sistémica a continuación tal como SIRS, septicemia, septicemia grave con fallo orgánico. 
 
En estos estudios es importante de manera decisiva la normalización de análisis de expresión génica. Para los fines 
de la presente invención debe entenderse por normalización lo siguiente: 5 
 
“Por una normalización se entiende hacer comparables las mediciones de distintas matrices o experimentos de PCR 
o en particular de RT-PCR, reduciéndose o eliminándose la variabilidad técnica. Dentro de estos experimentos 
existe una multiplicidad de fuentes que pueden falsificar las mediciones. Las posibles fuentes perturbadoras técnicas 
son una eficiencia distinta en la transcripción inversa, el marcado o las reacciones de hibridación así como 10 
problemas con las matrices, efectos de carga en los reactivos o condiciones específicas de laboratorio”. 
 
El procedimiento de acuerdo con la invención está caracterizado por que puede diferenciarse en una muestra de 
sangre de individuo la actividad de uno o varios genes que van a someterse a estudio mediante detección de la 
presencia y de la cantidad del producto génico con respecto a las cantidades de los productos génicos delos genes 15 
control entre SIRS y septicemia. 
 
Para ello se dan a conocer genes control y secuencias génicas de sangre y células sanguíneas así como cebadores 
y sondas derivados de los mismos, que pueden usarse para la determinación, visualización y normalización y 
cuantificación de actividades génicas y transcritos. Las secuencias de las sondas de oligonucleótidos en una 20 
realización preferente están expuestas en la tabla 1 y corresponden al protocolo de secuencias adjunto de Sec ID 1 
a Sec ID 7, las secuencias de cebadores usadas en la tabla 2 corresponden al protocolo de secuencias adjunto de 
Sec ID 8 a Sec ID 21. A este respecto, las secuencias de las sondas de oligonucleótidos pueden adoptar también 
otras secuencias, en una realización preferente de una longitud de 50-100 nucleótidos, que se unen específicamente 
a transcritos de los genes expuestos en la tabla 3 con secuencias de Sec ID 22 a Sec ID 97. La longitud de las 25 
secuencias usadas en procedimientos de amplificación tal como PCR puede ser cualquiera en tanto que favorezcan 
la manipulación y amplificación enzimática deseada. 
 
Tabla 1: sondas de oligonucleótidos de ADN  

Símbolo de gen SEC ID 

ITGAL 1 

SNAPC1 2 

CASP8 3 

C7 4 

PPARD 5 

IL18 6 

F3 7 

 30 
Tabla 2: Cebadores de ADN directos e inversos. 

Símbolo de 
gen 

SEC ID de cebador directo SEC ID de cebador inverso 

ITGAL 8 15 

SNAPC1 9 16 

CASP8 10 17 

C7 11 18 

PPARD 12 19 

IL18 13 20 

F3 14 21 

 
Tabla 3: Genes control (secuencias de ARN)  

N.º de acceso GenBank SEC ID 

NM_024081 22 

AA398364 23 

N34546 24 

AA659421 25 

AA682479 26 

AK024118 27 

AA923316 28 

BM309952 29 

AI093653 30 

AI131415 31 

AI263527 32 

AA282242 33 

CR740270 34 
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BG191861 35 

AI301257 36 

Al310464 37 

AW964023 38 

Al351933 39 

AA100540 40 

AI362368 41 

AI817134 42 

AI381377 43 

AI520967 44 

AA253470 45 

AI559304 46 

AI565002 47 

AI587389 48 

AI609367 49 

AI635278 50 

AI702056 51 

A1707917 52 

A1733176 53 

AI769053 54 

AI798545 55 

AI801425 56 

AI801595 57 

AI809873 58 

AI862063 59 

AI923251 60 

AI925556 61 

AI932551 62 

AI932884 63 

AI933797 64 

AI933967 65 

AI935874 66 

H06263 67 

H22921 68 

H54423 69 

N22551 70 

N73510 71 

R06107 72 

R42511 73 

R43088 74 

NM_181705 75 

R92455 76 

R93174 77 

T77995 78 

T79815 79 

T83946 80 

T95909 81 

T98779 82 

AK127462 83 

W80744 84 

W86575 85 

AJ297560 86 

NM_001562 87 

BU629240 88 

NM_001228 89 

NM_001993 90 

NM_002209 91 

NM_002392 92 

NM_000587 93 

NM_004379 94 

BC002715 95 

NM_003082 96 

AA664688 97 
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5 

 
Los cebadores en la tabla 2 pueden usarse para preparar productos de amplificación que contenían la región 
deseada (secuencia) de los genes mencionados. En una realización habitual, el producto es de 150-200 nucleótidos 
de largo. 
 5 
Los genes control pueden usarse individualmente o en combinación de varios. Habitualmente puede determinarse la 
actividad de genes control tal como se describe en el presente documento con sondas de hibridación para 
micromatrices o cebadores para PCR y PCR en tiempo real. Los genes control y sus productos de expresión pueden 
determinarse sin embargo también tras la amplificación con otros procedimientos conocidos por el experto tales 
como por ejemplo NASBA (Nucleic Acid Sequence-based Amplification, amplificación a base de secuencias de 10 

ácidos nucleicos) y en distinta combinación. Éstos pueden determinarse también con una serie de otros 
procedimientos o posibilidades de visualización tales como por ejemplo con ayuda de anticuerpos monoclonales. 
Los cebadores y las sondas pueden usarse para el gen, el producto de expresión (ARNm) o los productos de 
expresión que no se procesan completamente para dar ARNm. 
 15 
En otras realizaciones, los cebadores y las sondas se unen a una región específica de los genes control dados a 
conocer en el presente documento o sus transcritos. Sin embargo, las sondas y los cebadores pueden interaccionar 
con cualquier región de las secuencias génicas dadas a conocer en el presente documento o secuencias transcritas 
a partir de las mismas. Los cebadores y las sondas pueden interaccionar a través del apareamiento de bases 
continuo, sin embargo no han de interaccionar continuamente con la secuencia complementaria completa. Las 20 
composiciones de tampón, concentraciones salinas, etapas de lavado y temperaturas pueden seleccionarse en el 
presente documento de manera variable. 
 
Igualmente pueden compararse estas modificaciones de los genes control y de los genes de prueba con los valores 
de expresión (o datos derivados de los mismos, tales como por ejemplo valores promedio) de una o varias muestras 25 
de referencia, que no se determinan simultáneamente con la muestra objetivo. 
 
Una forma de realización de la invención está caracterizada por que se determinan valores de expresión usando 
genes control de la tabla 3 así como ácidos nucleicos y transcritos de estos genes control de sangre y de células 
sanguíneas como genes control mediante comparación de los valores de expresión con uno o varios ácidos 30 
nucleicos de prueba y mediante cuantificación con respecto al ácido nucleico de prueba. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que se usan ácidos nucleicos y sondas de ADN con 
las secuencias según la tabla 1 y su unión de ARN incluyendo microARN y de transcritos (ARN o ARNm) en sangre 
o a partir de células sanguíneas de genes según la tabla 3 en disolución o de manera inmovilizada sobre superficies 35 
o partículas o perlas y el uso de los transcritos unidos de estos genes para la normalización mediante comparación 
de las cantidades unidas (valores de expresión) de los ácidos nucleicos con uno o varios ácidos nucleicos de prueba 
unidos a sondas y para la cuantificación con respecto al ácido nucleico de prueba unido. 
 
Una forma de realización de la invención está caracterizada por que el procedimiento para la diferenciación ex vivo, 40 
in vitro entre SIRS y septicemia (ambas que corresponden a [4]) basándose en la correlación de las cantidades de 
ARN de gen control y gen de prueba, comprende las siguientes etapas: 
 

a) aislar ARN de gen control así como ARN de gen de prueba de una muestra de sangre  
b) marcar el ARN de gen control y de gen de prueba con un marcador detectable y llevar a contacto con el 45 

ADN en condiciones de hibridación, siendo el ADN un fragmento génico u oligonucleótido, que se une 
específicamente a transcritos, productos de amplificación o transcritos in vitro de genes control. 

c) detectar cuantitativamente las señales de marcación del ARN de gen control y gen de prueba de manera 
correspondiente a b) y 

d) comparar los datos cuantitativos de las señales de marcación para realizar una declaración de si un gen 50 
específico o fragmento génico se expresa de manera más fuerte o más débil en comparación con las 
señales de los genes control. 

 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que se hibrida el ARN de gen control antes de la 
medición del ARN de gen de prueba con el ADN y se detectan las señales de marcación del complejo ARN 55 
control/ADN, eventualmente se transforman posteriormente y eventualmente se archivan en forma de tabla o curva 
de calibración. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que se identifican y se cuantifican ARN de los genes 
control o partes de los mismos por medio de secuenciación o secuenciación parcial por ejemplo por medio de 60 
pirosecuenciación. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que como ARN de gen control se usa ARNm o 
microARN. 
 65 
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Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que el ADN se dispone, en particular se inmoviliza, 
para la unión específica del ARN del gen control o sus transcritos in vitro en zonas predeterminadas sobre un 
soporte en forma de una micromatriz. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que en caso de la muestra biológica se trata de la 5 
de un ser humano. 
 
Estas secuencias con la secuencia ID: 1 hasta la secuencia ID: 97 están comprendidas conjuntamente mediante el 
alcance de la presente invención y se dan a conocer en detalle en el protocolo de secuencias adjunto de 70 páginas, 
que comprende 107 secuencias, que por consiguientes parte de la invención. 10 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que las sondas inmovilizadas o libres se marcan 
con secuencias que corresponden a la tabla 1. Para esta forma de realización se usan como sondas 
oligonucleótidos autocomplementarios, las denominadas balizas moleculares. Éstos llevan en sus extremos un par 
fluoróforo/inhibidor, de modo que se encuentran en ausencia de una secuencia complementaria en una estructura de 15 
horquilla plegada y proporcionan en primera lugar una señal de fluorescencia con una correspondiente secuencia de 
prueba. La estructura de horquilla de la baliza molecular es estable tanto tiempo hasta que la muestra se hibrida en 
la secuencia de captador específica, lo que conduce a una modificación de la conformación y con ello también a la 
liberación de la fluorescencia indicadora. 
 20 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que se usan al menos de 1 a 14 sondas de ácido 
nucleico o sus complementarias para la unión de los transcritos o sus complementarias de los genes control. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que los análogos sintéticos de los genes control o 
los oligonucleótidos sintéticos que se unen a los transcritos de los genes control, comprenden en particular 25 
aproximadamente 60 pares de bases. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que como ADN de genes enumerados en las 
reivindicaciones se sustituyen por secuencias derivadas de su ARN, análogos sintéticos, aptámeros así como ácidos 
peptidonucleicos. 30 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que como marcador detectable se usa un marcador 
radiactivo, en particular 

32
P, 

14
C, 

125
I, 

33
P o 

3
H. 

 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que como marcador detectable se usa un marcador 35 
no radiactivo, en particular un marcador de color o de fluorescencia, un marcador enzimático o marcador inmunitario 
y/o puntos cuánticos o una señal eléctricamente medible, en particular modificación del potencial y/o de la 
conductividad y/o capacidad durante la hibridación. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que el ARN de muestra y ARN de gen control y/o 40 
derivados enzimáticos o químicos llevan la misma marcación. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que el ARN de gen de prueba y ARN de gen control 
y/o derivados enzimáticos o químicos llevan distintas marcaciones. 
 45 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que las sondas de ADN se inmovilizan sobre vidrio 
o plástico. 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que las moléculas de ADN individuales se 
inmovilizan a través de un enlace covalente en el material de soporte. 50 
 
Otra forma de realización de la invención está caracterizada por que las moléculas de ADN individuales se 
inmovilizan por medio de interacciones electrostáticas y/o de dipolo-dipolo y/o hidrófobas y/o puentes de hidrógeno 
en el material de soporte. 
 55 
Otra forma de realización de la invención consiste en el uso de secuencias de ácido nucleico de gen control 
específicas recombinantes o preparadas de manera sintética, secuencias parciales de manera individual o en 
cantidades parciales como calibrador en ensayos de septicemia y/o para la valoración de la acción y toxicidad en la 
selección de principios activos y/o para la preparación de agentes terapéuticos y de sustancias y mezclas de 
sustancias que están previstas como agente terapéutico, para la prevención y el tratamiento de SIRS y septicemia. 60 
 
Está claro para el experto que las características de la invención individuales expuestas en las reivindicaciones 
pueden combinarse entre sí de manera discrecional sin limitación. 
 
Como genes control en el sentido de la invención se entiende todas las secuencias de ADN derivadas, secuencias 65 
parciales y análogos sintéticos (por ejemplo ácidos peptidonucleicos, PNA). La descripción de la invención en 
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relación con la determinación de la expresión génica en el plano de ARN no representa ninguna limitación sino 
únicamente un uso a modo de ejemplo. 
 
Un uso del procedimiento de acuerdo con la invención se encuentra en la normalización de datos de medición de la 
expresión génica diferencial de sangre completa, por ejemplo para la diferenciación entre SIRS y septicemia y sus 5 
grados de gravedad (ambas que corresponden a [4]). Para ello se aísla el ARN de los genes control de la sangre 
completa del correspondiente paciente y una muestra control de una persona de experimentación sana o pacientes 
no infecciosos. El ARN se marca a continuación, por ejemplo de manera radiactiva con 

32
P o con moléculas 

colorantes (fluorescencia). Como moléculas de marcación pueden usarse todas las moléculas y/o señales de 
detección conocidas en el estado de la técnica para este fin. El experto conoce igualmente las correspondientes 10 
moléculas y/o los correspondientes procedimientos. 
 
El ARN así marcado se hibrida a continuación con moléculas de ADN inmovilizadas sobre una micromatriz. Las 
moléculas de ADN inmovilizadas sobre una micromatriz representan una elección específica de los genes de 
acuerdo con la presente invención para la normalización de datos de expresión génica en la diferenciación de SIRS 15 
y septicemia. 
 
Las señales de intensidad de las moléculas hibridadas se miden a continuación mediante aparatos de medición 
adecuados (reproductor de imágenes de fósforo, escáner para micromatrices) y se analizan mediante otras 
valoraciones soportadas por software. A partir de las intensidades de señal medidas se determinan las relaciones de 20 
expresión entre los genes de prueba de la muestra del paciente y los genes control. A partir de las relaciones de 
expresión de los genes subrregulados y/o sobrerregulados pueden sacarse conclusiones, tal como en los 
experimentos descritos a continuación, sobre la diferenciación de SIRS y septicemia. 
 
Otro uso de las actividades génicas determinadas por medio de análisis de micromatrices con cuantificación 25 
posterior para la normalización de datos de expresión génica consiste en el uso para la diferenciación de SIRS y 
septicemia para el tratamiento posterior electrónico con el fin de la preparación de software para fines diagnósticos 
(por ejemplo para la determinación de la localización de una inflamación y para la evaluación de la gravedad de la 
enfermedad de una respuesta inmunitaria individual en particular en infecciones, también en el contexto de sistemas 
de gestión de datos de pacientes o sistemas de expertos) o para la modelación de vías celulares de transmisión de 30 
señales. 
 
Para la realización de la evaluación de las micromatrices para los fines de la presente solicitud de patente se aplica 
lo siguiente: 
 35 
Descripción de experimentos de micromatrices 
 

(Según la Minimum Information About a Microarray Experiment [MIAME] Checkliste - nueva edición enero de 2005, 
basándose en Brazma A et al., Minimum information about a microarray experiment (MIAME)-toward standards for 

microarray data, Nature Genetics 29, 365 - 371 (2001) [17), al que se hace referencia por el presente documento en 40 
su totalidad) 
 
Lectura de los portaobjetos / especificaciones técnicas del escáner  
 
a) escáner: GenePix 4000B escáner de fluorescencia de luz incidente confocal (Axon 45 

Instruments) 
b)Software para el escaneado: GenPix Pro 4.0 
c) parámetros de escaneado: potencia de láser: canal Cy3 - 100% 

canal Cy5 - 100% 
voltaje PMT:  canal Cy3 - 700 V 50 

canal Cy5 - 800 V 

d) resolución espacial (espacio de pixeles) - 10 m. 
 
Lectura y procesamiento de los datos 
 55 
En el contexto de los experimentos se hibridaron más de 1000 muestras de sangre de pacientes. Cada par de ARN 
(ARN de paciente contra ARN de comparación) se hibridó conjuntamente sobre una micromatriz. A este respecto se 
marcó el ARN de paciente con un colorante fluorescente rojo y el ARN de comparación con un colorante 
fluorescente verde. Las imágenes digitalizadas de la matriz hibridada se evaluaron con el software GenePix Pro 4.0 
o 5.0 de Axon Instruments. Para la detección de puntos, la cuantificación de señales y la evaluación de la calidad del 60 
punto se usó el software de análisis GenePix™. Los puntos se marcaron de manera correspondiente a los ajustes 
en el software GenePix™ con 100 = “buena”, 0 = “hallada”, -50 = “no hallada”, -75 = “ausente”, -100 = “mala”. Los 
datos brutos se depositaron en un correspondiente archivo *.gpr. 
 
Normalización, transformación y procedimiento de selección de datos  65 
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e) Transformación y normalización de los datos de señales 
 
Para la normalización y transformación de varianza estabilizada de los datos brutos se usó el procedimiento de 
Huber et al. [5], en el que se estimaron los errores aditivos y multiplicativos de bloque en bloque. Para ello se 
consultan aproximadamente el 75 % de todos los puntos. Las señales se transforman a continuación con la función 5 

arcsen. (así corresponde la relación transformada de  0,4 a aproximadamente una modificación de 1,5 veces {para 
números grandes es arcsen (x) casi idéntico con el Ln (2x)}. 
 
Rocke DM, Durbin B, A model for measurement error for gene expression arrays., J Comput Biol. 2001;8(6):557-69 
[18] han desarrollado un modelo para la estimación del error de medición en matrices de expresión génica como 10 
función del nivel de expresión, haciéndose referencia a éste por el presente documento en su totalidad. Este modelo 
de error permite junto con otros procedimientos de análisis, transformaciones de datos y valoraciones ya una 
comparación más exacta de los datos de expresión génica y proporciona directrices para análisis de fondo, 
determinación de intervalos de confianza y tratamiento de los datos de análisis para su análisis o tratamiento 
posterior multivariado. 15 
 
Debido al modelo de error mencionado anteriormente de Rocke y Durbin [18] han desarrollado Huber W, 
Heydebreck A, y Sueltmann H, Variance stabilization applied to microarray data calibration and to the quantification 
of differential expression., Bioinformatics. 2002;18 supl. 1: pág. 96-104 [19], un modelo estadístico para datos de 
expresión génica de micromatrices, al que se hace referencia por el presente documento en su totalidad. El modelo 20 
comprende una calibración de datos, la cuantificación de distintos niveles de expresión así como la cuantificación del 
error de medición. Huber et al. [19] han deducido para ello una transformación de datos para mediciones de 
intensidad de señal y una estadística de la diferencia, que usando la función de área arcsen conduce a una 
estabilización de la varianza y normalización de un conjunto de datos de señal a través de todo su intervalo de 
intensidad. Este procedimiento se mostró en particular por medio de datos de expresión génica de micromatrices, sin 25 
embargo puede transferirse en el contexto de la presente invención también a otros procedimientos para la medición 
de la expresión génica. 
 
Por consiguiente, mediante la transformación mencionada por medio de la función de área se compensa la 
dependencia de la varianza, observada con frecuencia en la evaluación de señales, de la intensidad de señal. 30 
 
f) Filtrado 
 
Las replicas técnicas (múltiples puntos de la misma muestra) en la micromatriz se separaron por filtración de las 
intensidades de señal corregidas y transformadas dependiendo de su calidad de punto. Para cada punto se 35 
seleccionaron las replicas con la caracterización más alta y se promedió la correspondiente intensidad de señal. La 
expresión de puntos con replicas exclusivamente no medibles se caracteriza con “NA” (not available, no disponible). 

 
Otro uso del procedimiento de acuerdo con la invención consiste en la medición de la expresión génica diferencial 
para la determinación concomitante de la terapia de la probabilidad de que pacientes respondan a la terapia 40 
planificada y/o para la determinación de la respuesta a una terapia especializada y/o a la determinación del final de 
terapia en el sentido de una “monitorización de fármacos” en pacientes con SIRS y septicemia y sus grados de 
gravedad. Para ello se aísla el ARN (ARN de prueba y ARN control) de las muestras de sangre del paciente 
recogidas en intervalos temporales. Las distintas muestras de ARN se marcan juntas y se hibridan con genes de 
prueba seleccionados así como genes control que están inmovilizados sobre una micromatriz. A partir de las 45 
relaciones de expresión entre genes control individuales o varios y genes de prueba tales como por ejemplo TNF 
alfa puede calificarse por consiguiente que probabilidad existe de que pacientes respondan a la terapia panificada 
y/o si la terapia iniciada es eficaz y/o cuanto tiempo deben someterse a terapia aún los pacientes de manera 
correspondiente y/o si el efecto de terapia máximo se ha conseguido ya con la dosis y la duración usadas. 
 50 
Otro uso del procedimiento de acuerdo con la invención consiste en el uso del ARN de los genes de acuerdo con la 
invención para la obtención de información cuantitativa mediante procedimientos dependientes de la hibridación, en 
particular hidrólisis enzimática o química, procedimiento de resonancia de plasmón de superficie (procedimiento 
SPR), cuantificación posterior de los ácidos nucleicos y/o de derivados y/o fragmentos de los mismos. 
 55 
Los transcritos amplificados por medio de PCR (también otros procedimientos de amplificación tales como por 
ejemplo NASBA) y cuantificados de genes control representan otra forma de realización de acuerdo con la presente 
invención para la normalización de datos de expresión génica en la diferenciación de SIRS y septicemia y sus 
grados de gravedad. Las señales de intensidad de los transcritos amplificados se miden a continuación mediante 
aparatos de medición adecuados (PCR-detector de fluorescencia) y se analizan mediante otras evaluaciones 60 
asistidas por el software. A partir de las intensidades de señal medidas se determinan las relaciones de expresión 
entre los genes de prueba de la muestra de paciente y los genes control. A partir de las relaciones de expresión de 
los genes subrregulados y/o sobrerregulados pueden sacarse conclusiones, tal como en los experimentos descritos 
a continuación, sobre la diferenciación de SIRS y septicemia y sus grados de gravedad. 
 65 
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Otro uso del procedimiento de acuerdo con la invención consiste en el uso de las actividades génicas determinadas 
por medio de PCR u otros procedimientos de amplificación con cuantificación posterior para la normalización de 
datos de expresión génica para la diferenciación de SIRS y septicemia y sus grados de gravedad para el tratamiento 
posterior electrónico con el fin de fabricar software para fines diagnósticos (por ejemplo para la determinación del 
foco de una inflamación y para la estimación de la gravedad de una respuesta inmunitaria individual en particular en 5 
caso de infección bacteriana, también en el contexto de sistemas de gestión de datos de pacientes o sistemas de 
expertos) o para la modelación de vías celulares de transmisión de señales. 
 
Otro uso del procedimiento de acuerdo con la invención consiste en la determinación de una cantidad de ARNm en 
una muestra que comprende a) aislamiento de los ácidos nucleicos, b) una medición del valor de expresión de uno o 10 
varios ácidos nucleicos seleccionados de SEC ID 22 a SEC ID 97; c) una comparación de los valores de expresión 
de los ácidos nucleicos seleccionados con valores de porcentaje conocidos de los ácidos nucleicos en la cantidad 
total de ARNm; d) extrapolación de los valores de expresión de uno o varios ácidos nucleicos seleccionados de SEC 
ID 22 a SEC ID 97 con respecto a la cantidad total de ARNm y d) determinación de la cantidad total de ARNm en la 
muestra. 15 
 
Otro uso del procedimiento de acuerdo con la invención consiste en la normalización de una cantidad de ARNm 
eventualmente amplificada en varias muestras de sangre que comprende a) una comparación de los valores de 
expresión de uno o varios ácidos nucleicos seleccionados de SEC ID 22 a SEC ID 97 a través de distintas muestras; 
b) deducción de un valor para la normalización de valores de expresión de uno o varios ácidos nucleicos 20 
seleccionados de SEC ID 22 a SEC ID 97 a través de varias muestras y c) una normalización de la expresión de 
otros ácidos nucleicos que se aislaron de otras muestras, basándose en la etapa b). 
 
La invención puede referirse además a un kit que contiene una selección de secuencias de acuerdo con SEC ID 22 
a SEC ID 97 y/o fragmentos génicos de las mismas con al menos 1-100, en una realización preferente 1-5 y 1-10 25 
nucleótidos para la determinación de perfiles de expresión génica in vitro en una muestra de paciente, para su uso 
como genes control. 
 
La invención puede referirse además también a un kit que contiene una selección de sondas de hibridación de 
acuerdo con SEC ID N.º 1 a SEC ID N.º 7 y/o fragmentos génicos de las mismas con al menos 50 nucleótidos para 30 
la determinación de perfiles de expresión génica in vitro en una muestra de paciente, para su uso como genes 

control. 
 
La invención puede referirse igualmente a un kit que contiene una selección de sondas de cebador de acuerdo con 
SEC ID N.º 8 a SEC ID N.º 21 y/o fragmentos génicos de las mismas con al menos 15 nucleótidos para la 35 
determinación de perfiles de expresión génica in vitro en una muestra de paciente, para su uso como genes control. 
 
En su versión más amplia y más general, la presente invención se refiere a las siguientes formas de realización: 
 
A) al menos un gen control para la normalización de datos de análisis de expresión génica de muestras de sangre 40 
de un paciente, seleccionándose el gen control de las siguientes secuencias de ARN : SEC ID 22 a SEC ID 97, en 
particular SEC ID 87, SEC ID 89, SEC ID 90, SEC ID 91, SEC ID 93, SEC ID 95 y SEC ID 96. 
 
B) Al menos un cebador, derivado de los genes control de acuerdo con A) para la normalización de datos de análisis 
de expresión génica basados en la amplificación de ácido nucleico, de muestras de sangre de un paciente, 45 
seleccionándose el cebador de las siguientes secuencias de ADN: SEC ID 8 a SEC ID 21. 
 
C) Al menos una sonda, derivada de los genes control de acuerdo con B) para la normalización de datos de análisis 
de expresión génica de muestras de sangre de un paciente, comprendiendo el conjunto de sondas las siguientes 
secuencias de ADN: Sec ID 1 a Sec ID 7 así como sus secuencias de ácido nucleico complementarias. 50 
 
D) Un procedimiento para la normalización de datos de análisis de expresión génica con al menos un ácido nucleico 
control, seleccionado de los genes control de acuerdo con A) o un conjunto de cebadores de acuerdo con B) o un 
conjunto de sondas de acuerdo con C), en el que  
 55 

a) se realiza in vitro al menos un ensayo de análisis de expresión génica de muestras de sangre de un paciente; 

b) como base para la normalización de los datos de análisis de expresión génica de las muestras que van a 
someterse a prueba se somete a prueba conjuntamente al menos un ácido nucleico control en el mismo ensayo; 
c) se detectan señales de los análisis de expresión génica, que reproducen la magnitud de la expresión génica 
de una multiplicidad de genes así como del al menos un ácido nucleico control; 60 
d) los datos de señales obtenidos en la etapa c) se someten a una transformación matemática para al menos 
atenuar la variabilidad técnica de los datos de señales; y por consiguiente 
e) normalizar los datos de señales de las muestras que van a someterse a estudio. 

 
E) Las formas de realización preferentes del procedimiento de acuerdo con D) son: 65 
 

ES 2 524 643 T3

 



10 

Un procedimiento según D), en el que la transformación matemática de los datos de señal se realiza por medio del 
arcsen o por medio de una aproximación logarítmica;  
 
y/o  
 5 
el ensayo de expresión génica se selecciona de: 
 

f) aislamiento de ácidos nucleicos de una muestra de sangre; 
g) eventualmente una amplificación conjunta de un conjunto de ácidos nucleicos control así como los ácidos 
nucleicos que van a someterse a ensayo; y 10 
h) hibridación de sondas; 

 
y/o 
 
los ácidos nucleicos comprenden ARNm o microARN; 15 
 
y/o 
 
los ácidos nucleicos se amplifican por medio de PCR, PCR en tiempo real, NASBA, TMA o SDA; 
 20 
y/o 
 
los valores de expresión de los ácidos nucleicos control y de prueba se determinan por medio de procedimientos de 
hibridación; y/o 
 25 
se realiza la medición de los valores de expresión de los ácidos nucleicos control y/o de prueba en disolución o de 
ácidos nucleicos que están inmovilizados en un soporte; 
 
y/o 
 30 
el soporte es una micromatriz, partícula, perla, vidrio, metal o membrana; 
 
y/o 
 
los ácidos nucleicos control y/o de prueba están acoplados al soporte indirectamente a través de otros componentes 35 
de unión tales como anticuerpos, antígenos, oligonucleótidos, balizas moleculares o enzimas; 
 
y/o 
 
los valores de expresión de los ácidos nucleicos control y de prueba, determinados in vitro a partir de una muestra 40 
de paciente, se usan como parámetro de entrada para la fabricación de software para la descripción del pronóstico 
individual de un paciente, para fines de diagnostico, para decisiones de terapia y/o sistemas de gestión de datos de 
pacientes. 
 
F) Un uso al menos de un ácido nucleico control, seleccionado de los genes control de acuerdo con A) o un cebador 45 
de acuerdo con B) o una sonda de acuerdo con C), para la normalización de un procedimiento de análisis de 
expresión génica para el diagnóstico de enfermedades con reacción inmunitaria sistémica. 
 
G) Las formas de realización preferentes del uso de acuerdo con F) son: 
 50 
Un uso según F), en el que las enfermedades se seleccionan de: septicemia, septicemia grave, choque septicémico 
o fallo multiorgánico; 
 
y/o 
 55 
en un procedimiento para el diagnóstico in vitro de SIRS, septicemia, septicemia grave, choque septicémico o fallo 

multiorgánico en un individuo usando conjuntos de ácidos nucleicos control y ácidos nucleicos de prueba, cuya 
expresión es específica para SIRS o septicemia, que comprende las siguientes etapas: 
 

a) aislamiento simultáneo de los ácidos nucleicos control y de prueba de una muestra del individuo, 60 
b) eventualmente amplificación de los ácidos nucleicos control y de prueba, 
c) determinación de los valores de expresión de los ácidos nucleicos control y de prueba  
d) una normalización de la expresión génica de los ácidos nucleicos de prueba basándose en los valores de 

expresión de los ácidos nucleicos control 
e) determinación de si los valores de expresión normalizados del ácido nucleico de prueba han alcanzado un 65 

valor específico para SIRS, septicemia, septicemia grave, choque septicémico o fallo multiorgánico. 
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Básicamente para la transformación de datos/normalización en el contexto de la presente invención se aplica 
también lo siguiente: 
 
1ª Variante: (se propone en experimentos de PCR o también en pequeñas matrices diagnósticas como 5 
normalización) 
 
Las señales de los genes control se agregan y a continuación se calcula la relación de las señales de los genes de 
prueba con respecto a la señal agregada de los genes control. En el caso de señales logarítmicas está constituida la 
relación entonces por la diferencia. 10 
 
2ª Variante: (por ejemplo Huber et al. [19] en enfoques de “genoma completo” o matrices grandes)  
Las señales de los genes control se usan para estimar los parámetros de una transformación adecuada o la propia 
transformación. 
 15 
A continuación se aplica esta transformación en los genes de prueba. 
 
Otras ventajas y características de la presente invención resultan debido a la descripción de ejemplos de realización. 
 
Ejemplo de realización 1 20 
 
Identificación de genes control de sangre y de células sanguíneas  
 
Medición de la expresión génica: 
 25 
Se midió la expresión génica de 372 pacientes de unidad de cuidados intensivos (pacientes UCI). Todos los 
pacientes se trataron con medicina de cuidados intensivos. A este respecto se consideraron por paciente siete días 
en UCI como máximo. En caso de pacientes con más de siete días en UCI se seleccionaron sietes días al azar. En 
total se introdujeron los datos de 1261 experimentos de micromatrices en los análisis. 
 30 
Las características seleccionadas de los pacientes están representadas en las tablas 4 y 5. Se realizan indicaciones 
con respecto a la edad, sexo y categorías ACCP/SCCM. Como muestras de referencia sirvieron el ARN total de 
líneas celulares SIG-M5. Todas las muestras de pacientes se hibridaron conjuntamente con la muestra de referencia 
respectivamente en una micromatriz. 
 35 
Tabla 4: Datos generales de los pacientes  

Número de pacientes (micromatrices)  372 (1261) 

Mortalidad  94 (25,3 %) 

Sexo [M/H]  113/259 

Edad en años  68 (15) 

APACHE-II  16 (9) 

SAPS-II  32 (15) 

SOFA  8 (4) 

Duración de estar tumbado en días  8 (22) 

 
Están indicados respectivamente la mediana y entre paréntesis el intervalo intercuartil (IQR) 
 
Tabla 5: Indicaciones condicionadas por operación para el registro IST (es posible seleccionar una o más opciones)  40 

Indicación  Número de pacientes  

Vasos 
coronarios 

153 

Válvulas  65 

Gastrointestinal  34 

Tórax  17 

Politraumatismo  13 

Vasos 
periféricos  

8 

Urogenital  8 

Neurocirugía  6 

 
Descripción experimental: 
 
Extracción de sangre y aislamiento de ARN 
 45 
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La sangre completa de los pacientes se extrajo en la unidad de cuidados intensivos de los pacientes por medio del 
kit PAXGene de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Qiagen). Tras la extracción de la sangre completa 
se aisló el ARN total de las muestras usando el kit PAXGene Blood RNA de acuerdo con las especificaciones del 
fabricante (Qiagen). 
 5 
Cultivo de células 
 
Para el cultivo de células (muestras control) se usaron 19 criocultivos celulares (SIGM5) (congelados en nitrógeno 
líquido). Las células se inocularon respectivamente con 2 ml de medio Iscove (Biochrom AG) complementado con 
suero de ternero fetal (FCS) al 20 %. Los cultivos celulares se incubaron a continuación durante 24 horas a 37 ºC 10 
con un 5 % de CO2 en placas de 12 pocillos. Después se dividió el contenido de 18 pocillos en 2 partes con 
respectivamente el mismo volumen, de modo que finalmente estaban a disposición 3 placas del mismo formato (en 
total 36 pocillos). El cultivo se continuó a continuación durante 24 horas en las mismas condiciones. A continuación 
de esto se combinaron los cultivos resultantes de 11 pocillos de cada placa y se centrifugaron (1000 x g, 5 min, 
temperatura ambiente). El sobrenadante se descartó y el sedimento de células se disolvió en 40 ml del medio 15 
mencionado anteriormente. Estos 40 ml de células disueltas se dividieron en dos matraces de 250 ml en partes 
iguales y tras incubación de 48 horas y adición de 5 ml del medio mencionado anteriormente se incubaron de nuevo. 

De los 2 ml restantes de las dos placas que quedan se añadieron 80 l en pocillos vacíos de las mismas placas, que 
ya estaban preparadas previamente con 1 ml del medio mencionado anteriormente. Tras incubación de 48 horas se 

procesó únicamente una de las placas de 12 pocillos tal como sigue: de cada pocillo se tomaron 500 l y se 20 
combinaron. Los 6 ml que resultan de esto se añadieron en un matraz de 250 ml, que contenía aproximadamente 10 
ml de medio fresco. Esta mezcla se centrifugó con 1000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente y se disolvió 
en 10 ml del medio mencionado anteriormente. El recuento de células posterior dio el siguiente resultado: 1,5 x 10

7
 

células por ml, 10 ml de volumen total, número total de células: 1,5 x 10
8
. Dado que el número de células aún no era 

suficiente se añadieron 2,5 ml de la suspensión celular mencionada anteriormente en 30 ml del medio mencionado 25 
anteriormente en un matraz de 250 ml (75 cm

2
) (en total 4 matraces). Tras un tiempo de incubación de 72 horas se 

añadieron respectivamente 20 ml de medio fresco en los matraces. Tras incubación siguiente de 24 horas se realizó 
el recuento de células tal como se describió anteriormente, que dio como resultado un número de células total de 3,8 
x 10

8
 células. Para conseguir el número de células deseado de 2 x 10

6
 células se resuspendieron las células en 47,5 

ml del medio mencionado anteriormente en 4 matraces. Tras un tiempo de incubación de 24 horas se centrifugaron 30 
las células y se lavaron dos veces con tampón fosfato sin Ca

2+
 y Mg

2
+ (Biochrom AG). 

 
El aislamiento del ARN total se realizó por medio del kit NucleoSpin RNA L (Machery&Nagel) de manera 
correspondiente a las indicaciones del fabricante. El procedimiento descrito anteriormente se repitió hasta que se 
consiguió el número de células necesario. Esto era necesario para conseguir la cantidad necesaria de 6 mg de ARN 35 

total, lo que corresponde a una eficiencia de 600 g de ARN por 10
8
 células. 

 
Transcripción inversa / marcación / hibridación 
 
Tras la extracción de la sangre completa se aisló el ARN total de las muestras usando el kit PAXGene Blood RNA 40 
(PreAnalytiX) de acuerdo con las especificaciones del fabricante y se sometió a prueba su calidad. De cada muestra 

se tomaron alícuotas de 10 g de ARN total y junto con 10 g de ARN total de células SIGM5 como ARN de 
referencia se transcribieron en ADN complementario (ADNc) con la transcriptasa inversa Superscript II (Invitrogen) y 
a continuación se eliminó de la mezcla el ARN mediante hidrólisis alcalina. En la mezcla de reacción se sustituyó 
una parte del dTTP por aminoalil-dUTP (AA-dUTP) para permitir más tarde el acoplamiento del colorante de 45 
fluorescencia al ADNc. 
 
Tras la purificación de la mezcla de reacción se marcaron covalentemente el ADNc de las muestras y controles con 
los colorantes de fluorescencia Alexa 647 y Alexa 555 y se hibridaron en una micromatriz de la empresa SIRS-Lab. 
Sobre la micromatriz usada se encuentran 5308 polinucleótidos inmovilizados con una longitud de 55 - 70 pares de 50 
bases, que representan respectivamente un gen humano y puntos control para el control de calidad. Una 
micromatriz se subdivide en 28 submatrices con un patrón de 15x15 puntos. 
 
La hibridación y el lavado o secado posterior se realizó en la unidad de hibridación HS400 (Tecan) según las 
indicaciones del fabricante durante 10,5 horas a 42 ºC. La disolución de hibridación usada está compuesta de las 55 
respectivas sondas de ADNc marcadas, 3,5x SSC (1x SSC contienen cloruro de sodio 150 mM y citrato de sodio 15 

mM), un 0,3 % de dodecilsulfato de sodio (V/V), un 25 % de formamida (V/V) y en cada caso 0,8 g l-1 cot-1 de 
ADN, ARN-t de levadura y ARN poli-A. El lavado posterior de las micromatrices se realizó con el siguiente programa 
a temperatura ambiente: en cada caso lavar durante 90 segundos con tampón de lavado 1 (2x SSC, un 0,03 % de 
dodecilsulfato de sodio), con tampón de lavado 2 (1x SSC) y finalmente con tampón de lavado 3 (0,2x SSC). 60 
Después se secaron las micromatrices bajo una corriente de nitrógeno con una presión de 2,5 bar a 30 ºC durante 
150 segundos. 
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Tras la hibridación se leyeron las señales de hibridación de las micromatrices con un escáner GenePix 4000B (Axon) 
y se determinaron las relaciones de expresión de los genes expresados de manera diferenciada con el software 
GenePix Pro 4.0 (Axon). 
 
Evaluación: 5 
 
Para la evaluación se determinó la intensidad promedio de un punto como el valor de mediana de los 
correspondientes píxeles de punto. 
 
Preselección de muestras de genes: 10 
 
Para una primera preselección de las sondas de genes se realizó la corrección de errores sistemáticos según el 
planteamiento de Huber et al. [5]. A este respecto se estimaron los sesgos estadísticos aditivos y los multiplicativos 
dentro de una micromatriz del 75 % de las muestras de genes existentes. 
 15 
A continuación se evaluaron las relaciones normalizadas y transformadas de las señales de las muestras de 
pacientes contra los controles generales. Es decir, para el j-ésimo de la k-ésima matriz, el cálculo dio como resultado 
el valor 
 

Gj,k = arcsen(Scy5(j,k)) - arcsen(Scy3(j,k)) 20 
 
en el que [Scy3(j,k), Scy5(j,k)] designa el correspondiente par de señales de fluorescencia. Para todas las sondas de 
genes se calculó a continuación la mediana de las desviaciones absolutas de la mediana (MAD), es decir MAD(Gj,1, 
..., Gj,1261), y el 10 % de las sondas de genes se seleccionaron con la MAD más pequeña. Como segundo criterio 
para la preselección se consulta la intensidad de señal promedio arcsen(Scy5(j,k)) + arcsen(Scy3(j,k)). En los 25 
análisis posteriores se consideraron únicamente sondas de genes, cuya mediana de la intensidad de señal promedio 
se encontraba en el denominado intervalo de señal dinámico, preferentemente entre 6 y 8 (en la escala logarítmica). 
 
Selección de los genes control: 
 30 
Para las sondas de genes preseleccionadas se calcularon cantidades relativas, colocándose el valor de expresión 
más alto en 1. A continuación se calculó la medida de estabilidad génica M de Vandesompele et al. [6]. Por medio 
del procedimiento por etapas descrito igualmente en Vandesompele et al., en el que en cada etapa se separa el gen 
con la estabilidad más baja, se dispusieron las sondas de genes según su estabilidad. Como valor umbral superior 
para la selección de las sondas de genes sirvió de base el valor (redondeado) 0,6 para el valor promedio de la 35 
medida de estabilidad M (Tabla 6). 
 
La definición matemática para la medida de estabilidad génica M era de acuerdo con Vandesompele et al. 
 
Para cada combinación de dos genes control internos j y k, se proporciona una matriz Ajk de m elementos, que está 40 
constituida por las relaciones de expresión transformadas con log2 aij/aik (ecuación 1). La variación por parejas Vjk 
para los genes control j y k se define además como desviación estándar de los elementos Ajk (ecuación 2), siendo 
SD la desviación estándar. La medida de estabilidad génica Mj para el gen control j es entonces la media aritmética 
de todas las variaciones por parejas Vjk (ecuación 3): 
 45 
(para todas las j,k se aplica ∈ [1,n] y j ≠ k): 

 

 

 

 50 
 
Se determinó una agrupación de 76 secuencias específicas con actividad génica no modificada que corresponden a 
las SEC ID N.º 22 a SEC ID N.º 97, que son parte constituyente del protocolo de secuencias adjunto. 
 

55 
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Tabla 6: genes control (base de ARN) determinados y sus valores de estabilidad 

Sec 
ID 

Número de registro 
GenBank 

MAD de las relaciones de 
señales 

Mediana de las intensidades 
promedio 

Estabilidad 
M 

22 NM_024081 0,200 7,190 0,368 

23 AA398364 0,179 6,730 0,385 

24 N34546 0,171 6,265 0,401 

25 AA659421 0,212 7,127 0,380 

26 AA682479 0,218 6,209 0,373 

27 AK024118 0,172 6,601 0,457 

28 AA923316 0,197 6,891 0,374 

29 BM309952 0,205 7,533 0,417 

30 AI093653 0,156 7,120 0,355 

31 AI131415 0,156 6,881 0,413 

32 AI263527 0,173 6,614 0,379 

33 AA282242 0,181 6,758 0,381 

34 CR740270 0,191 6,360 0,346 

35 BG191861 0,191 6,292 0,377 

36 AI301257 0,244 6,039 0,401 

37 AI310464 0,202 6,229 0,423 

38 AW964023 0,204 6,776 0,380 

39 AI351933 0,171 6,478 0,414 

40 AA100540 0,196 7,180 0,365 

41 AI362368 0,199 6,967 0,397 

42 AI817134 0,167 6,592 0,362 

43 AI381377 0,193 6,179 0,401 

44 AI520967 0,188 6,534 0,386 

45 AA253470 0,182 7,002 0,365 

46 AI559304 0,195 7,408 0,369 

47 AI565002 0,182 7,149 0,381 

48 AI587389 0,197 7,006 0,355 

49 AI609367 0,206 6,648 0,354 

50 AI635278 0,200 6,629 0,427 

51 AI702056 0,208 6,370 0,391 

52 AI707917 0,177 6,392 0,414 

53 AI733176 0,209 6,211 0,411 

54 AI769053 0,210 7,570 0,383 

55 AI798545 0,167 7,289 0,394 

56 AI801425 0,174 6,780 0,406 

57 AI801595 0,188 7,061 0,409 

58 AI809873 0,200 7,207 0,413 

59 AI862063 0,173 7,001 0,347 

60 AI923251 0,197 7,085 0,359 

61 AI925556 0,178 6,924 0,329 

62 AI932551 0,177 7,191 0,415 

63 AI932884 0,182 7,430 0,409 

64 AI933797 0,204 6,834 0,423 

65 AI933967 0,193 7,007 0,443 

66 AI935874 0,203 7,166 0,388 

67 H06263 0,169 7,140 0,337 

68 H22921 0,241 6,445 0,408 

69 H54423 0,175 7,046 0,385 

70 N22551 0,205 6,830 0,387 

71 N73510 0,181 7,084 0,388 

72 R06107 0,164 7,067 0,352 

73 R42511 0,212 6,110 0,371 

74 R43088 0,215 6,067 0,398 

75 NM_181705 0,208 6,821 0,383 

76 R92455 0,203 6,629 0,410 

77 R93174 0,211 7,164 0,358 

78 T77995 0,201 7,251 0,423 

79 T79815 0,197 7,270 0,417 

80 T83946 0,196 7,388 0,363 

81 T95909 0,177 7,109 0,414 
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82 T98779 0,186 6,964 0,416 

83 AK127462 0,198 6,784 0,367 

84 W80744 0,194 6,995 0,364 

85 W86575 0,236 6,761 0,438 

86 AJ297560 0,175 7,063 0,380 

87 NM_001562 0,192 7,021 0,516 

88 BU629240 0,214 6,696 0,401 

89 NM_001228 0,235 6,286 0,423 

90 NM_001993 0,192 6,874 0,451 

91 NM_002209 0,201 7,676 0,425 

92 NM_002392 0,197 6,969 0,431 

93 NM_000587 0,199 6,848 0,334 

94 NM_004379 0,222 7,135 0,415 

95 BC002715 0,182 6,685 0,502 

96 NM_003082 0,214 6,327 0,469 

97 AA664688 0,192 6,610 0,396 

 
 
Ejemplo de realización 2 
 
Ensayo de estabilidad de los genes control por medio de ensayos de expresión génica de pacientes con y sin 5 
septicemia. 
 
Se muestra en este ejemplo de realización que los genes control determinados en el primer ejemplo de realización 
son estables también en pacientes tratados con medicina de cuidados intensivos con y sin septicemia. Para ello se 
consideraron datos de micromatrices de 118 pacientes. En total se analizaron 394 días de paciente (micromatrices), 10 
considerándose como máximo siete días por paciente. 
 
Tabla 7: Datos generales de los pacientes 

Número de pacientes (micromatrices)  118 (394) 

Mortalidad  31 (26,3 %) 

Sexo [M/H]  41/77 

Edad en años [mediana (IQR)]  68,5 (14,8) 

 
Tabla 8: Distribución de los días de paciente según la categoría ACCP/SCCM así como otros parámetros 15 
diagnósticos  

 Pacientes UCI* SIRS Septicemia Septicemia grave Choque septicémico 

Número de días  33 158 24 90 89 

Puntuación 
SOFA  

7 (3) 7 (4) 6 (3,25) 8 (4) 10 (3) 

Número de ODF  2 (2) 2 (1) 1,5 (1) 3 (2) 3 (2) 

PCT [ng/ml]  1,6 (3,8) 1,8 (5,4) 1,2 (5,1) 2,5 (4,9) 6,4 (11,5) 

CRP [mg/l] 144 (53,9) 112,5 (106,4) 141 (87,1) 133 (105,9) 170 (146) 

WBC [no/l]  7750 (4075) 11100 (7100) 13350 (8800) 12900 (6675) 16100 (10600) 

* pacientes tratados con medicina de cuidados intensivos que no han desarrollado SIRS o septicemia 
Está indicado respectivamente la mediana y entre paréntesis el intervalo intercuartil (IQR) 
 
Para demostrar la aplicabilidad de los genes control por medio de una comparación de pacientes con SIRS y 20 
septicemia se seleccionaron los siguientes genes de prueba (véase la tabla 9). 
 
Tabla 9: Genes de prueba para la comparación de pacientes con SIRS y septicemia  

Nombre Número de registro GenBank Bibliografía Sec ID 

CARD8 NM_014959 [7] 98 

CCBP2 NM_001296 [8] 99 

CCL26 NM_006072 [9] 100 

FADD NM_003824 [10] 101 

IL6R NM_181359 [11] 102 

ITGB2 NM_000211 [12] 103 

MAPK3 NM_002746 [13] 104 

MYD88 NM_002468 [14] 105 

TNF NM_000594 [15] 106 

TREM1 NM_018643 [16] 107 

 
Estos genes de prueba se han descrito en la bibliografía científica en relación con septicemia. 25 
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Para los análisis estadísticos se seleccionaron 6 pacientes con SIRS grave (SIRS + disfunciones orgánicas) y 9 
pacientes con septicemia grave (septicemia + disfunciones orgánicas) (tabla 10). 
 
Tabla 10: Características seleccionadas de los pacientes con SIRS y septicemia  5 

 SIRS grave Septicemia grave 

Número de 
pacientes  

6 9 

Mortalidad 0 (0 %) 5 (55,6 %) 

Sexo [H/M]  4/2 7/2 

Edad [años]  70,5 (7) 74(7) 

Puntuación SOFA  8 (2,25) 10 (4) 

Número de ODF  3,5 (1,75) 3 (1) 

PCT [ng/ml]  3,1 (5,5) 28,2 (38,8) 

CRP [mg/l]  71,2 (15,6) 206 (180) 

WBC [no/l] 14250 (3800) 15800 (4600) 

Está indicado respectivamente la mediana y entre paréntesis el intervalo intercuartil (IQR). 
 
La normalización de los diez genes de prueba se realizó por medio de los siguientes cinco genes control 
seleccionados al azar. Para ello se usa el procedimiento de Vandesompele et al. [6] (tabla 11). 
 10 
Tabla 11: Genes control seleccionados (conjunto 1) 

Número de registro 
GenBank 

Sec ID 

AI263527 32 

AW964023 38 

AI933797 64 

T98779 82 

NM_004379 94 

 
Una comparación por medio de la prueba de t de dos muestras al azar proporcionó el siguiente resultado (tabla 12) 
 
Tabla 12: Actividad génica de los genes de prueba normalizados con el conjunto 1 de los genes control  15 

Símbolo de 
gen 

Sec ID SIRS media Septicemia media Valor de p 

CARD8 98 1,85 4,32 0,045 

CCBP2 99 1,25 2,69 0,004 

CCL26 100 1,52 2,69 0,041 

FADD 101 1,26 3,45 0,028 

IL6R 102 1,58 2,15 0,175 

ITGB2 103 1,04 2,60 0,074 

MAPK3 104 1,26 2,49 0,052 

MYD88 105 1,11 2,34 0,025 

TNF 106 1,41 2,47 0,055 

TREM1 107 1,09 1,52 0,154 

 
Para demostrar la reproducibilidad de los resultados se repitió la comparación estadística, seleccionándose al azar 
de nuevo cinco genes control (conjunto 2) (tabla 13) 
 
Tabla 13: Genes control (conjunto 2) 20 

Número de registro GenBank Sec ID 

AI609367 49 

AI862063 59 

H06263 67 

R92455 76 

BC002715 95 

 
Tras la normalización por medio del procedimiento de Vandesompele et al. se obtienen los siguientes resultados 
para la prueba de t de dos muestras al azar (tabla 14): 
 

25 

ES 2 524 643 T3

 



17 

Tabla 14: Actividad génica de los genes de prueba normalizados con el conjunto 2 de los genes control 

Símbolo de 
gen 

Sec ID SIRS media Septicemia media Valor de p 

CARD8 98 1,67 3,71 0,029 

CCBP2 99 1,15 2,35 0,001 

CCL26 100 1,37 2,34 0,033 

FADD 101 1,15 2,98 0,015 

IL6R 102 1,44 1,88 0,210 

ITGB2 103 0,97 2,27 0,050 

MAPK3 104 1,15 2,34 0,065 

MYD88 105 1,03 2,05 0,028 

TNF 106 1,28 2,20 0,057 

TREM1 107 0,99 1,34 0,145 

 
Los resultados muestran una reproducibilidad muy buena de los resultados. En las dos comparaciones, los 
marcadores idénticos son significativos hasta el nivel del 5 % o el 10 %. 
 5 
Ejemplo de realización 3 
 
Determinación de los valores de estabilidad de genes control seleccionados mediante sus cebadores específicos por 
medio de PCR en tiempo real 
 10 
Aislamiento de ARN 
A partir de sangre completa se aisló ARN con ayuda del kit PAXgene (PreAnalytiX) según las indicaciones del 
fabricante. 
 
PCR con transcriptasa inversa cuantitativa (RT-PCR) 15 
 
Mediante transcripción inversa se transcribieron con ayuda de un cebador de oligo-dT ARNm, independientemente 
de su secuencia, en ADNc. Las cadenas de ADNc que se producen a este respecto de manera complementaria al 
ARNm usado se usaron a continuación como moldes para distintas reacciones de PCR. 
 20 
a) Para la mezcla de reacción se pipetearon conjuntamente los siguientes componentes: 

-   g de ARN concentrado 

- 10 l de H2O 

- 1 l de dNTP (dGTP, dATP, dCTP, dTTP) 

- 1 l de oligo dT (0,5 g/l) 25 
 
b) 5 min a 70 ºC, a continuación 5 min hasta hielo 
 
c) A continuación se añadió la siguiente mezcla: 

- 4 l de tampón RT 30 

- 2 l de DTT 0,1 M 

- 1 l de ARNasa out (inhibidor de ARNasa) 

- 1 l de transcriptasa inversa SuperScript  
 
d) Incubar durante 1 h a 42 ºC 35 
 
e) Incubar durante 15 min a 70 ºC  
 
Reacción en cadena de la polimerasa 
 40 
Con ayuda de la PCR se amplificó la sección de ADN seleccionada y se cuantificó a continuación y con ello se 
determinó la intensidad de la expresión génica de los genes control: 
 
Para la PCR se usó el sistema de AccuPrime Taq ADN polimerasa de Invitrogen. 
 45 

Para una mezcla de 25 l se pipetean conjuntamente los siguientes componentes en un tubo de 200 l: 
 

2,5 l  de 10X tampón para PCR AccuPrime  

20 l  de ARNasa libre de H2O 

1 l  de molde de ADN diluido 1:10 (aproximadamente 0,82 ng/l) 

1 l  de mezcla de cebadores (en cada caso 0,5 l de cebadores directos/inversos que 
corresponden a la tabla 2) 
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0,5 l  de AccuPrime Taq ADN polimerasa 

 
 
Se realiza el siguiente programa en el termociclador de PCR en tiempo real (corbett research RG 3000): 
 

94 ºC  2 min 5 
94 ºC  30 s 
58 ºC  30 s  30 ciclos 
68 ºC  1 min 
68 ºC  2 min 

 10 
En primer lugar se desnaturalizó completamente a 94 ºC el molde de ADN y se activó la enzima. A continuación 
siguieron 30 ciclos de amplificación que están constituidos por desnaturalización a 94 ºC, apareamiento a 58 ºC y 
elongación a 68 ºC. A continuación de la PCR se aplicaron las muestras en un gel de agarosa al 1,5 % para 
comprobar a través del tamaño de los fragmentos la autenticidad de los productos. 
 15 
Tabla 15: Valores de estabilidad de genes control seleccionados (base de ARN) determinados mediante cebadores 
específicos y PCR en tiempo real  

Sec ID Número de registro GenBank Estabilidad M 

87 NM_001562 1,1028295 

89 NM_001228 1,0377301 

90 NM_001993 1,9214240 

91 NM_002209 1,1226082 

93 NM_000587 1,1679851 

95 BC002715 1,1285312 

96 NM_003082 0,9456845 

 
Bibliografía 
 20 
[1] Warrington JA, Nair A, Mahadevappa M, et al., Comparison of human adult and fetal expression and identification 

of 535 housekeeping/maintenance genes., Physiol Genomics. 27 de abril de 2000;2(3):143-7 
 
[2] Documento US 10/551.874, Method for recognising acute generalized inflammatory conditions (SIRS), Sepsis, 
Sepsis-like conditions and systemic infections 25 
 
[3] O’Dwyer MJ. Mankan AK, Stordeur P, The occurrence of severe sepsis and septic shock are related to distinct 
patterns of cytokine gene expression. Shock. Diciembre 2006;26(6):544-50. 
 
[4] Bone RC, Balk RA, Cerra FB, et al. (1992) The ACCP/SCCM Consensus Conference Committee (1992) 30 

Definitions for Sepsis and organ failure and guidelines for the use of innovative therapies in Sepsis. Chest 101:1656-
1662; y Crit Care Med 1992; 20: 864-874. 
 
[5] Huber W, Heydebreck A, Sueltmann H, et al. (2003) Parameter estimation for the calibration and variance 

stabilization of microarray data. Stat. Appl. in Gen. and Mol. Biol.. volumen. 2, número 1, artículo 3 35 
 
[6] Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, et al., Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by 
geometric averiging of multiple internal control genes. Genome Biology 2002, 3(7):research0034.1-0034.11 
 
[7] Razmara M, Srinivasula SM, Wang L, et al., CARD-8 protein, a new CARD family member that regulates caspase-40 
1 activation and apoptosis. J Biol Chem. 19 de abril de 2002;277(16):13952-8. Epub 30 de enero de 2002. 
 
[8] Coelho AL, Hogaboam CM, Kunkel SL. Chemokines provide the sustained inflammatory bridge between innate 
and acquired immunity. Cytokine Growth Factor Rev. Diciembre de 2005;16(6):553-60. Epub 20 de enero de 2005. 
 45 
[9] Yamamoto T, Umegae S, Kitagawa T, Matsumoto K. Intraperitoneal cytokine productions and their relationship to 
peritoneal sepsis and systemic inflammatory markers in patients with inflammatory bowel disease. Dis Colon Rectum. 
Mayo de 2005;48(5):1005-15. 
 
[10] Oberholzer C, Oberholzer A, Clare-Salzler M, Moldawer LL. Apoptosis in sepsis: a new target for therapeutic 50 
exploration. FASEB J. Abril de 2001;15(6):879-92. 
 
[11] Andrejko K.M., Chen J., and Deutschman C.S. Intrahepatic STAT-3 activation and acute phase gene expression 
predict outcome after CLP sepsis in the rat. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 275: G1423-G1429, 1998. 
 55 

ES 2 524 643 T3

 



19 

[12] Piguet P.F., Vesin C., Rochat A. β2 Integrin modulates platelet caspase activation and life span in mice. 
European Journal of Cell Biology, volumen 80, número 2, Febrero de 2001, págs. 171-177(7). 
 
[13] Riedemann NC, Guo RF, Hollmann TJ, et al., Regulatory role of C5a in LPS-induced IL-6 production by 
neutrophils during sepsis. FASEB J. Febrero de 2004;18(2):370-2. Epub 19 de diciembre de 2003. 5 
 
[14] Weighardt H, Kaiser-Moore S, Vabulas RM, et al., Cutting edge: myeloid differentiation factor 88 deficiency 
improves resistance against sepsis caused by polymicrobial infection. J Immunol. 15 de septiembre de 
2002;169(6):2823-7. 
 10 
[15] Hedberg CL, Adcock K, Martin J, et al., Tumor necrosis factor alpha -- 308 polymorphism associated with 
increased sepsis mortality in ventilated very low birth weight infants. Pediatr Infect Dis J. Mayo de 2004;23(5):424-8. 
 
[16] Gibot S, Kolopp-Sarda MN, Bene MC, et al., A soluble form of the triggering receptor expressed on myeloid 
cells-1 modulates the inflammatory response in murine sepsis. J Exp Med. 6 de diciembre de 2004;200(11):1419-26. 15 
 
[17] Brazma A, Hingamp P, Quackenbush J et al., Minimum information about a microarray experiment (MIAME)-
toward standards for microarray data, Nature Genetics 29, 365 - 371 (2001) 
 
[18] Rocke DM, Durbin B, A model for measurement error for gene expression arrays., J Comput Biol. 2001;8(6):557-20 
69 
 
[19] Huber W, Heydebreck A, Sueltmann H, Variance stabilization applied to microarray data calibration and to the 
quantification of differential expression., Bioinformatics. 2002;18 supl. 1:págs. 96-104. 

25 

ES 2 524 643 T3

 



20 

Protocolo de secuencias 
 
<110> SIRS-lab GmbH 
 
<120> Genes control para la normalización de datos de análisis de expresión génica 5 
 
<130> SL0630 
 
<140> 
<141> 10 
 
<160> 107 
 
<170> Patent Prepare 0.5.2 
 15 
<210> 1 
<211> 67 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 20 
<400> 1 

 
 
<210> 2 
<211> 69 25 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 2 

 30 
 
<210> 3 
<211> 69 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 3 

 
 
<210> 4 40 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 4 45 

 
 
<210> 5 
<211> 65 
<212> ADN 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 5 

 
 55 
<210> 6 
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<211> 70 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 6 5 

 
 
<210> 7 
<211> 70 
<212> ADN 10 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 7 

 
 15 
<210> 8 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 8 

 
 
<210> 9 
<211> 19 25 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 9 

 30 
 
<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 10 

 
 
<210> 11 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 11 45 

 
 
<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 12 

 
 55 
<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 60 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 19 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 14 

 
 10 
<210> 15 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 15 

 
 
<210> 16 
<211> 19 20 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 16 

 25 
 
<210> 17 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 17 

 
 
<210> 18 35 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 18 40 

 
 
<210> 19 
<211> 20 
<212> ADN 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 19 

 
 50 
<210> 20 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 55 
<400> 20 

 
 
<210> 21 
<211> 21 60 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 2015 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 356 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 23 

 
 10 
<210> 24 
<211> 451 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 24 

 
 
<210> 25 
<211> 397 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 457 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 26 

 
 10 
<210> 27 
<211> 2811 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 394 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 28 

 
 
<210> 29 
<211> 497 10 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 29 

 15 
 
<210> 30 
<211> 206 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 30 

 
 
<210> 31 25 
<211> 376 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 31 30 
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<210> 32 
<211> 337 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 32 

 
 10 
<210> 33 
<211> 381 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 33 

 
 
<210> 34 
<211> 494 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 34 

 25 
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<210> 35 
<211> 521 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 35 

 
 10 
<210> 36 
<211> 351 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 15 
<400> 36 

 
 
<210> 37 
<211> 451 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 37 

 25 
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<210> 38 
<211> 674 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 38 

 
 10 
<210> 39 
<211> 330 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 39 

 
 
<210> 40 
<211> 446 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 40 
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<210> 41 
<211> 406 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 41 

 
 10 
<210> 42 
<211> 320 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 42 

 
 
<210> 43 
<211> 448 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 43 

 25 
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32 

 
 
<210> 44 
<211> 270 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 44 

 
 10 
<210> 45 
<211> 386 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 45 

 
 
<210> 46 
<211> 413 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 46 

 25 
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33 

<210> 47 
<211> 438 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 47 

 
 
<210> 48 
<211> 651 10 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 48 

 15 
 
<210> 49 
<211> 428 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 49 
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<210> 50 
<211> 436 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 50 

 
 10 
<210> 51 
<211> 475 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 51 

 
 
<210> 52 
<211> 439 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 52 

 25 
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<210> 53 
<211> 519 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 53 

 
 10 
<210> 54 
<211> 319 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 54 

 
 
<210> 55 
<211> 352 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 55 

 25 
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<210> 56 
<211> 232 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 56 

 
 10 
<210> 57 
<211> 446 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 57 

 
 
<210> 58 
<211> 510 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 58 

 25 

 
 
<210> 59 
<211> 245 
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<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 59 

 5 
 
<210> 60 
<211> 479 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 60 

 
 
<210> 61 15 
<211> 480 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 61 20 

 
 
<210> 62 
<211> 179 
<212> ARN 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 62 
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<210> 63 
<211> 307 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 63 

 
 10 
<210> 64 
<211> 275 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 64 

 
 
<210> 65 
<211> 306 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 65 

 25 
 
<210> 66 
<211> 444 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 66 
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39 

 
 
<210> 67 
<211> 311 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 67 

 
 10 
<210> 68 
<211> 441 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 68 

 
 
<210> 69 
<211> 435 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 69 
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40 

 
 
<210> 70 
<211> 348 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 70 

 
 10 
<210> 71 
<211> 304 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 71 

 
 
<210> 72 
<211> 192 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 72 

 25 

 
 
<210> 73 
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41 

<211> 487 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 73 5 

 
 
<210> 74 
<211> 446 
<212> ARN 10 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 74 

 
 15 
<210> 75 
<211> 6213 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 20 
<400> 75 
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43 
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44 

 
 
<210> 76 
<211> 354 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 76 
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<210> 77 
<211> 399 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 77 

 
 10 
<210> 78 
<211> 510 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 78 

 
 
<210> 79 
<211> 392 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 79 

 25 
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<210> 80 
<211> 498 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 80 

 
 10 
<210> 81 
<211> 325 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 15 
<400> 81 

 
 
<210> 82 
<211> 431 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 82 

 25 
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<210> 83 
<211> 2350 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 83 
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48 

 
 
<210> 84 
<211> 184 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 84 

 
 10 
<210> 85 
<211> 410 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 85 

 
 
<210> 86 
<211> 16459 20 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
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<400> 86 
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50 
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51 
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53 
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54 
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55 
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56 
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<210> 87 
<211> 1145 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 87 

 
 10 
<210> 88 
<211> 732 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 

 15 
<400> 88 
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<210> 89 
<211> 2914 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 89 

 
 10 
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<210> 90 
<211> 2153 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 90 

 
 10 
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61 

 
 
<210> 91 
<211> 5133 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 91 

 
 10 
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<210> 92 
<211> 2357 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 92 

 
 10 
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<210> 93 
<211> 4034 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
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<400> 93 
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66 
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<210> 94 
<211> 2964 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 94 

 
 10 
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68 

 
 
<210> 95 
<211> 1977 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 95 

 

ES 2 524 643 T3

 



69 

 
 
<210> 96 
<211> 2594 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 96 

 
 10 
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71 

 
 
<210> 97 
<211> 273 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 97 

 
 10 
<210> 98 
<211> 5059 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 15 
<400> 98 
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73 

 
 
<210> 99 
<211> 2962 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
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74 

<400> 99 
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75 

 
 
<210> 100 
<211> 562 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 100 

 
 10 
<210> 101 
<211> 1873 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 15 
<400> 101 
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<210> 102 
<211> 4082 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
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<400> 102 
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<210> 103 
<211> 2887 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 103 
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<210> 104 
<211> 1902 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 104 
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<210> 105 
<211> 2826 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 105 
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<210> 106 
<211> 1669 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 106 
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<210> 107 
<211> 948 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 107 

 
10 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Procedimiento para la normalización de una expresión de ARNm en varias muestras de sangre que comprende: 
 5 
a) una comparación de los valores de expresión de uno o varios ácidos nucleicos seleccionados de SEC ID 22 a 
SEC ID 97 a través de distintas muestras de sangre; 
b) derivación de una medida de estabilidad génica para la normalización de valores de expresión de uno o varios 
ácidos nucleicos, seleccionados de SEC ID 22 a SEC ID 97 a través de varias muestras de sangre; y 
c) una normalización de la expresión de otros ácidos nucleicos, que se aislaron de varias muestras de sangre, 10 
basándose en la etapa b). 
 
2. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado por que el ARNm se amplifica, en el que mediante 

transcripción inversa con ayuda de un cebador oligo-dT se transcribe ARNm en ADNc y las cadenas de ADNc 
producidas de manera complementaria al ARNm usado se usan como molde para reacciones en cadena de la 15 
polimerasa (PCR). 
 
3. Procedimiento según la reivindicación 2, en el que los ácidos nucleicos se amplifican por medio de PCR o PCR en 
tiempo real. 
 20 
4. Procedimiento según una de las reivindicaciones 1-3, en el que los valores de expresión de los ácidos nucleicos 
se determinan por medio de procedimientos de hibridación. 
 
5. Procedimiento según una de las reivindicaciones 1-4, en el que la medición de los valores de expresión de los 
ácidos nucleicos se realiza en disolución o en ácidos nucleicos que están inmovilizados en un soporte. 25 
 
6. Procedimiento según la reivindicación 5, en el que el soporte es una micromatriz, partícula, perla, vidrio, metal o 
membrana. 
 
7. Procedimiento según una de las reivindicaciones 1-6, en el que los ácidos nucleicos están acoplados al soporte 30 
de manera indirecta a través de otros componentes de unión tales como anticuerpos, antígenos, oligonucleótidos, 
balizas moleculares o enzimas. 
 
8. Procedimiento según una de las reivindicaciones 1-7, en el que los valores de expresión de los ácidos nucleicos 
determinados in vitro a partir de una muestra de paciente se usan como parámetro de entrada para la fabricación de 35 

software para la descripción del pronóstico individual de un paciente, para fines de diagnóstico, para decisiones de 
terapia y/o sistemas de gestión de datos de pacientes. 
 
9. Uso de ácidos nucleicos, seleccionados del grupo que está constituido por: SEC ID 22-86, 88, 92, 94 y 97 como 
gen control para la normalización de datos de análisis de expresión génica de muestras de sangre. 40 
 
10. Uso de un conjunto de genes control para la normalización de datos de análisis de expresión génica de muestras 
de sangre de un paciente, en el que el conjunto de genes control comprende las siguientes secuencias de ácido 
nucleico: SEC ID 32, SEC ID 38, SEC ID 64, SEC ID 82 y SEC ID 94. 
 45 
11. Uso de un conjunto de genes control para la normalización de datos de análisis de expresión génica de muestras 
de sangre de un paciente, en el que el conjunto de genes control comprende las siguientes secuencias de ácido 
nucleico: SEC ID 49, SEC ID 59, SEC ID 67, SEC ID 76 y SEC ID 95. 
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